Immunmodulatorische Konsequenzen einer

Eph-Rezeptorspaltung durch MMP-7

Dissertation
Zur Erlangung des Grades

Doktor der Naturwissenschaften

Am Fachbereich Biologie

der Johannes Gutenberg-Universitiat Mainz

Oliver Germandi

Mainz, 2009






Inhaltsverzeichnis

Kapitel

ZUSAMMENFASSUNG

1. EINLEITUNG

11 Wechselwirkungen zwischen dem Immunsystem und Tumoren
1.2 Matrix- Metalloproteinasen

121 Vorkommen und Struktur von MMP

122 Immunologische Rolle von MMP-7

1.3 Dendritische Zellen
14 Aktivierung und Funktionen von T-Lymphozyten

15 Aktindynamik

1.6 Erythropoetinproducing hepatocellular Rezeptoren und ihre Liganden

1.7 Endozytose

1.7.1 Clathrinvermittelte Endozytose
1.7.2 Phagozytose
173 Makropinozytose

1.8 Zielsetzung

2 MATERIAL UND METHODEN

21 Gerate

2.2 Chemikalien

2.3 Kunststoff und Glaswaren

24 Antikorper

25 Kommerzielle Versuchskits

2.6 Software

2.7 Reagenzien, Losungen und Medien fur die Zellkultur
2.8 Zellkultur Medien

2.9 Eukaryotische Zelllinien

2.10 Zellbiologische Methoden

2.10.2 Mediumwechsel von Suspensionszellen
2.10.3 Mediumwechsel adhédrenter Zellen mit Trypsin/EDTA-Ldsung
2.104 Passage von Suspensionszellen

2.105 Split adhérenter Zellen
2.10.9 Zelllinien zur Produktion von murinem GM-CSF
2.10.11 Préparation humaner PBMCs

2.10.11 Isolierung von CD4 positiven oder CD8 positiven T-Lymphozyten aus PBMCs

2.10.12  Generierung von humanen dendritischen Zellen
2.10.13  Generierung von dendritischer Zellen aus Mausknochenmark
2.10.14 Isolierung von Maus-Milzzellen

Seite

10
11
13
16
17
18
18

19

20
20
21
22
23
24
24
24
25
26
27
27
28
28
28
31
31
32
33

33
34



Inhaltsverzeichnis

Kapitel

2.10.15
2.10.16
2.10.17

211

2111
2112
2.11.3

212
2121
2122
2.13
214
214
2.15.
2151
2152
2.153
2.16
217
2.18

2.18.1
2.18.2

Isolierung von T-Lymphozyten aus Maus-Milzzellen
CFSE-Markierung und CFSE-Proliferationstest
Zytotoxizitatsmessung mit dem CellTiter-Glo® Lumineszenz Zellviabilitatsassay

Molekularbiologische Methoden
Polymerasekettenreaktion (PCR)
Agarose-Gel-Elektrophorese
RT-PCR

Protein-Biochemische und Immunologische Methoden
Proteinbestimmung nach Bradford
Westernblot
Rac- und Cdc42-Aktivitatsbestimmung
MMP-7 Sekretionsbestimmung
Ras-Aktivitatsbestimmung
Durchflusszytometrie (FACS)
Immunfluoreszenzfarbung von Membranproteinen
F-Aktinfarbung
Endozytoseaktivitatsmessung
Immunfluoreszenzfarbung fiir Laserscanmikroskopie
Zucht und Haltung von Experimentaltieren
Genotypisierung der MMP-7-Deletionsmutanten

Primer zur Genotypisierung
PCR fiir Genotypisierung

3 ERGEBNISSE

3.1
3.11
3.12
3.1.3
3.14
3.15
3.1.6
3.1.7
3.1.8
3.1.9
3.1.10

3.2

321
3.2.2
3.2.3
3.24
3.25
3.2.6

3.3

3.3.1
3.3.2

Einfluss von MMP-7 auf die Immunantwort gegen Tumore
Analyse der MMP-7 Expression von transfizierten Hek 293 Zellen
Einfluss von MMP-7 auf Clathrin
Einfluss von MMP-7 auf die am Aufbau von Clathrinhillen beteiligten Adapterproteinen
Veranderung der Endozytose nach MMP-7 Induktion
Modifikation der Aktinpolymerisation nach MMP-7 Induktion
Einfluss von MMP-7 auf die Aktivierung kleiner GTPasen der Ras- Superfamilie
Einfluss von MMP-7 auf den GTPasen aktivierenden Ephrinrezeptor EphB2
In vitro-Spaltung von EphB2 durch MMP-7
Aktinpolymerisation und Endozytoseaktivitit nach EphB2 Stimulation
Aktivierung von Cdc42 und Racl

Einfluss von MMP-7 auf humane, dendritische Zellen
MMP-7 Sekretion wahrend der Reifung von dendritischen Zellen (DC)
Endozytose von reifen und unreifen DCs
Endozytose von unreifen DCs nach MMP-7 Behandlung
EphB2-Expression auf DCs
Aktivierung von Cdc42 und Racl in DCs nach MMP-7 Behandlung
Aktinpolymerisation in humanen DCs nach MMP-7 Behandlung

Vergleich der dendritischen Zellen aus MMP-7 Deletionsmutanten- méausen und C57/BI6-
Wildtypmausen
Morphologie und Phanotypisierung von murinen DCs aus Knochenmark
Endozytoseaktivitat von DCs aus Wildtyp und MMP-7-/- Mdusen

Seite

35
35
36

37
37
38
39

43
43
44

47
48
49

49
51
52
53

53
54

55
55
56

57

57
57
59
60
61
64
66
68
71
73
79

81
82
84
86
88
90
92

94
94
96



Inhaltsverzeichnis

Kapitel Seite
3.4 Einfluss von MMP-7 auf humane T-Zellen 98
34.1 EphB2-Oberflachenexpression auf T-Zellen nach MMP-7 Behandlung 98
34.2 Aktinpolymerisation in T-Zellen nach MMP-7 Behandlung 100
3.4.3 Einfluss von MMP-7 auf den Clathrin in T-Zellen 101
3.4.4 Funktionelle Analyse der T-Zellzytotoxizitdt nach MMP-7 Behandlung 103
345 T-Zellfunktionalitit durch Antigenprasentation nach MMP-7 Behandlung 104
4. DISKUSSION 107
4.1 Immunologische Konsequenzen einer MMP-7 Expression im Tumor 107
4.2 Einfluss von MMP-7 auf die Endozytose 109
4.3 Veréanderte Aktivitat von Ras- GTPasen durch MMP-7 110
4.4 MMP-7 vermittelte Spaltung von EphB2 110
4.5 Einfluss von EphB2 auf die Aktinpolymerisation 111
4.6 Aktivierung von Cdc42 und Racl durch EphB2 112
4.7 Einfluss von MMP-7 auf die Endozytose von dendritischen Zellen 113
4.8 MMP-7 Expression in dendritischen Zellen 114
4.9 Einfluss von MMP-7 auf die Aktinpolymerisation in T-Zellen 115
4.10 Immunologische Auswirkungen von MMP-7 auf T-Zellen 116
511  Ausblick 118
ABKURZUNGEN 120
ABKURZUNGEN FUR AMINOSAUREN 122

LITERATURVERZEICHNIS 123



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Tumore haben die Fahigkeit ihr Mikromilieu zu modulieren, um so ihre Entwicklung und ihre
Ausbreitung zu fordern oder sich vor Angriffen des Immunsystems zu schitzen. Die
Expression der Matrix Metalloproteinasen 7 (MMP-7) wurde in vielen verschiedenen
Tumoren analysiert. Neben prometastatischen und wachstumsférdernden Funktionen wurden
auch antiapoptotische Wirkungen von MMP-7 auf die Tumorzellen belegt (Strand et al.,
2004). Doch noch sind nicht alle immunmodulatorischen Eigenschaften von MMP-7
aufgeklart worden. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die immunologischen Konsequenzen
einer MMP-7 Expression durch Tumorzellen zu untersuchen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass MMP-7 (ber die Spaltung der
Rezeptortyrosinkinase EphB2 die Aktinpolymerisation und dadurch auch die Endozytose in
Zellen verandern kann. EphB2 wurde als Target einer MMP-7 vermittelten Spaltung
identifiziert. Die Untersuchungen mit MMP-7 Uberexprimierenden Hek 293 EcR Zellen und
MMP-7 behandelten DCs zeigten unter dem Einfluss von MMP-7 eine wesentlich geringere
EphB2 Expression auf deren Zelloberflachen. Zudem konnte durch in vitro Spaltversuche und
anschlieRende Sequenzierung die Schnittstelle der MMP-7 induzierten Spaltung von EphB2
bestimmt werden. Anschlielende Analysen belegten, dass durch die MMP-7 vermittelte
Spaltung von EphB2 die Aktivierung der kleinen GTPasen Racl und Cdc42 stark reduziert
wurden. Die Funktion von Cdc42 und Racl wéhrend der Aktinpolymerisation, als auch
innerhalb der EphB2- Signalkaskade wurde bereits beschrieben (Irie and Yamaguchi, 2002).
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass MMP-7 die Aktinpolymerisation in Zellen
reduzierte, was warscheinlich eine direkte Auswirkung der EphB2 Spaltung war.

Weitere Versuche lieRen einen Zusammenhang zwischen der reduzierten Aktinpolymerisation
und der verminderten Endozytose in MMP-7 behandelten Zellen erkennen. Unter dem
Einfluss von MMP-7 konnte sowohl in Hek 293 EcCR MMP7 Zellen als auch in unreifen DCs
eine Reduktion der endozytotischen Aktivitat ermittelt werden.

Untersuchungen mit humanen T-Zellen zeigten auch hier einen verminderten Nachweis von
EphB2 auf den Zellen, wenn diese vorher mit MMP-7 inkubiert wurden. Zudem fiihrte die
Anwesenheit von MMP-7 in T-Zellen ebenfalls zu einer verminderten Aktinpolymerisation.
Die mit der Aktinpolymerisation verbundene Restrukturierung des Zytoskeletts gilt als
essentieller Prozess fiir die T-Zellaktivitat (Tskvitaria-Fuller et al., 2003; Krummel et al.,
2000). AnschlieBende Versuche konnte daher nicht nur eine Beeintrachtigung von MMP-7

v
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auf die zytotoxische Aktivitdt von T-Zellen belegen, sondern deuteten auch auf eine
verminderten Proliferation nach Antigenstimulation unter dem Einfluss von MMP-7 hin.

Die Rolle von MMP-7 aber auch die von EphB2 in der Tumorimmunologie wurde bereits
untersucht. So konnte eine induzierte Uberexpression von EphB2 das Krebszellwachstum, die
Adhésion und die Migration inhibieren, wahrend der Verlust der EphB2 Expression zu einer
verstarkten Invasion und Metastisierung von Tumorzellen fihrte (Guo et al., 2006). Zudem
konnte gezeigt werde, dass Tumorzellen die Funktion von DCs beeinflussen kénnen. DCs aus
tumortragenden Mausen zeigten im Vergleich zu Kontrollzellen eine reduzierte Aktivierung
von Cdc42 und Racl und zudem eine verminderte Endozytoseaktivitat (Tourkova et al.,
2007). Die in der vorliegenden Arbeit gezeigten MMP-7 bedingten Verénderungen der
Aktinpolymerisation stellen womdglich eine Verbindung zwischen den genannten
Untersuchungen her und offenbaren weitere immunologische Konsequenzen einer MMP-7

Expression im Tumor.
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1. Einleitung

1.1  Wechselwirkungen zwischen dem Immunsystem und Tumoren

Zur Abwehr von Pathogenen und Tumorzellen regiert das Immunsystem mit zwei Formen der
Immunabwehr (Janeway et al., 2005). Die erste Immunreaktion erfolgt durch das angeborene
Immunsystem, welches in der Lage ist Pathogene und Tumorzelleantigen unspezifisch zu
eliminieren. Zu den zelluldaren Bestandteilen des angeborenen Immunsystems gehdren unter
anderem Makrophagen, Granulozyten, natirliche Killerzellen (NK) und dendritische Zellen
(DCs). Die Hauptaufgabe von DCs ist die Stimulation von T-Lymphozyten (T-Zellen) durch
Présentation pathogen- oder tumorspezifischer Peptide.

Die zweite Immunreaktion erfolgt durch das erworbene Immunsystem. Es setzt sich aus T-
und B-Lymphozyten sowie deren loslichen Produkten, den Antikdrpern, zusammen. T-Zellen
werden  entsprechend ihrer  Funktionen und ihrer  Oberflachenmolekile in
immunmodulatorische CD4" T-Helfezellen und CD8" zytotoxische T-Zellen unterteilt.
antigenspezifischne CD8" T-Zellen toten infizierte Zellen und Tumorzellen durch
Apoptoseinduktion ab.

Viele Tumore haben jedoch Mechanismen entwickelt, durch die sie einer Immunantwort
entgehen kénnen oder diese zumindest schwéchen. Die molekularen Mechanismen, durch die
Tumorzellen eine Immunantwort umgehen, sind Schwerpunkte der immunologischen
Forschung und werden sowohl in vitro als auch in vivo untersucht. So ist heute bekannt, dass
Tumore durch Verlust der Tumorantigenexpression oder Verénderung der HLA Kilasse |
Antigene, durch Veranderungen der CD95/CD95L vermittelten Apoptose oder durch
verstarkte Expression von immunsuppresiven Zytokinen einer Immunantwort gegen sich
selbst entgehen (Kim et al., 2007; Rabinovich et al., 2007). Uber diese Mechanismen sind
Tumore in der Lage die Aktivitdit von T-Zellen und DC sowie die kostimulatorischen
Eigenschaften von DC zu reduzieren (Kim et al., 2007; Strand et al., 2004; Troy et al., 1999).
Eine wichtige Funktion in der Ausbreitung von Tumorzellen und ihrem Schutz vor
Immunantworten haben Matrix Metalloproteinasen (MMP), insbesondere MMP-7, das von

vielen Tumoren Uberexprimiert wird (li et al., 2006).
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1.2  Matrix- Metalloproteinasen

Seit Uber 40 Jahren sind Matrix- Metalloproteinasen (MMP) Gegenstand der wissen-
schaftlichen Forschung. Als Beginn der MMP- Forschung gilt ein 1962 von J.Groos und
Lampiere vorgestelltes Experiment mit Kaulquappenschwanzen. Bei diesem Experiment
wurde ein kollagenolytisches Enzym entdeckt, welches an der Involution des
Kaulquappenschwanzes beteiligt ist (GROSS and LAPIERE, 1962). Heute z&hlt die Enzym-
Familie der Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) 28 Mitglieder, wovon 23 auch beim
Menschen nachgewiesen wurden.

In nahezu allen Abteilungen mehrzelliger Lebewesen wurde eine Vielzahl unterschiedlicher
MMPs beschrieben. Ihr Vorkommen in mehrzelligen Organismen l&sst darauf schlielen, dass
fur die Evolution mehrzelligen Lebens die Entwicklung matrixmodulierender Enzyme
erforderlich war. Anhand unterschiedlicher Strukturen, Substratspezifitdten und VVorkommen
lassen sich die MMPs in verschiedene Gruppen unterteilen.

MMPs werden in der Regel in einer inaktiven Form als Zymogen von den Zellen sezerniert
und nachtréglich proteolytisch aktiviert (Sternlicht and Werb, 2001). Aufgrund ihrer Matrix
degradierenden Eigenschaft sind MMPs entscheidend am Gewebeumbau sowohl bei
physiologischer- als auch vieler pathologischer Prozesse beteiligt (Nagase et al., 2006).

Durch ihren Einfluss auf die extrazellulare Matrix (EZM) sind MMPs an der Zelladh&sion und
Zellmigration, zum Beispiel bei Wundheilungsprozessen oder Ausbildung von neuen
BlutgefaRen, sowie an intrazellulare Prozesse wie Zellproliferation, Zelldifferenzierung oder
Apoptose beteiligt (Ortega and Werb, 2002; Comoglio and Trusolino, 2005).

Der kontrollierte Auf- und Abbau der EZM- Kompartimente wird in entscheidender Weise
von MMPs und dem Zusammenspiel mit ihren naturlichen Inhibitoren, den TIMPs (engl.:
Tissue inhibitors of matrixmetalloproteinases), reguliert. Sie ermdglichen die jeweilige

Anpassung der EZM an ihre verschiedenen Funktionen (Parks et al., 2004).

1.2.1 Vorkommen und Struktur von MMP

Biochemisch betrachtet gehéren MMPs zur Gruppe der Hydrolasen, speziell zu den
Endopeptidasen. Innerhalb dieser Gruppe bilden sie neben den Serin-, Cystein- und
Asparagin-Endopeptidasen eine eigene Familie. Alle Mitgliedern dieser MMP-Familie
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zeichnen sich durch das Vorkommen eines zentralen Metallions (z. B. Zn*") im katalytisch
aktiven Zentrum aus.

In der Regel bestehen MMPs aus drei Hauptdoménen und einem Signalpeptid, welches fr die
Sekretion verantwortlich ist.

Eine dieser Hauptdomanen ist die N-terminale Prodomé&ne durch deren proteolytische
Spaltung und Entfernung die MMPs in ihre aktive Form (berfuhrt werden. Dies erfolgt bei
fast allen MMPs nach der Sekretion in den extrazellularen Raum und ist wesentlicher
Bestandteil bei der regulatorischen Kontrolle der Protease. Nach der Prodomane folgt beim
strukturellen Aufbau der MMPs eine katalytische Domane. Sie ist der Trager des Zinkions
und der Ort der eigentlichen Enzymkatalyse (Diaz et al., 2006). Innerhalb der Prodomane
liegt auch die Substratbindedomane, die von drei Zinkionen umgeben ist und die Spezifitat
der MMPs definiert.

Der Prodomaéne schlief3t sich C-terminal eine Hemopexindoméne an. Die Hemopexindoméne
ist ebenfalls fir die Erkennung und Bindung von Substraten verantwortlich. Sie spielt zudem
eine funktionelle Rolle bei der Interaktion der MMPs mit ihren spezifischen endogenen
Inhibitoren, den TIMPs und bei der Spaltung von interstitiellem Kollagen durch Kollagenasen
(Nagase et al., 2006).
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a Struktureller Aufbau von MMPs

Transmembran-

Signalpeptid Domane
Héamopexin-
Propeptid ‘ Hinge - Domane
ﬂ region
Furin Spaltsequenz —— }' -ls'z’ zytoplasmatisches|
/ \ Ende
" Fibronektin Typ Il Motive Katalytische Doméane

Membranschleifen

‘ N-terminaler Signalanker ~ Cystein Bereich ] Ig dhnliche Domaine _M GPI Anker

b Klassifizierung der MMPs anhand ihrer Struktur
Minimale Domaénenstruktur: /1"
MMP-7, MMP-26
Kollagenasen, Stromelysine und
andere MMPs: MMP-1, MMP-8,
MMP-13; MMP-10, MMP-12, MMP-19, | 4 /\,g

MMP-20, MMP-27

Gelatinasen: MMP-2, MMP-9 /?/\-’a
Furin-aktivierte MMPs: /'1/\’“

MMP-11, MMP-21, MMP-28

Membran-gebundene MMPs:

MT1-MMP, MT2-MMP, MT3- /('1/\’:_

MMP, MT5-MMP

GPI-gebundene MMPs: /?/\’a_m

MT4-MMP, MT6-MMP

Typ Il Transmembran: ,
MMP-23A, MMP-238 ' .

Abbildung 1.2.1: Strukturabhéngige Unterscheidung von Matrix- Metalloproteinasen, modifiziert nach
(Lafleur et al., 2003)

(a) Variable Struktur von MMPs. Alle MMPs weisen ein Signalpeptid auf, das sie flr die Sekretion in den
extrazelluldren Raum markiert, zudem ein Propeptid sowie eine katalytische Domane.

(b) Gruppierung der MMPs anhand ihrer Struktur. Die meisten MMPs (auRer MMP-7 und MMP-26)
besitzen eine C-terminale H&mopexin-Doméne und eine ,Hinge-Region“. MMP-Untergruppen zeigen
gesonderte Merkmale wie Transmembran-Doménen und zytoplasmische Enden und eine MT-Schleife (MT1-,
MT2-, MT3- and MT5-MMP). AuBerdem weisen MMPs ein Bindungsmotiv fir GPI (MT4-MMP und MT6-
MMP), eine Furin- Spaltsequenz (MT-MMPs, MMP-11, -21, -23, -28), Fibronektin Typ 11-Module (MMP-2 und
MMP-9) einen N-terminalen Signalanker, einen Cystein-haltigen Bereich sowie eine Ig-ahnliche Doméne
(MMP-23) auf.

1.2.2 Immunologische Rolle von MMP-7

Lange Zeit wurde vermutet, dass die Aufgabe von MMPs ausschlieflich in der
proteolytischen Degradation von Matrixkomponenten liegt. In der Tat haben sie auch eine
grolRe Substratbandbreite unter den Matrixmolekilen. VVon der in dieser Arbeit untersuchten
Matrix-Metalloprotease-7 weil man zum Beispiel, dass die Matrixkomponenten Fibronektin,
Laminin-1, Gelatin, Elastin und Kollagen-Typ IV zu ihren Substraten z&hlen (Imai et al.,
1995).
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Spatere in vivo Studien belegen jedoch, dass MMPs in der Lage sind, Nicht-EZM-Proteine als
Substrate zu erkennen und zu spalten (McCawley and Matrisian, 2001). Da diese Substrate in
eine Vielzahl physiologischer Prozesse involviert sind, beeinflussen MMPs sowohl
homdostatische Funktionen, wie Wachstum, Gewebereparatur oder Immunitat als auch
pathologischen Prozessen, wie chronische Entziindungen, Fibrosen oder Krebs (Fu et al.,
2008).

Durch die Aktivierung von pro- a-Defensin, spielt MMP-7 eine wichtige immunologische
Rolle in der bakteriellen Primarabwehr. So zeigen MMP-7 Knockout- Méause eine ver-
minderte Bakterienabwehr gegen Escherichia coli (Ecoli) oder Salmonellen (Wilson et al.,
1999). Aktiviertes o-Defensin ist in der Lage Bakterien abzutéten. Nach einer
Bakterieninfektion des Magen-Darm-Traktes sekretieren Zellen dieser Organe (Paneth-
Kornerzellen) a-Defensin als inaktives pro-Peptid. Durch Spaltung der Prodoméne durch
MMP-7 wird a-Defensin aktiviert (Ouellette and Selsted, 1996).

MMP-7 ist auch ein wichtiger Faktor bei der Reepithelisierung von mukosalem Gewebe in
der Lunge oder Darm nach deren Verletzung oder Entziindung. Es konnte gezeigt werden,
dass Epithelzellen nach einer Schadigung vermehrt MMP-7 ausschiitten (Dunsmore et al.,
1998). Die gesteigerte Sekretion von MMP-7 nach Verletzungen aber vor allem bei
Entziindungen hat eine weitere wichtige Funktion wéahrend der Immunabwehr. MMP-7 und
andere MMPs sind in der Lage den Chemokingradient am Entziindungsort zu beeinflussen
und die Invasion von neutrophilen Granalozyten zu férdern (Li et al., 2002).

Zudem fordert MMP-7 in Makrophagen die Sekretion von TNF-o (Tumor-Nekrose-Faktor
alpha) eines der wichtigsten pro-inflammatorischen Zytokine. So steuert TNF-o Uber andere
Zytokine wie Interleukin-1 (IL-1) und Interleukin-6 (IL-6) wesentliche lokale und
systemische Entzindungsreaktionen und wirkt auch auf neutrophilen Granulozyten
migrationsférdernd.

Genau wie MMP-7 den Verlauf von Entziindungen, die Reparatur von geschadigtem Gewebe
oder die Bakterienabwehr positiv beeinflussen kann, hat MMP-7 auch funktionelle
Eigenschaften bei pathologischen Veranderungen. Beispiele fur solche Verdanderungen sind
die Metastasierung bzw. Invasivitat von Tumoren und entzlindliche Erkrankungen, wie
Aurthritis oder Sepsis (Mohan et al., 2002).

Die von MMPs hervorgerufene Spaltung von Matrixmolekilen und die damit verbundene
verringerte Integritdt der EZM kann die Invasion und Metastasierung von Krebszellen

unterstiitzen. Ein Grund hierfir ist oft die Uberexpression und/oder die verstarkte Aktivitit
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der MMPs in Tumorzellen. MMP-7 ist ein Beispiel fiir eine MMP, die von vielen epithelialen
und mesenchymalen Tumoren tberexprimiert wird. Hohere Konzentrationen von MMP-7
konnten in Tumoren von Magen, Darm, Leber, Bachspeicheldriise aber auch bei Haut-,
Lungen-, Brust-, und Prostatakrebs nachgewiesen werden (Yamamoto et al., 1999; Aihara et
al., 2005; Adachi et al., 1999; Yamamoto et al., 1997; Yamamoto et al., 2003; Jones et al.,
2004; Bolon et al., 1997; Karelina et al., 1994; Heppner et al., 1996; Pajouh et al., 1991).
Uber die verstarkte Expression von MMP-7 verdndern Tumore aber nicht nur ihr Mikromilieu
um so ihre Ausbreitung zu férdern, sondern auch um sich vor Angriffen des Immunsystems
zu schitzen. Die Spaltung verschiedener Substrate, wie CD95 (Fas/Apo-1), CD95-Ligand,
pro HB-EGF (endl.: heparin-binding epidermal growth factor) oder IGF- Bindungsproteine
(engl.: Insoline like growth factor- binding protein) durch MMP-7 wirken antiapoptotisch auf
die Tumorzellen (Vargo-Gogola et al., 2002; Yu et al., 2002; Miyamoto et al., 2004; Strand et
al., 2004).

Durch die MMP-7 vermittelte Spaltung des CD95-Liganden (CD95-L) von der Zelloberflache
entsteht ein loslicher Ligand, der nach Bindung an den CD95 Rezeptor in den Zellen der
Tumorumgebung Apoptose auslosen kann. Jedoch hat der l6sliche CD95 Ligand eine
geringere pro-apoptotische Potenz im Vergleich zu membrangebundenen CD95-L. Da
Krebszellen oft weniger affin auf CD95 vermittelte Apoptose reagieren, hat der 16sliche CD95
Ligand bei ihnen nicht die gleichen pro-apoptotischen Effekte wie auf ihre Nachbarzelle. So
kann die Spaltung von CD95-L den MMP-7 Uberexprimierenden Tumorzellen einen
Uberlebensvorteil verschaffen (Powell et al., 1999; O'Connell et al., 1999). Die Spaltung des
CD95 Rezeptors durch MMP-7 hat ebenfalls eine Apoptose reduzierende Wirkung, die
MMP-7 Uberexprimierende Tumorzellen vor T-Zellangriffen schutzen kann (Strand et al.,
2004).

Die Substratspezifitdt von MMP-7 und ihre immunologischen Konsequenzen war und ist
Gegenstand vieler Untersuchungen. Man muss davon ausgehen, dass viele Eigenschaften von
MMP-7 noch nicht bekannt sind. Erste Untersuchungen im Labor Dr. Strand wiesen darauf
hin, dass MMP-7 Einfluss auf die Endozytoseaktivitat von Zellen hat. Entscheidend fiir eine
antitumorale  Immunantwort ist die Erkennung von  Tumorantigenen  durch
Antigenprasentierende Zellen (APZ) und deren Zusammenspiel mit Effektorzellen des
Immunsystems. Eine MMP-7 vermittelte Stérung der Antigenexpression auf Tumorzellen

oder deren Aufnahme und Prasentation durch die Endozytoseaktivitat von APZs wirde die
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Immunantwort gegen den Tumor entscheidend schwachen. Aus diesen Griinden beschaftigt
sich die vorliegende Arbeit mit dieser interessanten Thematik.

1.3 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (engl.: Dendritic cells, DC) sind professionelle APZ und einzigartige
Initiatoren primarer Immunantworten, da sie aufgrund ihrer hohen MHC-Klasse-1I-
Molekdilexpression sehr effiziente Stimulatoren von B- und T-Lymphozyten sind (Banchereau
and Steinman, 1998). Wenige DCs und niedrige Konzentrationen des Antigens reichen aus,
um eine starke T-Zell-Antwort zu induzieren.
Die Aktivierung naiver Lymphozyten erfolgt in den lymphatischen Organen durch einen
komplexen immunologischen Prozess, in dessen Verlauf inaktive B- und T-Zellen nach
Antigenprasentation proliferieren und anschlieBend zu spezifischen Effektorzellen oder
langlebigen Gedéchtniszellen differenzieren. Bei T-Zellen bedarf es einer Prozessierung des
Antigens als kurzkettiges Peptid (Zinkernagel and Doherty, 1979), welches im Kontext mit
syngenen Molekilen des Haupthistokompatibilitaitskomplex (engl.: Major histocompatibility
complex, MHC) auf der Zelloberflache von DCs prasentiert wird (Zinkernagel and Doherty,
1997). DCs werden durch ihre Eigenschaft definiert, MHC- oder verwandte Molekile auf
ihrer Oberflache zu exprimieren. Uber MHC-Molekiile konnen zuvor aufgenommene und
prozessierte Antigene présentiert werden, welche dann durch T-Zellen erkannt werden kénnen
(Austyn, 2000).
Auf die Aufnahme von Antigenen sind unreife/immature DCs (iDCs) spezialisiert. Sie
zeichnen sich funktionell durch die effiziente Internalisierung und Prozessierung von
Antigenen durch Endozytose aus und kommen als ,,Wéchter des Immunsystems in allen
peripheren Geweben vor (Steinman, 1991; Banchereau and Steinman, 1998). Hier sind sie
strategisch ginstig an den potentiellen Eintrittsstellen fur Pathogene lokalisiert
(Ubersichtsartikel: (Banchereau et al., 2000).
Die Antigenaufnahme ist eine typische Eigenschaft unreifer DCs, die durch verschiedene
Endozytosemechanismen erfolgt:

1. Durch Makropinozytose (Formung groRer, Pinozytose &hnlicher Vesikel) kénnen

extrazellulére Flissigkeiten und Stoffe eingeschlossen werden (Sallusto et al., 1995).
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2. Uber Phagozytose konnen Partikel und Mikroben aufgenommen werden (Reis e Sousa
etal., 1993).

3. Durch die membranstandigen Rezeptoren, welche eine adsorptive Endozytose
vermitteln wie Mannoserezeptoren (Sallusto et al., 1995) oder Fc-Rezeptoren (FCR)

fir Immunglobuline (Fanger et al., 1996).

Die Makropinozytose tritt bei unreifen dendritischen Zellen konstitutiv in hohem Male auf
(Sallusto et al., 1995). So sind unreife DCs in der Lage extrazelluldare Flussigkeit
aufzunehmen, mit der auch mogliche Antigene in die Zelle gelangen kénnen. Diese werden
von den DCs prozessiert und als Peptid Gber den MHCI- oder MHCII- Komplex présentiert
(Inaba et al., 1993).

Einen wichtigen Mechanismus flr die Antigenprasentation von DCs stellt die Rezeptor-
vermittelte Endozytose dar. Unreife DCs tragen verschiedene Rezeptoren zur
Antigenaufnahme auf ihrer Oberflache. Beispiele hierfir sind die hochaffinen IgG- und IgE-
Rezeptoren, FcyRI (CD64) und FcyRII (CD32) oder das Oberflichenprotein Dec-205
(CD 205), das an der Endozytose dendritischer Zellen mal3geblich beteiligt ist (Bonifaz et al.,
2002). Auch findet sich auf DCs eine hohe Expression des Mannoserezeptors. Er stellt in
Experimenten den Hauptweg fir die Endozytose von FITC-Dextran dar (Sallusto et al., 1995)
und vermittelt nativ die Phagozytose mannosereicher Partikel, wie Hefepilze und Bakterien
(Pontow et al., 1992).

Nach der Antigenaufnahme erfolgt als weiterer Schritt der Immunantwort die
Antigenprésentation durch die Effektorzellen des Immunsystems stimuliert werden. Die
internalisierten Antigene werden durch proteolytische Spaltung in kurze Peptidfragmente
prozessiert und auf MHC-Molekiile geladen. Die Expression dieser Peptid/ MHC Komplexe
bezeichnet man als Antigenprasentation.

DC exprimieren konstitutiv MHC-Klasse-I- und Klasse-11-Molekiile, daher sind sie in der
Lage sowohl CD4"- als auch CD8" T-Zellen durch Antigenstimulation zu aktivieren. Unreife
DCs sind jedoch nicht in der Lage Antigene effizient zu prasentieren und Immunantworten zu
induzieren. Daher durchlaufen unreife DCs nach der Antigenaufnahme einen
Maturierungsprozess, wahrenddessen die Endozytoseaktivitat dieser Zellen schwindet. Die
Reifung fuhrt zunachst zum Verlust der Phagozytose-, spéter auch der Pinozytoseaktivitét.
Beide sind in terminal ausdifferenzierten DCs nicht mehr nachweisbar (Sallusto et al., 1995;

Shortman and Liu, 2002). Verschiedene Faktoren wie inflammatorische Gefahrensignale, z.B.
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inflammatorische Zytokine, bestimmte mikrobielle Strukturen so genannte PAMPs (pathogen
associated moleculare patterns), aber auch T-Zellen kdnnen einen Maturierungsprozess der
iDCs induzieren (Gallucci and Matzinger, 2001; Matzinger, 1994; Fraser et al., 1998; Gordon,
2002; Medzhitov and Janeway, Jr., 2000). Dieser Prozess geht einher mit der Migration der
DCs in die regionalen Lymphknoten. Wahrend der Migration wird der Maturierungsprozess
abgeschlossen, welcher zu einer starken Veranderung des Phanotyps, der Morphologie und
der funktionellen Eigenschaften der DCs fiihrt (Guermonprez et al., 2002). So wird die
Expression von MHC Molekulen gesteigert und inflammatorische Zytokine werden
sezerniert, wahrend die Zellen gleichzeitig ihre phagozytotische Aktivitat verlieren.

Pathogene, 7 B L PS. bakterielle
DNS, CpG ODN, virale dsRNS,

Immunkomplexe
Zytokine, z.B. TNF-«, IL-1efIL-1]

— T-Zellen, z.B. CD40L >
unreife DC l reife DC

o —p O

Expression von Oberfladchenmarkern

Adhasionsmolekiile:

+ CD11, CD54, CD58 +++
Antigenprésentierende
Molekdle:
+ MHC 1, MHC II +

Kostimulatorische Molekiile:
+ CD40, CD80, CD86 +++

Reifemarker:
- CDS83 ++

Funktionelle Eigenschaften

Endozytoseaktivitat:
++ Antigenaufnahme tiber Fcy-, .
Mannose-, DEC-205- Rezeptoren
+/- Motilitét + +
- 11-12 Produktion ++ +
+ T-Zell stimulatorische Kapazitat ++ +

Abbildung 1.3: Vergleich der Eigenschaften von unreifer und reifer DCs.

- nicht vorhanden, +/- schwach, + méRig, ++ gut, +++ sehr gut

Die Reifung von DCs kann durch Pathogene, Zytokine und T-Zellen ausgeldst werden. Wahrend unreife DCs
auf die Antigenaufnahme spezialisiert sind, zeigen reife DCs Merkmale, die fur die Spezialisierung auf
Antigenprésentation in Zusammenhang wichtig sind.
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LPS: Lipopolysaccharide, CpG-ODN: CpG Oligodesoxydinukleotide, dsRNA: doppelstrangige RNA, TNF:
Tumor-Nekrose-Faktor, IL: Interleukin, CD40L: CD40 Ligand, MHC II: MHC-Klasse-Il, CCR1, CCR5, CCR6
= Chemokinrezeptoren, CD80, CD86, CD40 = kostimulatorische Signale, CD54 (ICAM-1): interzelluléres
Adhesionsmolekiil, CD83 = Reifungsmarker, LAMP: Lysosom-assoziierte Membranproteine. (Modifiziert nach
(Banchereau et al., 2000) und(Timmerman and Levy, 1999)

Die resultierenden reifen/maturen DCs (mDCs) sind aullerordentlich  potente
immunstimulatorische Zellen. Sie sind in der Lage, primare T-Zell-vermittelte Immun-
antworten zu induzieren und dartber hinaus auch naive B-Zellen zu aktivieren.

Wichtig fir eine hohe stimulatorische Potenz der DCs sind zudem kostimulatorische
Molekiile, vor allem CD80 und CD86, deren Expression wéhrend der Reifung gesteigert wird
und auf mDCs stark exprimiert werden (Banchereau et al., 2000). Daher ist die Effizienz einer
DC-T-Zell-Interaktion vom Reifestatus der DCs abhénig. Reife DCs fordern eine
Immunantwort, wéhrend unreife DCs, die im nicht aktivierten Zustand den Lymphknoten
erreichen eine T-Zell-Anergie oder T-Zell-Toleranz induzieren koénnen (Steinman and

Nussenzweig, 2002).

1.4  Aktivierung und Funktionen von T-Lymphozyten

Die Aktivierung von naiven T- Lymphozyten durch Antigenprésentation kostimulierender
Molekile ist ein weiterer Schritt der Immunabwehr. Entscheidender Faktor fiur die
T-Zellaktivierung ist der Kontakt zu Antigenprasentierenden Zellen. Wéhrend der
Aktivierung durchlaufen die Lymphozyten einen komplexen immunmodulatorischen Prozess.
Sie proliferieren und differenzieren in spezifische Effektorzellen oder langlebige
Gedachniszellen. Bretscher und Crohn beschreiben ein Modell zur T-Zellaktivierung von
zwei Signalen (Bretscher and Cohn, 1970). Das erste Signal beschreibt die Antigenerkennung
durch die Bindung des T-Zell-Rezeptors (engl.: T cell receptor, TCR) an den spezifischen
MHC/Peptid-Komplex von APZs. Dieses Signal fihrt nur dann zur Aktivierung von naiven
Lymphozyten, wenn sie gleichzeitig kostimuliert werden (zweites Signal). Ohne die
Kostimulation fihrt die TCR-Bindung an ein MHC-présentiertes Antigen zur Apoptose oder
Anergie des Lymphozyten. Daher ist die Expression von kostimulatorischen
Oberflachenmolekiilen bei reifen DCs ebenso fiir die Aktivierung von T-Zellen notwendig,

wie die Antigenprasentation auf MHCI- oder MHCII-Molekdlen.
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Gewebe Lymphknoten Gewebe

Zytotoxische- und
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Abbildung 1.4: Aktivierung von T-Zellen durch Interaktion mit DCs. Nach Kontakt mit Antigenen werden
DCs im Gewebe aktiviert und wandern in den Lymphknoten, wo sie mit T-Zellen interagieren. Diese werden
wiederum aktiviert und differenzieren zu T-Effektorzellen. Sie migrieren in den Ort der Inflammation oder
Gewebeschadigung, wo sie ihre Effektorfunktion austben koénnen. Einige T-Zellen differenzieren zu
Gedé&chtniszellen. (Modifiziert nach Gogolak et al., 2003).

Nach der Aktivierung und Migration haben CD8" T-Zellen die essentielle Aufgabe infizierte
Zellen oder Tumorzellen zu eliminieren (Rosenberg et al., 1986; Kast et al., 1989; Greenberg,
1991). CD4" T-Zellen dagegen tiben immunregulatorische Funktionen aus.

Sowohl die effiziente Stimulation von T-Zellen durch Antigenprasentation als auch die
endozytotische Eigenschaften von APZs werden durch viele Komplexe Mechanismen des
Zytoskeletts reguliert (Billadeau et al., 2007). Fir diese Mechanismen ist die Polymerisation
von Aktin essentiell.

1.5 Aktindynamik

Neuere Untersuchungen gehen davon aus, dass die Aktinpolymerisation wichtige Funktionen
bei endozytotischen Signalwegen und auch bei der T-Zellaktivierung hat (Engqgvist-Goldstein
and Drubin, 2003; Tskvitaria-Fuller et al., 2003). Die verschiedenen Formen der Endozytose
von Sdugerzellen werden Uber unterschiedliche Signalwege reguliert. Einige Komponenten
kommen in mehreren Signalwegen vor. Dazu gehdren neben dem Protein Dynamin auch Teile
des Aktinzytoskeletts (Orth and McNiven, 2003; Welch and Mullins, 2002).

11
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Abbildung 1.5: Mdgliche Funktionen von Aktin bei der Endozytose (Clathtin- und Caveolae- vermittelte
Endozytose und Makropinotose). Aktin ist wahrscheinlich in mehreren Bereichen an der endozytotischen
Internalisierung beteiligt. Zuerst scheint Aktin ein Grundgerist zu bilden, das die Bildung von Clathrin- oder
Caveolae-ummantelten Blaschen unterstutzt (1a und 1b). Zudem konnte Aktin die Einstilpung und/oder
Abspaltung von Clathrinhillen und Caveolaehillen vorantreiben (1b, 1c und 2b). Daneben kénnte Aktin den
Vesikeltransport von der Plasmamembran tiefer in die Zelle forcieren (1c, 2c¢ und 3c). Letztlich spielt das
Aktinskelett eine wichtige Rolle bei der Bildung von Membranlberstanden, die fur die Bildung von
mikropimozytotischen Vesikeln essentiell sind (3a). Modifiziert nach Engqvist-Goldstein und Drubin, 2003.

In T-Zellen hat die Dynamik des Zytoskeletts und damit verbunden die Polymerisation von
Aktin einen entscheidenden Einfluss auf die T-Zellaktivitat. Die Aktinpolymerisation spielt
eine wichtige Rolle bei der Kontaktaufnahme von T-Zellrezeptoren zu MHCII-
Peptidkomplexen (Campi et al., 2005). Eine verminderte Aktindynamik reduziert die Bindung
von T-Zellrezeptoren mit dem MHC-Komplex von antigenprasentierenden Zellen
und fihrt als Konsequenz daraus zu einer verringerten T-Zellproliferation
(Tskvitaria-Fuller et al., 2003).

Die Aktindynamik beruht auf dem Auf- und Abbau von Aktinfilamenten. Die
Aktinpolymerisation fur die Neubildung von Aktinfilamenten (F-Aktin) beginnt mit dem
Zusammenbau von drei globuldren Aktinmonomeren (G-Aktin). Dieser Komplex
(Nukleationskeim) ist fur die Assoziation weiterer Aktinmonomere essentiell. Die Bildung
von Aktinpolymeren wird von Proteinen Katalysiert, den so genanten Aktinnukleations-
faktoren, zu denen unter anderem der Arp 2/3 Komplex (engl.: Actin- related protein) gehort.
Es handelt sich dabei um einen Proteinkomplex aus sieben Proteinen, die durch Wiskott-
Aldrich-Syndrome Proteine (WASP) aktiviert werden (Symons et al., 1996). Diese Proteine

12
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besitzen sowohl eine Bindungsstelle fir G-Aktin, also auch fir die Proteine des Arp2/3-
Komplexes.

Ausgelost wird die Aktinpolymerisation als Reaktion auf duf3ere Signale, wie z. B. Lockstoffe
(Chemokine). Auf molekularer Ebene kann die Bindung extrazelluldrer Liganden an ihre
membranstandigen Rezeptoren wie Rezeptortyrosinkinasen zur Aktivierung von G-Proteinen
fihren. Die an der Signalubertragung zum Zytoskelett beteiligten G-Proteine sind in vielen
Fallen Proteine der Ras-Superfamilie, mit den funf Subfamilien Ras, Rho, Rab, Sarl/Arf und
Ran (Takai et al., 2001). Den Vertretern der Rho-GTPase-Familie kommt bei der
Reorganisation des Zytoskeletts eine grof’e Bedeutung zu (Hall, 1992). Prominenteste
Vertreter dieser Subfamilie der kleinen Ras-GTPasen (Guanosintriphosphatasen) sind Rho,
Rac und Cdc42. Die genauen Signalwege der Aktinpolymerisation durch Rho-GTPasen sind
noch nicht vollstandig erforscht. Flr die GTPase Cdc42 konnte jedoch schon gezeigt werden,
dass ihre aktivierte Form an die GTPase-Bindungsdoméne (GBD) von WASP bzw. N-WASP
bindet, wodurch die Proteine eine Konformationsdnderung vollziehen. Diese
Konformationséanderung fuhrt letztlich zur Aktinpolymerisation (Rohatgi et al., 1999).

Die Aktivierung der GTPasen erfolgt durch Signaltransduktion dauBerer membranstandiger
Rezeptoren, deren Signal im Zellinneren die Aktivierung von GTPasen fordert (Boguski and
McCormick, 1993; Rohatgi et al., 1999). So ist der Tyrosinkinase Rezeptor EphB2 (engl.:
Erythropoetinproducing hepatocellular receptor) ein wichtiges Effektorprotein fiir die
Signaltransduktion von Cdc42 (Nishimura et al., 2006). Das so aktivierte Cdc42 ist in der
Lange die Polymersation von Aktin durch N-WASP und den Arp2/3 Komplex auszultsen
(Irie and Yamaguchi, 2002).

1.6 Erythropoetinproducing hepatocellular Rezeptoren und ihre
Liganden

Die Eph-Rezeptoren stellen die grofite bekannte Untergruppe der Rezeptortyrosinkinasen
(RTK). Eine Uberexpression des ersten beschriebenen Eph-Rezeptors, in einer Erythropoetin
produzierenden humanen hepatozellularen Karzinomzelllinie (ETL-1) flhrte zur Entdeckung
und Isolation dieses Rezeptors (Hirai et al., 1987). Dadurch hat diese Rezeptorfamilie ihren
Namen erhalten (engl.: Erythropoetinproducing hepatocellular receptor). Heute sind in
Vertebraten 15 Eph-Rezeptoren und 9 Ephrin-Liganden (Eph-Rezeptor interagierendes
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Protein) identifiziert (Martinez und Soriano, 2005). Die Rezeptoren und Liganden werden
entsprechend ihrer Sequenzhomologien und Bindungsaffinitdten in A- und B-Klassen
unterteilt (Gale et al., 1996).

Allen Eph Rezeptoren gemein ist eine membrandurchspannende Struktur mit einer
intrinsischen Tyrosinkinaseaktivitat. Der extrazellulare Bereich der Eph-Rezeptoren besteht
aus einer hochkonservierten N-terminalen globul&ren Ligandenbindungsdoméne (Labrador et
al., 1997). Danach folgt eine cysteinreiche Region und zwei Fibronektin Typ Il Motive,
welche die Rezeptordimerisierung und die Interaktion mit anderen Proteinen vermitteln
(Lackmann et al., 1998; Dalva et al., 2000). Intrazellular folgt eine Juxtamembran-Region,
welche die anschlieBende Kinasedoméne von der Zellmembran separiert. Das
carboxyterminale Ende des Rezeptors bildet ein stabiles a-Motiv (SAM) und eine
Bindungsstelle fur Proteine mit einer PDZ-Domane (engl.: Postsynaptic density protein, discs
large, zonaoccludens) (Torres et al., 1998).

Alle Ephrin Liganden besitzen am N-Terminus eine Rezeptor-Bindedoméne, die von der

Zellmembran durch ca. 40 Aminoséduren getrennt ist.

Zytoplasmatische

GPI1 Anker Domaine
|

EphrinB
Ligand

EphrinA
Ligand

Cystelnr9|qhe Globulare Domaine
Region
Fibronektin Typ 11l Motive

Plasma-
membran Transmembran Region

Juxtamembran

Region

Kinase Domaine

SAM Domaine
PDZ Bindemotiv

Eph Rezeptor

Abbildung 1.6: Schematische Darstellung des Aufbaus der Eph Rezeptoren und Ephrine

GPI: Glycosylphosphatidylinositol Verbindung; PDZ: konservierte Sequenz von 90 Aminosduren in den
Proteinen PSD95/SAP90, DLG (engl.: Drosophila discs-large protein) und Z01; SAM: steriles alpha Motiv.
Verandert nach Kullander und Klein, 2002

Die Unterteilung der Eph Rezeptoren wund ihrer Liganden spiegelt auch ihre
Bindungseigenschaften wieder. Die Liganden einer Klasse konnen mit allen Rezeptoren
derselben Klasse interagieren (Gale et al., 1996). EphrinA Liganden binden also an EphA-
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Rezeptoren und EphrinB-Liganden binden an EphB-Rezeptoren. Dabei werden die Liganden
mit unterschiedlichen Affinitaten von den verschiedenen Rezeptoren gebunden (Flanagan und
Vanderhaeghen, 1998). Diese Unterscheidung der Bindungseigenschaften ist aber nicht
absolut, da es Ausnahmen gibt (Orioli and Klein, 1997). So bindet zum Beispiel EphA4
verschiedene B-Liganden (Gale et al., 1996) und EphrinA5 aktiviert den EphB2-Rezeptor
(Himanen et al., 2004).

Die Aktivierung der Rezeptoren erfolgt Gber zwei Schritte. Zundchst erfolgt eine Bindung
zwischen Ligand und Rezeptor. Diese Heterodimere bilden dann Tetramere. Durch
nachfolgende Konformationsanderungen an der globuldren Domane der Rezeptoren kommt es
zur Anndherung der intrazellularen Domanen. Die rdumliche Ndahe beginstigt die Trans-
autophosphorylierung der Kinasedomanen, die dadurch vollstandig aktiviert werden
(Pasquale, 2005). Die aktivierte Kinase kann dann durch Phosphorylierung anderer Molekiile,
die Signalkaskade einleiten.

Zu den nachgeschalteten Molekilen gehoren Nicht-Rezeptor Tyrosinkinasen, die Src-
homologe (SH) Doménen 2 und 3 enthalten, so wie Mitglieder der Src Kinasefamilie (engl.:
Src family kinases, kurz: SFK). Diese Kinasen binden Uber zwei hochkonservierte
phosphorylierte Tyrosinreste an die juxtamembranale Region der Eph-Rezeptoren z.B. an
EphB2 (Zisch et al., 1998). Nach der Bindung der SFKs an die Eph-Rezeptoren kdnnen diese
weitere Signalmolekille modulieren, zum Beispiel Bestandteile des Integrin-Adhésions-
Komplex, das Neural-Wiskott Aldrich Syndrom Protein (N-WASP) oder Cortactin
(Aktivatoren des Arp2/3 Komplex) (Abram and Courtneidge, 2000). Weitere downstream-
Molekiile, die durch die Tyrosinkinase direkt oder kinaseunabhé&ngig durch das PDZ-
Bindemotiv des Rezeptors aktiviert werden, sind die Guanin-Austauschfaktoren (engl.:
Guanine-nucleotide exchange factors- GEF) Ephexin, Tiam1, Intersektin und Kalirin. Diese
wiederum modulieren auf unterschiedliche Weise die GTPasen der Rho-Familie, wie z.B.
RhoA, Racl und Cdc42 (Irie and Yamaguchi, 2002; Mishima et al., 2004). Viele dieser
Molekiile sind an der Regulierung der Aktindynamik des Zytoskeletts beteiligt und kdnnen
von Eph-Rezeptorsignalen reguliert werden (Yamaguchi and Pasquale, 2004).

Wie schon beschrieben, beeinflusst das Rezeptorsignal von EphB2 die Aktivitat von Cdc42.
Der Signalweg von EphB2 zu Cdc42 verlauft Gber die Aktivierung des GEF-Intersektin.
Intersektin  aktiviert Cdc42 durch den Austausch von Guanindiphosphat durch
Guanintriphosphat (Irie and Yamaguchi, 2002). Das so aktivierte Cdc42 ist in der Lange, die
Polymersation von Aktin durch N-WASP und den Arp2/3 Komplex auszuldsen.
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Untersuchungen zur entwicklungsabhangigen Verdnderung von DCs lassen vermuten, dass
Cdc42 uber diesen Signalweg auch an der Regulation der Endozytoseaktivitat beteiligt ist. Die
direkte Stimulation von Cdc42 bewirkte in DCs eine Hochregulation der Makropinozytose,
wahrend die Blockierung der Cdc42 Aktivitat die Endozytose dieser Zellen stark reduzierte
(Shurin et al., 2005).

1.7 Endozytose

Der selektive vesikuldre Transport von extrazellularen Komponenten zwischen den einzelnen
Kompartimenten einer Zelle, der Plasmamembran und der Zellumgebung ist essentiell fir die
Ausubung verschiedener zelluldrer Funktionen und dem Erhalt der spezialisierten
Membranen. Die Aufnahme von extrazelluldren Stoffen durch Bildung von kleinen Bldschen
(Vesikeln) in das Zellinnere bezeichnet man als Endozytose (griech. Endon = innen, Kytos =
Hohlung). Von Komponenten der Plasmamembran werden extrazelluldre Stoffe umschlossen
und in das Zytoplasma transportiert.

Im Hinblick auf Antigenaufnahme und Antigenprasentation durch APZs stellt die
rezeptorvermittelte Endozytose den wichtigsten Endozytosemechanismus dar. Sie wird durch
spezielle Rezeptoren an der Zelloberflache gesteuert. Die Aufnahme der rezeptorgebundenen
Antigene basiert auch hier auf der Bildung von Vesikeln. Die internalisierten Vesikel werden
in Endosomen sortiert. Diese werden entweder wieder zur Plasmamembran transportiert oder
von partikuléren Systemen wie Liposomen eingeteilt (Lanzavecchia, 1990).

Die Clathrin-vermittelte Endozytose ist eine der am besten untersuchten Endozytose-
mechanismen und auch Teil der Aufnahme von Rezeptorgebundenen Stoffen.
Charakteristisch fur diesen Prozess ist die Bildung von Clathrin umhillten Einstilpungen
(engl.: Clathrin coated pits) an spezialisierten Bereichen der Plasmamembran.

Ein weiterer Mechanismus ist die Aufnahme von extrazellulirem Material durch die
Caveolae- (lat. Cavum= Hohle) vermittelte Endozytose. Einige spezialisierte Zellen
(Makrophagen, unreife dendritische Zellen) sind dartiber hinaus in der Lage, groRe Mengen
an extrazellularem Fluid via Makropinozytose oder grofRRe Partikel Uber Phagozytose

aufzunehmen (Mukherjee et al., 1997).
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1.7.1 Clathrinvermittelte Endozytose

Die clathrinvermittelte Endozytose ist der wichtigste Mechanismus der rezeptorvermittelten
Aufnahme von extrazelluldren Stoffen.

Die selektive Aufnahme von extrazellularem Material durch clathrinumhillte Einstiilpungen
in bestimmten Regionen der Plasmamembran wurde erstmal 1964 beschrieben (ROTH and
PORTER, 1964). Bei diesen Einstilpungen handelt es sich um Membranbereiche, die nach
innen gerichtete Vertiefungen bilden und an der Zellinnenseite von Clathrinmolekdilen
ausgekleidet sind (Mousavi et al., 2004).

Wichtiger Transportproteine wie LDL (low density lipoprotein) und Transferrin, aber auch
Wachstumsfaktoren und Hormone werden von der Zelle Uber clathrinvermittelte Endozytose
aufgenommen (Karin and Mintz, 1981; Lakkaraju et al., 2002). Die aufzunehmenden
Makromolekile missen zunédchst an einen spezifischen Rezeptor an die Zelloberflache
binden. Clathrin gewéhrleistet an der Innenseite der Zellmembran, die Ausbildung einer
Vertiefung in der Zellmembran in der die Rezeptoren komprimiert werden. Diese Vertiefung
(Durchmesser von ~ 0,3 um) senkt sich ein und bildet so ein Vesikel, das den Rezeptor-
Makromolekul-Komplex fir den Transport in der Zelle umschlieit. Wahrend des Transports
durch die Zelle wird die Clathrinhille von den Vesikeln geldst und die Clathrin-Monomere
werden wieder zur Membran zurlickgefuhrt und erneut eingebaut.

Die Vesikelbildung mit Hilfe einer Clathrinhille ist ein komplizierter Prozess, an dem
mehrere  Proteinkomponenten beteiligt sind. Fur die Vesikelbildung lagern sich
clathrinbindende Adapterproteine wie AP-2 (Adapterprotein 2), Amphiphysin und AP-180
(Adapterprotein 180) in Komplexen an die Membran (Haucke and De Camilli, 1999; Morgan
et al., 2000). Dieser Prozess wird durch Phosphorylierung/Dephosphorylierung von Eps15
(engl.: Epidermal growth factor receptor pathway substrate 15) und Intersektin kontrolliert
(Tebar et al., 1996; Sengar et al., 1999). Durch Anlagerung und Polymerisierung von Clathrin
kommt es zu Einstilpungen der Membran. Nach Verengung des Vesikels polymerisiert
Dynamin 1 spiralférmig um dessen Hals. Eine Konformationsanderung von Dynamin 1 durch
GTP- Hydrolyse verengt dessen Spiralstruktur und fihrt zur Abschnlrung des Vesikels
(Sweitzer and Hinshaw, 1998). Nach der Entfernung der Clathrinhtille des Vesikels durch
Synaptojanin  kann dieser zum Beispiel durch Aktinpolymerisation zu seinem

Bestimmungsort transportiert werden (Arneson et al., 1999; Rohatgi et al., 1999).
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1.7.2 Phagozytose

Im Gegensatz zur clathrinvermittelten Endozytose werden durch die Phagozytose grolere
Partikel (ca. 0,5- 3 um Durchmesser) von der Zelle aufgenommen. Mikroorganismen oder
auch tote Zellen werden durch Ausstiilpungen der Zellmembran (Pseudipodien) umschlossen
welche durch Verschmelzung ihrer Enden ein Phagosom ausbilden (Anderson, 1992). Nach
der Abschnirung der Phagosomen bzw. Makropinosomen (Makropinozytose) werden diese in
mehreren Stufen biochemisch veréndert. Nachfolgend werden die Phagosomen zu den
Lysosomen transportiert, in denen sich abbauende Enzyme befinden. Die aufgenommenen

Partikel werden hier so weit wie moglich verdaut und abgebaut.

1.7.3 Makropinozytose

Der Mechanismus der Makropinozytose ist dem der Phagozytose sehr &hnlich. Die dabei
gebildeten Vesikel entsprechen mit einem Durchmesser von 1 bis 5 um der GroRe der
Phagosomen. Es kommt jedoch nicht zur direkten Aufnahme von groéReren Partikeln, sondern
es werden groRere Mengen an extrazelluldarer Flussigkeit aufgenommen. So gelangen die
darin gelésten Néhrstoffe und Makromolekdile in die Zelle (Sieczkarski and Whittaker, 2002).
Phagozytose und Makropinozytose sind beides aktinabhangige Prozesse. Sie unterscheiden
sich jedoch in den biochemischen Reaktionskaskaden, die an den jeweiligen
Endozytosevorgéngen beteiligt sind (Cardelli, 2001).

Intrazellular werden die Makropinosomen zelltypabhéngig verarbeitet. In der Uberwiegenden
Anzahl der Zelltypen stehen sie in engem Kontakt mit dem endosomalen System und

verschmelzen mit lysosomalen Kompartimenten.
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1.8 Zielsetzung

MMP-7 ist in der Lage neben Proteinen der Extrazelluldren Matrix (EZM) auch viele Nicht-
EZM-Proteine als Substrate zu erkennen und zu spalten. Dadurch ist MMP-7 in
physiologische aber auch pathologische Prozesse involviert. So wurde in verschiedenen
Tumoren eine Expression von MMP-7 analysiert, welche mit verminderten Heilungschancen
der Patienten korreliert. Erklarungen fur diese Korrelation ist die Mdglichkeit von MMP-7
immunrelevante Proteine spalten zu konnen, was die Sensitivitdt der Tumorzellen gegen
Angriffe des Immunsystems reduziert. Neben den bekannten Eigenschaften von MMP-7 ist
davon auszugehen, dass langst nicht alle immunmodulatorischen Eigenschaften von MMP-7
bekannt sind. Ziel dieser Arbeit war es daher neue MMP-7-spezifische Veranderungen zu
identifizieren und auf ihre Auswirkungen auf das Immunsystem zu untersuchen.

Anhand der vorhandenen Voruntersuchung sollte insbesondere der Einfluss von MMP-7 auf
Clathrin und die damit verbundene Endozytoseaktivitat von Zellen untersucht werden.
AnschlieBend sollte erforscht werden tber welchen Signalweg MMP-7 die Endozytose von
Zellen beeinflussen kann.

Weitere Untersuchungen sollten klaren, ob MMP-7 (ber diesen Signalweg immunrelevanten
Einfluss auf die Zellen hat.

Durch eine mdgliche MMP-7 vermittelte Veranderung der Endozytoseaktivitat von Zellen,
wurde besonders die Wirkung von MMP-7 auf unreife, dendritische Zellen untersucht und
ihre Funktion als antigenprésentierende Zellen des Immunsystems.

In diesem Zusammenhang sollte auch der Einfluss von MMP-7 auf Funktion und Stimulation

von T-Zellen erforscht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate

Bezeichnung | Hersteller

-20°C Tiefkihlschrank Bosch, Deutschland

4°C Kiihlschrank Bosch, Deutschland

-80°C Ultratiefkihlschrank Ultra-Low technology of laboratory
equipment, USA

Durchflusszytometer, FACSCalibur Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Elektrophoresekammer (Agarosegele) OWL scientific, Wiesbaden, Deutschland

Filmentwicklermaschine Fujitsu, Japan

Fluorometer Spectra FluorPlus Tecan, Salzburg, Ostereich

Gel Dokumentationssystem Biostep, Jahnsdorf, Deutschland

Konfokales Laserscanmikroskop (LSM) 510- | Zeiss, Oberkochen, Deutschland
uv

Khlinkubator, Innova 4230 New Brunswick Scientific, NJ, USA
Lichtmikroskop Leica, Portugal

Luminometer Safire Tecan, Salzburg, Ostereich
Magnetrihrer, Heidolph Brinkmann Instruments, NY, USA
Orbitalschittler, Heidolph unimax 1010 Brinkmann Instruments, NY, USA
pH-Meter Toledo 320 Mettler Toledo, Schwerzenbach, Schweiz
Realtime PCR Maschine Stratagene, La Jolla, USA
Spannungsgeber Amersham pharmacia biotech, Schweden
Sterilwerkbank Allerod, Danemark

Sterilwerkbank (Typ S-2000 1.5) Heto-Holten, Dédnemark

Thermocycler, MyCycler Biorad, Miinchen, Deutschland
Thermomixer, ThermoStat Eppendorf, Hamburg, Deutschland
UV/Spektralphotometer -Ultrospec 3000 Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland
Waage, Delat Rang AG204 Mettler Toledo, Schwerzenbach, Schweiz
Wasserbad, Typ 1004 Milian Labware, USA

Wasserbad, Typ 1003 Milian Labware, USA
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Bezeichnung | Hersteller

Zellkulturmikroskop

Hund, Wetzlar, Deutschland

Zellkulturinkubator

Binder, Tuttlingen, Deutschland

Zentrifuge 5415 R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge 5804

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge, Megafuge 1.0R

Haeraeus, Hanau Deutschland

Tabelle 2.1: Verwendete Gerate

2.2 Chemikalien

Bezeichnung ‘ Hersteller

Acetyliertes Rinderserumalbumin (BSA)

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Acrylamid

Merck, Darmstadt, Deutschland

Agarose fir Elektrophorese

CalBiochem, Darmstadt, Deutschland

Aminoethylcarbazol (AEC)

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Ammoniumpersulfat (APS)

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Ampicillin (Amp)

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Agqua ad iniectabilia

Braun, Melsungen, Deutschland

Benzonase Merck, Darmstadt, Deutschland
Bromophenolblau Merck, Darmstadt, Deutschland
Butanol Roth, Karlsruhe, Deutschland
CDP Star Tropix, Bedford, USA

Diethanolamin (DEA)

Tropix, Bedford, USA

Diethylenpyrocarbonat (DEPC)

Sigma, St. Louis, USA

Di-nucleicacid tri-phosphate (ANTP)

Invitrogen, San Diego, USA

Dithiothreitol (DTT)

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Dulbeccos modified eagle medium (DMEM)

Invitrogen, San Diego, USA

Eisessig

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol absolut 96-100% (v/v) p.A.

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethidiumbromid

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Glycin

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Glyerol Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Hefeextrakt Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
I-Block Tropix, Bedford, USA

IGEPAL (NP40) Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Kaliumchlorid

Merck, Darmstadt, Deutschland

Magnesiumchlorid

Merck, Darmstadt, Deutschland

Methanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Bezeichnung | Hersteller

Natriumchlorid

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumhydroxid

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumpyruvat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumvanadat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Nitroblock 11

Tropix, Bedford, USA

Non-essential amino acids (NEAA)

Invitrogen, San Diego, USA

Paraformaldehyd

Merck, Darmstadt, Deutschland

PCR- Reaktionspuffer (10-fach)

Qiagen, Hilden, Deutschland

Penicillin-streptomycin

Invitrogen, San Diego, USA

Permafluor Endeckmedium

Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

Polyhydroxyalkanoat (PHA)

Sigma, St. Louis, Deutschland

Phosphate buffered saline (PBS)

Bio Whittaker Europe, Verviers, Belgien

Phorbolester-12-Myristat-13-Acetat (PMA)

Sigma, St. Louis, USA

Poly-D-Lysin Sigma, St. Louis, USA
Ponceau S Sigma, St. Louis, USA
Primer MWG Biotech AG, Ebersberg, Deutschland

Propidiumiodid

Sigma, St. Louis, USA

RNA Langenstandard (Century Marker)

Ambion, Huntingdon, GB

Roti Nanoquant

Roth, Karlsruhe, Deutschland

RPMI 1640 Lonza, Basel, Schweiz

Saponin Invitrogen, San Diego, USA

SDS Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
R-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt, Deutschland
Sucrose Merck, Darmstadt, Deutschland

T4 DNA-Polymerase

MBI Fermentas, Burlington, USA

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Trichloessigséure

Merck, Darmstadt, Deutschland

Trishydroxymethylaminomethan (TrisBase)

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Triton X-100

Merck, Darmstadt, Deutschland

Trypsin Invitrogen, San Diego, USA
Trypton Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Tween 20 Merck, Darmstadt, Deutschland

Whatman Papier

Whatman International, Waitstone, England

Tabelle 2.2: Verwendete Chemikalien

2.3  Kunststoff und Glaswaren

Plastikwaren wie Zellkulturflaschen, Reagenzréhrchen und Kulturplatten wurden von Greiner

Bio-One, Frickenhausen bezogen.

Reagenzrohrchen fur FACS-Analysen von Becton

Dickinson, Heidelberg und Pipettenspitzen zum molekularbiologischen Arbeiten wurden von

Starlab, Ahrensburg bezogen.
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2.4  Antikorper

Priméare Antikdrper fur FACS und Westernblot-Analysen

Bezeichnung | Hersteller

Esel anti Ziege Cdc42

Pierce, Rockford, USA

Maus anti human 3- Aktin

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Maus anti human Adaptin o

R&D Systems, Minneapolis, USA

Maus anti human Adaptin

R&D Systems, Minneapolis, USA

Maus anti human Adaptin y

R&D Systems, Minneapolis, USA

Maus anti human AP 180

R&D Systems, Minneapolis, USA

Maus anti human CD 40 FITC

Immunotools, Friesoythe, Deutschland

Maus anti human CD80 FITC

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Maus anti human HLA-DR FITC

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Maus anti human CD86 FITC

Immunotools, Friesoythe, Deutschland

Ziege anti human Clathrin

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Ziege anti human EphB2

Santa Cruz, Heidelberg, Germany

Ziege anti Kaninchen Racl

Cellsignaling, Boston, USA

Ziege anti Maus EphB2

R&D Systems, Minneapolis, USA

Tabelle 2.4A: Verwendete Primarantikorper

Sekundarantikorper fur Westernblots

Bezeichnung ‘ Hersteller

Esel anti Kaninchen ALP Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Esel anti Maus HRP Pierce, Rockford; USA
Esel anti Ziege ALP Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Esel anti Ziege HRP Pierce, Rockford; USA
Ziege anti Maus ALP Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Tabelle 2.4B: Verwendete Sekundérantikérper enzymgekoppelt

Fluoreszierende Sekundarantikérper und fluoreszierende Reagenzien

Hersteller

Molecular Probes, Leiden, NL
Molecular Probes, Leiden, NL
Molecular Probes, Leiden, NL

Bezeichnung
Alexa Fluor-488 Esel anti Ziege Ziege 1gG

Alexa-Fluor-488 Phalloidin Aktinfilamente
Alexa-Fluor-488 Ziege anti Kaninchen | Kaninchen 1gG

Spezifitat

Alexa-Fluor-488 Ziege anti Maus Maus IgG Molecular Probes, Leiden, NL
Alexa-Fluor-448 Transferrin Endozytose Molecular Probes, Leiden, NL
FITC-Dextran 40 kDa Endozytose Molecular Probes, Leiden, NL
Hoechst 33342 Zellkern Molecular Probes, Leiden, NL

Tabelle 2.4C: Verwendete Sekundarantikorper fluoreszenzfarbstoffgekoppelt
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2.5 Kommerzielle Versuchskits

Bezeichnung Hersteller

Active GTPase Pull-Down Kits

Pierce, Rockford, USA

Human MMP-7 Quantikine ELISA Kit

R&D Systems, Minneapolis, USA

iScript cDNA Synthese Kit

Biorad, Minchen, Deutschland

MACS LS / LD Separation Columns

Milteny Biotech, Bergisch Gladbach,
Deutschland

MACS Micro Beads

Milteny Biotech, Bergisch Gladbach,
Deutschland

PCR core Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

Rac/Cdc42 Activation Assay Kit

Cell Biolabs, Inc., San Diego, USA

Ras GTPase Chemi ELISA Kit

Active Motif, Carlsbad, USA

LeucoSep 50ml (Buffy-Coat-Préparation)

Greiner, Kremsmiinster, Deutschland

Tabelle 2.5: Verwendete kommerzielle Versuchkits

2.6 Software

Adobe Photoshop CS2
BD CellQuest Pro
MagicScan V 4.5
Reference Manager 2.0
Tecan Xfluor

Adobe Acrobat 6.0

Macromedia Freehand 8.0.1
Microsoft Office 2003

Stratagene MxPro™ QPCR Software
Zeiss LSM 510

2.7 Reagenzien, Losungen und Medien fur die Zellkultur

Reagenz/Lésung

Ausgangskonzentration

Hersteller

RPMI-1640 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
DMEM Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
ISCOV basal Biochrom KG, Berlin, Deutschland
AIM V Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Fotales Bovines Serum Biochrom KG, Berlin, Deutschland
(FBS)

Humanes AB-Serum

Transfusionszentrale der
Universitatsmedizin Mainz,
Deutschland
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HEPES Puffer

1M in 0,85% NaCl

BioWhittaker, Vervies, Belgien

Penicillin-Streptomycin

10000 U/ml Penicillin
10000 pg/ml
Streptomycinsulfat

in 0,85% NaCl

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

L-Glutamin 200 mM PAA, Colbe, Deutschland
Trypsin/EDTA 1% in PBS PAA, Colbe, Deutschland
G418 (Geniticin) 10 mg/ml Invitogen, Karlsruhe, Deutschland
Zeocin 100 mg/ml Invitogen, Karlsruhe, Deutschland

Tabelle 2.7: Verwendete Chemikalien fir die Zellkultur

2.8 Zellkultur Medien

DMEM komplett

500 m| DMEM-Medium

50 ml FCS

5ml Pen/Strep (10mg/ml)
5ml  L-Glutamin (200 mM)
5ml Hepes Puffer (1M)

Humanes DC- Medium

500 mI DMEM-Medium

25 ml humanes AB-Serum

5ml  Pen/Strep (1%)

5ml L-Glutamin (200 mM)

5ml Natriumpyrovat (ImM)

5ml nicht essentielle Amino-
séuren (10mg/l)

Humanes DC- Medium fiir Maturation

X ml DC-Medium (s.0.)
500 U/mi IL4

800 U/mi GM-CSF
10 ng/ml IL1B

10 ng/ml TNF-a
1000 U/ml  IL6

RPMI komplett

. 500 ml RPMI-Medium

. 50 ml FCS

. 5ml Pen/Strep (10mg/ml)
. 5ml  L-Glutamin (200 mM)

Humanes DC- Medium mit Zytokinen
. Xml DC-Medium (s.0.)

. 1000 U/ml  IL4

. 1000 U/ml  GM-CSF
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Zellpraparationsmedium Maus DC-Medium
. 500 mIRPMI-Medium . 500ml RPMI 1640 Medium
. 10 ml FCS (2%) . 5ml  Pen/Strep (1%)
. 2,5 ml Pen/Strep (0,5%) . 50ml (10%) FCS
. 50ml  (10%) GM-CSF Uberstand
X6310-Medium (Hybridomzelllinie, Erytrozytenlyse- Puffer (Erylysepuffer):
GM-CSF produzierende Zellen) . 8,299 NH.CI
. 500 ml basales Iscove-Medium . 19 KHCO3
. 5ml  (1%) P/S . 0,0372g EDTA
. 25 ml (5%) FCS . mit deionisiertem H,O auf 1 Liter
Endvolumen auffillen und steril
filtrieren

Einfriermedium

Zum Einfrieren von PBMCs, Hek 293-, Jurkat 16-, und X6310- Zellen wurde FCS-haltiges
Medium verwendet.

Es bestand aus:

. 90% FCS

. 10% DMSO

2.9 Eukaryotische Zelllinien

Die in dieser Arbeit funktional eingesetzten Zelllinien werden folgend aufgefuhrt:

293ECR Zelllinie

Als Basis diente die Hek 293 Zelllinie, welche aus humanen, Embryonierenzellen etabliert
und durch Adenovirustransfektion unsterblich wurde. Die 293EcR Zelllinien exprimiert stabil
den modifizierten Ecdysonrezeptor. Die Zellen wurden unter Zeocin Selektion (200 pg/ ml)
gehalten.

293EcR-MMP-7 Zellklon

293EcR-Zellen wurde stabil mit dem rekombinanten Plasmid pIND-MMP-7 transfiziert.
Durch Behandlung mit dem Ecdysonanalogon Ponasteron A (PonA) kann in diesen Zellen die
Expression und Sekretion von MMP-7 induziert werden. Das verwendete PonA wurde in
100% Ethanol gel6st daher wurden fur Versuche die Kontrollzellen mit entsprechenden

Mengen Ethanol behandelt. Die Behandlung der Zellen erfolgte mit einer Konzentration von 2
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Hg PonA je Milliliter Zellsuspension. Die Zellen wurden unter Selektion mit Zeocin und
G418 (je 200 pg/ ml) kultiviert.

SK MEL 29 Zelllinie

Eine HLA-A2.1 positive Melanomzelllinie etabliert aus einer Lymphknotenmetastase eines
Patienten mit der Studiennummer SK29. Freundlicherweise zur Verfligung gestellt von der
Arbeitsgruppe Prof. Dr. Wolfel (111 Med. Klinik, Universitatsklinik Mainz).

IVSB-Zelllinie

Die Zellen wurden freundlicherweise zur Verfugung gestellt von der Arbeitsgruppe Prof. Dr.
Wolfel. Dieser zytotoxischer T-Lymphozyten Klon wurde aus dem Blut desselben Patienten
isoliert wie die SK MEL 29-Zelllinie (s.0.). Die IVSB-Zellen erkennen spezifisch das
Tyrosinase-Peptid Ty-2 (YMNGTMSQV) nach HLA-A2 Prasentation.

2.10 Zellbiologische Methoden

2.10.1 Kultivierung von Suspensionszellen und adharenten Zellen

Die Zellen wurden in Kunststoffgefaen (Gewebekulturflaschen oder Multiwell-Platten der
Fa. Greiner BioOne) bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO, im Feuchtbrutschrank (Fa.
Binder) kultiviert. Verwendet wurden die unter 2.8. aufgezahlten Medien. Das Kulturvolumen

richtete sich nach der GrélR3e des ZellkulturgefaRes.

2.10.2 Mediumwechsel von Suspensionszellen

Zellkulturen, deren Kulturmedium verbraucht war (pH-Indikator des Kulturmediums
verfarbte sich von rot nach gelb-orange), wurden in ein 50 ml Réhrchen tberfihrt. Die Zellen

wurden 5 Minuten bei 300 g und 21°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das
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Zellpellet in  entsprechendem  Kulturmedium  resuspendiert und in geeigneten
Zellkulturgeféalen kultiviert.

2.10.3 Mediumwechsel adharenter Zellen mit Trypsin/EDTA-LGAsung

Das verbrauchte Kulturmedium (pH-Indikator des Kulturmediums verférbte sich von rot nach
gelb-orange) wurde aus der Gewebekulturflasche enthommen und verworfen. Die Zellen
wurden anschlieRend mit einer geeigneten Menge PBS (37°C) gewaschen. Nach Zugabe von
2-10 ml Trypsin/EDTA-L6sung wurden die Zellen 3-5 Minuten bei 37°C und 5% CO,
inkubiert (abh&ngig vom Zelltyp eventuell l&nger) und die Ablosung der Zellen
mikroskopisch kontrolliert. Durch Zugabe von 5-10 ml FCS haltigem Kulturmedium folgte
eine Inaktivierung des Trypsins und die Zellsuspension konnte aus der Gewebekulturflasche
in ein 50 ml Réhrchen Gberfiihrt werden. Die Zellen wurden danach 5 Minuten bei 324 g und
21°C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet konnte dann in einem
geeigneten Volumen des Kulturmediums resuspendiert werden und wurde anschlieRend in

ZellkulturgefalRen weiter kultiviert.

2.10.4 Passage von Suspensionszellen

Weisen Zellkulturen eine sehr hohe Zelldichte auf, wurde ein Teil der Zellsuspension
verworfen. Abhangig vom Zelltyp und Zellwachstum wurde die Halfte (Passage 1:2) bis 9/10
(Passage 1:10) dieser Suspension verworfen. Der Rest wurde in ein geeignetes
Zellkulturgefal? uberfuhrt, mit dem entsprechenden Kulturmedium auf das urspringliche

Volumen aufgefullt und weiter kultiviert.

2.10.5 Split adharenter Zellen

Bei einer Konfluenz von 80-90% wurden die Zellen verdinnt und in frische

Zellkulturflaschen tberfihrt. Dafiir wurden die Zellen in ein 50 ml Réhrchen dberfihrt. Die
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Ablosung der Zellen erfolgte wie in Kapitel 2.10.4 beschrieben mit Trypsin/EDTA-L6sung.
Nach der Zentrifugation wurden die Zellen in 5-10 ml entsprechendem Kulturmedium
resuspendiert und abhangig vom Zelltyp wurde die Halfte (Split 1:2) bis 9/10 (Split 1:10)
dieser Suspension verworfen. Die restliche Suspension wurde in ein geeignetes
Zellkulturgefal? uberfuhrt, mit dem entsprechenden Kulturmedium auf das urspringliche

Volumen aufgefillt und weiter kultiviert.

2.10.6 Kryokonservierung von Zellen

Die Zelllinien wurden zur langeren Aufbewahrung in der Gasphase von fliissigem Stickstoff
(-196°C) konserviert. Hierfiir wurden die Zellen in einer Konzentration von 3,5- 5x10°
Zellen/ml in 1 ml Einfiermedium aufgenommen. Dieses bestand aus FCS und war mit 10%
(v/iv) DMSO supplementiert. Die Zellen wurden in Kryokonservierungsbehéltnissen
aliquotiert, 24 Stunden bei —80°C gelagert und in den flussigen Stickstoff Gberfihrt.

Zum Auftauen wurden die Kryogefale in 37°C warmen Wasser Uberfuhrt. Aufgrund der
Toxizitat des DMSO im Einfriermedium fur die Zellen war es wichtig, die Zellen zligig in
Kulturmedium aufzunehmen. Nach einer Minute im warmen Wasser wurden die Zellen mit
einer sterilen Kunststoffpipette tropfenweise in 5 ml erwdrmtes Kulturmedium gegeben.
Daraufhin erfolgte die Zentrifugation bei 300 g und 20°C fir 5 Minuten. Nach dem
Dekantieren des uberstehenden Mediums wurden die Zellen in geeignetes Kulturmedium
uberfhrt.

2.10.7 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzéhlung erfolgte durch mikroskopisches Auszéhlen mit Hilfe der Neubauer-
Zahlkammer. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 50 pl der Zellsuspension mit dem
gleichen Volumen einer Trypanblauldsung (0,4 %) gemischt. Der Farbstoff diffundiert nur
durch die Zellmembran von toten Zellen und farbt diese im Zytoplasma blau an. Dadurch
konnen die toten Zellen bei der Zellzahlbestimmung von den vitalen Zellen unterschieden

werden. 10 ul der Mischung wurden hierfur unter das Deckglas der Z&ahlkammer pipettiert.
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Ausgezahlt wurden 4x16 Felder der Neubauer-Kammer unter dem Mikroskop. Um die
Zellzahl pro Milliliter Zellsuspension zu ermitteln, wurde der Mittelwert berechnet und
anschlieBend mit dem Verdunnungsfaktor durch die Zugabe der Trypanblaulésung (1:2) und
dem Kammerfaktor (10000) multipliziert. So erhielt man die Zellzahl pro Milliliter.

2.10.8 Kultivierung des zytotoxischen T-Zellklons IVSB

Der in vorliegenden Studien verwendete zytotoxische T-Zellklon (CTL) IVSB wurde von der
Arbeitsgruppe Prof. Dr. T. Wolfel freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Dieser
CTL-Klon erkennt spezifisch das Tyrosinase-Peptid Ty-2 (YMNGTMSQV), in Verbindung
mit dem HLA-A2 Antigen auf der Oberflache von Tumorzellen, welche Tyrosinase endogen
exprimieren (Wolfel et al., 1993). Um eine Langzeitkultur zu etablieren, wurde der Klon nach
der Methode von der Arbeitgruppe Prof. Dr. T. Wélfel (Wolfel et al., 1994) restimuliert. Dazu
wurden auf eine 24-Lochgewebeplatte 1x10° zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) pro
Vertiefung in 1 ml AIM V Medium mit 10% Humanserum ausplattiert. Um eine Proliferation
des Klons zu induzieren, wurden autologe SK-Mel 29 Tumorzellen (1x10° Zellen/Vertiefung)
als Stimulatorzellen sowie Alex B eine MHCII und HLA-A2 exprimierende EBV B-Zelllinie
(2x10°  Zellen/Vertiefung) als Feederzellen zugegeben. Um einer Proliferation der
Stimulatorzellen sowie der Feederzellen wéhrend des Experiments zu verhindern, wurden
diese Zellen vor dem Ausplattieren mit 10 gy bestrahlt. Zusatzlich wurden die Zellen durch
die Zugabe von IL2 (250 U/ml) stimuliert. Fir die weitere Kultur wurde dieses Verfahren
nach 6 bis 7 Tagen wiederholt. In den Tagen zwischen den Restimulationen wurden alle zwei
bis drei Tage die T-Zellzahl ermittelt. Bei einer hohen T-Zelldichte (> 1,5x10° Zellen/ml)
wurden die Zellen mit frischen AIM V Medium (mit 250U/ml 1L2) auf eine Dichte von 0,8
bis 1*10° Zellen/ml eingestellt.

Fur Versuche wurden die Zellen am dritten bis funften Tag nach der Restimulation

verwendet.
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2.10.9 Zelllinien zur Produktion von murinem GM-CSF

Rekombinantes mGM-CSF (engl.: Murine granulocyte macrophage-colony stimulating
factor) fur die Generierung von murinen DC wurde aus einer stabil transfizierten X6310-
Mausmyelom Zelllinie gewonnen. Die Zellen dieser Transfektante wurden in
Zellkulturschalen mit einem Durchmesser von 50 cm? mit supplementiertem ISCOV
Basalmedium bis zu einer Konfluenz von 90 bis 95% kultiviert. Danach wurden die
geoffneten Zellkulturschalen unter den sterilen Bedingungen der Sicherheitswerkbank fur 30
Minuten mit UV-Licht bestrahlt, um die Zellen abzut6ten. Die Zellen wurden noch zwei bis
drei Tage weiterkultiviert, bis alle Zellen abgetotet und das GM-CSF maglichst vollstandig in
das Medium sezerniert worden war. AnschlieBend wurden die Zelldebris bei 300 g fir 10
Minuten abzentrifugiert, der Zelliberstand steril filtriert und bis zur weiteren Verwendung bei
-20°C aufbewabhrt.

Die Aktivitatsbestimmung erfolgte anhand der Ausdifferenzierung der DCs aus
Knochenmark. Die Differenzierung wurde durch Membranféarbung der Maturationsmarker
(CD80, CD86 und HLA-DR) und anschlieBender FACS-Analyse bestimmt.

In flussigem Stickstoff eingefrorene X-6310 Zellen wurden bei Bedarf nach dem Auftauen fur

eine Passage in Medium kultiviert.

2.10.11 Praparation humaner PBMCs

Humane, periphere, mononukledre Blutzellen (engl.: PBMC) wurden aus humanem Blut von
gesunden Spendern mit Hilfe von LeucoSep (Greiner BioOne) nach Angaben des Herstellers
prapariert. Zur Gewinnung von mononukleéren Zellen wurde keine Vollblutprobe sondern der
Leukozytenfilm (engl.: Buffy-Coat) des Spenderbluts verwendet. Das Blut wurde mit PBS
(Phosphat gepufferte Saline), im Verhdltnis 1:2, verdinnt und tber das Polymer Percoll
(Lonza) geschichtet. Durch eine anschlieende Zentrifugation (15 Minuten, bei 800 g, 20°C
und deaktivierter Zentrifugenbremse) trennten sich die mononukledren Zellen von den
Erythrozyten, Leukozyten und Granulozyten. Die mononukledren Zellen bildeten Uber dem
Percoll eine Grenzschicht wahrend sich die polymorphen Zellen durch den

Zentrifugationsschritt aufgrund der groBeren Dichte unter dem Percoll ansammelten. Nach
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dem Absaugen der mononukleédren Zellen, mittels steriler Kunststoffpipette, folgten mehrere
Waschschritte. Fiir diese wurde, nach Zentrifugation jeweils der Uberstand verworfen und das
Zellpellet in 10 ml PBS aufgenommen. Die Zellen wurden gezahlt und zur weiteren

Verwendung auf Eis gelagert.

2.10.11 Isolierung von CD4 positiven oder CD8 positiven
T-Lymphozyten aus PBMCs

Bei dieser Trennmethode wurden die zuvor isolierten PBMCs tber monoklonale Antikorper
mit superparamagnetischen Mikropartikeln (Durchmesser ca. 100nm) markiert. Die
Zellsuspension mit den spezifisch markierten und den unmarkierten Zellen wurde auf eine
Trennséule aufgetragen, die sich in einem Permanentmagnetfeld befand und eine Matrix aus
Polymerbeads besall. Wahrend die unmarkierten Zellen die S&ule durchliefen, blieben die
markierten Zellen zwischen den Matrixbeads der S&ule haften. Sie konnten auflerhalb des
Magnetfeldes herausgewaschen werden. Das MACS System konnte entweder zur
Positivselektion oder zur Depletion einer Zellpopulation verwendet werden.

Die Zellseparationen wurden gemal den Herstellerprotokollen von Miltenyi Biotec
durchgefihrt. Die Art der verwendeten S&ulen richtete sich nach der eingesetzten Zellzahl. Es
wurden Séulen der GroRe MS (bis 10 positive Zellen) verwendet.

Fiir die Negativisolation von humanen T-Zellen wurden 10" PBMCs in 40ul MACS-Puffer
aufgenommen, es folgte die Zugabe von 10 pl eines Antikorpercocktail mit spezifischen
Antikdrpern gegen die Oberflachenmerkmale von nicht T-Zellen.

Antikdrpercocktail fir die Isolation von CD4 positiven T-Zellen:

CD8, CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCRY/6 und Glycophorin.
Antikorpercocktail fir die Isolation von CD8 positiven T-Zellen:

CD4, CD15, CDl16, CD19, CD34, CD36, CD56, CD123, TCRY/4 und Glycophorin.

Die Antikorper sind am Fc-Teil des Molekils mit Biotin markiert. Die CD4 oder CD8
negativen Zellen, vor allem B-Zellen, dendritische Zellen, Monozyten, Granulozyten und
Erythrozyten werden von den Antikdrpern gebunden. Nach 10-miniitiger Inkubation der
Losung bei 4°C erfolgte die Zugabe von weiteren 30 pul MACS-Puffer und 20 pl eines

magnetisch aktiven Zweitantikdrpers mit Spezifitdt fur Biotin (Microbeads). Die
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antikorpergebundenen Zellen werden damit magnetisch detektierbar. In einer Sdule im
Magnetfeld bleiben die magnetisch markierten Zellen haften, das Eluat enthalt die gesuchten,

nicht an Antikdrper-gebundenen T-Zellen.

2.10.12 Generierung von humanen dendritischen Zellen

Fur die Generierung von humanen dendritischen Zellen (engl.: DC) aus PBMCs wurde die so
genannte Adhdrenzmethode angewendet.

Monozyten koénnen im Gegensatz zu Lymphozyten an unphysiologischen Oberflachen
adhérieren. Diese Eigenschaft kann man fir die Trennung der Zellen nutzen. So wird der
Prozess der Adhérenz durch Anwesenheit von Serum- bzw. Plasmaproteinen sowie Wérme,
Ca®* und hydrophoben Plastikoberflachen der KulturgefaRe unterstiitzt, wahrend Kalte und
EDTA ihr entgegenwirken.

Fur die DC-Generierung wurden aufgereinigte PBMCs in serumhaltigem Medium auf eine
Zellzahl von 1x10’/ml eingestellt und 30 bis 40 ml dieser Zellsuspension in 175 cm?
Zellkulturflaschen ausplattiert. Die ausplattierten PBMCs wurden fuir 30-60 Minuten bei 37°C
in einem CO,-Brutschrank inkubiert. Nach mikroskopischer Kontrolle der Adhérenz wurden
das Medium abgenommen und die restlichen nicht adhdrenten T- und B-Lymphozyten sowie
NK-Zellen mit PBS abgesplilt.

1 bis 1,5x10" dieser Monozyten wurden in zytokinsupplementiertem, dendritischem
Zellmedium aufgenommen. Durch die Zytokinzugabe wurden die Monozyten innerhalb von
vier bis flnf Tagen zu unreifen dendritischen Zellen (iDCs) differenziert. Zur Induktion der
Reifung wurden die iDCs fur zwei Tage in Maturationsmedium kultiviert.

2.10.13 Generierung von dendritischer Zellen aus Mausknochenmark

Durch zervikale Dislokation getdtete Mausen wurde anschlieBend das Fell und das Gewebe
von den Beinen abgel6st und diese durch Zugbewegungen vom Hiftgelenk abgetrennt. Die

gesauberten Knochen wurden zur Desinfektion fur wenige Sekunden in einer
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Isopropanollésung (100%) gelegt, mit Préparationsmedium abgespllt und bis zur
Weiterverarbeitung in Praparationsmedium aufbewahrt.

Die Enden der Roéhrenknochen wurden mit einer Schere aufgetrennt und das Knochenmark
mit Hilfe einer Spritze, einer diinnen Kanule und Préparationsmedium aus dem Knochen
herausgespilt. Das Knochenmark wurde im Weiteren mit einem 70 mm Zellsieb in
Préaparationsmedium resuspendiert und die Zellen bei 350 g fur 10 Minuten zentrifugiert.
AnschlieBend erfolgte die Resuspension der Zellen in 5 ml Erylyselpuffer zur
Erythrozytenlyse bei Raumtemperatur fiir ein bis zwei Minuten. Die Lyse wurde sodann
durch Zugabe von 20 ml Praparationsmedium gestoppt und die Zellen wie zuvor zentrifugiert.
Es folgten zwei weitere Waschschritte mit 10 ml Praparationsmedium und eine Zahlung der
Zellen. Die Zellen wurden in Praparationsmedium aufgenommen. Je 10 ml dieser
Zellsuspension mit einer Dichte von 3x10° Zellen/ml wurden in eine Zellkulturschale mit
10 cm Durchmesser gegeben und fir 24 Stunden unter den ublichen Zellkulturbedingungen
kultiviert. Danach wurden weitere 10 ml des DC-Mediums zugegeben. Fir die weitere Kultur
wurde alle weiteren 48 Stunden vorsichtig 10 ml des Kulturmediums erneuert. Dieses
Verfahren wurde bis zur Verwendung der DC beibehalten. Nach fiinf bis acht Tagen wurde
die in Suspension befindlichen Zellen, als DC, durch Abpipettieren geerntet. Fiir Versuche zur
Endozytosebestimmung wurden DC ublicherweise finf Tage nach der Knochenmarkisolation

verwendet, fur Stimulationsexperimente im Zeitraum von sieben bis neun Tagen.

2.10.14 Isolierung von Maus-Milzzellen

Fur die Gewinnung der Milzzellen von Mausen wurden die Tiere mittels zervikaler
Dislokation getotet. AnschlieRend wurde ihnen die Milz entnommen. Das Organ wurde mit
Hilfe eines Stempels durch ein engmaschiges Netz (40 oder 70 um) passiert, um so Einzel-
zellen zu gewinnen. Durch Auf- und Abpipettieren wurden die Zellen aus ihren Zellverb&nden
gelést und anschlieBend in 50 ml Rohrchen (berfuhrt. Zur Abtrennung der groben
Bestandteile wurde die Zellsuspension bei 300 g fir 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Zur
Lyse der Erythrozyten wurde das Zellpellet in 5 ml Erythrozytenlysepuffer aufgenommen und
ein bis zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe von 20 bis 30 ml PBS
wurde die Erythrozytenlyse abgestoppt, die Zellen wurden pelletiert (300 g, RT, 8 min) und

anschlieend einmal mit PBS gewaschen. Dabei sollten mdoglichst alle bei der
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Erythrozytenlyse entstandenen Aggregate entfernt werden Die gewonnenen Milzzellen

wurden fur die Isolation von T-Lymphozyten verwendet.

2.10.15 Isolierung von T-Lymphozyten aus Maus-Milzzellen

Die CD4-positiven oder CD8-positiven murinen T-Zellen wurden wie unter 2.10.11
beschrieben durch indirekte Bindung an monoklonale Antikérper mit superparamagnetischen
Mikropartikeln isoliert. Die Zellseparationen wurden, gemaR den Herstellerprotokollen von
Miltenyi Biotec, mit Saulen der GroRe MS (bis 10’ positive Zellen) durchgefiihrt.
Der Antikorpercocktail fir die Isolation muriner T-Zellen enthielt spezifische Antikorper
gegen die Oberflachenmerkmale CD11b, CD45R, CD49b sowie CD8 oder CDA4.

2.10.16 CFSE-Markierung und CFSE-Proliferationstest

Mit CFSE (5,6-Carboxyfluorescein Diacetat Succinimidyl Ester) lassen sich Zellen lang
anhaltend fluoreszenzmarkieren. Das CFSE liegt zundchst als Ester vor und kann so die
Zellmembran passieren. Im Zytosol wird die Estergruppe durch Esterasen verseift, so dass der
Farbstoff in der Zelle zuriick gehalten wird. Die Succinimid-Gruppe ist sehr reaktiv, der
Farbstoff bindet daruber kovalent an Lysin-Reste und andere freie Amin-Gruppen
intrazellularer Proteine. Da das CFSE bei Zellteilungen zu gleichen Teilen an die
Tochterzellen weitergegeben wird, lasst sich die Proliferation einer Zellpopulation anhand

veranderter CFSE-Markierung verfolgen.
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Zellzahl

CFSE

Abbildung 2.10.16: Schematische Darstellung des Prinzips des CFSE-Poliferationstests. Dargestellt ist das
CFSE-Signal poliferierender T-Zellen. Die Proliferation korreliert mit einer schrittweisen Abschwdachung des
CFSE-Signals.

Diese beruht auf der gleichmaRigen Verteilung des CFSEs auf die jeweiligen Tochterzellen.

Zur Markierung der Zellen mit CFSE wurden bis zu 107 Zellen/ml in einer 10 pM CSFE-
Losung in PBS mit 0,1% BSA resuspendiert. Die 10 uM CFSE- Lésung wurde kurz zuvor aus
einer 10 mM Stammlésung in DMSO hergestellt. Die Zellsuspension wurde unter
gelegentlichem Umschwenken fir 10 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Der
Mischung wurde, zum Abstoppen der Reaktion, 10 ml kaltes RPMI-Medium zugesetzt und
diese funf Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen abzentrifugiert und zweimal
mit RPMI-Medium gewaschen und konnten dann direkt im Proliferationstest eingesetzt

werden.

2.10.17 Zytotoxizitatsmessung mit dem CellTiter-Glo® Lumineszenz

Zellviabilitatsassay

Die zytotoxische Aktivitat des T-Zellklon IVSB wurde durch Viabilitdtsmessung der
Zielzellen (Target) mit der Methode des CellTiter-Glo® Lumineszenz Zellviabilitatsassay
ermittelt.

Mit diesem Assay wird der ATP-Gehalt metabolisch aktiver Zellen in einer
Luziferasereaktion bestimmt. Diese Ergebnisse erlauben Rickschlisse auf die Zahl der
lebenden Zellen. Das Lumineszenzsignal wird im Luminometer gemessen. Dafiir wird das
Reagenz direkt zu den Zellen in das Medium pipettiert, welches die Zellen lysiert, die

endogenen ATPasen inhibiert und ein Lumineszenzsignal erzeugt.
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Fir die Zytotoxizitdtsmessung wurden die Effektorzellen 1VSB und die Zielzellen Alex B in
einer 96-Lochplatte mit unterschiedlichen Verhaltnissen zueinander ausgesét (Effektor-zu
Target-Verhaltnis von 3:1 bis 1:6). Diese Kokulturen wurde fur vier bis 24 Stunden bei 37°C
im Zellkulturinkubator kultiviert. Vor und wéhrend der Kokultur wurden ein Teil der Zellen
mit MMP-7 (200 ng/ml) behandelt. Als Positivkontrollen wurden gleichbehandelte AlexB-
Zellen in entsprechender Zelldichte ohne Effektorzellen kultiviert. Nach der Kokultur wurden
in jeder, mit 100 ul Zellkultursuspension gefullte, Vertiefung der 96-Lochplatte 25 pl
CellTiter-Glo® Reagenz pipettiert. Nach zweimindtigem Schitteln wurden 90 pl pro
Vertiefung des Zelllysats in weilRe 96-Lochplatten Gberfiihrt und zur Stabilisierung des
Lumineszenzsignals 10 Minuten stehen gelassen. Im Lumiometer wurden anschlieBend die
Lumineszenzsignale gemessen.

Das Lumineszenzsignal von 1VSB-Einzelkulturen wurde als Hintergrundaktivitidt von den
Signalen der Kokulturen mit entsprechendem Effektor/Target-Verhéltnis (E/T) subtrahiert.

Als Blindwert wurde Medium verwendet.

2.11 Molekularbiologische Methoden

2111 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR st eine sehr effektive Methode zur selektiven Anreicherung definierter
Nukleinsauresequenzen aus einem Gemisch von Nukleinsduremolekiilen, die von Kary B.
Mullis entwickelt wurde (Saiki et al., 1988). Hierbei werden zwei Oligodesoxynukleotide
(Oligonukleotide oder Primer) synthetisiert, die jeweils komplementar zu einem der beiden
3’-Einzelstrangenden des zu amplifizierenden DNA-Doppelstranges sind. Im ersten Schritt
wird die DNA-Matrize durch Hitzedenaturierung aufgeschmolzen. Hierdurch wird in einem
zweiten Schritt die Bindung der Primer an ihre entsprechende Zielsequenz ermdglicht
(Annealing). Von dem kurzen doppelstrangigen Bereich ausgehend wird im letzten Schritt der
fehlende, komplementdre Einzelstrang in 5°-3"Richtung synthetisiert (Elongation). Durch
mehrfache Wiederholung dieser Reaktionsfolge wird eine exponentielle, selektive
Anreicherung des gewiinschten Transkripts erreicht. Theoretisch entstehen bei n Zyklen 2n™

amplifizierte Molekiile.
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In einem PCR-Ansatz sind folgende Komponenten enthalten:

. 10ul  10x Reaktionspuffer

. 1l 10 pmol/ml sense Primer

. 1yl 10 pmol/ml antisense Primer
. 2ul 5 U/ml DNA Polymerase

. 2ul - 10 nM dNTPs

. mit deionisiertem H,O auf 25ul Endvolumen auffillen

Nachfolgend ist ein typisches PCR-Programm dargestellt:

1 95°C /15 min Aktivierung der Polymerase und Denaturierung

2 94°C /1 min Denaturierung

3 55-70°C / 1 min Annealingtemperatur abhéngig vom GC-Gehalt der Primer
4. 72°C /1 min Elongation

5 zuruck zu Schritt zwei und Wiederholung des Ablaufes fur 35 Zyklen

6 72°C/6min f inale Elongation

Die Annealing- und Elongationszeiten wurden in dieser Arbeit je nach GrofRe des zu
amplifizierenden Genabschnitts variiert. Die verwendeten Ldsungen wurden den unter-
schiedlichen Protokollen der verwendeten DNA-Polymerasen angepasst. Nach Ablauf der

Reaktion wurde jeweils ein Aliguot jedes Ansatzes auf einem Agarosegel kontrolliert.

2.11.2 Agarose-Gel-Elektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Molekilen verschiedener Grol3e erfolgt mittels Elektrophorese
im Agarosegel. Negativ geladene DNA wandert im elektrischen Feld in Richtung der
Kathode. Die Wanderungsgeschwindigkeit der Makromolekile ist dabei abhéngig von der
Form, Ladung und GroRe der Molekule. Durch den Siebeffekt des Agarosegels, welches aus
einem komplexen Netz von Polysaccharidketten besteht, konnen kleinere Molekile schneller

in Richtung des positiven Pols wandern, als groRe Molekiile der gleichen Form. Das Gel wird
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mit Ethidiumbromid, welches in die DNA interkaliert, versetzt. Unter UV-Licht im
Transilluminator werden die gefarbten Banden der gewanderten DNA-Molekiile sichtbar.

Zur Auftrennung wurden Gele mit 0,8 bis 1,5% (w/v) Agarose verwendet. Die Agarose-
konzentration wurde an die GroRe der aufzutrennenden DNA-Fragmente angepasst
(Tab.2.11.2). Die Agarose wurde in 0,5 x TBE-Puffer gegeben und durch Erhitzen in der
Mikrowelle gelost. Nach kurzem Abkihlen wurde die Agaroselésung mit Ethidiumbromid
(0,1 pg/ml Gel) versetzt, in einen Gelschlitten gegossen und der Kamm fiir die Geltaschen
eingesetzt. Nach vollstandigem Aushérten des Gels konnte der Kamm entfernt und das Gel in
die Gelkammer eingesetzt und vollstandig mit 0,5x TBE-Puffer iberschichtet werden.

Die aufzutrennenden Proben wurden mit 5x Ladepuffer gemischt und in die Geltaschen
pipettiert. Die Auftrennung erfolgt bei 100-120 V fur etwa 25 bis 45 Minuten.

Agarosekonzentration [%0] | aufzutrennende Fragmentgrofien [kb]

0,7 0,8
0,9 0,5
1,2 0,4
1,5 0,2

Tabelle 2.11.2: Geeignete Agarosekonzentrationen bzgl. aufzutrennender Fragmentgrofien

2.11.3 RT-PCR

2.11.3.1 Quantitative PCR

Die Expression bestimmter Gene wurde in dieser Arbeit durch semiquantitative und
guantitative real time PCR untersucht. Fir beide Methoden wurde zuerst die gesamt RNA aus
kultivierten oder primaren Zellen isoliert und anschlielfend eine reverse Transkription zur
Synthese von copy DNA (cDNA) durchgefihrt. Die Sequenzen der verwendeten Primer und

deren Annealingtemperatur sind in Tabelle 2.11.3.6 aufgelistet.
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2.11.3.2 RNA-Isolation

Gesamt-RNA wurde von behandelten oder unbehandelten, kultivierten Zellen von Zelllinien
oder primaren Zellen isoliert. Fiir die RNA-Isolation wurde das RNeasy™ Kit (Stratagene)
nach Vorgaben des Herstellers durchgefuhrt.

Die Zellen wurden wie in den Ergebnissen beschrieben behandelt, geerntet und
abzentrifugiert. Das Zellpellet in p-Mercaptoethanol haltigem Lysepuffer lysiert und
anschlieBend durch vorsichtiges Pipetieren homogenisiert.

Aus dem Lysat wurden mit einer Vorreinigungssaule und einem Zentrifugationsschritt die
Zellfragmente entfernt. AnschlieBend wurde das nun klare Lysat mit gleichem Volumen
Ethanol (70 %) versetzt und schnell vermischt. Bis zu 700 pl dieser Losung wurden in eine
RNA-Bindungsséule tberfuhrt und anschliefend mit 10000g fiir 30 Sekunden zentrifugiert.
Der Durchfluss wurde verworfen und die Sdule wurde mit 600 pl Niedrigsalzwaschpuffer
gewaschen. Nach Zentrifugation und Verwerfen des Durchflusses wurde die Saule durch eine
weitere Zentrifugation (10000g, 2 min) getrocknet. Danach folgte ein DNA-Abbau durch
Zugabe von 50 pl DNase auf die Reinigungssdule und anschlieRender Inkubation bei 37°C fr
15 Minuten.

Nach der DNase-Behandlung wurde die Saule mit 600ul Hochsalzpuffer und anschlieRend
mit der gleichen Menge Niedrigsalzpuffer, durch Zentrifugation (10000 g, 30 s) und Ver-
werfen des Durchflusses, gewaschen.

Die Saulen wurden in neue 1,5 ml Zentrifugenréhrchen uberfiihrt und die RNA nach Zugabe
von 30 pl Elutionspuffer und Zentrifugation fir eine Minuten mit 10000 g von der Séule
eluiert. Die Konzentration und Reinheit der Gesamt-RNA wurde photometrisch ermittelt. Flr
die Konzentration wurde die Absorption bei 260 nm gemessen und fiir die Reinheit das
Verhéltnis der Absorption von 260 nm zu 280 nm berechnet.

Die RNA-Proben wurden bis zur weiteren Analyse bei -80°C gelagert.

2.11.3.3 Reverse Transkription

Durch die reverse Transkription wird die, als Matrize dienende RNA, ausgehend von
angelagerten Primern zu einer komplementaren, einzelstrangigen DNA umgeschrieben. Dabei

wird durch die Verwendung von Poly-dT-Primern spezifisch die poly-adenylierte mRNA
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transkribiert. Die so hergestellte cDNA (engl.: Copy DNA) wurde fir RT-PCR (engl.:
Reverse transcriptase polymerase chain reaction) eingesetzt. Die reverse Transkription wurde
mit 1 pg Gesamt-RNA in 20 pl Reaktionsvolumen mit Hilfe des iScript cDNA Synthese Kit

(Biorad) nach Herstellerangaben durchgeftihrt.

Reaktionsbedingungen:

25°C 5 Minuten
42°C 45 Minuten
85°C 5 Minuten
4°C 10 Minuten

2.11.3.4 Semiquantitative PCR

Fur die semiquantitative PCR wurde das PCR core Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben
verwendet.
Jede PCR wurde in einem Volumen von 25 pl mit 1 pg cDNA in einem PCR-Thermostaten

(Biorad) durchgefihrt. Alle PCR-Amplifikationen wurden mit 30 bis 40 Zyklen durchgefihrt,
wobei B-Aktin als Kontrolle fur die Quantifikation verwendet wurde. Die weiteren Analysen

erfolgten mittels Gelelektrophorese (2.11.2)

2.11.35 Quantitative real time PCR

Die real time (RT) -PCR erlaubt eine quantitative Echtzeitanalyse der PCR-Produkte (iber die
Messung von laserinduzierten Fluoreszenzsignalen. Hierzu wurde der Fluoreszenzfarbstoff
SYBR®-Green genutzt, der in doppelstrangige DNA interkaliert. SYBR®-Green kann an die
neue doppelstrangige DNA in einem Probenansatz binden. Durch diese Bindung andert der
Farbstoff seine Konformation so dass Fluoreszenz freigesetzt wird. Die Fluoreszenzintensitét

ist proportional zu der Menge des spezifischen PCR-Produktes.
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Denaturierung
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Abbildung 2.11.3.5: Schematische Darstellung einer RT-PCR mit dem SYBR® Green | Farbstoff. Der

SYBR Green®-Farbstoff (schwarze Rauten) beginnt zu fluoreszieren (griine Rauten), wenn er an doppelstrangige
DNA bindet. (Homepage der Firma Invitrogen)

Nach jedem PCR-Zyklus wird mittels lasergesteuerter Analyse die Menge an
doppelstrangiger DNA mit interkaliertem SYBR-Green® gemessen. Die Zyklenanzahl, bei der
das gemessene Fluoreszenzsignal einen vorgegebenen Schwellenwert Ubersteigt ergibt den
Ct-Wert (engl.: Threshold cycle). Fir die relative Quantifizierung der Transkriptmenge wird
der Ct-Wert der Proben durch einen Abgleich mit dem Ct-Wert eines Kontrolltranskripts
normalisiert. Vor der Durchfihrung einer RT-PCR wurden die Primer und die
Amplifikationsbedingungen mittels einer konventionellen RT-PCR etabliert.

Die real time PCR zur Quantifizierung von Genexpressionen in Zellen wurde mit Hilfe des
Stratagene Mx 3000P™ PCR System (La Jolla; USA) durchgefiihrt.

Fur die Quantifizierung der Genexpression wurden die Zellen zu einem definierten Zeitpunkt
geerntet. Die gesamte zelluldre RNA wurde extrahiert (2.4.3.2), reverse transkribiert (2.4.3.3)
und die erhaltene cDNA in der real time RT-PCR eingesetzt. Die Reaktionen wurden in
Triplikaten entsprechend den Vorgaben des Herstellers durchgefiihrt (Absolute 2X QPCR
syber green mix; Abgene). Rox wurde als Referenzfarbstoff verwendet (Abgene). 15 pl des
SYBR-Green Master-Mixes, 5 ul 1/10 verdunnte first strand cDNA und 100 nM gen-
spezifische forward und reverse Primer wurden in einem Gesamtvolumen von 25ul
eingesetzt. 40 PCR-Zyklen mit 30 Sekunden Denaturierung bei 95°C, 30 Sekunden Annealing
bei der entsprechenden Temperatur und 30 Sekunden Elongation bei 72°C wurden
durchgefihrt.

Die Quantifikation erfolgte durch Normalisierung der Genexpression mit der Expression der
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH).
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2.11.3.6 PCR Primer

Sequenz

Annealing
Temperatur

Fragment-
groRe [bp]

B-Aktin Sense 5’-TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA-3’ 58 286
Antisense | 5’-CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGATGGAGGG -3’

Ephrin A5 Sense 5’-GGGGTGCGAGTTTGTCTTTA-3’ 58 286
Antisense | 5’-CATCCAGAGCACCAGAAACA-3’

Ephrin B2 Sense 5’- TCCGTGTGGAGTACTGCTG -3’ 59 308
Antisense | 5’- TCTGGTTTGGCACAGTTGAG -3’

Ephrin B3 Sense 5’- CTGAAATGCCCATGGAAAGA -3’ 62 181
Antisense | 5’- ACGCCCAGCAAGAGCAGCGC -3’

EphB2 Sense 5’- CACCAAGACCTTCCCCAACT -3’ 56 436
Antisense | 5’- GACGGTGCCATTCTCAACGG -3’

GAPDH Sense 5’-CCCACTCCTCCACCTTTGAC-3’ 55 210
Antisense | 5’-CATACCAGGAAATGAGCTTGACAA-3’

MMP-7 Sense 5’-TCAGACTTACCTCGGATCGT-3’ 62 258

human Antisense | 5’-GTGAGCATCTCCTCCGAGACCTGT-3’

MMP-7 Sense 5 -TGGAGTGCCAGATGTTGCAG-3’ 54 520

murin Antisense | 5’-GACGGTGCCATTCTCAACGG -3’

Tabelle 2.11.3.6: Verwendete PCR Primer. Aufgelistet sind der Name, die Sequenz und die
Annealingtemperatur der verwendeten Primer sowie die FragmentgréRe des synthetisierten PCR- Produktes.

2.12 Protein-Biochemische und Immunologische Methoden

2.12.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Durch die Methode von Bradford (Bradford, 1976) ist es mdglich Proteinkonzentrationen mit
einfachem, quantifizierbarem Farbnachweis im Photometer bei 595 nm Wellenldnge zu
bestimmen.

Fiir jeden Ansatz wurde das Bradfordreagenz (5 fach, Roti®-NanoquantTM, Roth GmbH &
Co., Karlsruhe) frisch 1:5 (v/v) verdunnt. Die Probe wurde in 1:50 (v/v) mit H,O verdunnt
und 200 pl dieser Verdinnung fir die Messung in eine Vertiefung einer 96-Lochplatte
pipettiert. Zum Starten der Reaktion wurden 800 pl des verdiinnten Bradfordreagenz zum
Ansatz gegeben. Nach 10 Minuten Inkubation bei RT wurden die Ansatze bei ODsgo und bei
ODg4s0 gemessen. Der Quotient ODsg0/ODgsp wurde berechnet und in die Gleichung der
Kalibriergeraden eingesetzt. Die Quantifizierung der Proteinmenge erfolgte durch einen
direkten Vergleich der erstellten Kalibriergeraden und den ermittelten Werten der Proben.
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2.12.2 Westernblot
2.12.2.1 Westernblot-Ldsungen

. 50x Proteaseinhibitor-Lésung (Roche)
. Benzonase (Roche)

Probenpuffer (zweifach) Laufpuffer (10-fach Laemlipuffer)

. 120 mM Tris-HCL pH 6.8 . 30,259 Tris

. 10% Glycerin . 144 g Glycin

. 4% Meraptoethanol . 10g SDS

. 0,02% Bromphenolblau . mit deionisiertem H,O auf 1 Liter
. in deionisiertem H,O Endvolumen auffullen.

Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele

Trenngele Sammelgele | Volumen
8% 10% 12% 4% ‘

Reagenzien

30% Acrylamide 10,8 13.3 155 3,0 mL
1.8 M Tris-HCI (pH-8.8) | 8,0 8,0 8,0 4,0 mL
dest. H,O 20,6 18,1 15,9 12,7 mL
10% SDS 400 400 400 200 uL
10% APS 200 200 200 75 ul
TEMED 8.0 8.0 8.0 10,0 uL

Tabelle 2.12.2.1: Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele fur jeweils vier Gele

2.12.2.2 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Durch das Anlegen eines elektrischen Feldes lassen sich Proteine in Polyacrylamid-Gelen
gemal ihrer Nettoladung und ihres Molekulargewichts auftrennen. Die Zugabe des
anionischen Detergenz SDS fuhrt zur Bildung negativ geladener SDS-Komplexe mit
konstantem Ladungs- zu Masseverhaltnis. SDS denaturiert die Proteine zudem und verhindert
Protein-zu-Protein-Wechselwirkungen. Die SDS-Protein-Komplexe verschiedener Proteine

unterscheiden sich somit nur in ihrer GroRRe und werden in der pordsen Gelmatrix durch den
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Molekularsiebeffekt gemalR ihres Stokes-Radius und damit ihres Molekulargewichts
aufgetrennt.

Fur die SDS-PAGE wurden die Proteine mit dem anionischen Detergenz SDS behandelt. Der
Puffer enthielt 10% B-Mercaptoethanol zur reduktiven Spaltung von Disulfid-Briicken. Durch
Erhitzen auf 99°C wurden die Proteine vollstandig denaturiert, bevor sie anhand der
Molekularmasse ihrer Polypeptidketten durch eine Gelelektophorese getrennt wurden. Die
Durchfiihrung der SDS-PAGE erfolgte nach einer modifizierten Form des diskontinuierlichen
Puffersystems von Laemmli (Laemmli, 1970). Fir diese Arbeit wurden Polyacrylamidgele

mit einer Konzentration von 8%, 10% oder 12% verwendet.

2.12.2.3 Vorbereitung der Proben fur Westernblots

Fur die Westernblots wurden 293EcCR-MMP-7 Zellen fur 72 Stunden mit 2 pg PonA
inkubiert, um so die Expression und Sekretion von MMP-7 zu induzieren. Kontrollzellen
wurden mit 2 pl Ethanol (100%) pro Milliliter Kulturmedium behandelt. DCs und T-Zellen
wurden mit 200 ng/nl rekombinantem MMP-7 fur mindestens zwei Stunden behandelt.

Jeweils 1x10° Zellen wurden durch Zentrifugation (300g, 10 Minuten, 20°C) pelletiert und
einmal mit PBS gewaschen. Adharente Zellen wurden vorher mit Trypsin vom Boden der
Zellkultur gelost. Die gewaschenen Zellen wurden in 100ul/10° Zellen in Lysepuffer
aufgenommen (1% NP40 in PBS mit Proteasinhibitor: Complete, Roche) und sofort flr 15
Minuten auf Eis inkubiert. Durch die Scherkréfte nach mehrmaligen Auf- und Abpipettieren
wurde die Lyse der Zellen begunstigt. Das Lysat wurde dann mit 16000 g fur 10 Minuten bei
4°C zentrifugiert, um die Zellbruchstiicke abzutrennen. Der Uberstand wurde in ein frisches
Zentrifugenréhrchen Gberflhrt und die Proteinkonzentration der Losung ermittelt. Die Lésung
wurde mit der gleichen Menge 2x Ladepuffer vermischt, fur 5 Minuten auf 99°C erhitzt und
dann auf Eis gestellt. Die Proben wurden danach vorsichtig in die Taschen eines SDS-
Polyacrylamidgel (10%) pipettiert und anschlieBend in einem elektrophoretisch Feld
aufgetrennt. Die Beladung der SDS-Geltaschen mit gleicher Proteinmenge, wurde mit einer
spezifischen Aktin-Immunfarbung kontrolliert. Als Referenz wurde ein Standardprotein-
marker auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei Raumtemperatur und einer
Spannung von 20 mA/Gel (Sammelgel) bzw. 30 mA/Gel (Trenngel) in einer Minigel-

Kammer durchgefihrt.
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21224 Blotten

Transferpuffer (einfach)

. 3,359 Tris

. 144 ¢ Glycerin

. 200 ml Methanol 100%

. mit deionisiertem H,O auf 1 Liter Endvolumen auffullen.

Im Anschluss an die Elektrophorese wurde das Gel fur 5 Minuten in Tris-Glycerin-Puffer
inkubiert, die PVDF-Membran (Millipore) wurde zur Aktivierung einige Sekunden lang mit
100% Methanol befeuchtet und in Transferpuffer eingelegt. Zwischen zwei puffergetrankte
Schwamme wurden daraufhin Filterpapier, Gel, Membran und wieder Filterpapier
luftblasenfrei aufeinander geschichtet. Dieses Sandwich wurde dann in der mit 800 ml
Transferpuffer beftllten Blot-Apparatur (Biorad) fixiert und der Transfer durch Anlegen einer

Spannung von 300 V (80 mA) fir 90 Minuten unter Kilhlung und kontinuierlichem Rihren

durchgefiihrt.
2.12.25 Immunnachweis von Proteinen im Westernblot
Blockldsung Assaypuffer
. 19 I-Block Reagenz . 10,6 ¢ Diethanolamin
. 500 pl Tween 20 . 0,2M MgClI
. 500 ml PBS . 900 pl deionisiertes H,O
. pH 9,5 mit HCL (1M)
einstellen
. mit deionisiertem H,O auf 1 Liter
Endvolumen auffillen.
Waschpuffer CDP-Star detection system
. PBS mit 0.1% Tween 20 . Nitroblock:  1:200 in Assaypuffer

. CPD-Star: 1:1000 in Assaypuffer

Nach dem Blotten wurde die PVDF-Membran finf Minuten in Waschpuffer gewaschen und
eine Stunde in Blockpuffer inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzuséttigen.

Nach dem Waschen der abgesattigten Membran erfolgte die Inkubation mit dem in
Blockpuffer vorverdiinnten, priméren Antikorpern Uber Nacht bei 4°C unter leichtem
Schitteln. Durch anschlieRendes dreimaliges Waschen fir jeweils funf Minuten wurden nicht
spezifisch gebundene Antikorper entfernt. Im nédchsten Schritt erfolgte die Inkubation der
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Membran mit der verdinnten Loésung des sekundaren Antikorpers flr eine Stunde bei
Raumtemperatur. Danach wurde die Membran wieder dreimal gewaschen und anschlieRend
zweimal in Assaypuffer gewaschen (jeweils fiir zehn Minuten).

Zuletzt wurde die PVDF-Membran fiur zehn Minuten in verdlnnter Nitroblocklésung
inkubiert, gefolgt von einer Inkubation mit der verdinnten CDP-Star-L6sung (5 min). Die
Membran wurde vorsichtig in eine Mappe aus Transparentfolie eingelegt und in eine
Autoradiographybox  Uberfiihrt.  AnschlieBend wurde fur die jeweils notwendige

Belichtungszeit ein Film aufgelegt, der maschinell entwickelt wurde.

2.13 Rac- und Cdc42-Aktivitatsbestimmung

Der Anteil von aktivem Rac und Cdc42 im Zelllysat von MMP-7 induzierten Hek 293 EcR-
MMP-7 Zellen oder MMP-7 behandelten dendritischer Zellen wurde unter Verwendung des
Rac/Cdc42 Activation Assay Combo Kit (Cell Biolabs) ermittelt. Dieser Assay entspricht
dem Prinzip einer Immunprézipitation und nutzt die Eigenschaft, dass die aktive, GTP
gebundene Form von Cdc42 und Rac spezifisch an die p21-Bindedoméne (PBD) der p21
aktivierenden Kinase 1 (Pakl) bindet. GDP gebundenes, nicht aktiviertes Rac oder Cdc42
bindet hingegen nicht an diese p21-Bindedoméne. Fir die Bindung von aktivem Rac und
Cdc42 wird in diesem Kit eine mit Glutathion-S-Transferase (GST) verbundene PBD von
humanem Pakl verwendet. GST ist in der Lage spezifisch an die, in diesem Assay
verwendeten, Glutathion Sepharose Beads zu binden, um so aktives Cdc42 oder Rac selektiv
aus dem Zelllysat zu prazipitieren und spéter durch Verwendung eines spezifischen Rac oder
Cdc42 zu detektieren.

Die Durchfihrung der Rac- oder Cdc42-Aktivitatsbestimmung erfolgte nach
Herstellerangaben. Hiefir wurden Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen oder priméare, humane,
dendritische Zellen mit EphrinA5 und oder MMP-7 behandelt bzw. wurde die MMP-7
Expression induziert. Unbehandelte bzw. nicht induzierte Zellen wurden als Kontrollen
verwendet. Die Zellen wurden in Zentrifugenréhrchen Gberfuhrt und mit TBS gewaschen.
Nach einer Zentrifugation (300 g, 5 Minuten, 20°C) wurde das Zellpellet in Lysepuffer gelost
und funf Minuten auf Eis inkubiert. Der Uberstand des Zelllysats wurde nach einem
Zentrifugationsschritt (14000 g, 15 Minuten 4°C) gesammelt und dessen Proteinkonzentration

bestimmt. Die Menge an verwendetem Zelllysat wurde der jeweiligen Proteinkonzentration
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angepasst. Es wurden Proben mit der Gesamtproteinkonzentration von 1 mg mit 20 pul PBD
Pakl Glutathion Sepharose Beads vermischt und eine Stunde bei 4°C schiittelnd inkubiert.
Nach der Inkubation wurde die Beads dreimal mit Waschpuffer gewaschen und zuletzt in
50ul 2x SDS Probenpuffer aufgenommen. Die Proben wurden dann fur 10 Minuten bei 99°C
erhitzt anschlieBend auf Eis abgekihlt und auf 12 % SDS-PAGE-Gel aufgetragen. Danach
erfolgte eine Westernblotanalyse wie in 2.12.2.5 beschrieben. Proben der Lysate ohne
nachfolgende Immunprézipitation wurden als Kontrolle mitgefuhrt, um den Gehalt des

gesamten Rac oder Cdc42 im Zelllysat zu ermitteln.

2.14 MMP-7 Sekretionsbestimmung

Fur die Bestimmung der MMP-7 Sekretion von Zellen wurde das Quantikine® Human MMP-
7 Immumoassay Kit (RnD Systems) nach Herstellerangaben angewendet. Dieser Assay
basiert auf dem Prinzip eines Sandwich-ELISA. MMP-7 in Zelllberstanden bindet an die
Oberflache einer mit MMP-7 spezifischen, monoklonalen Antikérpern beschichteten 96-
Lochplatte. Nach dem Entfernen der ungebundenen Substanzen wird ein polyklonaler
MMP-7 spezifischer und enzymmarkierter Antikérper (HRP konjugierter MMP-7 Antikdrper)
in die Vertiefungen der Platte gegeben. Nach einem weiteren Waschschritt findet nach
Zugabe eines HRP-Substrats eine Farbreaktion in den Vertiefungen statt. Die Intensitét der
Farbreaktion wird durch Absorptionsmessung bei 450 nm ermittelt. Sie ist proportional zu
dem gebundenen MMP-7 in der Vertiefung und erlaubt so Ruckschlisse auf die MMP-7
Konzentrationen der Zellliberstande.

Fur die MMP-7 Sektretionsbestimmung wurden je 50 pl Zelluberstdnde von unbehandelten
oder behandelten Zellen der Hek 293 EcR-MMP-7 Zelllinie oder von dendritischen Zellen
verwendet. Zellkulturmedium diente der Ermittlung der Hintergrundaktivitat. Zur
Quantifizierung der MMP-7 Sekretion wurden die Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen mit 2 uM
Ponasteron A (PonA) im Medium inkubiert und nach verschiedenen Zeitpunkten (0, 24, 48
und 72 Stunden) Proben vom Zelliberstand genommen. Das verwendete Ponasteron wurde in
Ethanol (100%) geldst (LM/ml), daher wurde als negative Kontrolle der MMP-7 Induktion,
die Hek 293 EcCR-MMP-7 Zellen mit 100 prozentigen Ethanol behandelt (2 ul/ml).

Die MMP-7 Konzentrationsmessung im Uberstand der Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen oder
DCs wurde mit dem MMP-7 Quantikine ELISA Kit (RnD Systems) nach Herstellerangaben

48



Methoden

durchgefuhrt. Durch eine Standardkurve von Proben mit bekannten Konzentrationen an
rekombinantem MMP-7 wurden die Konzentrationen der Zelllberstande kalkuliert.

2.14 Ras-Aktivitatsbestimmung

Der Anteil von aktivem Ras in Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen wurde mit dem Ras-GTPase
Chemi ELISA Kit (Active Motif) ermittelt. Die Durchfuhrung erfolgte nach Angaben des
Herstellers. Dieser Assay basiert wie der MMP-7 Assay auf dem Prinzip eines Sandwich-
ELISA. Die aktive, GTP gebundene Form der Ras-GTPasen aus Zelllysaten bindet an die mit
Ras Bindungsdoméne (RBD) von Rafl beschichte Oberflache einer 96 Lochplatte. Nach
Inkubation mit einem Ras spezifischen Primé&rantikérper und einem HRP-konjugiertem
Zweitantikorper findet nach Zugabe einer Substratlésung ein Chemilumineszenzreaktion statt.
Die Intensitat der Chemilumineszenz ist direkt proportional zu dem gebunden aktiven Ras
und wird in einem Luminometer gemessen.

Fur diesen Assay wurden Zelllysate von nicht induzierten und induzierten Hek 293 EcR-
MMP-7 Zellen verwendet. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration der Zelllysate wurden
die Menge der verwendeten Lysate an die Proteinkonzentration angepasst. Als

Positivkontrolle wurde das im Kit enthaltene HelLa- Zellextrakt verwendet.

2.15. Durchflusszytometrie (FACYS)

Granularitdt und immunologischer Phénotyp von Zellen in Suspension kénnen durch ihre
Streulicht- und Fluoreszenzeigenschaften mit der FACS-Methode (engl.: Fluorescence
Activated Cell Sorter) bestimmt werden. Die Zellsuspension wird durch eine Kapillare mit
Uberdruck in den Messbereich gesogen. Die Beschleunigung des Zellflusses bewirkt eine
einzelne Hintereinanderreihung der Zellen. Im Messbereich kommt es durch Wechselwirkung
der Zelle mit dem einfallenden Laserstrahl (Argonlaser, Wellenldange 488 nm) zur Licht-
streuung. Diesen VVorgang bezeichnet man als hydrodynamische Fokussierung. Strukturen der
Zellmembran und intrazelluldre Bestandteile werden durch die Richtungsveradnderung des

Lichtstrahls identifiziert, die von Photodetektoren wahrgenommen werden kénnen.
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Zur Vermessung werden zwei Parameter herangezogen:

e Vorwartsstreulicht (engl.: Forward scatter = FSC) entlang des -einfallenden

Lichtstrahls als Mal} fur die ZellgroRe und
e Seitwartsstreulicht (engl.: Side scatter = SSC) im rechten Winkel zum einfallenden
Lichtstrahl als MaR fur die intrazelluldre Granularitét.

Durch die Verwendung von fluoreszenzmarkierten Reagenzien ist es mdglich Zell-
oberflachenmolekdle, intrazelluldre Proteinen oder die Endozytoserate einer Einzelzell-
suspension zu quantifizieren. Dabei absorbieren die Farbstoffe Lichtenergie des Messlasers.
Die absorbierte Energie hebt Elektronen auf ein hoheres Energieniveau. Beim Rucksprung auf
das Ausgangsniveau emittieren die Elektronen ein Photon. Die Fluoreszenzenergie des
Photons ist geringer, als die Absorptionsenergie und das abgestrahlte Licht ist langwelliger als
das anregende Licht. Die Fluoreszenzintensitat ist direkt proportional zur Anzahl der
Bindungsstellen oder Aufnahmerate einer Zelle, die mit Farbstoff gekoppeltem Reagenz (z.B.
Antikorper) behandelt wurde.
Als Fluoreszenzfarbstoffe wurden verwendet:

e Fluoresceinisothiocyanat (FITC), Emissionsmaximum bei 520 nm

e Alexafluor 488 (Alexa 488), Emissionsmaximum bei 519 nm
Durch die Messung von Lichtstreuung und Fluoreszenz und die Umwandlung der Signale in
elektrische Impulse konnten die Daten mit einem speziellen Mess- und Bearbeitungs-
programm ausgewertet werden. Durch das Setzen von Gates konnten einzelne
Zellsubpopulationen abgegrenzt und genauer analysiert werden. Die Ergebnisse wurden
meistens in Form eines Histogramms dargestellt. Die X-Achse der Histogramme zeigt die
Fluoreszenzintensitat, wéhrend die Y-Achse die Anzahl der Zellen innerhalb der Parameter
abbildet.
Fur die Durchflusszytometrie wurde folgendes System benutzt:

e Messeinheit: FACS Calibur von Becton Dickinson, besitzt vier Fluoreszenzkanéle.

e Computer von Apple (Macintosh).

e Auswertungsprogramm CellQuestPro (Becton Dickinson)
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Benotigte Losungen fur FACS Untersuchungen und Immunfluoreszenzfarbungen

Blockpuffer Permeabelisierungspuffer

. 3% BSA . 10 mM EDTA

. 10 mM EDTA . 0,1 % Saponin

. 0,1% Tween 20 . gelost in PBS

. geldst in PBS

. steril filtriert

Fixierungslosung: Saurer Waschpuffer

1. Methanol und Aceton im Verhéltnis 1:1 (v:v) . 0,5M Natrium Chlorid
oder . 0,2 M Essigsaure

2. 2% PFA gelost in PBS . gelost in PBS

und PBS

2.15.1 Immunfluoreszenzfarbung von Membranproteinen

Um die Expression von Oberflachenmolekulen auf einer Zelle zu uberprifen, wurden diese
mit einem antigenspezifischen Antikorper gefarbt. Dazu wurde entweder ein spezifischer,
fluoreszenzmarkierter Antikorper eingesetzt oder der spezifische Antikdrper wurde, mittels
eines fluoreszenzmarkierter Zweitantikorpers, der gegen ein Epitop des Erstantikdrpers
gerichtet war, nachgewiesen. Die Farbung wurde bei Raumtemperatur durchgefihrt.
Adhéarente Zellen wurden abtrypsiniert, wahrend Suspensionszellen in ihrem Medium
abgenommen und anschliefend zentrifugiert wurden (300 g, 5 Minuten, 20°C). Danach
wurden alle Zellen mit PBS gewaschen und fur 15 Minuten bei Raumtemperatur mit 100 pl
des priméren Antikorpers, verdinnt in Blockpuffer, inkubiert. Bei den nicht direkt
fluoreszenzmarkierten Antikorpern erfolgte, nach dem Waschen der Zellen in Blockpuffer,
die Inkubation mit 100 pl des verdinnten sekundéaren Antikdrpers fir 15 Minuten bei
Raumtemperatur. Vor der Analyse im FACS-Calibur wurden die Zellen ein weiteres Mal

gewaschen und in 400 pl PFA-Fixierungspuffer aufgenommen.
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2.15.1.1 Clathrin- und EphB2-Farbung

Fur die Clathrin- und EphB2-Farbung wurden die fur die FACS Analyse verwendeten Zellen
nach einmaligem Waschen mit PBS fir eine Minute mit Methanol/Aceton- Fixierungsldsung
(-20°C) inkubiert, um so eine intrazellulare Farbung zu ermdglichen. Nach einem
Waschschritt folgte eine Inkubation mit 100 ul/Probe vorverdiinnter Primérantikorperlésung
fir 15 Minuten bei Raumtemperatur. Der Clathrinantikdrper wurde im Verhéltnis 1:100- der
EphB2-Antikorper 1:50 (je v:v) in Blocklosung vorverdinnt. Nach einem weiteren
Waschschritt wurden die Zellen in 100 pl Alexa-Fluor 488 Esel anti Ziege
Sekundarantikdrper (1:200 vorverdunnt in Blockldsung; v:v) aufgenommen und 15 Minuten
bei Raumtemperatur in Dunkelheit inkubiert. Nach einmaligem Waschen wurden die Zellen

in 2% PFA in PBS aufgenommen und im FACS-Calibur analysiert.

2.15.2 F-Aktinfarbung

Fiir die F-Aktinfarbung wurden 1x10° Zellen mit Alexa-Fluor-488 konjugierten Phalloidin
intrazellular geféarbt. Zur Induktion der MMP-7 Expression wurde ein Teil der Hek 293 EcR-
MMP-7 Zelle vor der Farbung fir mindestens 72 Stunden mit 2 pg PonA inkubiert, der
weitere Teil der Zellen wurde als Kontrolle mit 2 pl/ml Ethanol (100%) inkubiert. Die DC
oder T-Zellen wurden vor der Farbung fir mindestens zwei Stunden mit rekombinantem
MMP-7 behandelt (200 ng/ml). Fir die Farbung wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit
2% Paraformaldehydlésung bei Raumtemperatur fixiert und anschliefend mit dem Detergenz
Saponin permeabilisiert. Fur die spezifische Férbung von polymerisiertem Aktin (F-Aktin)
erfolgte eine Inkubation der Zellen mit fluoreszenzmarkiertem Phalloidin fiir 20 Minuten bei
Raumtemperatur. Nach zweimaligem Waschen wurden die Zellen in 2% PFA in PBS
aufgenommen. Die Fluoreszenzmessung der Proben erfolgte anschlieRend mit der
FACS-Methode. Als Negativkontrolle der Farbung wurden Zellen ohne Phalloidinbehandlung

gemessen.
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2.15.3 Endozytoseaktivitatsmessung

Um die Kapazitdt von MMP-7- oder Ephrin-behandelten Zellen in Bezug auf die Aufnahme
von Antigenen Uber Endozytose zu vergleichen, wurden fluorochrommarkierte Tracer
(Dextran- FITC 40 kDa und Transferrin- FITC) verwendet.

Die Hek 293 ECR-MMP-7 Zellen wurden vor der Ausfiihrung fur mindestens 72 Stunden mit
2 g PonA inkubiert. Die Kontrollzellen wurden nur mit 2 pl/ml Ethanol (100%) behandelt.
Zur Untersuchung der Endozytoseaktivitat wurden die Zellen zuerst auf Eis inkubiert, um die
endozytotischen Aktivitaten erst einmal zu stoppen. AnschlieBend wurden die Zellen mit
20 pg/ml Dextran-FITC oder 10 pg/ml Transferrin-FITC (beide Invitrogen) versetzt und
anschlieRend bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Die Aufnahme von Transferrin oder Dextran
wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten durch die Zugabe von kaltem, saurem Waschpuffer
(4 °C) und anschlieRender 20 minttiger Inkubation auf Eis unterbrochen. Danach wurden die
Zellen noch zweimal mit saurem Waschpuffer gewaschen, um die nicht endozytierten Partikel
von der Zelloberflache zu l6sen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Zellen in PFA-

Fixierungspuffer aufgenommen und durchflusszytometrisch analysiert.

2.16 Immunfluoreszenzfarbung fir Laserscanmikroskopie

Mit Hilfe der Immunfluoreszenzfarbung wurde die Expression von Oberflachenrezeptoren
oder die intrazelluldre Aktinpolymerisation von Hek 293 EcCR-MMP-7 Zellen und humanen
dendritischen Zellen tberpriift. Die Zellen wurden auf eine Zelldichte von 10° Zellen/ml
Medium eingestellt. Anschlieend wurden jeweils 500 pl pro Kammer dieser Zellsuspension
in kollagenbeschichteten 4-Kammer-Objekttragern ausgesat. Um ein Anwachsen der Zellen
auf dem Objekttréager zu erreichen wurden die Objekttrager jeweils fur drei bis vier Stunden
oder tber Nacht im Inkubationsschrank bei 37°C inkubiert. Im n&chsten Schritt wurden die
Objekttrager mit PBS gespult und die Zellen entweder fur 15 Minuten mit 2% Paraform-
aldehyd bei Raumtemperatur oder fir eine Minute mit Methanol/Aceton (1:1; v:v, -20°C)
fixiert und anschlielend mit PBS gewaschen.

Fur die intrazelluléare Aktinfarbung erfolgte eine Permeabilisierung der Zellmembran mit dem
Detergenz Saponin (Sigma-Aldrich). Die Permeabilisierung ermdglicht den Durchtritt von

Phalloidin und somit die intrazellulare Farbung von F-Aktin.
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Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit 200 pl des in Waschpuffer verdinnten, Primér-
antikorpers oder mit fluoreszenzmarkiertem Phalloidin fir eine Stunde bei Raumtemperatur.
Nach erneutem Waschen wurden die Zellen mit 200 pl des in Waschpuffer verdinnten,
sekundaren Antikorpers fir eine Stunde Raumtemperatur inkubiert. Nach 30 Minuten erfolgte
die Zugabe des Kernfarbstoffs Hoechst 33342 in einer Verdiinnung von 1:10000 (v:v). Fir die
Aktinpolymerfarbung erfolgte nur eine Inkubation mit vorverdiinntem Kernfarbstoff Hoechst
33342 fur 30 Minuten bei Raumtemperatur. Nach kurzem Waschen wurden die aufgesetzten
Kammern vom Objekttrager entfernt. Die Zellen wurden zur Konservierung mit einigen
Tropfen des Eindeckmediums Permafluor (Beckman Coulter) Uberschichtet, die Objekttréager
mit einem Deckglas versehen und zum Trocknen tber Nacht bei 4°C in Dunkelheit gelagert.
Die Auswertung der Farbungen erfolgte mit Hilfe eines konfokalen Laserscanmikroskopes
(Zeiss 510-UV, Zeiss).

2.17 Zucht und Haltung von Experimentaltieren

Zucht und Haltung der fir Experimente bendtigten Mause erfolgte in der Zentralen
Tierversuchseinrichtung (ZVTE) der Universitit Mainz am Augustusplatz, Mainz. Alle

Tierversuche wurden gemaR den genehmigten Richtlinien der ZVTE durchgefuhrt.

Fur die Isolation und Generierung von murinen DC und murinen T-Zellen wurden mannliche
und weibliche Mause der Inzuchtstdamme Balb/c, C57BI/6 und der MMP-7-Deletionsmutante
(MMP-7-/-) verwendet.

BALB/c
Der MHC-Haplotyp dieses Mausstamms ist H-2Kd.

C57Bl/6
Der MHC-Haplotyp dieses Mausstamms ist H-2Kb.

MMP-/-

MMP-7-Deletionsmutante mit C57BI/6 Hintergrund. Diese Mé&use wurden vom Jackson

Laboratory bezogen. Die MMP-7-Deletionsmutante wurde aus Mausen des Stammes C57BI/6
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generiert (Wilson et al., 1997). Mit einem 6,5 kB groBen BamHI DNA-Fragment aus einer
129/Sv Genbibliothek wurde in MMP-7 Knockoutmausen ein Zielkonstrukt generiert. Hierzu
wurde ein Exon3- und Exon4-iiberspannendes EcoRV-Stul Fragment (550 bp) durch eine
Phosphoglycerat Kinase Neomycin Kasette (PGK-neo) ersetzt. Dieses Konstrukt wurde durch
Elektroporation in R1-Stammzellen eingebracht. SchlieBlich wurden das Zielgen tragende
Zellen in C57BL/6 Blastozysten injiziert (Kure et al., 2003).

Der MHC-Haplotyp dieser Mause ist H-2Kb.

2.18 Genotypisierung der MMP-7-Deletionsmutanten

Tail (Mausschwanz)-Puffer
. 100 mM Tris

. 19 KHCO3
. 0,0372g EDTA
. mit deionisiertem H,O auf 100 ml Endvolumen aufgefullt.

Zur Genotypisierung der Mause wurden ca. 5 mm der Schwanzspitze entfernt und in 200 pl
Tail-Puffer, versetzt mit 88 ug Proteinase K, tber Nacht bei 55°C verdaut.

Das so gewonnene Lysat wurde zur Inaktivierung der Proteinase K fir 10 Minuten auf 95°C
erhitzt. Durch eine nachfolgende Zentrifugation (16.000g fir 5 min) wurden die geloste DNA
von den restlichen Gewebefragmenten getrennt. Mit dem Uberstand wurde eine PCR

durchgefiihrt.

2.18.1 Primer zur Genotypisierung

Zur Genotypisierung der Wildtyp und MMP-7 -/- Mé&use wurden folgende Primer verwendet:

Primer fiur MMP7 Wildtyp

5 -TCAGACTTACCTCGGATCGT-3 (liegt im Exon 3) und
5 -GTCCTCACCATCAGTCCAG-3(liegt in Exon 4),
Fragmentléange: 700 bp
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Primer fur MMP-7 Deletionsmutante:

5-TTGAGCCTGGCGAACAGT-3" und
5-TGGATTGCACGCAGGTTC-3" (liegen beide in der PGK-neo Kassette)
Fragmentléange: 500 bp

2.18.2 PCR fur Genotypisierung

Fur die PCR der Wildtypméuse und der MMP-7-Knockoutméuse wurde zum Nachweis des

Wildtyp-Allels und des Mutanten-Allels die oben beschrieben Primerkombination verwendet.

PCR-Ansatz der Tag-Polymerase:

2ul Tag-Puffer (10-fach))

1l Template (Uberstand aus
Gewebelysat)

0,5ul dNTPs (10 nM)

0,5ul Tag-Polymerase (5 U/ul)

0,5ul je Primer (0,2uM)

Sul H,O

>20ul  Gesamtvolumen

Folgendes Temperaturprofil wurde fir die PCR verwendet:

Schritt | Temperatur [°C] | Dauer [s] | Zyklenanzahl
Anfangsdenaturierung 95 190 1
Denaturierung 95 45

Annealing 57 45 30-40
Elongation 68 45

Abschlusselongation 68 120 1

Verweilzeit 12 0 1

Tabelle 2.18.2 Temperaturprofil der PCR zur Genotypisierung

15 Mikroliter der jeweiligen PCR-Produkte wurden anschlielend auf ein Agarosegel (1%,
versetzt mit 4pug/ml Ethidiumbromid in TE-Puffer) aufgetragen. Als Basenleiter wurden 2 pl
Mass-Ruler-DNA-Ladder-Marker (1pg/pul DNA) verwendet. Das Gel lief bei 120V fir 40
Minuten. AnschlieRend wurde es unter UV-Licht (254nM) sichtbar gemacht und fotografiert.
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3  Ergebnisse

3.1 Einfluss von MMP-7 auf die Immunantwort gegen Tumore

Die Funktion und der Einfluss von Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) auf eine Vielzahl von
physiologischen Prozessen war und ist der Gegenstand vieler Untersuchungen. Ausgehend
von ihrer degradierenden Wirkung auf die extrazellulare Matrix (EZM), weil} man heute, dass
MMPs auch in der Lage sind viele nicht EZM-Proteine als Substrate zu erkennen und zu
spalten (McCawley and Matrisian, 2001).

Der erste Teil dieser Arbeit beschéaftigt sich mit dem physiologischen Einfluss von MMP-7
auf MMP-7-uberexprimierende Hek 293-Zellen und der mdglichen Ursache fir immun-
modulierende Veranderungen. Ausgangshypothese dieser Arbeit war, dass MMP-7 (ber einen
noch nicht bekannten Signalweg die Endozytoseaktivitat von Zellen beeinflussen kann. Eine
MMP-7-bedingte  Reduktion der Endozytoseaktivitit konnten durch  verdnderte
Antigenaufnahme und Antigenprasentation die Immunantwort gegen MMP-7 expremierende
Tumorzellen modulieren.

Vorangegangene Untersuchung im Labor von Dr. Susanne Strand haben gezeigt, dass die
Inkubation von Zellen mit MMP-7 zu einer Reduktion des Clathrinnachweises flhrt. Weitere
Untersuchungen zeigten allerdings, dass Clathrin kein direktes Substrat von MMP-7 ist
(Doktorarbeit von Vijay Alla, 2007).

Clathrin spielt als Bestandteil der Clathrin-umhdillten Vesikel eine wichtige Rolle bei der
rezeptorvermittelten Endozytose (siehe 1.4.1.). Daher konzentrierten sich die Untersuchungen

dieser Arbeit auf diese zellul&re Funktion und deren mégliche Verédnderung durch MMP-7.

3.1.1 Analyse der MMP-7 Expression von transfizierten Hek 293 Zellen

Fir die nachfolgenden Untersuchungen wurden die Zellen eines Hek 293 EcR-MMP-7
Zellklons  verwendet. Dieser Zellklon wurde durch stabile Transfektion von
Hek 293 EcR Zellen mit dem rekombinanten Plasmid pIND-MMP-7 erzeugt. Durch
Behandlung mit dem Ecdysonanalogon Ponasteron A kann in diesen Zellen die Expression

und Sekretion von MMP-7 induziert werden. Die MMP-7 Konzentrationsmessung im
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Uberstand der Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen wurde mit dem MMP-7 Quantikine ELISA Kit
(RnD Systems) nach Herstellerangaben durchgeftihrt.

18 +
16
14

12

10 1 @- PonA
B+ PonA

Konzentration MMP-7 [ng/ml]

0 24 48 72
Dauer der Induktion mit PonA [h]

Abbildung 3.1.1: Zeitabhangige MMP-7 Sekretion von Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen nach PonA
Inkubation. Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen wurden mit 2 uM PonA inkubiert (+ PonA). Als negative Kontrolle
der Induktion wurden Hek 293 EcCR-MMP-7 Zellen mit 2 pl/ml EtOH inkubiert (- PonA). Nach verschiedenen
Zeitpunkten wurde je 50 pl Uberstand aus der Zellkultur entnommen. Die MMP-7 Konzentrationen der Proben
wurden mit einem MMP-7 spezifischen ELISA-Test gemessen und mit den Daten einer Standardkurve
quantifiziert.

Wie in Abbildung 3.1.1 gezeigt nimmt die Konzentration von MMP-7 im Zelluberstand der
mit PonA inkubierten Zellen wéhrend des gemessenen Zeitraums stetig zu. Schon nach 24
Stunden konnte ein MMP-7 Konzentration von 7,03 ng/ml gemessen werden. In den
folgenden Tagen konnten noch hdhere Werte fiir die MMP-7 Konzentration ermittelt werden.
Nach 72 Stunden war nur noch ein leichter Anstieg der MMP-7 Konzentration messbar. Im
Vergleich dazu, konnte fir die Ethanol behandelten Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen kein
signifikanter Anstieg der MMP-7 Konzentration im Zelliiberstand beobachtet werden. Die
Messdaten indizieren, dass eine Inkubation von Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen zu einer
MMP-7 Expression und Sekretion fuhrte. Ausgehend von diesen Ergebnissen wurden fir die
folgenden Versuchen Hek 293 EcCR-MMP-7 Zellen verwendet, welche mindestens 72 Stunden
mit PonA inkubiert wurden.
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3.1.2 Einfluss von MMP-7 auf Clathrin

Um den Einfluss der induzierten MMP-7 Expression auf Clathrin in Hek 293 EcCR MMP-7
Zellen zu untersuchen, wurden die Zellen fir mindestens 72 Stunden mit 2ug PonA inkubiert.
Die Zellen wurden anschlieBend mit einem anti-human-Clathrinantikérper gefarbt Die
Analyse der Farbungen erfolgte durchflusszytometrisch. Zusétzlich wurden die geféarbten
Zellen unter dem konfokalen Laserscanmikroskop betrachtet. Daftir wurden die Zellen auf
einen Achtammer-Objekttrager Gbertragen. Die Zellen wurden unter denselben Bedingungen
behandelt und gefarbt.

A

- PonA + PonA Uberlagerung
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Alexa 488- Clathrin

- PonA + PonA

Clathrin

Abbildung 3.1.2: Analyse der Clathrinfarbung in Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen. (A) Histogramme der
durchflusszytometrischen Analyse: Jeweils 1x10° PonA (2uM/72h) behandelte Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen und
Kontrollzellen wurden mit einem Clathrin spezifischen Antikérper und einem Alexa-Fluor-488-konjugierten
Zweitantikdrper gefarbt und durchflusszytometrisch untersucht. In den Histogrammen sind die Messergebnisse
der unbehandelten Zellen blau dargestellt. Die Histogramme in rot zeigen die Messergebnisse der Pon-
inkubierten Zellen. Die Daten der Zellen, die nur mit dem Zweitantikdrper geférbt wurden sind grau unterlegt.
Zur besseren Vergleichbarkeit der Farbungen wurden die Messdaten der Zellen zusétzlich Uberlagernd
dargestellt. (B) Laserscanmikroskopische Aufnahmen der Clathinfarbung von Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen: Die
Zellen wurden mit 2uM PonA (+PonA) behandelt. Die Kontrollzellen wurden mit 2ul/ml Ethanol (100%)
behandelt. Die Zellen wurden nach 72 Stunden mit einem Clathrin spezifischen Antikorper und einem Alexa-
Fluor-488 konjugierten Zweitantikdrper gefarbt. Die Clathrinfarbung ist griin dargestellt.
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Die in Histogrammen dargestellten Messdaten (A), der gegen Clathrin gefarbten Zellen,
zeigten eine Reduktion der Fluoreszenzintensitat nach der PonA-Behandlung im Vergleich zu
den Kontrollzellen. Die Daten wiesen darauf hin, dass die PonA induzierte MMP-7
Expression zu einer Reduktion des Clathrinlevels in den induzierten Zellen fiihrte. Die
Laserscanmikroskopische Untersuchung (B) der gefarbten Zellen bestatigte diese Annahme,
auch hier ist nach der PonA-Inkubation eine wesentlich schwachere Clathrinfarbung der

Zellen erkennbar.

3.1.3 Einfluss von MMP-7 auf die am Aufbau von Clathrinhillen beteiligten

Adapterproteinen

Am Aufbau von Clathrin-ummantelten Vesikeln sind mehrere Clathrin-bindende
Adapterproteine beteiligt, unter anderem das Adapterprotein 2 (AP-2) und das
Adapterprotein 180 (AP-180) (Haucke and De Camilli, 1999; Morgan et al., 2000). Sollte
eines dieser Proteine ein Substrat von MMP-7 sein, konnte das eine Erklarung fir den
reduzierten Clathrinnachweis nach MMP-7 Induktion sein. Daher wurde in diesem Versuch
die Expression des Adaptermolekiiles AP180 und der Proteinkomponenten des
Adaptermolekils 2 (Adaptin alpha, -beta und -gamma) in einem Westernblot analysiert. Die
Westernblotanalyse in Abbildung 3.1.3 zeigt die Expression der Adaptermolekile AP180 und
Proteinkomponenten von AP2: Adaptin o, Adaptin f und Adaptin y, in PonA-behandelten
Hek 293 EcCR-MMP-7 Zellen und Ethanol-behandelten Kontrollzellen.
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Adaptin a

Adaptin B

Adaptin y

AP180

Aktin

PonA

Abbildung 3.1.3: Westernblotanalyse der Expression von Clathrin-bindenden Adapterproteine in Hek 293
EcR-MMP-7 Zellen. Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen wurden fiir 72 Stunden mit 2uM Ponasteron A inkubiert
(PonA +). Kontrollzellen wurden mit 2 pl/ml Ethanol (100%) behandelt (PonA -). Die Lysate wurden in einem
Westernblot analysiert. Verwendet wurden spezifische Antikdrper gegen das Clathrinadapterproteine AP-180
sowie die Proteinkomponenten von Adaptermolekil 2: Adaptin o, Adaptin B und Adaptin y. Die Aktinfarbung
diente als Kontrolle der Gelbeladung. Die Banden wurden mit dem Nitro-Block-11™ und CDP-Star®
Chemilumineszenz-Detektionssystem visualisiert.

Die Resultate der Westernblot-Analyse in Abbildung 3.1.3 zeigten keine verdnderte
Expression der Clathrin bindenden Adapterproteine nach PonA-Inkubation. Die
Proteinbanden der nicht induzierten Zellen (PonA -) zeigten eine vergleichbare Intensitat wie
die Banden der MMP-7 induzierten Zellen (PonA +). Die Daten der Westernblotanalyse
lieBen vermuten, dass MMP-7 keine Auswirkungen auf die Expression von AP180,

Adaptin a, Adaptin f und Adaptin y hat.

3.1.4 Veranderung der Endozytose nach MMP-7 Induktion

Vorangegangene Versuche zeigten, dass MMP-7 zu einer Reduktion von Clathrin in den
Zellen fihrte. Eine direkte Einflussnahme von MMP-7 auf die Clathrin assozierten
Adaptermolekile konnte nicht geklart werden. Clathrin und die Bildung von Clathrin
ummantelnden Vesikeln sind ein wichtiger Mechanismus der rezeptorvermittelnden
Endozytose, daher sollte der Einfluss von MMP-7 auf die Endozytose der Hek 293 EcR-
MMP-7 untersucht werden. Fur eine funktionelle Analyse der Endozytoseaktivitat wurden die

Zellen einem Transferrinaufnahme-Assay unterzogen. Die Zellen wurden durchfluss-
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zytometrisch analysiert. Die Ergebnisse der Analyse nach 2 Minuten, 5 Minuten oder 15

Minuten sind in den Histogrammen der Abbildung 3.1.4 dargestellt.
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Abbildung 3.1.4A: Tranferrinaufnahme von Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen mit und ohne PonA
Behandlung. Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen wurden fiir mindestens 72 Stunden mit 2 pM Ponasteron A inkubiert
(+ PonA). Kontrollzellen wurden mit 2 pl/ml Ethanol (100%) behandelt (- PonA). Die Abschatzung der
Endozytoseaktivitét erfolgte durch Inkubation der Zellen mit FITC markiertem Transferrin. Die Aufnahme von
Transferrin wurde nach 2 Minuten, 5 Minuten oder 15 Minuten gestoppt. Die Zellen wurden mit der FACS-
Methode gemessen. Als Negativkontrollen der Farbung wurden Zellen ohne Transferrin inkubiert (graue gefullte
Kurve). Die Fluoreszenzen der Kontrollzellen (- PonA) nach der Inkubation mit Transferrin sind blau dargestellt,
die der mit PonA inkubierten Zellen (+ PonA) rot. Die Uberlagerung zeigt die Daten mit und ohne PonA
Behandlung.

Die Abnahme
Transferrinaufnahme in Zellen mit PonA induzierter MMP-7 Expression. Die Abnahme der

Ergebnisse der Endozytoseanalysen zeigen eine deutliche der
Transferrinaufnahme bei Beendigung der Reaktion nach 2 Minuten und 5 Minuten deutet auf
eine reduzierte Endozytoseaktivitat der MMP-7 induzierten Hek 293 EcCR-MMP-7 Zellen hin.
Wird die Endozytose erst nach 15 Minuten unterbrochen, lasst sich keine Veranderung der
Transferrinaufnahme feststellen. Nach dieser langeren Reaktionsphase erreichen die MMP-7

induzierten Zellen eine mit den Kontrollzellen vergleichbare Transferrinaufnahmerate. Die
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Kontrollzellen selbst weisen keine gesteigerte Transferrinaufnahme nach l&angerer Inkubation
auf. Die Ergebnisse zeigen, dass MMP-7 die Transferrinaufnahme und somit die
Endozytoseaktivitdt der Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen verringert. Nach langerer
Reaktionsdauer kann dieser MMP-7 Einfluss kompensiert werden.

Zusétzlich zur Transferrinaufnahme wurde auch die Dextranaufnahme der MMP-7
induzierten oder nicht induzierten Hek 293 EcCR-MMP-7 Zellen analysiert. Die Aufnahme von
Dextran in die Zelle wird hauptsachlich Giber Mannoserezeptoren vermittelt und stellt somit
einen Transferrinrezeptor- unabhéngigen Mechanismus der endozytotischen Aktivitat dar. Die
Behandlung der Zellen erfolgte wie fir die Messung der Transferrinaufnahme beschrieben.
Die Zellen wurden durchflusszytometrisch analysiert und die Ergebnisse der Analyse in den

Histogrammen der Abbildung 3.1.4B dargestellt.
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Abbildung 3.1.4B: Dextranaufnahme von Hek 293 EcCR-MMP-7 Zellen mit und ohne PonA Behandlung.
Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen wurden fur mind. 72 Stunden mit 2 pM Ponasteron A inkubiert (+ PonA).
Kontrollzellen wurden mit 2 pl/ml Ethanol (100%) behandelt (- PonA). Die Aufnahme von Dextran wurde nach
5 Minuten, 20 Minuten, oder 40 Minuten gestoppt und mit der FACS-Methode gemessen. Als Negativkontrollen
wurden Zellen ohne Dextran inkubiert (graue gefillte Kurve). Die Fluoreszenzen der Kontrollzellen (- PonA)
nach der Inkubation mit Dextran, sind blau dargestellt, die der PonA behandelten Zellen (+ PonA) rot. Die
Uberlagerung zeigt die Daten mit und ohne PonA-Behandlung nach der Dextraninkubation.
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Die Analysen der Dextranaufnahme zeigten wie zuvor fur die Transferrinaufnahme, eine
deutliche Abnahme der Fluoreszenzintensitat (rote Kurve) nach der PonA-Behandlung. Im
Gegensatz zur Transferrinaufnahme, lieR sich bei der Dextraninkubation dieser Effekt erst
nach langeren Reaktionsphasen (20 Minuten oder 40 Minuten) beobachten. Nach kurzer
Reaktionsdauer (5 Minuten) wurde fir PonA-behandelte Zellen und Kontrollzellen eine
analoge Fluoreszenzintensitat ermitteln. Wurde die Reaktion erst nach 20 Minuten
unterbrochen, konnte eine gesteigerte Dextranaufnahme der Kontrollzellen beobachtet
werden, die auch nach 40 min(tiger Reaktion noch konstant blieb. Revers dazu, nahm die
Dextranaufnahme der PonA-behandelten Zellen mit langerer Reaktionsdauer nicht weiter zu.
Anhand der Ergebnisse kann man davon ausgehen, dass die PonA induzierte MMP-7
Expression in Hek 293 EcCR-MMP-7 Zellen zu MMP-7 Expressionen die Dextranaufnahme
verringerte. Die Dextranaufnahme der Kontrollzellen nahm offensichtlich mit zunehmender
Inkubationszeit zu, wéhrend die PonA-induzierten MMP-7 Expressionen eine Steigerung der

Dextranaufnahme hemmten.

3.1.5 Modifikation der Aktinpolymerisation nach MMP-7 Induktion

Die Analysen der Transferrin- und Dextranaufnahme verdeutlichten, dass MMP-7 die
Endozytoseaktivitat von Hek 293 EcCR-MMP-7 Zellen beeinflussen konnte. Uber welchen
Mechanismus diese Veranderung erfolgte, bzw. welcher Signalweg betroffen war, soll mit
nachfolgenden Versuchen ermittelt werden.

Die Endozytosemechanismen von Saugerzellen werden durch verschiedene Signalwege
reguliert. Neuere Studien gehen davon aus, dass Teilen des Aktinzytoskeletts eine bedeutende
Rolle in unterschiedlichen Endozytosemechanismen zukommt (Orth and McNiven, 2003,
Welch and Mullins, 2002). So wird vermutet, dass der dynamische Auf- und Abbau von
Aktinfilamenten die intrazelluldre Bildung, Abspaltung und den Transport von Vesikeln
unterstitzen (Engqvist-Goldstein and Drubin, 2003). Ein wichtiger Bestandteil der Dynamik
des Aktinzytoskeletts ist die Aktinpolymerisation zur Neubildung von Aktinfilamenten
(F-Aktin) aus  Aktinmonomeren (G-Aktin). Ob MMP-7 moglicherweise die
Aktinpolymerisation in den Zellen verandert und so die Endozytose beeinflusst, sollte in
diesem Versuch erforscht werden. Die Analyse einer spezifischen Farbung von F-Aktin mit

fluoreszenzmarkiertem Phalloidin sollte Rilckschlisse auf die Aktinpolymerisation in den
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Zellen geben. Die Fluoreszenzmessung der Proben erfolgte anschlieend mit der FACS-
Methode. Als Negativkontrolle der Farbung wurden Zellen ohne Phalloidinbehandlung

gemessen. Die Ergebnisse der FACS- Messung sind in Abbildung 3.1.5A dargestelit.
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Abbildung 3.1.5A: Histogramme der Phalloidinfarbung in Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen. Hek 293 EcR-
MMP-7 Zellen wurden fiir mind. 72 Stunden mit 2uM Ponasteron A inkubiert (+ PonA). Kontrollzellen wurden
mit 2pl/ml Ethanol (100%) behandelt (- PonA). Die Zellen wurden anschlieBend mit Alexa-Fluor-488
konjugierten Phalloidin gefarbt. Die Fluoreszenzintensitit der geférbten Zellen wurde durchflusszytometrisch
untersucht. In den Histogrammen sind die Messergebnisse der Kontrollzellen blau und die der PonA behandelten
Zellen rot dargestellt. Die Messkurven der ungefarbten Zellen sind grau unterlegt. Zur besseren Vergleichbarkeit
der Farbungen wurden die Messdaten der mit und ohne PonA behandelten Zellen zusétzlich Uberlagernd
dargestellt.

Bei den Auswertungen der FACS-Anlysen in Abbildung 3.1.5A konnte fiir PonA behandelte
Zellen und Kontrollzellen eine deutliche Fluoreszenzfarbung mit Alexa-Fluor-488
konjugiertem Phalloidin festgestellt werden. Es war jedoch erkennbar, dass die mit PonA
inkubierten Zellen, im Vergleich zu den Kontrollzellen, eine reduzierte Fluoreszenzintensitat
aufwiesen. Diese Beobachtung sprach flr einen reduzierten F-Aktin-Nachweis in den PonA
behandleten Hek 293 ECR-MMP-7 Zellen. Die Ergebnisse der Messung offenbarten, dass die
PonA induzierte MMP-7 Expression in Hek 293 ECR-MMP-7 Zellen die Polymerisation von
Aktin herabsetzt.

Um die Ergebnisse der FACS-Messungen zu verifizieren, wurden Alexa-488-Phalloidin
gefarbte Hek 293 ECR-MMP-7 Zellen zusatzlich unter dem Laserscanmikroskop betrachtet.
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Abbildung 3.1.5B: Laserscanmikroskopische Aufnahmen der Phalloidinfarbung von Hek 293 EcCR-MMP-
7 Zellen. Hek 293 EcCR-MMP-7 Zellen wurden in kollagenbeschichteten Vierkammer-Objekttrdgern ausgesét.
Fur den Versuch wurden die Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen fur mind. 72 Stunden mit 2uM Ponasteron A
inkubiert (+ PonA). Kontrollzellen wurden mit 2ul/ml Ethanol (100%) behandelt (- PonA). Die Zellen wurden
flr die Phalloidinfarbung mit 4% PFA fixiert, mit 0,1% Saponin permeabilisiert und anschlieBend mit Alex 488-
Phalloidin geféarbt (grin). Hoecht 33342 wurde zur Visualisierung der Zellkerne verwendet (blau). Als
Negativkontrollen von der Phalloidinfarbung wurden Zellen aus beiden Behandlungen ausschliellich einer
Kernférbung mit Hoechst 33342 unterzogen (Kontrolle).

Die in Abbildung 3.1.5B dargestellten Aufnahmen der Phalloidinfarbung zeigten eine
reduzierte Intensitat der Phalloidinfarbung fir die PonA behandelten Hek 293 EcR-MMP-7
Zellen. Die Ergebnisse waren vergleichbar mit den Resultaten der FACS-Analyse und
bestarkten die Annahme, dass MMP-7 die Aktinpolymerisation reduzieren kann. Womdglich
wurde durch diesen Mechanismus die Endozytoseaktivitat der Zellen durch MMP-7

beeinflusst.

3.1.6 Einfluss von MMP-7 auf die Aktivierung kleiner GTPasen der Ras-

Superfamilie

Die intrazelluldre Polymerisation von Aktin kann durch die Signale von membranstéandigen
Rezeptoren oder extrazellularer Chemokine ausgelost werden. Diese Signale kdnnen

intrazellular weiter geleitet werden und zur Aktivierung von so genannten G-Proteinen
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flhren. Die an der Signallbertragung zum Zytoskelett beteiligten G-Proteine sind in vielen
Fallen Mitglieder der Ras-Superfamilie. Vertreter dieser Proteinfamilie gehdren zu den
kleinen GTPasen (Guanosintriphosphatasen), deren Aktivierung durch den Austausch von
Guanindiphosphat (GDP) gegen Guanintriphosphat (GTP) erfolgt. Die Signaltransduktion der
aktivierten, kleinen GTPasen kann die Aktinpolymerisation auslésen. Eine verénderte
Aktivierung der Ras-GTPasen durch MMP-7 konnte eine mdogliche Erklarung fir die
reduzierte Aktinpolymerisation, nach induzierter MMP-7 Expression, sein. Die Ergebnisse
der Phalloidinfarbung deuteten auf eine MMP-7 induzierte Reduktion der F-Aktinbildung hin.
Die Aktivierung von Ras-GTPasen in MMP-7 exprimierenden Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen
im Vergleich zu Kontrollzellen soll in folgendem Versuch analysiert werden. Die Ras-
Aktivitat von Hek 293 ECR MMP-7 Zellen wurde mit dem Ras-GTPase Chemi ELISA Kit
(Active Motif) ermittelt. Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Fur diesen
Assay wurden Zelllysate von Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen verwendet die mit PonA oder
Ethanol inkubiert wurden. Als Positivkontrolle fur diesen Assay wurde das vom Hersteller
bereitgestellte Extrakt von Hela-Zellen verwendet. Die Lysate wurden mit gleicher
Proteinkonzentration fir den Assay verwendet. Die Intensitat der Chemilumineszenzreaktion
dieses Assays wurde in einem Lumniometer gemessen. Die Abbildung 3.1.6 zeigt die

Auswertungen der Messung.
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Abbildung 3.1.6: Aktivitdt von Ras-GTPasen in Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen mit und ohne PonA
Inkubation. Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen wurden fur 72 Stunden mit 2 uM PonA inkubiert (+ PonA) und als
Kontrolle (-PonA) mit 2 pl/ml Ethanol (100%). Als Positivkontrolle der Versuchsdurchfuhrung wurde Hela-
Zellextrakt verwendet (HeLa).

Zur Aktivitatsbestimmung von Ras-GTPasen, wurden die Lysate der Zellen mit einem Ras-GTPase
Chemilumineszenz-ELISA, nach Angaben des Herstellers, untersucht. Die Auswertung der
Chemilumineszenzreaktion wurde in einem Balkendiagramm zusammengefasst. Dargestellt sind die gemessenen
Lumineszenzen der verschiedenen Zellextrakte. Die Diagramme zeigen exemplarisch die Daten eines Versuches

von drei unabhéngigen durchgefiihrten Experimenten. Die Daten wurden aus Dreifachwerten gemittelt.
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Ergebnisse des Ras-GTPase Chemi ELISA zeigten, im direkten Vergleich zu den Signalen der
Kontrollzellen, fur die PonA behandelten Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen deutlich geringere
Lumineszenzsignale. Es wird deutlich, dass in PonA-behandelten Zellen eine wesentlich
geringere Konzentration von aktiven, GTP gebundenen Ras- GTPasen detektiert wurde. Dies
lie} vermuten, dass die PonA-induzierte MMP-7 Expression zu einer dramatisch reduzierten

Aktivierung von kleinen GTPasen der Ras-Superfamilie fuhrte.

3.1.7 Einfluss von MMP-7 auf den GTPasen aktivierenden Ephrinrezeptor
EphB2

Der EphB2-Rezeptor ist ein Transmembranrezeptor und wird zu der Gruppe der
Tyrosinkinase gezéahlt. Die Rezeptoraktivitat des EphB2-Rezeptors kann zur Aktivierung von
Guanin-Austauschfaktoren (GEF) fiihren. Diese sind wiederum in der Lage, kleine GTPasen
der Ras-Superfamilie auf unterschiedliche Weise zu modulieren (Irie and Yamaguchi, 2002;
Mishima et al., 2004). Wie schon beschrieben sind viele dieser kleinen GTPasen an der
Regulierung der Aktindynamik des Zytoskelett beteiligt. Eine Verdnderung des Eph
Rezeptorensignals konnte daher direkte Auswirkungen auf dessen Signaltransduktion und auf
die Polymerisation von Aktin haben. Zudem enthélt die extrazellulare Domaine von EphB2
zwei Fibronektindomanen. Da bekannt ist, dass MMP-7 in der Lage ist Fibronektin zu spalten
kdnnten diese Doménen eine Spaltsequenz fur MMP-7 enthalten
(Imai et al., 1995). Uber eine Spaltung von EphB2 kénnte MMP-7 Einfluss auf die
Aktivierung von kleinen GTPasen nehmen. Daher sollte nachfolgend analysiert werden, ob
MMP-7 die Expression des EphB2- Rezeptors auf der Zelloberflache verdndern kann. Fir die
Analysen der Rezeptorexpression wurden Hek 293 EcCR-MMP-7 Zellen mit einem EphB2
Antikorper gefarbt und anschlieBend durchflusszytometrisch untersucht. Die Hek 293 EcR-
MMP-7 Zellen wurden mindestens 72 Stunden vor der Rezeptorfarbung mit PonA oder nur
mit Ethanol (100%) behandelt. Die Proben wurden durchflusszytometrisch vermessen und die

Intensitat der Fluoreszenzfarbung analysiert.
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Abbildung 3.1.7A: EphB2 Oberflachenexpression von Hek 293 EcCR-MMP-7 Zellen. Hek 293 EcR-MMP-7
Zellen wurden fir mind. 72 Stunden mit 2 uM Ponasteron A inkubiert (+ PonA). Kontrollzellen wurden mit
2 pl/ml Ethanol (100%) behandelt (- PonA). Die Zellen wurden mit einem EphB2-spezifischen Antikdrper und
einem Alexa-Fluor-488-konjugierten Zweitantikorper gefarbt und durchflusszytometrisch untersucht. In den
Histogrammen sind die Messergebnisse der nicht induzierten Zellen (- PonA) blau dargestellt. Die Hitogramme
in rot zeigen die Messergebnisse der MMP-7 induzierten Zellen (+ PonA). Die Daten der Zellen, die nur mit dem
Zweitantikorper gefarbt wurden sind grau unterlegt. Zur besseren Vergleichbarkeit der Farbungen, wurden die
Messdaten der Zellen zusétzlich Gberlagernd dargestellt.

Wie die in Abbildung 3.1.7A aufgefuhrten Messdaten zeigten, lieRen sich die Hek 293 EcR-
MMP-7 Zellen mit dem EphB2-spezifischen Primdarantikdrper und entsprechend konjugiertem
Sekundarantikorper fluoreszenzmarkieren. Wobei die Fluoreszenzintensitat der PonA
behandelten Zellen, im Vergleich mit den Kontrollzellen, eindeutig geringer ausfiel. Dies liel}
darauf schliel3en, dass der Anteil von EphB2 auf den Zelloberfachen von PonA inkubierten
Zellen reduziert wurde. Diese Messdaten lieRen vermuten, dass PonA induzierte MMP-7
Expression in Hek 293 ECR-MMP-7 Zellen den Anteil von EphB2 auf der Zelloberflache
deutlich herabsetzen konnte.

Zur Uberpriifung der Ergebnisse aus den durchflusszytometrischen Analysen wurden die
antikorpermarkierten Hek 293 EcCR-MMP-7 Zellen zusatzlich laserscanmikroskopisch unter-
sucht. Die Zellen wurden hierfur in kollagenbeschichteten Vierkammer-Objekttragern
ausgesat. Nach dem Anwachsen der Zellen auf dem Objekttrager wurden die Zellen, wie fir
die durchfluzytometrische Untersuchung, geféarbt. Die Visualisierung der Zellnuklei erfolgte
mittels des Kernfarbstoffs Hoechst 33342. Nach dem Waschen und Konservieren der Zellen
erfolgte die Auswertung der Farbungen mit Hilfe eines konfokalen Laserscanmikroskopes
(Zeiss 510-UV, Zeiss).
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Abbildung3.1.7B: Laserscanmikroskopische Aufnahmen der EphB2-Farbung von Hek 293 EcR-MMP-7
Zellen. Die Zellen wurden fiir 72 Stunden mit 2uM PonA (+PonA) behandelt. Die Kontrollzellen wurden mit
2ul/ml Ethanol (100%) behandelt (-PonA). Die Zellen wurden nach 72 Stunden mit einem EphB2-spezifischen
Antikorper und einem Alexa-Fluor-488-konjugierten Zweitantikdrper gefarbt. Die EphB2 ist grin dargestellt.
Hoecht 33342 wurde zur Visualisierung der Zellkerne verwendet (blau). Als Kontrolle von unspezifischen
Antikorperbindungen wurden Zellen aus beiden Behandlungen ausschlieflich mit dem Alexa-Fluor-488-
konjugierten Zweitantikorper gefarbt (Kontrollen).

Die laserscanmikroskopische Untersuchung der gefarbten Zellen bestétigt die Ergebnisse der
FACS-Analysen. Auf den mikroskopischen Aufnahmen (Abbildung 3.1.7B) war nach der
PonA-Inkubation eine wesentlich schwéchere EphB2 Farbung der Hek 293 EcR-MMP-7
Zellen erkennbar. Die optischen Analysen bestétigten die Vermutung, dass die PonA-
induzierte MMP-7 Expression in Hek 293 EcCR-MMP-7 Zellen eine deutliche Reduktion der
EphB2-Oberflachenexpression bewirkte.

Um zu analysieren, ob MMP-7 auch die EphB2- Expression auf mRNA Ebene beeinflussen
kann, wurde diese durch RT-PCR untersucht. RNA von PonA und Ethanol behandelte Hek
293 ECR-MMP-7 Zellen wurde isoliert. Jeweils 1 pg RNA wurde in cDNA revers trans-
kribiert und anschlielend fir eine PCR mit EphB2 spezifischen Primern (436 bp) verwendet.
Ein PCR-Ansatz mit B-Aktin (286 bp) spezifischen Primern wurde als Kontrolle fir die
Quantifikation verwendet. Die Amplifikationsprodukte wurden auf ein Agarosegel (1%)
geladen und im Spannungsfeld chromatographisch getrennt. Die DNA-Banden wurden durch
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Farbung des Agarosegel mit Ethidiumbromidlésung unter UV-Licht sichtbar. Aufnahmen der
UV-Lichtanalysen sind in Abbildung 3.1.7C gezeigt.
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Abbildung 3.1.7C: EphB2-Expression in Hek 293 EcCR-MMP-7 Zellen. Die Expression von EphB2 in PonA
(+ PonA) und Ethanol (-PonA) behandelte Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen wurde durch RT-PCR analysiert. RNA
wurde aus den Zellen beider Behandlungsmethoden isoliert. Die RNA wurde revers transkribiert. Fir die PCR
mit EphB2 und B-Aktin (positive Kontrolle der PCR) spezifischen Primern wurden jeweils 1 pg cDNA in 25 pl
Reaktionsvolumen verwendet. Die PCR wurde mit 35 Zyklen durchgefihrt. 10 ul der Amplifikationsprodukte
wurde auf ein 1% Agarosegel geladen und die Banden durch Ethidiumbromidfarbung visualisiert.

Die Resultate der RT-PCR-Analyse zeigten eine ausgepragte EphB2-Expression in
Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen. Die EphB2 DNA-Banden der Zellen mit und ohne PonA
Inkubation hatten eine vergleichbare Intensitat. Im Gegensatz zu den FACS- Daten konnte die
Ergebnisse der mMRNA-Analysen zeigen, dass MMP-7 hier zu keiner Reduktion der EphB2-
Expression fuhrte. Zusammenfassend deuteten die Ergebnisse der FACS- und RT-PCR-
Analysen darauf hin, dass MMP-7 nicht die Expression von EphB2 intrazellular reduzierte,
sondern ausschlieBlich zu einer Reduktion des EphB2-Rezeptors auf der Zelloberflache
fuhrte.

3.1.8 Invitro-Spaltung von EphB2 durch MMP-7

Die FACS- und Mikroskop-Resultate der EphB2-Antikorperfarbung zeigten einen
verringerten EphB2-Nachweis auf den Oberflachen der Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen nach
PonA-induzierter MMP-7 Expression. Auf mRNA-Expressionsebene zeigten die MMP-7
exprimierenden Zellen, im Vergleich zu den Kontrollzellen, keine Unterschiede in der
EphB2-Expression. Die Daten deuteten darauf hin, dass MMP-7 in der Lage sein konnte
EphB2 in der extrazelluldren Domane zu spalten. Um diese Theorie weiter zu untersuchen
wurde in vitro analysiert, ob die Inkubation von rekombinantem (rek.) EphB2 mit
rekombinantem, aktivem MMP-7 zur Spaltung des EphB2-Rezeptors fihrt. Im Falle einer
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Spaltung sollten die Spaltprodukte sequenziert werden, um so eine genaue Schnittstelle
ermitteln zu konnen. Fir diese Analyse wurden 1 pg EphB2 mit 100 ng MMP-7 fir drei
Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Proben wurden danach einer SDS-Polyacrylamid

Gelelektrophorese gefolgt von einem Westernblot unterzogen.

95 kDa —| - s > EphB2

55 kDa — S > Spaltprodukt

MMP-7 - +

Abbildung 3.1.8A: In vitro-Spaltung von EphB2 nach Inkubation mit MMP-7. Rekombinantes EphB2
(1 ng) wurde mit 100 ng rekombinantem, aktivem MMP-7 koinkubiert (+ MMP-7). Als Kontrolle wurde
rekombinantes EphB2 ohne MMP-7 fur drei Stunden bei 37 °C inkubiert (- MMP-7). Die Proben wurden mit
einem EphB2-spezifischen Antikorper durch Westernblotanalysen untersucht.

Die Westernblotanalyse der in vitro-Inkubation von EphB2 mit und ohne MMP-7 zeigte nach
der MMP-7 Inkubation eine zweite deutliche Proteinbande. Diese Bande ist bei den Proben
ohne MMP-7 Behandlung nicht erkennbar. Wé&hrend die 95 kDa groflen Fragmente der
ProteingrofRe des rekombinanten EphB2 entsprach, deutete das 55 kDa grofRe Fragment auf
eine Spaltung von EphB2 hin. Nach der MMP-7 Behandlung nimmt die Intensitat der 95 kDa
grolRen Bande deutlich ab, was die Annahme verstérkt, dass das rek. EphB2 gespalten wurde.
Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass eine MMP-7 vermittelte Spaltung von EphB2 mdglich
ist. In nachfolgendem Versuch sollte ermittelt werden, an welcher Stelle MMP-7 den EphB2

Rezeptor spalten konnte.

Fur die Sequenzierung der MMP-7 Schnittstellen innerhalb der Aminosduresequenz von
EphB2 wurde der oben beschriebene Versuch wiederholt. Nach der SDS-Polyacrylamid
Gelelektrophorese erfolgte ein Westernblot. Zur Visualisierung der Proteinbanden wurde die
Membran mit Coomassie reversibel gefarbt. Die zwei Proteinfragmente, der mit MMP-7
inkubierten Probe, wurden aus der Membran geschnitten und fur die Sequenzierung
verwendet. Die Sequenzierung der Aminosaurensequenz wurde von Dr. Hans Heid (DKFZ,
Heidelberg) durchgefuhrt. Ein Schaubild der Sequenzierungsergebnisse zeigt Abbildung
3.1.7B.
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Abbildung 3.1.7B: Schematische Darstellung der Sequenzanalyse von EphB2-Spaltprodukten nach MMP-
7 Inkubation. Rekombinantes EphB2 (1 pg) wurde mit und ohne MMP-7 fiir drei Stunden bei 37 °C
koinkubiert. Die Spaltprodukte wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und durch Coomassie-Farbung
visualisiert. Die Banden der Proteinfragmente wurden aus der Membran geschnitten und die Aminosauresequenz
der jeweiligen Enden wurde sequenziert.

Die Sequenzanalyse der EphB2-Fragmente offenbarte die Aminoséurensequenz
~IQAVNGVTDQSPF”, als Schnittstelle fir MMP-7 innerhalb des Rezeptors. Die Sequenz
der Schnittstelle wurde mit der Aminosduresequenz des gesamten EphB2- Rezeptors
(Akzessionsnummer: NM_017449) verglichen. Nach diesem Sequenzabgleich musste davon
ausgegangen werden, dass die MMP-7 Schnittstelle in dem ersten Fibronektin 111 Motiv, der

extrazellularen Doméne des EphB2- Rezeptors, lokalisiert ist.

3.1.9 Aktinpolymerisation und Endozytoseaktivitat nach EphB2 Stimulation

Die unter 3.1.5 beschriebenen Versuchsergebnisse zeigten, dass PonA-induzierte MMP-7
Expressionen in Hek 293 ECR-MMP-7 Zellen zu einer Reduktion der Aktinpolymerisation in
diesen Zellen fuhrt. In den darauf folgenden Untersuchungen wurde eine verringerte
Aktivierung von kleinen GTPasen der Ras-Superfamilie in MMP-7 Uberexprimierenden Hek
293 EcCR-MMP-7 Zellen beobachtet. Dies lieferte eine mogliche Erklarung fir die reduzierte
Aktinpolymerisation. Weitere Versuche zeigten, dass MMP-7 in der Lage ist den EphB2-
Rezeptor in dessen extrazelluldaren Domane zu spalten. Die MMP-7 vermittelte Spaltung von
EphB2 konnte eine mogliche Erklarung fir die verringerte Aktivierung von kleinen GTPasen
nach induzierter MMP-7 Expression sein. Uber diesen Signalweg ist auch die beobachtete
reduzierte Polymerisation von Aktin zu erkléren. In folgendem Versuch sollte analysiert

werden ob, eine Stimulation von EphB2, im Gegensatz zu einer MMP-7 vermittelten
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Spaltung, zu einer Steigerung der Aktinpolymerisation fiihren kann. Damit konnte die
Vermutung bestarkt werden, dass EphB2 fur die Aktinpolymerisation von grof3er Bedeutung
ist (Yamaguchi and Pasquale, 2004).

Die Polymerisation von Aktin in Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen wurde auch in dieser
Untersuchung durch spezifische, intrazelluldre Férbung von F-Aktin analysiert. Fir die
Stimulation der EphB2-Rezeptoraktivitdt wurden die Zellen mit verschiedenen Ephrinen
(Liganden der Eph- Rezeptoren) inkubiert. Um eine EphB2-bedingte Aktinpolymerisation zu
untersuchen wurden fiir die Stimulation die kommerziell erhaltlichen, rekombinanten Ephrine
A5, B2 und B3 getestet. Von EphrinB-Liganden wurde beschrieben, dass sie an EphB
Rezeptoren binden konnen (Gale et al., 1996), aber auch Ephrin A5 ist in der Lage EphB2 zu
aktivieren (Himanen et al.,, 2004). Um die Bindungsaffinitat der verwendeten humanen
Ephrin-Liganden zu erhdhen, wurden jeweils 2 pg der Ephrine eine Stunde bei 4 °C mit

0,2 pug Kaninchen- anti- humanem IgG- Fc kreuzvernetzt.

3.1.9.1 EphB2-Stimulation durch Ephrin-Liganden

Vor der Untersuchung der Aktinpolymerisation wurde ermittelt, ob die verwendeten Hek 293
EcR-MMP-7 Zellen nativ die gewahlten Ephrine exprimieren. Fir diesen Versuch wurden
PonA- und Ethanol-inkubierte Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen verwendet. Ein moglicher
Einfluss von MMP-7 auf die Expression der Ephrine sollte mit den PonA-behandelten Zellen
ermittelt werden. Die Expression der Ephrine A5, B2 und B3 wurde auf mMRNA- Ebene durch
RT-PCR untersucht. Verwendet wurden die im Methodelteil aufgelisteten, spezifischen
Primer von Ephrin A5 (286 bp), Ephrin B2 (308 bp), Ephrin B3 (181 bp) und als Kontrolle
die Primer von B-Aktin (286 bp). Die Amplifikationsprodukte wurden auf ein Agarosegel
aufgetragen und im Spannungsfeld chromatographisch getrennt. Nach Farbung des
Agarosegels mit einer Ethidiumbromidlésung, wurden die DNA-Banden unter UV-Licht
sichtbar. Aufnahmen der Banden sind in Abbildung 3.1.9.1 dargestellt.
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Abbildung 3.1.9.1: Ephrin-Liganden-Expression in Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen. Die Expression von
Ephrin A5, Ephrin B2 und Ephrin B3 in PonA (+PonA) und Ethanol (-PonA) behandelten Hek 293 EcCR-MMP-7
Zellen wurde durch RT-PCR analysiert. RNA wurde aus den Zellen beider Behandlungsmethoden isoliert und
revers transkribiert. Fur die PCR mit spezifischen Primern von Ephrin A5 (286 bp), Ephrin B2 (308 bp), Ephrin
B3 (181 bp) und als Kontrolle mit den Primer von - Aktin (286 bp) wurden jeweils 1 pg cDNA in 25 pl
Reaktionsvolumen verwendet. Die PCR wurde mit 35 Zyklen durchgefihrt. 10 pl der Amplifikationsprodukte
wurden auf ein 1% Agarosegel geladen und die Banden durch Ethidiumbromidférbung visualisiert.

Fur die drei untersuchten Ephrine waren im Agarosegel deutliche Banden, in der jeweiligen
Primer- definierten GréRe erkennbar. Eine Expression von Ephrin A5, B2 und B3 in Hek 293
EcR-MMP-7 Zellen ist anhand dieser Ergebnisse sehr wahrscheinlich. Zudem wird deutlich,
dass die PonA-Behandlung und die so induzierte MMP-7 Expression keinen Einfluss auf die

Expression der Ephrine auf mMRNA- Ebene hat.

3.1.9.2 Aktinpolymerisation nach Behandlung mit verschiedenen Ephrinen

Die Analyse einer F-Aktin-Farbung von Ephrin behandelten Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen
sollte Ruckschlisse auf die Aktinpolymerisation in den Zellen, nach EphB2 Stimulation
geben. Hierzu wurden Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen fur 30 Minuten, bei 37°C mit
kreuzvernetztem Ephrin A5, Ephrin B2 oder Ephrin B3 (je 2 pg/ml) inkubiert. Kontrollzellen
wurden nur mit 0,2 pg Kaninchen- anti- humanem 1gG- Fc fir 30 Minuten, bei 37°C
inkubiert. Die spezifische Farbung von F-Aktin erfolgte durch eine Inkubation der Zellen mit
fluoreszenzmarkierten Phalloidin. Die Fluoreszenz der Zellen wurde durchflusszytometrisch
ermittelt. Als Negativkontrolle der Farbung wurden Zellen ohne Phalloidinbehandlung
gemessen. Die Ergebnisse der Messungen sind in Abbildung 3.1.9.2A dargestellt.
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Abbildung 3.1.9.2A: Histogramme der Phalloidinfarbung nach Ephrin-Behandlung in Hek 293 EcR-
MMP-7 Zellen. Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen wurden fiir 30 Minuten mit 2pug/ml mit Ephrin A5, Ephrin B2
oder Ephrin B3 inkubiert (+ Ephrin). Die verschiedenen Ephrine wurden jeweils flr eine Stunde mit 0,2 pg
Kaninchen- anti- humanem 1gG- Fc kreuzvernetzt. Die Kontrollzellen wurden nur mit 2 pg Kaninchen- anti-
humanem 1gG- Fc inkubiert (- Ephrin). Die Zellen wurden anschlieBend mit Alexa-Fluor-488 konjugiertem
Phalloidin geféarbt. Die Fluoreszenzintensitat der gefarbten Zellen wurde durchflusszytometrisch untersucht. In
den Histogrammen sind die Messergebnisse der Kontrollzellen blau und die der Ephrin-behandelten Zellen rot
dargestellt. Die Messkurven der ungefarbten Zellen sind grau unterlegt. Zur besseren Vergleichbarkeit der
Férbungen wurden die Messdaten der behandelten und der unbehandelten Zellen zusétzlich Uberlagernd
dargestellt.

Die Histogramme der Phalloidinfarbung in Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen nach Ephrin-
Behandlungen zeigten fur alle Messungen eine starke Fluorezensintensitat nach Alex 488-
Phalloidin Inkubation. Eine Zunahme der Fluoreszenzintensitdt der Zellen nach Ephrin
Behandlungen konnte nur fiir die Ephrin A5-behandelten Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen fest-
gestellt werden. Die Inkubation mit Ephrin B2 und Ephrin B3 ergab keine Zunahme der
gemessenen Fluoreszenz. Wahrscheinlich war nur Ephrin A5 in der Lage, durch EphB2-

Stimulation die Polymerisation von Aktin zu steigern.

Ob die maoglicherweise durch EphB2-Stimulation hervorgerufene Steigerung der
Aktinpolymerisation, von der Dauer der EphB2-Stimulation abhéngig ist, sollte nachfolgend
untersucht werden. Hierfir wurden Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen mit Ephrin A5 fir
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verschiedene Zeitspannen, inkubiert. Die anschlieBende F-Aktin Farbung mit Alexa-Fluor-
488-konjugiertem Phalloidin erfolgte wie vorher beschrieben. Die Fluoreszenz der Zellen
wurde durchflusszytometrisch ermittelt. Die Histogramme der Messungen sind in Abbildung
3.1.9.2B dargestellt.
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Abbildung 3.1.9.2B: Histogramme der Phalloidinfarbung nach Ephrin A5-Behandlung in Hek 293 EcR-
MMP-7 Zellen. Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen wurden mit 2 pg/ml kreuzvernetztem Ephrin A5 behandelt
(+ Ephrin A5). Zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Ephrin A5 Behandlung wurden Zellen fiir eine
anschlieBende Farbung entnommen. Die Kontrollzellen wurden nur mit 2 pg Kaninchen- anti- humanem IgG- Fc
inkubiert (- Ephrin A5). Anschliefend erfolgte eine Féarbung der Zellen mit Alexa-Fluor-488-konjugierten
Phalloidin. Die Fluoreszenzintensitit der gefarbten Zellen wurde durchflusszytometrisch untersucht. In den
Histogrammen sind die Messergebnisse der Kontrollzellen blau und die der Ephrin behandelten Zellen rot
dargestellt. Die Messkurven der ungefarbten Zellen sind grau unterlegt. Zur besseren Vergleichbarkeit der
Farbungen wurden die Messdaten der behandelten und der unbehandelten Zellen zusétzlich Uberlagernd
dargestellt.
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Die Messung der F-Aktinfarbung in Ephrin A5 behandelten Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen
ergab, dass die Zunahme der Fluoreszenzintensitdt anhéngig von Dauer der Ephrin-
Behandlung ist. Unmittelbar zu Beginn der EphrinA5-Inkubation (0 Minuten), konnte nach
der Phalloidinfarbung noch keine gesteigerte Fluoreszenzintensitat der Zellen ermittelt
werden. Nach 20 mindtiger Ephrin A5-Behandlung war, im Vergleich zu den Kontrollzellen,
eine deutliche Zunahme der Fluoreszenz-intensitat erkennbar. Diese Zunahme war mit der
Dauer der Ephrin-Behandlung riicklaufig und spatestens nach 60 Minuten nicht mehr
erkennbar. Ausgehend von diesen Ergebnissen muss man davon ausgehen, dass die
Stimulation von EphB2 durch Ephrin A5 zeitabhangig war und ihren Hohepunkt nach 20
Minuten erreicht hatte.

Die Aktinpolymerisation in Hek 293 ECR-MMP-7 Zellen nach unterschiedlich langen Ephrin
B2- und Ephrin B3-Inkubationen wurde auch untersucht. Sie fiihrten jedoch zu keiner
gesteigerten F-Aktin Farbung (Ergebnisse wurden nicht dargestellt.)

Bezug nehmend auf die Ergebnisse der Aktinpolymerisation nach Ephrin-Behandlungen,

wurde fiir weitere Versuche eine Behandlung mit Ephrin A5 fiir 20 Minuten gewdhlt.

Die Analyse der Aktinpolymerisation nach Ephin-Behandlungen wurde auch mit PonA
behandelten Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen durchgefiihrt. Die Durchfihrung der Analysen
erfolgte, wie flir die unbehandelten Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen beschrieben. Die
Behandlung von PonA behandelten Zellen mit den Ephrinen A5, B2 und B3 und
verschiedener Behandlungszeiten fihrte in keinem Fall zu einer Steigerung der F-Aktin
Féarbung beobachtet. Wahrscheinlich verhinderte die MMP-7 bedingte Spaltung von EphB2
auf der Zelloberflache eine Steigerung der Aktinpolymerisation durch Ephrin-Stimulation.
Exemplarisch fur die Analysen der mit PonA behandelten Hek 293 ECR-MMP-7 Zellen sind
die Ergebnisse einer 20 minitigen Ephrin A5-Stimulation in Abbildung 3.1.9.2C dargestellt.
Mit dieser Kombination konnte fur unbehandelte Zellen die hdchste Fluoreszenzzunahme
ermittelt werden, daher wurden diese Daten noch einmal vergleichend dargestellt. Fiir PonA-

behandelte Zellen fiihrte selbst diese Stimulation zu keiner gesteigerten F-Aktin-Farbung.
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Abbildung: 3.1.9.2C Histogramme der Phalloidinfarbung nach Ephrin A5-Behandlung in PonA-
inkubierten Hek 293 EcCR-MMP-7 Zellen. Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen wurden fir mind. 72 Stunden mit 2
MM Ponasteron A inkubiert. Die Zelle wurden fir 20 Minuten mit 2 pg/ml kreuzvernetztem Ephrin A5 behandelt
(+ Ephrin A5). AnschlieBend erfolgte eine Farbung der Zellen mit Alexa-Fluor-488 konjugierten-Phalloidin. Die
Fluoreszenzintensitét der gefarbten Zellen wurde durchflusszytometrisch untersucht. In den Histogrammen sind
die Messergebnisse der Kontrollzellen blau und die der Ephrin behandelten Zellen rot dargestellt. Die
Messkurven von ungefarbten Zellen (Kontrolle) sind grau unterlegt. Zur besseren Vergleichbarkeit der
Farbungen wurden die Messdaten der behandelten und der unbehandelten Zellen zusatzlich (berlagernd
dargestellt. Zum Vergleich wurde die Histogramme der nicht induzierten Hek 293 EcCR-MMP-7 Zellen nach 20
mindtiger Ephrin A5-Behandlung aus Abbildung 3.1.9.2B mit dargestellt.

3.1.10 Aktivierung von Cdc42 und Racl

Die kleinen GTPasen Cdc42 und Racl spielen eine wichtige Rolle bei der Polymerisation von
Aktin und somit indirekt bei der Reorganisation des Zytoskelett und der Endozytose. Nach
Induktion der MMP-7 Expression durch PonA-Behandlung von Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen
wurde eine geringere Endozytoseaktivitdt, und eine reduzierte Aktinpolymerisation
beobachtet werden. Weitere Untersuchung zeigten eine reduzierte Aktivierung von GTPasen
nach induzierter MMP-7 Expression und die Spaltung von EphB2 nach MMP-7 Inkubation.
Tyrosinkinasen wie EphB2 sind in der Lage Uber die Aktivierung von Guaninnukleotid,
Austauschfaktoren (engl.: GEF) und GTPasen der Rho-Familie wie Racl und Cdc42 zu
modulieren (Irie and Yamaguchi, 2002; Mishima et al., 2004). Der Aktivierungsstatus von
Cdc42 und Racl wird Uber die Bindung von GTP oder GDP gesteuert. Der Austausch von
GDP/GTP wird von GEFs katalysiert.
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In folgendem Experiment wurde untersucht, oo MMP-7 Einfluss auf den Aktivierungsstatus
von Cdc42 und Racl hat. Durch eine zusétzliche Behandlung mit Ephrin A5 sollte analysiert
werden, ob eine Stimulation von EphB2 die Aktivierung von kleinen GTPasen steigern kann.
Dazu wurden die Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen PonA inkubiert. Kontrollzellen wurden nur
mit Ethanol (100%) behandelt. Ein Teil der Zellen aus beiden Behandlungen wurden
zusétzlich mit kreuzvernetztem Ephrin A5 inkubiert. Ein weiterer Teil der Zellen wurde als
Kontrolle Kaninchen- anti- humanem 1gG- Fc inkubiert. Die Detektion der Cdc42 und Racl
Proteinbanden erfolgte durch Inkubation in spezifischen Antikdérperlosungen. Um
auszuschliel3en, dass die unterschiedliche Behandlung der Zellen schon die Gesamtmenge von
Cdc42 und Racl verénderten, wurden zusatzlich Proteinproben des Gesamtzelllysate (vor
dem Pulldown) im Westernblot analysiert. Diese Proben repréasentieren den Gesamtgehalt von
Cdc42 oder Racl in der Zelle und nicht nur die aktive Form. Die Entwicklung der in
Abbildung 3.1.10 gezeigten Banden erfolgte mit Hilfe eines chemilumineszenzbasiertem

Detektionsystem.

A
> S G S | (Cdcd2
. — aCdc42
PonA - - + +
Ephrin A5 - + - +
B

| — c— — — REC L

-..-. o |aRac1

PonA - - +
Ephrin A5 - +

+

+

Abbildung 3.1.10 Einfluss von MMP-7 und Ephrin A5 auf die Aktivierung der kleinen GTPasen Cdc42
und Racl. Mit 1 mg Gesamtlysat von PonA oder Ethanol inkubierten (mind. 72 Stunden) Hek 293 EcR-MMP-7
Zellen (+/- PonA), behandelt mit 2 pg Ephrin A5 (kreuzvernetzt) oder 0,2 pg Kaninchen- anti- humanem 1gG-
Fc (+/- EphrinA5), wurde einen Pulldownassay fir aktives Cdc42 (A) oder Racl (B) mit PAK PBD konjugierten
Agarosebeads durchgefuhrt. Proben der Lysate vor dem Pulldownassay wurden als Kontrolle des
Gesamtgehaltes von Cdc42 (gCdc42) oder Racl (gRacl) verwendet. Die Analyse von aktivem Cdc42 (aCdc42)
oder aktivem Racl (aRacl) erfolgte durch jeweils spezifische Antikdrper. Fir die Visualisierung der
Proteinbanden nach dem Westernblot wurde, nach Inkubation mit einem HRP konjugiertem anti-Maus
Sekundarantikdrper,ein ECL-Chemilumineszenz Detektionssystem verwendet.
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(A) Im Zelllysat der Kontrollzellen (nur EtOH-Behandlung) wurde nach dem Pulldownassay
aktives, GTP-gebundenes Cdc42 durch eine deutliche Bande detektiert. Die Banden von
aktivem Cdc42 (aCdc42) im Zelllysat der PonA-inkubierten Zellen lieferten ein wesentlich
schwécheres Signal, welches nahezu an der Nachweisgrenze lag. Die Ephrin A5 Bandlung der
mit und ohne PonA inkubierten Hek 293 ECR-MMP-7 Zellen brachte keine Veranderung in
der Signalstarke der detektierten Banden von aCdc42.

Die Daten zeigten, dass sich durch induzierte MMP-7 Expression die Konzentration von
aCdc42 dramatisch reduzieren lieB. Im Gegensatz dazu blieb die Konzentration des Cdc42
Gesamtgehaltes (gCdc42) konstant. Zudem blieb die Behandlung der Hek 293 EcR-MMP-7
Zellen mit Ephrin A5 ohne erkennbare Auswirkungen auf die Aktivierung von Cdc42.

(B) Fur die Detektion von aktivem Racl (aRacl) im Zelllysat von Hek 293 EcR-MMP-7
Zellen konnten dhnliche Ergebnisse ermittelt werden wie zuvor mit dem Cdc42 Assay. Auch
hier war eine deutliche Bande von aRacl im Zelllysat der Kontrollzellen detektierbar. Die
induzierte MMP-7 Expression fuhrte zu einem stark reduzierten Nachweis von aRacl wie
zuvor schon fir aCdc42. Allerdings bewirkte hier die Ephrin A5-Behandlung von Hek 293
EcR-MMP-7 Zellen ohne PonA-Inkubation einen erhohtem aRacl Nachweis. Eine
Ephrin A5-Behandlung fiihrte bei PonA-inkubierten Zellen zu keiner veranderten Aktivierung
von Racl. Ausgehend von diesen Ergebnissen fihrte die MMP-7 Expression zu einer
drastisch reduzierten Racl Aktivierung. Im Gegensatz dazu fihrte die Behandlung von nicht
MMP-7 induzierten Hek 293 ECR-MMP-7 Zellen mit Ephrin A5 zu verstérkten Aktivierung

von Racl.

3.2 Einfluss von MMP-7 auf humane, dendritische Zellen

Im Abschnitt 3.1 des Ergebnisteils dieser Arbeit konnte mit den Zelllinie Hek 293 gezeigt
werden, dass MMP-7 Behandlung bzw. induzierte Uberexpression zu Veranderung der
Endozytoseaktivitat dieser Zellen fuhrte. Die Untersuchungen zur EphB2-Expression und zur
Aktivierung von GTPasen der Rho-Familie lieBen vermuten, dass eine MMP-7 vermittelte
Spaltung von EphB2 auf der Zelloberflache fir die Verdnderung der Endozytoseaktivitat
verantwortlich sein kdnnte.

Die Aktivierung naiver Lymphozyten ist fiir die Immunabwehr ein essentieller Prozess, bei

dem die Antigenprasentation durch Antigenprésentierende Zellen (APZ) eine entscheidende
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Rolle spielt. Dendritische Zellen (DCs) sind professionelle APZs und wichtige Initiatoren der
priméren Immunantworten (Banchereau and Steinman, 1998). DCs sind in der Lage, Antigene
durch Endozytose zu internalisieren und anschlieBend zu prozessieren. Gerade
unreife/immature DCs (iDCs) sind durch die effektive Antigenaufnahme und eine hohe
Endozytoseaktivitat gekennzeichnet. Ob sich durch MMP-7 auch in diesen immunrelevanten
Zellen eine Veranderung der Endozytose feststellen lasst, soll in folgendem Teil der Arbeit

untersucht werden.

3.2.1 MMP-7 Sekretion wahrend der Reifung von dendritischen Zellen (DC)

Bevor die Endozytoseaktivitdt der humanen primaren DCs untersucht wurde, sollte ermittelt
werden, ob diese Zellen wahrend der Reifung physiologisch MMP-7 exprimieren. Fir
Macrophagen, die ebenfalls eine hohe endozytotische Aktivitdt zeigen und als
antigenprésentierende Zellen fungieren, wurde eine MMP-7 Sekretion bereits festgestellt
(Tomlinson et al., 2008). Eine mogliche Expression und Sekretion von MMP-7 in priméren
humanen DCs wahrend deren Reifung wurde mit einem MMP-7 spezifischen ELISA-Test
und einer quantitativen RT-PCR mit MMP-7 spezifischen Primern untersucht. Fir diese
Versuche wurden DCs aus Monozyten generiert, welche aus humanen, peripheren,
mononukleare Blutzellen. (engl.: PBMC) isoliert wurden. Die Monozyten wurden in
zytokinsupplementiertem, dendritischem Zellmedium aufgenommen und acht Tage unter dem
Zusatz von frischem Medium und Zytokingaben kultiviert. Zur Induktion der Ausreifung
wurden die DCs ab dem achten Tag in Maturationsmedium Kkultiviert. Die Differenzierung der
in Kultur befindlichen Monozyten zu DCs und der Maturierungsgrad der Zellen wurde mit
fluoreszenzmarkierten ~ Antikorpern, gegen DC-charakteristische Oberflachenmolekiile,
ermittelt. Daher wurde alle zwei Tage die Expression des Reifungsmarkers CD83 und des

kostimulatorischen Molekiiles CD80 durchflusszytometrisch untersucht (Daten nicht gezeigt).

Fir die Analyse der MMP-7 Sekretion von DCs wahrend der Reifung wurde das Quantikine®
Human MMP-7 Immoassay Kit (RnD Systems) nach Herstellerangaben angewendet. Dieser
Assay basiert auf dem Prinzip eines Sandwich- ELISA mit einer enzymatischen Farbreaktion.
Die Intensitat der Farbreaktion ist proportional zu dem gebundenen MMP-7 und erlaubt so
Rickschlisse auf die MMP-7 Konzentrationen der Zellkulturiberstande. Fur die MMP-7
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Sektretionsbestimmung wurden die DC-Kulturiiberstande der Tage 1-8 verwendet. Ab dem 8.
Tag wurden ein Teil der Zellen zusatzlich mit Maturierungszytokinen behandelt. Wahrend der
Endreifung der DCs wurden nur alle zwei Tage (Tag 9 und Tag 11) Zelluberstande
genommen. Vergleichend wurden an Tag 9 und Tag 11 auch Uberstinde von DCs genommen,
bei denen die vorherigen Kulturbedingungen nicht verandert wurden. Zellkulturmedium
diente der Ermittlung der Hintergrundaktivitdt und Losungen mit definierten MMP-7

Konzentrationen wurden zur Ermittlung einer Standardkurve verwendet.
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Abbildung 3.2.1: MMP-7 Expression wahrend der Reifung von humanen, dendritischen Zellen. Jeweils
50 ul der Zellkulturiiberstande von priméren, humanen DCs wurden zu verschiedenen Zeitpunkten wéhrend der
Reifung gesammelt. Die Daten der MMP-7 Konzentrationen wurden mit einem MMP-7 spezifischen ELISA-
Test ermittelt. Die Kalkulation der MMP-7 Konzentrationen erfolgte anhand einer Standardkurve mit definierten
Konzentrationen von rekombinantem MMP-7. Dargestellt sind die Konzentrationen von MMP-7 in Nanogramm
pro Milliliter in Kulturen mit einer Zelldichte von 1x10° Zellen pro Milliliter (A). In Abbildung 3.2.1 B wurde
die Verdnderung der MMP-7 Konzentration im Vergleich zum Vortag dargestellt. Die Konzentration des
Vortags stellt den Nullpunkt dar, die dargestellten Werte die Zu- oder Abnahme der MMP-7 Konzentration im
Verhaltnis zu dem Nullpunkt (B). Die Diagramme zeigen exemplarisch die Daten eines Versuches von drei
unabhéngigen durchgefihrten Experimenten. Die Daten wurden,mit den entsprechenden Standardabweichungen,

aus Dreifachwerten ermittelt.
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Die MMP-7 Konzentrationsmessung in Uberstanden von DC-Kulturen zeigte, dass DC
wéhrend ihrer Reifung MMP-7 exprimieren und in das Kulturmedium sezernieren.
Hauptséchlich nach dem vierten Tag in Kultur konnte ein starker Anstieg der MMP-7
Konzentration im Zellkulturtiberstand der DCs ermittelt werden. An den nachfolgenden
Tagen konnte nur noch ein leichter Anstieg der MMP-7 Konzentration beobachtet werden.
Bei den mit Maturierungszytokinen behandelten DCs konnte am 11. Tag, also drei Tage nach
dem Maturierungsbeginn, ein weiterer starkerer Anstieg der MMP-7 Konzentration im
Zellkulturtberstand ermittelt werden. Die in Abbildung (B) dargestellten Veranderungen der
MMP-7 Konzentrationen, im Vergleich zu den Werten der Vortage als Basis, verdeutlichen
die Zunahme von MMP-7 im Zellkulturmedium am 4. und 11. Tag der DC-Maturierung.

3.2.2 Endozytose von reifen und unreifen DCs

Es ist bekannt, dass dendritische Zellen wahrend ihrer Reifung die Fahigkeit zur Aufnahme
von extrazelluldren Stoffen verlieren. Die Reifung fihrt zundchst zum Verlust der
Endozytoseaktivitat, die in terminal ausdifferenzierten DCs nicht mehr nachweisbar ist
(Sallusto et al., 1995; Shortman and Liu, 2002). Diese Erkenntnis ist entscheidend fiir die
nachfolgenden Untersuchungen, in denen die Endozytoseaktivitdt von DCs und der Einfluss
von MMP-7 auf die Endozytose untersucht werden sollte. Fiir eine vorherige Abschatzung der
Endozytoseaktivitat wurde diese an unreifen und reifen DCs ermittelt. Dazu wurden DCs am
4. und 11. Tag der Reifung einem Tranferrinaufnahme-Assay unterzogen. Die 11 Tage alten
DCs wurden ab dem 8. Tag zusatzlich mit Maturierungszytokinen behandelt. Die Maturierung
der DCs wurde durch fluoreszenzmarkierten CD86-Antikorpern durchflusszytometrisch
ermittelt. Die Ergebnisse der Analyse sind in den Histogrammen der Abbildung 3.2.2

dargestellt.
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Transferrinaufnahme von unreifen und reifen, humanen DCs. (A) Der Maturierungsgrad der DCs wurde vor
der Transferrinaufnahme mit CD86-spezifischen Antikérpern untersucht. (B) Fir die Analyse der
Transferrinaufnahme wurden DCs fiir 5 Minuten mit FITC-markiertem Transferrin inkubiert. Die Transferrin-
aufnahme wurde mit der FACS- Methode gemessen. Als Negativkontrolle wurden Zellen ohne Transferrin
inkubiert (grau geflllte Kurve). Die Fluoreszenz der unreifen DCs nach der Transferrininkubation ist blau
dargestellt, die der reifen DCs rot. Die Uberlagerung zeigt die Kurven beider Versuche nach der
Transferrininkubation.

(A) Die Histogramme der CD86-Farbung, zeigen eine erhdhte CD86-Expression der 11 Tage
alten, mit Maturierungszytokinen behandelten DCs. Der prozentuale Anteil der CD86 positiv
gemessenen DCs vom 4. Tag, ist mit 29,3 % wesentlich geringer, als der Anteil der 11 Tage
alten DCs. Hier liegt der prozentuale Anteil der CD86-positiv gemessenen Zellen bei 79,6 %.
Dieser Ergebnisse bestatigen, dass es sich bei den Zellen um unreife (vom 4.Tag) bzw. um
reife (vom 11.Tag) DCs handelt.

(B) Im Vergleich zu den reifen DCs (vom 11. Tag der Reifung DCs) konnte nach der
Transferrininkubation bei den unreifen DCs (vom 4. Tag der Reifung) eine deutlich starkere
Fluoreszenz gemessen werden. Dies lasst darauf schlieRen, dass die unreifen DCs (ber eine

hohe endozytotische Aktivitat verfugen, die in dieser Auspréagung bei den reifen DCs nicht
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mehr beobachtet werden kann. Anhand der Ergebnisse aus diesem Versuch und der Analyse
der MMP-7 Sekretion von DCs wahrend der Reifung (3.2.1) wurden flr die weiteren

Untersuchungen der Endozytose unreife DCs am 4. Tag der Kultur verwendet.

3.2.3 Endozytose von unreifen DCs nach MMP-7 Behandlung

Der mdgliche Einfluss von MMP-7 auf die Endozytoseaktivitdt von unreifen, humanen DCs
soll in nachstehenden Versuchen analysiert werden. Bereits vorangegangene Versuche mit der
Zelllinien Hek 293 EcR-MMP-7 zeigten, unter dem Einfluss von MMP-7. eine reduzierte
Transferrin- und Dextran- Aufnahme. Ob sich diese Beobachtungen mit unreifen DCs
wiederholen lassen, sollte folgende Untersuchung zeigen.

Dazu wurden DCs am 4. Tag der Reifung Tranferrin- und Dextranaufnahme-Assays
unterzogen. Dextran wird dabei hauptséachlich uber die Vermittlung von Mannoserezeptoren
endozytiert und stellt damit einen Transferrinrezeptorunabhénigen Endozytoseweg dar. Mit
den Ergebnissen aus beiden Versuchen, l&sst sich eine Veranderung der Endozytose in DCs
unabhénig von einander analysieren.

Fur die Versuche wurde ein Teil der verwendeten DCs zwei Stunden mit MMP-7 behandelt,
die anderen Zellen blieben unbehandelt. Fir die Messung der Transferrinaufnahme wurden
die Zellen, wie in 3.2.2 beschrieben, durchflusszytometrisch vermessen. Die MMP-7
Behandlung erfolgte mit unterschiedlichen MMP-7 Konzentrationen (100-, 200- und 400
ng/ml), um flr folgende Versuche den Einfluss der MMP-7 Konzentration auf die Ergebnisse

abschatzen zu konnen.

86



Ergebnisse

unbehandelt + MMP-7 Uberlagerung

100 ng/ml MMP-7

_. 0 10 20 30 40 50 B0 70O 8O0 40
_. 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
_. 0 10 20 30 40 50 B0 70 80 40

200 ng/ml MMP-7

Zellzahl

_. 0 1020 30 40 50 60 70 8O 80
_. 0 10 20 30 40 50 60 70O B0 490
_. 0 1020 30 40 50 60 70 80 80

400 ng/ml MMP-7

0 10 20 30 40 50 60 70 80 80
0 10 20 30 40 50 60 70 B0 490
0 10 20 30 40 50 B0 70 80 80

=

[=]

=]

=1 x
P | 2
=

[5)

=]

T

LT T L T [V 13 L 10 L 1 LIS [N T | AN 11
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Abbildung 3.2.3A: Transferrinaufnahme von unreifen, humanen DCs mit und ohne MMP-7 Zugabe. DCs
wurden mit unterschiedlichen MMP-7 Konzentrationen behandelt oder blieben unbehandelt. AnschlieRend
wurden die DCs fir 5 Minuten mit FITC-markiertem Transferrin inkubiert. Die Aufnahme von Transferrin
wurde mit der FACS- Methode gemessen. Als Negativkontrolle wurden Zellen ohne Transferrin inkubiert (grau
gefullte Kurve). Die Fluoreszenz der unbehandelten DCs nach der Inkubation mit Transferrin ist blau dargestellt,
die der MMP-7 behandelten DCs rot. Die Uberlagerung zeigt die Daten mit und ohne MMP-7 Behandlung.

Die Messdaten der unreifen DCs, die mit 200- und 400 ng/ml MMP-7 behandelt wurden,
zeigten nach Transferrininkubation eine geringere Fluoreszenzintensitat, im Vergleich zu den
Zellen ohne MMP-7 Behandlung. Bei den Zellen die mit 100 ng/ml MMP-7 inkubiert wurden
konnte, nach der MMP-7 Behandlung, nahezu kein Unterschied der Fluoreszenzintensitat
ermittelt werden. Dies lie darauf schlielen, dass der Einfluss von MMP-7 auf die unreifen
DCs konzentrationsabhanig ist, wobei eine Konzentration von tber 200 ng/ml den MMP-7
Einfluss nicht mehr verstarkte. Eine Behandlung von unreifen DCs mit 200 ng/ml MMP-7
schien die Endozytoseaktivitét dieser Zellen zu reduzieren. Fur weitere Versuche mit MMP-7
behandelten, dendritischen Zellen wurde daher eine Konzentration von 200 ng/ml eingesetzt.
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Zusétzlich zur Transferrinaufnahme wurde auch die Dextranaufnahme der MMP-7
behandelten oder unbehandelten, unreifen DCs analysiert. Wie schon erwéhnt wird Dextran
hauptsachlich Uber die Vermittlung von Mannoserezeptoren endozytiert und ist somit ein
Transferrinrezeptor-unabhéangiger Endozytosemechanismus. Die MMP-7 Konzentration fir
die Behandlung der DCs wurde anhand der Ergebnisse der Transferrinaufnahme gewéhlt. Die
Zellen wurden durchflusszytometrisch analysiert und die Ergebnisse der Analyse in den
Histogrammen der Abbildung 3.2.3B dargestellt.
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Abbildung 3.2.3: Dextranaufnahme von unreifen, humanen DCs mit und chne MMP-7 Zugabe. DCs
wurden mit 200 ng/ml MMP-7 behandelt oder blieben unbehandelt. Anschliefend wurden die DCs fir 20
Minuten mit FITC-markiertem Dextran inkubiert. Die Aufnahme von Dextran wurde mit der FACS- Methode
gemessen. Als Negativkontrolle wurden Zellen ohne Dextran inkubiert (graue gefillte Kurve). Die Fluoreszenz
der unbehandelten DCs nach der Inkubation mit Dextran ist blau dargestellt, die der MMP-7 behandelten DCs
rot. Die Uberlagerung zeigt die Fluoreszenzen der behandelten und unbehandelten Zellen nach der
Dextraninkubation.

Die Ergebnisse nach der Dextraninkubation von unreifen DCs zeigten, im Vergleich zu den
Zellen ohne MMP-7 Behandlung, eine geringere Fluoreszenzintensitait der MMP-7
behandelten Zellen. Die Ergebnisse sind vergleichbar mit den Resultaten der
Transferrinaufnahme des vorherigen Versuchs und bestatigten die Annahme, dass MMP-7 die

Endozytoseaktivitat der unreifen DCs reduzieren kann.

3.2.4 EphB2-Expression auf DCs

Ein moglicher Zusammenhang zwischen MMP-7-Behandlung oder MMP-7-Uberexpression
und einem reduzierten Nachweis von EphB2 auf den Oberflachen von EphB2-exprimierenden
Zellen wurde bereits im Abschnitt 3.1.7 des Ergebnisteils beschrieben. Eine Wiederholung
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der Versuche mit priméren, humanen DCs soll zeigen, ob sich dieser Zusammenhang auch bei
diesen Zellen beobachten l&sst. Fir die Analysen wurden primére, humane, DCs mit einem
EphB2-Antikorper gefarbt und anschlieRend durchflusszytometrisch untersucht. Zuerst wurde
die EphB2 Expression auf reifen und unreifen DCs ermittelt, um abschétzen zu kdénnen, ob
sich die EphB2-Expression mit dem Maturierungsgrad der DCs veréndert. Danach wurde der
Einfluss von MMP-7 auf die EphB2 Oberflachenexpression von unreifen, humanen DCs
untersucht. Fur diese Untersuchung wurden die Zellen vor der Féarbung flr 2 Stunden mit
200 ng/ml MMP-7 behandelt. Die Proben wurden durchflusszytometrisch vermessen und die

Intensitat der Fluoreszenzfarbung analysiert.
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EphB2 Oberflachenexpression von priméaren, humanen DCs. (A) DCs am 4. und 11. Tag der Reifung
wurden mit einem EphB2 spezifischen Antikdrper und einem Alexa-Fluor-488-konjugierten Zweitantikdrper
gefarbt und durchflusszytometrisch untersucht. In den Histogrammen sind die Messergebnisse der unreifen DCs
(von Tag 4) blau und die der reifen DCs (von Tag 11) rot dargestellt. (B) Unreife, humane DCs (von Tag 4)
wurden fur 2 Stunden mit 200 ng/ml MMP-7 behandelt. Die Zellen wurden mit einem EphB2 spezifischen
Antikdrper und einem Alexa-Fluor-488-konjugierten Zweitantikdrper geférbt und durchflusszytometrisch
untersucht. In den Histogrammen sind die Messergebnisse der unbehandelten Zellen blau dargestellt. Die
Hitogramme in rot zeigen die Messergebnisse der MMP-7 behandelten Zellen. In den Abbildungen (A) und (B)
sind die Daten der Zellen, die nur mit dem Zweitantikdrper gefarbt wurden, grau unterlegt. Zur besseren
Vergleichbarkeit der Farbungen wurden die Messdaten der Zellen zuséatzlich liberlagernd dargestellt.
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(A) Die Histogramme der Messungen lieRen darauf schlieRen, dass sowohl reife als auch
unreife primére, humane DCs EphB2 auf ihrer Zelloberflache exprimieren. Vergleicht man
die Ergebnisse der reifen und unreifen DCs miteinander, so ist bei den Messkurven der reifen
DCs, nach der EphB2-AntikOrperfarbung, keine Verénderung der Fluoreszenzintensitat
erkennbar. Die Analysen deuten darauf hin, dass sich die EphB2-Oberflachenexpression nicht
mit dem Maturierungsgrad der DCs veranderte.

(B) Die Histogramme der unreifen DCs mit und ohne MMP-7 Behandlungen zeigten, dass die
Fluoreszenzintensitat der MMP-7 behandelten Proben, im Vergleich mit den Kontrollproben,
geringer ausfiel. Wie schon in vergleichbaren Versuchen mit anderen Zelltypen beobachtet
werden konnte, scheint auch bei humanen, unreifen DCs der Nachweis von EphB2 auf den

Zelloberfachen durch MMP-7 reduziert zu werden.

3.2.5 Aktivierung von Cdc42 und Racl in DCs nach MMP-7 Behandlung

Nach MMP-7 Behandlung von unreifen, humanen DCs mit MMP-7 wurde eine geringere
Endozytoseaktivitat, und eine reduzierte Oberflachendetektion von EphB2 ermittelt. In
Untersuchungen mit Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen konnte ein Zusammenhang zwischen
MMP-7 Expression und reduzierter Aktivierung von Cdc42 und Racl beobachtet werden. In
folgendem Experiment wurde untersucht, ob MMP-7 auch bei DCs Einfluss auf den
Aktivierungsstatus von Cdc42 und Racl hat. Eine MMP-7 vermittelte Spaltung von EphB2
hemmt offensichtlich den Signalweg dieses Rezeptors und somit wahrscheinlich auch die
Aktivierung der GTPasen Racl und Cdc42. Daher sollte zudem untersucht werden, ob eine
Stimulation des EphB2-Rezeptors mit seinem Liganden Ephrin A5 im Umkehrschluss die
Aktivierung von Racl und Cdc42 begiinstigt.

Fur dieses Experiment wurden unreife, humane DCs am 4. Tag nach Isolation verwendet. Die
DCs wurden mit MMP-7 behandelt oder blieben als Kontrolle unbehandelt. Zellen aus beiden
Ansétzen wurden zusétzlich mit kreuzvernetztem Ephrin A5 inkubiert. Als Kontrolle der
Ephrin A5-Stimulation wurde MMP-7 behandelte und unbehandelte Zellen nur mit dem 1gG
inkubiert, mit dem Ephrin A5 kreuzvernetzt wurde (Kaninchen- anti- humanem IgG- Fc). Der
Aktivierungsstatus von Cdc42 und Racl wurde mit einem Pulldownassay ermittelt. Die
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Durchfiihrung und Auswertung des Pulldownassays erfolgte wie im Methodenteil dieser
Arbeit beschrieben. Die Auswertungen sind in Abbildung 3.2.5 gezeigt.

F——D. gCdcaz

aCdc42
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Ephrin A5 - +

e e
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Abbildung 3.2.5 Einfluss von MMP-7 und Ephrin A5 auf die Aktivierung der kleinen GTPasen Cdc42 und
Racl. Mit 1 mg Gesamtlysat von unreifen, humanen DCs (von Tag 4) mit und ohne MMP-7 Inkubation (2
Stunden mit 200 ng/ml MMP-7), behandelt mit 2 pg Ephrin A5 (kreuzvernetzt) oder 0,2 pg Kaninchen- anti-
humanem 1gG- Fc, wurden einen Pulldownassay fir aktives Cdc42 (A) oder Racl (B) mit PAK PBD
konjugierten Agarosebeads durchgefihrt. Proben der Lysate vor dem Pulldownassay wurden als Kontrolle des
Gesamtgehaltes von Cdc42 (gCdc42) oder Racl (gRacl) verwendet. Die Analyse von aktivem Cdc42 (aCdc42)
oder aktivem Racl (aRacl) erfolgte durch jeweils spezifische Antikdrper. Fir die Visualisierung der
Proteinbanden nach dem Westernblot wurde ein ECL Chemilumineszenz Detektionssystem, nach Inkubation mit
einem HRP-konjugiertem anti-Maus Sekundérantikorper, verwendet.

Im Zelllysat der DCs ohne MMP-7 Behandlung wurde nach dem Pulldownassay aktives,
GTP- gebundenes Cdc42 (A) und Racl (B) durch eine deutliche Bande detektiert. Die Banden
der beiden aktiven GTPasen im Zelllysat der MMP-7 behandelten DCs waren dagegen
wesentlich schwécher und fur Cdc42 kaum noch detektierbar. Die Ephrin A5-Bandlung der
unbehandelten DCs fihrte zu einer erhohten Aktivierung von Racl, jedoch zu keiner
Veranderung der Aktivierung von Cdc42. Die Ephrin A5-Behandlung von MMP-7
inkubierten DCs brachte keine Veranderung der Aktivierung von Cdc42 und Racl.

Die Daten wiesen darauf hin, dass sich durch Inkubation von DCs mit MMP-7 die
Konzentration von aCdc42 und aRacl dramatisch reduzieren lie}. Zudem schien die
Stimulation von DCs ohne MMP-7 Behandlung mit Ephrin A5 zu einer gesteigerten
Aktivierung von Racl zu fihren. Gleichzeitig blieb die Konzentration des Gesamtgehaltes der

beiden GTPasen konstant. Die Analysen der DCs zur Aktivierung von kleinen GTPasen
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bestatigen die Ergebnisse der Hek 293 EcR-MMP-7 Zellen, die mit gleichen Methoden
ermittelt wurden. In beiden Féllen flihrte MMP-7 zu einer reduzierten Aktivierung von Cdc42
und Racl und einer erhdhten Aktivierung von Racl nach Ephrin A5-Behandlung von Zellen

ohne MMP-7 Inkubation oder Expression.

3.2.6 Aktinpolymerisation in humanen DCs nach MMP-7 Behandlung

Der mogliche Einfluss von EphB2 auf die Aktivitat der kleinen GTPasen der Rho- Familie,
welche letztlich die Polymerisation von Aktin beeinflusst wurde schon im vorangegangenen
Ergebnisteil erdrtert. Wie sich eine MMP-7 Inkubation auf die Polymerisation von Aktin in
humanen, unreifen DCs auswirkt, wird in nachfolgendem Versuch untersucht. Durch eine
spezifische Farbung von Aktinpolymeren (F-Aktin) mit Alexafluor-488-markiertem
Phalloidin, sollte die Polymerisation von Aktin analysiert werden. Die Fluoreszenzmessung
der Proben erfolgte anschlielend mit der FACS-Methode. Zellen ohne Phalloidinbehandlung
wurden als Negativkontrollen der Farbung gemessen.

unbehandelt + MMP-7 Uberlagerung

Zellzahl
0D 10 20 30 40 50 GO 70O
0D 10 20 30 40 50 GO 70
0D 10 20 30 40 50 GO 70

[=}
[=]
[}
[=}
T
=
[=]

Alexa 488- Phalloidin

Abbildung 3.2.6A: Histogramme der Phalloidinfarbung in unreifen, humanen DCs. DCs wurden fir
2 Stunden mit 200 ng/ml MMP-7 behandelt. Die Zellen wurden anschlieRend mit Alexa-Fluor-488-konjugiertem
Phalloidin gefarbt. Die Fluoreszenzintensitéit der gefarbten Zellen wurde durchflusszytometrisch untersucht. In
den Histogrammen sind die Messergebnisse der unbehandelten Zellen blau und die der MMP-7 behandelten
Zellen rot dargestellt. Die Messkurven der ungefarbten Zellen sind grau unterlegt. Zur besseren Vergleichbarkeit
der Farbungen wurden die Messdaten der unbehandelten und MMP-7 behandelten Zellen zusétzlich uberlagernd
dargestellt.

Die Histogramme der FACS-Analysen in Abbildung 3.2.6A verdeutlichen, dass DCs mit und
ohne MMP-7 Behandlung, durch die Inkubation mit Alexa-Fluor-488 konjugierten, Phalloidin
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gefarbt wurden. Es war jedoch erkennbar, dass die mit MMP-7 inkubierten Zellen, im
Vergleich zu den unbehandelten Zellen, eine reduzierte Fluoreszenzintensitat aufwiesen.
Diese Beobachtung sprach fiir eine Reduktion von F-Aktin in den MMP-7 behandelten DCs.
Die Ergebnisse der Messung lieRen vermuten, dass MMP-7 in DCs die Polymerisation von

Aktin verandert.

Um die Ergebnisse der FACS-Messungen zu bestétigen, wurden FITC-Phalloidin-geféarbte

DCs zusétzlich unter dem Laserscanmikroskop analysiert.

Kontrolle F- Aktin

unbehandelt

+ MMP-7

Abbildung 3.2.6B Laserscanmikroskopische Aufnahmen Phalloidin gefarbter, unreifer, humaner DCs.
DCs wurden in kollagenbeschichteten Vierkammer-Objekttragern ausgesat und fiir 2 Stunden mit 200 ng/mi
MMP-7 behandelt. Die DCs wurden anschlieRend mit 4% PFA fixiert und mit 0,1% Saponin permeabilisiert und
FITC- Phalloidin gefarbt (grin). Hoecht 33342 wurde zur Visualisierung der Zellkerne verwendet (blau).

Die in Abbildung 3.2.6B dargestellten Ergebnisse der Laserscananalysen zeigen eine
reduzierte Intensitat der Phalloidinfarbung fur die MMP-7 behandelten DCs. Die Ergebnisse
bestatigten die Resultate der FACS- Analyse und bekraftigen die Annahme, dass MMP-7 die
Aktinpolymerisation reduzieren kann und durch diesen Mechanismus die Endozytoseaktivitét

der Zellen beeinflusst.
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3.3  Vergleich der dendritischen Zellen aus MMP-7 Deletionsmutanten-
mausen und C57/BI6- Wildtypmausen

In folgenden Versuchen sollte untersucht werden, ob das Fehlen von MMP-7 Einfluss auf die
Entwicklung, Reifung und Endozytoseaktivitat von murinen, dendritischen Zellen hat. Hierfir
wurden DCs aus dem Knochenmark zweier Méusestdamme generiert. Zum einen aus Mausen
eines MMP-7 -Deletionsmutantenstammes mit C57BI/6-Hintergrund (MMP-7-/-) und als
Kontrolle aus Wildtypmdusen vom Stamm C57BI/6 (WT). Die Generierung der in dieser

Arbeit verwendeten murinen DCs, erfolgte wie im Methodenteil beschrieben.

3.3.1 Morphologie und Phanotypisierung von murinen DCs aus Knochenmark

Waéhrend der Reifung wurde die Morphologie der murinen Knochenmarkszellen
lichtmikroskopisch untersucht. Nach 3- 4 Tagen in Kultur konnte beobachtet werden, dass
sich in der Kultur lokale Zellanhdufungen bildeten. Zudem zeigte sich mit VVorschreiten der
Kultur und der damit verbunden Maturierung der Zellen die Ausbildung von fir DCs
charakteristischen Zellfortsatzen. Die Ausbildung dieser Dendriten nahm bis zum achten Tag
der Reifung weiter zu. Zwischen den Zellen, die aus dem Knochenmark von MMP-7-
Deletionsmutantenméusen generiert wurden und Zellen aus dem Knochenmark von
Wildtypméusen konnten keine Unterschiede in der Morphologie wéhrend der Reifung

festgestellt werden.

Neben der optischen Beurteilung der morphologischen Veranderung der DCs wéhrend der
Reifung, wurde auch deren Expression von verschiedenen Oberflaichenmolekilen untersucht.
In diesem Zusammenhang sollte untersucht werden, ob die Zellen aus den MMP-7-/- Mausen,
im Vergleich zu den Zellen aus den Kontrollmédusen, Unterschiede in der Expression der
untersuchten differenzierungsspezifischen Oberflachenmolekile zeigen wirden. Fir diese
Untersuchung wurden die Zellen im Rahmen einer Kinetik alle zwei Tage mit
fluoreszenzmarkierten Antikérpern gegen CD11c, den kostimulatorischen Molekilen CD80
und CD86, den Aktivierungsmarkers CD40 und die MHC-KIasse I1-Molekile gefarbt.
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Abbildung 3.3.1: Expression DC spezifischer Oberflachenmolekile auf murinen DCs wahrend der
Reifung. Im Rahmen einer Kinetik wurden die Zellen an den Tagen 2,4,6,8 und 10, nach der Isolation aus dem
Knochenmark, untersucht. Die Expression verschiedener charakteristischer Oberflaichenmarker wurde
durchflusszytometrisch ermittelt. Diagramm (A) zeigt den Verlauf der Oberflachenmarkerexpression wéhrend
der Reifung von DCs aus dem Knochenmark von Mausen des Stammes C57BI/6 (Wildtyp). Diagramm (B) zeigt
die Oberflachenexpression von DCs aus MMP-7-/- Mausen. In Diagramm (C) wurden die Werte beider
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Mausstdmme exemplarisch fir den 4. und 8. Tag nach der Isolation gegenubergestellt. Gezeigt sind die
Prozentzahlen positiv gemessener Zellen. Die Daten wurden gemittelt aus zwei unabhdngigen Versuchen mit
den entsprechenden Fehlerindikatoren.

Abbildungen 3.3.1 (A) und (B) zeigen die zunehmende Expression der kostimulatorischen
Molekiile CD11c und CD86 wahrend der Ausdifferenzierung der DCs. Die Expression, dieser
fir den DC Nachweis haufig verwendeten Marker, nahm bis zum Tag 10 stark zu. Sowohl die
Zellen aus dem Knochenmark von MMP7-/- Mé&usen als auch Zellen aus dem Knochenmark
der Kontrollmduse wurden nach 10 Tagen in Kultur zu tGber 80% positiv auf CD11c und zu
uber 60% auf CD86 getestet. Auch CD40 und die MHC- Klasse Il Molekule wurden mit
zunehmender Maturierung der DCs maximal exprimiert. Fir diese Oberflachenmolekile
wurden an Tag 10 Uber 65% (CD40) und Uber 80% (MHCII) positiv getestet. Das
Expressionsniveau des kostimulatorischen Molekiils CD80 der Zellen beider Mausstamme
war schon im frihen Differenzierungsstadium der DCs (Tag 2) sehr hoch und nahm mit der
zunehmenden Maturierung weiter zu.

Die durchflusszytometrischen Untersuchungen in Abbildung 3.3.1 zeigen, dass die
Knochenmarkszellen nach einer Kultur von 8-10 Tagen die typischen Oberflachen-
expressionsmuster von murinen DCs vorwiesen. Vergleicht man die Expressionsmuster der
Zellen aus dem Knochenmark von MMP-7-/- Mausen mit dem der Kontrollmausen (Abb.
3.3.1C beispielhaft fur Tag 4 und 8) wurde deutlich, dass beide keinen Unterschiede zeigten.
Die Zellen aus beiden Mausstdmmen wiesen in allen untersuchten Oberflachenmolekdilen, an
den jeweiligen Kultivierungstagen, ein sehr ahnliches Expressionsniveau auf. Die Ergebnisse
lieBen darauf schlieBen, dass Knochenmarkszellen aus MMP7-/- Mausen und C57BI/6

Mausen keine Unterschiede in der Reifung von DCs zeigen.

3.3.2 Endozytoseaktivitat von DCs aus Wildtyp und MMP-7-/- Mausen

Neben der morphologischen und phénotypischen Charakterisierung der DCs aus dem
Knochenmark von MMP-7-/- Mausen und C57BI/6-Wildtypmausen, sollte auch deren
funktionelle Eigenschaften ermittelt und miteinander verglichen werden. Wie schon bei den
vorangegangen Versuchen mit primaren humanen DCs konzentrierten sich die
Untersuchungen auf die Endozytoseaktivitat von unreifen DCs beider Mausstamme. Fur diese

Versuchsreihe wurden die murinen DCs vom 4. bis 5. Tag nach der Knochenmarksisolation
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eingesetzt. In diesem Zeitraum entsprachen die morphologischen und phénotypischen
Eigenschaften der Zellen denen von unreifen DCs. Um die Endozytoseaktivitat zu bestimmen
wurde der Transferrinaufnahme-Assay gewdhlt. Die Zellen wurden anschlielend
durchflusszytome-trisch analysiert. Die Ergebnisse der Analyse sind in den Histogrammen der
Abbildung 3.3.2 dargestellt.

C57BI/6 MMP-7 -/- Uberlagerung
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Abbildung 3.3.2: Tranferrinaufnahme von unreifen, murinen DCs. Unreife DCs aus Knochenmarkszellen
von C57BI/6- Mé&usen (Wildtyp) und MMP7-/- Mé&usen, wurden fir 5 Minuten mit FITC-markiertem Transferrin
inkubiert. Die Transferrinaufnahme wurde mit der FACS- Methode gemessen. Als Negativkontrolle wurden
Zellen aus beiden Mausstdammen ohne Transferrin inkubiert (grau gefiillte Kurve). Die Fluoreszenz der DCs aus
Wildtypméausen nach der Transferrininkubation ist blau dargestellt, die der Zellen aus MMP7-/- Mé&usen rot. Die
Uberlagerung zeigt die Fluoreszenz beider Versuche nach der Transferrininkubation.

Im Vergleich zu den unbehandelten Zellen konnte nach der Transferrininkubation mit den
unreifen DCs aus beiden Mausstammen eine starke Fluoreszenz gemessen werden. Dies lie3
darauf schlieBen, dass diese Zellen Uber eine hohe endozytotische Aktivitat verfiigen.
Vergleicht man die Ergebnisse der FACS-Analyse der Zellen beider Mausstamme
miteinander, so war kein Unterschied in der Fluoreszenzintensitat erkennbar. Die
Histogramme der Zellen beider Mausstamme zeigten nahezu identische Auspragungen. Die
fehlende MMP-7 Expression in den unreifen DCs aus dem Knochenmark der
MMP7-/- Mé&usen schien keinen Einfluss auf die Transferrinaufnahme dieser Zellen zu haben.
Die Ergebnisse zeigten, dass eine fehlende MMP-7 Expression keinen Einfluss auf die

Endozytoseaktivitat von unreifen, murinen DCs hat.
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3.4 Einfluss von MMP-7 auf humane T-Zellen

Der Einfluss von MMP-7 auf humane und murine DCs wurde in den vorangegangenen
Kapiteln beschrieben. In dem folgenden Teil dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob eine
MMP-7 Behandlung weitere Zellen des Immunsystems beeinflussen kann. Hierflr wurde der
Einfluss von MMP-7 auf humane T-Zellen untersucht. Zu diesem Zweck wurden primare,
humane, CD4"- oder CD8"-T-Zellen und Zellen der T-Zelllinie IVSB mit MMP-7 behandelt
und im Vergleich zu unbehandelten T-Zellen untersucht. Die priméren, humanen T-Zellen
wurden mittels magnetischer Zellsortierungsmethode (MACS) aus Buffycoats von gesunden
Spendern isoliert. Die Zellen wurden in Kultur genommen und jeweils zwei Stunden vor den
Versuchen mit 200 ng/ml MMP-7 behandelt, wéhrend die Kontrollzellen unbehandelt blieben.
Der von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. T. Wolfel freundlicherweise zur Verfligung gestellte
zytotoxische T-Zellklon IVSB wurde ebenfalls zwei Stunden vor den jeweiligen Versuchen
mit MMP-7 behandelt, wobei auch hier die Kontrollen unbehandelt blieben. Fiir die Versuche

wurden IVSB-Zellen am 3. bis 5. Tag nach der Restimulation verwendet.

3.4.1 EphB2-Oberflachenexpression auf T-Zellen nach MMP-7 Behandlung

Wie in den vorangegangen Versuchen gezeigt werden konnte, kann die MMP-7- Behandlung
oder die induzierte Uberexpression von MMP-7 zu einem reduzierten Nachweis von EphB2
auf den Oberflachen von Zellen fiihren. Ob sich dieser Zusammenhang auch bei humanen
T-Zellen beobachten lasst, soll im nachfolgenden Versuch untersucht werden. Dazu wurden
primére, humane, CD4" oder CD8" T-Zellen und IVSB-Zellen mit MMP-7 behandelt mit
einem EphB2 Antikorper gefarbt und anschlieBend die EphB2-Farbung durchfluss-
zytometrisch untersucht. Die Proben wurden mit der FACS-Methode gemessen und die

Intensitat der Farbung analysiert.
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Alexa 488- EphB2

Abbildung 3.4.2: EphB2 Oberflachenexpression von verschiedene T-Zellkulturen mit und ohne MMP-7
Behandlung. Jeweils 1x10° CD4", CD8" T-Zellen und IVSB Zellen wurden fiir 2 Stunden mit 200 ng/ml
MMP-7 behandelt. Die Zellen wurden mit einem EphB2-spezifischen Antikdrper und einem Alexa-Fluor-488
konjugierten Zweitantikdrper gefarbt und die Fluoreszenz im Durchflusszytometer untersucht. In den
Histogrammen sind die Messergebnisse der unbehandelten Zellen blau dargestellt. Die Histogramme in rot
zeigen die Messergebnisse der MMP-7 behandelten Zellen. Die Daten der Zellen, die nur mit dem
Zweitantikorper gefarbt wurden sind grau unterlegt. Zur besseren Vergleichbarkeit der Farbungen, wurden die
Messdaten der unbehandelten und MMP-7 behandelten Zellen zusatzlich tberlagernd dargestellt.

Wie die in Abbildung 3.4.2 aufgefiihrten Messdaten zeigen, lieRen sich die Zellen
unterschiedlicher T-Zellkulturen mit dem EphB2- Antikorper und entsprechend markiertem
Zweitantikorper anfarben. Die Ergebnisse legten nahe, dass die Starke der EphB2-
Oberflachenexpression in CD4*, CD8" T-Zellen und IVSB-Zellen eine vergleichbare
Auspragung hat, wobei die Fluoreszenzintensitait der MMP-7 behandelten Proben im
Vergleich mit den Kontrollproben geringer ausfiel. Dies lieR darauf schlieBen, dass der
Nachweis von EphB2, auch auf den Zelloberfachen von T-Zellen, durch MMP-7 reduziert
wurde. Diese Messdaten bekraftigen die Ergebnisse aus den vorangegangenen Versuchen, bei
denen auch ein reduzierter EphB2-Oberflachennachweis nach MMP-7 Inkubation festgestellt

wurde.
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3.4.2 Aktinpolymerisation in T-Zellen nach MMP-7 Behandlung

Der Zusammenhang von MMP-7 Behandlung oder Induktion und dem verringerten Nachweis
von  polymerisiertem  Aktin  konnte  in  entsprechenden  Versuchen  mit
Hek 293 EcCR MMP-7 Zellen und dendritischen Zellen gezeigt werden. Daher sollte in
folgenden Versuchen der Einfluss von MMP-7 auf die Aktinpolymerisation von T-Zellen
untersucht werden. Hierzu wurden humane, primire CD4"-, CD8"-T-Zellen und Zellen der
T-Zelllinie 1IVSB mit fluoreszenzmarkiertem Phalloidin intrazelluldr gefarbt. Die Halfte der
Zellen wurde zuvor mit MMP-7 behandelt. Die Fluoreszenzmessung der Proben erfolgte
anschlieBend mit der FACS-Methode. Als Negativkontrolle der Farbung wurden Zellen ohne
Phalloidinbehandlung vermessen.
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Alexa 488- Phalloidin

Abbildung 3.4.2 Histogramme der durchflusszytometrischen Analyse der Phalloidinfarbung in humanen
T-Zellen. Jeweils 1x10° CD4"-, CD8"-T-Zellen und IVSB Zellen wurden fiir 2 Stunden mit 200 ng/ml MMP-7
behandelt. Die Zellen wurden mit Alexa-Fluor-488-konjugierten Phalloidin gefarbt. Die Fluoreszenzintensitét
der gefarbten Zellen werde durchflusszytometrisch untersucht. In den Histogrammen wurden die Messergebnisse
der unbehandelten Zellen blau und die der MMP-7 behandelten Zellen rot dargestellt. Die Messkurven der
ungeféarbten Zellen wurden grau unterlegt. Zur besseren Vergleichbarkeit der Farbungen wurden die Messdaten
der unbehandelten und MMP-7 behandelten Zellen zusatzlich Gberlagernd dargestellt.
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Die Auswertungen der FACS-Analysen in Abbildung 3.4.2 zeigten in allen drei T-
Zellkulturen eine deutliche Fluoreszenzfarbung mit Alexa-Fluor-488-konjugiertem Phalloidin.
Wihrend die Zellen der CD8'-T-Zellen und der IVSB-Zellen eine vergleichbare
Fluoreszenzintensitit aufwiesen, war diese bei den CD4" T-Zellen etwas schwécher. Bei allen
drei T-Zelltypen war jedoch erkennbar, dass nach den MMP-7 Behandlungen die
Fluoreszenzintensitét deutlich reduziert wurde. Die Ergebnisse der Messung lieRen vermuten,

dass MMP-7 auch in T-Zellen die Polymerisation von Aktin negativ beeinflusste.

3.4.3 Einfluss von MMP-7 auf den Clathrin in T-Zellen

Die clathrinvermittelte Endozytose ist auch in T-Zellen ein wichtiger Mechanismus flr die
Oberflachenexpression von spezifischen Rezeptoren wie CD3, CD28 oder TGF-f. Neben dem
Rezeptortransport an die Zelloberflache, wird auch deren Internalisierung und Recycling von
der clathrinvermittelten Endozytose verantwortet.

Dass Aktin wahrscheinlich die Bildung von Clathrin- ummantelten Blaschen unterstutzt, die
Einstllpung und/oder Abspaltung von Clathrinhillen vorantreibt und den Vesikeltransport
von der Plasmamembran tiefer in die Zelle forcieren kann, wurde in der Einleitung
beschrieben. Die Ergebnisse des vorangegangenen Versuchen zeigten, dass sich MMP-7 auf
die Bildung von F-Aktin negativ auswirkt. Ob auch das Clathrinniveau in T-Zellen von
MMP-7 verandert wird, soll nachfolgend untersucht werden. Fur diese Untersuchung wurden
MMP-7 behandelte und unbehandelte CD4"-, CD8"-T-Zellen und IVSB Zellen mit einem
humanen Clathrinantikbrper gefarbt. Die Proben wurden anschlieend durchfluss-
zytometrisch untersucht.
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Alexa 488- Clathrin

Abbildung 3.4.3 Histogramme der durchflusszytometrischen Analyse der Clathrinfarbung in humanen T-
Zellen. Jeweils 1x10° MMP-7 behandelte (200 ng/ml, 2 Stunden) und unbehandelte CD4*-, CD8*-T-Zellen und
IVSB Zellen wurden mit einem clathrinspezifischen Antikérper und einem Alexa-Fluor-488-konjugierten
Zweitantikorper gefarbt und durchflusszytometrisch untersucht. In den Histogrammen sind die Messergebnisse
der unbehandelten Zellen blau dargestellt. Die Histogramme in rot zeigen die Messergebnisse der MMP-7
behandelten Zellen. Die Daten der Zellen, die nur mit dem Zweitantikdrper geférbt wurden, sind grau unterlegt.
Zur besseren Vergleichbarkeit der Farbungen wurden die Messdaten der unbehandelten und MMP-7 behandelten
Zellen zusatzlich Gberlagernd dargestellt.

Die in Histogrammen der Abbildung 3.4.3 dargestellten Messdaten der gegen Clathrin
gefarbten Zellen zeigten eine Reduktion der Fluoreszenzintensitdt nach der MMP-7
Behandlung. Bei allen drei T-Zelltypen konnte bei gleicher Behandlung eine vergleichbare
Fluoreszenzintensitat ermittelt werden. Es war jedoch deutlich erkennbar, dass nach den
MMP-7 Behandlungen die Fluoreszenzintensitidt reduziert wurde. Die Ergebnisse der
Messung lieBen vermuten, dass MMP-7 auch in T-Zellen zu einem verringerten

Clathrinniveau fihrte.
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3.4.4 Funktionelle Analyse der T-Zellzytotoxizitat nach MMP-7 Behandlung

Die letzten Versuche lassen darauf schlieBen, dass MMP-7 auch in T-Zellen Mechanismen
der Endozytose beeinflussen kann. Sowohl die Polymerisation von Aktin als auch der
Nachweis von Clathrin ist nach MMP-7 Behandlung in diesen Zellen reduziert.

Ob MMP-7 uber diese Verdnderung die Stimulation von T-Zellen beeinflusst, insbesondere
die Proliferation der Zellen, soll in folgenden Untersuchungen untersucht werden. Fir diese
Versuche wurden Zellen des T-Zellklons IVSB verwendet. Diese Zellen erkennen spezifisch
das Tyrosinase-Peptid Ty-2 (YMNGTMSQV) nach HLA-A2 Prasentation und bieten im
Gegensatz zu primaren Zellen gleich bleibende Eigenschaften, die nicht von verschieden
Spendern abhéngig sind. Bevor die Proliferation der IVSB-Zellen untersucht wurde, sollte
Uberprift werden, ob sich die Stimulation und Aktivitat dieser T-Zellen (berhaupt von
MMP-7 beeinflussen lasst. Die T-Zellen wurden zusammen mit Alex B-Zellen (Target), einer
MHCII und HLA-A2 exprimierende EBV B-Zelllinie, kokultiviert. Die zytotoxische Aktivitat
der 1VSB wurde mit und ohne MMP-7 Behandlung mit der Methode des CellTiter-Glo®
Lumineszenz-Zellviabilitatsassay analysiert. Die Lyse der Zellen wurde nach

Herstellerangaben durchgefiihrt und die Proben im Lumniometer gemessen.
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Abbildung3.4.4: Zytotoxizitat der 1VVSB-Zellen mit und ohne MMP-7 Behandlung. Die Effektorzellen 1VVSB
und die Zielzellen Alex B wurden mit unterschiedlichen Verhaltnissen zueinander ausgesat (Effektor-zu-Target-
Verhdltnis von 3:1 bis 1:6) und fir 16 Stunden bei 37 °C kokultiviert. Wahrend der Kokultur wurden ein Teil der
Zellen mit 200 ng/ml MMP-7 behandelt (A). Ein Teil der IVSB wurde zusétzlich vor der Kokultur mit MMP-7
behandelt (B). Aufgetragen wurden die Effektor-Zielzellverhdltnisse (E:T) und der Prozentsatz der Zytotoxizitét
der IVSB-Zellen. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte und Standardabweichungen von jeweils drei
Messwerten.
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Die Inkubation der Alex B-Zellen mit den 1VSB-Zellen flihrte zu spezifischen Lysen. Die
Alex B-Zellen wurden bei einem E:T Verhaltnis von 3:1 bis zu 92% lysiert. Die spezifische
Lyse reduzierte sich mit der Abnahme der E/T-Verhaltnisse. Gleichzeitig zeigte sich bei den
Kokulturen mit MMP-7 Behandlungen, im Vergleich zu den unbehandelten Kulturen eine
Abnahme der spezifischen Lyse. Dieser Effekt konnte bei allen getesteten E:T-Verhéltnissen
beobachtet werden. Nach zusétzlichen MMP-7 Behandlungen der IVVSB-Zellen vor der
Kokultur, verstérkte sich dieser Effekt deutlich. Die spezifische Lyse der Targetzellen, ohne
zusatzliche Vorbehandlung der IVSB Zellen (A), verringerte sich bei Zugabe von MMP-7 um
2% bei einem E:T von 1:1 bis 10 % und bei einem E:T von 0,3:1. Bei einer zusatzlichen
Vorbehandlung der IVSB-Zellen und Zugabe von MMP-7 wahrend der Kultur (B) verringerte
sich die spezifische Lyse der Targetzellen, bei einem E:T von 1:1, um mindestens 10% und
um bis zu 20% bei E:T-Verhaltnissen von 0,3 oder 0,1:1. Diese Ergebnisse zeigen, dass
MMP-7 einen grofRen Einfluss auf die zytotoxische Aktivitét der Zellen des IVSB-T-Zellklons
hat, insbesondere wenn diese schon vor der Kokultur mit MMP-7 behandelt wurden.

3.4.5 T-Zellfunktionalitéat durch Antigenprasentation nach MMP-7 Behandlung

In den vorangegangenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Zellen des T-Zellklons
IVSB nach MMP-7 Behandlung eine verringerte zytotoxische Aktivitat zeigen. Ob MMP-7
auch die Proliferation dieser T-Zellen trotz entsprechender Stimulation beeinflusst, soll in
folgendem Versuch untersucht werden. Daflr wurden 1VSB-Zellen mit verschiedenen Zellen
unter dem Einfluss von MMP-7 koinkubiert und die Proliferation durch CFSE-Markierung
durchflusszytometrisch ermittelt. Als positive Kontrolle der Proliferation wurden die CFSE
markierten 1VSB-Zellen, wie im Methodenteil beschrieben, mit den autologen SK-Mel 29
Tumorzellen als Stimulatorzellen sowie der MHCII und HLA-A2 exprimierende EBV B-
Zelllinie Alex B als Feederzellen stimuliert. Als negative Kontrolle wurden die IVSB ohne
Stimulationszellen kultiviert. In einem weiteren Versuchsansatz wurden die IVSB-Zellen mit
peptidbeladenen, primaren, humanen DCs kultiviert. Dafiir wurden DCs von einem HLA-A2
positiv getestetem Spender fiir eine Stunde mit 10 pg/ml des Tyrosinase-Peptids-2 (Ty-2)
(YMNGTMSQV) behandelt. Dieses Peptid kann nach HLA-A2-Présentation spezifisch von
IVSB Zellen erkannt werden. Es wurden jeweils 1 x 10° CFSE-markierte IVSB-Zellen mit
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0.3 x 10° Stimulationszellen (Alex +Sk-Mel oder DCs) fir 5-7 Tage koinkubiert und
anschlielend mit der FACS-Methode vermessen.

IVSB mit SK-Mel 29 IVSB mit DCs ohne IVSB mit DCs nach
und Alex B IVSB allein Peptidbeladung Peptidbeladung
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Proliferationsmessung der IVSB Zellen. Gezeigt wird eine CFSE-Fluoreszenzmessung nach 6 Tagen
Inkubation. Es wurden jeweils 1 x 10° CFSE-markierte IVSB-Zellen mit 0.3 x 10° Stimulationszellen (Alex +
Sk-Mel oder DCs) koinkubiert. Wahrend der Kultur wurden die Zellen mit 200 ng/ml MMP-7 behandelt oder
blieben als Kontrolle unbehandelt. Dargestellt ist das CFSE- Signal proliferierender T-Zellen nach
durchflusszytometrischer Messung. Die Proliferation Kkorreliert mit einer schrittweisen Abschwéchung des
CFSE- Signals

Bei der CFSE-Markierung flihrte jede Zellteilung zu einer Aufteilung des
CFSE- Fluoreszenzfarbstoffes auf die Tochterzellen. Mit zunehmender Proliferation nahm die
gemessene Fluoreszenzintensitait der Zellen ab. Der Peak mit der hdchsten
Fluoreszenzintensitét reprasentiert dabei die ungeteilten Zellen, die Peaks mit schwéacherer
Fluoreszenzintensitat stellen jeweils einen Zellteilungszyklus dar. Die Behandlung der 1VSB-
Zellen mit unbeladenen DCs wie auch die Kultur der IVSB-Zellen ohne jegliche koinkubierte
Stimulationszellen, fuhrte zu keinerlei Proliferationsaktivitat. Nach sechs Tagen in Kultur
zeigten die Histogramme der Fluoreszenzmessung dieser IVSB-Kulturen nur einen einzelnen
Peak. Daher ist davon auszugehen, dass sich 1VSB-Zellen durch fehlende Stimulation, unter
diesen Kulturbedingungen, nicht teilen. Durch Kokultur der 1VSB-Zellen mit den
Feederzellen SK-Mel 29 und EBVB konnte eine Proliferation ermittelt werden. Die
Histogramme der Zellen mit diesen Kulturbedingungen zeigten mehrere Peaks mit

abnehmender Fluoreszenzintensitdt. Die Behandlung mit MMP-7 hatte bei dieser IVSB-
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Kultur keinen messbaren Einfluss auf die Proliferation der T-Zellen. Anhand der
Histogramme der IVSB-Zellen, kokultiviert mit peptidbeladenen DCs, konnte ebenfalls eine
gesteigerte Proliferationsaktivitat der CFSE markierten T-Zellen beobachtet werden. Hier
fihrte die MMP-7 Inkubation der Kokultur zu einer verringerten Proliferation der IVSB-
Zellen, im Vergleich zu den Kokulturen ohne MMP-7 Behandlung. Es ist zu vermuten, dass
MMP-7 die Stimulation von IVSB-Zellen mit peptidbeladenen DCs beeinflusst und so

mdoglicherweise zu einer verringerten Proliferation dieser T-Zellen fiihrt.
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4. Diskussion

4.1  Immunologische Konsequenzen einer MMP-7 Expression im Tumor

Die Funktion der Matrixmetalloprotease-7 (MMP-7) in physiologischen und pathogenen
Prozessen der Zelle war und ist der Gegenstand von vielen Forschungsarbeiten. Erste
Untersuchungen beschaftigten sich mit ihrer Funktion wahrend des Auf- und Abbaus der
Extrazelluldaren Matrix (EZM). Von MMP-7 weill man, dass die Matrixkomponenten
Fibronektin, Laminin-I, Gelatin, Elastin und Kollagen-Typ IV zu ihren Substraten z&hlen
(Imai et al., 1995). Nachfolgende Veroffentlichungen zeigten, dass zu den Substraten der
Matrixmetalloproteinasen auch viele Nicht-EZM-Molekiille gehéren (McCawley and
Matrisian, 2001). Da diese Substrate in eine Vielzahl physiologischer Prozesse involviert
sind, beeinflussen MMPs sowohl homoostatische Funktionen, wie Wachstum,
Gewebereparatur oder Immunitat, als auch pathologische Prozesse, wie chronische
Entzindungen, Fibrosen oder Krebs (Fu et al., 2008).

MMP-7 wird von vielen epithelialen und mesenchymalen Tumoren Uberexprimiert. Die
funktionelle Eigenschaft von MMP-7 EZM-Proteine spalten zu konnen, fuhrt zu einer
verringerten Integritit der EZM und kann so die Invasion und Metastasierung von
Krebszellen unterstiitzen. Hohere Konzentrationen von MMP-7 konnten in Tumoren von
Magen, Darm, Leber und Bauchspeicheldriise aber auch bei Haut-, Lungen-, Brust-, und
Prostatakrebs nachgewiesen werden (Yamamoto et al., 1999; Aihara et al., 2005; Adachi et
al., 1999; Yamamoto et al., 1997; Yamamoto et al., 2003; Jones et al., 2004; Bolon et al.,
1997; Karelina et al., 1994; Heppner et al., 1996; Pajouh et al., 1991). Die Uberexpression
von MMP-7 in Tumorzellen kann nicht nur deren Ausbreitung und Metastasierung fordern,
sondern auch die Sensitivitdt der Tumorzellen gegen Angriffe des Immunsystems. Die
Spaltung von CD95 und CD95-Ligand durch MMP-7 wirkten anti-apoptotisch auf die
Tumorzellen (Strand et al., 2004; Vargo-Gogola et al., 2002)). In vivo Versuche im
Mausmodel konnten zeigen, dass MMP-7 die Entwicklung von Tumoren férdern konnte,
wahrend die Blockierung von MMP-7 durch antisense Oligonukleotide zu einer Reduktion
der Tumorentwicklung fiihrte (Hasegawa et al., 1998; Kioi et al., 2003; Wilson et al., 1997).
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Neben CD95 und CD95L konnten eine Vielzahl von MMP-7 Substraten identifiziert und die
Auswirkungen analysiert werden. Doch noch sind nicht alle Eigenschaften von MMP-7 und
dessen Substraten bekannt.

Vorangegangene Untersuchungen in der Arbeitsgruppe Dr. Strand deuteten darauf hin, dass
MMP-7 mdglicherweise die Bildung von clathrinummantelten Vesikeln beeinflussen konnte.
Durch 2-D-Gelelektophoresen der Zellkulturiberstande von MMP-7 behandelten und
unbehandelten Zellen wurde das Hitzeschockprotein Hsc70 im Uberstand der MMP-7
behandelten Zellen entdeckt. Im Uberstand von unbehandelten Zellen konnte Hsc70 nicht
nachgewiesen werden. Hsc70 wurde als ein wichtiger Effektor bei der clathrinvermittelten
Endozytose beschrieben (Yim et al., 2005). In vitro Versuche im Labor Dr. Strand zeigten
jedoch, dass weder Hsc70 noch Clathrin ein direktes Substrat von MMP-7 sind. Die
Ergebnisse lieBen allerdings vermuten, dass MMP-7 den Clathrin vermittelten
Endozytosemechanismus beeinflussen kann. Uber welchen Signalweg MMP-7 die
Endozytose beeinflussen konnte blieb jedoch unklar.

In Bezug auf mogliche immunmodulatorische Effekte einer MMP-7 bedingten Reduktion der
Endozytoseaktivitat spielt die Antigenprésentation eine wichtige Rolle. Eine funktionell
wichtige Aufgabe bei der Antigenpréasentation haben dendritische Zellen, da sie in der Lage
sind Antigene zu internalisieren zu prozessieren und diese anschliefende zu présentieren
(Steinman, 1991; Banchereau and Steinman, 1998). Die Antigenprasentation ist ein
entscheidender Faktor fur die T-Zellaktivierung. Eine Beeintrachtigung dieser Funktion durch
MMP-7 kdnnte Tumorzellen einen Schutz vor Angriffen des Immunsystems bieten.

In fruheren Veroffentlichungen konnte gezeigt werden, dass sowohl die Erkennung von
Antigenprasentierenden Zellen (APZ), als auch deren endozytotische Eigenschaften durch
viele Komplexe Mechanismen des Zytoskeletts reguliert werden (Billadeau et al., 2007). Fur
diese Mechanismen ist die Polymerisation von Aktin essentiell. Die Aktinpolymerisation
erfolgt als Reaktion auf &ufere Signale. Ein Beispiel hierfur sind SignalUbertragung von
membranstandigen Rezeptoren wie die Rezeptortyrosinkinasen EphB2 die Uber die
Aktivierung von GTPasen eine wichtige Rolle bei der Aktinpolymerisation tbernehmen (Irie
and Yamaguchi, 2002).

Eine Veranderung des Eph-Rezeptorensignals konnte daher direkte Auswirkungen auf die
Polymerisation von Aktin haben und somit auch auf die Endozytoseaktivitdt von Zellen.
Zudem enthalt die extrazellulare Doméne von EphB2 zwei Fibronektindoménen, die eine

madgliche Spaltstelle fir MMP-7 darstellen (Imai et al., 1995). Uber eine Spaltung von EphB2
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konnte MMP-7 indirekt die Antigenprésentation beeinflussen und so die Immunantwort gegen
MMP-7 exprimierende Tumorzellen schwéchen. Daher beschaftigt sich diese Arbeit mit
EphB2, als mdgliches Substrat von MMP-7 und den daraus resultierenden immunologischen

Konsequenzen.

4.2  Einfluss von MMP-7 auf die Endozytose

Die Veranderung des Clathrinlevels von Zellen unter dem Einfluss von MMP-7 wurde an
Hek 293 EcCR MMP-7 Zellen analysiert. Mit diesen Versuchen konnten die Ergebnisse der
friheren Analysen bestatigt werden. Ausgehend von den Daten, dass Clathrin kein direktes
MMP-7 Substrat ist, wurde die Expression von clathrinassoziierten Adaptermolekilen
untersucht. Clathrinbindende Adapterproteine, wie das Adapterprotein 2 (AP-2) und AP-180
(Adapterprotein 180) sind essentiell fir den Aufbau von clathrinumhillter Vesikel (Morgan et
al., 2000). Die Westernblotanalysen der Zellextrakte von MMP-7 induzierten und nativen Hek
293 EcR MMP-7 Zellen zeigten, dass MMP-7 keinen Einfluss auf die Expression der clathrin-
assoziierten Adapterproteine hatte.

Obwohl MMP-7 keinen direkten Einfluss auf Clathrin oder seine Adapterproteine zu haben
schien, zeigte die Analysen der Transferrin und Dextran Aufnahme, dass MMP-7
wahrscheinlich zur Reduktion der Endozytoseaktivitdt von Hek 293 EcR MMP-7 Zellen
fuhrte. Die Induktion der MMP-7 Expression in diesen Zellen fuhrte zu einer deutlich
verminderten Transferrin- oder Dextranaufnahme.

Die Funktion des Aktinzytoskeletts wéhrend verschiedener Endozytosemechanismen wurde
vielfach untersucht. Die veroffentlichten Analysen zur Polymerisation von F-Aktin im
Zusammenspiel mit clathrinvermittelter Endozytose, Phagozytose und Makropinozytose
fihrten zu den Vermutungen, dass Aktin die Bildung von clathrinummantelten Blaschen
unterstutzt, den Vesikeltransport innerhalb der Zelle forciert und den Einstllpungsvorgang der
Plasmamembran bei der Phagozytose unterstiitzt (Merrifield et al., 2002; Merrifield et al.,
1999; May and Machesky, 2001). Im Umkehrschluss konnte belegt werden, dass die
Behandlung von Zellen mit Latunkulin A, ein Toxin zur Unterbindung der
Aktinpolymerisation, zu einer Inhibierung der rezeptorvermittelten Endozytose fihrte
(Lamaze et al., 1997).
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Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen der F-Aktinpolymerisation zeigten, dass auch
MMP-7 einen negativen Einfluss auf die Polymerisation von Aktin hatte. Untersuchungen der
F-Aktin Formation in nativen und MMP-7 induzierten Zellen zeigten eine starke Reduktion
der F-Aktin Farbung mit Phalloidin-Alexa-488 nach induzierter MMP-7 Expression. Die
Ergebnisse legen nahe, dass MMP-7 durch eine verminderte Aktin Polymerisation und die
damit verbundene reduzierte Reorganisation des Zytoskeletts die Endozytoseaktivitat der
Zellen beeinflussen konnte. MMP-7 exprimierende Tumorzellen kdnnten (ber diesen
Mechanismus die Endozytoseaktivitit der sie umgebenden Immunzellen verdndern und so

einer Immunantwort entgehen oder diese zumindest schwachen.

4.3 Veranderte Aktivitat von Ras- GTPasen durch MMP-7

Die Aktinpolymerisation wird durch duBere Signale ausgeldst zu denen sowohl Chemokine
gehoéren als auch die Signal von membranstdndigen Rezeptoren, wie zum Beispiel EphB2
(Engqvist-Goldstein and Drubin, 2003; Irie and Yamaguchi, 2002). Die membranstéandigen
Rezeptoren sind in der Lage Uber Signalibertragungen an GTPasen die Reorganisation des
Zytoskellets zu beeinflussen (Hall, 1992). Hall beschrieb 1992, dass vor allem die Mitglieder
der Ras- GTPasen- Superfamilie an der Signallbertragung zum Zytoskelett beteiligt sind. Die
Untersuchungen zur Aktivierung von kleinen GTPasen zeigten, dass MMP-7 auf die GTPase-
Aktivierung reduzierend wirkt. ELISA-Analysen zur Detektion und Quantifizierung von
GTP-gebundenen Ras-GTPasen aus Zellextrakten (aus MMP-7 induzierten Hek 293 EcR
MMP-7 Zellen) fuhrten zu deutlich niedrigeren Signalen, im Vergleich zu Extrakten aus
unbehandelten Zellen. Wahrscheinlich konnte die Aktinpolymerisation Uber den Signalweg

der GTPasen von MMP-7 moduliert werden.

4.4  MMP-7 vermittelte Spaltung von EphB2

EphB2 gehort zu den membranstandigen Rezeptortyrosinkinasen deren Rolle als Aktivator
von GTPasen wahrend der Aktinpolymerisation beschrieben wurde (Bruckner and Kilein,
1998). In dieser Arbeit wurde dargestellt, dass EphB2 von MMP-7 gespalten werden konnte.
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Untersuchungen an Hek 293 EcCR MMP- Zellen offenbarten eine verminderte Expression des
EphB2-Rezeptors auf den Zelloberfliche nach induzierter MMP-7 Expression. Eine
verminderte Expression des EphB2-Rezeptors durch MMP-7 auf mRNA-Ebene konnte durch
RT-PCR Analysen mit entsprechenden Primern ausgeschlossen werden. Daher war
anzunehmen, dass MMP-7 in der Lage ist EphB2 auf der Zelloberflache, also in der
extrazellularen Doméne des Rezeptors, zu spalten. Diese Hypothese konnte in vitro durch
eine Spaltung von rekombinanten EphB2-Rezeptorproteinen nach MMP-7 Inkubation belegt
werden. Die Sequenzanalyse der EphB2-Spaltprodukte ermittelte die Spaltstelle von MMP-7
im ersten Fibronektinmotiv der extrazellularen Doméne des EphB2-Rezeptors. Die Spaltung
des EphB2-Rezeptors an dieser Stelle war erwartet worden, da Fibronektin ein bekanntes
Substrat von MMP-7 ist (Imai et al., 1995).

Eine Spaltung von EphB2, vermittelt durch die Metollopeptidase ADAM10, wurde von
Litterst et al. beschrieben. Diese Schnittstelle liegt sieben Aminosdauren oberhalb der in dieser
Arbeit analysierten Schnittstelle von MMP-7. Die ADAM10-vermittelte Spaltung von EphB2
wurde als ein physiologischer Prozess nach Aktivierung des Rezeptors durch
Ligandenbindung beschrieben und kdnnte eine wichtige Etappe der Internalisierung des
Rezeptors darstellen (Litterst et al., 2007).

4.5 Einfluss von EphB2 auf die Aktinpolymerisation

Eine Reduktion der Aktinpolymerisation unter dem Einfluss von MMP-7 wurde bereits
diskutiert. Die gezeigte Spaltung von EphB2 durch MMP-7 wére eine mogliche Erklarung flr
die verringerte Polymerisation von Aktin. Wie schon beschrieben wurden, ist EphB2 in der
Lage Uber Signalibertragungen an GTPasen die Reorganisation des Zytoskellets zu
beeinflussen. Himanen et al. beschrieben 2004, dass die Bindung des Ephrin A5-Liganden zur
Aktivierung des EphB2-Rezeptorsignals fiihrte (Himanen et al., 2004). Die von Himanen et
al. durchgefuhrte Behandlung von Cos-1 Zellen mit EphrinA5 Uberexprimierenden Hek 293
Zellklonen fiihrte zu einer veranderten Morphologie der Cos-1-Zellen, die auf eine
Reorganisation des Aktinzytoskeletts deutete.

Die in dieser Arbeit durchgefuhrte Inkubation von nicht induzierten Hek 293 ECR MMP-7
Zellen mit rekombinantm Ephrin A5 fiihrte auch zu einer zeitabhdngigen Steigerung der F-
Aktinformation in der Zelle. Analysen der Ephrin A5-Expression durch RT-PCR fihrten zu
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der Erkenntnis, dass Hek 293 EcR Zellen Ephrin A5 physiologisch exprimieren. Daher konnte
davon ausgegangen werden, dass die EphB2-Rezeptoren durch Ephrin Ab-tragende
Nachbarzellen stimuliert werden und die Zugabe von rekombinantem Ephrin A5 nur eine
leichte Steigerung der natlrlichen Rezeptoraktivitat bewirkte. Die Zeitabhéngigkeit der
Ephrin  A5-Stimulation ist wahrscheinlich auf die Beobachtung von Litterst et al.
zuruckzufiihren, dass Ligandenbindung zu einer Spaltung und Internalisierung von EphB2
flhrt, um so die Dauer der Rezeptoraktivitat zu begrenzen.

Im Gegensatz dazu konnte nach induzierter MMP-7 Expression in Hek 293 ECR MMP-7
Zellen keine Steigerung der EphB2-Rezeptoraktivitat durch EphrinA5 beobachtet werden. Die
F-Aktin Formation nahm nach EphrinA5 Inkubation nicht zu und blieb, im Vergleich zu den
nicht induzierten Zellen, auf einem niedrigeren Niveau. Die MMP-7 induzierte Reduktion der
EphB2-Oberflachenexpression konnte einer Stimulation der Rezeptoraktivitat durch
Ligandenbindung entgegen gewirkt haben. Durch die MMP-7 bedingte Spaltung des EphB2
Rezeptors auf der Zelloberflache wurde dessen Signaltransduktion unterbrochen und die

Polymerisation von Aktin nicht oder unzureichend stimuliert.

4.6  Aktivierung von Cdc42 und Racl durch EphB2

Einen Verbindung zwischen der MMP-7 vermittelten Spaltung von EphB2 und der
reduzierten Aktinpolymerisation konnte nach Analyse der Aktivitat von GTPasen hergestellt
werden. In Zellextrakten aus MMP-7 induzierten Hek 293 ECR MMP-7 Zellen wurde, im
Vergleich zu den unbehandelten Zellen und im Vergleich zum Gesamtanteil von Cdc42 und
Racl in den Zellen, deutlich weniger der aktiven/GTP gebundene Form von Cdc42 und Racl
detektiert. Im Gegensatz dazu fuhrte eine Behandlung der Hek 293 EcR MMP-7 mit
EphrinA5, bei den nicht induzierten Zellen, zu einer leichten Steigerung der GTPase-
Aktivitat. Dieser Zusammenhang wurde auch in der Literatur beschrieben. So konnte die
Reorganisation des Aktinzytoskeletts tiber Cdc42 durch EphB2 Rezeptorsignale beeinflusst
werden (Murai and Pasquale, 2003; Irie and Yamaguchi, 2002). Die Interaktion von EphB2
mit Cdc42 erfolgt jedoch nicht direkt, sondern Uber die Aktivierung von Guanin
Austauschfaktoren (engl.: GEF) wie Intersektin (Nishimura et al., 2006). Misra und Ziff

konnten zudem zeigen, dass EphB2 uber die GEFs Kalirin und Tiam1 mit Racl interagieren
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konnte, was auch in diesem Fall zu Veranderungen im Aktinzytoskelett fuhrte (Misra and
Ziff, 2005).

4.7  Einfluss von MMP-7 auf die Endozytose von dendritischen Zellen

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass MMP-7 in der Lage ist den EphB2-Rezeptor an
der Zelloberflache zu spalten. In Versuchen mit MMP-7 Uberexprimierenden Hek 293 EcR
MMP-7 Zellen wurde eine Verénderung der Endozytose festgestellt. Diese war
wahrscheinlich eine Auswirkung der reduzierten Aktinpolymerisation, ausgeldst durch die
MMP-7 induzierte Spaltung von EphB2. Die Beeintrachtigung der Endozytose ist im Hinblick
auf mogliche immunmodulatorische Eigenschaften von MMP-7, besonders bei
Antigenprasentierenden-Zellen von grofler Bedeutung. Aus diesem Grund wurden die
vorherigen Analysen mit primaren, humanen DCs wiederholt. Besondere Bedeutung hatte
hier die Untersuchungen der Endozytose unter MMP-7 Einfluss, daher wurden fir die
Versuche unreife DCs verwendet. Frilhere Forschungen belegten, dass DCs wahrend der
Reifung ihre endozytotische Aktivitat verlieren. Im Vergleich zu unreifen DCs, konnte in
terminal ausdifferenzierten DCs keine, fir die Antigenprésentation essentielle,
phagozytotische oder pinozytoische Aktivitdt ermittelt werden (Sallusto et al., 1995;
Shortman and Liu, 2002). Diese Ergebnisse konnten auch in dieser Arbeit beobachtet werden.
DCs, entnommen am vierten Tag der Reifung aus Monozyten, wiesen eine wesentlich hohere
Transferrinaufnahmeaktivitat auf als DCs, die am 11. Tag der Reifung fir den Versuch
entnommen wurden.

Die anschlieBenden Ergebnisse mit unreifen, humanen DCs bestétigen die Beobachtung der
Versuche mit Hek 293 EcCR MMP-7 Zellen. Auch mit DCs konnte unter dem Einfluss von
MMP-7 eine verminderte EphB2-Oberflachenexpression nachgewiesen werden. Zudem
belegen die Daten aus Transferrin- und Dextanaufnahmeassays eine geringere endozytotische
Aktivitat der unreifen DCs nach MMP-7 Inkubation. Wahrscheinlich war auch hier die
Beeintrachtigung der Endozytose durch verminderte Polymerisation von Aktin eine Folge der
MMP-7 Inkubation. Der mdgliche Einfluss der MMP-7 vermittelten Spaltung von EphB2 auf
die Polymerisation von Aktin wurde durch Analysen der GTPasen-Aktivitaten in unreifen
DCs gezeigt. Sowohl die aktive/GTP-gebundene Form von Racl als auch die von Cdc42
wurde unter Einfluss von MMP-7 in unreifen DCs drastisch reduziert. Ein Zusammenhang

zwischen der Endozytoseaktivitat und der Aktivitat der kleinen GTPase Cdc42 konnte bereits
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gezeigt werden (Irie and Yamaguchi, 2002). So wurden in unreifen DCs wesentlich hohere
Konzentrationen von Cdc42 festgestellt als in reifen DCs. In transfizierten DCs fihrte die
Stimulation von Cdc42, durch eine induzierte Uberexpression von GEFs, zu einer
Hochregulation der Makropinozytose in reifen DCs (Garrett et al., 2000). Im Umkehrschluss
fuhrte eine Transfektion von unreifen DCs mit einem dominant negativen Cdc42-
Vektorkonstrukt zu einer stark reduzierten endozytotischen Aktivitat dieser DCs (Shurin et
al., 2005).

4.8 MMP-7 Expression in dendritischen Zellen

Uber einen physiologischen Einfluss von MMP-7 wihrend der Reifung von DCs wurde bisher
noch nicht berichtet. Die hier durchgefiihrten Analysen der MMP-7 Konzentration im
Zellkulturtberstand reifender DCs deuten auf eine verstarkte Sekretion von MMP-7 wahrend
den friihen Tagen der Reifung hin. Bisher wurden im Bezug auf Antigenprasentierenden-
Zellen nur bei Makrophagen eine MMP-7 Sekretion nachgewiesen (Webster and Crowe,
2006; Burke, 2004). Es wurde berichtet, dass die Sekretion von MMP-7 in Makrophagen
durch Endotoxine, Zytokine oder Hormone ausgeldst werden kann. So flhrte die Stimulation
von Makrophagen mit LPS zu verstarkter MMP-7 Expression (Busiek et al., 1995). Eine
mogliche Funktion der MMP-7 Expression in Makrophagen ist die Sekretion von TNF-a
durch die Makrophagen, die von MMP-7 unterstutzt wird (Burke, 2004). Ob MMP-7 auch
eine Rolle wahrend der DC-Reifung spielt, wurde bis jetzt nicht beschrieben. Auffallig ist,
dass die Beobachtungen dieser Arbeit Ober die reduzierte Cdc42-Aktivierung und der
verminderten endozytotischen Aktivitdt nach MMP-7 Behandlung auch als natirliche
Prozesse der DC- Reifung beschrieben wurden, allerdings ohne Bezug zu MMP-7
Expressionen. Gegen eine Rolle von MMP-7 wahrend der Reifung von DCs sprechen die
Ergebnisse der Untersuchungen mit murinen DCs aus MMP-7 Knockoutmausen. Zwischen
murine DCs aus C57BI/6- Kontrollmdusen und DCs aus MMP-7 Knockoutmausen konnten
keine Unterschiede in der Reifung oder Endozytose festgestellt werden.
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4.9 Einfluss von MMP-7 auf die Aktinpolymerisation in T-Zellen

Der Einfluss von MMP-7 auf die Aktinpolymerisation in T- Zellen war ein weiterer
Untersuchungsschwerpunkt dieser Arbeit. Eine verminderte Aktinpolymerisation nach
MMP-7 Behandlung oder induzierter MMP-7 Expression konnte in Hek 293 ECR MMP-7
Zellen und priméren, unreifen DCs beobachtet werden. Die weiterflhrenden Versuche zeigten
in diesen Zellen eine verminderte endozytotische Aktivitat in Gegenwart von MMP-7. Die
Ergebnisse der Versuche deuteten darauf hin, dass eine reduzierte Aktinpolymerisation eine
Ursache fur die verringerte Endozytose von DCs und Hek 293 EcR MMP-7 Zellen in
Gegenwart von MMP-7 war. Fir die Untersuchung der T-Zellen konzentrierten sich die
Versuche auf die Aktinpolymerisation. Unter dem Einfluss von MMP-7 wurden zudem die
Proliferation von T-Zellen nach Stimulation und deren Zytotoxizitat untersucht.

Billadeau et al beschrieben, dass die effiziente Erkennung von Antigenprasentierenden Zellen
und deren endozytotische Eigenschaften ein entscheidender Faktor fur die T-Zellaktivierung
ist, der durch viele komplexe Mechanismen des Zytoskeletts reguliert wird (Billadeau et al.,
2007). Fur diese Mechanismen ist die Polymerisation von Aktin essentiell.

Die hier durchgefiinrten Versuche zur Aktinpolymerisation in humane, priméare CD4*- CD8"-
T-Zellen und Zellen der T-Zelllinie IVSB zeigten eine deutlich reduzierte F-Aktin-Farbung
nach MMP-7 Behandlung. Die Anwesenheit von MMP-7 schien auch in T-Zellen zu einer
verminderten Aktinpolymerisation zu fuhren. Die Ergebnisse belegten zudem, dass diese
Beobachtung unabhangig von der Art der T-Zelle ist. Die verminderte F-Aktin Farbung nach
MMP-7 Behandlung konnte sowohl in humanen, primaren CD4"-und CD8"-T-Zellen, als
auch in Zellen der T-Zelllinie IVSB nachgewiesen werden. Eine mdgliche Erklarung fir die
verminderte Aktinpolymerisation in T-Zellen nach MMP-7 Behandlung lieferte die Analyse
der EphB2-Oberflachenexpression auf diesen Zellen. Die durchflusszytometrischen
Untersuchungen zeigten einen verminderten Nachweis von EphB2 auf den Zellen, wenn diese
vorher mit MMP-7 inkubiert wurden. Dies bestétigte die Ergebnisse dieses Versuchs mit
humanen DCs und Hek 293 EcCR MMP-7 Zellen. Auch hier waren die Ergebnisse von T-
Zelltyp unabhangig und lieRen sich in priméren humanen CD4" und CD8" T-Zellen, als auch
in Zellen der T-Zelllinie IVSB reproduzieren. Die Ergebnisse verdeutlichen die Vermutung,
dass eine MMP-7 bedingte Spaltung von EphB2 auf der Zelloberflache zu einer reduzierten
Polymerisation von Aktin fihrte. Durch die Spaltung von EphB2 wurde wahrscheinlich die
Stimulation von EphB2 durch seine Liganden herabgesetzt und somit die Signaltransduktion

des Rezeptors in die Zelle reduziert. Dies konnte die Aktivierung von kleinen GTPasen
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negativ beeintrachtigt haben und so auch indirekt die Polymerisation von Aktin beeinflusst
haben.

Die Rolle des Zytoskeletts bei der Aktivierung von T-Zellen wurde mehrfach untersucht.
Gezeigt wurde bereits, dass die Aktinfilamente (F-Aktin) fur die Morphologie, die
Formbarkeit und Beweglichkeit der T-Zellen verantwortlich sind (Sancho et al., 2002). Die
Restrukturierung des Zytoskeletts wurde als essentieller Prozess fir die Bildung von
immunologischen Synapsen und die Strukturierung der Rezeptorenexpression an der
Zelloberflache, dargestellt (Tskvitaria-Fuller et al., 2003; Krummel et al., 2000). Wéhrend des
Kontakts von T-Zellen zu Antigenprasentierenden-Zellen konnte neben der Polarisation der
T-Zelle auch eine verstarkte F-Aktin Polymerisation beobachtet werden (Bunnell et al., 2001;
Valitutti et al.,, 1995). In der Literatur wurden aktinregulierende-, aktinbildende- und
aktinspaltende Proteine beschrieben (zu denen auch Cdc42 und Racl gezahlt werden), die
durch ihre Aktivitat die Polymerisation von F-Aktin in T-Zellen regulieren (Turner and
Billadeau, 2002).

Die in dieser Arbeit beobachtete verminderte Oberflachenexpression von EphB2 bei MMP-7
behandelten T-Zellen kdnnte eine magliche Erklarung flr die veranderte Aktinpolymerisation
dieser Zellen gewesen sein. Durch Spaltung des EphB2-Rezeptors von der Zelloberflache
wurde wahrscheinlich dessen Signaltransduktion (ber GTPasen bis zur Stimulation der

Aktinpolymerisation verringert.

4.10 Immunologische Auswirkungen von MMP-7 auf T-Zellen

Die immunologischen Folgen der reduzierten Aktinpolymerisation auf MMP-7 behandelte
T-Zellen konnte durch Analyse der T-Zellzytotoxizitit gezeigt werden. Die Inkubation mit
MMP-7 in einer Kokultur mit IVSB T-Zellen und den Targetzellen AlexB flihrte zu einer
verminderten Zytotoxizitdt der T-Zellen. Die spezifische Lyseaktivitdt der IVSB-Zellen
verringerte sich unter dem Einfluss von MMP-7 um bis zu 10% im Vergleich zu den
Kokulturversuchen ohne MMP-7 Zugaben. Wurden die Zellen des T-Zellklons IVSB nicht
nur wahrend, sondern bereits vor der Kokultur mit MMP-7 inkubiert, reduzierte sich die
spezifische Lyse der Targetzellen um bis zu 20%.

Den Zusammenhang von Aktinpolymerisation mit der Aktivitdt von T-Zellen wurde von
Campi et al. beschrieben. So fiihrte eine Behandlung von T-Zellen mit Latrunculin A, einem
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Inhibitor der Aktinpolymerisation, zu einer Inhibition der Bildung von T-Zellrezeptor-
Mikroclustern und der Fahigkeit der betroffenen T-Zelle, mit MHC Il1-Peptidkomplexen in
Kontakt zu treten (Campi et al., 2005). Untersuchungen dieser Arbeit lassen vermuten, dass
MMP-7 ahnliche Auswirkungen auf T-Zellen haben kénnte. Eine MMP-7 bedingte Reduktion
der Aktinpolymerisation in T-Zellen kdnnte Tumorzellen vor Angriffen des Immunsystems
schiitzen.

Dass MMP-7 nicht nur die zytotoxische Aktivitdt von T-Zellen beeinflusst, sondern
mdoglicherweise auch deren Proliferation nach Antigenstimulation, konnte in nachfolgenden
Versuchen gezeigt werden. Hierfur wurde die Proliferation der Zellen des T-Zellklons 1IVSB
durch CFSE-Farbung durchflusszytometrisch bestimmt. Kontrollen von 1VSB-Kulturen, die
mit unbeladenen DCs oder génzlich ohne Feederzellen kultiviert wurden, zeigten keine
messbaren Proliferation. Bei den IVSB-Kulturen, die mit peptidbeladenen DCs stimuliert
wurden, konnte unter dem Einfluss von MMP-7 eine drastisch verringerte Proliferation
beobachtet werden. Wéahrend 1VSB-Zellen mit dieser Stimulation, ohne der Zugabe von
MMP-7, nach finf Tagen drei Zellteilungszyklen durchliefen, konnte bei Zellen mit MMP-7
Behandlung nur noch ein Zellteilungszyklus analysiert werden. Uberraschenderweise wurde
bei der im Methodenteil beschrieben IVSB Restimulation kein Unterschied der Proliferation
nach MMP-7 Behandlung festgestellt. Mit und ohne MMP-7 Behandlung konnten bei dieser
IVSB- Restimulationsmethode drei Zellteilungszyklen innerhalb von fiinf Tagen analysiert
werden. Ausgehend von diesen Ergebnissen schien MMP-7 die Stimulation von 1VSB Zellen
durch antigenprasentierende Zellen negativ zu beeinflussen. Auch hierfir konnte die
reduzierte Aktinpolymerisation unter dem Einfluss von MMP-7 verantwortlich sein. So wurde
beschrieben, dass die selektive Blockierung der Aktindynamik in T-Zellen zu einer stark
verminderten Akkumulation der T-Zellrezeptoren (TZR) mit dem MHC- Komplex von
Antigenprasentierenden Zellen fihrte und als Konsequenz daraus zu einer verringerten T-
Zellproliferation (Tskvitaria-Fuller et al., 2003). Zudem wurde in der Literatur beschrieben,
dass die Spaltung des Aktinzytoskeletts die Aktivierung von T-Zellen durch peptidbeladene
APC verhindert, nicht aber die Aktivierung durch Crosslinken des TZR mit 16slichen
Antikorpern (Valitutti et al., 1995). Im Vergleich zu diesen Daten ist es wahrscheinlich, dass
MMP-7 (iber die Spaltung von EphB2 die Aktinpolymerisation und dadurch die Aktivitat von
T-Zellen vermindern konnte. Besonders die Stimulation der T-Zellen durch peptidbeladene
APZ wurde anscheinend durch MMP-7 reduziert. Allerdings ist zu vermuten, dass die

reduzierte Aktinpolymerisation nicht die einzige Ursache fiir die verminderte Zytotoxizitat
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der MMP-7 behandelten 1IVSB-T-Zellen war. Die Veranderung der Zytotoxizitat von T-Zellen
beziehungsweise die erhéhte Uberlebensrate inrer Targetzellen unter dem Einfluss von MMP-
7 wurde schon in friheren Studien untersucht und diskutiert. In vivo und in vitro Versuche
zeigten eine Veranderung der Apoptosesensitivitit von MMP-7 behandelten oder
uberexprimierenden Targetzellen gegenuber T-Zellen oder pro-apoptotische Detergenzien
(Vargo-Gogola et al., 2002; Powell et al., 1999). Diese Beobachtungen wurden auf die
Fahigkeit von MMP-7 zurlckgefuhrt sowohl CD95 als auch den CD95 Liganden (CD95-L)
spalten zu kénnen (Vargo-Gogola et al., 2002; Strand et al., 2004). Wahrend die Spaltung von
CD95 durch MMP-7 eindeutig anti-apoptotische Wirkungen auf Targetzellen zu haben
schien, wird die Auswirkungen der MMP-7 vermittelten Spaltung von CD95-L auf die
Apoptose kontrovers diskutiert. So wurde gezeigt, dass die Spaltung von CD95-L anti-
apoptotische auf MMP-7 Uberexprimierende Tumorzellen wirkte und ihnen damit einen
Uberlebensvorteil verschaffen konnte (Mitsiades et al., 2001; O'Connell et al., 1999).
Gleichzeitig wirkte die MMP-7 vermittelte Spaltung von CD95-L in seine l6sliche Form pro
apoptotische auf Epithelzellen (Powell et al., 1999). Anhand dieser Ergebnisse kann davon
ausgegangen werden, dass MMP-7 einen groflen Einfluss auf die CD95 und CD95-L
vermittelte Apoptose austiben kann. Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass MMP-7 die
Zytotoxizitdt der in dieser Arbeit untersuchten IVSB-Zellen, nicht allein durch den Ruickgang

der Aktinpolymerisation beeinflusste.

5.11 Ausblick

Ein interessantestes Ergebnis dieser Arbeit ist die Spaltung von EphB2 durch
MMP-7. Unter dem Einfluss von MMP-7 konnte eine Reduktion der EphB2-Expression auf
Zelloberflachen belegt werden. Zudem wurde die Schnittstelle der MMP-7 induzierten
Spaltung von EphB2 bestimmt. Die Aktivierung der kleinen GTPasen Racl und Cdc42 wurde
unter MMP-7 Einfluss stark reduziert. Diese GTPasen konnen durch die EphB2-
Rezeptorsignalkaskade aktiviert werden und spielen ein wichtige Rolle bei der
Aktinpolymerisation (Irie and Yamaguchi, 2002). Daher ist die Beeintrachtigung der
Rezeptorsignalfunktion von EphB2 durch MMP-7 eine wahrscheinliche Erklarung fur die
ermittelte reduzierte Polymerisation von F-Aktin durch MMP-7. Weitere Versuche dieser
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Arbeit liellen einen Zusammenhang zwischen der reduzierten Aktinpolymerisation und der
verminderten Endozytose in MMP-7 behandelten Zellen erkennen.

Der genaue Signalweg von EphB2 bis zur Aktinpolymerisation konnte abschlieBend nicht
vollkommen aufgeklart werden. Es bleibt zu untersuchen, Uber welche GEFs im
Zusammenhang mit der Aktinpolymerisation die Aktivitat von Cdc42 und Racl beeinflusst
werden kann. Zudem muss geklart werden, welche GEF durch MMP-7 bedingte Spaltungen
von EphB2 nicht mehr stimuliert werden konnte beziehungsweise in seiner Aktivitat
eingeschrankt wurde. Besonders Interesse sollte hierbei auf Intersektin und Kalerin liegen,
von denen bekannt ist, dass sie von EphB2 aktiviert werden kénnen und Einfluss auf die
Aktivitat von Cdc42 und Racl haben (Nishimura et al., 2006; Misra and Ziff, 2005). Auch der
Einfluss von MMP-7 auf die den GTPasen nachgeschalteten Molekllen in der
Aktinpolymerisationssignalkaskade wie N-WASP und der Arp2/3 Komplex sollte untersucht
werden.

Eine Beeintrachtigung der endozytotischen Aktivitdten von DCs konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden. Inwieweit diese Veranderungen auch Einfluss auf die Antigenaufnahme und
Antigenprozessierung der DCs hat konnte in nachfolgenden Analysen weiter erforscht
werden.

Weitere Versuche dieser Arbeit lielen vermuten, dass eine verminderte Aktinpolymerisation
auch die T-Zellstimulation beeintrachtigen konnte. Die genaue Einflussnahme der MMP-7
bedingten Reduktion der Aktinpolymerisation bei der Aktivierung von T-Zellen durch
Antigenprésentierende Zellen konnte in dieser Arbeit nicht endgultig gekléart werden. Diese
Ergebnisse bieten einen viel versprechenden Ausgangspunkt fir weitere Analysen.
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Abklrzungen

Abb.
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Rinderserum Albumin (bovine serum albumin)
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Zellteilungszyklus 42 (Cell division cycle 42)
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Zytotoxischer T-Lymphozyt (cytotoxic T lymphocyte)
Dendritische Zelle (dendritic cell)

Dulbeccos modified eagle medium

Dimethylsulphoxid

Desoxyribonukleinséure (desoxyribonucleic acid)
Desoxyribonukleotidtriphosphat
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Dithiothreitol
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Ethylendiamintetraacetat
Epidermaler-Wachstumsfaktor (epidermal growth factor)
verbessertes griinfluoreszierendes Protein (enhanced green fluorescence
protein)

Enzymgekoppelter Immunabsorptionstest (enzyme linked immuno sorbent
assay)

englisch

Erythropoetinproducing hepatocellular receptor
Extrazelluldre Rezeptorkinase
Effektor-zu-Target-Verhéltnis

Extrazellulare Matrix

Firma

Fluoreszenzaktivierter Zellsorter (fluorescence activated cell sorter)
Aktinfilamente (filamentous actin)

Fotales Kélberserum (foetal calf serum)
Fluoresceinisothiocyanat
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Guanin- Austauschfaktoren (guanine-nucleotide exchange factors)
granulocyte macrophage colony stimulating factor
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Meerrettichperoxidase (Horseradish peroxidase)
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IP Immunoprazipitation

IPTG Isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside

LDL low density lipoprotein

mAb monoklonaler Antikdrper (monoclonal antibody)

MACS Magnetische Zelltrennung (magnetic cell sorting)

MEM minimal essential medium

MFI Mittlere Fluoreszenzintensitat

Mg Mikrogramm

mg Milligramm

min Minute/Minuten

MHC Haupthistokompatibilitdtskomplex (major histocompatibility complex)

MMP Matrix Metalloproteinase

MT-MMP Membranstandige Metalloproteinase

MRNA messenger ribonucleic acid

mt. mutiert

ng Nanogramm

N-WASP Neuronales Wiskott Aldrich Syndrom Protein

oD Optische Dichte

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBMC Periphere mononukleare Zellen (peripheral blood monocytes)

PBS Phosphatgepufferte Salzlésung (phosphate buffered saline)

PCR Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)

PDZ postsynaptic density protein, discs large, zonaoccludens

PE Phycoerythrin

PFA Paraformaldehyd

PUMP Putative Metalloproteinase

PVDF Polyvinyldifluorid

Racl RAS &hnliches C3 Botulinumtoxin Substrat 1(ras-related C3 botulinum toxin

RAS Ratten-Sarkom (rat sarcoma substrate 1)

RASI-1 Rheumatoide arthritische Synovia Inflamation-1

Rho RAS-entsprechendes Guanintriphosphatras (homologous guanosine
triphosphatases)

RLU Relative Lumineszenzeinheit (relative luminescence unit)

RNA Ribonukleinséure (ribonucleic acid)

RT Raumtemperatur

RT Real time/ Reverse transcriptase

RT-PCR reverse transcription polymerase chain reaction

SAM stabiles a- Motiv

SDS Sodiumdodecylsulphat

TAA Tumorassoziiertes Antigen (tumor associated antigen)

Tab. Tabelle

TAE Tris-Acetate-EDTA

TCR T-Zellrezeptor (T cell receptor)

TGF Transforming growth factor

TIMPs Gewebsspezifische Metalloproteinasen-Inhibitoren (Tissue inhibitors of
metalloproteinases)

TNF Tumornekrosefaktor

Ty-2 Tyrosinase-Peptid-2

.N. tiber Nacht

uv Ultraviolett

WASP Wiskott Aldrich Syndrom Protein

Wnt Wingless

wit. Wildtyp
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Abkurzungen fir Aminosauren

<E<H4YTOTVZICFrA-IOTMUO>
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Phenylalanin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin
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Glutamin
Arginin
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