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bronchoalveolare Lavage

B-cell lymphoma-2

basic helix-loop-helix-Per-ARNT-SIM

bone marrow derived DCs, knochenmarkabgeleitete DCs
Basenpaar

bovines Serumalbumin

beispielsweise

caspase recruitment domain-containing protein 9
cluster of differentiation

common DC progenitor

Casein Kinase

common lymphoid progenitors, lymphoide Vorlauferzellen
common myeloid progenitors, myeloide Vorlauferzellen
causes recombination

C-terminale Transaktivierungsdoméne

cytotoxic T lymphocyte, zytotoxische T-Zelle

Cullin

damage-associated molecular pattern

dendritic cell, dendritische Zelle

desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphate, Nukleotide

DNA recombination

enzyme linked immunosorbent assay

Erythropoetin

extracellular signal-regulated kinases

Embryonale Stammzellen

fluorescence-activated cell sorting

fragment crystallisable

Fc-Rezeptor

fetal calf serum, fotales Kélberserum

Eisen

factor inhibiting HIF
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FITC
fl
FL
Flp
FRT

GA
GLUT
GM-CSF

Ktr

Lck
loxP
LPS
MACS
MAPK
MDM2
MDP
MDSC
MEM
Met
MFI
MHC
MICA
min
MIP-2
MMP

Fluoreszin-Isothiocyanat

floxed = flanked by loxP

Fluoreszenzkanal

Flippase

Flp recognition target

Erdbeschleunigung

Geldanamycin

Glukosetransporter

granulocyte-macrophage colony stimulating factor,
Granulozyten-Makrophagen-koloniestimulierender Faktor
Glykogensynthase-Kinase 3

Hypoxie-induzierbarer Faktor

humanes Leukozyten-Antigen-DR

high mobility group box 1

hypoxia-response elements, Hypoxie-responsive Elemente
horseradish peroxidase, Meerrettich-Peroxidase
haematopoetic stem cells, hdamatopoetischen Stammzellen
Hitzeschockprotein

Interferon

Immunglobulin

IkB-Kinase

Interleukin

c-Jun N-terminale Kinase

kilo

Kilodalton

knockout

Kontrolle

Liter

lymphocyte protein tyrosine kinase

locus over x-ing over P1

Lipopolysaccharid

magnetic activated cell sorting

mitogen-activated protein kinase, Mitogen-aktivierte Proteinkinase
mouse double minute 2 homolog

macrophage DC progenitor

myeloid-derived suppressor cells

Minimum Essential Media

Methionin

mittlere Fluoreszentintensitét

major histocompatibility complex, Haupthistokompatibilititskomplex
MHCI-related chain A

Minute

macrophage inflammatory protein-2

Matrixmetalloproteinase
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Mo-DCs
NADH
NADPH
nd
NEDDS8
NF-kB
NIK

NK

nm
N-TAD
ODDD
OVA
PAC
PAGE
PAMPs
PBMC
PBS
PCR
PE
PE-Cy5
Pen
PerCP
PGE
PGK
PHD
PI3K
Pro
PRRs
Rbx
RCC
RIP-1
RNA
RT
SAPK
SDS
Strep
TC
TGF-B
Th

TLR
TNF
Top |
TPT
TRAIL

monocyte derived-DCs, monozytenabgeleitete DCs
Nikotinamidadenindinukleotid, reduzierte Form
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat, reduzierte Form
nicht detektierbar

neural precursor cell expressed, developmentally downregulated 8
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
NF-«B inducing kinase

natirliche Killerzellen

Nanometer

N-terminale Transaktivierungsdomane

oxygen dependent degradation domain

Ovalbumin

P1 artificial chromosome
Polyacrylamidgelelektrophorese

Pathogen-assoziierten molekularen Muster

peripheral blood mononuclear cells, periphere mononuklearen Blutzellen
phosphate buffered saline, Phosphat-gepufferte Salzldsung
Polymerasekettenreaktion

Phycoerythrin

Phycoerythrin-Cyanin 5

Penicillin

Peridinin-Chlorophyll-Protein

Prostaglandin E

Phosphoglyzeratkinase

Prolylhydroxylasen

Phosphatidylinositol-3-kinase

Prolin

pattern recognition receptors

Ring-Box

renal cell carcinoma, Nierenzellkarzinome
receptor-interacting protein 1

ribonucleic acid, Ribonukleinsaure

Raumtemperatur

stress activated protein kinase, Stress-aktivierte Proteinkinase
sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat
Streptomycin

T-Zelle

transforming growth factor-8

T-Helferzelle

Toll-like-Rezeptor

Tumornekrosefaktor

Topoisomerase |

Topotecan

TNF related apoptosis-inducing ligand

Xl
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Treg
TZR
UE

UpM
UTR

VEC
VEGF
VHL

z.B.
ZNS

regulatorische T-Zelle

T-Zell-Rezeptor

Untereinheit

Umdrehung pro Minute

untranslated region, untranslatierter Bereich
Volt

VHL, Elongin B, Elongin C, Cullin-2
vascular endothelial growth factor, vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor
von Hippel-Lindau

Wildtyp

zum Beispiel

Zentralnervensystem

Xl
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1 Einleitung

1.1 Hypoxie-induzierbarer Faktor (HIF)

Sauerstoff ist von grof3ter Bedeutung fur fast alle Lebewesen. Aus diesem Grund haben
eukaryotische Organismen Mechanismen entwickelt, die ihnen die Moéglichkeit geben, sich
an unterschiedliche Sauerstoffverhaltnisse, wie zum Beispiel Hypoxie anzupassen'. Bei der
Aufrechterhaltung des Sauerstoffgleichgewichtes spielt der Transkriptionsfaktor Hypoxie-
induzierbarer Faktor (HIF) eine essentielle Rolle. HIF reguliert eine Vielzahl von Genen, die
in die Regulierung des Energiemetabolismus, der Angiogenese, der Erythropoese, der pH-
Homdostase und des Zelliiberlebens involviert sind?.

HIF ist ein Heterodimer, das sich aus einer Sauerstoff-abhangig regulierten a-Untereinheit
(HIF-a) und einer konstitutiv exprimierten B-Untereinheit (HIF-B) zusammensetzt®**. HIF-B ist
auch bekannt als aryl hydrocarbon nuclear translocator (ARNT), da es urspringlich als
Bindungspartner des Arylhydrocarbon-Rezeptors identifiziert wurde®. Beide Untereinheiten
gehéren zu der basic helix-loop-helix-Per-ARNT-SIM (bHLH-PAS) Proteinfamilie®. Insgesamt
drei Gene kodieren fir die verschiedenen HIF-a Isoformen: HIF1A codiert fiir HIF-1 o,
endothelial PAS 1 (EPAS1) codiert fur HIF-20®° und HIF3A codiert fiir HIF-3a™. Durch
alternatives SpleiRen kénnen von HIF-3a sechs verschiedene Varianten auftreten®. HIF-1a,
HIF-2a und die Splei3varianten 1-3 von HIF-3a besitzen eine oxygen-dependent degradation

310712 - 7ysatzlich

domain (ODDD) und eine N-terminale Transaktivierungsdoméne (N-TAD)
weisen HIF-1a und HIF-2a eine C-terminale TAD (C-TAD) auf’. Da HIF-B konstitutiv
exprimiert wird, ist die Menge an HIF-B-mRNA und -Protein unabhangig vom
Sauerstoffangebot in der Zelle weitgehend konstant’®. Die Transkription und Protein-
Synthese von HIF-a ist ebenfalls konstitutiv, aber im Gegensatz zu HIF-B wird das HIF-a-
Protein sauerstoffabhéngig reguliert®*?.

Unter Normoxie wird de novo synthetisiertes HIF-a rapide an konservierten Prolinresten
(Pro402, Pro564), die innerhalb der ODDD lokalisiert sind, durch Prolylhydroxylasen (PHDSs)

1418 Neben Fe* bendtigen PHDs Sauerstoff als essentielles Kosubstrat,

hydroxyliert
weshalb sie als Sauerstoffsensoren der Zelle gelten'®*’. Hydroxyliertes HIF-a wird durch die
B-Untereinheit des  von-Hippel-Lindau-(VHL)-Proteins  erkannt und durch den
VHL/ElonginBC/Cul2-Ubiquitin-Ligase-Komplex ubiquitinyliert'®'°. Die Ubiquitinylierung von
HIF-a fiihrt zu dessen proteasomalem Abbau durch das 26S-Proteasom'®®. Ein weiterer
Mechanismus, Uber den HIF-a negativ reguliert wird, ist die Modulierung der N-TAD und
C-TAD: In Anwesenheit von Sauerstoff wird ein Asparaginrest (Asn803) in der C-TAD durch

den factor inhibiting HIF-1 (FIH-1) hydroxyliert?®. FIH-1 verhindert dadurch die Interaktion von
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HIF mit seinen transkriptionalen Koaktivatoren®. FIH-1 ist eine 2-Oxoglutarat-Dioxygenase,
die Fe?*, Ascorbat und Sauerstoff als Kosubstrate benétigt®°.

Unter Hypoxie entgeht HIF-a der proteasomalen Degradation, transloziert in den Nukleus
und dimerisiert mit HIF-B?!. Weiterhin wird in Abwesenheit von Sauerstoff die Hydroxylierung
des Asparaginrests von HIF-a durch FIH-1 verhindert. Dadurch kann HIF mit den
Koaktivatoren Creb-binding protein (CBP)/p300 interagieren®”. Dieser Transkriptionsfaktor-
Komplex bindet an hypoxia-response elements (HREs), die die Konsensussequenz
5-CGTG-3" enthalten und aktiviert so die Transkription einer Vielzahl von Zielgenen, die die
zellulare Anpassung an die Sauerstoffverhaltnisse regulieren®,

In vielen verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass Tumore oft eine erhdhte HIF-

242 Die Uberexpression von HIF-1 in Tumorzellen basiert

Expression aufweisen
hauptséchlich auf dem geringen Sauerstoffangebot in der Tumorumgebung, hervorgerufen
durch eine hohe Proliferationsrate der Tumorzellen, ein unkontrolliertes Tumorwachstum,
einen gesteigerten Metabolismus und die vergleichsweise groRe Entfernung zu

BlutgefaRen?®?’

. Neben der HIF-Stabilisierung durch Hypoxie gibt es noch eine Reihe
weiterer Mechanismen, die in einer erhohten HIF-1 Expression in Tumoren resultieren. Dazu
gehoren reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies, die die proteasomale Degradation von
HIF-1 verhindern®®®. Ebenso fiihrt eine Aktivierung des Phosphatidylinositol-3-kinase
(PISK)/Proteinkinase B (AKT)- sowie des Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK)-
Signalweges in Tumorzellen zu einer Aktivierung von HIF-1%%% Genetische und epigene-
tische Verénderungen, die entweder zu einer Hyperaktivierung von Onkogenen oder einem
Funktionsverlust von Tumorsuppressoren fiihren, gelten ebenfalls als Ursachen einer
erhéhten HIF-Expression®,

HIF-1 besitzt eine entscheidende Rolle bei der Entstehung und Progression von vielen
bekannten Tumoren, dessen Expressionsniveau mit einer erhdhten Expression zellularer

Uberlebensfaktoren korreliert. Daher ist HIF ein interessantes Ziel in der Tumortherapie®.

1.2 HIF als Angriffspunkt von Chemotherapeutika

Hypoxie verstarkt die Chemoresistenz von Tumorzellen und férdert dadurch die
Tumorprogression®***, Der verdnderten Empfindlichkeit der Tumorzellen gegeniiber
Chemotherapeutika liegen vielfaltige Mechanismen zugrunde. Zum Beispiel benétigen einige
Chemotherapeutika Sauerstoff, um Sauerstoffradikale zu bilden, die die Zytotoxizitat des
Agens erhdhen®. Aufgrund der verminderten bzw. fehlenden Vaskularisierung sind die
hypoxischen Bereiche des Tumors schlechter zugénglich fir Therapeutika®®. AuRerdem
werden durch Hypoxie zahlreiche zellulare Anpassungen wie zum Beispiel die Umstellung

des Stoffwechsels induziert, die den Wirkungsgrad der Agenzien herabsetzen®>*. Die

2
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hypoxieabhangige Resistenz von Tumoren gegentber einer Chemo- und Strahlentherapie ist
mit einer vermehrten HIF-1 Expression assoziiert*®. Daher sind HIF-Inhibitoren ein
vielversprechender Ansatz, um einerseits den Tumor direkt abzutéten, und um andererseits
die Effizienz von Antitumortherapien zu verbessern. HIF-Inhibitoren unterscheiden sich im
Wesentlichen in ihrem Wirkungsansatz, da sie entweder die mMRNA-Expression, die
Proteintranslation, Proteindegradation, DNA-Bindung und/oder die Transkriptionsaktivitat von
HIF modulieren (Tab. 1.1)*".

Tab. 1.1 HIF-Inhibitoren

Agens Mechanismus Referenz

Hitzeschockprotein (HSP) 90 Inhibitor
Radiciol
KF58333
Geldanamycin (GA)

HIF-1a Proteindegradation 3839

Topoisomerase Inhibitor
Topotecan (TPT) HIF-1a Proteintranslation 4041
GL331

Mikrotubuli-interferierend
Taxol HIF-1a Proteintranslation 4243
2-Methoxyostradiol

PI3K-Signalweg Inhibitor
LY294002
Wortmannin HIF-1a Proteintranslation 44,45
Rapamycin

Antibiotika
Echinomycin HIF-1 DNA-Bindung 46,47
Anthracycline

Proteasom Inhibitor
. HIF-1a Transkriptionsaktivitat 48
Bortezomib

Topotecan (TPT) wurde als eines der ersten Agenzien beschrieben, die die HIF-1o-
Proteintranslation beeinflussen®. TPT st ein Camptothecin-Analogon, das die
Topoisomerase | (Topl) inhibiert®. Topl nimmt eine wichtige Funktion bei der DNA-
Replikation ein. Im physiologischen Zustand liegt die DNA-Helix supercoiled vor und ist
zusammen mit spezifischen Proteinen in Chromatin organisiert. Die Replikation kann jedoch
nur an einer entwundenen DNA erfolgen. Eine Folge der DNA-Entspiralisierung sind
Torsionsspannungen. Um den Torsionskraften entgegenzuwirken, verursacht Topl

Einzelstrangbriiche, die nach vollendeter Replikation wieder verschlossen werden. TPT

3
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bindet an Topl und stabilisiert den sogenannten Topl-DNA-cleavable complex®. TPT inhibiert
dabei die Religation des Einzelstrangs. Die Kollision der Replikationsgabel mit dem
TPT/Topl-DNA cleavable complex resultiert in irreversiblen DNA-Doppelstrangbriichen, die
zu einem Stopp der Zellteilung und letztendlich zum Zelltod fiihren>°°!. Rapisarda et al.*
konnten zeigen, dass die HIF-1la Degradation durch die Wirkungsweise von TPT
unbeeinflusst bleibt. Stattdessen wird die Translation von HIF-1a negativ reguliert und somit
eine Akkumulation von HIF-1a-Protein in der Zelle verhindert. Welche Mediatoren dabei eine
Rolle spielen, ist bis dato nicht geklart*.

Geldanamycin (GA) war das erste benzochinoide Ansamycin, das aus Streptomyces
hygroscopius isoliert wurde®”. Die Antitumorwirkung von GA besteht in der Inhibierung der
Chaperon-Funktion des Hitzeschockproteins (HSP)90. Das ubiquitdr exprimierte, hoch
konservierte, 90kDa grof3e HSP90 reguliert die Anpassung auf zellularen Stress indem es
die Konformation, Stabilitit und Funktion seiner Klienten-Proteine aufrecht erhalt®®. Im
Vergleich zu normalen Zellen weisen Tumorzellen eine erhéhte HSP90-Expression auf>*.
Dies korreliert mit einer gesteigerten HIF-Expression. Minet et al.*® konnten zeigen, dass
unter Normoxie HSP90 an HIF bindet und unter Hypoxie die Aktivierung von HIF positiv
reguliert. Die Wirkungsweise von GA besteht darin, dass es an die N-terminale ATPase
Doméne von HSP90 bindet®. Durch die Interaktion von GA und HSP90 wird die ATP-Aktivitat
des letzteren gehemmt und es kann kein funktioneller maturer HSP90/Klienten-Protein-
Komplex entstehen>. Als Konsequenz werden die entlassenen Proteine ubiquitiniert und
durch das 26S-Proteasom degradiert””.

TPT wird in der Tumortherapie oft als second line Chemotherapeutikum eingesetzt, wenn
das erste Praparat (first line) nicht zu einem entsprechenden Erfolg gefiihrt hat>®*°, Neben
dem Einsatz als Kombipraparat gibt es mittlerweile einige vielversprechende Phase I- und
Phase lI-Studien, die TPT auch als first line Chemotherapeutikum einsetzen®°2. Aufgrund
der Instabilitait und der hohen Hepatotoxizitdt von GA® wurden GA-Analoga wie zum
Beispiel 17-Allylamino-17-demethoxygeldanamycin  (17-AAG) und 17-Dimethylamino-
ethylamino-17-demethoxygeldanamycin (17-DMAG) entwickelt, die in klinischen Studien

getestet werden®?’.
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1.3 Von Hippel-Lindau-Protein, der physiologische R egulator von HIF

Der Tumorsuppressor VHL ist ein ubiquitdr exprimiertes Gen, das auf dem Chromosom
3p25-26 lokalisiert ist®®. Die genkodierende Sequenz von VHL umfasst 712 bp inklusive des
70 bp langen 5" untranslatierten Bereichs (untranslated region, UTR) in Exon 1%°. Nach der
Transkription des VHL-Gens kdnnen durch alternatives SpleiRen der pra-mRNA zwei
verschiedene mRNA-Isoformen entstehen. Die mRNA der Isoform 1 beinhaltet alle drei
Exone des Genlokus und kodiert fur ein 30 kDa grofRes Protein, das 213 Aminosauren
beinhaltet’. Bei der Isoform 2 des VHL-Gens fehlt das Exon 2. Auf Proteinebene fiihrt der
Exon 2-Verlust zu einer Deletion von 41 Aminosduen innerhalb des Leserasters’",
Zusatzlich konnten lliopoulos et al.”® eine weitere Isoform von VHL detektieren: Diese dritte
Isoform entsteht nicht aufgrund von alternativen Spleil3varianten, sondern ist das Ergebnis
eines zweiten AUG-Translationsstartpunktes (Met54) im Exon 1. Der 19 kDa grofen
Isoform 3 (54-213 Aminosauren) fehlen somit die ersten 53 Aminosauren, die fur eine
charakteristische achtfache Wiederholungssequenz (Gly-X-Glu-Glu-X) mit unbekannter
Funktion kodieren™ ™. VHL kann sowohl im Zytoplasma, als auch im Zellkern detektiert
werden®®">"® Der Transport aus dem Zellkern in das Zytoplasma wird von einem Exon 2-
kodierten Bereich vermittelt, so dass die Isoform 2 aufgrund ihrer Deletion nur im Zellkern
lokalisiert ist”.

Das Protein VHL besteht aus zwei Untereinheiten. Die a-Untereinheit wird von Bereichen
aller drei Exons (1-3) kodiert, die die N-terminalen Aminosauren 63-154 und die
C-terminalen Aminosauren 193-204 umfassen. Die B-Untereinheit des VHL-Proteins
(Aminoséaure 155-172) wird von Exon 3 kodiert. Wahrend die a-Untereinheit essentiell fur die
Substraterkennung ist, fungiert die B-Untereinheit als Bindungsdomane fur weitere
Proteine”®®°. VHL formt einen Multiproteinkomplex mit Elongin B, Elongin C, Cullin-2 (Cul-2)
und Ring-Box 1 (Rbx 1) (Abbildung 1.1)%%2,

Dieser sogenannte VEC-Komplex besitzt eine E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivitat®. Der Ubiquitin-
vermittelte Proteinabbau ist an einer Vielzahl von Zellfunktionen einschlief3lich der Kontrolle
des Zellzyklus und der Signaltransduktion beteiligt. Die Ubiquitinierung ist ein mehrstufiger
Prozess, der mit der Aktivierung von Ubiquitin beginnt. Ubiquitin wird dabei Uber eine
hochenergetische Thioesterbindung an das E1-Ubiquitin-Aktivierungsenzym gebunden und
ATP-abhéngig aktiviert. Das aktivierte Ubiquitin wird von E1 auf das E2-Ubiquitin-
konjugierende Enzym ubertragen. Anschlie3end wird Ubiquitin durch die E3-Ubiquitin-Ligase
auf das spezifische Substrat Gibertragen. Die ubiquitinierten Proteine werden durch das 26S-

Proteasom abgebaut®*°.
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Abbildung 1.1 VEC- Komplex unter Normoxie und Hypoxie

Unter Normoxie formt VHL einen Multiproteinkomplex, bestehend aus Elongin B, Elongin C, Cul2, Rbx1. Dieser
sogenannte VEC-Komplex markiert hydroxyliertes HIF-a fir die proteasomale Degradation. Unter Hypoxie bzw.
wenn VHL mutiert vorliegt, kann HIF-a der Ubiquitinylierung durch dem VEC-Komplex und somit dem Abbau
durch das Proteasom entgehen. HIF-a kann dann mit HIF-1 dimerisieren, in den Kern translozieren und die

Transkription seiner Zielgene induzieren. Quelle: Linehan et al.¥.

Innerhalb des VEC-Komplexes bindet VHL zunachst an Elongin C, das wiederum an
Elongin B bindet®**®, Elongin B und C sind die regulatorischen Untereinheiten des Elongin
(Sli)-Komplexes und bewirken zusammen mit der transkriptional aktiven Untereinheit

89,90
%= In

Elongin A eine Steigerung der Elongationseffizienz der RNA-Polymerase
Anwesenheit von VHL wird die Interaktion von Elongin A mit Elongin C und B unterbunden
und somit der Elongationskomplex inaktiv®®. Uber die Verbindung der Elongine B und C wird
VHL mit Cul-2 verbunden. Cul-2 gehort zu der hoch konservierten Cullin-Genfamilie, die an
der Regulation des Zellzyklus in Saccharomyces cerevisiae und an der Kontrolle des
Zellwachstums in Caenorhabditis elegans beteiligt ist®*°*2. Cul-2 wird Rbx1-abhéngig durch
neural precursor cell expressed, developmentally downregulated 8 (NEDD8) modifiziert®*®*.
Durch diese Neddylierung wird einerseits die Ligase-Aktivitait des VEC-Komplexes
gesteigert, und findet andererseits eine verstarkte Rekrutierung des E2-Ubiquitin-Komplexes
UbcH5a statt®™®. Die Bindung von UbcH5a an den VEC-Komplex wird durch den
neddylierten Cul-2/Rbx1-Komplex vermittelt®.

Das wohl am besten untersuchte Substrat der VHL-vermittelten Ubiquitinierung ist der
Transkriptionsfaktor HIF-a. Neben der Vermittlung der HIF-Degradation ist VHL noch an
einer Vielzahl weiterer zellularer Mechanismen beteiligt. Eine dieser Funktionen ist die

Beteiligung von VHL an der Regulation der Apoptose. Roe et al.*®

zeigen in ihrer Arbeit, dass
VHL die Aktivitat des Tumorsuppressors p53, der bei der Apoptose eine kritische Rolle spielt,
hochreguliert. VHL interagiert dabei direkt mit p53 und stabilisiert es durch Suppression der
mouse double minute 2 homolog (Mdm-2)-vermittelten Ubiquitinierung. Desweiteren
begulnstigt VHL indirekt die NF-kB-Aktivitét, in dem es die Casein-Kinase 2 bindet und so die

Phosphorylierung des NF-kB-Agonisten Card9 fordert®’. Durch die Bindung und
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Stabilisierung von Mikrotubuli reguliert VHL sowohl die Ausbildung des Zytoskeletts als auch
die Ausrichtung der Mitosespindel®®. VHL ist bspw. auch an der Formation der
extrazellularen Matrix beteiligt, in dem es Fibronektin und hydroxyliertes Kollagen IV a2
bindet und so den korrekten Einbau der beiden Molekile in die extrazellulare Matrix

ermdoglicht'**1%2,

1.4 VHL-Syndrom

Das VHL-Syndrom ist eine autosomal dominant vererbte, systemische Tumorerkrankung®®.
Namensgeber der Erkrankung sind Eugen von Hippel und Arvid Lindau, die Anfang des
20. Jahrhunderts zum ersten Mal Hamangiome im Auge bzw. im Kleinhirn und Rickenmark
beschrieben'®®'®. Latif et al.®® konnten spater das krankheitsassoziierte Tumor-
suppressorgen VHL identifizieren. Die Inzidenz des VHL-Syndroms betragt 1:36.000 und

195 Die mittlere

erreicht im Alter von 60 Jahren ein fast vollstandige Penetranz (95%)
Lebenserwartung von Patienten mit VHL-Syndrom ist auf 49 Jahre reduziert®. VHL-
Patienten besitzen eine Préadisposition fur Hamangioblastome der Retina und des
Zentralnervensystems  (ZNS), Phéochromozytome, klarzellige  Nierenkarzinome,
neuroendokrine Pankreastumore, Tumore des Saccus endolymphaticus, benigne Nieren-
bzw. Pankreaszysten®. Mittels Genotyp-Phanotyp-Korrelationen kann das VHL-Syndrom in
zwei verschiedene klinische Subtypen unterteilt werden, basierend auf der Abwesenheit
(Typ 1) bzw. Anwesenheit (Typ 2) von Phaochromozytomen'® (siehe Tab. 1.2). VHL Typ 2
kann noch weiter in drei Subkategorien (2A, 2B, 2C) unterteilt werden'®’. VHL Typ 2A ist mit
einem geringen Risiko fur Nierenzellkarzinome assoziiert. VHL Typ 2B besitzt ein erhdhtes
Risiko fur Nierenkrebs und VHL Typ 2C ist durch das Auftreten von Phaochromozytome
charakterisiert. Fir die Entstehung des VHL-Syndroms sind haufig umfangreiche
genomische Deletionen, die entweder ein oder mehrere Exone umfassen, oder Mutationen
(nonsense, frameshift insertion/deletion, missense) des VHL-Gens verantwortlich'®. VHL
Typ 1 des VHL-Syndroms ist durch eine vollstandige oder partielle Deletion oder durch
nonsense Mutationen, die zu einem Funktionsverlust des VHL-Proteins flhren,
gekennzeichnet'®. Im Gegensatz dazu ist VHL Typ 2 mit missense Mutationen assoziiert, die
zu einem Protein mit limitierter Aktivitat fiihren'®. Einige missense Mutationen kénnen aber
auch in einem VHL Typ 1 Phanotyp resultieren, da sie die Proteinfaltung von VHL verandern

und somit die Struktur und Funktion des Proteins unterbinden.
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Tab. 1.2 Klinische und molekulare Klassifizierungd  es VHL-Syndroms 109

- Tumorrisiko .
Tumorrisiko N . Tumorrisiko
VHL . Hamangio- i . HIF-
Nierenzell- Ph&aochromo- Mutationstyp .
Subtyp : blastome des Aktivierung
karzinom ZNS zytome

vollstandige oder
1 hoch hoch niedrig partielle Gendeletion hoch
nonsense Mutation

2A niedrig hoch hoch missense Mutation hoch

2B hoch hoch hoch missense Mutation hoch

2C niedrig niedrig hoch missense Mutation niedrig oder
abwesend

1.5 Mausmodel fur VHL

Um die Entstehung, Entwicklung und Physiologie von VHL-assoziierten Erkrankungen
besser verstehen zu kénnen, wurden zahlreiche Mausmodelle entwickelt die versuchen, die
phénotypischen Eigenschaften dieser Erkrankung zu imitieren'®*', Gnarra et al.'*? zeigten
in ihrer Arbeit, dass Mause mit einem homozygoten VHL-Verlust bereits im
Embryonalstadium (E10.5 - E12.5) aufgrund vaskularer Anomalien der Plazenta sterben. Um
dieser embryonalen Letalitdt zu entgehen, wurden Mausmodelle entwickelt, die entweder
eine heterozygote VHL-Deletion oder einen gewebespezifischen Verlust von VHL aufweisen.
Die bedeutendsten Werkzeuge fiir die Generierung von zell- oder gewebespezifischen
knockouts (ko) sind sequenzspezifische Rekombinationssysteme: das Flippase (Flp)/Flp
recognition target (FIp/FRT)-System aus Saccharomyces cerevisiae™*™°, das DNA
recombination (Dre)/region of x-over (rox) aus dem D6-Phagen™® sowie das causes
recombination (Cre)/locus of x-ing over P1 (loxP)-System aus dem P1-Phagen™’'?,
In der vorliegenden Arbeit wurde das Cre/loxP-System verwendet, um einen heterozygoten
VHL ko zu erhalten, und dieses soll deshalb n&her erlautert werden.

Der Cre/loxP Mechanismus wurde als erstes im P1-Bakteriophagen als Teil des normalen
viralen Lebenszyklus entdeckt''’***'?°. |n diesem Bakteriophagen dient es zur

Zirkularisierung des linearen Phagengenoms'®

und zur Aufldsung der postreplikativen
zirkularen Genomdimere in Monomere fiir eine korrekte Teilung*?. Cre ist eine sequenz-
spezifische Rekombinase der Integrase-Familie'”*. Das Enzym katalysiert die Rekombination
zwischen den 34 bp langen loxP-Erkennungssequenzen (sites)'!’. Die loxP-Sequenz besteht
aus einer acht bp langen, nicht-palindromischen Kernregion, die von zwei 13 bp langen
palindromischen Sequenzen (repeats) flankiert wird (auch als floxed = flanked by loxP

bezeichnet).'®*. Die Orientierung und Position der loxP-Stellen entscheidet dariiber, ob Cre-

8
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vermittelt eine Inversion, chromosomale Translokation oder Deletion des loxP-flankierenden
125

genomischen Abschnitts erfolgt (Abbildung 1.2)™°. In der vorliegenden Arbeit wurde die

Strategie der Cre/lox vermittelten Deletion verwendet.

A B c
Inversion Translocation Deletion
—|w>-| GaneX
| =
( =y

iy GeneX

o | |
Tronskecotion (34) |b.lf

Abbildung 1.2 Das Resultat einer Cre/lox -Rekombination wird durch die Orientierung und Positi on der
loxP-Sequenzen bestimmt.

(A) Liegen die loxP-Stellen in entgegengesetzter Richtung, wird durch die Cre-Rekombination eine Inversion des
gefloxten Gens herbeigefuhrt. (B) Wenn die loxP-Stellen auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert sind, kommt
es zu einer chromosomalen Translokation. (C) Wenn die loxP-Stellen die gleiche Orientierung auf einem
Chromosomenabschnitt besitzen, kommt es zu einer Deletion des gefloxten Gens. Modifiziert nach
http://cre.jax.org/introduction.html

Das grundlegende Prinzip des konditionalen Rekombinationssystems beruht in der
Generierung unterschiedlicher Mausstamme, die entweder die Cre- oder die loxP-
Sequenzen tragen. Somit sind das Enzym (Cre) und seine Erkennungssequenzen (loxP)

strikt voneinander getrennt*®.

Um einen Cre/lox-Stamm zu erzeugen, werden beide
Mausstamme miteinander verpaart. Die Cre-exprimierenden Mausstamme, auch
Effektorstdmme genannt, besitzen meist ein Transgen, das Cre unter der Kontrolle eines
entweder ubiquitaren oder gewebespezifischen (konditionalen) Promotors exprimiert'?®. Es
gibt aber auch induzierbare Cre-Mausstamme, bei denen Cre erst aktiv wird, wenn der Maus
ein promotorinduzierendes Agens (bspw. Doxycyclin, Tamoxifen) verabreicht wird*"~**, Mit

dieser Strategie kann der Zeitpunkt der Rekombination individuell bestimmt werden'®.

Neben verschiedenen Studien, in denen Mausmodelle charakterisiert wurden, die das

Krankheitsbild des VHL-Syndroms widerspiegeln sollen****

, gibt es auch eine Vielzahl an
Untersuchungen, bei denen der VHL-Verlust in einem spezifischen Gewebe oder Zelltyp
analysiert wurde™****, Welche Rolle VHL im Immunsystem spielt, ist jedoch bisher kaum

erforscht™3. Biju et al.'** generierten ein Mausmodell mit einer Thymozyten-spezifischen

9
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Inaktivierung von VHL mittels lymphocyte protein tyrosine kinase (Lck)-Cre, die zu einer
konstitutiven Transkriptionsaktivitat von HIF in Thymozyten fuhrte. Der Thymozyten-
spezifische ko von VHL resultierte in einem verkleinerten Thymus aufgrund einer stark
reduzierten Anzahl an CD4'CD8'-Thymozyten, einhergehend mit einer erhohten

Apoptoserate'®

. Wahrend Biju et al. fur die Generierung ihres Mausmodells, eine Cre unter
der Kontrolle des proximalen Lck-Promotors verwendeten, nutzten Doedens et al.®®¥ fur die
Herstellung ihrer VHL-defizienten zytotoxische T-Zellen (cytotoxic T cells, CTL) eine Cre, die
unter der Kontrolle des distalen Promotors von Lck steht. Dadurch wurde eine normale
Entwicklung der T-Zellen im Thymus ermdglicht, obgleich die Anzahl der Zellen ebenfalls
reduziert war. In ihrer Studie demonstrierten Doedens et al.™*’, dass die Differenzierung von
Effektor- und Gedachtnis-CD8" T-Zellen durch den CTL-spezifischen Verlust von VHL
modifiziert wurde. Der Verlust von VHL und die damit einhergehende erhdhte HIF-Aktivitat
modulierte die Expression von entscheidenden Transkriptionsfaktoren (T-bet,TCF-1),
Effektormolekilen (Granzyme) und kostimulatorischen Rezeptoren (OX40, GITR), wodurch
die terminale CTL-Differenzierung limitiert wurde, was letztendlich in einer gesteigerten CD8"
T-Zellimmunitat gegentber persistierenden viralen Infektionen bzw. Tumorwachstum

resultierte™’.

1.1% untersuchten in ihrer Studie neben dem Einfluss einer HIF-1a-Deletion auf

Cramer et a
die Funktion von myeloiden Zellen auch den Einfluss eines Verlustes von VHL auf diese
Zellen. Fur die Herstellung des myeloiden zelltypspezifischen HIF-1a- und VHL-ko
verwendeten die Autoren eine Cre, die unter der Kontrolle des Lysozym M Promotor

(lysMcre) steht™®

. Der Verlust von VHL in peritonealen Makrophagen fiihrte zu einer
gesteigerten mRNA-Expression der HIF-Zielgene vascular endothelial growth factor (VEGF),
Phosphoglyzeratkinase (PGK), Glukosetransporter-1 (GLUT-1) sowie einem gesteigerten
Laktat-Gehalt im Vergleich zu Kontroll-Makrophagen'®®. Desweiteren konnte in einer
Entzindungsreaktion am Modell der Phorbolester-induzierten Ohrschwellung gezeigt
werden, dass eine Deletion von VHL die Infiltration von Zellen an den Ort der Inflammation
fordert, einhergehend mit einer erhéhten Expression des macrophage inflammatory protein-2

(MIP-2) und einer gesteigerten Myeoloperoxidase-Aktivitat®.

10
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1.6 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DCs) wurden vor ca. 40 Jahren von Steinman et al.”** zum ersten Mal
beschrieben. Bis heute sind DCs Gegenstand vieler Studien und Untersuchungen, um ihre
Ontologie und Funktion in der Regulation von Immunantworten zu begreifen.

DCs reprasentieren eine heterogene Immunzell-Population, die anhand von Herkunft,
Phanotyp, Lokalisation und Funktion in weitere Subpopulationen unterteilt werden kann
(Abbildung 1.3)**'*2, DCs entwickeln sich aus hamatopoetischen Stammzellen im

k143

Knochenmar Nach Verlassen des Knochenmarks wandern DC-Vorlaufer in die

peripheren Gewebe oder lymphoiden Organe ein oder zirkulieren im Blut**°.

[

} v
Plasmacytoid DCs < l CDP € MDP >» Monocytes

F

Liver CD103 *CD11b-DCs €~
CD24 "% pre-DCs D24 " preDCs | o s Ly6c Mo" Lye'>
\

CD103 *CX3CR1 ~LPDCs

CD103 *CD11b "PP DCs

[Lymphoid cos *cp4 * pcs

Kidney CD103 * DCs

Dermal langerin *CD103 * DCs Pulmonary CD103 ~ DCs

RRETIS y | Langerhans cells

Pulmonary CD103 * DCs (during inflammation)

A

<

Y

Lymphoid CD8 “CD4 ~ DCs
Lymphoid CD8 “CD4 * DCs

Intestinal e-cadherin * DCs

Intestinal CD103 "CX3CR1 *DCs

Kidney CX3CR1 *DCs

Abbildung 1.3 Subpopulationen von DCs

DCs differenzieren aus hamatopoetischen Stammzellen (haematopoetic stem cells, HSCs). HSCs differenzieren
weiter zu lymphoiden (common lymphoid progenitors, CLP) oder myeloiden (common myeloid progenitors, CMP)
Vorlauferzellen. CMP entwickeln sich zu Monozyten oder préa-DCs im Knochenmark. Anschlieend werden
Monozyten und pra-DCs ins Blut entlassen und migrieren zu den lymphoiden Organen bzw. in die peripheren
Gewebe ein, wo sie sich zu lymphoiden DCs bzw. gewebe-residenten DCs entwickeln. Zusatzlich kénnen aus
CLP ebenso DCs differenzieren. (CDP: common DC progenitor, MDP: macrophage DC progenitor) Quelle:

Modifiziert nach Kushwah et al.**®.

Strategisch im Korper verteilt, fungieren immature DCs als Wachter des Immunsystems, die
permanent ihre Umgebung auf die Prasenz von invasiven Pathogenen bzw. auf Schaden des
Gewebes berpriifen'*. Pathogene werden von immaturen DCs aufgrund ihrer Pathogen-
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assoziierten molekularen Muster (PAMPs) erkannt'*®. PAMPs sind Strukturmotive die
reprasentativ fur ein breites Spektrum an Pathogenen sind; dazu gehdren beispielsweise
Lipopolysaccharide (LPS), Lipoteichons&ure, bakterielle und virale Nukleinsauren'®®.

Immature DCs und andere Zellen des angeborenen Immunsystems erkennen PAMPs mittels
Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors, PRRS). Zu den wichtigsten und
bekanntesten PRRs gehoren die Toll-like-Rezeptoren (TLR). TLRs werden von immaturen
DCs auf der Oberflache bzw. endo/lysosomal exprimiert und erkennen rezeptorspezifisch
mikrobielle Molekile, wie zum Beispiel LPS (TLR4), Lipoteichonsaure, Lipoproteine und
Peptidoglykane (TLR2), Flagelline (TLR5), bakterielle, unmethylierte CpG DNA (TLR9),
doppelstrangige RNA (TLR3), einzelstrangige RNA (TLR7)*"*®. Neben Pathogenen sind
immature DCs auch in der Lage Gewebeschéden erkennen. Endogene Molekiile, die einen
Gewebe- oder Zellschaden signalisieren, werden auch ,Alarmine* oder damage-associated
molecular pattern (DAMPs) genannt. Dazu gehdren zum Beispiel high mobility group box 1
(HMGB1), S100- und Hitzeschockproteine®. Nach der Antigen-Aufnahme durch Pinozytose,
Phagozytose oder Rezeptor-vermittelter Endozytose kommt es zur Antigen-Prozessierung™**.
Die entstandenen Peptide werden je nach Herkunft entweder auf Haupthisto-
kompatibilitatskomplexe Klasse | (major histocompatibility complex, MHCI) oder Klasse II
(MHCII) geladen*. Infolge einer Aktivierung durch die Bindung an PAMPs/DAMPs oder
proinflammatorische Mediatoren migrieren DCs zu den sekundaren lymphoiden Organen.
Dabei durchlaufen DCs einen komplexen Reifungsprozess'*®. Zur Metamorphose von einer
Antigen-bindenden zu einer Antigen-préasentierenden Zelle (antigen presenting cell, APC)
gehoren die Herunterregulation der Expression von Molekilen fir die Antigenerkennung,
-aufnahme und -prozessierung, die Aufregulation der Expression der MHC- und
kostimulatorischen Molekile (CD40, CD80, CD86, OX40-Ligand) auf der Zelloberflache
sowie die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen'*. In den sekunddren Organen wie
Lymphknoten oder Milz prasentieren DCs das prozessierte Antigen T-Zellen, wodurch

Antigen-spezifische T-Zellen angesprochen werden™#*%1%!,

Exogene Antigene, die
hauptséchlich mikrobiellen Ursprungs sind, werden extrazellular von DCs aufgenommen und
auf MHCII-Molekiule geladen. Wird das extrazellulare Antigen im Kontext von MHCII-
Molekiilen prasentiert, kommt es zu einer Aktivierung von CD4" T-Zellen®™?. Endogene
Antigene sind entweder korpereigene Proteine oder stammen von virusinfizierten Zellen bzw.
Tumorzellen ab. Endogene Antigene werden im Kontext von MHCI-Molekulen prasentiert, die
von allen nukledren Koérperzellen exprimiert werden, und von CD8" T-Zellen erkannt**"*°3,
Exogene Antigene kénnen auch im Rahmen der Kreuzprasentation auf MHCI-Molekilen
prasentiert werden, was bei der Aktivierung von spezifischen CTL gegen virusinfizierte Zellen
oder Tumorzellen eine zentrale Rolle spielt*®**>*. Dariiber hinaus hat die Kreuzprasentation

bei der Aufrechterhaltung der zentralen Toleranz gegeniber kdrpereigenen Antigenen eine

12
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groRe Bedeutung®®®**®

. Neben der Erkennung des spezifischen Antigen-MHC-Komplexes
mittels des T-Zell-Rezeptors (TZR) bendétigen T-Zellen noch weitere Signale fir eine T-Zell-
Aktivierung'®. Diese Signale werden (ber die Bindung der von DCs exprimierten
kostimulatorischen Molekule (CD80, CD86, CD40) mit CD28 bzw. CDA40-Liganden auf
T-Zellen vermittelt™®. Diese Interaktion von DCs mit Antigen-spezifischen T-Zellen fiihrt zur
terminalen Ausreifung der DCs, die letztendlich zur Expansion und weiteren Differenzierung
von T-Zellen zu T-Effektorzellen, wie zum Beispiel T-Helferzellen (Th-Zellen) oder CTLs fihrt.
Auf diese Weise wird eine adaptive Immunantwort induziert. Dartber hinaus sind DCs in der
Lage, durch die Sekretion spezifischer Zytokine (IL-12, IFN-y) die Differenzierung und
Polarisierung von Th-Zellen zu beeinflussen und so die Immunantwort zu modulieren*®,

Murine DCs koénnen in vitro aus Knochenmarkszellen differenziert werden (Knochenmark

abgeleitete-DCs, bone marow derived-DCs, BM-DCs). Scheicher et al.*®*

zeigten, dass durch
Zugabe des Granulozyten-Makrophagen-koloniestimulierenden Faktors (GM-CSF) die
Anzahl differenzierter immaturer BM-DCs stark zunimmt. Aus diesem Grund wird zur
Generierung von immaturen BM-DCs GM-CSF zu DC-Differenzierungskulturen hinzugefigt.
Die Maturierung von DCs kann auf verschiedenste Arten erfolgen, entweder mittels TLR-
Liganden (LPS, CpG-Oligonukleotide) oder proinflammatorischen Zytokinen (IL-1B, TNF-a).
In dieser Arbeit wurden immature BM-DCs mittels LPS, einem TLR4-Ligand ausgereift.
Humane DCs konnen in vitro aus peripheren mononukledren Blutzellen (peripheral blood
mononuclear cells, PBMCs) generiert werden. Die Differenzierung von immaturen DCs aus

F1%2  zusatzlich wird IL-4 zur

Monozyten erfolgt durch Zugabe von humanem GM-CS
humanen DC-Differenzierungskultur zugegeben, um eine Differenzierung zu Makrophagen
zu unterbinden®®. Fir die Maturierung der immaturen humanen DCs kann neben den
erwahnten TLR-Liganden auch ein Reifungscocktail, bestehend aus IL-13, TNF-a und PGE,

verwendet werden®®*1%,
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1.7 DCs und Tumortherapie

Wahrend der Tumorentwicklung verschiebt sich das Gleichgewicht zwischen dem
wachsenden Tumor und dem Immunsystem. Dieser Prozess wird cancer immunoediting

genannt®

. Am Beginn, in der sogenannten Eliminierungsphase (elimination), ist das
Immunsystem noch imstande, Tumorzellen zu erkennen und zu eliminieren®®’. Dieser
Prozess involviert sowohl das angeborene, als auch das adaptive Immunsystem. Seitens der
angeborenen Immunantwort werden verschiedene Effektorzelltypen, wie zum Beispiel
naturliche Killerzellen (NK-Zellen) und NK-T-Zellen durch inflammatorische Zytokine aktiviert,
die von wachsenden Tumorzellen, tumorassoziierten Makrophagen und Tumor-umgebenden
Stromazellen sekretiert werden'®’. Durch die Sekretion der Zytokine werden sowohl weitere
NK- und NK-T-Zellen, als auch Makrophagen und DCs rekrutiert, die ihrerseits
proinflammatorische Zytokine wie Interleukin (IL)-12 und Interferon (IFN)-y freisetzen'®1°,
Durch die Freisetzung von Perforin, Fas-Ligand bzw. TNF related apoptosis-inducing ligand
(TRAIL) durch NK-Zellen werden Tumorzellen eliminiert und Tumorantigene freigesetzt.
Tumorantigene  kdénnen  entweder tumorspezifisch  oder tumorassoziiert  sein.
Tumorspezifische Antigene entstehen durch eine verdnderte Genexpression und werden
spezifisch nur vom Tumor exprimiert (Neoantigene)'’®*"*. Tumorassoziierte Antigene sind
kérpereigene Proteine, die jedoch von Tumorzellen tiberexprimiert werden'’?. Tumorantigene
und nekrotische bzw. apoptotische Tumorzellen werden von DCs aufgenommen'’®. Durch
freigesetzte DAMPs, proinflammatorische Zytokine im Mikromilieu und die Interaktion mit NK-
Zellen kommt es zur Aktivierung und Migration der DCs zu den Tumor-drainierenden

174,175

Lymphknoten . Im Lymphknoten prasentieren DCs prozessierte Tumorantigene naiven

CD4" bzw. CD8" T-Zellen, was zu einer Differenzierung und klonalen Expansion von

antigenspezifischen Th-Zellen bzw. CTLs fihrt*®’

. AnschlieBend wandern die Tumorantigen-
spezifischen T-Effektorzellen zum Tumorareal, wo sie Tumorantigen-exprimierende
Tumorzellen eliminieren'™.

Der nachste Schritt im cancer immunoediting ist die Phase des Gleichgewichts

(equilibrium)*©®.

In dieser Phase kommt es zu einer kontinuierlichen Modellierung der
Tumorzellen'®’. Das Ergebnis sind Tumorzellen die gegeniiber immunologischen Effektor-
zellen resistent sind. Dieser Prozess fuhrt zu einer Selektion von Tumorzellen, die eine
geringere Immunogenitdt aufweisen und dadurch in ihrer Umgebung uberleben und
wachsen'®. Somit stellt sich eine immunvermittelte Latenz ein'®®. Die Gleichgewichtsphase
ist die langste der drei Phasen und kann fiir Jahre andauern”’.

In der letzten Phase (escape) werden aufgrund von Veranderungen der Signaltransduktions-
molekile der Effektorzellen wie zum Beispiel der Verlust der CD3-¢ Kette aufgrund von

erhohter Ubiquitinierungsaktivitat und der damit einhergehenden Degradation in Lysosomen,
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und somit letztendlich auch der Verlust des TZR Tumorantigene nicht mehr erkannt!’®. Der
Verlust der CD3-¢ Kette ist mit einer erhohten Expression von IL-10 und transforming growth
factor-B (TGF-B) und einer Herunterregulation der IFN-y-Expression assoziiert, was die

187 Dartiber hinaus haben Tumorzellen weitere

Immunevasion zuséatzlich beginstigt
Strategien entwickelt, um der Immunilberwachung zu entkommen'”’. Eine Vielzahl an
tumorabgeleiteten Faktoren tragt zu der Ausbildung eines komplexen lokalen und regionalen
immunsuppressiven Netzwerks bei. Zu diesen Faktoren gehéren beispielsweise vascular
endothelial growth factor (VEGF), IL-10, TGF-B, Prostaglandin E, (PGE,), l6sliches Fas und
Fas-Ligand und l6sliches MHCI-related chain A (MICA)'"®. Obwohl diese Faktoren primér in
der Tumorregion wirken, kdnnen sich ihre immunsuppressiven Effekte bis zu den lokalen
Lymphknoten und der Milz ausbreiten und dadurch die Metastasierung der Tumorzellen
begiinstigen'’®. Die Sekretion von Faktoren durch Tumorzellen bewirkt eine Inhibition der
DC-Differenzierung und -Maturierung und hat eine Ausbildung von myeloid derived

180181 MDSCs koénnen direkt die Tumorgenese, das

suppressor cells (MDSCs) zur Folge
Tumorwachstum und die Metastasierung férdern, indem sie die Angiogenese steigern und
die Aktivitat von T-Zellen hemmen®®?. Dariiber hinaus kénnen tumorabgeleitete Faktoren
auch bereits differenzierte DCs beeinflussen, die dadurch in einem protolerogenen Status

arrestierent®®183

. Insgesamt kdnnen diese verschiedenen Zellpopulationen (semi-mature,
protolerogene DCs/MDSCs) einerseits die Aktivierung von T-Zellen inhibieren, aber auch die
Ausreifung anderer DCs'®. Desweiteren kénnen immature DCs durch die Sekretion von
IL-10 und TGF-B regulatorische T-Zellen (Tregs) induzieren, die wiederum zusétzlich die
T-Zell-Aktivierung hemmen'®. Diese immunsupprimierenden Effekte filhren letztendlich zur
Ausbildung einer Tumortoleranz. Die durch den Tumor hervorgerufene Immuntoleranz
verhindert eine AbstoRung des Tumors durch das Immunsystem und die Effizienz einer
Immuntherapie'®. Metastasierende Tumore werden radio- und chemotherapeutisch
behandelt'®~'®, Chemotherapeutika kénnen durch ihre zytotoxische Wirkung und
antiproliferativen Effekte Tumorzellen direkt eliminieren und somit eine Regression des
Tumors bewirken'®. Aufgrund ihrer Wirkungsweise auf hamatopoetische Zellen werden
Antitumor-Agenzien traditionell oft als Immunsuppressoren beschrieben®. Beispielsweise
fuhrte eine Behandlung von DCs mit dem Antitumor-Agens Sorafenib, einem Rezeptor-
Tyrosinkinase-Inhibitor, der bei der Behandlung gegen Nierenzellkarzinome eingesetzt wird,
sowohl zu einer Inhibition der DC-Maturierung, als auch zu einer verminderten DC-Funktion.
Demgegentber besald der Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitor Sutinib keinerlei Einfluss auf
DCs. Ebenso konnten Shurin et al.'®* zeigen, dass verschiedene Chemotherapeutika
verschiedene Effekte auf die Differenzierung, Maturierung und Funktion von DCs haben.
Wahrend Bleomycin keinen Effekt auf DCs aufwies, konnten die Autoren fir Paclitaxel,

Methotrexat und Doxorubicin eine aufregulierte APC-Aktivitdt der DCs beobachten™.
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Mittlerweile gibt es immer mehr Hinweise, dass bestimmte Chemotherapeutika
immunmodulatorische Effekte aufweisen und eine Antitumor-Immunantwort induzieren
kénnen'®*'%*, Diese Chemotherapeutika weisen immunogene Effekte auf, da sie die
Freisetzung immunstimulatorischer Gefahrensignale (z.B. HMGB1) seitens nekrotischer
Tumorzellen induzieren™****, Somit besitzen Chemotherapeutika neben dem zytotoxischen

Effekt auf Tumorzellen unter Umstanden eine differentielle immunmodulatorische Rolle in der

Tumortherapie.
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1.8 Ziel der Arbeit

Es ist bekannt, dass Chemotherapeutika einen erheblichen Einfluss auf den Organismus und
damit auch auf das Immunsystem haben. Da fir einen nachhaltigen Erfolg in der
Tumortherapie ein funktionelles Immunsystem von entscheidender Bedeutung ist, sind die
Effekte von Chemotherapeutika auf Zellen des Immunsystems von groBem Interesse. Im
ersten Abschnitt der Arbeit sollte deshalb am Beispiel zweier Chemotherapeutika (Topotecan
und Geldanamycin), fur die auch insbesondere HIF-inhibierende Effekte gezeigt worden sind,
untersucht werden, inwieweit diese intrazellulare Signalwege, den Immun-Phanotyp sowie
die Funktion humaner Mo-DCs beeinflussen. Desweiteren sollte untersucht werden, wie sich
eine Behandlung der Mo-DCs mit die Antitumor-Agenzien auf deren T-Zell-Stimulierungs-
und -Polarisierungspotential auswirkt.

Im zweiten Abschnitt der Arbeit sollten die Auswirkung eines partiellen Verlustes von VHL als
wesentlicher HIF-Negativregulator auf DCs untersucht werden. Walmsley et al.'® zeigten in
ihrer Studie, dass der PHD/HIF/VHL-Signalweg die Immunantworten des angeborenen
Immunsystems beeinflussen kann. Neutrophile aus Patienten mit VHL-Syndrom
(heterozygote Keimbahnmutation im VHL-Gen) wiesen eine gegenuber Neutrophilen
gesunder Probanden verzégerte Apoptose und eine erhdhte Phagozytosekapazitat auf'®.
DCs bilden die Verbindung zwischen dem angeborenen und adaptiven Immunsystem. Aus
diesem Grund ist es interessant zu untersuchen welchen Einfluss ein heterozygoter Verlust
von VHL auf den Phéanotyp und die Funktion von DCs und somit auf die Ausbildung einer
adaptiven Immunantwort hat. Daflr sollte mittels Cre/lox-Technologie ein Mausmodell
generiert werden, das nur ein Allel des VHL-Gens exprimiert. Aus diesen Mausen sollte
Knochenmark isoliert und daraus BM-DCs generiert werden. Die BM-DCs sollten
phanotypisch und funktionell charakterisiert werden. Im Hinblick auf Sekundarerkrankungen
bei Patienten mit VHL-Syndrom sollte im in vivo Modell analysiert werden, welchen Einfluss
der heterozygote Verlust von VHL auf die Auspragung von allergischen

Atemwegsentziindungen hat.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerate

Tab. 2.1 In der Arbeit verwendete Geréte

Geréat Modell Hersteller
Analysenwaage Mettler HS4 Mettler, Giel3en

Precisa 120V Otto Mild Waagen, Karlsruhe
Autoklav V-150 Systec GmbH, Wettenberg

Bestrahlungsgerat

Gammacell 2000

Mglsgaard Medical, Risg,

Danemark

Brutschrank

CB 150, CB 210

Binder, Tutlingen

Digitalwaage

Basic Typ 1202

Sartotius, Miinchen

Dispenser

Polytron PT 2100

Kinematica AG, Littau, Schweiz

Durchflusszytometer

FACSCalibur

Becton Dickinson, USA

Elektrophoresekammer

VARIA 1
Mini Trans-Blot

Electrophoretic Transfer Cell

Roth, Karlsruhe
Bio-Rad, Miinchen

ELISA-Washer

Ultrawash plus

Dynex, Chantilly, USA

Geldokumentationsgerat

Fusion SL-4.2 MP

PeqgLab, Erlangen

Hamocytometer

Neubauer Improved

Bright Line, 0,1 mm

AO Spencer, Buffalo, USA

MACS-Magnetstander

Quadro MACS

Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach

Magnetrihrer

IKAMAG® REO

Janke & Kunkel, Staufen

Mehrkanalpipette

m300: 30 — 300 ul
Finnpipette, 8-Kanalpipette
30 — 300 pl

Biohit, Rosbach
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Mikroskop Labormikroskop CH2 (4-40x) Olympus, Hamburg
Inverses Routinemikroskop
CK2 (4-20x)
LSM SP5 STED Leica Laser Leica, Wetzlar
Scanning Confocal
Mikroskop (CLSM) Olympus
Olympus BX61, UAPO Linse
(20x/340, NA 0,75)
Mikrowelle EM-120S Sanyo, San Diego, USA
Multicycler PTC 200 Bio-Rad
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pH-Meter CG 840 mit Schott, Hofheim am Taunus
Einstabmesskette N2042
Photometer GeneQuant Il Pharmacia Biotech, Cambridge,
England
Pipetten Finnpipetten: Thermo Fisher Scientific

0,5—10 pl, 10 — 100 pl,
20 — 200 pl, 200 — 1000 pl

Pipettierhilfe

Pipetus® - akku

Pipetboy plus

Hirschmann Laborgeréate,
Eberstadt

Tecnomara, Zurich, Schweiz

Préaparierbesteck

Hammacher, Solingen

Préazisions-Mikroplatten-Leser

Modell 450

Bio-Rad

Proteinblotting-Apparatur

Mini Trans-Blot Module

Bio-Rad

Spannungsgerat Electrophoresis constant Pharmacia Biotech
power supply ECPS
3000/150

Spektralphotometer Ultrospec 1100 rp Pharmacia Biotech

MRX' Revelation
NanoDrop 1000

Dynex Technologies,

Thermo Fisher Scientific

Steril-Werkbank

Heraeus Air®

Heraeus, Hanau

Stickstofftank

BT 40

L air liquid, Wiesbaden

Szintillationszahler

1205 Betaplate

LKB Wallac, Freiburg

Thermocycler

ABI 7300 Real-Time PCR

Applied Biosystems, Foster City,

System USA
Vortexer Vortex Genie 2 Bender & Hobein, Ziirich, Schweiz
Wasserbad GFL Typ 1012 Gesellschatft fuir Labortechnik,

Burgwedel

Wasserdeionisierungsanlage

Aktivkohlepatrone,
2 X Reistharz-Patrone,
Membranfilterkerze

0,2 pm

Milipore, Bergisch-Gladbach

Zahlhilfe

Laboratory Counter

Becton Dickinson

Zellerntegerat

1295-001 Cell Harvester

LKB Wallac

Zentrifuge

Sorvall RT 6000D

Multifuge 1 L-R
Mikrozentrifuge SIGMA 1-14
Galaxy Mini

Du Pont, Bad Homburg
Heraeus

Sigma, Osterode
VWR, Darmstadt
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2.1.2 Materialien

Tab. 2.2 In der Arbeit verwendete Materialien

Material

Modell

Hersteller

Abdeckfolie fur Realtime-

PCR-Platten

Thermo Abgene, England

Bakteriologische

Petrischalen

@ 94 mm, H6he 16 mm
(no 633161)

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Dispensiergerat-Aufsatz

PD-Tips 2,5 ml; 5 mi

Brand, Wertheim/Main

ELISA-Platten

96-Loch-Flachbodenplatten,
high binding

Greiner Bio-One

FACS-R6hrchen

5 ml Rundbodenréhrchen
BD Falcon; 352054

BD Biosciences, Bedford, USA

Gewebekulturschalen Cellstar Greiner Bio-One

100 mm, Hohe 20 mm
Glasfaserfilter 102 x 258 mm LKB Wallac
Handschuhe Sempercare® Semperit, Wien , Osterreich
Kanulen 0,7 x 30 mm BD Biosciences

0,4 x 12 mm B. Braun, Melsungen
Kryordéhrchen Cryo.s Greiner Bio-One

Kulturflaschen

25 cm?, 75 cm?, 175 cm®

Greiner Bio-One

Kulturplatten

Cellstar Gewebe-Kultur
6-Loch, Flachboden
Cellstar Gewebe-Kultur
12-Loch, Flachboden
Cellstar Gewebe-Kultur
24-Loch, Flachboden
Cellstar Gewebe-Kultur
48-Loch, Flachboden
Cellstar Gewebe-Kultur
96-Loch, Flachboden

Greiner Bio-One
STARLAB GmbH, Hamburg

Kivetten Einmal-Kuvetten, 1,5 ml Brand GmbH & Co. KG, Wertheim
MACS Séulen MidiMACS ,Saulen fir positive  Miltenyi Biotec

Selektion Typ LS*/VS®
Mattrandobjektrager 76 X 26 cm Diagonal GmbH & Co. KG, Minster
Membran zum Blotten Hybond ECL GE Healthcare Life Science, Freiburg

Nylonwolle MKN-100 Nylon Wool Fiber Kisker Biotech, Steinfurt
Objekttrager Superfrost® Thermo Fisher Scientific
Parafilm Parafilm N Nationalcan'", Chicago, USA
Pasteurpipetten 150 mm VWR GmbH
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PCR-Reaktionsgefalie

Greiner Bio-One

Pipettenspitzen

TipOne

STARLAB GmbH

Plastikpipetten

2ml, 5ml, 10 ml, 25 ml
10 ml

Greiner Bio-One
STARLAB GmbH

Reaktionsgefalie

15 ml, 50 ml
0,5ml, 1,5ml, 2 ml

Greiner Bio-One
Sarstedt AG, Nirnbrecht

Real-Time-PCR Platten

96-Loch-Mikrotestplatte
Thermowell® GOLD

Corning, New York, USA

Sicherheitsreaktionsgefalie

1,5 ml

Eppendorf, Hamburg

Spritzen omnifix® 1 ml B. Braun
10 ml Discardit™ II Becton Dickinson GmbH
Sterilfilter 0,2 um Celluloseacetat Sarstedt AG

0,45 pum Celluloseacetat

Schleicher & Schuell GmbH, Dassel

Whatman Filterpapier

20x 20 cm

Roth

Zellschaber

CytoOne®

STARLAB GmbH

Zellsieb

@ 40 pm

Becton Dickinson GmbH

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Tab. 2.3 In der Arbeit verwendete Chemikalien und R eagenzien

Substanz Hersteller

Aceton Riedel-de Haen, Seelze

Agarose Invitrogen, Groningen, Niederlande

Alkopharm 70 (70%iger (v/v) Alkohol)

Briiggemann, Heilbronn

Aluminiumhydroxid (Injekt® Alum) Perbio, Wien
Ammoniumchlorid Roth
Ammoniumsulfat Roth

Aprotinin

Sigma-Aldrich, Minchen

Blue Loading Buffer Reagent

NEB, Ipswich, USA

Bovines Serum Albumin (BSA)

PAA Laboratories, Colbe

Bromphenolblau, Na-Salz

Roth

Calciumchlorid

Roth

Chemilumineszenz ECL plus

PerkinElmer, Waltham, USA

4,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Merck, Darmstadt

Dieethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma-Aldrich
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth
Dikaliumhydrogenphosphat Merck
Di-n-butylphtalat (DBP) Sigma-Aldrich
Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich
Essigsaure Roth
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Ethanol (96%ig) Roth
Ethyldiamintetraessigsaure, Na,-Salz x 2 H,O (EDTA) Roth
ExtrAvidin Sigma-Aldrich
Ficoll (LSM Separation Medium) PAA, Pasching
Fluoreszin-Isothiocyanat (FITC) Sigma-Aldrich

Forene® (Wirkstoff: Isofluran)

Abbot, Wiesbaden

Fotales Kalberserum (FCS)

Gibco, Houston, USA

Geldanamycin

Alexis Biochemicals, Lorrach

Gelladepuffer (SDS Blue Loading Buffer) NEB
GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain Biotium, Hayward, USA
L(+)-Glutamin Roth
Glycerol Roth

°*H-Thymidin CHTdR)

Amersham Biosciences GmbH, Freiburg

Isopropanol (2-Propanol)

Roth

Kaliumacetat Merck
Kaliumchlorid Merck
Kaliumdihydrogenphosphat Merck

Kaliumhydrogencarbonat

Riedel-de Haén

Lipopolysaccharid (LPS) Sigma-Aldrich
Methanol Roth
2-Mercaptoethanol Roth
Minimum Essential Media (MEM) Gibco
Milchpulver Roth
Natrium-Acetat Roth
Natriumcarbonat (Na,COs) Roth
Natriumchlorid Roth
Natriumdesoxycholat (C,4H3gNaO,) Sigma-Aldrich
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth
Natriumfluorid (NaF) Roth
Natriumhydrogencarbonat Merck
Natriumhydroxid Roth
Natriumphosphat (NazPOy) Sigma-Aldrich
Natriumvanadat (NazVO,) Sigma-Aldrich
Nukleotide (ANTPs) Thermo Fisher Scientific
Ortho-Phenylendiamin-Dihydrochloride (OPD) Sigma-Aldrich
Paraformaldehyd (PFA) Merck
Penicillin/Streptomycin Cambrex, Charles City, USA
Phenobarbital Sigma Aldrich
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma Aldrich

Protease Inhibitor Cocktail

Roche, Mannheim
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PureCol® Advanced BioMatrix, Poway, USA
Roti®-Quant Roth

Salzsaure, 37 %ig Roth

Schwefelsaure, 95 %ig Roth

SYBR Green 490 Q-PCR Mastermix Thermo Abgene
Szintillationsflissigkeit Perkin Elmer

Topotecan Alexis Biochemicals, Lérrach
Tri-Natriumcitrat Roth

Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan) Sigma-Aldrich

Tris/HCI Roth

Trypanblau Sigma-Aldrich

Tween®-20 Sigma-Aldrich

Vectashield® Eindeckmedium

Vector Laboratories, Bulringame, USA

Wasser (steril, pyrogenfrei)

B. Braun

Wasserstoffperoxid 30%ig

Merck

2.1.4 GroRenstandards

DNA
GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder
Protein

PageRuler” Prestained Protein Ladder

2.1.5 Enzyme

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Tab. 2.4 In der Arbeit verwendete allgemeine Enzyme

Enzym Hersteller
Benzonase® Merck
Extravidin, Streptavidin-Peroxidase Konjugat Sigma-Aldrich

GoTaq DNA-Polymerase

Promega, Heidelberg

MyTaq DNA-Polymerase

Bioline, Luckenwalde

Proteinase K

Thermo Fisher Scientific

2.1.6 Proteine und Peptide

Tab. 2.5 In der Arbeit verwendete Proteine und Pept ide

Protein/Peptid

Hersteller

Ovalbumin

Calbiochem-Novachem, Laufelfingen

OVAus7.264 (SIINFEKL)

JPT Peptide Technologies, Berlin

OVAazs.330 (ISQAVHAAHAEINEAGR)

JPT Peptide Technologies
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2.1.7 Antikorper

2.1.7.1 Antikorper zum Absattigen von Fc-Rezeptoren

Zum Absattigen von Maus-Fc-Rezeptoren wurde der Antikorper 2.4G2 verwendet, der aus
dem Kulturiiberstand des B-Zell-Hybridoms 2.4G2 gewonnen wurde. Der Antikorper ist
spezifisch fiir FeyRII/II (CD16/32) und hat den Isotyp Ratte-lgG2b*®. Der Antikdrper wurde
1:100 in FACS-Medium verdinnt eingesetzt. Zum Abséattigen humaner Fc-Rezeptoren wurde
das FcR Blocking Reagent der Firma Miltenyi Biotec verwendet. Das Reagenz wurde vor
Verwendung 1:10 mit FACS-Medium verdinnt.

2.1.7.2 Antikérper fur FACS-Farbungen

Tab. 2.6 Primare Antikorper, die fir die FACS-Farbu ng der murinen Zellen verwendet wurden.

Antik oérper-  Isotyp Klon Fluorochrom  Verdiinnung Hersteller
spezifitat
B220 Ratte-1lgG2a RA3-6B2 PE-Cy5 1:80 eBioscience

San Diego, USA
CD3 Hamster-IgG1  145-2C11 PE-Cy5 1:80 BD Bioscience
CD4 Ratte-IgG2b GK1.5 APC 1:80 eBioscience
CD8 Ratte-1gG2a 83-6.72 PE 1:25 Miltenyi Biotec
CD11b Ratte-IgG2b M1/70 FITC 1:100 eBioscience
CD11c Hamster-1gG N418 APC 1:100 eBioscience
CD25 Ratte-1gG1 7D4 FITC 1:50 BD Bioscience
CD49b Ratte-IgM DX5 APC 1:50 eBioscience
CD80 Hamster-1gG 16-10A1 FITC 1:100 eBioscience

San Diego, USA
CD86 Ratte-IlgG2a, k  GL1 PE 1:100 eBioscience
F4-80 Ratte-1lgG2a BM8 FITC 1:50 BioLegend,

San Diego, USA
MHC 1l Ratte-IgG2b, k  MS/114.15.2 PE-Cy5 1:2000 eBioscience

Die Verdunnung der Antikdrper erfolgte mit FACS-Puffer.
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Tab. 2.7 Primare Antikorper, die fir die FACS-Farbu ng der humanen Zellen verwendet wurden.

Antikdrper - Isotyp Klon Fluorochrom Verdinnung  Hersteller
spezifitat
CD11c Maus-lgG1, Kk B-ly6 APC 1:100 BD Pharmingen™,
Heidelberg
CD14 Maus-lgG2b, kK M5E2 PerCP/Cy5.5 1:200 BioLegend
CD80 Maus-lgG1, kK 2D10.4 PE-Cy5 1:100 eBioscience
CD83 Maus-lgG1, kK HB15e PE 1:50 eBioscience
CD86 Maus-lgG2b, Kk IT2.2 APC 1:200 Biolegend
CD207 Maus- IgG2a, k  4C7 PE 1:200 Biolegend
Fascin Maus-lgG1 55K-2 unmarkiert 1:50 DAKO,
Glostrup, Danemark
HLA-DR Maus-1gG2a, K L243 FITC 1:100 BioLegend

Die Verdunnung der Antikdrper erfolgte mit FACS-Puffer.

Tab. 2.8 Fluorochrom-konjugierter Sekundarantikorpe r

Antikdrperspezifitat Fluorochrom Verdinnung Hersteller
Ziege-anti-Maus-IlgG1  FITC 1:50 Southern Biotech
(human absorbed) Birmingham, USA

Die Verdunnung der Antikdrper erfolgte mit FACS-Puffer.

Tab. 2.9 Kontrollantikérper zur Uberpriifung der uns pezifischen Bindung des spezifischen
Priméarantikérpers

Antikorper - Klon Fluorochrom Verdinnung Hersteller
spezifitat
Hamster-1gG1 G235-2356 FITC 1:100 BD Pharmingen™
Maus-lgG1 X40 unmarkiert 1:50 BD Pharmingen™
Maus-IgG, k MOPC-21 PE-Cy5 1:100 BioLegend
Maus-lgG2a, K MOPC-173 FITC 1:100 BioLegend
Maus-lgG2b MPC-11 PerCP/Cy5.5 1:200 BioLegend
Maus-lgG2b, PLRV219 APC 1:200 ImmunoTools,

Friesoythe
Ratte-1lgG2a R35-95 PE 1:100 BD Pharmingen™,

Heidelberg
Ratte-1gG2b, k MPC-11 PE-Cy5 1:2000 BioLegend

San Diego, USA
Ratte-IgM R4-22 APC 1:50 BioLegend

Die Verdunnung der Antikdrper erfolgte mit FACS-Puffer.
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2.1.7.3 Antikorper fur ELISA

Tab. 2.10 Primarantikorper ( Capture-Antikérper) zum ,Fangen“ von murinen Zielproteinen

Primar - Isotyp Klon Konzentration Hersteller
antikérper (Einsatzkonzentration)
Anti-Maus IFN-y Ratte-1lgG1 R46A2 (1:2000 verdinntin 0,1 M Eigenproduktion der
NaHCO3) Arbeitsgruppe von
Frau Prof. Reske-
Kunz
Anti-Maus IL-5 Ratte-1gG1 TRFK5 0,5 mg/ml BD Pharmingen™
(1 pg/mlin 0,1 M NaHCO:5)
Anti-Maus IL-10 Ratte-IlgG2b, k  JES052A5 0,5 mg/ml eBioscience
(1 pg/mlin 1x PBS)
Anti-MausIL-17 Ratte-1lgG2a 50101 0,5 mg/ml R&D Systems,
(5 pg/mlin 1x PBS) Minneapolis, USA
Tab. 2.11 Sekundarantikorper zur Detektion von muri  nen Zielproteinen
Detektions - Isotyp Klon Konzentration Hersteller
antikérper (Einsatzkonzentration)
Inkubation
Anti-Maus IFN-y,  Ratte-lgG1 AN18.17.24 Eigenproduktion der
biotinyliert (1:5000 verdinnt) Arbeitsgruppe von
60 min, 37C Frau Prof. Reske-
Kunz
Anti-Maus IL-5, Ratte-1lgG2a TRFK4 0,5 mg/ml BD Pharmingen™,
biotinyliert (Lpg/ml) Heidelberg
60 min, 37C
Anti-Maus IL-10, Ratte-IgG1, k Polyklonal 0,5 mg/ml eBioscience, San
biotinyliert (0,5 pg/ml) Diego, USA
60 min, RT
Anti-Maus IL-17, Ziege-lgG - 50 pg/ml R&D Systems,
biotinyliert (0,5 pg/ml) Minneapolis, USA
2h, RT

Alle Sekundéarantikérper wurden in 1x PBS/1% BSA (w/v) verdinnt.
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Tab. 2.12 Antikdrper fur Immunglobulin-ELISA

Antikdrperspezifitat Isotyp Klon Verdiinnung
Anti-Maus IgG1, Ratte-1gG A85-1 1:250
biotinyliert

Anti-Maus 1gG2a, Ratte-1gG R19-15 1:250
biotinyliert

Anti-Maus 1gG2b, Ratte-IgG R13-3 1:250
biotinyliert

Anti-Maus IgE, Ratte-1gG R35-118 1:250
biotinyliert

Die Verdiinnung erfolge in 1x Assay Diluent. Alle Antikérper wurden von der Fa. BD

Pharmingen bezogen.

2.1.7.4 Reagenzien fir Endozytose- und Antigenproze  ssierungs-Assays

Tab. 2.13 Reagenzien zur Uberprifung der Endozytose  -Aktivitét

Reagenz Fluorochrom Verdiinnung Hersteller
Dextran FITC 1:10 Sigma-Aldrich
Alexa Flour® 488 Alexa488 1:20 Molecular Probes,
Ovalbumin (AF-OVA) Darmstadt

DQ" Ovalbumin BODIPY® FL 1:20 Molecular Probes
(DQ-OVA)

2.1.7.5 Antikorper fur Proliferationsexperimente

Tab. 2.14 Antikorper, die in Proliferationsexperime  nten eingesetzt wurden

Antikdrperspezifitat Klon Konzentration Hersteller
Anti-human CD3 OKT3 1 pg/ml BioLegend
Anti-human CD28 CD28.2 0,5 pg/ml BioLegend
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2.1.7.6 Antikorper fur Immunoblots

Tab. 2.15 Primarantikdrper zur Detektion der Zielpr  oteine

Antikdrper - Isotyp Klon Verdinnung Molekulargewicht Hersteller
spezifitat
AKT Kaninchen-IgG C67E7 1:1000 60 kDa Cell Signaling,
Danvers, USA
ERK1/2 Kaninchen-IgG 137F5 1:1000 42, 44 kDa Cell Signaling
IkBa Maus-lgG1 L35A5 1:1000 39 kDa Cell Signaling
NF-kB Kaninchen-IgG c22B4 1:1000 65 kDa Cell Signaling
p38 Kaninchen-IgG D3F9 1:1000 43 kDa Cell Signaling
RelB Kaninchen-IgG C-19 1:1000 68 kDa Santa Cruz,
Heidelberg
SAPK/INK Kaninchen-IgG 56G8 1:1000 46, 54 kDa Cell Signaling

Tab. 2.16 Phosphorylierte Primarantikorper zur Dete  ktion der Zielproteine

Antikérper Isotyp Klon Verdiinnung Molekulargewicht
phospho-AKT Kaninchen-IgG D9E 1:1000 60 kDa
phospho-ERK1/2 Kaninchen-IgG 137F5 1:1000 42, 44 kDa
phospho-NF-kB Kaninchen-IgG 93H1 1:1000 65, 90 kDa
phospho-p38 Kaninchen-IgG D3F9 1:1000 40 kDa
phospho-SAPK/JNK  Kaninchen-lgG 81E11 1:1000 46, 54 kDa

Alle Antikorper wurden von der Fa. Cell Signaling bezogen.

Tab. 2.17 Ladekontrollen zum Nachweis der aufgetrag  enen Proteinmengen

Antikdrperspezifitat Isotyp Verdiinnung Molekulargewicht
B-Actin Kaninchen-IgG 1:1000 45 kDa
B-Tubulin Kaninchen-IgG 1:1000 50 kDa

Klon wird vom Hersteller nicht angegeben. Beide Antikdrper wurden von der Fa. Abcam,

Cambridge, UK bezogen.

Tab. 2.18 Sekundarantikdrper zur Detektion der Immu  noblot-Priméarantikorper.

Antikdrperspezifitat Konjugation Isotyp Verdiinnung Hersteller
Kaninchen-Anti-Maus-1gG HRP Kaninchen- 1:5000 Novus Biologicals,
IgG Littleton, USA
Ziege-Anti-Hase-1gG HRP Kaninchen- 1:2000 Cell Signaling
IgG 1:3000
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2.1.8 Zytokine und Nukleotide

Tab. 2.19 Zytokine, die zu den Kulturmedien zugegeb  en wurden

Zytokin Konzentration Hersteller

MGM-CSF 5% (v/Iv) Kulturiiberstand der GM-CSF-produzierenden
Zelllinie X63/GM-CSF**". Diese Zelllinie
wurde freundlicherweise von Dr. B.
Stockinger (National Institute for Medical
Research, London) zur Verfiigung gestellt.

rh GM-CSF 200 U/ml Berlex, Montville, USA

rh IL-1B 10 ng/ml ImmunoTools

rh IL-4 10 ng/ml ImmunoTools

PGE, 1 pg/ml Enzo Life Sciences, Lausen, Schweiz

rh TNF-a 10 ng/ml ImmunoTools

Tab. 2.20 Zytokine, die im ELISA zur Konzentrations
wurden

bestimmung als Standard mitgefuhrt

Zytokine Konzentration Einsatzkonzentration Hersteller

rh IFN-y 1 pg/mi 15, 6 - 500 pg/ml eBioscience

rm IFN-y 2 pg/ml 0,156 - 5 ng/mi BD Pharmingen™
rh IL-5 1 pg/mi 15,6 - 500 pg/ml eBioscience

rm IL-5 10 pg/ml 0,031 - 2 ng/mi eBioscience

rh IL-6 130 ng/ml 15,6 - 500 pg/ml BioLegend

rh IL-10 1 pg/mi 4,69 - 300 pg/ml eBioscience

rm IL-.10 10 pg/ml 0,063 - 4 ng/mi eBioscience

rh IL-12p40 75 ng/ml 0,063 - 4 ng/mi BioLegend

rm IL-17 10 pg/ml 0,031 - 2 ng/mi BD Pharmingen™

2.1.9 Immunmagnetische Partikel zur Zellseparation

Fir die Zellseparation von humanen T-Zellen wurden anti-human CD4-MicroBeads der Fa.

Miltenyi Biotec bezogen.
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2.1.10 Fertigsysteme

Tab. 2.21 In der Arbeit verwendete Fertigsysteme

Fertigsystem Hersteller
ABsolute” QPCR SYBR® Green ROX Mix Thermo Scientific
Caspase--Glo® 3/7 Assay Bio-Rad

CellTiter 96° Non-Radioactive Cell Proliferation Promega, Madison, USA
Assay

DNeasy® Blood & Tissue Kit Qiagen, Hilden
Fertiggelsysteme (SDS-PAGE) Bio-Rad
Humanes IFN-y ELISA Kit eBioscience
Humanes IL-5 ELISA Kit eBioscience
Humanes IL-6 ELISA Kit BioLegend
Humanes IL-10 ELISA Kit eBioscience
Humanes IL-12p40/1L23 Kit BioLegend
iScript’ cDNA Synthesis Kit Bio-Rad
RNeasy® Mini Kit & QIAshredder® Qiagen

2.1.11 Oligonukleotide

Tab. 2.22 In der Arbeit verwendete Oligonukleotide  zur Typisierung der Mause

Gen Oligonukleotidsequenz
ActinCre Cre-R sense: 5-TCC AAT TTACTG ACC GTACAC C-3

Cre-B antisense: 5’-TAC GCG TTA ATG GCT AAT CGC C-3'
HIF-1a HIF-1a H1 sense: 5-CTG TCT TCC CTG CTT AGG TCT TTC TAA C-3’

HIF-1a H2 sense: 5-GAG ATG GAG AAG GAG GTT AGT GTATCC-3’

HIF-1a H3 antisense: 5-ACG TTG GCT CAT GGT GTACTT TG-3’

VHL Exon 1 VHL1 F1 sense: 5-TCA GGT ATG TGT GTG CGC AA-3
VHL1 F2 sense: 5-CCT GCC TTG GTG ATG ACA AC-3
VHL1 R1 antisense: 5-ACC TGA GAG CGG CTT CAC TT-3'

VHL Exon2 VHL2 F1 sense: 5-CTC TTG ACC TAG CTG CAC TT-3’
VHL2 F2 sense: 5-CCA ACA TCA CAT TGC CAG GT-3'
VHL2 R1 antisense: 5-GTA CGT CTG AGG CAC ATC TT-3’

30



MATERIAL UND METHODEN

2.1.12 Medien, Losungen und Puffer

Fur die Herstellung der Lésungen und Puffer wurde deionisiertes Wasser aus der
hauseigenen Entsalzungsanlage (Milipore) bzw. aqua injectabilis (= pyrogenfrei) der Firma

Braun verwendet.

Medien

Medienzusatze in der Zellkultur (Stammlésung)

B-Mercaptoethanol 40 pl B-Mercaptoethanol in 114 ml IMDM, steril filtriert, 4C
Glutamin 200 mM L(+)-Glutamin in 1x PBS, steril filtriert, 4C

Pen/Strep 10" International Units (IU)/ml Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin, 4C

Kulturmedium fir HEK293T
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), Lonza, versetzt mit
10% (v/v) FCS (Gibco)

2mM L-Glutamin
50 uM B-Mercaptoethanol
100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

Kulturmedium fiur IGROV1
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640, Lonza, versetzt mit
10% (v/v) FCS (Gibco)

2mM L-Glutamin
50 uM B-Mercaptoethanol
100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

Waschmedium

Eagle’s Minimum Essentiell Medium (EMEM), Bio Whittaker/Cambrex, versetzt mit
2% (VIv) FCS (PAN-Biotech)

100 U/mi Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
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Kulturmedium fur BM-DCs
Iscove’s Modified Dulbecco’s Media (IMDM), Gibco/Invitrogen, versetzt mit
10% (v/v) FCS

2mM L-Glutamin
50 uM B-Mercaptoethanol
100 U/mi Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
5% (v/v) GM-CSF
Medium fur mature BM-DCs: zusatzlich LPS (1 pg/ml)

Testmedium
IMDM, versetzt mit
10% (v/v) FCS

2 mM L-Glutamin
50 uM B-Mercaptoethanol
100 U/ml Penicillin

100 ug/ml Streptomycin

Kulturmedium fiir Mo-DCs
IMDM, versetzt mit

50 uM B-Mercaptoethanol
100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

2% (viv) Serum

10 ng/ml rh IL-4

200 U/mi rh GM-CSF

Einfriermedium fir humane Zellen
IMDM, versetzt mit

50 uM B-Mercaptoethanol
100 U/mi Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

10% (v/v) DMSO

45% (vIv) Serum
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Einfriermedium fir Zelllinien
HEK293T 70% (v/v) DMEM, 20% (v/v) FCS, 10% (v/) DMSO
IGROV1 70% (v/iv) RPMI, 20% (v/v) FCS, 10% (v/) DMSO

Puffer und Lésungen

Agarose-Gelelektrophorese
50x TAE-Puffer 2 M TRIS, 1 M Eisessig, 0,5 mM Na,EDTA, pH 8,5

Allgemeiner Puffer

1x PBS 0,14 M NacCl, 0,01 M NaH,PO,, pH 7,4

ELISA

Blockierungspuffer 1% BSA (w/v) in 1x PBS, 4C

Beschichtungspuffer 0,1 M NaHCOj3 in H,0, pH 8,2

OPD-Substratpuffer 0,2 M NaH,PO,4 x 2 H,0, 0,1 M Na-Citrat x H,O, 1 mg/ml OPD,
1 pl/ml H,0,

Stoppldsung 1 M H,SO,

Waschpuffer 0,1% (v/v) Tween®-20 in 1x PBS

Erythrozyten-Lyse
Gey’scher Lysepuffer 10 mM KHCO3, 155 mM Ammoniumchlorid, 100 uM EDTA,
pH 7,5, steril filtriert, 4°C

FACS

FACS-Puffer 2% (v/v) FCS, steril filtriert in 1x PBS, 4C
Fixierldsung 0,7% (w/v) Paraformaldehyd in 1x PBS, 4C
Immunblot

1x TBS 20 mM TRIS-HCI, 150 mM NaCl, pH 7,6

1x Laufpuffer 25mM TRIS, 192 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS
Blockierungslosung 5% (w/v) Milchpulver in Waschlésung
Transferpuffer 25 mM TRIS, 192 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS,
20% (v/v) Methanol

Waschpuffer 0,1% (v/v) Tween®20 in 1x TBS
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Immunfluoreszenz

Blockierungslosung 5 % Eselserum (Sigma Aldrich) in 1x PBS
Waschpuffer 0,1% (v/v) Tween®-20 in 1x PBS

in vivo-Migration
FITC-Stammlésung Di-n-butylphtalat:Aceton (1:1), 5% (v/v) DMSO, 500 pg FITC

Loésung zum Ablésen von IGROV1-Zellen

Trypsin-Stammlésung 10% (w/v) Trypsin, 2 mM Na,-EDTA in 1x PBS, steril filtriert,
-20C
Trypsin-Lésung 0,05 % (v/v) Trypsin-Stammlosung in 1x PBS

Proteinlysepuffer
RIPA 1% (w/v) Cy4H39NaO,, 0,15 M NaCl, 0,01 M NazPO,,
2mM EDTA,; 0,1% (w/v) SDS, 1% (v/v) NP-40, pH 7,4
folgende Zusatze frisch hinzufligen:
1 mM DTT, 5 U/ml Benzonase, 2% Protease-Inhibitor (Roche),
1 mM PMSF, 50 mM NaF, 0,2 mM Na3V04, 100 U/ml Aprotinin

Typisierung der Mausstdmme
Schwanz-Lysepuffer 50 mM TRIS HCI, 100 mM EDTA, 100 mM NacCl,
1% (w/v) SDS, pH 7,4

Zellzahlbestimmung
Trypanblau 0,01% (w/v) Trypanblau, 0,001% (w/v) Na-Azid in 1x PBS

2.1.13 Buffy Coats

Buffy Coats sind Leukozytenkonzentrate, die bei der Herstellung von Erythrozyten- und
Blutplasmakonzentraten als Nebenprodukte entstehen. Fir die Versuche wurden die
verwendeten humanen Zellen aus Buffy Coats gewonnen, die von der Transfusionszentrale
Mainz bezogen wurden. Buffy Coats weisen im Vergleich zu Vollblut eine hdhere
Konzentration an Leukozyten und Thrombozyten auf, da im Rahmen ihrer Herstellung der

grol3te Teil der Erythrozyten und des Plasmas durch Zentrifugation entfernt wurde.
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2.1.14 Méause

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Inzuchtmaus-Stamme verwendet:

T-Zellspender

BALB/cJ (Haplotyp H-2%

OT-Il (Haplotyp H-2°)

OT-I (Haplotyp H-2"),

Responderstamme

VHL Exon 1 (VHL1"™ (Haplotyp unbekannt),
VHL Exon 2 (VHL2"™ (wahrscheinlich H-2)
Effektorstamm

Actin-Cre (AcCre) (Haplotyp H-2%)

Far protein-antigenspezifische Kokulturen wurden OT-l1 bzw. OT-II Mause, die einen
transgenen TCR besitzen, verwendet. T-Zellen aus diesen Mausen exprimieren selektiv die
vorarrangierten a- und B-Ketten jeweils eines TCR, der spezifisch ein Ovalbumin-Epitop
gebunden an MHCI (OT-1) oder MHCII (OT-Il) erkennt'*®!%°, Der genetische Hintergrund der
Mause ist C57BL/6. Bei den Responderstammen VHL1" und VHL2" wurden das Exon 1
(VHL1" bzw. Exon 2 (VHL2") des murinen VHL-Gens mit zwei loxP-Rekombinationsstellen
versehen. Der genetische Hintergrund ist nicht standardisiert und stellt einen Mix aus
BALB/cJ und SV129 fur VHL1" und aus SV129 und C57BL/6 fur VHL2" dar. Die
Generierung des Mausstammes VHL1"™ wurde in der Publikation** beschrieben. Der
Mausstamm VHL2"™ wurde von der AG Zabel generiert und ist noch nicht publiziert. Der
transgene Effektorstamm AcCre exprimiert Cre-Rekombinase unter der transkriptionellen
Kontrolle des humanen B-Actin-Promotors®”. Der genetische Hintergrund von AcCre ist FVB.
Die Mausstamme VHL1" VHL2" und AcCre wurden freundlicherweise von der AG Zabel,
Universitatskinderklinik Freiburg, zur Verfigung gestellit.

Die Tiere wurden in der Zentralen Versuchstiereinrichtung (ZVTE) der Universitat Mainz
gezichtet. Alle Versuchstiere wurden unter spezifisch pathogen-freien Bedingungen
gehalten. Die Durchfihrung der Experimente erfolgte nach den Richtlinien der

Tierversuchsordnung und des Deutschen Tierschutzgesetzes
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2.2 Zellbiologische Methoden

Samtliche zellbiologischen Arbeiten, wie zum Beispiel die Kultivierung und Aufreinigung von
Zellen, wurden ausschlie3lich unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die verwendeten
Gebrauchsmaterialien wurden entweder autoklaviert oder direkt von der Firma steril und
endotoxinfrei erworben. Die fir die Zellkultur verwendeten Losungen wurden entweder steril
filtriert (0,2 uM) oder autoklaviert.

2.2.1 Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Anzahl lebender Zellen in einer Zellsuspension wurde mittels einer Neubauer-
Zahlkammer und Trypanblau bestimmt. Trypanblau ist ein negativ geladener Farbstoff, der
durch die permeabilisierte Membran toter Zellen eindringt und deren Zytoplasma anfarbt.
Tote Zellen erscheinen blau und kdnnen somit von den viablen Zellen unterschieden werden.
Bei der Bestimmung der Zellzahl werden tote Zellen nicht beriicksichtigt. Zur Bestimmung
der Lebendzellzahl wurde eine Zellsuspension, je nach GrtRRe der Zellsedimente, 1:10, 1:20
oder 1:100 mit Trypanblau verdinnt. Fir die Berechnung der Zellzahl wurde folgende Formel
verwendet: Zellzahl/ml = Ermittelte Zellzahl in 16 Kleinquadraten x Verdinnungsfaktor x

Kammerfaktor (10%/ml).

2.2.2 Verwendete Zelllinien

Im Rahmen der Arbeit wurden die beiden Zelllinien human embryonic kidney (HEK) 293T
und IGROV1 verwendet. HEK293T wurde durch Transformation von humanen embryonalen
Nierenzellen mit DNA-Fragmenten vom Adenovirus Typ 5 generiert’. Zusétzlich wurden die
Zellen mit dem ,SV40-T-Antigen“ stabil transfiziert, was eine episomale Replikation von
Plasmiden mit dem SV40-Replikationsursprung erlaubt?®. Die Zelllinie IGROV1 wurde

202

urspriinglich aus einem humanen Ovarialkarzinom generiert™ und uns freundlicherweise

von der AG Prawitt, Kinder- und Poliklinik, Universitatsmedizin Mainz zur Verfigung gestellt.

2.2.3 Kryokonservierung der Zelllinien

Die Kryokonservierung der Zelllinien erfolgte bei -196C in flissigem Stickstoff in kleinen
Aliquoten. Samtliche Arbeitsschritte erfolgten auf Eis und mit 4C gekihltem Medium. Zum
Einfrieren wurden die Zellen zunachst geerntet, im Fall von IGROV1 mittels Trypsinierung
der Zellen (Punkt 2.2.4), sedimentiert, resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Die Zellen
wurden in einer Zellzahl von 0,5-5 x 10° pro ml eisgekiihitem Einfriermedium aufgenommen.
Das in dem Einfriermedium vorhandene DMSO schitzt die Zellen vor einer Eiskristallbildung
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wahrend des Einfrierens. Nach der Uberfilhrung der Zellsuspension in eisgekiihlte
Kryoréhrchen wurden diese in einen mit Isopropanol gefillten Einfrierbehdalter eingefroren.

Fiar Experimente wurden kryokonservierte Zellen im Wasserbad bei 37<C aufgetaut und in
ein mit 20 ml kaltem Waschmedium gefilltes 50 ml-Rdhrchen dberfihrt. Zu der
Zellsuspension wurden weitere 10 ml Waschmedium zugeftihrt und die Zellen fir 10 min bei
4C und 300 x g sedimentiert. AnschlieRend wurden die Zellen zweimal gewaschen und das
Zellsediment in 10 ml Kulturmedium resuspendiert. Die Zellen wurden in eine 25 cm2-
Kulturflasche tberfuhrt. Durch mehrmaliges Wechseln des Kulturmediums in den ersten 8 h

wurden tote Zellen aus der Kultur entfernt.

2.2.4 Kultivierung und Passagieren der Zelllinien

Die Kultivierung der HEK293T-Zellen und der IGROV1-Zellen erfolgte in 175 cm2-
Kulturflaschen in 35 ml des jeweiligen Kulturmediums bei 37C, 5% CO, und einer
gesattigten Wasserdampfatmosphare. Das Kulturmedium wurde stets im Wasserbad auf
37T vorgewarmt. Das Passagieren der HEK293T-Zellen erfolgte alle vier bis sechs Tage,
indem mit Hilfe einer Plastikpipette die Zellen vom Boden der Kulturflasche abgespiilt und
ein Teil der Zellen (Verdinnung 1:100 bis 1:200) in eine neue 175 cm?-Kulturflasche mit
35 ml Kulturmedium utberfihrt wurden. Die HEK293T-Zellen wurden tber ca. 20 Passagen
gehalten. Das Passagieren der IGROV1-Zellen erfolgte alle drei bis finf Tage. Daflr wurde
das Kulturmedium abgenommen und die Zellen mit 10 ml 1x PBS gewaschen. AnschlieRend
wurden die Zellen mit 2 ml 0,05% Trypsin-EDTA fur 5 min trypsiniert. Die Reaktion wurde mit
8 ml Kulturmedium gestoppt, und die IGROV1-Zellen wurden im Verhdltnis 1:10 in eine neue
175 cm2-Zellkulturflasche mit Kulturmedium Uberfuihrt. Die IGROV1-Zellen wurden uber ca.

25 Passagen gehalten.

2.2.5 Kryokonservierung der humanen Zellen

Die Kryokonservierung von PBMCs, T-Zellen und Monozyten erfolgte bei -80C. Die Zellen
wurden dazu sedimentiert (400 x g; 5 min; 4°C) und anschlie3end in der entsprechenden
Menge Einfriermedium aufgenommen. Die Suspension wurde gut gemischt und unverziglich
eingefroren.

Das Auftauen der Zellen erfolgte bei Raumtemperatur. Um das im Einfriermedium enthaltene
DMSO auszuwaschen, wurde die aufgetaute Zellsuspension in ein 50 mil-Réhrchen
Uberfuhrt, mit 20 ml 1x PBS versetzt und zentrifugiert (400 x g; 5 min, 4° C). Das
Zellsediment wurde je nach folgendem Schritt anschlieRend in IMDM-Medium oder MACS-

Puffer aufgenommen.
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2.2.6 Isolierung von mononukledren Zellen aus human  em peripheren Blut

Das fur die Praparation von PBMCs verwendete Blut wurde gesunden Spendern in der
Transfusionszentrale der Universitatsmedizin Mainz entnommen. Die Isolierung der PBMCs
erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifugation. Das Blutkonzentrat der Buffy Coats wurde auf
drei 50 ml-Rohrchen verteilt und anschlieend mit 15 ml Ficoll unterschichtet und die Proben
fur 20 min bei 700 x g und Raumtemperatur ohne Bremse zentrifugiert. Erythrozyten und
Granulozyten sedimentieren bei der Zentrifugation, wahrend sich die mononukledren Zellen
(Lymphozyten und Monozyten) oberhalb der Ficoll-Lésung sammeln und die Interphase
bilden. Die obere Phase stellt das Plasma dar, in der auch zum groRten Teil die
Thrombozyten verbleiben. Von dem Plasma wurden 15 ml abgenommen und fir 30 min bei
56T hitzeinaktiviert. Die ausgefallenen Proteine w urden bei 1500 x g fur 5 min sedimentiert,
das Serum bei 4° C gelagert und fur die anschlieRende Zellkultur verwendet. Um die
mononuklearen Zellen zu erhalten, wurde die Interphase abpipettiert und in neue 50 ml-
Plastikrohrchen tberfuhrt. Die Zellsuspension wurde mit 1x PBS auf 50 ml aufgeftillt und bei
600 x g und 4<C fiir 10 min zentrifugiert. Anschliel3 end wurden die Zellsedimente zweimal mit
je 50 ml 1x PBS gewaschen, um Reste an Thrombozyten und Ficoll zu entfernen
(Sedimentation bei 400 x g; 5 min; 4°C). Die Zelle n wurden in IMDM-Medium aufgenommen

und eingefroren (Abschnitt 2.2.5).

2.2.7 Generierung humaner DCs aus Monozyten

Die Isolierung von Monozyten erfolgte aus PBMCs mittels Plastikadhérenz. Im Gegensatz zu
Lymphozyten und NK-Zellen adharieren Monozyten an Kunststoffoberflachen und kénnen
somit leicht von den anderen Zellen separiert werden. Zundchst wurden die PBMCs wie
unter Punkt 2.2.5 beschrieben aufgetaut, mit 1x PBS gewaschen und die Zellzahl bestimmt.
Fir die Adharenzphase wurden in eine 6-Loch-Platte pro Vertiefung 2 ml IMDM-Medium und
90 ul Plasma vorgelegt. Danach wurden 1,3 x 10" Zellen pro Vertiefung zugegeben und die
Platten fur 45 min im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss an die Inkubationszeit wurden alle
nicht adharenten Zellen abgespiilt und die Vertiefungen mehrmals mit 1x PBS gewaschen,
um leicht adharente Zellen abzutrennen. Fir die Kultivierung der adharenten Monozyten
wurden pro Loch 3 ml Kulturmedium fir humane Mo-DCs zugegeben. Durch die darin
enthaltenen Zytokine (GM-CSF, IL-4) wird gewahrleistet, dass Monozyten zu DCs
differenzieren. Die Zellen wurden Uber einen Zeitraum von insgesamt acht Tagen im
Brutschrank bei 37C und 10% CO, in wasserdampfgesattigter Atmosphére gehalten. An
Tag drei wurden die Zellen mit frischem Kulturmedium versorgt. Dafir wurden 800 ul des

Mediums abgenommen und durch 1 ml frisches Kulturmedium ersetzt.
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Die Ausreifung der Mo-DCs erfolgte an Tag sechs. Hierzu wurde wie zuvor beschrieben das
Medium ausgetauscht. Anschlielend wurden die unreifen MO-DCs mit einer Kombination
proinflammatorischer Mediatoren als Reifungs-Cocktail, IL-18 (1000 IU/ml), TNF-a (10 ng/ml)
sowie PGE; (1 pg/ml) stimuliert. An Tag acht wurden die Mo-DCs geerntet, indem das
Medium inklusive der Mo-DCs abgenommen und in ein 50 ml-Réhrchen tberfihrt wurden. In
die Vertiefungen der Platten wurden jeweils 1 ml 1x PBS pipettiert und schwach adhéarente
Mo-DCs durch mehrfaches Spilen abgeldst. Die Zellsuspension wurde zentrifugiert (400 x g,
4C, 5 min) und nach einem weiteren Waschschritt mit 1x PBS in 1 ml IMDM-Medium
aufgenommen. Anschlie3end wurde die Zellzahl bestimmt.

In verschiedenen Versuchsansatzen erfolgte eine Behandlung der Mo-DCs mit
Chemotherapeutika. Hierfir wurden die pharmakologischen Substanzen TPT und GA am

sechsten Tag in den entsprechenden Konzentrationen zu den unreifen Mo-DCs zugegeben.

2.2.8 Generierung von murinen knochenmarkabgeleitet en DCs

Die Generierung von murinen knochenmarkabgeleiteten DCs (bone marrow derived DCs,
BM-DCs) erfolgte entsprechend der Etablierung von Scheicher'®®, modifiziert von Lutz*®
ausgehend von Knochenmarkzellen aus Femur und Tibia beider Hinterlaufe von M&ausen.
Zunachst wurden die Mause getotet, die Knochen steril prapariert und verbleibende
Muskelreste mit einem in 70%igem Ethanol getrankten Papiertuch abgerieben. Die
Gelenkkdpfe wurden mit einer Schere entfernt, um die Knochenkanéle freizulegen.
AnschlieRend wurde mit einer Spritze (Kanulendurchmesser 0,45 mm) das Knochenmark
aus dem Knochen gesplilt und in 20 ml kaltem Waschmedium durch wiederholtes Aufziehen
der Spritze vereinzelt. Die erhaltene Zellsuspension wurde Uber ein Zellsieb in ein 50 ml-
Roéhrchen transferiert und sedimentiert (300 x g, 4°C, 8 min). Danach wurden die in der
Zellsuspension enthaltenen Erythrozyten lysiert. Dazu wurde zu dem Zellsediment 1ml
Gey'scher Lysepuffer pro praparierter Maus gegeben. Nach einer Minute wurde die Lyse
durch Zugabe von 50 ml kalten Waschmediums gestoppt, die Zellen zwei weitere Male
gewaschen und im Anschluss in warmem Kulturmedium resuspendiert und die Zellzahl
bestimmt.

Die Knochenmarkzellen wurden in einer Dichte von 2 x 10° Zellen in 10 ml Kulturmedium in
bakteriologische Petrischalen ausgesét. Die Kultivierung der Zellen erfolgte Uber einen
Zeitraum von neun Tagen im Brutschrank bei 37C, 10 % CO, unter wasserdampfgesattigter
Atmosphéare, wobei an Tag drei und sechs jeweils 5 ml frisches, auf 37C vorgewarmtes
Kulturmedium zugegeben wurde. An Tag acht erfolgte die Ausreifung der immaturen BM-
DCs. Hierfir wurden die nicht-adharenten Zellen einer Kultur geerntet und sedimentiert
(300 x g, RT, 8 min).
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AnschlieRend wurde das Zellpellet in vorgewarmtem Kulturmedium resuspendiert und in
Gewebe-Kulturschalen Uberfuhrt. Die Zellen wurden mit 1 pg/ml LPS stimuliert und fir
weitere 24 h bei 37C und 10% CO, im Brutschrank inkubiert. Nach neun Kulturtagen
wurden die BM-DCs geerntet. Hierzu wurden die nicht-adharenten Zellen in ein 50 ml-
Rohrchen tberfihrt und fur 8 min bei 300 x g und RT sedimentiert. Nach einem Waschschritt
wurde das Zellsediment in 10 ml auf 37<C vorgewarmt es Testmedium aufgenommen und die

Zellzahl bestimmt.

2.2.9 Préaparation von murinen Lymphknotenzellen

Fur den Migrationsassay (Punkt 2.6.1) wurden 24 h nach dem Auftragen der FITC-Losung
die Versuchstiere getdtet und die drainierenden Lymphknoten préapariert. Mandibulare,
zervikale, mediastinale und axiale Lymphknoten wurden steril entnommen und in eine mit
5 ml kaltem Waschmedium gefillte Petrischale dberfihrt. Die Lymphknoten wurden
zwischen den rauen Seiten zweier abgeflammter Mattrand-Objekttrager zerrieben. Die
Zellsuspension wurde Uber ein Zellsieb in ein 50 ml-Réhrchen Uberfihrt, sedimentiert
(300 x g, RT, 8 min) und einmal mit Waschmedium gewaschen. AnschlieRend wurden die

Zellen in Testmedium resuspendiert und die Zellzahl bestimmit.

2.2.10 Préaparation von murinen Milzzellen

Fur die Praparation der Milz wurde die Maus zunéchst getdtet und die Milz unter sterilen
Bedingungen entnommen. Die Milz wurde in eine Petrischale mit 20 ml kaltem
Waschmedium Uberfiihrt und zwischen den rauen Enden zweier abgeflammter Mattrand-
Objekttrager zerrieben. Die Zellsuspension wurde iber ein Zellsieb in ein 50 ml-Réhrchen
Uberfuhrt und sedimentiert. Die in der Zellsuspension enthaltenen Erythrozyten wurden durch
die Zugabe von 1 ml Gey'schem Lysepuffer pro Milz lysiert. Nach der Inkubationszeit von
einer Minute wurde die Lyse durch Zugabe von 50 ml kalten Waschmedium gestoppt.
AnschlieBend wurden die Zellen sedimentiert und nach zwei weiteren Waschschritten in

10 ml warmem Waschmedium resuspendiert.
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2.2.11 Aufreinigung von murinen T-Zellen Gber Nylon  wolle-S&ulen

Die Aufreinigung muriner T-Zellen erfolgte aus einer Milzzellsuspension Uber Nylonwolle-
Saulen. Im Gegensatz zu B-Zellen, Makrophagen und DCs adhéarieren T-Zellen nicht an
Nylonwolle und kénnen somit aus einer heterogenen Zellpopulation isoliert werden®*. Fiir
die Herstellung der Séulen wurden 0,6 g Nylonwolle mit zwei gezahnten Pinzetten fein
gezupft und in eine 10 ml Spritze transferiert. Die mit Nylonwolle geflillte Spritze wurde in ein
50 ml-Réhrchen dberfuhrt und anschlieRend autoklaviert. Die sterilen Nylonwolle-Séulen
wurden mit 20 ml warmem Waschmedium &quilibriert, Luftblasen mit einer abgeflammten
Pinzette entfernt und das Volumen der Nylonwolle auf 6 ml reduziert. Die Saulen wurden
anschliel3end fur 45 min bei 37C im Wasserbad inkub iert. Nach der Inkubation wurden die
Saulen in neue 50 ml-R6hrchen Uberfihrt und erneut mit 10 ml warmem Waschmedium
aquilibriert. Danach wurde die Zellsuspension von maximal zwei Milzen in 1 ml auf die S&ule
geladen. Abschliel3end wurde 1 ml warmes Waschmedium auf die beladene S&ule gegeben,
damit alle Zellen in die Nylonwolle einsickern. Nach der Inkubation der Saulen im Wasserbad
fur 45 min bei 37T folgte die Elution der T-Zellen. Hierzu wurde der Deckel eines neuen
50 ml-Rohrchen mit 70%igem Ethanol gesaubert und mit einer Kanile (0,7 x 30 mm)
durchstochen. Durch das Loch wurde eine neue Kantle gefuhrt, auf die die Spritze mit der
zellbeladenen Nylonwolle gesteckt wurde. Die T-Zellen wurden mit 20 ml warmen
Waschmedium und einer FlieRgeschwindigkeit von ungefahr einem Tropfen pro Sekunde
eluiert. Zum Abschluss wurde die T-Zell-reiche Suspension sedimentiert (300 x g, RT,

8 min), in warmem Kulturmedium resuspendiert und die Zellzahl bestimmt.

2.2.12 Proliferationstest

Mit Hilfe dieses Tests wurde der Einfluss von TPT und GA auf das Proliferationsverhalten
der Zelllinien HEK293T und IGROV1 sowie humaner T-Zellen untersucht. Die Proliferation
wurde Uber den Einbau Tritium-markierten Thymidins (*HTdR) in die DNA sich teilender
Zellen gemessen. Fiir den Proliferationstest wurden in Triplikatansatzen 2 x 10* HEK293T-
bzw. IGROV1-Zellen pro Vertiefung einer 96-Loch-Platte eingesat. Die Zellen wurden tber
eine Reihe seriell 1:2 verdiinnt. Die T-Zellen wurden in einer Zelldichte von 1 x 10° Zellen pro
Vertiefung einer 96-Loch-Platte in Triplikatansatzen eingesat. Zusatzlich wurden zu den T-
Zellen 5% Serum und IL-2 (10 U/ml) gegeben und Aliquote der T-Zellen wurden polyklonal
mit anti-CD3 (1ug/ml) und anti-CD28 (0,5 pug/ml) stimuliert. Zu den verschiedenen Zelltypen
wurden TPT bzw. GA in verschiedenen Konzentrationen zugegeben und die Ansatze bei
37T und 5% CO , (Zelllinien) bzw. 10% CO, (T-Zellen) inkubiert. Nach 48 h wurden zu den
Zellen 0,25 pCi *HTdR zugegeben und die Ansatze fiir weitere 16 h inkubiert. Nach der
Inkubationszeit wurden die Platten bis zur weiteren Verwendung bei -20C gelagert.
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2.2.13 Gemischte Lymphozyten Reaktion

Bei einer primaren gemischten Lymphozyten Reaktion (mixed lymphocyte reaction, MLR)
werden APC und allogene T-Zellen kokultiviert, um die Fahigkeit der APC, T-Zellen zu
aktivieren und zur Proliferation anzuregen, zu analysieren. Als APC wurden entweder
humane DCs, die aus PBMCs generiert wurden, oder murine BM-DCs, die aus
Knochenmark-Vorlauferzellen generiert wurden, verwendet. Die DC-Populationen wurden
auf 2 x 10° Zellen/ml eingestellt. Die humanen T-Zellen wurden auf eine Zellzahl von 1 x 10°
Zellen/ml eingestellt, die murinen T-Zellen, die mittels Nylonwollsdulen isoliert wurden (Punkt
2.2.11), wurden auf 3 x 10° Zellen/ml eingestellt. Die Versuche wurden in 96-Loch-Platten
durchgefiuhrt. Die DCs wurden in Triplikatansatzen tber eine oder zwei Reihen der 96-Loch-
Platte seriell 1:2 verdiinnt. Begonnen wurde mit einer DC-Zahl von 2 x 10* Zellen/Loch. Von
der T-Zellsuspension wurden jeweils 100 pl, also 1 x 10° Zellen/Loch (human) oder 3 x 10°
Zellen/Loch (murin) zu den DCs pipettiert. Zu der humanen T-Zell-Suspension wurde
zusétzlich 5% (v/v) Plasma gegeben. Das Gesamtvolumen pro Vertiefung betrug 200 pl.

Fiur die Bestimmung der proteinspezifischen Proliferation von T-Zellen wurden BM-DCs am
Tag acht mit OVA-Protein in unterschiedlichen Konzentrationen beladen. Dazu wurde in die
Zellkultur die entsprechende Menge OVA zugegeben und fur weitere 24 h im Brutschrank bei
37C und 10% CO inkubiert. Am Tag neun wurden die Zellen, wie unter Punkt 2.2.8
beschrieben, geerntet. T-Zellen wurden aus OT-I bzw. OT-Il Mausen isoliert und die Zellzahl
auf 5 x 10° Zellen/ml eingestellt. Diese M&use besitzen einen transgenen OVA-spezifischen
TCR, wodurch eine OVA-spezifische Proliferation gemessen werden kann. Die OVA
beladenen BM-DCs wurden ebenfalls in Triplikatansatzen Uber eine Reihe der 96-Loch-
Platte seriell 1:2 verdiinnt. Dabei wurde mit einer Zellzahl von 1 x 10* Zellen/Loch begonnen.
Von der T-Zellsuspension wurden jeweils 100 pl (5 x 10* Zellen/Loch) zu den DCs pipettiert.
Als Negativkontrollen dienten Triplikatansatze der verwendeten APC ohne T-Zellen und T-
Zellen ohne APC. Die Kokultivierung der APC und T-Zellen erfolgte bei 37°C und 10% CO ,
im Brutschrank Uber einen Zeitraum von drei Tagen (murin) bzw. vier Tage (human). Nach
der jeweiligen Inkubationszeit wurde zu den Zellen 0,25 uCi ®*HTdR pro Loch zugegeben und
fur weitere 16 h inkubiert. AnschlieBend wurden die Platten bis zur Messung bei -20C
gelagert.

DC/T-Zell-Kokulturen im 12-Loch-Format wurden durchgefihrt, um Kulturiberstande fir
Zytokin-ELISA zu erhalten. Hierfir wurden 2 x 10° APC und 1 x 10° T-Zellen (human) bzw.
3 x 10° T-Zellen (murin) in 1 ml fir drei Tage bei 37C und 10% CO, im Brutschrank
kokultiviert. Nach der Inkubationszeit wurden die Kulturiberstdnde aus den Vertiefungen in

2 ml Reaktionsgefalie tberfiihrt und bis zur Verwendung bei -20C gelagert.
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2.2.14 Messung von Radioaktivitat

Fur die Messung des genomisch inkorporierten, tritiummarkierten Thymidins proliferierender
Zellen, wurden die lysierten Zellen mittels eines Zellerntegerates auf eine Membran
Ubertragen. Die Membran wurde in einer Mikrowelle getrocknet und in einer Plastikfolie
zusammen mit 10 ml Szintillationsfllssigkeit eingeschweil3t. Die Szintillationsflissigkeit
diente dazu, die schwache B-Strahlung des *HTdR messen zu kénnen, indem Substanzen in
der Flussigkeit durch die radioaktive Strahlung dazu angeregt wurden, Lichtblitze zu
emittieren. Diese Impulse wurden mit Hilfe eines Szintillationszahlers (8-Counter) als Anzahl

pro Minute (counts per minute, cpm) gemessen.

2.2.15 Zytotoxizitatstest (CellTiter 96® Non-Radioa ctive Cell Proliferation Assay)

Die Zytotoxizitdt von TPT und GA wurde mittels eines 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT)-Tests ermittelt. MTT ist ein gelber, wasserldslicher,
membrangangiger Farbstoff, der durch mitochondriale Enzyme lebender Zellen metabolisiert
wird, was zur Bildung von blau-violetten, wasserunldslichen Formazan-Kristallen fiihrt. Durch
die Zugabe der Solubilisationslésung werden die Zellen lysiert und die Formazan-Kristalle
l6slich. AnschlieRend kann das farbige Produkt mittels eines Spektralphotometers durch
kolorimetrische Messung bei 570 nm quantifiziert werden und so die Viabilitat der Zellen
ermittelt werden. Zur Ermittlung der Zellviabilitat von humanen DCs nach Behandlung mit
den vorgenannten Chemotherapeutika wurden die Zellen an Tag sechs geerntet. In einer 96-
Loch-Platte wurden pro Loch 2 x 10* Zellen in 100 pl Kulturmedium eingesét. Fir den Test
wurden Triplikatansétze unstimulierter DCs angesetzt. AnschlieRend wurden GA bzw. TPT in
verschiedenen Konzentrationen zugegeben und Aliquote der Zellen wurden mit dem
Reifungscocktail stimuliert. Die Anséatze wurden fur 48 h (Dauer der Ausreifungsphase) im
Brutschrank bei 37C und 10% CO, inkubiert. Fir die Ermittlung der Zellviabilitdt der
Zelllinien HEK293T und IGROV1 wurden die Zellen geerntet und jeweils 2 x 10* Zellen in
100 pl Kulturmedium pro Loch einer 96-Loch-Platte eingesat. Zu den Zellen wurden dann GA
bzw. TPT in verschiedenen Konzentrationen in Triplikatansatzen hinzu pipettiert.

Nach der Inkubationszeit von 48 h wurden in jedes Loch der 96-Loch-Platte 15 ul der MTT-
Lésung hinzu pipettiert und die Platten fur weitere 4 h im Brutschrank inkubiert. Danach
wurde die Reaktion durch die Zugabe von 100 ul Solubilisationslésung gestoppt und die
Intensitat der Farbung bei 570 nm im Spektralmeter gemessen. Anhand der unbehandelten

Kontrolle konnte somit die Zytotoxizitat von GA und TPT bestimmt werden.
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Préaparation der DNA aus Zellen

Die Praparation genomischer DNA (gDNA) erfolgte mit dem DNeasy® Blood & Tissue Kit von
der Firma Qiagen (Hilden) nach Angaben des Herstellers. Die isolierte gDNA wurde im

mitgelieferten AE-Puffer eluiert.

2.3.2 Préaparation der DNA aus tierischem Gewebe

Fur die Bestimmung des Genotyps der gezichteten Mause wurden Ohr- bzw.
Schwanzbiopsien durchgefiihrt. Hierzu wurde das Gewebe mit 750 pl Schwanz-Lysepuffer
und 2 ul Proteinase K (200 pg/ml) Gber Nacht bei 54C auf einem Schittler verdaut. Am
nachsten Tag wurden zu dem verdauten Gewebe 250 pul 5 M NaCl gegeben und die
unverdauten Gewebereste bei 16.000 x g und RT fir 30 min sedimentiert. Im Anschluss
wurden 750 pl Uberstand in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaR tiberfiinrt. Fiir die DNA-Fallung
wurden zu dem Uberstand 750 ul Isopropanol zugefiigt, mehrfach invertiert und bei 16.000 x
g und RT fur 30 min sedimentiert. Das DNA-haltige Sediment wurde zweimal mit 500 pl 75 %
Ethanol fur 10 min bei 16000 x g und RT gewaschen. AnschlieRend wurde die genomische

DNA getrocknet und in 100 pl Aqua bidest. resuspendiert.

2.3.3 Préparation von RNA

Die Praparation der RNA wurde mit QIAshredder® und dem RNeasy® Plus Mini Kit (Qiagen)
nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Die isolierte RNA wurde in RNase-freiem Wasser

eluiert.

2.3.4 Reverse Transkription der RNA

Die Methode der reversen Transkription basiert auf dem Einsatz der reversen Transkriptase,
einer RNA- und DNA-abhédngigen DNA-Polymerase, mit deren Hilfe aus RNA
sequenzkomplementare DNA (cDNA) synthetisiert wird. Fir die reverse Transkription wurde

das iScript'cDNA Synthesis Kit von Bio-Rad verwendet.

44



MATERIAL UND METHODEN

cDNA-Synthese-Parameter

Temperatur Zahl der Zyklen Dauer
25T 1 5 min
42 1 30 min
85T 1 5 min

Nach der reversen Transkription wurde der cDNA-Gehalt photometrisch bestimmt und die

Probe bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

2.3.5 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Bestimmung der DNA-Konzentration einer Losung wurde mittels eines Photometers oder
mit Hilfe des NanoDrops durchgefihrt. Die Messung der Absorption erfolgte bei einer
Wellenlange von 260 nm, da Nukleinsduren bei dieser Wellenlange ein
Absorptionsmaximum aufweisen. Zuséatzlich wurde auch die optische Dichte bei 280 nm
bestimmt, bei der Proteine ihr Absorptionsmaximum besitzen, um die RNA- bzw. DNA-
Losung auf eine Kontamination durch Proteine zu tberprifen. Der Quotient der beiden Werte
(OD,60/OD2gp) beschreibt das Verhéltnis von Nukleinsduren zu Protein in der Losung. In einer

weitgehend proteinfreien Losung liegt der Wert ungefahr zwischen 1,8 und 2,0.

2.3.6 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion

Die Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (quantitative polymerase chain reaction, QPCR),
auch Real Time PCR genannt, ist eine prézise und sensitive Methode zur Quantifizierung
von cDNA. Um die PCR-Produkte quantifizieren zu kénnen, wurde der Fluoreszenzfarbstoff
SYBR® Green verwendet. Die nach jedem PCR-Zyklus gemessene Fluoreszenzintensitat
korreliert dabei mit der Menge an doppelstrangiger DNA. In dieser Arbeit wurde die QPCR
mit dem ABsolute™ QPCR SYBR® Green ROX Mix der Firma Thermo Scientific nach
Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Die Messung erfolgte im Thermozykler (ABI 7300 Real-
Time PCR System, Applied Biosystems) nach folgenden Parametern:
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QPCR-Zyklus-Parameter

Temperatur Zahl der Zyklen Dauer
95<C 1 15 min
95<C 15s
60C 50 1 min
95<C 30s
60T 1 30s
95T 15s

Die Auswertung der QPCR erfolgte mit der 7300 System Software Version 1.4.0.

2.3.7 Genotypisierung der Mause

Die Genotypisierung der Mause wurde mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase

chain reaction, PCR) durchgefiihrt. Bei der PCR kénnen durch Oligonukleotide definierte

DNA-Fragmente enzymatisch amplifiziert werden®®.

Die einzelnen Schritte der PCR

umfassen die Denaturierung der Matrize (95-98<C), A nlagerung der Oligonukleotide an den

Einzelstrang (annealing, 55-70C) und die Kettenverlangerung ( extension). Die Neusynthese

der DNA erfolgt mit Hilfe des Enzyms DNA-Polymerase. Fur den Nachweis von AcCre wurde
MyTaq DNA-Polymerase (Bioline, Luckenwalde) und fir VHL1" bzw. VHL2"" GoTaq DNA-

Polymerase (Promega, Heidelberg) jeweils nach Angaben des Herstellers verwendet.

PCR-Zyklus-Parameter

Temperatur Zahl der Zyklen Dauer
94T 1 5 min
94<C 30s

60-63C 34 1 min
72C 1 min
72C 1 7 min
4T oo

AnschlieRend wurden 7-15 pl der amplifizierten DNA auf 1% (w/v) Agarosegelen analysiert.
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2.3.8 Agarose Gelelektrophorese

Mit dieser Methode kdnnen Nukleinsaure-Fragmente nach ihrer molekularen Gréf3e in einem
elektrischen Feld auftrennt werden. Dabei bewegen sich die negativ geladenen
Nukleinsdure-Molekile in einem Spannungsfeld durch die Agarosematrix von der Kathode
zur Anode. Je konzentrierter die Agarose ist, desto kleiner sind die Poren der Matrix und
umso Kleinere Fragmente kdnnen aufgetrennt werden. Die Auftrennung erfolgte in 1%igen
(w/v) Agarosegelen. Hierzu wurde Agarose abgewogen und in der entsprechenden Menge
1x TAE-Puffer durch Aufkochen gelost. Vor dem Aushérten des Gels wurde zur spateren
Visualisierung der Nukleinsdure-Fragmente GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium)
zugefligt. Nach dem Aushéarten des Gels in einer Gelapparatur (Roth) wurden die Proben
und ein GréRenstandard (GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas) aufgetragen. Als
Gel- und Laufpuffer diente 1x TAE-Puffer. Die angelegte Spannung betrug zwischen
80-150 V. Die photographische Auswertung erfolgte mit dem Geldokumentationsgerat und

der geratespezifischen Analyse-Software.

2.4 Biochemische Methoden

2.4.1 Extraktion von Proteinen aus Zellen

Alle Arbeitsschritte fiir die Gewinnung von Proteinen aus Zellen erfolgten auf Eis unter
Verwendung von auf 4C gekihlten Puffern und Ldsung en. Die Zellen wurden wie zuvor
beschrieben geerntet, mit 1x PBS gewaschen und in 1,5 ml Reaktionsgefal3e Gberfihrt. Das
Zellsediment wurde je nach GroRRe in 300 - 1000 ul RIPA-Puffer resuspendiert und fir 20 min
auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurde die Zellsuspension bei 16.000 x g und 4<C fur 10 min
sedimentiert. Der proteinhaltige Uberstand wurde in ein 1,5 ml SicherheitsgefaR tberfihrt

und bis zur weiteren Verwendung bei -80C gelagert.

2.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe von Roti®-Quant der Firma Roth.
Roti®-Quant enthalt den Farbstoff Coomassie Brilliant Blue-G520. Durch die Bindung des
Farbstoffes an Proteine, hauptsachlich an basische Aminosauren, wird sein
Absorptionsverhalten geadndert. Fur die Messung der Proteinkonzentration wurde 1 pl

Proteinextrakt in 799 pl Aqua bidest. verdiinnt und mit 200 pl Roti®-Quant versetzt.
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Nach einer funfminltigen Inkubationszeit wurde die Proteinldsung im Photometer bei einer
Wellenlange von 595 nm bestimmt. Anhand der bekannten Konzentrationen einer ebenfalls
gemessenen BSA-Standardreihe wurde eine lineare Regressionsfunktion erstellt, anhand

der die Protein-Konzentration der Probe bestimmt werden konnte.

2.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fur die Analyse komplexer Proteinmischungen wurde eine SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgefihrt, bei der Proteine in einem elektrischen Feld
nach ihrer MolekllgroRe aufgetrennt werden. In dieser Arbeit wurde eine diskontinuierliche
SDS-Page durchgefiihrt, bei der das Fertiggelsystem (Any kD™ Mini-PROTEAN® TGX
Precast Gel) von Bio-Rad verwendet wurde. Fir die Vorbereitung der Proben wurden jeweils
50 pg des Proteinextraktes mit Gelladepuffer (SDS Blue Loading Buffer) versetzt und fir
5 min auf 95T erhitzt. AnschlieRend wurden die Pro ben auf Eis kurz abgekihlt und in die
Taschen des Gels pipettiert. Zusétzlich wurde ein Molekulargewichtsmarker (PageRuler™
Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific) aufgetragen. Die SDS-Page erfolgte mit

1x Laufpuffer bei einer Spannung von 160 V.

2.5 Immunologische Methoden

2.5.1 Immunblot

Beim Immunblot werden die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine Membran
Ubertragen und so eine Antikorper-vermittelte Detektion einzelner Proteine ermdglicht.
Zunachst wurden die Schwammmatten, das Whatman-Filterpapier und die Nitrozellulose-
Membran mit Transferpuffer befeuchtet. Das Gel wurde aus der Halterung genommen und in
Transferpuffer &aquilibriert. In der nachstehenden Reihenfolge wurde die Kassette des
Transfertanks blasenfrei zusammengebaut: Anode, Schwammmatte, Whatman-Papier,
Trenngel, Nitrozellulose-Membran, Whatman-Papier, Schwammmatte, Kathode. Der
Transfertank wurde mit einem Kuhlakku versehen und mit Transferpuffer befillt. Der
Transfer erfolgte bei 30 V Uber Nacht bei RT.
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2.5.2 Immundetektion von Proteinen

Im Anschluss an den Transfer wurde die Membran fir 5 min bei RT mit Waschpuffer
gewaschen und danach fiir 1 h bei RT in Blockierungslésung geschwenkt, um unspezifische
Bindungsstellen zu blockieren. Nach dem Blockieren wurde die Membran noch ein weiteres
Mal fir 5 min gewaschen und anschlieRend Uber Nacht bei 4C mit einem Primarantikorper
inkubiert. Am nachsten Tag wurde ungebundener Antikdrper durch einen Waschschritt
(3 x 10 min) entfernt und die Membran mit einem HRP-konjugierten Sekundarantikorper fur
1 h bei RT bzw. Uber Nacht bei 4C inkubiert. Darauf folgend wurde die Membran ein
weiteres Mal gewaschen (1 x 10 min, 4 x 5 min). Die Detektion basiert auf
Chemilumineszenz. Dabei katalysiert das Enzym HRP die Umsetzung von Luminol in seine
oxidierte Form, wobei die oxidierungsabhdngige Lichtemission detektiert werden kann.
Hierzu wurde die Membran mit 2 ml ECL plus (PerkinElmer) fir 1 min inkubiert und
anschliel3end in eine Filmkassette transferiert. In der Dunkelkammer wurden durch Auflegen
von Roéntgenfilmen und bei unterschiedlich langer Exposition die Proteinbanden sichtbar
gemacht.

Fur weitere Protein-Nachweise auf der Membran wurde diese zunachst mit Waschpuffer
gewaschen (5 min) und danach jeweils fir 5 min in Aqua bidest. und 0,2 M NaOH (in Aqua
bidest.) geschwenkt. Hierdurch wurden die noch gebundenen Antikérper von der Membran
geldst. Nach erneutem Blockieren und Waschen konnte die Membran wiederholt mit

Antikdrpern inkubiert werden.

2.5.3 Magnetische Anreicherung humaner CD4 * T-Zellen aus PBMCs

Die Isolierung von CD4" T-Zellen aus PBMCs erfolgte mittels immunmagnetischer
Separation. Dazu wurden die PBMCs zunachst sedimentiert (400 x g, 5 min, 4<C), in 300 pl
pro 10’ Zellen Magnetic Activated Cell Sorting (MACS®)-Puffer aufgenommen und 2 pl pro
10 Zellen a-CD4-Microbeads zugegeben. Die Zellsuspension wurde gut resuspendiert und
anschlieRend bei 4C fur 25 Minuten inkubiert. Wahr end der Inkubationszeit wurden die
Saulen (LS) in ein starkes magnetisches Feld (QuadroMACS™ Separator) gebracht und
anschlieRend mit 6 ml MACS®-Puffer gespiilt. Danach wurden die ungebundenen anti-CD4-
Microbeads Uber einen Waschschritt mit 1x PBS entfernt (400x g; 5 min; 4° C) und das
Zellsediment in 1 ml MACS®-Puffer aufgenommen. Bevor die Zellsuspension auf die Séulen
gegeben wurde, wurden unter die Saulen 50 ml-Réhrchen gestellt, um den Durchfluss
aufzufangen. Danach folgten drei Waschschritte mit jeweils 3 ml MACS-Puffer, um zu

gewabhrleisten, dass sich nur noch Zellen in der Saule befinden, die aufgrund der

49



MATERIAL UND METHODEN

spezifischen Bindung des Antikérpers und der magnetischen Eigenschaften der gebundenen
anti-CD4-Microbeads dort festgehalten werden. Somit wird sowohl die Reinheit der CD4"-
Population als auch die Ausbeute an CD4-negativen Zellen erhoht. Die CD4-negativen
Zellen aus dem Durchfluss wurden sedimentiert (400 x g; 5 min; 4° C), in IMDM-Medium
aufgenommen und anschlielend sofort fur die Aufreinigung von Monozyten verwendet oder
eingefroren. Die Saulen wurden aus dem Magneten genommen und auf ein neues 15 ml-
Roéhrchen transferiert. Um die CD4*-Zellen aus der Saule zu eluieren, wurde diese mit ca.
6 ml MACS®-Puffer gefiillt, welcher mit einem Stempel durch die Saule gepresst wurde. Die
so gewonnenen CD4"-Zellen wurden in IMDM-Medium aufgenommen und wie unter Punkt

2.2.5 beschrieben weggefroren.

2.5.4 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell sorting, FACS) dient der
semiguantitativen Bestimmung von Oberflachenmolekilen und intrazellularen Proteinen auf
Einzelzellebene. Das Prinzip dieser Methode basiert auf einer Antigen-Antikorper-Reaktion.
Dabei werden Zellen mit monoklonalen Antikdrpern markiert, die direkt oder Giber sekundare
Antikbrper an Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt sind. Die im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten Fluoreszenzmarker waren Fluoreszin-Isothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE),
Phycoerythrin-Cyanin 5 (PE-Cy5), Allophycocyanin (APC) und Peridinin-Chlorophyll-
Protein/Cyanin 5.5 (PerCP/Cy5.5). Die fluoreszenzmarkierten Zellen passieren durch einen
Flissigkeitsstrom nacheinander einen Laserstrahl, der die Fluorochrome zur Lichtemission
anregt. Durch die zuséatzliche Emission von Streulicht kénnen zwei weitere Parameter der
Zelle — die relative GroRRe und die Granularitat ermittelt werden. Die Zellgréf3e wird mit dem
Vorwartsstreulicht (forward scatter. FSC) ermittelt, wahrend das Seitwartsstreulicht
(side scatter, SSC) mit der Granularitat korreliert. Das emittierte Fluoreszenzlicht wird in der
Regel Uber eine Kombination aus lichtdurchlassigen Spiegeln, farbselektiven Bandpassfiltern
und Photomultipliern von Photodetektoren detektiert. Die Emission erfolgt hierbei in einer fur
jedes Fluorochrom spezifischen Wellenlange. Uber einen Argon-Laser (488 nm) stehen die
Fluoreszenzkanéle FL1 fur 530 nm, FL2 fur 585 nm und FL3 fir >650 nm zur Verfugung.
Uber einen zweiten, roten Dioden-Laser (633 nm) kann ein weiterer Fluoreszenzkanal
(FL4 far > 670 nm) manuell zugeschaltet werden. In dieser Arbeit wurden die Proben mit
dem BD FACSCalibur™ Durchflusszytometer (Becton Dickinson) gemessen, mit Hilfe von

CellQuest Il (Becton Dickinson) ausgewertet und mit FlowJo (Tree Star, Inc.) bearbeitet.

50



MATERIAL UND METHODEN

2.5.4.1 Oberflachenfarbung

Fir die FACS-Messung humaner DCs wurden 10° Zellen in Rundbodenrséhrchen tberfiihrt,
zentrifugiert (400x g; 4C; 5 min) und mit 1 ml FAC S-Puffer gewaschen. Danach wurde das
Zellsediment in 25 ul FcR Blocking Reagent (Verdiinnung 1:10) resuspendiert und fir 10 min
bei 4C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde zu der Zellsuspension doppelt
konzentrierter Antikrpermix zugegeben und fiir weitere 10 Minuten bei 4T inkubiert. Nach
der Inkubation wurden die Antikérper mit 1 ml FACS-Puffer ausgewaschen und das
Zellsediment in 200 pl FACS-Puffer aufgenommen.

Fiir die Analyse von BM-DCs wurden 5 x 10° Zellen in Rundbodenréhrchen aufgeteilt und mit
je 1 ml FACS-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurde das Zellsediment zur Abséattigung von
Fc-Rezeptoren in 25 pl Anti-FcyRI/-Antikdrper (Verdinnung 1:100) resuspendiert und far
10 min bei 4C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen gewaschen, um
Uberschissigen Antikorper zu entfernen. Die Zellen wurden mit je 50 pl eines Antikdrpermix
fur 15 min bei 4C gefarbt. Im Anschluss an die Ink ubationszeit wurden die Antikorper mit
1 ml FACS-Puffer ausgewaschen und das Zellsediment in 300 ul FACS-Puffer
aufgenommen. Bis zur Messung wurden die Zellen bei 4C im Dunkeln aufbewahrt. Fir den
Fall, dass eine sofortige Messung nicht erfolgen konnte, wurden die Zellen mit
1x PBS/0,7% PFA fixiert. Fur die Einstellungen und die Justierung des Durchflusszytometers
und Kompensation der Fluorochrome wurden Kontrollfarbungen, wie zum Beispiel

ungefarbte Zellen, Isotypkontrollen und Einzelfarbungen, mitgefihrt.

2.5.4.2 Intrazellulare Farbung

Fir die Farbung von intrazellularen Proteinen wurden die Zellen zunachst geerntet, 2 x 10°
(human) bzw. 5 x10° (murin) Zellen in Rundbodenréhrchen tberfithrt und mit 1 ml FACS-
Puffer gewaschen. Fir die Fascin-Farbung der humanen DCs wurden die Zellen zunachst
mit 500 ul Methanol fir 10 min bei 4C permeabilisi ert. Nach dem Inkubationsschritt wurden
die Zellen zweimal mit FACS-Puffer gewaschen (400 x g, 4C, 5 min), wie unter Punkt
2.5.4.1 beschrieben, die Fc-Rezeptoren blockiert und die Zellen mit dem anti-Fascin-
Antikérper sowie einem Fluorochrom-konjugierten Sekundarantikdrper gefarbt. Vor der
intrazellularen Farbung von CD207 wurde zunachst die Farbung der Oberflachenmarker
durchgefuihrt. Danach wurden die Zellen in 500 pul Fixier-/Permeabilisierungslosung (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach) fir 30 min bei 4 fixie rt. Nach einem Waschschritt mit FACS-
Puffer wurde zu den Zellen 1 ml Permeabilisierungspuffer (Miltenyi Biotec, Bergisch

Gladbach) zugegeben.
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Dann wurden die Zellen sedimentiert, in je 50 pl Permeabilisierungspuffer resuspendiert und
fur 5 min bei 4C inkubiert. AnschlieRend wurden di e Zellen mit anti-CD207-PE (Verdinnung
1:20) fir 20 min bei 4T gefarbt. Nach einem Waschs chritt mit 1 ml Permeabilisierungspuffer
wurden die Zellen in 300 pl FACS-Puffer aufgenommen und bis zur Messung im

Durchflusszytometer bei 4C im Dunkeln aufbewahrt.

2.5.5 Enzym-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der ELISA wird zur Bestimmung von Zytokinkonzentrationen in Zellkulturiiberstanden
eingesetzt. In dieser Arbeit wurde die indirekte Sandwich-ELISA-Methode verwendet, bei der
ein Primarantikérper (Capture-Antikérper), der spezifisch fir das zu untersuchende Zytokin
ist, an eine Kunststoffoberflache gebunden wird (coating). Im Anschluss wird der
Zelliiberstand zugegeben, so dass die darin enthaltenen Zytokine an die Antikdrper binden
konnen. Zur Detektion werden zytokinspezifische, biotinylierte Sekundarantikbrper
(Detektionsantikorper) zugegeben, die an ein anderes Epitop des Zielproteins binden. Im
nachsten Schritt wird eine Streptavidin-konjugierte Meerrettich-Peroxidase zugegeben,
welche an Biotin bindet und die Umwandlung des farblosen Substrats OPD in ein
photometrisch messbares Produkt Kkatalysiert. Durch Mitfilhrung einer definierten
Standardldésung des jeweiligen Zytokins kann so die Konzentration in dem Zelliberstand
ermittelt werden. Die Messung der Zytokinkonzentration wurde in einer 96-Loch-Platte mit
hoher Bindungsaffinitat durchgefihrt. Fir den ELISA der murinen Kulturiiberstande wurden
zunéachst die Primarantikérper in 1 M NaHCO; (IFN-y, IL-5) bzw. in 1x PBS (IL-10, IL-17A)
verdiinnt und die Kunststoffoberflachen der Vertiefungen mit 50 pl Primarantikrper
beschichtet und tber Nacht bei 4°C inkubiert. Um nicht gebundene Antikdrper zu entfernen,
wurde die Platte zweimal im ELISA-Waschgerat gewaschen. Anschlielend wurden mit 150
pl Blockierungslosung pro Vertiefung freie Bindungsstellen blockiert und fiir eine Stunde bei
RT inkubiert. Danach wurde die Platte einmal gewaschen. AnschlieBend wurden in
Duplikatansatzen die Zellkulturiberstdnde und das in Blockierungsldsung verdinnte
Standardzytokin in einem Volumen von jeweils 100 pl in die jeweiligen Locher pipettiert und
seriell in 50 pl Blockierungspuffer 1:2 verdiinnt. Um spéter den unspezifischen Hintergrund
von den gemessenen Werten abziehen zu kénnen, wurden in vier Vertiefungen lediglich
50 pl ELISA-Puffer pipettiert (Nullwert). Die Inkubation der Uberstande und der Standards
erfolgte bei 4C uber Nacht. Nach zwei Waschschritten im ELISA-Waschgerat wurden am
nachsten Tag 50 pl des biotinylierten Detektionsantikdrpers zugegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 2 h bei 37C (IFN-y, IL-5) bzw. bei RT (IL-10, IL-17A) wurden die
Uberschissigen Antikdrper durch zweimaliges Waschen entfernt und ExtrAvidin

(Verdiinnung 1:2.000 in Blockierungspuffer) zugegeben.
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Die Inkubation mit dem Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten-Streptavidin erfolgte fir eine
Stunde bei RT. Im Anschluss wurde durch viermaliges Waschen ungebundenes Enzym
entfernt. Im néachsten Schritt wurde die enzymatische Nachweisreaktion durchgefiihrt, wobei
zunachst in jede Vertiefung 50 pl Substratlosung (1 mg/ml OPD in Substratpuffer gelost),
versetzt mit 1 pl/ml H,O,, gegeben wurde. In den Vertiefungen, in denen das Zytokin
vorhanden war, zeigte sich dann ein zur Zytokin-Konzentration proportionaler Farbumschlag
von farblos zu gelb. Nach Eintreten des Farbumschlages wurde die Reaktion mit 50 pl
Stopplosung pro Loch abgestoppt. Die Intensitat der Farbung wurde anschlieRend in einem
Spektralphotometer bei einer Wellenlange von 490 nm gemessen. Nach Subtraktion des
Nullwertes konnte durch die mitgefiihrten Zytokin-Standardkonzentrationen eine lineare

Regression berechnet und anhand dieser die Konzentration der Zytokine bestimmt werden.

2.5.6 Immunglobulin-ELISA

Um OVA-spezifische Immunglobuline (IgE, IgG) im Serum von Ma&ausen nachzuweisen,
wurde ein Ig-ELISA durchgefihrt. Dazu wurde eine 96-Loch-Platte mit hoher
Bindungskapazitat mit 100 pl OVA-Losung (50 pg/ml in 0,1 M NaHCO;) je Loch beschichtet
und bei 4T dber Nacht inkubiert. Die Lo6sung wurde ausgeschlagen und freie
Bindungsstellen mit 200 pl 1% BSA in 1x PBS je Vertiefung blockiert. Nach der
Inkubationszeit von einer Stunde wurde die Blockierungslosung ausgeschlagen und die
Seren in einer geeigneten Verduinnung aufgetragen. Die Seren wurden tber 10 Stufen seriell
1:2 titriert. Ein Kontrollansatz wurde anstatt mit OVA-haltiger Lésung mit 1x PBS/1% BSA
beschichtet, zusatzlich enthielten weitere Kontrollansatze anstatt Serum 1x PBS/1% BSA. Es
folgte ein weiterer Inkubationsschritt bei 4C Uber Nacht. Nach einem zweimaligen
Waschschritt wurde entweder ein biotinylierter anti-lgG1 bzw. anti-lgG2-Antikdrper (1:5000)
oder ein anti-IlgE-Primarantikorper (1:1000) in einem Volumen von 100 pl je Loch auf die
Platte pipettiert und fur 45 min bei RT inkubiert. Nach der Inkubation wurden im Fall von anti-
IgE 100 pl je Loch biotinylierter, isotypspezifischer Sekundarantikérper zugegeben und
weitere 45 min inkubiert. Nach der Inkubation wurde ungebundener Antikdrper durch
zweimaliges Waschen entfernt. Im Anschluss erfolgte die enzymatische Nachweisreaktion

wie unter Punkt 2.5.5 beschrieben.

2.5.7 Immunfluoreszenz

Fur Immunfluoreszenz-Farbungen wurden zunachst Zytospinpréaparate hergestellt. Hierzu
wurden die Zellen geerntet, mit 1x PBS gewaschen und die Zellzahl auf 1 x 10° Zellen in
30 pl eingestellt. Fir den nachsten Schritt wurde zuerst die Zytospinvorrichtung

zZusammengebaut.
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Dafur wurden ein Objekttrager, eine Filterkarte und ein Zytologie-Trichter in einer Klemme
eingespannt. Die Filterkarte dient der Aufnahme (berschissiger Flissigkeit. AnschlielRend
wurde die Zellsuspension in den Zytologie-Trichter pipettiert und die Ansatze in einer
Zytospinzentrifuge fir 2 min bei 500 UpM und bei mittlerer Beschleunigung auf die
Objekttrager zentrifugiert. Die Zytospinpraparate wurden Uber Nacht an der Luft getrocknet
und bis zu weiteren Verwendung bei -20C gelagert.

Fir die Farbung wurden die Praparate zundchst mit Aceton bei -20<C fir 5 min fixiert. Nach
einmaligem Waschen mit Waschpuffer wurden die Zytospinpréaparate in Blockierungslosung
fur 30 min bei RT in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt
wurden die Primarantikdrper aufgetragen und tber Nacht bei 4T in der feuchten Kammer
inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Praparate mit Waschpuffer gewaschen und es
erfolgte die Inkubation mit einem Fluorochrom-konjugierten Sekundarantikérper und mit
DAPI fir die Zellkernfarbung fir 1 h bei RT in der feuchten Kammer. Nach dreimaligem
Waschen wurden die Zytospinpraparate mit einem Deckglaschen unter Verwendung von
Vectashield®-Eindeckmedium eingedeckelt. Die Schnittbilder wurden mit einem CSLM (LSM
SP5 STED Leica Laser Scanning Confocal Mikroskop, Leica, Wetzlar) aufgenommen. Das
CLSM besteht aus einem inversen Fluoreszenzmikroskop (DMI 6000 CS), das mit einer
Multilaserkombination und finf verschiedenen Detektoren, die eine Wellenlange von
400-800 nm detektieren, ausgestattet ist. Fur die Aufnahme wurde ein HCX PL APO CS
100 x 1,4 Olobjektiv verwendet. Die Bildverarbeitung wurde mit Leica LAS AF lite und die
Bildanalyse mit der Software Volocity 6.0.1 (PerkinElmer, Rodgau) durchgefihrt.
AnschlieRend wurden die Bilder in Adobe Photoshop weiter bearbeitet. Die konfokale
Laserscanningmikroskopie wurde freundlicherweise von Dr. S. Ritz am Max-Planck-Institut

fur Polymerforschung in Mainz durchgefihrt.

2.5.8 Endozytose-Assay

Fur den Nachweis einer Endozytose Uber Makropinozytose bzw. den Mannose-Rezeptor
wurden FITC-Dextran, DQ-OVA und AF-OVA verwendet. Die DCs wurden geerntet,
gewaschen und jeweils 2 x 10°> humane Zellen bzw. 5 x 10° murine Zellen in einem Volumen
von 50 pl Medium in Rundbodenréhrchen tberfihrt. Die Zellen wurden jeweils mit den oben
genannten Dextran- bzw. OVA-Derivaten parallel bei 4C (Kontrolle) und bei 37C im
Brutschrank inkubiert (10, 30, 60 min). Die Endozytose wurde zu den jeweiligen Zeitpunkten
durch schnelles Abkihlen der Réhrchen auf Eis abgestoppt. Im Fall von FITC-Dextran
wurden die Zellen anschliel3end noch dreimal mit eiskaltem FACS-Puffer gewaschen und mit
einem Antikorper gegen CD11c-APC gefarbt. Die Zellen wurden umgehend am

Durchflusszytometer gemessen.

54



MATERIAL UND METHODEN

2.5.9 in vitro-Migration

Die in vitro-Migration wurde in einer Kollagenmatrix durchgefuhrt. Hierzu wurden zunachst
5 pl 7,5%iges Na,CO; und 10 pl 10x MEM gemischt, danach 75 pl PureCol® Rinderkollagen |
zugegeben und 67 pl dieser Losung zu 33 ul Zellsuspension (3 x 10° DCs) gegeben.
AnschlieBend wurde die Zellsuspension in den Zwischenraum von Deckglaschen und
Objekttrager pipettiert und zur Polymerisierung im Brutschrank bei 5% CO, und 37<C fir
45 min inkubiert. Die in vitro-Migration der Zellen wurde simultan Uber einen Zeitraum von
ca. 6 h im Zeitraffer mit einem Olympus BX61 Mikroskop beobachtet. Die Bilder wurden alle
2 min von einer FView Kamera aufgenommen und mit der Software Cell” (SIS, Miinster)

analysiert.

2.6 Tierexperimentelle Arbeiten

2.6.1 in vivo-Migration

Die in vivo-Migration der DCs wurde mit der Methode nach Pior et al.*®® nachgewiesen.
Hierzu wurde Mausen auf ein Ohr eine FITC-Lésung aufgetragen und nach einem
bestimmten Zeitraum die Migration der DCs in die drainierenden Lymphknoten mittels
Durchflusszytometrie bestimmt. Hierzu wurde zunachst die FITC-Stammlosung angesetzt.
DBP wurde mit Aceton 1:1 vermischt und dazu wurden 5% (v/v) DMSO zugegeben. In 15 pl
dieser Losung wurden anschlieBend 500 pg FITC geldst. Die FITC-Stammldsung wurde
anschlieBend auf die Innen- und AuRenseite eines Ohres einer mit Forene® betaubten Maus
aufgebracht. Nach 24 h wurde die Maus getttet und die drainierenden Lymphknoten
entnommen (Punkt 2.2.9). Die Lymphknotenzellen wurden anschlielend mit Antikdrpern

gegen CD11c, CD207 und MHCII gefarbt und im Durchflusszytometer gemessen.

2.6.2 Immunisierung und Provokation

An den Tagen 0, 7 und 14 wurde den zu sensibilisierenden Mausen nach Desinfektion der
Injektionsstelle mit 70% Ethanol 200 pl OVA (100 pg) adsorbiert an Aluminiumhydroxid
intraperitoneal injiziert. Um eine Verletzung innerer Organe und GeféaRe durch die
Injektionsnadel weitgehend auszuschlieBen, wurde als Injektionsort der rechte oder linke
untere Quadrant des Abdomens gewahlt. An den Tagen 25-27 erfolgte die intranasale
Provokation mit OVA. Hierflr wurden die Tiere in eine Aerosolkammer gesetzt und mit flr
30 min mit 1% OVA in 1x PBS vernebelt. Die OVA-L6sung wurde durch die Vernebelung von
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den Mausen eingeatmet. Kontrollmdusen wurden analog 1x PBS/Aluminiumhydroxid

intraperitoneal injiziert und entsprechend mit 1x PBS vernebelt.

2.6.3 Lungenfunktionsmessung

In den letzten Jahren wurden viele verschiedene Techniken entwickelt, um den Phanotyp
von Lungenkrankheiten im experimentellen Modell zu charakterisieren®”’. Prinzipiell kann
man zwischen der nicht-invasiven Methode und invasiven Methode unterscheiden. Bei der
nicht-invasiven Methode, wie der Ganzkdrperplethysmographie wird die Maus nicht
narkotisiert und sitzt frei beweglich in einer Kammer. Die Bronchokonstriktion wird durch den
Druckabfall in der Kammer gemessen®”’.

In der vorliegenden Arbeit wurde die invasive Methode angewendet, dazu wurden die Mause
mit einer Phenobarbital-Losung narkotisiert und bei Erreichen der chirurgischen Toleranz die
Trachea und der Osophagus frei prapariert. Nach Freilegen der Trachea wurde den Tieren
ein Trachealtubus minimal invasiv implantiert. Dass so intubierte Tier wurde anschlie3end in
eine Kammer der Firma BUXCO® eingespannt, wobei es iiber den Osophagus zusétzlich mit
einem Schlauch intubiert wurde, der mit einem Druckmessfihler verbunden ist. Fir die
Messung des Atemwegswiderstands wurde die Kammer verschlossen, um aul3ere Einfliisse
zu vermeiden. Die Beatmung der Maus wurde durch den implantierten Trachealtubus, der
mit einer frei einstellbaren Pumpe verbunden war, sicher gestellt. Der Atemwegswiderstand
wurde nach einem fixen Protokoll gemessen. Als erstes wurde die Grundaktivitat der
Atemwege Uber einen Zeitraum von 60 s bestimmt. Jeweils im Anschluss wurden fur 30 s
unterschiedliche Methacholin-Dosen (0-50 mg/ml) mit Hilfe eines Verneblers, der mit dem
Trachealtubulus verbunden ist, verabreicht. Die Uber ein T-Stick mit dem Trachealtubus
verbundene Ventilationseinheit sorgte fir einen gleichmafigen Luftstrom, der das vernebelte
Methacholin in die Lunge beférdert. Damit wurde eine direkte Wirkung des Methacholins
gewabhrleistet. In einem dritten Schritt wurde die bei der Atmung entstehende Druckdifferenz
und somit die Anderung des Atemwiderstandes aufgezeichnet und spater mit einer
speziellen Software (BioSystem XA) des Herstellers ausgewertet. Hierfir wurde die
isovolumetrische Methode zu Grunde gelegt, bei der die Verdnderung des Ein- und
Ausatemdrucks bezogen auf ein kalibriertes Volumen berechnet wurde. Der

Atemwegswiderstand wird als Resistance (Rl (cm H,O x s/ml) angegeben.
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3 Ergebnisse

Tumore sind durch eine charakteristische Erhéhung der HIF-Expression gekennzeichnet.
Diese vermehrte Expression wird einerseits durch die Tumormikroumgebung, hierbei
vorrangig durch eine vorherrschende Hypoxie und andererseits durch Mutationen des
Tumorsuppressorgens VHL hervorgerufen. Durch die Uberexpression von HIF werden das
Tumorwachstum und die Metastasierung beginstigt, da Zielgene von HIF mal3geblich an der
Angiogenese und Vaskularisierung beteiligt sind. Aus diesem Grund stellt HIF ein
interessantes Ziel in der Tumortherapie dar. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht,
welchen Einfluss zum einen HIF-Inhibitoren und zum anderen ein partieller Verlust des VHL-

Gens auf die Auspragung des Phéanotyps und Funktion von DCs besitzen.

3.1 Phanotypische und funktionelle Charakterisierun g von humanen

DCs nach Behandlung mit den Antitumor-Agenzien TPT und GA

Im ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit sollten die Auswirkungen der Antitumor-
Agenzien Topotecan (TPT) und Geldanamycin (GA) auf den Phanotyp und die Funktion
humaner DCs untersucht werden. Konventionelle Chemotherapie ist, neben operativen
Eingriffen und Radiotherapie, die wichtigste Behandlung gegen Tumore®®. In friheren
Studien wurde dokumentiert, dass die zytotoxische Wirkung der Chemotherapeutika nicht
nur nachteilig fir Tumorzellen ist, sondern auch das Immunsystem der Krebspatienten

209,210

negativ beeinflussen kann Neuere Studien haben jedoch gezeigt, dass einige

Chemotherapeutika durchaus in der Lage sind die Effizienz der Antitumor-Immunantworten
zu erhdhen und somit die Tumorregression férdern'%%11212,

DCs sind die potenteste APC-Population'®. Sie besitzen eine entscheidende Rolle bei der
Initierung von adaptiven Immunantworten und sind somit essentiell fir die Induktion von
Antitumor-Immunantworten'®. Aus diesem Grund ist es von groBem Interesse zu wissen,
welchen Einfluss die beiden Chemotherapeutika TPT und GA auf die Immunfunktionen von

DCs haben.
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3.1.1 Behandlung immortalisierter Zelllinien mit TP T und GA

Das Antitumor-Agens TPT ist ein Topl Hemmer, der in der Tumortherapie vor allem bei
Ovarialkarzinomen als second-line Chemotherpeutikum eingesetzt wird®*®. Die Wirkungs-
weise von TPT beruht auf der Stabilisierung des Topl-DNA-cleavable complex
(Spaltkomplex), was in Doppelstrangbriichen resultiert und letztendlich einen Apoptose-
induzierenden Effekt in proliferierenden Tumorzellen auslést?**. Zunéchst wurde dieser
inhibitorische Effekt des Antitumor-Agens auf die Viabilitat und die Proliferation der
immortalisierten Zelllinien HEK293T und IGROV1 analysiert. Hierzu wurden die beiden
Zelllinien fur 48 h Uber einen groRen Konzentrationsbereich mit TPT behandelt und die
Viabilitat der Zellen wurde mit Hilfe des MTT-Testes ermittelt. Nach zwei Tagen Inkubation
mit dem Chemotherapeutikum war die Viabilitait von beiden Zelllinien dosisabhéngig
signifikant vermindert (Abbildung 3.1). Die Viabilitat der Krebszelllinie HEK293T war bei einer
TPT-Konzentration von 2,5 uM um die Halfte reduziert, wéhrend die IGROV1-Zellen erst ab

einer Konzentration von 5 uM eine Reduktion der Zellviabilitéat um 45% zeigten.
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Abbildung 3.1 Die Viabilitdt von immortalisierten Ze lllinien wird durch TPT beeintrachtigt.

(A) HEK293T-Zellen und (B) IGROV1-Zellen (jeweils 5 x 10%0,1 ml/Vertiefung wurden mit der jeweils
angegebenen TPT-Konzentration fur 48 h behandelt. Die Viabilitat der Zellen wurde anhand der NADH/NADPH-
Oxidoreduktase-abhangigen Umsetzung von MTT zu Formazan kolorimetrisch (CellTiter 96° Non-Radioactive
Cell Proliferation Assay) bestimmt. Die Daten reprasentieren den Mittelwert der Triplikatansatze + Standardfehler
von zwei bzw. drei unabhangigen Experimenten. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen unbehandelten
Zellen und TPT-behandelten Zellen sind angegeben (** p<0,01; *** p<0,001).

Da TPT aufgrund seiner Wirkungsweise die Replikation der DNA inhibiert und somit die
Zellteilung und Zellvermehrung verhindert, wurde zusétzlich die Proliferation der Zelllinien
nach Behandlung mit TPT untersucht. Hierfur wurden die Zellen fur 48 h mit verschiedenen

TPT-Konzentrationen behandelt und die Proliferation tiber die Inkorporation von *HTdR in die
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DNA gemessen. Wurden beide Zelllinien in Anwesenheit von TPT kultiviert, verminderte sich
die Proliferationsrate schon bei geringen TPT-Konzentrationen (0,5 pM) signifikant um mehr
als 98%.
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Abbildung 3.2 Die Proliferation von HEK293T und IGROV1  wird durch die Behandlung mit TPT vermindert.

(A) HEK293T-Zellen und (B) IGROV1-Zellen (jeweils 5 x 10%0,1 ml/Vertiefung wurden mit der jeweils
angegebenen TPT-Konzentration fiir 48 h behandelt. Die Proliferation der Zellen wurde anhand der Aufnahme
von *HTdR wahrend der letzten 16 h der Kultur gemessen. Die Daten représentieren den Mittelwert der
Triplikatansatze + Standardfehler von zwei bzw. vier unabhéngigen Experimenten. Statistisch signifikante

Unterschiede zwischen unbehandelten Zellen und TPT-behandelten Zellen sind angegeben (** p<0,01)

Das Chemotherapeutikum GA besitzt ebenfalls eine sehr potente Antitumoraktivitat. Durch
dessen irreversible Bindung an die N-terminale ATP-Bindetasche von HSP90 wird die
Funktion des Chaperon-Komplexes inhibiert und somit die Proteasom-abhéngige
Degradation von krebsrelevanten Zielproteinen induziert™. In praklinischen Studien wurde
der antiproliferative Effekt von GA auf verschiedene Tumorzelllinien gezeigt*®. Anknipfend
an diese Untersuchungen wurde der Einfluss des Antitumor-Agens auf die beiden
vorgenannten Zelllinien untersucht. Die Viabilitdt der Zellen wurde mittels eines MTT-Tests
ermittelt (Abbildung 3.3). Beide Zelllinien zeigten dosisabhéngig eine signifikant verminderte
Viabilitdt im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Wahrend die Zelllinie HEK293T schon ab
der geringsten Konzentration von GA (0,1 uM) sensitiv reagierte, stellte sich ein toxischer
Effekt von GA bei IGROV1 erst ab einer Konzentration von 0,5 uM ein.
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Abbildung 3.3 Die Viabilitdt von immortalisierten Ze lllinien wird durch GA beeintrachtigt.

(A) HEK293T-Zellen und (B) IGROV1-Zellen (jeweils 5 x 10%0,1 ml/Vertiefung wurden mit der jeweils
angegebenen GA-Konzentration fiir 48 h behandelt Die Viabilitdt der Zellen wurde anhand der NADH/NADPH-
Oxidoreduktase-abhéngigen Umsetzung von MTT zu Formazan kolorimetrisch (CellTiter 96° Non-Radioactive
Cell Proliferation Assay) bestimmt. Die Daten reprasentieren den Mittelwert der Triplikatansatze + Standardfehler

von zwei bzw. drei unabhangigen Experimenten. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen unbehandelten
Zellen und GA-behandelten Zellen sind angegeben (*** p<0,001).

Da in der Literatur GA als Agens mit antiproliferativen Eigenschaften beschrieben wird*®,
wurde der Einfluss von GA auf die Proliferation der beiden Zelllinien untersucht. Hierfur
wurden die Zellen jeweils mit verschiedenen Konzentrationen von GA Uber einen Zeitraum
von 48 h behandelt und anschlieBend die Proliferation gemessen. Beide Zelllinien wurden in
ihrer Fahigkeit zu proliferieren nach Applikation von GA nicht so stark eingeschrankt wie im
Vergleich nach Behandlung mit TPT (Abbildung 3.4). Wahrend HEK293T Zellen bei geringen
Konzentrationen von GA (ab 0,1 pM) signifikant weniger proliferierten, reagierte die
Ovarialkarzinomzelllinie IGROV1 weniger sensitiv auf die Behandlung. Hier wurde die
Proliferation erst ab einer Konzentration von 0,5 pM GA vermindert.

Zusammenfassend konnte beobachtet werden, dass in beiden experimentellen Ansatzen

eine Behandlung mit TPT oder mit GA zu einer Inhibierung des Zelliberlebens, -wachstums
und -teilung flhrt.
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Abbildung 3.4 Die Proliferation von HEK293T und IGROV1  wird durch die Behandlung mit GA vermindert.

(A) HEK293T-Zellen und (B) IGROV1-Zellen (jeweils 5 x 10%0,1 ml/Vertiefung wurden mit der jeweils
angegebenen GA-Konzentration fiir 48 h behandelt. Die Proliferation der Zellen wurde anhand der Aufnahme von
®HTdR wahrend der letzten 16 h der Kultur gemessen. Die Daten reprasentieren den Mittelwert der
Triplikatansatze + Standardfehler von zwei bzw. drei unabh&ngigen Experimenten. Statistisch signifikante
Unterschiede zwischen unbehandelten Zellen und TPT-behandelten Zellen sind angegeben (* p<0,05, ** p<0,01,
*** p<0,001).

3.1.2 Behandlung humaner T-Zellen mit TPT und GA

Stark proliferierende Zellen, insbesondere Tumorzellen sind die eigentlichen Zielzellen von
TPT und GA. Sie werden durch unterschiedliche Mechanismen von TPT bzw. GA in die
Apoptose getrieben. Jedoch kénnen nach Aktivierung im Rahmen einer adaptiven
Immunantwort T- und B-Zellen ebenfalls proliferieren. Aufgrund der essentiellen Rolle von
zellularen Antitumor-Immunantworten wurden mogliche unerwiinschte Nebeneffekte von
TPT und GA auf die klonale Expansion von aktivierten T-Zellen analysiert. Zunachst wurde
fur die verwendete Konzentration ein MTT-Test durchgefuhrt, um zu klaren, inwiefern eine
Behandlung der aktivierten T-Zellen mit diesen Chemotherapeutika einen Einfluss auf die
Viabilitat der T-Zellen hat (Abbildung 3.5). Hierfir wurden CD4" T-Zellen aus PBMCs
aufgereinigt und fir 48 h mit 1 pM TPT bzw. 0,1 puM GA inkubiert. Anschliel3end wurde
photometrisch die Zellviabilitat bestimmt. TPT war fur ruhende T-Zellen nicht toxisch
(Abbildung 3.5 A), derselbe Effekt konnte auch fir GA beobachtet werden (Abbildung 3.5 B).
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Abbildung 3.5 Die Viabilitat der T-Zellen wird durch TPT bzw. GA nicht beeinflusst.

CD4" T-Zellen (TC) wurden in einer Zelldichte von 5 x 10° Zellen in einem Volumen von 100 pl in einer 96-Loch-
Platte ausgesat. Zu jeder Vertiefung wurden 5% (v/v) Serum und 100 U/ml IL-2 zugegeben. Die T-Zellen wurden
in An- oder Abwesenheit von 1 uM TPT im Brutschrank bei 37€C und 10% CO » fir 48 h inkubiert. Die Viabilitat
der Zellen wurde anhand der NADH/NADPH-Oxidoreduktase-abhéngigen Umsetzung von MTT zu Formazan
kolorimetrisch (CellTiter 96° Non-Radioactive Cell Proliferation Assay) bestimmt. Die Daten reprasentieren den

Mittelwert der Triplikatansatze + Standardfehler von einem Experiment.

Zusatzlich wurde der Einfluss von TPT bzw. GA auf die Proliferation von CD4" T-Zellen
analysiert. Hierfir wurden CD4" T-Zellen und Mo-DCs, im unstimulierten oder stimulierten
Zustand, in An-oder Abwesenheit von TPT bzw. GA Uber einen Zeitraum von vier Tagen
kokultiviert (Abbildung 3.6 A, B). Wéahrend unstimulierte DCs ein moderates allogenes T-Zell-
Aktivierungspotential aufwiesen, regten mit dem Reifungscocktail ausgereifte DCs allogene
T-Zellen im hohen MalR3e zur Expansion an. Wurde zu der Kokultur das Antitumor-Agens TPT
zugegeben, verminderte sich die Proliferationskapazitdt der T-Zellen unabhangig vom
Maturierungsstatus der DCs signifikant (Abbildung 3.6 A). Analog zur Behandlung mit TPT
fuhrte eine Applikation von GA zu den Kokulturen zu dem gleichen Bild (Abbildung 3.6 B). Es
zeigte sich somit, dass die beiden Chemotherapeutika die T-Zellproliferation inhibierten,
wobei man hierbei nicht unterscheiden konnte, ob es sich um einen direkten Effekt der
Agenzien auf die T-Zellen handelt oder ob der Effekt durch die DCs vermittelt wurde. Aus
diesem Grund wurden die CD4" T-Zellen polyklonal mit anti-CD3 und anti-CD28 stimuliert
und in An- oder Abwesenheit von TPT oder GA kultiviert. Eine polyklonale Stimulierung der
T-Zellen fuihrte zu einer starken T-Zellproliferation (Abbildung 3.6 C, D). Wurden die CD4" T-
Zellen hingegen in Anwesenheit von TPT kultiviert, wurde die durch anti-CD3 und anti-CD28
Stimulierung induzierte Proliferation der T-Zellen signifikant inhibiert (> 99% Inhibition).
Durch eine Behandlung mit GA wird die induzierte Proliferation der polyklonal stimulierten T-
Zellen ebenfalls signifikant reduziert (> 99% Inhibition).
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Insgesamt ergab sich aus diesen Versuchen, dass TPT und GA die Proliferation der
Zelllinien HEK293T und IGROV1 verhindern konnten, aber auch die Proliferation stimulierter
CD4+ T-Zellen, die fir eine adaquate Antitumor-Immunantwort essentiell sind.
Interessanterweise waren beide Chemotherapeutika im Gegensatz zu Krebszellen fur

humane T-Zellen in der eingesetzten Konzentration nicht toxisch.
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Abbildung 3.6 Die Proliferation von CD4 " T-Zellen wird durch TPT bzw. GA herabgesetzt.

CD4" T-Zellen (105/200 pl/Vertiefung) wurden in An- oder Abwesenheit von (A, C) 1 uM TPT bzw. (B, D) 0,1 uM
GA entweder (A, C) mit allogenen Mo-DCs (2 x 10%/200 pl/Vertiefung) oder (B, D) polyklonal in Triplikaten Uber
einen Zeitraum von vier Tagen stimuliert. Die polyklonale Stimulierung erfolgte mit Antikérper gegen CD3
(1 pg/ml) und CD28 (0,5 pg/ml). Zusatzlich wurden zu der Kultur 5 % (v/v) hitzeinaktiviertes Serum und 100 U IL-2
zugegeben. Die Mo-DCs wurden aus Monozyten differenziert, an Tag sechs der Kultur Aliquote der Zellen mit
dem Reifungscocktail (IL-18, TNF-a und PGE;) stimuliert und an Tag acht geerntet. Die T-Zell Proliferation wurde
anhand der Aufnahme von *HTdR wahrend der letzten 16 h der DC/T-Zell-Kokultur gemessen. Die Daten
reprasentieren den Mittelwert + Standardfehler von drei unabhéngigen Experimenten. Statistische signifikante
Unterschiede zwischen (A, B) * T-Zellen aktiviert durch unstimulierte bzw. stimulierte DCs, T-Zellen aktiviert durch
unstimulierte (#) bzw. stimulierte (+) DCs in Ab- oder Anwesenheit von TPT oder GA; (C, D) * polyklonal
aktivierten und nicht aktivierten T-Zellen, + polyklonal aktivierten T-Zellen kultiviert in Ab- oder Anwesenheit von
TPT oder GA sind angegeben (** " p<0,05; **** p<0,01; ** *** p<0,001).
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3.1.3 Die Antitumor-Agenzien TPT und GA verandern d en Ph&notyp humaner Mo-
DCs

DCs besitzen bei der Initiierung und Aufrechterhaltung von Immunantworten eine wichtige
Schlisselrolle’®. Als die wichtigsten APCs besitzen sie die Fahigkeit naive T-Zellen zu
aktivieren, die daraufhin zu Effektorzellen differenzieren*®. Aus diesem Grund wurde im
nachsten Schritt untersucht, welchen Einfluss die beiden Antitumor-Agenzien auf Mo-DCs
haben.

Als erstes wurde die Viabilitat von mit TPT und GA behandelten Mo-DCs untersucht, um
mogliche toxische Effekte dieser Chemotherapeutika auf DCs zu untersuchen. Hierfur
wurden Monozyten aus PBMCs isoliert und tber einen Zeitraum von sechs Tagen zu DCs
differenziert. Im Anschluss wurde ein Aliquot der Zellen mit dem Reifungscocktail stimuliert.
TPT bzw. GA wurden in verschiedenen Konzentrationen wéahrend der Ausreifungsphase zu
den DCs zugegeben. Die Toxizitit der Agenzien wurde mittels des CellTiter 96° Non-
Radioactive Cell Proliferation Assays bestimmt.
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Abbildung 3.7 Zytotoxische Effekte von TPT auf humane DCs.

Mo-DCs (2 x 10100 pl/Vertiefung) wurden mit (A) TPT bzw. (B) GA bin den angegebenen Konzentrationen
behandelt. Aliquote der DCs wurden zusatzlich mit dem Reifungscocktail (IL-18, TNF-a und PGE,) stimuliert.
Nach 48 h wurde die Viabilitdt der Zellen anhand der NADH/NADPH-Oxidoreduktase-abhéngigen Umsetzung von
MTT zu Formazan kolorimetrisch (CellTiter 96° Non-Radioactive Cell Proliferation Assay) bestimmt. Die Daten
reprasentieren den Mittelwert + Standardfehler von funf unabh&ngigen Experimenten. (A, B) Statistische
signifikante Unterschiede zwischen Agens-behandelten DCs und unbehandelten DCs entweder im unstimulierten
(#) oder stimulierten (*) Status sind angegeben (* * p<0,05; ** p<0,01, *** **p<0,001).
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Im eingesetzten Konzentrationsbereich von 0,1 uM bis 1,0 uM TPT wurde die Viabilitat der
beiden DC-Populationen nicht signifikant beeinflusst (Abbildung 3.7 A). Waéhrend
unstimulierte DCs erst bei einer Konzentration von 7,5 pM eine signifikante Verminderung
ihrer Viabilitdt aufwiesen, war fur stimulierte DCs schon eine TPT-Konzentration ab 2,5 pM
toxisch. Interessanterweise reagierten mit dem Reifungscocktail stimulierte DCs sensitiver
auf das Chemotherapeutikum als unstimulierte DCs. Die Viabilitdt von Mo-DCs nach
Behandlung mit verschiedenen GA-Konzentrationen ist in Abbildung 3.7 B dargestellt. Die
Behandlung mit GA reduzierte die Viabilitat von unstimulierten DCs signifikant ab einer
Konzentration von 0,5 pM, wohingegen stimulierte DCs schon ab einer Konzentration ab
0,1 puM sensitiv reagierten. Auffallend hierbei war, dass bei niedrigeren Dosierungen die
Viabilitdt der DCs durch eine Behandlung mit GA mehr beeinflusst wurde im Vergleich zu
einer Behandlung mit TPT.

Auf Basis dieser Experimente wurden fur alle weiteren Analysen eine TPT-Konzentration von
1 uM und eine GA-Konzentration von 0,1 pM ausgewahlt. Diese Konzentrationen waren fir
T-Zellen und Mo-DCs nicht toxisch. Dennoch wurde bei diesen Konzentrationen eine
eindeutige Inhibierung der Proliferation der Zelllinien HEK293T und IGROV1 und eine
Verminderung der Viabilitat dieser Zellen um 40% erzielt. Im Hinblick auf die klinische
Anwendung von TPT als Chemotherapeutikum lag die gewéhlte Konzentration im Bereich

der Plasmakonzentration eines Krebspatienten.

Fir die phanotypische Charakterisierung der mit TPT bzw. GA behandelten DCs wurde die
Oberflachenexpression von HLA-DR und der Molekiile CD14, CD80, CD83 und CD86 mittels
FACS-Analyse untersucht. Die DCs wurden aus Monozyten differenziert. Monozyten sind

217

durch eine hohe CD14-Expression gekennzeichnet='. Durch Zugabe von IL-4 zu der

Zellkultur wird die Differenzierung von DCs gefdrdert und dadurch die Expression von CD14

auf den sich differenzierenden Zellen verringert*'®

. Um zu 0Uberprifen, ob durch die
Behandlung mit TPT bzw. GA eine Verdnderung der DC-Differenzierung stattgefunden hat,
wurde die Expression von CD14 an Tag acht der Kultivierung analysiert. TPT hatte keinen
Einfluss auf die CD14-Expression (<5%) der DCs im unstimulierten sowie im stimulierten

164,219 werden

Status der DCs (Daten nicht gezeigt). In Ubereinstimmung mit Literaturdaten
durch die Maturierung der DCs HLA-DR und kostimulatorische Molekile erhdht exprimiert
(Abbildung 3.8). Wahrend unstimulierte DCs eine basale Expression des Reifungsmarker
CD83 und des kostimulatorischen Molekuls CD80 aufwiesen, konnten HLA-DR und CD86 in

einem hoheren Maf auf der Oberflache nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.8 Die Maturierung von DCs mit dem Reifu  ngscocktail bedingt eine Erhéhung der Expression
distinkter Oberflachenmarker.

Mo-DCs wurden differenziert und Aliquote der DCs wurden wahrend der letzten 48h der Zellkultur zusatzlich mit
dem Reifungscocktail (IL-18, TNF-a und PGE;) stimuliert. Die Expression der Molekile HLA-DR, CD80, CD83
und CD86 wurden mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die Histogramme représentieren den jeweiligen Isotyp
Kontroll-Antikérper (grau-schattierte Flache) und die spezifische Oberflachenfarbung (schwarze Linie).

Eine Behandlung der unstimulierten DCs mit TPT fihrte zu einer erhohten
Oberflachenexpression der vorher genannten Molekiile, wobei die Steigerung nur im Fall von
CD8O0 signifikant war (Abbildung 3.9 A). Der maturierungsassoziierte Anstieg der Expression
der Oberflachenmarker wurde durch eine Koapplikation von TPT und Reifungscocktail
inhibiert. Eine Behandlung wahrend der Stimulierungsphase der DCs mit TPT fuhrte zu einer
signifikant verminderten Aufregulation der Expression von HLA-DR sowie der
kostimulatorischen Molekiile CD80, CD83 und CD86.

Die Behandlung mit GA fuhrte im Vergleich mit TPT zu analogen Resultaten
(Abbildung 3.9 B). Hierbei fuhrte die Gabe von GA zu einer signifikant erhdhten
Oberflachenexpression der Molekile HLA-DR, CD86 sowie des Reifungsmarkers CD83.
Interessanterweise wurde im Gegensatz zu der Behandlung mit TPT die Expression des
kostimulatorische Molekils CD80 durch GA signifikant verringert. Wie auch im Fall von TPT
wurde die maturierungsassoziierte Aufregulation der Oberflachenmarker durch eine

Koapplikation des Reifungscocktails und des Antitumor-Agens verhindert.
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Abbildung 3.9 TPT und GA beeinflussen den Phanotypv  on Mo-DCs.

Mo-DCs wurden differenziert und Aliquote mit (A) 1 pM TPT oder mit (B) 0,1 uM GA wéhrend der letzten 48h der
Zellkultur behandelt. Aliquote der DCs wurden zusatzlich mit dem Reifungscocktail (IL-18, TNF-a und PGE->)
stimuliert. Die Expression der Molekiile HLA-DR, CD80, CD83 und CD86 wurden mittels Durchflusszytometrie
analysiert. (A, B) Die relativen Anderungen der Oberflichenexpression der DCs sind als mittlere
Fluoreszenzintensitaten (MFI) dargestellt. Die MFIs der unbehandelten DCs wurden gleich 100% gesetzt. Die
Daten reprasentieren den Mittelwert + Standardfehler von jeweils fiinf bis sechs unabhangigen Experimenten.
Statistische signifikante Unterschiede zwischen mit TPT bzw. GA behandelten DCs und unbehandelten DCs
entweder im unstimulierten (#) oder stimulierten (+) Status sind angegeben (* * p<0,05; * ** p<0,01, " ***
p<0,001).
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3.1.4 TPT bzw. GA haben unterschiedliche Effekte au f das Zytokinprofil von Mo-DCs

Ein weiteres charakteristisches Merkmal von DCs ist die Sekretion von Zytokinen nach
Stimulation mit proinflammatorischen Mediatoren bzw. Bakterienkomponenten®®??!, Durch
die Sekretion von Zytokinen kann eine Th-Polarisierung initiiert werden®??. Dabei férdert das
Zytokin IL-12 die Differenzierung von Thl-Zellen, wahrend IL-6 eher die Differenzierung zu
Th2-Zellen begiinstigt??®*?**. Im Gegensatz dazu filhrt eine Sezernierung von IL-10 zu einer
verstarkten Induktion von Tregs®®.

Zur Klarung der Frage, inwieweit eine Behandlung der DCs mit den beiden
Chemotherapeutika zu einer Veranderung ihres Zytokinprofils fuhrt, wurden IL12p40, IL-6

und IL-10 in den Kulturiberstdnden der verschiedenen DC Populationen analysiert.
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Abbildung 3.10 Die Behandlung von Mo-DCs mit TPT ha t einen differenziellen Einfluss auf deren
Zytokinprofil.

Mo-DCs wurden differenziert und Aliquote mit 1 uM TPT wéahrend der letzten 48h der Zellkultur behandelt.
Aliquote der DCs wurden zusatzlich mit dem Reifungscocktail (IL-13, TNF-a und PGE;) stimuliert. An Tag acht
wurden die Kulturiiberstande genommen und mittels ELISA auf ihren Gehalt an (A) IL-12p40, (B) IL-6 und (C) IL-
10 untersucht. Die Daten reprasentieren den Mittelwert + Standardfehler von jeweils zehn unabhangigen
Experimenten. (A-C) Statistische signifikante Unterschiede zwischen (*) unstimulierten DCs und stimulierten DCs
und zwischen TPT behandelten DCs und unbehandelten DCs entweder im unstimulierten (#) oder stimulierten (+)
Status sind angegeben (* p<0,05, ** p< 0,01, *** p<0,001).

Im Kulturiberstand unstimulierter DCs war kaum IL-12p40 enthalten (Abbildung 3.10 A).
Auch durch eine Behandlung mit TPT wurde das Zytokin nicht vermehrt ausgeschiittet.
Infolge der Ausreifung der DCs mit den proinflammatorischen Zytokinen IL-13, TNF-a und
PGE, wurde IL-12p40 verstarkt von DCs sezerniert. Diese maturierungsassoziierte erhohte
IL-12p40 Produktion war infolge einer gleichzeitigen Gabe von TPT signifikant verringert.
Wahrend IL-6 auf einem basalen Level von unstimulierten DCs produziert wurde, verringerte
TPT die IL-6 Produktion kaum (Abbildung 3.10 B). Dem gegeniiber fand eine

reifungsbedingte signifikante Steigerung der IL-6 Produktion statt. Dabei hatte eine
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Koapplikation von TPT und dem Reifungscocktail keinen Einfluss auf die IL-6 Produktion.
IL-10 wurde von unstimulierten DCs am starksten sezerniert (Abbildung 3.10 C). Die
Behandlung von unstimulierten DCs mit TPT resultierte in einer Verringerung der IL-10
Produktion, die aber nicht statistisch signifikant war. Auch im Rahmen einer Stimulierung der
DCs wurde die IL-10 Produktion verglichen mit unstimulierten DCs vermindert.
Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse auf eine mogliche Verschiebung des Th1/Th2
Gleichgewichtes in Richtung Th2 hin.

Auch eine Behandlung unstimulierter Mo-DCs mit GA hatte keine Wirkung auf die IL-12p40
Produktion (Abbildung 3.11 A). Wie zuvor gezeigt, fihrte eine Maturierung mit dem
Reifungscocktail zu einer erh6hten Sezernierung von 1L-12p40. Im Gegensatz zu TPT flhrte
eine Koapplikation mit GA zu keiner signifikanten Verringerung der IL-12 Produktion.
In  Kulturiberstdanden von unstimulierten DCs wurde kaum IL-6 nachgewiesen
(Abbildung 3.11 B). Desweiteren wurde durch die Behandlung mit GA keine Verénderung der
IL-6 Produktion hervorgerufen. Wéahrend mit dem Reifungscocktail stimulierte DCs IL-6 im
hohem Malie sezernierten, war der Gehalt an IL-6 im Kulturiberstand stimulierter, GA

behandelter nur unwesentlich geringer.
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Abbildung 3.11 GA vermindert nicht signifikant die Zytokinproduktion von stimulierten Mo-DCs.

Mo-DCs wurden differenziert und Aliquote mit 0,1 uM GA wahrend der letzten 48h der Zellkultur behandelt.
Aliquote der DCs wurden zusatzlich mit dem Reifungscocktail (IL-13, TNF-a und PGE;) stimuliert. An Tag acht
wurden die Kulturiiberstande genommen und mittels ELISA auf ihren Gehalt an (A) IL-12p40, (B) IL-6 Gehalt
untersucht. Die Daten repréasentieren den Mittelwert + Standardfehler von acht bis zehn unabh&angigen
Experimenten. Statistische signifikante Unterschiede zwischen (*) unstimulierten DCs und stimulierten DCs sind

angegeben (*** p<0,001).
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3.1.5 TPT und GA beeinflussen die Fascin-Expression  sowie das Migrationsverhalten
von MO-DCs

Basierend auf der essentiellen Rolle des Aktinbtindelungsprotein Fascin fur die Migration von
DCs?%®, wurde die Fascin-Expression der DCs untersucht. Friihere Studien zeigen, dass das
Expressionsniveau von Fascin mit dem Maturierungsstatus von DCs korreliert®*" %,
Wahrend unstimulierte DCs Fascin nur auf einem basalen Niveau exprimierten, wurde durch
die Stimulierung mit dem Reifungscocktail die Expression dieses Protein gesteigert

(Abbildung 3.12 A).
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Abbildung 3.12 TPT beeinflusst die Fascin-Expression sowie das Migrationsverhalten Mo-DCs.
Humane Mo-DCs wurden differenziert und Aliquote mit 1 uM TPT wahrend der letzten 48h der Zellkultur
behandelt. Aliquote der DCs wurden zusatzlich mit dem Reifungscocktail (IL-18, TNF-a und PGE>) stimuliert. (A)
Die Expression des DC Aktivierungsmarkers Fascin wurden mittels FACS-Analyse untersucht. Die Histogramme
zeigen die Fascin-Expression von unstimulierten DCs (graue Linie) und stimulierten DCs (schwarze Linie), die
graue Flache zeigt den Isotyp. Der Graph zeigt die MFIs der Fascin-Expression unstimulierter und stimulierter
DCs und reprasentiert den Mittelwert + Standardfehler von vier unabhangigen Experimenten. (B) Die relativen
Anderungen der Fascin-Expression sind als MFIs dargestellt. Die MFIs der unbehandelten DCs wurden gleich
100% gesetzt. Die Daten reprasentieren den Mittelwert + Standardfehler von vier oder finf unabhangigen
Experimenten. (C, D) Es wurden 3D Kollagen Matrizen, die jeweils 3 x 10° DCs enthielten, préapariert und die
Bewegungen der verschiedenen Zellpopulationen im Bezug auf (C) Distanz und (D) Geschwindigkeit Uber einen
Zeitraum von sechs Stunden im Zeitraffer mit einem Olympus BX61 Mikroskop mit einer UAPO Linse (20x/340,
NA 0.75) beobachtet. Die Bilder wurden alle 2 min von einer FView Kamera aufgenommen und mit der Software
Cell® analysiert. (C, D) Die Daten représentieren den Mittelwert + Standardfehler von drei unabhangigen
Experimenten, was 120 individuell analysierten Zellen pro Population entspricht. Statistische signifikante
Unterschiede zwischen (*) unstimulierten DCs und stimulierten DCs und zwischen TPT behandelten DCs und
unbehandelten DCs entweder im unstimulierten (#) oder stimulierten (+) Status sind angegeben (* * p<0,05, o
p<0,01, ***= ##*** 520 001).
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Die Gabe von TPT fuhrte zu einer signifikanten Aufregulation der Fascin-Expression
verglichen mit unbehandelten unreifen Mo-DCs (Abbildung 3.12 B). Wé&hrenddessen fuhrte
eine Koapplikation von TPT und dem Reifungscocktail zu einer signifikant geringeren
Aufregulation des Proteins. Durch die Behandlung mit GA verénderte sich die Fascin-
Expression auf unstimulierten DCs nicht (Abbildung 3.13 A). Wurden Reifungscocktail und
GA koappliziert, war die Zunahme der Fascin-Expression signifikant vermindert. Die
spontane Migration der DCs wurde in 3D Kollagengelen untersucht. In Ubereinstimmung mit
dem hohen Niveau an Fascin-Expression zeigten stimulierte DCs ein hohes Mal3 an
Migrationsaktivitat verglichen mit unstimulierten DCs, die sich hinsichtlich ihrer
Geschwindigkeit viel langsamer bewegten und in dem definierten Zeitraum auch eine
kiurzere Distanz zuriicklegten (Abbildung 3.12 C, D).
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Abbildung 3.13 Die Behandlung mit GA reduziert die Fascin-Expression humaner stimulierter DCs, sowie
das Migrationsverhalten beider DC-Populationen.
Humane Mo-DCs wurden differenziert und Aliquote mit 0,1 puM GA wahrend der letzten 48h der Zellkultur
behandelt. Aliguote der DCs wurden zusétzlich mit dem Reifungscocktail (IL-18, TNF-a und PGE,) stimuliert. (A)
Die relativen Anderungen der Fascin-Expression sind als MFIs dargestellt. Die MFIs der unbehandelten DCs
wurden gleich 100% gesetzt. Die Daten reprasentieren den Mittelwert + Standardfehler von fiinf unabhéngigen
Experimenten. (B, C) Es wurden 3D Kollagen Matrizen, die jeweils 3 x 10° DCs enthielten, prapariert und die
Bewegungen der verschiedenen Zellpopulationen im Bezug auf (B) Geschwindigkeit und (C) Distanz iber einen
Zeitraum von sechs Stunden im Zeitraffer mit einem Olympus BX61 Mikroskop mit einer UAPO Linse (20x/340,
NA 0.75) beobachtet. Die Bilder wurden alle 2 min von einer FView Kamera aufgenommen und mit der Software
Cell® analysiert. (B, C) Die Daten reprasentieren den Mittelwert + Standardfehler von drei unabh&ngigen
Experimenten, was 80 individuell analysierten Zellen pro Population entspricht. Statistische signifikante
Unterschiede zwischen (*) unstimulierten DCs und stimulierten DCs und zwischen GA behandelten DCs und
unbehandelten DCs entweder im unstimulierten (#) oder stimulierten (+) Status sind angegeben (# p<0,05, *** ***
p<0,001).

71



ERGEBNISSE

Wurden die unstimulierten DCs mit TPT behandelt, erhdéhte sich ihre Migrationsaktivitét
signifikant. Die DCs wurden schneller in ihren ungerichteten Bewegungen und bewegten sich
Uber eine langere Distanz. Eine Behandlung mit TPT wahrend der Ausreifungsphase fihrte
zu einer geringeren Migrationskapazitat im Vergleich mit stimulierten, unbehandelten DCs.
Interessanterweise bewegten sich unstimulierte DCs nach Behandlung mit GA im Vergleich
zu der Kontrollgruppe langsamer. Demgegeniber hatte die Gabe von GA keinerlei Einfluss
auf die zuriickgelegte Strecke der Zellen. Eine Koapplikation von Reifungscocktail und GA
hatte zur Folge, dass sich die DCs hinsichtlich ihrer Geschwindigkeit und zurtickgelegten
Strecke weniger bewegten als die stimulierte, unbehandelte Kontrollgruppe.

Diese Ergebnisse zeigten deutlich, dass TPT einen stimulierungsabhangigen differentiellen
Einfluss auf die migratorischen Fahigkeiten von Mo-DCs hat. Dies korrelierte mit der Fascin-
Expression. Durch GA wurde die Migrationskapazitat unstimulierter wie auch stimulierter Mo-
DC reduziert. Hierbei ergab sich nur im Fall der Reifungscocktail stimulierten DCs eine

Korrelation zwischen Fascin-Expression und Migrationsverhalten.

3.1.6 Durch die Behandlung mit TPT und GA wird die Antigenaufnahme seitens der
DCs verringert.

Angesichts der Agens-induzierten partiellen Aktivierung von unstimulierten DCs wurde deren
endozytotische Aktivitat ermittelt. Die Antigenaufnahme ist ein wesentliches Hauptmerkmal
unreifer DCs*?. Durch die Ausreifung verlieren DCs ihre Fahigkeit Antigen aufzunehmen und
zu prozessieren®®. Aus diesem Grund wurde die Endozytosekapazitat von unstimulierten
DCs analysiert (Abbildung 3.14).

Die Internalisierung von FITC-Dextran durch unreife DCs war temperatursensitiv. Bei 4C
nahmen sowohl unbehandelte DCs als auch TPT- bzw. GA-behandelte DCs kaum Dextran-
Partikel auf. Bei einer Inkubation bei 37C nahmen unreife DCs Antigen aktiv auf. Eine
vorherige Inkubation mit TPT verringerte die Aufnahme von Dextran-Partikel signifikant um

30 %, durch die Applikation von GA wurde die Antigenaufnahme tendenziell reduziert.
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Abbildung 3.14 Die Behandlung mit TPT bzw. GA beeint rachtigt die endozytotische Fahigkeit von Mo-
DCs.

Mo-DCs wurden differenziert und Aliquote mit (A) 1 uM TPT bzw. (B) 0,1 puM GA wéahrend der letzten 48h der
Zellkultur behandelt. Die DCs (2 x 105) wurden mit FITC-konjugiertem Dextran fir 30 min bei 37C und als
Kontrolle parallel bei 4T inkubiert. Anschlie@end wurden die DCs gewaschen und die Aufnahme von FITC-
konjugierten Dextran im FACS analysiert. Die Daten reprasentieren den Mittelwert + Standardfehler von vier oder
funf unabhéngigen Experimenten. Statistische signifikante Unterschiede zwischen TPT behandelten DCs und

unbehandelten DCs sind angegeben (* p<0,01).

3.1.7 Die Behandlung von Mo-DCs mit TPT oder GA ver andert ihr T-Zell-
Aktivierungspotential

Anknupfend an die ph&notypischen Analysen wurde die Funktionalitat der humanen Mo-DCs
nach Behandlung mit den Chemotherapeutika TPT und GA untersucht. Hierfir wurde das
Potential der DCs, T-Zellen zu aktiveren, in einer priméaren gemischten Lymphozyten-
Reaktion untersucht. Immature DCs besaflien eine moderate T-Zellstimulierungskapazitat,
wahrend durch eine Stimulierung mit dem Reifungscocktail die Kapazitdt T-Zellen zu
aktivieren im hohen Mal} gesteigert wurde (Abbildung 3.15). Generell nahm die
T-Zellproliferation mit sinkendem DC/TC-Verhaltnis ab. Die Behandlung unstimulierter
Mo-DCs mit TPT fihrte interessanterweise zu einer signifikanten Erhéhung ihres
T-Zellstimulierungspotentials. Wurden im Gegensatz dazu die DCs gleichzeitig stimuliert und
mit TPT behandelt, fuhrte dies zu einer gegeniber unbehandelten stimulierten DCs
signifikant verminderten T-Zellproliferation. Analog dazu flihrte eine Behandlung mit GA
ebenfalls zu einem gesteigerten T-Zellstimulierungspotential, wobei die Steigerung im
Vergleich zu TPT moderat ausfiel. Die stimulierungsbedingte Steigerung der
T-Zellaktivierungskapazitat wird durch die Koapplikation von GA signifikant vermindert.

Im Rahmen dieser Experimente zeigte sich, dass durch eine Behandlung mit diesen
Chemotherapeutika wahrend der Reifungsphase zweierlei Effekte hervorgerufen werden.
Zum einem zeigten unstimulierte DCs eine erhdhte APC-Funktion. Demgegentber flhrte
eine  Koapplikation von Reifungscocktail und Agens zur einer verminderten

T-Zellstimulierungsfahigkeit der Mo-DCs.
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Abbildung 3.15 TPT erhoht das T-Zell-Aktivierungspot  ential unstimulierter humaner DCs, aber verringert

die stimulierungsabhéngige funktionale Aktivierung humaner T-Zellen .

Humane Mo-DCs wurden differenziert und Aliquote mit (A) 1 uM TPT bzw. (B) 0,1 uM GA wahrend der letzten
48h der Zellkultur behandelt. Aliquote der DCs wurden zusatzlich mit dem Reifungscocktail (IL-13, TNF-a und
PGE;) stimuliert. Mo-DCs (2 x 104) wurden in Triplikaten seriell verdiinnt und mit 10° allogenen CD4" T-Zellen
Uber einen Zeitdauer von vier Tagen kokultiviert. Die T-Zell Proliferation wurde anhand der Aufnahme von *HTdR
wahrend der letzten 16 h der Kultur gemessen. Die durch stimulierte DCs induzierte T-Zellproliferation wurde
gleich 1 gesetzt. (A, B) Die Daten reprasentieren den Mittelwert + Standardfehler von vier unabhé&ngigen
Experimenten. Statistische signifikante Unterschiede zwischen (*) unstimulierten DCs und stimulierten DCs und
zwischen TPT behandelten DCs und unbehandelten DCs entweder im unstimulierten (#) oder stimulierten (+)
Status sind angegeben (" * p<0,05, ** * p<0,01, *** *#**** n<0,001).
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3.1.8 Behandlung von Mo-DCs mit TPT und GA beeinflu sst unterschiedlich das
Zytokinprofil von T-Zellen

Aufgrund des Einflusses von TPT auf das Zytokinprofil der DCs, wurden TPT-abhangige
Veranderungen der T-Zell-Polarisierung untersucht. Die Analyse der Zytokinproduktion
wurde nach Kokultivierung von allogenen CD4" T-Zellen mit unbehandelten bzw. TPT-
behandelten DCs im unstimulierten und stimulierten Status mittels ELISA bestimmt. Hierbei
wurde das Th1/Th2 Gleichgewicht durch den Ratio des Th1-Zytokins IFN-y zum Th2-Zytokin
IL-5 reflektiert (Abbildung 3.16 A). Wahrend mit unstimulierten DCs kokultivierte T-Zellen ein
basales Niveau des Zytokins IL-5 aufwiesen, besalRen Kokulturen mit stimulierten DCs einen
hoheren Gehalt an IL-5.
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Abbildung 3.16 Eine Behandlung von DCs mit TPT beeinf  lusst die Polarisierung von CD4 * T-Zellen.

Mo-DCs wurden differenziert und Aliquote mit 1 uM TPT wéahrend der letzten 48h der Zellkultur behandelt.
Aliquote der DCs wurden zusétzlich mit dem Reifungscocktail (IL-1B, TNF-a und PGE;) stimuliert. CD4" T-Zellen
(106) wurden mit den DC-Populationen (2x105) tiber einen Zeitdauer von vier Tagen kokultiviert. Die Uberstande
wurden an Tag vier gesammelt und der Gehalt an IL-5, IL-10 und IFN-y mittels ELISA bestimmt.
(A) Der IL-5/IFN-y-Ratio ist dargestellt, wobei der Ratio der Kokulturen mit stimulierten DCs gleich 100% gesetzt
wurde. (B) Der relative Gehalt an IL-10 in den Kokulturen ist dargestellt, wobei der Gehalt von IL-10 in Kokulturen
mit unbehandelten DCs gleich 100% gesetzt wurde. (A, B) Die Daten reprasentieren den Mittelwert +
Standardfehler von jeweils sieben unabhangigen Experimenten. Statistische signifikante Unterschiede zwischen
(*) unstimulierten DCs und stimulierten DCs und zwischen TPT behandelten DCs und unbehandelten DCs

entweder im unstimulierten (#) oder stimulierten (+) Status sind angegeben (#’ " p<0,05, 7" p<0,01, *** p<0,001).
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Die Behandlung von DCs mit TPT fuhrte gleichermal3en zu einer Steigerung der IL-5
Produktion von T-Zellen, unabhangig vom Aktivierungsstatus der DCs. Im Gegensatz dazu
wurde durch die Gabe von TPT eine moderate Zunahme der IFN-y-Produktion der mit
unstimulierten DCs kokultivierten T-Zellen erreicht (Daten nicht gezeigt). Hierdurch erfolgte
eine Steigerung des IL-5/IFN-y Ratio, welcher allerdings nicht signifikant ist. Im Gegensatz
dazu fuhrte eine Koapplikation von TPT und Reifungscocktail zu einer Verminderung der
IFN-y-Produktion (Daten nicht gezeigt). DCs, die stimuliert und mit TPT behandelt wurden,
beglnstigen somit eine Th2-Polarisierung.

In der Literatur wird IL-10 als Zytokin beschrieben, dass die Entwicklung von Thl Zellen
inhibiert und die Ausbildung von Th2-Zellen férdert®*'. Desweiteren besitzt I1L-10 durch seine
immunsupprimierenden  Eigenschaften die Fahigkeit, eine T-Zell-Hypoproliferation
auszulésen. Aus diesem Grund wurde zusétzlich der IL-10 Gehalt in den DC/TC-Kokulturen
analysiert (Abbildung 3.16 B). Der IL-10 Gehalt in Kokulturen von T-Zellen mit stimulierten
DCs ist signifikant verringert im Vergleich zu Kokulturen, die unstimulierte DCs enthielten

(Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.17 Die Behandlung von Mo-DCs mit GA hat keinen signifikanten Einfluss auf die
Polarisierung der CD4+ T-Zellen.

Humane Mo-DCs wurden differenziert und Aliquote mit 0,1 uM GA wahrend der letzten 48h der Zellkultur
behandelt. Aliquote der DCs wurden zusatzlich mit dem Reifungscocktail (IL-18, TNF-a und PGE,) stimuliert.
CD4" T-Zellen (106) wurden mit den DC-Populationen (2x105) Uber einen Zeitdauer von vier Tagen kokultiviert.
Die Uberstande wurden an Tag vier gesammelt und der Gehalt an (A) IFN-y, (B) IL-5, und (C) IL-10 und mittels
ELISA bestimmt. Die Daten reprasentieren den Mittelwert + Standardfehler von zwei bis sieben unabhangigen
Experimenten. (A, B, C) Statistische signifikante Unterschiede zwischen (*) unstimulierten DCs und stimulierten
DCs sind angegeben (* p<0,05, ** p<0,01).
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Interessanterweise konnte in DC/TC Kokulturen mit TPT behandelten, unstimulierten DCs
signifikant weniger IL-10 detektiert werden als in Kokulturen mit unbehandelten DCs. Im
Gegensatz dazu war der Gehalt an IL-10 in Kokulturen mit DCs, denen der Reifungscocktail
und TPT gleichzeitig gegeben wurden, gegenuber Kokulturen mit DCs, die nur mit dem
Reifungscocktail stimuliert wurden signifikant erhoht. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen
aus den IL-5/IFN-y Untersuchungen spiegelte das Ergebnis des IL-10 ELISAs mit
stimulierten DCs die Verschiebung in Richtung Th2 wieder. Weiterhin wurde im Rahmen
dieser Untersuchung auch der Einfluss von GA auf das Zytokinprofil von T-Zellen analysiert
(Abbildung 3.17). Wie zuvor beschrieben, wurden allogene T-Zellen mit vorbehandelten DCs
kokultiviert und der Zytokin-Gehalt im Kulturiberstand gemessen. Die Menge an IFN-y und
IL-5 in den Uberstanden von beiden T-Zellpopulationen, die mit GA behandelten DCs
kokultiviert wurden, war nicht signifikant verandert. Der IL-10 Gehalt nahm in Uberstanden
von mit unstimulierten, GA behandelten DCs aktivierten T-Zellen stark ab. Diese Abnahme

war allerdings nicht signifikant.

3.1.9 Der Einfluss von TPT bzw. GA auf die Signaltr  ansduktionswege humaner DCs

In den vorhergehenden Abschnitten dieses Kapitels wurde gezeigt, dass TPT und GA den
Phanotyp und die Funktion von humanen DCs modulieren. Aus diesem Grund wurden
Veranderungen der Expression von Komponenten DC-relevanter Signaltransduktions-
kaskaden mittels Immunblot untersucht

Durch eine Behandlung unstimulierter DCs mit TPT wurden die Mengen der Gesamtproteine
p38, ERK1/2 und SAPK/JNK nicht beeinflusst (Abbildung 3.18 A). Nach Behandlung mit TPT
konnte eine geringe Steigerung des phosphorylierten SAPK/IJNK-Gehaltes in unstimulierten
DCs detektiert werden. Stimulierung mit dem Reifungscocktail fuhrte zu keiner Veranderung
der Expression der MAP-Kinasen. Desweiteren wurde durch eine Koapplikation von
Reifungscocktail und Chemotherapeutikum ihre Expressionsstarke nicht signifikant
verandert. Einzig die Menge von phosphorylierten ERK1/2 wurde durch die Stimulierung mit
dem Reifungscocktail vermindert. Die Koapplikation von Reifungscocktail und TPT fuhrte im
Vergleich mit stimulierten DCs zu einer weiteren Verminderung der Expression von
phosphorylierten ERK1/2.

Die DC-Populationen zeigten sowohl unter basalen Bedingungen, als auch nach einer
Stimulierung mit dem Reifungscocktail jeweils vergleichbare Expressionslevel an AKT
(Abbildung 3.18 B). Die Gabe von TPT hatte keinen Einfluss auf die Menge von AKT bzw.
phosphorylierten AKT in unstimulierten bzw. stimulierten Mo-DCs. Wurden DCs jedoch
gleichzeitig stimuliert und mit TPT behandelt. fihrte dies zu einer Verringerung des

Expressionslevels von phosphorylierten AKT (oberer Bande).

1



ERGEBNISSE

Angesichts der mafigebenden Rolle des Transkriptionsfaktors NF-kB fiur die DC-
Aktivierung wurden die Expressionsniveaus von NF-kB-Familienmitgliedern analysiert
(Abbildung 3.18 C).

Unstimulierte DCs exprimierten IkBa, RelB und NF-kB (p65) in geringer Menge. Im Rahmen
der Stimulierung mit dem Reifungscocktail wurden diese Effektorproteine vermehrt in den
DCs exprimiert. Wahrend eine Behandlung von unstimulierten DCs mit TPT keinerlei Effekte
auf die Expression von IkBa, RelB und NF-kB hatte, wurde die maturierungsassoziierte
Hochregulation der Expression dieser Effektorproteine durch TPT inhibiert, wenn es wahrend
Ausreifungsphase zu den DCs gegeben wurde.
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Abbildung 3.18 Der Einfluss von TPT auf die Signaltran  sduktionskaskaden in Mo-DCs.

Mo-DCs wurden differenziert und Aliquote mit 1 uM TPT wahrend der letzten 48h der Zellkultur behandelt.
Aliquote der DCs wurden zusatzlich mit dem Reifungscocktail (IL-18, TNF-a und PGEy) stimuliert. Proteinextrakte
wurden mittels SDS-Page aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. Gesamt und
phosphoryliertes (A) p38, ERK1/2, SAPK/INK, (B) AKT und (C) IkBa, RelB und NF-kB (p65) wurden mit den
jeweiligen spezifischen Antikérpern detektiert und mittels Immundetektion die Proteinbanden sichtbar gemacht.

(A-C) Die Graphiken zeigen jeweils einen reprdsentativen Immunblot aus zwei bis drei unabh&ngigen
Experimenten.

Um zu klaren, inwieweit die inhibitorische Aktivitdt von NF-kB bei der Verringerung des
Proteinmengen durch TPT eine Rolle spielt, wurde zusétzlich die Translokation von RelB in
den Nukleus mittel konfokaler Laserscanningmikroskopie, die freundlicherweise von Dr. S.

Ritz am Max-Planck-Institut fur Polymerforschung, Mainz durchgefiihrt wurde, untersucht.
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Zwischen der zytosolischen und der nukledren Distribution von RelB der verschiedenen DC-
Populationen, wie in der Abbildung 3.19 dargestellt, wurden keine Ver&nderungen
beobachtet. Durch die Behandlung mit TPT wurde die intrazellulare Distribution des Proteins

nicht verandert.

unst +TPT stim stim +TPT

Abbildung 3.19 Der Einfluss von TPT auf die Transloka  tion von RelB in den Nukleus.

Mo-DCs wurden differenziert und Aliquote mit 1 uM TPT wéahrend der letzten 48h der Zellkultur behandelt.
Aliquote der DCs wurden zusatzlich mit dem Reifungscocktail (IL-18, TNF-a und PGE) stimuliert. Fir die
Immunfluoreszenz wurden 1x10° DCs auf Objekttrager zentrifugiert. RelB wurde mit einem spezifischen
Antikdrper detektiert. Die intrazellulare Distribution wurde mit einem CSLM (LSM SP5 STED Leica Laser
Scanning Confocal Mikroskop) aufgenommen. Fiir die Aufnahme wurde ein HCX PL APO CS 100 x 1,4 Olobjektiv
verwendet. Die Bildverarbeitung wurde mit Leica LAS AF lite und die Bildanalyse mit der Software Volocity 6.0.1
durchgefihrt und die Bilder in Adobe Photoshop weiter bearbeitet. Die Bilder sind fur zwei unabhéngige

Experimente reprasentativ.

Analog wurde der Einfluss von GA auf die DC-relevanten Signalwege untersucht. IkBa, RelB
und NF-kB wurden von unstimulierten DCs exprimiert. Durch die Ausreifung der DCs erfolgte
eine Aufregulation dieser Effektorproteine. Wahrend in unstimulierten, GA behandelten DCs
die Expression von IkBa erhoht wurde, fand man bei einer Koapplikation des
Reifungscocktail plus GA keine Veranderung der Proteinmenge gegeniber ausgereiften Mo-
DCs. Interessanterweise wurde die Expression von RelB durch GA vermindert. Diesen Effekt
konnte man ebenfalls bei phosphorylierten NF-kB p65 beobachten. Gesamtprotein von NF-
KB wurde durch die Applikation von GA nicht verandert. Im Gegensatz dazu wurde die
Expressionsstarke von AKT durch eine Behandlung mit GA nicht beeinflusst
(Abbildung 3.20 B).
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Zusammenfassend unterstitzen diese Ergebnisse die These, dass eine Behandlung mit TPT
in einer Modulierung des DC-Maturierungsstatus resultiert, wie aus den Veranderungen des
AKT und NF-kB Signalings hervorgeht. Ebenso resultiert eine Behandlung von Mo-DCs mit
GA in einer Veranderung deren Phé&notyps und Funktion. Diese Modulierung wird womaoglich
durch die veranderte Expressionsstarke der NF-kB-Familienmitglieder vermittelt.
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3.2 Phanotypische und funktionelle Analyse von BM-D Cs aus Méausen

mit einem partiellen VHL Verlust

Die autosomal dominant vererbte von Hippel Lindau (VHL)-Krankheit wird durch
Keimbahnmutationen im VHL-Tumorsuppressorgen verursacht®®.

Das VHL-Syndrom ist durch die Entwicklung von hoch vaskularisierten Tumoren in den
verschiedensten Organen charakterisiert. Die klinische Manifestierung des VHL-Syndroms
umfasst Hamangioblastome des Auges und des ZNS, Nierenzysten und klarzellige
Nierenzellkarzinome, Pankreaszysten und -tumore, sowie Phaochromozytome®*#%,
Die prominenteste Funktion des VHL-Proteins ist die Regulierung der HIF-a-Proteolyse®*.
Die genetische Inaktivierung des VHL-Gens resultiert in einer HIF-a Stabilisierung unter
normoxischen Bedingungen und damit in einer erhéhten Aktivitdt des Transkriptionsfaktors
HIF und dementsprechend einer Aufregulation von HIF-Zielgenen wie VEGF, GLUT1 und
EPO"?**. Neben der Regulierung der Proteolyse von HIF-a ist VHL an vielen weiteren
Prozessen beteiligt, die die Genexpression und Zellfunktion beeinflussen°.

In diesem Abschnitt der Arbeit sollten die Auswirkungen eines partiellen ko des VHL-Gens
auf den Phanotyp und die Funktion von Immunzellen wie DCs und T-Zellen untersucht
werden.

Fur die Zichtung von transgenen Mausen, die ein mutiertes Allel des VHL-Gens tragen und
somit eine modulierte VHL-Expression aufweisen, wurde in der vorliegenden Arbeit die
Strategie der Cre/lox vermittelten Deletion angewandt. Daflir wurde eine Cre verwendet, die
unter der Kontrolle des Aktin-Promotors stand. Da Aktin ubiquitér exprimiert wird, ist Cre in
allen Zellen konstitutiv aktiv. Als Responderstamme wurden die Mausstamme, VHL1"™ bzw.
VHL2" verwendet. Beide Responderstamme enthalten loxP-Sequenzen, die aber in
verschiedenen Bereichen des VHL-Gens liegen. Der Mausstamm VHL1"™ bei dem der
Promotorbereich und das Exon 1 des VHL-Gens durch loxP-Stellen flankiert ist, wurde
bereits von Haase et al. im Jahr 2001 publiziert'®'. Aufgrund der Anordnung dieser loxP-
Stellen kann kein funktionelles VHL-Protein entstehen. Zusatzlich wurde in einem weiteren
Ansatz Exon 2 des VHL-Gens deletiert, wodurch allerdings immer noch ein funktionelles
VHL-Protein entstehen kann. Die Generierung des Zielkonstrukts und die Herstellung der
homozygoten VHL2" Maus wurden von Dr. Dirk Reutzel (AG Zabel, Kinderklinik, Mainz)
durchgefuhrt und freundlicherweise fir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche zur
Verfigung gestellt. Da dieser Mausstamm noch nicht publiziert wurde, soll sein genetischer
Aufbau zum besseren Verstandnis des folgenden hier kurz beschrieben werden.

Zunéachst wurde aus der genomischen 129 Ola-Maus-DNA-Bibliothek?®®*®> ein PAC Klon
(RZPD-Nr.: MPMGC121G19440), der ein Segment des murinen VHL-Lokus von Intron 1 bis
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zur 3'- nicht-translatierten Region (untranslated region, UTR) umfasst als Vektor (backbone)
fur das Zielkonstrukt (ko targeting Konstrukt) isoliert.

Aus diesem Vektor wurde ein acht kbp langes Hindlll-Fragment, welches den VHL-Lokus
enthielt, ausgeschnitten und in den Vektor pGEM11zf* fiir weitere Modifizierungen kloniert.
Zunachst wurde eine synthetische loxP-Sequenz innerhalb des Introns 1 in eine einmal
vorkommende Srfl-Stelle einkloniert. Die Anwesenheit der loxP-flankierenden Xbal-Sequenz
wurde spater fur die Verifizierung der prazisen Integration der rekombinanten Allele in das
Genom der Embryostammzellen durch Southern-Blot-Analyse genutzt. Mittels PCR-
vermittelter Mutagenese wurde eine Sacll-Erkennungssequenz in das Intron 2 integriert, um

eine Expressionskassette fir Neomycin-Phosphotransferase®*®

einzufugen. In 3'-Position
fuhrt die Expressionskassette eine zweite loxP-Sequenz, um das konditionale Exon 2 ko-
Allel zu vervollstandigen. AnschlieBend wurde die Neomycin-Selektionskassette mittels Flp-
Rekombinase, deren Target die FRT-Sequenzen sind, innerhalb des klonierten Sacll-
Segments entfernt (Abbildung 3.21). Um die rekombinanten Stammzellklone nach
Administration von Ganciclovir selektieren zu koénnen, wurde am Schluss eine Negativ-
Selektionskassette 5' zum Zielkonstrukt (HSV-Thymidinkinase) ligiert.

Das Zielkonstrukt wurde anschlieBend vollstandig sequenziert durch Sfil-Restriktion
linearisiert und mittels Elektroporation in totipotente W9.5 embryonische Stammzellen (ES)*’
eingebracht. Nach Selektion mit Neomycin und Ganciclovir wurden tber 500 rekombinante
ES-Klone isoliert. Die homologe Rekombination des Zielvektors in der 5’Region wurde durch
Southern Blot Uberprift. Die korrekte Integration innerhalb der 3'-Region wurde kontrolliert, in
dem ein genomisches Fragment mit einer FragmentgréRe von 4,7 kbp ab der Neomycin-
Kassette in Richtung der 3'-Region des murinen VHL-Lokus amplifiziert und sequenziert
wurde. Die uberpruften rekombinanten Stammzellklone wurden in Blastozysten injiziert. Im
Anschluss an die Blastozysten-Implantation in scheinschwangere NMRI-Ersatzmiitter erhielt
man chimdre Nachkommen mit einer grol3en Anzahl an rekombinierten Zellen. Die chimaren
Méause, die den konditionalen ko Lokus trugen, wurden mit transgenen Flp-Deleter-Mausen
verpaart (Mause wurden von Dr. S. Fraser, MPI fir Zellbiologie und Genetik, Dresden
freundlicherweise zur Verfigung gestellt), um die Neomycin-Kassette vom rekombinanten
Lokus zu entfernen. Die Funktionalitdt des rekombinanten Lokus wurde kontrolliert, indem
homozygot Exon2 gefloxte (VHL2"™, weibliche Mause mit mannlichen Sycpl-Cre-Deleter-
M&ausen®® (freundlicherweise von Ernesto Bockamp, Zentrallabor fiir Molekulare
Mausgenetik, Mainz zur Verfligung gestellt) verpaart wurden. Die Exzision des loxP-

flankierten Exon2 in den Nachkommen wurde mittels PCR kontrolliert.

82



ERGEBNISSE

A VHL knockout targeting-Konstrukt

EcoRl  Xbal Xbal Xbal
Exon2 PGK-Neo Exon 3 3MTR
loxP FRT FRT loxP
B VHL-Lokus >< ><
Hindlll EcoRI Hindlll
Bt | 5o | o

C Homolog rekombinierter VHL-Lokus (nach FIp-Rekombinase)

Hindlll EcoRI Xbal Xbal Hindlll

) S ..

loxP FRT loxP

D Homolog rekombinierter VHL-Lokus (nach Cre-Rekombinase)

Hindlll EcoRI Xbal Hindlll

5°UTR Exon 1 L | | l'> Exon 3 ;ZE h |

loxP

Abbildung 3.21 Schematische Darstellung des VHL2 W und VHL2 ",

(A) VHL ko Zielvektor-Konstrukt. (B) Muriner VHL-Lokus. (C) Genomische Sequenz nach homologer
Rekombination und FRT-vermittelter Deletion der Neomycin-Selektionskassette. (D) Genomische Maus-Sequenz
nach Exzision der loxP-flankierten Sequenz durch die Cre-Rekombinase. Die zusatzlich eingefiigte Xbal-
% Anhand der

resultierenden Fragmentlangen lassen sich ES-Zelllinien mit homologer Rekombination durch eine

Schnittstelle dient als diagnostischer Marker. Genomische Xbal-Restriktionsstellen sind bekannt

entsprechende Sonde nachweisen (23 kbp: Wildtyp-Allel; 4 kbp: rekombinantes Allel).

3.2.1 Generierung von transgenen Mausen mit heteroz ~ ygoten VHL Exon2 ko

Ein homozygoter Verlust des VHL-Gens ist fir Mause im Embryostadium letal. Homozygote
VHL** Embryos scheinen sich bis Gestation E9.5 bis E10.5 normal zu entwickeln. In
diesem Stadium entwickelt sich eine Dysgenese der Plazenta, die sich in fehlender
Vaskulogenese und hamorrhagischen Lasionen manifestiert. Die Hamorrhagie verursacht
letztendlich Nekrose und Tod des Embryos im Stadium E10.5 bis E12.5"2. Aus diesem
Grund wurden in dieser Arbeit Mause gezlchtet und verwendet, bei denen nur ein Allel des
VHL-Gens vom ko betroffen ist. Um einen heterozygoten Verlust des VHL-Gens zu
erzeugen, wurden ActinCre-Mause, die das Wildtyp-Allel von VHL (VHL2""") tragen mit den
gefloxten VHL2 Mausen (VHL2") verpaart (siehe Abbildung 3.22).
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Abbildung 3.22 Kreuzungsschema zur Generierung von VHL2"" Mausen.
Fur die Generierung von Mausen mit einem partiellen VHL ko wurden Actin-Cre Mause, die die Wildtyp-Allele von
VHL (VHL2"""Wt) tragen mit gefloxten v2ko (VHL2ﬂ/ﬂ) Mausen verpaart.

Fir den Nachweis der Deletion des gefloxten Exon 2 des VHL-Gens wurde aus den
Ohrbiopsien der zu typisierenden Mause gDNA isoliert und eine spezifische PCR
durchgefuihrt. Desweiteren wurden bei jedem Experiment die eingesetzten Zellen hinsichtlich
ihres Genotyps Uberprift. Fir die Typisierung wurden zwei verschiedene Oligonukleotid-
Parchen verwendet. Das Paar sense F1 & antisense R1 (Abklrzung F1) wurde so designt,
dass man die Deletion von Exon 2 nachweisen kann. Bei dem Paar sense F2 & antisense
R1 (Abkirzung F2) wurden die Sequenzen so gewahlt, dass man zwischen dem Wildtyp-
Gen und dem gefloxten VHL-Allel unterscheiden kann. In Abbildung 3.23 ist beispielhaft ein
Gelbild einer Typisierung dargestellt. Die Kontrollen wurden von der AG Zabel bezogen.
Heterozygote Mause weisen zwei Banden bei Verwendung des Oligonukleotid-Paares F2
auf, wobei die obere Bande das gefloxte Allel und die untere Bande das Wildtyp-Allel
darstellen. Eine Bande bei F1 ist nur sichtbar, wenn ein lox out stattgefunden hat. Bei den
Proben eins und zwei ist jeweils eine Bande bei F1 und F2 sichtbar. Da die Bande bei F2 der
Wildtyp-Bande (siehe Kontrolle wt/wt) entspricht und keine weitere Bande sichtbar ist, haben
die Proben eins und zwei einen heterozygoten VHL2 ko. Im Gegensatz dazu weisen die
Proben drei und vier keine Bande bei F1 auf. Daflir sind zwei Banden bei F2 sichtbar. Diese
Mause sind VHL2"" und weisen keine Cre auf. Sie wurden in den Experimenten als

Kontrollen eingesetzt.
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Abbildung 3.23 Nachweis des VHL2 .

Fir die Typisierung wurde aus Ohrbiopsien genomische DNA isoliert oder aus kultivierten Zellen gewonnen und
mittels PCR und spezifischen Oligonukleotiden der Nachweis des partiellen VHL ko durchgefihrt. F1
kennzeichnet das Oligonukleotid-Paar F1 (sense) & R1 (antisense), das die ko—Bande darstellt, wahrend F2 fir
das Oligonukleotid-Paar F2 (sense) & R1 (antisense) steht, das die Wildtyp-Bande und die Bande fiir das gefloxte
VHL Exon2 darstellt. Die Proben 1 und 2 weisen einen heterozygoten VHL2 ko auf, die Proben 3 und 4 zeigen ein
gefloxtes Allel und ein Wildtyp-Allel von VHL Exon2.

3.2.2 Phanotyp und Charakterisierung der heterozygo  ten VHL2 ko Méause

Bei der Verpaarung von ActinCre- und homozygot gefloxten VHL2 Tieren konnten keine
Auffalligkeiten bzw. Unterschiede zu anderen Mauslinien beobachtet werden. Zwischen den
VHL2"*_Tieren und den Kontrolltieren konnte kein &uRerlich sichtbarer Unterschied
festgestellt werden. Auch hinsichtlich Gewicht und Grofl3e stimmten die M&ause Uberein. Bei
der Praparation des Knochenmarks, der Milz und der Lymphknoten waren keine Organe
makroskopisch auffallig. Bei der weiteren Charakterisierung der VHL2""*°-Mause wurde der

Fokus auf Zelltypen des Immunsystems gelegt.
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Um mdgliche Unterschiede in der Frequenz der Immunzellen darzustellen, wurden Milzzellen
isoliert und anhand verschiedener Oberflaichenmarker charakterisiert. Die APCs wurden
anhand der Expression an CD11c, CD86, B220 und F4/80 unterschieden (Abbildung 3.24).
Plasmazytoide (CD11c’ B220") und myeloide (CD11lc*® CD86") DCs waren sowohl in
VHL2""*°_Ma4usen als auch in Kontrollméusen in vergleichbarer Frequenz vertreten. Die
Frequenz der Makrophagen (F4/80" CD86") und auch der B-Zellen (B220" CD86") war in
beiden Mauspopulationen vergleichbar.

In Abbildung 3.25 sind die Frequenzen der verschiedenen T-Zell-Populationen dargestellt. In
VHL2""™°_Mausen, sowie in den Kontrollen wurde die gleiche Anzahl an CD3" Zellen
detektiert. Ebenso unterschied sich die Frequenz der CD4" Zellen zwischen den beiden
Genotypen nicht. Es konnte auch kein Unterschied in der Anzahl der Tregs festgestellt
werden. Im Gegensatz dazu besaRen VHL2""°-Mause signifikant mehr CD8" Zellen als
VHL2"""-Mause.

50 40 * Abbildung 3.25 Frequenz der
40 30 verschiedenen T-Zell-Populationen.
Aus VHL2"™ (Ktr) und VHL2""™ (ko)

20 . o .
wurden Milzzellen isoliert und im

CD8*in %

10 Durchflusszytometer anhand der Marker
CD3, CD4, CD8 und CD25 analysiert.

Ktr Ko Ktr Ko Dargestellt ist der Mittelwert =+

Standardfehler von zwei durchgefiihrten
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Tiere pro Genotyp verwendet.
Statistische  signifikante  Unterschiede

zwischen Zellen aus Kontrollmausen und

CD25+*CD4* in %
© AN w A o O N

heterozygoten VHL2 ko Mausen sind

angegeben (* p<0,05).
Ktr Ko Ktr Ko

Weiterhin wurden die Frequenzen der MDSCs und NK-Zellen in den beiden
Mauspopulationen untersucht. Die Frequenz der MDSCs (CD11b" Grl*) war signifikant
erhdht in den Mausen, bei denen VHL2 partiell deletiert wurde. Im Unterschied dazu wurde
eine signifikant geringere Zahl an NK-Zellen (CD49b") bei ko Tieren im Vergleich zu

Kontrolltieren detektiert.
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Abbildung 3.26 Frequenz der MDSCs und NK-Zellen.

Aus VHL2""" (Ktr) und VHL2"e (ko) wurden Milzzellen isoliert und im Durchflusszytometer anhand der Marker
CD11b, Grl und CD49b analysiert. Dargestellt ist der Mittelwert + Standardfehler von zwei durchgefiihrten
Experimenten. Insgesamt wurden sieben Tiere pro Genotyp verwendet. Statistische signifikante Unterschiede

zwischen Zellen aus Kontroliméusen und heterozygoten VHL2 ko M&usen sind angegeben (* p<0,05).

Zusammengefasst unterschieden sich interessanterweise VHL2""°-Méause in der Frequenz
ihrer APCs nicht von Kontrollmausen. Auch die T-Zell-Populationen waren scheinbar nicht
durch den heterozygoten ko von VHL2 in ihrer Haufigkeit betroffen, einzig CD8" T-Zellen
waren im Gegensatz zu Kontrollmausen vermehrt in den ko Mausen vorhanden.
Uberraschend waren die genotypenabhangigen Unterschiede in der Frequenz der MDSCs
und der NK-Zellen.

3.2.3 Analyse der Proliferation von T-Zellen aus he  terozygoten VHL2 ko M&usen

Die Fahigkeit antigenspezifischer T-Zellen zu proliferieren, ist von zentraler Bedeutung fir
eine effektive adaptive Immunantwort®®. Um zu analysieren, ob durch einen heterozygoten
ko von VHL2 die Proliferation der T-Zellen moduliert wird, wurden T-Zellen aus Milzen von
Kontrollmausen und VHL2""°-Mausen isoliert und polyklonal mit anti-CD3 und anti-CD28

stimuliert. Die Proliferation der beiden T-Zellpopulationen ist in

Abbildung 3.27 dargestellt, wobei die Proliferation von T-Zellen aus Kontroliméausen gleich
100 % gesetzt wurde. Nach polyklonaler Stimulation proliferierten T-Zellen aus
Kontrolliméusen in einem hohen MalR3, wahrend nach polyklonaler Stimulation von T-Zellen
aus VHL2""°-Mausen die Expansion der Zellen um 22 % vermindert ist im Vergleich zu

Kontrollmé&usen.
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Abbildung 3.27 Proliferation von T-Zellen aus hetero  zygoten VHL2 ko Mausen.

T-Zellen wurden aus VHL2""" (Ktr) und VHL2V (ko) mittels Nylonwoll-Saulen aus Milzen isoliert. 3 x 10° T-
Zellen pro Loch wurden in Triplikaten in einer 96-Loch-Platte eingeséat und drei Tage bei 37C und 10 % CO;
inkubiert. Fur die polyklonale Stimulation der T-Zellen wurden die Vertiefungen der 96-Loch-Platte zuvor mit anti-
CD3 (1 pg/ml) beschichtet und zu den Kulturen anti-CD28 (0,5 pg/ml) zugegeben. Die T-Zell-Proliferation wurde
anhand der Aufnahme von [3H]-Thymidin wahrend der letzten 16 h der Kultur gemessen. Die Daten
reprasentieren den Mittelwert + Standardfehler von drei unabh&angigen Experimenten, normiert auf Kontroll-T-
Zellen. Statistische signifikante Unterschiede zwischen T-Zellen aus Kontrollmausen und heterozygoten VHL2 ko
Mausen sind angegeben (* p<0,05).

3.2.4 Phanotypische Charakterisierung der aus heter ozygoten VHL2 ko Ma&usen
isolierten BM-DCs

DCs besitzen die Fahigkeit, T-Zell-Antworten zu induzieren und zu modulieren'®. Um eine
vollstindige T-Zell-Antwort auszulésen, missen DCs im Laufe ihrer Reifung,
kostimulatorische Molekiile wie z.B. CD40, CD80 und CD86 hoch regulieren'®. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde zun&chst untersucht, inwieweit der partielle ko von VHL2 in BM-DCs
einen Einfluss auf die Oberflachenexpression von DC-Markern besitzt.

Hierfur wurden BM-DCs aus Knochenmark-Vorlauferzellen aus VHL2"""- und VHL2""-
Mausen generiert und mittels Durchflusszytometrie analysiert (Abbildung 3.29). Durch die
Ausreifung mit LPS wurde die Expression der Oberflachenmolekile MHCII, CD80 und CD86
von Kontroll-DCs signifikant erhoht (Abbildung 3.28). Um Unterschiede zwischen
VHL2""™.DCs und Kontroll-DCs zu verdeutlichen, wurden Kontroll-DCs gleich 100 %

gesetzt.
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Abbildung 3.28 Die Ausreifung von BM -
DCs mit LPS bedingt eine Erhéhung der

Expression distinkter Oberflachenmarker.

Knochenmarkszellen aus VHL2""" (Ktr) und
VHL2" (ko) wurden mit Hilfe von GM-CSF
Uber 9 Tage zu BM-DCs differenziert. Die
Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1
pg/ml LPS fur 24 h. Die Expression der
Molekiile MHCII, CD80 und CD86 wurden
mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die
Histogramme reprasentieren den jeweiligen
Isotyp Kontroll-Antikérper (grau-schattierte
Flache) und die spezifische Oberflachen-
farbung fur immature BM-DCs (graue Linie)

und mature BM-DCs (schwarze Linie).

Im unstimulierten Zustand exprimierten VHL2""*>-DCs auf ihrer Oberflache mehr MHCII-

Molektile sowie die kostimulatorischen Moleklile CD80 und CD86 als Kontroll-DCs. Wurden

die unstimulierten BM-DCs aus den ko Tieren maturiert, erhéhte sich die Expression der
Oberflachenmarker signifikant (Abbildung 3.28). Im Vergleich zu Kontroll-DCs exprimierten
VHL2""°-DCs signifikant weniger MHCII und CD86 auf ihrer Oberflache. Die Expression von

CDB80 blieb durch den ko von VHL2 unbeeinflusst.
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Abbildung  3.29 Oberflachenexp ression der
kostimulatorischen Molekiile und MHCII von
heterozygoten VHL2 ko-DCs.

Knochenmarkszellen aus VHL2""" (Ktr) und
VHL2" (ko) wurden mit Hilfe von GM-CSF iiber 9
Tage zu BM-DCs differenziert. Die Ausreifung der
Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 pg/ml LPS fir 24 h.
Die Expression der Molekiile MHCII, CD80 und
CD86 wurden mittels  Durchflusszytometrie
analysiert. Die relativen Anderungen der Ober-
flachenexpression sind als mean flourescence
intensities (MFI) dargestellt. Die MFIs der Kontroll-
DCs wurden gleich 100% gesetzt. Die Daten
reprasentieren den Mittelwert + Standardfehler von
vier unabhangigen Experimenten. Statistische
signifikante Unterschiede zwischen VHL2"*.pCs

bzw. Kontroll-DCs sind angegeben (* p<0,05).

3.2.5 Die Endozytose-Kapazitat von heterozygoten VH L2 ko-DCs

Die Fahigkeit zur Endozytose ist essentiell fir die Prasentation von Antigenen mittels MHC-

Molekiilen und somit auch nachfolgend fiir die T-Zell-Aktivierung***. DCs nehmen I6sliches

Antigen Uber zwei verschiedene Mechanismen auf, entweder durch Makropinozytose oder

Uber Clathrin-vermittelte Endozytose

. Wahrend Makropinozytose eine unspezifische Form

der Endozytose ist, die Membranausstilpungen involviert, ist die Clathrin-vermittelte

Endozytose durch die Beteiligung von verschiedenen Rezeptoren wie zum Beispiel Fc-

Rezeptoren, Transferrin-Rezeptoren oder Makrophagen-Mannose-Rezeptoren

selektiv?*.

liganden-
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Abbildung 3.30 Der partielle Verlust von VHL2 in BM-D  Cs besitzt keinen distinkten Einfluss auf die
Endozytose-Kapazitat.

Knochenmarkszellen aus VHL2""" (Ktr) und VHL2"ke (ko) wurden mit Hilfe von GM-CSF uber 9 Tage zu
myeloiden BM-DCs differenziert. BM-DCs (5 x 105) wurden mit (A) FITC-konjugierten Dextran, (B) Alexa Fluor
488 (AF488)-OVA oder (C, D) mit DQ-OVA (ber die angegebenen Zeitraume (10 min, 30 min, 60 min) bei 37C
und als Kontrolle parallel bei 4C inkubiert. AnschlieRend wurden die BM-DCs gewaschen und die Aufnahme von
Dextran bzw. OVA im Durchflusszytometer analysiert. Die Daten reprasentieren den Mittelwert + Standardfehler
von zwei bis flinf unabhangigen Experimenten. Statistische signifikante Unterschiede zwischen Kontroll-DCs bzw.
VHL2""**_DCs sind angegeben (" p<0,05).

FITC-Dextran wurde von DCs im unstimulierten Zustand bei 4C kaum aufgenommen. Erst
nach einer Inkubationszeit von 30 min bei 37<C erhd hte sich die Endozytose-Kapazitat von
beiden DC-Populationen. Es gab keinen signifikanten Unterschied in der FITC-Dextran-
Aufnahme zwischen VHL2""°-Mé&usen und Kontrollméusen (Abbildung 3.30 A). Neben FITC-
Dextran wurde zur Analyse der Endozytose-Kapazitdt OVA als ein weiteres Antigen
verwendet. In der Abbildung 3.30 B ist die Aufnahme von Alexa Fluor 488 (AF488)-OVA
dargestellt. Mit zunehmender Inkubationszeit wurde AF488-OVA vermehrt von den DCs
aufgenommen. Nach einer Inkubationszeit von 60 min war die Aufnahmekapazitat der BM-
DCs von VHL2""°-Mausen signifikant héher im Vergleich zu VHL2""°-M&usen. DQ-OVA
bietet durch die Konjugation an BODIPY FL die Moglichkeit, je nach Fluoreszenz zwischen
degradiertem und in Zellorganellen gespeichertem OVA zu unterscheiden
(Abbildung 3.30 C, D). Nach zehnminitiger Inkubationszeit bei 37C befand sich die

Proteolyse von DQ-OVA bei beiden DC-Populationen auf einem basalen Level.
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Nach 30 Minuten war die Degradation deutlich erhdoht. Nach weiteren 30 min besal3en
VHL2"*°_.DCs eine gesteigerte proteolytische Aktivitét, die jedoch im Vergleich zu Kontroll-
DCs nicht signifikant war. Die Akkumulation von DQ-OVA war erkennbar von der Dauer der
Inkubation bei 37<C abhangig. Der heterozygote Verlust von VHL2 hatte keinen Einfluss auf
die Akkumulation von DQ-OVA in den Zellen.

3.2.6 Der partielle Verlust von VHL2 fuhrt zu einem  verminderten Migrationsverhalten
von DCs in vivo

In 3D Kollagengelen wurde die spontane Migration der BM-DCs in vitro untersucht
(Abbildung 3.31 A). Das Migrationsverhalten von BM-DCs mit einem partiellen VHL2 ko
unterschied sich kaum von dem der Kontroll-DCs. Beide DC-Populationen legten im Gel im
Beobachtungszeitraum eine vergleichbare Entfernung zuriick. Allerdings bewegten sich
Kontroll-DCs tendenziell schneller im Gel im Vergleich zu VHL2""*°-DCs.

Fur Untersuchungen der in vivo Migration wurde eine FITC-Lésung auf die Ohren
aufgetragen und anschlie3end die drainierenden Lymphknoten mittels FACS untersucht. Wie
in Abbildung 3.31 B dargestellt wurden in Lymphknoten der Kontrolltiere nach 24 h ca. 3 %
FITC® DCs detektiert. Im Vergleich dazu war die Frequenz der FITC® DCs (2 %) in den

Lymphknoten von Mausen mit einem partiellen VHL2 ko signifikant verringert.
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Abbildung 3.31 Der partielle Verlust von VHL2 vermind  ert die Migration der BM-DCs in vivo.
Knochenmarkszellen aus VHL2"" (Ktr) und VHL2"ke (ko) wurden mit Hilfe von GM-CSF Uber neun Tage zu BM-
DCs differenziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag acht mit 1 pg/ml LPS fiir 24 h. (A) Es wurden 3D
Kollagen Matrizen, die jeweils 3 X 10° DCs enthielten, prapariert und die Bewegungen der verschiedenen
Zellpopulationen im Bezug auf Geschwindigkeit und Distanz Uber einen Zeitraum von sechs Stunden im Zeitraffer
mit einem Olympus BX61 Mikroskop mit einer UAPO Linse (20x/340, NA 0.75) beobachtet. Die Bilder wurden alle
2 min von einer FView Kamera aufgenommen und mit der Software Cell® analysiert. Die Daten reprasentieren
den Mittelwert + Standardfehler von vier unabhangigen Experimenten, was insgesamt 215-230 individuell
analysierten Zellen pro Population entspricht. (B) Die Ohren von jeweils flnf heterozygoten VHL2 ko M&usen und
Kontrollmausen wurden mit einer FITC-Lésung bestrichen. Nach 24 h wurde die Maus getdtet und die
drainierenden Lymphknoten wurden entnommen. Die Lymphknotenzellen wurden anschlieend gegen CD1l1c,
CD207 und MHCII gefarbt und im FACS analysiert. Die Daten reprasentieren den Mittelwert + Standardfehler von
jeweils fiinf Mausen pro Genotyp. Statistische signifikante Unterschiede zwischen heterozygoten VHL2 ko-DCs
bzw. Kontroll-DCs sind angegeben (** p<0,01)

3.2.7 Das Aktivierungspotential von BM-DCs fir allo  gene T-Zellen wird durch einen
heterozygoten Verlust von VHL2 nicht beeinflusst

Mittels DC/T-Zell-Kokulturen wurde untersucht, inwieweit ein heterozygoter Verlust von VHL2
zu einer veranderten allogenen primaren T-Zell-Aktivierungskapazitat von BM-DCs fihrt. In
Abbildung 3.32 sind die Ergebnisse fur die jeweilige DC-Population dargestellt, wobei die
durch unstimulierte Kontroll-DCs induzierte T-Zell-Proliferation gleich eins gesetzt wurde.
Unstimulierte Kontroll-DCs besalRen ein moderates T-Zell-Stimulierungspotential. Die

Ausreifung mit LPS bewirkte eine signifikante Steigerung der T-Zell-Aktivierungskapazitat.
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Im Vergleich dazu konnten unstimulierte BM-DCs aus VHL2""°-Tieren ebenfalls allogene
T-Zellen kaum zur Proliferation anregen, obgleich eine Stimulierung mit LPS zu einer
signifikanten  Steigerung  der  T-Zellaktivierungskapazitdt  fihrte.  Wurden die
Proliferationsraten der allogenen T-Zellen, die entweder mit maturen VHL2""°.DCs oder
maturen Kontroll-DCs stimuliert wurden, miteinander verglichen, fand man keine

signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Zellpopulationen.
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Abbildung 3.32 Heterozygote VHL2 ko-DCs zeigen kein  verandertes allogenes T-Zell-

Stimulierungspotential im Vergleich zu Kontroll-DCs.

Knochenmarkszellen aus VHL2"" (Ktr) und VHL2Wke (ko) wurden mit Hilfe von GM-CSF Uiber neun Tage zu BM-
DCs differenziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag acht mit 1 ug/ml LPS fiir 24 h. Die verschiedenen DC-
Populationen wurden in Triplikaten seriell verdinnt und mit jeweils 3 x 10° T-Zellen aus BALB/cJ Mausen fur drei
Tage kokultiviert. Die T-Zell-Proliferation wurde anhand der Aufnahme von [3H]-Thymidin wahrend der letzten 16
h der Kultur gemessen. Die Daten reprasentieren den Mittelwert + Standardfehler von vier unabhangigen
Experimenten, normiert auf unstimulierte Kontroll-DCs (2 x 104). Statistische signifikante Unterschiede zwischen
(*) unstimulierten und stimulierten Kontroll-DCs bzw. ($) unstimulierten und stimulierten heterozygoten VHL2 ko-
DCs sind angegeben (* p<0,05; ** p<0,01; $s“5‘;p<0,001).

3.2.8 Heterozygote VHL2 ko-DCs veréndern das Zytoki  nprofil von allogenen T-Zellen

Wie in Abbildung 3.32 gezeigt, vermittelten VHL2""°-DCs und Kontroll-DCs eine
vergleichbare allogene T-Zell-Proliferation. Trotzdessen keine Unterschiede in der
Proliferation sichtbar waren, kann das Zytokinprofil der T-Zellen durch die verschiedenen
DC-Populationen moduliert sein. Aus diesem Grund wurden die Zytokine im Uberstand der
DC/TC-Kokulturen mittels ELISA analysiert. In Kokulturen mit unstimulierten Kontroll-DCs
bzw. VHL2""*°-DCs und allogenen BALB/cJ T-Zellen wurden vergleichbare Konzentrationen
des Thl-Markerzytokins IFN-y detektiert (Abbildung 3.33 A). Infolge der Stimulierung mit

LPS der beiden DC-Populationen wurde IFN-y nach Aktivierung der T-Zellen vermehrt
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produziert, jedoch wurden keine Unterschiede zwischen den beiden Maus-Genotypen

beobachtet.
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Abbildung 3.33 BALB/cJ T-Zellen, die mit VHL2 whko_nhes kokultiviert wurden, sekretieren tendenziell
vermehrt IL-5 und IL-10.

Knochenmarkszellen aus VHL2"" (Ktr) und VHL2"ke (ko) wurden mit Hilfe von GM-CSF Uber neun Tage zu BM-
DCs differenziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag acht mit 1 pg/ml LPS fir 24 h. Heterozygote VHL2 ko
oder Kontroll-DCs im unstimulierten und stimulierten Zustand (jeweils 2 x 105) wurden fiir drei Tage mit 3 x 10° T-
Zellen aus BALB/cJ Mé&usen in einem Volumen von 1 ml kokultiviert. Anschlie3end wurden die Kulturiiberstande
geerntet und die Konzentration von (A) IFN-y, (B) IL-5, (C) IL-10 und (D) IL-17 mittels ELISA bestimmt. Die Daten
reprasentieren den Mittelwert + Standardfehler von vier unabhangigen Experimenten. Statistische signifikante
Unterschiede zwischen (*) unstimulierten und stimulierten Kontroll-DCs bzw. ($) unstimulierten und stimulierten
VHL2""*°_DCs sind angegeben (** ** p<0,01; *** p<0,001).

Das Th2-Markerzytokin IL-5 wurde sowohl von mit unstimulierten Kontroll-DCs als auch von
mit VHL2""°-DCs stimulierten T-Zellen kaum sekretiert (Abbildung 3.33 B). Dahingegen
wiesen T-Zellen, die mit maturen Kontroll-DCs stimuliert wurden, signifikant erhéhte IL-5
Konzentrationen auf. Im Vergleich dazu wurden in den Kulturiberstanden von LPS
stimulierten, VHL2""°-DCs und T-Zellen deutlich héhere IL-5 Konzentrationen detektiert,
wobei dieser Unterschied im Vergleich zu den Kontroll-DCs nicht signifikant war. Das

ambivalente Th2/Treg-Markerzytokin IL-10 wurden in den Kokulturen von unstimulierten BM-
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DCs, aus Kontroll- bzw. VHL2""°-Tieren und BALB/cJ T-Zellen nicht nachgewiesen
(Abbildung 3.33 C). Im Gegensatz dazu induzierten mature Kontroll-DCs eine IL-10
Produktion, die wenn allogene T-Zellen mit LPS stimulierten BM-DCs aus ko Mausen
kokultiviert wurden, gesteigert wurde. Wie in Abbildung 3.33 D gezeigt, fuhrte der
heterozygote VHL2 Verlust in unstimulierten BM-DCs zu einer vermehrten IL-17 Produktion
von allogenen T-Zellen, dieser Unterschied war im Vergleich zur Kontrolle jedoch nicht
signifikant. Die Stimulation der T-Zellen mit maturen Kontroll-DCs resultierte in einer
signifikanten Steigerung der IL-17 Konzentrationen im Kulturiiberstand, wobei eine
Kokultivierung von allogenen T-Zellen mit VHL2""*°-DCs im Vergleich zu maturen Kontroll-

DCs zu keiner Veranderung der IL-17 Sekretion fuihrte.

3.2.9 Die antigenspezifische Proliferation von OT-I T-Zellen bzw. von OT-1l T-Zellen
wird durch Stimulation mit 1 ug OVA beladenen BM-DC s mit partiellem VHL2 ko
moduliert

Im n&chsten Schritt wurde die antigenspezifische Proliferation von TCR-transgenen T-Zellen
untersucht. OT-I bzw. OT-Il T-Zellen erkennen ein im Kontext von MHCI (OT-I) bzw. MHCII
(OT-1l) préasentiertes OVA-Peptid. Fur die Untersuchung wurden Knochenmarkszellen aus
VHL2"""- bzw. VHL2""*°-Mausen isoliert, zu BM-DCs differenziert und fiir 24 h mit OVA in
unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert. Die so OVA beladenen DCs wurden zusammen
mit OT-I oder OT-Il T-Zellen Uber einen Zeitraum von drei Tagen kokultiviert. Abbildung 3.34
veranschaulicht die antigenspezifische Proliferation der OT-I T-Zellen. Die Beladung der
unstimulierten BM-DCs aus Kontroll-M&usen sowie aus VHL2"*°-Mausen mit 1 pg OVA
resultierte in keiner veranderten Proliferation der OT-lI T-Zellen. Auch eine Beladung der
unstimulierten Kontroll-DCs und VHL2**°-DCs mit OVA in hoheren Konzentrationen hatte
keinen Einfluss auf die Aktivierung der T-Zellen. Eine Stimulierung der Kontroll-DCs mit LPS
und Inkubation mit 1 ug OVA fihrten zu einer signifikant héheren T-Zellaktivierungskapazitat.
Die antigenspezifische Proliferation der OT-I T-Zellen nach Aktivierung durch 1 pug OVA
beladene, VHL2"*°-DCs war gegeniiber der durch Kontroll-DCs induzierten OT-I
T-Zellproliferation geringfiigig, aber signifikant erhoht. Wurden die VHL2**°-DCs mit hoheren
Konzentrationen von OVA inkubiert, konnte die Steigerung dieser OVA-spezifischen

T-Zellaktivierungskapazitat im Vergleich zu Kontroll-DCs nicht mehr beobachtet werden.
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Abbildung 3.34 Die antigenspezifische Proliferation von OT-I T-Zellen.

Knochenmarkszellen aus VHL2"" (Ktr) und VHL2"ke (ko) wurden mit Hilfe von GM-CSF Uber neun Tage zu BM-
DCs differenziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag acht mit 1 ug/ml LPS fiir 24 h. Die Beladung der BM-
DCs mit OVA erfolgte an Tag acht, die jeweilige Konzentration ist angegeben. Nach der Kultur wurden die Zellen
zweimal gewaschen. Heterozygote VHL ko oder Kontroll-DCs im unstimulierten und stimulierten Zustand (jeweils
1x 105) wurden fiir drei Tage mit 5 x 10° T-Zellen aus OT-I Mausen in einem Volumen von 200 pl kokultiviert. Die
Daten reprasentieren den Mittelwert + Standardfehler von drei bis vier unabhéangigen Experimenten, normiert auf

maturierte Kontroll-DCs. Statistische signifikante Unterschiede zwischen (*) unstimulierten und stimulierten

Kontroll-DCs, ($) unstimulierten und stimulierten heterozygoten VHL2 ko-DCs bzw. (") Kontroll-DCs und VHL2"e.

DCs im stimulierten Zustand sind angegeben (*'$'+ p>0,05; e p<0,01; i 58 p<0,001).

Desweiteren wurde die Proliferation von OT-Il T-Zellen untersucht (Abbildung 3.35). Eine
Beladung der unstimulierten Kontroll-DCs mit 1 pg OVA resultierte in einer sehr geringen
Proliferation der OT-Il T-Zellen. Auch OVA (1 pg) beladene VHL2""™°-DCs im unstimulierten
Zustand waren nicht in der Lage OT-IlI T-Zellen zu aktivieren. OT-Il T-Zellen zeigten nach
Aktivierung durch LPS stimulierte und mit 1 pg OVA beladene Kontroll-DCs hingegen eine
signifikant gesteigerte T-Zell-Proliferation. Im Gegensatz dazu zeigten mit 1 pg OVA
inkubierte und mit LPS ausgereifte BM-DCs aus VHL2"*°-Mausen gegeniiber der
Kontrollpopulation ein signifikant verringertes T-Zellaktivierungspotential. Bei einer
Inkubation der BM-DC-Gruppen mit hoheren OVA-Konzentrationen trat dieser Unterschied

nicht auf.
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Abbildung 3.35 Die antigenspezifische Proliferation von OT-Il T-Zellen.

Knochenmarkszellen aus VHL2"" (Ktr) und VHL2"ke (ko) wurden mit Hilfe von GM-CSF Uber neun Tage zu BM-
DCs differenziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag acht mit 1 ug/ml LPS fir 24 h. Die Beladung der BM-
DCs mit OVA erfolgte an Tag acht, die jeweilige Konzentration ist angegeben. Nach der Kultur wurden die Zellen
zweimal gewaschen. Heterozygote VHL ko oder Kontroll-DCs im unstimulierten und stimulierten Zustand (jeweils
1x 104) wurden flr drei Tage mit 5 x 10° T-Zellen aus OT-Il Mausen in einem Volumen von 200 pl kokultiviert. Die
Daten reprasentieren den Mittelwert + Standardfehler von drei bis vier unabhéangigen Experimenten, normiert auf
maturierte Kontroll-DCs. Statistische signifikante Unterschiede zwischen (*) unstimulierten und stimulierten
wt/ko

Kontroll-DCs, ($) unstimulierten und stimulierten heterozygoten VHL2 ko-DCs bzw. () Kontroll-DCs und VHL2
DCs im stimulierten Zustand sind angegeben (*'$'+ p>0,05; e p<0,01; i 58 p<0,001).

3.2.10 Analyse der allergischen Atemwegsentziindung in heterozygoten VHL2 ko
Mausen

In den vorangegangen Untersuchungen wurde beobachtet, dass BM-DCs und T-Zellen
durch einen partiellen Verlust von VHL funktionale Veranderungen aufweisen. Aus diesem
Grund wurde untersucht, ob diese Veranderungen Auswirkungen auf den Verlauf von DC-
abhangigen Erkrankungen in vivo besitzen.
Der Einfluss des heterozygoten VHL2 ko auf die allergische Atemwegsentziindung wurde
mittels der Lungenfunktionsmessung analysiert (Abbildung 3.36). Hierfiir wurden die Mause
mit dem Modellallergen OVA sensibilisiert und provoziert. 48 h nach der letzten Provokation
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wurde die allergische Atemwegsentziindung anhand der Atemwegsreaktivitat und der
Bestimmung der spezifischen Immunglobulin-Konzentration im Serum analysiert.

Die intranasale Provokation von Kontroll-Mausen mit PBS resultierte mit steigenden
Methacholin-Dosen in einem Anstieg des Atemwegswiderstandes. Erfolgte die Provokation
der Kontrollmause mit dem Modellallergen OVA, fiihrte dies nach Inhalation von Methacholin
zu einer deutlich signifikanten Steigerung des Atemwegswiderstandes im Vergleich zu PBS
Kontroll-Tieren. VHL2""*°-Mause, die mit PBS provoziert wurden, entwickelten eine
Atemwegsreaktion nach Applikation von ansteigenden Methacholin-Dosen, die sich auf dem
Niveau der Kontrollmause befand. Bemerkenswerterweise fuhrte der heterozygote VHL2 ko
bei Tieren, die mit OVA sensibilisiert und provoziert wurden, zu einer weniger starken
Erhéhung des Atemwegswiderstandes nach Gabe der angegebenen Methacholin-Dosen im

Vergleich zu OVA sensibilisierten Kontrollmausen.

10 4

—@— PBSKtr
91 —O- ovAKtr +
'g 8 - —W¥— PBS Ko
© —/— OVAKo
L 7
n
)
T °]
2 _
7 5
o
O 4 -
3
£
2
<

0 T T T T T T
Grundlinie 3,125 6,25 12,5 25 50

Methacholin (mg/ml)

Abbildung 3.36 Messung des Atemwegswiderstandes nac h Sensibilisierung und Provokation mit dem
Modellantigen OVA.

VHL2" (Ktr) und VHL2YW (ko) Mausen wurden an Tagen 0, 7 und 14 mit 100 ug OVA, adsorbiert an
Aluminiumhydroxid sensibilisiert. Die Provokation der Mause erfolgte an Tag 25-27. 48 h nach der letzten
Provokation wurde die Messung der Lungenfunktion unter ansteigenden Dosen von Methacholin (3,125 — 50
mg/ml), welches in einer geschlossenen Kammer der Firma BUXCO® vernebelt wurde, durchgefihrt. Die Daten
reprasentieren den Mittelwert der Atemwegswiderstande + Standardfehler von vier unabhangig durchgefiihrten
Experimenten. Statistische signifikante Unterschiede zwischen (*) OVA sensibilisierten und PBS sensibilisierten

Kontroll-Mausen bzw. () OVA sensibilisierten Kontroll- und VHL2" -Mausen sind angegeben (* * p>0,05).
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Wie in Abbildung 3.37 gezeigt, hat der heterozygote ko von VHL eine Auswirkung auf die
Ausbildung einer allergischen Atemwegsentziindung. Als ein weiterer Parameter wurden die
Immunglobuline im Serum der Tiere analysiert. Eine Immunisierung mit PBS hatte eine
geringe Bildung von OVA-spezifischem IgE zur Folge (Abbildung 3.37). Durch
Immunisierung mit dem Modellallergen OVA stieg die OVA-spezifische IgE-Produktion in
Kontrollmausen stark an. VHL2"™*°-M&use zeigten eine geringere IgE-Produktion als
Kontrollméuse. Eine 1gG1/lgG2a-Produktion in PBS-immunisierten Tieren konnte nicht
beobachtet werden. Infolge einer Sensibilisierung mit OVA kommt es in Kontrolltieren zu
einer starken Induktion der OVA-spezifischen 1gG1- bzw. IgG2a-Produktion. Wahrenddessen

zeigen VHL2""°_Tieren in der Tendenz eine héhere IgG1-Produktion.
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3.2.11 Generierung von Mausen mit heterozygotem VHL 1 ko

Die Generierung des Mausstammes VHL1 wurde bereits von Haase et al.**

publiziert.
Dieser Mausstamm ist gekennzeichnet durch loxP-Stellen, die den Genpromotor und Exonl
flankieren. Durch Verwendung einer Cre-Rekombinase kann durch Rekombination VHL
deletiert werden. Wie schon im Kapitel 3.2.1 beschrieben, flhrt der homozygote Verlust von
VHL zu embryonalen Letalitat. Aus diesem Grund wurden ActinCre Mause, die das Wildtyp-
Allel von VHL (VHL1"™) tragen mit homozygot gefloxten VHL1 (VHL1") Mausen verpaart,

um einen heterozygoten VHL1 ko (VHL1""°) zu erzeugen (Abbildung 3.38).

ActinCre ActP Cre Recombinase -
D Eod— = 3 D—{Eonz]
VHL A" VHL1

.
D' ST S T S T S D TR | S T S T
>

ActinCre

o
3
3
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3
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8

VHL1"/

Abbildung 3.38 Kreuzungsschema zur Generierung von heterozygoten VHL1 ko Mausen.
Fur die Generierung von Mausen mit einem partiellen VHL1 ko wurden Actin-Cre Mause, die die Wildtyp-Allele
von VHL (VHL1""™) tragen mit gefloxten VHL Exon1 (VHL1"") Mausen verpaart.

Zur Typisierung der Mause wurde aus Ohrbiopsien gDNA gewonnen und mittels einer
spezifischen PCR der lox out von Exon 1 nachgewiesen. Zum Nachweis der Deletion von
Exon 1 in Zellen wurde aus den kultivierten BM-DCs eines jedes Experimentes die gDNA
isoliert und im Anschluss die spezifische PCR durchgefihrt. In Abbildung 3.39 ist eine solche
Typisierungs-PCR dargestellt. Die Kontrollen wurden von der AG Zabel bezogen. Die
Oligonukleotid-Kombination F1 (sense) und R1 (antisense) weisen den ko nach, wahrend die
Kombination F2 (sense) und R1 (antisense) den Nachweis fur die gefloxten Allele erbringen.
Heterozygot gefloxte vliko weisen eine Doppelbande fir F2 & R1 auf, die obere Bande
kennzeichnet das gefloxte Allel und die untere Bande das Wildtyp-Allel. Homozygot gefloxte
VHL1 besitzen eine Bande fir F2 & R1 mit einer Grof3e von ca. 400 bp. Mause mit einer
heterozygoten Deletion des Exonl von VHL besitzen fur F2 & R1 die Wildtyp-Bande (ca. 300
bp) und zusatzlich fur die F1 & R1 eine Bande, die ungefahr 250 bp lang ist. Die in der
Abbildung 3.39 sichtbare Bande (gekennzeichnet durch *) zwischen 500 bp und 1000 bp ist

ein unspezifisches Nebenprodukt der PCR. Die Probe eins weist einen heterozygoten ko fir
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Exonl auf, wahrend die Proben zwei, drei und vier heterozygot gefloxt sind und somit ein

gefloxtes Exon 1-Allel und ein Wildtypallel besitzen.

Kontrollen VHL1 o Proben
- - * *
bt TR & - -
00 :: = - - L. e — — - - -
1 T 2 S T 2 B I R [ - (1 RN > S I 2.
wit/fl fl/fl wt/A H20 1 2 3 4

Abbildung 3.39 Nachweis des heterozygoten VHL1 ko.

Fir die Typisierung wurde aus Ohrbiopsien genomische DNA isoliert oder aus kultivierten Zellen gewonnen und
mittels PCR und spezifischen Oligonukleotiden der Nachweis des partiellen VHL1 ko durchgefihrt. F1
kennzeichnet das Oligonukleotid-Paar F1 (sense) & R1 (antisense), das die ko—Bande darstellt, wahrend F2 fiir
das Oligonukleotid-Paar F2 (sense) & R1 (antisense) steht, das die Wildtyp-Bande und die Bande fiir das gefloxte
VHL Exonl darstellt. Die Probe 1 weist einen heterozygoten VHL1 ko auf, die Proben 2, 3 und 4 sind heterozygot
VHL Exonl gefloxt. * Bande ist ein unspezifisches Nebenprodukt der PCR.

3.2.12 Phanotypische Analyse von heterozygoten VHL1 ko-DCs

Wie in Kapitel 3.2.4 beschrieben, spielt die Oberflachenexpression der Molekile MHC, CD86
und CD80 von DCs bei der Aktivierung von T-Zellen eine wesentliche Rolle. Aus diesem
Grund wurde der Einfluss der Deletion von Exon 1 von VHL auf die Expression der
vorgenannten Oberflachenmolekiile untersucht. Hierfir wurde aus heterozygot gefloxten
VHL1 (Kontrollmausen) und heterozygoten VHL1 ko Mausen Knochenmark isoliert und
daraus BM-DCs generiert. Die Expression von MHCII, CD80 und CD86 wurde mittels
Durchflusszytometrie analysiert und ist in Abbildung 3.40 dargestellt. Unstimulierte BM-DCs
aus Kontrollmausen exprimierten die eben genannten Molekile auf einem niedrigen Niveau.
Erst durch die Ausreifung mit LPS wurden sowohl MHCII, als auch die kostimulatorischen
Molekiile CD80 und CD86 vermehrt auf der Oberflache der Zellen exprimiert (Daten nicht
dargestellt). Um Unterschiede zwischen Kontroll-DCs und VHL1"*°-DCs besser
darzustellen, wurden die Oberflachenexpression der Kontroll-DCs gleich 100 % gesetzt. Die
Expression von MHCII auf unstimulierten BM-DCs wurde durch den partiellen Verlust von
VHL1 nicht beeinflusst. Die reifungsbedingte erhdohte Expression von MHCII von Kontroll-
DCs unterschied sich nicht signifikant von VHL1"Y™°-DCs. Die Expression der
kostimulatorischen Molekille CD80 und CD86 von VHL1""°-DCs bleibt im Vergleich zu

Kontroll-DCs unverandert, unabhangig von Maturierungsstatus.

102



ERGEBNISSE

g 200 MHCH Abbildung 3.40 Oberflachenexpression
o
% 150 1 der kostimulatorischen Molekille und
R g MHCII von heterozygoten VHL1 ko-DCs.
£¥
s 100 Knochenmarkszellen aus VHL1"" (Ktr)
=
T 50l und VHL1" (ko) wurden mit Hilfe von
g GM-CSF iber 9 Tage zu BM-DCs
S differenziert. Die Ausreifung der Zellen
erfolgte an Tag 8 mit 1 yg/ml LPS fiir 24 h.
@ 200 : i - i
8 cD86 ! Die Expression der Molekile MHCII, CD80
= 150 und CD86 wurden mittels Durchfluss-
,\°‘g zytometrie  analysiert. Die relativen
é; 100 I Anderungen der Oberflachenexpression
Eg sind als mean flourescence intensities
© 50 .
E (MFI) dargestellt. Die MFIs der Kontroll-
g 0 DCs wurden gleich 100% gesetzt. Die
Daten reprasentieren den Mittelwert +
8 200 Standardfehler von zwei unabhangigen
o CD80
% Experimenten.
5 150 1 |
ok |
£x 1
p— ] T
% (::“ 100 i
= i
2 |
E 50 1 !
g |

] Ktrimm Hl Ktr mat
[0 Koimm Ko mat

3.2.13 Die Migration von heterozygoten VHL1 ko-DCs unterscheidet sich nicht
signifikant von Kontroll-DCs

Das Migrationsverhalten in vitro von unstimulierten und stimulierten BM-DCs von VHL1"""-

bzw. VHL1"™°-Mausen wurde in 3D Kollagengelen untersucht (Abbildung 3.41).
Unstimulierte Kontroll-DCs zeigten ein moderates Migrationsverhalten. Ein &hnliches
Verhalten wurde auch fiir unstimulierte VHL1""°-DCs beobachtet. Eine Ausreifung der BM-
DCs aus Kontrollméusen und aus VHL1""°-Mausen fiihrte zu einer signifikanten Steigerung
der Geschwindigkeit und der Distanz, die die DCs im Gel zurticklegten. Durch den partiellen
VHL1 ko wurde die Geschwindigkeit der maturen BM-DCs im Vergleich zu maturen Kontroll-
DCs nicht verandert. VHL1""°-DCs konnten hingegen eine tendenziell langere Strecke im

Gel zurticklegen.
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Abbildung 3.41 Der partielle Verlust von VHL hat kein  en signifikanten Einfluss auf die Migration in vivo.

Knochenmarkszellen aus VHL1"" (Ktr) und VHL1"ke (ko) wurden mit Hilfe von GM-CSF Uber neun Tage zu BM-
DCs differenziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag acht mit 1 pg/ml LPS fir 24 h. Es wurden 3D
Kollagen Matrizen, die jeweils 3 x 10° DCs enthielten, prapariert und die Bewegungen der verschiedenen
Zellpopulationen im Bezug auf Geschwindigkeit und Distanz Uber einen Zeitraum von sechs Stunden im Zeitraffer
mit einem Olympus BX61 Mikroskop mit einer UAPO Linse (20x/340, NA 0.75) beobachtet. Die Bilder wurden alle
2 min von einer FView Kamera aufgenommen und mit der Software Cell® analysiert. Die Daten reprasentieren
den Mittelwert + Standardfehler von zwei unabhangigen Experimenten, was 64-84 individuell analysierten Zellen
pro Population entspricht. Statistische signifikante Unterschiede zwischen (*) unstimulierten und stimulierten
Kontroll-DCs, ($) unstimulierten und stimulierten VHL1***°-DCs sind angegeben (* p<0,05; it p<0,01; *** p<0,001).

3.2.14 Heterozygote VHL1 ko-DCs weisen kein verande rtes T-Zellaktivierungspotential
auf

Ob die T-Zell-stimulatorische Funktion der BM-DCs durch den partiellen ko von VHL
verandert wird, wurde mittels einer MLR {berprift. Hierfir wurden aus Knochenmark-
Vorlauferzellen von VHL1""*°-bzw. VHL1"""-M&usen BM-DCs generiert und in verschiedenen
Verhéltnissen mit allogenen T-Zellen aus BALB/cJ Mausen kokultiviert. Die Proliferation der
T-Zellen wurde Uber den Einbau von tritiummarkierten Thymidin in die DNA gemessen. In
Abbildung 3.42 sind die Ergebnisse der MLR dargestellt. Die durch 2 x 10* mature Kontroll-
DCs induzierte T-Zellproliferation wurde gleich 100 % gesetzt. Wahrend unstimulierte
Kontroll-DCs ein geringes Potential aufwiesen, allogene T-Zellen zu aktivieren, sind mit LPS
ausgereifte Kontroll-DCs in der Lage eine hohe T-Zell-Proliferation zu induzieren. VHL1"-
DCs zeigten eine vergleichbare T-Zellproliferation. Im unstimulierten Zustand wiesen die
VHL1""™°-DCs ein &hnlich moderates T-Zellaktivierungspotential wie unstimulierte Kontroll-
DCs auf.
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Abbildung 3.42 Der heterozygote ko von VHL Exon 1 be einflusst das T-Zellaktivierungspotential von
BM-DCs bei hohen DC/T-Zell-Verhaltnissen.

Knochenmarkszellen aus VHL1"" (Ktr) und VHL1"ke (ko) wurden mit Hilfe von GM-CSF Uber neun Tage zu BM-
DCs differenziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag acht mit 1 ug/ml LPS fiir 24 h. Die verschiedenen DC-
Populationen wurden in Triplikaten seriell verdinnt und mit jeweils 3 x 10° T-Zellen aus BALB/cJ Mausen fur drei
Tage kokultiviert. Die T-Zell-Proliferation wurde anhand der Aufnahme von [3H]-Thymidin wahrend der letzten 16
h der Kultur gemessen. Die Daten reprasentieren den Mittelwert + Standardfehler von vier unabhéangigen
Experimenten, normiert auf stimulierte Kontroll-DCs. Statistische signifikante Unterschiede zwischen (*)
unstimulierten und stimulierten Kontroll-DCs bzw. ($) unstimulierten und stimulierten heterozygoten VHL1 ko-DCs
bzw. (*) Kontroll-DCs und heterozygoten VHL1 ko-DCs im stimulierten Zustand sind angegeben (*’$'+ p<0,05; w39
p<0,01; %% p<0,001).

Zusammenfassend betrachtet, hat der partielle Verlust von VHL Exon2 einen Einfluss auf die
Funktion und den Phanotyp von DCs. Von besonderem Interesse ist jedoch, dass in dieser
Arbeit gezeigt werden konnte, dass VHL2""-Mause eine weniger stark ausgepragte
Atemwegsreaktion ausbilden als Kontrollmause. Die Ergebnisse der Analysen mit VHL1""°-
DCs zeigen ebenfalls, dass der Einfluss von VHL auf die Funktion und den Phénotyp von

BM-DCs gering ist.
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4 Diskussion

4.1 Chemotherapeutika und ihre Wirkung auf DCs

Bei der Initiierung und Modulierung von Immunantworten besitzen DCs als professionelle

APCs eine bedeutende Schliisselrolle*

. Immature DCs fungieren als immunologische
Sensoren, die vor potentiell gefahrlichen Mikroorganismen warnen, die sie entweder direkt
durch mikrobielle Komponenten oder durch (Gefahren-)Signale, die vom angeborenen
Immunsystem gesendet werden, erkennen'*. Immature DCs dekodieren und integrieren
diese Signale und leiten die Informationen an adaptive Immunzellen weiter'*®. Somit ist die
Art der adaptiven Immunantwort stark von der Natur der DC-aktivierenden Stimuli
abhangig*.

Unter homdostatischen Bedingungen residieren DCs im peripheren Gewebe und in
lymphoiden Organen, wobei einige DC-Subpopulationen auch im Blut zirkulieren'*.
Immature DCs besitzen die Fahigkeit Antigene aus ihrer Umgebung aufzunehmen und zu
prozessieren*. Nach Kontakt mit PAMPs bzw. DAMPs oder auch proinflammatorischen
Zytokinen, die von Zellen im umgebenen Mikromilieu sekretiert werden, migrieren hierdurch
aktivierte DCs in die sekundaren lymphoiden Organe. Mit der induzierten Ausreifung geht ein
Verlust der Phagozytosekapazitat, eine starke Aufregulation der Oberflachenexpression von
MHC Molekilen und kostimulatorischen Rezeptoren (CD80, CD86), sowie die Sekretion von
Zytokinen einher'®®. In den sekundéren lymphoiden Organen prasentieren DCs das
prozessierte Antigen im Kontext von MHCI- bzw. II-Molekilen naiven T-Zellen. Diese
Interaktion fahrt zur terminalen Maturierung der DCs, die letztendlich zu weiterer Expansion
und Differenzierung von T-Zellen zu T-Effektorzellen wie z.B. T-Helferzellen fihrt und auf
diese Weise primare Immunantworten induziert'’>.

DCs spielen nicht nur bei der Immunabwehr gegen Pathogene eine grol3e Rolle, sondern sie
sind ebenso unerlasslich in der Generierung von Antitumorantworten. DCs sind der Lage
Tumore zu infiltrieren'®®. Dort nehmen sie Tumorantigene auf und induzieren die
Differenzierung von CTLs'"®. Tumorzellen exprimieren Tumorantigene im Kontext von MHCI-
Molekilen auf ihrer Oberflache. Dabei wird unterschieden zwischen spezifischen
Tumorantigenen, die auch als Neoantigene bezeichnet werden und tumorassoziierten
Antigenen®*. Neoantigene, die durch Genmutationen entstehen, werden im Gegensatz zu
tumorassoziierten Antigenen nur von Tumorzellen exprimiert'”. Tumorassoziierte Antigene
werden sowohl von Tumorzellen als auch von korpereigenen Zellen exprimiert, wobei die
Antigendichte auf der Oberflache von Tumorzellen gegeniber gesunden Zellen deutlich

erhoht ist1242,

Aufgrund der hohen Expressionsfrequenz auf Tumorzellen und der
Beschaffenheit der Tumorantigene kénnen CTLs Tumorzellen erkennen und eliminieren®*,
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Gegen Tumore existieren zahlreiche Behandlungsmdglichkeiten. Neben operativen
Eingriffen gehodren Strahlentherapie, Hormontherapie und Chemotherapie mittlerweile zu den
Standardtherapien bei vielen Tumorerkrankungen. Nicht nur die Kontrolle des Wachstums,
sondern auch die Induktion einer langanhaltenden und vor allem spezifischen Antitumor-
Immunantwort gegen den Priméartumor, Rezidive und Metastasen ist perspektivisch das
Hauptziel einer effektiven Immun-Tumortherapie®**.

Fir metastasierende Tumore ist die Chemotherapie die bevorzugte Behandlung™®*%°.
Basierend auf ihrer zytotoxischen Wirkung und ihrem antiproliferativen Effekt kdnnen
chemotherapeutische Agenzien Tumorzellen abtéten und somit eine Regression des Tumors
bewirken'®. Aufgrund ihrer Wirkungsweise und Zytotoxizitat werden Chemotherapeutika oft
als Immunsuppressoren beschrieben. Mittlerweile ist jedoch bekannt, dass einige Agenzien
Antitumor-Immunantworten induzieren kénnen'®. Die Entwicklung von Tumoren korreliert
oftmals mit dem Auftreten von Tumortoleranz, welche den Tumor vor einer Absto3ung durch
das Immunsystem bewahrt und die Effizienz einer Immuntherapie verhindert'®®. Tumorzellen
induzieren dabei die Proliferation und die lokale Akkumulation von immunsuppressiven
Zellen wie MDSCs oder Tregs. Desweiteren induzieren Tumorzellen die Expansion von
immaturen myeloiden Zellen und die Entstehung einer T-Zell-Dysfunktion, die durch einen
Verlust bzw. eine verminderte Expression des TCR, eine Inhibition der T-Zell-Kostimulation
und eine verminderte IFN-y-Produktion charakterisiert ist'®3%*. Aufgrund des Eingreifens
vieler Antitumor-Agenzien in die molekularen und zellularen Mechanismen, die die Ursache
einer tumorinduzierten Toleranz sind, kann es zu einer Wiederherstellung einer effizienten
Immunantwort kommen. Letztendlich kann dieses Remodellieren des Immunsystems zu
einem therapeutischen Erfolg einer Chemotherapie beitragen*®®.

Angesichts der elementaren Rolle von DCs als Ausléser einer nachhaltigen Antitumor-
Immunantwort ist es notwendig, den Einfluss von Antitumor-Agenzien auf die DC-
Differenzierung und -Aktivierung zu untersuchen. Im ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit
wurden aus diesem Grund die Effekte der Chemotherapeutika TPT und GA auf humane Mo-

DCs untersucht.
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4.1.1 Der Effekt von TPT auf Phanotyp und Funktion  von Mo-DCs

TPT ist ein semi-synthetisches Alkaloid-Derivat von Camptothecin, das in dem asiatischen
Baum Camptotheca acuminata vorkommt. TPT fungiert als potenter Inhibitor der Top 1?*®, die
als intranukledres Enzym eine Schlusselrolle bei der Replikation, Transkription und beim
Reparaturmechanismus der DNA spielt?*’. Top | bindet an spezifische Regionen der DNA
und induziert somit die Relaxation der supercoiled DNA®'. Dabei wird ein sogenannter
cleavable complex (Spaltkomplex) gebildet. Es erfolgen Einzelstrangbriiche der DNA und
anschliel3end die Wiederherstellung der DNA-Struktur. TPT bindet an den cleavable complex
und induziert Doppelstrangbriiche, die nicht repariert werden kénnen und letztendlich zu
Apoptose und Zelltod fithren®.

Da TPT bei vielen verschiedenen Tumoren als Chemotherapeutikum eingesetzt wird®#®2%
wurden in dieser Arbeit zunéchst die zytotoxische Wirkung und der antiproliferative Effekt
von TPT auf zwei immortalisierte Zelllinien experimentell bestatigt. Die verwendeten
Konzentrationen von TPT entsprachen dabei den Serumkonzentrationen von Patienten, die
eine Chemotherapie absolvieren®??%3, Es zeigte sich, dass TPT in diesem Konzentrations-
bereich keinen Einfluss auf die Lebensfahigkeit von Mo-DCs besitzt. Grund hierfur kénnte die
fehlende Fahigkeit differenzierter DC zur Proliferation sein®.

Interessanterweise zeigten unstimulierte DCs, die mit TPT in therapeutisch relevanten Dosen
behandelt wurden, eine héheres T-Zellstimulierungspotential als unbehandelte Kontroll-DCs.
Damit Ubereinstimmend fihrte die Behandlung von DCs mit dem Antitumor-Agens zu einer
Aufregulation der Expression von HLA-DR und der kostimulatorischen Molekiile CD80, CD83
und CD86. Auf der anderen Seite interferierte TPT mit der phanotypischen und funktionalen
Ausreifung von DCs die mit einem Reifungscocktail stimuliert wurden. Die partiell inhibierte
Aufregulation der kostimulatorischen Molekile und dartber hinaus die verminderte Sekretion
des Typl-Markerzytokins IL-12%** im Vergleich zu stimulierten Kontroll-DCs reflektierten eine
verringerte Ausreifung der DCs nach Koapplikation von TPT und Reifungscocktail. In
Ubereinstimmung mit der TPT-abhangigen Inhibition der DC-Aktivierung konnte eine
Hypoproliferation kokultivierter allogener CD4" T-Zellen beobachtet werden.

Infolge der Behandlung mit TPT wiesen unstimulierte DCs eine hdhere migratorische
Aktivitdt auf, die der vermehrten Emigration aus der Peripherie zu den drainierenden
Lymphknoten dienen und somit die T-Zellaktivierung unterstiitzen kénnte. DCs, die in
Gegenwart von TPT stimuliert wurden, zeigten im Gegensatz zu unbehandelten, stimulierten

DCs eine verminderte Migrationsfahigkeit und dariber hinaus eine verringerte T-

Zellstimulierungs-kapazitat. Ebenso konnten Lin et al.®®®> und Nakashio et al.®® eine

Modulation der Zellmigration durch TPT beobachten.
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Ubereinstimmend mit dem differenziellen Aktivierungsstatus von TPT-behandelten DCs
wurde in der vorliegenden Arbeit eine unterschiedliche Expression des
Aktinbiindelungsprotein Fascin beobachtet. Fascin wird reifungsinduziert von DCs exprimiert
und ist ein entscheidender Regulator von DC-Migration und DC/T-Zell-Interaktionen®®%2"#>7,
Neben der essentiellen Reorganisation des Zytoskeletts ist die Freisetzung von
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) fiir die Zellmigration ebenso von Bedeutung®®. MMPs
gehdren zur Familie der Endopeptidasen, die die Spaltung von Peptidbindungen in Proteinen
katalysieren und so extrazellulare Matrix abbauen konnen. Dadurch werden

29 Trotz Unterschiede in der

Gewebeerneuerungen gefordert und Zellmigration reguliert
Zellmigration und Expression von Fascin wurde die Expression der MMP-2, -9 und -14 durch
eine Behandlung mit TPT nicht beeinflusst (Daten nicht gezeigt).

Aufgrund des Einflusses von TPT auf den Immunphanotyp und die Funktion der Mo-DCs
wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, inwieweit die fir die DC-Entwicklung
entscheidenden Signalwege durch die Behandlung mit TPT modifiziert sind. Ein wichtiger
Aspekt hierbei ist, dass bewusst der Fokus auf einen relativ spaten Zeitpunkt (zwei Tage
nach TPT Behandlung) fir die Analysen der Signalwege gelegt wurde, um eine
Langzeitbehandlung, wie sie in der Klinik angewendet wird, nachzuempfinden. Es wurde
gezeigt, dass TPT die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB in Tumorzellen induzieren
kann®®. Angesichts der Bedeutung von NF-kB-Familienmitgliedern fiir die Transkription von

Genen, die bei der Maturierung von DCs eine Rolle spielen®!

und ausgehend von dem
Befund, dass TPT-behandelte DCs partiell aktiviert sind, wurden die Effekte dieses
Antitumor-Agens auf die Expression von NF-kB analysiert. Es zeigte sich, dass in
unstimulierten Mo-DCs die Expression von NF-kB durch Gabe von TPT nicht verandert
wurde. Die Koapplikation von TPT und dem Reifungscocktail fihrte zu einer Verminderung
der reifungsassoziierten Steigerung der Proteinexpression von p65 und RelB. Aktives NF-kB
transloziert in den Nukleus, wo es die Transkription von Zielgenen initiiert”®. TPT beeinflusst
diese Translokation nicht. Die phéanotypischen und funktionalen Verdnderungen von TPT-
behandelten DCs korrelieren im Vergleich zu unbehandelten Kontroll-DCs mit dem
detektierten partiellen Einfluss von TPT auf die maturierungsbedingte Aufregulation der
Expression einiger NF-kB-Mitglieder. Die nukledre Translokation und Aktivierung von NF-kB
wird durch eine Familie von inhibitorischen Proteinen, den IkBs, kontrolliert?®®. Sie
interagieren im Zytosol mit NF-kB-Dimeren und verhindern so deren Translokation in den
Nukleus®*. Tatsachlich zeigten stimulierte Kontroll-DCs ein hohes Proteinniveau des NF-kB-
Antagonisten IkBa im Vergleich zur Proteinmenge von NF-kB, wahrend TPT-behandelte,
stimulierte DC eine etwas geringere Menge des IkBa-Protein aufwiesen. Ahnlich wie diese

Beobachtungen zeigte Scott et al., dass eine Uberexpression von NF-kB in lymphoiden

109



DISKUSSION

Zellen zu einem erhdhten endogenem IkBa-Proteinlevel fiihrt?®*. Der stimulierende Effekt von
TPT auf unstimulierte DCs scheint nicht durch NF-kB vermittelt zu werden.

In weiteren Studien wurde gezeigt, dass nicht nur NF-kB, sondern auch die Mitglieder der
MAPK-Familie ERK1/2, SAPK/INK und p38 fur die Regulierung und Modulierung der DC-
Maturierung und -Funktion relevant sind**>?*°, Unabhéngig vom Maturierungsstatus hatte die
Behandlung mit TPT keinen Einfluss auf die Expression und Aktivierung von MAPK in Mo-
DCs. Eine weitere Signalkaskade, die bei Differenzierung, Uberleben und Maturierung von
DCs eine positive Rolle spielt, ist der PI3BK-AKT-Signalweg®’®?"*. In der vorliegenden Arbeit
wurden in unstimulierten DCs nach Behandlung mit TPT keine verdnderten Mengen von
phosphorylierten AKT detektiert. Im Gegensatz dazu fihrte die Koapplikation von TPT mit
dem Reifungscocktail zu einem geringflgig reduzierten Proteinlevel von phosphoryliertem
AKT in stimulierten DCs verglichen mit unbehandelten, stimulierten DCs. Da sich im
Ergebnis gezeigt hat, dass eine Langzeitbehandlung von stimulierten Mo-DCs mit TPT einen
differentiellen Effekt auf die AKT-Aktivitdt besitzt, kann angenommen werden, dass die
Kinase von TPT reguliert wird. Somit werden die Veranderungen im Phanotyp und Funktion
der stimulierten DCs nach Behandlung mit dem Antitumor-Agens moglicherweise von AKT
vermittelt.

Durch seine Wirkungsweise beeinflusst TPT die Aktivitat des Transkriptionsfaktors HIF-1%.
Bei Sauerstoffmangel akkumuliert HIF-la im Zytoplasma, dimerisiert mit HIF-1p und
transloziert in den Nukleus, wo es die Transkription von Genen induziert, die in die
Regulierung des Zellmetabolismus, der Angiogenese, der Erythropoese, der pH-Homdostase
und des Zelliiberlebens involviert sind*?"?. Da HIF von vielen Tumoren (berexprimiert wird,
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stellt es einen interessanten (immun)therapeutischen Ansatz dar“*". Weiterhin wurde gezeigt,

274275 Ein Ziel dieser Arbeit war es zu

dass HIF einen Beitrag zur DC-Aktivierung leistet
ermitteln, inwieweit TPT einen Einfluss auf die HIF-Expression in DCs besitzt. Im
Unterschied zu Jantsch et al.?”® konnte eine HIF-Expression in DCs nicht detektiert werden
(Daten nicht gezeigt), so dass die HIF-Aktivitat in einer DC-Zelllinie (XS52) mittels eines
Luciferase-Reporterassays, der freundlicherweise von Dr. M. Bros durchgefiihrt wurde,
analysiert wurde. Dabei waren die XS52 zuvor mit einem HIF-responsiven Luciferase-
Reporter transfiziert worden. Es zeigte sich, dass TPT keinen Einfluss auf die HIF-abhangige
Luciferase-Aktivitat besald (Daten nicht gezeigt), was wiederum ein Hinweis sein koénnte,
dass diese Wirkungsweise von TPT keine entscheidende Rolle bei DCs spielt.

DCs kénnen Immunantworten modulieren. Die Polarisierung der T-Zellen ist durch ein

14027628 |In verschiedenen Studien

distinktes Muster an Effektorzytokinen gekennzeichnet
wurde beschrieben, dass bei Krebspatienten das Th1/Th2 Verhaltnis nicht im Gleichgewicht

ist.
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Im Vergleich zu gesunden Probanden werden typische Thl-Zytokine wie z.B. IFN-y von
Krebspatienten nur in geringem MalRe exprimiert, wahrend Th2-Markerzytokine wie z.B. IL-5
unveréandert bleiben oder in groRerem Umfang produziert werden®”*?®!, In der vorliegenden
Arbeit fihrte eine Applikation von TPT wahrend der DC-Ausreifung zu einem gesteigerten IL-
5/IFN-y Ratio in DC/T-Zell-Kokulturiiberstdnden verglichen mit Kokulturen, die stimulierte
Kontroll-DCs enthielten. IL-12 wird als wichtigster Induktor von Th1-Zellen beschrieben'®.
Die Tatsache, dass im Zuge einer Behandlung mit TPT stimulierte DCs weniger IL-12
produzierten, steht im Einklang mit einem erhdhten IL-5 Gehalt in T-Zell-Kokulturen mit TPT-
behandelten, stimulierten DCs und dadurch mit einer Verschiebung der T-Zell-Polarisierung
in Richtung Th2?’®. Weiterhin unterstiitzen die erhéhten Mengen des Thil-supprimierenden
Zytokins IL-10 in den DC/T-Zell-Kokulturen mit TPT-behandelten, stimulierten DCs die These
der Th2-Polarisierung. Die durch TPT-behandelte, stimulierte DCs induzierte T-Zellhypo-
proliferation korreliert mit dem Befund, dass vermehrt IL-10 in den DC/T-Zellkokulturen mit
TPT-behandelten, stimulierten DCs detektiert wurde. Moglicherweise wurden durch diese

DC-Population IL-10 produzierende Tregs induziert?®*2%,

4.1.2 Der Effekt von GA auf Phanotyp und Funktionv ~ on Mo-DCs

HSP90 ist ein ubiquitér exprimierter Chaperon-Komplex, der bei der Faltung, Maturierung
und Stabilisierung einer Vielzahl zellularer Proteine beteiligt ist?®®>. HSP90 beeinflusst die
Aktivitat von zahlreichen Proteinen, die vor allem in die Signaltransduktion,
Zellzykluskontrolle, Transkription und Viabilitat involviert sind®®. In der Literatur wird
beschrieben, dass HSP90 aufgrund seiner zentralen Rolle bei Zellwachstum und -lberleben
in Tumorzellen vermehrt exprimiert wird®’. Ebenso wurde gezeigt, dass aus malignen Zellen
isoliertes HSP90 eine signifikant erhohte ATPase-Aktivitat und ATP-Bindeaffinitat aufweist
als HSP90 normaler Zellen®®. Diese Eigenschaften machen HSP90 zu einem interessanten
Ziel in der Tumortherapie.

GA war das erste benzochinoide Ansamycin-Antibiotikum aus Streptomyces hygroscopius,
das 1970 identifiziert wurde®. GA bindet an die N-terminale ATP-bindende Domé&ne von
HSP90 und inhibiert so dessen ATP-abhangige Chaperon-Aktivitat*®®. In Anwesenheit von
GA wird die Chaperon-Funktion von HSP90 unterbunden und nicht korrekt gefaltete Proteine
werden durch einen Ubiquitin-abhangigen, proteasomalen Mechanismus rapide
degradiert®®. Aufgrund der Bindung an HSP90 und die damit einhergehende Inhibition von

dessen Funktion besitzt GA eine hohe Antitumor-Aktivitat>*.
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Entsprechend der zytotoxischen Wirkung auf Tumorzellen zeigte GA in dieser Arbeit
ahnliche Effekte auf Mo-DCs. Unabhéngig davon, ob DCs unstimuliert blieben, oder
gleichzeitig mit dem Reifungscocktail stimuliert wurden, war die DC-Vitalitat
konzentrationsabh&ngig durch GA beeintréachtigt. In ihrer Studie zeigten Du et al.***, dass GA
die Proliferation von HelLa-Zellen hemmt und Apoptose in diesen Zellen induziert, indem es
die Transkription und Expression des anti-apoptotisch wirkenden Gens B-cell lymphoma-2
(Bcl-2) herabsetzt®®?. Desweiteren ist Bcl-2 auch in die Regulierung der Lebensdauer von
DCs involviert’®. Neben Bcl-2 gehért auch AKT, welches ebenso die DC-Lebensspanne
kontrolliert, zu den sogenannten client Proteinen von HSP90%?"°?%2%_ Eine Inhibierung der
HSP90-AKT-Bindung fuhrt zur einer Dephosphorylierung und einer damit verbundenen
Inaktivierung des Proteins®®’. Dies kénnte den Einfluss von GA auf die Vitalitit der DCs
erklaren. Allerdings konnten Bae und Kollegen®®® keine zytotoxische Wirkung des Antitumor-
Agens bei 1 uM auf Mo-DCs nachweisen. Im Unterschied zur vorliegenden Arbeit wurde von

Bae et al.>®®

jedoch die Viabilitat mittels Trypanblau-Farbung und AnnexinV-PI-Farbung
untersucht.

Um nachteilige Effekte auf die Viabilitit der DCs zu vermeiden, wurde eine GA-
Konzentration von 0,1 uM gewahlt, welche zehnfach geringer war als die von Bae und
Kollegen®®. Dabei korrespondierte die in dieser Arbeit gewéhlte Konzentration des HSP90-
Inhibitors mit den Serumkonzentrationen von Patienten, die im Verlauf einer Tumortherapie
mit GA-abgeleiteten/verwandten HSP90-Inhibitoren behandelt wurden®®#%°.

Im unstimulierten Zustand zeigten GA-behandelte DCs deutliche Unterschiede hinsichtlich
der Expression ihrer Oberflachenmolekile gegeniiber Kontroll-DCs. Wahrend die
Oberflachenexpression von CD80 nach Applikation des Agens herunter reguliert wurde,
erhohte sich die Expression von HLA-DR, CD83 und CD86 auf GA-behandelten,
unstimulierten DCs im Vergleich zu unstimulierten Kontroll-DCs signifikant. Im Gegensatz

dazu beobachteten Bae et al.?®®

eine deutliche Verminderung der Oberflachenexpression
von HLA-Molekilen sowie der kostimulatorischen Molekile nach Behandlung von
unstimulierten Mo-DCs mit GA.

Unstimulierte DCs sind darauf spezialisiert, Antigene aus ihrer Umgebung tber verschiedene
Mechanismen aufzunehmen und diese Fahigkeit im Zuge einer Ausreifung zu verlieren®®.

Sowohl in dieser Arbeit, als auch in der Arbeit von Bae et al.>®

wurde gezeigt, dass die
Behandlung mit GA zu einer Verminderung der Endozytose-Kapazitat fihrte. Dieser Befund
unterstitzt die These, dass unstimulierte DCs nach Gabe von GA partiell aktiviert werden.
Wahrend Bae und Kollegen®*® ein vermindertes T-Zellstimulierungspotential fiir unstimulierte
DCs nach Behandlung beobachteten, wurde in dieser Arbeit die Fahigkeit der unstimulierten
DCs, eine T-Zellproliferation zu induzieren, nach GA-Behandlung erhoht. Die erhéhte

Expression der DC-Aktivierungsmarker und das gesteigerte T-Zellstimulierungspotential von
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unstimulierten DCs nach Behandlung mit GA deuten auf deren partielle Aktivierung hin, was
im Einklang mit der verminderten Endozytose-Kapazitat steht. Die auftretende Diskrepanz
zwischen den beiden Arbeiten liegt mdglicherweise in den verschiedenen verwendeten GA-
Konzentrationen begriindet. Die GA-Konzentration von Bae und Kollegen®*® war zehnfach
héher als die Konzentration, die in dieser Arbeit verwendet wurde. Obwohl sich GA-
behandelte und unbehandelte DCs im unstimulierten Zustand hinsichtlich ihrer
Oberflachenmarkerexpression und T-Zellaktivierungspotential unterscheiden, wurde infolge
der GA-Behandlung die Migrationsaktivitdt sowie die Expression von Fascin nicht
beeinflusst. Diese Beobachtungen sowie die GA-abhangige Inhibition der CD80-Expression
fuhren zu der Vermutung, dass die Inhibition von HSP90 in unstimulierten DCs vielmehr ein
Ergebnis einer genspezifischen Veranderung als einer globalen Anderung des
Aktivierungsstatus ist.

In weiteren Untersuchungen konnte beobachtet werden, dass GA mit der phanotypischen
und funktionalen Ausreifung von mit Reifungscocktail stimulierten DCs interferiert. Eine
Koapplikation von GA und Reifungscocktail fuhrt zu einer Inhibition der reifungsinduzierten
Aufregulation der DC-Aktivierungsmarker. Die maturierungsbedingte Aufregulation von
HLA-DR wird durch eine GA-Koapplikation kaum beeinflusst. Ebenso wurde durch

[ 298

Bae et al eine reduzierte Oberflachenexpression der genannten Molekile beobachtet.

Aktivierte DCs sind durch eine ausgepréagte migratorische Aktivitat gekennzeichnet®®3% die
eine Aufregulation von einer Vielzahl von Komponenten des Zytoskeletts, inklusive des

226227 In Ubereinstimmung mit der verminderten

Aktinbiindelungsprotein Fascin ben6tigt
Aufregulation des Zytoskelettproteins Fascin, welches an der Ausbildung der Dendriten®”
und Migration®” beteiligt ist, wiesen GA-behandelte DCs im Zuge der Stimulierung
gegeniiber Kontroll-DCs eine reduzierte Migrationskapazitat auf. Taiyab und Roa®® zeigten
in ihrer Studie, dass eine Inhibition von HSP90 eine Abnahme der Migration humaner
Brustkrebszellen sowie von Fibroblasten zur Folge hat. Hierbei wurde eine Abnahme der
Interaktionen zwischen Aktin-Monomeren beobachtet, was zu einer Verringerung der Aktin-

Polymerisierung fiihrt. Zusétzlich konnten Taiyab et al.>*

zeigen, dass infolge der Hemmung
von HSP90 durch ein GA-Derivat die Expression von Ras homolog gene family member A
(RhoA) herabgesetzt wurde. Verschiedene Studien zeigen, dass RhoA an der Formation von
Dendriten und der DC-Migration beteiligt ist***>%. Eine GA-induzierte Inhibierung von RhoA
kénnte zur reduzierten Migrationsaktivitat GA-behandelter, stimulierter DCs beitragen.

In Ubereinstimmung mit der GA-abhéangig partiell inhibierten Aufregulation kostimulatorischer
Molekile und einer partiell inhibierten Produktion proinflammatorischer Zytokine zeigten
entsprechend behandelte Mo-DCs eine geringere T-Zellstimulierungskapazitat und
DC/T-Zell-Kokulturen geringere Mengen der Thl- bzw. Th2-Effektorzytokine INF-y und IL- 5

als die korrespondierenden Kontrollansatze.
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Auch Bae et al.*®® konnten in ihrer Arbeit eine signifikante INF-y-Produktion allogener T-
Zellen beobachten. Somit scheint eine Inhibition von HSP90 in DCs keinen direkten Einfluss
auf die Th1/Th2-Zellpolarisierung zu haben.

Im Zuge einer Stimulierung von Mo-DCs werden eine Vielzahl von Signalwegen aktiviert,
dabei sind einige Schliisselmolekiile als HSP90 Klienten beschrieben wurden®”’. Die erhéhte
Expression der DC-Aktivierungsmarker und die gesteigerte T-Zellstimulierungskapazitat von
unstimulierten DCs nach Gabe von GA deuten auf eine Modifikation von DC-relevanten
Signalwegen hin. Angesichts der essentiellen Bedeutung des Transkriptionsfaktors NF-«kB fir
die DC-Maturierung®* und des Befundes von Hsu und Kollegen, dass eine LPS induzierte
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NF-kB-Aktivierung in Makrophagen durch GA inhibiert wurde™", wurden zunachst Mitglieder
der NF-kB-Familie untersucht. Hierbei wurden weder die Expressionshdéhe des endogenen
NF-kB-Inhibitor 1kBa®® noch die Proteinmenge bzw. Aktivierungsstatus des ubiquitér

exprimierten NF-kB-Familienmitglieds p65°%*°

in unstimulierten Mo-DCs nach GA-Behandlung
verandert gefunden. Allerdings hatte eine Behandlung von unstimulierten Mo-DCs mit dem
Antitumor-Agens eine verminderte RelB-Expression zur Folge. Wahrend RelB in
unstimulierten DCs eher eine untergeordnete Rolle spielt®***®2, ist das Protein fur die
reifungsinduzierte Aufregulation der Expression der DC-Aktivierungsmarker und folglich auch
deren T-Zellstimulierungskapazitat essentiell**®. Dementsprechend kénnte die verminderte
Expression von RelB in stimulierten DCs nach Gabe von GA eine Erklarung fur die GA-
induzierten Veranderungen des Phanotyps und Funktion der DCs sein. Fir verschiedene
Zelltypen wurde gezeigt, dass eine Inhibition von HSP90 durch GA die NF-kB-Aktivitat
aufgrund der reduzierten Expressionsmengen der NF-kB-Signalregulatoren IkB-Kinase
(IKK)** NF-kB-inducing kinase (NIK)**®* und receptor-interacting protein 1 (RIP1)*'®
vermindert. Eine reduzierte Expression und eine damit einhergehende limitierte Aktivitat
dieser Regulatoren kdnnten die Ursache der verminderten RelB-Expression in stimulierten
Mo-DCs sein®"’.

Eine weiterer Signalweg, der in die Differenzierung und Maturierung von DCs involviert ist, ist
der PI3K-AKT-Signalweg?’®?"*. Der negative Einfluss einer HSP90-Inhibition auf die AKT-
Expression wurde fiir verschiedene Zelltypen beschrieben®'®**. In der vorliegenden Arbeit
wurde die AKT-Expression weder in unstimulierten noch in stimulierten DCs durch eine
Behandlung mit GA modifiziert. Somit scheint ein anderer molekularer Mechanismus fir die

partielle Aktivierung unstimulierter DCs verantwortlich zu sein.
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4.1.3 Zusammenfassung der Effekte von Chemotherapeu tika

In der Gesamtheit betrachtet wurde in der vorliegenden Arbeit ein Einfluss des Antitumor-
Agens TPT und des HSP90-Inhibitors GA auf die Aktivierung und Funktion von Mo-DCs
demonstriert. Von besonderer Bedeutung hierbei ist, dass beide Antitumor-Agenzien in
Abhangigkeit des Reifungsstatus der DCs auf unterschiedliche Art und Weise deren
Phanotyp und Funktionen beeinflussen. Eine Behandlung von unstimulierten DCs mit einer
niedrigen GA-Konzentration forderte eine funktionelle Aktivierung der DCs durch einen bis
dato unbekannten Mechanismus. GA scheint indirekt oder auch direkt, die Maturierung und
Expression eines DC-aktivitatsinhibierenden Molekils zu reduzieren. Dieser Befund kann
durch Einsatz von hohen GA-Konzentrationen wieder aufgehoben werden®®. Ein Grund
hierfir konnte eine mogliche Inhibierung anti-apoptotischer Signale bzw. DCs positiv
regulierender Molekille sein. Eine Behandlung unstimulierter DCs mit TPT resultierte
ebenfalls in einer partiellen Aktivierung, die moglicherweise durch eine vermehrte Expression
von AKT gesteuert wird.

Demgegentiber resultierte eine Koapplikation von GA bzw. TPT und dem Reifungscocktail in
einer Herabsetzung der DC-Aktivierung, die sich in einer verminderten Aufregulation der
Oberflachenexpression der DC-Aktivierungsmarker, einer geringere Migrationsfahigkeit und
in einer geringeren T-Zellstimulierungskapazitat widerspiegelte. Dabei scheinen die
immunmodulatorischen Effekte von TPT auf Mo-DCs keine direkte Konsequenz der Inhibition
von Topl zu sein, da Irinotecan, welches ein anderes Camptothecin-Analogon ist und auch
als Chemotherapeutikum eingesetzt wird, die Viabilitdt von IGROV1 und Mo-DCs ebenfalls
konzentrationsabhanigig beeinflusste, allerdings keine grof3en Verdnderungen des DC-
Immunphanotypen hervorgerufen hat (Daten nicht gezeigt).

Um die beobachteten Unterschiede zwischen unstimulierten und stimulierten DCs nach
Applikation von GA bzw. TPT erklaren zu kdnnen, sollte in weiterfUhrenden Studien
detaillierter untersucht werden, welche Signalwege in den DCs durch die Behandlung mit GA
bzw. TPT jeweils moduliert werden. Interessant ware es bspw., den Einfluss von GA auf den
MAPK-Signalweg zu analysieren, der bereits in verschiedenen Studien fir andere Zelltypen
demonstriert wurde!%3%,

Zusétzlich ware es von grofiem Vorteil, wenn die immunmodulatorische Kapazitat beider
Antitumor-Agenzien mit priméren DCs aus Patienten, die eine Therapie mit TPT bzw. mit
einem GA-Derivat bekommen, validiert werden kdnnte. DarlUber hinaus ware es interessant,
die potentiellen Effekte von GA bzw. TPT auf die T-Zellen dieser Patienten zu untersuchen.
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung mit GA bzw. TPT auf ruhende
T-Zellen keinen Einfluss hatte, allerdings zeigten aktivierte T-Zellen eine reduzierte
Proliferation nach Gabe des jeweiligen Agens. Gegenwartig sind solche Analysen schwierig

durchfihrbar, da TPT oftmals als second line Chemotherapeutikum oder als
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Kombinationspraparat mit anderen Chemotherapeutika eingesetzt wird und somit TPT-
spezifische Effekte auf das Immunsystem der Patienten schwer nachzuweisen sind.
Desweiteren findet GA in der Tumortherapie aufgrund seiner hepatischen Toxizitat und
weiterer Limitierungen keine Anwendung>. Fir weitere Untersuchungen ist es deshalb
empfehlenswert auf nicht toxische GA-Derivate, die bereits in klinischen Phase II-
Studien®?® eingesetzt werden, auszuweichen. Aufgrund des groRRen Interesses an TPT wird
aktuell die Effizienz dieses Antitumor-Agens als first line Chemotherapeutikum in klinischen
Phase I-Studien getestet, wodurch sich mdglicherweise zukiinftig ein Zugang zu DCs solcher
Patienten ergibt®*%*,

Fiur die Zukunft eine weitere interessante, translationale Perspektive wére die Nutzung von
Nanopartikeln, um GA und TPT selektiv in den Tumorbereich einzubringen®??. Hierdurch
kénnte erstens der Tumor direkt abgetttet werden und zweitens mdoglicherweise
tumorresidierende, unreife DCs aktiviert werden, die nach Tumorantigenaufnahme
auswandern und tumorspezifische CTLs aktivieren. Hierflr geeignete Nanopartikel wurden

bereits von verschiedenen Laborgruppen entwickelt*3-3%.
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4.2 Die Auswirkungen eines partiellen Verlustvon V.~ HL in BM-DCs

Die VHL-Erkrankung ist eine autosomal dominant vererbbare Tumorerkrankung, die durch
eine phanotypische Variabilitdt und altersabhangige Penetranz gekennzeichnet ist®®,
Betroffen sind in etwa eine von 35.000 Personen, dabei tritt die Erkrankung oft innerhalb des
10. und 40. Lebensjahrs auf'’’. Viele verschiedene Regionen bzw. Organe des Korpers
kénnen von der VHL-Erkrankung betroffen sein. Die haufigsten Tumore sind
Hamangioblastome der Retina und des ZNS, klarzellige Nierenzellkarzinome,
Phaochromozytome, Pankreastumore und endolymphatische Sacktumore. Desweiteren
kénnen Nieren- und Pankreaszysten und Zysten-Adenome der Nebenhoden bzw. des
Ligamentum latum uteri bei VHL-Patienten auftreten**.

Die prominenteste Funktion des VHL-Proteins ist wohl die Bindung und Regulation von HIF.
Der Transkriptionsfaktor HIF besteht aus den Untereinheiten HIF-a und HIF-13. Wahrend
HIF-1B im Zellkern lokalisiert und konstitutiv exprimiert wird, befindet sich HIF-a im Zytosol
und unterliegt einer strengen Regulation: Unter Normoxie-Bedingungen wird HIF-a durch
spezifische PHDs an den Prolinresten 402 und 564 innerhalb der ODDD hydroxyliert. Diese
Reaktion benétigt neben Sauerstoff, a-Ketoglutarat und Ascorbinséure auch Fe®**?’. Die
Hydroxylierung von HIF-a ermdglicht die Bindung von pVHL an die ODDD von HIF-a. pVHL
gehdrt zu einem E3 Ubiquitin-Ligase-Komplex, bestehend aus Elongin B, Elongin C, Cul-2
und Rbx 1, der die Polyubiquitinierung und somit die proteasomale Degradation von HIF-a
herbeifiihrt™®. Unter hypoxischen Bedingungen wird die PHD-AKktivitat inhibiert. Aufgrund der
fehlenden Hydroxylierung kann pVHL nicht binden, es kommt zu einer Stabilisierung von
HIF-a. Daraufhin kann es in den Kern translozieren, mit HIF-13 dimerisieren und als
Heterodimer an die HRE in den Promotorregionen der Zielgene binden®.

In den letzten Jahren wurde fir pVHL auch eine Vielzahl an HIF-unabhangigen Funktionen
beschrieben. Die Effizienz von Chemotherapien ist eng an die p53-vermittelte Apoptose
gekoppelt®®. Es hat den Anschein, dass sowohl HIF als auch pVHL in der Lage sind, die
Funktion von p53 zu beeinflussen. Einige Studien haben gezeigt, dass HIF direkt p53 bindet,
dessen Aktivitat moduliert und unter hypoxischen Bedingungen in einer Abnahme der p53-
abhangigen Apoptose resultiert. Dagegen ist pVHL imstande, die Funktion von p53 in einer
HIF-unabhangigen Weise zu regulieren, in dem die E3 Ubiquitin-Ligase Mdm-2-vermittelte
Ubiquitinierung von p53 sowie dessen Export aus dem Nukleus supprimiert wird, was

329331 Zusétzlich

letztendlich zu einer gesteigerten Transkriptionsaktivitat von p53 fihrt
zeigten pVHL-defiziente Zellen eine verstarkte NF-kB-Aktivitdt, die teilweise auf dem
konstitutiven Signaling von HIF basiert®*?. Die NF-kB-Aktivitat kann auch auf andere Weise
durch pVHL moduliert werden. Hierbei bindet pVHL an die CK2 und dadurch wird die

inhibitorische Phosphorylierung des NF-kB-Agonisten CARD9 geférdert®”.
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Der Verlust von pVHL, resultierend in der Aktivierung von NF-kB und Inaktivierung von p53
hat moglicherweise die Ausbildung eines Tumor-Phénotyps zu Folge, der gegeniber

Chemotherapie resistent ist**

. Weiterhin wurde gezeigt, dass pVHL mit Mikrotubuli
assoziieren kann und so deren Stabilitat reguliert. Die Regulation scheint dabei indirekt ein
Resultat der Phosphorylierung von pVHL durch GSK3 zu sein***. Calzada und Kollegen
demonstrierten in ihrer Arbeit, dass in VHL-defizienten Zellen die Zellpolaritat, sowie die
Ausbildung von Zellkontakten (Gap Junctions, Tight Junctions) defekt sind. Aufgrund der
Bindung an Fibronektin bzw. Kollagen IV besitzt pVHL die Fahigkeit, die Formation der
extrazellularen Matrix und somit auch Zell-Zell-Adhésionen zu modifizieren®®.

In dieser Arbeit wurde, soweit mir bekannt, zum ersten Mal beschrieben, welche
Auswirkungen ein heterozygoter Verlust von VHL fur den Phanotyp und fur Funktionen von
DCs hat. Hierfur wurden zwei verschiedene VHL ko Mause generiert. Die fur die Erzeugung
des jeweiligen VHL ko verwendeten Mause, wurden freundlicherweise von Dr. D. Reutzel
und Dr. E. Lausch, Kinderklinik Mainz zur Verfiigung gestellt. Wahrend VHL1""*°-Mause eine
heterozygote Deletion von Exon 1 aufweisen, sind VHL2""™° -M&use durch eine heterozygote
Deletion von Exon 2 charakterisiert. Da Mause mit einem homozygoten VHL-Verlust bereits
im Embryonalstadium aufgrund vaskuldrer Anomalien der Plazenta sterben™?, wurde in der
vorliegenden Arbeit von VHL nur ein Allel deletiert. Die heterozygote Deletion des VHL-Gens
imitiert besser die genotypischen Eigenschaften eines Patienten mit VHL-Syndrom, das
durch eine inaktivierende Keimbahnmutation im VHL-Gen gekennzeichnet ist, als eine
homozygote VHL-Deletion®*°.

Wahrend die Migrationsaktivitat durch den heterozygoten Verlust von Exon 1 bzw. Exon 2
des VHL-Gens in vitro nicht beeinflusst wird, zeigte sich interessanterweise in vivo ein
Unterschied in der Migration von VHL2"**°-DCs im Vergleich zu Kontroll-DCs. In vivo
migrieren DCs mit einer heterozygoten Deletion von Exon 2 des VHL Gens schlechter als
Kontroll-DCs. In Ubereinstimmung mit diesem Befund wurde in Transwell-Experimenten von
Qu und Kollegen®*" ebenfalls eine verringerte Migration von Mo-DCs, die unter hypoxischen
Bedingungen kultiviert wurden, im Vergleich zu Kontroll-DCs beobachtet®®’. Im Gegensatz

dazu beschrieben Kéhler und Kollegen®®®

eine HIF-abhangige Steigerung der Migration
durch Hypoxie. Die Ursachen fir die auftretenden Diskrepanzen zwischen den beiden
Arbeiten®"3*® kénnen méglicherweise durch die Verwendung von DCs unterschiedlicher
Spezies und durch die Unterschiede in der Durchfihrung des Migrationsexperiments erkléart
werden.

Ein charakteristisches Merkmal immaturer DCs ist ihre hohe phagozytotische Aktivitat?°.
Abgesehen von immaturen DCs besitzen auch Neutrophile die Fahigkeit zur
Phagozytose®°**. Walmsley und Kollegen'*® zeigten in ihrer Studie, dass Neutrophile aus

Patienten mit einer heterozygoten Keimbahn-Mutation im VHL-Gen eine hdhere
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Phagozytosekapazitat als Neutrophile gesunder Probanden aufwiesen. Dieser Effekt war bei
Durchfihrung der Experimente unter Hypoxie noch weiter gesteigert. Im Rahmen dieser
Arbeit konnte kein distinkter Effekt einer heterozygoten Deletion des Exon 2 des VHL-Gens
auf die Phagozytoseaktivitdt nachgewiesen werden. Unterdessen wurde gezeigt, dass
hypoxische Bedingungen wahrend der letzten 24 h der DC-Kultur zu einer Herabsetzung der
Phagozytosekapazitat von BM-DCs fiihren®".

Weder der Verlust von Exon 1, noch von Exon 2 des VHL-Gens auf einem Chromosom hatte
eine Auswirkung auf die Oberflachenexpression von MHCII und der kostimulatorischen
Molekile immaturer BM-DCs. Auch die stimulierungsassoziierte erhdhte Expression dieser
Oberflachenmarker zeigte keine Unterschiede zwischen Kontroll-DCs und VHL1""°.pDCs,
was wiederum durch das unveranderte T-Zellaktivierungspotential unstimulierter und
stimulierter VHL1"*°-DCs gegeniiber Kontroll-DCs reflektiert wird. Dagegen zeigten BM-DCs
aus VHL2""™°-Mausen im Vergleich zu Kontroll-Mausen eine verminderte Aufregulation der
Oberflachenmarker CD86 und MHCII infolge LPS-Stimulierung. Jantsch et al.?”® zeigten in
ihrer Arbeit, dass Hypoxie in immaturen BM-DCs zu keiner Veranderung der
Oberflachenmarkerexpression von CD80, CD86 und MHCII fuhrt. Demgegeniber zeigten
LPS-stimulierte, Hypoxie-exponierte BM-DCs eine Aufregulation der DC-Aktivierungsmarker
im Vergleich zu maturen Kontroll-DCs. Diesen synergistischen Effekt von LPS und Hypoxie
konnten Jantsch und Kollegen®”® auch im Hinblick auf das T-Zellstimulierungspotential von

BM-DCs beobachten. Im Gegensatz dazu wurde von Koéhler et al.®®

eine gesteigerte
Oberflachenexpression der kostimulatorischen Molekile und von MHCII durch unstimulierte
BM-DCs nach Hypoxie-Exposition demonstriert, wahrend eine Ausreifung mit LPS unter
hypoxischen Bedingungen zu keiner gesteigerten Expression der DC-Aktivierungsmarker
fuhrte®®. In Ubereinstimmung mit der Arbeit von Kohler konnten Qu et al.**" ebenfalls keinen
Unterschied in der Oberflachenexpression von CD80, CD83 und CD86 humaner Mo-DCs
nach Kultivierung unter Hypoxie versus Normoxie beobachten®’. Die Diskrepanz zwischen
den Arbeiten koénnte mdglicherweise auf die unterschiedlichen Expositionszeiten

|275

zurickzufihren sein. Jantsch et a setzten in ihrer Studie BM-DCs erst wahrend der

Maturierungsphase fir 24 h einer reduzierten Sauerstoffkonzentration aus, im Gegensatz zu

.38 und Qu et al.**’, die die gesamte DC-Kultivierung unter Hypoxie durchfiihrten.

Koéhler et a
Wahrend die unveranderte Oberflachenexpression der DC-Aktivierungsmarker immaturer
VHL2""™.DCs gegeniiber Kontrol-DCs mit einem unveranderten allogenen T-Zell-
aktivierungspotential korrespondiert, scheint die partiell inhibierte Aufregulation von MHCII
und CD86 maturer VHL2"*°-DCs im Vergleich zu Kontroll-DCs nicht im Einklang mit dem
unveranderten allogenen T-Zellaktivierungspotential zu stehen. Mdglicherweise wirken hier
andere kostimulatorische Molekiile wie z.B. OX40L3**' oder 4-1BBL*** kompensierend.

Wiahrend die allogene T-Zellaktivierungskapazitét heterozygoter VHL2""*°-DCs im Vergleich
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zu Kontroll-DCs unverandert blieb, zeigten mature VHL2""°-DCs ein signifikant vermindertes
antigenspezifisches T-Zellstimulierungspotential fur OT-1l T-Zellen verglichen mit maturen
Kontroll-DCs. Eine Erklarung fur diesen Befund ist moglicherweise die verminderte
Aufregulation der MHC-II-Expression, da OT-II T-Zellen OVA-Peptid im Kontext von MHCII

spezifisch erkennen'®

. Im Gegensatz dazu war die Proliferation von OT-lI T-Zellen nach
Stimulation mit VHL2""°-DCs im Vergleich mit Kontroll-DCs nahezu unverandert.

Basierend auf der Tatsache, dass DCs die Fahigkeit besitzen, T-Zellen zu polarisieren,
gehdren sie zu den wichtigsten Immunmodulatoren. Wie schon zuvor erwahnt, konnte bei
Krebspatienten beobachtet werden, dass sie im Vergleich mit gesunden Probanden weniger
Thl-zZytokine wie z.B. IFN-y aufweisen, wahrend Th2-Zytokine unverandert oder vermehrt

280281~ Jpereinstimmend mit diesen Studien wurde in den DC/T-Zell-

exprimiert wurden
Kokulturiiberstanden mit VHL2"*°-DCs eine hhere Konzentration des Th2-Markerzytokins
IL-5 im Vergleich zu DC/T-Zell-Kokulturiberstanden mit Kontroll-DCs detektiert. Der Gehalt
an IFN-y blieb jedoch unverandert. Neben Thl und Th2 kénnen CD4" T-Zellen auch zu
Th-17-Zellen differenzieren, die durch eine hohe IL-17 Produktion gekennzeichnet sind®*.
Th-17-Zellen spielen eine wichtige proinflammatorische Rolle bei verschiedenen Infektionen,
Tumoren und Autoimmunerkrankungen®*. In der vorliegenden Arbeit konnte kein
signifikanter Einfluss von VHL auf die IL-17- bzw. IL-10-Konzentration in den DC/T-Zell-
Kokulturiberstanden beobachtet werden.

Die Aktivierung und Induktion der Gentranskription von HIF erfolgt durch Hypoxie. HIF kann
aber auch unter normoxischen Bedingung aktiviert werden, bspw. durch TGF-, LPS, und

4,345-347
L ’

Wachstumsfaktoren sowie durch eine Deletion von VH . Einige Studien haben

gezeigt, dass eine Aktivierung von HIF-1la mit der Entstehung von allergischen

48351 Desweiteren demonstrierten Lee und Kollegen®*,

Atemwegsentziindungen Korreliert
dass nach einer Allergen-Provokation die HIF-1a-Expression im Lungengewebe sowie in der
bronchoalveolaren Lavage (BAL) von Patienten mit Asthma erhéht waren. Kim et al.**° und

Crotty Alexander et al.®?

, haben gezeigt, dass eine Inhibierung von HIF-1a zu einer
verminderten antigeninduzierten Atemwegsinflammation und -hyperreaktion fihrt. Im
Gegensatz dazu resultierte in der vorliegenden Arbeit eine heterozygote Deletion von Exon 2
des VHL-Gens ebenfalls in einer Verminderung des erhdhten Atemwegswiderstandes bei
Mausen, die mit OVA sensibilisiert und provoziert wurden. Eine allergische
Atemwegsentziindung ist oftmals mit einem massiven Einwandern von inflammatorischen
Zellen in die Lunge assoziiert*®*****. Neben Eosinophilen kénnen auch Neutrophile, DCs,
Makrophagen, Mastzellen und Lymphozyten im Lungengewebe bzw. in der BAL gefunden
werden®?. Um den verminderten Atemwegswiderstand der VHL2""°-Mause erklaren zu
kénnen, sollte als nachster Schritt die Zellzusammensetzung der BAL untersucht werden.

Hier ergibt sich auch moglicherweise ein Hinweis, um die bestehenden Diskrepanzen
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al.**  und

zwischen der vorliegenden Arbeit und den Arbeiten von Kim et
Crotty Alexander et al.**? zu verstehen. Wahrend der Sensibilisierung wird das Allergen von
DCs aufgenommen, prozessiert und naiven Th-Zellen préasentiert, was zu einer Aktivierung
von allergen-spezifischen Effektorzellen fiihrt®*3, Infolge eines zweiten Kontakts
(Provokation) mit dem Allergen kommt es zur Auslésung einer Th2-vermittelten

Immunantwort33%°

Interessanterweise zeigten VHL2""°-DCs ein vermindertes OVA-
spezifisches T-Zellstimulierungspotential fir OT-Il Zellen im Vergleich zu Kontroll-DCs. Die
verringerte Fahigkeit der VHL2"*°-DCs antigenspezifische T-Zellen zu aktivieren, ist
maoglicherweise die Ursache fir den beobachteten verminderten Atemwegswiderstand der
VHL2""°-M&use im OVA-Asthma-Modell. Desweiteren kénnte dabei auch die verminderte
Migration der VHL2""°-DCs eine Rolle spielen. Da jedoch nicht nur DCs von der partiellen
Deletion des Exon 2 des VHL-Gens betroffen sind sondern auch weitere Zellen, die im
allergischen Asthma eine Rolle spielen, muss diese Hypothese durch weitere
Untersuchungen bestétigt werden.

Zusammenfassend scheint ein partieller Verlust von VHL kaum eine Rolle in der Auspragung
des Phanotyps und der Funktion von BM-DCs zu spielen. Vielmehr zeigt sich die Auswirkung
der heterozygoten Deletion von VHL bei in vivo-Experimenten. Besonders hervorzuheben ist
hierbei die verminderte Atemwegshyperreaktion von VHL2"" Mausen nach Immunisierung
und Provokation mit dem Modellallergen OVA im Vergleich zu Kontrollméusen.

Zwischen der heterozygoten Deletion von Exon 1 bzw. Exon 2 scheint sich kein Unterschied
in ihrer Auswirkung auf den Phéanotyp und die Funktion von BM-DCs herauszukristallisieren.
Einzig im Expressionsniveau von MHCIlI und CD86 konnte ein Unterschied zwischen den
beiden Mausstdmmen beobachtet werden. Um jedoch eine genaue Aussage treffen zu
kénnen, waren weitere Untersuchungen zur Charakterisierung der beiden Mausstamme
sinnvoll. Desweiteren muisste geklart werden, inwieweit die HIF-Expression durch die
heterozygote Deletion von VHL beeinflusst wird. Denn wahrend die Deletion von Exon 1 zu
einem Verlust des Proteins fuhrt, da eine der loxP-Stellen im Promotorbereich liegt, kdnnte
bei der Deletion von Exon 2 ein funktionelles Protein entstehen. Somit kdnnte eine
heterozygote Deletion von Exon 1 zu einer reduzierten Proteinmenge von VHL fuhren, die
mit einer vermehrten HIF-Akkumulation einhergehen kénnte. Das bei Deletion von Exon 2
entstehende VHL-Protein kdnnte eine Stabilisierung von HIF-1a unterbinden.

Aufgrund des kaum verdnderten Phanotyps der VHL ko-DCs ware es interessant zu
untersuchen, ob und wie kompensatorische Mechanismen dabei eine Rolle spielen.
AuRerdem ware es interessant, welche Auswirkungen die heterozygote Deletion von VHL
auf den Phéanotyp von T-Zellen hat. Desweiteren kdnnte in zusatzlichen Studien untersucht

werden, inwieweit sich die Funktion der BM-DCs aus VHL ko Mausen im Vergleich zu
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Kontrollméusen unter Hypoxie verdndert, da HIF eine entscheidende Rolle bei
Sauerstoffmangel spielt.

Fir weitere in vivo-Experimente ist es empfehlenswert, die beiden Mausstamme auf einen
einheitlichen genetischen Hintergrund zurick zu kreuzen, um stammspezifische

Unterschiede ausschlieRen zu kénnen.
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5 Zusammenfassung

Der Transkriptionsfaktor Hypoxie-induzierbarer Faktor (HIF) gibt dem Organismus die
Mdoglichkeit, sich auf zellularer Ebene an unterschiedliche Sauerstoffverhaltnisse
anzupassen. Vor allem Tumorzellen weisen aufgrund ihres ungeregelten Wachstums und
der daraus resultierenden unzureichenden Durchblutung (hypoxisches Milieu) eine erhdhte
HIF-Expression auf. Die erhthte HIF-Expression stellt somit ein interessantes Ziel in der
Tumortherapie dar. Dendritische Zellen (DCs) besitzen eine bedeutende Rolle in der
Generierung und Modulierung von Antitumor-Immunantworten. Aus diesem Grund ist es
Uberaus wichtig zu wissen, welche Effekte Antitumor-Agenzien, im Besonderen HIF-
Inhibitoren, auf DCs und somit auch auf die Generierung von adaquaten Immunantworten
besitzen.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde aus diesem Grund der Einfluss der Antitumor-Agenzien
Geldanamycin (GA) und Topotecan (TPT) auf den Phanotyp und die Funktion von DCs
untersucht. Hierfir wurden Monozyten aus humanen, mononukleéren, peripheren Blutzellen
isoliert und unter DC-differenzierenden Konditionen Kkultiviert. Diese immaturen
monozytenabgeleiteten DCs (Mo-DCs) wurden mithilfe eines Reifungscocktails ausgereift.
Die Applikation der Antitumor-Agenzien erfolgte wéahrend der Differenzierungs- bzw.
Ausreifungsphase. Abhangig vom Reifungsgrad der Mo-DCs konnte ein differentieller
Einfluss von GA bzw. TPT auf die DC-Aktivierung beobachtet werden. Eine Behandlung von
unstimulierten Mo-DCs mit GA resultierte in einer partiellen DC-Aktivierung basierend auf
einem noch unbekannten Mechanismus. Ebenso fihrte eine Behandlung von unstimulierten
Mo-DCs mit TPT zu einer funktionellen Aktivierung der DCs, die mit einer vermehrten AKT-
Expression korrelierte. Die jeweilige Koapplikation der Antitumor-Agenzien mit dem DC-
Reifungscocktail fihrte zu einer reduzierten DC-Aktivierung, die sich in einer verminderten
NF-kB-Aktivierung, einer verringerten Oberflachenexpression der getesteten kostimula-
torischen Molekile, einer verringerten Migrationsfahigkeit und einem reduzierten T-
Zellstimulierungspotential widerspiegelte.

Die autosomal dominant vererbte Tumorerkrankung von Hippel-Lindau (VHL) wird haufig
durch genetische Mutationen des als HIF-Negativregulator fungierenden VHL-Gens
hervorgerufen. Patienten, die an dem VHL-Syndrom erkrankt sind, weisen oft benigne oder
maligne Tumore und Zysten in den verschiedensten Organsystemen auf. Wie schon zuvor
erwéahnt, besitzen DCs eine essentielle Rolle in der Initierung und Aufrechterhaltung von
Antitumor-Immunantworten. Deshalb wurde im zweiten Abschnitt der vorliegenden Arbeit
untersucht, inwieweit ein partieller Verlust von VHL Auswirkungen auf die Auspragung des
Phéanotyps und der Funktion von DCs hat. Mittels Cre/lox-Technologie wurden transgene

Mause mit einem heterozygoten Verlust von Exon 1 bzw. Exon 2 des VHL-Gens generiert.
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Aus diesen Mausen wurden Knochenmarkszellen isoliert und unter DC-differenzierenden
Konditionen kultiviert. Die immaturen knochenmarkabgeleiteten DCs (BM-DCs) wurden mit
LPS ausgereift. Weder der heterozygote Verlust von Exon 1 noch von Exon 2 des VHL-Gens
bewirkte eine Verdnderung der Oberflachenmarkerexpression, der in vitro-Migrations- und
Endozytosekapazitat, sowie der allogenen T-Zellstimulierungskapazitat. Allerdings zeigten
Mause mit einem partiellen Verlust von Exon 2 im Vergleich zu Kontrollmausen nach
Immunisierung und Provokation mit dem Modellallergen OVA eine verminderte
Atemwegshyperreaktion, die moglicherweise auf die beobachtete Abnahme der
Migrationsfahigkeit in vivo und die verminderte OVA-spezifische T-Zellstimulierungskapazitat

der DCs zuriickzufuhren ist.
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6 Abstract

The transcription factor hypoxia-induced factor (HIF) is essential for organisms to adapt to
different oxygen tensions on cellular level. In particular, cells of solid tumors exhibit an
increased expression of HIF due to limited oxygen concentrations in tumor-
microenvironments. Thus, increased HIF expression is an interesting therapeutic target for
antitumor-therapy. Dendritic cells (DCs) play a fundamental role in the initiation and shaping
of antitumor responses. Based on that, it is important to know which effects antitumor-
agents, particular HIF inhibitors, may have on DCs and the generation of an adequate
immune response.

The first part of this study focussed on the investigation of the impact of the antitumor-agents
geldanamycin (GA) and topotecan (TPT) on the phenotype and function of DCs. Therefore,
monocytes were isolated from human peripheral blood mononuclear cells and cultivated
under DC-differentiating conditions. These immature Mo-DCs were matured by addition of a
maturation cocktail. During the differentiation or the maturation phase the antitumor-agents
were applied to the cells. It became apparent that both GA and TPT had a differential impact
on DC activation, dependent of the maturation state of the Mo-DCs. Unstimulated DCs
exhibit a more mature phenotype after treatment with GA based on an unknown mechanism.
The treatment of unstimulated DCs with TPT resulted also in a more active state of the DCs,
probably due to the increased expression of AKT after exposure to TPT. Coapplication of the
maturation cocktail and either antitumor-agent resulted in an impairment of DC-activation,
based on lowered NF-kB activation, decreased surface expression of the costimulatory
molecules tested, decreased migratory capacity, and attenuated T-cell-stimulatory capacity.
Von Hippel-Lindau (VHL) disease, inherited in an autosomal dominant manner, evolves due
to germline mutations of the VHL gene, the product of which functions as a negative
regulator of HIF. Patients suffering from the VHL syndrome display benign or malignant
tumors and cysts in many organ systems. As mentioned above DCs play a critical role in
initiation and maintenance of antitumor immune responses. Therefore, the second part of this
study dealt with the impact of a partial deletion of VHL on the phenotype and function of DCs.
Thus, transgenic mice with a heterozygous loss of either Exon 1 or Exon 2 of the VHL gene
were generated using the Cre/lox technology. Bone marrow derived-DCs of heterozygous
VHL knockout mice were generated and matured with LPS. The surface marker expression,
in vitro-migratory and endocytotic activity and the allogenic T-cell stimulatory capacity was
not affected by the partial loss of VHL. However, mice with a heterozygous loss of Exon 2
showed a diminished airway hyperresponsiveness after immunization and provocation with
the model allergen OVA, which is presumable due to the observed impaired in vivo migratory

capacity and reduced OVA-specific T-cell stimulatory capacity of DCs.
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