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SUMMARY

Junctions of the adhaerens category are characterised by cell type-specific combinations of
transmembrane glycoproteins of the cadherin family and cytoplasmic plaque-proteins attached to
them, which mostly anchor actin microfilaments. They are one of the main structural elements of cell
type-specific architecture and cell-cohesion and also participate in several dynamic cell functions.
Over the past decade, it has become increasingly obvious that the “adhering junctions™ (AJs) of certain
specific cell types can not be subsumed under the classic categories of adhering junctions but that they
represent with their specific molecular combination new junctions Sui generis. In this thesis, two new
types of AJs of human cells and tissues have been identified and characterised, using cell biological,
biochemical, immunological and molecular biological methods.

Astrocytoma and glioblastoma-cells as well as astrocytes are connected by Als of
different sizes, which are characterised by a compact plaque and contain the transmembrane
glycoproteins N-cadherin, cadherin-11 and in some cell colonies also VE-cadherin. These are
combined on the intracellular side with the plaque-proteins a- and B-catenin, together with the
additional armadillo-proteins p120°", ARVCF and plakoglobin and — surprisingly — the desmosomal
protein plakophilin 2 and the tight junction proteins ZO-1, ZO-2 and cingulin which anchor, together
with afadin and the actin-binding protein vinculin, microfilament-cables of the actin-type. Molecular
interactions in this structure are discussed on the basis of data obtained by immunoprecipitation
experiments, and possible functions of this AJ-type (termed colligatio permixta) in embryology,
histology and pathology are discussed. Of particular interest is here the spontaneous clonal expression
of VE-cadherin in a subtype of cells, a molecule which up to now has been found only in endothelial
cells. This observation is discussed in relation to the known interactions of astrocytes and endothelia,
especially in developmental biology.

Similarly in cultured human bone marrow cells, called “mesenchymal stem cells” another
novel AJ-type been discovered, which consists also of N-cadherin and cadherin-11, in combination
with significant amounts of the plaque-proteins a-catenin, B-catenin, p120°" and afadin, which -again-
anchor cables of actin microfilaments. This type of AJs appears as small punca adhaerentia (diameter
about 30-200 nm) located on the central cell body as well as on long (up to 400 um) tentacle-like cell
processes of core actin filament cables which are stabilised by ezrin, a-actinin and myosin. Such
processes (processus adhaerentes) can be connected with similar processes of other cells through
puncta-containing bridge-like structures but can also deeply and tight-fittingly penetrate in long (up to
40 pm) invaginations of neighbouring cells. The AJ-regions of puncta of both cells are mostly fused
into enormously long “double membrane” junctions (manubria adhaerentia). Indications of the
occurrence of such processus adhaerentes in embryogenesis, possible biological functions and the

diagnostic potential of these marker structures are discussed.






ZUSAMMENFASSUNG

Zell-Zell-Verbindungen ("Junctions") der Adhaerens-Kategorie sind durch zelltypische
Kombinationen von Transmembran-Glykoproteinen der Cadherin-Grof3familie und damit assoziierten
cytoplasmatischen Plaque-Proteinen bestimmt, die meist Actin-Mikrofilamente verankern. Sie stellen
Hauptstrukturelemente des spezifischen Gewebe-Aufbaus und -Zusammenhalts dar und sind
dariiberhinaus auch an vielen dynamischen Zellfunktionen beteiligt. In den letzten Jahren hatte sich
zunehmend deutlicher herausgestellt, dass viele "Adhering Junction" (AJ) besonderer Zelltypen nicht
unter die bisher bekannten Klassen bzw. Typen von AJ subsumieren lassen, sondern aufgrund ihrer
Struktur, vor allem aber ihrer besonderen molekularen Zusammensetzung eigene Strukturtypen sui
generis darstellen. Im Rahmen dieser Arbeit sind zwei AJ-Typen menschlicher Zellen und Gewebe in
ihrer molekularen Zusammensetzung bestimmt worden, wobei Untersuchungen an Zellkulturen sowie
zellbiologische, biochemische, immunologische und molekularbiologische Methoden benutzt wurden.

Astrocytom-Zellen, auch Astrocyten, und Glioblastom-Zellen bilden viele Al
unterschiedlicher GroBe aus, die durch einen recht kompakten Plaque ausgezeichnet sind und die
Cadherine N-Cadherin, Cadherin-11 sowie in einigen Zellkolonien immer wieder auch VE-Cadherin
enthalten, die auf der Binnenseite mit den Plaque-Proteinen o- und B-Catenin, den weiteren armadillo-
Proteinen p120°", ARVCF und Plakoglobin sowie - iiberraschenderweise - dem von Desmosomen her
bekannten Protein Plakophilin 2 und den - von "Tight Junctions" bekannten - Plaque-Proteinen ZO-1,
Z0-2 und Cingulin komplexiert sind und zusammen mit Afadin und dem Actin-bindenden Protein
Vinculin Mikrofilament-Biindel des Actin-Typs verankern. Molekulare Interaktionen innerhalb dieser
Struktur werden aufgrund erster Immunprézipitations-Ergebnisse ebenso diskutiert wie die mogliche
Bedeutung dieses AJ-Typs, dem der Name Colligatio permixta gegeben wurde, in Embryologie,
Histologie und Pathologie. Dabei ist das spontane klonale Auftreten einer Unterform, die das -
erstmals auBerhalb von Gefil3-Endothelien nachgewiesene - VE-Cadherin enthilt, auch deshalb von
besonderem Interesse, weil der Astrocyt - gewissermallen seiner natlirlichen Position nach - oft eine
rdumliche wie funktionale Beziehung zu BlutgefdBen, besonders Kapillaren erkennen ldsst. Neue
tumordiagnostischen Moglichkeiten wie entwicklungsbiologischen Implikationen der Entdeckung
dieses neuen Junction-Typs werden besprochen.

Gleichzeitig ist in Kulturen bestimmter menschlicher Knochenmarkzellen, sogenannter
"mesenchymaler Stammzellen", ein anderer - in seiner molekularen Zusammensetzung &uf3erst
schlichter - AJ-Typ entdeckt worden, der ebenfalls N-Cadherin und Cadherin-11 in Verbindung mit
signifikanten Mengen der Plaque-Proteine a- und B-Catenin, Protein p120°" und Afadin enthilt und
vielfach auch Actinfilament-Biindel verankert. Dieser AJ-Typ erscheint in der Regel in Form kleiner
Puncta adhaerentia (Durchmesser meist im Bereich 30-200 nm), wobei diese sowohl am eigentlichen
zentralen Zellkorper als auch auf tentakel-artigen Zellausldufern verschiedener, teils sehr grofSer Lange
(bis tiber 400 pm lang) vorkommen, die einerseits durch Actinfilament-Biindel in Verbindung mit

Ezrin, a-Actinin und Myosin stabilisiert sind, andererseits aber auch Mikrotubuli enthalten. Solche



Zellauslaufer (Processus adhaerentes) konnen dabei sowohl iiber durch Puncta hergestellte
Briickenstrukturen mit Ausldufern anderer Zellen verbunden sein, andererseits aber auch tief und eng
in entsprechenden, z.T. sehr hidufigen und langen (bis iiber 40 pm) Invaginationen von Nachbarzellen
verankert sein, wobei die AJ-Regionen der Puncta beider Zellen gewissermallen zu einer riesigen
Doppelhiille (Manubrium adhaerens) fusioniert sein kdnnen. Hinweise auf ein Vorkommen solcher
Processus adhaerentes in der Embryogenese und mogliche biologische Funktionen solcher Strukturen

werden ebenso besprochen wie Einsatzmoglichkeiten und mogliche Bedeutung in der Diagnostik.
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Besondere Definitionen und Terminologie

A.

In der Fachliteratur werden in Zusammenhang mit den Cadherinen und ihren Funktionen die
Begriffe "homophile" bzw. "heterophile" Bindung bzw. Adhision verwandt, ohne dass dabei
immer vollig klar ist, in welcher Weise das jeweils gemeint ist. In dieser Arbeit soll daher der

Klarheit wegen durchweg spezifisch unterschieden werden:

I. Cis-homophile Interaktion ist die direkte, d.h. molekular-nachbarschaftliche, laterale
Wechselwirkung zwischen Cadherinen derselben Art in derselben Struktur (z.B. "Junction")

derselben Zelle.

II. Trans-homophile Interaktion ist die direkte frontale molekulare Wechselwirkung
zwischen Cadherinen derselben Art in den beiden spiegelbild-symmetrischen Teilen derselben

Struktur ("Junction") zweier - dadurch verbundener - Zellen.

II1. Cis-heterophile Interaktion ist die direkte laterale Wechselwirkung zwischen zwei

Cadherin-Molekiilen verschiedener Art in derselben Struktur ("Junction") derselben Zelle.

IV. Trans-heterophile Interaktion ist die direkte frontale Wechselwirkung von
verschiedenen Cadherin-Molekiiltypen in den beiden spiegelbild-symmetrisch angeordneten

Hilften derselben Struktur (z.B. "Junction") zweier sich beriihrender Zellen.

Die Begriffe werden hier somit streng molekularbiologisch benutzt, was der jeweiligen
entwicklungsbiologischen, nur den Zelltyp beriicksichtigenden "klassischen" Definition nicht
entsprechen muss (zur komplexen - und nicht immer stimmigen - Literatur und
experimentellen Ansétzen hierzu siche z.B. Herbst, 1990; Holtfreter, 1939, 1944; Steinberg,
1958, 1962a-d, 1963a,b, 1964, 1970, 1978; Harris, 1976; Takeichi, 1993, 1995; Steinberg und
Takeichi, 1994; Redies, 2000; Tepass et al., 2000; Niessen und Gumbiner, 2002; Duguay et
al., 2003; Foty und Steinberg, 2005).

B.
Die in dieser Arbeit verwandten Kulturzellen aus menschlichen Hirntumoren sind nach der

derzeitigen WHO-Nomenklatur (Kleihues und Cavenee, 1997, 2000) unter der Gruppen-



Bezeichnung "Astrocytic tumors" zu fiihren. Es wird hier aber meist die breiter umfassende

Bezeichnung "Glioma" verwandt.
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1 EINLEITUNG

1.1 Gewebe-Aufbau und Zellarchitektur-Elemente

Cytoskelett-Filamente und interzelluldre Kontakte bestimmen vielfach die Gestalt der
Zelle und sind fiir Aufbau und Aufrechterhaltung von Zell- und Gewebearchitektur, auch
vieler Funktionen verantwortlich. Sie sind aulerdem an Prozessen, bei denen die Zelle ihre
Form oder Gestalt é&ndert, beteiligt, so z.B. bei Zellteilungen, Bewegungen,
Formverdnderungen, Endo- und Exocytose. Aufgrund ihrer relativ stabilen Struktur und
geringer  Loslichkeit lassen sich die einzelnen  Architektur-Komponenten mit
Zellfraktionierungsverfahren und biologischen Methoden anreichern und in vielen Fillen auch

in vitro zu den jeweiligen typischen Polymerstrukturen rekonstruieren (,,Self-assembly*).
1.2 Cytoskelett-Filamente

Cytoskelett-Filamente kdnnen nach ihrem Durchmesser in drei verschiedene Systeme
eingeteilt werden, die in Tabelle 1 zusammengefasst sind (neuere Ubersichten: Fuchs und

Weber, 1994; Herrmann und Harris, 1998; Coulombe et al., 2001; Herrmann und Aebi, 2004).

Tab. 1. Klassifikation der vornehmlichen Cytoskelett-Filamente

Typ VI: Nestin, Synemin
Typ V: *

Mikrotubuli Intermediirfilamente Mikrofilamente
(IF; nach Haupt-Proteinen)
Durchmesser [nm] 20-25 8-14 5-6
Typ I und II: Cytokeratine
o-Tubulin Typ III: Vimentin, Desmin,
Haupt-Proteine B-Tubulin IGF AP, Peripherin Actine
(weitere Tubuline) Typ IV: Neurofilamente (zelltypische

Kombinationen von 6

Genprodukten)

Verankerungs-

Strukturen

z.B. Centriol,
Kinetochor, Cilien-
Basis

(Polplatten an der
Kernhiille)

’Fleckdesmosomen
(Desmosomen, Maculae

adhaerentes)

Z-Banden und
Plasmamembran-Plaques
(,,Focal Adhesions®)
?Adhirenzverbindungen

*Verschlusskontakte (TT)

*Typ V-IF-Filamentproteine (Lamine) bilden andere Strukturen und sind in der Regel in der Lamina des

Zellkerns anzutreffen.

'GFAP, Gliafilamentprotein (,,Glial Filament Acidic Protein®)
*Bei deutschen Bezeichnungen wird weitgehend der Nomenklatur von Drenckhahn (1994) gefolgt.




2 EINLEITUNG

1.3 Interzellulire Verbindungen

Interzelluldre Zell-Zell-Verbindungsstrukturen sind wesentlich bei der Entstehung,
Morphogenese und Aufrechterhaltung von Geweben und komplexen Organismen (Metazoen)
beteiligt. Sie tragen schon in der Embryogenese zur Gewebebildung und zum Aufbau des
Organismus in entscheidender Weise bei (z.B. Holtfreter, 1939; Trinkaus und Groves, 1955;
Steinberg, 1962a-d, 1963b, 1970, 1996; Steinberg und Takeichi, 1994; Takeichi, 1977,
Duguay et al., 2003; siche auch weitere Literaturangaben unter ,,Besondere Definitionen und
Terminologie®). AuBlerdem spielen einige ihrer Proteine auch bei der Vermittlung von
Signalen und Zell-Zell-Interaktionen im Zellinneren eine Rolle (u.a. Behrens, 1999; Huelsken
und Birchmeier, 2001; Jamora und Fuchs, 2002; Getsios et al., 2004).

In der heutigen ,,Lehrbuch-Klassifikation (siche z.B. Bloom und Fawcett, 1975;
Kiihnel, 2002; Drenckhahn, 1994) interzellulirer Kontakte werden gemeinhin die folgenden
Kategorien aufgefiihrt:

1. VerschluBkontakte (,, Tight Junctions“, TJ; z.B. Zonula occludens; neuere
Ubersichten: Stevenson und Keon, 1998; Tsukita et al., 2001; Matter und Balda, 2003; zu
verwandten Strukturen vgl. z.B. Langbein et al., 2002, 2003), die als Hauptbarriere fiir die
parazelluldre Ausbreitung von Zellen, Partikeln und vielen Molekiilen bilden.

2. ,,Adherens Junctions®“ (AJ; Zonula, Fascia, Punctum adhaerens) und

3. Fleckdesmosomen (Desmosomen, DES; Macula adhaerens), die beide auch unter
dem Begriff Adhirenzverbindungen (,,Adhering Junctions®) zusammengefasst werden
konnen und fiir spezifische Filament-Verankerungen und die mechanische Stabilitdt von
Geweben verantwortlich sind (Tab.1; vgl. z.B. Farquhar und Palade, 1963; Stachelin, 1974;
Geiger et al., 1983; Edelman und Thiery, 1985; Franke et al., 1987, 1994; Godsel et al., 2004;
Perez und Nelson 2004), sowie

4. Kommunikationskontakte (,,Gap Junctions“, GJ; Nexus, Maculae communicantes),
die in der interzelluldiren Kommunikation und dem direkten cytoplasmatischen Stoffaustausch
kleiner bis mittelgroBer Molekiile eine Rolle spielen (z.B. Simon und Goodenough, 1998;
Goodenough und Paul, 2003).

Die  Transmembranproteine  dieser  Zell-Zellverbindungen sind auf  der
cytoplasmatischen Seite der Plasmamembran meist mit bestimmten Proteinen verbunden und
bauen mehr oder weniger ausgepriagte Plaque-Strukturen auf, die im Fall der ersten drei
genannten Junction-Typen besonders ausgeprigt sein konnen. Diese drei Plaque-tragenden,

»Zeschlossenen (d.h. keine Kanalstrukturen ausbildenden) Zellverbindungstypen sind
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deshalb im Folgenden besonders beachtet. Eine Ubersicht iiber die Anordnung dieser drei
Interzelluldrverbindungen ist im Schema 1 fiir den besonders {iibersichtlichen Fall des

subapikalen Zell-Zell-Kontaktbereiches im Diinndarmepithel vorgestellt.

+— Tight Junction —

- Adherens Junction —

| Desmosome

N

Schema 1. Schematische Darstellung (A) der klassischen Einteilung der subapikalen ,,Junctions* (nach Perez-
Moreno et al., 2003) in polaren Epithelien und elektronenmikroskopische Aufnahme (B) dieser Region in

humanen Duodenalzellen (,,absorptive cells®).

1.3.1 ,,Tight Junctions*

Tight Junctions (TJ) sind seit Jahrzehnten als charakteristische Strukturen der
einschichtigen Epithelien und Endothelien bekannt, deren biologische Hauptrollen einerseits
in der Schaffung von Barrieren zwischen Lumina (z.B. Darm, Lunge, Gefdlle) und dem
mesenchymalen Raum und andererseits einer intramembrandsen Sperre zwischen apikaler
und basolateraler Membranregion (,,Fence®) liegen. TJ wurden urspriinglich iiber ihre
morphologischen Eigenschaften definiert: In elektronenmikroskopischen Aufnahmen
erscheinen sie typischerweise als maximal enge Membran-Membran-Kontakt-Regionen
(,,kissing points), oft mit einem schmalen elektronendichten cytoplasmatischen Plaque, an
dem Mikrofilamente assoziiert sein kdnnen. Durch TJ-Membranprotein-Komplexe entsteht
eben der weitgehend undurchlissige Verschluss, der den parazelluldren Transport verhindert
bzw. begrenzt. Als Transmembran-Komponenten wurden Occludin, Mitglieder der Claudin-
wSuperfamilie® (bisher 24 Mitglieder; Tsukita und Furuse, 2000; Tsukita et al., 2001) und die
Proteine JAM 1-4 (eine Immunglobulin-Familie; vgl. Aurrand-Lions et al., 2001)

identifiziert. Das erste charakterisierte TJ-Plaque-Protein war Protein ZO-1 (Stevenson et al.,
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1986; Anderson et al., 1988). Protein ZO-1 wie auch die Proteine ZO-2 und ZO-3 gehdren
zur PDZ-Protein-Familie (PSD95/DLG/ZO-1; PDZ-Doméne: ein aus 80-90 Aminosduren
bestehendes Motiv). Weitere TJ-PDZ-Proteine sind PAR 3 und 6 sowie Plasl. Ebenso
gehoren sie zur MAGUK (Membran-assoziierte Guanylatkinasen)-Familie wie auch die
MAGI 1-3 (,MAGUKs with inverted domain structure*) genannten Proteine. Protein ZO-1
wurde aufler in TJ auch in GJ lokalisiert (Giepmans und Moolenaar, 1998; Toyofuku et al.,
1998; Nielsen et al., 2001). Weitere Proteine der TJ-Plaques sind das Cingulin und das ,,dual*
(d.h. auch im Zellkern) lokalisierte Protein Symplekin (Citi et al., 1988; Gumbiner et al.,
1991; Jesaitis und Goodgenough, 1994; Keon et al., 1996; Haskins et al., 1998; Stevenson
und Keon, 1998; Hofmann et al., 2002). In jiingster Zeit wurden dariiberhinaus TJ-artige
Strukturen nicht nur in der obersten lebenden Schicht menschlicher Epithelien nachgewiesen
(z.B. Brandner et al., 2002; Furuse et al., 2002; Schliiter et al., 2004) sondern es wurden auch
weitgehend unbekannte, molekular verwandte Zell-Zell-Verbindungen (z.B. Coniunctio
laminosa, lunctura structa) in verschiedenen mehrschichtigen Epithelien, selbst in Gebilden
ohne Lumen wie den Hassallschen Korperchen des Thymus und den ,,Hornperlen®

verschiedener Plattenepithel-Carcinome, beschrieben (Langbein et al., 2002, 2003).

1.3.2 Adhérenz-Verbindungen

Adhérenz-Verbindungen (AJ) sind durch einen mittleren Membran-Membran-Abstand
(von etwa 20-30 nm) und einen elektronendichten cytoplasmatischen bis zu 20 nm dicken
Plaque bestimmt, an den Mikrofilamente inserieren (Stachelin et al., 1974; Geiger et al., 1983;
Borrmann et al., 2000; Huelsken und Birchmeier, 2001; Nagafuchi, 2001; Vasioukhin und
Fuchs, 2001; Tepass, 2002; Pokutta und Weis, 2002). Sie kommen in Epithelien, Endothelien,
im Nervengewebe, in Muskeln und vielen anderen Zelltypen, auch in Zellkulturen, vor und
erscheinen morphologisch in vielfaltigen Formen, die z.B. als Zonula, Fascia oder Punctum
adhaerens bezeichnet werden (u.a. Geiger et al., 1983, 1985; Perez-Moreno et al., 2003;
Bazzoni und Dejana, 2004; weitere Literaturangaben und Erorterungen finden sich im
Abschnitt ,,Diskussion* dieser Arbeit). Das derzeitige — vereinfachte - Bild ihres molekularen

Aufbaus ist im Schema 2 abgebildet.



EINLEITUNG 5

Schema 2. Schematischer Aufbau von Adhérenz-
Verbindungen. Dargestellt sind das Cadherin-,
Catenin- und das NAP (Nectin-Afadin-Ponsin)-
System, welche mit dem Actin-Cytoskelett in
Verbindung stehen (modifiziert nach Perez-
Moreno et al., 2003).

Abkiirzungen: Pg, Plakoglobin; pl120, Protein

p120ctn; a-cat, a-Catenin; B-cat, B-Catenin.

Die Transmembran-Proteine der Zonulae adhaerentes sind sog. klassische Cadherine
(vgl. die Ubersicht bei Angst et al., 2001; zur Geschichte der embryologischen Experimente,
die zu der Entdeckung der Cadherine gefiihrt haben, sieche u.a. Holtfreter, 1939; Steinberg,
1962 ab, 1963, 1970, 1978; Edelman, 1993; Okada, 1996). Cadherine sind Calcium-
abhingige Adhdsions-Glykoproteine (,,Calcium-dependent adhering proteins®), die fiir die
Morphogenese, das Zell-,,Self-Sorting”“ und die Etablierung von Gewebegrenzen eine
wichtige Rolle spielen (u.a. Imhof et al., 1983; Vestweber und Kemler, 1984; Takeichi, 1990;
Edelman und Crossin, 1991; Steinberg und Takeichi, 1994; Takeichi, 1995; Redies, 2000;
Niessen und Gumbiner, 2002; Duguay et al., 2003; Gooding et al., 2004). Neben den
klassischen Cadherinen sind auch die desmosomalen Cadherine, die atypischen Cadherine
und die Protocadherine Mitglieder der Cadherin-Familie, die alle sog. extrazellulir gelegene
,Cadherin-repeat“-Sequenzen besitzen (Oda et al., 1994). Unter Ca’"-Mangel werden bei
vielen Zell- und Gewebe-Typen die Cadherin-haltigen AJ geschwicht bzw. ihre Bildung
unterbunden (s.0. angegebene Literatur, ferner Kartenbeck et al., 1982, 1991; Duden und
Franke, 1988; Demlehner et al., 1995). Die cytoplasmatische Doméine vieler Cadherine
enthélt vor allem eine konservierte Sequenz, die fiir die Bindung der Catenine verantwortlich
ist (vgl. Nagafuchi und Takeichi, 1989).

Die ,klassischen Cadherine konnen aufgrund struktureller Unterschiede in der
extrazelluliren Domine in zwei Typen aufgeteilt werden. Die Bildung verschiedener
Cadherin-Subtypen ist wihrend der embryonalen Entwicklung rdumlich und zeitlich reguliert

(Hatta und Takeichi, 1986; Takeichi, 1991; Redies, 2000). Sie werden in vielen Geweben
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auch in =zelltyp-spezifischer Weise gebildet, z.B. das Typ-I Cadherin E-Cadherin
(Synonyme: Uvomorulin, L-CAM) hauptsdchlich in epithelialen Zellen, hingegen N-
Cadherin (Synonyme: Neurales Cadherin, A-CAM) in Nerven-, Muskel- und Bindegewebe,
sowie in bestimmten Knochenmark- und Blut-Zellen (Takeichi, 1988; Knudsen et al., 1995;
Salomon et al., 1992; Soler und Knudsen, 1994; Puch et al., 2001; Hinz et al., 2004) gebildet.
Weitere Mitglieder der Typ I Cadherin-Familie sind M-Cadherin im Skelettmuskel und
bestimmten Zellen der Cerebellum (Donalies et al., 1991; Rose et al., 1995), R-Cadherin in
Retina (Inuzuka et al., 1991), P-Cadherin in Plazenta (Nose und Takeichi, 1986), sowie T-
Cadherin (Synonyme: Cadherin 13, H-Cadherin, CDH13) in Epidermis und Endothelien
(Zhou et al., 2002). Typ II Cadherine sind u.a. das VE-Cadherin der Endothelien (Synonym:
Cadherin-5; Dejana et al., 1999), und das Cadherin-11 in mesenchymalen Geweben
(Synonym: OB/Osteoblasten/-Cadherin; Kimura et al., 1995; die beiden werden ausfiihrlich in
dieser Arbeit behandelt, siche Diskussion).

AJ-Plaques sind mit der cytoplasmatischen Seite der Cadherine assoziiert und bestehen
u. a. aus den ,,Arm-repeat* Proteinen. Die Multigen-Familie der Armadillo-Proteine ist durch
das Vorkommen einer unterschiedlichen Anzahl von Wiederholungen der Arm-Domine
charakterisiert (nach dem Segment-Polarititsgen Armadillo aus Drosophila melanogaster;
Peifer und Wieschaus, 1990). Das gemeinsame Strukturmerkmal der arm-repeat Proteine ist
ein 42 Aminosduren-Motiv, das sich 6-13mal wiederholt und Bindungsstellen fiir Cadherine
enthalt (Pai et al., 1996; Paffenholz und Franke, 1997). Zur Armadillo-Proteinfamilie gehoren
z.B. B-Catenin, Plakoglobin, die Proteine p120°", ARVCF und p0071, sowie Neurojungin und
die Plakophiline. Armadillo-Proteine sind neben dem Aufbau von AJ auch an der sog. Wnt-
Signalkaskade beteiligt. Losliches p-Catenin interagiert dariiberhinaus im Cytoplasma mit
dem Protein APC (,,Adenomatous Polyposis Coli*) und LEF/TCF (,,Lymphocyte enhancer
factor/ T-cell factor)-, d.h. Transkriptionsfaktoren und reguliert dadurch die Genexpression
(Behrens et al., 1996).

Plakoglobin wurde als erstes Protein der Armadillo-Familie und als einziges Protein,
das konstitutiv sowohl in Zonulae als auch in Maculae adhaerentes zu finden ist, identifiziert
(Cowin et al., 1986; Kapprell et al., 1987; Franke et al., 1989; Fouquet et al., 1992; Pasdar et
al., 1995). Es bindet den cytoplasmatischen Teil sowohl der klassischen als auch der
desmosomalen Cadherine (Cowin et al., 1986; Peifer et al., 1992; Troyanovsky et al., 1994)
sowie die Plaque-Proteine Desmoplakin und o-Catenin (Aberle et al., 1994; Hinck et al.,
1994) und interagiert in seiner l6slichen Form ebenfalls mit dem LEF/TCF-

Transkriptionsfaktor (Maeda et al., 2004). Protein p120°", das urspriinglich als Substrat der
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onkogenen Nicht-Rezeptor Tyrosinkinase Src identifiziert wurde (Shibamoto et al., 1995), ist
auch ein Bestandteil der Plaques von Adhirenz-Verbindungen (Aghib und McCrea, 1995;
Daniel und Reynolds, 1995; Ubersicht bei Anastasiadis und Reynolds, 2000; Peifer und Yap,
2003) und assoziiert mit klassischen Cadherinen iiber seine Juxtamembran-Region (Thoreson
et al., 2000). Protein ARVCF (,,Armadillo repeat gene deleted in velo-cardio-facial syndrome
/VCFS/*) zeigt in seiner Sequenz groBe Homologie zu Protein p120°" (Mariner et al., 1999).
Neurojungin (Synonyme: o-Catenin/NPRAP; ,neural Plakophilin related arm-repeat
protein®) wurde urspriinglich in neuralen Zellen beschrieben sowie in den heterotypischen
Zellverbindungen zwischen Photorezeptoren und Miiller-Glia-Zellen in der Zona limitans
externa der Retina lokalisiert (Paffenholz et al., 1997, 1999; Kim et al., 2002; Lu et al., 2002;
Martinez et al., 2003). Protein p0071, ein weiteres Plaque-Protein, (Hatzfeld und Nachtsheim,
1996) interagiert sowohl mit AJ-Proteinen wie VE-Cadherin als auch mit desmosomalen
Proteinen wie Desmoplakin (Calkins et al., 2003). Zusitzlich zu den arm-Proteinen sind in AJ
Plaques Actin-bindende Proteine (ABP) wie a-Actinin und Vinculin (Kemler, 1992; Hinck et
al., 1994; Reynolds et al., 1994; Aghib und McCrea, 1995; Daniel und Reynolds, 1995;
Shibamoto et al., 1995) zu finden.

Das a-Catenin bindet iiber B-Catenin bzw. Plakoglobin an Cadherine (u.a. Nagafuchi
et al., 1992; Aberle et al., 1994, 1996) und ist generell - als ein mit Vinculin verwandtes
Protein - meist zusammen mit dem Vinculin am Aufbau der Plaques und an der Verankerung
des Aktin-Filament-Systems beteiligt (Geiger et al., 1980; Weiss et al., 1998).

AuBler dem Cadherin-Catenin-System muss auch der Nectin-Afadin-Ponsin-(NAP)-
Komplex zu den konstitutiven Komponenten von "Adhering Junctions" gerechnet werden,
sowohl in polaren Epithelzellen als auch in Fibroblasten bzw. dhnlichen Nicht-Epithelzellen,
wobei dessen Molekiile in mehrfacher Weise mit den Cadherin-Catenin-Molekiilen
interagieren. Dabei kann Nectin, ein Ca*"-unabhingig reagierendes Protein vom Aufbautypus
der Immunglobuline, in vier Isoformen vorkommen, die homo- wie heterotypisch - eben wohl
auch mit Cadherinen - interagieren konnen (Takahashi et al., 1999; Kikyo et al., 2000;
Tachibana et al., 2000; Tanaka et al., 2003; Hoshino et al., 2004).

Afadin ist als Nectin- und Actinfilamente-bindendes, grofies (~205.000 kDa) Plaque-
Protein beschrieben worden, das in zwei - nur geringfiigig verschiedenen - SpleiB3-Varianten
vorkommen kann (1- und s-Form) und offenbar ein wichtiges Verbindungselement zwischen
dem NAP und dem Cadherin-Catenin-Ensemble darstellt (Mandai et al., 1997; Ikeda et al.,
1999; Takahashi et al., 1999; Miyahara et al., 2000), ebenso wie das meist mit ihm zusammen
auftretende ABP Ponsin (Mandai et al., 1999). Auerdem ist auch von einer Rolle von NAP-
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Proteinen, speziell des Nectin, aber auch des Afadin, beim Aufbau von "Tight Junctions" (TJ)
berichtet worden (Yamamoto et al., 1997; Fukuhara et al., 2002). Dariiberhinaus kann
offenbar die Bindung von Afadin auch an das Protein ZO-1 NAP-Komplex Teile sowohl an
Al als auch an TJ beitragen (Yokoyama et al., 2001).

1.3.3 Desmosomen

Desmosomen (Maculae adhaerentes, DES) sind ,,semistabile”, dynamisch reguliertem
Aufbau und Abbau unterworfene Strukturen, die vor allem den Aufbau und die Bewahrung
der Gewebeorganisation sichern und bestimmte molekulare ,,Ensembles darstellen (u.a.
Stachelin, 1974; Franke et al., 1981, 1982; Schwarz et al., 1990; Schmidt et al., 1994; neuere
Ubersicht bei Green und Gaudry, 2000; Getsios et al., 2004). Sie und ihre molekulare
Bausteine sind z.B. wesentliche Elemente der Gewebestabilitét bei mechanischer Belastung
wie vor allem durch Gen-Ausschaltungsexperimente und den Folgen bestimmter Mutationen
in desmosomalen Bausteinen bei Menschen und Tieren hervorgeht (u.a. Bierkamp et al.,
1996; Ruiz et al., 1996; Gallicano et al., 2001; Protonotarios et al., 2001; Eshkind et al., 2002;
Grossmann et al., 2004). Desmosomen dieser Zusammensetzung kommen in allen Epithelien,
im Myokard, in dendritischen Retikulumzellen von Lymphknoten-Follikeln und in der
Arachnoidea von Hirnhduten vor (u.a. Franke et al., 1982b; Kartenbeck et al., 1984; Schwarz
et al,, 1990; Schmidt et al., 1994, 1999; Akat et al., 2003). Sie haben generell einen
elektronendichten cytoplasmatischen Plaque und erscheinen meist plattenformig symmetrisch
mit Durchmessern zwischen 0,2 und 1,0 um. Der Membran-Membran Abstand betrdgt meist
25-30 nm und im Interzellularspalt ist oft eine elektronendicht ,,Mittellinie* sichtbar, die sog.
Desmoglea (von Glykoproteinen gebildet; Mueller und Franke, 1983; Cowin, Mattey und
Garrod, 1984; Cowin et al., 1985a; Buxton et al., 1993; Garrod, 1993; Koch und Franke 1994;
Schéefer et al., 1994; North et al., 1999).

Die Transmembrankomponenten der Desmosomen sind die desmosomalen Cadherine,
Desmocollin (Dsc) 1-3 und Desmoglein (Dsg) 1-3 (Koch et al., 1990, 1992; Collins et al.,
1991; Mechanic et al., 1991; Nilles et al., 1991; Parker et al., 1991; Buxton et al., 1993; Koch
und Franke, 1994; vgl. Angst et al., 2001). Sie sind in ihrer molekularen Struktur den
klassischen Cadherinen &hnlich, jedoch weisen die Desmocolline und Desmogleine eine
deutlich groere und komplexere cytoplasmatische Doméne auf (Koch und Franke, 1994), in
der sich u.a. ein konserviertes, allgemein Cadherin-typisches Segment befindet, an dem

Plaque-Proteine, besonders Plakoglobin, binden (u.a. Troyanowsky et al., 1993; Kowalczyk et
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al., 1994; Witcher et al., 1996; Green und Gaudry, 2000). Die diversen Isoformen der
Desmocolline (Dsc 1-3) und Desmogleine (Dsg 1-4) werden zelltyp-spezifisch gebildet
(Koch et al., 1992; Buxton et al., 1993; Schéifer et al., 1994; Nuber et al., 1995, 1996; zur
Funktion siehe auch Hanakawa et al., 2004), wobei besonders eine Zellschichten-spezifische
Bildung in menschlichen Epithelien auffillt (Nuber et al., 1995, 1996; King et al., 1995;
Schifer et al., 1994; 1996) und auch funktionell wichtig ist, wie vor allem diverse
Erberkrankungen zeigen, die auf Mutationen solcher Glykoproteine beruhen (siche Ubersicht
bei Cheng und Koch, 2004). Bei der Maus wurden kiirzlich auch weitere, anscheinend auf
bestimmte Arten beschrinkte Desmoglein-Isoformen beschrieben: Dsg 4, 5 und 6 (Cheng und
Koch, 2004). Beim Mensch wurde eine anscheinend nur in den obersten Schichten der
Epidermis in bemerkenswerter Konzentration vorkommende Isoform, das Dsg 4, entdeckt
(Ubersicht bei Cheng und Koch, 2004). Die desmosomalen Cadherine bilden auBer mit
Plakoglobin auch Komplexe mit Plakophilinen und Desmoplakinen (Garrod, 1993; Koch und
Franke, 1994).

Die Plaque-Proteine der DES sind die Desmoplakine (DP I und II), die Plakophiline
(PKP 1-3) und das Plakoglobin (Franke et al., 1981, 1982; Cowin et al., 1985a, 1986;
Kapprell et al., 1988; Garrod, 1993; Heid et al., 1994; Schmidt et al., 1994; Mertens et al.,
1996; Green und Jones, 1996; North et al., 1999). Desmoplakin (DP) gehort zur Plakin-
Familie und kommt in zwei Spleiflvarianten vor (Miiller und Franke, 1983; Cowin et al.,
1985b; Green und Gaudry, 2000; Ebata et al., 2001a; Ubersichtsartikel z.B. bei Kapprell et al.,
1990; Godsel et al., 2004). Desmoplakin ist, als erstes identifiziertes Plakin sozusagen der
Lurtyp der Proteine der Plakin-Familie, die allgemein an der Bindung von
Intermediérfilamenten beteiligt sein konnen. Weitere Mitglieder der Plakin-Familie sind z.B.
die Proteine BPAG1 (,,Bullous pemphigoid antigen 1°), Envoplakin und Periplakin (u.a.
Green et al., 1992; Ruhrberg et al., 1997; zum Vorkommen auBlerhalb von Desmosomen siche
Straub et al., 2003).

Die Subfamilie der Plakophiline (PKP 1-3) gehort zur ,,GroBfamilie* der arm-repeat
Proteine und umfasst derzeit drei Mitglieder, mit insgesamt bisher fiinf SpleiBvarianten. Alle
Plakophiline sind bemerkenswerterweise — als einzige Junction-Proteine - basisch und
enthalten 9 sog. ,,arm-repeat” Motive. PKP 1 (fritheres Synonym: Bande-6 Protein) kommt in
suprabasalen Schichten mehrschichtiger Epithelien vor (Franke et al., 1983; Kapprell et al.,
1988; Schafer et al., 1993; Hatzfeld et al., 1994; Heid et al., 1994; Schmidt et al., 1994). Das
Protein kann in zwei Isoformen erscheinen, PKP 1a und 1b, von denen mindestens eine im

Zellkern vorkommen kann (vgl. z.B. Schmidt et al., 1997). PKP 2 ist eine Komponente der
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Desmosomen ein- und mehrschichtiger Epithelien, der ,Junctions® im Glanzstreifen des
Herzmuskels und der Desmosomen des dendritischen Retikulums der Lymphknoten. PKP 2
bildet Komplexe mit der RNA-Polymerase II (Mertens et al., 1996, 1999, 2001), und gehort
damit zu den ,,Dual Location Proteins“. PKP 3 wird ebenfalls in Epithelien gebildet, vor allen
auch in suprabasalen Schichten vieler mehrschichtiger Epithelien, fehlt aber in

Cardiomyocyten und Hepatocyten (Bonné et al., 1999; Schmidt et al., 1999).

1.3.4 Sonderformen von ,,Adhering Junctions*

Im vergangenen Jahrzehnt musste die Kategorie der ,,Adhering Junctions* um weitere
neue Typen erweitert werden. Hierzu zahlt z.B. die Area composita des Herzens (Borrmann,
2000; Borrmann et al., 2000; siche auch Grossmann et al., 2004), die eine Art Mischform aus
klassischer Fascia adhaerens und Desmosom darstellt. Der Complexus adhaerens ist ein
neuer desmoplakin-haltiger Junction-Typ in den Rethothelzellen der Lymphknotensinus und
in bestimmten lymphatischen Endothelien (Schmelz und Franke, 1993; Schmelz et al., 1994;
siche auch Ebata et al., 2001b; Gallicano et al., 2001; Zhou et al., 2004). Zu erwidhnen sind
auch noch der Contactus adhaerens in den Kornerzellen der Glomeruli des Cerebellums
(Rose et al., 1995; Bahjaoui-Bouhaddi et al.,, 1997; Hollnagel et al., 2002), die
heterotypischen Zell-Zell-Verbindungen in der Zona limitans externa der Retina (Paffenholz
et al., 1999) und die Cortex adhaerens der Augenlinse (Straub et al., 2003), die je eine
eigenstdndige Entitdt unter den Junctions darstellen.

Die bisher bekannten Typen von Adhérenz Zellkontakten und deren Zusammensetzung

sind in der Tabelle 2 zusammengefasst.
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Tab. 2. Zell-Zell-Verbindungen der Adhirenz-Kategorie und ihre molekularen Bestandteile.

n.b.; nicht bestimmt.

Zelladhasionstyp | Zelltyp und Assoziierte Transmembran- Plaque-Proteine
(Literatur) Gewebe Filamente Proteine (bisher
nachgewiesen)
Desmosom (DES) | Epithelien, Intermediér- Desmosomale Cadherine: | Plakoglobin
Macula adhaerens | Myocardium, | filamente Desmocolline (Dsc 1-3) Desmoplakin I und II
Arachnoidea, Desmogleine (Dsg 1-3) Plakophiline (1a, 1b,
dendritisches 2a, 2b, 3)
Reticulum
»Adherens Epithelien, Mikrofilamente Klassische Cadherine Plakoglobin
Junction* Endothelien, (z.B. E-, N-, VE-, P- oder | a-Catenin, B-Catenin
(AJ) Myocardium, R-Cadherin) Protein p120°"
Zonula/Fascia/ verschiedene Protein ARVCF
Punctum mesenchymal Protein p0071
adhaerens abgeleitete Vinculin
Zelltypen Nectin a-Actinin
Afadin
Ponsin
Complexus Lymphknoten- | n.b. VE-Cadherin Plakoglobin
adhaerens Sinus- a-Catenin
(Schmelz und Rethotel, B-Catenin
Franke, 1993; Lymphgefal3- Protein p120°"
Franke et al., Endothel Desmoplakin
1994) Afadin
Protein ZO-1
Contactus Cerebellum n.b. M-Cadherin Plakoglobin
adhaerens (Neuriten der N-Cadherin a-Catenin
(Rose et al., 1995; | Kornerzellen B-Catenin
Bahjaoui- in den
Bouhaddi et al., Glomeruli)
1997; Hollnagel et
al., 2002)
Zona limitans Retina Mikrofilamente | N-Cadherin Neurojungin
externa a-Catenin
(Paftenholz et al., B-Catenin
1999) Plakophilin 2
Vinculin
a-Actinin
Protein ZO-1
Symplekin
Cortex adhaerens | Augenlinse Mikrofilamente Cadherin-11 a-Catenin
(Straub et al., N-Cadherin B-Catenin
2003) n.b. Plakoglobin
Vinculin
Protein p120°"
Ezrin
Periaxin
Periplakin
Desmoyokin
Area composita Cardio- Mikrofilamente N-Cadherin Plakoglobin
(Borrmann et al., myocyten, Cadherin-11 a-Catenin
2000) Purkinje- Desmoglein 2 -Catenin
Fasern Desmocollin 2 Protein ARVCF
Desmoplakin I
Plakophilin 2

Vinculin
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Wihrend die Zell-Zell-Verbindungen in Epithelien und einigen anderen, relativ fest
gefiigten Geweben wie z.B. dem Myokard recht gut untersucht sind, miissen die
Zellverbindungs-Typen des mesenchymalen Bereiches als noch weitgehend unbekannt — vor
allem molekularbiologisch - angesehen werden. Das gilt fiir Sdugetiere, bei denen bestimmte
Strukturen mit Namen belegt sind, die allein schon das Defizit an Information und die
Unsicherheit in der Ansprache deutlich werden lassen wie z.B. ,,Desmosome-like junctions®,
»Attenuated desmosomes®, ,,Nascent desmosomes®, ,,Primitive cell junctions® usw. (e.g.
Erlandson, 1981; Ghadially, 1988; Dickersin, 2000). Es ist offensichtlich, dass — auch nach
teilweiser immunhistochemischer Analyse — diese Strukturen keiner der bisher beschriebenen
Kategorien von Adhaerens-Verbindungen (Tab. 2) zugeordnet werden konnen.

Das gilt aber noch viel mehr flir viele der interzelluldren ,,Junctions® in niederen
Vertebraten und Invertebraten, einschlieSlich solch elektronenmikroskopisch spektakulérer
Strukturen wie den Adhdrenz-Verbindungen des Endothels der Rete mirabile-Gefifle der
Schwimmblase vieler Fische oder den besonderen, mit auffillig dicken Plaques versehenen
,Junctions zwischen den Glia-Aquivalenten der Nervenscheiden des Bauchmarkstrangs
bestimmter Polychaeten (z.B. Fawcett, 1981) oder den Glia- bzw. Glia-Neuron Strukturen von
Mollusken und Arthropoden (Ubersicht bei Lane, 1981; Trehene, 1981). Im Grunde miissen
die meisten Zell-Zell-Verbindungen zwischen den nicht-Epithelzellen aller niedrigen Arten
derzeit noch als molekular unklar angesehen werden. Das gilt vor allem auch fiir die
Invertebraten bis hinunter zu den Myonemen — und Neuriten-Strukturen der Hydrozoen und
sogar bestimmten Zell-Zell-Assoziationen von Nicht-Metazoen wie z.B. bestimmten
Schleimpilzen, etwa Dictyostelium, die bemerkenswerter weise durchaus typische
Adhérenzverbindungsproteine — etwa -Catenin-Homologe — enthalten konnen (z.B. Hydra:
Hobmayer et al., 1996; vgl. plaque-tragende ,,Junction‘“-artige Hydrozoen-Strukturen bei
Davis, 1973; Hausmann, 1973. Weitere Angaben fiir Invertebraten bei Lane, 1981; Green,
1984; Lamb et al., 1997).

Das vorspriingliche Ziel dieser Arbeit war daher, bisher unbekannte Arten von Zell-
Zell-Verbindungen mesenchymal abgeleiteten Zellen, sei es in gesunden Geweben, sei es in
Tumoren, biochemisch-molekularbiologisch wie strukturell zu charakterisieren, auch in
evolutiven Homologie bzw. Analogien. Da jedoch in orientierenden Vorversuchen in

Zellkulturen gleich zwei bedeutende neuartige Zellverbindungsarten des Menschen entdeckt
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wurden, konzentrierten sich die Experimente sehr bald auf die Aufklarung dieser Adhdrenz-

Strukuren.
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2 MATERIAL

2.1 Zellkulturlinien und priméire Zellkulturen

Alle benutzten Zellkulturen wurden gehalten und passagiert, wie vom Hersteller bzw. in der
Referenzliteratur angegeben. In der Regel wurden die Medien und Zusdtze der Firmen
Biochrom (Berlin), Gibco (Heidelberg) und Serva (Heidelberg) verwendet. Die Passagierung
erfolgte alle 3-4 Tage, sofern nicht anders angegeben, wobei die Zellen 10 sec mit EDTA
(0,7% in PBS) gespiilt, 2-3 min mit Trypsin (0,25% in PBS) behandelt und anschlieBend in

frischem Medium in eine neue Kulturschale libertragen wurden.

2.1.1 Humane Zellkulturlinien

Soweit in den jeweiligen Literaturzitaten nicht anders angegeben, wurden die Zellen jeweils
urspriinglich von der ,,American Type Culture Collection” (ATCC; Manassas, VA, USA),
der ,,European Collection of Cell Cultures® (ECACC; Porton Down, Salisbury, Wiltshire,
UK) oder der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ;

Braunschweig) erhalten.

U333/MG Glioma Astrocytomzellen (Osborn et al., 1981; Achtstaetter et al., 1986)

U8TMG Zellen aus einem Glioblastoma multiforme, Grad III (ECACC-
89081402; Pontén und Macintyre, 1968)

Ul138MG Zellen aus einem Glioblastoma multiforme, Grad III (DSMZ-ACC291;
Pontén und Macintyre, 1968)

U373MG Zellen aus einem Glioblastoma multiforme, Grad III (EACC-
89081403; de Ridder et al., 1987)

T98G Zellen aus einem Glioblastoma multiforme (ATCC-CRL-1690; Stein,
1979)

Al172 Zellen aus einem Glioblastoma multiforme (freundliche Gabe von Dr.

Gyorgy Vereb, Universitidt Debrecen, Ungarn)

Caco-2 Zellen aus einem Colon-Adenocarcinom (ATCC-HTB-37; Fogh et al.,
1977)
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HaCaT

MCF-7

PLC

RD

SV80

HepG2

SkHepl

A431

A431-A1B2

HT29

Permanente Kulturlinie von - nicht maligne transformierten -
Keratinocyten (Boukamp et al., 1988)

Zellen eines Adenocarcinoms der Mamma (ATCC-HTB-22; Soule et
al., 1973)

Zellen eines hepatozelluldren Carcinoms (ATCC CRL-8024; Alexander
etal., 1976)

Zellen aus einem Rhabdomyosarkom (ATCC-CLL-136)
SV40-transformierte Fibroblasten (Franke et al., 1979)

Zellen aus einem hepatozelluldren Carcinom (ATCC-HB-8065;
Knowles et al., 1980)

Zellen aus einem hepatozelluldren Carcinom (ATCC-HTB-52; Fogh et
al., 1977)

Zellen aus einem Plattenepithelcarcinom der Vulva (ATCC-CRL-1555;
Fabricant et al., 1977)

Eine permanente A431-Sublinie, stabil transfiziert mit Neurojungin-
cDNA (Paffenholz et al., 1999)

Zellen aus einem Colon-Adenocarcinom (ATCC-HTB-38)

2.1.2 Humane primire Zellkulturen

HUVEC

MSC

Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (Angaben zur Herstellung
unter 3.1.1; vgl. Jaffe et al., 1973; vgl. Peitsch et al., 1999)

Mesenchymale Stammzell-Kulturen aus dem Knochenmark/ bzw.
Nabelschnurblut von freiwilligen Spendern (Angaben zur Herstellung

unter 3.1.3; Pittenger et al., 1999)

2.1.3 Nichthumane Zellkulturlinien

CPAE

C6

Pulmonalarterien-Endothelzellen des Kalbs (ATCC-CLL209; Ryan et
al., 1978)
Gliomzellen aus der Ratte (ECACC-92090409; Benda et al., 1968)
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2.1.4 Nichthumane primiire Zellkulturen

Maus-Astrocyten Primérkultur von Astrocyten pripariert von neugeborenen BALB/c
Maus-Gehirne (Angaben zur Herstellung unter 3.1.2.; vgl. Burudi et al.,
1999)

Maus-Mikroglia-Zellen
Primirkultur von Mikroglia-Zellen prédpariert von neugeborenen
BALB/c  Maus-Gehirnen.  Diese = Maus-Zellkulturen ~ wurden
freundlicherweise von Dr. Anne Régnier-Vigouroux zur Verfligung
gestellt (zur Methodik vgl. auch Burudi et al., 1999; Gresser et al.,
2001).

2.2 Gewebe

Menschliche Gewebe, nach medizinischer Indikation entnommen, wurden von Herrn Prof.
Dr. Gyorgy Csécsei’ und Dr. Almos Klekner (Institut fir Neurochirurgie, Universitit
Debrecen, Ungarn), Prof. Dr. Zoltan Nemes (Institut fiir Pathologie, Universitidt Debrecen,
Ungarn) und Prof. Dr. Markku Miettinen (Armed Forces Institute of Pathology, Washington
DC, USA) zur Verfiigung gestellt. Rindergewebe stammten von frisch geschlachteten Tieren
aus dem Mannheimer Schlachthof. Die Gewebeproben wurden sofort nach der Entnahme 1-2
min lang in Isopentan, das in fliissigem Stickstoff auf ca. —130°C vorgekiihlt worden war,

schockgefroren und bei —80°C gelagert.

2.3 Antikorper

2.3.1 Priméarantikorper

In der vorliegenden Arbeit wurden die in Tabelle 3 beschriebenen Antikdrper verwendet.
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Tab. 3. Verwendete Primérantikdrper

Antigen Antikorper (Klon) [Quelle und Referenzen
Cadherine
N-Cadherin a) mAk, m Transduction Laboratories, Lexington, KY, USA
b) pA, rb R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
c) mAKk, m (A-CAM) |[Freundliche Gabe von Prof. Dr. B. Geiger, Weizmann Institute,
Rehovot, Israel
VE-Cadherin a) mAk, m (BV9) Freundliche Gabe von Prof. Dr. E. Dejana, Universitat Mailand,
Italien
b) mAk, m Transduction Laboratories
c) pA, rb Alexis Biochemicals, Griinberg
d) pA, Ratte Transduction Laboratories
e) pA, gt Serotec, Oxford, UK
R-Cadherin mAk, m BD Biosciences, San Jose, CA, USA
M-Cadherin mAK, gt RDI (Research Diagnostics, INC), Flanders, NJ, USA
Cadherin-11 a) mAk, m Zymed Laboratories, South San Francisco, CA, USA
b) pA, rb
E-Cadherin mAK, m Transduction Laboratories
P-Cadherin mAKk, m
T-Cadherin pA, rb
Cadherin-8 pA, gt Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
LI-Cadherin PA, gt
OB-Cadherin-2 pA, gt
Cadherin-6 mAk, m US Biologicals, Swampscott, MA, USA
Desmoglein 1-2 mAKk, m (DG 3.10) Progen Biotechnik (Progen), Heidelberg
Desmocollin 1-3 pA, rb Natutec, Frankfurt/M
Desmocollin-1 mAKk, m (U100) Progen; Nuber et al., 1995; 1996
Desmocollin-2 pA, rb Natutec

Desmocollin-3

mAKk, m (U114)

Progen; Nuber et al., 1996

Arm-repeat Proteine

Plakoglobin a) mAk, m (11E4) [Freundliche Gabe von Prof. Dr. M. J. Wheelock, Universitat von
Nebraska, Omaha, NE, USA
b) mAk, m (PG 5.1) |[Progen; Cowin et al., 1986
B-Catenin a) pA, rb Sigma, St Louis, MO, USA
b) mAk, m Transduction Laboratories
Protein p120°" mAk, m
Protein ARVCF pA, gp (3Xh) **
Plakophilin 1 (PKP 1)  |mAk, m (5C2) Heid et al., 1994

Plakophilin 2 (PKP 2)

mAk, m (CM150)

Plakophilin 3 (PKP 3)

mAK, m (270.6.2)

Neurojungin

mAKk, m (J19)

Progen Mertens et al., 1996

Schmidt et al., 1999

Paffenholz et al.,1999

Protein p0071

mAk, m (6D-1-10)

Freundliche Gabe von Prof. Dr. M. Hatzfeld, Universitat Halle/
Halle/Saale ; vgl. Hatzfeld et al., 2003
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Weitere Plaque-Proteine
a-Catenin a) pA, rb Sigma
b) mAk, m Transduction Laboratories
Desmoplakin (DP) a) pA, rb Natutec

b) mAk, m, DP &Il
(2.15, 2.17, 2.20)

Progen; Cowin et al., 1985

Desmoyokin/AHNAK PA, rb Freundliche Gabe von Prof. Dr. T. Hashimoto, Keio University of
Medicine, Tokyo, Japan; Hashimoto et al., 1993

Vinculin mAKk, m (vin 11-5) Sigma

o-Actinin mAK, m

Nectin-Afadin-Ponsin Complex

Nectin 2 (PRR-2) mAK, m Diaclone, Besancon, France
Ponsin (Anti-Maus) pA, rb Zymed
I-Afadin pA, rb Sigma
I/s-Afadin pA, rb
Transmembrane TJ Proteine
Claudin-1-5 pA, rb
Occludin a) mAk, m Zymed
b) pA, rb
JAM-1 mAk, m Transduction Laboratories
ZO-Proteine mit PDZ-Domain
Z0-1 pA, rb Zymed
Z0-2 PA, b

Z0O-Proteine ohne PDZ

-Domain

Symplekin

mAK, m (E150)

Progen; Keon et al., 1996

Cingulin

a) pA, rb

Freundliche Gabe von Prof. Dr. Sandra Citi, Universitat von Genf,
Genf, Schweiz

b) mAk, m (139.3.4.)

Progen; Langbein et al., 2002

Intermediarfilamente

Vimentin mAKk, m (3B4) Progen; Herrmann et al., 1989
.Glial fibrillary protein“|a) mAk, m (GF12.24) [Roche Diagnostics, Mannheim
(GFAP) b) pA, rb Dianova, Hamburg

Nestin mAK, m Santa Cruz Biotechnology
Desmin mAKk, m DAKO, Hamburg
Pan-Cytokeratin mMAK (Lu-5) Dianova, Hamburg; Franke et al., 1987
Cytokeratin-19 mAKk, m (z105.6) Progen

Neurofilament mAK, m Diaclone

Endotheliale Marker

Factor VIII pA, rb Natutec
Von-Willebrand-Factor |a) pA, Schaf Serotec, via Biozol, Eching

b) mAk, m

DAKO
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Sonstige
Syndecan-1 a) pA, rb Zymed
b) mAk, m (BB4) RDI/Chemicon International, Hofheim
c) mAk, Ratte (anti-|BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
Maus)
d) mAk, m
e) pA, gt Santa Cruz Biotechnology
f) mAk, m (2E9; anti-|Freundliche Gabe von Prof. Dr. G. David, Laboratory for
Syndecan-1 & -3) Glycobiology and Developmental Genetics, Center for Human
Genetics, Universitat Leuven, Leuven, Belgien; Lories et al., 1989
g) pAs, gp (1A, 1B,|* Eigene Herstellung
2A, 2B, 3A, 3B)
Syndecan-2 PA, rb
Syndecan-3 PA, rb Zymed
Syndecan-4 PA, rb
Syntenin pA, rb Synaptic Systems, Géttingen
ICAM-1, -2, -3 mAk-n, m Chemicon International
L-Selectin mAK, m
CD44 a) mAk, m Freundliche Gabe von Prof. Dr. H. Ponta, Institut fir Toxikologie
(Hermes 3) und Genetik, Forschungszentrum Karlsruhe; vgl. Jalkanen et al.,
1987
b) mAKk, Ratte Chemicon
c) mAk, m R&D Systems, Wiesbhaden
d) pA, rb Freundliche Gabe von Prof. Dr. Margot Zéller, DKFZ, Heidelberg
Drebrin mAKk, m (M2F6) MoBiTec, Gottingen
Ezrin mAk, m Sigma
Merlin/NF2 pA, rb Santa Cruz Biotechnology
Moesin mAK, m Transduction Laboratories
Myosin PA, rb Bio Trend, KdIn
Actin mAKk, m Sigma
Sarkomeren-Actin mAKk, m
Glattmuskel-Actin/ SMA |mAk, m (1A4) Progen
Connexin 43 PA, rb Zymed
Perilipin PA, gp Progen; Heid et al., 1996, 1998
Adipophilin mAK, m (AP125) Progen

**Herstellung polyclonaler Meerschweinchen-Antiseren gegen Syndecan-1

Die Proteinsequenz von Syndecan-1 wurde aus dem Programm ,,Pubmed® abgerufen

(Schema 3), auf hydrophile Stellen untersucht und mit Sequenzen anderer relevanten Proteine

(Syndecan-2-4 und andere ,,Junction“-Proteine; Programm ,,HUSAR®; DKFZ) verglichen. Es

wurden Peptide ausgesucht, die die geringste Wahrscheinlichkeit hatten, dass der eventuell

erzielte Antikorper mit anderen Proteinen kreuzreagiert. Peptide aus der humanen Syndecan-1
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Aminosdure (AS)-Sequenz (AS Positionen 18-32: QPALPQIVATNLPPEC; AS Positionen
231-249: QSPVDQGATGASQGLLDRC; AS Positionen 291-302: CKQANGGAYQK)
wurden von Herrn Dr. Hans-Richard Rackwitz (Peptide Speciality Laboratory, Heidelberg)
hergestellt und an ,,Keyhole Limpet Hemocyanin®“ (KLH) konjugiert.

1 mrraalwlwl calalslgpa Ipgivatnlp pedqdgBgdd sdnfgBgag alqditlsqq
61 tpstwkdtql ltaiptspep tgleataast stlpagegpk egeavvipev epgltareqe
121 atprprettqg Iptthgastt tattagepat shphrdmgpg hhetstpagp sqgadlhtpht
181 edggpsater aaedgassql paaegBgeqd ftfetfgent avvavepdrr ngspvdggat
241 gasqglldrk evilggviavg lvglifavcl vgfmlyrmkk kdegsyslee pkganggayq
301 kptkgeefya

Schema 3.  Proteinsequenz ~ des  humanen Syndecan-1.  N-Glycosylierungstellen  (blau),
O-Glycosylierungsstellen (rot) und die Transmembran-Domine (gelb) sind farbig unterlegt. Peptid 1, Peptid 2

und Peptid 3 sind in dieser Reihenfolge unterstrichen.

Pro Peptid wurden zwei Meerschweinchen je viermal, in Abstinden von je 3 Wochen
immunisiert. Die Peptide wurden mit Freundschem Adjuvans (bei der ersten Immunisierung
komplett, bei den folgenden Immunisierungen inkomplett) griindlich gemischt und subcutan
injiziert. 10 Tage nach der vierten Injektion wurden die Tiere in Isofluran-Narkose durch
Herzpunktion entblutet. Das Blut liess man iiber Nacht bei 4°C gerinnen. Nach 30 min
Zentrifugation bei 3500 U/min wurde das Serum abgetrennt, mit 0,2% Natriumazid versetzt,
aliquotiert und bei -80°C aufgehoben.

** Antikorper gegen das ARVCF Protein wurden freundlicherweise von Priv.-Doz. Dr. Ilse
Hofmann zur Verfiigung gestellt. Dazu waren Meerschweinchen mit einem Gemisch von drei
Peptiden (an KLH gekoppelt; Peptide Speciality Laboratory) immunisiert worden, die den
folgenden Positionen des menschlichen ARVCF-Proteins entsprachen: AS Positionen 242-
255: PGPPGGRSLPERFQ; AS Positionen 260-273: GLEDDTRSLAADDE; AS Positionen
424-437: LRNLSYGRDTDNKA.
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2.3.2 Sekundirantikorper

Fir die Immunfluoreszenzmikroskopie wurden in Ziegen hergestellte Sekundarantikdrper
verwendet, die gegen Spezies-spezifische Immunglobuline gerichtet und mit Fluorochrom-
Farbstoffen Cy2, Cy3 oder Texas Red gekoppelt waren (Dianova, Hamburg). Zusitzlich
wurden Alexa-488 oder Alexa-568 gekoppelte Sekunddrantikdrper gegen Maus-, Kaninchen-,
oder Meerschweinchen-Immunglobuline (MoBiTec) benutzt.

Fiir Immunblot-Analysen wurden an HRP (,,Horseradish Peroxidase®“, Meerrettich-
Peroxidase) gekoppelte spezies-spezifische Sekundirantikdrper (Dianova) in Kombination
mit dem ,Enhanced Chemiluminescence” (ECL)-System (Amersham, Braunschweig)
verwendet. In der Immunhistochemie wurden HRP-konjugierte spezies-spezifische

Sekundirantikorper (DAKO) verwendet.

2.4 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien (Analysequalitit) wurden von den Firmen Roche Diagnostics
(Mannheim), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) bzw. Sigma

(Miinchen) bezogen.

2.5 Puffer, Medien und Losungen

10x PBS: 1,4 M NaCl
27 mM KCl
17 mM KH,PO,
81 mM Na,HPO4 pH 7.4

10x TBST: 0,1 M Tris-HCI pH 8,0
1,5 M NaCl
1% (w/v) Tween 20

2x SDS-Probenpuftfer: 250 mM Tris-HCI pH 6,8
20% (v/v) Glycerol
10% (w/v) SDS
40 mM DTT
0,2% (w/v) Bromphenolblau

Elektrophoresepuffer: 0,092 M Tris-HCl pH 8,8
0,76 M Glycin
0,2% (w/v) SDS

Transferpuffer (Borat-Puffer): 20 mM Borséure pH 8,8
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,»Stripping”’-Puffer:

Immunprézipitationspuffer:

Pro 10 ml Puffer wurde 1 Tablette “Complete
Mannheim) zugegeben.

“Low Salt”-Puffer:

“High Salt”-Puffer:

DNA-Probenpufter:

10x TAE-Puffer:

Zitratpuffer:
- Stammlosung A:
- Stammldsung B:

1 mM EDTA

6,25 mM Tris-HCI
20 mM DTT
2% (v/v) SDS

pH 6,7

20 mM HEPES
150 mM NacCl
1% Triton-X-100
0,5 mM CaCl,
Mini Protease Inhibitor Cocktail” (Boehringer,

pH 7,6

10 mM Tris-HCI
140 mM NacCl

5 mM EDTA

1% Triton-X-100

pH 7,6

10 mM Tris-HCI
140 mM NacCl
5mM EDTA

1,5 mM KClI

0,5 % Triton-X-100

pH 7,6

100 mM Tris-HCl

200 mM EDTA

7,5 % (w/v) SDS
30% (w/v) Ficoll
0,01% (w/v) Bromphenolblau
0,01% (w/v) Xylencyanol

pH 7,5

40 mM Tris-HCI
0,12 % Essigsdure
I mM EDTA

pH 8,0

0,1 M Zitronensduremonohydrat pH 6,0
0,1 M Natriumzitrat pH 6,0

18 ml Stammlsg. A und 82 ml Stammlsg. B mit destilliertem Wasser ad 11

10x EDTA-Puffer:

TE-Puffer:

10x RT-Puffer:

1 mM EDTA pH 8,0

10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA

pH 7,5

0,4 M Tris-HC1

0,4 M KC1

60 mM MgCl

10 mM DTT

10 mM dNTP (84x)

pH 8,0
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Kollagenase-Losung 0,003 % (w/v) CLS 3 (180 U/ml) in PBS
(Worthington Biochemical Cooperation; bezogen von
Pan Systems, Aidenbach)

2.6 Gerate

Brutschrinke Nabco und Forma Scientific,
Labotect, Gottingen

Elektronenmikroskop EMO900  Zeiss-Leo, Oberkochen

Entwicklermaschine Agfa-Gevaert, Leverkusen

Schwarzweillfilm: Agfa Pan 25  Agfa-Gevaert

Polaroid 677 Polaroid, Offenbach

Gelkammern Cti, Idstein/Taunus

Gelschiittler Landgraf, Hannover

Heizblock Typ 5302 Eppendorf, Hamburg
Immunblot-Kammern Cti

Kryotom ,,Frigocut“ Mod 2700  Reichert-Jung, Nussloc

Leuchtplatte Roth, Karlsruhe

Magnetriihrer Ika Conbimag, Staufen

Netzgerit Phero-stab 500 Biotec Fischer, West Perth WA, Australia
PCR Mini-Cycler MIJR Research, Biozyme, Oldendorf
RHS-1 Histoprocessor Milestone/Diapath, Miinchen
Rotationsmikrotom Mikrom, Walldorf

Schiittler: ,,Silent Rocker* Cti

Tischzentrifugen Beckman Instruments, Miinchen

Heraeus Instruments, Hanau

Ultra-Turrax T25 Jahnke & Kunkel, Staufen
Waagen Sartorius, Gottingen
Wasserbader Braun, Melsungen
Whatman-Filterpapier Schleicher & Schuell, Dassel

2.7 Verwendete Kits

ECL Kit (NEN, Dreieich); Qiagen RNeasy Mini Kit; Qiaex Agarose Gel Extraction Kit;
Qiaquick PCR-Purification-Kit (alle von Qiagen, Hilden).
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3 METHODEN

3.1 Zellkultur

3.1.1 Primarkulturen von Endothelzellen

Primire Kulturen von Endothelzellen (HUVEC) wurden von Zellen aus menschlichen
Nabelschnurvenen hergestellt (St. Elisabeth Krankenhaus, Heidelberg). Die Nabelschniire
wurden gekiihlt in PBS transportiert. Die Préparation erfolgte nach Jaffe et al. (1973),
modifiziert nach Peitsch et al. (1999). Dazu wurden die Enden der Nabelschniire
abgeschnitten (etwa 1 cm). In die Nabelschnurvene wurde dann eine Knopfkaniile eingefiihrt,
durch die die Vene erst mit etwa 50 ml PBS bei 37°C gespiilt und dann mit einer
Kollagenase-Losung gefiillt wurde. Nach einer Inkubationszeit von ca. 20 min bei 37°C
wurden die abgeldsten und suspendierten Zellen in Medium 199 mit 20% NCS (Gibco, Life
Technologies, Karlsruhe; ergénzt mit 100 U/ml Penicillin/Streptomycin, 0,625 mg/ml
Fungizone, 100 pg/ml ECGS wund 100 pg/ml Heparin) aufgenommen und die
Nabelschnurvene mit ca. 50 ml PBS nachgespiilt. Die gesammelten Zellen wurden 5 min bei
1500 U/min zentrifugiert und in frischem Medium 199 aufgenommen. Anschlieend wurden
die Zellen in Zellkulturschalen, die vorher 1 h mit 1% Gelatine beschichtet worden waren,
tibertragen und bei 37°C in wasserdampfgesittigter Atmosphare mit 5% CO, kultiviert. Das
Kulturmedium wurde alle zwei Tage gewechselt, um restliche Erythrocyten und Zellreste zu
entfernen. Nach der Bildung eines dichten Zellrasens (2-3 Tage) wurde die Kultur passagiert.
Dazu wurden die Zellen nach Abnahme des Mediums ca. 10 sec mit EDTA (0,7 mM in PBS)
gespiilt, 2-3 min mit einer Trypsin-Losung (0,06% w/v in PBS) behandelt und in eine

Kulturschale mit frischem Medium iibertragen, um Sekundirkulturen zu erhalten.

3.1.2 Primire Astrocyten-Kulturen von BALB/c Miusen

Primire Astrocyten-Kulturen wurden freundlicherweise von Dr. Anne Régnier-Vigouroux
(DKFZ, Heidelberg) zur Verfiigung gestellt. Astrocyten waren dazu aus den Gehirnen
neugeborener BALB/c Miuse prapariert worden (vgl. Burudi et al., 1999), in Kultur gebracht
und wurden 7-10 Tage nach der letzten Passage in konfluenten Zustand fiir die
Untersuchungen verwendet. Die Kulturen waren 95-98% rein, und die Reinheit wurde stindig

kontrolliert (Gresser et al., 2001).
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3.1.3 Primére humane Mesenchymale Stammzell (MSC)-Kulturen

Primdre MSC-Kulturen wurden von Herrn Dr. Patrick Wuchter (Medizinische Klinik und
Poliklinik, Heidelberg) zur Verfiigung gestellt. MSC wurden aus Knochenmark-Aspiraten
von jeweils vier gesunden Spendern (MSC-142, -179, -185 und -209) pripariert. Alternativ
wurden MSC aus Nabelschnurblut pripariert. Die Zellen wurden in ,,Mesenchymal Stem Cell
Growth Medium*“ (MSCGM, Osiris Therapeutics, Baltimore, MD, USA; bezogen {iiber
Cambrex Bioscience, Inc., Baltimore, MD, USA) gehalten. Mononukledre Zellen wurden
mittels einer Ficoll Gradienten-Zentrifugation isoliert und in Zellkultur-Gefdlen kultiviert
(Schema 4). Die Zellen wurden durch Reaktionen mit 12 Antikérpern FACS-charakterisiert:
Zellen waren negativ mit CD34, CD38, CD45 und HLA-DR (hdmatopoetische Marker) und
positiv. mit CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD106, CDI166. Fiir die
Immunfluoreszenz-Mikroskopie-Untersuchungen lieB man die Zellen auf ,Permanox

Chamberslides* (Nalge Nunc; Naperville, IL, USA) anwachsen.

Mononukleéare

== Zellen Plastik-Adhéarenz:
C) . Osiris™-Medium*: Mediumwechsel nach 2
' 90% MSCGM Tagen, Entfernung der

A) B) Ficoll 10% FCS nlcgt—ﬁlfhst(enten
Knochenmark Gradienten- ellfraktion

Zentrifugation

Schema 4. Priparation von humanen Mesenchymalen Stammzellen. (A) Knochenmark-Aspiration von
gesunden Spendern. (B) Isolation mononukledrer Zellen mittels Ficoll Gradienten-Zentrifugation. (C)
Kultivierung in ,,Osiris Medium® und Selektion der adhirenten Zellen.

3.1.4 Klonierung von Zellen

Zur Klonierung wurden die Zellen unter Verwendung einer Trypsin-Losung abgeldst und in
hoher Verdiinnung auf ,Mikrotiter Platten® (siche Knapp und Franke, 1989; Knapp et al.,
1989) transferiert. Locher mit nur einer einzigen Zelle wurden fiir die weitere Kultivierung

ausgesucht.
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3.2 Lichtmikroskopie

Immunfluoreszenzmikroskopie und andere Methoden der Immunhistochemie dienen zur
spezifischen Lokalisierung von Proteinen in Kulturzellen und Geweben. Dabei werden die
Préaparate meist mit einem fiir das nachzuweisende Protein spezifischen Primérantikorper und
- nach Waschschritten - anschlieBend mit Sekundérantikdrpern inkubiert. Die
Sekundérantikdrper sind gegen Immunglobuline der Spezies, in welcher die Primérantikdrper
erzeugt worden waren, gerichtet und an ein Erkennungsreagenz (Fluoreszenzfarbstoff oder ein

Enzym wie z.B. HRP oder Alkalische Phosphatase) gekoppelt.

3.2.1 Fixierung von Kulturzellen

Vor der Inkubation mit Antikdrpern war eine Fixierung der Kulturzellen erforderlich, wobei

die folgenden Methoden verwendet wurden.

3.2.1.1 Methanol/Aceton-Fixierung

Die Methanol/Aceton-Fixierung ist schnell und einfach durchzufiihren. Die Strukturerhaltung
der Zellen ist jedoch nicht immer optimal. Die auf Deckgldaschen gewachsenen Zellen wurden
dazu kurz mit auf 37°C vorgewidrmtem PBS-Puffer gewaschen. Die Fixierung erfolgte
zundchst 5 min bei —20°C in Methanol, dann 30 sec bei —20°C in Aceton. AnschlieSend

wurden die Zellen luftgetrocknet.

3.2.1.2 Formaldehyd-Fixierung

Die Formaldehyd-Fixierung sichert im Vergleich zur Methanol/Aceton-Fixierung meist eine
bessere Strukturerhaltung der Zellen, allerdings muss hdufig ein Verlust an Zugénglichkeit
der Antigene in Kauf genommen werden. Zur Fixierung wurden die mit Zellen bewachsenen
Deckgldaschen kurz in PBS bei 37°C gewaschen und anschlieBend 5 min in Formaldehyd-
Losung (2% in PBS) bei RT inkubiert. Freie Aldehydgruppen wurden durch eine 5 min
Inkubation in 50 mM NH4Cl in PBS-Puffer abgesittigt. Nach zweimaligem Waschen in PBS
wurden die Zellen 3-5 min mit 0,1% Triton-X-100 oder 0,1% Saponin (beides in PBS)

permeabilisiert und nach nochmaligem Waschen in PBS ohne Trocknen weiterverwendet.
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3.2.2 Herstellung und Fixierung von Kryostatschnitten

Von tiefgefrorenen Geweben wurden mit einem Kryomikrotom (Leica, Wien, Osterreich)
4-5 um dicke Schnitte hergestellt. Die Schnitte wurden mindestens 1 h lang luftgetrocknet

und danach 10 min bei —20°C in Aceton fixiert und anschlieBend luftgetrocknet.

3.2.3 Farbung mit Methylenblau

Zur histologischen Betrachtung und Kontrolle der Gewebeschnitte wurde eine Methylenblau-
Féarbung durchgefiihrt. Dazu wurde der auf dem Objekttrager aufgezogene Schnitt kurz in eine

0,5%-1ge Methylenblau-Losung getaucht, mit Wasser gespiilt und luftgetrocknet.

3.3 Antigen-Freilegung (,,Antigen Retrieval®) durch Mikrowellenbehandlung von

Gewebeschnitten

3.3.1 Herstellung und Fixierung von Gewebeschnitten von in Paraffin eingebetteten

Gewebe

Frisches menschliches Tumor- oder Gewebematerial zur Kryokonservierung ist oftmals nicht
verfiigbar. Deshalb ist es besonders wichtig, auch fixiertes Gewebematerial aus
Paraffinblockchen untersuchen zu kdnnen.

Durch Formalinfixierung und Paraffineinbettung werden viele Antigenstrukturen maskiert.
Mit der Methode des ,,Antigen Retrieval® konnen maskierte Strukturen hdufig wieder fiir
entsprechende Antikorper zugénglich gemacht werden.

Paraffinblocke von menschlichem Nerven- und Gehirntumor-Gewebe stellten die
Pathologischen Institute der Universititsklinik Debrecen, Ungarn und des Armed Forces
Institute of Pathology (Washington, DC, USA) zur Verfiigung. Die Gewebeproben wurden
24-72 Stunden in Formaldehyd-Losung (4 %) fixiert und dann in Paraffin eingebettet. Von
den Paraffinblockchen wurden mit einem Mikrotom (Rotationsmikrotom HM 355 S mit
,»Cool Cut”“ und Schnitt-Transfersystem STS, Mikrom, Walldorf) ca. 5 um dicke Schnitte
hergestellt. Diese wurden iiber Nacht bei 37°C getrocknet und in einer absteigenden
»Alkoholreihe* entparaffiniert: 100% Xylol, zweimal 100% Ethanol und je einmal 95%, 80%,
70%, 50% Ethanol, jeweils 3 min. AnschlieBend wurden die Schnitte kurz in destilliertem

Wasser gespiilt und weiterverarbeitet.
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Die Mikrowellen-Behandlung in einer speziellen Mikrowelle (Mikromed T/T MEGA mit
GPR-120 Histomodul, Mikrom, Walldorf) erfolgte mit den folgenden Variationen: Die
Schnitte wurden bei 120°C 5 min oder 120°C 10 min oder 100°C 5 min in 0,01 M Zitratpuffer
oder 0,1 M Tris-HCI (pH 9,5) mit 5% (w/w) Harnstoff oder EDTA-Puffer inkubiert und
anschlieend mindestens 15 min abgekiihlt.

Dann wurden die Schnitte kurz in PBS gespiilt, in einer feuchten Kammer 10 min mit 2%
Milchpulver in PBS equilibriert und anschlieBend 15 min mit 10% Ziegenserum in 2%
Milchpulver (in PBS) absorbiert. Die Schnitte wurden dann mittels Immunfluoreszenz- oder

Immunperoxidase-Technik weiterbehandelt.

3.4 Fluoreszenzmikroskopie

3.4.1 Immunfluoreszenzmikroskopie

Fiir die Immunfluoreszenz wurden die zu untersuchenden Kulturzellen und Gewebe mit einer
der oben beschriebenen Methoden fixiert. Alternativ wurden auch entparaffinierte
Gewebeschnitte nach Mikrowellen-Behandlung eingesetzt. In Abhingigkeit von den
verwendeten Primérantikorpern bzw. zu untersuchenden Zellstrukturen wurden einige der
fixierten Zellen und Gewebe zundchst 3-5 min in 0,1% Triton-X-100 in PBS-Puffer
permeabilisiert, um Antigene besser zuginglich zu machen. Die Inkubationszeit der Schnitte
mit dem jeweiligen Primédrantikorper betrug in der Regel 45 min in einer feuchten Kammer.
AnschlieBend wurden die Deckgldschen oder Objekttriger diesmal je 3x5 min durch
Abspiilen mit PBS gewaschen. Die Sekundirantikorper wurden fiir Einzelfluoreszenz-
Versuche 1:500 (Cy3), 1:200 (Cy2 und Texas Red) oder 1:150 (Alexa 488) verdiinnt und vor
der Applikation in der Regel 10 min lang bei 13000 U/min zentrifugiert, um die nicht an
Antikorpern gebundenen Farbstoff-Partikel zu entfernen. Der Uberstand wurde vorsichtig
abpipettiert und verwendet. Nach 30 min Inkubation folgten drei Waschschritte (je 5 min) in
PBS, gefolgt von einem kurzen Spiilen in destilliertem Wasser. Dann wurden die Préparate 1
min in Ethanol entwéssert. Die mit Zellen bewachsene Seite der Deckgldschen wurde mit
einem Tropfen Fluoromount—G (Southern Biotechnology Associates, Birmingham, AL, USA)
auf einen Objekttrager geklebt. Nach der Erhdrtung des Einbettmittels (mindestens 1 h)
konnten die Prdparate mit einem Fluoreszenzmikroskop (Axiophot II; Carl Zeiss,
Oberkochen) ausgewertet werden. Die Fotodokumentation erfolgte mit Tmax400pro Filmen

(Kodak).
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Fiir Doppel-Immunlokalisierungen wurden Primér- und Sekundérantikérper unmittelbar vor

der Anwendung in doppelter Konzentration angesetzt und gemischt (meist 1:1).

3.4.2 Fluoreszenzmikroskopie mit anderen Reagenzien

Phalloidin ist ein Toxin von Amanita phalloides, welches spezifisch F-Actin bindet (L6w und
Wieland, 1974), so dass damit Actin-Filamentbiindel in permeabilisierten Zellen dargestellt
werden konnen. Phalloidin kann mit fluoreszierenden Farbstoffen (z.B. Alexa-488, -594 oder
Cy3) gekoppelt und so direkt in der Immunfluoreszenzmikroskopie, oder mit Antikorpern
zusammen in der Doppelfluoreszenzmikroskopie, verwendet werden (vgl. z.B. Wulf et al.,
1979).

DAPI (4',6-Diamidin-2-Phenyl-Indol; Serva, Heidelberg) ist ein DNA-spezifischer
Fluoreszenzfarbstoff, welcher die Chromosomen bzw. die Zecllkerne blau anfarbt.
Gelegentlich wurden wihrend der indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie in den letzten 5
min der Inkubation 30 ul DAPI (1:10000) den Sekundérantikdrpern zugegeben, um den Kern

anzufirben.

3.5 Konfokale Laserscanning-Mikroskopie (LSM)

Konfokale Fluoreszenz-Laserscanning-Mikroskopie ermdoglicht die Betrachtung von Zellen
und Geweben in definierten optischen Schnittebenen und damit eine genauere Lokalisierung
der Antigene. Die Untersuchungen wurden mit einem Zeiss LSM 510 UV Mikroskop (Jena
bzw. Oberkochen) durchgefiihrt, das mit einem Argon-Laser (488 nm) und einem Helium-
Neon-Laser (534 nm) ausgestattet war. Um bei Doppelfluoreszenz-Markierungen ein
,,Durchscheinen® der verschiedenen Fluoreszenzfarben zu vermeiden, wurde der ,,Double
Track Mode* angewandt, d.h. jede durchzumusternde Zeile wurde alternierend mit nur einer
der beiden jeweiligen Wellenldngen angeregt. Konfokale Serienschnitte durch die Priparate
wurden in Abstdnden von 250 bis 350 nm zwischen den einzelnen Schnittebenen angefertigt.
Um die Auflosung der optischen Schnitte zu erh6hen, wurde fiir einige Préparate das
Dekonvolutionsverfahren (KS400-Software, Zeiss Vision GmbH, Hallbergmoos) mit einem
so genannten ,Least-Square“-Algorithmus und mit Computer-assistierten Iterationen

angewandt.
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3.6 Immunhistochemie

Die Paraffin-Gewebeschnitte wurden, wie oben beschrieben, entparaffiniert und mit der
»Antigen Retrieval“-Methode behandelt. Die endogene Peroxidase-Aktivitdt wurde durch 10
min Behandlung mit 30% H,O, (DAKO) in Tris-HCl (pH 7,5-7,9) blockiert. Die Schnitte
wurden dreimal in destilliertem Wasser gewaschen, 2 min in TBST inkubiert und dann kurz
mit TBS gewaschen. Die Schnitte wurden 30 min lang mit dem Primédrantikorper inkubiert,
dann dreimal in TBS gewaschen und danach mit dem Sekunddrantikdrper 30 min lang
inkubiert. Nach erneutem Spiilen der Schnitte in TBS erfolgte die 5 min dauernde Enzym-
Nachweisreaktion mit der ,,Substrate Chromogen* Losung (DAB, Diaminobenzidin; DAKO),
gefolgt von Spiilen mit destilliertem Wasser und einer 25 sec Haematoxylin-Gegenfarbung.
Zuletzt wurden die Schnitte mit destilliertem Wasser gewaschen und iiber eine jeweils
viermalige Behandlung zunichst mit 100% Ethanol und dann mit 100% Xylol in Eukitt (O.
Kindler Gmbh, Freiburg i. Br.) eingebettet.

3.7 Haematoxylin-Eosin Fiarbung

Haematoxylin-Eosin Farbung ermoglicht die histologische Betrachtung von Gewebeschnitten.
Nach der Entparaffinierung wurden die Gewebeschnitte 5 min in Haematoxylin-Firbelosung
inkubiert, nach kurzem Waschen mit Wasser wurden die Schnitte in 10% Essigsdure getaucht
und erneut mit Wasser gewaschen. Dann folgte eine Inkubation (3 min) in Eosin, bevor die
Schnitte nach kurzer Behandlung mit 95%, 100% Ethanol, und Xylol in Eukitt eingebettet

wurden.

3.8 Elektronenmikroskopie

LOSUNGEN
Cacodylat-Puffer: 50 mM Na-Cacodylat, pH 7,2
Glutaraldehyd-Losung: 2,5% Glutaraldehyd

50 mM KCI

2,5 mM MgCl, in Cacodylat-Puffer
0,5% Uranylacetat-Losung: 0,5% Uranylacetat in HyOgest

2% Os04-Losung: 2% (w/v) OsOy in Cacodylat-Puffer
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Saccharose-Losung: 50 mM HEPES pH 5.8
200 mM Saccharose
Natriumthiosulfat-Losung: 50 mM HEPES in HyOgest pH 7,8
250 mM Natriumthiosulfat
2% Uranylacetat-Losung: 2% (w/v) Uranylacetat in Methanol
Bleizitrat-Losung: 1,33 g PbNOs
1,76 g Na-Zitrat-Dihydrat
8 ml 1M NaOH

ad 50 ml HyOyges (vorher frisch abgekocht)

Epon:

- Gemisch A: 50 ml DDSA (2-Dodecylsuccinylanhydride)
31 ml Epon 812

- Gemisch B: 44,5 ml MNA (Methylnadic anhydride)

50 ml Epon (Glycidether)
Gemisch A und B wurden 3:2 (w/w) vermischt.

3.8.1 ,Konventionelle“ Ultradiinnschnitt-Elektronenmikroskopie

Fiir konventionelle Elektronenmikroskopie wurden auf Deckgldschen gewachsene Zellen kurz
in PBS-Mg (PBS, ImM MgCl,) gewaschen und anschlieend 30 min mit 2,5% Glutaraldehyd
in Cacodylat-Puffer fixiert. Nach dreimaligem Waschen (je 5 min) in Cacodylat-Puffer
wurden die Zellen 2 h in 2% OsOy4 auf Eis nachfixiert. Es folgten mehrere Waschschritte mit
destilliertem Wasser und eine Blockkontrastierung in 0,5% Uranylacetat iiber Nacht.
Alternativ wurden die Zellen nach der sog. Simultanmethode (vgl. Franke et al., 1969, 1976)
fixiert.

Die Entwisserung und die Einbettung erfolgten nach der von Franke et al. (1978a)
beschriebenen Methode. Dazu wurden die Priparate in einer aufsteigenden Ethanolreihe
(50%, 70%, 80%, 90% und 96% Ethanol auf Eis, je 5 min; 100% Ethanol, 2 x 20 min; bei
RT) und anschlieend in 100% Propylenoxid (2 x 20 min) entwissert. Danach wurden die
Zellen iiber Nacht in einem Propylenoxid/Epon-Gemisch (1:1, v/v) inkubiert und eine mit
nicht-polymerisiertem Epon-Gemisch gefiillte Gelatinekapsel (Serva, Heidelberg) auf die
Zellen gesetzt. Die Polymerisierung des Eponxy-Herzes wurde in der Regel 48 h lang bei
60°C durchgefiihrt. Nach dem Absprengen des Deckglases durch Eintauchen in fliissigen
Stickstoff wurden die Epon-Blockchen zielgenau ,,getrimmt* (TM60, C. Reichert, Austria)
und 50-nm-Ultradiinnschnitte mit einem Ultramikrotom (Reichert Ultracut; Leica, Bensheim)
angefertigt. Die Ultradiinnschnitte wurden auf Kupfernetzchen befertigt und 15 min in 2%
Uranylacetat-Losung und 5 min in Bleizitrat (Reynolds, 1963) kontrastiert. Zur
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Elektronenmikroskopie und zur Dokumentation wurde ein Elektronmikroskop EM900 (Zeiss-

Leo, Oberkochen) benutzt.

3.8.2 Immunelektronenmikroskopie

Bei der Immunelektronenmikroskopie wurde die sog. ,,Preembedding*“-Methode benutzt, bei
der die Antikorper-Markierung vor dem Einbetten des biologischen Materials in Plastik
durchgefiihrt wird. Dazu wurden die Zellen oder die Kryostatschnitte in 2% Formaldehyd in
PBS (7 min) fixiert. Die Zellen wurden entweder mit 0,1% Triton-X-100 in PBS (2 min) oder
mit 0,1% Saponin in PBS (5 min) permeabilisiert, dann mindestens 2 h lang mit dem
Primérantikorper inkubiert und dreimal in PBS (je 5 min) gewaschen. Nachfolgend wurden
die Prdparate mit den entsprechendem Sekunddrantikérpern (Anti-Maus-, Anti-
Meerschweinchen- oder Anti-Kaninchen-Immunglobuline) die an 1,4 nm grofe kolloidale
Goldpartikel (,,Nanogold*“; Biotrend) gekoppelt waren, iiber Nacht inkubiert. Nach dem
Auswaschen der nicht gebundenen Antikoérper wurden die Préparate mit 2,5% Glutaraldehyd
in Cacodylat-Puffer nachfixiert (15 min, RT) und anschlieBend kurz mit Cacodylat-Puffer
gewaschen. Es folgten zwei Inkubationen (je 10 min) in Saccharose-Losung, die Silber-
Verstirkung der kleinen Goldpartikel nach Angaben des Herstellers (3-8 min; Silver
Enhancement Kit, Nanoprobes, Stony Brooks, NY, USA), zwei 8-min-Waschschritte in
Natriumthiosulfat-Losung und 8-10 kurze Waschschritte in destilliertem Wasser. Die
Nachfixierung mit 0,2% OsO4 auf Eis dauerte 30 min. Alle weiteren Schritte entsprachen

denen der konventionellen Elektronenmikroskopie.

3.9 Biochemische Proteintechniken

3.9.1 Proteinfillung mit Methanol/Chloroform

Durch Fillung kdnnen die in einer Losung erhaltenen Proteine angereichert und anschlieBend

in andere Losungen tiberfiihrt werden.

Die Methanol/Chloroform-Féllung wurde nach Wessel und Fliigge (1984) durchgefiihrt. Dazu
wurde die Proteinldsung mit 3 Vol Methanol und 1 Vol Chloroform gemischt, anschlieend 5
min bei 13000 U/min abzentrifugiert. Die obere, wissrige Phase wurde vorsichtig

abgenommen und verworfen. Nach erneuter Zugabe von 3 Vol Methanol wurde wieder
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gemischt, zentrifugiert und der Uberstand nach dem Abnehmen verworfen. Das

Proteinsediment wurde luftgetrocknet und in den gewiinschten Puffer aufgenommen.

3.9.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Die sog. ,.eindimensionale” Gelelektrophorese zur Auftrennung von Polypeptid-Gemischen
nach dem Molekulargewicht der erhaltenen Proteine wurden im wesentlichen nach der von
Laemmli (1970) beschriebenen Methode durchgefiihrt (vgl. auch Weber und Osborn, 1969;
Achstitter et al., 1986).

LOSUNGEN
Losung A: 30% Acrylamid
0,8% Bisacrylamid (Roth, Karlsruhe)
Losung B: 1,5 M Tris-HCl pH 8,8
0,4% (w/v) SDS
Losung C: 0,5 M Tris-HCI pH 6,8
0,4% (w/v) SDS
APS: 10% Ammoniumperoxisulfat in HyOgest
TEMED: N,N,N",N"-Tetramethylethylenamid (Serva, Heidelberg)

Trenn- und Sammelgele waren folgendermafBlen zusammengesetzt (Mengenangaben pro Gel):

TRENNGELE

Acrylamidkonzentration 8% 10% 12.5% 15%
Losung A (ml) 8 10 12,5 15
Losung B (ml) 7,5 7,5 7,5 7,5
H7Ogest (ml) 14,4 12,4 9,9 7,4
APS (ml) 0,2 0,2 0,2 0,2
TEMED (ml) 0,01 0,01 0,01 0,01
SAMMELGELE

Losung A (ml) 1

Losung C (ml) 2,5

Hzodest (ml) 6,5

APS (ml) 0,1

TEMED (ml) 0,01

Die Gelelektrophorese-Platten wurden mit Wasser und Ethanol gereinigt und mit
Abstandshaltern in einer Gel-Kammer zusammengefiigt.
Die Trenngel-Losung wurde bis etwa 1,5 cm unter den Rand der vorderen ,,Ohren-Platte*

gegossen und mit Isopropanol {iberschichtet. Die Polymerisierungszeit betrug ca. 1 h, gefolgt
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von kurzem Spiilen mit destilliertem Wasser. Dann wurde die Sammelgel-Losung iiber das
Trenngel gefiillt, die ,,Plastik-Kdmme* eingefiigt, und das Gel konnte auspolymerisieren.

Zur Auftrennung von Proteinen sehr unterschiedlicher Grofe wurden kommerzielle
Gradientengele (Novex, San Diego, CA, USA) benutzt, deren Acrylamidgradient von 4% im
oberen bis 20% im unteren Abschnitt des Gels reichte.

Die in SDS-Probenpuffer geldsten, aufzutrennenden Proteingemische wurden in die
Geltaschen gefiillt. Zum GroBenvergleich wurden kommerzielle GroBenmarker (New England

Biolabs, Frankfurt/M) aufgetragen:

Molekulargewicht [kDa] Protein

212 Myosin (Kaninchenmuskel)

158 MDP-B-Galaktosidase (E. coli)

116 B-Galaktosidase (E. coli)

97 Phosphorylase B (Kaninchenmuskel)

66 Rinderserumalbumin (BSA)

56 Glutamatdehydogenase (Rinderleber)

43 Maltos-bindendes Protein 2 (E. coli)

36 Lactatdehydrogenase M (Schweinemuskel)
27 Triosephosphatisomerase (Kaninchenmuskel)
20 Trypsininhibitor (Sojabohne)

14 Lysosym (Hiithnereiweil3)

6,5 Aprotinin (Rinderlunge)

2-3 Insulin A, B-Kette (Rinderpancreas)

Die Elektrophorese wurde bei 10-15 mA, nach dem Erreichen des Trenngels bei 25 mA,
durchgefiihrt und beendet, wenn die Bromphenolblau-Front den unteren Gelrand erreichte.
Nach der Elektrophorese wurden die Gele entweder mit (kolloidalem) Coomassie-Brillantblau
angefarbt oder zur ,Immunblot“-Analyse weiterverwendet. Nach Coomassie-Brillantblau-
Farbung wurden die Gele unter Durchlicht auf Agfa Pan 25 Film (Agfa-Gevaert)

dokumentiert.

3.9.3 ,Zweidimensionale®“ Gelelektrophorese: Isoelektrische Fokussierung und SDS-

PAGE

Die sog. ,,zweidimensionale® Gelelektrophorese dient zur Auftrennung von Polypeptiden
nach ihrem isoelektrischen Punkt und dem apparenten Molekulargewicht (geschétzt vom
Wanderungsverhalten als SDS-Komplex). Hierbei wird nach der Methode von O’Farrell
(1975) zur Auftrennung in der ersten Dimension in einem Rundgel ein pH-Gradient

aufgebaut, in dem die zu trennenden Proteine bis zu der Stelle wandern, die ihrem
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isoelektrischen Punkt entspricht (vgl. Achstitter et al.,, 1986a). Zur anschlieenden
Auftrennung in der zweiten Dimension wurde in der Regel die etwa fiinffach groBere Menge
Protein eingesetzt.

LOSUNGEN
Acrylamid-Losung: 30% (w/v)

»Rundgel-Losung*: 5,5 g Harnstoff
1,33 ml Acrylamid-Ldsung (30% w/v)
2 ml 10% NP40-Losung
0,2 ml Ampholine pH 3-5
0,2 ml Ampholine pH 4-7
0,1 ml Ampholine pH 2-11
15 pl 10% APS
10 ul TEMED

Lysis-Puffer: 9,8 M Harnstoff
10 mM Tris-HCl pH 8,0
5% B-Mercaptoethanol
0,8% Ampholine pH 4-6
0,8% Ampholine pH 5-7
0,8% Ampholine pH 2-11
2% (w/v) NP40

,,Uberschichtungspuffer: 2 Vol Lysis-Puffer
1 Vol HZOdeSt

Anoden-Elektrophoresepuffer: 10 mM H3POy4
Kathoden-Elektrophoresepufter: 20mM NaOH

O-Puffer: 20 mM DTT
60 mM Tris-HCI pH 6,8
10% (v/v) Glycerol
2% (w/v) SDS

Zur Auftrennung in der ersten Dimension wurde in vorher mit Silikon beschichtete und
einseitig mit Parafilm verschlossene Glasréhrchen ,,Rundgel-Losung® gegossen, mit
destilliertem Wasser {iiberschichtet und iiber Nacht polymerisiert. Der Parafilm an der
Unterseite des Rohrchens wurde dann durch ein Stiick Gaze ersetzt, das mit einem
Gummiring fixiert wurde. Die polymerisierten Rundgele wurden in eine Elektrophorese-
Apparatur (Biorad) eingesetzt.

Als Referenz-Proteine wurden die Proteine B-Actin (IEP 5,4) und Rinderserumalbumin (IEP
6,3) beigefiigt. Die zu untersuchende Proteinprobe wurde gefallt und in 60-80 pl Lysis-Puffer

aufgenommen. Nach kurzem Zentrifugieren wurde die in Ldsung befindliche Probe
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luftblasenfrei auf das Rundgel aufgetragen, mit 20 pl ,,Uberschichtungspuffer und dann mit
Kathoden-Elektrophoresepuffer {iiberschichtet. Die obere Kammer der Elektrophorese-
Apparatur wurde mit Kathoden-Elektrophoresepuffer, die untere mit Anoden-
Elektrophoresepuffer gefiillt. Die Elektrophorese erfolgte 15 min lang bei 200 V,
anschlieBend 30 min bei 300 V und schlielich 16-18 h bei 400 V.

Nach Beendigung der isoelektrischen Fokussierung wurde das Rundgel mit einer
wassergefiillten Spritze vorsichtig aus dem Glasréhrchen herausgepresst und 30 min in O-
Puffer dquilibriert, wobei nach etwa 15 min der Puffer gewechselt wurde. Die fertigen
Rundgele wurden dann luftblasenfrei auf ein SDS-PAGE-Gel montiert und mit O-Puffer-
Agarose (1% Agarose in O-Puffer mit etwas Bromphenolblau) {iberschichtet. Die
elektrophoretische Auftrennung in der zweiten Dimension erfolgte wie unter 3.9.2
beschrieben. Die Rundgele konnten auch nach der Aquilibrierung in O-Puffer bei —20°C

gelagert werden.

3.9.4 Firbung von Proteinen in Gelen

3.9.4.1 Coomassie-Brillantblau Fiarbung

LOSUNGEN
Féarbelosung 0,4% Coomassie-Brillantblau
40% (v/v) Isopropanol
7% (v/v) Essigsdure
in HyOgesrad 100%
Entfarbelosung 10 % (v/v) Essigsdure

20 % (v/v) Isopropanol
in HyOgest ad 100%

Zur Anfiarbung der Polypeptid-Banden mit Coomassie-Brillantblau wurde das Gel mindestens
1 h lang auf einem Gelschiittler in Farbelosung inkubiert. Die anschlieende differentielle
Entfarbung erfolgte — unter mehrfachem Wechsel der Entfirbelosung — so lange, bis die
Banden bzw. Flecke deutlich zu erkennen waren. Das Gel wurde dann zur Dokumentation

fotografiert und getrocknet.

3.9.4.2 Kolloidale Coomassie-Brillantblau Farbung

LOSUNGEN



METHODEN 37

Fixierungslosung: 50% (v/v) Methanol
2% (v/v) Phosphorsdure

Inkubationslésung: 34% (v/v) Methanol
2% (v/v) Phosphorsdure
17% (w/v) Ammoniumsulfat

Férbelosung: 0,066%  (w/v) Coomassie G-250 in
Inkubationslosung

Zur Fixierung der Polypeptid-Banden wurde das Gel 6-16 h auf einem Gelschiittler in
Fixierungslosung inkubiert, dreimal je 30 min lang gewdssert und dann 1 h lang in die
Inkubationslosung gelegt. Die Gele wurden anschlieBend in der Fiarbelosung mindestens 3-5
Tage angeférbt, anschliefend mit destilliertem Wasser ca. 3 h entfarbt, zur Dokumentation

fotografiert und haufig auch fiir die MALDI-Analyse weiterverwendet.

3.9.5. Transfer von Polypeptiden auf PVDF Membranen (,,Nassblot“-Verfahren)

Um durch SDS-PAGE aufgetrennte Polypeptide immunchemisch charakterisieren zu konnen,

wurden diese auf eine Membran aus Nitrocellulose oder Polyvinyliden-Difluorid (PVDF)

iibertragen. Mit einigen Modifikationen wurde die von Achtstaetter et al. (1986) beschriebene

Methode benutzt.
LOSUNGEN
Férbelosung fiir PVDF-Membranen: 0,1% (w/v) Coomassie-Brillantblau
40% (v/v) Isopropanol
1% (v/v) Essigsédure in HyOgest
Entfarbelosung fiir PVDF-Membranen: 50% (v/v) Isopropanol

0,5% (v/v) Essigsdure in HyOgest

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden die Glasplatten vorsichtig
entfernt. Die PVDF-Membran wurde vor der Verwendung mit Isopropanol und Transferpuffer
angefeuchtet. Das fiir die Ubertragung (hier ,Blot) benutzte Gerit wurde nach dem

folgenden Schema zusammengebaut:
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ANODE (+)

Plastikdeckel

Schwammtuch

3 Lagen Whatman-Blot-Papier

PVDF-Membran

Gel

3 Lagen Whatman-Papier

Schwammtuch

Plastikdeckel

KATHODE (-)

Luftblasen zwischen Gel und Membran wurden vorsichtig entfernt. Die Blot-Kammer wurde
dann mit Transferpuffer gefiillt. Der Transfer war je 15 min lang bei einer Stromstirke von
150, 250 und 350 mA sowie anschlieBend 2 h bei 450 mA oder tiber Nacht bei 150 mA. Nach
dem Transfer wurden die Proteinbanden auf der PVDF-Membran mit Coomassie-Féarbelosung
sichtbar gemacht. Die Membran wurde getrocknet und vor einer Verwendung im Immunblot-

Verfahren mit Isopropanol erneut befeuchtet.

3.9.6 Spezifische Antigen-Erkennung durch Antikorper auf PVDF-Membranen

(,,Jmmunblot*)

Der Nachweis der an die Membran gebundenen Polypeptide erfolgte immunchemisch als
indirekter Enzym-Immuntest. Um unspezifische Hintergrundsreaktionen weitgehend zu
verhindern, wurde die PVDF-Membran 1 h auf einem Gelschiittler in Blockierungspuffer (5%
Magermilchpulver in TBST) und anschlieBend mit dem in TBST verdiinnten
Primérantikorper 1 h inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit TBST (je 15 min), folgte eine
Inkubation mit dem Sekundérantikorper (gekoppelt mit HRP) 30 min. Anschlieend wurde
der Membran dreimal je 15 min in TBST gewaschen, kurz abgetupft und 20 sec mit einer
frisch hergestellten Mischung (1:1) der beiden Komponenten ,,RPR Detection Reagent 1 und
2 des ECL-Detectionsystems (,,Enhanced Chemiluminescence®, Amersham Biosciences,
Freiburg i. Br.) benetzt. Die Chemilumineszenz wurde mit einem Rontgenfilm (Konica oder
X-OMAT AR; Kodak) in Rontgenkassetten (Goos) dokumentiert. Die Expositionszeiten

variierten zwischen 5 sec und 1 h.

3.9.7 Mehrfachverwendung von PVDF-Membranen (,,Stripping*)

Um eine PVDF-Membran nacheinander mit zwei oder mehreren verschiedenen

Primérantikdrper behandeln zu konnen, mussten die zuerst verwendeten Antikdrper durch
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»Stripping® von der Membran entfernt werden. Nach kurzer Befeuchtung mit Ethanol wurde
die Membran 30 min bei 55°C unter Schiitteln in “Stripping”-Puffer inkubiert, dann dreimal

mit TBST gewaschen und anschlieend fiir eine erneute Antikorper-Reaktion verwendet.

3.10. Biochemische Methoden

3.10.1 Herstellung von Zell-Lysaten aus Kulturzellen (,,Gesamtzell-Extrakt*)

Die in 10-cm-Petrischalen gewachsenen Zellen wurden nach Entfernen des Mediums zweimal
mit PBS gewaschen und anschlieBend mit SDS-Probenpuffer (,,Laemmli-Puffer”, 1 ml pro
Schale) versetzt. Nach dem Abkratzen des Zellrasens mit einem Gummischaber wurden die in
der Probe enthaltenen Nukleinsduren mit Benzonase (Merck, Darmstadt; 2 pl pro Schale)
weitgehend verdaut. Das Lysat wurde in ein Eppendorf-Reaktionsgefal} iiberfiihrt, 3 min bei
95°C erhitzt und vor dem Auftragen auf ein Polyacrylamidgel kurz bei 13000 U/min
zentrifugiert. Die Lagerung der Proben erfolgte bei —20°C.

3.10.2 Herstellung von Cytoskelett-Priparaten

Die Zellen wurden nach Entfernen des Mediums zweimal mit PBS gewaschen und
anschlieend mit 2 ml ,,Low Salt“-Puffer (pro 10 cm Kulturschale) versetzt und 5 min auf Eis
inkubiert. Diese Inkubation fiihrt zur Zell-Lyse, wobei die Zellen vielfach noch am
Schalenboden haften bleiben. Der Puffer wurde vorsichtig abgesaugt und fiir eine weiteren
Analyse aufgehoben. Dann wurden die restlichen Zellbestandteile mit je 2 ml ,,High Salt*-
Puffer 30 min auf Eis extrahiert. Die an der Schale haftenden Zellreste wurden dann mit
einem Gummispatel abgeschabt und gesammelt. Diese Suspension wurde mit einem Dounce-
Homogenisator (Stempel ,,L*) homogenisiert, auch um dabei DNA durch Scherkrifte zu
zerkleinern. Diese Suspension wurde in ein Zentrifugen-Rohrchen tiberfiihrt und mit 4000
U/min 30 min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und zur Analyse
verwendet. Das Sediment wurde in PBS homogenisiert und mit einer Eppendorf-
Laborzentrifuge erneut zentrifugiert. Dann wurde das so erhaltene Sediment (,,Pellet”) als
Cytoskelett-Praparation in ,,Laemmli-Probenpuffer fiir die gelelektrophoretische

Auftrennung aufgenommen.
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3.10.3 Immunpriézipitation (IP)

Die hierfiir gewihlte Methode ﬁacht es moglich, mit Hilfe spezifischer, an kleine
magnetische Kugeln (,,Beads®) gekoppelte Antikoérper Antigene und deren Bindungspartner
aus einem Proteingemisch zu isolieren.

Die in 10-cm-Petrischalen gewachsenen Zellen wurden nach Entfernen des Mediums zweimal
mit PBS gewaschen und anschlieBend mit IP-Puffer bzw. RIPA-Puffer (I ml pro Schale)
versetzt und 10 min lang lysiert. Nach dem Abkratzen des Zellrasens mit einem
Gummischaber wurde das Lysat homogenisiert, in ein Eppendorf-Reaktionsgefal} {iberfiihrt,
10 min bei 4°C bei 13000 U/min zentrifugiert, sodann der Uberstand vorsichtig abpipettiert
und weiterverwendet.

Die IP wurden mit Magnet-Beads (,,Dynabeads®; Dynal, Hamburg), die an Protein A, Maus-
IgG oder Kaninchen-IgG gekoppelt waren, durchgefiihrt. Je 50 pul Dynabeads wurden viermal
in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) gewaschen und mit dem entsprechenden Antikdrper beladen (3-4
h unter Rotation bei 4°C). Fiir die Vorreinigung der Zellextrakte wurden die Beads im
entsprechenden Extraktionspuffer (IP-Puffer) viermal gewaschen und mit dem beschriebenen
Proteinextrakt 3-4 h inkubiert (Uberkopf-Schiittler, bei 4°C).

Der vorgereinigte Uberstand wurde iiber Nacht mit den Antikérper-beladenen Dynabeads
inkubiert (Uberkopf-Schiitter, bei 4°C). Die Beads wurden viermal mit IP-Puffer gewaschen,
anschlieBend in dreifach konzentriertem SDS-Probenpuffer aufgenommen, unter Schiitteln
gelost und 3 min lang bei 95°C denaturiert. Die Analyse der prézipitierten Proteine erfolgte
mit SDS-PAGE und dem Immunblot-Verfahren.

Zur Kontrolle wurden auch Magnetpartikel, die mit Antikdrpern gegen vollig andere
(,,unrelated”) Proteine beladen waren, eingesetzt. Als weitere Negativ-Kontrolle dienten

Antikorper-beladene Beads, die nur mit I[P-Puffer inkubiert worden waren.
3.10.4 Massenspektrometrie

Anhand des charakteristischen Massenspektrums und durch den Vergleich mit den
»theoretischen Massen konnen Molmassen von Proteinfragmenten (gewonnen durch
Trypsin-Verdau) identifiziert werden. Diese Analysen wurden dankenswerterweise von Dr.

Martina Schnolzer (DKFZ, Zentrale Proteinanalytik) durchgefiihrt.
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3.10.4.1 Trypsin-Spaltung im Gel

LOSUNGEN

Trypsin-Losung: 20 pl Trypsin (,,Sequencing Grade modified Trypsin®“, Promega,
Mannheim) in 40 pl 1 mM HCI (pH 7,5-7,9)

NH4HCO3-Losung: 40 mM NH HCO; pH 8,4

SDS-PAGE-Gele wurden mit ,Kolloidaler Coomassie-Losung* gefarbt, die zu
untersuchenden Polypeptid-Banden mit einem Skalpell ausgeschnitten und in 0,2-ml-
ReaktionsgefdBle tiberfiihrt. Es folgten Waschungen in 100 pl destilliertem Wasser (30 min)
und zweimal jeweils in 100 pul 50% (v/v) Acetonitril-Lésung (je 15 min). Dann wurden die
Gelstiicke 15 min in 100 pl 100% Acetonitril entwéssert und 5 min luftgetrocknet. Vor der
Analyse wurden 0,8 pl Trypsin-Losung und 20 pl frisch angesetzte NH4HCO; Losung zu den
Gelstiickchen gegeben. Nach 15 min Inkubation bei 37°C hatten die Gelstiicke die Trypsin-
Losung aufgenommen, und der Verdau erfolgte iiber Nacht bei 37°C, wobei zu beachten war,

dass die Gelstiicke immer mit Puffer bedeckt blieben.

3.10.4.2 MALDI-Analyse

MALDI (,,Matrix-assistierte Laser-Desorption/lonisations‘‘)-Massenspektren wurden mit dem
»Reflex II Time-of-Flight Instrument (Bruker-Daltonik, Bremen) aufgezeichnet und aus 50-
200 individuellen ,,Laser-Schiissen* ermittelt.

Als Matrix wurden 0,3 pl einer Nitrozellulose-haltigen gesittigten o-Zimtsaure-Losung in
Aceton in individuellen Punkten auf den Probentriger aufgetragen. AnschlieBend wurden 0,4
pl der verdauten Probe sowie 0,8 pl 10% Ameisensdure aufgetragen und langsam
luftgetrocknet. Zur Entfernung von Salzen aus dem Trypsin-Verdau wurden mehrere
Waschschritte mit 10% Ameisensdure und mit HyOges durchgefiihrt.

Die bei der MALDI-Analyse erhaltenen Molekiilmassen wurden in einer Datenbanksuche mit
den Programmen MS-Fit (University of San Francisco, CA, USA), Profound (Rockefeller
University, New York, USA) und Peptide Search (EMBL, Heidelberg) ausgewertet.

3.11. Molekularbiologische Methoden

3.11.1 Extraktion von Gesamt-RNA von Zellen
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Zur Priparation von Gesamt-RNA aus verschiedenen Zellkultur-Linien wurde das Rneasy

Mini Kit von Qiagen (Hilden) nach Angaben des Herstellers benutzt.

3.11.2 Herstellung cDNA mittels RT-Reaktion

Uber die Bindung von ,random“ Hexamer-Oligonukleotid-Primern wurden unter
Verwendung von Reverse Transkriptase (RT) aus mRNAs die entsprechenden cDNAs
hergestellt (Frohman et al., 1988).

RT Ansatz (Gesamtvolumen 20 pl):
10 pg RNA
2 ul 10x Reverse Transkriptase Puffer (mit 15 mM dNTP-mix)

0,5 ul von 0,7 pg dN6-Oligonukleotid-Primern

1 ul (40 U) RNasin (RNAse Inhibitor, Roche, Mannheim)
0,5 ul (12,5 U) AMV-Reverse Transkriptase (Roche)

ad 20 pl HyOgest

Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne mRNA. Die zum Vergleich verwandte cDNA von
menschlichem Herzgewebe war von Frau Dr. Ulrike Nuber (vgl. Nuber et al., 1994), die von
der Rinder-Augenlinse gewonnene von Frau Dr. Beate Straub (Straub et al., 2003) iiberlassen

worden.

3.11.3 DNA-Methoden
3.11.3.1 DNA-Léngenstandards fiir Agarose-Gelelektrophorese: Bluescribe Vector mit
Hinf I (Roche) verdaut

1400 bp
517 bp
396 bp
356 bp
247 bp

75 bp

3.11.3.2 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsiuren

Mit Hilfe eines UV-Absorptionsspektrometers wurde die optische Dichte bei einer

Wellenldnge von 260 nm (Absorptionsmaximum von Nukleinsduren) und bei 280 nm
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(Absorptionsmaximum von Proteinen) gemessen. Nach dem Messen der Absorption wurde
die DNA-Konzentration nach folgender Formel berechnet:

Nukleinsédure-Konzentration = Azgo X Berechnungsfaktor x Verdinnungsfaktor

Der Berechnungsfaktor fiir doppelstrangige DNA betrug 50 pg/ml, fiir eventuell vorhandene
RNA 40 pg/ml und fiir Oligonukleotide 33 pg/ml. Anhand des Quotienten Ajeo/Azgo konnten

Verunreinigungen mit Proteinen festgestellt werden.

3.11.3.3 PCR-Techniken

Die Polymerase-Kettenreaktion dient zur Amplifizierung von spezifischen DNA-Sequenzen
und besteht aus den folgenden Reaktionsschritten:

1. Denaturierung der DNA-Strénge

2. Hybridisierung von Primern

3. Kettenverlingerung mittels DNA-Polymerase
Zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten wurden die Puffer und die Polymerase von Roche

Diagnostics (Mannheim) nach den Angaben des Herstellers verwendet.

PCR-Ansatz: 1/10 Vol 10x PCR-Puffer mit MgCl,

200 mM dNTPs

10 pmol spezifischer ,,sense* Primer

10 pmol spezifischer ,,antisense® Primer

DNA

1-2 U Tag-Polymerase (Boehringer, Mannheim)

Ad 50 pl mit HyOpigest, mit 20 pl Paraffindl iiberschichtet.
PCR-Programm:

Reaktion Zeit (min) Temperatur (°C)
Denaturierung 40 sec 94
Hybridisierung 1 50
Verldngerung 1 72
Anzahl der Zyklen 35

Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte durch Elektrophorese in einem 2% Agarosegel. Als
Negativ-Kontrolle diente ein Ansatz ohne DNA-, Template”, um den Versuchsansatz auf
DNA-Verunreinigungen zu iiberpriifen. Weitere Kontrollen umfassten Ansétze, die jeweils
nur den ,,sense” oder den ,antisense* Primer enthielten. Vor der weiteren Verwendung der

PCR-Produkte wurden diese mit Hilfe des ,,PCR Purification Kits* (Qiagen) gereinigt.
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Benutzte Primer:

N-Cadherin (vgl. Reid und Hemperly, 1990)
sense: CAAGTGCCATTAGCCAAGG
antisense: TTAAGCCGAGTGATGGTCC

VE-Cadherin (vgl. Ding et al., 2003)
sense: GACTGACCATCATGCCCTCT
antisense: GAACATCTGCCCCTTCTCAG

Vimentin (freundliche Gabe von PD Dr. Harald Herrmann, DKFZ, Heidelberg; vgl.
Herrmann et al., 1989)
sense: ACAGCATGTCCAAATCGATGTGG
antisense: AGAGTCGACTTAGCAACCGCCTTCAAGGTCATCGTGATGC

Protein p0071 (vgl. Schroder et al., 2000)
sense: TTGGAGATCAACAGACGTGCC
antisense: TTGAAGGAGACACGCCTGTGC

T-Cadherin (vgl. Takeuchi et al., 2001)
sense: GCCACGATCATGATCGATGA
antisense: GTCTTCATTTTCCACTTTGA

P-Cadherin (vgl. Matsuyoshi und Imamura, 1997)
sense: GACCAACGAGGCCCCTTTTGTGCTG
antisense: GTGGTGGGAGGGCTTCCATTGTCCA

3.11.3.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA zur Bestimmung des Molekulargewichtes (MG) erfolgt in einer

Agarosematrix. Durch den Zusatz von Ethidiumbromid in der Losung fiir das Agarosegel

konnen die Nukleinsduren bei UV-Licht sichtbar gemacht werden.
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Die DNA-Proben wurden mit Probenpuffer versehen und in einem 2% Agarosegel bei 70 V in
Laufpuffer (1x TAE) aufgetrennt. Die PCR-Produkte wurden als Stiickchen aus dem Gel

ausgeschnitten und mit Hilfe des ,,Qiaquick Gel Extraction-Systems* aus dem Gel extrahiert.

2% Agarosegel: 0,8 g Agarose
40 ml 1x TAE
2 ul Ethidiumbromid (10 mg/ml)

3.11.3.5 Sequenzanalyse der DNA

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten wurde dankenswerterweise von Herrn Andreas
Hunziker (DKFZ, Heidelberg) mit Hilfe eines Sequenzierautomaten durchgefiihrt. Dabei
wurde der PRISM Cycle Sequencing Kit mit AmpliTaq FS (Applied Biosystems, Weiterstadt)

nach Angaben des Herstellers verwendet.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Colligatio permixta: ein neuer Typ von “Adhering Junctions” in Glioma-Zellen

Nach der allgemein tiblichen Klassifizierung der Adhirenz-Verbindungen (AJ) werden diese
in zwei grofle Gruppen eingeteilt (Farquhar und Palade, 1963; Staehelin, 1974; Bloom und
Fawcett, 1975; Drenckhahn, 1988; Benninghoff, 2004): die Desmosomen (Maculae
adhaerentes; Ubersichten: Cowin et al., 1985a, b; Franke et al., 1994; Green und Gaudry,
2000) und die “Adherens Junctions” (morphologisch werden drei Typen unterschieden:
Zonulae bzw. Fasciae adhaerentes sowie Puncta adhaerentia; vgl. Geiger et al., 1983). Diese
Strukturen unterscheiden sich nicht nur in ihrer Gestalt, sondern vor allem auch in ihrem
molekularen Aufbau: nur wenige Proteine kommen konstitutiv in beiden Strukturgruppen vor,
vor allem das Plakoglobin (Cowin et al., 1986; vgl. auch Schwarz et al., 1990; Green und
Gaudry, 2000; Hatzfeld et al., 2003; Brabletz, 2004; Godsel et al., 2004). Im letzten Jahrzehnt
hat sich jedoch mit zunehmender Klarheit herausgestellt, dass sich nicht alle plaque-tragenden
Zell-Zell-Verbindungen unter diese Kategorien subsumieren lassen. AuBler - vor allem
elektronenmikroskopisch auffélligen - morphologischen Unterschieden erwies sich die
molekulare Zusammensetzung einer Reihe von Zellverbindungen als eigenstdndig,
gewissermalien typisch fiir jeweils einen besonderen Zellverbindungstyp sui generis. Bis jetzt
sind so mehrere verschiedene neue Arten von Adhérenz-Verbindungen beschrieben worden:
der Contactus adhaerens in den cerebelldren Glomeruli (Rose et al., 1995), der Complexus
adhaerens in lymphatischen Endothelzellen besonders den Retothel-Zellen des
Lymphknotens (Schmelz und Franke, 1993; Schmelz et al., 1994), die heterotypischen
Verbindungen von Photorezeptoren und Miiller-Glia-Zellen der Zona limitans externa in der
Retina (Paffenholz et al., 1999), die Area composita im Herz (Borrmann et al., 2000) und der
Cortex adhaerens in der Augenlinse (Straub et al., 2003).

In Vorversuchen war aufgefallen, dass eine Reihe hiufig benutzter menschlicher Zellkultur-
Linien Verbindungsstrukturen aufwiesen, die zwar den bisher bekannten Adhdrenz-
Verbindungen #hnelten, anderseits aber von diesen in ihrem molekularen Aufbau in
mehrfacher Weise so deutlich verschieden waren, dass eine biochemische Aufklarung dieser

offenbar neuartigen Strukturen erforderlich war.
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4.1.1 Die Zellkultur-Linie Glioma U333/MG und verwandte Linien: Morphologie und

Nachweis der glialen Abstammung

Um Herkunft und Differenzierung der Zellen zu priifen, wurde ein verldsslicher Glia-Marker,
das Intermediédrfilament (IF)-Protein GFAP (,,Glial Fibrillary Acidic Protein), in der
Immunfluoreszenzmikroskopie und in Immunblot-Versuchen eingesetzt. Das Cytoplasma der
U333  Glioma-Zellen wies ein charakteristisches  Cytoskelett —mit typischen
Intermediérfilament-Biindeln auf (Abb. 1A). Antikorper gegen dieses Protein ergaben auch
im Immunblot eine positive und spezifische Reaktion (sieche 4.1.2.1, Abb. 3B). Zusitzlich
enthielten alle Zellen Vimentin (Abb. 1B), ein in mesenchymalen Geweben und Zellen weit
verbreitetes Intermedidrfilament-Protein (Franke et al., 1978b, 1979; Osborn et al., 1981;
Achtstaetter et al., 1986a).

Abb. 1. Immunfluoreszenzmikroskopie des Intermediérfilament (IF)-Systems von U333/MG Glioma-

Zellen des Menschen nach Reaktion mit Antikorpern gegen Gliafilamentprotein (GFAP; A) und Vimentin (B).

Beide Antikorper zeigen in allen Zellen eine starke Reaktion mit IF-Biindeln. Eichstriche: 20 pm.

Die U333 Glioma-Zellen zeigten auch intensive Reaktionen mit Phalloidin, das Actin-
Filamentbiindel darstellt, und mit spezifischen Antikoérpern gegen Vinculin, einem ,,Marker*
fiir die fokalen Kontakte auf der Unterseite der Zellen wie auch fiir Plaque-Strukturen von
Actin-Filamente verankernde Junctions (Abb. 2).

Auch alle anderen in dieser Arbeit verwandten glialen Zell-Linien und Primérkulturen (u.a.
T98G, U373MG und primire Astrocyten-Kulturen aus Balb/c Méusen) wurden auf das

Vorhandensein von GFAP untersucht.
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Abb. 2. Immunfluoreszenzmikroskopie ~ (LSM)
von  humanen U333  Glioma-Zellen.  Actin-
Filamentbiindel wurden mit Alexa-594-gekoppeltem
Phalloidin (rot), fokale Kontakte und Plaques von
Adhidrenz-Verbindungen mit Antikdrpern  gegen
Vinculin (griin) und Zellkerne mit DAPI (blau)

nachgewiesen (vgl. u.a. auch Geiger et al., 1984).

Eichstrich: 20 um.

4.1.2 Biochemischer Nachweis von Zelladhisionsproteinen in Glioma-Zellen

Um die IF- und Zellverbindungs-Proteine von humanen U333 Glioma-Zellen zu
charakterisieren, wurden zunichst Immunblot-Experimente mit Gesamtzell-Lysaten
durchgefiihrt. So wurde das Vorkommen der fiir klassische AJ, DES und TJ spezifischen

Zellverbindungsproteine und IF untersucht.

4.1.2.1 Zusammensetzung des Cytoskeletts

Antikorper gegen GFAP wiesen in U333 Glioma-Zellen auch im Immunblot eine Polypeptid-
Bande bei MG 51 kDa nach (Abb. 3B). Als negative Zellkultur-Kontrollen wurden hier vor
allem Endothelzellen wie HUVEC (Mensch) und CPAE (Rind) sowie die Epithelzell-Linien
Caco-2 und PLC verwendet. In keiner dieser Kontroll-Zellen wurde GFAP nachgewiesen. In
den Glioma-Zellen erschien neben dem GFAP auch das Intermediérfilament-Protein

Vimentin. Antikorper gegen Nestin zeigten keine Reaktion.

4.1.2.2 Molekulare Zusammensetzung der Zell-Zell-Verbindungen

Zur Charakterisierung der interzelluldren Verbindungen wurden Glioma-Zellen auf das
Vorkommen der fiir AJ, DES und TJ typischen Proteine untersucht. Hierzu wurden
Immunblot-Verfahren und Immunfluoreszenzmikroskopie eingesetzt.

4.1.2.2.a Proteine der ,,Adherens Junctions*

Von den klassischen Cadherinen konnte N-Cadherin (Abb. 3C) in Glioma-, aber auch in

HUVEC-, CPAE- und PLC-Zellen nachgewiesen werden. Das ,,mesenchymale” Typ II
Cadherin, Cadherin-11 (OB-Cadherin), war in Glioma- und in HUVEC-Zellen ebenfalls stark
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vertreten. Um die Moglichkeit einer Kreuzreaktion zwischen N-Cadherin und Cadherin-11
auszuschlieen, wurde das Laufverhalten beider in der SDS-PAGE durch Koelektrophorese
miteinander verglichen. Bei diesem Experiment waren zwei Banden von 135 kDa (N-
Cadherin) und 120 kDa (Cadherin-11) erkennbar (nicht gezeigt). Auch zeigten Antikorper
gegen Cadherin-11 in den N-Cadherin-positiven CPAE-Zellen keine Reaktion.

ST PR EL 1 2 3 4 5 2 Abb. 3. Biochemische Charakterisierung von Zell-
! Verbindungsproteinen in U333 Glioma-Zellen mit SDS-
i@ i K PAGE und , Immunblot“-Verfahren.

i

Durch Zugabe von Probenpuffer zu den Kulturzellen wurde

i ; ein Lysat hergestellt, das in 8% Polyacrylamid-Gelen

: bl £ - aufgetrennt wurde. Nach Ubertragung auf PVDF-

AE - B B Membranen wurden die Proteine mit spezifischen
2 : g 123 Antikorpern mit ECL-Reaktion nachgewiesen.

: - - - £ - - Die Coomassie-Blau-Farbung der Proteine von Gesamtzell-

Lysaten (A) zeigt die etwa gleichméBige Beladung der Gele
3 (vgl. B-J’, Immunblot-Nachweise): Gesamtzell-Lysate aus
C D D Zellen der Linien U333 Glioma (Spur 1, 1°), HUVEC-
I Endothel Zellen (Spur 2, 2’), CPAE-Kéilberendothel-Zellen
: 3 (Spur 3, 3%), Caco-2- (Spur 4) und PLC- (Spur 5) Carcinom-
e e - Zellen.
, Dargestellt sind die Ergebnisse mit Antikdrpern gegen GFAP
E F s (B), dem endothelialen Faktor VIII (B’), N-Cadherin (C),
i VE-Cadherin (D; D’), p-Catenin (E), Protein p120" (F),
Neurojungin (F”), Plakophilin 2 (G), Plakoglobin (H),
- -- - Cingulin (I), Protein ZO-1 (J) und Protein ZO-2 (J°). Bei
den zusitzlichen weniger intensiv doch spezifisch mit VE-
G H H' Cadherin bzw. p120°" reaktiven Banden gegen VE-Cadherin
2O R -1 2 3 4 5 @ (D) bzw. Protein p120°" (F) kann es sich um Splei- oder
- Phosphorylierungsvarianten (vgl. Aho et al., 2002) oder
Abbau-Produkte handeln.
MG-Vergleiche sind durch Punkte jeweils am linken Rand
angegeben (von oben nach unten): 158, 116, 97.2, 66.4 kDa.

Alle anderen Cadherine, die untersucht wurden (E-, M-, R-, P-Cadherin, Cadherin-6 und -8,
LI-Cadherin, T-Cadherin und OB-Cadherin-2), wiesen in Glioma-Zellen keine Reaktion auf.
Uberraschenderweise war aber VE-Cadherin, das bisher als endothel-spezifisches Cadherin

galt (Lampugnani et al., 1992; Breviario et al., 1995; Dejana et al., 1999), nicht nur in
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HUVEC- und CPAE-Endothelzellen zu finden, sondern auch in den humanen Glioma-
Kulturlinien, wobei es sowohl mit den Kaninchen-Antikdrpern (Abb. 3D) als auch mit dem
monoklonalen Antikérper BV9 dargestellt werden konnte (Abb. 3D”). Ebenso wurde mit dem
Antikorper ,,Cadherin-5* eine signifikante Reaktion (nicht gezeigt) nachgewiesen. Im Lysat
der Rinderendothel-Zellen der Linie CPAE liefen die VE-Cadherin-positiven Polypeptide in
der SDS-PAGE etwas schneller (Abb. 3D, Spur 3), wobei der monoklonale Antikérper BV9
keine Reaktion zeigte (Abb. 3D, Spur 3’), wohl deshalb, weil das betreffende Rinder-Antigen
nicht erkannt wird. Keine der anderen epithelialen oder mesenchymalen Zellen (Caco-2, PLC,
SV80) reagierte mit Antikérpern gegen VE-Cadherin.

Die Identitit von VE-Cadherin wurde auch mit Hilfe von 2D-Gelelektrophorese und
anschlieBender Immunblot-Analyse gepriift: Die als Fleck erkennbaren Polypeptide waren
dabei identisch (nicht gezeigt).

In den Glioma-Zellen wurden unerwartet viele AJ-Plaque-Proteine gefunden, so
a-Catenin und die armadillo-Proteine B-Catenin (Abb. 3E), Protein p120“" (Abb. 3F), dazu
aber auch Spuren, die mit Antikdrpern gegen Protein ARVCF (vgl. u.a. auch Kaufmann et al.,
2000; Waibler et al., 2001; nicht gezeigt) und Neurojungin (Abb. 3F’). In Immunblots mit
spezifischen Antikdrpern gegen Protein pl120°" wurden meist 2-3 verschiedene Banden
erhalten, die wahrscheinlich den bekannten verschiedenen Spleiflvarianten dieses Proteins
entsprechen (vgl. auch Reynolds et al., 1992; Aho et al., 2002). Neurojungin dagegen war in
den Glioma-Zellen nur durch eine sehr schwache Reaktion, wenn iiberhaupt, nachzuweisen,
jedenfalls im Vergleich zu Lysaten von Gehirn-Gewebe oder Neurojungin-cDNA-
transfizierten A1B2 Zellen. Das Plaque-Protein Plakoglobin (Abb. 3H; vgl. Cowin et al.,
1986) konnte in allen untersuchten Zelllinien nachgewiesen werden, jedoch in
unterschiedlichen Intensititen. Das AJ-Plaque-Protein Afadin (zur Ubersicht siehe Takai und
Nakanishi, 2003) war ebenfalls in den Glioma-Zellen vorhanden (nicht gezeigt). Gegen
humanes Nectin und Ponsin, die beiden anderen Mitglieder der NAP (Nectin-Afadin-Ponsin)-
Gruppe, standen keine geeigneten Antikorper zur Verfiigung.

Auch Antikorper gegen Mitglieder der ERM (Ezrin, Radixin, Moesin, Merlin/NF2)-Familie
zeigten im Immunblot positive Reaktionen (nicht gezeigt). Keine signifikante Reaktion
konnte jedoch mit vermuteten Transmembran-Partnern der ERM-Familie gezeigt werden
(nicht gezeigt; ICAM-1-3, L-Selectin, CD44; vgl. Bretscher et al., 2002).

Antikorper gegen Vinculin, ein Bestandteil von fokalen Anheftungsstellen sowie der Plaques

von Adhidrenz-Verbindungen (Geiger et al., 1983; Jockusch et al., 1995; Weiss et al., 1998)
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reagierten auch intensiv, ebenso solche gegen die Actin-bindenden Proteine a-Actinin und

Drebrin (nicht gezeigt; vgl. Peitsch et al., 1999).

4.1.2.2.b Vorkommen desmosomaler Proteine

In Immunblot-Analysen von U333 Glioma-Zellen waren weder die klassischen
desmosomalen Plaque-Proteine Desmoplakin I und II, Plakophilin 1 und 3 noch die
desmosomalen Cadherine (Desmocollin 1-3, Desmoglein 1-3) nachzuweisen (nicht gezeigt),
jedoch das desmosomale arm-Protein Plakophilin 2 (Abb. 3G). Plakophilin 2 war bis jetzt nur
in Komplexen mit desmosomalen Proteinen beschrieben wurden. Das armadillo Protein
p0071 (Hatzfeld und Nachtsheim, 1996; Hatzfeld et al., 2003) konnte dagegen nicht
nachgewiesen werden, auch das Protein Desmoyokin (,,AHNAK®), das urspriinglich -
offenbar félschlicherweise - in Desmosomen beschrieben wurde (Hieda et al., 1989; vgl. dazu

auch Hashimoto et al., 1993; Gentil et al., 2003), war nicht nachweisbar.

4.1.2.2.c Vorkommen von Proteinen der ,, Tight Junctions*

Unter den transmembranen TJ-Proteinen wiesen weder Occludin noch Mitglieder der
Claudin-Superfamilie (untersucht wurden die Claudine 1-5) noch das Protein JAM-1 in
Glioma-Zellen eine positive Reaktion auf (nicht gezeigt). Jedoch waren die TJ-Plaque-
Proteine Symplekin, Cingulin (Abb. 3I), Protein ZO-1 (Abb. 3J) und ZO-2 (Abb. 3J°)
positiv. Wihrend die Proteine ZO-1 und ZO-2 schon in AJ anderer Zellen beschrieben
wurden (z.B. Jesaitis und Goodenough, 1994; Howarth und Stevenson, 1995), war ein
Vorkommen von Cingulin in Cadherin-haltigen AJ bisher nicht beschrieben. Vor allem
ungewohnlich ist das Vorkommen der TJ-Plaque-Proteine ZO-1 und Cingulin in Kombination
mit einem desmosomalen Plaque-Protein, Plakophilin 2.

Alle Adhisionsproteine, die keine positive Reaktion in Gesamtzell-Lysaten zeigten, wurden
auch - in angereicherter Form - in Cytoskelett-Praparationen untersucht. Die Ergebnisse

waren mit denen von Gesamtzell-Lysaten identisch.

4.1.2.3 Endotheliale Merkmale

Nachdem das endotheliale Protein VE-Cadherin in den Glioma-Zellen gefunden wurde,

mussten auch endotheliale Merkmals-Proteine wie Faktor VIII und der von-Willebrand-
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Faktor auf ihr Vorkommen in diesen Zellen untersucht werden. Weder in der
Immunfluoreszenzmikroskopie noch nach Gelelektrophorese und Immunblot-Verfahren
wurden entsprechende positive Reaktionen beobachtet, im Gegensatz zu den endothelialen
Kontrollzellen wie HUVEC (Abb. 3B’) und CPAE (nicht gezeigt). In den Glioma-Zellen war
dabei die Reaktion auf von-Willebrand-Faktor auch negativ, ebenfalls Reaktionen auf die fiir
Endothelien spezifischen TJ-Proteine JAM-1 und Claudin-5 (nicht gezeigt).

Zusammenfassend ist die nach den Gesamtlysat-Experimenten wahrscheinliche

Zusammensetzung der U333 Glioma-,, Junctions* in Tabelle 4 dargestellt.

Tab. 4. Zell-Zell-Verbindungsproteine in U333 Glioma-Zellen (nach SDS-PAGE und Immunblot-Analyse)

Transmembran-Proteine Plaque Proteine
N-Cadherin a-Catenin
B-Catenin
Adherens Junction (AJ) Cadherin-11 Protein p120°"
Gruppe Protein ARVCF
(VE-Cadherin) Plakoglobin
Afadin
Desmosomen keine Plakoglobin
Plakophilin 2
Tight Junction (TJ) Protein ZO-1
Gruppe keine Protein ZO-2
Cingulin

(): nicht in allen Zellen

4.1.2.4 Ergebnisse in weiteren Glioma-Zelllinien und Kulturen primirer Astrocyten

Neben U333 Zellen wurden auch andere humane Glioma-Zelllinien auf die
Zusammensetzung ihrer Zell-Zell-Verbindungen untersucht, besonders stark die GFAP-
positiven Linien U373MG und T98G. Die Ergebnisse waren dhnlich wie bei der Linie U333
(nicht gezeigt). In diesen beiden Linien fehlte aber VE-Cadherin und in den T98G-Zellen
zusitzlich auch das Plakophilin-2 im Vergleich zu U333 Glioma-Zellen.

In primdren Maus-Astrocyten-Kulturen wurden ebenfalls positive Reaktionen mit
Antikorpern gegen N-Cadherin, Cadherin-11, VE-Cadherin, a- und p-Catenin, Protein
p120°", Afadin, Ponsin und Protein ZO-1 erhalten (Abb. 4). Das Vorkommen von Ponsin in
diesen Zellen ist besonders bemerkenswert, da der einzige zu Verfligung stehende Antikdrper

spezifisch fiir Maus Ponsin war.
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Abb. 4. Immunblot-Nachweis von verschiedenen Adhérenz-Verbindungs-Proteinen nach SDS-PAGE der
Proteine von Gesamtzell-Lysaten aus Maus-Astrocyten-Primérkulturen.
Proteine aus Gesamtlysaten von konfluent gewachsenen Maiuse-Astrocyten wurden {iber 6-12,5%
Polyacrylamid-Gele elektrophoretisch getrennt, auf PVDF Membranen transferiert und mit Antikérpern gegen
folgende Proteine gepriift: GFAP (Spur 1); N-Cadherin (Spur 2); VE-Cadherin (Spur 3); Cadherin-11 (Spur 4);
Plakophilin 2 (Spur 5); Plakoglobin (Spur 6); Protein ZO-1 (Spur 7); a-Catenin (Spur 8); B-Catenin (Spur 9);

Ponsin (Spur 10); Afadin (Spur 11). MG-Vergleiche sind durch Punkte am linken Rand angegeben (von oben
nach unten): 212, 158, 116, 97.2, 66.4 kDa.

4.1.3 Analyse der Cadherin-haltigen Komplexe in U333-Glioma-Zellen mit

Immunprizipitation (IP)

Um die Zusammensetzung der Cadherin-haltigen Komplexe zu analysieren, wurden U333-
Glioma-Zellen in 1% Triton-X-100 Puffer mit 0,5 mM CaCl, lysiert. Aus im Lysat erhaltenen
Zentrifugationsiiberstinden ~ wurden = N-Cadherin, = VE-Cadherin und  Cadherin-11
immunprézipitiert, und die Immunprézipitate (IP) wurden auf mogliche Bindungspartner mit
einer Immunblot-Analyse untersucht (Abb. 5). Folgende Proben wurden dabei zusétzlich als
Kontrollen aufgetragen: Gesamtzell-Lysat, Uberstand nach Erhalt der IP, unspezifisch
absorbierte Proteine der benutzten ,,Beads*, Antikdrper-beladene ,,Beads* ohne Lysat und mit
anderen irrelevanten Antikorpern beladene ,,Beads®, die zuvor mit dem Zell-Lysat behandelt

worden waren.
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Abb. 5. Analyse der Cadherin-haltigen Protein-Komplexe mit Hilfe von Immunprézipitation

Die Proteine von U333 Glioma-Zellen wurden in 1% Triton-X-100 Puffer, der 0,5 mM CaCl, enthielt,
aufgebrochen und extrahiert. Fiir die Immunprézipitationen wurden Antikdrper gegen N-Cadherin (N-Cad), VE-
Cadherin (VE-Cad) und Cadherin-11 (Cad-11) benutzt. Die moglicherweise immunprézipitierten Proteine
wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf PVDF-Membranen transferiert und mit Antikérpern gegen
N-Cadherin, VE-Cadherin, Cadherin-11, B-Catenin (p-Cat), Plakoglobin (PG), Protein p120°" (p120), Protein
ARVCF (ARVCF), Plakophilin 2 (PKP2), Cingulin (Cing) und Protein ZO-1 (ZO-1) nachgewiesen. In dem
Experiment bezeichnet ,, L das Gesamtzell-Lysat und ,,JP“ das entsprechende Immunprizipitat. N-Cadherin
immunprézipitierte f-Cat, PG, p120, ARVCF, PKP2 und Cingulin. VE-Cadherin erschien dagegen zusammen
mit B-Cat, PG, ARVCF, PKP2, ZO-1 und Cingulin, und Cadherin-11 koprazipitierte mit f-Cat, PG, p120 und
ARVCF. Die zusitzlichen Banden im Immunblot-Nachweis von Protein p120°" konnten die verschiedenen

Modifikationsformen dieses Proteins darstellen.

N-Cadherin (Abb. 5, N-Cad) koprizipitierte die AJ-Plaque-Proteine a-Catenin, B-Catenin,
Protein pl120°", Protein ARVCF, Plakoglobin, aber auch das desmosomale Protein
Plakophilin 2 und das TJ-Plaque-Protein Cingulin. Cadherin-11, VE-Cadherin, Afadin und
Protein ZO-1 waren im Immunprézipitat von N-Cadherin nicht nachweisbar.

VE-Cadherin (Abb. 5, VE-Cad) prézipitierte zusammen mit o- und B-Catenin, Protein
ARVCEF, Plakoglobin, Afadin, den TJ-Proteinen ZO-1 und Cingulin und dem desmosomalen
Protein Plakophilin 2, aber nicht N-Cadherin, Cadherin-11 und Protein p120°".
Dementsprechend koprézipitierte Cadherin-11 (Abb. 5, Cad-11) a- und B-Catenin, Protein
p120°", Protein ARVCF und Plakoglobin, aber nicht N- und VE-Cadherin, Plakophilin 2,
I-Afadin, Protein ZO-1, ZO-2 und Cingulin. Die drei verschiedenen Cadherine traten
bemerkenswerterweise nicht in ,,Uber-Kreuz-Immunprizipitationen® auf. Eine Ubersicht iiber
die Ergebnisse der Immunprézipitationen gibt die Tabelle S.

Die Proteinkomplexe der verschiedenen Cadherine lielen sich in der Saccharose-Gradienten-

Zentrifugation nicht signifikant unterscheiden (nicht gezeigt).
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Tab. 5.

Zusammenfassung der Ergebnisse der Immunprizipitationen von Proteinen der Adhirenz-

Verbindungen aus U333 Glioma-Zellen. Besonders ungewohnliche Kombinationen sind rot markiert.

Nachweis von

N-Cadherin-Prizipitat VE-Cadherin-Prizipitat

Cadherin-11-Prazipitat

N-Cadherin

+ -

VE-Cadherin

1
+

Cadherin-11

B-Catenin

o-Catenin

Plakoglobin

+ |+ [+

Protein p120°"

Protein ARVCF

Plakophilin 2

Cingulin

]+

Protein ZO-1

Afadin

RS Ea

+: positiver Immunblot

-: negativer Immunblot

Bei den durch Koimmunprizipitation ermittelten Protein-Interaktionen handelt es sich

wahrscheinlich nicht um einzelne, definierte Interaktionen, sondern eher um ,,Protein-

Superkomplexe* aus mehreren Proteinen (Tab. 6.). Die Interaktionen der einzelnen Proteine

dabei sind noch im Detail zu kléren.

Tab. 6. Protein-Interaktionen in U333 Glioma Zellen

N-Cadherin

VE-Cadherin

Cadherin-11

gt
a-Catenin

p-Catenin
Protein p120°"
Protein ARVCF
Plakoglobin
v

—~—

Plakophilin 2

Cingulin

—_—

Protein ZO-1
1-Afadin

Dass das desmosomale Protein Plakophilin 2 und die TJ-Plaque-Proteine ZO-1 und Cingulin

anscheinend mit verschiedenen Cadherinen Komplexe bilden, unterstreicht die Heterogenitit

und die ungewohnliche molekulare Zusammensetzung der Glioma-Zellverbindungen.



56 ERGEBNISSE

4.1.4 Glioma-U333-AJ in der Immunfluoreszenzmikroskopie

In wesentlichen bestitigten und erweiterten die Ergebnisse der Einzel-Immunfluoreszenzen
die mit SDS-PAGE und Immunblot-Verfahren erhaltenen. Proteine, die im Immunblot positiv
waren, waren dies auch in der Immunfluoreszenz, mit folgenden Ausnahmen:

- Mit Antikérpern gegen Neurojungin (J19) wurden in den Glioma-Zellen keine
Reaktionen an Zell-Zell-Grenzen erhalten.

- Das duale (TJ- und Kern)-Protein Symplekin wurde mit Sicherheit nur im Zellkern
nachgewiesen.

- Das Protein ARVCF konnte in der Inmunfluoreszenz nicht nachgewiesen werden.

- Ein Antikorper gegen das Protein p0071 (siehe auch Material und Methoden) reagierte
mit cytoplasmatischen Filamentbiindeln. Bei einer anschlieBenden Uberpriifung der
Spezifitit wurde mit 2D-Gelelektophorese und MALDI-MS-Analyse nachgewiesen,
dass dieser Antikdrper mit Vimentin kreuzreagierte. Diese Kreuzreaktion wurde
zusitzlich mit einer positiven Immunblot-Reaktion des p0071 Antikdrpers mit
rekombinantem Vimentin bestitigt (nicht gezeigt). Leider stand kein anderer
spezifischer Antikorper gegen p0071 zur Verfiigung, so dass die Lokalisierung dieses
Proteins nicht weiter untersucht werden konnte.

Alle sonstigen, im Immunblot negativ erscheinenden Antikdrper gegen AJ-Proteine zeigten

auch in der Immunfluoreszenzmikroskopie keine Reaktion (nicht gezeigt).

4.1.5 Analyse der Glioma-AJ mit Doppelfluoreszenzmikroskopie und Laser-Scanning-

Mikroskopie (LSM)

Zundchst wurden immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen als Doppel-
markierungen mit N-Cadherin als Referenz durchgefiihrt, das dabei eine typische punkt- oder
strichformige Lokalisierung an den Zell-Zell-Grenzen aufwies. Da VE-Cadherin nur in etwa
20-30% der Zellen, und Cadherin-11 in etwa 80% der Zellen erschien, wurde N-Cadherin als
der durchgingige Cadherin-Typ dieser Zellen angesehen. Beim Vergleich von N-Cadherin
(Abb. 6A, Abb. 7A-G) mit anderen AJ-Proteinen wurde eine weitgehende Kolokalisierung
mit a-Catenin (Abb. 6A’, A’’) sowie den arm-Proteinen B-Catenin (Abb. 6A°, B’), Protein
p120°" (Abb. 6D’) und Plakoglobin (nicht gezeigt) festgestellt. Bei der Untersuchung von
desmosomalen Proteinen zeigte sich auch hier, dass Plakophilin 2 (Abb. 6E’) zusammen mit

N-Cadherin an den Zell-Zell-Grenzen vorkam. Ebenfalls an punkt- oder komma-férmigen
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Kontaktstellen lokalisierte N-Cadherin zusammen mit den TJ-Proteinen ZO-1 (Abb. 6F’) und
Cingulin (Abb. 6G’).

Abb. 6. Charakterisierung der N-Cadherin-haltigen Zellverbindungen in Glioma-Zellen der Linie U333 mit

Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie. N-Cadherin (A-G) kolokalisiert mit B-Catenin (A’, B”), a-Catenin (C’),
Protein p120°" (D”), Plakophilin 2 (PKP2; E’), Protein ZO-1 (F’) und Cingulin (G’) in distinkten Adhaerens-

Zellverbindungsstrukturen, die wohl Puncta oder Fasciae entsprechen. Eichstriche: 10 pm.

Unerwarteterweise wurde auch hier eine Kolokalisierung von PKP 2 und ZO-1 sowie von
Cingulin mit N-Cadherin festgestellt, wobei all diese Proteine punkt- bzw. strichférmigen
Zell-Zell-Grenzstrukturen angereichert waren, die sich eindeutig von dem fiir TJ
charakteristischen linienférmigen Fluoreszenzmuster in Endothel- und Epithelzellen

unterschieden (vgl. Tsukita et al., 2001; Brandner et al., 2002).
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Abb. 7. Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie von U333 Glioma-Zellen mit Antikdrpern gegen N-Cadherin
(A; griin) und a-Catenin (A’; rot). Die Mischfarben-Darstellung zeigt eine nahezu vollstdndige Kolokalisierung
(gelbe Farbe in A”’). Beide Proteine sind punkt- oder strichformig entlang der Zell-Zell-Grenzen angeordnet.
Eichstrich: 10 pm.

Die Analyse von Doppel-Immunfluoreszenzen mit Hilfe des konfokalen Laser Scanning
Mikroskop (LSM) ergab Ahnliches: Hier sind die Reaktionsstellen fiir N-Cadherin (Abb. 7A)
auch durchweg eindeutig positiv fiir a-Catenin (Abb. 7A’). Genauso kolokalisierte N-
Cadherin (Abb. 8A’) mit B-Catenin (Abb. 8A), Protein pl120°" (Abb. 8B-B’’) und
Plakophilin 2 (Abb. 8C-C”’).
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Abb. 8. Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie von U333 Glioma-Zellen nach Reaktion mit Antikérpern

gegen N-Cadherin (A’, B, C) zusammen mit solchen gegen B-Catenin (A), Protein p120°" (B’) bzw. PKP2 (C).
Die Misch-Aufnahmen zeigen vielfache Kolokalisierung (gelbe Farbe) von N-Cadherin mit f-Catenin (A””),
Protein p120°" (B”*) und PKP2 (C”?). Eichstrich: 20 um.
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Untersucht wurden auch die Zellverbindungen zwischen Glioma-Zellen, die VE-Cadherin als
transmembrane Komponente erhielten: Auch hier erschien VE-Cadherin in punkt- bzw.
strichformigen Anordnungen an den Zell-Zell-Grenzen, allerdings nur in einen kleineren Teil

der Zellen.

Abb. 9. Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie von Glioma-Zellen mit Antikorpern gegen VE-Cadherin (A, B,
C), p-Catenin (A’), GFAP (B’) und Plakophilin 2 (C’). Die Mischfarben-Aufnahmen (A’’-C’’) zeigen eine
weitgehende Kolokalisierung von VE-Cadherin mit p-Catenin (gelbe Farbe in A”’) bzw. mit Plakophilin 2
(PKP2; gelb-orange Farbung in C’’). VE-Cadherin und PKP2 sind in einem punkt- bzw. strichférmigen
Fluoreszenzmuster entlang der Zell-Zell-Grenzen angeordnet. GFAP-positive IF-Biindel (B’) erscheinen auch an

VE-Cadherin-enthaltenden verankert zu sein (B””). Eichstrich: 20 pm.
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Beim Vergleich der Immunfarbung von VE-Cadherin mit der anderer AJ-Molekiile in der
LSM kolokalisierte VE-Cadherin (Abb. 9A, B, C) mit B-Catenin (Abb. 9A’, A”’), Protein
p120°", Plakoglobin (nicht gezeigt) und teilweise auch mit Plakophilin 2 (Abb. 9C°, C”*).
Dagegen erschienen a-Catenin, B-Catenin und Protein p120°" oft in etwas ausgedehnteren
Arealen im Vergleich zu VE-Cadherin, was mit dem eingeschriankten Vorkommen von VE-
Cadherin erkldrt werden konnte. Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass Glioma-Zellen
groBBe GFAP-IF-Biindel enthalten (Abb. 9B’), die an VE-Cadherin-haltigen Zellverbindungs-
strukturen inserieren (Abb. 9B, B’’). In manchen Zellen bzw. an manchen Stellen erschien
das VE-Cadherin (Abb. 10A) auch in weitreichender Kolokalisierung mit a-Catenin (Abb.
10B, C). Bei der Untersuchung von Proteinen der TJ zeigte sich, dass auch ,,Non-arm*-
Proteine wie z.B. die TJ-Proteine Cingulin (Abb. 11A”) und ZO-1 (Abb. 11B’) sowie das AJ
Protein Afadin (Abb. 11C”) mit VE-Cadherin kolokalisierten.
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Abb. 10. Charakterisierung der VE-Cadherin-
haltigen Zellverbindungen mit LSM durch
Immunfiarbungen mit  AntikGrpern  gegen
VE-Cadherin (A, C) und a-Catenin (B, C).
a-Catenin zeigt etwas ausgedehntere
Zellverbindungsstrukturen als  VE-Cadherin.
Beide Proteine kolokalisieren aber in distinkten
Zell-Zell-Verbindungsstrukturen  (C, Puncta
adhaerentia oder Fasciae adhaerentes).
Eichstrich: 10 um.

~

I‘H\\-,\ ‘:\

Abb. 11. Charakterisierung der VE-Cadherin-haltigen
Zellverbindungen in der Doppelimmunfluoreszenz-
mikroskopie. VE-Cadherin (A-C) kolokalisiert hier
vielfach mit den ,,Non-arm* Proteinen Cingulin (A”),
Z0-1 (B’) und Afadin (C).

Eichstriche: 10 um.
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Abb. 12. Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie von U333 Glioma-Zellen nach Reaktion mit Antikérpern
gegen Cadherin-11 (A, B, C) bzw. B-Catenin (A’), Protein p120°" (B’) und a-Catenin (C’). Die Misch-
Aufnahmen zeigen hier an vielen, aber nicht allen AJ-Strukturen eine Kolokalisierung (orange-gelbe Farbe in

A”, B, C). Eichstrich: 20 um.

Cadherin-11 war in etwa 70-80% der Zellen positiv und zeigte - genau wie N- und VE-
Cadherin - ein punkt- oder strichformiges Lokalisierungsmuster an den Zell-Zell-Grenzen
(Abb. 12A, B, C), wobei es an manchen, aber nicht allen Stellen mit verschiedenen AJ-
Proteinen wie den arm-Proteinen Plakoglobin (nicht gezeigt), B-Catenin (Abb. 12A”) und
Protein p120°" (Abb. 12B’) sowie mit a-Catenin kolokalisierte (Abb. 12C’; Mischfarben-
Aufnahmen in Abb. 12A”°, B”’, C”*). Cadherin-11 kolokalisierte ebenso mit dem Non-arm-

Protein Afadin (nicht gezeigt).
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Abb. 13. Immunfluoreszenzmikroskopie von U333 Glioma-Zellen nach Doppelmarkierung: Cadherin-11 (A, B)

kolokalisiert weitgehend mit Plakophilin 2 (PKP2; A’, gemeinsam in A’”) und mit Protein ZO-1 (B’, gemeinsam
in B””). Die Teilabbildungen (oben rechts) zeigen Kolokalisierung (A’”) von Cadherin-11 (A) und PKP2 (A”) bei
hoherer VergroBerung. Eichstriche: 10 pm.

In LSM Untersuchungen kolokalisierten Cadherin-11 (Abb. 13A) und Plakophilin 2 (Abb.
13A’) ebenso weitgehend (Abb. 13A°’) wie Cadherin-11 (Abb. 13B) mit Protein ZO-1 (Abb.
13B’). Beide Paare traten aber an manchen Stellen auch separat auf (Abb. 13A°°,B”’).

Beim Vergleich der Lokalisierung von N-Cadherin und VE-Cadherin in denselben Glioma-
Zellen wurden die folgenden Ergebnisse erhalten:

VE-Cadherin - das nur in 20-30% der Zellen vorhanden war (und zwar ausschlieBlich in AJ) -
erschien oft mit N-Cadherin (Abb. 14A, A’), in einigen Fillen an denselben Strukturen (Abb.
14A”°’, B) an anderen Stellen aber strikt getrennt. Cadherin-11 dagegen, das in diesen
Versuchsreihen in ungefdhr 80% der Zellen vorkam, und N-Cadherin (Abb. 14C) zeigten
sowohl Beispiele ausgesprochener Kolokalisierung als auch getrennte lokale AlJ-
Anreicherungen (Abb. 14C”’). Entsprechend verhielten sich auch Cadherin-11 (Abb. 14D)
und VE-Cadherin (Abb. 14D; Mischbild in 14D””).

Diese Ergebnisse bestitigen in gewisser Weise auch die Immunpréizipitationen (Siehe auch
Abb. 5).

Wegen ihrer eigenartigen, komplexen und teils spontan variablen Zusammensetzung sind
diese AJ der Glioma-Zellen als eine getrennte Kategorie anzusehen. Wir fassen daher diese
Strukturen unter dem Namen ,,Colligatio permixta® (CP) zusammen. Sie fallen vor allem
deshalb auf, weil sie typische Proteine aller drei Plaque-tragenden ,,Junctions® (AJ, TJ, DES)

enthalten.
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Abb. 14. Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie (LSM) von U333 Glioma-Zellen mit Antikdrpern gegen N-
Cadherin, VE-Cadherin und Cadherin-11. Die jeweiligen Misch-Aufnahmen zeigen ausschlieliche wie auch
iiberlappende Lokalisierungen. (A, A’, A”’) Vergleich der Lokalisierung von N-Cadherin (A) und VE-Cadherin
(A’; A”’). An den meisten AJ Stellen schlieBen sich in dieser Kolonie die beiden Proteine aus, einige wenige AJ
jedoch (gelbe Mischfarbe in A’”) zeigen Orte einer anscheinenden echten Kolokalisierung. (B) Hier ist nur die
Misch-Aufnahme einer Zelle bei hoherer Auflosung gezeigt: N-Cadherin (griin) und VE-Cadherin (rot)
iiberlappen in ihrer Lokalisierung kaum; vielmehr scheint es in dieser Zelle spezifische ,,reinrassige* N- bzw.
VE-Cadherin-haltige AJ zu geben. (C, C’, C*°) Teilweise Kolokalisierung ist hier fiir N-Cadherin (C) und
Cadherin-11 (C’) zu erkennen (gelben Mischstrukturen in C**). (D, D’, D*) Die Doppelimmunlokalisierung von
VE-Cadherin (D) und Cadherin-11 (D’) zeigt an einigen Stellen eine deutliche Kolokalisierung (D).
Eichstriche: 10 pm.
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Die gleichzeitige Darstellung von N- und VE-Cadherin in derselben Zelle erforderte
besonders griindliche Kontrollen, da bisher die Literaturaussage dominierte, dass in Endothel-
Zellen, dem einzigen Zelltyp, in dem beide Cadherine bisher nachgewiesen waren, nur das
VE-Cadherin in AJ-Strukturen, das N-Cadherin dagegen lediglich diffus verteilt auf der
Zelloberflaiche vorkamen (vgl. Salomon et al., 1992; Navarro et al., 1998; Dejana, 1996,
2004; siehe jedoch auch Schulze und Firth, 1993). Bei den Voruntersuchungen zur
vorliegenden Arbeit wurde jedoch etwas grundsitzlich Anderes festgestellt, und zwar mit
ganz verschiedenen Antikorpern gegen diese Cadherine (sieche Material und Methoden):
Vorausgesetzt, dass eine hinreichende Konzentration der bivalenten Kationen aufrecht
erhalten wurde, lokalisierten beide Cadherine in Zonulae adhaerentes von Endothelzellen in
situ wie in Kulturzellen der HUVEC und CPAE-Linien (hier nicht gezeigt). In den Glioma-
Zellkulturlinien, in denen diese beiden Glykoproteine ebenfalls vorkamen, in denselben
Zellen, erschien das N-Cadherin vornehmlich an Zell-Zell-Grenzen, entweder regional sich
gegenseitig mit VE-Cadherin kolokalisierend, oder ausschlieBend (Abb. 14. A-A”’, B). Es
gab keine Hinweise auf einen Verdringunsmechanismus, wie es etwa von Jaggi et al. (2002)
beschrieben wurde (vgl. auch Navarro et al., 1998), dass also VE-Cadherin das N-Cadherin
von Junctions verdriangen und dieses dann in der AJ-Struktur ersetzen wiirde. Entsprechende
Befunde wurden kiirzlich auch von anderen Autoren verdffentlicht (Luo und Radice, 2005),
so dass das Vorkommen beider Cadherine in AJ derselben Zelle um als bewiesen gelten muf3,
sei es als ,,Mischung® in denselben Strukturen oder in Form regional begrenzter ,,reinrassiger*
AJ-Typen. Dieses gilt nun in Prinzip auch fiir VE-Cadherin und Cadherin-11 (z.B. Abb. 14
D-D”’).

4.1.6 Lokalisierung anderer Zellverbindungskomponenten

In Immunfluoreszenzmikroskopie-Untersuchungen von U333 Glioma-Zellen wurden auch
starke AJ-nahe Reaktionen mit Antikorpern gegen Mitglieder der ERM Familie (Ezrin,
Moesin und Merlin) beobachtet. Diese traten aber auch diffus an der Zelloberflache und in
Mikrovillus-artigen Zellausldufern auf. Drebrin dagegen erschien vor allem in den
Lamellipodien der Zellen und in a-Actinin-haltigen Bereichen an der Zelloberfliche bzw. an
fokalen Anheftungsstellen (nicht gezeigt; vgl. hierzu auch Peitsch et al., 1999, 2001).
Zusitzlich wurden die Mikrofilamentbiindel verankernden Plaques der fokalen
Anheftungsstellen und der Zell-Zell-Verbindungen auch mit Antikdrpern gegen Vinculin
dargestellt (siche Abb. 2).
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4.1.7 Nachweise von VE-Cadherin und Protein p0071 mRNA in Glioma-Zellen mit RT-
PCR

Um auszuschlieBen, dass es sich bei dem - ginzlich unerwarteten - Vorkommen von VE-
Cadherin in Glioma-Zellen um eine Antikdrper-Kreuzreaktion handelte, wurde auch die
mRNA mit RT-PCR untersucht. Ein 400 bp Fragment vom VE-Cadherin wurde amplifiziert,
als Positivkontrollen dienten die Endothelzellen HUVEC und CPAE, als Negativkontrolle
MCF-7-Zellen. HUVEC-, CPAE- und U333 Glioma-Zellen gaben ein eindeutiges positives
Signal, im Gegensatz zu MCF-7-Zellen und anderen Negativkontrollen (Abb. 15).

1 2 3 4 5 6 7 8  Abb. 15. RT-PCR-Nachweis der mRNA von VE-Cadherin in U333
Glioma-Zellen

Ein 400 bp Fragment der VE-Cadherin ¢cDNA war in den
Positivkontroll-Zellen der Linien CPAE (Spur 5) und HUVEC
(Spur 7) ebenso zu erkennen wie in U333 Glioma-Zellen (Spur 8).
MCEF-7-Zellen (Spur 6) dienten als Negativkontrolle und zeigten
kein solches PCR-Produkt. Weitere Negativkontrollen waren
Ansitze ohne ,,Template” (Spur 2), ohne ,,Sense-Primer* (Spur 3)
und ohne ,,Antisense-Primer” (Spur 4). In Spur 1 wurde eine
,»QGrofenstandard“-Mischung ~ zum  Vergleich  aufgetragen
(Bluescribe Vector, mit Hinf I verdaut, von oben nach unten: 517,
396, 356, 247 bp).

VE-Cadherin-mRNA konnte auch in anderen Glioma-Linien nachgewiesen werden, so in

T98G- und U373MG-Zellen, ebenso in Primérkulturen von Balb/c Astrocyten (Abb. 16).

r 23 4 5 6 7 8 Abb. 16. RT-PCR Nachweis der mRNA von VE-Cadherin in
verschiedenen Glioma-Zellkulturen

Ein 400 bp Fragment von VE-Cadherin erschien in HUVEC
Zellen (Spuren 3 und 4), in Primédrkulturen von Maus-Astrocyten
(Spur 5), in den humanen Glioblastoma-Zellen der Linien T98G
und U373MG (Spuren 6 und 7) und in U333 Glioma-Zellen (Spur
8). Als Negativkontrolle diente die cDNA von Caco-2-Zellen
(Spur 2). In Spur 1 wurde ein GroBenstandard (Bluescribe
Vector, mit Hinf I verdaut, von oben nach unten: 517, 396, 356,
247 bp) aufgetragen.

Das Vorkommen des vermeintlich desmosomalen Plaque-Proteins p0071 (vgl. Hatzfeld und
Nachtsheim, 1996; Hatzfeld et al., 2003) war immunfluoreszenzmikroskopisch und
proteinbiochemisch nicht endgiiltig zu kldren. Zum Nachweis dieses Proteins wurde daher aus
Glioma-Zellen Gesamt-RNA isoliert und mittels RT-PCR amplifiziert (Abb. 17). Als
Positivkontrollen dienten menschliches Herzgewebe (Spur 2), mesenchymale Primérkulturen

aus menschlichem Knochenmark (MSC, Spur 5) sowie HUVEC-Zellen (Spur 6) und als
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Negativkontrollen Rinder-Augenlinsen-Gewebe (Spur 1) und Zellen der Menschen-
Hepatocarcinom-Linie PLC (Spur 3).

Abb. 17. RT-PCR Nachweis der mRNA von Protein p0071 in
U333 Glioma-Zellen.

Als Negativkontrollen wurden cDNAs von Rinderlinsen-Gewebe
(Spur 1) und PLC-Zellen (Spur 3) verwendet. Positiv reagierten:
humanes Herz (Spur 2), U333 Glioma-Zellen (Spur 4), MSC-
(Spur 5) und HUVEC- (Spur 6) Zellen. In Spur 7 wurde ein
DNA-GroBenstandard (Bluescribe-Vektor, mit Hinf I verdaut)
aufgetragen.

Protein p0071-mRNA war in humanem Herzgewebe, in U333 Glioma-Zellen, in humanen
MSC-Zellen und in HUVEC-Zellen nachweisbar. Als Negativkontrollen wurden cDNAs von
Rinderlinsen-Gewebe und PLC-Zellen bestétigt.

4.1.8 Elektronenmikroskopie

Anhand ihrer molekularen Zusammensetzung lieBen sich die AJ-Typ Zell-Zell-Verbindungen
in U333 Glioma-Zellen keiner der bisher beschriebenen ,,Junction“-Typen zuzuordnen. Sie
schienen eine andere, neue Form von Zell-Zell-Verbindung sui generis darzustellen
(,,Colligatio permixta*). Um diese anscheinend neuartige Zellverbindung morphologisch
genauer zu untersuchen, wurden Ultradiinnschnitte angefertigt und im Elektronenmikroskop
untersucht.

Ultradiinnschnitte durch Kulturen konfluent gewachsener Glioma-Zellen (Abb. 18A-D)
lieBen ausgedehnte, Plaque-assoziierte Membran-Membran-Kontakte erkennen. Normale
elektronenmikroskopische Untersuchungen von mit Glutaraldehyd fixierten Zellen wiesen
dabei oft ausgedehnte Zell-Zell-Verbindungszonen mit einem elektronendichten
cytoplasmatischen Plaque auf, an dem sowohl Biindel von Intermedidrfilamenten als auch
Mikrofilamente anzusetzen schienen. Der Membran-Membran-Abstand betrug dabei etwa 10-
25 nm. Manchmal war eine gepunktete ,,Midline“-Struktur zu beobachten, oder die
Membranen erschienen durch ein fein filamentdses interzelluldres Material verbunden.

Die Verteilung der an den Zellverbindungsstrukturen beteiligten Proteine wurde auch mit
Hilfe der Immunelektronenmikroskopie (Abb. 18E-I, Abb. 19) untersucht. Dabei wurden
sowohl Einzel-Immungold-Lokalisierungen als auch welche mit Silberverstarkung eingesetzt.
Antikorper gegen Protein ZO-1 (Abb. 18E, F), Cingulin (Abb. 18G), PKP2 (Abb. 18H, I)

und VE-Cadherin (nicht gezeigt) zeigten allesamt eine Lokalisierung in den elektronendichten
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Plaques der gesamten Zell-Zell-Verbindungszone. PKP2 wies dabei eine besonders membran-
nahe Markierung auf: Sie schien manchmal sogar im extrazelluldren Spalt zu liegen,
vermutlich als Folge der besonders Plasmamembran-nahen Lage des hier reaktiven Epitops
(vgl. Mertens et al., 1996). Eine dhnliche Lokalisierung wurde auch mit einigen Antikdrper

gegen N-Cadherin beobachtet (Abb. 19).
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Abb. 18. Elektronenmikroskopische Darstellung von Ultradiinnschnitten durch Zell-Zell-Verbindungen von
U333 Glioma-Zellen.

(A-C) Transmissionselektronenmikroskopische Bilder von mit Glutaraldehyd fixierten Zellen. Lange, dicht
nebeneinander liegende Zell-Zell-Verbindungen (Fasciae adhaerentes-artig) sind mit elektronendichten
cytoplasmatischen Plaques assoziiert, die Cytoskelett-Filamente verankern. Der interzellulire Abstand der
Membranen betrdgt 10-25 nm und ldsst manchmal eine punktierte ,,Midline“-Struktur oder fein filamentdse
Quer-Strukturen erkennen.

(E, I) Immunelektronenmikroskopie von durch Silberreaktion verstirkten Immungold-Lokalisierungen mit
Antikdrpern gegen Protein ZO-1 (E, F), Cingulin (G) und Plakophilin 2 (H, I). Alle diese Proteine sind Teil der
Plaque-Struktur. Plakophilin 2 (H, I) zeigte dabei eine besonders membrannahe Fiarbung (vgl. Mertens et al.,
1996; zu PKP 1 und 3 siche auch Schmidt et al., 1997, 1999; North et al., 1999).

Eichstriche: (A-D), 0.2 um; (E-I), 0.5 um.
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Abb. 19. Ubersichtsaufnahme (Priparat in Abb. 18 A-D) einer Kont

aktregion von zwei Glioma-Zellen in der die
GroBen- und Anordnungsunterschiede von AJ-Verbindungsstrukturen (relativ kleine mit Pfeilen, groBBere bzw.

,,Batterien* mit Klammern bezeichnet) auffillig sind. Eichstrich, 1um.

4.1.9 Zellverbindungen in Primérkulturen von Astrocyten der Maus (Balb/c)

Die bereits erwidhnten primédren Balb/c Astrocyten-Kulturen (sieche auch Abb. 4) sind
morphologisch den U333-Glioma-Zellen sehr dhnlich, auch in der Reaktion mit Antikérpern
gegen GFAP im Immunblot-Verfahren (Abb. 4, Spur 1) und in der Immunfluoreszenz-
mikroskopie (Abb. 20A). Kontaminationen etwa durch endotheliale Zellen wurden hier
ebenfalls durch die negative Reaktion von Antikorpern gegen Faktor VIII bzw. den von-
Willebrand-Faktor ausgeschlossen (nicht gezeigt).

Um primdre Astrocyten mit den Astrocyten-Linien zu vergleichen, wurden die
Strukturproteine  immunfluoreszenzmikroskopisch  untersucht.  Subkonfluente Balb/c
Astrocyten-Kulturen lieBen mit Antikorpern gegen GFAP (Abb. 20A) eine stark positive
Filamentbiindel-Reaktion im Cytoplasma erkennen. Auch N-Cadherin (Abb. 20B) und
Cadherin-11 (nicht gezeigt) waren in allen Zellen positiv, VE-Cadherin (Abb. 20C) dagegen
nur in etwa 10% der Zellen. Plakophilin 2 (Abb. 20D), Protein ZO-1 (Abb. 20E), Ponsin
(Abb. 20F), Afadin, o- und B-Catenin und Protein p120°" waren ebenfalls durchweg positiv
(nicht gezeigt).

Alle Ergebnisse wurden in Immunblot-Analysen bestitigt (siche auch Abb. 4). Das
Vorhandensein von Ponsin, einem Mitglied der Nectin-Afadin-Ponsin-Gruppe, war besonders

interessant, da hier nur ein Antikérper zur Verfiigung stand, der Maus-spezifisch war.
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Abb. 20. Immunfluoreszenzmikroskopie von Cytoskelett-Filament- und AlJ-Proteinen in priméren Méuse-

(Balb/c) Astrocyten-Kulturen. Die Zellen zeigten eine positive Reaktion mit Antikdrpern gegen GFAP (A) und
N-Cadherin (B), so ihre astrocytdre Herkunft und Differenzierung bestitigend. AJ in diesen Zellen enthielten
unter anderem auch - in einem Teil der Zellen - VE-Cadherin (C), Plakophilin 2 (D), Protein ZO-1 (E) und
Ponsin (F). Eichstriche: 20 um.

4.1.10 Klonierung der U333 Glioma-Zell-Sublinien

Zur Kliarung der Frage, ob die molekulare Diversitit der Cadherin-Ausstattung eine
Eigenschaft der Glioma-Zellen selbst ist, die stabil ist bzw. sich reproduzieren ldsst, oder ein
seltenes, spontanes klonales Ereignis, das zu keiner einheitlichen Nachkommenschaft fiihrt,
wurden U333 Glioma-Zellen nach groBer Verdiinnung kloniert wie fiir andere Zelltypen
ausfiihrlich beschrieben (Knapp und Franke, 1989; Franke et al., 1989), und die Klone auf das
Vorkommen von N-Cadherin, VE-Cadherin, Cadherin-11, GFAP und die diversen Plaque-
Proteine untersucht.

50 von 60 untersuchten Zellklonen wiesen so eine positive Reaktion fiir alle drei Cadherine
auf, und zwar in einem &hnlichen Muster wie die Ausgangs-Zelllinie: Alle Klone waren z.B.
GFAP- und N-Cadherin-positiv (Abb. 21Aj; 22), in etwa 70% der Zellen wurde Cadherin-11
nachgewiesen (Abb. 22) und etwa 20% der Zellen waren durch AJ mit VE-Cadherin
verbunden (Abb. 21B). Es war anscheinend nicht mdglich, einen ,reinrassigen®, d. h. nur
einen Cadherin-Typ bildenden Klon zu erhalten. Diese ,,Heterogenitit™ ist also ein sich immer

wieder einstellendes Ereignis der U333 Glioma-Zellen selbst.
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Abb. 21. Spontanes Wiedererscheinen (Doppelimmunmarkierung) der Komplexitdt und Heterogenitdt der
Glioma-Zellverbindungen (AJ) in einem Klon (Nr. 43), untersucht mit Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie.
Alle Zellen bilden AJ mit N-Cadherin (A), einige Zellen bilden aber auch VE-Cadherin-positive Zellverbindungen
(B). Die hohere VergroBerung in den Insertionsbildern (rechts oben) beweist eine weitgehende Kolokalisierung.
Die Klammern (in B) weisen hier auf Zellverbindungsstrukturen hin, die weitgehend nur VE- aber kein N-

Cadherin enthalten. Eichstrich: 20 pm.

Abb. 22. Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie:
Kolokalisierung (gelb) und separates
Vorkommen von Cadherin-11 (griin) und N-
Cadherin (rot) in einem U333 Glioma-Zell-Klon
(Nr. 20). Nur die Misch-Aufnahme ist hier
vorgestellt: Die gelbe Farbe beweist das
Vorkommen von Kolokalisierungen neben einer
Vielzahl von reinen N-Cadherin-haltigen Al
(rot). Eichstrich: 20 um.

4.1.11 Bildung heterotypischer Zell-Zell-Verbindungen von Glioma-Zellen in
Mischkulturen

In situ konnen Astrocyten bzw. Astrocytom-Zellen heterotypische Kontakte mit
Endothelzellen und Neuronen bilden (vgl. z.B. Literatur bei Duan et al., 2004; Hamm et al.,
2004; siehe auch ,,Diskussion®). Somit erhob sich die Frage, ob die Glioma-Zellen auch in
Ko-Kultur mit anderen Zelltypen - wie z.B. Endothelzellen - heterotypische Junctions bilden
konnen. Deshalb wurden Mischkulturen von Glioma- und Rinderendothel (CPAE) -Zellen

angesetzt und mit Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie untersucht.
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Abb. 23. Immunfluoreszenzmikroskopie
von Mischkulturen aus menschlichen
Glioma U333- und CPAE-Rinder-
endothel-Zellen nach  Reaktion  mit
Antikorpern gegen GFAP (A) und VE-
Cadherin (B; Phasenkontrastbild C). Die
Glioma-Zellen sind durch ihre positive

Reaktion mit Antikérpern gegen GFAP zu

erkennen, und einige grenzen direkt an
VE-Cadherin-positive, GFAP-negative
Rinderendothel-Zellen. Eichstrich, 20 pum.

Einige Glioma-Zellen bildeten auch in diesem Modell-Versuch VE-Cadherin-haltige AJ-
Verbindungen mit CPAE-Zellen aus (Abb. 23): Man beachte, dass hier GFAP-IF-Biindel-
positive Zellen (A) auch durch VE-Cadherin-positive Zellverbindungen mit GFAP-negativen
Rinder-Nachbarzellen gekoppelt erscheinen (vgl. z.B. B und C), was zumindest in Bezug auf

den Zelltyp heterotypische Kopplung anzeigt.

4.1.12 Zur molekularen Zusammensetzung der Zell-Zell-Adhiirenz-Verbindungen

in humanen Glia-Tumoren

Bestimmte von Astrocyten abgeleitete Gliome gehoren zu den hiufigsten und bdsartigsten
Primértumoren des zentralen Nervensystems. Sie werden gemeinhin nach histopathologischen
Kriterien in die in der Tabelle 7 aufgefiihrten Gruppen eingeteilt (Kleihues und Cavenee,
1997, 2002).

Die WHO (,,World Health Organisation*)-Klassifizierung (Grad I-IV, hoch-/ niedrig-gradig)
teilt solche Tumoren nach ihrer Wachstumsrate sowie noch neuropathologischen Merkmalen
(Zahl der Mitosen, Atypie der Zellkerne, mikrovaskuldre Proliferation und Nekrosen) ein. Die
pathologische Erkennung, Abgrenzung und Differentialdiagnose von Gliomen beruht bisher
wesentlich auf etablierten molekularen bzw. immunhistochemischen Merkmalen (,,Markern*)
wie den Intermedidrfilament-Proteinen GFAP und Vimentin, mehreren neuroendokrinen
Proteinen wie z.B. S100, Neuronen-spezifischer Enolase (NSE), Synaptophysin und
Chromogranin und allgemeinen ,, Tumor-Markern® wie Mib-1, Ki67, EMA (,,Epithelial
Membrane Antigen*; Synonyme: MUC-1, Episialin, CD227) und Protein p53. Strukturell

differenziert erscheinende astrocytdre und oligodendrogliale Tumoren sind dabei meist
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histologisch-diagnostisch gut abgrenzbar. Die Unterscheidung jedoch - etwa zwischen einem
anaplastischen Oligodendrogliom, einem anaplastischen Astrocytom oder einem Glioblastom
- kann derzeit wegen des Mangels an histologischen Kriterien und ,,Marker“-Proteinen fiir
oligodendrogliale Komponenten Probleme bereiten (vgl. z.B. Cairncross und Macdonald,
1988; Ino et al., 2001; Kleihues et al., 2002). Fiir solche und andere differentialdiagnostische

Probleme braucht man daher weitere zuverldssige molekularbiologische Marker.

Tab. 7. Die aktuelle WHO (,,World Health Organisation“)-Einteilung von
Tumoren glialer Herkunft (Kleihues und Cavanee, 1997).

1. Astrocytire Tumoren
a) Diffuses Astrocytom (WHO Grad II)
fibrilldr/ protoplasmisch/ gemistocytisch
b) Anaplastisches Astrocytom (WHO Grad III)
¢) Glioblastom (WHO Grad IV)
- Riesenzell-Glioblastom
- Gliosarkom
d) Pilocytisches Astrocytom (WHO Grad I)
e) Pleomorphes Xantho-Astrocytom
f) Subependymales Riesenzell-Astrocytom (Sclerosis
tuberosa)
2. Oligodendrogliale Tumoren
a) Oligodendrogliom
b) Anaplastisches Oligodendrogliom
3. Gemischte Tumoren
a) Oligoastrocytom

b) Anaplastisches Oligoastrocytom

Bisher wurden bei der pathologischen Diagnose von Gliomen praktisch keine Antikorper
gegen ,Junction“-Proteine benutzt, in Gegensatz etwa zu Hirntumoren meningeothelialer
Herkunft (,,Meniniome*; vgl. z.B. Kartenbeck et al., 1984; Scheckheiner et al., 1984;
Schweckheiner, 1990; Akat et al.,, 2003). Es fehlte bisher auch eine grundlegende
Charakterisierung der Adhérenz-Verbindungen von verschiedenen Glioma-Tumoren. Deshalb
wurden in einer ersten kurzen Orientierungsarbeit, ausgehend von den vorstehend
geschilderten Ergebnissen zur Zusammensetzung der Zell-Zell-Verbindungen von Glioma-
Kulturzellen, die Zellverbindungsproteine von Glioma-Tumoren an Gewebeschnitten mit
Hilfe der Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht, auch um so eventuell diagnostisch
relevante molekulare Leitmerkmale fiir verschiedene Glia-Tumor-Gruppen zu finden. Dazu

wurden Tumorschnittpriparate verschiedener Herkunft (von Prof. Dr. Gyorgy Csécsei’ und
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Dr. Almos Klekner, Neurochirurgische Klinik, Universitidt Debrecen, Ungarn, bzw. von Herrn
Prof. Dr. Markku Miettinen, Armed Forces Institute of Pathology, Washington, DC, USA) an
Kryostatschnitten wie an Schnitten durch Formaldehyd-fixiertes, in Paraffin eingebettetes
Tumorgewebe untersucht. Hier sollen beispielhaft nur einige erste Ergebnisse kurz vorgestellt
werden; eine ausfiihrlichere spezielle Darstellung mit Fach-Pathologen als Ko-Autoren wird

an anderer Stelle erfolgen.

4.1.12.1 Immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen an Gewebeschnitten

Da die tiefgefrorenen Tumorgewebeproben sehr klein waren, konnten nur bei wenigen
Kryostatschnitte angefertigt werden. Als Beispiel ist in Abb. 24 ein solcher Tumor (,,high
grade“ Glioblastoma multiforme) vorgestellt, der sich einerseits als GFAP-positiver Tumor
darstellte (Tumor Nr. D9; Abb. 24A), andererseits aber auch sowohl mit Antikérpern gegen
N-Cadherin (Abb. 24B) und VE-Cadherin (Abb. 24C) als auch mit solchen gegen a- und (-
Catenin, Protein p120“", Protein ZO-1, Cingulin und Afadin reagierte, hier aber nicht mit
solchen gegen Plakophilin 2 und Neurojungin. Antikdrper gegen VE-Cadherin reagierten in
diesem Tumor also nicht nur mit Blutgefilen sondern auch mit Zell-Zell-Grenzen der
astrocytdr abgeleiteten Tumorzellen. Der endotheliale Faktor VIII war dabei nur in den
GefaBen innerhalb des Tumors, nicht jedoch in den Tumorzellen positiv (nicht gezeigt). Dies
beweist, dass Zellverbindungen des in Zellkultur beschriebenen Typs, d.h. mit einem
verbreiteten Vorkommen von N- wie VE-Cadherin, aber auch solche mit Cadherin-11 (hier
nicht gezeigt), in Tumorgeweben vorkommen kénnen und dass solche Kriterien folglich zur

Diagnose herangezogen werden kdnnen.
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Abb. 24. Immunfluoreszenzmikroskopie von
Kryostat-Schnitten  eines humanen Gliomas
(,,high grade*“ Glioblastoma multiforme ,,grade
IV, Tumor Nr. D9). Fast alle Zellen dieses
Tumors sind stark GFAP-positiv (A), ebenso
reagieren sie mit Antikdrpern  gegen
N-Cadherin (B) und VE-Cadherin (C).
Eichstrich: 20 pm.

Die Ergebnisse einer ersten unfangreicheren histochemischen Untersuchung an Schnitten
durch Formaldehyd-fixierte, in Paraffin eingebettete Tumorgewebeproben, die nach der
»Antigen Retrieval“- Methode aufbereitet wurden, sind in Tabelle 8 zusammengefasst.

Unter diesen Glioma-Tumoren, die mit der ,,Antigen Retrieval“~-Methode behandelt und in der
Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht worden waren, wiesen AntikOrper gegen VE-
Cadherin ausschlieBlich in einem Glioblastoma multiforme (Tumor Nr. 3223) eine positive
Reaktion auf. N-Cadherin dagegen wurde in 6 von 7 dieser Tumore sowie in beiden
Glioblastom-Rezidiven, aber nicht in Oligodendrogliomen oder in dem untersuchten Glioma
mixtum gefunden. Cadherin-11 wurde in einem Glioblastoma multiforme und in einem
Rezidiv eines Glioblastoma multiforme nachgewiesen, a-Catenin in 6 von 7 Glioblastom, in

beiden Rezidivtumoren und in keinem der Oligodendrogliome oder in dem Glioma mixtum.
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Tab. 8. Zusammenfassung der Ergebnisse immunfluoreszenzmikroskopischer Untersuchungen nach ,,Antigen
Retrieval® an einer kleinen Reihe humaner mit Formaldehyd fixierter, in Paraffin eingebetteter Gliome.
Abkiirzungen: GBM: Glioblastoma multiforme, ODG: Oligodendrogliom, Nr.: Nummer, P.D.: pathologische
Diagnose, VE-Cad: VE-Cadherin, N-Cad: N-Cadherin, Cad 11: Cadherin-11, a-Cat: o-Catenin, B-Cat: B-
Catenin, p120: Protein p120°", PKP2: Plakophilin 2, ZO-1: Protein ZO-1, AF: Afadin, Vim: Vimentin.

Tumor- | Proben-
Art Nr. P.D. VE-Cad | N-Cad | Cad 11 | @-Cat B-Cat p120 | PKP2 | ZO-1 | AF | GFAP |Vim
GBM  [9097/01 [GBM - *) - *) + *) - - - + +
127/00 GBM IV - + + + + + - - - +
3223 GBM + + - + - - B - R + T
2995/00 | GBMIII : ) - - + - : - : + +
7341/00 | GBM IV - + - - - - - + + + T
8329/00 | GBM - - - + + - - - - +
4034/00 | GBM - - - + B - - - - +
GBM GBM
Rezidiv | 5092/01 | Rezidiv - + + + + ) + - + ) |+
GBM
14275/00 | Rezidiv - + - + *) - - - . + +
ODG 2726/00 | ODG - - - - - - - - - + +
9096/01 | ODG - - - - - - R R T T
Glioma Glioma
mixtum | 4592/00 | mixtum - - - - - - - - + ¥ +
-: negative Reaktion +: positive Reaktion (+): teilweise oder schwach positive
Reaktion

Die Reaktion auf B-Catenin entsprach im Vorkommen dem o-Catenin (Positivitdt in 5
von 7 Glioblastomen und in beiden Rezidivtumoren; beide Oligodendrogliome und das
Glioma mixtum waren negativ). Protein pl120" dagegen wurde hier nur in 2 von 7
Glioblastomen und in dem einzigen Rezidivtumor nachgewiesen. PKP 2 wurde nur im
Rezidiv eines Glioblastoma angetroffen, Protein ZO-1 nur in 2 von 7 Glioblastomen.
Vimentin war in 5 von 7 Glioblastomen, beiden Rezidivtumoren, einem der beiden

Oligodendrogliome und dem Glioma mixtum leicht nachzuweisen.
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4.2 Processus adhaerentes: Neuartige Zellverbindungsstrukturen von mesenchymalen
Stammzellen (MSC) in Kultur

Aus Sdugetier-Knochenmark konnen mindestens zwei Arten von sog. Stammzellen gewonnen
und in Zellkultur gehalten werden: die ,,hdmatopoetischen Stammzellen* (HSC) und die
,mesenchymalen Stammzellen (MSC). Ahnliche Zellkulturen lassen sich auch aus
bestimmten anderen Zelltypen gewinnen, so z.B. vom Nabelschnur-Blut (vgl. Friedenstein et
al., 1976; Wexler et al., 2003).

MSC aus menschlichem Knochenmark - meist als Aspirat gewonnen - kdnnen in vitro tiber
mehrere Passagen ohne merkliche Einschrinkung ihrer Differenzierungsfdhigkeit vermehrt
und zur Differenzierung bestimmter Zell- und Gewebetypen veranlasst werden (u. a. Jaiswal
et al., 1997; Ferrari et al., 1998; Yoo et al., 1998; Pittenger et al., 1999; Sanchez-Ramos et al.,
2000; Fukuda, 2002; Herzog et al., 2003; Verfaillie et al., 2003; Jiang et al., 2005). Die zell-
und molekularbiologischen Eigenschaften dieser - in jiingster Zeit bis in die Tagespresse
hinein hoffnungsvoll diskutierten - Zellen sind aber noch weitgehend unbekannt.
Insbesondere die Zell-Zell-Verbindungen der MSC sind nicht einmal ansatzweise
charakterisiert. Wéahrend die in dieser Arbeit entdeckte und molekular definierte Colligatio
permixta einen - wie schon der Name sagt - besonderen Mischtypus darstellt, fiel bei
Parallelversuchen an anderen, nicht-epithelialen Zellkulturen eine beeindruckend z.T. grof3e
und komplexe Struktur mit besonderen, oft sehr kleinen Junctions einer recht einfachen
Zusammensetzung auf: verschieden lange, villi- oder vermiforme Zellfortsdtze (Processus
adhaerentes), die mit Puncta adhaerentia bzw. ldngeren, daraus wohl durch Fusion
hervorgegangenen, manschettenartigen, Zellen verzahnenden Strukturen (Manubria penita)
besetzt sind. Wegen der grundsétzlichen Bedeutung dieser Strukturen und der offensichtlichen
Féhigkeit der Processus, eben nicht nur benachbarte, sondern auch z.T. sehr entfernte Zellen
miteinander zu verbinden, wurden diese Fortsdtze und ihre Zellverbindungsstrukturen

ebenfalls zell- und molekularbiologisch charakterisiert.
4.2.1 MSC-Kulturen
In der Phasenkontrastmikroskopie (Abb. 25) wiesen die MSC-Kulturen aus menschlichem

Knochenmark eine spindelformige bzw. fibroblastoide Morphologie des Zellkorpers auf.

Viele der Zellen bildeten aber auch neuriten-artige lange Fortsétze, die besonders gut in den
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Zell-Zwischenraumen spérlicher Kulturen zu beobachten (Abb. 25A), jedoch in konfluent

gewachsenen Kulturen (Abb. 25B) kaum mehr zu erkennen waren.

—

A = iy o B X
Abb. 25. Phasenkontrastmikroskopie von humanen MSC-Kulturen. (A) GroBle, fibroblastoide
Zellen mit langen Zellfortsdtzen. (B) Dichte MSC-Kultur mit eng anliegenden, ldnglichen Zellen.
Eichstriche: (A) 50 um; (B) 150 pum.

Auffallig war dabei, dass solche Ausldufer (,,Processus adhaerentes®) oft auf andere Zellen
zuliefen — sowohl auf deren Ausldufer als auch auf deren Zellkérper - und dort jeweils durch

stabil erscheinende Strukturen verankert zu sein schienen (z.B. Abb. 25A).
4.2.2 Biochemischer Analyse der Zell-Adhisionsmolekiile in MSC-Kulturen

Um die Cytoskelett- und Zell-Adhésionsmolekiile humaner MSC-Kulturen zu
charakterisieren, wurden zundchst die Proteine der Gesamtzell-Lysate mit SDS-PAGE
getrennt und auf das Vorkommen von Cytoskelett-Proteinen bzw. der fiir die hier relevanten
Adhérenz-Verbindungen typischen Zellverbindungs-Proteine untersucht.

In der Abb. 26 sind die Ergebnisse an drei verschiedenen MSC-Kulturen (MSC-209, -185 und
-179) von drei verschiedenen Donoren vorgestellt, wobei als Kontrollzellen humane U333
Glioma- und HaCaT-Keratinocyten eingesetzt wurden. Unter den diversen IF-Proteinen
wurde nur fir Vimentin (Abb. 26J) eine durchgédngig starke Reaktion erhalten. Antikdrper
gegen andere IF-Proteine wie z.B. GFAP zeigten bei den MSC keine Reaktion. Antikdrper
gegen nicht-muskuldres Actin und Myosin waren ebenfalls positiv (nicht gezeigt).

Von den Mitgliedern der Cadherin-Familie wurden N-Cadherin (Abb. 26A), das
mesenchymale Typ II-Cadherin Cadherin-11 (Abb. 26B) und — mit deutlich geringerer
Reaktion — z.T. auch das mit ,,Lipid-Rafts* in Verbindung gebrachtes T-Cadherin (Angst et
al., 2001; Zhou et al., 2002) im Immunblot-Verfahren nachgewiesen. Alle anderen gepriiften
Cadherine wie E-Cadherin (Abb. 260), Cadherin-8 und -6,
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LI-Cadherin sowie M-, P-, R- und VE-Cadherin waren nicht nachweisbar (nicht gezeigt). Mit
Antikorpern gegen o-Catenin (Abb. 26F) und die arm-Proteine B-Catenin (Abb. 26G),
Protein ARVCF (nicht gezeigt) und p120°™ (Abb. 26H) wurden positive Reaktionen erhalten,
dabei war die Reaktion auf das ARVCF-Protein allerdings sehr schwach, und in ihrer

Signifikanz nicht abzusichern.
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Abb. 26. Biochemische Charakterisierung der Proteine in den Zell-Zell-Verbindungen von humanen
mesenchymalen Stammzellen (MSC). Immunblot-Analyse der durch SDS-PAGE aufgetrennten Polypeptide der
Gesamtzell-Lysate von (Spur 1) MSC-209, (Spur 2) MSC-185, (Spur 3) MSC-179, (Spur 4 in jeweils A-B) U333
Glioma- bzw. (Spur 4 in C-J) HaCaT-Zellen. Die Reaktionen mit Antikérpern gegen (A) N-Cadherin, (B)
Cadherin-11, (C) E-Cadherin, (D) Desmoglein, (E) Vinculin, (F) a-Catenin, (G) B-Catenin, (H) Protein p120°",
(I) Plakophilin 2 und (J) Vimentin sind ebenfalls vorgestellt. Ein GroBenstandard fiir Molekulargewichte ist
durch die Punktmarkern am der linken Rand angegeben (von oben nach unten): 158, 116, 97.2, 66.4 kDa.

Plakoglobin wurde in MSC mit mehreren Antikorpern untersucht, war aber auch nicht mit
Sicherheit nachweisbar. Auch in Cytoskelett-Praparationen zeigten Antikorper gegen
Plakoglobin keine bestitigte signifikante Reaktion. Von den Mitgliedern der Proteine des
Nectin-Afadin-Ponsin (NAP)-Komplexes wurde nur Afadin identifiziert (nicht gezeigt).

Antikorper-Reaktionen auf desmosomale Transmembran- und Plaque-Proteine wie die
Desmogleine 1-3 (Abb. 26D), die Desmocolline 1-3, Desmoplakin I und II (nicht gezeigt),
und die Plakophiline 1-3 (Plakophilin 2: Abb. 26I) waren in solchen MSC-Immunblot-
Analysen durchgehend negativ. Protein p0071 konnte biochemisch mangels geeigneter
Antikdrper nicht nachgewiesen werden. Die Antikorper gegen desmosomale Proteine gaben

auch in Immunblot-Experimenten mit Cytoskelett-Praparationen keine positive Reaktion
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(nicht gezeigt). Die TJ-Transmembran-Proteine Occludin, Claudin-
1-5 und JAM-1 waren in Immunblot-Analysen von MSC-Proteine ebenfalls durchgehend
negativ. Von den TJ-Plaque-Komponenten waren nur Protein ZO-1 und Symplekin
nachweisbar (nicht gezeigt).

Antikorper gegen die Actin-bindenden Proteine a-Actinin, Drebrin (nicht gezeigt) und
Vinculin (Abb. 26E) zeigten im Immunblot-Verfahren ebenso stark positive Reaktionen wie
in der Immunfluoreszenzmikroskopie (sieche dort), ebenso Antikdrper gegen Mitglieder der
ERM-Familie (Ezrin, Moesin und Merlin; nicht gezeigt).

Die MSC verfiigen aber auch iiber ,,Gap Junctions®, wie durch die positive Reaktion des GJ-
Proteins Connexin-43 deutlich wurde (nicht gezeigt) und auch elektronenmikroskopisch
demonstriert werden konnte (vgl. Abb. 35J). Die Ergebnisse der Immunblot-Analysen nach

SDS-PAGE-Auftrennung sind in Tabelle 9 zusammengefasst.

Tab. 9. Adhaerens Junction-Komponenten in MSC
Transmembran Plaque
a-Catenin
B-Catenin
N-Cadherin Protein p120°"
Cadherin-11 Afadin
(T-Cadherin)* Vinculin
o-Actinin
Ezrin
Drebrin
Protein ZO-1
* nur in Spuren (signifikant nicht bewiesen)

4.2.3 Vorkommen verschiedener Zelltyp-Differenzierungsproteine in MSC

Da bekanntlich MSC zu Knochen-, Knorpel- und Fettzellen (Jaiswal et al., 1997; Yoo et al.,
1998; Pittenger et al., 1999), nach anderen Berichten sogar zu Endothelzellen, Neuronen,
Astrocyten, Kardiomyocyten und Muskelzellen (Ferrari et al., 1998; Kopen et al., 1999;
Sanches-Ramos et al., 2000; Orlic et al., 2001a,b; Fukuda et al., 2002; Jiang et al., 2005)
differenzieren konnen, wurden etablierte Marker-Proteine fiir diese Zelltypen in Immunblot-
und in Immunfluoreszenz-Analysen gepriift. Die Ergebnisse sind in Tabelle 10

zusammengefasst.
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Tab. 10. Molekularbiologische ,,Marker* fiir verschiedene Differenzierungsrichtungen von MSC untersucht mit
Immunblot-Verfahren (IB) und Immunfluoreszenzmikroskopie (IFM): Alle bzw. wenigstens Gruppen von
Zellen erschienen positiv.

Zelltyp »Varker“-Protein Reaktion (IB/IFM)
Neuron Nestin -
Neurofilament -
Gliazelle GFAP -
Adipocyt Perilipin +
Adipophilin +
Endothelzelle Faktor VIII -

von-Willebrand-Faktor -
VE-Cadherin -
JAM-1 -
Claudin-5 -

Kardiomyocyt kardiales a-Actin -

Desmoplakin I und II -

Myocyt Desmin -
Glattmuskel-a-Actin (SMA) + (in manchen Zellen)
Fibroblast Vimentin +
Epitheliale Zelle Cytokeratin 8 bzw. 18, 19 + (in wenigen Kolonien)
+ : positive Reaktion in IB oder IF - : negative Reaktion in IB oder IF

Die MSC befanden sich also insgesamt in einem relativ undifferenzierten, d.h.
vermeintlich pluripotenten Zustand, der noch keiner bestimmten Differenzierungsrichtung
zugeordnet werden konnte, waren aber nicht homogen. Besonders nach ldngerer Kultur traten-
auch ohne Zugabe von Wachstumsfaktoren - zusétzliche Cytoskelett-Proteine (Cytokeratine,
Glattmuskel-Actin (SMA); zu SMA in Zellkulturen siehe auch Franke et al., 1980; Kinner et
al., 2002; in normalen und pathologisch verdnderten Knochenmark-Zellen siehe auch
Schmitt-Graff et al., 1989) in einigen der Zellen bzw. Zellkolonien auf. Antikorper gegen
kardiales Actin und Desmoplakin waren dagegen negativ. Das Cytoplasma war in allen Zellen
voller Vimentin-IF (Abb. 27), wie fliir mesenchymale Zellen allgemein charakteristisch ist.
Jedoch wurden =zusiétzliche ,.epitheliale Marker wie z.B. Cytokeratin-IF in manchen
Zellkolonien ebenfalls als typische IF-Biindel erkannt (Abb. 29B, 30). Man muss daraus
schlieBen, dass solche MSC eine sich dynamisch &ndernde, teilweise heterogene
Zellpopulation ist. Ob sich bei solchen einzelnen SMA- oder Cytokeratin-positive, Zellen um
Teile eines Differenzierungsprogramms oder nur um ,spontane”, zufallsverteilte
Kontrollverluste einzelner Gene handelt (vgl. z.B. Knapp und Franke, 1989; Knapp et al.,
1989), muss dabei noch offen bleiben.
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Systematisch jedoch bilden solche MSC-Kulturen keine Proteine, die auf eine gliale (GFAP),
neuronale (Neurofilamente, Nestin) oder endotheliale (Faktor VIII, von-Willebrand-Faktor,
VE-Cadherin, JAM-1, Claudin-5) Differenzierung hinweisen wiirden. Mit Antikdrpern gegen
adipocytére ,,Marker“-Proteine wie Perilipin und Adipophilin erhdlt man jedoch auf
Formaldehyd-fixierten Zellen in der Immunfluoreszenzmikroskopie nicht selten eine positive
Reaktion in Form von kleinen cytoplasmatischen Lipid-Tropfchen. Inwieweit solche
Reaktionen aber auf ,echte” Adipogenese oder nur auf das bekannte Phdnomen der
Fetttropfen-Bildung bei Zellalterung (,,Verfettung®) zuriickzufiihren sind (vgl. Jarasch et al.,
1977, 1981; Londos et al., 1999; Heid et al., 1998) ist ohne weitere spezifische

Untersuchungen nicht zu entscheiden.

4.2.4 Nachweis von Cadherin-Komplexen in MSC in Immunprizipitationsversuchen

Um die Cadherin-haltigen Zell-Zell-Verbindungskomplexe in MSC weiter zu analysieren,
wurden die Zellen mit IP-Puffer lysiert. Aus den so erhaltenen Zentrifugationsiiberstinden
wurden jeweils spezifisch N-Cadherin und Cadherin-11 immunprézipitiert und die so
erhaltenen Immunprézipitate jeweils zusammen mit Positiv- und Negativ-Kontrollen (siche
4.1.3) auf mogliche Bindungspartner analysiert.

N-Cadherin koprizipitierte dabei o-Catenin, B-Catenin und Protein p120°", nicht aber
Cadherin-11, Afadin, Drebrin und o-Actinin. Cadherin-11 koprézipitierte o-Catenin, [-
Catenin, Protein p120°" und in geringerem Umfang Vinculin, aber nicht N-Cadherin, Ezrin,
Drebrin, a-Actinin und Protein ZO-1. Die zwei verschiedenen Cadherine traten also - genau
wie in U333 Glioma-Zellen (sieche 4.1.3) - nicht in ,,Uber-Kreuz-Immunprizipitationen** auf.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 11 zusammengefasst.

Tab. 11. Ergebnisse der Immunprézipitationen von Proteinen der MSC-Adhérenz-Verbindungen

Nachweis von N-Cadherin-Prizipitat Cadherin-11-Priizipitat
Cadherin-11 - T
N-Cadherin + -
a-Catenin + +
B-Catenin + T
Protein p120°" + +
Afadin - -
Drebrin - -
a-Actinin - -
Ezrin - -




ERGEBNISSE 85

4.2.5 Darstellung von Cytoskelett- wund Zellverbindungsproteinen in der

Immunfluoreszenzmikroskopie

Intermediérfilament-Proteine, Adhdsionsmolekiile und Differenzierungs-Marker wurden auch
mit Hilfe der Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht. Die Ergebnisse bestdtigten und
erweiterten die mit SDS-PAGE und Immunblot-Verfahren erhaltenen Befunde.

Vimentin (Abb. 27) reagierte in allen Zellen stark positiv und erschien in Form von

cytoplasmatischen Filamentbiindeln. Andere IF-Proteine wie z.B. GFAP, Nestin und Desmin

waren negativ.

Abb. 27. Immunfluoreszenzmikroskopie von humanen
MSC mit einem Antikdrper gegen Vimentin. Alle Zellen
zeigen eine starke positive Reaktion in Form von
cytoplasmatischen Filamentbiindeln.

Eichstrich: 150 um.

Die MSC-Zellen wiesen aber eine iiberraschend grofle Heterogenitdt in Bezug auf ihre IF-
Protein- und Mikrofilament-Ausstattung auf. Neben der Synthese von - und y-Nichtmuskel-
Actin traten in etwa 10% der Zellen massive Biindel (,,Kabel*) auf, die - auch - Glattmuskel-
a-Actin (SMA) enthielten (Abb. 27, 28A), eine Beobachtung, die kiirzlich auch von einer
anderen Arbeitsgruppe mitgeteilt worden ist (Kinner et al., 2002). Solche einzelnen SMA
Actin-Filamentbiindel-positiven Zellen (Abb. 27A) traten dabei mittels zwischen Vimentin-
positiven Zellen (Abb. 27B) sei es als Einzelzellen oder klonal, waren dabei aber durch
vielfache Junction-Kontakte mit den SMA-negativen Zellen eng und vielfach verbunden

(Abb. 28A).
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Abb. 28. Humane MSC weisen eine iiberraschende Heterogenitdt in ihren Cytoskelett-Elementen auf, wie hier in
der Doppelfluoreszenzmikroskopie (LSM) dargestellt. Nur etwa 10-20% der Zellen sind Glattmuskel-a-Actin
(SMA)-positiv (rot, A; B). Die gezeigten SMA-positiven-Zellen liegen neben Zellen, die negativ fiir diese Actin-
Isoform sind. Die griin erscheinenden Strukturen enthalten Actin (A, markiert mit Alexa-488-gekoppelten

Phalloidin) bzw. reagieren mit einem Antikorper gegen Vimentin (B). Eichstriche: 50 pm.

Zusitzlich zu Vimentin wies ein kleiner Anteil (<10%) der Zellen auch IF-Biindel-Strukturen
auf, die mit Antikorpern gegen Cytokeratine (CK 8 und 18) positiv reagierten (siche Abb.
29B), wobei teilweise verschiedene Typen von Cytokeratin-Antikdrpern durchaus wie

verschieden erscheinende IF-Strukturen darstellten (vgl. Abb. 29B und 30).

Abb. 29. Humane MSC zeigen sind heterogen in ihrer Ausstattung mit Cytoskelett-Filamenten, wie hier in einer
Doppelfluoreszenzmikroskopie-Aufnahme (A) mit Antikérpern gegen Glattmuskel-a-Actin (SMA; rot) und B-
Catenin (griin) demonstriert ist. (B) Immunfluoreszenzmikroskopie mit Antikérpern gegen die Cytokeratine 8
und 18, kann ebenfalls positiv reagierende Zellen nachweisen, in den die CK-Filamente hier kurz und
staibchenformig erscheinen. In diesem Sichtfeld sind drei CK-positive Zellen zu sehen, an die CK-negative

Zellen angrenzen. N: Zellkerne. Eichstriche: 50 um.
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Abb. 30. Immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung einer einzelnen Cytokeratin-IF-reichen MSC-Zelle nach

Reaktion mit einem CK19-spezifischen Cytokeratin-Antikdrper (A), umgeben von vielen CK-negativen Zellen

(B, Phasenkontrast-Bild). Eichstrich, 25 um.

Die Bedeutung dieser Beobachtungen bleibt zu klaren. Die Bildung verschiedener Filament-
Typen in Einzelzellen oder Zellgruppen beweist jedoch zumindest, dass MSC keine absolut
homogene Zellpopulation darstellen. Diese iiberraschenden Heterogenititen in MSC traten
dabei spontan — z.B. ohne Einfluss von Wachstumsfaktor-Zugaben oder anderen Zellen - auf.

Die Ergebnisse der Einzelfluoreszenz-Experimente von ,Junction-Proteine*
bestitigten - mit der Ausnahme von T-Cadherin - die der Immunblot-Analysen (nicht
gezeigt). Antikorper gegen T-Cadherin reagierten in der Immunfluoreszenzmikroskopie auf
MSC nicht.

Alle AJ-Proteine wie z.B. N-Cadherin, Cadherin-11, a-Catenin, B-Catenin und Protein
p120°" zeigten an den Zellgrenzen ausgeprigt starke Reaktionen, meist in ,,briickenartig® lang
gezogenen Kontaktstegen oder als Komma-artige Strukturen, morphologisch etwa Zonulae/
Fasciae adhaerentes entsprechend. Die Zell-Verbindungen begrenzten sich dabei eben nicht
auf die Zell-Zell-Kontakte, sondern reichten oft tief in das Cytoplasma der anderen Zelle
,hinein“ (Abb. 31A, 32). Durch diese Villus-artigen Fortsitze (Processus) wurden offenbar
benachbarte Zellen stark ineinander verzahnt wobei meist positive Reaktionen mit
Antikorpern gegen AlJ-Proteine iiber die gesamte linge der in die jeweilige Nachbarzelle

hineinreichende Fortsitze erschienen.
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Abb. 31. Immunfluoreszenzmikroskopie von
humanen MSC-Kulturen mit einem Antikdrper
gegen [-Catenin.

(A) B-Catenin in der Interphase. Zwischen zwei
Zellen entstehen lange, ineinander eindringende
Fortsdtze die oft iiber die gesamte Linge mit
Antikdrper  gegen  B-Catenin  reagieren.
(B) B-Catenin in einer mitotischen Zelle. Die
mitotische Zelle behédlt durchaus viele Zell-
Zell-Verbindungen zu ihren Nachbarzellen.
Eichstrich: 20 um.

Die Zellen wurden auch wihrend der Zellteilung untersucht (Abb. 31B). Wihrend in der
Interphase  MSC durch verschieden lange, ineinander eindringende Kontaktstrukturen
verbunden waren, die z.B. mit Antikoérpern gegen P-Catenin dargestellt werden konnten
(Abb. 31A), rundeten sich die Zellen in Mitose — wie typisch — ab und wiesen weniger Zell-
Zell-Verbindungen auf. Sie behielten aber stets eine Reihe von briickenartigen Processus
adhaerentes, tiber die sie auch wihrend der Zellteilung mit Nachbarzellen in Kontakt blieben
und sich so in der Telophase in den jeweiligen topologischen Zusammenhang mit den

Nachbarzellen abflachend zuriickbilden (Abb. 31B).

4.2.6 Analyse der MSC-,,Junctions* mit Doppelimmunfluoreszenz-LSM

Um die Adhésionsmolekiile genauer zu lokalisieren, auch in Bezug untereinander, wurden die
MSC auch mit LSM und Doppelmarkierungen untersucht. N-Cadherin (Abb. 32A, B, griin)
erschien dabei in einer nahezu vollstindigen Kolokalisierung mit a-Catenin (Abb. 32A, B,
rot) sowohl an den Punctum-artigen Kontaktstellen der Zellkérper als auch in den Processus
adhaerentes, wie anhand der gelben Misch-Farbe in den entsprechenden Aufnahmen
ersichtlich wurde. N-Cadherin (Abb. 32C, griin) kolokalisierte so z.B. ebenfalls mit Protein
p120°" (Abb. 32C, rot) und B-Catenin (Abb. 32D). dabei wurde auBerdem eine weitgehende
Kolokalisierung von B-Catenin und Afadin festgestellt (Abb. 32D). Auch die
transmembranproteine N-Cadherin und Cadherin-11 schienen in derselben Verteilung

vorzukommen (nicht gezeigt).
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Abb. 32. Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie (LSM) von humanen MSC. Immunfluoreszenz mit Antikorpern

gegen N-Cadherin (A, B, C griin), a-Catenin (A, B rot), B-Catenin (D, rot) bzw. Protein p120" (C, rot) und

Afadin (D, rot). Nur die Misch-Aufnahmen sind gezeigt; die jeweilige gelbe bzw. orange Farbung demonstriert
die Kolokalisierung , so z.B. die nahezu vollstdndige Kolokalisierung von N-Cadherin mit a-Catenin (A, B) bzw.
mit Protein p120°" (C) oder von B-Catenin mit Afadin (vgl. D). Lange Ausliufer (Processus adhaerentes)
dringen u. a. auch tief in das Innere benachbarter Zelle ein, d.h. in meist als enge Invaginationen ausbildende
Recessus und verkniipfen die Zellen vielfach, manchmal in fast periodischen Anordnungen (,,Batterien” z.B. B),
manchmal in iiber Lingen bis zu 40 pm. N-Cadherin, a-Catenin und Protein p120“" kolokalisieren dabei eng
miteinander und erscheinen oft an den Zell-Kontakt-Zonen und entlang den langen Processus adhaerentes.
Eichstriche: (A) 50 um; (B-D) 20 pm.

Die Zellauslaufer (Processus adhaerentes) waren generell sehr reich an Aktin-
Filamenten, was sowohl durch Antikorper- als auch durch Phalloidin-Reaktionen dargestellt
werden konnte. Entsprechendes galt auch fiir Myosin — und a-Actinin-Antikorper. Letztere
erlaubten auch die gesamte Darstellung der weitgehend geordneten —teilweise periodischen-
a-Actinin-haltigen ,,Dense bodies* ldngs der Actin-Mikrofilament-Biindel sowohl in den

MSC-Zellkorpern als auch in den Ausldufern (Abb. 33A-E), wobei die mittleren Abstdnde
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der a-Actinin haltigen Strukturen zwischen 0.7 und 1.2 um variieren konnten (Abb. 33D, E),
also durchaus in einem Bereich, der auch bei einigen anderen Nichtmuskel-Zelltypen
angegeben wurde (vgl. u.a. Sanger et al., 1983; Geiger et al., 1984; Ubersicht iiber die a-
Actinin Isoformen bei Blauchard et al., 1989).

E

Abb. 33. Doppelmarkierungs-Immunfluoreszenz-LSM von MSC-Kulturen nach Reaktion mit Antikdrpern gegen o-
Actinin (Mause mAk, rot), und B-Catenin (Kaninchen Ak, griin). Das B-Catenin ist an den interzelluldren, oft
briickenartig erscheinenden Zell-Zell-Verbindungen (einige davon sind in A durch Pfeile gekennzeichnet) - ebenso
wie in den Zellkernen — angereichert. Man beachte u.a., dass hier — durchaus typisch — eine die — die zentral
positionierte- Zelle mit fiinf anderen Zellen iiber viele Zellausldufer verbunden ist (A) und dass der eine
Zellauslaufer (in ,,Nord-Siid““-Richtung sich erstreckend) mit insgesamt mindestens fiinf Zellen ,,Junction“-Kontakte
ausgebildet hat. Ein besonders langer Ausldufer ist in C dargestellt (,,ost-west* Strecke in Bild iiber 300 um). Die
beiden Teilvergroferungen (D, E) stellen beispiele der recht regelmédBigen Anordnungen von a-Actinin-haltigen

“Dense bodies” ldngs der Mikrofilament-Biindel in den Ausldufern dar. Eichstriche: (A-C) 25um; (D, E) 5 pm.
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Die Actin-bindenden Proteine der ERM-Familie Ezrin, Merlin und Moesin erschienen
dagegen mehr diffus, dabei anscheinend oft in Korrelation mit der Verteilung der Actin-
Mikrofilamente (z.B. Abb. 34), Ezrin dabei auffillig dicht in den Microvilli und den
Processus der Zellen. Drebrin war oft an den Zellauslédufern und Lamellipodien nachzuweisen
(nicht gezeigt).

Das ,,Gap Junction“-Protein Connexin 43 reagierte - wie erwartet - entlang den Zell-Grenzen

in punkt- bzw. strichférmigen Muster (nicht gezeigt).

Abb. 34. Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie (LSM) einer MSC-Kultur mit Darstellung von B-Catenin-
haltigen Puncta adhaerentia oder Fasciae adhaerentes (griin) und durch den Ezrin-Gehalt (rot) sichtbaren
Zellkorper und Processus adhaerens-Strukturen, von denen ein besonders langer (Nord-Siid-Richtung) sich
allein hier im Bild iiber 480 um erstreckt und zahlreiche Adhérenz-Kontakte mit anderen, z.T. sehr entfernten

Zellen bildet. Eichstrich, 100 um.
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Abb. 35. Doppelimmunfluoreszenzmikoskopische (LSM) Aufnahme einer MSC-Kultur, in der zwei der Zellen

durch Mikrofilament-Biindel ausgewiesen sind, die a-Glattmuskel-Actin enthalten (griin), wéahrend alle plaque-
tragenden Zell-Zell-Verbindungen durch ihren (-Catenin-Gehalt rot bzw. teilweise gelb-orange (Mischfarbe)

erscheinen. Eichstrich, 50 um.

Die z.T. sehr langen, Adhirenz-Verbindungsstrukturen bildenden Processus adhaerentes
konnten auch von der MSC-Minderheit mit besonderen Differenzierungsmerkmalen gebildet

werden. Typische Beispiele solcher sehr langer Zellfortsdtze sind in der Abbildungen 34 und
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35 (a-Glattmuskel-Actin-haltiger Subtyp) vorgestellt. Bei dem langen in Abb. 34 gezeigten
Fortsatz ist allein der im Bild gezeigte — hier durch Reaktion mit dem Actin-assoziiertem
Ezrin dargestellte Abschnitt des Ausldufers linger als 480um und weist saugnapfenartige
Verbindungen mit mindestens fiinf anderen Zellen auf. Entsprechendes gilt auch fiir den sehr
langen a-Glattmuskel-Actin-haltigen Zellauslaufer der Abb. 35, in der zum Vergleich eine
weitere  Glattmuskel-Actin-positive  MSC mit ausgesprochenen Actinfilament-Biindel
(,,Kabel*“-)-Strukturen und Catenin-haltigen Verankerungsstrukturen, auch mit ,,normalen*
Nachbarzellen (*), die nur Nichtmuskelaktin besitzen. Dass diese verschieden langen, z.T.
Neurit-artig erscheinenden Fortsdtze auch Mikrotubuli enthalten, ist in der Abb. 36.
dargestellt.
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Abb. 36. (A-F) Immunflorenzmikroskopische Darstellung von Mikrotubuli — mit Antikdrpern gegen 0-Tubulin

— in Ausldufern von MSC-Zellen, wobei an manchen Stellen einzelne Tubuli aufgeldst werden konnen (A, B, C,
E, farbige (rot) Darstellung; D und F, wegen z.T. besserer Darstellung die schwarz-weiss Aufnahmen von C

bzw. E). Eichstrich, 20 um.
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4.2.7 Elektronenmikroskopie der MSC-Zellverbindungen

Um die Feinstruktur der lichtmikroskopisch beobachteten Zellkontakte und tentakelartigen
Zellfortsatze (Processus adhaerentes) darzustellen, wurde sowohl Transmissions-
Elektronenmikroskopie an  optimal fixierten Zellkulturen als auch Immun-
elektronenmikroskopie der MSC-Kulturen durchgefiihrt. Ultradiinnschnitte von Zellkorper-
Kontakten der MSC zeigten in der Regel ausgeprigt lange, dicht anliegende Zell-Zell-
Kontakt-Zonen, die morphologisch etwa dem Fascia adhaerens-Typ entsprachen und dabei
einen deutlichen elektronendichten Plaque mit ansitzenden Mikrofilament-Biindeln aufwiesen
(Abb. 37A; vgl. auch Abb. 37J).

Die in diinn besiedelten Kulturschalen auffilligen, zahlreichen, z.B. tentakelartig langen
Zellauslaufer (Processus adhaerentes), z.B. mit Beriihrungen ihrer Endabschnitte (,,ET-
Touches*), konnten in gilinstigen Ultradiinnschnitten als einander terminal oder subterminal
iiber ,,Junctions* beriihrende diinne Strukturen z.T. iiber groBe Strecken erkannt werden
(Abb. 37 B,C). An diesen Beriihrungsstellen waren noppenartig, kleine plaque-tragende
Haftstrukturen zu erkennen, die morphologisch Puncta adhaerentia entsprachen (Abb. 37
B,C). Um die Zusammensetzung dieser meist recht kleinen (30-200 nm Durchmesser)
,wJunctions® zu charakterisieren, wurden solche Zellen auch immunelektronenmikroskopisch
untersucht: Immungold-Lokalisierung ~ mit  Silber-Verstirkung  bestdtigte  die
lichtmikroskopische Befunde, dass, all diese kleinen plaque-tragenden Puncta-Strukturen
typische Puncta adhaerentia-Proteine enthielten (Abb. 37 D stellt ein Beispiel mit B-Catenin
vor).

Die Processus-Ausldufer und ihre Puncta-tragenden Anheftungsstrukturen erschienen in
verschiedenen morphologischen Varianten, von denen einige Typen, in Abb. 37 E-G
vorgestelt sind.

An vielen Stellen sah man auch, dass solche Zellausldufer in entsprechende
Invaginationen der Plasmamembran einer Nachbarzelle (Recessus peniti) eingedrungen
waren, die sie in engem, manschettenartigen Junction-Kontakt ausfiillten, wobei den beiden
beteiligten Membranen meist ausgedehnte cytoplasmatische Plaques aufsa3en (Abb. 37 H, I).
Solche verschieden langen ,,Verwurzelungen von meist relativ diinnen (Durchmesser 0.1-0.4
um) Ausldufern (Processus) konnten an vielen Stellen sehr tief in die Nachbarzelle-
Invaginationen eindringen, wobei sie lichtmikroskopisch bis zu etwa 40 nm Lange verfolgt
werden konnten (vgl. z.B. Abb. 32). An vielen Stellen schienen die jeweilige Plaque-

Strukturen kontinuierlich, jedenfalls ohne erkennbare Unterbrechung durch Plaque-lose
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Zonen, zu sein, was auch zu der in der im Immunfluoreszenzmikroskop beobachteten
durchlaufenden Plaque-Protein-Positivitdt passt (vgl. u.A. auch Abb. 32-34) und die
Erkldrung einer Entstehung solcher Haftungen durch Fusion von vielen Puncta adhaerentia-
Strukturen nahe legt.

Die hdufig auffillige, eng paralelle, gewissermallen Batterie-artige Manubria - mit
lateralen Abstidnden bis zu etwa 2 um hinunter — unterstricht den reguléren Charakter dieser
Verankerungen und deutet auf eine funktionelle Rolle hin. An Zellausldufer wie auch — dies
anscheinend seltener — an den Processus konnten zwischen den Puncta adhaerentia
eingesprengt auch einzelne Nexus (,,Gap Junctions*), beobachtet werden (Abb. 35J).

Die zellbiologische Dynamik dieser Manubrium-Verwurzelungen, besonders ihre
Bildung und Abbau, wird derzeit licht- und elektronenmikroskopisch untersucht (C. Grund, C.
Kuhn und W.W. Franke, Abteilung Zellbiologie des DKFZ).

Abb. 37. Elektronenmikroskopische Darstellungen der Zell-Zell-Verbindungen und Zellaslduferkontakte von
MSC. (A-C) Transmissionselektronenmikroskopische Abbildungen: Lange, dicht anliegende Zell-Zell-
Verbindungen (vom Fascia adhaerens-Typ) sind mit elektronendichten cytoplasmatischen Plaques assoziiert,
die Cytoskelett-Filamente verankern. (B) Zwei Zellen bilden lange tentakelartige Zellauslaufer (,,ET-Touches®),
die sich gegenseitig beriihren (Kontaktstelle mit Klammer bezeichnet). (C) VergroBerte Abbildung der durch
Klammer bezeichnete Stelle in (B). Die langen Ausldufer (,,ET-Touches®) zweier Zellen bilden ausgedehnte
,unction“-Zonen vom Puncta adhaerentia-Typ (Pfeile). (D) Immunelektronenmikroskopie mit durch
Silberreaktion verstirkter Immungold-Lokalisierung von B-Catenin an einer dhnlichen wie der in B und C
bezeichneten Struktur. B-Catenin (Gold-Granula) lokalisiert an den von Zellauslédufern gebildeten noppenartigen
Puncta-Kontaktzonen (Pfeilkdpfe). (E-G) Verschiedene Erscheinungen der ,,ET-Berithrungen®: In (E) bildet ein
Zellauslaufer eine einzelne, kriftige, viele Mikrofilamente verankernde Plaque-tragende (Pfeil) Struktur mit
einer anderen Zelle. In (F) sind in einer #hnlichen Situation mehrere ausgedehnte ,,Junction“-Plaques
beobachtbar (Pfeile). In (G) bilden zwei benachbarte Zellen lange Zellausldufer, die sich - ineinander
verschachtelt - eng beriihren. Hier sind nur Ansédtze von Zell-Zell-Kontaktstellen, aber noch keine definierten
Plaque-tragenden Strukturen beobachtbar (siche Pfeile). (H-I) Zellausldufer, die eng in die entsprechenden
Invaginationen (Recessus) einer anderen Zelle eingepasst sind (Manubrium penitum) und damit die zwei
benachbarten Zellen miteinander verankern, wobei eine Art ,,Manschette® mit einem groBen ununterbrochenen
Plaque-besetzten ,,Junction“ entsteht, wahrscheinlich als Folge einer Art Fusion vieler Puncta adhaerentia. (J)
Puncta adhaerenia (Pfeile) und eine ,,Gap Junction® (griiner Stern).

Eichstriche: (A, C-J) 0,5 um; (B) 2 pm.
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4.2.8 Quantitative und dynamische Aspekte

Haufigkeit (hier: Anzahl pro Zelle) und Lénge der Processus Adhaerentes und ihrer
Zell-Zell-Haftstrukturen (Puncta adhaerentia) variieren stark in den MSC-Kulturen. Wihrend
sehr lange (50-500um) Fortsédtze, vor allem auch solche, die Kontakte mit anderen Zellen
bilden, in relativ spérlich besiedelten Kulturschalen hdufiger vorkamen, waren diese in
subkonfuenten Kulturen, d.h. nach wenigen Tagen schon selten, und in konfluenten bzw.
postkonfluenten Kulturen gab es dann fast nur noch relativ kurze (Briicken-Typ), jedoch
hdufige Zell-Zell-Verbindungen. Dabei konnten Héufigkeiten von mehr als 70
Adhérenzverbindungen pro Zelle und laterale ,,Packungsdichten von iiber 5-7 pro pm
festgestellt werden. Abb. 38A und B geben einen Eindruck davon, wie MSC — auch als
mesenchymale Zelle — durch ganze Serien solchen benachbarter Haftstrukturen verkniipft
sind.

Die Mechanismen der Bildung und Verdnderung der Fortsitze, vor allem auch der
Reduktion der besonders langen Processus, soll nun in gezielten molekularbiologischen
Experimenten und kinematographischen Analysen untersucht werden, auch in siRNA-

Experimenten zur Aufklarung einzelner Komponenten.
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Abb. 38. Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie (LSM) zu hoher Zelldichte — d.h. nahezu konfluent gewachsene
— Kulturen humaner MSC, in denen die sehr hiufigen Zellfortsdtze bzw. Zell-Zell-Verbindungen durchweg
relativ kiirzer erscheinen, aber noch die gleichen molekularen Komponenten enthalten wie in den weniger dicht
gewachsenen Kulturen (vgl. friihere Abbildungen). Diese Verbindungsstrukturen sind hier durch
Kolokalisierung von B-Catenin (griin) mit N-cadherin (rot, A), bzw. mit Cadherin-11 (rot, B) in orange (A) bzw.
gelber (B) Mischfarbe dargestelt. In A sind die Zellkerne mit DAPI gefirbt. Eichstriche; A, B, 25um.
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4.2.9 Nachweise verschiedener Cadherin-mRNAs

Die fragliche Expression der Gene des Protein p0071 und verschiedener Cadherinen wurde
auch mit der RT-PCR-Methode untersucht. Gesamt-RNA wurde aus MSC und diversen
Kontrollzellen (A431-, U333 Glioma- und HUVEC-Zellen) extrahiert und spezifische
,.Primer benutzt, um ihre mRNAs nachzuweisen. Fiir VE- und T-Cadherin wurden HUVEC-,
fiir P-Cadherin A431-, fiir N-Cadherin U333 Glioma-Zellen, und fiir Protein p0071 humanes
Herzgewebe als Positivkontrolle verwendet. Bei allen RT-PCR-Untersuchungen entstand
auch in MSC ein cDNA-Produkt (P-Cadherin: Abb. 39; T-Cadherin: Abb. 40, andere
Cadherine nicht gezeigt).

Das P-Cadherin-Transcript wurde in A431-Zellen (Abb. 39, Spur 2) in groBen Mengen; und
in MSC (Spur 1) und T98G-Glioblastoma-Zellen (Spur 6) in sehr kleinen Mengen
nachgewiesen; . Negativ blieben die Ansdtze bei HUVEC- (Spur 3), PLC- (Spur 4), U333
Glioma- (Spur 5) und U373MG Glioma-Zellen (Spur 7) sowie bei Astrocyten-Primérkulturen
der Maus (Spur 8).

Das T-Cadherin-Transcript wurde in HUVEC- (Abb. 40, Spur 5), MSC (Spur 6) und U333
Glioma-Zellen (Spur 7) nachgewiesen, wiahrend die Negativkontroll-Ansdtze (Spuren 2-4)

negativ waren.
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1 2 3 45 6 7 8 9 10

Abb. 39. RT-PCR Nachweis der mRNA von P-
Cadherin in MSC

Ein P-Cadherin entsprechendes Produkt war in
MSC-Material schwach erkennbar, jedoch nicht
notwendigerweise signifikant (Spur 1). Als
Positivkontrolle dienten A431-Zellen, die zum
Erscheinen einer starken Bande fiihrten (Spur 2).
In HUVEC- (Spur 3), PLC- (Spur 4), U333
Glioma- (Spur 5) und U373 Glioblastoma- (Spur

7) Zellen sowie in primidre Balb/c Astrocyten-

Abb. 40. RT-PCR-Nachweis der mRNA von
T-Cadherin in MSC

Ein T-Cadherin entsprechendes Produkt war in
HUVEC- (Spur 5), MSC- (Spur 6) und U333
Glioma-Zellen (Spur 7) nachweisbar. Als
Negativkontrollen dienten Ansétze ohne ,,Sense-
Primer* (Spur 2), ohne ,,Antisense-Primer* (Spur
3) und ohne ,,Template” (Spur 4). In Spur 1
wurde ein Grofenstandard (Bluescribe Vector,

mit Hinf I verdaut) aufgetragen.

Kulturen (Spur 8) war keine Bande nachweisbar.
Ein schwaches Signal wurde auch in T98G-
Glioblastoma-Zellen (Spur 6) beobachtet aber
hier gilt das gleich wie fiir die MSC-Zellen
(s.0.). Als Negativkontrolle diente ein Ansatz
ohne ,,Template” (Spur 9). In Spur 10 wurde ein
GroBenstandard (Bluescribe Vector, mit Hinf I

verdaut) aufgetragen.

Die cDNA von Protein p0071 wurde in MSC als eine deutliche Bande nachgewiesen was auf
die Synthese dieses Plaque-Proteins hinweist. Da die mRNAs von T-, VE-, N- und P-
Cadherin deutlich nachweisbar waren, muss gefolgert werden, dass in MSC das
Expressionsmuster der Gene von ,Junction“-Proteinkodierenden Gene auf mRNA-Ebene

deutlich vielfaltiger als auf Protein-Ebene ist.

4.2.10 Abwesenheit von Syndecan-1 in MSC-Zell-Zell-Verbindungen

Syndecane sind an Zelloberflichen-Glykoproteine (u.a. Bernfield et al., 1992; Elenius und
Jalkanen, 1994; Rapraeger, 2000), die aber bisher nicht mit Sicherheit als konstitutiver
Bestandteil von Adhédrenz-Verbindungen nachgewiesen worden waren. Vor allem fiir
Syndecan-1 war aber eine Assoziation mit dem Cadherin-Catenin-System - vor allem in
Epithelzellen - auch durch einige Immunlokalisierungsergebnisse nahegelegt worden (vgl.

z.B. Zimmermann et al., 2001). AuBerdem war berichtet worden, dass Syndecan-2 Ezrin
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binde und damit generell als Transmembran-Partner von ERM-Proteine in Frage kidme
(Bretscher et al., 2002; Granés et al., 2003).

Da ein konstitutiv Transmembranpartner von Ezrin - bzw. allgemein ERM-Proteinen in
verschiedenen Zellen und Geweben bisher nicht identifiziert werden konnte - auch in U333
Glioma-Zellen und MSC nicht -, (zur Augenlinse siehe auch Straub et al., 2003), wurde
versucht, mit Antikorpern gegen Ezrin aus MSC-Lysaten erhaltene Immunprézipitate auf das
Vorhandensein von moglichen Bindungspartnern zu priifen. Proteine des Immunprézipitats
wurden daher durch SDS-PAGE aufgetrennt, mit kolloidalem Coomassie-Blau angeférbt, die
sichtbaren Polypeptidbanden ausgeschnitten und mit MALDI-MS analysiert.

In solchen Analysen wurde u.a. als moglicher Bindungspartner von Ezrin das sog. ,,Syndecan-
binding-Protein“ gefunden, welches wohl dem Syntenin entspricht (Zimmermann et al.,
2001). Syntenine sind Proteine, die in Epithelzellen sowohl mit E-Cadherin als auch mit
Syndecan-1 Komplexe bilden kénnen. Das musste als Hinweis auf das grundsétzliche
Vorkommen von Syndecanen in MSC-Zellverbindungen angesehen werden, und daher wurde
versucht, mit kommerziell erhéltlichen Antikorpern gegen die Syndecane-1 bis -4 in MSC und
U333 Glioma-Zellen, die jeweilige Bindungspartner zu identifizieren.

Uberraschenderweise reagierten dabei Syndecan-1-Antikdrper der Firma Zymed in MSC an
Zell-Zell-Verbindungsstellen. Andere kommerziell erhéltliche Antikorper gegen Syndecan-1
wie auch selbst hergestellte Meerschweinchen-Antikorper (vgl. Material und Methoden)
dagegen reagierten nur diffus an der Zelloberfliche und nicht bevorzugt an Junctions.

Die Zymed-Antikérper gegen Syndecan-1 reagierten jedoch im Immunblot-Verfahren
hauptsdchlich mit einer Polypeptid-Bande, die einem Molekulargewicht von 90 kDa
entsprach, dazu gelegentliche schwachen Banden bei 36, 55 und 200 kDa.

Durch 2D-SDS-PAGE-Kontroll-Experimente von Frau Dr. Wiebke Peitsch hat sich dann aber
herausgestellt, dass die Kaninchen-Antikérper-Préaparation der Firma Zymed mit B-Catenin
kreuzreagiert. Daher muss die Reaktion an Zell-Zell-Verbindungsstrukturen als Reaktion mit
dem dort bekanntlich angereicherte B-Catenin angesehen werden. Diese wirkliche Identitét
des Antigens wurde auch dadurch bestitigt, dass alle Zell-Zell-Adhirenz-Reaktionen, die mit
diesem Zymed-Antikorper-Priparat erzielt waren, mit authentischen Cadherin- bzw. Catenin-
Antikorpern reproduziert wurden. Ergebnisse, die mit dem besagten Zymed-Priparat erhalten
worden waren, wurden daher dem nachgewiesenen B-Catenin zugeschrieben.

Antikorper gegen Syndecan-2, -3 und -4 zeigten eine diffuse Lokalisierung an der

Zelloberflachen, farbten aber nicht die Zell-Zellgrenzen.
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5 DISKUSSION

5.1 Mesenchymale Zellen und Tumore

Als "Mesenchym" wird in der Regel eine Anordnung, vor allem ein locker
gefligtes - vor allem embryonales - Gewebe verschiedengestalter, oft spindelférmiger Zellen
bezeichnet. Primdre mesenchymale Zellen entstehen aus Epithelgewebe, insbesondere aus
dem Epiblast bzw. Ektoderm (Dye, 2002), und sind - im Gegensatz zu den Zellen der
Epithelien - nicht obligatorisch und einer bestimmten - flichig angelegten - Gewebeordnung
folgend miteinander verbunden (zu embryonalem Mesenchym siehe u.a. Franke et al., 1982a,
1983; Tam und Beddington, 1987; Hashimoto und Nakatsuji, 1989; Lawson et al., 1991;
Hogan et al., 1994; Papaioannou, 2004). Epithelzellen dagegen sind miteinander durch
verschiedene "Junctions" zu einem Zellschichten-System in einem bestimmten Gewebetyp-
Muster vielfach gekoppelt (vgl. Farquhar und Palade, 1963), begrenzen meist die Oberflédche
des Korpers oder die Lumina innerer Organe (zu Epithelzellformationen ohne Lumen siche
z.B. Literatur bei Langbein et al., 2003). Wéhrend die molekulare Zusammensetzung der
Junctions von Epithelien inzwischen als weitgehend aufgeklirt gelten kann (siehe Einleitung
und dort zitierte Artikel) sind mesenchymale Zellverbindungen - abgesehen von bestimmten
Endothel-, Herzmuskel- und Nervenstrukturen - in ihrer molekularen Architektur noch immer
weitgehend unbekannt, sowohl was normale Zellen und Gewebe als auch die davon
abgeleiteten Tumorformen betrifft (Ubersichten zu mesenchymal abgeleiteten Tumoren
finden sich in der Pathologie-Literatur u.a. bei Henderson et al., 1986; Ghadially, 1988;
Katenkamp und Stiller, 1990; Enzinger und Weiss, 1995; Damjanov und Linder, 1996;
Dickersin, 2000; Weiss und Goldblum, 2001).

Bereits zu Beginn der Arbeiten zu dieser Dissertation fielen mehrere sowohl
ultrastrukturell als auch molekular ungewo6hnliche Zell-Zell-Verbindungstypen auf, die nicht
unter die bisher klassifizierten Adhéirenz-Zellverbindungen (vgl. Einleitung, Tab. 2)
subsumiert werden konnten und offensichtlich Strukturen eigener Art waren. Wegen ihrer
besonderen biologischen Bedeutung wurden dann zwei von ihnen in das Zentrum der
weiteren Untersuchungen gestellt: Einmal die hochst komplexen - und oft ausgedehnten -
Junctions zwischen Astrocytomzellen, vor allem in Kulturen, die in der Zellbiologie schon
vielfach als besondere "Referenz-Linien" dienten, etwa bei der Erforschung des Cytoskeletts
(vgl. u.a. Angaben und Ubersichten bei Pontén et al., 1969; Bignami und Dahl, 1985; Dahl,
1981; Dahl et al., 1981; Osborn et al., 1980, 1981, 1984, 1989; Schnitzer et al., 1981;
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Yokoyama et al., 1981; Huber und Matus, 1984; Eng et al., 1985; Sarker und Cowan, 1989;
Trojanowski, 1989; Schwechheimer, 1990; Pekny und Pekna, 2004), und zum anderen die in
threr molekularen Zusammensetzung recht schlichten "Adhering Junctions" (AJ), die
mesenchymale Stammzellen miteinander verbinden, sei es als kleine Puncta adhaerentia oder
als verschieden lange Adhdrenz-"Pfahlwurzeln" (Manubria adhaerentia; "Adherens
Interlocks"). Diese beiden Zelltypen und ihre Junction-Strukturen sind auch deshalb von
Anfang an zusammen betrachtet worden, weil - wie sich bald herausstellte - beide verschieden

lange, teils verzweigte Kontakt-suchende, Tentakel-artige Fortsétze bilden konnen.

5.2 Bedeutung der Glia-Zellen in Biologie und Medizin

Gliazellen sind nicht-neuronale Zellen des Nervensystems, die Neuronen
unterstiitzen und gemeinhin in Mikroglia ("Gehirnmakrophagen") und Makroglia unterteilt
werden konnen. Letztere (Astrocyten und Oligodendrocyten) stammen urspriinglich aus dem
Ektoderm (eine neuere Ubersicht z.B. bei Panicker und Rao, 2001). Astrocyten nehmen am
Stoffwechsel der Neuronen teil, zeigen eine vielféltige Morphologie und in vielen Féllen eine
gewisse polare Anordnung: Ein Teil ist den Gehirnkapillaren zugewandt, der andere den
Neuronen. In meisterlicher Klarheit ist diese typische Konstellation zum Beispiel bereis 1981
als Titelbild (Abb. 41) der einschldgigen Anthologie, die unter dem Titel "Glial-Neurone
Interactions" von J.E. Treherne herausgegeben worden ist und erstmalig im "Journal of

Experimental Biology" erschienen war.

il iy

Abb. 41. Skizze als Titelbild der Anthologie "Glial-Neurone Interactions" (J.E. Treherne, Hrsg., 1981), in der

die "krakenartige" Position des Astrocyten mit seinen typischen Zellfortsdtzen dargestellt ist, die mit ihren
Saugnapf-artigen "End-feet" sowohl mit den Kapillaren (links) als auch den Neuronen (rechts) in vielfachem

Kontakt stehen.
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Somit befinden sich Astrocyten oft in einer Position, die eine Bildung von heterotypischen
Zellverbindungen begiinstigt, ja geradezu erzwingt, ndmlich mit Neuronen einerseits und mit
Endothelzellen oder auch Pericyten andererseits, die aber auch homotypische Kontakte mit
anderen Astrocyten erlaubt (Literatur und Ubersichten u.a.: Phelps, 1972; Bloom und Fawcett,
1975; Peters et al., 1976; Weiss und Greep, 1977; Treherne, 1981; Landis und Reese, 1981;
Bir, 1983; Zenker, 1994; Jones und Cowan, 1997; zur Evolution vgl. auch Lane, 1981;
Orkand et al., 1981). Die eigentliche Blut-Hirn-Schranke bilden mit Hilfe der "Tight
Junctions" (TJ) aber die Endothelzellen, Astrocyten sind hier nur zusitzlich mit der
Umbhiillung und Unterstiitzung der Hirnkapillaren beteiligt (vgl. Kapitel 4.1.11). Das
Cytoskelett der Astrocyten, besonders der sog. fibrilliren Astrocyten, ist sind meist reich an
zelltypischen Intermedidrfilamenten (IF; "Gliafilamente"); sie konnen aber auch - oft -
zusitzlich Vimentin-IF enthalten (Schnitzer et al., 1981; weitere Literaturangaben im vorigen
Abschnitt).

Obwohl Glia-Zellen die Mehrheit der Zellen im zentralen Nervensystem
repriasentieren, haben sich bisher nur relativ wenige Arbeiten damit beschéftigt, ihre
interzelluldren Verbindungen zu charakterisieren, sowohl in normalen als auch in maligne
transformierten Zellen (vgl. z.B. Liu und Bahu, 1975; Nabeshima et al., 1975; Landis und
Reese, 1982; Hirose et al., 2001). Was insbesondere die Plaque-tragenden Adhaerens-
Verbindungen angeht, wurde das Vorkommen N-Cadherin-haltiger AJ von verschiedenen
Glia-Zelltypen berichtet, so von primdren Astrocyten-Kulturen (u.a. Neugebauer et al., 1988;
Tomaselli et al., 1988; Perego et al., 2000, 2002), Glioma- bzw. Oligodendrocyten-Kulturen
(Payne et al., 1996; Gerhardt et al., 2000a,b) und auch bestimmten Gliazellen in situ (u.a.
auch Schwann-Zellen; Dermietzel, 1974; Mugnaini und Schnapp, 1974; Reale et al., 1975; zu
Angaben und Literaturzitaten zu TJ bzw. Claudinen in Myelinscheiden bei Morita et al., 1999,
und in der jlingst erschienenen Arbeit von Miyamoto et al., 2005; zu AJ siehe u.a. Bixby et
al., 1988; Hasegawa et al., 1996; Vazquez-Chona und Geisert, 1999; eine umfangreiche
Literatur-Ubersicht findet sich bei Redies, 2000). Das arm-Protein Neurojungin
(8-Catenin/NPRAP; vgl. Paffenholz et al., 1997) kommt z.B. auler in AJ von Neuronen auch
in bestimmten Gliazellen vor (z. B. Miiller-Glia-Zellen der Retina; vgl. Paffenholz et al.,
1999). Das Vorkommen der TJ-Proteine Occludin (Bauer et al., 1999) und Protein ZO-1
(Howarth et al., 1992) in primiren und sekundiren Astrocyten-Kulturen wurde ebenfalls
berichtet.

Wegen ihrer besonderen anatomischen und histologischen Position sind Makroglia-

bzw. Glioma-Zellen daher ein geeignetes Untersuchungsobjekt fiir die Aufkldrung homo- wie
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heterotypischer Zell-Zell-Verbindungen. Dabei sollten die auffilligen Zellverbindungen in
bestimmten Glioma-Kulturzellen zundchst untersucht werden, auch als Voraussetzung fiir

spitere Untersuchungen an Zellen normaler und maligne transformierter Gewebe.

5.2.1 Ein neuer Typ von Adhering Junctions: Die Colligatio permixta von Glioma- und
Glia-Zellen

Zunichst in den untersuchten Zellkulturen von Astrocytom-Linien (z.B. U333), dann
aber auch in anderen Glioma-Linien, in entsprechenden Tumoren in Situ und in priméren
Zellkulturen von Astrocyten aus Méiuse-Gehirn, wurden verschieden grofle und gestaltete
Zell-Zell-Verbindungen beobachtet, die offenbar eine neuartige Struktur, gewiss aber ein
neuartiges Struktur-Ensemble von Junction-Proteinen darstellten. Deshalb sind sie als neuer
komplexer Typus von Zellverbindungen klassifiziert und bezeichnet worden: Colligatio
permixta (CP).

Das Auftreten solcher hdufiger und ausgeprégter Zellverbindungen in Astrocyten und
davon abgeleiteten Tumoren ist eigentlich nicht erwartet worden, da in der ausgedehnten
Fachliteratur zu diesen Zelltypen nur selten - und meist nur wage - Hinweise auf Junctions
dieser Kategorie zu finden sind, immunhistochemische Lokalisierungen anscheinend gar
nicht. So findet man in der immer noch ausfiihrlichsten elektronenmikroskopischen Ubersicht
"The Fine Structure of the Nervous System" von Peters, Palay und Webster (1976) neben
Bildern von durchaus auffilligen und klaren "Gap Junctions" nur wenige und in der
Beschreibung recht unklare Hinweise auf nicht-synaptische, plaque-tragende Strukturen, so

am deutlichsten noch auf Seite 240-241 (auch dort aber ohne Bildbeispiel):

"Also occurring between the plasma membranes of adjacent astrocytes are punctate adhesions
that have some features in common with zonulae adhaerentes (Farquhar and Palade, 1963), and
are therefore called puncta adhaerentia ... At such puncta the distance between adjacent
membranes increases to about 25 to 30 nm, and the two plasma membranes come to lie exactly
parallel to each other. No central line is apparent in the interval between the adjacent
membranes, but these adhesions are characterized by some increase in electron density both

within the gap and in the cytoplasm immediately on each side of the adhesions."

Ahnlich spirlich und unklar, was Gliatumore betrifft, sind Angaben in entsprechenden
Pathologie-Anthologien, wie z.B. die von Ghadially (1988; vgl. dort Angaben {iber

"desmosome-like structures" in some "Schwannomas"), Henderson et al. (1986; dort z.B.
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"small intermediate junctions, Fig. 17.4) oder Dickersin (2000; dort z.B. S. 499, ohne jedes
Bildbeispiel: "Intercellular junctions are found in astrocytomas but they are ususally
infrequent and small.").

Das generelle Vorkommen von N-Cadherin in Nervengewebe, und zwar in
Neuronen wie in Glia-Zellen, auch in Astrocytomen und Glioblastomen, war zwar schon
lange bekannt (Hatta und Takeichi, 1986; Hatta et al., 1987; Hirano et al., 1987; Takeichi,
1988, 1993; Tomaselli et al., 1988; Redies et al., 1992, 1993a, b; Redies und Takeichi, 1993a,
b; Shinoura et al., 1995; Literatur-Ubersichten bei Okada, 1996; Redies, 2000), ebenso das
Vorkommen von a-Catenin (Shinoura et al., 1995). Kiirzlich haben Perego et al. (2002) das
generelle Vorkommen von N-Cadherin in primdren Ratten-Astrocyten-Kulturen wie in
diversen Menschen-Astrocytoma- bzw. -Glioblastoma-Zellkultur-Linien, zusammen mit den
Plaque-Proteinen a- und B-Catenin und dem AJ-Protein LIN-7, nachgewiesen, verbunden mit
der Aussage, dass eine relativ geringe Stabilitit und AJ-"Ordnung" zu einem erhohten
Motilitts- und Invasionsverhalten solcher Tumorzellen fithren wiirde.
Umso mehr hat die Haufigkeit und morphologische Vielfalt der Colligationes permixtae in
Glioma-Zellkulturen T{berrascht, wobei die Moglichkeit der immuncytochemischen
Ansprache und Differenzierung besonders sicher hilfreich war. Die molekulare Ausstattung

des CP-Grundtypus ist in der Tabelle 12 zusammengefasst.

Tab. 12. Proteine, die immunfluoreszenz-mikroskopisch und biochemisch
in der Colligatio permixta menschlicher Glia- und Gliom-Zellen

nachgewiesen werden konnten (vgl. auch Tab. 4 und 5).

Transmembran-Proteine Plaque-Proteine
a-Catenin
B-Catenin
Protein p120°"
N-Cadherin Protein ARVCF
Plakoglobin

Cadherin-11

Plakophilin 2
(VE-Cadherin)*
Protein ZO-1
Protein ZO-2
Cingulin

Afadin

Vinculin

*In manchen Zellen deutlich, in vielen aber nicht nachzuweisen.
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5.2.1.1 Die Cadherine der Colligatio permixta

Die Colligatio permixta (CP) von Glioma-Zellen ist durch ein typisches Ensemble

von drei Cadherinen charakterisiert, wobei diese nicht alle in allen Zellverbindungen
vorzukommen scheinen. Grundsitzlich konnen in Astrocytomzell-Kulturen drei Cadherine
nebeneinander angetroffen werden: N-Cadherin, Cadherin-11 und VE-Cadherin.
Das Vorhandensein von N-Cadherin-haltigen Adhérenzverbindungen {iiberrascht nicht, da
dieses Typ-I-Cadherin bereits in AJ von normalen wie pathologisch entarteten Astrocyten in
situ wie in primdren Astrocyten- bzw. Glioma-Kulturen (z.B. Hatta et al., 1987; Hirano et al.,
1987; Bixby et al., 1988; Neugebauer et al., 1988; Matsunaga et al., 1998; Takeichi, 1988,
1993; Tomaselli et al., 1988; Redies und Takeichi, 1993a, b; Shinoura et al., 1995; Véazquez-
Chona und Geisert, 1999; Gerhardt et al., 2000a, b; Perego et al., 2000, 2002), iibrigens auch
in Oligodendrocyten-Kulturen (Payne et al., 1996), beschriecben worden war (weitere
Literaturangaben bei Redies, 2000). Insbesondere ist schon recht friih eine stimulierende und
induzierende Wirkung von N-Cadherin - auf welchem Triger auch immer, also auch von
Glia-Zellen und anderen Neuronen - aufgefallen (u.a. Bixby et al., 1988; Matsunaga et al.,
1988; Tomaselli et al., 1988; weitere Literatur-Angaben bei Colman, 1997; Redies, 1997,
2000; vgl. auch Hazan et al., 2000), und Cadherine - vor allem das N-Cadherin - sind wohl
auch regulatorisch an der Bildung von "Spines" und Synapsen beteiligt (neuere
Literaturiibersichten bei Togashi et al., 2002; Takeichi und Abe, 2005).

Cadherin-11 ist ein Typ-II-Cadherin, welches in vielen Geweben mesenchymalen
Ursprungs vorkommt, oft gemeinsam mit N-Cadherin (Okazaki et al., 1994; Hoffmann und
Balling, 1995; Kimura et al., 1995; Simonneau et al., 1995; Suzuki, 1996; Cheng et al., 1998;
Simonneau und Thiery, 1998; Kashima et al., 1999; Schulz, 1999; Kawaguchi et al., 1999,
2001; Shin et al.,, 2000; De Wever et al., 2004; Hinz et al., 2004; zum Auftreten von
Cadherin-11 im Endometrium und einigen embryonalen Epithelgeweben siche McCalman et
al., 1996). Einige der Immunlokalisierungsbefunde dieser Arbeiten kdnnten so interpretiert
werden, dass Cadherin-11 nicht in allen N-Cadherin-haltigen CPs vorkommt (vgl. z.B. Abb.
14), doch kann derzeit auch eine lokale Unzugdnglichkeit als Ursache einzelner negativer
Reaktionen nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden.

Besonders iiberraschend und entwicklungsbiologisch interessant ist aber das
Auftreten von VE-Cadherin, einem bisher ausschlieBlich in Endothelzellen beschriebenen
Cadherin (Lampugnani et al., 1992, 1995, 2002; Schulze und Firth, 1993; Breviario et al.,
1995; Dejana et al., 1999; Ubersichtsartikel: Dejana, 1996, 2004; zu funktionellen Aspekten
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und mdglichen Bindungspartner siche auch Hordijk et al., 1999, sowie Calkins et al., 2003;
was die besondere Situation der endovaskuldren Trophoblastzellen betrifft, siche Bulla et al.,
2005, und dort zitierte weitere Literatur). Eine endotheliale Kontamination der Glioma-
Zellkulturen konnte dabei mit mehreren "Markern" wie Faktor-VIII, von-Willebrand-Faktor
und Claudin-5 ausgeschlossen werden. Entsprechend wurde auch hier die Glia-Herkunft
dieser Zellen durch den Nachweis von Gliafilament-Protein in allen Zellen nachgewiesen
(vgl. dazu Zitate in 5.1; ferner u.a. Goldmuntz et al., 1986; Rood et al., 2000; zu Schwann-
Zellen siehe auch Hasegawa et al., 1996). SchlieBlich ist eine Kontamination der benutzten -
seit Jahrzehnten etablierten und in unserem Laboratorium mehrfach, so auch im Rahmen
dieser Arbeit klonierten - Astrocytom-Kulturzell-Linien ebenso ausgeschlossen, wie die
Signifikanz der VE-Cadherin-haltigen Junctions durch regionale Segregation (Regionen mit
und ohne erkennbares N-Cadherin in derselben Zelle) demonstriert werden kann (z.B. Abb.
21). Denn wihrend N-Cadherin und Cadherin-11 in den Kulturen meist in vergleichbaren
Mengen und in Kolokalisierung vorzukommen scheinen, was mit dem Vorliegen
isostochiometrischer Heterokomplexe vereinbar wire (zu verschiedenen Struktur-
Vorstellungen von Cadherinen siehe z.B. Shapiro et al., 1995; Steinberg und McNutt, 1999;
Leckband und Sivasankar, 2000; Ahrens et al., 2003), ist das VE-Cadherin meist nur auf eine
Gruppe von Zellen oder sogar nur auf einen Teil der Oberfliche einer bestimmten Zelle
begrenzt (vgl. z.B. Abb. 10, 14). Aber auch das schlie8t die Existenz bestimmter Hetero-
Cadherin-Komplexe - Cis wie trans - in diesen Junctions natiirlich nicht aus.

Dabei erschien sowohl das VE- als auch das N-Cadherin durchaus in Junctions
konzentriert, ob allein oder zusammen oder in Kolokalisierung mit Cadherin-11. Das war
zunidchst besonders bemerkenswert, da die herrschende Lehrmeinung besagte, dass zwar das
VE-Cadherin, nicht aber das N-Cadherin in Junctions von Endothel-Zellen konzentriert sei;
letzteres kdme vielmehr relativ diffus iiber die allgemeine Zelloberfliche verteilt vor
(Salomon et al., 1992; Navarro et al., 1998; Gerhardt und Betsholt, 2003; Jaggi et al., 2002;
vgl. auch Ubersichten von Dejana, 2004; siche aber auch Alexander et al., 1993; Schulze und
Firth, 1993). In der vorliegenden Arbeit konnte das aber sehr bald als Artefakt demonstriert
werden: In immuncytochemischen Versuchen an Kulturen von Endothelzellen - wie etwa
humanen HUVEC- und Astrocytom-Zellen - erschien das N-Cadherin an den Zell-Zell-
Adhérenz-Strukturen konzentriert, wenn nicht sogar iiberwiegend darauf beschriankt, so lange
nur die extrazellulire Ca*"-Konzentration hoch genug war, d.h. >22 pM. Entsprechende
Beobachtungen wurden dann nach Fertigstellung dieser Arbeit auch von Luo und Radice

(2005) berichtet, und zwar sowohl ein Vorkommen von N-Cadherin angereichert in der
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Zonula adhaerens von Blutgefalen in Geweben wie in Kulturzellen (vgl. Schulze und Firth,
1993) als auch - diffus - auf der Oberfliche von Endothelzellen in Kultur. Luo und Radice
(2005) schlieBen in ihren Experimenten bemerkenswerterweise auf eine regulatorische
Beeinflussung des VE-Cadherin-Gens durch N-Cadherin.

Direkte Komplexe der drei Cadherine in den Glioma-Zellen durch "Uber-Kreuz-
Immunprézipitationen" waren bisher nicht nachweisbar, auch keine "Paar-Komplexe" von
jeweils zwei Cadherinen, obwohl in der Doppel-Antikdrper-Immunlokalisierung durchaus
héufig Kolokalisierungen, besonders von N-Cadherin und Cadherin-11, festgestellt wurden
(vgl. Abb. 14). Auf der anderen Seite entspriche, was die Existenz interzelluldrer Komplexe
angeht, das Auftreten von homotypischen Cadherin-Komplexen der dominierenden
"Homotypischen Cadherin-Adhisions-Hypothese" (vgl. ,Besondere Definitionen und
Terminologie®; betr. heterotypischer, trans- wie cis-Komplexe sieche u.a. auch Niessen und
Gumbiner, 2002; Straub et al., 2003).

Regionale bzw. auf einen Subtypus beschrinkte Teilpopulation ist kiirzlich auch fiir
N-Cadherin - groBlenteils aber auBlerhalb von Junctions - in den E-Cadherin-dominierten
Epithelzellkulturen der Linie MDCK berichtet worden (Youn et al., 2005), wobei jedoch vor
allem eine Art Unvereinbarkeit der Bildung von AJ mit beiden Cadherinen (E/N) und ein
negativer Effekt auf die normale epitheliale MDCK-Ordnung behauptet wurde.

5.2.1.2 Zur Bedeutung der Cadherin-Komplexe beim Aufbau von Endothel-Glia-Zell-

Verbinden

In ihrer natiirlichen histologischen Position ist es fiir Astrocyten moglich und typisch -
besonders iiber ihre typischen Zellausldufer mit "EndfiiBchen" ("End feet") -, auller
homotypische Junctions untereinander auch heterotypische Kontakte mit anderen Zelltypen
bilden zu konnen, so z.B. mit Neuronen und Endothelzellen (vgl. u.a. Phelps, 1972; Roots,
1981; Treherne, 1981; Bér, 1983; Wolburg et al., 1994, 2002; Brillaut et al., 2002; Duan et al.,
2004; Hamm et al., 2004). Sei es durch heterotypische Kontakte oder durch sezernierte
Faktoren, Astrocyten scheinen sowohl zur Bildung von semistabilen Neuronen-Kontakten als
auch von Verbindungen mit Endothelzellen - besonders beim Aufbau der Blut-Gehirn-
Schranke - beizutragen (Wolburg et al., 1994; Engelhardt, 2003; Hirakawa et al., 2003; Duan
et al., 2004; dort weitere Literaturangaben). Die Barriere-Funktion bleibt dabei natiirlich
vornehmlich durch die TJ der Endothelzellen - mit Beitrdgen der AJ - bestimmt (vgl.
Ubersichten bei Kniesel et al., 1996; Kevil et al., 1998; Liebner et al., 2000c; Wolburg und
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Lippoldt, 2002; Engelhardt, 2003; Hirakawa et al., 2003; zu AJ und Cadherinen siche u.a.
auch Alexander et al., 1993; Breviario et al., 1995; Hordijk et al., 1999; zu menschlichen
Hirnkapillaren in situ siehe u.a. auch Vorbrodt und Dobrogowska, 2004), andererseits ist
deren enge Wechselwirkung mit den Glia-Zellen aber wohl zur Herstellung und Stabilisierung
eines stabilen Gewebeverbandes und eines typischen "Microenvironment" erforderlich (zu
Gen-Defekt- bzw. -Ausschaltungs-Experimenten und zum Einsatz von Endothelzell-
Astrocyten-Ko-Kulturen siehe auch Rubin et al., 1991; Wolburg et al., 1994; Cecchelli et al.,
1999; Liebner et al. 2000a-c; Brillault et al., 2002; Nico et al., 2003; Dejana, 2004; Hamm et
al., 2004; Luo und Radice, 2005; zu entsprechenden pathologischen Beobachtungen siche
auch Liebner et al., 2000a; Wolburg et al., 2003). Bei den bisherigen Analysen nach
Ausschaltung des Gens fiir VE-Cadherin sind allerdings auBer den - friihlethalen -
Hemmungen der GefdBbildung spezifische Glia-Effekte noch nicht beobachtet worden
(Carmeliet et al., 1996, 1999; Vittet et al., 1997; zu Zell-Transfektions- und
Inhibitionsversuchen siche auch Ali et al., 1997; Bach et al., 1998; van Buul et al., 2002);
hierzu wéren aber wohl auch besondere experimentelle Strategien vonnoten.

Auch in Ko-Kultur-Experimenten von U333-Glioma-Zellen mit Endothel-Zellen hat
sich bei Versuchen im Rahmen dieser Arbeit herausgestellt, dass Glioma-Zellen durchaus
fahig sind, auch in vitro mit Endothelzellen trans-heterotypische AJ-Strukturen zu bilden
(siche z.B. Abb. 23).

5.2.1.3 Plaque-Komponenten der Colligatio permixta

Die in nennenswerten Konzentrationen festgestellten molekularen Komponenten
der Plaques dieser Junctions sind die Arm-Proteine B-Catenin, Protein p120°", Plakoglobin,
Plakophilin 2 und Protein ARVCEF, aber auch die Nicht-Arm-Proteine a-Catenin, Vinculin
(zum generellen Vorkommen von Komplexen der beiden teilverwandten Proteine a-Catenin
und Vinculin in AJ-Plaques siche auch Hazan et al., 1997; Weiss et al., 1998) und Afadin,
aullerdem die als TJ-Komponenten bekannten Proteine ZO-1 und ZO-2 sowie Cingulin
kommen regelméBig in diesen Strukturen vor (zur unterschiedlichen Verteilung von
Plakoglobin und B-Catenin am N-Cadherin von Hithnchen-Hirn-Endothel siehe Liebner et al.,
2000b). Die besondere Cadherin-Komplex-Bildung der Plaque-Proteine ist - auch fiir N- und
VE-Cadherin - in der jiingeren Fachliteratur ausfiihrlich dargestellt worden (Anastasiadis und
Reynolds, 2000; Iyer et al., 2004; Wheelock und Johnson, 2003; Perez und Nelson, 2004;
Hatzfeld, 2005; Schmidt und Jéger, 2005). Die vorliegende Arbeit beweist andererseits jedoch
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schlagend, dass die flir E-Cadherin gemachte Aussage von Mariner et al. (2000), die Proteine
ARVCP und pl120°" wiirden sich gegenseitig als Bindungspartner ausschliefen, fiir die
N-Cadherin-haltige CP nicht zutrifft.

Es wurden also neben den identifizierten Adhéirenz-Verbindungs-Plaque-
Proteinen (beide Catenine, Plakoglobin, p120°", Protein ARVCF) iiberraschenderweise auch
TJ-Proteine in diesen Zellen gefunden, nimlich ZO-1, ZO-2 und Cingulin. Die Proteine ZO-1
und ZO-2 sind allerdings nicht auf TJ beschrinkt, sondern wurden auch schon in AJ-Plaques
von diversen nicht-epithelialen Zellen (u.a. Jesaitis und Goodenough, 1994; Howarth und
Stevenson, 1995; transiente "dynamische" Komplexe mit Cateninen sind von Rajasekaran et
al., 1996, beschrieben worden) und in Verbindung mit Connexinen in "Gap Junctions"
(Giepmans und Molenaar, 1998; Toyofuku et al., 1998, 2001; Ai et al., 2000; Laing et al.,
2001; Singh und Lampe, 2003) beschrieben. Allerdings wurde in den Glioma-Zellkulturen
eine weitgehende Kolokalisierung der ZO-Proteine nur mit CP-Proteinen, nicht aber mit Gap-
Junction-Connexinen beobachtet. Das Vorhandensein von Cingulin in CP war dabei ebenfalls
unerwartet. Dagegen waren die sonst in TJ vorhandenen Transmembran-Proteine Occludin,
JAM und diverse Claudine (sieche "Ergebnisse" sowie "Material und Methoden") in CP-
Strukturen nicht nachweisbar. Bemerkenswerterweise wurden jiingst ein Claudin (Claudin-
19) sowie weitere TJ-Proteine und TJ-&hnliche Strukturen in den Schwannschen Myelin-
Scheiden peripherer Axone nachgewiesen und mit einer elektrophysiologischen
Isolierungsfunktion in Verbindung gebracht (Miyamato et al., 2005).

Ebenfalls war das desmosomale Protein Plakophilin 2, ein Protein mit "dualem"
Vorkommen in Desmosomen und im Zellkern (Mertens et al., 1996, 1999, 2001; Mertens,
1999), regelméBig in den CP nachweisbar, wogegen andere desmosomale Komponenten wie
desmosomale Cadherine, Desmoplakin und andere Plakophiline fehlten. Die CP-spezifische
Kombination des desmosomalen Plaque-Proteins Plakophilin 2 mit der TJ-Plaque-
Komponente Cingulin und den Plaque-Proteinen von AJ ist ungewohnlich, vor allem auch bei
gleichzeitiger Abwesenheit desmosomaler Cadherine. Plakophilin 2 wurde allerdings auch in
den Glanzstreifen des Herzens in nicht-desmosomalen Zell-Zell-Verbindungsstrukturen
lokalisiert (Mertens et al., 1996, 1999; Mertens, 1999; Borrmann, 2000; Grossmann et al.,
2004). Ebenfalls kommt Plakophilin 2 in den heterotypischen Zellverbindungen der Zona
limitans externa der Retina - zusammen mit den Plaque-Proteinen Neurojungin, o- und B-
Catenin, Vinculin, a-Actinin, Symplekin und Protein ZO-1 - vor (Paffenholz et al., 1999),

auch in Zell-Zell-Verbindungsstrukturen desmosomen-freier Zellkulturen nicht-epithelialer
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Herkunft (humane SV80 Fibroblasten und RD Rhabdomyosarkomzellen, 3T3 Maus-
Fibroblasten und RV Rattenzellen aus der glatten GefaBmuskulatur; vgl. Mertens, 1999).

An welche anderen CP-Proteine Plakophilin 2 und Cingulin binden, ist bisher unklar, ebenso
der Mechanismus, durch den Plakophilin 2 und Cingulin in die CP-Plaques integriert und dort
angereichert werden. In der Literatur ist berichtet worden, dass in Desmosomen-Strukturen
Plakophilin 2 mit seinem Kopf-Teil direkt an B-Catenin und Plakoglobin binden kann (Chen
et al., 2002), grundsétzlich auch eine Moglichkeit in CP-Plaques. Da auBlerdem auch eine
Bindung von Cingulin an Protein ZO-1 berichtet worden ist (Cordenosi et al., 1999; D'Atri et
al., 2002), ebenso wie eine Protein-ZO-1-Bindung an a- und B-Catenin (vgl. u.a. Rajasekaran
et al.,, 1996; Itoh et al., 1997; Imamura et al., 1999; was a-Catenin-unabhingige ZO-1-
Bindungen betrifft, sieche auch Yokoyama et al., 2001) und so indirekt auch an E-Cadherin
(u.a. Ohsugi et al. 1997), sind fiir eine Bindung des CP-ZO-1 sowohl Cingulin als auch beide
Catenine als Partner vorstellbar. Diese Interaktionen miissen in Zukunft im Detail - etwa mit
"Yeast-two-hybrid Assays", Immunprézipitationen und "Crosslinking"-Experimenten -
aufgeklart werden.

Der Nachweis von Afadin in CP-Strukturen ist ebenfalls bemerkenswert, da es bisher
wohl in epithelialen und nicht-epithelialen AJ-Strukturen beschrieben wurde, u.a. den
Glanzstreifen des Herzens (Takahashi et al., 1999), Endothelien (Bazzoni und Dejana, 2004)
und Synapsen-Strukturen von Neuronen beschrieben (Ubersichten bei Takai und Nakanishi,
2003; Tanaka et al., 2003; Mandai et al., 1997), nicht aber in Junctions von Astrocyten bzw.

Astrocytomzellen.

5.2.1.4 Zur Signifikanz von Doppelimmunlokalisierungen in CP und anderen komplexen

Strukturen und zur moéglichen histopathologischen Bedeutung von CP

Doppelimmunfluorenzmikroskopie-Untersuchungen in dieser Arbeit haben ergeben,
dass die drei Cadherine und die oben erwédhnten Plaque-Proteine topologisch koexistieren,
d.h. an einem Ort eng beeinander liegen, wo sie - zumindest z.T. - nicht als getrennt aufgeldst
werden. Das Auftreten einer entsprechenden - hier in der Regel gelben - Mischfarbe wird
allgemein dahingehend interpretiert, dass diese Proteine als Bestandteil einer groferen
Struktur - hier also einer CP bzw. des CP-Plaques - vorkommen. Die Kolokalisierung dieser
Proteine war jedoch an vielen Stellen nicht vollkommen, d.h. neben "gelben" Mischfarben-

Strukturen waren auch noch "griine" und "rote" Teilstrukturen erkennbar. Auch grundsitzlich
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bedeutet eine "gelbe" Mischfarbe ja nicht, dass die Proteine Teil derselben molekularen
Struktur sind, sondern nur dass sie sich rdumlich sehr nahe sind.

Ultrastrukturell stellten die CP verschieden groBle Zell-Zell-Verbindungen, in der
Regel mit einem elektronendichten cytoplasmatischen Plaque, dar, z.T. mit einer als
punktierte Linie erscheinende "Midline"-Struktur (vgl. Abb. 18). Desmosomen oder TJ-
dhnliche Strukturen waren nicht nachweisbar. Dieser CP-Typ ist - z.T. mit kleinen
Abweichungen - auch in anderen Glioblastoma-Zellkultur-Linien wie T98G und U373MG
sowie in priméren Astrocyten der Maus und in bestimmten menschlichen Glioblastom-
Gewebeproben nachweisbar.

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, die zelltypische molekulare Ausstattung der
CP auch bei der immunhistodiagnostischen Ansprache von entsprechenden Tumoren
einzusetzen. Eine diesbeziigliche diagnostisch-pathologische Verdffentlichung ist in
Vorbereitung, wobei auch auf die Ergebnisse derzeitiger Subtyp-Klassifizerungsversuche
nach Genexpressionsmustern zu achten sein wird (vgl. z.B. Godard et al., 2003; Kelley et al.,
2005; zu Untersuchungen im biologischen Verhalten tierischer Modell-Glioma-Typen siche
auch Grobben et al., 2002). Dabei ist die in dieser Arbeit erstmals gemachte Beobachtung
eines Gliatumor-Subtypus, dessen CP zusitzlich VE-Cadherin enthalten, also eines
Zelladhésions-Glykoproteins, das bisher nur in Endothelzellen gefunden worden war, von
besonderer Bedeutung und fordert eine ausgiebige Charakterisierung sowohl nach Zelltyp- als
auch nach Tumor-Eigenschaften heraus (Kleihues und Cavenee, 1997, 2000; vgl. hierzu auch
die Diskussion bei Perego et al., 2002, und Kleihues et al., 2002). Eine besonders grofle
Herausforderung im Rahmen der herrschenden Lehrmeinungen zur Tumorgenese stellt dabei
die Beobachtung innerhalb der geschilderten Klonierungsversuche dar, dass dabei keine
"reinrassigen" Klone selektioniert werden, wie frither bei anderen - auch nichtepithelialen -
Zellkulturen gezeigt worden ist (u.a. Knapp und Franke, 1989; Knapp et al., 1989), sondern
dass die immer wieder neu, offenbar zeitlich und rdumlich spontan auftretende Bildung etwa
von VE-Cadherin-positiven Astrocytomzellen gewissermallen eine inhdrente Variabilitits-
Eigenschaft solcher Tumorzellen darstellt, eine Eigenschaft der Zelltyp-Anderung, die gerade
auf der Basis der vom jeweiligen Cadherin-Muster abhéngigen Zell-Zell-Wechselwirkung zu
stets neuen Tumor-Subtypen mit verdnderten Metastasierungs-, Andock- und
Resistenzverhalten fithren muss. Inwieweit solche molekularen Verdnderungen mit erhohter
Mobilitdt und Invasivitdt von Gliomen korrelieren, wird nun auch in Zellkulturen, Modell-
Tierversuchen und histodiagnostischen Vergleichen zu priifen sein (vgl. z.B. auch Manning et

al., 2000; Yap et al., 2005).
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5.3 Mesenchymale Stammzellen bei Siugetieren - embryonale und adulte

Formen: Definitionen und Hypothesen

Die Bezeichnung "mesenchymal" wird in jlingerer Zeit nicht mehr nur fiir die
entsprechenden embryonalen Zellen und Gewebe verwandt, sondern auch fiir dquivalente,
vom embryonalen Mesenchym abgeleitete postnatale Zellen und Gewebe, spiter auch mit der
allgemeinen Zusatzbezeichnung "adulte" mesenchymale Zellen bzw. sogar "adulte
mesenchymale Stammzellen", so z.B. fiblicherweise fiir die aus Knochenmark bzw.
Nabelschnurblut erhaltenen Zelltypen, die in Zellkultur propagiert und zu bestimmten
Differenzierungsleistungen veranlasst werden konnen (jiingere Beispiele und Literatur-
Ubersichten: Prockop, 1997; Makino et al., 1999; Pittenger et al., 1999; Caplan und Bruder,
2001; Minguell et al., 2001; Orlic et al., 2001a, b, 2002; Reyes et al., 2001, 2002; Chedrawy
et al.,, 2002; Fukuda, 2002; Jiang et al., 2002; LaBarge und Blau, 2002; Phinney, 2002;
Vertfaillie, 2002; Verfaillie et al., 2002; Ortiz et al., 2003; Harris et al., 2004; Hermann et al.,
2004; Kucia et al., 2004; zur generell kontroversen Diskussion siehe z.B. auch Raff, 2003;
Wagers und Weissman, 2004). Angesichts der grundsitzlichen Bedeutung und der
vieldiskutierten Nutzungsmoglichkeiten sowohl der embryonalen als auch der adulten
mesenchymalen Stammzellen zu regenerativen Therapien in der Medizin (siehe z.B.
vorstehende Literaturangaben sowie flir embryonale Stammzellen u.a. auch Briistle et al.,
1999; Smith, 2001; Boheler et al., 2002, und die jiingste Anthologie von Lanza et al., 2004,
dort insbesondere Papaioannou, 2004) ist es iiberraschend, eigentlich unverstindlich, wie
gering das zell- und molekularbiologische Grundlagenwissen auf diesem Gebiet noch ist. Dies
gilt in ganz besonderem Malle fiir die bei Zelldifferenzierungen und Gewebebildungen so
wichtigen Zell-Zell-Wechselwirkungen und -Verbindungen, also das Gebiet der Junctions
(siehe z.B. Takeichi, 1977; Steinberg, 1996; Niessen und Gumbiner; 2002; Duguay et al.,
2003; Takeichi und Abe, 2005)

Bereits vor zwei Jahrzehnten war in der Abteilung fiir Zellbiologie am hiesigen Zentrum
bei Arbeiten zur frithen Entwicklung der Maus aufgefallen, dass die primédren
Mesenchymzellen, die sich im sog. "Mesenchym-Spalt" ausbreiten, nicht nur die epithelialen
Cytoskelett- und Zellverbindungsstrukturen ihrer Vorldufer in wenigen Stunden verlieren,
sondern die entsprechenden typischen Strukturelemente mesenchymaler Zellen ausbilden
(vgl. auch 5.1; Franke et al., 1982a, 1983; Hashimoto und Nakatsuji, 1989; Lawson et al.,
1991, Tam et al., 1993). Dabei waren bereits damals elektronenmikroskopisch mehr oder

weniger lange Zellfortsdtze und viele kleine Puncta adhaerentia-artige Verbindungen



DISKUSSION 115

aufgefallen ("the frequency of small punctum adhaerens-like junctions" bzw. dazugehdrige
"interdigitations of processes of mesenchymal cells"; Franke et al., 1983). Auch Hashimoto
und Nakatsuji (1989) hatten bemerkt und mit beeindruckenden "Surface Scanning'-
Elektronenmikroskop-Aufnahmen belegt, dass solche Zellen - und zwar bereits die allerersten
erkennbar nicht-epithelialen - sehr viele lange Fortsétze ausbildeten (z.B.

"... We observed a strikingly large number of filopodia which protruded from the mesoderm

cells in the central primitive streak region. They consisted of two types: straight filopodia

protruding from the cell body ...").
Als nun in orientierenden zellbiologischen Untersuchungen an Zellkulturen von aus
menschlichem Knochenmark bzw. Nabelschnurblut gewonnenen adulten mesenchymalen
Stammzellen grundsétzlich &hnliche, aber sowohl in Anzahl als auch in Lidnge noch viel
starker ausgepriagte Strukturen auffielen, war es offenbar geboten, diesen Beobachtungen
nachzugehen und diese Strukturen molekularbiologisch aufzukldren. Die Haupt-
Arbeitshypothese dabei war, dass solche z.T. sehr langen Fortsdtze und die von ihnen
gebildeten Junctions wesentliche Strukturen der Mesenchymbildung und davon ausgehender
Gewebebildungen sind, diese Fortsdtze (Processus) offenbar einen dynamisch-transienten
Charakter haben, da sie sowohl in situ als auch in Zellkulturen sich in Linge und Héufigkeit
relativ schnell verdndern konnen und wihrend der jeweiligen Zelldifferenzierungsprozesse
bzw. Gewebebildungen auch in ihren molekularen Charakteristika rasch und zielgerichtet

dndern konnen.

5.3.1 Puncta et manubria adhaerentia: Die beiden morphologischen Hauptformen der

Adhirenz-Verbindungen mesenchymaler Stammzellen in Kultur

In sorgfiltigen elektronenmikroskopischen Analysen von Ultradiinnschnittpréparaten
durch adhdrent gewachsene Kulturen von mesenchymalen Stammzellen aus menschlichem
Knochenmark wie aus Nabelschnurblut (siche "Ergebnisse") war bald klar geworden, dass es
zwel morphologisch - sowohl in ihrer GroBle als auch ihrer Gestalt - sehr unterschiedliche
Zell-Zell-Verbindungen gibt: Einmal waren relativ kleine, meist isodiametrisch erscheinende
(Durchmesser: 30-200 nm) Puncta adhaerentia festzustellen, die in variabler, z.T. grofer
Haufigkeit sowohl am eigentlichen ("Perikaryon"-) Zellkorper als auch auf verschieden
langen, z.T. verbliiffend riesigen Tentakel-artigen Zellfortsitzen (Processus adhaerentes)
gebildet wurden und diese Stellen mit entsprechenden Oberflichen-Arealen von anderen
Zellen verbanden, bildlich gesprochen also etwa wie die Saugnidpfe von Tentakeln. Eine

andere Zell-Zell-Verbindungsform bestand aus sehr verschieden langen Verzahnungen, in
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denen jeweils ein recht diinner Zellfortsatz (Processus) tief und eng in eine entsprechende
Invagination einer anderen (Rezeptor-)Zelle hineinragt (Processus penitus), so dass eine
direkte Kontaktzone zwischen diesem zylindrischen Cytoplasma-Fortsatz und dem
eingezogenen Plasmamembran-Areal der Rezeptor-Zelle entsteht, die auf beiden Seiten - also
in beiden Zellen - mit einem meist diinnen, elektronenoptisch dicht erscheinenden Plaque-
Besatz als AJ-Aquivalent zu erkennen und wegen dieser Struktur und ihrer offenkundigen
Verbindungsfunktion Manubrium adhaerens ("adherens interlock") bezeichnet worden ist.
Dabei kann die Lange dieser so engen wie tiefen Manubria-Verbindungen sehr variieren, sehr
lange (10-40 pm) Manubria adhaerentia sind nicht selten. Auch ihre laterale
Anordnungsdichte variiert; regelmifig, manchmal batterie-artig periodisch angeordnete
Manubria fallen hdufig auf, wobei ihr seitlicher Abstand bis auf etwa 5 um abnehmen kann.
So konnen Nachbarzellen an manchen Stellen mit vielen (10-30) Manubrien sowohl eng als
auch tief miteinander verbunden sein. Auch wurden gelegentlich Strukturen mit lokalen
"Plaque-Unterbrechungen" angetroffen, so dass derzeit nicht ausgeschlossen werden kann,
dass diese Manubrien gewissermallen als laterale Fusionen vieler Puncta entstehen. Es ist
klar, dass sowohl die Dynamik der Entstehung all dieser Strukturen (Processus und Recessus
adhaerentes, Manubria und Puncta adhaerentia) als auch eventuellen Bewegungsphdnomene
nun in weiterfiihrenden, auch kinematographischen Experimenten untersucht werden muss.
Dass mit zunehmender Zelldichte die "freien" Processus adhaerentes kiirzer werden (vgl. z.B.
Abb. 38), mag trivial erscheinen, aber auch daflir kann zur Zeit kein Mechanismus
vorgeschlagen werden.

Wihrend die z.T. recht kleinen Puncta adhaerentia morphologisch - und teilweise
auch in ihrer molekularen Zusammensetzung - den von anderen Zelltypen bekannten Zell-
Zell-Verbindungen dieses Typs entsprechen (vgl. z.B. fiir Epithelien: Geiger et al., 1983,
1985; Drenckhahn und Franz, 1986; Green et al., 1987; O'Keefe et al., 1987; Kaiser et al.,
1993; Yonemura et al., 1995; Haftek et al., 1996; Lewis et al., 1997; Adams et al., 1998;
Vasioukhin et al., 2000; Perez-Moreno et al., 2003; fiir Fibroblasten und andere mesenchymal
abgeleitete Zellen und Gewebe: Van Hoorde et al., 1999; Ko et al., 2000; El Sayegh et al.,
2004; Hinz et al., 2004), miissen sowohl die tentakelartigen bis zu fast 500 pm langen
Processus adhaerentes, die mehrere Zellen, oft iiber grofle Strecken, miteinander verbinden
konnen, und erst recht die - ebenfalls oft durch ihre Lénge und enge Verzahnung
imponierenden - Manubria adhaerentia als neuartige Strukturen der Zellbiologie angesehen
werden, die deshalb am Ende dieses Abschnitts ausfiihrlich bewertet werden sollen (s.

5.3.1.3).
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Die in diesen Zellen nachgewiesenen - und dabei in beiden Formen von AJ lokalisierten -

Zell-Zell-Verbindungsproteine sind in der Tabelle 13 zusammengefasst.

Tab. 13. Proteine, die immunfluoreszenz-mikroskopisch und biochemisch
in den Puncta adhaerentia bzw. Manubria adhaerentia in Kulturen von
mesenchymalen Stammzellen (MSC) des Menschen nachgewiesen

werden konnten (vgl. auch Tab. 9 und 11).

Transmembran-Proteine Plaque-Proteine
o-Catenin

N-Cadherin B-Catenin
Protein p120°"

Cadherin-11 (Plakoglobin)*

(Protein ZO-1)*
(T-Cadherin)*

Afadin

Vinculin

*Nur biochemisch und in weit substéchiometrischen Anteilen ("Spuren")

nachgewiesen, ohne Signifikanz-Anspruch.

5.3.1.1 Zur Cadherin-Ausstattung der Puncta und Manubria adhaerentia mesenchymaler

Stammzellen in Kultur

Dass sowohl N-Cadherin als auch Cadherin-11 in den Zell-Zell-
Verbindungsstrukturen der beschriebenen Kulturen menschlicher Knochenmarks- bzw.
Nabelschnurzellen vorkommen - und das anscheinend auch in vergleichbaren Anteilen - ist
einerseits neu, andererseits nicht unerwartet (zu N-Cadherin siche Takeichi et al., 1986; Volk
und Geiger, 1986a, b; Hirano et al., 1987; Takeichi, 1988, 1990, 1991, 1995, etwa auch
Geiger et al., 1990; Knudsen et al., 1995; Matsuyoshi und Imamura, 1997; Ko et al., 2000;
Mary et al., 2002; vgl. auch Shin et al., 2000; Orlandini und Oliviero, 2001), vor allem
angesichts vor kurzem erschienener Arbeiten (De Wever et al., 2004; Hinz et al., 2004) iiber
Zellkulturen von Fibroblasten und verwandten Zelltypen, die gegen Ende der experimentellen
Arbeiten zur vorliegenden Dissertation erschienen (zum generellen Vorkommen von
Cadherin-11 in mesenchymalen Zellen bzw. davon gebildeten Geweben siche ferner Okazaki
et al., 1994; Hoffmann und Balling, 1995; Kimura et al., 1995; Simmoneau et al., 1995;
Simonneau und Thiery, 1998; Kashima et al., 1999, 2003; Kitajima et al., 1999; Schulz, 1999;
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Manabe et al., 2000; Kawaguchi et al., 2001a, b; zum Vorkommen von Cadherin-11 in
bestimmten Epithel- und Carcinom-Zellen sowie im Myokard auch MacCalman et al., 1996;
Shibata et al., 1996). Auch hier deutet die weitgehende dominierende Kolokalisierung in der
Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie darauf hin, dass beide Cadherine rdumlich eng
beieinander liegen, wenn auch bisher keine Uberkreuz-Immunkoprizipitate erhalten worden
sind (siche "Ergebnisse"). Dass in anderen aus Knochenmark erhaltenen Zelltypen wie etwa
in Kulturen normaler und maligne transformierter hdmatopoietischer Zellen bisher nur N-
Cadherin als Junction-Komponente beschrieben worden ist (vgl. z.B. Tsutsui et al., 1996;
Puch et al.,, 2001; El Sayegh et al., 2004), mag nicht viel bedeuten, wenn von den
betreffenden Autoren keine entsprechenden weiteren Kandidaten - wie etwa Cadherin-11, P-
und T-Cadherin (vgl. auch Hinz und Gabbiani, 2003; Hinz et al., 2004) - gepriift worden sind.
Die in den MSC-Kulturen vorkommenden o-Glattmuskel-Actin-haltigen Zellen (siehe
"Ergebnisse", z.B. Abb. 35) unterschieden sich in unseren Experimenten nicht signifikant von
denen ohne dieses Actin, wie wir auch sonst keine klaren Hinweise auf Unterschiede in
Molekiilmuster und Morphologie der AJ von Wachstumszustand fanden (siehe aber die fiir
Fibroblasten bzw. Myofibroblasten beschriebenen Unterschiede: Hinz et al., 2004).

Ob auch in solchen "mesenchymalen" - und davon abgeleiteten - Zelltypen N-
Cadherin auf andere Zellen bzw. Zelltypen eine Bildung von Zellfortsitzen und
gewebeartigen Zellzusammenhédngen fordert, wie flir Neuriten berichtet wurde (zu
Ubersichtsartikeln und Literaturangaben siehe vorstehenden Abschnitt 5.2.1.2; ferner
Neugebauer et al., 1988; Doherty und Walsh, 1991; Colman, 1997; Redies, 2000), muss noch
in gezielten Experimenten gepriift werden. Die besondere funktionelle Bedeutung dieser
beiden Cadherine ist grundsitzlich fiir N-Cadherin offenkundig, besonders durch Antikorper-
Hemmversuche der Zell-Wechselwirkung und auch diverse Experimente zur generellen oder
zelltyp-spezifischen Ausschaltung oder zur zelltyp-selektiven Anschaltung des Gens fiir N-
Cadherin (Frenzel und Johnson, 1996; Radice et al., 1997; Gerhardt et al., 2000b; Luo et al.,
2001; Kostetskii et al., 2005; Luo und Radice, 2005; vgl. auch Packer et al., 1997; zu weiteren
mesenchym-spezifischen N-Cadherin-Wirkungen siehe u.a. auch Widelitz et al., 1993;
Oberlender und Tuan, 1994a, b; Tavella et al., 1994; Goomer et al., 1998; Haas und Tuan,
1999; Yajima et al., 1999; DeLise und Tuan, 2002; Tuli et al., 2003; Blindt et al., 2004).
Andererseits haben Versuche zur Ausschaltung des Gens fiir Cadherin-11 bisher nur relativ
geringe bzw. sehr spezifische, z.T. marginal erscheinende Wirkungen aufgezeigt (Kawaguchi
et al.,, 2001a, b; zu Entwicklungsstorungen bei der Somitenbildung in Mé&usen mit N-

Cadherin- und Cadherin-11-Defizienzen siche Horikawa et al., 1999). So erscheint die jlingste
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Vermutung von Luo et al. (2005), dass sich Cadherin-11 und N-Cadherin teilweise in
bestimmten Funktionen komplementir verhalten und sich so gegenseitig ersetzen kdnnen und
dass andererseits aber fiir bestimmte wichtige Funktionen beide Genprodukte - N-Cadherin

und Cadherin-11 - erforderlich sind, zunichst durchaus plausibel.

4.1.11.1 Die Plaques der MSC-Zellverbindungen und die dort verankerten
Cytoskelettelemente

Wie in Tabelle 13 dargestellt, ist die molekulare Zusammensetzung der AJ-Plaques
dieser Zellen- jedenfalls soweit in Zellkulturen bestimmter - besonders schlicht: Im
wesentlichen findet man hier o- und B-Catenin in Verbindung mit Protein p120°", dazu
Afadin und weitere Actinfilament-Verankerungsproteine. Die manchmal in Spuren
festgestellten Proteine Plakoglobin und ZO-1 sind wohl keine konstitutiven Bestandteile
dieser Strukturen. Insofern ist die Zusammensetzung dieser AJ die einfachste bisher
festgestellte, vergleichbar am ehesten noch den kiirzlich von Hinz et al. (2004) bei Ratten-
Fibroblasten bzw. -Myofibroblasten, z.T. experimentell modifizierten Strukturen (diese
Autoren geben aufler a- und B-Catenin in einer Abbildung - dort Abb. 6F - fiir experimentell
verindere Zellen auch Protein p120°" an). Die in dieser Arbeit vorgestellten Teil-Ko-
Immunprézipitationen deuten grundsitzlich auf das Vorliegen von Plaque-Komplexen hin,
erlauben aber noch keine Schliisse auf die wirklichen molekularen Wechselwirkungen oder
Anordnungen in den jeweiligen Puncta- bzw. Manubria-Strukturen, noch erlauben sie
Aussagen zur Bildungsweise und Abhédngigkeit dieser Strukturen. Hierzu sind weitere
hochauflosende  Lokalisierungs- bzw.  Quervernetzungs-("Chemical  Crosslinking")-
Experimente erforderlich. Auch muss nun gepriift werden, ob diese MSC-AJ mit den in
embryonalen oder "adulten" MSC in situ vorkommenden (z.B. im Knochenmark) Strukturen
oder mit entsprechenden Puncta pathologisch verdnderter, mesenchym-abgeleiteter Zellen
identisch sind.

Beide Arten von AJ, die in dieser Arbeit vorgestellt werden, haben nicht nur mehrere
gemeinsame Hauptkomponenten, sondern beide gehdren auch zum Cytoskelett-System von
Mikrofilament-Biindeln, die vor allem aus Actin und Myosin, aber auflerdem sowohl mit
Vinculin - an den AJ wie an den Plaques der sog. "Focal Adhesions" der Plasmamembran der
Zellunterseite (siche z.B. Abb. 33) verankert sind, wobei in beiden Verankerungsstrukturen
aullerdem oa-Actinin vorkommt (zum allgemeinen Vorkommen von a-Actinin und Vinculin

in AJ siche u.a. auch Knudsen et al., 1995; Hazan et al., 1997; Weiss et al., 1998; Otey und
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Carpen, 2004; zu Vinculin-Gen-Defizienz-Phdnomenen sieche Xu et al., 1998), das aber
generell in den MSC - auch in den Processus - in den in fast regelmiBigen Abstinden
angeordneten "Dense Bodies" angereichert ist (z.B. Abb. 33). AuBlerdem sind die MSC-
Fortsétze ungewdhnlich reich an Ezrin, einem Actin-bindenden Protein, das in verschiedenen
Zelltypen, oft auch zusammen mit anderen Proteinen der sog. "ERM-Familie", an der
Interaktion der Actin-Mikrofilamente mit der Plasmamembran beteiligt ist (zu Anordnungen
und Funktionen von Ezrin siche z.B. Saotome et al., 2004; Tamura et al., 2005; Ubersichten

bei Vaheri et al., 1997; Bretscher et al., 2000, 2002; Tsukita et al., 1997).

5.3.1.3 Die Processus-adhaerens-Strukturen als neue zellbiologische Entitéiten

Im Folgenden soll gepriift werden, ob die beiden Arten von z.T. sehr langen
Zellfortsdatzen (Processus adhaerentes als "freie", interzelluldre Briicken oder als Manubria
adhaerentia) mit anderen bei Siugetierzellen beschriebenen Zellfortsdtzen im Grunde
identisch oder vergleichbar sind oder ob sie eine Art neuer Zellstrukturen darstellen.

Mit AJ versehene Zellfortsdtze verschiedener Linge sind bisher vor allem in Form der
Neuriten” von Nervenzellen bekannt; nur von Neuriten waren bisher Lingen von mehreren
Hundert Mikrometer bekannt. Wie die freien Processus adhaerentes stellen auch diese im
Grunde Plasmamembran-Ausldufer mit einem Inhalt dar, der im wesentlichen dem
Cytoplasma des Perikaryon-Zellkorpers entspricht (Redies, 2000), wobei Neuriten in der
Regel sehr lange und relativ dicht gepackte Mikrotubuli ("Neurotubuli") und IF-
(Neurofilament)-Biindel von besonderen zelltyp-spezifischen molekularen Isoformen
stabilisiert sind (Ubersichten und Literatur bei Jones und Cowan, 1977; Zenker, 1994; Redies,
2000; Otero et al., 2004; Takeichi und Abe, 2005; Ye und Jan, 2005; zu Transportproblemen
siche u.a. auch He et al., 2005). Auch Mikrofilament-Biindel gehdren zur Ausstattung der
Neurite. Ferner sind fiir Dendrite bzw. Axone Bildungen bestimmter Strukturen wie vor allem
der "Dornen" ("Spines") und Synapsen typisch. Die Processus adhaerentes der MSC weisen
die letztgenannten Spezifika neuronaler Funktionen natiirlich nicht auf, auch fehlen ihnen
neuronale Proteine und Isoformen und ihre Ausstattung mit Mikrotubuli und IF - hier des

Vimentin - erscheint meist deutlich sparlicher und weniger regelméfig angeordnet. Auf der

" Der Terminus "Neurit" wird in der deutschen und englischsprachigen Fachliteratur nicht
immer einheitlich bzw. gleichbedeutend benutzt. In dieser Arbeit soll er in seiner weitesten
Bedeutung (Dye, 2002) fiir alle Grundcytoplasma-enthaltenden Zellfortsétze von
Neuronalzellen verwandt werden, d.h. sowohl fiir Dendriten als auch fiir Axone.
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anderen Seite sind die Processus durchweg durch eine gro3e Dichte von Mikrofilamenten -
z.T. sogar in lokaler parakristalliner Packungsordnung - ausgezeichnete, auftillig dicht besetzt
mit den Actin-Membran-vernetzenden Cytoskelett-Proteinen Ezrin und o-Actinin, letzteres
sogar mit "Dense Body"-artigen Aggregaten. Insofern erinnern die Processus eher an
Filopodien anderer Kulturzellen, wobei diese in der Regel jedoch weder die Lénge noch die
Cytoskelett-Ordnung und die Stabilitét der Processus erreichen und auch keine AJ bilden.

Die Processus adhaerentes der MSC unterschieden sich deutlich und in mehreren
Eigenschaften von den recht regelmifligen Anordnungen von Filopodien-artigen Fortsétzen,
die Vasioukhin et al. (2000) bei verschiedenen Epithelzellkulturen, besonders ausgeprégt bei
Keratinocyten, unmittelbar (< 3 Stunden) nach Wiederherstellung normaler Kalzium-
Verhiltnisse bei in erniedrigter Kalzium-Konzentration gewachsenen Zellen, beschrieben
haben.

(1) Wihrend die in dieser Arbeit vorgestellten Processus adhaerentes in
mesenchymalen Stammzellkulturen - und wohl auch dhnliche Zellfortsdtze der priméren
embryonalen Mesenchymzellen (vgl. Franke et al. 1983; Hashimoto und Nakatsuji, 1989) -
aufBerst unterschiedliche, z.T. sehr gro3e Langen - bis iiber 400 um - aufweisen, sind die von
Vasioukhin et al. (2000) beschriebenen Fortsédtze kurz (bis etwa 7 pum lang) und auflerdem
allesamt in einem relativ engen Lingenbereich, so dass von Anfang an auffallend
gleichmiBige seriale Strukturen entstehen, von den Autoren "Adhesion Zippers" genannt, die
sich durch zwei Reihen von terminalen E-Cadherin Puncta adhaerentia auszeichnen, die
jeweils an der Spitze eines Filopodiums gebildet werden ("double rows of puncta"; am
klarsten wohl auf dem Titelbild der Ausgabe vom 21. Januar 2000 des betreffenden Heftes der
Zeitschrift "Cell" dargestellt).

(2) AuBBerdem sind diese relativ "kurzen" Filopodien der Epithelzellkulturen alle
von dhnlichem - relativ niedrigem - Durchmesser (<300 nm) und dhneln Microvilli nicht nur
in Grofle und Breite, sondern auch insofern, als ihr Inneres fast ausschlieBlich aus einem
Biindel von Actin-Mikrofilamenten besteht ("Each filopodium was packed with cytoskeleton
that was largely if not solely composed of actin filaments"; Vasioukhin et al., 2000), wahrend
die MSC-Processus sich nicht nur in der Linge, sondern auch in ihrem Durchmesser sehr
unterschieden und auBler Mikrofilament-Biindeln of auch andere Zellstrukturen - z.B. auch
Mikrotubuli - enthalten (sieche z.B. Abb. 36), hierin Neuriten vergleichbar (jiingere Literatur
bei He et al., 2005).

(3) Die MSC-Processus weisen nicht nur jeweils eine E-Cadherin-haltige

Punctum adhaerens-Kontaktstruktur an der Spitze auf, sondern meist sehr viele - auch mit
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insgesamt mehreren Zellen -, und oft auch verstreut, grundsitzlich also anders als die von
Vasioukhin et al. (2000) vorgestellten "Double-Row-Zippers".

(4) Wihrend die besagten "Zipper"-Strukturen oft eng aneinander liegende

antiparallele, lateral adhidrierende Filopodien-Paare bildeten, kommen bei den MSC-
Processus derartige Paarbildungen praktisch nicht vor.
Zusammenfassend muss also festgestellt werden, dass die regelmafligen, serialen "Adhesion
Zipper"-Strukturen sich in GroBe wie in Inhalt und Anordnung vielfach von den Processus
adhaerentes der MSC-Kulturen unterscheiden (siehe aber auch den nachstehenden Abschnitt
zu Manubrien-Bildungen).

Bedeutende Unterschiede lassen sich auch - neben einigen Gemeinsamkeiten -
zwischen den hier vorgestellten Processus adhaerentes der MSC-Kulturen einerseits und den
Zellfortsétzen feststellen, die Yonemura et al. (1995) bei verschiedenen mesenchyhmal
abgeleiteten Zellkultur-Linien als P-Cadherin-, a- und B-Catenin- sowie Protein ZO-1- und
Vinculin-haltige Puncta adhaerentia beschrieben haben, darunter die aus Rattenniere
stammende Fibroblasten-Linie NRK-49F, die aus Affenniere stammenden CV-1-Zellen und
auch NIH-3T3-Zellen (Klon 5611) aus Mausembryonen. Die Puncta stellten ausnahmslos
briickenartige Kontaktstellen relativ kurzer (2-7 pm) und diinner Ausldufer dar, welche
jeweils Nachbarzellen verbinden und Actin-Mikrofilament-Biindel enthalten. Solche
Strukturen stellen gewissermallen eine - und nur eine - der vielen Unterformen der MSC-
Fortsétze dar.

Seltsam  anmutende,  aber  andererseits = wegen  der  gewaltigen
Flachenhaftungswerte, die sie erreichen konnen, sehr bemerkenswerte Strukturen sind die hier
als Manubria adhaerentia bezeichneten Verzahnungen, in denen jeweils ein Processus - fast
stets der diinnen Art, d.h. mit Durchmessern unter 500 nm, aber unterschiedlicher, oft sehr
groBer Lange (10-50 um) - in eine entsprechende Invagination der Rezeptor-Nachbarzelle tief
und eng - pfahlwurzelartig - hineinragt s. Abb. 37). Dabei erscheinen beide
Plasmamembranen eng - Junction-artig - oft ohne groBere Unterbrechungen - aneinander
"geklebt", so dass eine sehr groBle schlank-zylindrische Junction-Struktur entsteht - mit
Mantelflichen an die 50 pm? pro Manubrium heran. Da eine Zelle von ihrer Nachbarzelle oft
aber 10-20 solcher Processus in Manubrien aufnimmt, erreicht die gesamte Zell-Zell-
Haftungsfliche in solchen Zell-Zell-Interaktionen Werte im Bereich von 500-1000 pm®.
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Abb. 42. Skizzenartige Darstellung eines Manubrium adhaerens, in dem jeweils ein Processus adhaerens (hier
als Ausldufer der rechten Zelle) tief und eng passend in eine Invagination der "Empfangerzelle" (links)
hineinragt, wobei der grofite Teil der (manchmal anscheinend die ganze) Plasmamembran jeder der beiden
Zellen von einem Plaque bedeckt ist und so das gesamte Manubrium mehr oder weniger ein einziges

einheitliches Junction ist.

Dass Zellauslaufer tief und eng in eine Nachbarzelle eindringen kdnnen, war auch Vasioukhin
et al. (2000) bei ihren Untersuchungen zur Bildung der "Zipper"-Strukturen zwischen
Epithelzellen aufgefallen. Sie beobachteten, dass manche der Filopodien in Invaginationen
der Nachbarzelle hineinragten und dass an diesen Kontaktstellen Adhirenz-Verbindungen zu
erkennen waren ("Intriguingly, filopodia making contact with neighboring cells appeared to

physically embed into the neighboring cell membrane..."; "... filopodial membrane pockets";

Vasioukhin et al., 2000).
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5.4 Schlussbemerkungen

Im Rahmen dieser Arbeit sind zwei im Grund neue Arten von Zell-Zell-
Verbindungen (Junctions) in nicht-epithelialen Zellkulturen erkannt und strukturell wie in
ihrer molekularbiologischen Zusammensetzung charakterisiert worden: Die sehr komplexe
und variable Colligatio permixta von Astrocytomzellen und das Punctum adhaerens von
mesenchymalen Stammzellen (siehe auch Tabelle 14). Im Fall der letzterwéhnten Zellen
fielen dabei noch besondere Strukturen auf, die z.T. riesigen, tentakel-artigen Processus
adhaerentes, die als z.T. sehr lange Briickenstrukturen zwei und mehrere Zellen miteinander
durch Junctions vom Puncta-Typ verbinden und diec Manubria adhaerentia, in denen solche
Processus tief und eng-passend in Invaginationen einer Nachbarzellen festgehalten werden,
meist unter Ausbildung sehr groBer Junction-Strukturen iiber fast das ganze Manubrium hin.
Es ist klar, dass nun die Bildungsweisen und die biologischen Bedeutungen all dieser
Junction-Strukturen aufgeklért werden miissen, auch die Folgen der in den Astrocytom-Zellen
beobachteten sich immer wieder herausbildenden in Kolonien auftretenden Heterogenititen,
vor allem in der Erscheinung von Zellen bzw. Zelloberflichen-Regionen mit VE-Cadherin.
Andererseits muss die analytische Bestandsaufnahme der molekularen Zusammensetzung
dieser Strukturen noch abgeschlossen werden, so etwa die Fragen nach dem mdglichen
Vorkommen von Plaque-assoziierten Proteinen wie VASP, ENA, Mena, Zyxin, p0071 und
Cortactin oder die nach R- und P-Cadherin bzw. PECAM und dem Protocadherin 12 (VE-
Cadherin 2; vgl. z.B. Telo et al., 1998; Vasioukhin et al., 2000; Vasioukhin und Fuchs, 2001;
Krause et al., 2003; El Sayegh et al., 2004; Hinz et al., 2004; Biswas et al., 2005; Rampon et
al., 2005; eine aktualisierte Liste der Actin-bindenden Proteine findet sich bei Winder und
Ayscough, 2005).

Auch ist die Frage unausweichlich, ob - und eventuell in welchen Modifikationen -
diese Strukturen und Molekiile auch in situ vorkommen und an welchen Funktionen sie
beteiligt sind. Auch wird - allgemein, aber besonders bei den VE-Cadherin-bildenden
Astrocytomzellen - die Frage nach den molekularen Mechanismen und der adhesiven
Festigkeit trans-heterotypischer Junctions zu priifen sein, nicht zuletzt auch wegen ihrer
groflen biologischen und onkologischen Bedeutung (vgl. hierzu Volk et al., 1987; Wheelock
und Johnson, 2003, und dort diskutierte Literatur).
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Tab. 14. Die in dieser Arbeit entdeckten bzw. definierten Zell-Zell-Verbindungstypen der Adhaerens-Kategorie

(unten, Fettdruck) im Vergleich mit den bekannten Formen (vgl. Tab. 2)

Zelladhisionstyp Zelltyp und Gewebe | Transmembran-Proteine | Plaque-Proteine
(bisher nachgewiesen)
Desmosom (DES) Epithelien, Desmosomale Cadherine: | Plakoglobin
Macula adhaerens Arachnoidea, Desmocolline (Dsc 1-3) Desmoplakin I und II
dendritisches Desmogleine (Dsg 1-3) Plakophiline (1a, 1b, 2a, 2b, 3)
Reticulum
»Adherens Junction® (AJ) | Epithelien, Klassische Cadherine Plakoglobin
Zonula/Fascia/Punctum Endothelien, (z.B. E-,N-, VE-, P- oder | a-Catenin, B-Catenin
adhaerens mesenchymale R-Cadherin) Protein p120°"
Zelltypen Protein ARVCF
Protein p0071
Vinculin
Nectin a-Actinin
Afadin
Ponsin
Complexus adhaerens Lymphknoten-Sinus- | VE-Cadherin Plakoglobin
Rethotel, a-Catenin, -Catenin
LymphgefaB3-Endothel Protein p120°"
Desmoplakin
L-Afadin
Protein ZO-1
Contactus adhaerens Cerebellum (Neuriten | M-Cadherin Plakoglobin
der Kornerzellen) N-Cadherin o-Catenin, B-Catenin
Zona limitans externa Retina N-Cadherin Neurojungin
a~Catenin, B-Catenin
Plakophilin 2
Vinculin
o-Actinin

Protein ZO-1

Cortex adhaerens

Augenlinse

Cadherin-11
N-Cadherin
n.b.

a~Catenin, B-Catenin
Plakoglobin
Vinculin

Protein p120°"

Ezrin

Periaxin

Periplakin
Desmoyokin

Area composita

Cardiomyocyten,
Purkinje-Fasern

N-Cadherin
Cadherin-11
Desmoglein 2
Desmocollin 2

Plakoglobin
a-Catenin, B-Catenin
Protein ARVCF
Desmoplakin |
Plakophilin 2
Vinculin

Colligatio permixta

Astrocytom-
Zellkulturen
Astrocytom-Gewebe

N-Cadherin
Cadherin-11
(VE-Cadherin

a-Catenin, B-Catenin
Protein p120*"

Protein ARVCF
Plakoglobin

Plakophilin 2

Protein ZO-1, Protein ZO-2
Cingulin

Afadin

Vinculin

Punctum adhaerens simplex

Zellkulturen

von mesenchymalen
Stammzellen,

von (Myo-)Fibro-
blasten

N-Cadherin
Cadherin-11

a-Catenin, B-Catenin
Protein p120“™"
Afadin

Vinculin
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