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1 Einleitung

1.1 Junctional Adhesion Molecules (JAMs) — ein kurzer
Uberblick

Junctional Adhesion Molecules (JAMs) sind Mitglieder der Immunglobulin-
Superfamilie (Chretien et al., 1998; Du Pasquier et al., 1999; Williams et al.,
1999).

Sie wurden zum ersten Mal 1998 von Martin-Padura et al. als ein bis dahin

noch nicht bekanntes Protein beschrieben.

Die Mitglieder der CD2-Untergruppe, zu der auch die JAMs gehdren, sind durch
zwei extrazellulare Immunglobulin-Domanen, eine membran-distale vom vari-
ablen V-Typ und eine membran-proximale vom konstanten C2-Typ, eine trans-
membrane Domane und durch einen kurzen cytoplasmatischen Anteil charakte-
risiert. Proximaler und distaler Anteil jeder Immunglobulin-Domane werden Uber
zwei Disulfidbricken verbunden (Williams und Barclay, 1988; Bazzoni, 2003;
Barlay et al., 1997). Es ist bemerkenswert, dass der proximale Anteil des
cytoplasmatischen Anteils sowie der C-terminale intrazellulare Anteil bei JAM-A,
JAM-B und JAM-C in fast 80 Prozent Ubereinstimmen.

Uber die extrazellulare Domane kénnen die JAMs mit Integrinen (B2-Integrine
LFA-1 und Mac-1, B1-Integrine a431) interagieren (s.u.) und sind damit an der

Regulation der Interaktion zwischen Leukozyten und Endothelzellen beteiligt.

Am carboxyterminalen intrazellularen Ende befindet sich bei JAM-A, JAM-B und
JAM-C eine Klasse-lI-PDZ-Domane (PSD-95, disc large, ZO-1) / Typ |l PDZ-
Domane), uber die die Molekule in der Lage sind Interaktionen mit anderen
Molekulen einzugehen, die die PDZ-Domane ebenfalls besitzen und in der tight

junction vorkommen (Songyang et al., 1997; Ebnet et al., 2004).

Vertreter der JAM-Familie wurden auf Thrombozyten, Leukozyten, B-Zellen,
Naturlichen Killerzellen, Erythrozyten, Endothel- und Epithelzellen nachgewie-

sen.
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1.2 Tight junctions

Neben Blutzellen tragen vor allem Endothelzellen dort JAMs, wo diese eine

wichtige Position bei der Regulation der transzellularen Permeabilitat besitzen.

Die tight junction (TJ) ermoglicht einen Verschluss zwischen den Zellen. Diese
enthalt drei Typen von Transmembranproteinen, die die molekulare Basis
darstellen (Tsukita et al., 2001). Occludin wurde als erstes beschrieben, Claudin
und die JAMs (s.u.) folgten (Furuse et al., 1993; Furuse et al., 1998). Die
Verbindung zu intrazellularen Signalkaskaden erfolgt uber mehrere Molekule,
unter anderem ZO-1 (Zonula occludens-1) oder Cingulin (Anderson et al., 1988;
Citi et al., 1988).

Die folgenden Proteine kommen in der TJ vor und besitzen die PDZ-Domane:
AF-6 (afadin), PAR-3 (partitioning-defective protein-3), MUPP-1 (multi-PDZ-
Domane Protein-1) und das PATJ (Pals1-assoziertes TJ Protein) (Yamamoto et
al., 1997; Izumi et al., 1998; Hamazaki et al., 2002; Lemmers et al., 2002; Roh
et al., 2002). Sie stellen fur den intrazellularen Abschnitt der JAMs die mdogli-

chen Interaktionspartner dar (s.u.).

JAMs befinden sich besonders in der TJ. Dabei sind unterschiedliche Gewebe
fur die drei Proteine JAM-A, JAM-B und JAM-C identifiziert worden. Es wurde
gezeigt, dass die JAM-Proteine als Rezeptoren fur Zell-Zell-Interaktionen fun-
gieren konnen. Zu diesen gehoren auch die Regulation der interzellularen
Aktivitat sowie die Leukozyten-Adhasion und Transmigration von Leukozyten
aus dem Blut in das umgebende Gewebe Uber die Barriere des Endothels
hinweg, wie sie bei entzindlichen Prozessen stattfindet (Muller, 2003; Chavakis
et al., 2003; Bazzoni, 2003; Ebnet et al., 2004). Es ist sehr wahrscheinlich, dass
die JAMs an einem Multiproteinkomplex in der TJ beteiligt sind (Keiper et al.,
2005b; Mandell und Parkos, 2005). Ebenso konnten sie auf unterschiedlichen
Blutzell-Typen identifiziert werden (Aurrand-Lions et al., 2001).
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1.21 Zonula adhaerens und gap junctions

Die Zonula adhaerens besteht aus Cadherinen und transmembranen Gly-
coproteinen, welche fur die Calcium-abhangigen homophilen Zell-Zell-Kontakte
verantwortlich sind.

Die gap junctions sind hydrophile, transmembrane Kanale, welche den Aus-
tausch von lonen und kleinen Molekulen zwischen den Zellen ermoglichen um
den Informationsfluss zwischen den Zellen zu gewahrleisten. Sie besitzen keine
Haftfunktion. Die unterschiedlichen Funktionsbereiche sowie die molekularen
Strukturen und Organisationen im Schlussleistennetz sind noch nicht vollstan-

dig aufgeklart.

1.3 JAM

Die Nomenklatur ist nicht einheitlich und wurde zuletzt 2005 verandert. Tab. 1

zeigt die entsprechenden aktuellen Bezeichnungen.

Tab.1 Nomenklatur der JAM-Familie (Stand 2006)

Aktuelle Maus-JAM
Frihere Bezeichnung

Nomenklatur

aktuell friher
JAM-A JAM-1 F11R mJAM-A mJAM-1
JAM-B JAM-2 Vascular hJAM-2 mJAM-B mJAM-3
Endo-thelial
JAM
JAM-C JAM-3 mJAM-C mJAM-3
JAM-4
JAM-L
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131 JAM-A

JAM-A (JAM-1 oder F11R) wurde zuerst als Rezeptor flr Antikérper zur Throm-
bozytenaggregation beschrieben (Kornecki et al., 1990; Wang et al., 1995). Es
hat ein Molekulargewicht von 32 kDa. JAM-A befindet sich auf Thrombozyten,
Lymphozyten, Erythrozyten und ausserdem auf Endothel- und Epithelzellen
(Naik et al., 1995; Sobocka et al., 2000).

Homophile und heterophile Interaktionen sind bekannt (Bazzoni et al., 2000a).
Far die homophilen Interaktionen ist die distale V-Typ Ig-like Domane von Be-
deutung, die durch einen Antikorper, der in der Nahe zum N-Terminus bindet,
gehemmt werden kann. Damit konnen die Interaktionen nicht zustande kommen
(Kornecki et al., 1990; Kornecki et al., 1995; Babinska et al., 2002b). Diese
wurden bei Patienten mit Immunthrombozytopenien gefunden. Ein Antikorper ist
dabei in der Lage die Thrombozytenaggregation und -sekretion zu induzieren,
wobei diese Prozesse in Abhangigkeit von FcyRIl und GPIlIb/llla stattfinden.
Demnach ist hier die immunogene Krankheitsassoziation von JAM-A belegt.

Die homophilen Interaktionen zwischen den Endothelzellen sind auch fur den
Aufbau, die Stabilitat und die parazellulare Permeabilitat der tight junction von

Bedeutung.

JAM-A-Dimere werden in Cis-Position Uber ein Dimerisationsmotiv in der V-Typ
Ig-like Domane gebildet, so dass die Cis- der Trans-Formation mdglicherweise
vorausgeht, welche dann die homophilen Interaktionen ermdglicht (Kostrewa et
al., 2001; Prota et al., 2003).

Heterophile Interaktionen sind mit LFA-1 auf Leukozyten (aLpB2; CD11a/CD18),
einem Mitglied der (2-Integrin-Familie, und ebenso mit ZO-1, AF-6, PAR-3
(partitioning defective proteins) und MUPP-1 in der TJ von Endothelzellen
bekannt (Carlos und Harlan, 1994; Ebnet et al., 2000; Ebnet et al., 2001; Itoh et
al., 2001; Bazzoni et al, 2002b; Hamazaki et al., 2002; Ostermann et al., 2002;
Ebnet et al., 2003). Uber diese Interaktionen werden die Leukozyten-Adhasion
ebenso wie die Transmigration von T-Zellen und Neutrophilen vermittelt und die
parazellulare Permeabilitat verandert (Del Maschio et al., 1999; Ozaki et al.,
1999, Mandell et al., 2006). Aulerdem reguliert JAM-A die Monozyten-
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Transmigration Uber die Barriere des Endothels hinweg (Martin-Padura et al.,
1998).

Intrazellulare Signalkaskaden des JAM-A wurden fur aktivierte Thrombozyten
beschrieben (Wang et al., 1995). Dabei wird die Thrombozyten-Sekretion und -
aggregation Uber Actin-Filamente, verbunden mit der Aktivierung der
Phosphoinositol-3 Kinase, vermittelt. Auf die JAM-A-Dimerisation folgt der Ein-
strom von freiem Calcium, eine Phosphorilierung und eine Komplexbildung mit
GPllla (Sobocka et al., 2004; Bazzoni et al., 2005).

Durch die Hemmung von JAM-A wurde eine deutlich verlangerte Erholungs-
phase zur Wiederherstellung des transepithelialen Widerstands in Epithelzellen
beobachtet (Liang et al., 2000; Liu et al., 2000; Keiper et al., 2005b). Damit ist
davon auszugehen, dass JAM-A flr die vollstandige Polarisation des Epithels
und der damit verbundenen vollstandigen Wiederherstellung als Barriere mit-

verantwortlich ist.

Therapieansatze, die sich daraus moglicherweise ergeben kdnnten, hatten eine
Angriffsmoglichkeit an JAM-A, um die Anheftungsprozesse der Thrombozyten
zu unterbinden, was unter anderem bei entziindlichen GefalRerkrankungen ge-
nutzt werden konnte (Babinska et al., 2002a; Babinska et al., 2002b).

13.2 JAM-B

JAM-B hat ein Molekulargewicht von 45 kDa und wird wahrend der Embryo-
genese stark exprimiert. Es ist hauptsachlich im Endothel der hochendothelia-
len Venulen (HEV) in Lymphknoten und Lymphsinus, aber auch in anderen
lymphatischen Organen, in der Niere und in den Testes lokalisiert (Aurrand-
Lions et al., 2000). Es ist besonders eng mit den TJ von Endothelzellen verbun-

den.

Homophile und heterophile Interaktionen sind bekannt. Homophile Interaktionen
mit anderen JAM-B-Proteinen gibt es auf Endothelzellen. Heterophil interagiert
JAM-B mit JAM-C ebenfalls auf Endothelzellen.
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Uber die PDZ-Doméane wurden auch Interaktionen mit ZO-1, AF-6 und PAR-3
beschrieben (Aurrand-Lions et al., 2001; Itoh et al., 2001). Es wurde gezeigt,
dass die erste PDZ-Domane des PAR-3 mit dem Carboxyterminus von JAM-B
interagiert, so dass damit die Proteinkinase C (PKC) in den TJs aktiviert wird
(Ebnet et al., 2003). ZO-1 und AF-6 stehen in direkter Verbindung zum Actin
des Zytoskeletts. Das wirde fir einen dynamischen Komplex zwischen den
JAM-Familienmitgliedern und ZO-1 oder AF-6 sprechen, der noch
weitestgehend unaufgeklart ist (Fanning et al., 1998; Boettner et al., 2000).

Des Weiteren interagiert JAM-B mit dem B1-Integrin VLA-4 (very late antigen-4)
(a4B1) auf T-Lymphozyten (Cunningham et al., 2000; Arrate et al., 2001; Cun-
ningham et al., 2002; Liang et al., 2002). Uber VLA-4 wird die Bindung von T-
Zellen an entzindetem Gewebe Uber eine Interaktion mit VCAM-1 vermittelt
und durch JAM-B verstarkt (Butcher und Picker, 1996). Das spricht fur eine
Beteiligung des Proteins am Lymphozyten-Homing (Palmeri et al., 2000).
Aulerdem interagiert JAM-B mit JAM-C auf Leukozyten.

13.3 JAM4

JAM-4 hat ein Molekulargewicht von 93 kDa (Hirabayashi et al., 2003; Tajima et
al., 2003). Es ist wiederum in der TJ lokalisiert. Der zytoplasmatische Abschnitt
des JAM-4 unterscheidet sich aufgrund der Lange und der Struktur der PDZ-
Domane von JAM-A. Der cytoplasmatische Anteil ist langer und JAM-4 hat eine
Typ | PDZ-Doméane (Mori et al., 2004). Deshalb kann angenommen werden,
dass JAM-4 eher zu der Unterklasse gehort, der auch der Coxsackie- und Ade-
novirusrezeptor (CAR) und die endothelial cell-selective adhesion molecules

angehoren (Mori et al., 2004).

JAM-4 findet sich in den Glomeruli der Niere sowie in Epithelzellen des Dunn-
darms. Es konnte allerdings nicht auf Endothelzellen nachgewiesen werden.
Auf dem Epithel befindet sich ZO-1 in der Nahe von MAGI-1 (membrane asso-

ciated guanylate kinase protein) (Ide et al., 1999).
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Es kommt zu Interaktionen zwischen JAM-B und MAGI-1, nicht aber mit ZO-1.
Es spielt ebenso wie JAM-A, JAM-B und JAM-C eine Rolle bei Zell-Zell-Interak-

tionen.

134 JAM-L

Bei JAM-L (Junction Adhesion Molecule-Like) handelt es sich um ein Protein,
welches aufgrund seines strukturellen Aufbaus zu den JAMs gehoéren konnte
(Moog-Lutz et al., 2003). Der extrazellulare Anteil enthalt wie die JAM-Proteine
und unter anderem die Rezeptoren des humanen Coxsackie- und Adenovirus

zwei Ig-like Domanen, einen C2- und einen V-Typ.

JAM-L ist auf Chromosom 11923 ahnlich wie JAM-C (11925) und das endothe-
lium cell-selective adhesion molecule (11924) lokalisiert (Santoso et al., 2002;
Moog-Lutz et al., 2003).

Die Bildung von JAM-L wird wahrend der Differenzierung von myeloischen Leu-
kamiezellen angeregt und in normalen haematopoetischen Zellen der fetalen
Leber, der fetalen Milz und des fetalen Thymus exprimiert. AulRerdem ist es auf
der Zellmembran und in Regionen mit Zell-Zell-Kontakten lokalisiert. Dagegen
wurde keine Expression auf freien Zellgrenzen gefunden, so dass JAM-L
ebenso wie JAM-A, JAM-B und JAM-C eine Rolle bei homophilen Interaktionen
spielen kdonnte. JAM-L wird ausserdem auf Granulozyten, Monozyten und Lym-
phozyten exprimiert. Interaktionen zwischen JAM-L auf neutrophilen Granulo-
zyten und CAR in der tight junction konnten gezeigt werden; damit sind sie
ebenfalls an der Transmigration Uber die Barriere des Endothels hinweg betei-
ligt (Zen et al., 2005). Eine Verstarkung der Anheftung von myeloisch-leukami-
schen Zellen an Endothelzellen konnte ebenfalls beobachtet werden (Moog-
Lutz et al., 2003).
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135 JAM-C

JAM-C, das vorletzte identifizierte Mitglied der JAM-Familie, ist auf Chromosom
11925 lokalisiert (Palmeri et al., 2000; Santoso et al., 2002). Es wird hauptsach-
lich im Gewebe von Herz, Placenta, Gehirn und Nieren exprimiert (Cunningham
et al., 2002). JAM-C befindet sich auf Endothel- und Epithelzellen, ebenso auf
Thrombozyten, T-Zellen und nattrlichen Killerzellen (Aurrand-Lions et al., 2000;
Aurrand-Lions et al., 2001; Liang et al., 2002; Santoso et al., 2002). Im Gegen-
satz dazu scheint es keine Expression von JAM-C auf T-Zellen und Naturlichen
Killerzellen der Maus zu geben (Johnson-Leger et al., 2002). Eine signifikante
Expression von JAM-C wurde mit 1594+303 Kopien auf der Zelloberflache von
Thombozyten bei Erwachsenen gemessen (Santoso et al., 2002). JAM-C wird
nur auf megakaryozytischen- (z.B.: MEG-01) nicht aber auf U937- und K562-

Zelllinien exprimiert.

JAM-C ist in der Lage homophile und heterophile Interaktionen einzugehen
(Santoso et al., 2005). Fur die homophilen Interaktionen ist die aminoterminale
Ig-Domane verantwortlich. Es kann mit JAM-B auf Endothelzellen (Arrate et al.,
2001; Liang et al., 2002) und mit Mac-1 auf Leukozyten (Santoso et al., 2002)

interagieren.

Es wurde gezeigt, dass JAM-C die Leukozyten-Bindung als direkter Gegen-
rezeptor flr das B2-Intergrin Mac-1 (aMB2; CD11b/CD18) vermittelt (Santoso et
al., 2002; Zen et al., 2004). Das Glycoprotein Iba (GPlba) stellt ausserdem ei-
nen Gegenrezeptor fir Mac-1 dar, der die Anheftung von Leukozyten und
Thrombozyten unter starken Scherkraften erleichtert (Simon et al., 2000). JAM-
C ist dagegen eher unter schwachen Scherkraften der Gegenrezeptor fur Mac-
1. Dabei kommen JAM-C und Fibrinogen als Bindungspartner fur Mac-1 in
Frage. Das lasst vermuten, dass die beiden Proteine eine uUberlappende Bin-
dungsstelle auf Mac-1 haben. Diese liegt moglicherweise in der ersten Ligan-

den-bindenden Doméne.

JAM-C ist nicht an der Anheftung der neutrophilen Granulozyten an das Endo-
thel beteiligt, es vermittelt aber deren Transmigration in Abhangigkeit von Mac-1

uber die Barriere des Endothels hinweg (Springer, 1995; Chavakis et al., 2004).
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Es nimmt dabei an den spateren Schritten im Verlauf der Granulozyten-Endo-

thel-Anheftungsphase teil (Aurrand-Lions et al., 2005).

Durch einen monoklonalen Antikorper gegen JAM-C, Gi11, konnte die Mac-1-
abhangige Anheftung von neutrophilen Granulozyten an Thrombozyten aufge-
hoben werden. Die Aktivitat des GPlba wurde geringflgig ebenfalls durch einen
monoklonalen Antikérper gehemmt (Santoso et al., 2002). Die Kombination der
beiden Antikorper konnte dagegen die Zell-Zell-Interaktion komplett aufheben.
Damit stellt JAM-C zusammen mit GPlba, beide Gegenrezeptoren von Mac-1,
den Anheftungsrezeptor fur die Interaktion zwischen Leukozyten und Thrombo-
zyten dar (Simon et al., 2000; Santoso et al., 2002). Ebenso interagiert JAM-C
mit p150.95 (aXp2, CD11¢/CD18), dem dritten B2-Integrin. Im Gegensatz dazu
konnte keine spezifische Bindung zu LFA-1 (aLB2, CD11a/CD18) identifiziert
werden (Santoso et al., 2002). Die Expression von JAM-C wird durch oxidiertes
LDL hochreguliert. Allerdings ist durch die Uberexpression von JAM-C dieses
nicht mehr auf die inter-endothelialen Verbindungen in der TJ beschrankt.
Durch die Uberexpression lauft neben der Transmigration auch die Anheftung

von Leukozyten JAM-C vermittelt ab (Keiper et al., 2005a).

Alle heterophilen Gegenrezeptoren von JAM-C und auch von JAM-A (LFA-1,
Mac-1 und a4B1) haben wieder Gegenrezeptoren direkt auf den Epithelzellen,
z.B. ICAM-1 und ICAM-2 (intercellular adhesion molecule-1/ -2) und VCAM-1
(vascular cell adhesion molecule-1), so dass JAM-C moglicherweise eine unter-

stitzende Rolle bei diesen Interaktionen zukommen kann (Ebnet et al., 2004).

Als weiterer Bindungspartner uber die PDZ-Domane wurde PAR-3 beschrieben
(Ebnet et al., 2003). Auf Fibroblasten kann JAM-C in Koexpression mit ZO-1

nachgewiesen werden (Morris et al., 2006).

Humanes JAM-3 (hJAM-C) hat 86% Ubereinstimmung mit Maus-JAM-2 (mJAM-
C) und Maus-JAM-3 (mJAM-B) hat eine 79% Ubereinstimmung mit humanem
JAM-3 (hJAM-C), allerdings ergab die Nomenklaturanderung (Tab. 1) Verande-

rungen in Zuordnung und Bezeichnung (Muller et al., 2003).

Durch die vermittelnde Rolle des JAM-C zwischen Endothel und neutrophilen

Granulozyten konnte sich dadurch eine neue therapeutische Maoglichkeit bei
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entzundlichen Gefallerkrankungen ergeben. Aul’erdem konnte gezeigt werden,
dass JAM-C einen wesentlichen Teil zur Pathophysiologie der akuten Pancrea-
titis beitragt und somit auch hier wiederum einen neuen therapeutischen Ansatz

liefern konnte (Vonlaufen et al., 2006).

Von Takai und Nakanishi (2003) wurde belegt, dass Mitglieder der Ig-Superfa-
milie Uber Punctuae adherentiae an Zell-Zell-Kontakten der Spermatiden und
Sertoli-Zellen beteiligt sind. Gliki et al. (2004) konnten weiterhin zeigen, dass
die Differenzierung von runden Spermatiden zu Spermatozoen in Mausen ent-

scheidend von dem Vorhandensein von JAM-C abhangig ist.

Ein Knock-out-Modell fur JAM-C zeigte eine gestorte Spermatidendifferenzie-
rung und Infertilitat (Gliki et al., 2004). Neben JAM-C wird CAR auf mannlichen
Keimzellen exprimiert (Mirza et al., 2006). Es kommt zur Komplexbildung; falls
diese gestort ist, wird die Spermatidendifferenzierung unterbrochen. Untersu-
chungen zu serologischen und/oder immunologischen Defekten sind nicht ver-

offentlicht.

1.3.5.1 Genetik und Aufbau von JAM-C

JAM-C gehort wie die anderen Mitglieder der JAM-Familie zu den Typ-1-
Transmembranproteinen mit einem extrazellularen, einem transmembranen

sowie einem cytoplasmatischen Abschnitt und mit dem Carboxy-Terminus (Abb.

1).
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Asn 104
W4 COOH-Motiv
Asn 102 O PDZ-Doméne
@ — potentielle N-Glycosilierungsstelle
Zellmembran
O— potentielle O-Glycosilierungsstelle
PKC .
e PDZ @ Proteinkinase (PKC)
ng)H O Phosphorilierungsstelle

Abb. 1 Aufbau von JAM-C
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Die 1740 Basen der mRNA kodieren fur die 310 Aminosauren des Proteins mit

einem Molekulargewicht von 43 kDa.

Von den Aminosauren entfallen die Positionen 1-31 auf die Signalsequenz, 32-
244 auf den extrazellularen, 245-267 auf den transmembranaren und 268-310
auf den cytoplasmatischen Anteil. Der extrazellulare Abschnitt besteht (wie
auch bei JAM-A und JAM-B) aus zwei Immunglobulin-Domanen. Zwei Regio-
nen, AS 44-122 und AS 151-226, zeigen Ubereinstimmungen zu den Mitglie-
dern der Ig-Superfamilie. Diese entsprechen den Typ-C2-Immunglobulin-Do-
manen. Der extrazellulare Abschnitt enthalt zwei potentielle N-Glycosilie-
rungsstellen (Asn 104, Asn 192) und eine O-Glycosilierungsstelle (Thr 60). Der
cytoplasmatische Abschnitt enthalt drei potentielle Phosphorylierungsstellen
(Tyr 270, 282, 293) und eine mdgliche Phosphorylierungsstelle fir die Casein-
kinase Il (Thr 296) oder fir die Proteinkinase C (Ser 281). Von Ebnet et al.
(2003) wurde gezeigt, dass JAM-C in transfizierten CHO-Zellen an der Amino-
saure Serin phosphoryliert werden kann. Am Carboxyende befindet sich das
Bindungsmotiv FLI COOH, das Interaktionen mit PDZ-Domanen vermitteln kann
(Santoso et al., 2002; Ebnet et al., 2004).

14 Krankheitsassoziationen mit JAM-C

141 Chromosom 11: Eine Assoziation zwischen Kardiogenese und
JAM-C

JAM-C wird auf dem kurzen Arm des Chromosoms 11 kodiert. Philipps et al.
(2002) beschreiben zum ersten Mal einen Zusammenhang zwischen der em-
bryonalen Herzentwicklung und JAM-C aufgrund der engen gemeinsamen Lo-
kalisation auf Chromosom 11q und der Tatsache, dass JAMs fur die Zell-Zell-

Interaktionen mitverantwortlich sind.

Fir die normale Kardiogenese sind Zell-Zell-Interaktionen von enormer Bedeu-
tung. Falls diese durch Mutationen oder Deletionen eingeschrankt oder nicht

maglich sind, kdbnnen daraus schwere Herzfehler resultieren.

12
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Bei der Kardiogenese beginnen die Zellteilungen in der 3. Entwicklungswoche
an der Grenze von extra- und intraembryonalem Mesoderm. Die auftretenden
Blaschen bilden dann eine zusammenhangende Lichtung, aus der der primare
Herzschlauch entsteht. In der weiteren Entwicklung kommt es zur Ausbildung

der Herzschleife, aus der sich dann das vierkammerige Herz bildet.

Die Entwicklung von embryonalen Stammzellen zu kardialen Zellen wird durch
verschiedene Wachstumsfaktoren (TGF-, IGF FGF und Erythropoetin) regu-
liert. Nach deren Bindung an jeweils spezifische Rezeptoren induzieren sie die
Expression von einer Reihe herzspezifischer Transkriptionsfaktoren. Dazu ge-
héren z. B. die zinc finger, GATA-Proteine sowie Nkx2-5, der ein Koaktivator
von GATA-4 ist (Lyons et al., 1995; Sachinidis et al., 2002).

1.4.1.1 Transkriptionsfaktoren von Bedeutung fiir die Kardiogenese

Die Transkriptionsfaktoren Nkx2-5 und GATA-4 sind fur die frihen prakardialen
Zellen von Bedeutung und damit von essentieller Wichtigkeit fur die Herzent-
wicklung. Allerdings sind sie nicht in der Lage diese einzuleiten (Durocher et al.,
1997).

Die Basensequenz des Transkriptionsfaktors Nkx2-5 befindet sich in der putati-
ven Promotorregion von JAM-C, so dass auch darin eine mogliche Funktion des
JAM-C zu finden ist.

Der Transkriptionsfaktor Nkx2-5 nutzt ebenso wie GATA-4 den ANF-(atrial
natriuretic factor) Promotor. Die Interaktion zwischen Nkx2-5 und GATA-4 er-
folgt in vivo und in vitro Uber den C-terminalen zinc finger. Die C-terminale Do-
mane des Nkx2-5 ist dafur verantwortlich, dass diese Interaktion zu Stande
kommt, die fur die Aktivierung von herzspezifischen Promotoren genutzt wird
(Durocher et al., 1997; Brown et al., 2004).

Die Mitglieder der GATA-Familie spielen eine Schlisselrolle in der Regulato-

renentwicklung (Fu et al., 1990).

Die GATA-Familie kann bis jetzt in zwei Untergruppen gegliedert werden.
GATA-1, GATA-2 und GATA-3 gehodren zur ersten Gruppe, die eine wichtige

13
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Rolle im hamatopoetischen System spielt. GATA-1 ist in Proerythroblasten in
Koexpression mit GATA-2 zu finden. Die funktionelle Spezifitat der GATA-Pro-
teine kommt auch durch die Interaktion mit zellgebundenen Cofaktoren zu
Stande. GATA-1 interagiert mit dem erythroid-spezifischem LIM-Protein RBTN2
und dem hematopoetic basic helix-loop protein SCL/TAL 1 (Osada et al., 1995),
ebenso mit dem uberall vorkommenden SP1 und zwei anderen erythropoeti-
schen Faktoren NFE-2 (Walters und Martin, 1992) und dem zinc-finger eklf (Me-
rika und Orkin, 1995). Weiss et al. (1997) konnten zeigen, dass GATA-1 von
entscheidender Bedeutung fur die Erythropoese ist. Allerdings konnte ein Teil
der entsprechenden Basenabfolge als identisch bei GATA-3 identifiziert wer-
den, das anteilig auch GATA-1 in seiner erythropoetischen Funktion ersetzen
konnte. Ein groRRer Teil der Interaktionen der GATA-Proteine, die von Bedeu-
tung flr das hamatopoetische System sind, ist bis jetzt noch nicht vollstandig
bekannt, so auch die spezielle Funktion vom GATA-3. In der putativen JAM-C-
Promotorregion befindet sich mit einer Ubereinstimmung von 90% die Basen-
sequenz des GATA-3.

Zu der anderen Untergruppe gehéren GATA-4, GATA-5 und GATA-6, deren Ex-
pression fur die Herz- und auch die Eingeweideentwicklung von Bedeutung ist
(Arcei et al., 1993; Kelley et al., 1993; Blumberg et al., 1993; Jiang et al., 1996).
Dabei wird GATA-5 bevorzugt in endokardialen und GATA-4/GATA-6 in
myokardialen Zellen gefunden (Kelley et al., 1993). Durch Nkx2-5 wird die Ex-
pression von GATA-6 weiter verstarkt, was wiederum fir die Kardiogenese von
Bedeutung ist (Brewer et al., 2005). GATA-4 ist ein starker Koaktivator von
mehreren herzspezifischen Promotoren. Wenn die Entwicklung von GATA-4
gehemmt wird, kdnnen sich die Kardiomyozyten nicht vollstandig differenzieren
(Grépin et al., 1995; Grépin et al., 1997).

14



Einleitung

1.4.2 Mogliche Assoziation zwischen JAM-C und dem Hypoplastischen
Linksherz-Syndrom

Angeborene Herzfehler haben eine Inzidenz von 5-8 auf 1000 Lebendgebo-
rene. Die relative Inzidenz des Hypoplastischen Linksherz-Syndroms (HLH)
liegt dabei bei 7-9 % (Sitzmann, 2002).

Das HLH ist gekennzeichnet durch eine Stenose oder Atresie der Mitral- und
Aortenklappe, eine ausgepragte Hypoplasie des linken Ventrikels, haufig in
Kombination mit Endocardfibroelastose. Des Weiteren besteht eine Hypoplasie
der aszendierenden Aorta und des Aortenbogens (Abb. 2 und Abb. 3). Der Ka-
ryotyp der Patienten ist, wenn das HLH allein auftritt, normal. Sonst kommt es
haufig in Kombination mit dem Turner-Syndrom und dem Jacobsen-Syndrom

vor.

Abb.2 Schematische Darstellung des HLH
LV = linker Ventrikel; LA = linker Vorhof; RV = rechter Ventrikel; RA =
rechter Vorhof; AO = Aorta; PA = A. pulmonalis
(Freundlicherweise liberlassen von Jiirgen Bauer, GieRRen)

Das Jacobsen-Syndrom wurde 1973 zum ersten Mal beschrieben (Jacobsen et
al.). Seine Ursache ist eine Deletion auf dem kurzen Arm des Chromosoms 11.
Dabei bestehen haufig eine Thrombozytopenie, angeborene Herzfehler, oph-

talmologische, gastrointestinale und urogenitale Abnormalitaten. Auf3erdem
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kann die Intelligenz vermindert sein. Von Grossfeld et al. (2004) wurde des
Weiteren ein Zusammenhang zwischen dem Paris-Trousseau-Syndrom und

dem Jacobsen-Syndrom beschrieben.

Abb. 3 HLH-Darstellung
LV = linker Ventrikel; RV = rechter Ventrikel; PT = Truncus pulmonalis;
AAo = ascendierende Aorta
(Freundlicherweise liberlassen von Jiirgen Bauer, GieRRen)

Das Paris-Trousseau-Syndrom ist ebenfalls durch eine Thrombozytopenie ge-
kennzeichnet. Die Patienten fallen durch eine milde haemorrhagische Tendenz
und eine abnorme Thrombozytenmorphologie auf. Die Thrombozyten enthalten
im Elektronenmikroskop deutlich sichtbare Granula. Molekulare Analysen
konnten zeigen, dass als eine mogliche Ursache eine Deletion auf Chromosom
11 vorliegen kann, und damit das Friend leukemia integration-1 (Fli-1)-Gen,

ebenso wie JAM-C nicht vorhanden sind (Favier et al., 1993; Breton-Gorius et
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al., 1995; Favier et al., 2003). Fli-1 ist ebenso wie GATA-1 fir die normale Ex-
pression von megakaryozyten-spezifischen Genen verantwortlich (Lemarchan-
del et al., 1993; van Geet und Freson, 2003).

Wie weiter oben (1.4.1) erwahnt, besteht eine Assoziation zwischen JAM-C und
der Kardiogenese. Ebenso konnte gezeigt werden, dass eine Assoziation zwi-
schen JAM-C und dem HLH gegeben ist, da beide auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 11 lokalisiert sind. Als eine mogliche Ursache des HLH kommt
wiederum eine terminale Deletion von 20 Mb am Chromosom 11925 in Be-
tracht. In dieser Region ist JAM-C lokalisiert (Phillips et al., 2002).

Die Migration von Endothelzellen in endokardiales Gewebe stellt einen zentra-
len Prozess in der Kardiogenese dar, so dass die Zell-Zell-Kontakte fur diesen
Prozess entscheidend sind. Phillips et al. (2002) konnten zeigen, dass die kar-
diale Expression von JAM-C in den geweblichen Strukturen wahrend der Em-
bryonalperiode zu finden ist, welche durch geringe chromosomale Veranderun-
gen stark beeinflusst werden kdonnen. Deshalb kdnnte durchaus ein Zusam-
menhang zwischen dem HLH-Gen und JAM-C bestehen. Des Weiteren wurde
die Expression von JAM-C in Lunge, Niere und Darm bestatigt, obwohl darin
kein Zusammenhang zum Jacobsen-Syndrom gesehen wurde. Das ist keine
Besonderheit, da die Genlokalisation bei vielen Krankheiten nicht ausschlagge-
bend fur deren Phanotyp ist. HLH-Patienten wurden im Bezug auf Punktmutati-
onen und Deletionen untersucht. Diese Untersuchung brachte jedoch kein auf-
schlussreiches Ergebnis. Das konnte gegen JAM-C in Bezug auf das HLH
sprechen. Doch die Breite der moglichen Ursachen ist zu gro® um eine eindeu-

tige Stellungnahme abzugeben.

Die chromosomale Nahe von HLH und JAM-C ist eindeutig vorhanden, so dass
JAM-C als moglicher Kandidat zur Beeinflussung der Kardiogenese nicht aus-

geschlossen werden kann.
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1.4.3 Immunogene Krankheitsassoziationen

Im Gegensatz zu JAM-A, bei dem unterschiedliche Antikdper in einzelnen Fal-
len bei Patienten mit Immunthrombozytopenie (s.o0.) beschrieben sind, wurden
bis jetzt in diesem Zusammenhang noch keine Antikorper gegen JAM-C gefun-
den. JAM-C stellt nach diesen Untersuchungen kein Targetprotein flir Throm-
bozytenantikorper dar. Fast 1000 untersuchte Patienten mit Immunthrombozy-
topenie waren negativ fur Antikorper, die mit JAM-C hatten reagieren kdnnen
(Santoso et al., 2002).

Demnach gibt es zum jetzigen Zeitpunkt keine immunogene Kranheitsassozia-
tion fur JAM-C.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

JAM-C ist ein neues Mitglied der JAMs, welches 2002 zum ersten Mal
beschrieben wurde. Es ist in der Lage Thrombozyten-Leukozyten-Interaktionen
zu vermitteln, die unter anderem bei Stress oder entziindlichen Reaktionen von

Bedeutung sind.

Als Grundlage dieser Arbeit dient die Veroffentlichung von Phillips et al. (2002).
Es wurde darin gemutmalt, dass ein Zusammenhang zwischen JAM-C und

dem Hypoplastischen Linksherz-Syndrom (HLH) bestehen kdnne.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Deletion von 20 Mb auf Chromosom
11924 ursachlich fur die Ausbildung des HLH sein kann. In dieser Region wurde
JAM-C identifizert, das auch wahrend der Kardiogenese exprimiert wird. In
diesem Entwicklungszeitraum kdnnen gewebliche Strukturen durch geringe
chromosomale Veranderungen stark beeinflusst werden. Das HLH ist durch
Stenose oder Atresie der Mitral- und Aortenklappe, ausgepragte Hypoplasie
des linken Ventrikels, sowie haufig Endocardfibroelastose und Hypoplasie der

aszendierenden Aorta und des Aortenbogens gekennzeichnet.
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In der vorliegenden Arbeit sollte zunachst die Expression von JAM-C auf der
Oberflache von Thrombozyten in einem Normalkollektiv und bei HLH-Patientien
untersucht werden. Falls der oben dargestellt Zusammenhang bestehen wurde,
musste die Expression von JAM-C auf Thrombozyten bei HLH-Patienten nicht

vorhanden oder stark vermindert sein.

Aulerdem sollte die putative Promotorregion des JAM-C-Gens, welche von
entscheidender Bedeutung fur die Regulation von JAM-C ist, weiter cha-
rakterisiert werden. Die Ergebnisse kdénnen mdglicherweise aufgrund der
strukturellen Ahnlichkeiten auf die anderen Mitglieder, insbesondere auf JAM-A

und JAM-B, uUbertragen werden.

Die gewonnenen Ergebnisse konnten eine Grundlage zur medikamentdsen
Therapie bei entzindlichen, thrombembolischen und tumorésen Prozessen bil-
den, da JAM-C unter anderem die Leukozyten-Transmigration bei Stress, ent-
zundlichen Prozessen und Infektionen Uber die Barriere des Endothels hinweg

vermittelt.

Die Fragestellungen waren im Speziellen:

e Steht die Entwicklung des hypoplastischen Linksherzens im Zusammen-
hang mit fehlender oder reduzierter Expression von JAM-C auf der

Oberflache von Thrombozyten?

e Befinden sich Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren in der Sequenz

von JAM-C, die fur die Kardiogenese von Bedeutung sind?

e Wo befindet sich der JAM-C-Promotor? Lasst sich diese Region durch

spezifische Basensequenzen weiter eingrenzen?

Welche Rolle spielt dabei die Aktivitat des Promotors und Iasst sich diese mogli-
cherweise steigern? Damit konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat des
Promotors und damit die Expression von JAM-C auch durch externe Einflisse

herauf- oder herabreguliert werden kénnte.
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2 Material und Methoden
2.1 Probensammlung und Probenaufbereitung

21.1 Blutproben zur Thrombozytenisolierung

Kindern mit hypoplastischem Linksherzsyndrom und der Kontrollgruppe wurden
in der kardiologischen Ambulanz der Kinderklinik Giessen 1-2 ml venéses Voll-
blut entnommen und durch den Zusatz von Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

ungerinnbar gemacht.

2.1.2 Isolierung von Thrombozyten

Die Thrombozyten wurden aus vendsem Vollblut durch differenzielle Zentrifuga-
tion gewonnen. Dabei wurden 1-2 ml EDTA-Blut mit 2 ml Dulbeccos Phosphate
Buffered Saline (1x) ohne Calcium und Magnesium (PBS; PaA, Colbe) aufge-
schwemmt. Das aufgeschwemmte Blut wurde bei 760 rpm fir 25 min bei RT
zentrifugiert (Biofuge 13; HAEREUS, Staufen). Das plattchenreiche Plasma
(PRP) wurde in Polycarbonatrohrchen uberfuhrt. Die korpuskularen Bestand-
teile des Blutes wurden nochmals mit 1 ml PBS aufgeschwemmt und erneut
unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Das entstandene PRP wurde eben-
falls abgenommen und bei 2200 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgesaugt, so dass das Thrombozytenpellet wieder in 400 ul PBS re-
suspendiert und in ein Reaktionsgefall (EPPENDORF-NETHELER-HINZ, Hamburg)
uberfuhrt werden konnte. 400 pl Thrombozytensuspension wurden mit 400 ul 2
% Paraformaldehyd (400 mg PFA (4 % 1:2 mit PBS verdunnt); 10 ml PBS, 300
Ml 3M NaOH bei 56 °C im Wasserbad fur 2 h geldst und mit 3M HCI auf pH 7,0-
7,4 eingestellt) versetzt und 5 min bei 4 °C im Dunkeln fixiert. Nach erneuter
Zugabe von 400 ul PBS wurde die Suspension bei 10 000 rpm 1 min zentrifu-
giert und der Uberstand abgesaugt. Das Pellet wurde zwei weitere Male mit
PBS gewaschen und in 300 yl PBS aufgenommen.
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2.1.3 Antikorper

Die monoklonalen Antikérper Gi9 (GPla/lla) und Gi11 (JAM-C) wurden im In-
stitut fur Klinische Immunologie und Transfusionsmedizin der Universitat herge-
stellt und charakterisiert (Santoso et al., 1993; Santoso et al., 1984). Der Kon-
troll-Antikdrper Mouse 1gG (0,5 mg/ml) wurde zugekauft (BECTON DICKINSON,
Heidelberg).

2.1.4 DNA-Isolierung aus Voliblut
Die Isolierung erfolgte gemal den Herstellerangaben mit dem Purgene Blood
Kit™ (GENTRA SYSTEMS; Minneapolis, USA). Die DNA wurde mit einem Zielvo-

lumen von 100 ul Aqua dest. aus der Matrix gel6st und bei -20 °C eingefroren.

2.2 Serologische Untersuchungen

221 Thrombozytenmarkierung und Durchflusszytometrie

Abhangig von der Anzahl der Primarantikorper wurde die Zellsuspension auf-
geteilt. 100 pl wurden mit 20 pl der Antikorper (0,02 mg/ml) versetzt und fur 30
min bei 4 °C inkubiert. AnschlielRend erfolgte mit zweimaliger Wiederholung das
Waschen der Thrombozyten mit 0,2 % bovinem Serum (BSA, ORTHO CLINICAL
DIAGNOSTICS, Neckargmund)/ PBS. Auf die gewaschenen und mit Primaranti-
korper markierten Thrombozyten wurden 100 pl des Sekundarantikorpers
(Goat-anti-Mouse, FITC markiert; Qifikit®, Dako, Danemark) pipettiert. Nach ei-
ner Inkubationszeit von 45 min bei 4 °C wurden die Waschschritte wiederholt
und dann die markierten Thrombozyten in ein Réhrchen (5 ml; Polystyrene

Round-Bottom Tubes, FALCON, Karlsruhe) uberfuhrt.

Die mit den Primar- und Sekundarantikorpern markierten Thrombozyten wurden
in jeweils 300 pl 0,2 % BSA/PBS, die Kalibrierungsbeads (Standardpartikel,
Qifikit®) in 500 pl 0,2 % PBS/BSA aufgenommen und in 5 ml Réhrchen
(FALCON) uberfuhrt und mit einem Durchflusszytometer (BECTON DICKINSON)

analysiert.
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Abb. 4 zeigt eine beispielhafte Darstellung der Messungen.
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Abb. 4 Beispielhafte Messung der Expression von JAM-C auf Thrombozyten
(griin), positive Kontrolle: GPla/lla (blau), negative Kontrolle: Maus IgG
(schwarz)

2.3 Molekularbiologische Untersuchungen
2.3.1 Polymerase-Ketten-Reaktion

Alle Polymerase-Ketten-Reaktionen (PCR) wurden in der Hybaid PCR Express
Maschine (THERMO LIFE SCIENCES, Engelsbach) durchgefuhrt. Der Ansatz mit
einem Gesamtvolumen von 50 ul je Einzelansatz wurde in Strip Ease Tubes
(PCR Soft Strips 0,2 ml; Biozym, Hessisch Oldendorf) pipettiert.

Je Ansatz wurden falls nicht anders beschrieben 8 ul dNTP 10 mM (Mix Stan-
dard; PEQ LaAB, Erlangen), 3-5 ul Primer 5 pmol/ul, 5 yl DNA, 5 ul 10x PCR-
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Puffer (enthalt 15 mM MgCl,) (RocHE) und 1 ul Ampli Tag Gold Polymerase (5
U/ul; RocHE, Mannheim) pipettiert. Dieser Ansatz wurde dann jeweils auf 50 pl

mit Aqua dest. (BAXTER, Unterschleil3heim) aufgefillt.

Das 1. Fragment (606 bp), das die 5. putative RNA-Polymerasebindungsstelle
umfasst, wurde mit den Primern +47/+66R und P-559/-540F (siehe Tab. 2)
amplifiziert (15 pmol je Primer, 8 mM dNTP, 1,5 mM MgCl; in der entsprechen-
den Menge 10x PCR Puffer, 5x Q-Solution in der entsprechenden Menge, 5 U
Hot Star Taq Polymerase (QUIAGEN, Hilden), 5 yl DNA (ca. 500 ng).

Das 2. Fragment (1337 bp), das die 4. und die 5. putative RNA-Polymerase-
Bindungsstelle umfasst, wurde mit den Primern P+2/-17R und P-1320/-1303F
(s.u.) amplifiziert (25 pmol je Primer, 8mM dNTP, 1,5 mM MgCl; in der entspre-
chenden Menge 5x GC-RICH PCR Buffer, 5M GC-RICH Solution in der ent-
sprechenden Menge, 1 U GC-RICH Enzyme Mix (ROCHE, Mannheim).

Das 3. Fragment (1398 bp), das die 3. und die 4. putative RNA-Polymerase-
Bindungsstelle umschlief3t, wurde mit den Primern P-540/-559R und P-1957/-
1939F (s.u.) und der Taq Polymerase (15 pmol je Primer, sonst wie 2.2.1)

amplifiziert.

Das 4. Fragment (1234 bp), das die 1., 2. und 3. putative RNA-Polymerase-Bin-
dungsstelle einschliel3t, wurde mit den Primern P-1303/-1320R und P-2554/-
2537F (s.u.) und der Taq Polymerase (15 pmol je Primer, sonst wie 2.2.1)

amplifiziert.

2.3.2 Agarosegel-Elektrophorese

Agarosegel-Elektrophorese dient der Darstellung von PCR-Produkten, zur Auf-
reinigung von Amplifikaten und zur Analyse der Restriktionsfragment-Langen.
Normalerweise wurden einprozentige Agarosegele verwendet. Allerdings wur-
den dabei, je nach Lange der aufzutrennenden Proben und der absoluten An-
zahl der Basenpaare Art und Konzentration der verwendeten Agarose sowie Art
des Laufpuffers variiert. Die entsprechende Agarosemenge (Ultra Pure; LIFE
TECHNOLOGIES, Karlsruhe) wurde in 25 ml TBE-Puffer (54,0 g Tris, 27,5 g

23



Material und Methoden

Borsaure, 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8) mit 1000 ml Aqua dest. aufgeflllt), durch
Erhitzen in der Mikrowelle und durch Ruhren mit dem Magnetruttler gelost, mit
2,5 ul Ethidiumbromid 10 mg/ml (INVITROGEN, Karlsruhe) versetzt und dann in
einen Schlitten gegossen. Nach dem Abkuhlen des Gels wurden jeweils 8 pl
Analysenprobe und 2 ul LB-Puffer (0,4 g Saccharose 40 %, 2,5 mg Bromphe-
nolblau 0,25 %, 100 ul EDTA Gisco BRL pH 8, 900 ul Aqua dest.) in die ent-
sprechen Geltaschen pipettiert. Bei jedem Ansatz wurde ein Molekularge-
wichtsmarker mitgefuhrt. 1 ul Molekulargewichtsmarker wurde in 7 ul Aqua
dest. und 2 ul LB-Puffer geldst. Die Auftrennung erfolgte in der Regel bei jedem
Ansatz bei 125 V in TBE-Puffer in der Elektrophoresekammer bis eine ausrei-
chende Trennung erreicht war. Die Proben wurden dann durch UV-Licht sicht-

bar gemacht und mit dem Digit-Store Videosystem (SONY) photographiert.

2.3.3 Extraktion von PCR-Produkten aus Gelen

Nach der Auftrennung von 150 ul Amplifikat mit der Agarosegel-Elektrophorese
wurde das entsprechende Produkt auf dem UV-Schirm sichtbar gemacht und
mit dem Skalpell ausgeschnitten. Mit einer modifizierten Silika-Matrix-Absorp-
tionsmethode (QlAquick Gel Extraktions Kit™; QUIAGEN, Hilden) wurde die ent-
sprechende Bande gemald Herstellerangabe aus dem Agarosegel extrahiert.
Die DNA wurde mit 30 pl HPLC-Wasser (MERCK, Darmstadt) eluiert. Die Kon-
zentration der eluierten DNA wurde teilweise am Photometer und teilweise mit

Schatzgel bestimmt.

Zur photometrischen Messung wurde Eluat 1:20 in Trispuffer (3 M, pH 7,5) ver-
dinnt und am Photometer (Spekol UV Vis; ZEIss, Berlin) gemessen. Die Be-
stimmung per Schatzgel entspricht der Agarose-Gelelektrophorese, nur dass 1

Ml Analysenprobe in 7 ul Aqua dest. und 2 ul LB-Puffer geldst wurde.
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2.3.4 Klonierung
2.3.4.1 Ligation in den pGEM®-T-Easy Vektor PROMEGA, USA)

1 ul des Vektors pGEM®-T Easy (50 ng/ul) (Abb. 5), 5 pl 2x Rapid Ligation Buf-
fer/ T4 Ligase und 1 ul T4 Ligase (3 Weiss units/ul) wurden mit der per Gel-
extraktion eluierten DNA im Verhaltnis 3:1 eingesetzt und jeweils auf 10 ul mit
Aqua dest. aufgeflllt. Bei der mitgefuhrten positiven Kontrolle wurden 2 l
Control Insert DNA (4 ng/ul) verwendet. Der Ansatz wurde in ein Eppendorf
Gefal® 1,7 ml (SORENSON™ RNase/DNase Free, USA) pipettiert und bei 4 °C 16
h im Thermoblock (Trio Thermoblock; BIOMETRA, Gdéttingen) inkubiert. 3 pl des

Ligationsansatzes wurden bei der Transformation eingesetzt.

phage f1 region (2380-2835 bp)

7 1

Apa |
Amp’ Aat |
Sph |
BstZ |
Nco |
Not |

I

I

pGEM®- T Easy lacZ E:;R

(3015bp) T T MCS

Spe |
EcoR |
Not |
BstZ |
Pst |
Sal |
Nde |
Sac |
BstX |
Nsi |

1 sp6

Abb.5 Vektorkarte des pGEM®-T Easy Vektors mit den wichtigsten Sequenz-
abschnitten.
MCS/Multiple Cloning Sites
(PROMEGA, USA, mod.)
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2.3.4.2 Transformation in JM 109 High Efficiency kompetente Zellen
(PROMEGA, USA)

Die fur die Transformation bendtigten Agarplatten wurden wie folgt hergestellt:
3,75 g Bacto Agar (DIFco BECTON DICKINSON; Sparks, USA) wurden in 250 ml
Luria-Bertani-Medium (LB-Medium; 10 g Tryptone, 5 g Yeast, 10 g NaCl ad
1000 ml Aqua dest., pH 7,5) beim Autoklavieren (121 °C/15 min) gel6st und im
Wasserbad auf 45 °C abgekuhlt. 50 mg X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-inodyl-3-D-
galactoside, ad 1 ml Dimethylformamid; GiBco BRL, USA) wurden direkt in die
Flasche gegeben. 100 ug/ ml Ampicillin (50 ng/ml; SIGMA-ALDRICH, Steinheim)
und 59,5 mg IPTG (Isopropylthio-B-D-galactoside, ad 5 ml Aqua dest.; GIBCO,
USA) wurden steril in die Flasche filtriert. Je 25 ml des flissigen Agars wurde
auf eine Petrischale (Optilux; FALCON, Karlsruhe) gegeben und bei RT gehartet.

Die Agarplatten wurden mit Parafilm verschlossen und bei 4 °C aufbewabhrt.

3 pl des Ligationsansatzes wurden mit 50 yl kompetenten JM 109 Escherichia-
coli-Bakterien (eingefroren bei -70 °C) in ein Bakterienréhrchen (14 ml; Greiner,
Nurtingen) auf Eis zusammen pipettiert und 30 min inkubiert. Der Hitzeschock
erfolgte bei 42 °C fur 45 sec im Wasserbad, wobei danach das Bakterienrohr-
chen sofort ins Eisbad gestellt wurde. 250 pyl SOC-Medium (10 ml: 2 % Tryp-
tone, 0,5 % Yeast Extract, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgClz, 10 mM
MgSO4, 20 mM Glucose; INVITROGEN, Karlsruhe) wurden bei Raumtemperatur
in das Bakterienréhrchen pipettiert. Dieses Rohrchen wurde verschlossen 1,5 h
bei 37 °C und 225 rpm in den Schuttelinkubator (GFL, Mannheim) gestellt. Vom
Bakterien-Medium wurden je 50 pl und 200 ul auf die Agarplatten (RT) pipettiert
und gleichmaRig ausgestrichen. Die Agarplatten wurden verschlossen und bei
37 °C uber Nacht inkubiert. Nach 16 h wurden die Platten mit Parafilm ver-

schlossen und bei 8 °C gelagert.

Die hergestellten Agarplatten eignen sich fur blue-white screening, so dass die
Klone ohne Insert (blau) von denen mit Insert (weil3) unterschieden werden
kénnen. Zur Kontrolle, ob die Klone das Insert richtig eingebaut haben, wurde 2
Klon jeweils mit einer sterilen Ose von der Platte gepickt und in ein Reaktions-

gefall mit 50 yl Aqua dest. Uberfuhrt und bei 99 °C, 5 min im Thermo-Cycler
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(EPPENDORF, Hamburg) gekocht und anschlief3end bei 13 000 rpm 1 min zentri-
fugiert. 30 pl des Uberstandes wurden in ein neues ReaktionsgefaR tUberfihrt.
Von diesem Uberstand werden 10 pl in die PCR eingesetzt. Vorgehen siehe
Polymerase-Ketten-Reaktion, wobei 5 pl der entsprechenden Primer (5
pmol/ul), mit denen das eingebrachte Insert zuvor amplifiziert worden war, und
anstelle der DNA 10 pl Uberstand eingesetzt wurden. PCR-Bedingungen: De-
naturierung bei 95 °C 10 min; 30 Zyklen mit einer Denaturierungstemperatur
von 95 °C 1 min, Annealingtemperatur je nach Primer von 55 °C bis 62 °C, fur 1

min und Elongationstemperatur von 72 °C 1 min, schliel3lich bei 72 °C 10 min.

Die PCR-Produkte wurden mit der Gelelektrophorese (s.0.) aufgetrennt und auf

dem UV-Schirm sichtbar gemacht.

Stellte sich die erwartete Bande in der GroRe des eingesetzten Inserts dar,
wurde die zweite Halfte des Klons von der Platte gepickt und in 3 ml LB-Me-
dium (s.0.) mit 30 uyl Ampicillin (50 pl/ml) aufgenommen und in ein Bak-
terienrohrchen Uberfuhrt und fur 16 h in den Schuttelinkubator (225 rpm) bei 37
°C gestellt.

Von der Bakterienkultur wurden 900 pl abgenommen, mit 100 pl Glycerin reinst

(87 %) versetzt und in einem Kryoréhrchen bei -70 °C eingefroren.

2.3.4.3 Ligation in pMLuc-3 AccepTor Vektor™ (Novagen, MERCK,
Darmstadt)

Der Gesamtansatz von 10 ul wurde in ein 1,5-ml-Reaktionsgefal} pipettiert und
uber Nacht bei 4 °C im Thermoblock inkubiert. Fur die Ligationsreaktion wurde
die mit Gelextraktion aufgereinigte DNA im Verhaltnis 1:3 mit dem Vektor (50
ng/ul) (Abb. 6) versetzt und mit 5 ul Clonables Ligation Premix 2fach, sowie der
entsprechenden Menge Aqua dest. aufgeflllt. Die gesamten verwendeten Che-
mikalien stammen, bis auf das verwendete Aqua dest., aus dem pMLuc-3

AccepTor Vektor™ Kit (Novagen, MERCK, Darmstadt).
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Polyadenylierungs-
sequenzsignal
(3084-3239 bp)

BamH
Xma
Sma

Multiple cloning sites (1-76 bp)
IL-2 Signalpeptidsequenz
(78-164 bp)

Kpn
EcoR
Pst
Eag
Not
Pvu
Asc
BssH
Xho
EcoR
Hind
Spe

BsaA
ori (1550) Pml
‘ Nco

Sty
Abb. 6 Die wichtigsten Sequenzabschnitte der Vektorkarte des pMLuc-3

AccepTor Vektors™
(Novagen, MERCK, Darmstadt, mod.)

Renilla Luciferase
Sequenz
(165-1094 bp)

Sequenz (2153-
3010 bp)

pMLuc - 3
AccepTor ™
(3239 bp)

2.3.4.4 Transformation des pMLuc-3 AccepTor Plasmids in NovaBlue

Singles™ (Novagen, MERCK, Darmstadt) kompetente Zellen

Zur Transformation wurden 3 ul des Ligationsansatzes mit 50 uyl der kompe-
tenten Bakterien vermischt und in einem Bakterienréhrchen fir 30 min auf Eis
inkubiert. Der einminutige Hitzeschock der Bakterien erfolgte bei 42 °C im Was-
serbad. Nach der Abkuhlung (2 min auf Eis) wurde 250 pl SOC Medium hinzu-
gegeben und fur eine Stunde bei 37 °C bei 225 rpm in den Schuttelinkubator
gestellt. Je 50 und 200 pl der Bakteriensuspension wurden auf Agarplatten
(s.0., ohne X-gal und IPTG, mit 50 pg/ml Carbenicillin (GERBU, Gaiberg) aus-
gestrichen. Nach Inkubation bei 37 °C Uber Nacht wurden die Klone mit einer
sterilen Ose von der Platte genommen und in 3 ml LB-Medium, mit 30 pl Ampi-
cillin (SIGMA-ALDRICH, Steinheim) versetzt, resuspendiert und bei 37 °C Uber
Nacht bei 225 rpm in den Schuttelinkubator gestellt. Danach erfolgte die Plas-

mid-Isolierung (s.u.).
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2.3.5 Plasmidisolierung aus Bakterien

2 ml Bakterienkultur wurden bei 3 500 rpm flr 10 min zentrifugiert und das
Pellet in das Plasmid Miniprep™ Kit (QIAGEN, Hilden) eingesetzt. Die Plasmide
wurden mit 30 pl Aqua dest. von der Silikamatrix eluiert. Mit dem HiSpeed Midi
Prep Kit™ (QIAGEN, Hilden) wurde eine groflere Ausbeute aus einem

Bakterienkulturvolumen von 30 ml isoliert.

2.3.6 Sequenzierung

2.3.6.1 Sequenzierreaktion

Der verwendete Ansatz hatte ein Gesamtvolumen von 20 pl je Einzelansatz, in
den 4 pl Big Dye Terminator 3.1 Cycle Sequenzing Ready Reaction (ABI, USA)
und 2 pl des T; Primers (flr die Sequenzierung des pGEM-T Easy Vektors)
oder 2 pl pmLuc Up1/3 / Down (fur die Sequenzierung des pMLuc-3 Vektors)
eingesetzt wurden. Die Menge des einzusetzenden Plasmids wurde auf 1000
ng berechnet und mit HPLC-Wasser (Li Chrosolv®; Merck, Darmstadt) aufge-
fallt.

Die Sequenzierbedingungen: 96 °C fur 10 sec, 50 °C fiur 5 sec und 60 °C fur 4
min fur 25 Zyklen. Die PCR-Produkte wurden mit Natriumacetat (s.u.) gefalit.
Das Pellet wurde im Dunkeln getrocknet. Nach 30 min wurde es in 20 ul Hi Di
Formamid (ABI-Prism, PERKIN-ELMER, Boston, USA) aufgenommen und in 0,5-
ml-Sequenziergefale (ABI-Prism Genetic Analyser; PERKIN-ELMER, Boston,
USA) uberfuhrt. Die Analyse erfolgte im ABI-Prism 3100 (PERKIN-ELMER, Bos-
ton, USA).

2.3.7 Natriumacetatfallung

Insbesondere fur die Aufreinigung und Einengung von PCR-Produkten wurde
die Natriumacetatfallung verwendet. 3 M Natriumacetat (pH 4,56) wurde zum
DNA-L&sungsvolumen gegeben. Das zweieinhalbfache Volumen 100 % Etha-

nol (RIEDEL-DE HAEN, Seelze) (-20 °C) wurde zugegeben, anschliefend erfolgte
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die Prazipitation 20 min bei -20 °C. Danach wurde bei 13 000 rpm 10 min bei 4
°C zentrifugiert. Der dabei entstehende Uberstand wurde verworfen.
Anschlieend wurde das DNA-Pellet wiederum in 500 pl 70 %igem Ethanol (-20
°C) aufgenommen. Nach der erneuten Zentrifugation wurde das Pellet

getrocknet und dann im erwinschten Zielvolumen Wasser aufgenommen.

24 Expression in ECV-304 Zellen
241 Zellkultur

Die ECV-304 Zellen (humane Endothelzelllinie) wurden freundlicherweise von
Dr. Stephan Immenschuh (Institut flr klinische Immunologie und Transfusions-
medizin, JLU Giessen) zur Verfugung gestellt. Die Zellen wurden in Endothelial
Cell Basal Medium (PRoMO CELL®) mit 5 % fetalem Kalberserum (FCS Gold;
PAA, Linz, Osterreich) und 1 % Gentamycin Losung (50 mg/ml; PAA, Linz) bei
37 °C mit 5 % CO; kultiviert.

2.4.2 Transfektion der ECV-304 Zellen

Am Tag vor der Transfektion wurden die Zellen zweimal mit DPBS gewaschen
und 25 min mit 1 ml Trypsin/EDTA (0,5 g Trypsin, 0,2 g EDTA) (PaA, Linz) bei
RT aus der Petrischale abgeldst und in 50-mm?2-Zellkulturschalen ausgesat, so
dass eine Dichte von ca. 70-80 % am Tag der Transfektion erreicht wurde. 2,5
gl Lipofectamine™ 2000 Reagent (1 mg/ml) (GiBco BRL LIFE TECHNOLOGIES,
Eggenstein) und 1 ug Plasmid-DNA wurden getrennt in 50 yl Opti-MEM (Gibco
BRL, Eggenstein) pipettiert. Das Lipofectamin wurde zuvor 5 min mit Opti-MEM
zur Ausbildung der Komplexe inkubiert. Die beiden Suspensionen wurden vor-
sichtig durchmischt und zusammen bei Raumtemperatur 20 min zusammen in-
kubiert. Die Suspension wurde auf die zweimal mit DPBS gewaschenen ECV-
304 Zellen gegeben und bei 37 °C im Brutschrank (5 % COz) 5 h inkubiert.
Nach der Inkubation wurde jeweils 1 ml Medium mit 5 % fetalem Kalberserum

zugesetzt. 48 h nach der Transfektion wurde das Medium (Uberstand) abge-

30



Material und Methoden

nommen und in ein Reaktionsgefal Uberfuhrt. Jeweils 100 pl wurden in das

Mighty Light Rluc™ Assay Kit (Novagen, MERCK, Darmstadt) eingesetzt (s.u.).

2.4.2.1 Transfektionskontrolle mit B-Galactosidase

Die Zellen wurden vorbereitet und ausgesat (s.o0.). Die Transfektion erfolgte mit
2,5 pl Lipofectamine™ 2000 und 1 pg pPgal-Basic Vektor (BD Biosciences,
CLONTECH, Heidelberg), welche getrennt mit 50 ul Opti-MEM versetzt wurden.
Die Suspension wurde vorsichtig durchmischt und zusammen bei Raumtempe-
ratur 20 min inkubiert. Diese Suspension wurde auf die gewaschenen Zellen
gegeben und in den Brutschrank gestellt (s.0.). Nach 48 h und nach 72 h wurde
der Uberstand vorsichtig abgenommen, die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS
(3,9 g NaCl; 8,23 g Nay;HPOy4; 2,3 g NaH;PO4in 1000 ml Aqua dest. gelost und
mit 3 M NaOH auf pH 7,4 eingestellt) gewaschen. In jede Kavitat wurden 500 pl
PBS pipettiert, die Zellen abgeldst und die Suspension in ein Eppendorf-Gefal
uberfuhrt und sofort auf Eis gelagert. Die Zellen wurden bei 13 000 rpm zentrifu-
giert; der Uberstand wurde abgenommen. Um die Zellen zu lysieren wurde das
Pellet in 50 ul Lyse-Puffer (100 mM K;HPO4, 100 mM KH;PO4, 1 000x stock
DTT (1mM final), 0,2 % Triton-X-100, SIGMA, Steinheim; pH 7,8) bei Raumtem-
peratur gelost und insgesamt dreimal komplett gefroren und anschlieRend bei
37 °C im Wasserbad aufgetaut und abzentrifugiert (13 000 rpm/5 min/4 °C).
Von diesem Uberstand wurden 30 pl in den Chemilumineszenz-Test (s.u.)

eingesetzt.

2.4.3 Chemilumineszenz-Test

30 pl des Zell-Lysats wurden mit 200 pl Puffer-Mixture (4 yl Reaktionssubstrat
und 196 ul Reaktionspuffer; BD, CLONTECH, Heidelberg) versetzt, vorsichtig re-
suspendiert und 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Zum Messen am Lumino-
meter wurden die Zell-Lysate in ein Kryoréhrchen Uberflhrt. Um die Transfekti-
onseffizienz zu bestimmen wurden die gemessenen Einheiten (Relative Light

Units, RLU) in Verhaltnis zu den Ergebnissen der Uberstandsmessung gesetzt.
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Abb. 7 zeigt die chemische Reaktion des Luciferins zu Oxyluciferin, welche
durch die Renilla-Luciferase katalysiert wird. Das entstehende Licht wird im

Luminometer gemessen.

Licht Emission 562 nm

Renilla - Luciferase
0, + Luciferin —>»  Oxyluciferin +  CO,

~

ATP AMP PPi

0

N S N S
=Y
HO S N HO S N g

Abb. 7 Reaktion des Luciferins zu Oxyluciferin, katalysiert durch die Renilla-
Luciferase

2.4.4 Mighty Light Rluc Assay

100 pl des Uberstands bzw. des Zell-Lysates wurden mit 100 ul Substrat-Puf-
fer-Mix (Mighty Light™ Rluc Assay Kit; NOVAGEN, Darmstadt) versetzt und so-
fort in ein Kryoréhrchen Uberfuhrt. Die Messung der Lichtemission fur jeweils 10
sec erfolgte auch fur die Zell-Lysate im Luminometer (Lumat), in das jedes
Rohrchen einzeln eingestellt wurde. Vorgehen laut Anleitung des Herstellers im
Cutoff-Protokoll.
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2.4.5 Stimulation der ECV-304 Zellen mit 12-O-tetradecanoylphorbol-13-
acetat (TPA) und Wasserstoffperoxid

Von den transfizierten ECV-304 Zellen (s.0.) wurde nach 24 h das Endothelial
Basal Cell Medium (s.o.) abgenommen, durch 1 ml serum-freies DMEM High
Glucose Medium ersetzt und 5 h inkubiert (37 °C/5 % CO,). Die Stimulation er-
folgte mit 5 yl H,O, (1 mM) pro Kavitat 10 min, 30 min, 60 min und 5 h. Das ent-
sprechende Medium wurde abgenommen und in ein Eppendorf-Gefaly tberfuhrt
und durch DMEM fur weitere 24 h ersetzt. Dieses wurde ebenfalls abgenom-
men und im Luminometer (s.0.) gemessen. TPA wurde freundlicherweise vom
Institut flr Klinische Chemie durch Dr. Stephan Immenschuh zur Verfigung ge-
stellt. Die Stimulation erfolgte mit 1 pyl TPA (1mM, Endkonzentration 0,5 yM),
das nach 24 h in das Endothelial Cell Basal Medium (s.o0.) pipettiert wurde.
Nach 18 h erfolgte die Messung im Luminometer (s.0.), nach dem der

Uberstand abgenommen worden war.

245 Statistische Auswertung

Die Prufung der Normalverteilung erfolgte mit dem Kolmogorow-Smirnov-Test.
Die homogenen Varianzen der zu vergleichenden Gruppen wurden mit dem
Levene-Test berechnet. Bei einer Normalverteilung erfolgte die weitere Aus-
wertung mit einem zweiseitigen t-Test fur Gruppen mit gleicher Varianz. Lag
keine Normalverteilung vor, erfolgte die weitere Auswertung mit dem Whitney
U-Test.
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3 Ergebnisse

3.1 Eingrenzung der Region des JAM-C Promotors

3.1.1  Genetische Untersuchungen

Zur Eingrenzung des JAM-C Promotors wurden die genomischen DNA-Ab-
schnitte vom JAM-C amplifiziert, sequenziert, mit Datenbankeintragen vergli-
chen und in pMLuc-3 Vektoren kloniert. Dazu wurden die einzelnen DNA-Ab-
schnitte in die Vektoren ligiert und in E. coli transformiert (siehe 2.3.4). Die ab-
gegebene Lichtintensitat der Renilla-Luciferase wurde im Luminometer gemes-
sen. Dazu wurden die pMLuc-3 Plasmide in die ECV-304 Zellen transfektiert
und inkubiert. Als Transfektionskontrolle wurden (-Galactosidase-Vektoren
ebenfalls in die ECV-304 Zellen transfektiert. 100 ml des Uberstandes wurden
jeweils nach 48 h in das Mighty Light Rluc™ Assay Kit eingesetzt und daraufhin
erfolgte die Messung des von der Probe abgegebenen Lichtes im Luminometer.
Die Zellen wurden lysiert und die B-Galactosidase-Aktivitat wurde ebenfalls im
Luminometer gemessen und ins Verhaltnis zur Aktivitat der Renilla-Luciferase
der einzelnen Proben gesetzt. Damit konnte auch die Transfektionseffizienz

uberpruft werden.

3.1.2 Eingrenzung der Bindungsstellen

Die putativen RNA-Polymerase-Bindungsstellen wurden aufgrund von bekann-
ten Sequenzmustern anderer Promotoren mit dem Programm von Reed
(www.fruitfly.org) eingegrenzt und das entsprechende Score des bestimmten
Sequenzabschnitts errechnet. Damit ergaben sich fur den putativen JAM-C
Promotor-Abschnitt fiinf mégliche Bindungsstellen. Diese Bindungsstellen kon-
nen damit mogliche Transkriptionsstartpunkte darstellen.

Sie wurden anhand von schon publizierten Ergebnissen in der Promotor-Region
von JAM-C lokalisiert (Abb. 8).
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5°-
caaactcctgaactcaggtgattcgcccaccttggcctcctaaagggcctqgqgattacaggcctgaaccac
cgcacctggccctatcagtcttaagatctgttttaatgttgatgctggtcagttggcctgaaticcaaaagqqtaq
agqgqtataataaggcatatccaactccccgatcatqgcttaaactagtttttcaggttaactttgcagtgccttt
ggctgagaggaggggtcatttcagattgttgaggggcttagcttttttttttttttgagacagagtctcactctgtcacc
caggctgaagtgcagtggcgcaatcttggctcactgcaacttccacctcccgggttcaagtgattctectgecte
agcctcccgagtagcetgggattacaggcgcectgccaccatgcectggcaaatttttgtatttttagtagagacagg
gtttcaccatgttggtcaggctggtctcaaactcctgacctcatggtcttccctecttggtctgccaaagtgetgaga
ttataggcgtgagccaccacgcctggccagggcttagcattttattgttggtttacattcagttccccgagctctttta
agaagtgcatgtctccctagtaagccacaccttagaaataagcatattcagatgagtaatgctgtgatggaggce
agagcctcctcagccctgctcacggaatgcttccaggactttgctgetggecttattgagctctgatteccttetge
acagggtcagagctctccagggaacaatgaaaccctaaggaagagcagaccacttcacagccacgtgtgt
cctaccccactctgctgcatccctagttagacttccattccaggaactgtctcagctgttggtaatgacatgccga
ctccatctgcagaggaaaatcaatgtcttacaatgaagcacctgccatccactctcctaggaacctctgeccctt
atagaatattcatgcagcccttttttgtaatctcggtctgagtttcaaaagattccctagcaggaagaccatttaac
agatagaccattttacaacgcaaacactgaaaattccgcaggagaaaagaggcactggtttttgaaaaccgt
gctctgtccacagtcagacaccatctcacatttccaagtaacccaaacagttccttcagttagqgtaaatatgcc
tggccatgtgaccaggagctaaaggqgaataatagggaaaacagagggcagaaaaaaatgtcagtggg
cataagacgaattttcttctttttaatttctcgattttgtgcttgataaagggaaagaggccaccattataaaacaact
tttacacacttttacttgtgatttagtgcatggtgacctggaacataaagaagatttatgaaaggaaagacagaat
catagtaggtaattgagttattttttaatttttattctgtctttataagatttttgagaaggtaatcaattaacataaagat
ctgagcagttataaagatttacaaagaagattatacagtgatggaaactgaagcatattcttggcaacaatctc
aatctatttcacgtttcccggcttttacatatataaatttggtatacataatatgtaaatatacttctattttgcatga
aaactaaaaatactaaaaaagtagcatgagtatatgaaaaagttaaacattaaaaatattagttggaaactgg
cttattttactaacaattatattcagaattctgttgctagactgctgtttctgggaacattggaggtgtactttctatactt
gctaaaatacaagcttttcaagtattttccatagtattaaqtgagactttaaatactcttgcttttttagatctaatttct
gctttaatttatccttctcttcatttttcctgtttgtcctcatcttacctgttcttccctggttttactatctcccagtattcagaa
atcagagcaaataattagtctgcttttctgcagaataaactattgggtatgccatcatgcttttgatctaccacataa
acaaattattttagcaagacatcacttttatatgctgtataatgtatgtattgcttatgttttaagcagatttcagctctttt
ccttccatcaatttggaattgggggcccaaaagatqtgaaggcgataatgcttccaagataactgggctgcat
ccttatttgtaaaataagaaatactttatttcccaaattttaaaggagtgttccttctccgacctgttgtgatggatttatt
ctatagctatggaaatataccctgcttcactcttgtacatacttctttactctcctcccgeccaagttcattgaaagag
aacccatgtgccggtccagagcatcgctgcatccgtaagcagctagacctcagcttectctgtcaccatggtge

cggctcggcetgggeccggceggtegecatggtaactggggegggtcgcagggtecectggcaggetgggegceat
gcgcgcqggqggactacaagccgcgccgcgctgccgctggcccctcagcaaccctcgacatggegct

gag-------- 3

Abb. 8 Basensequenz der putativen Promotorregion von JAM-C mit markierten
moglichen RNA-Polymerase-Bindungsstellen, sowie dem markierten
ATG, als Beginn des ersten Exons von JAM-C (www.fruitfly.org, nach
Reed Sep 2002)
Markierte Basensequenzen der Transkriptionsfaktoren Nkx2-5 und
GATA-3 (5 -Ende bis zum 3’-Ende)
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3.1.3 PCR-Produkte JAM-C Promotor

Die PCR-Produkte wurden mit den Primern (s.u.) so hergestellt, dass vier sich
uberlappende Abschnitte zur Verfugung standen um die putative
Promotorregion des JAM-Cs weiter eingegrenzen zu kénnen. Die gesamte

Region umfasst ca. 2500 bp und befindet sich vor dem ersten Exon des JAM-C
(Abb. 9).

Exon1

> [T 3 JAM-C
Fragment 1 (606 bp)

Fragment 4 (1234 bp)
Fragment 2:(1337 bp)

Fragment 3 (1398 bp)
[

Abb. 9 Strategie zur Amplifikation der vier PCR-Produkte

Die Untersuchungen fuhrten zu folgenden PCR-Bedingungen mit den
entsprechenden Primern (Tab. 2). Damit konnte ein entsprechendes Ergebnis
der PCR-Produkte, welche auf einem UV-Schirm sichtbar gemacht wurden,
erreicht werden (Abb. 10).
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1 =100 bp Standard

2 = 1398 bp Produkt (3.Fragment)
3 = 1337 bp Produkt (2.Fragment)
4 =606 bp Produkt (1.Fragment)
5 = 1234 bp Produkt (4.Fragment)
6 = 1kb Standard

Abb. 10 PCR-Produkte; Auftrennung der Produkte in einem 1%igen Agarosegel
mit einem 100 bp Standard (Reihe 1) und einem 1 kbp Standard
(Biolabs, USA) (Reihe 6); 606 bp (Reihe 4); 1337 bp (Reihe 3); 1234 bp
(Reihe 5); 1398 bp (Reihe 2)
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Tab.2 Primer und PCR-Bedingungen zur Amplifikation der JAM-C-Produkte

Primer Primersequenz Position PCR-Bedingungen
(5'...3)
°C min
JAM-C 1 Fragment
Denat 95 1
P+47/+66R CAGCAGCAGGAA +47/+66 Anneal. 58 1
GAAGTCAG
P -559/-540F CTATTGGGTATG -559/-540 Polym. 72 1
CCATCATG
(30 Zyklen)
JAM-C 2 Fragment
Denat. 93 1
P+2/-17R CATGTCGAGGGT +2/-17 Anneal. 57 1
TGCTGAGG
P-1320/-1303F | GTCAGTGGGCAT | -1320/-1303 Polym. 72 1
AAGACG
(34 Zyklen)
JAM-C 3 Fragment
Denat. 95 1
P-540/-559R CATGATGGCATA -540/-559 Anneal. 55 1
CCCAATAG
P-1957/-1939F | CTAGTAAGCCAC -1957/-1939 Polym. 72 1
ACCTTAG
(30 Zyklen)
JAM-C 4 Fragment
Denat. 94 1
P-1303/-1320R | CGTCTTATGCCC -1303/-1320 Anneal. 56 1
ACTGAC
P-2554/-2537F | CACCTTGGCCTC -2554/-2537 Polym. 72 1
CTAAAG
(34 Zyklen)

Die Positionsangaben beziehen sich auf die Sequenz von JAM-C in der Daten-
bank. Fiir das 1. Fragment wurden die Ansatze zunachst bei 95 °C fiir 15 min
denaturiert und nach 30 Zyklen bei 72 °C fiir 10 min gehalten.

Fir das 2. Fragment wurden die Anséatze zunachst bei 96 °C fir 10 min
denaturiert und nach 34 Zyklen bei 72 °C fiir 7 min gehalten, bevor sie auf 7 °C
abgekiihit wurden.

Fir das 3. und das 4. Fragment wurden die Ansatze bei 95 °C fiir 10 min
denaturiert und nach 30 Zyklen bei 72 °C gehalten.
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3.1.4 Sequenzierungen der JAM-C-Promotor Abschnitte

Die einzelnen Fragmente wurden durch eine PCR wieder aus dem Plasmid iso-
liert und in den pMLuc-3 Vektor wie beschrieben insertiert. Die Sequenzierungs-
reaktion wurde mit dem pMLuc-3 Up 1/3 Primer und dem jeweiligen Ruckwarts-
primer und dem pMLuc-3 Down Primer und dem jeweiligen Vorwartsprimer
durchgefuhrt. Damit konnte die Orientierung und die Vollstandigkeit der einzel-
nen Fragmente nochmals Uberpruft werden. Abb. 11 zeigt ausschnittsweise die
vorderen und hinteren Ubergange des Plasmids pMLuc-3 AccepTor Vektor™

und der einzelnen Fragmente 1-4.

Bei allen vier Fragmenten wurden die zu erwartenden Ergebnisse bestatigt, so

dass die Plasmide in EVC-304 Zellen transfiziert werden konnten.

Die Transkriptionsfaktoren Nkx2-5 und GATA-3 sind flr die prakardiale Zellen
von Bedeutung und damit von essentieller Wichtigkeit fur die Herzentwicklung.
Allerdings sind sie nicht in der Lage diese einzuleiten (Durocher et al., 1997).
GATA-3 ist jedoch von grofderer Bedeutung fur die Erythropoese. Die Basense-
quenzen der Transkriptionsfaktoren Nkx2-5 (5°-ttaagtg-3°) und GATA-3 (5'-

aaagatctga-3") befinden sich in der putativen Promotorregion von JAM-C (Abb.
1).

Die Ergebnisse der Ubereinstimmung der Basensequenz der Transkriptions-
faktoren in der putativen Promotorregion mit der Sequenz der Datenbank zei-

gen, dass es bei Nkx2-5 eine vollstandige und bei GATA-3 eine neunzigprozen-

tige Ubereinstimmung gibt (www.gene-regulation.com).
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i G e

GCTCCGAGA | TATTGGGT

Plasmid Insert
PV W W YV W V)

TAAGC TTGAT|TICA GC AGCAQG

30
Insert

20

Plasmid

1. Fragment vorderer Ubergang
zwischen Plasmid und Insert

1. Fragment hinterer Ubergang
zwischen Plasmid und Insert

GNCTCGAGA |c TCAGTGGGC
70 80

Plasmid Insert

TAAGC TTGAT|ITCAT GTC GAQG
20 30

Plasmid Insert

2. Fragment vorderer Ubergang
zwischen Plasmid und Insert

2. Fragment hinterer Ubergang
zwischen Plasmid und Insert

Abb. 11 Ausschnitte der Sequenzierungen des vorderen und hinteren Uber-
gangs zwischen den Fragmenten 1-4 im pMLuc-3 AccepTor Vektor™
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GCTCC
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Plasmid Insert
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Plasmid Insert
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zwischen Plasmid und Insert

3. Fragment hinterer Ubergang
zwischen Plasmid und Insert
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Plasmid Insert

4. Fragment vorderer Ubergang
zwischen Plasmid und Insert

4. Fragment hinterer Ubergang
zwischen Plasmid und Insert

Abb. 11 (Forts.)

Ausschnitte der Sequenzierungen des vorderen und hinte-

ren Ubergangs zwischen den Fragmenten 1-4 im pMLuc-3 AccepTor

Vektor™
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3.2 Promotorintensitat der einzelnen JAM-C Fragmente

Die einzelnen Fragmente, welche in pMLuc-3 Vektoren insertiert waren, ein
pMLuc DNA Vektor ohne Promotor (negative Kontrolle) und ein pmLuc-3 CMV
Vektor mit einem CMV Promotor (positive Kontrolle) (beide Novagen, MERCK,
Darmstadt) wurden in EVC-304 Zellen (humane Endothelzelllinie) nach Be-
schreibung transfiziert. Ebenso wurde zur Kontrolle der Transfektionseffizienz
ein pp-Galactosidase (pBgal) Basic Vektor zeitgleich in die ECV-304 Zellen
transfiziert. Nach 48 h wurde der Uberstand abgenommen und in den Mighty
Light Rluc Assay eingesetzt. Die Promotoraktivitat der einzelnen Fragmente
wurde anhand der gemessenen Lichtintensitat bestimmt. Des Weiteren wurden
nach 48 h die Zellen lysiert und in den Chemilumineszenz-Test eingesetzt. Die
Lichtintensitat wurde wiederum im Luminometer gemessen. Aus dem Verhaltnis
der gemessenen Lichtintensitat des jeweiligen Fragmentes 1-4, pMLuc-3 zu

pBgal, wurde die Transfektionseffizienz berechnet.
Die gemessenen Lichtintensitaten sind in Tab. 3 dargestellt.

Damit haben die Messungen im Luminometer deutliche Unterschiede zwischen
den vier Abschnitten ergeben. Die niedrigen Lichtintensitaten, die bei Fragment
3 und 4 gemessen wurden, sprechen dafur, dass die Renilla-Luciferase durch

den putativen JAM-C Promotor nicht entsprechend aktiviert wurde.

Tab.3 Durchschnittliche Lichtintensitat der einzelnen Fragmente
(RLU = Relative Lichteinheiten) gemessen im Luminometer;

(n=3)
Lichtintensitat Standardabweichung
Fragment nach 48 h
(RLU)
1 2,0 0,2
2 1,4 0,15
3 0,4 0,3
4 0,5 0,9
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Deutlich hohere Aktivitaten wurden beim 1. Fragment sowie auch beim 2.
Fragment gemessen. Die Renilla-Luciferase wurde demnach durch den
putativen JAM-C-Promotor entsprechend deutlich starker aktiviert. Wie in Abb.
8 dargestellt, befindet sich auch in diesem Abschnitt eine RNA-
Polymerasebindungsstelle, die 98 % Ubereinstimmung mit bekannten

Sequenzmustern aufweist (Reed, 2002).

3.2.1 Promotorintensitat nach Stimulation mit 12-O-tetradecanoyl-

phorbol-13-acetat (TPA) und Wasserstoffperoxid

Das 2. Fragment, welches das 1. Fragment mit einschlief3t wurde untersucht
um erkennen zu koénnen, ob der putative Promotor durch Stimulation an
Aktivitat zunimmt. Beide Fragmente zeigen eine deutlich héhere Aktivitat als
Fragment 3 und 4 (Abb. 11). Zur Kontrolle wurde das 2. Fragment mit dem
putativen Promotor mitgefuhrt, ohne dass bei diesem eine Stimulation
durchgefuhrt wurde. Sonst erfolgte die Stimulation des 2. Fragments jeweils mit
TPA und H,0O,. Die gemessene Lichtintensitat des 2. Fragments, und damit die
Promotoraktivitat, konnte noch weiter durch die Stimulation mit TPA erhoht
werden. Keine Intensitatssteigerung ergab sich durch die Stimulation mit H2O».
Die Zellen hatten sich nach der Stimulation mit H,O, bei der mikroskopischen
Kontrolle sehr stark verandert, auRerdem waren mehr als die Halfte der Zellen

abgestorben.

Durch die TPA-Testung konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat des JAM-C-
Promotors gesteigert werden kann. TPA ist ein Tumor Promotor, der die
Proteinkinase C aktiviert und Gber diesen Weg Promotoraktivitaten beeinflussen
kann. Demnach konnte gezeigt werden, dass der JAM-C Promotor ebenfalls
durch TPA stimulierbar ist.

Abb. 12 zeigt ein Box Plot Diagramm mit den Ergebnissen der Stimulation mit
TPA und H,0.
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0,6

2.Fragment 2.Fragrﬁent mit 2.Fragment mit
ohne Stimulation TPA Stimulation H,O, Stimulation

Abb. 12 Gemessene Lichtintensitit (RLU) des 2. Fragments ohne Stimulation;
Stimulation des 2. Fragments mit TPA und H,O,
(n=3)

3.3 Expressionsstudie: JAM-C-Expression auf Thrombozyten
bei HLH

Die Thrombozyten der Kinder mit HLH und der Kontrollgruppe wurden aus ve-
ndsem Vollblut isoliert. Auf den gewaschenen Thrombozyten wurde GPla/lla mit
Gi09 und JAM-C mit Gi11 und beide Proteine jeweils mit FITC-Konjugat mar-
kiert. Die JAM-C-Molekule und die GPla/lla-Molekule auf der Oberflache von
Thrombozyten wurden quantitativ im Durchflusszytometer gemessen. Abb. 13
zeigt die beispielhafte Darstellung einer Messung der Kalibrierungsbeads
(Standardpartikel) am FACS. Anhand dieser Eichkurve wurden die JAM-C-Mo-
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lekile und die GPla/lla-Molekile auf der Oberflache von Thrombozyten gemes-
sen. Abb. 14 und Abb. 15 zeigen jeweils eine Messung der Expression von
JAM-C und von GPla/lla am FACS sowie jeweils die negative Kontrolle (Maus
IgG). Um die absoluten Zahlen der Expression zu erhalten wurde diese jeweils

von den Messergebnissen von JAM-C und GPla/lla abgezogen.

120

Counts
60
1

102 10° 10
FL1-H

HT—
10 101

Abb. 13 Darstellung der FACS-Messung von Kalibrierungsbeads (Qifikit®,
DAKO). Eichkurve zur Messung der JAM-C- und GPla/lla-Molekiile
auf der Oberflache der Thrombozyten

Die gemessen Daten sind in Tab. 4 fir JAM-C und fur GPla/lla zusammenge-
stellt. Bei den dargestellten Ergebnissen handelt es sich um modifizierte Daten,
da jeweils die entsprechenden Maus-lgG-Messungen als negative Kontrolle von
den Rohwerten subtrahiert wurden. Die Messungen im FACS zeigen, dass es
keinen wesentlichen Unterschied zwischen der Expression von JAM-C (Gi11)
bei Erwachsenen (Santoso et al., 2002) mit 15941303 Molekulen auf der Ober-
flache von Thrombozyten und der JAM-C Expression bei Kindern mit 16181627
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Molekulen gibt. Zum ersten Mal wurde JAM-C bei einer Gruppe dieser Grole
bestimmt (n = 32).

Counts
0 10 20 30 40 50 60 70 80

100 102

FL1-H

Abb. 14 Exemplarische Darstellung der FACS-Messung von markierten JAM-C-
Molekiilen auf Thrombozyten sowie der negativen Kontrolle (migG)

10°

Counts
0 10 20 30 40 50 60 70 80

3 4

0 1 2 10

10 10 10
FL1-H
Abb. 15 Exemplarische Darstellung der FACS-Messung von markierten
Molekiilen auf Thrombozyten sowie der negativen Kontrolle (migG)

10

Im Kolomogorow-Smirnov-Test ergeben sich keine signifikanten Abweichungen
von der Normalverteilung. Es kann also davon ausgegangen werden, dass die
vorliegenden Daten normal verteilt sind und parametrische Verfahren zur Ana-

lyse herangezogen werden konnen. Mittels zweiseitigem t-Test fur unabhangige
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Beobachtungen kann davon ausgegangen werden, dass die Varianzen in den

zu vergleichenden Gruppen homogen sind.

Es zeigte sich jedoch ein signifikanter Unterschied (p = 0,028) in der Expression
von JAM-C (Gi11) auf Thrombozyten zwischen der Kontrollgruppe und den
HLH-Patienten.

Tab.4 Absolute JAM-C-Expression auf Thrombozyten bei HLH-Patienten
(n = 32) und der Kontrollgruppe (n = 32)
Absolute GPla/lla-Expression auf Thrombozyten bei HLH-Patienten
(n = 32) und der Kontrollgruppe (n = 32)

JAM-C GPlallla
Kontrollgruppe HLH Kontrollgruppe HLH
511 298 810 966
815 590 872 971
869 745 913 1033
932 745 953 1114
1033 766 1049 1144
1034 800 1121 1161
1065 847 1149 1188
1067 883 1196 1206
1161 899 1202 1233
1175 910 1235 1245
1242 934 1261 1299
1262 936 1322 1314
1311 953 1329 1322
1376 987 1340 1428
1545 1112 1421 1478
1643 1113 1501 1505
1649 1116 1501 1559
1764 1251 1559 1738
1790 1284 1590 1738
1800 1298 1596 1744
1874 1328 1647 1829
1974 1468 1723 1848
1974 1581 2023 1862
1976 1673 2040 1866
1980 1699 2069 1867
2012 1746 2163 1873
2022 2022 2206 1874
2036 2112 2226 1882
2140 2155 2262 2023
2382 2183 2591 2269
2630 2339 3476 2543
3750 2345 3609 2773
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Abb. 16 zeigt die Ergebnisse der Expressionsstudie des JAM-C. Als
Kontrollgruppe wurden Kinder der Kinderkardiologie des Klinikums Giessen
herangezogen. Diese Gruppe gliedert sich jeweils zur Halfte in Madchen und

Jungen.
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Abb. 16 Absolute Expression von JAM-C auf Thrombozyten bei HLH-Patienten
(n = 32) und der Kontrollgruppe (n = 32) ist signifikant verringert (* p =
0,028). Absolute Expression von GPla/lla auf Thrombozyten bei HLH-
Patienten (n = 32) und der Kontrollgruppe (n = 32) ist nicht signifikant
verandert (# p = 0,654)

Die Expressionskontrolle wurde mit GPla/lla (Gi09) durchgeflihrt, da die Ex-
pressionsdichte des GPla/lla in etwa der des JAM-C entspricht. In Abb. 16 ist
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diese Expression als Balkendiagramm dargestellt. Es konnte kein signifikanter
Unterschied (p = 0,654) zwischen den HLH-Patienten und der Kontrollgruppe
festgestellt werden.
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4 Diskussion

Die hier vorliegende Arbeit gliedert sich in zwei Teile. Zum einen wurde die ge-
netische Variabilitdt der JAM-C-Expression im Bezug auf das Hypoplastische
Linksherz-Syndrom (HLH) untersucht, und zum anderen wurden Vorstudien zur

Promotorregion des JAM-C durchgefuhrt.

4.1 Genetische Variabilitat der JAM-C-Expression und HLH

Seit der Erstbeschreibung des neuen JAM-Familienmitglieds JAM-C (Santoso
et al., 2002) sind eine Reihe von Funktionen von diesem Protein erkannt wor-
den, die grob in heterophile und homophile Interaktionen unterschieden werden
konnen (Santoso et al., 2005). Fur heterophile Interaktionen konnte gezeigt
werden, dass JAM-C mit JAM-B auf Endothelzellen (Arrate et al., 2001; Liang et
al., 2002) und mit dem B2-Integrin Mac-1 auf Leukozyten (Santoso et al., 2002)
interagieren kann. Uber diese Interaktion wird die Transmigration der
neutrophilen Granulozyten Uber das Endothel vermittelt (Chavakis et al., 2004;
Aurrand-Lions et al., 2005). Weitere heterophile Interaktionspartner stellen
CD11c/CD18, als weiteres B2-Integrin und PAR-3 dar (Santoso et al., 2002;
Ebnet et al., 2003). Die homophilen Interaktionen werden uber die aminotermi-

nale Ig-Domane vermittelt (Santoso et al., 2005; Vonlaufen et al., 2006).

Die Frage der genetisch bedingten Variabilitat und der Regulation von JAM-C
ist hingegen weitgehend ungeklart. Die vorliegende Arbeit verfolgte daher das
Ziel, zunachst die Variabilitat in der Expression von JAM-C in einem grof3eren
Kollektiv von Kindern mit und ohne HLH zu bestimmen. JAM-C wird unter ande-
rem auf Thrombozyten und Herzmuskelzellen exprimiert (Santoso et al., 2002;
Arrate et al., 2001). Dabei ist bemerkenswert, dass diese Gewebespezifitat nur
fur JAM-C und nicht flr die anderen Mitglieder der JAM-Familie festgestellt

werden konnte.

Vorarbeiten von Phillips et al. (2002) legen nahe, dass zwischen der gestorten
Kardiogenese beim HLH und JAM-C ein ursachlicher Zusammenhang bestehen
konnte. Dies wurde im Jahr 2002 zum ersten Mal in der gemeinsamen Lokali-

sation auf Chromosom 11q nachgewiesen (Phillips et al., 2002).
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Auf dieser Grundlage ergibt sich die Hypothese, dass im Zusammenhang mit
der Deletion auf Chromosom 11q und damit dem Vorhandensein des HLH auch
die entsprechende Basensequenz des JAM-C verandert oder nicht mehr vor-
handen sein konne. Des Weiteren ware damit als Konsequenz auch die Ex-
pression von JAM-C auf den Thrombozyten verringert oder gar nicht vorhan-

den.

Untersuchungen an einem grof3en Kollektiv von Patienten mit HLH (n = 32) zei-
gen, dass in dieser Patientengruppe die Expression des Kollagenrezeptors
GPla/lla in beiden Gruppen vergleichbar ist. Aul’erdem konnte gezeigt werden,
dass die Expression des JAM-C bei Kindern mit 1618627 Molekulen auf der
Oberflache von Thrombozyten der Expression des JAM-C bei Erwachsenen mit
1594+303 Molekullen (Santoso et al., 2002) entspricht. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass die Expression von JAM-C auf Thrombozyten tatsachlich im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erniedrigt ist. Das wurde erklaren, dass
die vollstandige Expression des JAM-C bereits bei Geburt vorhanden ist und
sich im Laufe des Lebens nicht verandert. Der Zusammenhang wird damit zum

ersten Mal in dieser Form dargestellt.

Ein vermuteter Zusammenhang besteht auf der genetischen Relevanz einer
Chromosom 11qg-Deletion bei diesen Patienten, da JAM-C ebenfalls auf 11q
(Palmeri et al., 2000; Santoso et al., 2002) lokalisiert ist. Gezielte Untersuchun-
gen mit Hilfe der Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH) von HLH-Patienten
auf Punktmutationen und Deletionen im Bereich dieses chromosomalen Ab-
schnitts erbrachten keine eindeutigen Ergebnisse (Phillips et al., 2002). Mogli-
cherweise sind die zur Verfugung stehenden, in diesem Zusammenhang be-
kannten Basensequenzen unvollstandig, oder die Untersuchungen konnten nur
die am wahrscheinlichsten in Frage kommenden Abschnitte testen. Insgesamt
handelt es sich um aufwandige Verfahren, deren Grundlage auf einer schon

bekannten Basensequenz beruht.

Es scheint von groflter Bedeutung zu sein, ob es sich dabei um eine hemizygote
Deletion handeln kann. Es konnte gezeigt werden, dass bei Kindern mit Paris-

Trousseau-Syndrom durch eine hemizygote Deletion des kurzen Arms des
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Chromosoms 11 und den dadurch entstandenen hemizygoten Verlust von Fli-1
die Megakaryopoese gestort werden kann (Hart et al., 2000). Das Fli-1 Gen be-
findet sich ebenso wie JAM-C auf dem Chromosom 11q und ist an der Expres-
sion von megakaryozyten-spezifischen Genen beteiligt (Favier et al., 1993; van
Geet et al., 1993; Breton-Gorius et al., 1995; Lemarchandel et al., 1998; Favier
et al., 2003). Durch die hemizygote Deletion von Fli-1 wird die Differenzierung
innerhalb der Megakaryopoese teilweise verhindert, was innerhalb des Paris-
Trousseau-Syndroms die Trennung von zwei Subpopulationen innerhalb dieser
Differenzierung erklaren wurde (Raslova et al., 2004; Shivdasani, 2004). Damit
konnte gezeigt werden, welche Rolle der monoallelen Expression eines Genes
zukommt. Fur die Differenzierung zahlreicher Merkmale ist das Vorhandensein
eines vollstandigen Chromosomensatzes relevant. Das lasst vermuten, dass
der Mechanismus der hemizygoten Deletion auch bei anderen kongenitalen

oder erworbenen genetischen Erkrankungen eine Rolle spielt.

Demnach ist es sehr wahrscheinlich, dass auch eine hemizygote Deletion in
diesem chromosomalen Abschnitt ausreichen wirde um die Expression von

JAM-C zu verringern.

Der Vergleichsparameter GPla/lla wird nicht auf Chromosom 11, sondern auf

Chromosom 5q23 codiert und ist daher ein geeigneter Kontrollparameter.

Aus den getroffenen Beobachtungen lassen sich einige weitere Schlussfolge-
rungen ableiten. Bislang gibt es noch wenige Arbeiten zu diesem Thema, aber
es scheint sehr wahrscheinlich zu sein, dass Deletionen und maoglicherweise
auch Punktmutationen an einem Chromosom ausreichen um Beeintrachtigun-
gen unter anderem der Differenzierung von Herzmuskelzellen bewirken zu

konnen.

Ein Beispiel ist das Jacobsen-Syndrom, das 1973 zum ersten Mal beschrieben
wurde (Jacobsen et al., 1973). Seine Ursache ist eine Deletion auf dem kurzen
Arm des Chromosoms 11. Abhangig vom Ausmall der Deletion variiert der
Schweregrad des Phanotyps, einschliellich der multiplen Dysmorphien, der
angeborenen Herzfehler und einer Thrombozytopenie vom Typ Paris-Trous-

seau. Die Intelligenz reicht von normal bis zu moderater geistiger Retardierung.

52



Diskussion

Bei den Dysmorphien finden sich haufig auch Anomalien der Augen, des Ma-
gen-Darm-Traktes und des Urogenitalsystems, sowie Minderwuchs und verzo-
gerte Entwicklung der Fein- und Grobmotorik (Jones et. al., 2000; Megarbane et
al., 2002; Wenger et al., 2006). Von Grossfeld et al. wurde 2004 erstmalig ein
Zusammenhang zwischen dem Paris-Trousseau-Syndrom (Favier et al., 1993)
und dem Jacobsen-Syndrom beschrieben. Wahrend die anfanglich verringerte
Thrombozytenzahl sich im Laufe der Zeit normalisieren kann, bleibt die Funkti-
onsstorung der Thrombozyten bestehen. Die Patienten haben deshalb lebens-

lang eine deutlich erhéhte Blutungsneigung.

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie lassen sich quantitativ JAM-C Moleklle auf
der Oberflache von Thrombozyten messen. Diese Methode konnte als Scree-
ning unter anderem fur das HLH fungieren, da es sich um eine wenig invasive
Methode handelt, die relativ einfach in den klinischen Alltag zu integrieren ware
und deutlich weniger kostenaufwandig und zeitintensiv als z.B. die FISH-Me-
thode ist.

Falls bei den Patienten eine Thrombozytopenie vorliegen sollte, ware es sinn-
voll auch die Morphologie der Thrombozyten zu untersuchen. Es kdnnte damit
modglicherweise auf ein Paris-Trousseau-Syndrom geschlossen werden. Geklart
werden konnte noch, ob es sich dabei um ein Krankheitsbild mit unterschiedli-
chen Auspragungen handelt oder die jetzige Einteilung in zwei unterschiedliche
Krankheitsbilder weiter bestehen bleibt. Die Untersuchungsergebnisse helfen
die Krankheitsursachen weiter zu erforschen. Daraus koénnten sich mdgliche

therapeutische Ansatze ableiten.

Trotz eines positiven Votums der GielRener Ethik-Komission hat die Europai-
sche Selbsthilfegruppe fur Eltern von Kindern mit dem Jacobsen-Syndrom
keine Empfehlung fur die weitere Analyse dieser Kinder ausgesprochen, so
dass daher eine gezielte Analyse in diesem Kollektiv nicht durchgefuhrt werden
konnte. Es ware zu erwarten, dass bei den Kindern, bei denen eine Deletion
des Abschnittes von 11q - in dem sich auch JAM-C befindet - vorliegt, die
Expression auf Thrombozyten verringert ware. Wiederum ware es moglich,

dass die HLH-Patienten, bei denen die JAM-C-Expression signifikant verringert
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ist, auf diese Deletion hin untersucht werden konnten. Dieses ware durch das

Europaische 11g-Netzwerk (www.11g.org) mdéglich.

Aus zwei Blutproben von Patienten mit dem Paris-Trousseau-Syndrom, die
freundlicherweise von Dr. R. Favier (Paris) zur Verfugung gestellt worden wa-
ren, wurden die Thrombozyten isoliert und die Expression von JAM-C im
Durchflusszytometer gemessen. Die Expression war vergleichbar mit der Kon-
trollgruppe, so dass sich hieraus kein direkter Zusammenhang zum Jacobsen-

Syndrom ableiten Iasst.

In zukUnftigen Arbeiten sollte der Frage nachgegangen werden, ob bei den
HLH-Patienten in Giessen weitere anamnestische Angaben zu erheben sind,
die auf einen Zusammenhang zum Jacobsen-Syndrom und oder auf das Paris-
Trousseau-Syndrom schlieRen lassen. Weiterhin ware es von Bedeutung eine
gezielte chromosomale Analyse durchzufihren, denn mdglicherweise konnte
damit die Vermutung nach einer hemizygoten Deletion bei 11q im Bezug auf
JAM-C bestatigt werden. AulRerdem ist noch zu klaren, wo genau der Zusam-
menhang zwischen dem Jacobsen-Syndrom und dem Paris-Trousseau-Syn-
drom liegen kdnnte. Allerdings ware auch hier die Mitarbeit der betroffenen Fa-
milien von grol3er Bedeutung, da es sich insgesamt um seltene Erkrankungen
handelt. Dabei kénnte eine Untersuchung am Durchflusszytometer im Bezug
auf die Expression von JAM-C einen Ausgangspunkt fur weitere deutlich

aufwandigere Verfahren liefern.

Insgesamt steht man erst am Beginn von genaueren Untersuchungen, die zu-
kinftig moglicherweise auch zu therapeutischen Zwecken genutzt werden

konnten.

4.2 Vorstudien zur Promotorregion des JAM-C-Gens

Neben der genetischen Variabilitat war es Ziel der vorliegenden Arbeit, durch

Eingrenzung der Promotorregion die Grundlage dafur zu schaffen, mogliche re-
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gulatorische Einflisse einer erhdhten oder erniedrigten Expression von JAM-C
zu untersuchen. Da JAM-C eine Bedeutung bei der Adhasion an Endothel zu-
kommt, ist es denkbar, dass in bestimmten (patho-)physiologischen Situationen
die Expression auf der Endothelzelloberflache herauf- oder herunterreguliert
wird. Tatsachlich wurde mittlerweile eine entscheidende Beobachtung von Kei-
per et al. (2005) publiziert, die zeigen konnten, dass oxLDL die Expression von
JAM-C auf dem Endothel erhoht.

Bei Patienten mit erhdhten LDL-Werten ist bekannt, dass das Risiko an arteri-
osklerotischen Gefallveranderungen zu erkranken deutlich erhoht ist. Da durch
oxLDL die Expression von JAM-C erhoht wird, kdnnte damit auch die zuneh-
mende Entzindung bei Arteriosklerose erklart werden, da wiederum die
Transmigration und Anheftung von neutrophilen Granulozyten unter anderem
durch JAM-C vermittelt werden. In diesem Zusammenhang ware es mdglich,
dass die zuklnftige medikamentdse Behandlung bei diesen Patienten JAM-C
als Zielrezeptor zur Antagonisierung der Interaktionen zwischen Endothelzellen
und Granulozyten nutzen konnte. Weiterhin konnten Untersuchungen zeigen,
dass in arteriosklerotischen Gefalten eine erhdhte Expression von JAM-C zu
finden ist. Auch diese Befunde deuten daraufhin, dass JAM-C eine wichtige

Rolle in der Entstehung der Arteriosklerose zukommt.

Daneben ist es denkbar, dass die Regulation von JAM-C als spezifischem In-
teraktionspartner fiur leukozytare Oberflachenrezeptoren, wie etwa Mac-1
(Santoso et al., 2002), dazu beitragt, dass spezielle Subpopulationen weil3er
Zellen bevorzugt aus dem Blutgefald auswandern oder nicht auswandern kon-
nen. Uber die Interaktion von JAM-C und Mac-1 wird die Transmigration von
neutrophilen Granulozyten Uber die Barriere des Endothels hinweg vermittelt
(Chavakis et al., 2004; Aurrand-Lions et al., 2005). Diese spielen bei akuten
nichtinfektiosen aber auch bei bakteriellen Entzindungen eine entscheidende
Rolle. B2-Integrine wie Mac-1 vermitteln aber auch den Einstrom von
Makrophagen und uber JAM-C den von neutrophilen Granulozyten. Dies konnte
bei Kindern mit einseitiger Uretherobstruktion gezeigt werden (Lange-Speran-
dino et al., 2006). Demnach konnte die Blockade von JAM-C und Mac-1 unter

anderem einen synergistischen renoprotektiven Effekt haben.
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Im Gegensatz dazu konnte nicht gezeigt werden, dass auch eosinophile oder

basophile Granulozyten an diesem Prozess beteiligt sind.

Unveroffentlichte Daten zeigen weiterhin, dass JAM-C auch an der vaskularen
Permeabilitat und Angiogenese beteiligt ist, und dass durch die Inhibition von
JAM-C die Neovaskularisierung reduziert wurde. Damit kdnnte sich ein weiterer
moglicher Angriffspunkt zur medikamentésen Therapie unter anderem bei
Tumoren ergeben, deren Wachstum durch die damit induzierte Hypoxie

gebremst werden kdnnte.

In der vorliegenden Arbeit konnte die Promotorregion fur JAM-C in der Region
von 1337 bp vor dem ersten Exon des JAM-C identifiziert werden. Fur diesen
Abschnitt liel3 sich die hochste Reportergentranskription messen, nachdem der
Abschnitt in den pMLuc-3 Vektor kloniert und in ECV-304 Zellen transfiziert
worden war. Stimulationsexperimente an diesem Abschnitt mit TPA konnten
zeigen, dass die Aktivitat des JAM-C-Promotors gesteigert werden kann. Es
ware somit denkbar, dass diese durch andere Substanzen auch verringert wer-

den konnte. H,O, hatte keinen Effekt auf die Aktivitat des Promotors.

In der Promotorregion befinden sich einige interessante Bindungsstellen fur

Transkriptionsfaktoren.

Die Faktoren, die auf die Kardiogenese einwirken, sind im Einzelnen noch nicht
vollstandig aufgeklart. Eine wichtige Rolle scheinen die Transkriptionsfaktoren
Nkx2-5 und GATA 1-6, insbesondere GATA-4, zu spielen. Sie sind besonders
fur die fruhen prakardialen Zellen fur die Herzentwicklung von essentieller
Wichtigkeit (Durocher et al., 1997). Die Entwicklung von embryonalen Stamm-
zellen zu Kardiomyozyten wird unter anderem durch TGF-B, IGF FGF und
Erythropoetin beeinflusst und reguliert. Diese Wachstumsfaktoren binden an die
jeweiligen Rezeptoren und induzieren die Bildung von herzspezifischen
Transkriptionsfaktoren, wie GATA-Proteine und Nkx2-5 (Sachinidis et al., 2002;
Sachinidis et al., 2003).
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Interessanterweise befinden sich Nkx2-5 und GATA-3 in der Region des putati-
ven JAM-C-Promotors. Da die speziellen Zusammenhange im Bezug auf die
Kardiogenese noch nicht vollstandig geklart sind, ergeben sich aufgrund der
engen Lokalisation weitere Ansatzpunkte fur zukinftige Arbeiten. Einerseits ist
es denkbar, die Funktion der einzelnen Transkriptionsfaktoren weiter zu erfor-
schen. Andererseits konnte versucht werden einen Zusammenhang auch zur
Hamatopoese herzustellen. Da GATA-3 teilweise die identische Basenabfolge
wie GATA-1 enthalt, ist davon auszugehen, dass hier moglicherweise ahnliche
Funktionsbereiche abgedeckt werden. Denkbar ware eine direkte Interaktion
uber den C-terminalen zinc finger, da mit dieser Aktivierung herzspezifische
Promotoren (Durocher et al., 1997) in Gang gesetzt werden. Es bleibt zu klaren,
wie genau diese enge Lokalisation Einfluss auf JAM-C nimmt, und durch wel-

che Einflussfaktoren eine Stérung oder Anderung herbeigefiihrt werden kann.

Die Ergebnisse der Ubereinstimmung der Basensequenz der Transkriptions-
faktoren in der putativen Promotorregion mit der Sequenz der Datenbank zei-
gen, dass es bei Nkx2-5 eine vollstandige und bei GATA-3 eine neunzigprozen-
tige Ubereinstimmung gibt. Es kann deshalb davon ausgegangen werden, dass
diese beiden Transkriptionsfaktoren auf Grund der engen Lokalisation auf
Chromosom 11925 zu JAM-C eine Funktionseinheit darstellen. So besteht auch
darin ein moglicher Zusammenhang zwischen JAM-C und der prakardialen

Herzentwicklung.

Anlass fur weitere Ansatzpunkte ergeben sich daraus, dass die Mdglichkeit be-
stehen konnte, hier neue therapeutische Strategien zur Regeneration von ge-
schadigtem Herzmuskelgewebe zu entwickeln. Bislang konnte gezeigt werden,
dass sich Kardiomyozyten sowohl aus embryonalen als auch aus adulten
Stammzellen differenzieren kdnnen. Schwierigkeiten kénnten darin bestehen,
dass diese Differenzierung nur in eine Richtung voranschreiten kann. Bislang ist
es noch nicht moglich, dass differenzierte Kardiomyozyten wieder in den Kreis-
lauf der erneuten Differenzierung eintreten kénnen (Gulbins et al., 2002; Pas-
sier et al., 2005).
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Die Ergebnisse der Vorstudien sind die Grundlage flr eine detaillierte Untersu-
chung der Regulation von JAM-C. Daraus kdnnten sich weitere Fragestellungen
fur zukunftige Projekte ergeben. Bislang sind die Signale, welche JAM-C und
dessen Funktion beeinflussen, weitestgehend unbekannt. Es konnte gezeigt
werden, dass bei Entzindungen, — bislang wurden Haut, Pankreas, Gefalte und
Peritoneum untersucht —, ebenso bei der Neovaskularisation sowie bei der
Kontraktilitat der Endothelzellen JAM-C eine Schlusselrolle zukommt. Es bleibt
abzuwarten welche molekularen Mechanismen zur Steuerung beitragen. Es
kann davon ausgegangen werden, dass uUber JAM-C protektive Effekte zu
verzeichnen sein werden, die zuklnftig weitere therapeutische Ansatzpunkte

liefern konnten.
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5 Zusammenfassung

JAM-C ist ein Mitglied der Familie der Junctional Adhesion Molecules (JAM)
und wurde 2002 charakterisiert (Santoso et al., 2002). Es ist in der Lage, ho-
mophile (JAM-C/JAM-C) und heterophile (JAM-C/CD11b) Interaktionen einzu-
gehen. Dadurch vermittelt es unter anderem Thrombozyten-Leukozyten-Inter-
aktionen, die bei Stress, entztindlichen Prozessen und Infektionen von Bedeu-

tung sind.

Phillips et al. mutmaliten 2002, dass eine Verbindung zwischen der Expression
von JAM-C und dem Auftreten des hypoplastischen Linksherzsyndroms (HLH)
bestehen koénnte, aufgrund der gemeinsamen Lokalisation auf Chromosom
11925 und der kardialen Expression von JAM-C in den geweblichen Strukturen
wahrend der Embryonalperiode, welche durch geringe chromosomale Verande-

rungen stark beeinflusst werden kénnten.

Bei Kindern mit HLH kommt es gehauft zu Thrombozytopenien, angeborenen
Herzfehlern, ophtalmologischen, gastrointestinalen und urogenitalen Abnorma-

litaten.

In der hier vorgelegten Arbeit wurde zunachst die Expression von JAM-C auf
der Oberflache von Thrombozyten bei Kindern in einem Normalkollektiv unter-
sucht. Sie entspricht mit 1618627 Molekulen pro Zelle der Antigendichte auf
Thrombozyten Erwachsener. Ein grof3es Kollektiv an Kindern mit HLH (n = 32)
wurde ebenfalls auf die Expression von JAM-C untersucht und zeigte eine sig-
nifikant geringere Expression (1618 vs. 1285, p = 0,028). Eine Vergleichsmes-
sung der Expression des Kollagenrezeptors GPla/lla zeigte keine Unterschiede

zwischen Kindern mit HLH und der Kontrollgruppe.

Im Weiteren wurde die Promotorregion von JAM-C durch Klonierungsexperi-
mente auf eine Region von 1337 bp vor dem 1. Exon eingegrenzt. In diese Re-
gion fallen putative Bindungsstellungen fur Transkriptionsfaktoren, denen eine
wichtige Rolle bei der Kardiogenese zukommt (Nkx2-5 und GATA-3).
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Die hier vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass ein Zusammenhang zwischen der

Expression von JAM-C und der Kardiogenese mdglich ist.
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6 Summary

JAM-C belongs to the family of Junctional Adhesion Molecules (JAM) and was
characterized in 2002 (Sanctoso et al., 2002). It is able to form homophilic
(JAM-C/JAM-C) and heterophilic (JAM-C/CD11b) interactions. Thereby it medi-
ates amongst others thrombocyte-leucocyte interactions which are important in

stress, inflammatory processes and infections.

In 2002 Phillips et al. postulated a possible link between the expression of JAM-
C and the occurrence of the hypoplastic left heart syndrome (HLH) due to the
common localisation in chromosome 11925 and the cardial expression of JAM-
C in the tissue structures during the embryonic phase which could be influenced

by minor chromosomal changes.

In children with HLH thrombocytopenia, congenital heart failures, ophtalmologi-

cal, gastrointestinal, and urogenital abnormalities are often observed.

In this study the expression of JAM-C on the surface of thrombocytes was
checked in a normal collective of children first. It corresponds with 16181627
molecules per cell to the antigen concentration on thrombocytes in adults. A
large collective of children with HLH (n = 32) was checked for the expression of
JAM-C as well and showed a significant lower expression (1618 vs. 1285, p =
0.028). In a comparative test measuring the expression of the collagen receptor
GPla/lla no difference between children with HLH and the control group was

seen.

The promotor region of JAM-C could be limited to a region of 1337 bp before
the first exon. In this region putative binding sites for transcription factors which

have an important role in cardiogenesis (Nkx2-5 and GATA-3) are located.

These results indicate a possible relation between the expression of JAM-C and

cardiogenesis.
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