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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Dendritische Zellen.

Dendritische Zellen (DC) gehoéren zu den professionell antigen-prasentierenden
Zellen (APC). Durch ihre zentrale Rolle in der Induktion spezifischer
Immunantworten sind sie von grof3er Bedeutung fur das Immunsystem. Sie
wurden erstmals von Paul Langerhans im Jahre 1868 beschrieben. Er hatte
diejenigen dendritischen Zellen entdeckt, die in der Epithelschicht der Haut
vorkommen, hielt diese jedoch fur kutane Nervenzellen. Heute werden die von
ihm beschrieben Zellen als ,Langerhanszellen” bezeichnet. [59] Der Begriff der
,Dendritischen Zellen“ selbst wurde erst von Ralph M. Steinman und Zanvil A.
Cohn im Jahre 1973 mit der Entdeckung der dendritischen Zellen im heutigen
Sinne eingefuhrt. Den Namen erhielten sie auf Grund ihrer baumartigen

Zytoplasmafortsatze. [100]
1.1.1 Uberblick iiber Herkunft und Aufgaben von dendritischen Zellen

DCs sind spezialisiert auf die Aufnahme und Prozessierung von Antigenen und
deren Prasentation an die Zellen des adaptiven Immunsystems. Sie stammen
von den cluster of differentiation (CD) 34+ hamatopoetischen Stammzellen des
Knochenmarks ab. Ihre Vorlaufer gelangen mit dem Blutstrom in praktisch alle
Gewebe des Organismus, wo sie sich zu Langerhanszellen, dermalen DCs
bzw. interstitiellen DCs entwickeln, die in einem unreifen Zustand verharren und
auf Pathogenkontakt warten. In diesem Zustand sind sie zwar gut zur
Antigenaufnahme und -prozessierung geeignet, besitzen aber nur geringe
immunostimulatorische und migratorische Fahigkeiten [8],[16],[21],[58]. Treffen
DCs auf Pathogene, so konnen sie diese aufnehmen, prozessieren und
Antigene auf ihrer Oberflache prasentieren. Sie werden nun in einen reifen
Zustand uberfuhrt. Sie verlieren ihre phagozytischen/endozytischen Rezeptoren
und durchlaufen eine Reorganisation des Zytoskelettes. Sie steigern die
Oberflachendichte von major histocopatibility complex (MHC) Typ II,
Adhasionsmolekulen und costimulatorischen Molekulen. Sie gewinnen die

Fahigkeit zur Migration und zur Stimulation von T-Lymphozyten. Aus dem
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peripheren Gewebe gelangen sie nun entweder uber den Blutstrom oder Gber
den afferenten Lymphfluss zu den sekundar lymphatischen Organen, wo sie

gezielt in die T-Zell-Zonen einwandern [16],[21].

Dendritische Zellen kontrollieren, vor allem Uber die Steuerung von T-
Lymphozyten, die Induktion spezifischer Immunantworten in vivo. |hre
Immunogenitat ist dabei von ihrem Reifegrad und dadurch indirekt vom Kontakt
mit verschiedenen exogenen und endogenen Faktoren abhangig. Treffen
dendritische Zellen auf Substanzen, die eindringende Pathogene oder eine
EntzGndungsreaktion anzeigen, fuhrt dies zu ihrer Ausreifung. Kontakt mit
solchen Sekundarsignalen wie z.B. toll like receptor (TLR)-Liganden ist als
Ldanger“-Signal notwendig fur die Induktion spezifischer Immunantworten
[67],[69].

Dendritische Zellen prasentieren aber nicht nur Fremdantigene sondern auch
Auto-Antigene des Organismus auf ihrer Oberflache und kénnen zur Selbst-
Toleranz des Organismus beitragen. Es ist bekannt, dass unreife dendritische
Zellen eher immunoinhibitorische Eigenschaften besitzen. Diese kdnnen nach
Stimulation mit Substanzen wie Interleukin (IL) 10 oder transforming growth
factor (TGF) 8 noch gesteigert werden. Man vermutet dass eine ,steady state”
Migration von mit Autoantigenen beladenen dendritischen Zellen wichtig fur die
Hemmung autoreaktiver T-Lymphozyten in den sekundar lymphatischen
Organen ist. Auch finden sich dendritische Zellen im Thymus und sind hier an
der Apoptoseinduktion autoreaktiver T-Zellen beteiligt
[13],[571,[63],[65],[76],[88],[102],[103].
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Abb. 1.1: Abbildung einer dendritischen Zelle in Interaktion mit einem Conidium aus
“Environmental Dimensionality Controls the Interaction of Phagocytes with the Pathogenic
Fungi Aspergillus fumigatus and Candida albicans”; Autoren:Judith Behnsen, Priyanka Narang,
Mike Hasenberg, Frank Gunzer, Ursula Bilitewski, Nina Klippel, Manfred Rohde, Matthias
Brock, Axel A. Brakhage, Matthias Gunzer. Creative Commons Attribution 2.5 License.

1.1.2 Herkunft und Entwicklung von dendritischen Zellen, Subtypen

Dendritische Zellen stammen von den CD34+ hamatopoetischen Stammzellen
des Knochenmarks ab. Sie missen von den follikularen dendritischen Zellen
unterschieden werden, die in den Keimzentren der Lymphfollikel vorkommen
und eine Rolle bei der B-Zell-Reifung spielen. Dabei handelt es sich nicht um

Leukozyten sondern um Zellen, die dem Stroma entstammen [53].

Die genaue Entwicklung der dendritischen Zellen ist unbekannt. Zwar gibt es
viele in vitro Studien zur DC-Entwicklung, doch die Ubertragbarkeit auf die
Vorgange in vivo ist ungeklart.

1.1.2.1 Dendritische Zellen der Maus

Die heute gangigen Hypothesen bezlglich der Entwicklung stammen
grofltenteils aus Experimenten an der Maus. Hier werden zwei
Entwicklungslinien unterschieden: Eine myeloide und eine lymphoide Linie. In
vitro Studien konnten zeigen, dass sich aus common myeloid progenitors

(CMP) unter Einfluss von granulocyte-macrophage-colony stimulating factor
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(GM-CSF) sowohl Granulozyten, Monozyten als auch myeloide DCs entwickeln
kénnen. Es handelt sich dabei um eine CD8a- DC-Subpopulation, die sowohl
CD4+ als auch CD4- negative Zellen umfasst. Diese Zellen exprimieren CD11b,
CD11c und MHC Typ Il, nicht jedoch das Oberflachenmolekul dendritic and
epithelial cells, 205 kDa (DEC-205) (CD205). Sie kommen in der Milz der Maus
in der Marginalzone vor, wandern jedoch unter dem Einfluss von
inflammatorischen Stimuli wie LPS in die periarteriolaren lymphatischen
Scheiden (PALS) ein. Der Transfer von common lymphoid progenitors (CLP) in
einen bestrahlten Wirt fihrte hingegen zur Entwicklung von T-Zellen, B-Zellen,
Naturliche Killer-Zellen (NK-Zellen) und lymphoiden DCs. Letztere exprimieren
CD11c, DEC-205 (CD205), MHC Typ Il, und CD8a. Sie kommen in der Milz der
Maus in den PALS vor und machen den Hauptteil der DCs im Thymus aus
[8],[16].

Die Annahme zweier getrennter Entwicklungslinien wird auch durch die
Bedeutung unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren gestutzt. So konnte gezeigt
werden, dass fur den Transkriptionsfaktor lkaros defizienten Mausen die
lymphoiden DCs fehlen. Dagegen besitzen die flr die Transkriptionsfaktoren V-
rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog B, nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B-cells 3 (RelB) oder Spleen focus forming virus
(SFFV) proviral integration oncogene spi1 (SP1) defizienten Mause keine
myeloiden DCs [110],[111],[112]. Andere Transkriptionsfaktoren, die fur die DC-
Entwicklung wichtig zu sein scheinen, sind TNF receptor associated factor
(TRAF) 6, Interferon regulatory factor (IRF) 2, IRF-4, IRF-8, Inhibitor of DNA
binding 2, dominant negative helix-loop-helix protein (Id) 2 und Spleen focus

forming virus (SFFV) proviral integration oncogene spi b (Spi-B) [111].

Auf der anderen Seite wurde die strikte Trennung der beiden Entwicklungslinien
durch Experimente in Frage gestellt, die zeigen konnten, dass sich aus CD11c+
myeloiden Vorlauferzellen sowohl myeloide (CD8a-) als auch lymphoide DCs
(CD8a+) entwickeln kdnnen [68],[105].
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Es wurde beobachtet, dass CD8a- DCs eine starke Proliferation von T-Zellen

auslosen konnen, wahrend CD8a+ DCs die T-Zell-Proliferation inhibieren und

Uber Fas/FasL Apoptose von CD4+ T-Lymphozyten auslésen kdnnen. Es
wurde daher vermutet, dass CD8a+DC eine Rolle bei der peripheren Toleranz
und der negativen Selektion im Thymus spielen konnten, wahrend CD8a- DC
eher eine Immunantwort auslésen. Diese Vermutung wird jedoch dadurch in
Frage gestellt, dass gerade CD8a+ Zellen im Gegensatz zu Cd8a- stark IL-12

sezernieren.

In vivo konnte gezeigt werden, dass Antigen-gepulste CD8a+ DCs die
Entwicklung von T-Helferzellen Typ | (Ty1) beglinstigen, wahrend CD8a- DCs
die Entwicklung von T-Helferzellen Typ Il (Th2) vorantreiben. Wahrend CD8a-
DCs besser zur MHC Typ ll-abhangigen Antigenprasentation an CD4+ T-Zellen
geeignet sind, kdnnen CD8a+ DCs besser mittels MHC Typ | Antigene an CD8+
T-Zellen prasentieren [8],[16].

1.1.2.2 Dendritische Zellen des Menschen

Im Menschen stammen die dendritischen Zellen des Gewebes von drei
verschiedenen zirkulierenden Vorlaufern ab: CD14+ CD11c+ Monozyten und
CD14- CD11c+ myeloide DCs (mDCs), die einer myeloiden Linie entstammen,
sowie CD14- CD11c- CD123+ (IL-3Ra) plasmazytoide DCs (pDCs), die
vermutlich einer lymphoiden Linie entstammen. Darauf weil3t unter anderem die
Abhangigkeit ihrer Differenzierung von IL3, nicht aber GM-CSF hin. Auch ihre
Expression von pre-t-cell receptor a chain (pTa) und die Abwesenheit der
myeloiden Marker CD33 und CD13 weisen in diese Richtung. Daneben deutet
auch die Blockierung der Differenzierung von T-Zellen, B-Zellen und
plasmazytoiden dendritischen Zellen, nicht jedoch myeloiden Zellen, aus
CD34+CD38- Prekursorzellen aus der fetalen Leber nach Transfektion mit Id-2

und 1d-3 eine lymphoide Herkunft an.

Nach der anatomischen Lokalisation von dendritischen Zellen unterscheidet
man die Langerhanszellen (LC) der Epidermis, die dermalen DCs (DDC) oder

interstitiellen DCs (IDC), Marginalzonen DCs der Milz, interdigitierende DCs der
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T-Zell-Zonen, Thymus DCs, Leber DCs, und Blut DCs. Obwohl gewisse

phanotypische Unterschiede existieren, konnten bisher die Unterschiede
bezuglich Herkunft, Reifung und funktionellen Eigenschaften noch nicht

bestimmt werden [7],[8],[16].

Zu den myeloiden dendritischen Zellen gehdren nicht nur die myeloiden
Vorlauferzellen des Blutes sondern auch Gewebeformen der dendritischen
Zellen wie Langerhanszellen und interstitielle DCs. Diese myeloiden oder auch
als konventionelle DCs bezeichneten Zellen konnen Ty1 oder Ty2- Antworten

auslésen, je nach ihrer Umgebung [1],[8],[68],[92].

Plasmacytoide DCs stellen einen besonderen Subtyp dar. Sie kénnen als
Reaktion auf Virusinfektionen, dem Dinukleotid Cytidine/Guanosine (CpG) und
dem CDA40 Liganden grol3e Mengen Typ | Interferon (IFN) produzieren und
waren daher vormals auch als Interferon-Producing-Cells (IPC) bekannt. PDCs
scheinen die spezifische Immunantwort eher in Richtung einer Ty2-vermittelten
Reaktion und damit einer Antikorper-vermittelten Immunantwort zu leiten
[1].[8],[16],[26],[36],[471,[49],[62],[68],[92]. Die dendritischen Zellen der
myeloiden Linie werden auch als DC1, die der plasmazytoiden Linie als DC2
bezeichnet [88].

Entwicklung und Uberleben von mDCs scheint in vivo stark von GM-CSF
abhangig zu sein. Fur pDCs dagegen ist eher die Stimulation mit IL3 und
CD40L von Bedeutung. Fms-related tyrosine kinase 3 ligand (FIt3L) steigert in
Versuchspersonen sowohl die Zahl von mDCs als auch pDCs, wahrend
granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) nur die der pDCs steigerte [92].

Fir die Entwicklung von LCs scheint TGF-§3 eine zentrale Rolle zu spielen [111].
1.1.2.3 Charakterisierung der Subtypen von dendritischen Zellen

Dendritische Zellen kommen im Korper nur in sehr geringen Mengen vor. Bis
heute konnte kein spezifischer Marker fur dendritische Zellen identifiziert
werden. Sie werden durch Zusammenspiel einer Vielzahl von Faktoren, wie

Morphologie, Zytokine-Sekretion, immunostimulatorische Kapazitat,
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Chemokinerezeptor-Profil und Migration auf chemotaktische Reize
charakterisiert. Dendritische Zellen exprimieren typischerweise hohe Mengen
von Human leukocyte antigen (HLA) DR in der Abwesenheit von ,lineage
markers“wie CD14 (Monozyten/Macrophagen),CD3 (T-Zellen), CD19, CD20,
und CD24 (B-Zellen), CD56 (NK-Zellen) und CD66b (Granulozyten). Das
Muster der Oberflachenmolekile wird auch durch den Reifegrad bestimmt. CD
1a wird hauptsachlich auf unreifen DCs exprimiert, CD83 auf reifen DCs. CD83

spielt wahrscheinlich eine Rolle bei der T-Zell-Stimulation [8],[60].

Man unterscheidet im peripheren Blut des Menschen plasmazytoide und
myeloide DCs. Bei den myeloiden dendritischen Zellen differenziert man die
CD4+CD1a+CD11c nigh Blood Dendritic Cell Antigen (BDCA) 1(CD1c) -Zellen,
die etwa 0.6% der PBMCs ausmachen, und die CD4+CD1a-CD11c¢ |,w BDCA-
3+CD141+ Zellen, die weniger als <0.05% der PBMCs darstellen. BDCA-1+
myeloide dendritische Zellen exprimieren CD2, CD11b, CD13, CD32,
CD33,CD64, CD45R0O und CD116, wahrend die BDCA-3+ Zellen CD13, CD33,
CD45R0 und CD116 exprimieren, nicht jedoch CD2, CD11b, CD32 und CD64.
Myeloide dendritische Zellen exprimieren TLR2-TLR8 sowie die C-Typ-Lektine
dendritic cell-specific ICAM3-grabbing nonintegrin (DC-SIGN) (CD 209),
dendritic cell lysosome-associated membrane glycoprotein (DC-LAMP)
(CD208), Mannose Rezeptor (CD 206) und DEC-205 (CD205) [1],[81,[68],[92].

Zu den myeloiden oder konventionellen dendritischen Zellen gehéren nicht nur
die im Blut zirkulierenden myeloiden Precursoren sondern auch die LCs und
DDCs bzw. IDCs. Langerhanszellen sind charakterisiert durch die
elektronenmikroskopische Nachweisbarkeit von Birbeck-Granula sowie die
Expression des C-Typ Lektins Langerin (CD 207) und von E-Cadherin. Ihre
Vorlaufer im peripheren Blut tragen das Molekul cutaneous leukocyte Antigen
(CLA) .Dem gegenuber wird CD11b nur auf DCDs/IDCs und aus Monozyten
angezichteten DCs (moDCs) exprimiert, nicht jedoch auf Langerhanszellen.
Wahrend man CD1a in fast allen Zellen der Gruppe der myeloiden oder
konventionellen dendritischen Zellen findet, kommen die anderen Typen der
CD1 Familie nur auf moDCs und DCDs/IDCs, nicht jedoch in LCs vor [88].
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Bei den plasmacytoiden DCs handelt es sich um CD11c-CD4+
CD45RA+CD123(IL-3Ra)+immunoglobulin-like transcript (ILT)3+ILT1- Zellen,
die etwa 0.4% der PBMNCs ausmachen. Sie exprimieren TLR 7, TLR 9 und 10
und die C-Typ-Lektine BDCA-2 und BDCA-4 sowie Dectin1
[11.[8]1.[16],[26],[36],[49],[47],[62],[68],[92].

1.1.3 Gewinnung von dendritischen Zellen in vitro

In vitro kdonnen DCs durch Behandlung von CD34+ hamatopoetischen
Stammzellen mit verschiedenen Zytokinkombinationen, die GM-CSF, FIt3L,
CD40 Ligand, TNFa, stem cell factor (SCF) oder TGF[ enthalten, gewonnen
werden[16],[20]. Neben ihrer physiologischen Herkunft aus CD 34+
hamatopoetischen Stammzellen kdnnen myeloide dendritische Zellen auch aus
CD14+ Blutmonozyten generiert werden. Dazu werden diese mit einer
Mischung aus den Zytokine IL4/ IL13 und GM-CSF behandelt [9] [16],[23],[93].
Blut-Monozyten kdonnen durch Plastikadharenz gewonnen werden oder auch
durch positive oder negative Selektion [94]. Diese, aus Monozyten
angezichteten, DCs (moDCs) befinden sich in einem unreifen Zustand, der, wie
man glaubt, am ehesten dem Zustand der peripheren DCs ahnelt. Sie sind
ahnlich effektiv in der Antigenaufnahme und Prozessierung wie reife DCs,
zeigen jedoch geringere immunostimulatorische Eigenschaften
[BL.1141[171.[771[91].

Unreife DC scheinen eher zur Induktion von Antigen-spezifischerToleranz zu
fuhren [33],[51]. Die Immunogenitat von unreifen DCs kann durch Behandlung
mit Substanzen wie tumor necrosis factor a (TNFa) und IL1, TLR-Liganden,
CD40 Ligand, monocyte-conditioned medium (MCM) oder MCM mimic, das IL-
1B, TNFa, IL6, Prostaglandin E 2 (PGEZ2) enthalt, erhdht werden
[8],[9]1,[16],[58],[94],[102].
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1.1.4 Molekulare Mechanismen in Steuerung und Funktion von

dendritischen Zellen
1.1.4.1 Antigenaufnahme und Prozessierung

Die Aufnahme von Antigenen durch dendritische Zellen kann durch
rezeptorvermittelte Endozytose mittels C-Typ-Lektinen (z.B. DEC-205 and DC-
SIGN), die Spezifitat fur Glykane wie Mannose-Strukturen, Lewis-Antigene, N-
Acetylglucosamine (GIcNAc), N-Acetylgalactosamine (GalNac) oder B-Glucane
besitzen, erfolgen. Auch durch die Fcy-Rezeptoren Typ | und Il (CD 64, CD32),
“scavenger receptors” wie lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor 1
(LOX-1) und CD91, Phagozytose oder Makropinozytose ist die Aufnahme
maoglich. Dendritische Zellen kdnnen aber auch apoptotische und sterbende
Zellen sehr effektiv mittels CD 36, Phosphatidyl-Serin-Rezeptor, Komplement-
Rezeptor C1gR, der Rezeptor-Tyrosine-Kinase C-mer proto-oncogene tyrosine
kinase (MerTK) und den Integrinen avB5 sowie avB3 aufnehmen und der
Antigenprozessierung und -prasentation zufthren [2],[27],[50],[58],[61],[81],[90].
Nach Aufnahme werden die antigenen Peptide in den Endosomen zu
Fragmenten abgebaut und schliel3lich die Antigenfragmente mittels MHC Typ Il
prasentiert. Dazu muss zunachst die invariante Kette (li) von MHC Il abgebaut

werden, die normalerweise die Peptidbeladung blockiert [44].

Exogene Antigene konnen jedoch durch Phagozytose und Makropinozytose
auch Zugang zum Zytosol erhalten und mittels Abbau durch Proteasomen und
mit Hilfe von transporter associated with antigen processing (TAP) ins
Endoplasmatische Retikulum gelangen, wo sie in MHC Typ | eingebaut und
prasentiert werden. Dies wird als ,,crosspriming” bezeichnet und scheint vor
allem in vivo eine grof3e Rolle beim Priming von zytotoxischen T-Lymphozyten
gegen Antigene zu spielen, die nicht von APCs synthetisiert werden. Dazu
gehoren z.B. Antigene von solchen intrazellularen Organismen wie Ebstein-Barr
Virus (EBV), die APCs selbst nicht infizieren [3],[10],[15].
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Lipidantigene kdnnen mit Hilfe von CD1-Molekllen prasentiert werden, die mit
B2-Mikroglobulin heterodimerisieren und strukturelle Ahnlichkeit mit MHC |
besitzen [52],[72].

1.1.4.2 Steuerung des Zytoskelettes

Die komplexe Steuerung der flr die DC-Funktionen wichtigen
Zytoskelettbestandteile ist weitestgehend unbekannt. Die Rho GTPasen Cell
division cycle 42 (Cdc42), Ras-related C3 botulinum toxin substrate (Rac) und
Ras homolog gene family (Rho) scheinen an der Regulation der dendritischen
Fortsatze von dendritischen Zellen und von spezialisierten Aktin-reichen
Adhasionsplaques in unreifen dendritischen Zellen, die als Podosomen
bezeichnet werden, beteiligt zu sein. Rac und Cdc42 scheinen auch fur
effiziente Makropinozytose und Endozytose notwendig zu sein
[19],[42],[104],[109].

1.1.4.3 Immunostimulation und Reifung von dendritischen Zellen

DCs haben immunostimulatorische Fahigkeiten, wie sich in der mixed
lymphocyte reaction (MLR) als auch in der Fahigkeit, antigensepzifische T-
Lymphozyten zu primen, zeigen lasst. Diese Eigenschaften werden nach
Behandlung mit aktivierenden Stimuli verstarkt [14],[32],[91].

Um Antigene zu erkennen, mussen T-Lymphozyten zunachst einen
simmunologische Synapse“ mit APCs bilden. Dazu ist Kontakt zwischen in MHC
Molekulen prasentierten Antigenfragmenten und spezifischen T-Zell-
Rezeptoren notwendig. Beteiligt sind auch assozierte Molekiile wie CD4 bzw.
CD8 und auch CD3 und ¢, die immunoreceptor tyrosine-based activation
motives (ITAM) fur die Interaktion mit Proteinkinase vom V-src sarcoma
(Schmidt-Ruppin A-2) viral oncogene homolog (Src)-Typ wie leukocyte-specific
protein tyrosine kinase (Lck) bietet. Diese fuhren letztendlich zur Aktivierung der
Phospholipase C (PLC) y-Kaskade und Ras-Kaskade, sowie von CD45,
welches die Aktivierung von Src-Kinasen erlaubt. Uber Transkriptionsfaktoren

wie nuclear factor-kappa B (NFkB), Nuclear factor of activated T-cells (NFAT)
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und Activating Protein 1 (AP-1) werden schliel3lich die Wirkungen vermittelt. Im
Bereich der ,immunologischen Synapse” werden auch costimulatorische
Molekule konzentriert, die fur die effektive Auslosung einer T-Zellantwort
notwendig sind. Gut untersucht ist insbesondere die Interaktion zwischen CD28
auf der Oberflache von T-Lymphozyten und B7.1 und B7.2 auf der Oberflache
von APCs. Umgeben ist die Zone von einem Ring aus Adhasionsmolekilen, die
Zell-Zell-Kontakt vermitteln [29],[34],[35],[48].

Einmal aktiviert kbnnen T-Lymphozyten selbst IL 2 produzieren, das in
parakriner und autokriner Weise wirkt und ihre Proliferation und Differenzierung
unterhalt [58]. Jedoch spielen auch von den Antigen-prasentierenden Zellen
ausgeschuttete Zytokine eine wichtige Rolle. So konnte gezeigt werden, dass
Lymphozyten nach T-cell receptor (TCR)-Kontakt in Abwesenheit von 1L12
zwar proliferieren aber keine Effektorfunktionen entwickeln. Dagegen
differenzieren sie nach TCR-Stimulation in Gegenwart von IL12 zu Ty1-Zellen,

die Infy und TNF ausschutten. In Abwesenheit von IL12 aber Gegenwart von

cc chemokine ligand (CCL)17 oder CCL22 differenzieren sie hingegen zu Ty2
Zellen, die IL4, ILS, IL6, IL10 und IL13 produzieren.

Die DC-T-Zell Interaktion funktioniert in reziproker Art und Weise: Uber
Oberflachenmoleklle wie CD40/CD40L, Receptor Activator of Nuclear Factor k
B (RANK)/ TNF-related activation-induced cytokine (TRANCE), OX40
(CD134)/0X40 Ligand oder 4IBB (CD137)/4IBB-L stimulieren T-Lymphozyten
wiederum DCs und erhdhen ihrer immunostimulatorischen Fahigkeiten und
IL12-Produktion, sowie ihre Lebensspanne. Letzteres geschieht insbesondere
durch Regulation von B-cell CLL/lymphoma (BCL-2) [1],[16],[58].

Neben ihrem indirekten Einfluss auf B-Lymphozyten tber Stimulation von T-
Helferzellen kdnnen dendritische Zellen B-Zellen auch direkt beeinflussen. So
konnen sie die Differenzierung von memory B-Zellen und aktivierten naiven B-
Zellen zu Immunoglobulin (Ig)-sezernierenden Plasmazellen durch Sekretion
von IL12 und I6slichem IL6 Rezeptor a gp80 steigern, der an I6sliches IL6

bindet. Auch kdnnen sie die Bildung von IgA durch B-Zellen mittels TGF(3

11
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fordern. In den Keimzentren der Lymphfollikel finden sich ebenfalls dendritische
Zellen, sogenannte Germinal Center Dendritic Cells (GCDC), die von den
follikularen dendritischen Zellen unterschieden werden mussen. Diese scheinen
hier an der Steuerung der B-Zell-Differenzierung und Proliferation beteiligt zu

sein [8].

Auch an der Steuerung des angeborenen Immunsystems sind dendritische
Zellen beteiligt. So sind sie durch Abgabe von Substanzen wie INFa, IL12, IL15
oder IL18 zur Induktion von NK-Zellen befahigt [8],[39].

Die Ausreifung von dendritischen Zellen wird durch Stimulation mit Substanzen
wie TNFa, TLR-Liganden (z.B. Lipopolysaccharid (LPS), CpG, doppelstrangige
(ds) Ribonukleinsaure (RNA)), PGE;, Infy, IL1 oder CD40 erreicht, die ein
Eindringen von Pathogenen und/oder eine Entzindungsreaktion signalisieren.
Wichtig fur die Reifung ist die Signaltransduktion von TLR und IL1, die durch die
Myeloid differentiation primary response gene 88 (MyD88)- interleukin-1
receptor-associated kinase (IRAK)-TRAF6 Signalkaskade erfolgt, die in einer
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-«B und von mitogen activated protein
(MAP) Kinasen mundet. Eine andere Signalkaskade erfolgt Uber Rezeptoren
der TNF-Familie durch TNFRSF1A-associated via death domain
(TRADD)/TRAF2 was schlieBlich ebenfalls in der Aktivierung von NF-«B oder
MAP-Kinasen-Pathways mundet [8].

Tab. 1.1: TLR-Rezeptoren und Liganden

Rezeptor Liganden

TLR 1 Diverse Triacyl-Lipopeptide

Diverse Glycolipide, diverse Lipopeptide, diverse Lipoproteine,
TLR 2 Lipoteichonsaure, Peptidoglycan , heat shock protein (HSP) 70,
Zymosan

TLR 3 dsRNA, Polyinosinic-polycytidylic acid (Polyl;C)

Lipopolysaccharid, diverseHSPs, Heparansulfat- Fragmente,

TLR 4 Fibrinogen, Hyaluronsaure-Fragmente

TLR S Flagellin

12
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TLR 6 Verschiedene Diacyl-Lipopeptide

TLR 7 Imidazoquinoline, Loxoribine, Brompirimine, einzelstrangige RNA

TLR 8 Synthetische Substanzen, einzelstrangige RNA

TLR9 |CpG

TLR 10 |(Unbekannt

TLR 11 |Profilin

1.1.4.4 Tolerogene Effekte und unreife dendritische Zellen

Unreife dendritische Zellen hingegen, scheinen an der Induktion
antigenspezifischer Toleranz beteiligt zu sein [63]. Substanzen wie IL 10 oder
TGFB kdnnen die Reifung von dendritischen Zellen unterbinden und die
Toleranz-induzierenden Eigenschaften weiter verstarken. Ebenso wirkt der
Kontakt mit und die Aufnahme von apoptotischen Zellen [101],[108].
Regulatorische T-Lymphozyten sind an der Regulation von Toleranz-Induktion
mittels dendritischer Zellen beteiligt [107]. Wie gezeigt werden konnte, sind
Antigen-gepulste unreife dendritische Zellen in der Lage, CD4+, CD25+,
Forkhead Box P3 (FoxP3)+ regulatorische T-Lymphozyten (Treg) zu induzieren,
die vermutlich wesentlich an der Induktion von Selbst-Toleranz beteiligt sind,
und spezifische Anergie gegen das beteiligte Antigen auszul6sen [12],[55],[64].
Auch CD8+ Tregs sind beschrieben worden. Sie scheinen offensichtlich
ebenfalls von unreifen DC induziert zu werden [82]. Tregs selbst auf der
anderen Seite sind wiederum in der Lage, dendritische Zellen in einem unreifen
Zustand zu halten und ihre tolerogene Wirkung zu unterstutzen. Beteiligt daran
sind wahrscheinlich die Ausschuittung ldslicher Faktoren wie IL10 und TGF,
aber auch direkte Zell-Zell Interaktion wird diskutiert [63].

Beim Menschen konnte ein spezieller Subtyp von moDCs charakterisiert
werden, die Indoleamin 2,3- Dioxygenase (IDO) exprimieren, ein Enzym, das
am Katabolismus von Tryptophan beteiligt ist. Dies geht einher mit einer
Inhibition der T-Zell-Proliferation und einer Induktion von T-Zell-Apoptose in

vitro. IDO wird in DCs scheinbar durch Interaktion von B7 mit dem
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inhibitorischen Molekil Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 (CTLA-4) induziert
[38],[70,[74].

Die Ausreifung und Funktion von dendritischen Zellen kann durch das Zytokin
IL10 gehemmt werden. Es handelt sich dabei um eine immunoinhibitorisch und
antiinflammatorisch wirkende Substanz. In vitro hemmt es die
Antigenprasentation und Zytokinsekretion von dendritischen Zellen, Monozyten
und Makrophagen [4],[5],[18],[301,[31],[371,[41],[541,[83],[981,[99],[108].

Doch ist diese Wirkung nicht nur durch die Hemmung der Reifung von
dendritischen Zellen ausgeldst. In vitro mit IL10 behandelte, unreife dendritische
Zellen werden in einen immunoregulatorischen Zustand versetzt, der zur
antigenspezifischen Anergie von sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Lymphozyten
fuhrt [73],[97],[108],[115]. So konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit
IL10 zur Hochregulation der inhibitorischen Molekule ILT3 und ILT4 fuhrt. Es
handelt sich um immunoinihibitorisch wirkende Ig-like Rezeptoren, die
strukturell den killer cell inihibitory receptors verwandt sind und intrazellular
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motives (ITIMs) besitzen. Auch
kommt es zur Hochregulation von immunoinihibtorisch wirkenden Mitgliedern
der B7 Familie wie B7-H1 (Programmed death ligand (PD-L)1), B7-DC(PD-L2),
B7-H3 und B7-H4 [25],[63],[66]. Nolan et alii (et al.) konnten zeigen, dass mit
IL10 behandelte, murine dendritische Zellen zwar sehr ineffektiv bei der
Aktivierung von T-Lymphozyten sind, jedoch weiterhin die Fahigkeit zur
Auslésung von Antworten des angeborenen Immunsystems besitzen. So
konnte die IL10 Wirkung auf eine Verminderung der Aktivitat des spezifische
Immunsystems zu Gunsten des angeborenen Immunsystems abzielen [78]. Die
Signalkaskaden, die die Wirkungen von Interleukin 10 auf dendritische Zellen
steuern, sind noch weitestgehend unverstanden. Man weil}, dass IL-10 zu einer
Aktivierung der Phosphoinositol-3 Kinase und uUber Signal Transducer and

Activator of Transcription (stat) 3 zu einer Inhibition von NfkB fuhrt [11],[46].
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1.1.4.5 Molekulare Mechanismen in reifen und unreifen dendritischen

Zellen

Im unreifen Zustand kénnen dendritische Zellen Rezeptoren flr
inflammatorische Zytokine wie cc chemokine receptor (CCR) 1, CCR2, CCRS5,
CCRG®6, cxc chemokine receptor (CXCR) 1, CXCR3 und CXCR 4 exprimieren,
die sie zum Ort eines Entziindungsgeschehens leiten. Dort kdnnen sie mittels
Intercellular adhesion molecule (ICAM) 2 und Interaktion mit P- und E-
Selectinen, die auf aktiviertem Endothel exprimiert werden, eindringen. Nach
Aktivierung verlieren sie diese Fahigkeit und exprimieren stattdessen CCRY7,
den Rezeptor fur Macrophage Inflammatory Protein (MIP) 33 und CCL21,
welcher Migration in die afferenten Lymphknoten vermittelt, wo sie auf T-
Lymphozyten treffen. Desweitern schutten sie auch Zytokine wie CCL18,
macrophage-derived chemokine (MDC), thymus and activation-regulated
chemokine (TARC), pulmonary and activation-regulated chemokine (PARC)
und /IFN-y-inducible protein (IP) 10 aus, welche naive und Memory T-Zellen
anziehen [1],[16].

Die Ausreifung von dendritischen Zellen erhoht ihre Fahigkeit zur
Antigenprozessierung und -prasentation. In reifen dendritischen Zellen wird
Uber eine Hochregulation der ATP-dependent vacuolar proton pump und damit
einhergehender gesteigerter Aktivitat von lysosomalen Hydrolasen der Abbau
der invarianten Kette (li) von MHC Typ |l gesteigert. Der proteolytische Abbau
von li wird durch das Verhaltnis zwischen Cathepsin S und seinem Inhibitor
Cystatin c reguliert. Durch die Reifung wird die Expression von Cystatin C
herunterreguliert und dadurch der Abbau von li gesteigert. Auch werden
vermehrt Tubuli gebildet, die dem Transport zur Zelloberflache dienen. DC-
Reifung steigert auch die Synthese von TAP und von Komponenten der

Immunoproteasomen wie large multifunctional peptidase (LMP) 2 und LMP7

[11.[8].

Nach der Reifung exprimieren dendritische Zellen vermehrt Adhasionmolekule
wie CD11a, CD11c, CD50 , CD54 und CD58, die Zellkontakt vermitteln, sowie
die costimulatorischen Molekille CD80(B7.1), Cd86(B7.2), Dectin, CD40,
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OX40L und 4-IBBL, die eine wichtige Rolle bei der DC-T-Zell Interaktion spielen
[8],[16],[28],[43].[77],[86].

Auch sind reife DC in der Lage Zytokine wie TNFa, IL 6, IL12, IL15 und IL 18
auszuschutten, die an der Aktivierung von Lymphozyten beteiligt sind [8]. Das
Zytokinprofil unterliegt dabei strenger Kontrolle und hangt vom Typ der
Stimulation, dem DC-Subtyp, sowie der lokalen Umgebung der Zellen ab. So
bewirken z.B. LPS und Flagellin, die TLR4 bzw.TLRS5 stimulieren, in murinen
DCs die Gber Phosphorylierung von p38 und C-Jun N-terminal kinase (JNK) 1/2
Kinasen die Ausschuttung von IL 12 und damit eine Ty1 Antwort. Im Gegensatz
dazu bewirken TLR2 Agonisten wie N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-
propyl]-[R]-cysteinyl-[S]-seryl-[S]-lysyl-[S]-lysyl-[S]-lysyl-[S]-lysine (Pam3Cys)
und klassische T2 Stimuli wie Antigene aus Schistosomeneiern eine
Phosphorylierung von extracellular signal-regulated kinases (ERK) 1/2, was in
einer Stabilisierung des Transkriptionsfaktors V-fos FBJ murine osteosarcoma
viral oncogene homolog (c-Fos), einem Suppressor von |IL-12, mundet und zu
einer Ty2-Antwort fuhrt. Ein anderes Beispiel ist, dass pDCs, nicht aber mDCs,
nach Stimulation von TLR9 durch CpG grof3e MengenTyp | IFN als Antwort auf
virale Infektionen produzieren [1],[58].

1.2 Identifizierung differentiell exprimierter Gene mittels cDNA
Subtraktion

Im Vorfeld der vorliegenden Arbeit wurden Kandidatengene fur eine
differentielle Expression in humanen dendritischen Zellen identifiziert. Dazu
wurde das cDNA Subtraction Kit ,Clontech PCR-Select™” der Firma Clontech
Laboratories Inc eingesetzt, das nach dem Prinzip der subtractive suppression
hybridization (SSH) arbeitet. Diese ermdglichst es, zwei unterschiedliche
mMRNA-Populationen, in diesem Fall von Monozyten und moDCs, zu
vergleichen und diejenigen Gene zu identifizieren, die nur im zu testenden

Zelltyp exprimiert werden.
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Das Prinzip der SSH ist in der Abbildung 1.3 dargestellt. Aus den RNA-Proben
der zu untersuchenden Zelltypen wird jeweils copy DNA (cDNA) synthetisiert.
Die cDNA aus dem zu untersuchenden Zelltyp wird dabei als tester cDNA, die
aus der Vergleichsprobe als driver cDNA bezeichnet. Die tester cONA wird nun
mit einem 4-Basen-schneidenden Restriktionsenzym, hier Rsa I, behandelt,
dass zur Entstehung von stumpfen Enden fuhrt. Sie wird dann in zwei Proben
aufgeteilt, die jeweils mit einem unterschiedlichen Adaptor ligiert werden. Den
Adaptoren fehlt am 5° Ende die Phosphatgruppe, sodass sie sich jeweils nur am
5° Ende eines bestehende Strangs anlagern kdnnen. Es wird nun jeder Probe
getrennt driver cONA im Uberschuss zugesetzt, die Doppelstrange denaturiert
und die Hybridisierung erlaubt. Dabei kommt es zur Normalisierung der
einzelstrangigen tester cDNAs, da die Hybridisierung einer Kinetik zweiter

Ordnung folgt, also umso schneller je hoher die jeweilige Konzentration ist.

In einem zweiten Schritt werden die beiden Proben nun gemischt und erneuter
Hybdrisierung unterworfen. Die dabei entstehenden Hybride (e) tragen
unterschiedliche Adaptoren an beiden Enden, was ihre exponentielle
Amplifikation durch PCR mit Primern gegen die Adaptoren erlaubt. Sie
entsprechen den differentiell in den zu untersuchenden Zellen exprimierten
Genen. Hybrid (c) wird nur linear amplifiziert und fallt daher nicht ins Gewicht,

die anderen Hybride kdnnen nicht amplifiziert werden.

Die so angereicherte cDNA der differentiell exprimierten Gene kann nun
kloniert, die positiven Kolonien kdnnen selektiert und die enthaltenen cDNA

sequenziert und identifiziert werden.

Mit dieser Technik wurde auch das Gene Osteoactivin (DC-HIL) als Kandidat
fur eine differentielle Expression in dendritischen Zellen identifiziert, mit dem

sich die vorliegende Arbeit befasst.
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Abbildung 1.2: Prinzip der Substractive Suppression Hydridization (SSH). Aus der
Produktbeschreibung der Firma Clontech Laboratories Inc., www.clontech.com

1.3 Osteoactivin (DC-HIL)

1.3.1 Struktur und Expression von Osteoactivin (DC-HIL)

Verschiedene Synonyme werden verwendet um das Gen Osteoactivin zu
bezeichnen. Dazu gehoren auch glycoprotein nonmetastatic melanoma protein
B (GPNMB) und dendritic cell-associated heparan sulfate proteglycan-integrin
ligand (DC-HIL). Osteoactivin zeigt eine gewisse Homologie zum pMEL17
Precursor, einem Melanozyten-spezifischen Protein. Seine Expression wurde
fur Melanomzellinien beschrieben. Hier findet es sich vor allem in solchen
Linien mit niedrigem Metastasepotential. Daher wird es auch als GPNMB

bezeichnet.
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Das Gen Osteoactivin (DC-HIL) ist beim Menschen auf dem Chromosom 7p15
lokalisiert. Vom daraus entstehenden messenger RNA (mRNA)-Produkt
existieren zwei verschieden SpleilRvarianten: Die langere Isoform a, deren
Translation zu einem Protein von 572 Aminosauren (aa) Lange (63,9 kiloDalton
(kDA)) fuhrt, und eine kurzere Isoform b, deren Translationsprodukt eine Lange
von 560 aa (62,6 kDA) besitzt [114]. Moglicherweise existiert auch eine am 3
verkurzte Variante, die zu einem Protein ohne den zytoplasmatischen Teil und

die Transmembrandomane von Osteoactivin (DC-HIL) fuhrt [85].

Das Gen wird im menschlichen Koérper vor allem in der Epidermis der Haut und
den Haarfollikeln, im Nervensystem, in Osteoblasten und in APCs exprimiert. In
der Zelle ist es auf der Zellmembran oder auch in endosomal/melasomalen

Kompartimenten lokalisiert [114].

Beim Genprodukt des Osteoactivins (DC-Hil) handelt es sich um ein Typ |
Transmembran Protein. Dies sind Proteine mit einer einzelnen
Transmebrandomane, deren N-Terminus nach extrazellular orientiert ist,
wahrend der C-Terminus sich auf der cytoplasmatischen Seite befindet. In
seinem extrazellularen Anteil findet sich ein RGD-Motiv (Aminosauresequenz
Arg-Gly-Asp), wobei es sich um eine Erkennungs- und Bindungsstelle fiir
Integrine handelt. Auch findet sich eine Ig-artige Polycytic Kidney Disease
Doméne (PKD), die typischerweise an Protein-Protein- oder Protein-
Kohlehydrat-Interaktionen beteiligt ist. Direkt im Anschluss findet sich eine
sogenannte Proline-riche-Region (PRR), die ebenfalls Protein-Protein-
Interaktionen vermittelt. Am N-Terminus des Proteins findet sich ein mdgliches
Heparin bindendes Motiv mit der Sequenz BBXB (B flr basische Aminosauren,
X fur beliebige Aminosauren). Auch lassen sich 12 N-Glycosilierungsstellen
feststellen [24] [25],[113]. Im Intrazellularen Anteil finden sich zwei 2 lysosomale

Targeting Motive (Dileucin) [113].
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Domain-Struktur des Proteins Osteoactivin und
seiner SpleiBvariante. NH2: Amino Terminus; SS: Signal Sequenz; BBXB: Heparin-bindendes
Motiv; RGD: RGD Tripeptid; PKD, Polycystic Kidney Disease Domain; PRR: Proline Rich
Region TM: Transmembran Segment; LL: Lysosomales Targeting Motiv Dileucin; COOH:
Carboxyl terminus. Nummern der Aminosduren werden oberhalb und unterhalb der Struktur
angegeben. Alt. Splice: Einschub von 12 Aminoséduren durch alternatives Spleil3en.

1.3.2 Wachstum und Reparationsprozesse

Gemal den bisherigen Untersuchungen scheint Osteoactivin eine Rolle bei
Wachstums- und Reparationsprozessen zu spielen. So ist bekannt, dass es in
Osteoblasten exprimiert wird. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression
im Osteopetrose-Modell in der Ratte gesteigert ist. Seine Funktion in
Osteoblasten scheint in der Férderung der Osteoblastendifferenzierung und
Stimulation von Differenzierungsmarkern wie Alkalische Phosphatase oder
Osteocalcin zu bestehen. Osteoactivin fordert die Produktion und Mineralisation
der ossaren Matrix [89],[95].

Des Weiteren ist bekannt, dass Osteoactivin eine Rolle in Reparations- und
Firbrosierungsprozessen zu spielen scheint. So wird es vermehrt auf dem
Sarkolem von denervierten Skelettmuskeln der Maus exprimiert. Hier scheint es
die Expression von Kollagen Typ |, Matrix Metalloprotease (MMP) 3 und MMP9
in einwandernden Fibroblasten und fibroblastenartigen Zellen zu férdern [79].
Auch wird es in der Leber exprimiert, insbesondere in den Kupfferschen
Sternzellen und Sinusoidalzellen. Seine Expression ist in der Leber der Ratte

nach akuter Schadigung durch CCl, vermehrt. Auch konnte gezeigt werden,
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dass es in der menschlichen Leber vermehrt bei Zustanden wie der fulminanten
Hepatitis, Paracetamol-Vergiftung, Leberzirrhose, Hepatitis B und C exprimiert
wird [45]. Gesteigerte Expression von Osteoactivin konnte auch in der Niere der
Ratte nach unilateraler Ureterobstruktion beschrieben werden, hier vor allem in

den dilatierten Epithelzellen der Tubuli und in interstitiellen Fibroblasten [75].
1.3.3 Rolle im Immunsystem

Ripoll et al. konnten zeigen, dass Osteoactivin in Makrophagen der Maus und
auch in menschlichen Makrophagen exprimiert wird. Es wurde festgestellt, dass
inflammatorische Signale wie LPS, CpG oder INFy die Expression in
Makrophagen der Maus steigern konnen. In GPNMB/V5 transfizierten
RAW264.7 Zellen zeigte sich die Expression von Osteoactivin vor allem
perinuklear im Bereich des Golgi-Apparates. Subsequente Behandlung mit LPS
und INFy flhrt zur Relokation vom Golgi-Apparat zur Zellperipherie. Im
Uberstand der so behandelten Zellen war ebenfalls Osteoactivin nachweisbar,
nicht jedoch die am C-terminus mit V5 markierte Variante. Unter Umstanden

wird eine am C-Terminus verkurzte Variante sezerniert [85].

Die Osteoactivin-Uberexpression fiihrt zur verminderten LPS/Infy induzierten
IL6 und IL12p40 Sekretion und zur Reduktion der NO-Freisetzung. Ripoll et al.
schlossen hieraus, dass Osteoactivin als negativer Feedback-Regulator der
inflammatorischen Reaktion von Makrophagen dient, was auch dadurch
unterstrichen wird, dass inflammatorische Reaktionen in GPNMB-defizienten

Mausen in gesteigertem Male beobachtet werden konnten [85].

Chung et al. konnten zeigen, dass Osteoactivin (DC-HIL) an einen Liganden an
der Oberflache aktivierter Maus T-Lymphozyten binden kann und als negativer
Regulator der T-Zell Aktivitat dient. Seine Bindung fuhrte unter anderem zur
verminderten Aktivierung von T-Lymphozyten, verminderter IL2-Sekretion und
verminderter Proliferation von T-Lymphozyten. Es konnte gezeigt werden, dass
small interfering RNA (siRNA) Knockdown von Osteoactivin in dendritischen
Zellen der Maus zur einer verminderten T-Zell-Stimulation durch diese fuhrt

[25]. Die Bindung von Osteoactivin an die Lymphozytenoberflache der Maus
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erfolgt Uber den Liganden Syndecan-4, ein Typ | Transmembran Heparan-
Sulfat-Proteoglykan, wobei vor allem die Bindung an die PKD-Démane eine
entscheidende Rolle zu spielen scheint. Die PKD defiziente Mutante verliert ihre

immunoinihibitorische Eigenschaften [24].

Shikano et al. stellten fest, dass Osteoactivin die Bindung von dendritischen
Zellen der Maus an Endothelzellen vermitteln kann. Das Erkennen und die lose
Bindung der Oberflache scheint dabei Uber Heparan-Sulfat-Proteoglykane
(HSPG) vermittelt zu werden, die potentiell mit mehreren moglichen
Bindungsstellen des Osteoactivins interagieren kdnnen (BBXB, PKD). So
konnte gezeigt werden, dass die Bindung durch Heparin und Fucoidan
unterdruckt werden kann. Die feste Adhasion scheint im Gegensatz dazu durch
Interaktion von RGD mit Integrinen vermittelt zu werden. Diese ist in der RGD-

defizienten Mutante gestort [96].

Es ist des weiteren bekannt, dass eine Punktmutation in Osteoactivin die
Variante Pigment Dispersion Syndrome (PDS) des altersabhangigen
Pigmentaren Glaukoms im DBA/2J Mausmodell auslést. Gemal} der
ursprunglichen Hypothese wird die Entstehung der Erkrankung durch
Stérungen in melasomalen Prozessen vermittelt. Neuere Befunde zeigen
jedoch, dass auch eine Stérung von immunosuppressiven Prozessen an der
Pathogenese beteiligt ist. So konnte gezeigt werden, dass der Humour
aqueosus im DBA/2J Mausmodell seine immunosuppressiven Eigenschaften
verliert. Auch bRt das Auge sein immunologisches Privileg ein ( Auslésung von
delayed type hypersensitivity (DTH) nach Injektion von Antigenen in die
Vorderkammer, Wachstum von Tumoren nach intraocularer Injektion wird
unterdrickt). Es kommt zu einer Stérung der Blut/Augen-Schranke mit

Akkumulation von Leukozyten in der Iris und Augenvorderkammer [71].
1.3.4 Bedeutung fiir die Onkologie

Osteoactivin wird in Zellinien des malignen Melanoms, in Gliomen,
Mammakarzinoms, Magenkarzinoms und Pankreaskarzinoms Uberexprimiert.

Im Allgemeinen férdert die starke Expression hier Invasivitat und
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Metastasepotential, mit Ausnahme des maligne Melanoms, wo die Expression
vor allem in solchen Linien mit niedrigem Metastasepotential beschrieben

wurde.

Im Mausmodell konnte die gesteigerte Invasivitat und das erhdhte
Metastasepotential durch Osteoactivin demonstriert werden. Hierbei wurde ein
humanes Tumormodell bestehend aus transformierten Astrocyten ( die
sogenannte thr glioma line) eingesetzt. Fur sich genommen zeigten diese
Zellen nach intrakranieller Implantation im immunodefizienten Mausmodell
keine Invasivitat, jedoch hohe Invasivitat nach Einbringen von Osteoactivin.
Auch zeigten solche Zellen hohes Metastasepotential nach subkutaner

Implantation im immunodefizienten Mausmodelle [84].

Osteoactivin wird auch in Glioblastoma multiforme (GBM) Zellen exprimiert.
Hohe Expression korreliert hier mit schlechterer Uberlebensrate. Eventuell ist
Osteoactivin hier als Prognosemarker oder gar als potentielles Target fur

gezielte Therapieansatze geeignet [56].

Osteoactivin wird auch verstarkt exprimiert in beginnendem Hepatocellularen
Karzinom (HCC) in Ratten, die einer cholindefizienten, L-Amino Saure-
definierten (CDAA) Diat ausgesetzt werden. Im menschlichem HCC und in
umgebendem zirrhotischen Gewebe konnte ebenfalls gesteigerte Expression
gezeigt werden. Osteoactivin Uberexpression scheint dabei auch die
Beweglichkeit, Invasivitat und das Metastasepotential von Ratten-

Hepatomzellen zu steigern [80].

Im Mausmodell wird Osteoactivin zudem selektiv in aggressiven,
Knochenmetastasen auslosenden Mammakarzinomzellen exprimiert. Es
scheint hier ebenfalls die Beweglichkeit, Invasivitat und das Potential fir

Knochenmetastasen zu férdern [87].

Auch in Melanomzellinien wird Osteoactivin exprimiert. Hier findet es sich vor

allem in solchen Linien mit niedrigem Metastasepotential. Es bietet sich als
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potentielles therapeutisches Target an. Antibody-Drug-Konjugate mit

Monomethylauristatin E wurden bereits entwickelt [106].
1.4 Zielsetzung der Arbeit

Obwohl die groben Umrisse der Entwicklung und Funktion von dendritischen
Zellen bekannt sind und ihre zentrale Rolle im Immunsystems gewdurdigt wurde,
ist die Erforschung und Charakterisierung von dendritischen Zellen noch langst
nicht abgeschlossen. Viele Molekule, die eine entscheidende Rolle in der
Vermittlung der spezifischen Funktionen von dendritischen Zellen spielen

konnten, sind weiterhin wenig oder unerforscht.

Interessant fur die weitere dahingehende Untersuchung sind vor allem solche
Gene, die differentiell in dendritischen Zellen exprimiert werden, jedoch nicht in
anderen Leukozytensubpopulationen zu finden sind. Mit der Entschlisselung
des menschlichen Genoms und durch die subtraktive cDNA-Analyse ist es nun

maglich, weitere neue Gene dieser Art zu identifizieren.

Ziel der vorliegende Arbeit ist es, die differentielle Expression des Genes
Osteoactivin (DC-HIL) in dendritischen Zellen zu untersuchen. Zunachst soll die
differentielle Expression in dendritischen Zellen im Vergleich zu Monozyten,
einer ihrer Vorlauferpopulationen, verifiziert werden. Dazu wird zum einen die
Expression auf mMRNA Ebene mit Hilfe von Reverse Transcription PCR (RT-
PCR) untersucht, zum anderen die Expression auf Protein-Ebene mit Hilfe von
Western-Blot. Da die Entwicklung und die funktionellen Eigenschaften von
dendritischen Zellen stark durch die Stimulation mit bestimmten Zytokinen bzw.
die Behandlung mit spezifischen Inhibitoren beeinflusst wird, soll auch der
Einfluss dieser auf die Expression von Osteoactivin Gegenstand dieser
Untersuchungen sein. Auch soll die Expression in verschiedenen
Subpopulationen von dendritischen Zellen des peripheren Blutes, der am
leichtesten zuganglichen und verfugbaren Art menschlicher dendritischer

Zellen, und die Expression in Lymphozyten untersucht werden.
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Ein besseres Verstandnis der Rolle von Osteoactivin (DC-HIL) in der
Physiologie von dendritischen Zellen kénnte in Zukunft zu einem besseren
Verstandnis der dendritischen Zellen, ihrer molekularen Mechanismen und ihrer
Rolle innerhalb des Immunsystems beitragen. Da dendritische Zellen haufig
auch in in vitro und in vivo Modellen sowie in klinischen Studien zur Induktion
spezifischer T-Zell-Antworten eingesetzt werden, kann durch ein besseres
Verstandnis der Biologie von dendritischen Zellen vielleicht langfristig eine

Verbesserung dieser Anwendungen erzielt werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Tab. 2.1: Verwendete Geréte

Produkt

Hersteller

Brutschrank NuAireTM US AutoFlow

NuAireTM Inc., Plymouth, USA

Durchflusscytometer FACSCalibur

BD Biosciences, Heidelberg, D

Fotometer RNA/DNA Calculator Gene
QuantTM II

Amersham Biosciences Europe
GmbH, Freiburg, D

Gefrierschrank —85°C UF 300

Napco, Winchester, USA

Gelelektrophoresekammer

Appligene, Heidelberg, D

Heizblock Unitek™ HBS 130

Peqlab, Erlangen, D

Heiz- und Magnettuhrer: RCT Basic IKA®

VWR International GmbH,
Bruchsal, D

Kihlschrank Kombination 4°C und -20°C

Liebherr, Ochsenhausen, D

Lightcycler® Gerat fir Realtime PCR

Roche Applied Science,
Indianapolis, USA

Magnetic cell seperators: MidiMACS und
QuatroMACS

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, D

Mikropipetten 10ul, 20ul, 200ul, 1000l

Eppendorf, Hamburg, D

Mikropipetten 10ul, 20p1, 20041, 10004l

Gilson Inc., Middleton, USA

Mikroskop Olympus MO21

Olympus Optical GmbH,
Hamburg, D

Minishaker MS2 IKA-Works

IKA-Works Inc., Wilmington, USA

Mini Trans Blot Cell

BioRad Laboratories GmbH,
Minchen, D

Multi-Detektions-Reader SLT Rainbow

Tecan Deutschland GmbH,

Crailsheim, D

Neubauer Zahlkammer 0,1 mm Tiefe

Sigma, Deisenhofen, D
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PCR-Gerat Gene Amp PCR System 9600

PerkinElmer Life Science,

Zaventem, B

Pipettierhilfe Pipetboy acu

Integra Biosciences AG, Baar,
CH

Reinluftwerkbank Heraeus Hera Safe HS

18/2

Heraeus, Hanau, D

Schiuttelbank KM-2 Akku

Edmund Buhler GmbH,
Hechingen, D

Schuttelbank Plymax 1040

Heidolph, Schwabach, D

SDS-PAGE-Kammer Mini-Protean 3

electrophoresis system

BioRad Laboratories GmbH,

Minchen, D

Spannungsgerat EPS 200

Amersham Biosciences Europe
GmbH, Freiburg, D

Spannungsgerat EPS 300

Amersham Biosciences Europe
GmbH, Freiburg, D

Spannungsgerat EPS 601

Amersham Biosciences Europe
GmbH, Freiburg, D

UV-Reader Biometra Bio Doc Analyze

Whatman Biometra GmbH,
Géttingen, D

Wasserbad GFL

GFL, Burgwedel, D

Wasserbad WB/OB 7-45 \W-BU 45

Memmert, Schwabach, D

Western Blot Kammer Mini

Bio Rad Laboratories GmbH,

Minchen, D

Zentrifuge Eppendorf 5417 R

Eppendorf, Hamburg, D

Zentrifuge Heraeus 1.0 R

Heraeus, Hanau, D

Zentrifuge Multifuge 3 S-R

Heraeus, Hanau, D
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tab. 2.2 Verwendete Verbrauchsmaterialien:

Produkt

Hersteller

96-Loch-Platte Cellstar® F-shape, with lid, TC-
Plate

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen, D

Autoradiographiefilm Kodak Biomax Light Film
13 x 18 cm

Kodak, Rochester, USA

500-PP-Reaktionsgefale Cellstar® 1,5 ml

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen, D

Combitips Plus 0,5ml

Eppendorf, Hamburg, D

Einwegspritzen Injekt 5 ml, 10 ml, 20 ml

Braun, Melsungen, D

Falcon® Blue MaxTM, 50 ml Blue Cups

Becton Dickinson, Franklin
Lakes, USA

Falcon® 5ml Polystyrene Round-Bottom Tube

Becton Dickinson, Franklin
Lakes, USA

Handschuhe SafeSkin Satin Plus®

Kimberley Clark, Roswell,
USA

Kanulen Microlance 3 26G 0,3/0,45x13

Becton Dickinson, Franklin
Lakes, USA

Kanulen Sterican 0,9x70 mm

Braun, Melsungen, D

Lightcycler® Kapillaren 20 pl

Roche Applied Science,
Indianapolis, USA

MACS-Saule MACS Column LS

Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach, D

Microtubes 0.2 ml (PCR Softstrips)

Biozym Scientific, Olendorf,
D

Nitrozellulosemembran

Schleicher & Schuell, Dassel,
D
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Pasteurpipette 3 ml, Einweg Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe, D

Pipetten Serological Pipet 2 ml Falcon Becton Dickinson, Franklin
Lakes, USA

Pipetten Stripette 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml Corning GmbH,
Kaiserslautern, D

Pipettenspitzen blau 1,0 ml und gelb 0,2 mi Sarstedt AG & Co.,
Nurmbrecht, D

Whatman-Papier BioRad Laboratories GmbH,
Minchen, D

Zellkulturflasche Falcon® Tissue 0.2 ym Vented | Becton Dickinson, Franklin

Blue Plug Seal Cup 275 ml Lakes, USA

2.1.3 Medien, Reagenzien und Antikorper

Tab. 2.3 Verwendete Medien, Reagenzien und Antikérper

Produkt Hersteller

30% Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) | Serva Electrophoresis, Heidelberg, D
Ammoniumpersulfat Roth, Karlsruhe, D

Aprotinin (2 mg/ml) Sigma, St. Louis, USA

Anti-CD3 Microbeads Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, D
Anti-CD19 Microbeads Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, D
Anti-CD14 Microbeads Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, D
Antikorper horseradish peroxidase- Santa Cruz Biotechnology Inc.,
conjugated anti-mouse IgG Heidelberg, D

Antikorper horseradish peroxidase- Santa Cruz Biotechnology Inc.,
conjugated anti-goat IgG Heidelberg, D

Antikoérper goat anti-human RnD Systems, Minneapolis, USA
Osteoactivin 1gG, polyklonal

Antikorper mouse anti-human RnD Systems, Minneapolis, USA
Osteoactivin IgG, monoclonal
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Antikorper goat anti-mouse PE,
F(ab’)2

Dako, Glostrup, DK

Antikdrper mouse anti-GAPDH IgG

HyTest Ltd., Turku, FIN

Antikérper mouse 1gG

BD Biosciences, San Jose, USA

Antikorper mouse 1gG2b

Dako, Glostrup, DK

B-Mercaptoethanol

Sigma, St. Louis, USA

BCA Protein Assay Reagent Kit

Pierce, Peribo Science, Bonn, D

Bromphenolblau

Sigma, St. Louis, USA

BSA

Roche, Mannheim, D

cDNA-Set: Superscript'™ Ill, first
strand synthesis system for RT-PCR

Invitrogen, Karlsruhe, D

DMSO

Sigma, St. Louis, USA

DNA-free™ Kit

Applied Biosystems, Darmstadt, D

DTT

Roth, Karlsruhe, D

ECL™ plus detection reagent

Amersham Biosciences Europe,

Freiburg, D

EDTAO05M

Sigma, St. Louis, USA

FACS-Antikorper mouse Anti-CD1a
FITC

BD Biosciences Pharmingen, San
Diego, USA

FACS-Antikérper mouse Anti-CD14
FITC

BD Biosciences, San Jose, USA

FACS-Antikdrper mouse Anti-CD19
FITC

BD Biosciences, San Jose, USA

FACS-Antikérper mouse Anti-CD86
FITC

BD Biosciences, San Jose, USA

FACS-Antikérper mouse Anti-HLA-DR
FITC

BD Biosciences, San Jose, USA

FACS-Antikérper mouse IgG1 FITC

BD Biosciences, San Jose, USA

FACS-Antikorper mouse Anti-CD3 PE

BD Biosciences, San Jose, USA

FACS-Antikérper mouse Anti-CD14
PE

BD Biosciences, San Jose, USA
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FACS-Antikérper mouse Anti-CD19
PE

BD Biosciences, San Jose, USA

FACS-Antikorper mouse Anti-CD56
PE

BD Biosciences, San Jose, USA

FACS-Antikérper mouse Anti-CD80
PE

BD Biosciences, San Jose, USA

FACS-Antikérper mouse Anti-CD83
PE

Immunotech, Marseille, Frankreich

FACS-Antikorper mouse Anti-CD123
PE

BD Biosciences Pharmingen, San
Diego, USA

FACS-Antikérper mouse Anti-HLA-DR
PE

BD Biosciences, San Jose, USA

FACS-Antikorper mouse IgG1 PE

BD Biosciences, San Jose, USA

FACS-Antikorper mouse Anti-CD1c
(BDCA1) PE

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, D

FACS-Antikorper mouse Anti-BDCA2
PE

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, D

FACS-Antikérper mouse Anti-BDCA3
PE

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, D

Fetal Bovine Serum 10082

Invitrogen Gibco™, Karlsruhe, D

Ficoll: Biocoll Separating Solution

Biochrom AG, Berlin, D

Glycerin

Roth, Karlsruhe, D

Glycin

Roth, Karlsruhe. D

GM-CSF Leucomax

Novartis, Basel, CH

GroRenmarker Bench Mark™

Prestained Protein Ladder Marker

Invitrogen, Karlsruhe, D

Grokenmarker GeneRuler™ 1 kb
DNA Ladder

MBI Fermentas, St. Leon Rot, D

Igepal CA-630 Sigma, St. Louis, USA
IL-4 R&D Systems, Wiesbaden, D
IL-10 R&D Systems, Wiesbaden, D
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Lightcycler® Tagman® Mastermix

Roche Applied Science, Indianapolis,
USA

LPS (Lipopolysaccharid, TLR-4-
Ligand)

Sigma, St. Louis, USA

Medium RPMI 1640 with Glutamax
11875

Invitrogen Gibco™, Karlsruhe, D

MACS Blood Dendritic Cell Isolation
Kit

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, D

MACS BDCA-2 Dendritic Cell

Isolation Kit

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, D

MACS CD1c (BDCA1) Dendritic Cell

Isolation Kit

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, D

Medium X-Vivo 20

Bio Whittaker, Wakersville, USA

Mercaptoethanol

Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

Natriumdeocycholat

Roth, Karlsruhe, D

Natriumorthovanadat

Roth, Karlsruhe, D

PamsCys (N-Palmitoyl-S-[2,3-
bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propyl]-[R]-
cysteinyl-[S]-seryl-[S]-lysyl-[S]-lysyl-
[S]-lysyl-[S]-lysine, TLR-2-Ligand)

EMC microcollections GmbH,

Tlbingen, D

PBS: Dulbeccos Phosphate Buffered
Saline 0,0095 M (PO4)

Bio Whittaker Europe, Verviers, B

PCR-Set: Amplitaq

Perkin Elmer, Boston, USA

Penicillin-Streptomycin 100 ml

Invitrogen Gibco™, Karlsruhe, D

PMSF

Sigma, St. Louis, USA

Poly I;C (Polyinosinic:polycytidylic
acid, TLR-3-Ligand)

Sigma, St. Louis, USA

Primer beta-2-Mikroglobulin
Forward 5’gggtttcatccatccgacat3’
Reverse 5'gatgctgcttacatgtctcga3’

zur Verfugung gestellt von PD Dr.
rer. nat. Frank Griinebach (Molekulare
Diagnostik, Innere Medizin |l,

Universitatsklinik Tubingen)
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Primer C261 (Osteoactivin)
Forward 5’actggcctgtttgtttccac3’
Reverse 5'tcctggggtgtttgaatcat3’

zur Verfigung gestellt von PD Dr.
rer. nat. Frank Grinebach (Molekulare
Diagnostik, Innere Medizin |l,

Universitatsklinik Tubingen)

Primer GPNMB fir Realtime PCR
Left 5’aaacccaccccttctttage3’

Right 5'tggcagttttcatcaggaatc3’

zur Verfigung gestellt von PD Dr.
rer. nat. Frank Grinebach (Molekulare
Diagnostik, Innere Medizin |l,

Universitatsklinik Tubingen)

Primer PBGD fur Realtime PCR
Left 5’cgcatctggagttcaggagta3’
Right3’ ccaggatgatggcactga3d’

zur Verfigung gestellt von PD Dr.
rer. nat. Frank Grinebach (Molekulare
Diagnostik, Innere Medizin |l,

Universitatsklinik Tubingen)

R 848 (Resiquimod, TLR-7-Ligand)

InvivoGen, San Diego, USA

Reliant ®Gele System, 4% NuSieve ®
3:1 Plus Agarose

Lonza, Basel, CH

RNeasy Mini Kit

Qiagen GmbH, Hilden, D

SDS

Roth, Karlsruhe, D

Slim Fast Schokolade

Slim Fast Deutschland GmbH,
Wiesbaden, D

Imatinib (STI 571)

Novartis Pharmaceuticals, Basel, CH

TEMED Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, D

TRIS Roth, Karlsruhe, D

Trypanblau Seromed, Biochrom AG, Berlin, D

Tween® 20 Sigma, St. Louis, USA

Universal Probe Library Sonde #1 fur
Realtime PCR

Roche Applied Science, Indianapolis,
USA

Universal Probe Library Sonde #18 fur
Realtime PCR

Roche Applied Science, Indianapolis,
USA
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Alle verwendeten Reagenzien, die in dieser Tabelle nicht explizit erwahnt
werden, wurden von den Firmen Merck (Hohenbrunn, D), Roth (Karlsruhe, D),

Serva (Heidelberg, D) und Sigma (St. Louis, USA) bezogen.

2.1.4 Puffer und Losung

Tab. 2.4 Verwendete Puffer und Lésungen

Eingesetzt bei Name Zusammensetzung
Western Blotting Radio 1% Igepal CA-630
Immunoprecipitation 0,5% Natriumdeoxycholat

Assay (RIPA)-Lysepuffer | 0,1% Natriumdodecylsulfat
(SDS)

2 mM
Ethylendiamintetraacetat
(EDTA)

In phosphate buffered saline
(PBS)
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Western Blotting

Nonylphenoxypolyethoxy-
ethanol (NP40)-
Lysepuffer

0,05 M 2-(4-(2-
Hydroxyethyl)- 1-
piperazinyl)-
ethansulfonsaure (HEPES)
pH 7,5

150 mM NaCl

1% Igepal CA-630

2 mM EDTA

10% Glycerin

2 mg/ml Aprotinin

1 mM
Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF)

In PBS

Durchflusszytometrie

fluorescence activated
cell sorting(FACS)-Puffer

0,5% BSA
In PBS

Magnetische

Zellsortierung

magnetic-activated cell
sorting (MACS)-Puffer

0,5% BSA
2 mM EDTA
In PBS

Agarose-

Gelelektrophorese

Ladepuffer, 6fach

0,15% Bromphenolblau
0,15% Xylencyanol

1 mM EDTA pH 8,0
30% Gilycerin

Western-Blotting

Transferpuffer flr sodium

192 mM Glycin

dodecylsulfate 25 mM Tris(hydroxymethyl)-
polyacrylamide gel aminomethan (TRIS)
electrophoresis (SDS- 0,1 % SDS
Page) 20% Methanol
Western-Blotting Laufpuffer fur SDS-Page | 192 mM Glycin
25 mM TRIS
0,1 % SDS
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Western-Blotting

Probenpuffer fur SDS-
Page, 3fach

0,18 M Tris-HCI pH 6,8
28% Glycerin

0,001% Bromphenolblau
6% SDS

Western Blotting

TRIS-buffered Saline

10 mM Tris-HCL pH 8,0

(TBS) 140 mM NaCL
Western-Blotting 0,5 % TRIS-buffered 10 mM Tris-HCL pH 8,0
saline with Tween (TBST) | 140 mM NaClIO

5% Tween 20

Western-Blotting 3% TBST 10 mM Tris-HCL pH 8,0
140 mM NaCl
3% Tween 20
In H20

Agarose- Tris-Acetat-EDTA-Puffer | 40 mM Tris

Gelelektrophorese

(TAE)

13 mm Essigsaure pH 8,0
1 mM EDTA pH 8,0

2.2 Methoden

2.2.1 Isolation von mononuklearen Zellen aus peripherem Blut

Mononukleare Zellen des peripheren Blutes (PBMNC) wurden aus buffy coats

von freiwilligen Spendern der Blutspendezentrale Tubingen gewonnen. Hierzu

wurden die buffy coats zunachst im Verhaltnis 1:4 mit PBS verdinnt. Im

Anschluss wurden 50 ml Falcon® Kunststoffrohrchen mit jeweils 12 mli

Ficolldsung befillt und vorsichtig mit 35 ml des verdinnten buffy coats

uberschichtet. Dabei wurde auf eine moglichst glatte Trennschicht zwischen

den beiden entstehenden Phasen geachtet. Die Falcon® Kunststoffrohrchen

wurden nun in der Zentrifuge Multifuge 3 S-R fir 18 Minuten bei 1800 rpm

(Bremskraft und Beschleunigung 2) zentrifugiert. Durch diesen Schritt trennten

sich die PBMNCs, die eine geringere Dichte aufweisen als Ficoll und daher an

der Oberflache der Ficollschicht verblieben, von den Gbrigen Blutzellen
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(Erythrozyten, Granulozyten, Thrombozyten, Zelltrimmer), die sich auf Grund
der héheren Dichte am Boden absetzten. Als oberste Schicht fand sich ein
Plasmauberstand, welcher nun vorsichtig mit Hilfe einer Absauganlage auf 2-3
cm oberhalb der PBMNC-Schicht abgenommen wurde. Nun konnten die
PBMBCs mit einer Einweg-Pasteurpipette aufgenommen und in 50 ml Falcon®
Kunststoffrohrchen gesammelt werden. Diese neuen Kunststoffrohrchen
wurden nun jeweils mit PBS auf 50 ml aufgefullt und in der Zentrifuge Multifuge
3 S-R bei 1500 rpm (Bremskraft und Beschleunigung 8) fur 5 min zentrifugiert.
Dieser Waschschritt wurde zweimalig durchgefuhrt. Im Anschluss wurde die
erhaltenen PBMNCs in jeweils 10 ml Nahrmedium (Roswell Park Memorial
Institut: 1640-Zellkulturmedium (RPMI 1640), 10% fetal calf serum (FCS), 2%
Penicillin/Streptomycin (PenStrep)) aufgenommen und ihre Zahl mit Hilfe einer

Neubauerzahlkammer bestimmt.
2.2.2 Zellzahlung

Fir die Bestimmung der Zellzahl wurden 10 pl der Zellsuspension mit 10 pl
Trypanblau und 80 yl RPMI gemischt, was einer Verdinnung von 1:10
entspricht. Erwies sich diese als nicht ausreichend zur Durchfiihrung des
Zahlvorganges, so konnten 10 ul der Mischung mit 20 ul RPMI weiter auf 1:30
verdunnt werden. Da Trypanblau nur die Zellmembran beschadigter Zellen
durchdringen kann, ist unter dem Mikroskop eine Unterscheidung zwischen
lebenden und toten Zellen mdglich. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in
einer Neubauer-Zahlkammer unter dem Mikroskop Olympus MO21 durch
Bestimmung der durchschnittlichen Zellzahl in den 16-Felder Eckquadraten.

Hieraus lasst sich die Gesamtzellzahl nach folgender Formel berechnen:

durchschnittliche Zellzahl in Eckquadrat x 10* x 10 (bzw.30, je nach

verwendeter Verdinnung) x Volumen der Zellsuspension [ml] = Gesamtzellzahl

* Neubauer-Zahl
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2.2.3 In vitro Generierung von dendritischen Zellen aus Monozyten

Dendritische Zellen wurden in vitro aus Monozyten generiert. Die eingesetzten
Monozyten konnen entweder durch Plastikadharenz oder durch magnetische
Zellsortierung (siehe 2.2.4) aus PBMNCs isoliert werden. Zur Gewinnung durch
Plastikadharenz werden zwischen 7x10” und 1x10® PBMNCs in einer
Zellkulturflasche Falcon® Tissue 0.2um Vented Blue Plug Seal Cup 275 ml fur
2 Stunden in 10 ml X-VIVO inkubiert (T=37°C, 5,0% COz2). Nach Abschluss der
Inkubation haften die Monozyten am Boden der Zellkulturflasche, die Ubrigen
Zellen kdénnen durch dreimaliges Spulen mit 10 ml PBS entfernt werden. Nach
Gewinnung der Monozyten werden diese in einer Zellkulturflasche Falcon®
Tissue 0.2um Vented Blue Plug Seal Cup 275 ml in 10 ml Nahrmedium (RPMI
1640, 10% FCS, 2% PenStrep) fur 7 Tage kultiviert. Um die Differenzierung zu
unreifen dendritischen Zellen zu bewirken, wird jeweils an den Tagen 0, 2, 4
und 6 nach Beginn der Zellkultur GM-CSF (100 ng/ml) und IL4 (20 ng/ml)
zugegeben. Bei einigen Experimenten wurden zusatzliche Substanzen (siehe
Tabelle 2.5) jeweils 24 Stunden vor Ernte der Zellen zugegeben.

Tab. 2.5: Zur DC-Reifung bzw. Inhibition
eingesetzte Substanzen

Stimulus Funktion Konzentration

Dimethylsulfoxid | als Kontrolle 2 ul/ml

(DMSO) eingesetzt

Pam3Cys TLR2L 5,00 ug/ml

LPS TLR4L 1,00 pyg/ml

Poly I:C TLR3L 50,00 pg/ml

Resiquimod TLR7L 2 ug/mi

(R848)

STI 571 Inhibitor der DC- | 1,77 pg/ml

(Imatinib) Funktion

IL-10 Inhibitor der DC- | 0,01 pg/ml
Funktion
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2.2.4 Isolation verschiedener Leukozytensubpopulationen mittels
magnetischer Zellsortierung (MACS)

Fir die Isolation verschiedener Leukozytensubpopulationen (Monozyten, B-
Lymphozyten, T-Lymphozyten, DC aus peripherem Blut) wurde die Methode
der magnetische Zellsortierung der Firma Miltenyi Biotec verwendet. Die
Durchfihrung erfolgte dabei nach den Protokollen des Herstellers. Die
Arbeitsschritte erfolgten dabei auf Eis bzw. bei 4° Celsius. Das Prinzip der
Methode besteht in der Inkubation der zu sortierenden Zellen in Antikorpern
gegen spezifische Oberflachenmolekile, die an magnetische beads gekoppelt
sind. Bei Passage durch ein aul’eres Magnetfeld kdnnen die so markierten
Zellen gezielt von den ubrigen getrennt werden. Bei der positiven Zellsortierung
werden mit Antikdrpern gegen ein bestimmtes Oberflachenmolekul (z.B. CD14,
CD3, CD19 etc.) markierte Zellen selektiert. Nach der Inkubation werden die
Zellen Uber eine metallhaltige Saule (MACS Column LS) geleitet, die sich in
einem aulderen Magnetfeld befindet. Nach mehreren Waschschritten mit
MACS-Puffer verbleiben nur die markierten Zellen in der Saule und kénnen nun
ebenfalls mit Hilfe von MACS-Puffer nach Entfernung aus dem Magnetfeld
eluiert werden. Eine andere Moglichkeit der magnetischen Zellsortierung stellt
die Zelldepletion dar. Hierbei werden die nicht erwinschten Zellen mit einem
Gemisch aus verschiedenen Antikdrpern markiert und so aus der
Zellsuspension entfernt. Eine Kombination aus beiden Methoden ist die
Grundlage fur die Isolierung von dendritischen Zellen des peripheren Blutes mit

Hilfe der Kits der Firma Miltenyi Biotec.
2.2.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie dient der Analyse grolder Zellzahlen. Hierbei werden
die Zellen einzeln durch eine Kapillare gesaugt und passieren dabei einen
Laserdetektor. Die dabei entstehende Streuung des Laserlichtes kann
gemessen werden und erlaubt RuckschlUsse auf die Identitat der Zellen. Die
Streuung in Vorwartsrichtung (forward scatter) erlaubt dabei Rickschlisse auf

die Grolde der Zelle, wahrend die Streuung in 90° Richtung (side scatter)
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Aufschluss Uber die Granularitat der Zellen gibt. Zusatzlich kann die
Zelloberflache mit Antikdrpern gegen spezifische Oberflachenmolekile
beschickt werden, die mit verschiedenen Flurochromen (hier
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) und Phycoerythrin (PE)) markiert sind.
Dadurch ist eine genauere Zuordnung der untersuchten Zellen zu den
verschiedenen Zellpopultationen moéglich. Fur die Durchfihrung des Verfahrens
wurden zwischen 5 x 10%und 1 x 10° Zellen pro Analyserdhrchen (Falcon® 5 ml
Polystyrene Round-Bottom Tube) eingesetzt. Die Zellsuspension wurde bei
1500 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und die Zellen in
der zurlcklaufenden FlUssigkeit wiederaufgenommen. Es wurden nun jeweils
20 ul mouse-IgG Antikérper hinzugegeben und fur 5 bis 10 Minuten inkubiert
um die F.-Rezeptoren zu blockieren, was eine unspezifische Bindung der
Flurochrom-markierten Antikdrper verhindert. Es wurden nun die FITC und PE
markierten Antikorper in die flr die Analyse vorgesehenen Rohrchen (Falcon®
5 ml Polystyrene Round-Bottom Tube) vorgelegt und jeweils 100 pl der
Zellsuspension hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten im
Dunkeln bei Raumtemperatur wurde jeweils 1 ml FACS-Puffer hinzugegeben
und im Anschluss bei 1500 rpm fir 5 min abzentrifugiert. Das erhaltenen
Zellpellet wurde 100 ul FACS-Puffer und 100 ul Formaldehydlésung zur
Fixierung aufgenommen und der Analyse mittels des Durchflusscytometers
FACSCalibur zugefuhrt.

Die Analyse von Oberflachenmolekilen ist mittels Durchflusszytometrie auch
durch eine Sekundarfarbung maglich. Der an die Oberflache gebundene
Primarantikorper wird dabei durch einen gegen ihn gerichteten Flurochrom-
markierten Sekundarantikdrper visualisiert. Es wurden dabei zwischen 1x10°
und 2x10° Zellen pro Ansatz verwendet. Die Farbung erfolgte in Falcon® 5 ml
Polystyrene Round-Bottom Tubes. Nach Zentrifugation bei 1500 rpm fir 5 min
wurde der Uberstand dekantiert und die Zellen in der zuriicklaufenden
FllUssigkeit resuspendiert. Es erfolgte die Zugabe von 10 pl
Primarantikdrperldsung. Nach einer Inkubationszeit von 1 h bei 4 °C wurde die
Lésung mit 1 ml FACS-Puffer versetzt und zentrifugiert. Dieser Waschschritt

wurde nochmals wiederholt. Nach Wiederaufnahme in der zurticklaufenden
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Flissigkeit erfolgte die Zugabe von 15 pl Sekundarantikérperlésung und die
Inkubation bei 4°C fir 30 min. Nach erneutem Waschschritt wurde das
Zellpellet in 100 pl FACS-Puffer und 100 uyl Formaldehyd-L6sung aufgenommen
und mittels Durchflusszytometrie am Durchflusszytometer FACScalibur

analysiert.
2.2.6 Isolation von RNA

Die Isolation der Gesamt-RNA aus verschiedenen Leukozytenpopulationen
erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit der Firma Qiagen nach dem Protokoll des
Herstellers. Die Methode beruht auf der Bindung von RNA-Strangen von 200
oder mehr Basenpaaren an eine Siliziumdioxid-Saulenmembran
(Saulenchromatographie). Zuvor wurden die Zellen durch ein Gemisch aus
RLT-Puffer und B-Mercaptoethanol lysiert. Alle Zellbestandteile mit Ausnahme
der RNA wurden durch mehrere Waschschritte entfernt und die verbleibende
RNA schlieRlich mit Hilfe von RNase-freiem Wasser eluiert. Pro Saule kdnnen

bis zu 100 ug RNA isoliert werden.
2.2.7 Konzentrationsbestimmung von RNA

Die Konzentration der gewonnenen RNA-Proben erfolgte photometrisch mit
Hilfe des RNA/DNA Calculator Gene Quant Il. Nach der Kalibrierung des
Nullpunktes mit RNase-freiem Wasser, wurde die Lichtabsorption bei 260 nm
und 280 nm gemessen. Aus dem Quotienten OD25,/OD2go kann auf die Reinheit
der Probe geschlossen werden. Er sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Die

Konzentration der RNA wurde aus OD,gg automatisch vom Gerat berechnet.
2.2.8 Abbau von Verunreinigungen von RNA-Proben durch DNase

Um minimale Verunreinigungen der RNA-Proben mit DNA, die eventuell das
Ergebnis der RT-PCT verfalschen kdénnten, zu beseitigen, wurde ein Abbau mit
DNase durchgefiihrt. Dazu wurde das DNA-free™ Kit der Firma Applied
Biosytems nach dem Protokoll des Herstellers eingesetzt. Das Prinzip besteht
im Abbau verbleibender DNA-Verunreinigungen durch rekombinante DNase |I.

Dieses Enzym kann im Anschluss durch eine DNase-Inaktivierungsreagenz

41



Material und Methoden

inaktiviert und gebunden werden. Nach Zentrifugation findet sich das Enzym am
Boden des Eppendorf-Cups in Form eines Pellets und kann dann wieder von

der eigentlichen RNA-Probe getrennt werden.
2.2.9 Reverse Transkriptase—Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion dient der gezielten exponentiellen Amplifikation
spezifischer DNA-Sequenzen. Hierzu werden zwei Primer bendtigt, kurze
Oligonukleotide die zu einer Sequenz am 3° Ende jeweils eines der beiden
Strange des zu amplifizierenden Abschnittes komplementar sind. Sie lagern
sich hier an und dienen als Angriffspunkt der thermostabilen DNA-Polymerase.
Durch einen sich standig wiederholenden Zyklus aus unterschiedlichen
Temperaturstufen kommt es zur Denaturierung des DNA-Doppelstranges,
Primeranlagerung und Polymerisation eines neuen komplementaren Stranges
aus im Uberschuss vorliegenden Nukleotidtriphosphaten. Der Reversen
Transkriptase-PCR (RT-PCR) liegt dasselbe Prinzip zu Grunde, jedoch muss
die zu analysierende RNA zunachst mit Hilfe des Enzyms Reverse
Transkriptase in cDNA umgeschrieben werden. Als Primer werden in dieser
Reaktion Oligo-dt-Nukleotide eingesetzt, die sich komplementar dem Poly-a-
Schwanz der RNA anlagern konnen. Der gewlnschte Abschnitt der cDNA kann

schliel3lich mit Hilfe von PCR amplifiziert werden.

Der Ansatz der cDNA-Synthese erfolgte in 0.2 ml Microtubes (PCR Softstrips).
Um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten, wurde bei der cDNA-
Synthese jeweils die gleiche Menge RNA fur alle untersuchten Proben
eingesetzt. Das verwendete Volumen wurde mit Diethylpyrocarbonat (DEPC)-
Wasser auf 10,75 pl aufgefillt. Jeder Probe wurden im Anschluss 1 pl Oligo-dt-
Primer und 1 yl dNTP-Mix (10 mM) hinzugeftgt. Der so gewonnene Ansatz
wurde im Thermocycler Gene Amp PCR System 9600 5 min auf 65 °C erhitzt
und im Anschluss kurz auf Eis gekuhlt. Jedem Reaktionsgefall wurden nun 7,25
pl cDNA-Mastermix (Tabelle 2.6) zugesetzt. Es folgte die Synthese im
Thermocycler Gene Amp PCR System 9600: Erhitzung auf 42 °C far 50 min,
Erhitzung auf 70 ° C fur 15 min, schliel3lich Abkihlung auf 12 ° C. Die so

gewonnen cDNA wurde direkt weiterverwendet oder bei -20° Celsius gelagert.

42



Material und Methoden

Tabelle 2.6: Zusammensetzung des cDNA-Mastermixes

Volumen pro Ansatz | Reagenz

4yl 5x RT-Puffer + 25 mM MgCl
2 ul 0,1 M Dithiothreitol (DTT)

1 ul RNAse-Out (40 1U/ml)

0,25 i Superscript-RT (50 1U/ul)

Aus den so gewonnenen cDNA-Proben konnte im Anschluss eine gezielte
Amplifikation mittels PCR erfolgen. Zunachst wurde eine Kontroll-PCR mit
Primern fur die DNA-Sequenz des B2-Mikroglobulins durchgefuhrt. Dieses
kommt in allen Zellen in etwa gleichen Konzentrationen vor, sodass es einen
direkten Vergleich der eingesetzten cDNA-Mengen erlaubt. Im Anschluss
erfolgte der eigentliche Analyseschritt durch PCR mit Primern fur die DNA-
Sequenz des Osteoactivin (DC-HIL).

Alle beschriebenen Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. Zuerst wurden die fur die
PCR bendtigten Reagenzien jeweils in einem PCR-Mastermix (Tabelle 2.7)
zusammengestellt und davon jeweils 49 yl in jedes der verwendeten PCR-
Reaktionsgefalle 0.2 ml Microtubes (PCR Softstrips) vorgelegt. Im Anschluss
wurde jeweils 1 ul der entsprechenden cDNA-Probe zugesetzt und die Reaktion
im Thermocycler Gene Amp PCR System 9600 gemafl dem entsprechenden
PCR-Programm (Tabelle 2.8) gestartet.

Tab. 2.7: Zusammensetzung des PCR-Mastermixes

Volumen pro Volumen pro Ansatz

Ansatzfiir B,- fiir Osteoactivin(DC-HIL) -

Mikroglobulin-PCR PCR Reagenz

37,7 pl 32,7 ul DEPC-Wasser

5,0 ul 5,0 ul 10X Reaction Buffer +
25mM MgCl

1,0 pl 1,0 yl dNTP-Mix (10mM)

2,5 ul 5,0 ul Forward Primer (10 uM)

2,5 ul 5,0 pl Reverse Primer (10 uM)

0,3 ul 0,3 ul Taq DNA-Polymerase (5
IU/ul)
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Tab. 2.8: PCR-Programme

PCR-Programm fur ;- PCR-Programm fiir Schritt
Mikroglobulin- Osteoactivin (DC-HIL)
(25 Zyklen) (35 Zyklen)
Temperatur Dauer Temperatur Dauer
Initiale
94 °C 5 min 94 °C 5 min Denaturierung
Zyklus
94° C 15s 94 °C 30s
55°C 30s 60 °C 30s
72 °C 30s 72 °C 30s
Terminale
72 °C 5 min 72 °C 5 min Elongation
Abkiihlung
15 °C 0 15 °C o0

2.2.10 Agarosegelelektrophorese

Das Prinzip der Agarosgelektrophorese beruht auf der Ausbildung von
gitterartigen Strukturen der Agarosemolekile. DNA-Fragmente werden wahrend
der Wanderung durch das Gel entsprechend ihrer molekularen Grofde
unterschiedlich stark zurlickgehalten. Dabei ist die Wanderungsstrecke der
Molekulgrofde umgekehrt proportional. Durch Vergleich von Banden eines
Markers mit bekannter Molekulgrofe lasst sich diese bestimmen. Die
verwendeten Agarosegele enthalten dartber hinaus Ethidiumbromid, welches in
doppelstrangige DNA interkaliert. Bei Bestrahlung mit UV-Licht wird das
Ethidiumbromid nun zur Fluoreszenz angeregt und die verschiedenen Banden

werden sichtbar, was ihre Dokumentation erlaubt.

Als Agarosegel wurde hier das vorgefertigte Gel Reliant ®Gele System, 4%
NuSieve ® 3:1 Plus Agarose verwendet. Dieses wurde in die
Gelelektrophorsekammer eingesetzt und selbige mit TAE-Puffer befullt. Die
Beladung erfolgte mit 6x Ladepuffer, als GréRenmarker diente GeneRuler™ 1
kb DNA Ladder. Die Gelektrophorese erfolgte bei 90 V fir 45 Minuten. Fur die
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Analyse und Dokumentation wurde der UV-Reader Biometra Bio Doc Analyze

eingesetzt.
2.2.11 Quantitative RT-PCR nach dem Lightcycler®-Prinzip

Die konventionelle RT-PCR erlaubt lediglich eine qualitative Analyse der
Expression auf mMRNA-Ebene. Quantitative Messungen kénnen unter Nutzung
von Verfahren der Realtime PCR durchgeflihrt werden. Im Folgenden wurde zu
diesem Zweck das Lightcycler®-Verfahren der Firma Roche Applied Science
eingesetzt. Das Lightcycler®-Gerat besteht aus einem Thermocycler und einem
Fluorimeter, das unter Nutzung von Fluoreszenzfarbstoffen die Echtzeitanalyse
der Polymerasekettenreaktion erlaubt. Die zu untersuchenden Reaktionen
laufen dabei in speziellen Glaskapillaren ab, die in ein Probenkarussell
eingesetzt werden, welches sie zur Anrege- bzw. Deketionsvorrichtung
transportiert. Ein spezielles Temperaturregulationssystem, das Heil3- bzw.
Kaltluft verwendet, und das glinstige Volumen-Oberflachen-Verhaltnis der
Kapillaren erlauben dabei einen schnellen Temperaturubergang mit bis zu 20
°C pro Sekunde und dadurch eine Durchfuhrung der Zyklen in einem Bruchteil

der Zeit einer konventionellen PCR.

Die Quantifizierung der Reaktion erfolgt durch Nutzung von
Lightcycler®Sonden. Diese nutzen das Prinzip des Forster Resonanz-Energie-
Transfers (FRET). Dieses Prinzip besagt, dass Energie von einem angeregten
Flurochrom ( dem Reporter-Flurochrom) strahlungsfrei durch Dipol-Dipol-
Wechselwirkung auf ein anderes Flurochrom (das Quencher-Flurochrom)
ubertragen werden kann, sofern sich das Emissionsspektrum des Reporters
und das Absorptionsspektrum des Quenchers Uberlappen, beide parallele
elektronische Schwingungsebenen besitzen und sie sich in einem Abstand im
Nanometerbereich befinden. Der Effekt kann durch Verminderung der Reporter-

Fluoreszenz oder Steigerung der Quencher-Fluoreszenz gemessen werden.

Hier wurden Sonden aus der Universal Probe Library eingesetzt, wobei es sich
um Hydrolyse-Sonden handelt. Die kurzen Oligonukleotide, deren 3° Ende auf

Grund von Phosphorylierung nicht verlangert werden kann, binden an eine
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Sequenz im Bereich des zu untersuchenden Amplicons. Sie tragen am 5° Ende
ein Molekul Fluorescein (FAM) und am 3‘ Ende einen sogenannten ,dark
quencher®. Dieser kehrt nicht durch Emission von Licht in den Grundzustand
zuruck, sondern gibt stattdessen eine geringe Menge Hitze ab. Im intakten
Zustand der Sonde wird die Fluoreszenz des FAM nach Anregung durch das
,2quenching® fast vollstandig unterdriickt. Nach Bindung an die komplementare
Sequenz wird die Sonde jedoch im Rahmen der Elongation durch die 5°-3°
Exonuklease-Aktivitat der Tag-Polymerase abgebaut. Das freigesetzte
Flurochrom kann nun nach Anregung bei 488 nm Licht von 518 nm Wellenlange

aussenden, und diese kann zur Quantifizierung der PCR genutzt werden.

L]
»
Repatter and quencher-marked

probe

T Taq polymerass

T
| [ f L e T T~

W | Ty, |t

=L » : Ny Released reporter g

Targed DNA {doble strandad) Target DN strand with \._
hybridizad prabe ~ fiuaraphere .

Abb. 2.1: Funktionsweise der Hydrolysesonden bei Realtime PCR. 1) Intakte Hydrolysesonde;
Reporterfluoreszenz wird durch FRET ,,gequencht®. (2) Hybridisierung von Sonde und
komplementérer DNA-Sequenz. (3) Abbau der Sonde wéhrend der Elongation. Das
Reporterflurochrom wird freigesetzt. Autor S.Jdhnichen, GNU Free Documentation license,
Version 1.2

Wird die gemessene Fluoreszenz gegen die Zykluszahl aufgetragen, so ergibt
sich eine sigmoide Kurve. Der Punkt, an dem die gemessene Fluoreszenz
erstmals die Hintergrundstahlung ubersteigt, wird als Crossing Point (C;)
bezeichnet. Die hier abgelesene Zykluszahl korreliert invers mit dem
Logarithmus der eingesetzten Menge an DNA und kann daher durch Aufnahme
einer geeigneten Standardgeraden zur Quantifizierung genutzt werden. Um die
Vergleichbarkeit zwischen den Proben zu gewahleisten, wurde die errechnete
Konzentration relativ zur Konzentration des konstant exprimierten
,housekeeping genes” Porphobilinogen Deaminase (PBGD), die einen Schritt in

der Hamsynthese katalysiert, dargestellt.

Der Reaktionsansatz wurde unter Nutzung des Lightcycler® Tagman®

Mastermix, der jeweiligen Primer fir Realtime-PCR und der zugehérigen
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Universal Probe Library Sonden wie In Tab. 2.10 dargestellt angesetzt und
unter Zusatz von 5 ul der zu untersuchenden Probe in Lightcycler® Kapillaren
gegeben. Die Messung erfolgte im Lightcycler® Gerat mit den in Tab. 2.11

genannten Einstellungen.

Tab. 2.9:Ansatz fiir Realtime-PCR

Volumen pro

Ansatzfir GPNMB Volumen pro Ansatz fiir

(Osteoactivin)-PCR PBGD-PCR

(Sonde #1) (Sonde #18) Reagenz

7,8 pl 8,3 pl DEPC-Wasser

1,5 ul 5,0 ul Forward Primer (20 uM)

1,5 pl 5,0 pl Reverse Primer (20 uM)

0,2 pl 0,2 pl Universal Probe Library
Sonde

4,0 ul 4,0 ul Lightcycler®Tagman®
Mastermix

Tab. 2.10: Lightcycler®-Einstellungen

PCR-Programm fiir Schritt
Lighcycler
(45 Zyklen)
Temperatur Dauer

Pre-Inkubation
95 °C 10 min

Zyklus (Messung
95 °C 10 s jeweils am Ende)
55 °C 30s
72 °C 1s

Abkiihlung
40 ° 30s
2.2.12 Zellyse

Zur Gewinnung von Proteinlysaten aus den verschiedenen untersuchten Zellen

wurde der RIPA-Lysepuffer eingesetzt. Kurz vor Lysebeginn wurden 2 ul/ml des
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Proteaseinhibitors Aprotinin, 10 ul/ml des Proteaseinhibitors PMSF und 10 ul/ml
des Proteaseinhibitors Na-Ortho-Vanadat zugesetzt. Die Suspension der zu
lysierenden Zellen wurde nun bei 1500 rpm fur 5 min zentrifugiert und das
Zellpellet in 1 ml Lysepuffer pro 5x 107 Zellen geldst und in ein 500-PP-
ReaktionsgefalRe Cellstar® 1,5ml Uberfuhrt. Durch 10 malige Resuspension
wurde eine moglichst vollstandige Lyse erreicht. Nach 10 minutiger Inkubation
auf Eis wurde nochmals 10-malig resuspendiert und im Anschluss in der
Zentrifuge Eppendorf 5417 R bei maximaler Geschwindigkeit fur 30 Minuten bei
4° Celsius zentrifugiert. Zuletzt wurde der Uberstand abgenommen und in 500-
PP-Reaktionsgefallen Cellstar® 1,5 ml bei -80° Celsius kryokonserviert.
Zusatzlich wurde jeweils ein Aliquot von 5 pl Lysat enthommen und mit 20 pl

RIPA-Puffer 1:5 verdinnt und ebenfalls bei -80° Celsius eingefroren.
2.2.13 Proteinkonzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration der verwendeten Zellysate wurde das
bicinchoninic acid assay (BCA) Protein Assay Reagent Kit eingesetzt. 10 ul der
1:5 verdinnten Proben wurden dabei in einer 96-Loch-Gewebekulturplatte
vorgelegt. Zur Erhdhung der Messgenauigkeit wurde die Konzentration jeder
Probe doppelt bestimmt. Als Vergleichswerte wurden BSA-Standards mit den
Konzentrationen 2 mg/ml, 1,5 mg/ml, 0,75 mg/ml, 0,38 mg/ml, 0,18 mg/ml und
0,09 mg/ml vorgelegt, ebenfalls jeweils zweimalig. Zusatzlich wurde RIPA-
Lysepuffer aufgetragen. Da die BSA-Standards in NP-40 Lysepuffer vorlagen,
wurde auch dieser auf die 96-Loch-Platte pipettiert, um spater den RIPA-NP-40
Unterschied rechnerisch ausgleichen zu kdnnen. Im Anschluss wurde nun in
jedes Well 200 yl des BCA-Reaktionsgemisches (Reagenz A und Reagenz B
im Verhaltnis 50:1) hinzugegeben. Nach einer Inkubation von 30 Minuten bei
37° Celsius wurden die Konzentrationen mit dem Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA)-Reader Multi-Detektions-Reader SLT Rainbow

ausgelesen.
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2.2.14 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE dient der Auftrennung von Proteinen anhand ihres
Molekulargewichtes mit Hilfe eines Acrylamidgels. Durch das eingesetzte
Natriumdodecylsulfat (SDS) wird den aufzutrennenden Proteinen eine negative
Ladung verliehen, wobei der Quotient aus Molekulargewicht und Ladung
konstant ist. Der Zusatz von Dithiothreithol (DTT) dient der Reduktion von
Disulfidbricken. Auch werden die zu untersuchenden Proben vor dem
Auftragen fur 4 Minuten auf 100 ° C erhitzt, um die Sekundar- und
Tertiarstruktur zu zerstoren. Dies erlaubt eine Auftrennung der Proteine streng

nach ihrem Molekulargewicht.

Die Auftrennung der Proteine folgte dem Prinzip einer diskontinuierlichen
Elektrophorese. Dies bedeutet, dass das Polyacrylamidgel aus einem
Sammelgel und einem Trenngel besteht (Zusammensetzung siehe Tabellen
2.11 und 2.12). Das Sammelgel bewirkt eine Verdichtung der zu trennenden

Proteine und verbessert dadurch die Trennleistung im Trenngel.

Die Herstellung eines solchen Elektrophoresegels erfolgt in 2 Schritten.
Zunachst wurden die Bestandteile des Trenngeles gemischt und in die
Gelkammer geflillt. Die Oberkante wurde dabei mit Isopropanol abgedeckt, um
eine glatte Polymerisationskante zu erreichen. Nach 30minutiger Polymerisation
wurden die Bestandteile des Sammelgeles gemischt, in die Gelkammer gefullt
und der Kamm fUr die spateren Ladetaschen eingesetzt. Es folgte ein weitere
30-minutige Polymerisationsphase. Das Gel wurde in die
Elektrophoresekammer eingesetzt und diese mit Laufpuffer fir SDS-PAGE
befullt. Das Volumen der zu untersuchenden Proben, das einer Proteinmenge
von 15 ug entsprach, wurde mit Hilfe von RIPA-Puffer auf 14 pl aufgefullt. 7 pl
einer Mischung aus 3XProbenpuffer und 30% 1M Dithiothreithol (DTT) wurde
jeweils zugesetzt. Als Grollenmarker wurden 7 pl des Bench Mark™ Prestained
Protein Ladder Markers eingesetzt. Fur die Elektrophorese wurde eine

konstante elektrische Spannung von 120 V angelegt.
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Tab. 2.11: Zusammensetzung
Trenngel 10% (SDS-PAGE)

Reagenz Volumen (fiir 2 Gele)
ddH,0 4,2 ml

1 M Tris pH 8,8 5,6 ml

30% Acrylamid 5 mi

10% SDS 150 pl
Tetramethylethylenediamine (TEMED) 10 pl

10% Ammonium persulfat (APS) 100 pl

Tab. 2.12: Zusammensetzung
Sammelgel (SDS-PAGE)

Reagenz Volumen (fiir 2 Gele)
ddH20 6 ml

2M TRIS pH 6,7 2ml

30% Acrylamid 6 ml

10% SDS 100 pl
TEMED 10 pl

10% APS 100 pl

2.2.15 Western Blot

Mit Hilfe des Western Blots konnen in der SDS-PAGE aufgetrennte
Proteinbanden auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen und mit Hilfe

spezifischer Antikorper identifiziert werden.

Hierzu wurde die Nitrozellulosemembran luftblasenfrei auf das Polyacrylamidgel
aufgelegt und zwischen zwei Whatman-Papieren und zwei Schwammen in die
Blottingkammer eingespannt (siehe Abbildung 2.1). Die im Gel enthaltenen
Proteine wandern auf Grund ihrer negativen Ladung in Richtung Anode, wo sie

auf die Nitrozellulosemembran treffen.
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Kathode -

Schwamm
Whatman-Papier
Polyacrylamid-Gel
Nitrozellulosemembran
Whatman-Papier

Schwamm

Anode +

Abb. 2.2: Aufbau des Blottingsystems

Nach Einsatz eines Kihlelements wurde die Blottingkammer mit 4 °C kaltem
Transferpuffer fur SDS-PAGE beflllt. Der Transfer erfolgte im Kihlraum bei 4
°C Uber 1 Stunde bei einer konstanten Stromstarke von 250 mA unter standiger

Agitation durch ein Ruhrelement.

Um die unspezifische Bindung von Antikérpern an die Nitrozellulosemembran
zu verhindern, wurde diese nun fur 1 Stunde bei Raumtemperatur in 4%
Slimfastlosung (in 0,5% TBST) geblockt. Nun wurde die Membran Uber Nacht
bei 4 °C im Kuhlraum mit dem jeweiligen Primarantikorper inkubiert. Zur
Kontrolle der gleichmaRigen Beladung wurde dabei ein aus der Maus
gewonnener polyklonaler Antikdrper gegen das Enzym
Glycerinaldehydphospatdehydrogenase (GAPDH) eingesetzt (1:5000 in 2,5%
Slimfastlosung in 0,5% TBST). Es katalysiert einen Teilschritt der Glykolyse und
kommt in allen Zellen in etwa gleicher Konzentration vor, sodass es sich zum

direkten Vergleich der eingesetzten Proteinmengen eignet. Zum Nachweis des
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Osteoactivins (DC-HIL) erfolgte die Inkubation mit aus der Ziege gewonnenem
polyklonalen Antikdrper gegen Osteoactivin (1:2000 in 2,5% Slimfastlésung in
0,5% TBST). Nach dreimaliger Wasche mit 0,5% TBST uber jeweils 5 Minuten
erfolgte die Inkubation mit dem jeweiligen Sekundarantikorper Uber 1 Stunde
bzw. 45 Minuten (fur anti-goat Sekundarantikdrper) bei Raumtemperatur. Bei
den Sekundarantikdrpern handelte es sich um horseradish peroxidase (HRP)-
markierte anti-mouse Antikorper (1:2000 in 2,5% Slimfastlosung in 0,5% TBST)
und HRP-markierte anti-goat Antikorper (1:2000 in 2,5% Slimfastlésung in 0,5%
TBST). Nach erneuten Waschschritten (3x5 Minuten in 0,5% TBST und 2x5
Minuten in TBS) erfolgte die Detektion der Banden vermittels Enhanced

chemiluminescence (ECL).

Da die Sekundarantikorper mit HRP markiert sind, ist eine Detektion mit dem
ECL™ Plus System mdglich. Dazu wurde die Membran fiir eine Minute im
ECL™-Reaktionsgemisch (Reagenz 1 und Reagenz 2 im Verhéltnis 1:1)
inkubiert. HRP oxidiert dabei das Lumigen PS-3 Acriden und regt es dadurch
zur Lumineszenz an. Diese konnte durch Belichtung eines
Autoradiographiefilmes in einer Rontgenkassette und anschlieRender
Entwicklung des Films sichtbar gemacht werden. Die Nitrozellulosemembran

kann im Anschluss in Frischhaltefolie verpackt bei 4° Celsius gelagert werden.
2.2.16 Stripping von Nitrozellulosemebranen

Um die sequentielle Detektion verschiedener Typen von Proteinbanden auf
derselben Nitrozellulosemebran zu gewahrleisten, mussen die eingesetzten
Antikérper zunachst entfernt werden. Dies wird als Stripping bezeichnet. Die
Nitrozellulosemembran wurde dazu in 70 °C heilRem Stripping-Puffer
(Zusammensetzung siehe Tabelle 2.13) fur 3x10 Minuten inkubiert. Im
Anschluss wurde die Membran 5x10 Minuten in 0,5% TBST gewaschen. Es
folgte erneutes Blocken in 4% Slimfastlésung in 0,5% TBST fur eine Stunde
und erneute Inkubation mit den jeweiligen Primar- und Sekundarantikérpern,

wie unter 2.2.13 beschrieben.
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Tab. 2.13: Zusammensetzung des
Stripping-Puffers (SDS-PAGE)

Reagenz Volumen
ddH,0 152 ml
10% SDS 40 ml
2M Tris/HCIph 6,7 | 6,2 ml
B-Mercaptoethanol 1,4 ml
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3. Ergebnisse

3.1 Nachweis der differentiellen Expression des Genes Osteoactivin (DC-
Hil) in dendritischen Zellen und Einfluss verschiedener Stimuli auf die

Expression auf Transkriptionsebene

Zum Nachweis der differentiellen Expression von Osteoactivin (DC-HIL) in
dendritischen Zellen wurden zunachst CD14+ positive Monozyten mittels MACS
aus buffy coats gewonnen. Ein Teil dieser Monozyten wurde Uber 7 Tage in
RPMI unter Zusatz von Interleukin 4 und GM-CSF an den Tagen 0, 2, 4 und 6
nach Beginn der Zellkultur kultiviert. Zu einem Teil der kultivierten Zellen wurde
24 Stunden vor Ernte LPS hinzugegeben. Die gewonnenen Zellen wurden mit
Hilfe von Durchfllusscytometrie auf inren Phanotyp hin untersucht. Aus allen
beschriebenen Zelltypen wurde RNA gewonnen und die Proben einem DNase-
Verdau unterworfen. Aus diesen Proben wurde schlieRlich RT-PCR
durchgefuhrt. Die dargestellten Ergebnisse sind reprasentativ fur die aus vier

verschiedenen Spendern gewonnenen Befunde.

Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Stimuli auf die Expression von
Osteoactivin (DC-HIL) in dendritischen Zellen wurden wiederum solche aus
Monozyten des peripheren Blutes, die mittels MACS aus buffy coats isoliert
wurden, gewonnen. Die eingesetzten Monozyten wurde Uber 7 Tage in RPMI
unter Zusatz von Interleukin 4 und GM-CSF an den Tagen 0, 2, 4 und 6 nach
Beginn der Zellkultur kultiviert. 24 Stunden vor der Ernte wurden jeweils die
Substanzen DMSO, Pam3Cys, LPS, Polyl;C oder R848 zugesetzt. Alternativ
wurden die Substanzen STI 571 (Imatinib) oder IL10 jeweils an den Tagen O, 2,
4 und 6 hinzugegeben (siehe auch Tabelle 2.5). Die gewonnen Zellen wurden
mit Hilfe von Durchfllusscytometrie auf ihren Phanotyp hin untersucht. Aus allen
beschriebenen Zelltypen wurde RNA gewonnen und die Proben einem DNase-
Verdau unterworfen. Aus diesen Proben wurde schliel3lich RT-PCR
durchgefuhrt. Die dargestellten Ergebnisse sind reprasentativ flr die aus vier

verschiedenen Spendern gewonnenen Befunde.
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3.1.1 Phanotyp der verwendeten Zellen

Die in den Tabellen 3.1 und 3.2 dargestellten Antikdrperpanele wurden zur

Charakterisierung der CD14+ Monozyten und der aus Monozyten gewonnenen

dendritischen Zellen eingesetzt.

Tab. 3.1: Phénotypisierung von durch MACS gewonnenen CD14+ Monozyten

Ansatz | FITC-konjugierter Spezifitat PE-konjugierter Spezifitat
Antikorper Antikorper
1 | Maus IgG+ Isotypkontrolle | Maus IgG+ Isotypkontrolle
2|1 CD14 Monozyten HLA-DR MHC Klasse Il
3| CD19 B-Zellen CD3 T-Zellen
Tab. 3.2: Phénotypisierung von aus Monozyten gewonnenen DC
Ansatz | FITC- Spezifitat PE- Spezifitat
konjugierter konjugierter
Antikorper Antikorper
1 | Maus IgG+ Isotypkontrolle Maus IgG1 Isotypkontrolle
2| cD 1a Unreife DC CD 83 Reife DC
Thymozyten
CD 14 Monozyten HLA-DR MHC Klasse Il
4| cDss Costimulatorisches CD 80 Costimulimatorisches

Molekul

Molekdl

In Abbildung 3.1 wird der Phanotyp der verwendeten mittels MACS isolierten

CD14+ Monozyten dargestellt. Wie ersichtlich ist, sind die Mehrheit der
verwendeten Zellen CD14/HLA DR (spezifisch fur Monozyten/MHC 1) positiv,
jedoch CD3/CD19 (spezifisch fur T-Lymphozyten/B-Lymphozyten) negativ. Es

zeigt sich somit eine Reinheit der eingesetzten Monozyten von >90% mit nur

minimaler Verunreinigung durch Lymphozyten.
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Abb. 3.1: Phénotypisierung von durch MACS gewonnenen CD14+ Monozyten.
Untersucht wurden je 10.000 Zellen pro Férbung. In der obersten Reihe in der Mitte ist die
Isotypkontrolle dargestellt. Die Plotiiberschriften geben jeweils die X/Y-Achse wieder.

In Abbildung 3.2 ist der Phanotyp der aus den Monozyten generierten unreifen
dendritischen Zellen ersichtlich. In der Phanotypanalyse zeigt sich, dass
51,17% der untersuchten Zellen Trager von CD1a, einem fir unreife DCs
spezifisches Oberflachenmolekul, sind. Praktisch alle Zellen sind CD14 negativ
und HLA-DR positiv. Des Weiteren ist ein grofl3er Teil der untersuchten Zellen
positiv fur CD86, nicht jedoch fur CD80. In der Gesamtschau ergibt sich ein

typischer Phanotyp von unreifen dendritischen Zellen.
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Mousze g1 FITCY COla FITCS
FSCiEsC Mouze g1 PE CDE3 PE

1000

FSC-Height
iz014 FITCH CDEGE FITCS

HLA DR PE D30 PE

Abb. 3.2: Phénotypisierung von aus Monozyten gewonnenen unreifen dendritischen Zellen.
Untersucht wurden je 10.000 Zellen pro Férbung. In der obersten Reihe in der Mitte ist die
Isotypkontrolle dargestellt. Die Plotiiberschriften geben jeweils die X/Y-Achse wieder.

In Abbildung 3.3 wird der Phanotyp der aus Monozyten gewonnen reifen, LPS
behandelten dendritischen Zellen gezeigt. Ein Grofteil der Zellen ist CD83+
(44,75%) bzw. CD1a/CD83+ (37,13%). Die untersuchten Zellen sind fast
ausnahmslos CD14 negativ und HLA-DR positiv. Auch zeigt sich ein
CD86/CD80+ Phanotyp. Insgesamt zeigt sich der typische Phanotyp reifer

dendritischer Zellen.
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Abb. 3.3: Phénotypisierung von aus Monozyten gewonnenen, mit LPS behandelten reifen
dendritischen Zellen. Untersucht wurden je 10.000 Zellen pro Farbung. In der obersten Reihe in
der Mitte ist die Isotypkontrolle dargestellt. Die Plotiiberschriften geben jeweils die X/Y-Achse
wieder.

In Abbildung 3.4 ist der Phanotyp der aus den Monozyten generierten unreifen
dendritischen Zellen, die zur Kontrolle der mit durch TLR-Liganden erreichten
Ergebnisse mit DMSO behandelt wurden, ersichtlich. In der Phanotypanalyse
zeigt sich, dass 74,51% der untersuchten Zellen Trager von CD1a sind.
Praktisch alle Zellen sind CD14 negativ und HLA-DR positiv. Des Weiteren sind
die untersuchten Zellen fast ausnahmslos sowohl fur CD80 als auch 86 negativ
oder nur fur CD86 positiv. Insgesamt ergibt sich der Phanotyp von unreifen

dendritischen Zellen.
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Abb. 3.4: Phénotypisierung von aus Monozyten gewonnenen unreifen, mit DMSO behandelten
dendritischen Zellen. Untersucht wurden je 10.000 Zellen pro Farbung. In der obersten Reihe in
der Mitte ist die Isotypkontrolle dargestellt. Die Plotiiberschriften geben jeweils die X/Y-Achse
wieder.

In Abbildung 3.5 wird der Phanotyp der aus Monozyten gewonnenen reifen, mit
Pam3Cys behandelten dendritischen Zellen gezeigt. Ein erheblicher Teil der
Zellen ist CD83+ (26,02%) bzw. CD1a/CD83+ (8,65%). Die untersuchten Zellen
sind fast ausnahmslos CD14 negativ und HLA-DR positiv. Auch zeigt sich ein
CD86/CD80+ Phanotyp. Insgesamt zeigt sich der Phanotyp reifer dendritischer

Zellen, wenn auch schwacher ausgepragt als nach Behandlung mit LPS.
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Abb. 3.5: Phénotypisierung von aus Monozyten gewonnenen mit Pam3Cys behandelten, reifen
dendritischen Zellen. Untersucht wurden je 10.000 Zellen pro Farbung. In der obersten Reihe in
der Mitte ist die Isotypkontrolle dargestellt. Die Plotiiberschriften geben jeweils die X/Y-Achse
wieder.

In Abbildung 3.6 wird der Phanotyp der aus Monozyten gewonnenen reifen, mit
Polyl;C behandelten dendritischen Zellen gezeigt. Ein groRer Teil der
untersuchten Zellen ist CD83+ (35,26%) bzw. CD1a/CD83+ (57,02%). Die
untersuchten Zellen sind fast ausnahmslos CD14 negativ und HLA-DR positiv.
Auch zeigt sich ein CD86/CD80+ Phanotyp. Insgesamt ergibt sich in
ausgepragtem Malde der Phanotyp reifer dendritischer Zellen.
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Abb. 3.6: Phénotypisierung von aus Monozyten gewonnenen mit Polyl;C behandelten, reifen
dendritischen Zellen. Untersucht wurden je 10.000 Zellen pro Farbung. In der obersten Reihe in
der Mitte ist die Isotypkontrolle dargestellt. Die Plotiiberschriften geben jeweils die X/Y-Achse
wieder.

In Abbildung 3.7 wird der Phanotyp der aus Monozyten gewonnenen reifen, mit
R848 behandelten dendritischen Zellen gezeigt. Ein wesentlicher Teil der
untersuchten Zellen ist CD83+ (35,67%) bzw. CD1a/CD83+ (19,59%). Die
untersuchten Zellen sind fast ausnahmslos CD14 negativ und HLA-DR positiv.
Auch zeigt sich ein CD86/CD80+ Phanotyp. Insgesamt ergibt sich der Phanotyp
reifer dendritischer Zellen, wenn auch in weniger starkem Malen als nach
Behandlung mit LPS oder Polyl;C
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Abb. 3.7: Phénotypisierung von aus Monozyten gewonnenen mit R848 behandelten, reifen
dendritischen Zellen. Untersucht wurden je 10.000 Zellen pro Férbung. In der obersten Reihe in
der Mitte ist die Isotypkontrolle dargestellt. Die Plotiiberschriften geben jeweils die X/Y-Achse
wieder.

In Abbildung 3.8 wird der Phanotyp der aus den Monozyten generierten
unreifen, mit STI571 (Imatinib) behandelten dendritischen Zellen ersichtlich. In
der Phanotypanalyse zeigt sich, dass 20,62% der untersuchten Zellen Trager
von CD1a sind. Praktisch alle Zellen sind fur CD14 negativ und fur HLA-DR
positiv. Des Weiteren ist ein groRer Teil der untersuchten Zellen positiv fur
CD86, nicht jedoch flir CD80. In der Gesamtschau ergibt sich im Vergleich zu
den unbehandelten dendritischen Zellen ein abgeschwachter unreifer Phanotyp
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Abb. 3.8: Phénotypisierung von aus Monozyten gewonnenen mit STI571 behandelten,
dendritischen Zellen. Untersucht wurden je 10.000 Zellen pro Farbung. In der obersten Reihe in
der Mitte ist die Isotypkontrolle dargestellt. Die Plotiiberschriften geben jeweils die X/Y-Achse

wieder.

In Abbildung 3.9 wird der Phanotyp der aus den Monozyten generierten

unreifen, mit IL10 behandelten dendritischen Zellen dargestellt. Die

untersuchten Zellen zeigen sich zum Grof3teil sowohl fur CD1a als auch CD83
negativ (97,08%). Ein wesentlicher Teil der Zellen zeigt sich sowohl fur CD14
als auch HLA-DR positiv. Auch sind die untersuchten Zellen zumeist

CD80/CD86 negativ. Insgesamt zeigen sich dendritische Zellen, deren

Entwicklung durch IL10 gestort wurde.
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Abb. 3.9: Phénotypisierung von aus Monozyten gewonnenen mit IL10 behandelten
dendritischen Zellen. Untersucht wurden je 10.000 Zellen pro Farbung. In der obersten Reihe in
der Mitte ist die Isotypkontrolle dargestellt. Die Plotiiberschriften geben jeweils die X/Y-Achse
wieder.

3.1.2 Nachweis der differentiellen Expression von Osteoactivin (DC-HIL)
mittels RT-PCR

Aus den oben bezeichneten Monozyten, unreifen dendritischen Zellen und mit
LPS behandelten, reifen dendritischen Zellen wurde RNA gewonnenen und
mittels RT-PCR die Expression von Osteoactivin auf mMRNA-Ebene untersucht.

In Abbildung 3.10 sind die Ergebnisse dieser Untersuchungen dargestelit.

Es zeigt sich fir die unreifen dendritischen Zellen ein deutliches Signal, welches
sich in abgeschwachter Form auch bei den reifen dendritischen Zellen
wiederfindet. FUr die Monozyten konnte keinerlei Signal gezeigt werden. Um die
Verunreinigung von Reagenzien mit einer Ziel-DNA zu Uberprufen, wurde
jeweils eine PCR ohne cDNA durchgefuhrt (Negativkontrolle). Die Kontrolle
PCR mit beta-2-Mikroglobulin ergab gleichmalige Banden fur alle drei Proben,

was zeigt, dass jeweils gleiche Mengen von cDNA eingesetzt wurden.
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Abb. 3.10: Differentielle Expression des Gens Osteoactivin. Untersuchung der Transkription von
Osteoactivin (DC-HIL). In Spur 1 sind die Monozyten, in Spur 2 und 3 daraus generierte unreife
und reife dendritische Zellen dargestellt. Die Negativkontrolle ohne cDNA im PCR-Ansatz ist in
Spur 4 zu sehe. Zur Kontrolle wurden Primer gegen beta-2-Mikroglobulin eingesetzt. Alle
Gréssenangaben in Basenpaaren. Als Gré8enmarker wurde die 1kb-DNA-Ladder verwendet
(nicht abgebildet).

3.1.3 Einfluss verschiedener Stimuli auf die Expression von Osteoactivin

(DC-HIL) in dendritischen Zellen auf Transkriptionsebene

Aus den oben bezeichneten mit DMSO, Pam3Cys, LPS, Polyl;C, R848,
STI571(Imatinib) und IL10 behandelten dendritischen Zellen wurde RNA
gewonnenen und mittels RT-PCR die Expression von Osteoactivin auf mRNA-

Ebene untersucht.

In Abbildung 3.11 sind die Ergebnisse dieser Untersuchungen dargestellt. Da
die einzelnen Stimulanzien in DMSO gelést sind, wurde eine DMSO-Probe
eingefuhrt, um eine unspezifische Stimulation durch DMSO auszuschlieen. Es
zeigt sich fur die unreifen mit DMSO behandelten dendritischen Zellen ein
deutliches Signal, welches sich in abgeschwachter Form auch bei den reifen mit
Pam3Cys behandelten dendritischen Zellen wiederfindet. Die bezeichnete
Bande verschwindet fast vollig nach Behandlung mit LPS oder Polyl;C, findet

sich jedoch wieder in den mir R848 behandelten Zellen. Das Signal wird
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deutlich verstarkt nach Behandlung mit STI571 (Imatinib) oder IL10. Um die
Verunreinigung von Reagenzien mit einer Ziel-DNA zu Gberprifen, wurde
jeweils eine PCR ohne cDNA durchgefuhrt (Negativkontrolle). Die Kontrolle
PCR mit beta-2-Mikroglobulin ergab gleichmafige Banden fur alle untersuchten

Proben, was zeigt, dass jeweils gleiche Mengen von cDNA eingesetzt wurden.
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Abb. 3.11: Einfluss verschiedener Stimuli auf die Expression von Osteoactivin (DC-HIL).
Untersuchung der Transkription von Osteoactivin (DC-HIL). In Spur 1 sind die DMSO
behandelten, unreifen dendritischen Zellen aufgetragen, in Spur 2 bis 5 mit Pam3Cys, LPS,
Polyl;C, oder R848 behandelte, reife dendritische Zellen. In den Spuren 6 und 7 sind mit
STI571 (Imatinib) oder IL10 behandelte Zellen dargestellt. Die Negativkontrolle ohne cDNA im
PCR-Ansatz ist in Spur 8 zu sehen. Zur Kontrolle wurden Primer gegen beta-2-Mikroglobulin
eingesetzt. Alle Gréssenangaben in Basenpaaren. Als Gré8enmarker wurde die 1kb-DNA-
Ladder verwendet (nicht abgebildet).

3.2 Nachweis der differentiellen Expression des Genes Osteoactivin (DC-
Hil) in dendritischen Zellen und Einfluss verschiedener Stimuli auf die

Expression auf Translationsebene

Zur Untersuchung der differentiellen Expression von Osteoactivin in
dendritischen Zellen und des Einflusses der verschiedenen Stimuli auf die

Expression auf Translationsebene wurde aus den unter 3.1 beschriebenen und
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charakterisierten Monozyten, unreifen dendritischen Zellen, mit DMSO,
Pam3Cys, LPS, Polyl;C, R848, STI571 oder IL10 behandelten Zellen
Proteinlysate gewonnen und mit diesen Western Blot betrieben. Es wurden
jeweils 15 ug Protein pro Spur geladen, der polyklonale Antikérper gegen
Osteoactivin (DC-HIL) wurde im Verhaltnis 1:2000 eingesetzt. Die dargestellten
Ergebnisse sind reprasentativ fur die aus vier verschiedenen Spendern

gewonnenen Befunde.

In Abbildung 3.12 sind die Ergebnisse des oben genannten Experiments
dargestellt. Man erkennt, dass sich fur die Monozyten kein Signal findet. Ein
deutliches Signal hingegen lasst sich flr die unreifen dendritischen Zellen
finden. Dieses findet sich nach Behandlung mit TLR-Liganden nur noch in
abgeschwachter Form, jedoch massiv verstarkt nach Behandlung mit STI571
oder IL10. Es zeigt sich ein smear im Bereich von 63 kDA der gut der
erwarteten molekularen Massen flr die Isoformen a und b entspricht, eine
schwachere Bande im Bereich von 90 kDA und eine starkere im Bereich von
100 kDA, fur STI noch eine zusatzlich bei etwa 120 kDA. Nach Behandlung mit
Interleukin 10 ist der smear sehr ausgedehnt von ~ 63 kDA bis zu 90 kDA. Die
unterschiedlichen molekularen Massen kénnten unterschiedliche Grade der

Glykosilierung des Proteins wiederspiegeln.

Die Kontrolle mit GAPDH zeigt gleichmafige Banden fur alle verwendeten

Proben, was zeigt, dass jeweils gleiche Proteinmengen eingesetzt wurden.
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Abb. 3.12: Differentielle Expression und Einfluss verschiedener Stimuli auf die Expression von
Osteoactivin (DC-HIL). Untersuchung der Expression von Osteoactivin (DC-HIL) auf
Proteinebene. In Spur 1 sind die durch MACS gewonnen Monozyten aufgetragen, in den
Spuren 2 und 3 die unreifen dendritischen Zellen bzw. die mit DMSO behandelten unreifen
dendritischen Zellen. In den Spuren 4 bis 7 sind die mit Pam3Cys, LPS, Polyl;C, oder R848
behandelte, reife dendritische Zellen dargestellt, in den Spuren 8 und 9 die mit STI571
(Imatinib) oder IL10 behandelte Zellen. GréBenangaben in kDA. Als Gréssenmarker wurde
Bench Mark™ Prestained Protein Ladder eingesetzt (aulen links dargestellt)

3.3 Untersuchung der Expression von Osteoactivin (DC-HIL) in

Lymphozyten und dendritischen Zellen des peripheren Blutes

Nachdem die differentielle Expression von Osteoactivin (DC-HIL) in
dendritischen Zellen gegenliber Monozyten und der Einfluss verschiedener
Substanzen auf die Expression gezeigt werden konnte, stellt sich nun die Frage
in wie weit Osteoactivin fur dendritische Zellen spezifisch ist, oder auch in
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Lymphozyten vorkommt. Es interessiert auch die Expression in dendritischen

Zellen des peripheren Blutes.

Zur Untersuchung der Expression von Osteoactivin (DC-HIL) in Lymphozyten

und dendritischen Zellen des peripheren Blutes wurden solche mit Hilfe von

MACS aus buffy coats gewonnen. Dabei wurden microbeads gegen CD3 flr T-

Lymphozyten bzw. CD19 fir B-Lymphozyten eingesetzt. Auch wurden

dendritische Zellen des peripheren Blutes in ihrer Gesamtheit bzw. nur deren
BDCA1+ und BDCA2+ Subfraktionen mit Hilfe der entsprechenden Kits der

Firma Miltenyi Biotech isoliert.

Die beschriebenen Zelltypen wurden mit Hilfe von Durchflusszytometrie auf

ihren Phanotyp hin untersucht. Aus allen Zellen wurden Proteinlysate

gewonnen und diese mittels Western Blot untersucht. Die dargestellten

Ergebnisse sind jeweils reprasentativ fur die aus zwei verschiedenen Spendern

gewonnenen Befunde.

3.3.1 Phanotyp der untersuchten Zellen

Die in den Tabellen 3.3 bis 3.7 dargestellten Antikdrperpanele wurden zur

Charakterisierung der CD14+ Monozyten und der aus Monozyten gewonnenen

dendritischen Zellen eingesetzt.

Tab. 3.3: Phénotypisierung von durch MACS gewonnenen CD3+ T-Lymphozyten

Ansatz | FITC-konjugierter Spezifitat PE-konjugierter Spezifitat
Antikorper Antikorper
1 | Maus IgG+ Isotypkontrolle | Maus 1gG+ Isotypkontrolle
2| CD3 T-Zellen CD19 B-Zellen
3| CD14 Monozyten CD56 NK-Zellen

Tab. 3.4: Phénotypisierung von durch MACS gewonnenen CD20+ B-Lymphozyten

Ansatz | FITC-konjugierter Spezifitat PE-konjugierter Spezifitat
Antikorper Antikorper
1 | Maus IgG Isotypkontrolle | Maus IgG+ Isotypkontrolle
2 | CD20 B-Zellen CD3 T-Zellen
3| CD14 Monozyten CD56 NK-Zellen
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Tab. 3.5: Phénotypisierung von durch MACS gewonnenen blood DCs

Ansatz | FITC- Spezifitat PE-konjugierter Spezifitat
konjugierter Antikorper
Antikorper
1 | Maus IgG+ Isotypkontrolle | Maus IgG1 Isotypkontrolle
2 | CD14/CD19 y;g%zyte”' B- | BDCA1/BDCA2/BDCA3 | Blood DCs

Tab. 3.6: Phénotypisierung von durch MACS gewonnenen BDCA1+ (CD1c+) blood DCs

Ansatz | FITC-konjugierter | Spezifitat PE-konjugierter Spezifitat
Antikorper Antikorper
1 | Maus IgG+ Isotypkontrolle Maus 1gGt Isotypkontrolle
2| cD19 Monozyten, B- | phcaqcD1c) Blood DCs

Zellen

Tab. 3.7: Phénotypisierung von durch MACS gewonnenen BDCA2+ blood DCs

Ansatz | FITC-konjugierter Spezifitat PE-konjugierter Spezifitat
Antikorper Antikorper
1 | Maus IgG Isotypkontrolle | Maus IgG+ Isotypkontrolle
2 | HLA-DR MHC Klasse Il | BDCA2 Blood DCs
3 | HLA-DR MHC Klasse Il | CD 123 Blood DCs

In Abbildung 3.13 ist der Phanotyp der aus buffy coats gewonnenen CD3+ T-

Lymphozyten dargestellt. Die untersuchten Zellen sind fast ausnahmslos positiv

fur CD3, zeigen sich hingegen weitestgehend CD19 negativ. Auch ist zu

bemerken, dass die untersuchten Zellen fir CD14 und CD56 negativ sind. Es

handelt sich also um CD3+ T-Lymphozyten mit einer Reinheit von 98,23 % mit

nur minimaler Verunreinigung durch andere Zelltypen. Eine starke

Verunreinigung durch B-Lymphozyten, Monozyten oder NK-Zellen kann

ausgeschlossen werden.
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Abb. 3.13: Phénotypisierung von mittels MACS gewonnenen CD3+ T-Lymphozyten. Untersucht
wurden je 10.000 Zellen pro Férbung. In der obersten Reihe in der Mitte ist die Isotypkontrolle
dargestellt. Die Plotiiberschriften geben jeweils die X/Y-Achse wieder.

In Abbildung 3.14 ist der Phanotyp der aus buffy coats gewonnenen CD20+ B-
Lymphozyten dargestellt. Die untersuchten Zellen sind zum allergréf3ten Teil
positiv fur CD20, zeigen sich hingegen fur CD3 negativ. Auch ist zu bemerken,
dass die untersuchten Zellen fir CD14 und CD56 negativ sind. Es handelt sich
also um CD20+ B-Lymphozyten mit einer Reinheit von 96,86 % mit nur
minimaler Verunreinigung durch andere Zelltypen. Eine starke Verunreinigung
durch T-Lymphozyten, Monozyten oder NK-Zellen kann ausgeschlossen

werden.
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Abb. 3.14: Phanotypisierung von mittels MACS gewonnenen CD20+ B-Lymphozyten.

Untersucht wurden je 10.000 Zellen pro Férbung. In der obersten Reihe in der Mitte ist die
Isotypkontrolle dargestellt. Die Plotiiberschriften geben jeweils die X/Y-Achse wieder

In Abbildung 3.15 ist der Phanotyp der mittels MACS aus buffy coats
gewonnenen blood DCs dargestellt. Die untersuchten Zellen sind zu 85,46%
positiv fur BDCA1 (CD1c), BDCA2 oder BDCAS3, zeigen sich jedoch
uberwiegend negativ fir CD14 oder CD19. Es handelt sich also um eine

Mischung der verschiedenen Subtypen von dendritischen Zellen des peripheren
Blutes.
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Abb. 3.15: Phéanotypisierung von mittels MACS gewonnenen blood DCs. Untersucht wurden je
10.000 Zellen pro Férbung. In der Mitte ist die Isotypkontrolle dargestellt. Die Plotiiberschriften
geben jeweils die X/Y-Achse wieder

Aus Abbildung 3.16 ist der Phanotyp der verwendeten mittels MACS isolierten
BDCA1+ blood DCs zu ersehen. Die untersuchten Zellen sind zu einem hohen
Prozentsatz positiv fir BDCA1 (CD1c), zeigen sich jedoch negativ fir CD19,
was zeigt, dass keine Verunreinigung durch B-Lymphozyten vorliegt. Es handelt

sich in der Gesamtschau also um BDCA1+ blood DCs.
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Abb. 3.16: Phénotypisierung von mittels MACS gewonnenen BDCA1+ (CD1c+) blood DCs.
Untersucht wurden je 10.000 Zellen pro Férbung. In der Mitte ist die Isotypkontrolle dargestellt.
Die Plotiiberschriften geben jeweils die X/Y-Achse wieder.

In Abbildung 3.17 ist der Phanotyp der verwendeten aus buffy coats isolierten
BDCAZ2+ blood DCs dargestellt. Die untersuchten Zellen sind zum grof3en Teil
positiv fir BDCAZ2 (97,24%) und fur CD123 (98,70%). Es handelt sich also um

Lo
[=]

BOCA1 (CD1c) PE/
COM9 FITE

BDCAZ2+ plasmacytoide dendritische Zellen des peripheren Blutes in hoher

Reinheit.
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Abb. 3.17: Phéanotypisierung von mittels MACS gewonnenen BDCA2+ blood DCs. Untersucht
wurden je 10.000 Zellen pro Férbung. In der obersten Reihe in der Mitte ist die Isotypkontrolle
dargestellt. Die Plotiiberschriften geben jeweils die X/Y-Achse wieder.

3.3.2 Expression von Osteoactivin in Lymphozyten und dendritischen

Zellen des peripheren Blutes

Aus den unter 3.3.1 beschriebenen Zelltypen wurden Proteinlysate
gewonnenen und mit Hilfe dieser die Expression von Osteoactivin auf
Proteinebene mittels Western Blot untersucht. Es wurden jeweils 15 pg Protein
pro Spur geladen, der polyklonale Antikorper gegen Osteoactivin (DC-HIL)
wurde im Verhaltnis 1:2000 eingesetzt. Die dargestellten Ergebnisse sind

reprasentativ fur die aus zwei verschiedenen Spendern gewonnenen Befunde.

In Abbildung 3.18 ist die Expression von Osteoactivin (DC-HIL) in Lymphozyten
und dendritischen Zellen des peripheren Blutes dargestellt. Wie zu ersehen ist,
lasst sich keine Expression in B- als auch T-Lymphozyten nachweisen. Fur die
dendritischen Zellen des peripheren Blutes ergeben sich jeweils nur sehr
schwache Signale bei ~ 63 kDA.
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Die Kontrolle mit GAPDH zeigt gleichmaRige Banden flr alle verwendeten

Proben, was zeigt, dass jeweils gleiche Proteinmengen eingesetzt wurden

D3+ CD1%+ blood-DC BOCA1+ BDCAZ+

822 kD —— o

63,2 kDA —

48,8 kD& —_—

371 KkDA = — | -

~37 kD&

Abb. 3.18: Expression von Osteoactivin (DC-HIL) in Lymphozyten und dendritischen Zellen des
peripheren Blutes. Untersuchung der Expression von Osteoactivin (DC-HIL) auf Proteinebene.
In Spur 1 sind die durch MACS gewonnen T-Lymphozyten aufgetragen, in der Spur 2 durch
MACS gewonnenen B-Lymphozyten. In den Spuren 3 bis 5 sind durch MACS gewonnenen
dendritische Zellen des peripheren Blutes bzw. deren BDCA 1+ oder BDCA2+ Subfraktion
dargestellt. GréBenangaben in kDA. Als Gréssenmarker wurde Bench Mark™ Prestained
Protein Ladder eingesetzt (aul3en links dargestellt)

3.4 Untersuchung der Osteoactivin-Expression mittels quantitativer RT-
PCR

Zur Quantifizierung der Osteoactivin (DC-HIL)-Expression auf mRNA Ebene
wurde eine quantitative RT-PCR nach dem Lightcycler®-Verfahren unter

Verwendung von Universal Probe Library Sonden eingesetzt.

Verwendet wurden dabei durch Plastikadharenz gewonnenen Monozyten. Aus
diesen wurden in siebentagiger Kultur in RPMI angezichtet wurden. Dazu
erfolgte der Zusatz von Interleukin 4 und GM-CSF an den Tagen 0, 2, 4 und 6
nach Beginn der Zellkultur. Zu einem Teil der kultivierten Zellen wurde 24
Stunden vor Ernte DMSO bzw. Pam3Cys hinzugegeben. Zu einem anderen Teil
wurden die Substanzen STI 571 (Imatinib) oder IL10 jeweils an den Tagen 0, 2,

4 und 6 hinzugegeben (siehe auch Tabelle 2.5).

Aus allen beschriebenen Zelltypen wurde RNA gewonnen und diese einer

quantitativen RT-PCR unterworfen. Durch Aufnahme einer Standardgeraden
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wurden die eingesetzten Konzentrationen ermittelt und das Verhaltnis zur
Konzentration des ,housekeeping genes* PBGD bestimmt Die dargestellten
Ergebnisse sind reprasentative fur die aus 3 verschiedenen Spendern

gewonnenen Befunde.

In Abbildung 3.19 sind die gewonnen Ergebnisse dargestellt. Auch hier sieht
man, wie zuvor, eine verminderte Expression nach Behandlung mit dem TLR-
Liganden Pam3Cys und wesentlich gesteigerte Expression nach Behandlung
mit STl 571 und IL 10. DMSO scheint keinen wesentlichen Einfluss auf die

Expression zu besitzen.
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Abb. 3.19: Graphische Darstellung des Verhéltnisses der Konzentrationen von GPNMB und
PBGD cDNA aus verschiedenen DC-Typen.

3.5 Untersuchung der Osteoactivin-Expression mittels anti-Osteoactivin
Sekundarfarbung

Da es sich bei Osteoactivin (DC-HIL) um ein Oberflachenmolekul handelt, ist
eine Untersuchung der Oberflachenexpression angezeigt. Hierzu wurde eine

anti-Osteoactivin FACS-Sekundarfarbung verwendet.

Zunachst mussten hierzu die einzusetzenden Antikorperkonzentrationen
ermittelt werden. Untersucht wurden dabei dendritische Zellen die aus

Monozyten unter Zugabe von IL 4, GM-CSF sowie IL 10 an den Tagen 2, 4 und
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6 gewonnen wurden. Die verwendeten Monozyten wurden durch
Plastikadharenz gewonnen. Die Sekundarfarbung erfolgte mit verschiedenen
Konzentrationen des Primarantikorpers (monoklonaler mouse IgG 2B anti-
Osteoactivin Antikorper) und entsprechender Konzentration der Isotypkontrolle
(mouse IgG 2B Antikorper). Der Sekundarantikdrper ( anti-mouse F(ab‘)2-

Fragmente PE-markiert) wurde laut Herstellerangaben verdiinnt eingesetzt.

Nach Ermittlung der notwendigen Primarantikorper-Konzentration wurde die
Oberflachenexpression von Osteoactivin (DC-HIL) in verschiedenen
unterschiedlich stimulierten DCs untersucht. Auch hier wurden durch
Plastikadharenz gewonnenene Monozyten eingesetzt. Es erfolgte 7-tagige
Kultur in RPMI unter Zugabe von IL4 und GM-CSF and den Tagen 0, 2, 4 und
6. Zu einem Teil der Zellen wurde 24 h vor Ernte Pam3Cys oder DMSO
zugesetzt. Bei einem anderen Teil erfolgte Zugabe von STI 571 oder IL 10 an
den Tagen 0, 2, 4 und 6.

3.5.1 Titration des Primarantikorpers bei anti-Osteoactivin

Sekundarfarbung

In den Abbildungen 3.20 und 3.21 sind die Ergebisse der Titration des
Primarantikorpers bei Uber 7 Tagen mit IL10 behandelten dendritischen Zellen
dargestellt. Zur Quantifizierung des Fluoreszenz-Shifts wurden jeweils die
geometrischen Mittelwerte der gemessenen Fluoreszenz fur die Isotypkontrolle
und die eigentliche Messung der Probe ermittelt und die Differenz gebildet.

Diese Differenzen sind in Abbildung 3.21 graphisch dargestellt.

Es ist zu erkennen, dass beim Sprung von 25 ug/ml auf 50 pg/ml Konzentration
des Primarantikorpers ein deutliche Zunahme des gemessenen Fluoreszenz-
Shifts erfolgt, wahrend dieser bei den folgenden Konzentrationssteigerungen
praktisch unverandert bleibt. Es ist daher davon auszugehen, dass bei 50 pg/ml
bereits eine Sattigung der Zellen mit Antikdrper erfolgt ist. Diese Konzentration

wurde daher im Folgenden zur anti-Osteoactivin-Sekundarfarbung eingesetzt.
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Abb. 3.20: Titration von Primé&rantikérper bei anti-Osteoactivin Sekundérfarbung. Untersucht

wurden jeweils 10000 Zellen pro Farbung. Im linken Teil der Abbildung wird jeweils FSC und
SSC der untersuchten Zellen dargestellt, im rechten Teil fiir die umrissene Zellpopulation die
gemessene Fluoreszenz gegen die zugehérige Zellzahl. Die Isotypkontrolle ist grau unterlegt.

Tab. 3.8:Geometrische Mittelwerte der Fluoreszen bei FACS-Titration fiir anti-Osteoactivin

Sekundérfarbung.
Geometrischer | Geometrischer
Konzentration Mittelwert der | Mittelwert der |Differenz der
Primarantikérper | Fluoreszenz Fluoreszenz geometrischen
Isotypkontrolle | Probe Mittelwerte
25 pg/ml 4,95 20,6 15,65
50 pg/mi 4,9 45,43 40,53
75 pg/mi 5,02 41,99 36,97
100 pg/ml 57 42,88 37,18
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Abb. 3.21: Graphische Darstellung der Differenz der geometrischen Mittelwerte bei FACS-
Titration fiir anti-Osteoactivin-Sekundéarfarbung.

3.5.2 Anti-Osteoactivin-Sekundarfarbung von verschiedenen DC-Typen

Untersucht wurde die Osteoactivin (DC-HIL)-Expression auf der Zelloberflache
mittels anti-Osteoactivin-Sekundarfarbung bei aussschlie3lich mit IL 4 und GM-
CSF behandelten Zellen, bei zusatzlich mit Pam3Cys und DMSO behandelten

Zellen und bei mit IL 10 oder Imatinib behandelten Zellen.

In Abbildung 3.22 und 3.23 sind die gewonnen Ergebnisse dargestellt. Die
dargestellten Befunde sind reprasentativ fur die aus 3 verschiedenen Spendern
gewonnenen Ergebnisse. Auch hier wurden die Differenzen der geometrischen
Mittelwerte zur Quantifizierung der beobachteten Shifts genutzt. Diese sind in
Abbildung 3.23 dargestellt.

Es ist zu erkennen, dass bei ausschlief3lich IL 4 und GM-CSF behandelten
Zellen sowie bei DMSO und Pam3Cys behandelten Zellen kein wesentlicher

Shift erfolgt. Dieser ist jedoch deutlich nach Behandlung mit IL10 oder Imatinib.
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Abb. 3.22: Anti-Osteoactivin Sekundarfdarbung von verschiedenen DC-Typen. Untersucht

wurden jeweils 10000 Zellen pro Farbung. Im linken Teil der Abbildung wird jeweils FSC und
SSC der untersuchten Zellen dargestellt, im rechten Teil fiir die umrissene Zellpopulation die
gemessene Fluoreszenz gegen die zugehédrige Zellzahl. Die Isotypkontrolle ist grau unterlegt.
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Tab. 3.9:Geometrische Mittelwerte der Fluoreszenz bei anti-Osteoactivin Sekundéarfarbung

verschiedener DC-Typen.

Geometrischer | Geometrischer
Mittelwert der | Mittelwert der |Differez der
Fluoreszenz Fluoreszenz geometrischen
DC-Typ Isotypkontrolle | Probe Mittelwerte
4/GM 4,01 5,31 1,30
DMSO 3,95 5,21 1,26
Pam3Cys 4,25 6,44 2,19
STI571 4,46 11,90 7,44
IL10 4,62 17,21 12,59
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Abb. 3.23: Graphische Darstellung der Differenz der geometrischen Mittelwerte bei anti-
Osteoactivin-Sekundérfarbung von verschiedenen DC-Typen.

3.6 Untersuchung des Einflusses von unterschiedlichen Zeitpunkten der

IL 10 Zugabe auf die Osteoactivin-Expression.

Von Interesse ist auch der Einfluss von unterschiedlichen Zeitpunkten der IL 10
Zugabe auf die Expression von Osteoactivin (DC-HIL). Zu diesem Zweck
wurden dendritische Zellen durch Kultur von Monozyten in RPMI fur 7 Tage
unter Zugabe von IL 4 und GMCSF an den Tagen 0, 2, 4 und 6 erhalten. Die
Monozyten wurden dabei durch Plastikadharenz gewonnen. Zu einem Teil der
Zellen wurde an den Tagen 0, 2, 4 und 6 IL 10 zugegeben, zu einem anderen
Teil nur an den Tagen 2, 4 und 6, des Weiteren an den Tagen 4 und 6 sowie

ausschlielich ab dem 6. Tag. Zusatzlich wurden Zellen generiert, zu denen ab
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dem Tag 6 IL 10 zugegeben wurde und dann nochmals an den Tagen 2 und 4
nach erstmaliger IL 10 Zugabe IL 4, GM-CSF und IL 10 zugesetzt wurden. Die

Ernte erfolgte dann am Tag 5 nach erstmaliger IL 10 Zugabe.

Zur Untersuchung der Oberflachenexpression wurde anti-Osteoactivin-
Sekundarfarbung eingesetzt. Die gewonnenen Ergebnisse sind in Abbildung
3.24 und 3.25 dargestellt. Zur Quantifizierung des Shifts wurde die Differenz der

geometrischen Mittelwerte bestimmt und graphisch aufgetragen.

Es ist zu erkennen, dass eine starke Steigerung der Osteoactivin-Expression
nur nach Zugabe von IL 10 ab Tag 0 zu erhalten ist. Auch eine Verlangerung
der Einwirkungsdauer auf 5 Tage nach Zugabe fuhrte nicht zu einer

Expressionssteigerung.
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Abb. 3.24: Einfluss von verschiedenen Zeitpunkten der IL 10 Zugabe auf die Osteoactivin —
Expression. Anti-Osteoactivin Sekundarfarbung. Untersucht wurden jeweils 10000 Zellen pro
Férbung. Im linken Teil der Abbildung wird jeweils FSC und SSC der untersuchten Zellen
dargestellt, im rechten Teil fiir die umrissene Zellpopulation die gemessene Fluoreszenz gegen
die zugehoérige Zellzahl. Die Isotypkontrolle ist grau unterlegt
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Tab. 3.10:Geometrische Mittelwerte der Fluoreszenz bei anti-Osteoactivin Sekundérfarbung zur
Bestimmung des Einflusses von verschiedenen Zeitpunkten der IL10 Zugabe auf die
Expression von Osteoactivin.

Geometrischer | Geometrischer

Mittelwert der | Mittelwert der |Differenz der

Fluoreszenz Fluoreszenz geometrischen
DC-Typ Isotypkontrolle | Probe Mittelwerte
4/GM 4,89 9,22 4,33
IL10abd6 4,87 9,64 4,77
IL10abd4 5,58 10,91 5,33
IL10abd 2 5,22 11,67 6,45
IL10abd0 7,35 24,39 17,04
IL10abd6
+5d 3,76 7,22 3,46
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Abb. 3.25: Graphische Darstellung der Differenz der geometrischen Mittelwerte bei anti-
Osteoactivin-Sekundérfarbung zur Bestimmung des Einflusses von verschiedenen Zeitpunkten
der IL10 Zugabe auf die Expression von Osteoactivin

85



Diskussion

4. Diskussion

Die dendritischen Zellen sind die potentesten immunostimulatorisch wirkenden,
Antigen-prasentierenden Zellen des gesamten Immunsystems. Sie spielen die
zentrale Rolle bei der Stimulation naiver T-Lymphozyten. Auf Grund dieser
Eigenschaften sind sie von entscheidender Bedeutung fur die Induktion

spezifischer Immunantworten [8],[16],[21].

Dendritische Zellen sind aber auch zur Prasentation von Autoantigenen in der
Lage und scheinen eine entscheidende Rolle bei der Induktion von Toleranz

und Hemmung autoreaktiver T-Lymphozyten zu spielen [13],[57],[63],[88],[102].

Auf Grund der nur geringen Zahl der dendritischen Zellen im Organismus blieb
es lange Zeit sehr schwierig, ausreichenden Mengen fur die Untersuchung zu
gewinnen. Dies anderte sich durch Verfahren, die es ermoglichen, dendritische
Zellen ex vivo aus CD14+ Monozyten oder CD34+ hamatopoetischen
Stammzellen zu gewinnen. [9],[16],[20],[23],[93]. Dies ermdglichte auch einen
zunehmenden Einsatz in klinischen Studien, insbesondere zur Behandlung von
Tumorerkrankungen [9],[16],[22],[40].

Zur Ausubung ihrer spezifischen Funktionen und Steuerung ihrer Entwicklung
besitzen dendritische Zellen eine Reihe differentiell exprimierter Gene. Mit Hilfe
der Methode der cDNA-Subtraktion ist es moglich, solche bisher noch
unbekannten Gene zu identifizieren und durch die Methoden der RT-PCR und
des Western Blots ihre Expression auf Ebene der Transkription und Translation
zu untersuchen [43]. So kann ein verbessertes Verstandnis der Immunbiologie

dendritischer Zellen erreicht werden.

In dieser Arbeit wurde die differentielle Expression von Osteoactivin (DC-HIL) in

dendritischen Zellen bestatigt und das Expressionmuster untersucht.
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4.1 Differentielle Expression von Osteoactivin (DC-HIL) in dendritischen

Zellen

Die differentielle Expression des Gens Osteoactivin (DC-HIL) in dendritischen
Zellen im Vergleich zu Monozyten wurden mit Hilfe von RT-PCR und Western

Blot gezeigt.

Aus der Analyse einer subtraktiven cDNA-Bibliothek wurde die Annahme
gewonnen, dass Osteoactivin (DC-HIL) differentiell in dendritischen Zellen
exprimiert wird. Zur Verifikation der Hypothese wurden Monozyten aus buffy
coats isoliert und aus diesen in vitro reife und unreife dendritische Zellen
gewonnen. Mittels RT-PCR und Western Blot wurde die Expression auf mRNA
und Protein Ebene untersucht (3.1.2 und 3.2). In beiden Experimenten konnte
gezeigt werden, dass Osteoactivin (DC-HIL) in dendritischen Zellen exprimiert
wird, nicht jedoch in den Monozyten, aus denen sie hervorgegangen sind.
Damit ist gezeigt, dass Osteoactivin (DC-HIL) differentiell in dendritischen
Zellen exprimiert wird. Dies weist auf eine fur die Funktionalitat oder
Entwicklung von dendritischen Zellen des Menschen spezifische Aufgabe des

exprimierten Proteins hin.

4.2 Einfluss verschiedener Stimuli auf die Expression von Osteoactivin
(DC-HIL)

Dendritische Zellen kdnnen durch verschiedene Zytokine und TLR-Liganden

stimuliert und zur Ausreifung gebracht werden [8].

Mit Hilfe von RT-PCR und Western Blot wurde der Einfluss der Substanzen
Pam3Cys (TLR2-Ligand), LPS (TLR4-Ligand), Polyl;C (TLR3-Ligand) und R848
(TLR-7 Ligand) auf die Expression des Genes Osteoactivin (DC-HIL) in aus
Monozyten gewonnenen dendritischen Zellen untersucht. Dabei ergaben sich
einander entsprechende Resultate sowohl fur die Expression auf mRNA als
auch auf Proteinebene. (3.1.3 und 3.2). Es zeigte sich jeweils eine verminderte
Expression im Vergleich zu unreifen dendritischen Zellen nach Behandlung mit
TLR-Liganden, auf Proteinebene gleichermal3en nach Behandlung mit allen

genannten Substanzen, auf mMRNA Ebene insbesondere nach Behandlung mit
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LPS oder Polyl;C. Bemerkenswert ist dabei insbesondere die gute Korrelation
der flr die Expression auf mMRNA und Proteinebene gewonnenen Befunde. Dies
regte die Untersuchung der Expression auf mRNA-Ebene mit Hilfe von
quantitativer RT-PCR an. Bei dieser ergaben sich ebenfalls gleichgerichtete
Befunde. Hierdurch kénnten zuktinftige Experimente wesentlich erleichtert

werden.

Die verminderte Expression nach Behandlung mit TLR-Liganden weif3t auf eine
Funktion des exprimierten Proteins hin, die auf unreife dendritische Zellen
beschrankt ist oder fur diese eine gro3er Bedeutung besitzt. Dies steht gut im
Einklang mit der Hypothese, dass es sich bei Osteoactivin (DC-HIL) um ein
coinhibitorisches Molekul in der DC-T-Zell-Interaktion handelt, die aus den im

Mausmodell gewonnen Befunden entwickelt wurde [24],[25].

Es muss jedoch bemerkt werden, dass bei anti-Osteoactivn-Sekundarfarbung
keine wesentliche Veranderung der Oberflachenexpression von Osteoactivin
(DC-HIL) nach Behandlung mit Pam3Cys beobachtet wurde. Der Einfluss auf
die Oberflachenexpression bleibt unklar. Wahrscheinlich ist das Verfahren nicht
sensibel genung um die Veranderungen durch TLR-Liganden Zugabe zu

detektieren.

4.3 Einfluss inhibitorischer Substanzen auf die Expression von
Osteoactivin (DC-HIL)

Neben der Wirkung von TLR-Liganden auf die Expression von Osteoactivin(DC-
HIL) in dendritischen Zellen des Menschen wurden auch der Einfluss der

inhibitorisch wirkenden Substanzen IL10 und Imatinib (ST1571) untersucht.

Imatinib (STI571) ist ein kompetitiver Inhibitor der Bcr-Abl Tyrosinkinase. Mit
dieser Substanz werden erfolgreich die chronisch myeloische Leukamie (CML)
und gastrointestinale Stromatumoren (GIST) behandelt. Neben der Hemmung
der Ber-Abl-Kinase zeigt Imatinib (STI571) auch Aktivitat gegenuber platelet-
derived growth factor receptor (PDGF-R), c-Kit, Abl-related gene (ARG) und
ihre Fusionsproteine. Behandlung von dendritischen Zellen mit Imatinib
(STI571) fuhrt zur verminderten Expression CD1a, CD83, HLA-DR, CD80 und
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CD40. Auch ist die Fahigkeit zur Induktion von primaren zytotoxischen T-

Lymphozyten-Antworten (CTL) vermindert [6].

In der Gegenwart von IL-10 entwickeln sich Monozyten nicht vollstandig zu
dendritischen Zellen. Sie exprimieren niedrigere Level des MHC Klasse |l
Molekiils und des CD1a. Die behandelten Zellen zeigen Ahnlichkeit zu
Makrophagen und exprimieren CD14, CD16 und CD68 [5].

Die Untersuchung der mit STI571 (Imatinib) und IL10 behandelten aus
Monozyten generierten dendritischen Zellen zeigt eine stark erhohte Expression
von Osteoactivin (DC-HIL) sowohl auf Transkriptions- als auch
Translationsebene sowie in der Oberflachenexpression. Auch diese Wirkung
der immuoinhibitorischen Substanzen auf dendritische Zellen steht gut im
Einklang mit der Hypothese von Osteoactivin (DC-HIL) als coinhibitorischem
Molekdl.

Andererseits wurde festgestellt, dass eine wesentliche Steigerung der
Expression nur nach Zugabe von IL10 ab Tag 0 zu beobachten ist. Die

physiologische Bedeutung der IL 10-Wirkung bleibt daher unklar.

4.4 Expression von Osteoactivin (DC-HIL) in Lymphozyten und

dendritischen Zellen des peripheren Blutes

In 3.3.2 wurde die Expression von Osteoactivin (DC-HIL) in aus buffy coats
isolierten Lymphozyten und dendritischen Zellen des peripheren Blutes bzw.
deren BDCA1+ und BDCA2+ Subpopulation untersucht.

Es konnte festgestellt werden, dass Osteoactivin nicht in Lymphozyten
exprimiert wird, was die These einer spezifischen Funktion in dendritischen
Zellen stutzt. Es wurde jedoch auch nur minimale Expression in dendritischen

Zellen des peripheren Blutes gezeigt.

Das bedeutet jedoch nicht, dass die Hypothese der differentiellen Expression in
dendritischen Zellen zu verwerfen ist. Es muss bedacht werden, dass die
dendritischen Zellen des peripheren Blutes, auch wenn es sich um die am

einfachsten zugangliche Population von dendritischen Zellen des Menschen
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handelt, nur Vorstufen der funktionellen dendritischen Zellen des Gewebes
sind. Man glaubt, dass die aus Monozyten gewonnenen unreifen dendritischen
Zellen am ehesten dem Zustand der unreifen dendritischen Zellen im Gewebe
entsprechen. Daher kdnnten die gewonnen Befunde auch auf einen
Unterschied in der Expression zwischen Precursoren des Blutes und

dendritischen Zellen des Gewebes hinweisen.

Auch bleibt daran zu erinnern, dass die gewonnenen Befunde auf eine
Regulation der Expression von Osteoactivin(DC-HIL) durch IL 10 hinweisen
konnen. Die dendritischen Zellen des peripheren Blutes missen nicht
notwendigerweise mit ausreichenden Mengen IL 10 in Kontakt gekommen sein,

um eine deutliche Expression zu erlauben.
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5. Zusammenfassung

Dendritische Zellen sind die effektivsten Antigen prasentierenden Zellen des
Organismus und nehmen in dieser Funktion eine zentrale Rolle bei der
Induktion von spezifischen Immunantworten ein. Diese besondere Stellung im
Immunsystem macht sie wichtig fur das Verstandnis von Reaktionen des
adaptiven Immunsystems aber auch interessant fur die Entwicklung
therapeutischer Ansatze, insbesondere in der Onkologie. Ein verbessertes
Verstandnis der Immunbiologie von dendritische Zellen kdnnte daher in der
Zukunft zur Verbesserung solcher Prozeduren beitragen. Diese Arbeit ist daher
der Suche solcher Moleklle gewidmet, die spezifische Funktionen und

Mechanismen dendritischer Zellen vermitteln.

Die Entschlusselung des menschlichen Genoms und die Methode der cDNA-
Subtraktion ermdglichen heute, solche Gene zu identifizieren, die differentiell in
dendritischen Zellen exprimiert werden und daher als Kandidaten flr

spezifische Funktionstrager in Frage kommen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die differentielle Expression und das
Expressionsmuster des Oberflachenproteins Osteoactivin (GPNMB) in
menschlichen dendritischen Zellen untersucht. Es handelt sich dabei um ein
Typ | transmembrandses Glyoprotein, von dem aus dem Mausmodell bekannt
ist, dass es als negativer Regulator von T-Lymphozyten und Makrophagen
wirkt. Es wurde deshalb die Hypothese aufgestellt, dass es auch im Menschen

eine immunoinhibitorische Wirkung entfalten konnte.

Mit Hilfe von RT-PCR und Western Blot konnte gezeigt werden, dass
Osteoactivin differentiell in dendritischen Zellen des Menschen exprimiert wird.
Auch wurde festgestellt, dass Behandlung mit TLR-Liganden zu einer
verminderten Expression, Behandlung mit ST1571 oder IL10 jedoch zu einer
gesteigerten Expression fuhrt, wobei Ergebnisse aus der RT-PCR und dem
Western Blot jeweils sehr gut mit einander korrelieren. Auch mit Hilfe von anti-
Osteoactivin-FACS-Sekundarfarbung konnten der Einfluss der

immunoinhibitorischen Substanzen gezeigt werden. Diese Ergebnisse stltzen
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die These von Osteoactivin (DC-HIL) als coinihibitorisch wirkendem Protein in

dendritischen Zellen.

Auch in Lymphozyten konnte keine Expression festgestellt werden, was weiter
die differentielle Expression bekraftigt. In dendritischen Zellen des peripheren
Blutes konnte nur minimale Expression festgestellt werden, was eventuell auf
den Charakter als Vorlauferzellen und die mangelnde Stimulation mit [L10

zuruckgefuhrt werden kann.

Beim Osteoactivin handelt es sich daher in der Gesamtschau um ein
differentiell in dendritischen Zellen exprimiertes Gen mit hypothetisch
immunoinhibitorischer Funktion, das zur naheren Charakterisierung

herangezogen werden kann.
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