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1 Einleitung

1.1 Angeborenes Immunsystem

Jeder Organismus ist einer Vielzahl von Mikroorganismen wie Viren, Pilzen,
Bakterien sowie einzelligen (Protozoen) und mehrzelligen (Bandwirmer u.a.)
Parasiten ausgesetzt. Daher hat sich im Laufe der Evolution ein komplexes System
aus Abwehrmechanismen gebildet, das den Korper vor eintretenden Pathogenen
schitzt und ausgeldste Infektionen bekampfen soll. Dabei gibt es allgemeine,
angeborene Schutzmechanismen, aber auch pathogen-spezifische Reaktionen, wie
die Bildung von Antikérpern. Aufgebaut ist das Immunsystem aus einem Netzwerk
aus lymphatischen Organen im Korper und verschiedenen Zelltypen, die in der Lage
sind, durch unterschiedliche Rezeptoren und I6sliche Mediatoren auf Pathogene zu
reagieren. Die unterschiedlichen Immunmechanismen des Koérpers werden in

angeborene und adaptive Immunitat unterteilt.

Die  angeborene Immunitat  umfal3t  generelle, pathogenunspezifische
Abwehrmechanismen und beinhaltet verschiedene Korperfunktionen, wie die
physikalische Barriere der Haut und der Schleimhaute durch den leicht sauren pH-
Wert bzw. die festen Zell-Zell-Verbindungen der einzelnen Hautschichten, aber auch
die Schweil3produktion (enthélt das Enzym Lysozym) und die in der Haut enthaltenen
Fettsauren. Desweiteren Ubernehmen antimikrobielle Peptide wie Defensine und
Cathelizidine eine protektive Rolle in den frihen Phasen einer Infektion. Diese sind
weit verbreitet in epithelialen Zellen und Phagozyten und liegen meist in grof3en
Mengen vor (bis zu 10mg/ml) oder werden schnell als Reaktion auf eine Infektion hin
produziert (Ganz, 2003).

Neben diesen physikalischen primaren Epithelbarrieren des Korpers z&ahlen zum
angeborenen Immunsystem Zellen, die zur Phagozytose befahigt sind, das
Komplementsystem und Entziindungsreaktionen. Phagozytierende Zellen sind zum
Beispiel Makrophagen, die allgemeine Pathogen-Bestandteile erkennen, diese dann
aufnehmen und anschlieend proinflammatorische Zytokine und Chemokine
freisetzen. Die Zytokine und Chemokine beeinflussen andere Zellen des

Immunsystems und I6sen unter anderem deren Auswanderung aus dem Blut an den
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Infektionsherd aus. Die Gesamtheit der durch Zytokine und Chemokine ausgelosten
Vorgange bezeichnet man als Entziindungsreaktion. Diese wird durch verschiedene
Merkmale charakterisiert, wie Hautrotung, Warme, Schmerz und Schwellung. Roéte,
warme und Schwellung werden durch die Erweiterung und erhéhte Durchlassigkeit
der BlutgefalRe bedingt, wodurch der Blutfluss verstarkt wird und Flissigkeit ins
Gewebe austreten kann. Der Schmerz entsteht durch die Migration und Diapedese
von angelockten Leukozyten und deren Ausschittung von Zytokinen und anderen
Entzindungsmediatoren. Zu diesen gehéren  hauptsachlich  neutrophile

Granulozyten, die ebenfalls Bakterien erkennen und phagozytieren.

Wahrend der Entziindungsreaktion kommt es auch zu einer Akkumulation von
Plasmaproteinen an der Infektionsstelle. Zu diesen Plasmaproteinen gehdren die
Komponenten des Komplementsystems. Durch das Komplement werden die
Oberflachen der Mikroorganismen mit Fragmenten bedeckt (opsonisiert), die
anschlieBend von phagozytierenden Zellen erkannt werden kénnen. Auf3erdem
wirken die kleinen Fragmente einiger Komplementproteine als Chemoattraktoren, die
weitere Phagozyten anlocken und aktivieren. Weiterhin kénnen durch bestimmte
Komplementbestandteile Bakterien direkt zerstort werden, indem eine Pore in der
Bakterienmembran erzeugt wird. Kann der Erreger nicht allein durch das angeborene
Immunsystem eingeddmmt werden, wird das adaptive Immunsystem aktiviert. Die
Verbindung zwischen beiden Systemen bilden antigenpréasentierende Zellen (APC),
hauptséchlich dendritische Zellen (DC). Diese sind ebenfalls in der Lage,
Pathogenmaterial aufzunehmen zu den drainierenden Lymphknoten (LN) zu
wandern und dort Peptide der zuvor aufgenommenen Pathogene den Lymphozyten
zu prasentieren (Macatonia et al., 1987). Um das adaptive Immunsystem aktivieren
zu konnen, muissen phagozytierende Zellen bestimmte Rezeptoren an ihrer
Oberflache tragen, mit denen sie das Pathogen erkennen und hierdurch selbst
aktiviert werden. Zu den wichtigsten Rezeptoren in diesem Zusammenhang gehéren
die Rezeptoren der Toll-dhnlichen Familie (TLRs). Die Signalweiterleitung tUber diese
Rezeptoren fuhrt zur Ausreifung der APC, ihrer gerichteten Migration in drainierende
Lymphknoten und die Produktion proinflammatorischer Chemokine und Zytokine.
Diese sind nicht nur fur die angeborene Immunitat von Bedeutung, sondern auch zur
Expression von kostimulatorischen Molektlen, die wiederum fiir die Aktivierung der

adaptiven Immunantwort essentiell sind.
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1.2 Adaptives Immunsystem

Zusatzlich zum angeborenen Immunsystem verfigen Vertebraten Uber das so
genannte adaptive Immunsystem. Dieses entwickelte sich vor etwa 500 Millionen
Jahren. Es wird aktiv, wenn das angeborene System einen Erreger nicht alleine
eindammen kann. Die Verbindung zwischen angeborenem und adaptivem
Immunsystem bilden wie vorstehend ausgefihrt APC, vor allem DC (Banchereau et
al., 2000). Eine aktivierte DC sezerniert Zytokine, welche die angeborene und die
adaptive Immunitat fordern. Die Zelle aktiviert Lymphozyten in den regionalen
Lymphknoten durch Présentation eines Peptids uber den
Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC; major histocompatibility complex). Im
Gegensatz zur angeborenen Immunitat, bei der mit verschiedenen Rezeptoren
konservierte Oberflachenmerkmale erkannt werden, besitzen die Lymphozyten
jeweils nur Rezeptoren fir ein spezifisches Peptid (T-Zellen) bzw. Protein (B-Zellen),
die sich unter den einzelnen Lymphozyten unterscheiden. Dabei entsteht die
Erkennungsvielfalt durch die Anzahl der Zellen. Wird ein T-Lymphozyt durch
Erkennung seines Antigens auf einer DC in Kombination mit kostimulatorischen
Signalen aktiviert, kommt es zur klonalen Selektion. Antigenrezeptoren finden sich
auf T- und auf B-Lymphozyten, die jeweils unterschiedliche Bereiche der
Antigenerkennung abdecken. B-Zellen sind in der Lage, Antigene auf3erhalb von
Korperzellen zu erkennen, wohingegen T-Zellen auch Antigene erkennen kdnnen,

die innerhalb von Zellen gebildet werden.

1.3 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DCs) entstehen aus myeloiden und lymphoiden Vorlauferzellen
im Knochenmark. Nach ihrer Bildung verteilen sich DCs uber die Blutbahn im Kdrper
bzw. migrieren zu peripheren lymphatischen Organen. Im immaturen Zustand sind
die Zellen klein und rund und exprimieren nur geringe Mengen an MHC- und
kostimulatorischen Molekilen wie CD40, CD80 und CD86. Nach ihrer Aktivierung
bilden sie Zellauslaufer (Dendriten) aus, die der Oberflachenvergrof3erung dienen
und fur die DC-Migration und Interaktion mit T-Zellen relevant sind. Auf3erdem
werden grolle Mengen an MHC-Molekilen und kostimulatorischen Molekilen

exprimiert und proinflammatorische Mediatoren wie z.B. IL-12 sezerniert. Eine



Stefanie Pektor Einleitung

aktivierte DC kann mit 100 bis 3000 T-Zellen interagieren (Banchereau and
Steinman, 1998).

Zuerst beschrieben wurde eine Subpopulation von DC in der Haut 1868 durch Paul
Langerhans, der ihnen eine neurologische Funktion zuordnete. Erst als um 1970
Ralph Steinman dendritische Zellen in der Milz beschrieb, konnten die nach ihrem
Entdecker benannten Langerhans-Zellen dieser Zellart zugeordnet werden
(Steinman et al., 1980).

In der Maus gibt zwei Hauptgruppen von dendritischen Zellen: Zum einen die
klassischen oder konventionellen DC, welche wiederum in zwei Unterklassen
unterteilt werden: die migratorischen und die Gewebe-residenten DC, und zum
zweiten die plasmazytoiden DC (pDC). Klassische migratorische DC wandern
konstitutiv durch die peripheren Gewebe auf der Suche nach Antigen. Sie kénnen in
CD11b" (auch dermale oder interstitielle DC) und in CD11b'CD103" DC unterteilt
werden (Bedoui et al., 2009; Belz et al., 2004; Liu and Nussenzweig, 2010). Wenn
migratorische DC Antigen aufgenommen haben, wandern sie Uber die afferenten
Lymphbahnen zu den regionalen Lymphknoten. In der Milz findet man keine
migratorischen, sondern nur die lymphoiden Gewebe-residenten DC. Diese Gruppe
kann weiter in drei Gruppen aufgesplittet werden: die CD4", die CD8a" und die CD4
CD8a DC. CD8a" DC sind charakterisiert durch ihre Fahigkeit der Kreuz-
Prasentation (den Haan et al.,, 2000) und ihre Hauptrolle fir die Induktion
zytotoxischer CD8" T-Zellantworten (Allan et al., 2003; Belz et al., 2004; Edelson et
al., 2010; Kim et al., 2009; Smith et al., 2003). Obwohl CD4" und CD4 CD8a” DC
unter bestimmten Bedingungen auch in der Lage sind MHC-I restringierte Antigene
zu prasentieren (Lukens 2009; Kim et al., 2009), ist ihre Hauptaufgabe, MHC-II-
assoziierte Antigene CD4" T-Zellen zu prasentieren (Allenspach et al., 2008; Mount
et al., 2008; Pooley et al., 2001). Lymphoide Gewebe-residente DC entwickeln sich
aus Vorlaufer-DC im Gewebe selbst und wandern nicht aus anderen Geweben ein.
Man findet sie neben der Milz auch in den LN und im Thymus (Naik et al., 2006), wo
sie ideal platziert sind, um Antigene oder Pathogene aufzunehmen, die Gber das Blut
transportiert werden (Belz et al., 2004; Lundie et al., 2008; Sponaas et al., 2006).
Generell sind klassische DC darauf spezialisiert, Antigene zu prozessieren und zu

prasentieren.

Langerhans-Zellen (LC), die in der Epidermis anséassig sind, gehéren zwar auch zu
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den migratorischen DC und migrieren zu den LN, um Antigen zu prasentieren.
Anders als konventionelle DC, die aus Knochenmarksvorlaufern entstehen, gehen
Langerhanszellen aber aus einer lokalen LYBC® myelomonozytaren
Vorlauferzellpopulation in der Haut hervor (Chorro et al., 2009). Sie exprimieren
grol’e Mengen Langerin (CD207) und sind CD8a” CD11b". Charakteristisch fur LC
sind ihre Birbeck-Granula, deren Hauptbestandteil Langerin ist und denen eine Rolle
in der Antigenaufnahme zugesprochen wurde (Valladeau et al., 2000; 2003). Neben
den LC gibt es auch noch dermale Langerin® CD8a” CD103" DC (dDC). Diese sind
nicht verwandt mit LC, wie es z.B. anhand von Knochenmarkschimaren gezeigt
werden konnte und gehdren zu den konventionellen migratorischen DC. Nach einer
sublethalen Bestrahlung werden dermale Langerin® DC durch Donorzellen ersetzt
(Pouilin et al., 2007), wahrend keine LC-Repopulierung auftrat, da die lokal
residierenden Vorlauferzellen radioinsensitiv sind (Merad et al., 2002). Ein weiteres
Unterscheidungsmerkmal von epidermalen LC und dermalen Langerin® DC ist die
Expression von EPCAM, welches von LC stark exprimiert wird, nicht aber von
dermalen DC (Bursch et al., 2007; Nagao et al., 2009). AuRerdem findet man dDC 24
h nach einer Sensibilisierung der Haut im drainierenden LN, wahrend LC 3—4 Tage

brauchen, um von der Epidermis in die LN zu migrieren (Kissenpfennig et al., 2005).

pDC sind charakterisiert durch ihre Fahigkeit, infolge einer pathogenvermittelten
Aktivierung schnell gro3e Mengen an Typ I-Interferonen zu produzieren und sind
hauptséachlich bei der Immunantwort gegen Viren beteiligt (Colonna et al., 2004).
pDC exprimieren einige charakteristische Marker wie SIGLEC-H und BST2 in der
Maus (BDCA2 und LILRA4 im Menschen). Auf3erdem exprimieren murine und
humane pDC CD45RA (Reizis et al., 2011a). Sie besitzen eine schwache Antigen-
Prasentations-Kapazitat, wobei ihr genauer Beitrag zu Immunantworten immer noch
relativ unklar ist (Reizis et al., 2011b). Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass
humane aktivierte pDC die Proliferation von T-Effektorzellen induzieren kénnen, nicht
aber die Aktivierung von Tregs und dass es dadurch zu einer Expansion von T-
Effektorzellen kommt (Hubo and Jonuleit, 2012).

Unter inflammatorischen Bedingungen entwickelt sich aus zirkulierenden Blut-
Monozyten noch eine weitere Untergruppe von DC: die Monozyten-abgeleiteten DC
(Kool et al., 2008; Leon et al., 2007; Naik et al., 2006; Serbina et al., 2003). Ahnlich
wie konventionelle DC exprimieren auch diese DC CD11c, MHCII, CD24, SIRPa und
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DC-SIGN, verlieren aber die Expression von M-CSFR und LY6C. Diese Zellen stellen
potente Antigen-prasentierende Zellen dar, die im Falle einer akuten Entziindung zur
Stelle sind, um uber den Mechanismus der Kreuz-Prasentation bestimmte Erreger

schnell und wirksam zu bekampfen (Cheong et al., 2010).

1.3.1 Endozytose

Immature DC kénnen Antigene Uber verschiedene Wege effizient aufnehmen. Zum
einen Uuber die Makropinozytose, die Rezeptor-vermittelte Endozytose uber
Lektinrezeptoren (Mannoserezeptor, DEC-205, Langerin, DC-SIGN) (Engering et al.,
1997; Jiang et al.,, 1995; Sallusto et al., 1995; Tan et al., 1997) oder die Fc-
Rezeptoren | (CD64) und 1l (CD32) (Fanger et al., 1996) und Uber die Phagozytose
von Partikeln, wie z.B. Latex-Beads (Matsuno et al., 1996), apoptotischen und
nekrotischen Zellfragmenten (Albert et al., 1998a, b), Viren und Bakterien (Rescigno

et al., 1999) sowie von intrazellularen Parasiten wie Leishmania major (Moll, 1993).
1.3.2 Antigen-Prozessierung und Prasentation

Generell werden aufgenommene Antigene nach ihrer Prozessierung von DC Uber
MHC-II Molekiile prasentiert: Diese werden mit Peptiden beladen, die in Endosomen
generiert werden. Zunachst werden die Antigene bei der Endozytose in Endosomen
eingeschlossen. Diese werden dann zunehmend saurer und fusionieren schlief3lich
mit Lysosomen. Endosomen und Lysosomen enthalten Proteasen wie Cathepsin S,
die im sauren Milieu aktiviert werden und die Antigene in Peptide aufspalten
(Chapman, 1998; Nakagawa and Rudensky, 1999; Pieters, 2000).

Neu synthetisierte MHC-II-Molekile gelangen in das Endoplasmatische Retikulum
(ER), wo sie durch eine MHC-II-assoziierte invariante Kette (li) daran gehindert
werden, zelleigene Peptide aus dem Lumen des ER zu binden. Eine |i bindet so an
das MHC-II-Molekdl, dass ein Teil seiner Polypeptidkette in der Peptidbindungsfurche
liegt, wodurch diese blockiert wird. AuRerdem sorgt die li fir den Transport des MHC-
[I-Molekils aus dem ER zu den Lysosomen, wo die Beladung mit Peptid stattfindet
(Brachet et al., 1997; Roche et al., 1991). Die li wird dort von Proteasen in mehreren
Schritten geschnitten, so dass nur noch ein kurzes li-Stiick in der Furche verbleibt,
das man als CLIP-Fragment (class-ll-associated invariant-chain peptide) bezeichnet.
Um die Peptidanlagerung zu ermoéglichen muss das CLIP-Fragment von der
Bindungsfurche abdissoziieren oder verdrdngt werden. Dieser Vorgang und die
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Beladung der MHC-II-Moleklle werden durch sogenannte M-Molekile katalysiert
(Cella et al., 1997; Inaba et al., 2000; Watts, 2001). AnschlieRend wird der MHC-
ll:Peptid-Komplex an die Zelloberflache transportiert und CD4" T-Zellen prasentiert.
MHC-1I-Molekile, die nach der Dissoziation von der invarianten Kette kein Peptid

binden, sind instabil, aggregieren und werden schnell abgebaut.

Neben den klassischen MHC-II-Molekiilen existieren weitere MHC-II-dhnliche
Molekile. Eine Variante ist das humane HLA-DM (murin H-2M). Dieses Molekil, das
ebenfalls aus einer a- und einer - Kette besteht, besitzt eine geschlossene
Bindungsfurche und ist somit nicht zur Peptidprasentation fahig. Seine Aufgabe
besteht vielmehr in der Stabilisierung leerer MHC-lI-Molekile, sowie in der Katalyse
der Peptidbindung und der Freisetzung des CLIP-Fragments. Eine weitere wichtige
Funktion von HLA-DM ist das Losen von Peptiden aus der Bindungsfurche, die
lediglich instabil gebunden werden kdnnen und durch andere Peptide mit einer
festeren Bindung ersetzt werden, was als ,peptide editing“ bezeichnet wird. Dadurch
wird sichergestellt, dass die Peptid:MHC-lI-Komplexe lange genug auf der
Oberflache der APC bleiben, um die entsprechenden CD4" T-Zellen zu stimulieren
(Jensen et al., 1999; Kropshofer et al., 1997).

Uber den Mechanismus der Kreuz-Prasentation kénnen DC extrazellulare Antigene
aufnehmen, prozessieren und tber MHC-I-Molekiile zytotoxischen CD8" T-Zellen
prasentieren (Heath et al.,, 2004). Da alle somatischen Zellen konstitutiv MCHI
exprimieren, erlaubt es dieser Mechanismus dem Immunsystem, Krebszellen oder
von Viren oder intrazellularen Bakterien befallene Korperzellen zu eliminieren (Rock
and Shen, 2005; Shen and Rock, 2006). Es gibt zwei Hauptmechanismen der Kreuz-
Préasentation: Im ersten Weg werden die Antigene Uber ein Phagosom aufgenommen
und ins Zytosol transferriert wo sie vom Proteasom aufgespalten werden. Die hier
generierten Peptide werden dann von TAP (transporter associated with antigen
processing) ins ER transportiert, dort von den ER-Aminopeptidasen ERAP1 und 2 (in
Mausen nur ERAP1) auf die richtige Lange getrimmt, an MHC-I-Molekile gebunden
und dann in Phagosomen inkorporiert, oder direkt zu MHC-I-Molekilen in
Phagosomen transferiert (Firat et al., 2007). Dort werden die Peptide weiter
hydrolysiert, u.a. von der Insulin-regulierten Aminopeptidase (IRAP) (Saveanu et al.,
2009). Im zweiten Weg werden die kreuz-prasentierten Peptide direkt im Phagosom
selbst generiert. Hier sorgen Cystein-Proteasen wie Cathepsin S fur die Aufspaltung
der Antigene in die Oligopeptide (Shen et al.,, 2004). AulRerdem ist IRAP an der
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Generierung prasentierter Peptide in diesem Kompartiment beteiligt (Saveanu et al.,
2009). Beide Wege fuhren zur Ausbildung einer CD8 T-Zellantwort, aber der erste
Weg uber das Phagosom und das Cytosol tragt starker dazu bei, als der zweite Weg.

1.4 Zellmigration

1.4.1 Aktin-Zytoskelett

Zellmigration ist essentiell ist fur die Ausbildung von Immunantworten (Friedl and
Gilmour, 2009). An erster Stelle steht in der Zellmigration die Polarisierung der Zelle,
gefolgt von einer Verdnderung der Zellform, die hauptsachlich durch die
Reorganisation des Aktinzytoskeletts bedingt ist (Verkhovsky et al., 1999). An der
Ausbildung der Zellpolaritat sind auRerdem Mikrotubuli beteiligt, welche aber nicht fir
die Migration bendtigt werden (Etienne-Manneville and Hall, 2003; Euteneuer and
Schliwa, 1984). Die Krafte, die an der Migration beteiligt sind, werden durch
Netzwerke und Bundel von Aktin-Filamenten generiert und erhalten, die miteinander
und mit der extrazellularen Matrix interagieren (Small et al., 2002). Die Migration
kann in unterschiedliche Schritte unterteilt werden: Zun&chst kommt es zu einer
Ausstilpung, zur Formation und Stabilisierung von Anhaftungsstellen an der Zellfront,
gefolgt von einem Nachziehen des Zellkbrpers und zur Destabilisierung der
Anhaftungspunkte am hinteren Ende der Zelle (Mitchison and Cramer, 1996).
Verschiedene Formen der Ausstilpung sind Lamellipodien, Filopodien und Blaschen
(Small et al., 2002; Charras and Paluch, 2008).
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LIMK=— Cofilin—— Aktin-Abbau
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Abb. 1: Der Signaltransduktionsweg der Rho-GTPasen.

Die Aktinzytoskelet-Reorganisation wird durch die Familie der kleinen Rho-GTPasen reguliert (Abb.

aus Rottner and Stradal, 2011; verandert)

1.4.2 Regulation der Migration tiber Rho-GTPasen

Die Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts wahrend der Migration wird maf3geblich
Uber die Rho-Familie der kleinen GTPasen gesteuert. Die am besten
charakterisierten Mitglieder sind Racl, Cdc42 und RhoA. Racl ist vor allem an der
Ausbildung von Lamellipodien beteiligt, welche Uber den WAVE-Komplex (WASP-
Familie Verprolin Homolog) ein NPF (nucleation promoting factor) fur Arp2/3 und den
Arp2/3-Komplex erfolgt (Rottner and Stradal, 2011). Cdc42 kann ebenfalls den
Arp2/3-Komplex aktivieren, was zur Ausbildung von Endosomen fiuhrt (Stradal and
Scita, 2006). Uber die Aktivierung von Forminen wie mDia2 (murine diaphanous-
related formin 2) werden vor allem die Aktin-Filamente in Filopodien downstream von
Cdc42 induziert (Block et al., 2008). RhoA sorgt Uber die Ausbildung sogenannter
StreR-Fasern fur die Kontraktion der Zelle und die Zelladhasion. Uber die

Phosphorylierung von ROCK (Rho-Kinase) werden zum einen die regulatorische
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leichte Kette von Myosin Il (MLC) und zum anderen Formine wie mDial aktiviert, was
beides zur Ausbildung von stress-fibres fuhrt (Rottner and Stradal, 2011). ROCK
phosphoryliert und aktiviert auch die LIM-Kinase (LIMK), welche wiederum das Aktin-
Filament-Depolymerisations-Protein Cofilin phosphoryliert und damit inaktiviert,
wodurch vorhandene Aktin-Filamente stabilisiert und der Aktin-Umsatz in der Zelle
reguliert werden (Maekawa et al., 1999). Cofilin ist konstitutiv aktiv in Zellen und wird
lokal durch Phosphorylierung tber den RhoA, aber auch den Cdc42 und Racl-Weg
inhibiert (Abb. 1). Neben den bereits genannten Aktin-Regulatoren Arp2/3 und mDial
gibt es noch weitere Signalmodulatoren, die ein Fein-Tuning der Aktinstruktur
ermoglichen:  Aktin-Capping Proteine (z.B. Eps8), Aktin-Bindeproteine (z.B.
Cortactin) und Aktin-Bundelungsproteine (z.B. Fascin, VASP). Diese binden an
Arp2/3, Formine oder an die Rho-GTPasen direkt und kénnen sogar stromaufwarts

von ihnen agieren (Carlier and Pantaloni, 2007; Pollard and Borisy, 2003).

1.4.2.1 Myosin9b

Myosine bilden eine groRe Aktin-abhéngige molekulare Motorprotein-Superfamilie.
Diese Molekille sind heteromere Komplexe, die von einer oder zwei schweren und
einer variablen Anzahl leichter Ketten gebildet werden. Schwere Ketten sind
charakterisiert durch drei definierte Regionen: die Motor (Kopf)-, die Hals- und die
Schwanz-Domane (Krendel and Mooseker, 2005) (siehe auch Abb. 3). Die
Motordomane Ubernimmt die Hauptfunktion: die ATP-anhdngige Bindung an Aktin
(Coluccio et al.,, 2008; Vale, 2003). Die Halsdomane besteht aus einer variablen
Anzahl von 1Q-Motiven, die die Bindung von leichten Ketten wie Calmodulin oder
Calmodulin-verwandten Proteinen ermdglicht und als Hebelarm fur die Bewegung
der Motordomane fungiert. Die Schwanzdomane ist von variabler Lange; ihre
Funktion hangt von den Motiven ab, die in ihrer Sequenz vorkommen. Dazu gehoren
z.B. Coiled-coiled Regionen zur Dimerisierung, SH3-Doménen fur die Protein-Protein

Interaktion und PH-Domanen fur Lipidinteraktionen (Coluccio et al., 2008).

Myosine sind an vielen verschiedenen zellularen Vorgédngen beteiligt, wie z.B. der
Organellen-Wanderung (Vale, 2003), der Zytogenese (Scholey et al.,, 2003), der
Ausbildung der Zellform (Yumura and Uyeda, 2003) und der Muskelkontraktion

(Geeves and Holmes, 2005). Nach neuesten phylogenetischen Analysen anhand von
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Myosinen unterschiedlicher Organismen konnten diese molekularen Motorproteine in
35 Klassen unterteilt werden (Abb. 2), von welchen 40 verschiedene Proteine in der
Maus und im Menschen exprimiert werden (Foth et al., 2006; Odronitz and Kollmar,
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Abb. 2: Schematisches Diagramm der Domaéanenstruktur repréasentativer Mitglieder der 35

Myosinklassen

Der Name des jeweiligen Myosins ist in der Motordoméne (blau) vermerkt. Die Abklrzungen fur die
einzelnen Doménen sind: C1, Proteinkinase C konservierte Region 1; CBS, Cystathionine-beta-
Synthase; Cyt-b5, Cytochrom-b5 Heme/Steroid-bindende Domane; DIL, dilute; FERM, Bande 4.1,
Ezrin, Radixin und Moesin; FYVE, Zinkfinger in Fabl, YOTB/ZK632.12, Vacl und EEAL; 1Q-Motiv,
Isoleucin-Glutamin Motiv; MyTH1, Myosin ,tail homology“ 1; MyTH4, Myosin ,tail homology“ 4; PB1,
Phox und Bemlp Domane; PDZ, PDZ Domane; PH, Pleckstrin-Homologie; Pkinase, Proteinkinase
Domaéne; PX, Phox Doméne; RA, Ras-assoziierte (RalGDS/AF-6) Domane; RCC1, Regulator der
Chromosomen-Condensation; RhoGAP, Rho GTPase-aktivierendes Protein; SH2, src Homolog 2;
SH3, src Homolog 3; UBA, Ubiquitin-assoziierte Doméane; WD40, WD (Tryptophan-Aspartat) oder
beta-Transducin Repeats. (Abb. aus Odronitz and Kollmar, 2007)

2007; Richards and Cavallier-Smith, 2005). Unter den bekannten Myosinen wurde
durch  Transkriptom-Analysen  eine  Untergruppe ausgemacht, die in
hamatopoetischen Zellen vorhanden ist. Dazu gehdren Myolc, e, f und g, Myo2a
(Myh9), Myo5a, Myo7a, Myo9b, Myo10 und Myo18a. Diese Motorproteine weisen ein
immunzelltyp-spezifisch differentielles Expressionsmuster auf, das vermutlich auf die
speziellen Funktionen in der Zelle zurechtgeschnitten ist (Maravillas-Montero and
Santos-Argumedo, 2011).

Kopf (Motor) Hals Schwanz

C1
Myosin 9b 7N wistsr M BT | t.m

Abb. 3: Schematische Struktur von Myo9b

Schematischer Aufbau von Myo9b. RA: N-terminale Extension, L2: Insertion in Loop2, C1l: Zink-

bindende Doméane (Abb. aus Maravillas-Montero and Santos-Argumedo, 2011; veréndert)

Myosin 9b (Myo9b) gehdrt neben Myo9a zur Klasse IX der Vertebraten-Myosine.
Obwohl es nur eine Kopfdoméane besitzt (single-headed), kann es vergleichsweise
lange und mit hoher Geschwindigkeit an Aktin-Filamenten entlangwandern, ohne zu
dissoziieren (Inoue et al., 2002; Liao et al., 2010; Nishikawa et al., 2006; Post et al.,
2002). Die Motordoméne hat eine N-terminale Extension mit strukturellen
Ahnlichkeiten zu einer Ras-assoziierten Domane (Kalhammer et al., 1997). Weiterhin
gibt es noch eine Insertion am Loop 2. Diese Insertion beherbergt eine Calmodulin-

bindende Stelle (Liao et al., 2010) und verstéarkt die Affinitat der Kopfdomane an F-
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Aktin (Struchholz et al., 2009). An der Halsdoméane kdnnen vier Calmoduline oder
Calmodulin-verwandte Proteine an die IQ-Motive binden (Bahler and Rhoads, 2002).
Die Schwanzdomane tragt eine C1-Doméne, an die zwei Zinkionen binden kdnnen,
und eine Rho-GAP Domane (Rho GTPase-aktivierendes Protein) (Abb. 3). Diese
aktiviert die GTPase Aktivitat des kleinen G-Proteins RhoA und schaltet es damit von
seiner aktiven GTP-gebundenen Form in seine inaktive GDP-gebundene Form
(Chieregatti et al., 1998; Mller et al., 1997; Post et al., 1998; Reinhard et al., 1995).
Somit fungiert Myo9b als Negativregulator des Rho-Signaltransduktionsweges. Da
dieser die Dynamik und Organisation des Aktin-Zytoskeletts reguliert (Jaffe and Hall,
2005), konnte Myo9b als Feedback-loop agieren, indem es an den Aktin-Filamenten
entlang wandert, deren Organisation es reguliert. In migrierenden Zellen akkumuliert
Myo9b an der Zellfront in Regionen aktiver Aktin-Polymerisation (van den Boom et
al., 2007 und Abb. 4). Fiir Myo9b”" Makrophagen wurde gezeigt, dass sie erhohte
Level an phosphoryliertem RhoA, phospho-MLC und phospho-Cofilin aufwiesen und
damit Ubereinstimmend eine runde Zellform behielten und eine gestorte Migration

zeigten (Hanley et al., 2010).

]_\, osin ‘;;“/F-'L]Ctin

Abb. 4: Subzellulare Lokalisation von Myo9b und F-Aktin in Wt BMDC in einer Kollagenmatrix

Immunofluoreszenz-Farbung von WT BMDCs in einer 3D Kollagenmatrix mit anti-Myo9b (FP3/F8) und
F-Aktin (Texas Red phalloidin) (MaRstab: 5 u m; Abb. von AG Bahler, Miinster).

1.5 T-Lymphozyten

T-Lymphozyten lassen sich in verschiedene Subpopulationen aufteilen. Bereits bei
ihrer Entwicklung spalten sie sich in a:B- bzw. y:0-T-Zellen, je nach Aufbau ihres

Rezeptors.
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Die meisten Subpopulationen der T-Zellen entspringen der Gruppe der a:B-T-Zellen.
Diese lassen sich aufgrund der Expression von Corezeptormolekiilen in CD4"- bzw.
CD8"-T-Zellen unterscheiden.

Aktivierte CD8"-T-Zellen werden auch als zytotoxische T-Lymphozyten (CTLS)
bezeichnet. lhre Aufgabe ist es, infizierte und entartete endogene Zellen zu erkennen
und abzutéten. Im Gegensatz zu den CD8"-T-Zellen bilden die CD4"-T-Zellen, auch
T-Helferzellen genannt, eine Vielzahl an Untergruppen aus. Dazu gehort die
klassische Unterteilung in Thl- und Th2-Zellen, sowie in Th9, Thl7, follikulare Th-
Zellen (Thf) und regulatorische T-Zellen (Treg) (Zhou et al., 2009). Die Entscheidung
darlber, in welche Richtung sich naive T-Zellen entwickeln, hangt vor allem von dem
jeweiligen Niveau der in ihrer Umgebung produzierten Zytokine ab, und zum Tell
auch von der Starke der Interaktion des T-Zell-Rezeptors mit dem Antigen (Boyton
and Altmann, 2002).

Thl-Zellen exprimieren den Transkriptionsfaktor Tbet (Szabo et al., 2000) und ihre
Entwicklung wird durch die Bildung von IL-12 und IFN-y eingeleitet. Sie sind
charakterisiert durch ihre IFN-y Produktion und ihre Hauptaufgabe liegt in der
Kontrolle von intrazellularen bakteriellen Infektionen. lhre zweite Funktion besteht in
der Produktion von kostimulatorischen Signalen fur aktivierte B-Lymphozyten. Dies
fuhrt zur Produktion von Antikérpern gegen extrazellulare Pathogene. Aul3erdem

werden B-Zellen durch Th1-Zellen zum Isotyp-Klassenwechsel angeregt.

Eine T-Zell-Differenzierung in Th2 setzt die Expression von GATA3 voraus (Zheng et
al., 1997). Th2-Zellen setzen IL-4, -5 und -13 frei (Croft and Swain, 1991) und
werden fur die Ausbildung einer humoralen Immunantwort benétigt, um Helminthen

und andere extrazellulare Pathogene zu kontrollieren.

Th9-Zellen differenzieren unter dem Einfluss von IL-4 und TGF- aus naiven T-Zellen
wahrend der Aktivierung durch APC. Sie produzieren vor allem groRe Mengen IL-9
sowie IL-10 (Dardalhon et al., 2008; Veldhoen et al., 2008). Die Signalweiterleitung
der Rezeptoren fur IL-4 und TGF-p fuhrt zur Expression und Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren IRF4, PU.1 und STATG6, die die IL-9-Expression einleiten
(Staudt et al.,, 2010; Chang et al., 2010). IL-9 spielt eine Rolle bei allergischem
Asthma, inflammatorischen Darmerkrankungen und der Experimentellen Autoimmun-
Encephalomyelitis (EAE) (Stassen et al., 2012).
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Th17-Zellen produzieren IL-17A und F und IL-22 und spielen eine wichtige Rolle bei
der Eliminierung extrazellularer Bakterien und Pilze, vor allem an Schleimhaut-
Oberflachen. Fur ihre Differenzierung benottigen sie die Transkriptionsfaktoren
Retinoid-related orphan receptor ¢« (RORe«) und RORyt, die durch TGF-p in
Kombination mit den proinflammatorischen Zytokinen IL-6, -21 und -23 induziert
werden (Chen et al., 2007; Yang et al., 2008). Th17-Zellen sind auch beteiligt an
inflammatorischen Autoimmunreaktionen wie z.B. der EAE (Langrish et al., 2005).

Tfh-Zellen sind wichtig fur die B-Zell-T-Zellinteraktion und sind charakterisiert durch
die Expression von Pax5, einem Transkriptionsfaktor, der auch fir B-Zellen essentiell
ist.

CD4'CD25" regulatorische T-Zellen (Treg) haben, im Gegensatz zu den bisher
beschriebenen T-Zellen, supprimierende Funktionen und halten die periphere
Toleranz aufrecht, indem sie Effektor-T-Zell-Antworten eindammen und vor
autoimmunen Antworten schiutzen (Chen et al.,, 2003). Charakterisiert werden sie
nach wie vor im Maussystem durch die Expression des Forkhead
Transkriptionsfaktors Foxp3 (Brunkow et al., 2001; Fontenot et al. 2003; Hori et al.,
2003). Es gibt zwei Hauptkategorien von Foxp3™ Tregs: natirliche Treg (nTreg), die
im Thymus entstehen und TGF-B- induzierte iTreg Zellen, die in der Peripherie
generiert werden (Curotto de Lafaille and Lafaille, 2009; Josefowicz and Rudensky,
2009). Weitere adaptive Suppressor-T-Zellpopulationen sind auch die IL-10-
sezernierenden Trl-Zellen und die TGF-B-sezernierenden Th3-Zellen, wobei beide

Treg-Klassen kein Foxp3 exprimieren.

y:0-T-Zellen kdnnen weiter in konventionelle und kanonische (Nischen-spezifische)
y:0-T-Zellen aufgeteilt werden. Die konventionellen y:8-T-Zellen exprimieren ein
breiteres TCR-Repertoire als kanonische, und ihre Festlegung in die funktionalen
Untergruppen (IFN-y oder IL-17-produzierende) findet bereits im Thymus statt
(Jensen et al., 2008). Kanonische y:6-T-Zellen wandern wahrend der
Embryonalentwicklung aus dem Thymus in spezifische Nischen wie die Epidermis
(dendritische epidermale T-Zellen, DETC) und die Mucosa des Urogenitaltrakts und
des Darms (IEL) (Lewis et al., 2006; Ishikawa et al., 2007).
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1.6 Interaktion von DC und T-Lymphozyten

Um eine effektive adaptive Immunantwort auszuldsen, mussen DC mit T-Zellen in
lymphatischen  Geweben interagieren. Dabei kommt es entlang der
Interaktionsflachen  auf  beiden  Zelltypen zu  einer  multimolekularen
Zusammenlagerung von Rezeptoren und Adhasionsmolekuilen, die immunologische
Synapse (I1S) genannt wird. Die klassische IS wird unterteilt in einen zentralen Ring,
den sogenannten zentralen supramolekularen Aktivierungs-Cluster (cSMAC), in dem
die TCR-Peptid-MHC (TCR-pMHC) Interaktionen sowie Signaltransduktionsmolekiile
lokalisiert sind, und den peripheren SMAC (pSMAC), der Adhasionsmolekiile wie
LFA-1 (CD11a/CD18) und ICAM-1 enthalt (Grakoui et al., 1999; Monks et al., 1998)
(Abb. 5 A).

A

cSMAC s

pSMAC

Multifocal
TCR-pMHC
clusters

Abb. 5: Schematische Struktur einer IS

Schema einer klassichen (A) und einer multifokalen Synapse (B) (Abb. aus Thauland and Parker,
2010).

Die Ausbildung einer funktionalen Synapse zwischen T-Zellen und DC (Abb. 5B)
weicht etwas von der klassischen IS ab, wie sie zwischen T-Zellen und B-Zellen
gefunden wurde (Abb. 5A). Bei ersterer findet die Interaktion multifokal statt, d.h. es
gibt mehrere kleine Interaktionspunkte und nicht eine grof3e IS (Brossard et al., 2005;
Dustin et al., 2006). Nach der Kontaktausbildung zwischen dem TCR und pMHC wird
ein Signal durch den MHC-Komplex Ubertragen, der einen Affinitatsanstieg von LFA-
1 auf den DC durch die Rekrutierung von Cytohesin-1 bewirkt. Hohe Level an CYTIP

(cytohesin-1 interacting protein) im Zytoplasma von maturen DC wirken diesem
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Signal aber direkt entgegen, indem Cytohesin von der Zellmembran entfernt wird
(Boehm et a., 2003). So bleibt LFA-1 auf den DC in seiner inaktiven Konformation
und die T-Zellen kénnen sich tber die Oberflache der DC bewegen (Gunzer et al.,
2000; Mempel et al., 2004). Ein knockdown von CYTIP in DC verstarkt deren
Bindung an T-Zellen, aber reduziert ihr Potential zur T-Zellstimulation (Hofer et al.,
2006). Da mature DC hohe Mengen kostimulatorischer B7-Molekule, vor allem an
B7.2 (CD86) und weniger an B7.1 (CD80) exprimieren, wird auf der T-Zellseite vor
allem CD28 angesteuert, da dieses der bevorzugte Bindungspartner fir CD86 ist.
CTLA-4 hingegen wird eher von CD80 gebunden (Pentcheva-Hoang et al., 2004).
Die Adressierung von CD28 verstarkt die proximale Lck (lymphocyte-specific protein
tyrosine kinase)-Aktivierung durch die Inhibition von Rapl (Ras-proximate-1 oder
Ras-related protein 1) (Carey et al., 2000). Das Ergebnis ist die vollstandige T-
Zellaktivierung durch einen Calcium-Anstieg, die Induktion der PKC (protein kinase
C)-Aktivitat und die RAS (rat sarcoma)-abhéangige Aktivierung von ERK (extracellular-
signal regulated kinase) (Abb. 6).

Cytohesin1 DcC

B7.1
cYTIP
BT.2 cpao)
pMHC-II (CD88)

T cell

Abb. 6: Antigenerkennung des TCR auf einem MHC-Molekil durch Bildung einer IS
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Fur die Bildung einer IS muss der TCR an ein pMHC-Molekiil binden. Au3erdem wird die Expression
verschiedener kostimulatorischer und Adhasions-Molekiile benétigt, um ein Signal in die T-Zelle zu
leiten, durch welches Rapl inaktiviert wird (GDP-Rapl). Die Induktion der aktiven Form wird durch
den Ca®* DAG-Guanin-Exchange-Factor (CalDAG-GEF) vermittelt, wohingegen die GTPase-Aktivitat
von Rapl durch das Rapl-GTPase-aktivierende Protein (Rap1l-GAP) initiiert wird. (Abb. aus Reichardt
et al., 2007)

Das DC-Zytoskelett spielt auch bei der Ausbildung einer IS eine wichtige Rolle. Im
Vergleich zu B-Zellen weisen DC eine sehr hohe Zytoskelettaktivitat auf, die es ihnen
erlaubt, ihre Dendriten permanent zu bewegen und aktiv nach T-Zellen zu greifen
(Gunzer et al, 2000, 2004). Aulerdem polarisieren sie ihr Zytoskelett
antigenspezifisch in Richtung einer kontaktierenden T-Zelle (Al-Alwan et al., 2001,
2003). Die Interaktion zwischen DC und antigenspezifischen naiven T-Zellen in einer
3D-Umgebung (Kollagenmatrix oder in vivo) kann in drei Phasen unterteilt werden
und verlauft sehr dynamisch: Die T-Zellen bleiben trotz Kontakt mit der DC sehr
beweglich und gehen in Folge kurze, serielle Kontakte mit vielen DC ein. Danach
folgt eine Phase mit langeren Kontakten, gefolgt von einer Phase mit kurzen
Kontakten (Gunzer et al., 2000, 2004; Mempel et al., 2004). Die kurzen Kontakte sind
aber ausreichend, um eine effiziente T-Zellaktivierung zu erreichen. Es kommt dabei
zu einer Akkumulation von Signalen von unterschiedlichen DC, aus denen eine
vollstandige T-Zellaktivierung resultiert, ohne dass die Ausbildung einer klassischen
grol3en IS mit cSMAC und pSMAC bendtigt wird (Faroudi et al, 2003; Brossard et al.,
2005). Ein Grund dafir ist auch die innerhalb von Sekunden nach Kontaktaufnahme
stattfindende Phosphorylierung von ZAP-70, wodurch die T-Zellaktivierung initiiert
wird, lange bevor sich ein klassischer c-SMAC ausbilden kann (Lee et al., 2002). Im
Gegensatz dazu fuhrt eine suboptimale T-Zellaktivierung durch ineffiziente APC
(unreife DC oder B-Zellen) dazu, dass seitens der T-Zelle die Formation definierter
Bereiche (wie den p-SMAC) benétigt wird, in denen eine Aggregation von
Signalmolekilen und deren Phosphorylierung in Mikro-Clustern stattfinden kann.

1.7 Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war es zum Einen, die Interaktionsphysiologie zwischen
verschiedenen DC-Populationen und naiven sowie regulatorischen T-Zellen zu
analysieren. Dies erfolgte seitens der DC anhand einer DC-Linie und seitens der T-
Zellen anhand antigenspezifischer transgener Zellen. Dabei wurde die Kontaktdauer

und Haufigkeit bestimmt sowie die daraus folgende Aktivierung der T-Zellen in einer
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3D-Kollagenmatrix. Zum zweiten wurde die Rolle eines Aktin-Motorproteins (Myo9b),
welches aul3erdem eine Signaltransduktionsfunktion besitzt, bei der Zellmigration
sowie bei der DC-T-Zellinteraktion und der Ausbildung von Immunantworten
analysiert. Zum Dritten wurde untersucht, welche Auswirkung die konstitutive
Aktivierung des Adhasionsmolekiils LFA-1 auf DC auf die DC-T-Zellinteraktion
ausubt und welche Konsequenzen sich daraus fur die Aktivierung der T-Zellen
ergeben.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Antikorper

Material und Methode

Verwendung | Antigen Klon Markierung Herkunft
FACS CD3 145-2C11 PE, PerCP eBioscience
CD4 GK1.5 APC-Cy7, PE | BD,
FITC, PE-Cy7 | eBioscience
L3T4 (RM4-5) | APC, PE BD,
eBioscience
CD8 53-6.7 APC-Cy7, PE, | BD,
FITC, PE-Cy7 | eBioscience
CD11b M1/70 eFluor450, PE | eBioscience
CDl11c N418 APC, PE, PE- | eBioscience
Cy7
CD16/32 (FC- |93 LEAF purified | eBioscience,
Block) Biolegend
CD19 1D3 APC, PerCP- BD
Cy5.5
CD25 PC61 PE, APC-Cy7 |BD,
eBioscience
CD40 1C10, 3/23 APC, PE BD,
eBioscience
CD45.1 A20 APC, eBioscience
eFluor450
CD54 (ICAM- | 3E2 FITC BD
1)
CD62L MEL-14 PE, PE-Cy7 BD
CD69 H1.2F3 FITC, PE BD,
eBioscience
CD80 16-10A1 FITC, PE BD
CD86 GL-1 FITC, PE BD,
eBioscience
CD152 (CTLA- | UC10-4B9 APC Biolegend

4)
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Material und Methode

CD154 MR1 PE BD
(CD40L)
CD197 4B12 PE eBioscience
(CCRY7)
CD207 eBiolL31, PE, eBioscience,
205C1 A.-Fluore47 Dendritics
CD317 eBiol29c PE eBioscience
(PDCA-1)
CD357 (GITR) | YGITR765 PE-Cy7 Biolegend
Foxp3 FJK-16s APC, FITC eBioscience
GARP YGIC86 eFluor450, PE | eBioscience
I-A/I-E (MHCII) | M5/114.15.2, eFluor450, eBioscience,
2G9 FITC BD
IFN-y XMG1.2 APC eBioscience
IL-4 11B11 APC eBioscience
IL-10 JES5-16E3 Pacific Blue Biolegend
Ly6C AL-21 APC BD
Ly6G 1A8 V450 BD
Nrp-1 130603 R&D
Va2 B20-1 APC, PE eBioscience
Fluoreszenz- F-Aktin Texas Red-X Invitrogen
mikroskopie Phalloidin
Zellkultur CD3 145-2C11 NA/LE eBioscience
CD28 3751 NA/LE eBioscience
CD40 1C10 NA/LE eBioscience
CDl1l1la Fb441.8 NA/LE Leinco
CD18 M18/2 NA/LE BD

2.1.2 Laborgerate

Abzug

B-Szintillationscounter

Analysenfeinwagen

Universitatsmedizin Mainz

LKB

Tuning Fork Vibration, Shinko Denshi
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Autoklav

Brutschrank

Durchflusszytometer

Elektrophorese-Kammer

Floureszenzmikroskope

Infrarotlampe

Lichtmikroskope

MACS Mix
Magnetrthrer
Mehrkanal-Pipette
Multipette
PCR-Gerate

Pipetus
Pipetten
Robosep
Sterilbank
UV-Lampe
Vortexer
Wasserbad
Zahlkammer

Zentrifugen

Material und Methode

MC1 Analytic AC210S, Sartorius
H+P Labortechnik

Typ HERACcell 240, Heraeus
FACScalibur, BD Biosciences
FACScan, BD Biosciences
LSR-1I, BD Biosciences

Peglab

BX61, Olympus

Axiovert S100, Zeiss

Observer Z1 mit LSM710, Zeiss
Philips

Leitz DMIL, Leica

CH-2, Olympus

Miltenyi Biotec

Ikamag RCT, Labotec

CAPP, Eppendorf, HAT
Eppendorf

Primus 96 advanced gradient, Peglab
UnoCycler, VWR

Hirschmann

Eppendorf

Stemcell Technologies

Lamin Air HB 2472, Heraeus
Universall Hood I, Bio-Rad
Bender & Hobein AG

GFL

Neubauer-Zahlkammer, Optik Labor
Megafuge 1.0R, Heraeus

Biofuge fresco, Heraeus

2.1.3 Reagenzien und Cemikalien

3H-Thymidin
7-AAD

Annexin V

ICN Biomedicals GmbH
eBioscience, Biolegend
BD, Biolegend
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Aceton Sigma

Aqua dest. Apotheke der Universitatsmedizin Mainz
B-Mercaptoethanol Sigma

Brefeldin A Sigma

BSA Roth

C,H3NaO,; Roth

C3H3NaO3 Sigma

rm CCL-19 R&D

rm CCL-21 R&D
Di-n-butylphtalat Sigma

Dispase Roche

DMSO Sigma

DNBS Sigma

DNFB Sigma

dNTPs Roth

EDTA Sigma, Merck
Ethanol Merck

Ethanol 70% Briiggemann Alcohol
FCS PAA

FITC Sigma

Gentamicin PAA

GM-CSF eBioscience, Immunotools, Biozol
Heparin Ratiopharm

HEPES Gibco

rh IL-2 Labgen

rm IL-4 eBioscience, Immunotools
Isopropanol Merck

Ketamin Ratiopharm
L-Glutamin Gibco

MicroBeads Miltenyi

Na,Cos Roth

NaCl Roth

NaH,PO,4 Roth

NaHCO3; Roth

23



Stefanie Pektor

NaNsz

NAtriumpyruvat

NEAA

Olivenol

Penicillin / Streptomycin
Primer

PCR-Puffer 5x

rh TGF-B

Retinolsaure

Rompun

Saponin
Tag-Polymerase (Crimson)
TNBS

TNCB

Tris

Trypanblau

Tween 20

2.1.4 Puffer

ACK-Puffer

Cytofix / Cytoperm

FACS-Puffer

HBSS

MACS-Puffer

Material und Methode

Roth

Gibco

Gibco

Apotheke der Universitatsmedizin Mainz
Gibco

eurofins, MWG

New England Biolabs
Peprotech

Sigma

Bayer

Sigma

New England Biolabs
Sigma

VeZerf Laborsynthesen
Roth

Merck, Sigma

Sigma

0,1 mM EDTA
150 mM NHaCl

1 mM KHCOs

in Wasser (pH 7,3)

BD Pharmingen
1% (viv) FCS
2 mM EDTA

in 1x PBS

PAA

5 % (v/v) FCS
2 mM EDTA
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PBS (10x)

PBS (1x)

Permeabilisierungspuffer

Robosep-Puffer

Trypanblaulésung

2.1.5 Medien

DC-Medium

DHB-Medium

Material und Methode

in 1x PBS

1,4 M NacCl
0,1 M NaH2PO4
in ddH20 (pH 7,2) oder von PAA

aus 10x PBS verdunnt (pH 7,2) oder von

Gibco bezogen

10mM EDTA

0,5 % (w/v) BSA

0,02 % (w/v) Natrium-Azid
0,1 % (w/v) Saponin

in 1x PBS

StemCell

0,5 % (v/v) Trypanblau
0,02 % (w/v) Natrium-Azid
in 1x PBS

RPMI

5% FCS

2mM L-Glutamin

500nM 3-Mercaptoethanol
1x NEAA

500ul Gentamycin

4ng/ml GM-CSF

DMEM
25mM HEPES

0,5% (w/v) BSA
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Komplettmedium

T-Zellmedium

2.1.6 Software

CellP

CellQuest3.3
Diva6.1.1

FCAP Array 1.0.1
FlowJo 7.5
GraphPad Prism 5.0
Office

Photoshop CS3
Quantity One
Reference Manager 11
ZEN 2009

2.1.7 Verbrauchsmaterialien

,Chamber Slides*
Deckglaschen

Einweg-Handschuhe

Material und Methode

pH 7,4

10% (v/v) FCS
2mM L-Glutamin
1x NEAA

100U/ml Pen/Strep
10mM HEPES

1mM Natriumpyruvat

5% (v/v) FCS

2mM L-Glutamin

500nM 3-Mercaptoethanol
1x NEAA

100U/ml Pen/Strep

10mM HEPES

1mM Natriumpyruvat

Olympus

BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
Treestar
Statcon
Microsoft
Adobe

Bio-Rad
Thomson

Zeiss

Nunc
Menzel

Semper Care
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Entsorgungsbeutel
FACS-ROhrchen
Feindosierungsspritze

Kanulen (steril)

MACS-Saulen
Mikrotitterplatten
Objektrager
Plastikpipetten
Pipettenspitzen
,Printed Filtermat"
Probeneinschweil3folie
Reaktionsgefalle
Serologische Glaspipetten
Skalpelle

Spritzen
Wage-Schiffchen
Zellkulturplatten
Zellsiebe
Zentrifugen-Rohrchen

Zellkulturflaschen

2.1.8 Versuchstiere

Material und Methode

Roth

5 ml Falcon, BD

1 ml BRAUN

BD MicrolanceTM3

Sterican®, 21 G x 1 *, Gr.2, Braun

MS, LS, Miltenyi Biotec

96-Well, NUNC

Menzel

5, 10 und 25 ml Greiner

10 pl/ 200 pl/ 1000 pl, Greiner, StarLab
102 x 258 mm, Wallac

102 x 258 mm, Wallac

0,5, 1,5 und 2 ml, Eppendorf, Greiner, VWR
5 und 10 ml, Hirschmann

Feather

Omnifix

Corning incorporated

6-, 12-, 24-, 48-, 96-Well, Greiner, Costar
30, 40 und 70 um, BD Falcon

15 ml/50 ml, Greiner

BD Falcon

Es wurden Mause im Alter zwischen 6 und 12 Wochen verwendet, die in der ZVTE

der Universitdtsmedizin Mainz bzw. vom Nutzer selbst geziichtet und gehalten

werden. Die Mause erhalten Futter und Wasser ad libidum. Eine Genehmigung der

Aufsichtsbehdrde lag fur alle Tierversuche vor.

Stamme:
Balb/c

C57BL/6

ZVTE Mainz, ursprunglich von Jackson Laboratory

ZVTE Mainz, urspringlich von Jackson Laboratory
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B6.0T1

B6.0T1xLy5.1

B6.0T2

B6.0T2xLy5.1

Material und Methode

Es handelt sich um einen Transgenstamm, der
spezifische T-Zellrezeptor (TCR) alpha- und beta-
Ketten exprimiert, die als funktioneller
heterodimerer TCR a/B-Komplex, zusammen mit
dem murinen CD8 Korezeptor, Spezifitat fir das
Huhner-Ovalbumin-abgeleitete Peptid SIINFEKL
aufweisen. Dabei unterliegt der murine TCR einer
MHC-I und H-2° Restriktion. Der genetische
Hintergrund ist C57BL/6 (Hogquist et al., 1994).

Der Stamm kombiniert das OT1-Transgen mit dem
Ly5.1-Allel. Ly5.1 wird auch als Ptprc (protein
tyrosine phosphatase, receptor type C) oder
gelaufiger als CD45.1 bezeichnet. (Morse et al.,
1987; Charbonneau et al., 1988) Alle CD8" T-Zellen
tragen den transgenen TCR zusammen mit dem
CD45.1-Antigen, welches ein guter Marker fir
Knochenmarkstransplantationen oder andere in
vivo-Studien in Mausen mit C57BL/6 (CD45.2) -

Hintergrund darstellt.

Der Transgenstamm exprimiert eine murine TCR a-
und 3-Kette, die zusammen mit dem murinen CD4
Korezeptor spezifisch an das Huhner Ovalbumin
Epitop 323-339 im Kontext von I-A b binden. Der
transgene murine TCR unterliegt also einer MHC-II
und H-2°  Restriktion. Die  offizielle
Stammbezeichnung lautet C57BL/6-
Tg(TcraTcrb)425Cbn/J (The Jackson Laboratory,
Stock No 004194). Der genetische Hintergrund ist
C57BL/6J (Barnden et al., 1998).

Der Stamm kombiniert das OT2-Transgen mit dem
Ly5.1-Allel. Alle CD4" T-Zellen tragen den
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B6.OT2xDEREG

LFA-1%d

KO-Myo9b

Material und Methode

transgenen TCR zusammen mit dem CDA45.1-
Antigen (siehe B6.0T1xLy5.1).

Der Stamm kombiniert die OT-2 und DEREG
(depletion of regulatory T cells) Transgene. Das
OT2- Transgen kodiert fur einen MHC-II und H-2°
restringierten TCR mit Spezifitat fir ein Ovalbumin-
Antigen (s.0.). Der Transgenstamm DEREG
exprimiert ein Fusionsprotein des Diphtherietoxin-
Rezeptors (DTR) und des Green Fluorescent
Proteins (GFP). Das Fusionsgen steht unter der
transkriptionellen Regulation des foxp3-
Genpromoters. Die transgenen Mause exprimieren
das DTR/GFP Fusionsprotein spezifisch in
CD4'CD25" regulatorischen T Zellen, so dass
diese durch DT-Gabe spezifisch ablatiert werden
kobnnen (Lahl et al., 2007). Der genetische
Hintergrund ist C57BL/6.

In diesen Mausen wurde durch Deletion der
hochkonservierten GFFKR-Sequenz in der a -Kette
der zytoplasmatischen Domane des LFA-1-
Molekiils (Schema zur Generation der LFA-1%9d
Mause siehe Anhang Abb. 48) eine Unterbrechung
der Interaktion der a- wund B-Untereinheit
verursacht, was zur konstitutiven Aktivierung des
Integrins fuhrt (Semmrich et al., 2005). Der

genetische Hintergrund ist C57BL/6.

Das vorher gefloxte Exon 2 des genetischen Locus
(Bezeichnung des Flox-Allels: Myo9btm1.1Bah)
wird durch eine loxP Rekombinationsstelle) ersetzt.
Die offizielle Bezeichnung des Allels lautet

Myo9btm1.2Bah (myosin I[Xb; targeted mutation

29



Stefanie Pektor

2.1.9 Zelllinien
SP37A3

Material und Methode

1.2, Martin Bahler) Eine zu Selektionszwecken
eingebrachte  Neomycin-Resistenzkassette  war
zunéchst mit Frt-Rekombinationszwecken flankiert
und wurde durch Einkreuzung eines Flp-Deleter-
Stammes deletiert (siehe Anhang Abb. 47). Der
genetische Hintergrund ist C57BL/6 (Hanley et al.,
2010). Die Mause wurden von der Arbeitsgruppe
von Prof. Martin Bahler (Minster) zur Verfigung
gestellt und nach einem Embryonentransfer auch in
der ZVTE Mainz eingefuhrt.

Murine DC-Linie, die in den Laboratorien der Firma Merck nach
dem Protokoll von Winzler et al. (1997) aus priméaren myeloiden
Vorlauferzellen von Milzen aus C57BL/6-Mausen durch
Langzeitkultur in Gegenwart von GM-CSF und M-CSF etabliert
wurde (von Dr. A. Sutter und F. Jahrling der AG Reske-Kunz
(Hautklinik Mainz) zur Verfugung gestellt); kbnnen bis etwa zur
38. Passage als Expansionskultur gehalten werden, ohne dass

sie ihre Eigenschaften wesentlich verandern
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellisolierung und Kultur

2.2.1.1 Bestimmung der Lebendzellzahl

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wird ein Aliquot der Zellen in physiologischer
Trypanblauldsung verdinnt. Dadurch erscheinen tote Zellen im Lichtmikroskop blau,
da sie den Farbstoff durch die porése Membran aufnehmen. Gezéahlt werden die
Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer mit einer Kammertiefe von 0,1 mm

(Kammerfaktor 10%). Berechnet wird die Zellkonzentration mit der folgenden Formel:
Zellen/ml = gezahlte Zellen pro GroRquadrat x Verdiinnungsfaktor x 10*/ml

2.2.1.2 Knochenmarkabgeleitete Dendritische Zellen (BMDC)

Die Mause werden mit CO, abgetdtet und mit 70% Ethanol abgespruht. Das Fell der
Hinterbeine wird entfernt und die Beine dann so prapariert, dass die Knochen (Tibia
und Femur) geschlossen bleiben. Die Knochen werden vom Fleisch befreit, kurz in
Ethanol geschwenkt und dann in PBS/1% FCS Uberfuhrt. Ober — und Unterschenkel
werden vom Knie und Beckenknochen getrennt und die Knochenenden
abgeschnitten. Dann wird das Knochenmark mit einer dinnen Kanile mittels
PBS/1% FCS herausgespilt und eine Einzelzellsuspension durch Resuspendieren
hergestellt. Die Zellen werden 5 min bei 1400 rpm abzentrifugiert und in BMDC-
Medium aufgenommen. 3x10° Zellen pro Well werden fiir 7 bis 9 Tage in 5 ml
BMDC-Medium in 6-Well-Platten im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, kultiviert. An
Tag 3 der Kultur werden 2/3 des Mediums durch frisches Medium ersetzt. An Tag 6
werden die DC geerntet und in neue Platten umgesetzt (2x10° Zellen in 3 ml BMDC-
Medium pro Well). Zur Stimulierung werden die DC an Tag 7 entweder mit LPS
(200ng/ml), Poly I:C und /oder CpG fur 24h inkubiert, oder mit anti-CD40 (2ug/ml) fur
48h. Danach erfolgt die Analyse der BMDC mittels Durchflusszytometrie und der

Einsatz in Experimenten.

2.2.1.3 Dendritische Zellen aus der Milz

Konventionelle DC
Die Mause werden mit CO, abgetdtet und die Milzen entnommen. Fir die Isolierung

von CD4" und CD8" DC wird in die Milzen zunachst Kollagenase D (2mg/ml) injiziert
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und far 30min bei 37°C verdaut. Danach erfolgt die Aufreinigung der DC mit dem
CD4" bzw. CD8" Isolation Kit von Miltenyi entsprechend den Angaben des
Herstellers. Die Zellen werden in zwei Schritten aufgereinigt: Zuerst erfolgt eine
Depletion von T-, B-, NK-Zellen und Granulozyten, die mit einem Cocktail aus Biotin-
konjugierten Antikbrpern und anti-Biotin-Microbeads indirekt magnetisch markiert und
Uber eine LD-Magnetsdule gegeben werden, wobei alle markierten Zellen in der
Saule hangenbleiben. Aus dem Durchfluss erfolgt anschliel3end eine Positivselektion
der CD4" bzw. CD8" DC mittels direkter magnetischer Markierung mit CD4 bzw.
CD8-Microbeads. Uber eine MS-Saule erfolgt dann die Separation der erwiinschten
Zellen, die in der Saule gebunden werden und nach dem Entfernen des Magneten
von dieser eluiert werden. Die Reinheit der isolierten Zellen wird mittels

Durchflusszytometrie bestimmit.

Plasmazytoide DC (pDC)

Die Mause werden mit CO, abgetttet und die Milzen entnommen. Fir die Isolation
von pDC werden die Milzen zun&achst mit zwei Skalpellen mechanisch zerkleinert und
uber 70um Zellsiebe gegeben. Danach erfolgt die Aufreinigung der pDC mit dem
pDC Isolation Kit 1l von Miltenyi entsprechend den Angaben des Herstellers. Die
Zellen werden mittels Negativ-Selektion aufgereinigt: Es erfolgt eine Depletion aller
Nicht-pDC, die mit einem Cocktail aus Biotin-konjugierten Antikérpern und anti-
Biotin-Microbeads indirekt magnetisch markiert und Uber eine LS-Magnetsaule
gegeben werden, wobei alle markierten Zellen in der Saule hangenbleiben und die
unmarkierten pDC sich im Durchfluss befinden. Die Reinheit der isolierten Zellen wird

mittels Durchflusszytometrie bestimmt.

2.2.1.4 Isolation von dendritischen Zellen aus Lymphknoten (LN)

Fur die Analyse von emigrierten Langerhans — und dermalen dendritischen Zellen
nach ,FITC-painting” (sieche 2.2.4.3), werden diese aus den drainierenden LN
herausverdaut. Die Mause werden mit CO, abgetdtet und die zervikalen und
inguinalen LN entnommen. Zunachst werden die LN in 3ml HBSS in 12-Well-Platten
aufgenommen, mit Kantlen zerpflickt und fir 30 bis 45 min bei 37°C mit
Kollagenase Il (120 Units/Well) verdaut. Danach wird mit einer 1ml Plastik-
Pipettenspitze resuspendiert und die Zellsuspension dann Uber 100 um Zellsiebe

gegeben und zweimal mit PBS/1% FCS gewaschen.
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2.2.1.5 Naive T-Zellen und nattrliche Treg

Es werden Einzelzellsuspensionen von Milz und Lymphknoten (axilare, inguinale,
brachiale, zervikale) hergestellt, indem die praparierten Organe mit Spritzenstempeln
durch 40 um Zellsiebe gerieben werden. Die Zellkonzentration wird mit MACS-Puffer
auf 2,5x108 Zellen/ml in MACS Puffer eingestellt und die T-Zellen mit dem CD4* T
cell Isolation Kit Il von Miltenyi entsprechend den Herstellerangaben aufgereinigt. Bei
diesem Protokoll wird das Verfahren der Negativselektion angewandt: Alle Nicht-
CD4" T-Zellen werden indirekt magnetisch mit biotinylierten monoklonalen
Antikdrpern gegen CD8a, CD11b, CD11lc, CD19, CD45R (B220), CD49b (DX5),
CD105, Anti-MHC Klasse Il and Ter-119 markiert, gefolgt von einer Inkubation mit
Anti-Biotin Microbeads. Die so immunmagnetisch markierten Zellen werden Uber
eine LS-Saule depletiert. Im Durchlauf befinden sich die gewiinschten CD4" T-Zellen,
deren Reinheit durchflusszytometrisch bestimmt wird. Danach erfolgt die Depletion
und/oder Aufreinigung der CD25" T-Zellen. Dazu werden die CD4" T-Zellen auf
1x108Zellen/ml eingestellt, mit anti-CD25-PE und anschlielend mit anti-PE-
Microbeads (jeweils 15min, 4°C) inkubiert und dann auf MS-Saulen gegeben. Fir die
Gewinnung der CD25  T-Zellen wird nur der erste Durchlauf verwendet, um zu
gewahrleisten, dass man nur CD25 Zellen eluiert. Zur Gewinnung der CD25" T-
Zellen wird die Saule zweimal mit MACS-Puffer ausgedrickt und die Reinheit beider
Zellpopulationen im FACS analysiert.

Wenn Gesamt-CD4" T-Zellen aufgereinigt werden sollen, wird alternativ das ,Easy
Sep CD4 T cell Enrichment Kit* von Stemcell unter Zuhilfenahme des Roboseps
benutzt. Auch diese Aufreinigung funktioniert Gber die magnetische Depletion aller
Nicht-CD4" T-Zellen. Die Durchfiihrung erfolgt nach den Angaben des Herstellers.

2.2.1.6 Generierung von induzierten Treg (iTreQ)

Fiur die Induktion von Tregs werden CD4°CD25" wie in 2.3.1.5 beschrieben isoliert
und fiir 1-4 Tage in Komplettmedium oder in Kollagengelen mit rmiL-2 (2U/ml), TGF-
B (2ng/ml) und RA (10nM) zusammen mit unterschiedlich stimulierten DC inkubiert
(im DC:TC-Verhéltnis von 1:5; Protokoll von Dr. Baru (Labor von Prof. Tim
Sparwasser), verandert). Alle zwei Tage wird frisches Medium mit den vorgenannten
Zusatzen dazugegeben. AnschlieRend werden die Zellen durchflusszytometrisch
bzw. fluoreszenzmikroskopisch auf ihre Foxp3-Expression (GFP-Expression bei
DEREG Zellen oder intrazellulare Foxp3-Farbung (2.2.2.2)) untersucht.
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2.2.2 Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie (FACS-Analyse) koénnen fluoreszenzmarkierte
Zellen analysiert werden. Die zu untersuchende Zellsuspension wird durch eine
Nadel angesaugt und in einzelnen Tropfen, in denen sich jeweils nur eine Zelle
befindet, an verschiedenen Lasern vorbeigefiihrt. Durch das Auftreffen des
Laserstrahls auf die Zelle und die daraus entstehende Lichtabschwachung (Messung
im Forward Scatter) kann die Gro3e der Zelle bestimmt werden. Aul3erdem kdnnen
durch die Streuung des Laserstrahls (Messung im Side Scatter) Informationen tber
die Granularitdt der Zelle gewonnen werden. Wurden die Zellen zuvor mit
fluoreszenzgekoppelten Antikérpern markiert, werden die Farbstoffe zur Fluoreszenz
angeregt und emittieren Licht bestimmter Wellenlangen. Abhangig von der Anzahl
der Laser und der Filter konnen bei der Farbung mit verschiedenen
Anregungswellenlangen bis zu 12 verschiedene Fluoreszenzen gleichzeitig

gemessen werden.

2.2.2.1 Antikorperfarbung von Oberflachenantigenen

Fur durchflusszytometrische Analysen werden maximal 10° Zellen eingesetzt. Um
unspezifische Bindungen zu vermeiden, werden die Zellen vor der Markierung mit
einem Fc-Block (15 min bei 4 °C im Dunkeln) blockiert. Die Oberflachenfarbung der
Zellen erfolgt in 100ul FACS-Puffer fir 20 min bei 4°C im Dunkeln. Anschliel3end
werden die Zellen einmal mit FACS -Puffer gewaschen und zur Messung in 200 pl
FACS-Puffer aufgenommen. Die Messung und Auswertung der Proben erfolgt am
LSRII mit der Diva Software 6.0. Zur Unterscheidung von toten und lebenden Zellen
kann vor der Messung 30 ul (10 pg/ml) 7-AAD-L6sung zugesetzt werden, wodurch

die toten Zellen angefarbt werden.

2.2.2.2 Intrazellulare Foxp3-Farbung

Um Foxp3® als Marker regulatorischer T-Zellen zu analysieren, wird zunéchst eine
Oberflachenfarbung der Zellen (2.2.2.1) durchgefuhrt. AnschlieRend werden die
Zellen mit FACS-Puffer gewaschen und fir mindestens 30 min im Dunkeln mit 500 pl
Fixation/Permeabilisation Solution (1 Teil Fixation/Permeabalisation mit 3 Teilen
Fixation/Permeabilisation Diluent verdunnt) inkubiert. Nach zweimaligem Waschen

34



Stefanie Pektor Material und Methode

mit 1 ml 1x Permeabalisation Buffer wird 1 pl des Foxp3- Antikorpers auf die
permeabilisierten Zellen pipettiert und fur 30 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert.

Danach werden die Zellen wie oben beschrieben gewaschen und gemessen.

2.2.2.3 Intrazellulare IFN-y-Farbung

Fur die IFN-y-Expressionsanalyse von Lymphozyten aus dem Blut werden die Zellen
ex vivo mit Peptid restimuliert. Die Zellen produzieren daraufhin IFN-y. Dieses soll fur
einen intrazellularen Nachweis in der Zelle zuriickgehalten werden. Hierflr wird der
Golgi-Apparat der Zelle blockiert. Das Zytokin sammelt sich dann in der Zelle an und
kann intrazellular angefarbt werden. Hierfur mussen die Zellen fixiert und
permeabilisiert werden. Zur Bestimmung des Hintergrundsignals werden nicht mit
Peptid restimulierte Zellen ebenfalls gefarbt.

Nach einer Erythrozyten-Lyse mit ACK-Puffer und zweimaligem Waschen mit FACS-
Puffer werden die Proben in einer 96-Wellplatte mit rundem Boden in 200ul KM
ausgeséat (5x10° Zellen pro Well). Benétigt werden zwei Wells pro Probe. Beide
Proben werden mit Brefeldin A (5 pg/ml) und IL-2 (25 U/ml) versetzt. Die Positivprobe
wird zusatzlich mit 1 pg/ml Ova-Peptidszz3z9 und 0,1 pg/ml SIINFEKL stimuliert.
Anschlie3end inkubieren die Proben fur 5-6 Stunden bei 37 °C. Nach zweimaligem
Waschen mit FACS-Puffer werden die Zellen fir den Nachweis von
Oberflachenantigenen markiert (2.2.2.1). Nach erneutem Waschen mit FACS-Puffer
werden die Zellen fur die Intrazellular-Farbung mit 100 uyl PFA fir 10 Minuten bei 4
°C fixiert. Anschliel3end werden die Proben mit Permeabilisierungspuffer gewaschen
und intrazellular gefarbt. Die Verdinnung des Antikorpers erfolgt ebenfalls in
Permeabilisierungspuffer (1:400). Die Farbung erfolgt fir 30 Minuten bei 4 °C. Zum
Entfernen des Uberschiissigen Antikorpers werden die Proben gewaschen und dann

durchflusszytometrisch analysiert.
2.2.3 In vitro-Analysen

2.2.3.1 Endozytose und Prozessierung von Antigenen

Eine quantitative Analyse von Makropinozytose und Mannose-Rezeptor vermittelter
Endozytose wird mit unterschiedlichen Partikeln mit verschiedener Markierung
durchgefiihrt. Dafiir werden die BMDC an Tag 6 geerntet und 5x10° Zellen zun&chst
fur 10 min in 50 pl DHB-Medium &aquilibriert und danach mit EGFP-E.coli (1:20), 1
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mg/ml FITC-Dextran oder OVA-anti-Dec205-AK-Partikeln (kurz OVA-Dec205) bei 37
°C oder 4 °C fur verschiedene Zeitraume (10, 30 und 90 min) inkubiert. Um die
Protein-Prozessierungseigenschaften der BMDC zu testen, werden diese mit 5 pug/ml
DQ-Ovalbumin bei 37 °C fur 1 Stunde inkubiert. Durch proteolytischen Abbau wird
dabei das an Ova gekoppelte Fluorochrom abgespalten und leuchtet griin, was als
Mald fur die Prozessierung dient. Die Endozytose und Prozessierung wird zu den
vorgenannten Zeitpunkten durch schnelles Herunterkiihlen der Zellen auf Eis, gefolgt
von 3 maligem Waschen mit eiskaltem PBS, gestoppt. Dann werden die Zellen mit
anti-CD11c gefarbt und der Prozentsatz der Zellen, die Partikel aufgenommen haben
sowie ihr MFI durchflusszytometrisch analysiert.

2.2.3.2 Zytokinsekretion (CBA)

Das CBA-System beruht darauf, dass Partikel mit distinkten Fluoreszenz-Intensitaten
mit ,Capture®-Antikdrpern beschichtet werden, die spezifisch fur die einzelnen
Zytokine sind. Diese konnen dann anhand ihrer unterschiedlich starken
Fluoreszenzen im FI-3 Kanal (APC und APC-Cy7) aufgetrennt werden, d.h. wenn
man diese beiden Kanéle im Dotplot gegeneinander auftragt, erhalt man fir die zu
messenden  Zytokine  unterschiedliche, klar ~ voneinander  abgetrennte
Beadpopulationen.

Zunachst transferiert man pro Probe (Zellkultur-Uberstande und Zytokin-Standards)
von jedem Capture Bead (vorher gut vortexen) umgerechnet 0,2 pl in ein 1,5 ml-
Reaktionsgefal’ und fullt dann mit PBS/1% FCS auf 12 ul auf. 10 pl des Mastermixes
werden in FACS-R6hrchen vorgelegt, mit 10 pl der Probe vermischt und fur 1 Stunde
bei RT im Dunkeln inkubiert. Hierbei werden die Beads Uber Antikérper an die
Zytokine gebunden. AnschlieRend wird ein PE-gekoppelter Antikdrper gegen das
Zytokin hinzugefliigt (PE Detection Reagent). Dafur werden auch wieder
umgerechnet 0,2 ul von jedem PE Detection Reagent gemischt und auf je 12 ul
aufgefullt. 10 pl des PE Detection Reagent-Mastermixes werden zu den Proben
hinzugefigt, 1 Stunde bei RT im Dunkeln inkubiert und die Proben danach einmal
gewaschen. Je nach im Uberstand vorhandener Zytokinmenge weisen die Beads bei
der Messung am LSRII eine unterschiedlich starke Fluoreszenz in PE auf. Anhand
der Fluoreszenzstarke wird nach der Messung dann die Zytokinmenge mit Hilfe der
BD CBA Analysis Software bestimmt.
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2.2.3.3 Herstellung einer 3D-Kollagenmatrix

Fur die Herstellung von Kollagengelen werden zunachst die Gelkammern vorbereitet.
Objekttrager werden mit 3-4 Lagen Paraffinwachs bestrichen, auf die ein
Deckglaschen aufgelegt wird, dessen Rander ebenfalls mit Wachs versiegelt werden,
wobei eine Seite offen bleibt (siehe Abb. 7).

Die folgenden Reagenzien werden der Reihe nach gemischt: 5 pl Na,COg3 (7,5 %),
10 pl MEM (10x) und 75 pl PureCol (3 mg/ml). 66 pl dieses Gemischs (2/3) werden
dann zu den Zellen gegeben, die zuvor in 33 ul KM (1/3) resuspendiert worden sind
und vorsichtig gemischt. StandardméaRig werden fiir Migrationsstudien 3x10° Zellen
eingesetzt und fiir DC-T-Zellinteraktionsstudien 1x10° DC und 1x10° T-Zellen.

Die Losung wird dann blasenfrei in die Gelkammer gegeben und 30 bis 45 min bei
37°C im Brutschrank inkubiert, damit das Gel polymerisieren kann. Danach wird die

Kammer mit KM aufgeflllt und mit Wachs verschlossen.

Gel
Beschriftungg Medium

feld

Paraffin

Abb. 7: Aufbau der Gelkammer

2.2.3.4 Analyse von Zellmigration und DC-T-Zellinteraktion in der 3D-

Kollagenmatrix

Die Migration und Interaktion von unterschiedlich behandelten DC wird anhand von
Zeitrafferaufnahmen am Fluoreszenzmikroskop BX61 (Olympus) mit einer UAPO
Linse (20 x/340, NA 0.75) Uber einen Zeitraum von 8 — 10 Stunden analysiert. Falls
nicht anders erwéahnt wird alle 2 min ein Bild mit der FView oder der XM10 Kamera
(Olympus) aufgenomen und die Filme werden spéater mit der Cell P Sofware (SIS)
ausgewertet. Als Parameter werden die Migrationsgeschwindigkeit, die
zurtickgelegte Distanz und die Richtung der Migration bewertet.

Fur die Interaktionsstudien wurden die DC zuvor eine Stunde mit 1 pg/ml OVA-

Peptidszs.339 inkubiert und dann in einem Verhéltnis von 1:5 bzw. 1:10 mit OVA-
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reaktiven T-Zellen ins Gel gegeben. Ausgewertet wird die Anzahl und Dauer der
Kontakte.

2.2.3.5 Immunfluoreszenzfarbungen in ,,Chamber Slides*

Zur Untersuchung der IS werden 0,5x10° DCs mit 1 pg/ml OVA- Peptidsys.ase
beladen und fir 2 Stunden in einem Well eines 4-kdmmrigen Chamber Slides
zusammen mit 1x10° T Zellen / Well inkubiert. Danach werden die Zellen mit PBS
gewaschen und fur 20 min bei 37 °C mit 4 % PFA fixiert. Nach zweimaligem
Waschen werden sie fur 10 min mit 0,15 M Glycin bei Raumtemperatur inkubiert, um
freie Aldehyd-Gruppen abzufangen. Fur extrazellulare Farbungen werden die Zellen
zunachst mit Blockierungspuffer (5 % (v/v) Serum in PBS) 30 min bei RT behandelt.
Fur intrazellulare Farbungen wird ein Puffer verwendet, der zusatzlich Saponin (0,05
%) enthélt, um die Zellen zu permeabilisieren. Danach wird mit dem primé&ren
Antikdrper 1 Stunde bei RT oder Uber Nacht bei 4 °C gefarbt. Die Zellen werden drei
Mal gewaschen und die sekundéaren Antikorper zusammen mit den direkt markierten
Antikorpern und gegebenenfalls mit Texas Red-Phalloidin fur F-Aktin-Farbungen fur
1 Stunde bei RT inkubiert. Die Praparate werden in DAPI-Mounting-Medium

aufbewabhrt.

2.2.3.6 Emigration von Langerhanszellen aus Epidermispréaparaten

Mausohren werden in dorsale und ventrale Halften gespalten und mit der dermalen
Seite nach unten in DC-Medium in bakteriologischen Petrischalen bei 37 °C
inkubiert. Nach 24 Stunden werden die Ohrhalften in frisches Medium Uberfuhrt,
welches fur weitere 24 Stunden mit 100 ng/ml CCL-21 als Chemoattrahans versetzt
wird. Dann werden die ausgewanderten Zellen geerntet, gezahlt und
durchflu3zytometrisch ananlysiert.

Um die in der Epidermis zurtickgebliebenen Langerhans Zellen zu quantifizieren,
wird die Epidermis von der Dermis getrennt, in 4 % PFA fixiert und mit Glycin (0,15
M) inkubiert. Nach Permeabilisierung und Blockierung (siehe auch 2.3.3.5) werden
die Praparate fur jeweils 1 Stunde sequentiell mit einem anti-MHCII Antikérper und
einem Rhodamin-konjugierten Antikdrper bei RT inkubiert. Die Praparate werden
dann  fluoreszenzmikroskopisch  analysiert (LSM 510 oder  Axiophot

Fluoreszenzmikrokop (beide von Zeiss)).
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2.2.3.7 Antigenspezifischer T-Zellproliferationstest

Zur  Uberprufung der T-Zellstimulationsfahigkeit —unterschiedlicher BMDC-
Populationen werden diese mit einem spezifischen Antigen (OVA- Peptids,s.339 oder
0,1 pg/ml SIINFEKL) fur 1 Stunde bei 37 °C beladen und dann in Dreifachansatzen in
96-Well-Platten ausplattiert. Dabei werden in die ersten 3 Wells 5x10° - 1x10* BMDC
vorgelegt und eine 1:2 oder 1:3 Verdinnungsreihe durchgefiihrt, so dass sich in
jedem Well 100 pl an DC-Suspension befinden. Am Schluss wird jedes Well mit
5x10% oder 1x10° antigenspezifischen CD4* OT-Il oder CD8" OT-I T-Zellen auf 200 pl
aufgefullt.

Nach 48 Stunden Kultivierung im Brutschrank werden die DC/T-Zell-Kokulturen fir
die letzten 10 -12 Stunden mit 1 pCi *H-Thymidin (Methyl *H-Tymidin) / Well gepulst.
Radioaktiv markiertes Thymidin wird in neu synthetisierte DNA der proliferierenden
Zellen eingebaut. Die Zellen werden dann mit Hilfe eines Zellerntegerates auf ein
Glasfaserfilter Ubertragen, gewaschen und getrocknet. AnschlieRend werden 20 pl
Szintillationsflissigkeit pro Well auf die Filter gegeben. Mit Hilfe eines -
Szintillationscounters wird die Menge an eingebauter Radioaktivitdt gemessen, was

zur Quantifizierung der Zellproliferation dient.

2238 MLR

Die MLR ist ein allogener Proliferationstest. Daflir werden entweder BMDC aus
Mausen mit einem Balb/c Hintergrund eingesetzt und mit CD4" oder CD8" T-Zellen
aus Mausen mit BL/6 Hintergrund inkubiert oder umgekehrt. Die Durchfiihrung erfolgt
wie unter 2.2.3.7 beschrieben.

2.2.3.9 Zelladhasion an extrazelluldre Matrix

Um die Zelladhasion an die extrazellulare Matrix zu untersuchen, wurden
Glasobjektrager mit Fibronektin (1,5 pg/ml) beschichtet, oder es wurden Objekttrager
verwendet, die bereits mit Poly-L-Lysin beschichtet waren. Auf eine 1 cm? groRe
Flache wurden 0,5x10° BMDC aufgetragen und unterschiedlich lange im Brutschrank
bei 37°C inkubiert. Nach der jeweiligen Inkubationszeit wurden nicht adhérierte
Zellen mit PBS abgespilt und die adhéarierten Zellen wurden fixiert und

durchlichtmikroskopisch hinsichtlich Anzahl und Morphologie analysiert.

39



Stefanie Pektor Material und Methode

2.2.3.10 Zelladhasion an ICAM-1

96-Well Platten wurden mit 1,5ug/ml rekombinantem Maus ICAM-1/Fc oder mit
humanem 1gG bei 4°C fiir 24 Stunden beschichtet. 3.5x10° DC wurden fiir 60 min bei
37°C in die Wells gegeben. Die Anzahl adharenter Zellen wurde mittels Computer-

basierter Bildanalyse mit NIH Image 1.55 Software ermittelt.

2.2.4 Tierexperimentelle Methoden

2.2.4.1 Betaubung von Versuchsmausen

Fur manche Versuche missen die Mause betaubt werden. Dazu werden sie in ein
Glasgefald gesetzt, in welches zuvor Forene gegeben wurde. Nach ein paar
Sekunden sind die Tiere eingeschlafen und man kann die Behandlung durchfihren.

Diese Betaubung hélt nur 1 bis 2 min an.

2.2.4.2 Blutabnahme

Zur Blutabnahme werden die Mause kurz unter Rotlicht leicht erwarmt, um den
Blutfluss zu erh6hen. AnschlieBend werden die Tiere in eine Blutungskammer
gezogen, um sie ruhig zu stellen. Die Abnahme erfolgt am Schwanz. Mit einem
Skalpell wird die Schwanzarterie angeschnitten und 3 bis 4 Blutstropfen in 1 ml

FACS-Puffer aufgenommen.

2.2.4.3 Invivo-Migration (“FITC-painting”)

Zur Markierung aus der Haut auswandernder antigenprasentierender Zellen wird
eine FITC-L6sung auf die Ohren von betaubten Tieren aufgetragen. Die Lésung setzt
sich zusammen aus einem 1:1 Verhaltnis von Di-n-butylphtalat und Aceton, 5 %
DMSO und 3,3 mg/ml FITC. Aufgetragen werden 15 ul pro Ohr. 18 Stunden spéter
werden die drainierenden Lymphknoten sowie als Kontrolle die inguinalen
entnommen und fir durchflusszytometrische Untersuchungen aufgearbeitet (siehe
2.2.1.4).

2.2.4.4 In vivo-Proliferation

Um die antigenspezifische T-Zell-Proliferation in vivo zu testen, werden syngenen
Mausen CFSE-gefarbte transgene Zellen injiziert. Nach Immunisierung der Mause

entweder mit einem spezifischen Peptid, das von endogenen APC den Ag-reaktiven
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T-Zellen prasentiert wird, oder aber nach Immunisierung mit Ag-beladenen DC, kann
anhand der CFSE-Verdinnung im FACS die Proliferationsstéarke gemessen werden.

Aus Milzen und LN von OT-I x Ly5.1 and OT-Il x Ly5.1 Mausen wird eine Einzelzell-
Suspension hergestellt. Die Erythrozyten werden mit Hilfe von ACK-Puffer lysiert und
in PBS auf 10’ Zellen/ml eingestellt. Die Zellen werden mit 1 uM CFSE fiir 10 min
bei 37 °C markiert. Anschliel3end werden die Zellen mit kaltem PBS gewaschen und
je 107 in 200pl pro Maus in die Schwanzvene injiziert (Tag 0). Nach 24 Stunden
werden die Mause mit 10° Ag-beladenen (1 pg/ml OVAzs7.264 und 10 pg/ml OVAszs.
339) BMDC unterschiedlicher Genotypen i.v. immunisiert. Alternativ dazu kdnnen
Mause (z.B. unterschiedlicher Genotypen) mit dem spezifischen Antigen immunisiert
werden. Nach weiteren drei Tagen werden Milz und LN der Mause entnommen und
die proliferierten CD45.1"Va2'CD4" und CD45.1*Va2'CD8" T-Zellen anhand der

Abnahme ihrer CFSE-Fluoreszenzintensitat durchflusszytometrisch analysiert.
2.2.45 Kontakthypersensibilisierung (CHS)
Diese ist in 2 Phasen gegliedert:

1. Sensibilisierung: In dieser Phase wird allen Tieren 450 ug TNCB in 15 pl

AOO auf ein rasiertes Hautareal (Abdomen) gegeben. Der Kontrollgruppe
wird reines Ldsungsmittel Olivendl/Aceton (AOO 1:3) auf die Haut

appliziert. Jede Gruppe besteht aus mindestens sechs Mausen.

2. Auslosung der Entziindungsreaktion: Funf Tage nach der

Sensibilisierung wird bei allen Mausen die Ohrdicke des rechten Ohres
gemessen. Direkt anschlieend wird eine Dosis von 45 pg TNCB in 15 pl
AOO auf dasselbe Ohr appliziert. 24 Stunden danach werden nochmals
die Ohrdicken gemessen und danach fir in vitro Versuche die axiallaren,
inguinalen und zervikalen Lymphknoten (drainierenden Lymphknoten)

enthommen.

Ohrschwellunag:

Die mittels einer Mikrometerschraube (Oditest, Kroeplin GmbH&Co0.KG) vor und
nach dem Auslosen der Entziindungsreaktion gemessenen Ohrdicken werden nach
folgender Formel ausgewertet:

Apum = Ohrdicke 24 Stunden nach Auftragen der Entzindungsreaktion — Ohrdicke

vor Auftragen der Entziindungsreaktion.
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2.2.5 Molekularbiologie

2.25.1 Isolierung genomischer DNA zur Genotypisierung

Um transgene Mause zu genotypisieren, wird entweder eine Ohr — oder
Schwanzbiopsie entnommen wund Uber Nacht in 30 (Ohr) bzw. 200 pl
(Schwanzspitze) Proteinase K-Losung (1:50 in Willi-Puffer) bei 55 °C im
Heizschuttler verdaut. Am nachsten Tag wird die Proteinase durch Erhitzen auf 95 °C
fur 2 min inaktiviert, und die Proben werden auf 200 (Ohr) bzw. 1200 ul (Schwanz)
mit Aqua dest. aufgeflllt und gevortext. Fir eine Standart Screening-PCR wird 1 pl

der DNA-Probe eingesetzt.

2252 PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion dient der Amplifikation von bestimmten DNA-
Sequenzen. Dabei werden die zu amplifizierenden Bereiche durch zwei (oder mehr)
Primer festgelegt und das dazwischen liegende DNA-Stick wird von einer
thermostabilen Polymerase mit den vier Desoxyribonukleotid-Triphosphaten (dNTPs)
aufgefullt. Es gibt die unterschiedlichsten Anwendungen der PCR: Hier wurden
ausschlief3lich Screening-PCRs durchgefiihrt, um den Genotyp gezilichteter Mause

festzustellen.

Standard-PCR-Protokoll (25ul-Ansatz): Standard-Reaktionsbedingungen:
95°C 5 min

Zusatze pl 9E°C 30 sec

Primer F1 (10mM) 0,5 35x 61°C 1 min

Primer F2 (10mM) 0,5 68°C 1 min

Primer R3 (10mM) 0,5 68°C 5 min

dNTPs (10mM) 0,5 4°C o

PCR-Puffer + Mg (10x) |5

Tag-Polymerase 0,125

H,O 16,875

DNA 1

Primersequenzen:
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Myo9b F1  CTCAGGACCTTAAGAATGCCTG
Myo9b F2 GGGCCAACAGATTGATGTGC
Myo9b R3 CAGCATACTTTTGCATACATGC

2.2.5.3 DNA-Gelelektrophorese

Mit diesem Verfahren kdnnen DNA-Fragmente in Abhangigkeit von ihrer Gréf3e in
einem elektrischen Feld in Agarosegelen aufgetrennt werden. GemalR ihrer negativen
Ladung wandert die DNA durch die pordse Matrix in Richtung Kathode.

Entsprechend der Fragmentgrof3e (< 1 kb) werden 2 % Agarose in 1 x TAE-Puffer
erhitzt und das Gel mit GelRed DNA-Stain (1:10000) versetzt, um die DNA unter UV-
Licht sichtbar machen zu kdnnen. Die DNA-Proben werden nach dem Aushérten des
Gels in die Geltaschen geladen und eine Stromstarke von 110-120 mA angelegt. Um
eine Aussage Uber die Fragmentgrof3e machen zu kénnen, wird gleichzeitig eine 100
bp DNA-Leiter aufgetragen. Nach 1,5 bis 2 Stunden wird die DNA mit dem
QuantityOne Dokumentationssystem von Biorad unter der UV-Lampe sichtbar

gemacht.
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse der Interaktion zwischen DC und T-Zellen

Ziel des Projektes war es, die Interaktion von DC in unterschiedlichen
Reifungsstadien, unreif, in Gegenwart von Dexamethason alternativ aktiviert (semi-
matur) und voll ausgereift mit naiven T-Zellen und Treg vergleichend zu analysieren.
Die DC/T-Zellinteraktion wurde mit Hilfe der Lebendzell-Videomikroskopie in einer
3D-Kollagenmatrix untersucht. Als DC-Population dienten Zellen der DC-Linie
SP37A3, welche eine homogene Population von myeloiden DC reprasentieren. Als
T-Zell-Quellen wurden Ovalbumin-TCR-transgene OT-II-Mause sowie DEREGxOT-II-
Mause verwendet. Letztere exprimieren neben dem transgenen TCR ein
Fusionsprotein aus EGFP und dem Diphterietoxinrezeptor unter der Kontrolle von
regulatorischen Elementen des Foxp3-Gens. In einem ersten Schritt wurde die
Interaktion von SP37A3-Zellen bzw. BMDC mit CD4" T-Zellen und mit nTreg
vergleichend analysiert. Daran anschlielend wurde die Induktion von Treg (iTreg)
wahrend der Kokultur von naiven T-Zellen mit DC unterschiedlicher Reifungsstadien

untersucht.

3.1.1 Antigenabhangige Stimulation von CD4" T-Zellen durch BMDC und
SP37A3

Um zu Uberprifen, ob sowohl BMDC als auch SP37A3 in der Lage sind eine
antigenspezifische Aktivierung transgener OT-ll T-Zellen zu induzieren, wurden
zunachst DC/T-Zellkokulturen angesetzt, bei denen auch unbeladene DC im
Vergleich zu OVA-Peptid beladenen DC als Stimulatoren eingesetzt wurden. Dazu
wurden mit TNF-a und 1l-18 ausgereifte BMDC und SP37A3 (Bros et al., 2007)
unbeladen oder mit OVA-Peptid beladen mit OT-Il CD4" T-Zellen kokultiviert und die
T-Zellen nach 24 Stunden durchflusszytometrisch auf ihren Aktivierungsstatus hin
analysiert. Nach drei Tagen wurde die T-Zellproliferation gemessen. Da in den
folgenden Versuchen die Interaktion der DC mit den T-Zellen in einer 3D-

Kollagenmatrix untersucht wurde und diese physiologisch relevanter ist, als eine
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normale Flussigkokultur, wurden die Kokulturen zur Messung der Aktivierung und der
Proliferation in einem Kollagengel durchgefuhrt.

Abbildung 8 zeigt, dass mature BMDC und SP37A3 nur bei vorheriger Beladung mit
dem spezifischen OVA-Peptid die transgenen T-Zellen aktivierten, was an einem
erhohten Prozentsatz von CD25", CD54", CD69" und CD40L" und einem reduzierten
Anteil von CD62L" CD4" T-Zellen zu erkennen ist (Abb. 8A). Damit tibereinstimmend
war auch die durch BMDC und SP37A3 angeregte T-Zellproliferation
antigenabhangig (Abb. 8B).

A 100

+ BMDC

+ BMDC+Ova
+ SP37A3

+ SP37A3+0va
CD4 allein

*% * 0.3198 0.1997 * *% *% *%
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Abb. 8: Die Aktivierung und Proliferation von CD4" T-Zellen durch stimulierte BMDC und
SP37A3 erfolgt antigenabhéngig.

Mit TNF-a und lI-1B (jeweils 15 pg/ml, fir 3 Tage) stimulierte BMDC und SP37A3 wurden fir 2
Stunden mit 10 pg/ml OVA Peptidsssse beladen und dann mit OT-Il CD4" T-Zellen in 3D-
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Kollagengelen kokultiviert. (A) Nach 24 Stunden wurden die Gele mit Kollagenase 3 verdaut und die
Expression aktivierungsabhangiger T-Zellmarker durchflusszytometrisch bestimmt. Gezeigt ist jeweils
der Mittelwert (x SEM) aus drei unabhéngigen Versuchen. (B) Nach 48 Stunden wurden die
Kokulturen fir die letzten 12-16 Stunden mit radioaktivem [3H]-Thymidin gepulst, die Gele mit
Kollagenase 3 verdaut und dann die Proliferation anhand des eingebauten Thymidins gemessen. Ein
reprasentatives Ergebnis von drei unabhéngigen Versuchen ist dargestellt (in Triplikaten = SEM).

3.1.2 Differentielle Stimulation von BMDC und SP37A3

Im Folgenden wurde der Immunphanotyp von unterschiedlich stimulierten BMDC und
SP37A3 durchflusszytometrisch vergleichend analysiert, um zu prifen, ob
verschiedene Stimulationswege der DC zu einer unterschiedlichen Aktivierung OVA-
spezifischer T-Zellen fuhren. Dafur wurden die DCs zuvor entweder fur 24 Stunden
mit LPS oder fur 72h mit TNF-a plus IL-18 stimuliert. In Parallelansatzen wurden
auch immature DC untersucht. Abbildung 9A zeigt, dass beide vorgenannten
Stimulationswege BMDC und SP37A3 in gleichem MalRe stimulierten. Die
Aktivierungsmarker CD40, CD80 und CD86 sowie das Adhéasionsmolekil CD54
wurden nach der Aktivierung von fast allen CD11c* Zellen exprimiert. MHCII wurde
von der Mehrzahl (> 80%) der unstimulierten bzw. stimulierten DC exprimiert. Auch
der MFI der Aktivierungsmarker und von CD54 wurde von BMDC und SP37A3
aktivierungsbedingt hochreguliert (Abb. 9B).
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Abb. 9: Aktivierungsmarker werden bei der Ausreifung von BMDC und SP37A3 in
vergleichbarem Malie hochreguliert.

BMDC wurden entweder an Tag 6 der Kultur mit TNF-a plus IL-1B (jeweils 15 pug/ml) fir 3 Tage oder
an Tag 8 mit 100ng/ml LPS fir 1 Tag stimuliert. SP37A3 wurden in gleicher Weise differentiell
stimuliert. Ein Teil der Zellen blieb unstimuliert. AnschlieBend wurden die unstimulierten sowie die
differentiell stimulierten DC-Populationen durchflusszytometrisch auf die Expression der Marker
CD11c, CD40, CD54, CD80, CD86 und MHCII untersucht. (A) Prozentualer Anteil; (B) MFI der
Datensatze aus (A). Gezeigt ist jeweils der Mittelwert + Standardabweichung (SEM) aus drei
unabhéngigen Versuchen.

Als nachstes wurde die Fahigkeit der unterschiedlich aktivierten BMDC und SP37A3
analysiert, OVA-Peptid spezifische OT-lIl CD4" T-Zellen zur Proliferation anzuregen.
Wie Abbildung 10 zu entnehmen ist, proliferierten die T-Zellen bei Stimulierung durch
die unterschiedlich aktivierten DC-Populationen in etwa gleich gut. Aufféllig ist, dass
selbst unstimulierte BMDC die T-Zellen schon zur Proliferation anregen konnten,
wobei die durch unstimulierte SP37A3 induzierte T-Zellproliferation deutlich unter der

durch stimulierte Zellen induzierten Proliferation lag.
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Abb. 10: Proliferation von CD4" T-Zellen in Kokultur mit BMDC oder SP37A3.

Unstimulierte und stimulierte (vgl. Abb. 9) BMDC und SP37A3 wurden flr 2 Stunden mit 10ug/ml OVA
Peptida,s.ss0 beladen und dann fiir 3 Tage mit OT-1I-CD4" T-Zellen kokultiviert. In den letzten 12-16
Stunden wurde die Kultur mit radioaktivem [3H]-Thymidin gepulst und dann die Proliferation anhand
des eingebauten Thymidins gemessen. Gezeigt ist jeweils der Mittelwert (+ SEM) aus zwei
unabhangigen Versuchen.

3.1.3 Interaktion von BMDC und SP37A3 mit CD4" T-Zellen

In friheren Studien (Hugues et al., 2004; Mempel et al., 2004) wurde bereits gezeigt,
dass es bei der T-Zell-Aktivierung sowohl kurze als auch lange T-Zell-BMDC-
Interaktionen gibt. Da bisher noch nicht untersucht wurde, ob SP37A3 ahnliche
Interaktionsparameter aufweisen wie BMDC und die Ausbildung einer
immunologischen Synapse (IS) zwischen DC und T-Zelle fur die T-Zellaktivierung
essentiell ist, wurden im Folgenden die Interaktions-Charakteristika zwischen den
stimulierten DC-Populationen (SP37A3 und BMDC) und OT-ll T-Zellen im 3D-
Kollagengel vergleichend analysiert.

Zunachst wurde die erste Phase der Interaktion (0 — 10 Stunden) zwischen BMDC
bzw. SP37A3 und OT-Il CD4" T-Zellen untersucht. Dabei wurden die
Kontaktfrequenz (Anzahl der Kontakte mit T-Zellen pro DC), die Dauer der Kontakte
und der Prozentsatz an kurzen und langen Kontakten, sowie die
Migrationsgeschwindigkeit von BMDC und SP37A3, die zuvor mit dem spezifischen
Peptid beladen wurden untersucht.
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Abb. 11: Die Kontaktphysiologie der DC-T-Zell-Interaktion weist in den ersten 10 Stunden
antigenabhangige und -unabhangige Aspekte auf.

Stimulierte BMDC und SP37A3 (vgl. Abb. 9) wurden entweder unbeladen oder mit OVA Peptids)s.asg
beladen mit OT-Il CD4" T-Zellen in 3D-Kollagengelen kokultiviert. Etwa 400 Kontakte pro Gruppe, die
fir 0-10 Stunden mittels Lebendzellmikroskopie aufgenommen wurden, sind dargestellt. (A) Die
Anzahl der Kontakte von T-Zellen pro DC, (B) die Kontaktdauer (rote Linie = Median), der Prozentsatz
an Kontakten, (C) die 0-60 min, (D) tber 60 min, (E) 0-10 min, (F) 11-20 min und (G) 21-30 min
anhielten und (H) die Migrationsgeschwindigkeit der DC wurde analysiert. Gezeigt sind die Daten von
vier unabhangigen Versuchen. (A) und (C) bis (H) sind als Mittelwert + SEM dargestellt, (B) als
Median.

Abbildung 11 ist zu entnehmen, dass die Zugabe des OVA-Peptids zu einer
signifikant verringerten Kontaktanzahl zwischen einzelnen BMDC bzw. SP37A3 mit
T-Zellen fuhrt (Abb. 11A). Betrachtet man die Kontaktdauern Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum, kann man im Median keine signifikanten Unterschiede in
Kokulturen mit unbeladenen gegeniber antigenbeladenen DC erkennen (Abb. 11B).
Unterteilt man die Kontaktzeiten in Kontakte, die 0 bis 60 min anhalten und in solche,
die langer als 60 min (lange Kontakte) anhalten, sieht man gewisse Unterschiede in
den langen Kontaktdauern. Hier gibt es tendenziell mehr lange Kontakte in
Kokulturen, die OVA-beladene DC beinhalten, als in Kokulturen mit unbeladenen DC,
egal ob BMDC oder SP37A3 als APC eingesetzt werden (Abb. 11C und D). Unterteilt
man die Kontakte von O bis 30 min noch weiter (Abb. 11E-G), findet man keine
Unterschiede in den Kontakten, die 0 bis 10 min anhalten (Abb. 11E). Bei den 11 bis
20 min langen Kontakten sieht man tendenziell erh6hte Prozentsatze bei den
Kokulturen, in denen unbeladene DC als APC eingesetzt wurden (Abb. 11F).
Ahnliches gilt bei den 21 bis 30 min langen Kontakten im Falle von SP37A3, wahrend
bei den BMDC-beinhaltenden Kokulturen keine Unterschiede auftreten (Abb. 11G).
Schlie3lich wurde auch noch die Migrationsgeschwindigkeit der DC im Kollagengel
analysiert um zu untersuchen, ob die Interaktionsdauer Einfluss auf die Motilitat der
DC nimmt. Beide APC-Populationen migrierten mit leicht verminderter
Geschwindigkeit, wenn sie zuvor mit OVA-Peptid beladen wurden (Abb. 11H).

Nach der ersten wurde auch die zweite Phase (10 — 20 Stunden) der Interaktion
zwischen BMDC bzw. SP37A3 und OT-ll CD4" T-Zellen untersucht (Abb. 12). Die
Anzahl der Kontakte pro DC war bei den OVA-gepulsten SP37A3 im Vergleich zu
allen anderen Gruppen verringert (Abb. 12A). Betrachtet man sich die einzelnen
Kontakte, sieht man auch nur bei dieser Gruppe tendenziell einen Anstieg in der

medianen Kontaktzeit im Vergleich zu der Kokultur mit unbeladenen DC (Abb. 12B).
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Abb. 12: Die zweite Phase DC-T-Zell-Interaktion (10 — 20 Stunden) zeigt nur bei den SP37A3
antigenabhéngige Aspekte.

Stimulierte BMDC und SP37A3 (vgl. Abb. 9) wurden entweder unbeladen oder mit OVA Peptidsyz 330
beladen mit OT-Il CD4" T-Zellen in 3D-Kollagengelen fiir 10 Stunden kokultiviert. Innerhalb der 10-20-
Stunden-Phase wurden etwa 100 Kontakte pro Gruppe mittels Lebendzellmikroskopie erfasst. (A) Die
Anzahl der T-Zell-Kontakte pro DC, (B) die Kontaktdauer (rote Linie = Median), (C) der Prozentsatz an
Kontakten, die 0-60 min, (D) uber 60 min, (E) 0-10 min, (F) 11-20 min und (G) 21-30 min anhielten
und (H) die Migrationsgeschwindigkeit der DC wurde analysiert. Gezeigt sind die Daten von vier
unabhéngigen Versuchen. (A) und (C) bis (H) sind als Mittelwert + SEM dargestellt, (B) als Median.

Unterteilt man die Kontaktzeiten in Kontakte, die O bis 60 min anhalten und in solche,
die langer als 60 min (lange Kontakte) anhalten, sieht man nur Unterschiede in den
langen Kontakten. Hier gibt es nur in den SP37A3-Kokulturen mit OVA-beladenen
Zellen tendenziell mehr lange Kontakte, als in Kokulturen mit unbeladenen DC. In
den BMDC-T-Zell-Kokulturen sieht man keine Unterschiede in der Anzahl der langen
Kontakte (Abb. 12C und D). Splittet man die Kontakte von 0 bis 60 min Dauer weiter
auf, findet man in der SP37A3-T-Zell-Kokultur mit Peptid tendenziell weniger
Kontakte, die 0 bis 10 min anhalten, als in den anderen Gruppen (Abb. 12E). Bei den
11 bis 20 min langen Kontakten sieht man keine Unterschiede zwischen den
Gruppen (Abb. 12F), und bei den 21 bis 30 min langen Kontakten keine
in den BMDC-Kokulturen. Bei den T-Zell-Kokulturen mit SP37A3

53

Unterschiede



Stefanie Pektor Ergebnisse

hingegen sieht man eine geringere Anzahl an Kontakten, wenn die DC mit Peptid
beladen wurden gegentber Kokulturen mit unbeladenen DC (Abb. 12G). Die
Migrationsgeschwindigkeit der SP37A3 war im Vergleich zu der der BMDC geringer.
Bei beiden DC-Arten war die Migrationsgeschwindigkeit unabhangig von einer

vorherigen Beladung mit Antigen vergleichbar (Abb. 12H).

3.1.4 Interaktion von BMDC und SP37A3 mit CD4"CD25" Tregs

Balkow et al. (2007) konnten bereits fir reife BMDC und T-Zellen aus Balb/c M&usen
zeigen, dass es auch bei der Interaktion von reifen DC mit nTregs kurze und lange
Kontakte gibt, dass aber im Vergleich zur Interaktion mit naiven CD4" T-Zellen
signifikant mehr lange Kontakte zwischen DC und nTregs auftreten. Im Folgenden
wurde die Interaktion zwischen maturen BMDC bzw SP37A3 und naiven CD4" T-
Zellen oder nTregs aus OT-ll Mausen im Kollagengel vergleichend analysiert.
Abbildung 13 zeigt exemplarisch Durchlichtaufnahmen von stimulierten SP37A3 mit
den beiden vorgenannten T-Zellpopulationen. In Kokultur mit nTregs bilden sowohl
stimulierte SP37A3 als auch BMDC (nicht gezeigt) grol3e Zellaggregate (Abb. 13B),
wohingegen sie mit naiven CD4°CD25 T-Zellen kleinere Aggregate ausbildeten.
Betrachtet man die Anzahl einzelner T-Zellkontakte pro DC pro Stunde, sieht man,
dass SP37A3 weniger Kontakte pro Zeiteinheit mit CD4"'CD25  T-Zellen ausbilden,
als BMDC (Abb. 14A). Bei der medianen Kontaktdauer gibt es keine Unterschiede
zwischen BMDC-Kokulturen mit naiven CD4"CD25  T-Zellen und nTreg-Kokulturen.
SP37A3, die mit nTregs kokultiviert wurden, zeigten im Median eine signifikant
langere Kontaktzeit als solche, die mit CD4'CD25 T-Zellen kokultiviert wurden
(Abb.14B). Betrachtet man sich weiterhin kurze (< 3facher Median) und lange
Kontakte (> 3facher Median) getrennt voneinander, sieht man bei den kurzen
Kontakten kaum Unterschiede

A CD4'CD25 B nTregs
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Abb. 13: Stimulierte SP37A3 bilden mit nTregs Zellaggregate aus.

Stimulierte SP37A3 wurden entweder mit (A) naiven CD4'CD25 T-Zellen oder mit (B) CD4'CD25"
nTregs aus OT-Ill Mausen im Verhdltnis 1:10 in 3D-Kollagengelen kokultiviert.
Durchlichtmikroskopische Aufnahmen zeigen stimulierte SP37A3 mit der jeweiligen T-Zellpopulation 1
Stunde nach Ansetzen der Kokultur (griine Pfeile: T-Zellen; orange Pfeile: DC). Stimulierte BMDC
ergaben vergleichbare Ergebnisse.

zwischen den einzelnen Gruppen (Abb. 14C). Bei den Anteilen langer Kontakte findet
man jeweils in den Kokulturen mit nTregs einen héheren Prozentsatz im Vergleich zu
den Kokulturen mit CD4*CD25  T-Zellen (Abb. 14D). Die Migrationsgeschwindigkeit
der BMDC, die mit nTregs kokultiviert wurden, lag tendenziell hoher als die
Geschwindigkeit derer, die mit CD4°CD25 T-Zellen kultiviert wurden und bei den
SP37A3-T-Zell-Kokulturen gab es kaum Unterschiede (Abb.14E).

A B
*k
81 0.3945 300 %
_ 2001 og
"= 100 'nl'
6 1 £ Bies
o
E °e i
% 4 T 01 g o
S < ooo il
S = oneiiin il 1
X S 10 [
24 > GREAS RS —
0 [- ] —
C X ’ X
A RN ) & ) '
OQ‘L OQ’L OO'L OO’L 00'1/ Ooq, 00’1/ Ooq,
F & L& S PO
<
Q§ Q)@ S 5 Q;‘ Q)@ S S
C D E
1004  0.2458 0.3385 404 _0.2458 0.3385 0.059 _0.0949 0.5369
— =
o 801 € 0.04
k> £ 304 E
8 8 =
S 60 g T 0.03
X X 204 2
[0} (] o
N 40 o .S 0.024
E S B
> < 101 S
S 204 S 2 0.011
O]
0-+-— ” - ” 0= " - " 0.00--— ” -
“ A ) N o o oY “ 5 o N 0
L S R
OOX OQX Q'g\x Q'?/J\X o Qox Q'g\x Q{g\x OOX OOX Q(’;\x Q’g\x
Q,Q Q)@ =) ) Q,* @Q =) ) Q,Q Q;\ ) )

Abb. 14: mBMDC und SP37A3 bilden mit nTregs mehr lange Kontakte aus als mit CD4°CD25 T-
Zellen.

Stimulierte BMDC und SP37A3 wurden entweder mit naiven CD4'CD25 T-Zellen oder mit

CD4'CD25" nTregs aus OT-ll Mausen im Verhéltnis 1:10 in 3D-Kollagengelen kokultiviert. Innerhalb
eines Beobachtungszeitraumes von 10 Stunden wurden etwa 250 Kontakte pro Gruppe mittels
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Lebendzellmikroskopie aufgenommen. (A) Die Anzahl der Kontakte mit T-Zellen pro DC, (B) die
Kontaktdauer (rote Linie = Median), (C) der Prozentsatz an kurzen Kontakten (< 3-facher Median), (D)
an langen Kontakten (> 3-facher Median) und (E) die Migrationsgeschwindigkeit der DC wurde
analysiert. Gezeigt sind die Daten von drei unabhéngigen Versuchen. (A) und (C - E) sind als
Mittelwert + SEM dargestellt, (B) als Median.

Da imature DC (iDC) ein anderes T-Zellstimulationspotential aufweisen wie mature
DC (siehe auch Abb. 10), wurde als nachstes auch die Interaktion zwischen
unstimulierten BMDC (iBMDC) bzw SP37A3 (iSP37A3) und naiven CD4'CD25 T-
Zellen oder nTregs im Kollagengel vergleichend analysiert. Abbildung 15 zeigt
exemplarisch Durchlichtaufnahmen von iSP37A3, die mit den beiden T-
Zellpopulationen kokultiviert wurden. In Kokulturen mit CD4"'CD25  T-Zellen (Abb.
15A) und nTregs bilden sowohl iISP37A3 (Abb. 15B) als auch iBMDC (nicht gezeigt)
keine Zellaggregate aus.

In Phase 1 (0 — 10 Stunden) ist die Anzahl der Kontakte zwischen iBMDC und
nTregs im Vergleich zu denen mit CD4*CD25 tendenziell erhéht, wohingegen es bei
den iSP37A3 keine Unterschiede gibt (Abb. 16A). Die mediane Kontaktdauer
zwischen iBMDC, die mit naiven CD4°CD25  T-Zellen interagierten, war tendenziell
etwas langer, als die mit nTregs. Die iSP37A3 zeigten im Median keine Unterschiede
in der DC/T-Zell-Kontaktdauer (Abb.16B). Betrachtet man sich weiterhin kurze (< 3-
facher Median) und lange Kontakte (> 3-facher Median) getrennt voneinander, sieht
man in beiden Fallen kaum Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen (Abb.
16C, D). Die Migrationsgeschwindigkeit von iBMDC und iSP37A3, die mit nTregs
kokultiviert wurden, lag jeweils tendenziell hoher, als bei Kokulturen mit CD4'CD25
T-Zellen (Abb.16E).

A CD4'CD25° B nTregs

Abb. 15: Immature SP37A3 bilden sowohl mit CD4°CD25 als auch mit nTregs keine Zellcluster
aus.
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Immature SP37A3 (iISP37A3) wurden entweder mit (A) naiven CD4'CD25 T-Zellen oder mit (B)
CD4'CD25" nTregs aus OT-ll M&ausen im Verhdltnis 1:10 in 3D-Kollagengelen kokultiviert.
Durchlichtmikroskopische Aufnahmen von immaturen SP37A3 mit der jeweiligen T-Zellpopulation 1
Stunde nach Ansetzen der Kokultur sind exemplarisch dargestellt (griine Pfeile: T-Zellen; orange
Pfeile: DC). IBMDC ergaben vergleichbare Ergebnisse.
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Abb. 16: Interaktion von iBMDC und iSP37A3 mit nTregs oder CD4°'CD25 T-Zellen (Phasel).

iBMDC und iSP37A3 wurden entweder mit naiven CD4'CD25  T-Zellen oder mit CD4"'CD25" nTregs
aus OT-Il Mausen im Verhéltnis 1:10 in 3D-Kollagengelen kokultiviert. Etwa 300 Kontakte pro Gruppe
wurde fir etwa 10 (Phase 1) Stunden mittels Lebendzellmikroskopie aufgenommen. (A) Die Anzahl
der Kontakte mit T-Zellen pro DC, (B) die Kontaktdauer (rote Linie = Median), (C) der Prozentsatz an
kurzen Kontakten (< 3facher Median), (D) an langen Kontakten (> 3facher Median) und (E) die
Migrationsgeschwindigkeit der DC wurde analysiert. Gezeigt sind die Daten von zwei unabhangigen
Versuchen. (A) und (C-E) sind als Mittelwert + SEM dargestellt, (B) als Median.

In der zweiten Phase (10 — 20 Stunden) der Interaktion zwischen iBMDC bzw.
iISP37A3 mit nTregs oder CD4'CD25" T-Zellen ist die Anzahl der Kontakte zwischen
iISP37A3 und nTregs im Vergleich zu denen mit CD4*CD25" T-Zellen leicht erhoht,
wohingegen es bei den iBMDC-T-Zell-Kontakten kaum Unterschiede gibt (Abb. 17A).
Auch in der medianen Kontaktdauer gab es bei den BMDC keine signifikanten
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Unterschiede in der Interaktion mit CD4"CD25" T-Zellen oder nTregs (Abb. 17B). Die
ISP37A3 zeigten im Median eine signifikant niedrigere Kontaktdauer mit nTregs als
mit CD4°CD25" T-Zellen (Abb.17B). Betrachtet man sich weiterhin kurze (< 3-facher
Median) und lange Kontakte (> 3-facher Median) getrennt voneinander, sieht man in
beiden Fallen kaum Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen (Abb. 17C, D).
Nur der Prozentsatz langer Kontakte liegt bei den iISP37A3 mit nTreg tendenziell
etwas niedrieger als mit CD4'CD25  T-Zellen (Abb. 17D). Die
Migrationsgeschwindigkeit von iSP37A3, die mit nTregs kokultiviert wurden, lag
tendenziell hoher, als die Geschwindigkeit derer, die mit CD4'CD25 T-Zellen
kokultiviert wurden (Abb. 17E). Bei den iBMDC gab es keine Unterschiede im

Migrationsverhalten.
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Abb. 17: Interaktion von iBMDC und iSP37A3 mit nTregs oder CD4°CD25 T-Zellen (Phase 2).

IBMDC und iSP37A3 wurden entweder mit naiven CD4'CD25  T-Zellen oder mit CD4"CD25" nTregs
aus OT-lIl Mausen im Verhéltnis 1:10 in 3D-Kollagengelen kokultiviert. Im Zeitraum von 10 — 20
Stunden (Phase 2) wurden pro Gruppe 350 Kontakte mittels Lebendzellmikroskopie aufgenommen.
(A) Die Anzahl der T-Zell-Kontakte pro DC, (B) die Kontaktdauer (rote Linie = Median), (C) der
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Prozentsatz an kurzen Kontakten (< 3-facher Median), (D) an langen Kontakten (> 3-facher Median)
und (E) die Migrationsgeschwindigkeit der DC wurde analysiert. Gezeigt sind die Daten von zwei
unabhangigen Versuchen. (A) und (C-E) sind als Mittelwert + SEM dargestellt, (B) als Median.

In der dritten Phase der DC/T-Zell-Interaktion zeichnen sich deutlichere Unterschiede
ab als in den friheren Zeitraumen (Abb. 18). Sowohl bei iBMDC, als auch bei
iISP37A3 findet man in den Kokulturen mit nTregs jeweils eine hdhere
Kontaktfrequenz (Abb. 18A) und eine signifikant kiirzere mediane Kontaktdauer als in
den Kokulturen mit CD4*CD25 T-Zellen (Abb. 18B).
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Abb. 18: Interaktion von iBMDC und iSP37A3 mit nTregs oder CD4°CD25 T-Zellen (Phase 3).

IBMDC und iSP37A3 wurden entweder mit naiven CD4"'CD25  T-Zellen oder mit CD4"CD25" nTregs
aus OT-ll Mausen im Verhaltnis 1:10 in 3D-Kollagengelen kokultiviert. Im Zeitraum von 20 — 30
Stunden wurden etwa 350 Kontakte pro Gruppe (Phase 3) mittels Lebendzellmikroskopie
aufgenommen. (A) Die Anzahl der Kontakte mit T-Zellen pro DC, (B) die Kontaktdauer (rote Linie =
Median), (C) der Prozentsatz an kurzen Kontakten (< 3-facher Median), (D) an langen Kontakten (> 3-
facher Median) und (E) die Migrationsgeschwindigkeit der DC wurde analysiert. Gezeigt sind die
Daten von zwei unabhangigen Versuchen. (A) und (C-E) sind als Mittelwert + SEM dargestellt, (B) als
Median.
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Dieses Ergebnis spiegelt sich auch wider in der Aufteilung in kurze und lange
Kontakte. Kurze Kontakte (< 3-facher Median) findet man vermehrt in den Kokulturen
mit nTregs (Abb. 18C), lange Kontakte in den Kokulturen mit CD4*CD25  T-Zellen
(Abb. 18D). Zudem ist die Migrationsgeschwindigkeit von iBMDC und iSP37A3, die
mit nTregs kultiviert wurden, signifikant erhéht (Abb. 18E).

3.1.5 Interaktion von unterschiedlich aktivierten SP37A3 mit CD4'CD25 T-

Zellen — Induktion von Tregs

Im Folgenden sollte die Frage geklart werden, wie DC mit differentiellem
Aktivitatszustand mit naiven CD4'CD25 T-Zellen interagieren und unter welchen
Bedingungen es zur Induktion von iTregs kommt. Hierzu wurde wiederum die DC-
Linie SP37A3 als APC-Typ eingesetzt und die T-Zellen aus DEREG-OT-II M&usen
gewonnen. Die DC wurden zur Maturierung wie zuvor fur drei Tage mit jeweils 15
ng/ml IL-1B8 und TNF-a ausgereift oder alternativ aktiviert, unter zusatzlicher Gabe
von Dexamethason (Dex, 10 M). Um die Induktion von iTregs zu forcieren, wurde

den Kokulturen auf’erdem ein ,Toleranzcocktail“ aus IL-2, Retinolsaure und TGF-$3

zugegeben.
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Abb. 19: Proliferation naiver CD4"CD25 T-Zellen induziert durch unterschiedlich beladene und
aktivierte SP37A3.

Immature, mit IL-1B/TNF-a maturierte sowie in Anwesenheit von Dex alternativ aktivierte SP37A3
wurden mit unterschiedlichen Dosen OVA Peptidsys.aze beladen und mit naiven CD4'CD25  T-Zellen
aus DEREG-OT-II Mausen im Verhaltnis 1:5 in 3D-Kollagengelen kokultiviert. Nach 48 Stunden wurde
die Kokultur fur die letzten 16 Stunden mit radioaktivem [3H]-Thymidin gepulst und dann die
Proliferation anhand des eingebauten Thymidins gemessen. Gezeigt sind die Ergebnisse von zwei

unabhangigen Versuchen (jeweils in Triplikaten = SEM).

Zunachst wurden verschieden Peptidkonzentrationen ausgetestet, um die fur diese
Versuche optimale Peptidmenge zu finden (Abb. 19). Dabei wurden 0,5 pg/ml als
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gunstig fur die iTreg-Experimente angesehen, da bei dieser Konzentration durch
mSP37A3 eine sehr starke Proliferation in den naiven CD4"CD25  T-Zellen induziert
wurde, durch DexSP37A3 eine intermedidre und durch iISP37A3 eine sehr geringe.
Danach wurden alle darauf folgenden Kontaktanalysen innerhalb der ersten 30
Stunden der Interaktion zwischen DC, die mit 0,5 pg/ml Ova beladen wurden und T-
Zellen im Kollagengel durchgefuhrt. In der ersten Phase (0-10 Stunden) der
Interaktion sieht man von immaturen Uber alternativ aktivierte zu maturen SP37A3
(mSP37A3) eine zunehmende Tendenz in der Anzahl der Kontakte zu T-Zellen (Abb.
20A). Betrachtet man sich die Kontakte im Einzelnen, findet man in der DC/T-Zell-
Kokultur mit mSP37A3 eine signifikant gesteigerte mediane Kontaktzeit im Vergleich
zu immaturen und Dex-maturierten DC (Abb. 20B), wobei die mediane Kontaktzeit
bei Kokulturen mit immaturen und Dex-maturierten DC vergleichbar ist. Unterteilte
man die Kontaktzeiten in kurze (< 3-facher Median, Abb. 20C) und lange Kontakte (>
3-facher Median, Abb. 20D), waren die Prozentsatze jeweils in allen drei Gruppen
vergleichbar. Um zu entschlisseln, woher diese stark erhdohte mediane Kontaktzeit
kommt, wurden die Kontakte zunachst in kleinere Zeitraume unterteilt (Daten nicht
gezeigt). Dabei wurde die erste Stunde der DC/T-Zell-Interaktion in 10-Minuten
Abschnitte unterteilt und der Zeitraum von einer Stunde bis zehn Stunden in 30-
Minuten Abschnitte. Im Folgenden wurden die aneinander grenzenden Zeitabschnitte
in denen vergleichbare Kontaktmuster auftraten zusammengefasst (Abb. 20 E-I).
Hier ist zu erkennen, dass es bei den Kontakten, die relativ kurz anhielten (0-20 min,
Abb.20E) in Kokulturen, die iSP37A3 beinhalteten tendenziell die hochste, bei Dex-
SP37A3 eine intermediare und bei Verwendung maturer SP37A3 die geringste
Frequenz gab. Bei den 21-50 min anhaltenden Kontakten hingegen sah man von den
immaturen zu den maturen Kokulturen eine deutlich ansteigende Tendenz (Abb.
20F). Die Prozentsatze der 51-150 min andauernden Kontakte zeigten in allen
Gruppen ahnliche Werte (Abb. 20G). In der nachsten Zeitspanne (151-360 min; Abb.
20H) konnte man in den Kokulturen mit immaturen DC mehr Kontakte finden als fur
Dex-maturierte und mature DC und in der letzten Zeitspanne weniger bei den
immaturen als bei den beiden anderen Gruppen (Abb. 20I). Die
Migrationsgeschwindigkeit der unterschiedlich aktivierten DC war in allen drei Fallen
vergleichbar (Abb. 20J).
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Abb. 20: Interaktion von unterschiedlich aktivierten SP37A3 mit CD4'CD25 T-Zellen (Phase 1).

Immature, mit IL-1B/TNF-a maturierte sowie in Anwesenheit von Dex alternativ aktivierte SP37A3
wurden mit 0,5 pg/ml OVA Peptidas,s.sse beladen und mit naiven CD4'CD25™ T-Zellen aus DEREG-OT-
Il Mausen im Verhdltnis 1:5 in 3D-Kollagengelen kokultiviert. Uber einen Zeitraum von 10 Stunden
(Phase 1) wurden etwa 470 Kontakte pro Gruppe mittels Lebendzellmikroskopie aufgenommen. (A)
Die Anzahl der T-Zell-Kontakte pro DC, (B) die Kontaktdauer (rote Linie = Median), (C) der
Prozentsatz an kurzen Kontakten (< 3-facher Median), (D) der Prozentsatz an langen Kontakten (> 3-
facher Median), (E) an Kontakten, die 0-20min, (F) 21-50min, (G) 51-150min, (H) 151-360min und (I)
361-600min dauerten und (J) die Migrationsgeschwindigkeit der DC wurde analysiert. Gezeigt sind die

Daten von funf unabhéngigen Versuchen. (A) und (C-J) sind als Mittelwert + SEM dargestellt, (B) als
Median.
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Abb. 21: Interaktion von unterschiedlich aktivierten SP37A3 mit CD4'CD25 T-Zellen (Phase 2).

Immature, mit IL-13/TNF-a maturierte sowie in Anwesenheit von Dex alternativ aktivierte SP37A3
wurden mit 0,5 pg/ml OVA Peptids,s 330 beladen und mit naiven CD4'CD25™ T-Zellen aus DEREG-OT-
Il Mausen im Verhaltnis 1:5 in 3D-Kollagengelen kokultiviert. Uber einen Zeitraum von 10 -20 Stunden
(Phase 2) wurden etwa 700 Kontakte pro Gruppe mittels Lebendzellmikroskopie aufgenommen. (A)
Die Anzahl der Kontakte mit T-Zellen pro DC, (B) die Kontaktdauer (rote Linie = Median), (C) der
Prozentsatz an kurzen Kontakten (< 3-facher Median), (D) an langen Kontakten (> 3-facher Median)
und (E) die Migrationsgeschwindigkeit der DC wurde analysiert. Gezeigt sind die Daten von vier
unabhéngigen Versuchen. (A) und (C-E) sind als Mittelwert + SEM dargestellt, (B) als Median.

In der zweiten Phase (10-20 Stunden) der Interaktion erfolgte eine héhere Anzahl an
DC/T-Zell-Kontakten, als in der ersten Phase (Abb. 21A). Dabei kam es zwischen
immaturen und Dex-behandelten SP37A3 im Durchschnitt zu etwa 2,4 und bei den
maturen SP37A3 zu 1,7 Kontakten pro Stunde. Betrachtet man sich die Kontakte im
Einzelnen, findet man in der Kokultur mit Dex-maturierten SP37A3 eine signifikant
gesteigerte mediane Kontaktzeit im Vergleich zu Kokulturen mit immaturen DC (Abb.
21B), wobei die mediane Kontaktzeit der maturen DC/T-Zell-Kokulturen intermediar
war. Generell war die mediane Kontaktzeit im Vergleich zur ersten Interaktionsphase
stark reduziert. Als n&chstes wurde wieder der Prozentsatz an kurzen dem
Prozentsatz an langen Kontakten gegenibergestellt. In den Kokulturen mit
immaturen DC findet man etwas mehr als 80 % kurze Kontakte (< 3-facher Median)
und in den Kulturen mit Dex-behandelten und maturen DC jeweils etwa 65 % (Abb.
21C). Der Prozentsatz an langen Kontakten (> 3-facher Median) lag bei den
immaturen DC/T-Zell-Kokulturen bei unter 20 % und bei den Dex-behandelten und
den maturen bei etwa 35 % (Abb. 21D). Die Migrationsgeschwindigkeit der
immaturen DC war etwa doppelt so hoch wie bei Dex-behandelten und den maturen
DC (Abb. 21E). Im Vergleich mit der Migrationsgeschwindigkeit der DC in der ersten
Interaktionsphase lag die Migrationsgeschwindigkeit in der zweiten Phase zwei- bis
vierfach hoher.

In der dritten Phase der DC/T-Zell-Interaktion bildeten immature und mature SP37A3
haufiger Kontakte zu T-Zellen aus als Dex-maturierte (Abb. 22A). Die Analyse der
Dauer der einzelnen Kontakte ergab fir alle drei Gruppen ahnliche Werte im Median
(ca. 20 min), wobei der Wert fur die maturen SP37A3-/T-Zell-Kokulturen etwas
niedriger war (Abb. 22B). Der Anteil an kurzen und langen Kontakten ergab ebenfalls
kaum Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen (Abb. 22C, D). Bei der
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Migrationsgeschwindigkeit war der Wert bei den maturen DC etwas niedriger als bei
den anderen beiden Gruppen (Abb. 22E).
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Abb. 22: Interaktion von unterschiedlich aktivierten SP37A3 mit CD4'CD25 T-Zellen (Phase 3)

Immature, mit IL-1B/TNF-a maturierte sowie in Anwesenheit von Dex alternativ aktivierte SP37A3
wurden mit 0,5 pg/ml OVA Peptids,s.s3s beladen und mit naiven CD4°CD25" T-Zellen aus DEREG-OT-
Il Mausen im Verhaltnis 1:5 in 3D-Kollagengelen kokultiviert. Uber einen Zeitraum von 20 - 30
Stunden (Phase 3) wurden etwa 280 Kontakte pro Gruppe mittels Lebendzellmikroskopie
aufgenommen. (A) Die Anzahl der Kontakte mit T-Zellen pro DC, (B) die Kontaktdauer (rote Linie =
Median), (C) der Prozentsatz an kurzen Kontakten (< 3-facher Median), (D) an langen Kontakten (>
3facher Median) und (E) die Migrationsgeschwindigkeit der DC wurde analysiert. Gezeigt sind die
Daten von drei unabhangigen Versuchen. (A) und (C-E) sind als Mittelwert + SEM dargestellt, (B) als
Median.

Zusatzlich zur Kontaktphysiologie wurden zudem der Aktivierungsstatus der mit den
SP37A3-Populationen kokultivierten T-Zellen und die Induktion von iTregs
untersucht. Dabei wurden an den in Abb. 23 aufgefihrten Tagen die Kollagengele
mit Kollagenase verdaut und der Zustand der T-Zellen durchflusszytometrisch
analysiert. Nachdem tote Zellen und DC von der Analyse ausgeschlossen waren,
wurden zunéachst die Aktivierungsmarker CD25 und CD69 gemessen (Abb. 23A, B).
Beide Marker wurden in hohem Maf3e von T-Zellen exprimiert, die mit maturen

SP37A3 kokultiviert wurden und zu einem sehr geringen Prozentsatz von T-Zellen,
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die mit immaturen oder Dex-maturierten SP37A3 in Kokultur gehalten wurden. Fur
CD25 kann man von Tag 1 bis Tag 3 eine deutliche Zunahme der Expression in
Kokulturen mit maturen SP37A3 erkennen (von ca. 25 auf 45 %), wobei fir CD69
direkt an Tag 1 das Maximum erreicht wurde und der Prozentsatz an Tag 4 sogar
wieder etwas abnahm. Immature und Dex-behandelte SP37A3 waren ebenfalls kaum
in der Lage, iTregs (CD4'CD25"Foxp3™) zu induzieren, wahrend mature SP37A3 in
etwa 15 % der CD4'CD25" T-Zellen Foxp3 (an Tag 3) induzieren konnten (Abb.
23C). Auch hier lag wie fur die Hochregulation von CD25 das Maximum an Tag 3.
Als Mal3 fur die Aktivierung der iTregs wurde GARP - und GITR-positive T-Zellen
(jeweils vorgegated auf CD4'CD25"Foxp3*) gemessen (Abb. 23D, E). Fir GARP

zeigt sich ein komplett anderes Bild. Hier fand man in den Kokulturen
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Abb. 23: Mature SP37A3 induzieren den groRten Anteil an CD4"CD25" Foxp3® T-Zellen in einer

3D-Matrix
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Immature, mit IL-13/TNF-a maturierte sowie in Anwesenheit von Dex alternativ aktivierte SP37A3
wurden mit 0,5 pg/ml OVA Peptids,s.sse beladen und mit naiven CD4°CD25" T-Zellen aus DEREG-OT-
Il Mausen im Verhaltnis 1:5 in 3D-Kollagengelen kokultiviert. An den angegebenen Tagen wurden die
Gele mit Kollagenase 3 verdaut und die T-Zellen auf die Expression von Aktivierungs — und Treg-
Markern hin durchflusszytometrisch analysiert. Gezeigt ist der jeweilige Prozentsatz an (A)
CD4'CD25", (B) CD4'CD69", (C) CD4'CD25Foxp3’, (D) Foxp3'GARP" und (E) Foxp3'GITR" T-
Zellen. Angegeben ist jeweils der Mittelwert aus drei unabhéngigen Versuchen (= SEM).

mit Dex-behandelten SP37A3 den hdchsten Prozentsatz an GARP-positiven Zellen,
der von Tag 1 bis Tag 3 kontinuierlich abnahm. An Tag 4 konnten tUberhaupt keine
GARP-positiven T-Zellen mehr gefunden werden. In allen anderen Anséatzen konnten
an allen Tagen kaum GARP-positive T-Zellen gemessen werden (Abb.23D). GITR
wiederum konnte am Haufigsten auf T-Zellen gefunden werden, die mit maturen
SP37A3 fur zwei Tage inkubiert wurden. In den Kokulturen mit immaturen und Dex-
maturierten SP37A3 lag der Prozentsatz an GITR-positiven T-Zellen an Tag 2 bei

etwa 10 % und stieg an Tag 3 noch etwas an (Abb. 23E).
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Abb. 24: In der Fliissigkultur induzieren Dex und mature SP37A3 CD4'CD25" Foxp3® T-Zellen

Immature, mit IL-13/TNF-a maturierte sowie in Anwesenheit von Dex alternativ aktivierte SP37A3
wurden mit 0,5 pg/ml OVA Peptids,s 330 beladen und mit naiven CD4'CD25™ T-Zellen aus DEREG-OT-
Il Mausen im Verhaltnis 1:5 in Flussigkultur kokultiviert. An den angegebenen Tagen wurden die T-
Zellen auf die Expression von Aktivierungs — und Treg-Markern hin durchflusszytometrisch analysiert.
Gezeigt ist der jeweilige Prozentsatz an (A) CD4"CD25", (B) CD4'CD69" und (C) CD4'CD25 Foxp3*

T-Zellen. Angegeben ist jeweils der Mittelwert aus drei unabhangigen Versuchen (£ SEM).
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Bei der Analyse des Aktivierungstatus der T-Zellen in Flussigkultur ergab sich
folgendes Bild: Auch hier wurde durch mSP37A3 in den meisten T-Zellen CD25 und
CD69-Expression induziert. Die Induktion der Foxp3-Expression hingegen war durch
DexSP37A3 und mSP37A3 in etwa gleich und an d4 sogar etwas hdher in den
Kokulturen mit DexSP37A3.

Schlief3lich wurde von Tag 2 auf Tag 3 noch die Proliferation der T-Zellen mittels 3H-
Thymidineinbau gemessen. Mature SP37A3 induzierten eine sehr starke Proliferation
der T-Zellen, wohingegen Dex-behandelte eine deutlich geringere und immature so

gut wie keine Proliferation induzierten (Abb. 25).
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Abb. 25: Mature SP37A3 induzieren die hochste Proliferation von CD4°CD25 T-Zellen.

Immature, mit IL-1B/TNF-a maturierte sowie in Anwesenheit von Dex alternativ aktivierte SP37A3
wurden mit 0,5 pg/ml OVA Peptids,s.s3s beladen und mit naiven CD4°CD25" T-Zellen aus DEREG-OT-
Il Mausen im Verhéltnis 1:5 in 3D-Kollagengelen kokultiviert. Nach 48 Stunden wurde die Kokultur fr
die letzten 16 Stunden mit radioaktivem [3H]-Thymidin gepulst und dann die Proliferation anhand des
eingebauten Thymidins gemessen. Ein reprasentatives Ergebnis von drei unabhangigen Versuchen

ist dargestellt (in Triplikaten £ SEM).
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3.2 Rolle von Myosin 9b

In diesem Projekt wurde die Rolle des Motorproteins Myosin 9b (Myo9b) fir DC und
die Auslésung einer adaptiven Immunantwort anhand von Myo9b” Mausen
untersucht. Der grofdte Teil dieses Projekts wurde in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Martin Bahler (Munster) als Gemeinschaftsprojekt mit Yan
Xu durchgefuihrt. Die Vorgehensweise des knock-outs (KO) von Myo9b befindet sich
im Anhang (Abb. 47). Zunachst wurden in vitro Versuche mit Myo9b” BMDC und
primaren DC-Populationen durchgefuhrt, um die grundliegenden DC-Eigenschaften
zu Uberprifen. Des Weiteren wurden in vivo Versuche mit Myo9b” Mausen
durchgefuhrt, um die in vitro Daten zu validieren und darlber hinaus zu testen,

inwieweit Myo9b an der Auslésung einer Immunantwort beteiligt ist.

3.2.1 Zucht und Genotypisierung der Myo9b” Mause

Zum Aufbau einer eigenen Myo9b™ Zucht wurden zunachst heterozygote Mause aus
Munster miteinander verpaart. Die Typisierung der Nachkommen erfolgte mittels
PCR. Die Genotypenverteilung entsprach in etwa der Vererbungslehre von Mendel
(1/4 homozygot, 1/4 wildtypisch und 1/2 heterozygot). Dabei erhalt man bei
homozygoten (-/-) Mausen ein PCR-Produkt von 700 bp und fir das wildtypische
Allel (+/+) eine Bande von 500 bp. Bei heterozygoten (+/-) Mausen erhalt man beide
Banden (Abb. 26). Fur die folgenden Versuche wurden nur die -/- Tiere eingesetzt.
Als Wt-Kontrolle dienten C57BL/6 Mause oder die aus der Zucht anfallenden +/+

Tiere.

-I- +/- +/+

700bD | A s
500bp -—

Abb. 26: Genotypisierung von Myo9b KO-Nachkommen

PCR-Analyse genomischer DNA aus Ohrbiopsien von homozygoten (-/-), heterozygoten (+/-) und WT
(+/+) Mausen.
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3.2.2 Die Rho-Signaltransduktionsaktivitat in Myo9b” BMDC ist verstarkt

Da aus friheren Studien bereits bekannt ist, dass Myo9b eine Rho-GAP Funktion
ausubt (Chieregatti et al., 1998; Muller et al., 1997; Post et al., 1998; Reinhard et al.,
1995), die uber die Phosphorylierung der kleinen G-Proteine an der Organisation des
Cytoskeletts und der Zellmigration beteiligt ist, wurden die G-Proteine hinsichtlich
ihrer Expression und ihres Phosphorylierungszustandes mittels Western-Blot
analysiert. Sowohl immature als auch stimulierte Myo9b” BMDC weisen im Vergleich
zum WT eine erhthte RhoA-Aktivitat auf, wohingegen Gesamt-RhoA, Cdc42-GTP
und Racl-GTP in gleichem Mal3e exprimiert werden (Abb. 27). Auch wurden erhdhte
phosphorylierte Mengen der Rho-Ziel-Molekule “Myosin light chain” (p-MLC) und p-
Cofilin in den Myo9b” BMDC detektiert. Insgesamt deuten diese Ergebnisse darauf
hin, dass Myo9b ein wichtiger Bestandteil der Rho-GAP Signaltransduktionskaskade

ist, wie es auch schon in Makrophagen gezeigt werden konnte (Hanley et al., 2010).

BMDC BMDC + aCD40

WT Myo9b™ WT Myo9b™
S W | (O15]cS RNOA | —

R
| —  c— Cdc42-GTP [W s 4

! phospho-MLC —

S R 1 0SPhO-COfilin [= T ——

= e B-Aktin | — ——

Abb. 27: Die Rho-Signaltransduktionskaskade ist in Myo9b"’ BMDC verstarkt

GST-pull down und Westernblot Analyse der RhoA, Cdc42, Racl, Cofilin und Myosin Light Chain
(MLC) Expression und Phosphorylierung in unstimulierten und stimulierten (+ aCD40) Wt und My09b"'
BMDC. B-Aktin diente als Kontrolle fur gleiche Probenbeladung. Blots von Y. Xu, Minster.
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3.2.3 Phanotyp der Myo9b” BMDC

Zur besseren Charakterisierung des Myo9b™-Mausstamms wurden zunéchst die aus
dem Knochenmark generierten dendritischen Zellen bis Tag sieben in GM-CSF und
IL-4-haltigem Medium kultiviert, fir 2 Tage mit anti-CD40-AK ausgereift und im
Folgenden lichtmikroskopisch und durchflul3zytometrisch analysiert. Abbildung 28A
zeigt stimuliete Myo9b” und Wt BMDC an Tag 9 der Kultur in einer
durchlichtmikroskopischen Aufnahme. Genau wie Wt BMDC weisen auch Myo9b™
BMDC die fur reife DC typische Dendriten — und Clusterbildung auf.

A

CD11c MHCII CD54 CD40 CD80 CD86

— Wt
———  Myo9b”

Abb. 28: My09b"' und Wt BMDC zeigen keine phanotypischen Unterschiede in der Zellkultur
und in der Expression kostimulatorischer Molekile

(A) Knochenmarksgenerierte Myogb"' und Wt DC wurden an Tag sieben der Kultur mit anti-CD40 fir
zwei Tage stimuliert und an Tag neun lichtmikroskopisch analysiert. (B) Durchflusszytometrische
Analyse der wie in (A) kultivierten und stimulierten BMDC. Dargestellt sind die Histogramme der auf
CD11c vorgegateten Zellen. Graue Linie: Wt, blaue Linie: Myogb"'. Gezeigt ist ein reprasentatives
Ergebnis von mehr als sieben Versuchen. (Daten S. Pektor und Y. Xu)

Auch die Expression von CD11c, MHCII und kostimulatorischen Molekilen (CD40,
CD54, CD80, CD86) ist zwischen Wt und Myo9b” BMDC vergleichbar, wie die
durchflusszytometrische Analyse in Abb. 28B zeigt.
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3.2.4 Antigenaufnahme, Prozessierung und Sekretion proinflammatorischer
Zytokine durch Myo9b” BMDC

Da sowohl die Aufnahme, als auch die Prozessierung von Pathogenen sowie die
darauffolgende stimulierungsassoziierte Sekretion proinflammatorischer Zytokine von
Komponenten des Zytoskelets abhangig ist (Chhabra and Higgs, 2007; Galletta and
Cooper, 2009), wurde als nachstes die Funktion von Myo9b” BMDC hinsichtlich
dieser Parameter Uberprft.
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Abb. 29: Die Aufnahme von Antigenen und die Sekretion von Zytokinen ist in Myo9b-
defizienten BMDC nicht beeintrachtigt

(A) Knochenmarksgenerierte Myo9b” und Wt DC wurden an Tag sechs mit floureszenzgekoppelten
E. coli, Dextran oder OVA-Dec205-Partikeln bei 37° C inkubiert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten
duchflusszytometrisch analysiert. Eine Kontrollgruppe wurde auf Eis gehalten. Dargestellt ist der
Prozentsatz der Zellen, die Partikel aufgenommen haben. (B) Wie in (A) nur mit DQ-OVA. Dargestellt
ist der Prozentsatz der Zellen, die OVA prozessiert haben. (C) Die Uberstande von Tag sieben
(unstimuliert) und Tag neun (stimuliert mit CpG + Poly I:C oder LPS) Wt und My09b"' BMDC wurden
abgenommen und die Zytokinproduktion mittels CBA gemessen. Gezeigt ist jeweils der Mittelwert aus

drei unabhangigen Versuchen (£ SEM). (A-B: Daten S. Pektor und Y. Xu; C: Daten S.Pektor)

Wie man Abbildung 29A entnehmen kann, ist der Mechanismus der
Antigenaufnahme in den Myo9b-defizienten BMDC nicht verandert. Wt und Myo9b™
BMDC nehmen in gleichem Male Antigene uUber die verschiedenen Wege der
Endozytose auf. Zum einen Uber die Rezeptor-vermittelte Endozytose, die durch die
Aufnahme von FITC-Dextran (haupséachlich Rezeptor-vermittelt, aber auch
Makropinozytose) und OVA-Dec205 Partikeln repréasentiert wird und zum zweiten fur
die Makropinozytose (Lanzavecchia, 1996; Sallusto et al.,, 1995). Auch die
Prozessierung aufgenommener OVA-Molekile durch Myo9b” und Wt BMDC ist

vergleichbar (Abb. 29B). Dies wird anhand der FITC-Expression, die umso starker
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ist, je mehr OVA-Protein proteolytisch abgebaut wird, im FACS sichtbar gemacht.
Schaut man sich im Weiteren die auf eine Stimulation mit CpG + Poly I:C oder LPS
folgende Sekretion sowohl der proinflammatorischen Zytokine IL-6, IL-12 und TNF-a
an, als auch von IL-10 (Abb. 29C), kann man auch in diesem Fall keine Unterschiede
zwischen Wt und Myo9b™ BMDC erkennen. Somit scheint Myosin 9b keine tragende
Rolle in der Antigenaufnahme und — prozessierung sowie in der Sekretion von

Zytokinen zu spielen.

3.2.5 Die spontane und gerichtete Migration der Myo9b” DC in der 3D-

Kollagenmatrix ist immens gestort

Im Hinblick darauf, dass einige morphologie — und migrationsregulierende Molekiile
des Rho-Signaltransduktionsweges in Myo9b” BMDC verstarkt phosphoryliert
vorliegen (RhoA-GTP, p-MLC und p-Cofilin; Abb. 27), wurde in weiteren
Experimenten das Migrationsverhalten dieser BMDC untersucht. WT und Myo9b™
BMDC, sowie konventionelle (CD8 und CD8") und plasmazytoide DC aus der Milz
wurden immunomagnetisch isoliert und in 3D-Kollagengele eingebettet. Uber einen
Zeitraum von bis zu 10 Stunden wurden mittels mikroskopischer Lebendzellanalyse
die zurlickgelegte Wegstrecke (Abb. 30A) sowie die Migrationsgeschwindigkeit (Abb.
30B) von mehr als 50 DC jeder Population aufgezeichnet. Abbildung 30A zeigt
einzelne Migrationspfade der analysierten Zellen in der Kollagenmatrix. Innerhalb
des gleichen Beobachtungszeitraums wanderten WT DC deutlich weitere Strecken
als Myo9b™ DC. Auch die Migrationsgeschwindigkeit der Myo9b”" DC-Populationen
war im Vergleich zu den korrespondierenden WT Zellen signifikant reduziert (Abb.
30B).
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Abb. 30: My09b"' BMDC, pDC und konventionelle DCs bewegen sich mit deutlich reduzierter
Geschwindigkeit durch Kollagengele

(A-B) Unstimulierte BMDC, plasmazytoide und konventionelle CD11¢c*CD8 bzw. CD11c¢'CD8" Milz-
DCs wurden fir 8-10 Stunden in Kollagengelen kultiviert und ihre Mobilitat mittels Lebendzellanalyse
aufgezeichnet. (A) Einzelne Migrationspfade der analysierten Zellpopulationen sind gezeigt. Der
Melbalken betragt 70um. (B) Die Geschwindigkeit von mehr als 50 DCs jeder Sorte wurde gemessen.
(C) Stimulierte BMDC in der 3D-Kollagenmatrix mit hoherer VergréRerung, als in (A). (D) Die
Migrationsgeschwindigkeit von je 45 stimulierten BMDC + Y-27632 (ROCK-Inhibitor) und + S3-
Fragment ADF/Cofilin (LIM-Kinase Inhibitor) wurde analysiert. Gezeigt ist jeweils der Mittelwert aus

drei unabhéngigen Versuchen (& SEM). (A-C: S. Pektor und Y. Xu; D: S. Pektor)

Schaut man sich stimulierte WT und Myo9b” BMDC in der Kollagenmatrix etwas
genauer mit einer hdéheren VergrolRerung an, sieht man bei den WT Zellen die
typische elongierte, dendritische Form, wohingegen die Myo9b™-Zellen in den
meisten Fallen eine spharische Morphologie mit verhaltnismaRig kleinen
Zellauslaufern aufweisen (Abb. 30C).

Um zu testen, welche Auswirkungen eine Hemmung des Rho-
Signaltransduktionswegs auf die Migration von reifen BMDC hat, wurde der ROCK
Inhibitor  Y-27632 in das Gel dazugegeben und wiederum die
Migrationsgeschwindigkeit der DC analysiert. Ohne den ROCK-Inhibitor migrieren die
reifen WT BMDC signifikant schneller als die stimulierten KO BMDC (Abb. 30D,
links). Nach Zugabe des Inhibitors wird die Migrationsgeschwindigkeit der Myo9b™
BMDC auf WT Niveau erhéht (Abb. 30D, Mitte). Die Behandlung der BMDC mit dem
Decoy-Peptid S3-Fragment ADF/Cofilin, welches die Phosphorylierung von Cofilin
durch Inhibition der LIM-Kinasel verhindert (Aizawa et al., 2001; Nishita et al., 2002;
Heredia et al., 2006), konnte die Migrationsgeschwindigkeit der Myo9b” BMDC
ebenfalls auf die Geschwindigkeit der WT BMDC erhéhen (Abb. 30D, rechts).
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Leukozyten migrieren nicht nur spontan, sondern auch in Richtung eines
Chemokingradienten. Um den Effekt einer Myo9b-Defizienz auf das gerichtete
Migrationsverhalten zu analysieren, wurden stimulierte WT und Myo9b” BMDC in
einen diunnen Kollagenkanal gefullt, der an eine mit dem Chemokin CCL-21 geflllte
Kammer angrenzt. Im Folgenden wurden die Zellen, die sich in dem
chemotaktischen Feld bewegten, hinsichtlich ihrer Migrationsgeschwindigkeit und
Migrationseffizienz (persistente Bewegung in Richtung des Chemokins) analysiert
(Abb. 31).
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Abb. 31: Myo9b-defiziente BMDC zeigen keine gerichtete Migration (gestdrte Chemotaxis)

(A) Schematische Darstellung der “p-slide chemotaxis3D chamber”. Die Zellen wurden in eine
Kollagenmatrix gegeben, an welche an einer Seite ein Chemokingradient (CCL-21) angelegt wurde.
(B) Die Migrationspfade von WT and Myo9b-/- BMDCs (je 40 Zellen) nach Normalisieren des
Startpunktes auf x = 0 und y = 0 sind dargestellt. Die y-Achse zeigt in Richtung des Chemokins. (C)
Quantifizierung der Migrationsgeschwindigkeit der BMDCs entlang des CCL-21 Gradienten. (D)
Quantifizierung des “forward migration index” (FMI) und der “directionality”, als Maf3 fiir gerichtete
Bewegung der BMDCs entlang des Chemokingradienten (A-D: Y. Xu). (E) FACS-Analyse der CCR7"
BMDC (E: S. Pektor).

Abbildung 31A zeigt den chematischen Aufbau der Chemotaxis-Kammer und die
einzelnen Migrationspfade der analysierten Zellen. Man sieht im Falle der Myo9b™
BMDC eine deutlich geringere Migrationsstrecke, was in Abb. 31B durch
Normalisieren aller Migrationsstartpunkte, noch eindeutiger wird. Die Quantifizierung
der Migration ergab, dass sich die Myo9b” DC mit signifikant verringerter
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Geschwindigkeit (Abb. 31C) sowie Effizienz (Abb. 31D FMI und Directionality) in
Richtung des Chemokins fortbewegten. Um auszuschlielen, dass die stark
verminderte Chemotaxis auf eine geringere Expression des CCL-21-Rezeptors,
CCR-7 zurtckzufuhren ist, wurde dessen Oberflachenexpression auf WT und Myo9b"
" BMDCs durchflusszytometrisch Uberpruft (Abb. 31E). Die Messung ergab, dass
CCR-7 von beiden BMDC in gleichem Mal3e exprimiert wurde. Myo9b ist somit

sowohl fur die spontane als auch fur die gerichtete DC-Migration essentiell.

3.2.6 Die ex vivo und in vivo Emigration von DC aus der Haut von Myo9b™

Mausen ist reduziert

Basierend auf diesen in vitro-Daten, die Myo9b eine wichtige Rolle in der DC-
Migration zuschreiben, wurde als nachstes die Migrationsfahigkeit kutaner DC ex
vivo und in vivo analysiert. Frisch isolierte Epidermis von WT und Myo9b™
Mausohren war hinsichtlich der Verteilung, Dichte und Gestalt der Langerhans Zellen
(LC) vergleichbar (Abb. 32A, obere Reihe und B, links). Um das
Emigrationsverhalten der LC aus der Epidermis zu untersuchen, wurden die
Ohrhalften mit der dermalen Seite nach unten fir 48 Stunden in DC-Medium
kultiviert, in welches wéahrend der letzten 24 Stunden CCL-21 zugegeben wurde, um
die chemotaktische Emigration der DC zu forcieren. Danach wurden wieder die
Dichte und Zellgestallt der LC in der Epidermis fluoreszenzmikroskopisch analysiert.
Die Myo9b™ Epidermis enthielt signifikant mehr LC als die WT Epidermis (Abb. 32A,
untere Reihe und 32B, rechts), wohingegen keine Unterschiede in der Zellform zu
sehen waren. Im Vergleich zur unbehandelten Epidermis wiesen die LC in beiden
Fallen jedoch eine spharischere Morphologie auf. In Ubereinstimmung mit diesem
Ergebnis ergab die durchflusszytometrische Messung der ausgewanderten Zellen im
Uberstand vor der Zugabe von CCL-21 keine signifikanten Unterschiede zwischen
WT und Myo9b™ DC-Kultur, jedoch waren in beiden Fallen mehr Langerin™ als
Langerin® DC in der Kultur zu finden (Abb. 32D, links). Nach Zugabe von CCL-21
waren im Vergleich zum WT in den Myo9b” Ohrenkulturen eine signifikant reduzierte
Anzahl an Langerin"MHCII® DC vorhanden. Die Anzahl an Langerin MHCII® DC im
Uberstand der Myo9b”-Kultur war nur moderat reduziert (Abb. 32D, rechts). Neben

der Epidermis wurde auch die Emigration von DC aus der Dermis untersucht. Dieser
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Versuch ergab ebenfalls eine geringere Auswanderungsrate von MHCII" dermalen
Myo9b™ DC (Abb. 32C).

A B Epidermis
5001
N ns *kk ] WT
E 400- .\ 000"
=
© 300-
S
+ 200+
O
T 100+
=
0
Oh 48h
C Dermis
50074 *kk
o O wT
E 400+ . \\o0n7
c
© 300
N
+ 2007
)
T 1004
=
0
48h
vor CCL-21 Zugabe 24h nach CCL-21 Zugabe
= 0.8 ns ns — g_
< — 8
O wT £
Qo - / Q ns O wWT
— /- — /-
S 0.6- Myo9b 6 .\ 000
i) —
X, x
c
o) 0.44 E 4-
o o
N
+ 0.2 Nl
@) i @)
T T
S 00 So
CcD207* CD207 CD207* CD207"
Oh +24h -
= 817 _kk
I | = O wT
| | 24 = oon*
X, T
Di-n-butylphtalat FACS-Analyse der O
+ Acteton (1:1) + FITC*'CD207* DC o,
DMSO (5%) + im aurikuléren LN ]
FITC (0,5mg/Ohr) @)
— I -
¢ E 2
s J 3 +
O
Eo
T

79



Stefanie Pektor Ergebnisse

z
6-
§ —— Owr
9 | L W \00h7
X, 4]
3) 4
A
+
A G
T 21
>
:
: =
E 0 &
O cD207* CD207
o

CD207

Abb. 32: Reduzierte ex vivo und in vivo Emigration von DC aus der Ohrhaut von My09b"'
Mausen

(A) Verteilung und Zellmorphologie von LC in unbehandelter Epidermis (oberes Panel) und nach 48
Stunden ex vivo Kultur (24 Stunden + CCL-21; unteres Panel). Fluoreszenzmikroskopische Analyse
durch Anfarben der Epidermispraparate mit anti-MHCIl Antikoérper (rot). Der MelRbalken betragt
100um. (B) Quantifizierung der in (A) gezeigten Vorgehensweise. (C) Quantifizierung der in der
Dermis verbliebenen DC. (D) Durchflusszytometrische Quantifizierung der emigrierten MHCII"CD207"
und MHCII'CD207  DC aus der Haut vor und nach CCL-21 Gabe. (E) Schematische Darstellung des
Versuchsaufbaus der Kontaktsensibilisierung. (F) Anzahl der FITC'CD11c"MHCII" kutanen DC im
drainierenden aurikularen LN 24 Stunden nach FITC Sensibilisierung. (G) Gating-Strategie und
Anzahl der FITC" CD207" und FITC'CD207" Subpopulationen im drainierenden LN 24 Stunden nach
FITC Sensibilisierung. *, P <0.05; **, P < 0.01 ***, P < 0.001. Gezeigt ist jeweils der Mittelwert aus vier

unabhangigen Versuchen (£ SEM). (S. Pektor und Y. Xu)

Im Folgenden wurde die in vivo Migration kutaner DC in einem Kontakt-
Sensibilisierungsmodel (Kripke et al., 1990) analysiert. Dabei wurde die Ohrhaut von
WT und Myo9b” Mausen mit einer FITC-L6sung (in Di-butylphtalat und Aceton
gelést) bestrichen und 24 Stunden spater der Anteil an immigrierten
FITC'CD11c*MHCII® DC im drainierenden LN durchflusszytometrisch bestimmt. In
Ubereinstimmung mit der beeintrachtigten ex vivo-Migration der Myo9b” DC aus
Hautexplantaten, war die Anzahl der FITC*CD11¢c*MHCII" DC im drainierenden LN
von My09b"' Mausen signifikant niedriger als in den LN der WT Mause (Abb. 32F).
Die Migration der Langerin® DC (beinhalten LC und CD207" dermale DC) und der
Langerin” DC innerhalb der FITC" Population war dabei in etwa gleichem AusmaR
beeintrachtigt, wobei sowohl in WT als auch in Myo9b”-Mé&usen der Anteil an
immigrierten Langerin° DC deutlich niedriger lag, als der Langerin® DCs. Insgesamt

zeigen diese Ergebnisse, dass Myo9b eine Schlusselrolle in der Emigration
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aktivierter DC aus der Haut einnimmt, wobei die Immigration von LC-Vorlaufern in die

Haut unbeeintrachtigt von Myo9b bleibt.
3.2.7 Myo9b” Mause entwickeln eine reduzierte CHS auf TNCB

Sowohl die in vitro als auch die in vivo Migrationsdaten suggerierten, dass Myo9b
eine tragende Rolle bei der Ausbildung einer kutanen Kontakt-
Hypersensitivitatsreaktion Ubernehmen konnte, da epidermale LC und dermale DC
essentiell an der Prozessierung von Allergenen und der Stimulation hapten-
spezifischer T-Zellen beteiligt sind (Kripke et al., 1990; Bennett et al., 2005; Bennett
et al., 2007). Nach Applikation des Kontaktallergens TNCB auf die Ohren von WT
und Myo9b” M&usen entwickelten letztere eine signifikant geringere Ohrschwellung
als die WT Mause (Abb. 33).
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Abb. 33: Schwachere Ohrschwellung auf TNCB in My09b"’ Mausen

Messung der Ohrschwellung (um) von WT and My09b”’ Mausen nach Sensibilisierung und Challenge
mit TNCB. Dargestellt ist der Mittelwert (+ SEM) von zwei unabhéngigen Versuchen mit sechs Mausen
pro Gruppe. **P < 0.01, **P < 0.001 (unpaired t-test) (S. Pektor).

3.2.8 Die Interaktion zwischen Myo9b” BMDC und CD4" T-Zellen ist verandert

Die Ausbildung der IS geht einher mit einer Umlagerung des Cytoskelets. Wie bereits
gezeigt wurde, wird Rho-GAP Myo9b fir die Aus- und Ruckbildung von
Membranausstulpungen und die Vorwartsbewegung von Makrophagen bendtigt
(Hanley et al., 2010). Infolge des Uberaktiven Rho-Signallings (Abb. 27) und des
ausgepragten Migrationsdefektes von Myo9b” DC (Abb. 30, 31 und 32) kam die
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Frage auf, ob und in welchem Mafle diese DC fahig sind, eine organisierte 1S
auszubilden. Zu diesem Zweck wurde zunachst die Anzahl und Dauer der Kontakte
von BMDC mit transgenen CD4" T-Zellen uiber einen Zeitraum von ca. 10 Stunden in
einer 3D-Kollagenmatrix quantifiziert. Die durchschnittliche Anzahl an T-Zellen, die
eine Myo9b” DC kontaktierten (Mittelwert: 3,4 TC/DC) war signifikant geringer im
Vergleich zu den WT DC/T-Zell-Kokulturen (Mittelwert: 7,5; Abb. 34A).
Uberraschenderweise war die Kontaktzeit zwischen Myo9b” DC und T-Zellen
(Median: 27 min) signifikant langer als mit WT DC (Median: 8 min), wenn der Kontakt
erst einmal hergestellt war (Abb. 34B). Dieser Unterschied war das Ergebnis einer
stark erhohten Anzahl an langen Myo9b” DC/T-Zell-Kontakten, die 3 mal so lang
waren, wie der Median zwischen WT DC und T-Zellen (Abb. 34C).

Aufgrund der ausgepragten Kolokalisation von Myo9b mit F-Aktin (Abb. 4) wurde
auch die F-Aktin-Verteilung in der IS zwischen WT oder Myo9b” BMDC und T-Zellen
analysiert. Interessanterweise konnte zwischen WT BMDC und T-Zellen eine héhere
Akkumulation von F-Aktin im synaptischen Spalt festgestellt werden, als zwischen
Myo9b” DC und T-Zellen (Abb. 34D), was auch anhand des MFIs quantifiziert
werden konnte (Abb. 34E).
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Abb. 34: Veranderte Interaktion von My09b'/' BMDC mit CD4" T-Zellen
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(A) Anzahl der CD4" OT-Il T-Zellen, die im Kollagengel mit einer stimulierten, OVA-Peptid beladenen
BMDC interagieren (B) Kontaktdauer und (C) Prozentsatz an langen Kontakten. 100-250 Kontakte
wurden Uber Nacht pro Gruppe mittels Lebendzellmikroskopie aufgenommen. (B) Die rote Linie zeigt
die mediane Kontaktzeit an (10-24 min). (C) Kontakte zwischen BMDC und CD4" T-Zellen, die langer
als der 3-fache Median der Kontaktdauer zwischen WT BMDC und T-Zellen anhielten, wurden als
lange Kontakte definiert und sind in Prozent angegeben. Gezeigt sind die Daten von zwei
unabhéngigen Versuchen. (A), (C) und (E) sind als Mittelwert + SEM dargestellt. (D) Konfokale
Floureszenzaufnahmen von F-Aktin mittels TexasRed-Phalloidin in der IS. (E) Quantifizierung der F-
Aktin-Farbung in der IS. *, P < 0.05; **, P < 0.01 ***, P < 0.001. (S. Pektor und Y. Xu)

3.2.9 Myo9b” BMDC sind schwache Stimulatoren von T-Zellaktivierung und —

proliferation in einer 3D Umgebung

Stimulierte Myo9b™ BMDC zeigten im Durchflusszytometer gegeniiber WT BMDC
einen unveradnderten Phanotyp (Abb. 28B), aber im Hinblick auf ihre reduzierte
Migrationsfahigkeit und ihre veranderte Interaktion mit antigenspezifischen T-Zellen,
erhob sich die Frage, ob diese DC T-Zellen genauso effizient wie WT DC aktivieren
kénnen.

Um zu analysieren, in welchem AusmafR T-Zellen durch Myo9b” BMDC aktiviert
werden kénnen, wurden verschiedene T-Zellaktivierungsmarker 24 Stunden (48 und
72 Stunden; nicht gezeigt) nach Beginn der Kokultur durchflusszytometrisch
analysiert. In der Flussigkultur konnten keine DC-genotypenabhangigen
Unterschiede in der Expression von CD25 und CD69 (Abb. 35A) sowie von Foxp3
(Abb. 35B) in den jeweils kokultivierten T-Zellen festgestellt werden, wohingegen die
Expression dieser Molekule in einer 3D-Kollagenmatrix starker ausfiel, wenn WT
BMDC als Stimulatoren eingesetzt wurden.
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Abb. 35: My09b"' BMDC induzieren eine geringere T-Zellaktivierung in Kollagengelen

(A+B) WT und Myo9b'/' BMDC wurden mit CD4" OT-Il T-Zellen in Fliissigkultur und in Kollagengelen
kokultiviert. 24 Stunden spéter wurden die Aktivierungsmarker CD25 und CD69 (A) sowie Foxp3 (B)
durchflusszytometrisch analysiert. (C) Die Proliferation der OT-1I-CD4+ T-Zellen, kokultiviert mit BMDC
in Flussigkultur (oben) oder in Kollagengelen (unten), wurde durch den Einbau von radioaktivem [3H]
Thymidin an Tag 3 gemessen. Je ein reprasentatives Ergebnis von drei unabhangigen Versuchen ist
gezeigt. Daten dargestellt als Mittelwert + SEM. (A+B: S. Pektor; C: S. Pektor und Y. Xu)

Weiterhin wurde auch das Zytokinprofil in Uberstanden von DC/T-Zell Flissigkulturen
gemessen (Abb. 36). Thl-Zytokine betreffend wurde IL-113 starker in WT DC/T-Zell-
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Kokulturen gebildet, wahrend die Produktion von IFN-y in den Myo9b™ DC/T-Zell-
Kokulturen tendenziell erhoht war. Das Th2-Zytokin IL-5 wurde vermehrt von T-
Zellen gebildet, die mit Myo9b-defizienten BMDC kokultiviert wurden und IL-13 in

etwa gleich. IL-17 wurde ebenfalls vergleichbar stark sezerniert (Abb. 36).
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Abb. 36: Myo9b” BMDC induzieren ein anderes Zytokinprofil in T-Zellen als WT BMDC

WT und My09b"' BMDC wurden mit CD4" OT-Il T-Zellen in Fliissigkultur kokultiviert. Die Sekretion von
TH1/TH2 Zytokinen wurde mittels CBA zu den angegebenen Zeitpunkten gemessen. Gezeigt ist

jeweils der Mittelwert aus 2-3 unabhangigen Versuchen mit Standartabweichung vom Mittelwert (£
SEM). (S. Pektor)

Im Hinblick auf die Myo9b- abhangigen Verédnderungen in der DC/T-Zellinteraktion

und das veranderte T-Zell Zytokinprofil, wurde im Folgenden die F&higkeit von
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Myo9b-defizienten = BMDC  analysiert,  T-Zellproliferation  zu  induzieren.
Interessanterweise war die nach drei Tagen gemessene OT-ll Proliferation in
Flussigkultur vergleichbar (Abb. 35C, oben), wohingegen die Proliferation im
Kollagengel signifikant reduziert war, wenn Myo9b” BMDC als Stimulatoren
eingesetzt wurden anstatt WT BMDC (Abb. 35C, unten).
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Abb. 37: Reduzierte in vivo T-Zellproliferation durch My09b'/' BMDC

(A) Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus des adoptiven Transfers zur Messung der in vivo
Proliferation. (B) Gating-Strategie und (C) Prozentsatz der proliferierten Va2" CD45.1" CD4" bzw.
CD8" T-Zellen in Milz und LN 3 Tage nach Immunisierung. (D) Prozentsatz der IFN-y produzierenden,
proliferierten CD8" T-Zellen. *, P < 0.05; **, P < 0.01. Gezeigt ist jeweils der Mittelwert aus vier

unabhangigen Versuchen mit Standartabweichung vom Mittelwert (= SEM). (S. Pektor und Y. Xu)

Da die Umgebung in einer 3D-Kollagengelmatrix der in vivo-Situation &hnelt, wurde
als nachstes die Proliferation transgener T-Zellen in vivo in einem adoptiven
Transfermodel analysiert (Abb. 37A). In Ubereinstimmung mit den in vitro-
Ergebnissen im Kollagengel, fiel die Proliferation CFSE-markierter CD4" und CD8" T-
Zellen, die in C57BL/6 Méause injiziert wurden, nach Immunisierung mit OVA-Peptid
beladenen BMDC in Milz und LN geringer aus, wenn Myo9b” BMDC zur
Immunisierung benutzt wurden (Abb. 37B und C). In der IFN-y-Produktion der
restimulierten, proliferierten CD8" T-Zellen wurden keine Unterschiede zwischen
Mausen, die mit WT oder Myo9b” BMDC immunisiert wurden, gefunden (Abb. 37D).
Myo9b” BMDC sind demnach in vitro in Flussigkultur, in ihrer Kapazitat, naive T
Zellen zu stimulieren unbeeintrachtigt, aber in vitro und in vivo, wenn das T-
Zellpriming migratorische Aktivitdt der DCs bendtigt, induzieren sie eine geringere T-
Zellproliferation.

3.2.10 Myo9b” BMDC : Adhé&sion an die extrazellulare Matrix

Im Folgenden sollte getestet werden, inwieweit Myo9b” BMDC an die extrazellulare
Matrix adhéarieren konnen. Zu diesem Zweck wurden Glasobjekttrager entweder mit
Fibronektin oder mit Poly-L-Lysin beschichtet und dann jeweils 1x10° immature
BMDC fir unterschiedlich lange Zeitrdume im Brutschrank inkubiert. Danach wurden
nicht anhaftende Zellen abgespilt und die auf dem Objektrager verbliebenen BMDC
fixiert. Nach 30 min konnte man sowohl bei Fibronektin als auch bei Poly-L-Lysin
beschichteten Objektragern keine Unterschiede in der Adhasionsfahigkeit von WT
und Myo9b” BMDC. Wenn man sich hingegen die 120 und 240 min Werte
betrachtet, konnte man sowohl fir Fibronektin als auch fur Poly-L-Lysin deutliche
Unterschiede feststellen: In beiden Fallen blieb eine hohere Anzahl von WT DC auf
dem jeweiligen Substrat haften, als von den Myo9b” BMDC. Dariiber hinaus
entwickelten die WT DC eine dendritischere Morphologie als die Myo9b” BMDC
(Abb. 38A und B).
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Abb. 38: Die Adhésion von Myo9b”' BMDC an die extrazellulare Matrix ist gestort.

1x10° iBMDC wurden auf Objekttrager gegeben, die mit Fibronektin (A) oder mit Poly-L-Lysin (B)
beschichtet wurden und 30, 120 und 240 min inkubiert. AnschlieBend wurde die Zellmorphologie und
Zelldichte durchlichtmiroskopisch begutachtet. (S. Pektor)

3.2.11 Myo9b” CD4 T-Zellen: Migration und Proliferation in der 3D-

Kollagenmatrix

Neben Makrophagen und dendritischen Zellen wird Myosin9b auch in CD4" T-Zellen
exprimiert (Y. Xu, 2011). Es war demnach auch von Interesse zu untersuchen,
welche Rolle Myo9b in diesem Zelltyp spielt. Wie zuvor bei den DC wurde hier als
funktioneller Parameter die Migration und die Proliferation von aus LN isolierten
CD4" T-Zellen im Kollagengel analysiert. Obwohl Myo9b in CD4" T-Zellen im
Vergleich zu DC viel schwéacher exprimiert wird, war die Migrationsgeschwindigkeit
der KO T-Zellen im Vergleich zu den WT T-Zellen signifikant reduziert (Abb. 39A). In
einer MLR mit allogenen Balb/c BMDC zeigte sich, dass die Myo9b™ CD4"* T-Zellen
im Kollagengel eine geringere Proliferation aufweisen, als WT T-Zellen (Abb. 39B).
Dies legt den Schluss nahe, dass Myosin9b nicht nur wichtig ist bei der Zellmigration
und beim Priming von naiven T-Zellen, sondern auch eine wichtige Rolle bei der

Zellteilung und/oder T-Zellaktivierung tbernimmt.
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Abb. 39: Myo9b” CD4" T-Zellen bewegen sich langsamer und proliferieren schlechter.

(A) 3x10° CD4" T-Zellen wurden in Kollagengelen resuspendiert und Uber Nacht mittels
Lebendzellanalyse beobachtet. Die Geschwindigkeit von mehr als 40 T-Zellen wurde anhand der
totalen Wegstrecke berechnet. (B) WT und My09b”' CD4" T-Zellen wurden in unterschiedlichen
Verhaltnissen mit allogenen Balb/c BMDC in Kollagengelen kokultiviert. An Tag 5 wurde die T-
Zellproliferation mittels [*H] Thymidineinbau bestimmt. Daten von zwei unabhangigen Versuchen sind
dargestellt als Mittelwert £ SEM. *** P < 0.001. (S. Pektor)
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3.3 Rolle von LFA-1

LFA-1 wird normalerweise in einer inaktiven Form auf der DC-Oberflache exprimiert.

Unter Verwendung von LFA-1%

Mausen wurde in diesem Projekt die Rolle von
konstitutiv aktivem LFA-1 (a.32) auf DC untersucht. In diesen Mausen wurde durch
Deletion der hochkonservierten GFFKR-Sequenz in der a_-Kette der
zytoplasmatischen Doméne des Molekiils (Schema zur Generation der LFA-1%¢
Mause siehe Anhang Abb. 48) eine Unterbrechung der Interaktion der a- und B-
Untereinheit verursacht, was zur konstitutiven Aktivierung des Integrins fuhrt (Kim et
al., 2003; Lu and Springer, 1997; Lu et al., 2001, Semmrich et al., 2005). Dieses
Projekt wurde in Kooperation mit S. Balkow und M. Laschinger durchgefihrt und

2010 in Blood publiziert.

3.3.1 Aktives LFA-1 vermittelt die Adhasion Dendritischer Zellen an ICAM-1

Zur Immunphanotypisierung der BMDC wurde die Expression typischer
Maturierungsmarker stimulierter WT und LFA-1%? BMDC durchflusszytometrisch
analysiert. Die Expression von CD40, 80 und 86, sowie von MHCII und CD54 war
zwischen den beiden BMDC-Gruppen vergleichbar (Abb. 40A). In Ubereinstimmung
mit friheren Beobachtungen an LFA-1%? T-Zellen (Semmrich et al., 2005), war die
Expression von CD11la auf den LFA-1%Y BMDC im Vergleich zu den WT BMDC
reduziert.

Um zu testen, ob LFA-19 BMDC prinzipiell in der Lage sind, aktives LFA-1 zu
nutzen, um an ICAM-1 zu binden, wurde ein Adh&sionstest an immobilisiertes
rekombinantes ICAM-1-Fc durchgefihrt. Wahrend nur wenige WT DC an ICAM-1
haften blieben, fiihrte die Expression von konstitutiv aktivem LFA-1 auf LFA-1%? DC
zu einer signifikant gesteigerten Zelladh&asion (Abb. 40B).
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Abb. 40: Aktives LFA-1 auf stimulierten BMDC induziert ihre Adhasion an ICAM-1

(A) WT und LFA-1% BMDC wurden fiir 48 Stunden mit anti-CD40-Antikorper stimuliert und
anschlieBend durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt sind die Histogramme der auf CD11c
vorgegateten DC. Gezeigt sind die Ergebnisse eines von sechs unabhangigen Experimenten. (B) Wie
in (A) stimulierte WT und LFA-1%Y BMDC wurden in Platten inkubiert, die mit rekombinantem ICAM-
1/Fc oder mit Kontroll-lgG beschichtet wurden und die Anzahl gebundener Zellen wurde bestimmt.
Gezeigt ist der Mittelwert von 3 Experimenten. Jedes Experiment wurde in Duplikaten angesetzt. **p <
0.01.
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3.3.2 LFA-1°“BMDC weisen eine verlangerte Interaktion mit T-Zellen auf

Da aktives LFA-1 es den BMDC ermdglichte, an ICAM-1 zu binden, wurde im
Folgenden untersucht, ob antigen-beladene BMDC LFA-1 auch dazu nutzen, um an
T-Zellen zu binden. Dazu wurden stimulierte WT und LFA-1%4 BMDC mit OVA-Peptid
beladen, mit TCR-transgenen OT-I bzw. OT-Il T-Zellen in einer 3D-Kollagenmatrix
kokultiviert und ihre Interaktion beobachtet. Die mediane Kontaktdauer zwischen
CD4" OT-Il bzw. CD8" OT-I T-Zellen und LFA-1%¢ BMDC war dabei gegeniiber der
WT BMDC/T-Zell-Kontaktdauer signifikant erhoht (Abb. 41A, D). Zur Verdeutlichung
der unterschiedlichen Kontaktzeiten wurden die DC/T-Zellinteraktionen in zwei
Klassen unterteilt: 1) kurze Kontakte (< 60 min) und 2) Kontakte, die langer als 60
min anhielten (> 60 min) (Abb. 41B, C und E, F). Dabei wurden deutlich mehr lange
Kontakte zwischen LFA-1%? BMDC und den beiden T-Zellpopulationen gefunden, als
zwischen WT BMDC und OT-I bzw. OT-Il T-Zellen. Damit tGbereinstimmend gingen
WT BMDC mit OT-lI und OT-Il T-Zellen vorzugsweise kurze Kontakte ein. Die
Induktion der langen Kontakte ging einher mit der Akkumulation vieler T-Zellen auf
den LFA-1%9 BMDC (Abb. 41G). Somit beeinflusst aktives LFA-1 auf DC spezifisch
die Ausbildung langer DC/T-Zell-Kontakte, indem es die Interaktion mit T-Zellen

verstarkt.
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Abb. 41: Aktives LFA-1 auf BMDC verstéarkt die Ausbildung langer Kontakte mit T-Zellen.

Stimulierte, mit OVA-Peptid beladene WT oder LFA-1¥ BMDCs wurden mit CD4" OT-II (A) oder CD8"
OT-I (D) T-Zellen in 3-D Kollagengelen kultiviert. Die Kontaktzeiten von einzelnen DC/T-Zellkontakten
innerhalb der ersten 10 Stunden der Kokultur wurden analysiert. Der Prozentsatz an Kontakten
zwischen DC und CD4" (B) und CD8" T-Zellen (E), die langer als 60 min anhielten, sowie der
Prozentsatz an Kontakten, die kirzer als 60 min waren (C: CD4; F: CD8), wurde bestimmt. (G)
Durchlichtaufnahmen von WT (links) bzw. LFA-1%° (rechts) DC/OT-II T-Zellinteraktion. *, P < 0.05; **,
P <0.01 ***, P < 0.001.

3.3.3 Inaktives LFA-1 auf BMDC ist entscheidend fur die Aktivierung und

Proliferation von T-Zellen

Da aktives LFA-1 auf DC ihre Interaktion mit T-Zellen positiv reguliert, wurde im
Folgenden untersucht, ob konstitutiv aktives LFA-1 (LFA-1%%) die Proliferation naiver
T-Zellen beeinflusst. Hierzu wurden antigen-beladene stimulierte BMDC mit CD4"
OT-ll bzw. CD8" OT-I T-Zellen in 3D-Kollagengelen kokultiviert und die Proliferation
nach drei Tagen gemessen. Sowohl die CD4" OT-Il als auch die CD8" OT-I T-Zellen,

die mit LFA-1%9 DC kokultiviert wurden, proliferierten signifikant geringer, als in
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Kokultur mit WT BMDC (Abb. 42A, B). Dies zeigt, dass aktives LFA-1 auf DC die
antigen-spezifische Proliferation von CD4" und CD8" T-Zellen negativ beeinflusst.

CDh4 CDS8
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Abb. 42: Aktives LFA-1 auf BMDC verringert die T-Zellproliferation.

Stimulierte WT und LFA-1%" DC wurden mit OVA-Peptiden beladen und mit CD4" OT-Il (A) bzw. CD8"
OT-1 (B) fur drei Tage in 3-D Kollagengelen kokultiviert. Fir die letzten 16 Stunden wurde der Kultur
[3H]—Thymidin zugegeben, um die T-Zellproliferation zu bestimmen. Jeweils ein reprasentatives
Ergebnis von drei Versuchen ist dargestellt. Jedes Experiment wurde in Triplikaten angesetzt. *, P <
0.05; **, P < 0.01

Als nachstes wurde tberprift, ob LFA-19Y DC in der Lage sind, die Internalisierung
des T-Zellrezeptors zu induzieren, was in der antigen-spezifischen T-Zellaktivierung
ein frihes Signal ist (Alcover et al., 2000). Die Endozytose des TCRs von CD8" OT-I
T-Zellen, die mit WT BMDC kokultiviert wurden, auf unterschiedliche Peptiddosen
hin, korrelierte im wesentlichen mit der induzierten T-Zellproliferation (Abb. 43A, B).
Die Starke der durch LFA-1%9 und WT BMDC induzierten TCR-Internalisierung
unterschied sich kaum (Abb. 43A), wohingegen die durch unterschiedliche
Pepdiddosen induzierte T-Zellproliferation wieder geringer als in den WT DC/T-Zell-
Kokulturen ausfiel (Abb. 43B). Dies zeigt, dass die friihe Erkennung der Peptid-MHC-
Komplexe durch die Anwesenheit von aktivem LFA-1 auf der DC-Oberflache nicht

gestort ist, wohl aber die spéter einsetzende T-Zellproliferation.
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Abb. 43: Aktives LFA-1 auf BMDC interferiert mit der T-Zellaktivierung und der Generation von
Th1l-Zellen.

(A) WT oder LFA-1% DC wurden mit unterschiedlichen Dosen SIINFEKL beladen und fiir 4 Stunden
mit OT-I T-Zellen in einer 3D-Kollagenmatrix kokultiviert. Nach Isolation aus der Matrix wurde die
Expression der Va2-Kette des TCRs durchflusszytometrisch gemessen. Der MFI von Va2 auf CD8" T-
Zellen ist dargestellt (n=3). (B) Wie in (A) beladene DC wurden mit OT-1 T-Zellen fir drei Tage in einer
Kollagenmatrix kultiviert. Innerhalb der letzten 16 Stunden wurde der Kultur [*H]-Thymidin zugegeben,
um die T-Zellproliferation zu bestimmen. Jeweils ein reprasentatives Ergebnis von zwei Versuchen ist
dargestellt. Jedes Experiment wurde in Triplikaten angesetzt. (C) Stimulierte WT und LFA-17" DC
wurden mit OVA-Peptid beladen und mit CD4" OT-Il in 3-D Kollagengelen kokultiviert. Nach 24
Stunden wurden die Gele verdaut, die RNA extrahiert und die relative Expression der IL-2 mRNA
mittels quantitativer Real-time PCR bestimmt. (n=3). *p < 0.05. (D) Kokultur wie in (C) nur mit oder
ohne OVA-Peptid. Nach dem Verdau der Gele wurde der Prozentsatz an CD4" T-Zellen, die IFNy
produzieren mittels intrazellularem FACS ermittelt (n=2). (E) Wie in (C). Hier wurde die relative
Expression von Thet (n=4), GATA3 (h=4) und FoxP3 (n=3) mRNA bestimmt. Die Expression der WT
Ansatze wurde auf 1 gesetzt. *p < 0.05. (Die Real-time PCRs wurden von M. Laschinger in Minchen
durchgefiihrt.)
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In Ubereinstimmung mit der verminderten T-Zellproliferation waren auch die mRNA-
Level von IL-2 in CD4" T-Zellen, die mit LFA-1%? DC kokultiviert wurden, im Vergleich
zu T-Zellen, die mit WT DC kultiviert wurden, signifikant reduziert (Abb. 43C). Die
Frequenz IFNy—produzierender T-Zellen lag auf Hintergrund-Niveau, wenn die T-
Zellen mit LFA-1%® DC kokultiviert wurden, wohingegen antigen-beladene WT DC
eine intrazellulare IFNy—Produktion in den T-Zellen induzierten (Abb. 43D). Aktives
LFA-1 auf DC beeintrachtigt also nicht nur die T-Zellproliferation, sondern hat ebenso
einen Einfluss auf die Generierung von IL-2/IFN-g produzierenden Thl Zellen. Um
diese Hypothese zu validieren, wurde die mRNA-Expression von Thet, GATA3 und
Foxp3 in CD4" T-Zellen untersucht, die mit antigen-beladenen WT oder LFA-1%¢ DC
kokultiviert wurden. Wahrend die mRNA-Level von GATA3 und Foxp3 in den CD4"
T-Zellen nicht durch die Expression von aktivem LFA-1 beeintrachtigt wurden, wurde
im Vergleich zu mit WT BMDC kokultivierten T-Zellen eine signifikant reduzierte
Menge an Tbet mRNA in den T-Zellen detektiert, die mit LFA-1%4 DC kokultiviert
wurden. (Abb. 43E).

3.3.4 Die Expression von aktivem LFA-1 auf BMDC fuhrt zu einer verringerten
DTH

Um die in vitro Ergebnisse zu untermauern, wurden im Folgenden die Auswirkungen
von konstitutiv aktivem LFA-1 auf DC fur die Induktion einer Immunantwort in einem
DTH-Model in vivo untersucht. Nach adoptivem Transfer naiver CD4" OT-Il T-Zellen
in naive Empfangermause und zweimaliger subkutaner Injektion von antigen-
beladenen BMDC beider Genotypen, wurde zwei Tage spater das Maximum der
FuBschwellung erreicht (Abb. 44). In Folge einer Injektion antigen-beladener LFA-1%"
DC trat eine signifikant geringere Ful3schwellung (Reduktion um 47%) am zweiten
Tag nach DC-Transfer auf, als bei einer Immunisierung mit antigen-beladenen WT
BMDC. Uber den gesamten Beobachtungszeitraum wurde jeweils eine signifikant
verminderte Hautverdickung gemessen, wenn LFA-17Y DC in WT Empfangerméause
gespritzt wurden. Die Regulation der Aktivitat von LFA-1 auf DC ist demnach
entscheidend an der Ausbildung einer effektiven Immunantwort in vivo beteiligt,
indem es die Aktivierung und Proliferation antigen-spezifischer T-Zellen in vivo

kontrolliert.
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Abb. 44: Eine DTH-Antwort wird durch die Expression von aktivem LFA-1 auf DC vermindert.

CD4" OT-Il T-Zellen wurden in syngene B6 Empfangermause injiziert. Nach zweimaliger Injektion von
WT bzw. LFA-1% DC (24 Stunden und 17 Tage nach T-Zelltransfer) in die FuRsohle des Hinterbeins
wurde 24 Stunden nach dem finalen DC-Transfer die FuRschwellung gemessen (n=8 Mause). *p <
0.05, **p < 0.01. (S. Balkow (Mainz))

3.3.5 Der Verlust von CYTIP in DC induziert verlangerte Kontakte zu T-Zellen
und beeintrachtigt die T-Zellproliferation

Cytohesin-1-interagierendes Protein (CYTIP) kontrolliert die Deaktivierung von p2-
Intergrinen auf DC, indem es Cytohesin-1 von der Plasmamembran ins Cytoplasma
rekrutiert (Boehm et al., 2003). Wie bereits gezeigt wurde, fuhrt ein Knock-down von
CYTIP in DC zu einer reduzierten antigen-spezifischen CD8" T-Zellexpansion (Hofer
et al., 2006). Da noch nicht bekannt war, ob fir diese Beobachtung eine
Veranderung der DC/T-Zell Kontaktzeit oder der LFA-1-Aktivitat auf den DC
verantwortlich war, wurde CYTIP in WT DC mittels siRNA ausgeschaltet und ihre
Interaktion mit naiven T-Zellen in einer 3D-Kollagenmatrix beobachtet. Mature DC,
die entweder unbehandelt oder mit einer Kontroll-siRNA transfiziert wurden,
exprimierten CYTIP vor allem im Cytoplasma (Abb. 45A, B). Die Transfektion der DC
mit einer spezifischen CYTIP siRNA fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der
CYTIP-Expression in den Zellen (Abb. 45B), nahm aber keinen Einfluss auf die
Expression aktivierungsabhangiger Oberflachenmarker (Abb. 45C).

Die Analyse der Interaktionszeit zwischen DC und CD4" OT-II T-Zellen zeigte, dass
die T-Zellen, verglichen mit den Kontrollgruppen, langere Kontakte mit den DC
eingingen, in denen CYTIP ausgeschaltet wurde (Abb. 45D). Die vorangegangenen

Versuche bestéatigend resultierten auch hier die verlangerten DC/T-Zell-Kontaktzeiten
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in einer signifikant reduzierten T-Zellproliferation nach Kokultur mit antigen-
beladenen DC, in denen CYTIP ausgeschaltet wurde (Abb. 45E).
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Abb. 45: Knock-down von CYTIP in DC induziert verlangerte Kontakte mit T-Zellen und
beeintrachtigt die antigen-spezifische Proliferation.

(A) Nachweis der Koexpression von CYTIP und Cytohesin in maturen WT BMDC mittels
Immunfloureszenz-Aufnahmen mit einem konfokalen LSM (Leica). (B) Die CYTIP Expression wurde
durch Knock-down inhibiert und ist hier anhand von Immunfloureszenz-Aufnahmen dargestellt. Die
CYTIP-Expression in stimulierten WT DC wurde 24 Stunden nach Transfektion mit Kontroll- und
CYTIP-siRNA Uberprift. (C) Nach der Transfektion von WT DC mit Kontroll- bzw. CYTIP siRNA,
wurde die Oberflachenexpression von CD11c, CD40 und CD80 durchflusszytometrisch analysiert.
Ungefilltes Histogramm: Isotypkontrolle, gefiilltes Histogram: spezifische Farbung. Der Prozentsatz
(CD11c) oder der geometrische Mittelwert (CD40, CD80) sind im FACS-Profil angegeben. (D)
Stimulierte transfizierte DC wurden mit Ovalbumin-Peptid beladen und mit CD4" OT-Il T-Zellen in
einem 3-D Kollagengel kultiviert. Die Kontaktzeiten von einzelnen DC/T-Zellkontakten innerhalb der
ersten 10 Stunden der Kokultur wurden analysiert. Rote Linie: Median. (E) Antigenspezifische
Proliferation von CD4" OT-II T-Zellen, die fiir drei Tage mit stimulierten, OVA-beladenen Kontroll- oder
CYTIP-siRNA- transfizierten DC in 3-D Kollagengelen kokultiviert wurden. Fir die letzten 16 Stunden
wurde der Kultur [SH]—Thymidin zugegeben, um die T-Zellproliferation zu bestimmen. Jeweils ein
reprasentatives Ergebnis von drei Versuchen ist dargestellt. Jedes Experiment wurde in Triplikaten
angesetzt. **, P < 0.01 ***, P < 0.001. (Die Cytip knock-down Experimente wurden von S. Balkow
durchgeftihrt.)

3.3.6 Die Inhibition von aktivem LFA-1 auf DC vermindert die Ausbildung
langer Kontakte zu T-Zellen und verstarkt die T-Zellproliferation

In frGheren Studien wurde gezeigt, dass LFA-1 auf DC in einer inaktiven Form
vorliegt und es deshalb keine funktionale Relevanz fir die DC-Aktivitat hat (Varga et
al., 2007; Cambi et al., 2006). Im Zusammenhang mit unseren Daten kam die
Vermutung auf, dass LFA-1 fir eine voll funktionsfahige DC in ihrer inaktiven Form
vorliegen muss, um eine optimale T-Zellinteraktion und ein effizientes T-Zellpriming
zu erreichen. Zur Uberprifung, ob die Inhibition von aktivem LFA-1 diese DC-
Funktionen wiederherstellt, wurden antigen-beladene WT bzw. LFA-1%4 DC mit
funktionalen blockierenden anti-LFA-1 (CD11a/CD18) Antikérpern vorbehandelt und
ihre Interaktion mit CD4" OT-ll T-Zellen in einer 3D-Kollagenmatrix analysiert. Die
Antikorper, die gegen CDlla (FD441.8) oder CD18 (GAME46) gerichtet waren,
beeinflussten die Kontaktzeit von WT DC mit T-Zellen nicht (Abb. 46A). Dies
bestétigt, dass im Gegensatz zu aktivem LFA-1 (LFA-19%) Wildtyp-LFA-1 auf DC die
DC/T-Zellinteraktion nicht beeintréchtigt. Die Inhibition von CD11a oder CD18 auf DC
hingegen, die konstitutiv aktives LFA-1 auf der Oberflache exprimieren (LFA-199),

reduzierte ihre Kontaktzeit mit T-Zellen im Vergleich zu LFA-1%¢

DC, die mit einem
Kontroll-Antikbrper oder mit einem nicht-blockierenden CD18 Antikorper (M18/2)
inkubiert wurden auf WT-Niveau (Abb. 46A). Demnach reduziert die Inhibition von
aktivem LFA-1 auf DC die Ausbildung langer Kontakte zwischen LFA-1%¢ DC und T-

Zellen. In Ubereinstimmung mit friiheren Studien hatte das Blockieren von WT LFA-1

100



Stefanie Pektor Ergebnisse

keinen Einfluss auf die DC-Interaktion mit naiven T-Zellen. Dariber hinaus konnte
die T-Zellstimulationskapazitat der LFA-1%? DC durch eine Vorbehandlung mit den
inhibitorischen CD11a (FD441.8) oder CD18 (GAME46) Antikdrpern auf das Niveau
von WT DC erhéht werden (Abb. 46B).

A ***. ns * ns B
. 3000001
= 4004 t f i . o WT 0.0559 _ns * ns O wT
S 00 @ & & & & ° LFa T g
= 30T o a» P e o @® e
= +8 %3 s s 200000
3
S0l 2% 83 o2 ¢ £
o 33 83 i i8S
S 101 -
X -y - e a> e ]
=% 22 == ==
0- 0
d b 2 ©
$ o P ¥ > L L ®
N > \4 N 2 N NS
&° Qoby N & /8 UGS ¢
© o < o
)
C D
—_— % hs s
0 * o Kontroll sSiRNA o £ unbeh.
= & 5 » R rons! 80000 B3 Kontroll SRNA
'€ 1001 &8 % e Cytip siRNA tro!
T 307 o000 oo oo 000 o0 oemm 600004 @l Cytip sSiRNA
g o apo apo 0co owm oo E
P I 3 8 40000
X oo G50 o p—
I SEsEE S== 1
X CaEO CEEO QEED emme emme ome
0_ CEEO [ec o} CEES OGEND oERG 0_.
ST A S L . QO
2 Q < G N ©
S \% \4 S \% 4 X &) W
SR SR S \4 4
N 0§ N 0§ \}Q D 0§

Abb. 46: Die Inhibition von aktivem LFA-1 auf DC verhindert die Ausbildung langer Kontakte
und stellt die antigen-spezifische T-Zell-Proliferation wieder her.

(A, B) Stimulierte WT und LFA-1% DC wurden entweder mit inhibitorischen Antikérpern gegen CD18
(GAME46), CD11a (FD441.8), mit einem nicht-blockierenden CD18 Antikdrper (M18/2) und einer
Isotypkontrolle vorbehandelt oder unbehandelt belassen. Danach wurden die DC mit Ovalbumin-
Peptid beladen und mit CD4" OT-Il T-Zellen in einem 3-D Kollagengel kultiviert. (A) Die Kontaktzeiten
von einzelnen DC/T-Zellkontakten innerhalb der ersten 10 Stunden der Kokultur wurden analysiert. (B)
Die antigenspezifische Proliferation der CD4" OT-Il T-Zellen wurde mittels [3H]-Thymidin-Einbau
bestimmt. Der Versuch wurde in Triplikaten angesetzt. (C) Wie in (A) nur mit Kontroll-siRNA oder
CYTIP-spezifischer siRNA transfizierten WT DC. (D) Wie in (B) nur mit den wie in (C) transfizierten
WT DC. N=3. *p < 0.05, ***p < 0.001. (Die Cytip knock-down Experimente (C und D) wurden von S.
Balkow durchgefuhrt.)

Da die Herunterregulation von CYTIP in DC zu verlangerten Kontaktzeiten und einer
reduzierten T-Zellproliferation fuhrte (Abb. 45D, E) und es nicht bekannt ist, ob die
Inaktivierung von CYTIP seinen Effekt Uber die Aktivierung von LFA-1 ausubt, wurde
im Folgenden untersucht, ob die antigenspezifische T-Zellproliferation durch die

Blockade von LFA-1 auf DC, in denen CYTIP ausgeschaltet wurde, wiederhergestellt
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werden kann. Die Vorbehandlung der DC mit einem inhibitorischen Antikorper gegen
CD18 (GAME46) verminderte die Kontaktzeit zwischen den DC, in denen CYTIP
ausgeschaltet wurde, und naiven T-Zellen (Abb. 46C) und erhohte die T-
Zellproliferation auf ein vergleichbares Level, wie DC, die mit Kontroll-siRNA
transfiziert wurden (Abb. 46D). Insgesamt zeigen die Daten, dass aktives LFA-1 auf
DC inhibitorisch auf die antigenspezifische T-Zellproliferation wirkt und implizieren,
dass CYTIP in maturen DC die LFA-l-abhangige T-Zellablésung reguliert, eine

wichtige Voraussetzung fur erfolgreiches T-Zellpriming.
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4 Diskussion

4.1 Analyse der Interaktion zwischen DC und T-Zellen

Die Kontaktdauer zwischen DC und T-Zellen hat einen wesentlichen Einfluss auf die
T-Zell-Aktivierung: Zum einen flihren stabile Kontakte zu einer produktiven T-Zell-
Aktivierung und —Proliferation (Benvenuti et al., 2004; Hugues et al., 2004).
Andererseits konnen stabile Kontakte zu einer signifikant reduzierten T-Zell-
Aktivierung fuhren (Balkow et al., 2007; Balkow et al., 2010). Welche Mechanismen
dafur verantwortlich sind, dass es im einen Fall zur Aktivierung und im anderen Fall
zur Suppression kommt, wurde in diesem Projekt anhand differentiell vorbehandelter
SP37A3-DC mit bekanntermafen immunogenen gegeniuber tolerogenen
Eigenschaften untersucht.

4.1.1 SP37A3 haben vergleichbare Eigenschaften mit BMDC

Der Einsatz einer DC-Linie bietet viele Vorteile. Fur die hier gezeigten
Untersuchungen wurde deshalb neben BMDC auch die DC-Linie SP37A3 flr
vergleichende Interaktionsstudien mit CD4" T-Zellen verwendet. Unstimulierte
SP37A3 entsprechen hinsichtlich ihres Phé&notyps und ihrer funktionellen
Eigenschaften immaturen myeloiden DC, stellen aber eine homogenere
Zellpopulation dar als BMDC (Bros et al., 2007 und eigene Daten). Ausgereifte
SP37A3-Zellen sind charakterisiert durch ausgeprédgte Dendriten, durch eine
erhohte, homogene Expression von MHC- und kostimulatorischen Molekilen, eine
verstarkte Produktion von proinflammatorischen Zytokinen sowie eine potente
Stimulation von allogenen T-Zellen in vitro und in vivo sowie von syngenen, OVA-
TCR-transgenen T-Zellen in vitro (Bros et al, 2007). Im direkten Vergleich konnte in
der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass BMDC und die Zelllinie SP37A3 einen
vergleichbaren Immunphanotyp fir die untersuchten Molekile bezuglich der
Expression unter Basalbedingungen sowie nach Stimulation aufweisen. Anhand der
durch BMDC und SP37A3 induzierten Proliferation antigenspezifischer CD4" T-Zellen

sieht man, dass iISP37A3 eine sehr homogene Zellpopulation darstellen und keine
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bereits voraktivierten DC enthalten, da die durch sie ausgeldste T-Zellproliferation
deutlich unter der durch LPS oder TNF-a plus IL-1B stimulierte SP37A3 lag. Bei den
BMDC war dieser Unterschied nicht so deutlich, was die Heterogenitat dieser DC-
Population im unreifen Zustand bestétigt. Diese Ergebnisse implizierten, dass es
durch den Einsatz einer homogeneren DC-Population auch zu einer auf Einzellebene
statistisch besser abgerenzbaren Interaktion unreifer gegentber reifer DC mit

antigenspezifischen T-Zellen kommen kénnte (s. 4.1.2).

Bei der genaueren Analyse der vergleichenden DC/T-Zellinteraktion im Kollagengel
zeigte sich, dass mit TNF-a plus IL-1p3 stimulierte BMDC und SP37A3-Zellen pro
Zeiteinheit weniger Kontakte zu T-Zellen eingingen, wenn die DC zuvor mit Antigen
beladen wurden. Die mediane DC/T-Zell-Kontaktzeit war allerdings nicht von der
Anwesenheit des OVA-Pepids beeinflusst. Schaute man sich kurze und lange
Kontakte getrennt voneinander an, verliefen bei Verwendung beider DC-
Populationen die kurzen Kontakte antigenunabhéngig ab, wohingegen es vor allem
bei den SP37A3 bei Prasentation des Antigens eine Zunahme von langen Kontakten

gab.
4.1.2 Zwischen mDC und Treg kommt es zur Aggregatbildung

Inwieweit die DC/T-Zellinteraktionszeit die T-Zellaktivierung beeinflusst, ist
Gegenstand zahlreicher Untersuchungen (Faroudi et al., 2003; Shakhar et al., 2005;
Stoll et al., 2002). Balkow et al (2007) konnten bereits fir DC und T-Zellen aus Balb/c
bzw. DO11.10 Mé&usen zeigen, dass antigenbeladene, stimulierte BMDC mit
antigenreaktiven nTreg mehr lange Kontakte eingingen, als mit naiven CD4°CD25" T-
Zellen gleicher TCR-Spezifitat. Auch die hier verwendeten maturen,
antigenbeladenen BMDC aus C57BL/6 Méausen sowie die SP37A3-DC (C57BL/6-
Genotyp) wiesen vermehrt lange Interaktionszeiten mit syngenen nTregs auf.
Dartber hinaus bildeten sie mit diesen nTregs groRe Zellaggregate, was bei
Kokulturen mit naiven antigenspezifischen CD4°'CD25 T-Zellen nicht beobachtet
werden konnte. Wie bereits gezeigt werden konnte, bilden Milz-DC nicht nur
Aggregate mit syngenen nTregs sondern auch mit naiven CD4°CD25" T-Zellen aus.
In Abhangigkeit von LFA-1 kénnen die Tregs aber die Aggregatbildung mit naiven
CD4'CD25 T-Zellen inhibieren und die Expression von kostimulatorischen Molekiilen
(CD80/86) auf den DC herunterregulierten (Onishi et al., 2008). Auch humane Tregs
bilden stabile und langanhaltende Aggregate mit syngenen myeloiden DC aus. Dies
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geschieht in Abhéngigkeit der Adhasionsmolekile ICAM-1, LFA-3 und ICAM-3 und
fuhrt zu einer Herunterregulation von CD80 auf den DC (Herman et al., 2012). In
fortflhrenden Studien soll auch in den hier gezeigten Daten Uberprift werden,
inwieweit Adhasionsmolekiile wie LFA-1 und ICAM-1 an der Aggregatbildung beteiligt
sind und wo sie in den Aggregaten lokalisiert sind. Das soll zum einen anhand von
konfokalen Fluoreszenzaufnahmen geschehen, aber auch durchflusszytometrisch
untersucht werden. Weiterhin werden auf DC-Seite auch kostimulatorische Molekile
(wie CD40, 80, 86) durchflusszytometrisch analysiert, um festzustellen, ob es seitens
der DC, die mit nTregs interagieren zu einer Tolerogenisierung und damit

Herunterregulation dieser Molekile kommt.

Unstimulierte, antigenbeladene BMDC und SP37A3 bildeten weder mit nTreg noch
mit naiven CD4'CD25 T-Zellen groRe Zellaggregate aus, und im Gegensatz zu
maturen DC beider Populationen lagen die Kontaktzeiten zwischen imaturen DC
beider Populationen und nTregs (vor allem in Phase 3 (20-30h)) niedriger als mit
naiven CD4'CD25  T-Zellen. Die letztere Beobachtung steht im Gegensatz zu den
Daten von Sarris et al. (2008), die gezeigt haben, dass iBMDC mit syngenen nTreg
ofter lange Kontakte eingingen, als mit naiven CD4°CD25" T-Zellen. In deren Arbeit
wurde allerdings nicht in einer 3D-Umgebung gearbeitet, sondern in einer 2D-
Flussigkultur. Desweiteren wurden lange Kontakte anders definiert: Kontakte, die
langer als 400 sec (= 6,7 min) anhielten, wurden als lange Kontakte klassifiziert,
wohingegen in der vorliegenden Arbeit lange Kontakte als solche klassifiziert wurden,
die langer anhielten als 45 min. Ein weiterer Unterschied besteht in dem Genotyp der
verwendeten Mause: In der vorliegenden Arbeit wurde mit Mausen gearbeitet, deren
genetischer Hintergrund C57BL/6 ist, wohingegen in der Arbeit von Sarris et al.

Mause mit einem Balb/c-Hintergrund verwendet wurden.

Die Uberlegung, dass die Verwendung von SP37A3-Zellen mit ihrem gegentber
BMDC jeweils homogeneren Phanotyp im unreifen wie auch stimulierten Zustand zu
einer geringeren Spreitung der DC/T-Zellkontaktzeiten fuhrt, konnte nicht bestatigt
werden: Wie auch bei der Verwendung von BMDC gibt es kurze und lange Kontakte,
wobei die Anzahl der kurzen Kontakte deutlich Uberwiegt. Auch eine
Homogenisierung der T-Zellen durch Depletion oder Anreicherung von CD25" T-
Zellen fuhrte nicht zu einer geringeren Spreitung der DC/T-Zellkontaktzeiten.
Bisherige Daten, die unter Verwendung von Gesamt-CD4" T-Zellen generiert wurden
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(Balkow et al., 2007 und eigene Daten), legten den Schluss nahe, dass nach einer
Depletion aller CD25" T-Zellen vor der Kokultur, die Kontaktzeiten auch etwas
homogener werden, was aber nicht der Fall war, wie die DC/T-Zellkontaktanalysen

mit naiven CD4"CD25" zeigen.
4.1.3 Analyse der DC/T-Zellinteraktion in einem immunsuppressiven Milieu

Mature DC, welche mit Hilfe von immunmodulatorischen Zytokinen (z.B. IL-10, TGF-
B) oder immunsupprimierenden  pharmakologischen  Substanzen  (z.B.
Dexamethason, Vitamin D3) in einen tolerogenen Status differenziert wurden,
induzieren in interagierenden alloreaktiven naiven T-Zellen die Differenzierung zu
Treg (Hackstein and Thomson, 2004; Rutella and Lemoli, 2004). Dies wurde auch fur
SP37A3-Zellen beschrieben, welche in Gegenwart von Dexamethason ausgereift
wurden (alternativ aktivierte SP37A3-Zellen) (Bros et al., 2007). Aber auch immature
humane monozytenabgeleitete DC fordern die Entwicklung von alloreaktiven naiven
T-Zellen zu Treg (Jonuleit et al., 2000). Bisher wurden solche Studien immer in
Flussigkultursystemen durchgefihrt. In der vorliegenden Arbeit wurde die Interaktion
unterschiedlich aktivierter SP37A3 mit syngenen naiven T-Zellen aus DEREG-OT-II
Mausen in der 3D-Kollagenmatrix untersucht und der Aktivierungsstatus der T-Zellen
nach verschiedenen Zeitpunkten der Kokultur (parallel auch in Flussigkultur)
analysiert sowie ihre mogliche Konversion zu Foxp3™ iTreg, die aufgrund der Foxp3-

Genpromotor-abhangigen Expression von EGFP entsprechend markiert werden.

Um ein in der Literatur definiertes immunsuppressives Milieu abzubilden, das eine
DC-abhangige Konversion naiver CD4" T-Zellen zu iTregs forciert, wurden den
Kokulturen die immunsupprimierenden Agenzien Retionolsaure (RA, ein Vitamin-A-
Metabolit) und TGF-B zugefiigt.. T-Zellen, die mit mSP37A3 interagierten, wiesen in
der ersten Phase der Interaktion im Median deutlich langere Interaktionszeiten auf,
als mit DexSP37A3 oder iSP37A3 kokultivierte T-Zellpopulationen sowie eine
deutlich starkere T-Zell-Aktivierung in Bezug auf Frequenz Aktivierungsmarker-
positiver Zellen und T-Zellproliferation. Auch Foxp3 wurde in den DC/T-Zellkokulturen
mit mSP37A3 von mehr T-Zellen exprimiert, als in Kokulturen mit DexSP37A3 oder
ISP37A3. Dies legt den Schluss nahe, dass eine verlangerte Interaktion zwischen
SP37A3 und naiven T-Zellen in der 3D-Kollagenmatrix verstarkt zur Induktion von
Treg fuhrt, aber auch zu einer starkeren Aktivierung der CD4-T-Zellen und damit zur

Bildung von T-Effektorzellen. In den Flussigkulturansatzen kam es zwar auch in den
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MSP37A3-T-Zellkokulturen zur starksten Aktivierung der T-Zellen, allerdings gab es
in der Frequenz Foxp3® Zellen kaum Unterschiede zwischen DexSP37A3- und
mSP37A3-enthaltenden Kokulturen. Denkbar wére, dass die DC/T-Zellinteraktion im
Kollagengel so weit herabgesetzt wird, dass im Falle von DexSP37A3 als
Stimulatoren fur eine Induktion von Foxp3 zu wenig Signal in interagierenden T-
Zellen ankommt, wohingegen es bei der Interaktion mit mSP37A3 ausreicht. In der
Flissigkultur, in der die Interaktion zwischen DC und T-Zellen starker ist, da beide
Populationen nicht aktiv zueinander migrieren mussen wie im Gel, kommt es an Tag
4 sogar zur Induktion von mehr Foxp3® T-Zellen wenn DexSP37A3 als Stimulatoren
genutzt wurden, im Vergleich zu mSP37A3. In weiterfihrenden Studien soll
vergleichend getestet werden, inwiefern es sich auf die DC-abhangige Induktion von
Treg auswirkt, wenn die immunsupprimierenden Sustanzen RA und TGF-B nicht in
der Kokultur anwesend sind. Weiterhin sollen auch die supprimierenden
Eigenschaften der generierten Tregs analysiert werden, die an Hand ihrer EGFP-
Floureszenz mittels Zellsort aufgereinigt werden, da die GARP-Expression der Tregs
aus den Kollagengelen mit mSP37A3 deutlich unter der von DexSP37A3-Kokulturen
lag. GARP gilt als Marker fir die aktivierte Tregs und ist demnach wichtig fur ihre
Suppressoraktivitat.

4.2 Rolle von Myosin 9b

Eine strikte Kontrolle der Motilitat von Immunzellen und ihrer Interaktion
untereinander ist notwendig, um die Immunitat eines Wirtsorganismus gegenuber
Krankheitserregern aufrecht zu erhalten bzw zu ermdéglichen. In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass Myo9b, ein motorisierter Rho-Inhibitor, eine wichtige
Signaltransduktionskomponente darstellt, die sowohl fur die Migration, als auch flr

das T-Zell Stimulierungspotential von DC notwendig ist.

4.2.1 Die verstarkte Rho-Signaltransduktionsaktivitat in Myo9b” DC fiihrt zu

einer verminderten Migrationskapazitat

Die genetische Deletion von Myo9b resultierte in erhdhten Mengen von
phosphoryliertem RhoA in BMDC. Diese UbermanRige RhoA-
Signaltransduktionsaktivitat wiederum fuhrte zu einer verstarkten Phosphorylierung
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von MLC und Cofilin, was auf eine erhohte Acto-Myosin-Kontraktilitat und auf eine
reduzierte F-Aktin-Aktivitat hinweist.

Auf funktionaler Ebene war sowohl die spontane, als auch die gerichtete Migration
von Myo9b™ DC in einem 3D-Kollagengel erheblich gestort. In einer Studie zu
Myo9b-defizienten Makrophagen aus der Maus konnte auch auf einem 2D-Substrat
eine reduzierte Zellmotilitat und Chemotaxis beobachtet werden (Hanley et al.,
2010). Wie bereits in friheren Arbeiten gezeigt wurde, fihrt die Expression einer
konstitutiv aktiven Form von RhoA oder die Anwendung von Toxinen, die eine
nachhaltige RhoA-Aktivierung induzieren, zu einer Inhibition der DC-Migration
(Blocker et al., 2006; Shurin et al., 2005). Weiterhin hat die Oberflachenexpression
von Thy-1, ein Glycophosphatidyl-Inositol (GPI) gebundenes Glykoprotein, welches
die Rho-Aktivierung, durch Modulierung der Aktivitat von p190 RhoGAP induziert, zur
Inhibition der in vitro Migration von Fibroblasten gefiihrt (Barker et al., 2004). Ebenso
war die erh6hte RhoA-Aktivitat Knochenmarks-abgeleiteter Makrophagen von BCL6-
defizienten Mausen mit einer beeintrachtigten Zellausbreitung und Motilitdt assoziiert
(Pixley et al., 2005).

In der Studie von Hanley et al (2010) konnte durch die Inhibition von RhoA mit dem
Clostridium botulinum Toxin C3 die spontane Migration, nicht aber die
chemotaktische ~ Aktivitit der Myo9b” Makrophagen normalisiert werden.
Interessanterweise erhohte C3 aber nicht nur die Geschwindigkeit der Myo9b™
sondern auch der WT Makrophagen. Im Gegensatz dazu wurde berichtet, dass C3
sowohl die spontane als auch die CCL-19 abhangige chemotaktische Migration von
humanen PBMC-abgeleiteten DC auf Fibronektin-beschichteten Platten reduziert
(Riol-Blanco et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass C3
auf die Migration der Myo9b” BMDC keinen Einfluss hatte, wohl aber auf die der WT
BMDC, deren Migrationsgeschwindigkeit auf das Niveau der Myo9b” BMDC
reduziert wurde (Daten nicht gezeigt). Diese Diskrepanz zwischen der bei
Makrophagen beobachteten Wirkung von C3 (Hanley et al., 2010) kbénnte zum Einen
aus den zelltypspezifischen Unterschieden zwischen Makrophagen und DC
resultieren, zum Anderen daraus, dass die Makrophagen im Gegensatz zu den DC
unstimuliert analysiert wurden. Die Behandlung von My09b"' BMDC mit dem ROCK-
Inhibitor Y-27632 fuhrte fast zur Wiederherstellung des WT-Migrationsphanotyps.
Auch in humanen induzierten pluripotenten Stammzellen (hiPS) konnte durch Y-

27632 eine erhohte Beweglichkeit der Zellen festgestellt werden, wobei aber die
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gerichtete Bewegung in einem elektrischen Feld reduziert war (Zhang et al., 2011). In
humanen neuralen Stammzellen (hNSC) tUbte der Inhibitor wiederum keinen Einfluss
auf die gerichtete Migration aus (Feng et al., 2012). Demnach ist ROCK nicht in allen
Zelltypen gleichermal3en fur die Zellmotilitat verantwortlich. Weiterhin kommt es auch
auf die verwendete Konzentration an. Setzt man hohere Konzentrationen des ROCK-
Inhibitors ein, kommt es auch in WT BMDC zu einem signifikanten Mobilitatsverlust
(Daten nicht gezeigt). Die Behandlung der BMDC mit dem Decoy-Peptid S3-
Fragment ADF/Cofilin, welches die Phosphorylierung von Cofilin durch Inhibition der
LIM-Kinasel verhindert (Aizawa et al., 2001; Nishita et al., 2002; Heredia et al.,
2006), konnte die Migrationsgeschwindigkeit der Myo9b™ BMDC bei allen getesteten
Konzentrationen auf das Niveau der WT BMDC anheben (nur eine Konzentration
gezeigt). Dies zeigt, dass die Phosphorylierung von Cofilin, wenngleich es in der
Signaltransduktionskaskade der Rolle von RhoA und ROCK nachgeschaltet ist, eine
tragende Rolle in der Migrationskapazitat muriner DC einnimmt. Eine mogliche
Erklarung dafir koénnte sein, dass eine Blockade von ROCK mehrere
nachgeschaltete Signalwege beeinflusst, als eine Inhibition der Phosphorylierung von
Cofilin. Deshalb fuhrt der Einsatz des S3-Fragments ADF/Cofilin spezifisch zu einer
Wiederherstellung der WT Migrationskapazitat in den Myo9b”™ BMDC, da hier die
Ubermaflige Phosphorylierung von Cofilin verhindert oder reduziert wird. Die
Phosphorylierung einzelner Bestandteile des Rho-Signalweges muss demnach sehr
genau reguliert werden, um eine erfolgreiche Migration von dendritischen Zellen
gewahrleisten zu kénnen.

Ahnlich zu den in dieser Arbeit erhobenen Ergebnissen mit RhoGAP Myo9b-
defizienten DC wiesen auch DC, denen die GTPase Cdc42 fehlt (Lammermann et
al., 2009) oder das Actin-capping Protein Eps8 (Frittoli et al., 2011) eine verringerte
gerichtete Migration in einer 3D-Matrix auf. Da die kinstliche 3D-Gelmatrix im
Wesentlichen der natirlichen Umgebung einer Zelle ahnelt, benétigt die DC-
Migration in der 3D-Kollagenmatrix wie auch in vivo eine vergleichbare
Membranaktivitdt, um enge Passagen zu durchqueren. Cdc42”~ DC entwickeln sehr
starke Ausstilpungen in alle Richtungen, was dazu fuhrt, dass sie sich sofort in der
Matrix verstricken und darin hangen bleiben (Lammermann et al., 2009), wohingegen
Eps8-defiziente DC kein ausreichend dichtes Aktin-Netzwerk an ihrem vorderen
Ende ausbilden, um eine gleichmallige Zellausstulpung und damit Fortbewegung zu
bewirken (Frittoli et al., 2011).
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Die Membranausstilpungsaktivitat in Richtung der Bewegung wurde als die
treibende Kraft in der 3D-Migration von Leukozyten, inklusive DC, beschrieben
(Lammermann et al., 2008). Man kann sich also vorstellen, dass in Wt DC das
Motorprotein Myo9b Richtung Plus-Ende polymerisierender Aktinfilamente in den
vorderen Bereich der Zelle wandert und dort lokal die Hydrolyse von Rho-GTP
katalysiert, wobei es eine ungunstige Acto-Myosin Formation verhindert und die
Membranausstilpung an der Zellfront begtinstigt (Liao et al., 2010; van den Boom et
al.,, 2007). Ein Fehlen von Myo9b fiihrt also in DC zu einer migratorischen
Dysfunktion und legt den Schuss nahe, dass auch nachgeschaltete Immunfunktionen
beeintrachtigt sind.

4.2.2 Die beeintrachtigte in vivo Migration resultiert in einer reduzierten CHS
in Myo9b™ Mausen
Um letztendlich T-Zellen effektiv stimulieren zu kdnnen, missen DC zuvor Antigene
in der Peripherie aufnehmen und zu den drainierenden Lymphknoten transportieren.
Deshalb ist die Migration von DC ein wichtiger Aspekt in der Ausubung ihrer
immunologischen Funktion. Myo9b-defiziente kutane DC (CD207" LC, dermale
CD207" DC und CD207 DC) zeigten ex vivo eine deutlich reduzierte CCL-21
induzierte Emigration aus der Epidermis und Dermis von Hautexplantaten. Die
Anzahl an LC im unbehandelten Ohr war hingegen nicht beeintrachtigt. Dies zeigt,
dass Myo9b fir die Immigration von LC-Vorlaufern in die Haut nicht verantwortlich
ist. Auch in vivo, nach der Sensibilisierung der Ohren mit einer FITC-Ldsung, trat in
den Myo9b™ Mausen eine im Vergleich zu WT Mausen stark reduzierte Migration
dermaler und epidermaler DC zu den drainierenden Lymphknoten auf. Demnach ist
Myo9b notwendig fur die Regulation des ,DC-Homings“ wahrend einer adaptiven
Immunantwort. Da epidermale LC und dermale DC eine tragende Rolle in der
Prozessierung von Allergenen und in der Stimulation hapten-spezifischer T-Zellen in
den drainierenden LN Ubernehmen (Kripke et al., 1990; Bennett et al., 2005; Bennett
et al., 2007), legten diese Ergebnisse nahe, dass Myo9b flur die Ausbildung einer
kutanen Kontakt-Hypersensitivitatsreaktion (CHS) wichtig ist. Tatsachlich war Myo9b
essentiell an der Ausbildung einer TNCB-induzierten CHS beteiligt. Frihere Studien
zeigten, dass man die Reduktion einer CHS korrellieren kann mit der geringen Dichte
an LC in der Haut (Toews et al., 1980; Rheins et al., 1986). Da in der vorliegenden
Arbeit aber keine Unterschiede in der Dichte und Verteilung der epidermalen LC

gefunden wurden, kann man diesen Grund hier ausschlie3en. Viel wahrscheinlicher
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tragen die reduzierte Migration der Myo9b™ LC und dermalen DC zum drainierenden
LN und die reduzierte T-Zellstimulationskapazitat Myo9b” DC zu der verminderten
Ohrschwellung in der CHS bei. Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass Myo9b

eine Schlusselrolle in der Induktion einer adaptiven Immunantwort einnimmt.

4.2.3 Myo9b ist fur die DC-Differenzierung und - Maturierung sowie fur die

Aufnahme und Prozessierung von Antigenen nicht notwendig

Obwohl die Funktion von RhoA fir den Prozess der Antigenaufnahme kontrovers
diskutiert wird und vermutlich von dem jeweiligen Endozytoseweg abhangt (Khelfaoui
et al., 2009; Laakkonen et al., 2009; Lamaze et al., 2001), war es Uberraschend,
dass sowohl unterschiedliche Endozytosemechanismen, als auch die Prozessierung
von Antigenen in den Myo9b™ BMDC nicht beeinflusst wurden. Eine mdgliche
Erklarung konnte sein, dass die Regulation der Endozytose durch RhoA indirekt
verlauft, moglicherweise Uber einen “Cross-Talk” zwischen dem RhoA- und dem
Rac/Cdc42-Signalweg. Da die Aktivitaten von Rac und Cdc42 in den Myo9b™~ Zellen
unverandert war, kénnten sie funktional gegeniber der erhohten RhoA-Aktivitat
wahrend der Endozytose kompensatorisch wirken. Diese Hypothese unterstitzend
wurde gezeigt, dass Pasteurella multocida-Toxin (PMT) RhoA in DC stimuliert, die
Rac-Aktivitat und die Makropinocytose aber nicht beeinflusst (Blocker et al., 2006).
Andere Inhibitoren wiederum, wie Clostridium difficile Toxin B, blockieren die
Endozytose komplett, indem sie Rho, Rac und Cdc42 inhibieren (Yanagawa et al.,
2003).

Myo9b scheint auch keine Funktion hinsichtlich der stimulierungsabhangigen
Aufregulation von kostimulatorischen und Adhasions-Molekilen auszutiben. In
Ubereinstimmung damit, konnte die Expression von kostimulatorischen und
Adhéasions-Molekilen auf DC Uber eine Inhibition des durch Myo9b regulierten
Signalmolekils RhoA durch C3 nicht beeinflusst werden (Kobajashi et al., 2001).
Dies zeigt, dass Myo9b uber RhoA zwar maRgeblich an der Migration von DC
beteiligt ist, nicht aber an der Expression von Oberflachenmolekilen und an
Endozytosemechanismen, was den selektiven Phanotyp von Myo9b”’ DC

unterstreicht.
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4.2.4 Der Verlust von Myo9b reduziert die T-Zellaktivierung und fuhrt zu einer
veranderten DC/T-Zellinteraktion

Eine effiziente T-Zellaktivierung erfordert eine effiziente Interaktion von
antigenspezifischen T-Zellen mit APC und geht einher mit der Ausbildung einer hoch
organisierten IS (Bromley et al., 2001; Sims and Dustin, 2002). Nach wie vor wird
aulRerst kontrovers diskutiert, inwiefern die Dauer der APC/T-Zellinteraktion das
Ausmald der T-Zellstimulierung bestimmt. Wéhrend einige Studien zeigen, dass fur
eine maximale T-Zellaktivierung verlangerte APC/T-Zellkontakte notwendig sind
(Benvenuti et al.,, 2004; Hugues et al., 2004), zeigen andere, dass eine langere
DC/T-Zellinteraktion zu einer verringerten T-Zellaktivierung und damit Proliferation
fuhrt (Balkow et al., 2007; Balkow et al., 2010). Die hier erhobenen Daten, dass ein
Verlust von Myo9b in vitro in 3D-Kollagengelen eine erhéhte Anzahl an langen DC/T-
Zellkontakten und auch in vivo eine reduzierte T-Zellproliferation zur Folge hat,
unterstitzen die Kernaussagen der letzteren Studien. Wahrend Balkow et al. (2007)
allerdings postulierten, dass die verlangerte Kontaktzeit zwischen DC und T-Zelle die
Expansion Foxp3® Tregs begiinstigt, kam es in den hier gezeigten Ergebnissen in
den Kokulturen mit Myo9b” DC und CD4" T-Zellen nicht zu einer Expansion dieser
Treg-Population. Dies zeigt, dass lange DC/T-Zellkontakte allein nicht unbedingt zur
Induktion bzw. Expansion von Foxp3* Tregs fiihren.

Auf den ersten Blick scheint der Hauptgrund fiir die durch Myo9b™ DC im Vergleich
zu WT DC induzierte reduzierte T-Zellaktivierung im 3D-Kollagensystem die
beeintrachtigte DC-Migration zu sein. Schaut man sich allerdings die Interaktion der
knock-out versus WT DC mit den kokultivierten CD4" T-Zellen genauer an, findet
man innerhalb der gleichen Zeitspanne bedeutend mehr T-Zellinteraktionen mit einer
WT DC, als mit einer Myo9b™~ DC. Gleichzeitig tritt aber auch eine erhéhte Frequenz
an langen DC/T-Zellkontakten zwischen Myo9b™~ DC und T-Zellen auf. Demnach ist
die Anzahl der mit den DC interagierenden T-Zellen fur ein effizientes T-Zellpriming
wichtiger, als die Dauer der Interaktion. Zu Gunsten dieser These sprechen auch die
Daten von Kobajashi et al. (2001), wonach in Folge einer Inhibition von Rho in DC
durch C3-Toxin weniger T-Zellen mit diesen DC interagierten und es zu einer
vergleichsweise geringeren T-Zellproliferation kam.

Aus den verlangerten Myo9b” DC/T-Zellkontaktzeiten lasst sich auRerdem

schlussfolgern, dass das Zytoskelett der APC (und nicht nur die Antigenspezifitat und

112



Stefanie Pektor Diskussion

der Aktivierungszustand der T-Zelle) die Dauer der APC-T-Zellinteraktion an der IS
mitbestimmt.

Man kann sich auRerdem vorstellen, dass die verlangerte Myo9b~~ DCI/T-
Zellinteraktion eine Konsequenz unzureichender T-Zellaktivierungssignale ist, die
seitens der DC uber Oberflachenmolekile in der IS bereitgestellt werden. Somit
missten die Myo9b”~ DC-T-Zellinteraktionen langer sein, um diese
Aktivierungssignale zu akkumulieren. Wie bereits von Kobajashi et al. (2001) gezeigt
wurde, konnten auch hier keine Unterschiede in der Expression von
Oberflachenmolekiilen zwischen WT und Myo9b™~ DC festgestellt werden. Aber was
macht die Myo9b™™ DC in der DC-T-Zellinteraktion so adhasiv? In der FACS-Analyse
wurden in der Expression von MHCII- und Adhasionsmolekilen (CD1la, CD54)
keine Unterschiede gefunden. Man kdnnte sich aber vorstellen, dass in der Wt-I1S die
MHCII-Molekile mit dem TCR einen organisierten cSMAC ausbilden und es in den
Myo9b™~ DC/T-Zellkokulturen nicht zur Ausbildung einer organisierten IS kommit.
Zusammen mit der ebenfalls reduzierten F-Aktinkonzentration an der IS kdnnte dies
ein Grund fiir die gestdrte Kommunikation zwischen Myo9b™~ DC und T-Zellen sein,
da bereits gezeigt wurde, dass die Polarisierung des Aktin-Zytoskelett seitens der DC
essentiell fur die Ausbildung der IS ist (Al-Alwan et al, 2001). Diese Ergebnisse
implizieren weiterhin, dass die Regulation des Aktin-Zytoskeletts, durch Myo9b die
Ausbildung der IS und ihrer Signalstarke maf3geblich beeinflusst. Welche Rolle das
Aktin-bindende Protein Cofilin in DC bei der Ausbildung der IS spielt, ist momentan
nicht bekannt. Da Cofilin aber im Allgemeinen verantwortlich ist fir den Umsatz und
die Reorganisation von Aktin-Filamenten (Bamburg et al., 1999; Svitkina et al.,
1999), soll in weiteren Untersuchungen an Hand von konfokalen LSM-Aufnahmen
geklart werden, ob Cofiln direkt mit der IS assoziiert ist oder indirekt ber Myo9b auf
die Ausbildung der IS wirkt. Bisher bekannt ist, dass in humanen DC im Zuge der
Maturierung aktives Cofilin vom Zytoplasma in die Zellmembran umgelagert wird und
inaktives phosphoryliertes Cofilin kaum noch vorhanden ist (Verdijk et al., 2004). Fir
Podozyten konnte gezeigt werden, dass Cofilin unter normalen homdostatischen
Bedingungen dephosphoryliert und aktiv vorliegt. Wahrend einer glomarularen
Nierenerkrankung wird es aber verstarkt phosphoryliert und damit inaktiviert und vom
Zytoplasma in den Nukleus der Podozyten transloziert. Dies verhindert, dass Cofilin
an F-Aktin bindet und eine Umorganisation des Zytoskeletts veranlasst (Ashworth et

al., 2010). Da in den Myo9b-defizienten DC Cofilin auch verstérkt vorliegt, kann man
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sich hier ein &hnliches Szenario vorstellen: Phosphoryliertes Cofilin wird in den Kern
umgelagert, oder zumindest nicht in die Zellmembran und kann demnach dort nicht
an der Polarisierung des Aktin-Zytoskeletts mitwirken.

Fur eine genauere Analyse der Rolle von Cofilin in der DC/T-Zellinteraktion kdnnte
man auch aus Cofilin-defizienten Mausen DC generieren und ihre Interaktion mit T-
Zellen und ihr T-Zellstimulierungspotential untersuchen.

4.3 Rolle von LFA-1

Die Aktivierung antigen-spezifischer T-Zellen durch DC ist Voraussetzung fiur die
erfolgreiche Induktion einer adaptiven Immunantwort. In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass LFA-1 auf DC in einem inaktiven Status vorliegen
muss, um eine optimale T-Zellaktivierung zu gewabhrleisten. Die Regulation der LFA-
1-Aktivitat erlaubt es den DC, die T-Zellproliferation aktiv zu kontrollieren und

effektive Immunantworten auszuldsen.

4.3.1 Aktives LFA-1 auf DC fuhrt zu einer verlangerten Interaktion mit T-Zellen

Frihere Beobachtungen weisen darauf hin, dass die Ausbildung langer Kontakte
zwischen T-Zellen und antigen-beladenen DC fur die T-Zellaktivierung und die
klonale Expansion obligatorisch ist (Celli et al. 2007; Scholer et al. 2008). Eine hohe
TCR-Dichte (Grakoui et al., 1999) aber auch die Starke der Antigensignale werden in
Betracht gezogen, die DC/T-Zellinteraktion zu beeinflussen, wahrend hoch-affine
nicht aber niedrig-affine Peptid-MHC Molekule auf DC verlangerte Kontakte
induzieren (Skokos et al., 2007). Aul3erdem korrelierte auch die Antigendosis mit der
Dauer der T-Zell/APC-Interaktion und mit der T-Zellproliferation (Henrickson et al.,
2008). In Anwesenheit von niedrigen Antigen-Dosen auf DC sind die T-Zellen sehr
beweglich und gehen viele kurze Kontakte hintereinander mit verschiedenen DC ein
(Henrickson et al., 2008), was zu einer Akkumulation der Signale fuhren kdnnte
(Bajenoff et al.,, 2002; Celli et al., 2005; Faroudi et al., 2003). Ebenso wie die
Aktivierung von Mac-1 einen Effekt auf die DC/T-Zellinteraktionszeit hatte (Varga et
al., 2007), konnte auch in dieser Arbeit demonstriert werden, dass aktives LFA-1 auf
DC einen T-Zell-Arrest induziert. Die Expression von aktivem LFA-1 regulierte die
Ausbildung langer nicht aber kurzer Kontakte und impliziert, dass LFA-1 auf DC fur
kurze antigenspezifische T-Zellinteraktionen entbehrlich ist. Ahnliche Beobachtungen
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wurden auch zuvor schon in vivo gemacht, die zeigen, dass die ICAM-1 Expression
maturer DC entscheidend fir lang anhaltende Kontakte mit CD8" T-Zellen ist,
wahrend kurze Kontakte dadurch nicht beeinflusst wurden (Scholer et al., 2008). Die
hier erhobenen Daten implizieren weiterhin, dass aktives LFA-1 auf DC nicht zu einer
unkontrollierten Adhéasion an ICAM-1-tragende Zellen fihrt, sondern vielmehr
spezifisch die Anzahl langanhaltender DC/T-Zellkontakte erhoht.

4.3.2 LFA-1 muss auf DC inaktiv vorliegen, um eine effektive T-Zellaktivierung

und Proliferation zu induzieren

Im Gegensatz zu anderen Berichten, wurde hier gezeigt, dass die Ausbildung
verlangerter DC/T-Zellkontakte negativn. mit der antigen-spezifischen T-
Zellproliferation korreliert. Dies suggeriert, dass die Ausbildung langer DC/T-
Zellkontakte allein nicht ausreichend ist fur eine produktive T-Zellaktivierung. Diese
Hypothese wird durch die Beobachtung unterstitzt, dass die exakte Dauer
langlebiger Kontakte in vivo schwierig zu bestimmen scheint und von 6 Stunden bis
hin zu einigen Tagen dauern kann (Celli et al., 2007; Mempel et al., 2004; Scholer et
al., 2008). Wenn nicht die Kontaktzeit zwischen APC und T-Zelle uber eine
erfolgreiche  T-Zellaktivierung entscheidet, konnte die LFA-1 vermittelte
Signaltransduktion in den DC den “Cross-Talk” mit den T-Zellen wéahrend der
Antigenprésentation beeinflussen. Es zeigte sich bereits, dass eine CD80/86
abhangige Voraktivierung von T-Zellen durch DC die Ausbildung stabiler DC/T-
Zellkontakte und die nachgeschaltete T-Zellproliferation beginstigt (Rothoeft et al.,
2006). Alternativ dazu konnte es fur eine erfolgreiche T-Zellaktivierung —und
Proliferation auch nétig sein, dass die T-Zellen sich wieder von der DC lésen, was
impliziert, dass die DC/T-Zelladhasion transient sein muss. In vivo wurde ein
Zusammenhang zwischen der T-Zellablésung von antigen-tragenden DC und der T-
Zellteilung beobachtet (Stoll et al.,, 2002). Dariber hinaus konnte die T-
Zellstimulationskapazitat und die Interaktionszeit der LFA-1¥Y DC durch eine
Vorbehandlung mit inhibitorischen CD1la (FD441.8) oder CD18 (GAME46)
Antikorpern wiederhergestellt werden, was die Wichtigkeit einer T-Zellabldésung
unterstreicht. Aufl3erdem unterstitzen diese Daten die Ergebnisse der DC-
Phanotypisierung und zeigen, dass die reduzierte T-Zellaktivierung durch LFA-1%
DC nicht von einem unreifen DC-Phanotyp oder einer veradnderten DC-Funktion

resultieren.
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Weiterhin ist auch bekannt, dass die Integrin-vermittelte Signaltransduktion die
Zellteilung reguliert (Aszodi et al., 2003; Geginat et al., 1999; Reverte et al., 2006). In
der vorliegenden Arbeit fihrte die Expression von aktivem LFA-1 auf DC zu einer
Akkumulation von T-Zellen auf der DC-Oberflache, was zeigt, dass eine fehlende
LFA-1 Deaktivierung ein Stop-Signal induziert, welches die T-Zellen davon abhalt,
sich von der APC zu losen. Fur aktives LFA-1 auf T-Zellen wurde bereits gezeigt,
dass es ihre Ablosung von Endothelzellen inhibiert und so migrierende T-Zellen zum
Halten bringt (Semmrich et al., 2005). Die Erkennung von MHCII Peptidkomplexen
durch T-Zellen fixiert LFA-1 in seiner hoch-affinen Konformation (Dustin et al., 1997),
was ein Stop-Signal induziert, das die DC/T-Zellinteraktion stabilisiert. Auf3erdem ist
auch bekannt, dass die Termination des TCR-Signalling die T-Zellablésung von der
APC begunstigt (Celli et al., 2007). Zusammengefasst weisen diese Daten auf eine
bedeutende Rolle der LFA-1/ICAM-1 vermittelten T-Zellablésung von den DC hin und
suggerieren, dass die dynamische Regulation der LFA-1 Aktivitat auf DC ihren
Kontakt mit T-Zellen kontrolliert und die antigenspezifische T-Zellproliferation

beeinflusst.

4.3.3 Aktives LFA-1 fuhrt zu einer reduzierten Thl Polarisierung gefolgt von
einer reduzierten DTH-Antwort

Die Ausbildung langdauernder Kontakte zwischen antigen-tragenden DC und naiven
T-Zellen fordert in vivo die IL-2 und IFN-y Produktion durch aktivierte T-Zellen (Celli
et al., 2005; Mempel et al., 2004). Aul3erdem wurde auch beschrieben, dass die IFN-
y Freisetzung durch CD8" Effektor-T-Zellen von ICAM-1 abhéngigen stabilen DC/T-
Zellkontakten abhangt (Scholer et al., 2008). In der vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dass aktives LFA-1 auf DC intrazellulare IL-2 und IFN- y Level
negativ beeinflusst, wahrend es langanhaltende DC/T-Zellinteraktionen induziert.
Passend dazu war die mRNA Expression Thl-induzierter Gene spezifisch reduziert.
Da die Thil-Effektorfunktion unter anderem darin besteht, DTH-Reaktionen zu
unterstitzen, wurde nachfolgend auch eine reduzierte DTH- Antwort nach Transfer
von LFA-1¥® DC beobachtet. Diese Ergebnisse implizieren, dass nicht nur die
verlangerte Kontaktzeit, sondern vielmehr auch die defekte LFA-1 Deaktivierung zu

einer reduzierten T-Zellaktivierung durch LFA-19"

DC beitragen. Im Gegensatz dazu
schien die Generation von Th2 —und Treg Zellen in vitro unbeeintrachtigt durch
aktives LFA-1 auf DC. Demnach induziert die Expression aktiven LFA-1 per se keine

Treg. Dies bestatigt frihere Studien, in denen gezeigt wurde, dass die Expression
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aktiver R2-Integrine auf DC die Proliferation CD4°CD25" Treg nicht beeinflusst
(Varga et al., 2007). Weiterhin implizieren die vorliegenden Ergebnisse, dass die
Induktion von verlangerten DC/T-Zellkontakten nicht der einzige Faktor ist, der die
Generation von Tregs kontrolliert, wie es auch schon fur die Interaktion von T-Zellen

mit naiven B-Zellen gezeigt wurde (Reichardt et al., 2007).

4.3.4 CYTIP kontrolliert die DC/T-Zellinteraktion indem es die LFA-1 Aktivitat in
DC reguliert

Frihere  Publikationen  suggerierten, dass die DC/T-Zellbindung die
Zusammenlagerung von inaktivem LFA-1 auf der DC-Membran einleitet (van
Gisbergen et al., 2005). Es blieb aber unklar, wie die Deaktivierung von LFA-1 in DC
zu Stande gebracht wird. In der vorliegenden Arbeit wurde durch den ,knockdown®
von CYTIP in maturen DC die Anzahl langer Kontakte mit T-Zellen erhoht und
gleichzeitig die T-Zellproliferation reduziert. Dies geschah in Abhangigkeit von LFA-1,
denn die Zugabe von inhibitorischen anti-LFA-1 Antikdrpern hob diesen Effekt wieder
auf. Demnach fungiert CYTIP als Regulator der LFA-1 Aktivitat in DC, indem es die
DC/T-Zellablosung kontrolliert und somit eine effektive T-Zellproliferation erméglicht.
Im Gegensatz zu den hier erhobenen Daten zeigten Hofer et al (2006), dass ein
CYTIP-knockdown in DC zu einem geringeren CD8" T-Zellpriming fiihrte, aber nur
wenn ein kleiner Teil der DC mit Antigen beladen wurde. Wurden alle DC mit Antigen
beladen, wurde eine leicht erhdhte T-Zellproliferation durch CYTIP-knockdown DC
induziert. Dies impliziert, dass wahrend einer effektiven DC/T-Zellinteraktion stabilere
Kontakte mit CYTIP-knockdown DC die T-Zellproliferation positiv regulieren. Die
Unterscheide zu den hier gezeigten Daten resultieren vermutlich aus dem
unterschiedlichen Versuchsaufbau beider Studien. Wahren die Daten von Hofer et al
in einem 2D-System erhoben wurde, wurden die hier gezeigten Daten in einer 3D-
Umgebung durchgefiuhrt, welche die aktive Aufnahme von Zell-Zellkontakten erlaubt
und der DC/T-Zellinteraktion in einem Lymphknoten in vivo &hnelt (Gunzer et al.
2000; Gunzer et al, 2004). Desweiteren wurden die Versuche von Hofer et al mit
CD8" T-Zellen durchgefiihrt, wahrend die hier gezeigten Daten mit CD4" T-Zellen

durchgefuhrt wurden.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

5.1 Analyse der Interaktion zwischen DC und T-Zellen

Die vergleichende Analyse des DC/T-Zellinteraktionsverhaltens von BMDC und der
DC-Linie SP37A3 ergab, dass beide DC-Arten jeweils durch verschiedene Stimuli
aktiviert werden koénnen und in der Lage sind, transgene T-Zellen zur Proliferation
anzuregen. Bei der genaueren Untersuchung der DC/T-Zellinteraktion im Kollagengel
gingen beide DC-Arten weniger Kontakte zu T-Zellen ein, wenn sie zuvor mit Antigen
beladen wurden und zeigten auch ansonsten vergleichbare
Interaktionscharakteristika hinsichtlich der medianen Kontaktzeiten. Im Gegensatz
zur Kokultur mit naiven CD4°CD25 T-Zellen bildeten sowohl BMDC als auch
SP37A3 im stimulierten Zustand mit nTregs grol3e Zellaggregate und vermehrt lange
Kontakte aus, wohingegen beide DC-Arten im unreifen Stadium mit keiner der beiden
T-Zellpopulationen Aggregate ausbildeten. In fortfUhrenden Studien sollte die Rolle
verschiedener Adhasionsmolekiile fir die DC-/T-Zell-Aggregationsbildung untersucht
werden. Zundchst konnte man Adhé&sionsmolekille wie LFA-1 und andere [32-
Integrine und bekannte integrinbindende Rezeptoren wie ICAM-1 in den Aggregaten
anfarben. Fur kolokalisierte Rezeptorparchen kdénnte man durch Prainkubation mit
rezeptorblockierenden  Antikérpern  klaren, ob dadurch die DC-/T-Zell-
Aggregatbildung per se verhindert werden kann oder sich bereits vorhandene
Aggregate wieder losen, wenn die Antikorper erst zur Kokultur hinzugegeben
werden.

In einem immunsuppressiven Milieu, in welchem im direkten Vergleich die Interaktion
von iISP37A3, DexSP37A3 und mSP37A3 mit naiven T-Zellen untersucht wurde, fand
man in der ersten Interaktionsphase eine deutlich hohere Interaktionszeit zwischen
mMmSP37A3 und T-Zellen. In diesem Ansatz wurde auch an jedem Tag der hochste
Prozentsatz neu generierter iTregs identifiziert. Gleichzeitig wurde aber in den
Kokulturen mit DexSP37A3 ein hoéherer Anteil GARP-positiver Tregs detektiert, was
dafur spricht, dass die in diesem Ansatz generierten Tregs aktiviert sind und ihre
Suppressoraktivitat ausiben koénnen. Diese Hypothese sollte in weiterfihrenden
Studien anhand positiv sortierter EGFP™ iTregs uberpriift werden, die aus den

verschiedenen  DC-/T-Zell-Kokulturansétzen isoliert und  komparativ in

118



Stefanie Pektor Zusammenfassung und Ausblick

Suppressionstesten  eingesetzt werden. Durch lentivirale  Uberexpression
koinhibitorischer Molekule in DC (wie z.B. PD-L1, ICOS-Ligand, B7-H3, B7-H4)
kobnnte man weiterhin prifen, inwieweit diese Molekile einen EinfluR auf die

Interaktion zwischen DC und T-Zellen und die Toleranzinduktion haben.

5.2 Rolle von Myosin 9b

In dieser Arbeit wurde auch die Rolle von Myo9b fiir die Funktion von DC und deren
Interaktion mit T-Zellen und der daraus resultierenden Induktion einer adaptiven
Immunantwort untersucht. Dabei zeigte sich, dass sowohl Knochenmarks-abgeleitete
DC, als auch primare DC aus der Milz von Myo9b” Mausen gegeniiber Wt DC in
einer 3D-Kollagenmatrix eine deutlich reduzierte Migrationskapazitat aufwiesen.
Damit (bereinstimmend war die in vivo-Migration von dermalen DC in Myo9b™
Méausen stark vermindert, was wahrscheinlich zu der im Vergleich zu Wt Mausen viel
niedrigeren  Ohrschwellung in  einem  CHS-Model fuhrte. Das T-
Zellstimulierungspotential  von  Myo9b” BMDC war in vitro in einem
Flissigkultursystem unbeeintrachtigt, aber in vivo und in vitro in einer 3D-
Kollagenmatrix, unter Bedingungen, in denen die T-Zellaktivierung DC-Migration
erfordert wurde eine deutlich geringere T-Zellproliferation induziert, als durch Wt
BMDC. Eine genauere Untersuchung der jeweiligen Interaktion zwischen BMDC der
beiden Genotypen mit T-Zellen in einem Kollagengel ergab, dass Myo9b” BMDC
deutlich weniger Kontakte mit CD4" T-Zellen insgesamt eingingen, dafir aber mehr
lange Kontakte ausbildeten, als Wt DC. Gleichzeitig zeigte sich in der
immunologischen Synapse (IS) zwischen Wt BMDC und T-Zellen eine starkere
Akkumulation von F-Aktin auf der DC-Seite als bei T-Zell-kontaktierenden Myo9b™
BMDC. Weitere Untersuchungen zur Akkumulation von Adhasions -und
kostimulatorischen Molektlen in der IS durch konfokale Laser-Scanning Mikroskopie
kénnten Aufschluss tber die gestdrte Kommunikation zwischen Myo9b” BMDC und
T-Zellen geben.

Da Myo9b die Aktivitat des G-Proteins Rho negativ reguliert, wurde untersucht,
inwieweit Rho-regulierte Kinasen und -Effektormolekiile an diesen DC-Dysfunktionen
beteiligt sind. Hierbei zeigte sich, dass sowohl RhoA, als auch seine Ziel-Molekiile
MLC und Cofilin verstarkt phosphoryliert vorliegen. Die Zugabe eines LIMK-
Inhibitors, welcher die Phosphorylierung von Cofilin verhindert, konnte die
Migrationsgeschwindigkeit der Myo9b™ BMDC auf Wt- Geschwindigkeit anheben und
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deutet somit auf eine Schlisselrolle von Cofilin unter der Kontrolle von Myo9b
innerhalb des Rho-Signaltransduktionsweges hin. Somit kontrolliert Myo9b tber die
Regulation des Rho-Signaltransduktionsweges die Migration und das T-
Zellstimulierungspotential von DC. Der Verlust von Myo9b stdrt aber nicht generell
alle Aktin-abhéngigen Prozesse in der Zelle, da sowohl die Endozytose als auch die
Prozessierung von Antigenen in den Myo9b-defizienten DC nicht verandert waren.
Basierend auf diesen Ergebnissen und der Beobachtung, dass Myo9b eine Rolle bei
entztindlichen Darmerkrankungen und anderen Autoimmunerkrankungen spielt
(Monsuur et al., 2005; Persengiev et al., 2010), ist es fur die Zukunft von Interesse,
inwieweit eine Dysregulation bzw. -funktion von Myo9b die Induktion und
Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz beeinflusst. Weiterhin kénnte man auch
seine Rolle hinsichtlich Immunreaktionen gegen Infektionen und allergische
Reaktionen, die durch DC vermittelt werden, untersuchen. Dies soll anhand von
CD11c-spezifischen Myo9b knock-out M&ausen durchgefiihrt werden. Als generellen
therapeutischen Ansatz bei Autoimmunerkrankungen koénnte man Myo9b auch
gezielt Uber siRNA oder DC-adressierende Nanopartikel inhibieren, was zur

Wiederherstellung oder Verbesserung der peripheren Toleranz beitragen kénnte.

5.3 Rolle von LFA-1

Neben der Rolle des intrazellularen Motorproteins Myo9b wurde in dieser Arbeit auch
die Bedeutung des Adhasionsmolekiils LFA-1 fur DC-Funktionen untersucht. Dabei
kamen LFA-1%¢ Mause zum Einsatz, deren Lymphopzyten konstitutiv aktives LFA-1
exprimieren. LFAY® BMDC zeigten eine vermehrte Ausbildung langer Zellkontakte mit
CD4" und CD8" T-Zellen, induzierten aber eine reduzierte T-Zellproliferation und eine
geringere Differenzierung zu Thl-Effektorzellen. Durch die Inhibition von aktivem
LFA-1 auf den DC mittels blockierender Antikérper konnte eine Normalisierung der
Interaktionsparameter und T-Zellproliferation auf Wildtyp-Niveau wiederhergestellt
werden. Dies zeigt, dass fiur eine effektive T-Zellaktivierung inaktives LFA-1 bendtigt
wird. Durch ein Ausschalten von CYTIP in Wt DC und dem damit einhergehenden
Verlust der Deaktivierbarkeit von LFA-1 Uber Cytohesin wurde ebenfalls eine erhéhte
Interaktionszeit mit T-Zellen und eine reduzierte T-Zellproliferation beobachtet. Dies
bestétigt, dass die Kontrolle des CYTIP-abhangigen LFA-1 Aktivierungsstatus auf DC
eine Schlusselrolle einnimmt, und dass DC Uuber diesen Mechanismus ihre
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Interaktion mit T-Zellen regulieren, was eine wichtige Voraussetzung fur eine
erfolgreiche T-Zellaktivierung darstellt. Um die Rolle des LFA-1 Aktivierungsstatus
auf DC in vivo genauer zu untersuchen, ware die Generierung CD11c-spezifischer
LFA-1%®  Mause  sinnvoll.  Anhand  verschiedener  Krankheitsmodelle
(Infektionsmodelle, Autoimmunerkrankungen, Tumormodelle) kénnte man anhand
dieser Mause die Notwendigkeit einer Deaktivierung von LFA-1 auf DC weiter
erdrtern. Auch eine Analyse von DC aus LAD (Leokocyte Adhesion Deficiency) |
Patienten, deren Leukozyten eine defekte Adhéasion an Endothelien aufweisen und
damit einhergehend an immer wiederkehrenden bakteriellen Infektionen leiden

1% DC interessant.

(Hanna and Etzioni, 2012), wére im direkten Vergleich mit LFA-
Dabei kdnnte man untersuchen, ob diese DC uberhaupt mit T-Zellen interagieren
kénnen und wie die Interaktionsparameter im Vergleich zu Wt und LFA-1%¢ DC

verandert sind.
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Abkiirzungsverzeichnis

6 AbkuUrzungsverzeichnis

7-AAD
Ag
AOO
APC
APC
BSA
CBA
CCRY
CD
cDC
CFSE
C,H3NaO,
C3H3NaO3
CHS
CLIP
CTL
CTLA-4
CYTIP
DC
dDC
DMSO
DNS
DT
EGFP
ER
FACS
FCS
FITC
FOXP3
GARP
GITR

7-Aminoactinomycin

Antigen

Aceton Olivendl

Antigenprasentierende Zelle
Allophycocyanin

bovines Serumalbumin

cytometric bead array
Chemokinrezeptor 7

cluster of differentiation

konventionelle DC
5,6-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester
Natrium-Acetat

Natriumpyruvat
Kontakthypersensibilisierung

class ll-associated invariant chain peptide
zytotoxischer Lymphozyt

Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4
Cytohesin-1-interagierendes Protein
Dendritische Zelle(n)

dermale DC

Dimethylsulfoxid
Desoxyribunocleinsaure

Diphterietoxin

enhanced Green Fluorescent Protein
Endoplasmatisches Retikulum
Fluoreszenzaktivierter Zellsorter

fotales Kalberserum
Fluorescein-isothiocyanat

Forkhead Box Protein 3

Glycoprotein A Repetitions Predominant

Glucocorticoid -Induzierter Tumornekrosefaktor Rezeptor
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GMCSF
HLA
IFN

IL

g

L.p.

IS
ITAM
iTreg
AY2

LAT

LC
MACS
MHC
MLR
MTOC
NEAA
NFAT
NaCl
Na,Cos
NaH,PO,4
NaHCOs;
NaNsz
nTreg
n.s.
OVA
PBS
pDC
PE
RAG
S.C.
SMAC
TAP
TCR

Abkiirzungsverzeichnis

Granulozyten-Monozyten-Kolonien-Wachstumsfaktor
human leukocyte antigen

Interferon

Interleukin

Imunoglobulin

intraperitoneal

immunologische Synapse

immunoreceptor tyrosine-based activation motif
induzierbare regulatorische T Zelle

intravenos

linker of activation in T-cells

Langerhans Zelle

Magnetische Zell Seperation
Haupthistokompatibilitatskomplex

mixed lymphocyte reaction

microtubule organizing centre

Non Esential Amino Acids

nuclear factor of activated T-cells
Natriumchlorid

Natriumcarbonat

Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydrogencarbonat

Natriumazid

naturlich vorkommende regulatorische T Zelle
nicht signifikant

Ovalbumin

phosphate buffered saline

plasmazytoide DC

Phycoerythrin

recombination activation genes

subcutan

supramolekulerer Aktivierungscluster
transporter associated with antigen processing

T-Zellrezeptor
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TGF-B
Th
TLR
TNCB
TNF
Trl
Treg
ZAP

tumor growth factor betta
T-Helfer Zelle
Toll-like-Rezeptor

2, 4, 6-Trinitro-1-Chlorobenzol
Tumornekrosefaktor

T regulatory Typl
regulatorische T-Zelle

(-Ketten-assoziiertes-Protein

Abkiirzungsverzeichnis
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9 Anhang

9.1 Klonierungsstrategie zur Herstellung der Myo9b™

Mause
MyolXb
A Sall exon?2 Hindlll
— —{ —
wt Xbal Xbal
,, FRT FRT
B < [neoT]
Typell™s°* ” Xbal loxP loxP Xbal
v Flp recombinase
C L, FRT
I 1
Typell Xbal lox loxP Xbal
4 Cre recombinase
D L, FRT
VZ4L 1
Typel Xbal 'o® Xbal

Abb. 47: Generierung der Myo9b ko Mause

(A) Native Struktur des Exon2 von Myo9b. (B) In den Myo9b Locus werden zwei Flp recognition sites
(FRT) eingebaut, die eine Neomycin-Kassette (neo’) enthadlt und Exon2 wird von zwei Cre-
Rekombinasestellen (loxP) flankiert. (C) Der Genlocus nach Entfernen des Neomycin
Resistenzmarkers durch eine Flp-Rekombinase (Flp-Deleter Stamm). (D) Das finale rekombinierte,
nicht-funktionelle Myo9b ko Allel nach Entfernen von Exon2 durch eine Cre-Rekombinase (Cre-
Deleter Stamm). (Abb. aus Hanley et al., 2010)
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9.2 Klonierungsstrategie zur Herstellung der LFA-1

Mause

A

wild-type allele
E29 E30(TM)

—i Il,‘ |

B ~" Hpal

targeting construct
I HSV-TK M
Hpal

C

recombinant allele
E29 E30 (TM)
Hpal

D

Lfa-19 allele
E29 E30 (TM)
i
Hpal

A

E31 (CT)
3'FP Hpal
neo } +
Hpal
mE31 (CT)
neo * ,I II I
Hpal Hpal
mE31 (CT) "
I |
Hpal Hpal

wild-type (6 kb)

d/d

Anhang

Abb. 48: Generierung der LFA-1 d/d Mause

Lfa-19 (3 kb)

v

v

(A) Organisation des murinen Lfa-1 Genlocus. (B) Targeting Vector mit der spezifischen Mutation und
einer zusatzlichen Hpal-Schnittstelle. AuRerdem wurde eine HSV-Thymidinkinase (HSV-TK) Kassette
und eine Neomycin-Resistenz-Kassette (neo) eingebaut. (C) Das rekombinante LFA-1 Allel. (D) Das
LFA-1 d/d Allel nach Entfernen der neo-Kassette mit einem Cre-Deleter Stamm. (Abb. aus Semmrich

et al., 2005)
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