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Einleitung und Zielsetzung 1

1 Einleitung und Zielsetzung

Die Dendritische Zelle (DC) ist die am effektivsten arbeitende Antigen-prasentierende
Zelle (APC) des Immunsystems. Sie stellt eine Verbindung vom angeborenen zum
erworbenen Immunsystem dar, da sie als Teil des angeborenen Immunsystems T-Zellen
des erworbenen Immunsystems aktivieren kann. Neben der Ausprédgung einer spezifi-
schen Immunantwort sind DCs fur die Entwicklung und Aufrechterhaltung von zentraler
und peripherer Toleranz essentiell.

Als mitunter wichtigste Dirigenten der Immunantwort stellen DCs wesentliche Ansatz-
punkte zur Manipulation des Immunsystems dar. Winschenswert ware es einerseits,
Toleranz zu induzieren, um Autoimmunitat bzw. Transplantatabstol3ungen zu verhindern,
und andererseits, Toleranz zu brechen, um tumorreduzierende, unterdriickte Immun-
antworten wieder aktivieren zu kénnen. Des Weiteren ware im Sinne einer effizienten
Vakzinierung, die Induktion einer CD4" T-Zell- und humoralen Immunantwort erstrebens-
wert. Im Mausmodell wurde bereits gezeigt, dass die in vivo Antigenbeladung definierter
DC-Subpopulationen Uber bestimmte Oberflachenrezeptoren zu differenzierten T-Zell-
antworten fihren kann (DUDZIAK et al. 2007). Fur eine potentielle Antigenbeladung
humaner DCs stehen derzeit jedoch nur ungentgend Informationen Uber einzelne
DC-Subpopulationen und deren Expression endozytotischer Rezeptoren zur Verfigung.
Ziel dieser Arbeit war es daher, die Verteilung der DC-Subpopulationen in humanen
Geweben (Milz, Thymus und Tonsillen) mittels Immunfluoreszenz zu untersuchen. Auch
die Expression der C-Typ-Lektinrezeptoren, welche effiziente Endozytosemarker sind,
sollte untersucht werden. Des Weiteren wurden C-Typ-Lektinrezeptoren, von denen es
keine kommerziell verfugbaren Antikorper bzw. Hybridomzellen gibt, in einen Vektor
kloniert, und Iésliche Varianten der C-Typ-Lektinrezeptor-Proteine nach Transfektion in
eukaryotischen Zellen gewonnen. Spezifisch exprimierte Oberflachenrezeptoren kénnten
in Zukunft zur Antigenbeladung humaner DC-Subpopulationen verwendet werden, um
damit eine spezifische Immunantwort hervorzurufen.

Die in vivo Antigenbeladung von DC-Subpopulationen stellt zukunftsweisend eine neue

Therapiemdglichkeit, insbesondere bei der Behandlung von Tumoren, dar.
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2 Literaturtibersicht
2.1 Anatomie und Immunologie humanen Gewebes
2.1.1 Milz

Die Milz ist das grofite Blutfilterorgan des Koérpers und dient ebenfalls als Blutspeicher-
organ (STEINIGER et al. 2000, MEBIUS und KRAAL 2005). Sie ist umgeben von einer
Bindegewebskapsel, welche sich in feine Trabekel aufteilt und das Gewebe stiitzt.
Weiterhin verfigt die Milz Gber ein groRes Gefaligeflecht. Eine afferente Arterie teilt sich
auf in kleinere Arteriolen. Diese durchlaufen das Gewebe und sammeln sich in grof3en
venosen Sinusoiden (Abb. 1A). Die Arteriolen werden ummantelt von B-Zellfollikeln und
einer T-Zellzone, welche zusammen die wei3e Pulpa, den lymphatischen Anteil des
Organs, formen. Die rote Pulpa ist nach den grof3en sinusoidalen Strukturen benannt und
wird von der weien Pulpa durch eine sogenannte Marginalzone getrennt. In der roten
Pulpa werden alte Erythrozyten von Makrophagen aus dem Blut gefiltert (MEBIUS und
KRAAL 2005).

In der Feinstruktur der weilBen Pulpa lassen sich Unterschiede vom murinen zum
humanen System feststellen. Die murine Marginalzone umgibt die B-Zellfollikel sowie die
dazwischen liegende T-Zellzone vollstandig (Abb. 1B). Im humanen System hingegen
liegt ein B-Zellfollikel im Zentrum und wird von der T-Zellzone und der Marginalzone
vollstdndig umkreist (Abb. 1C). Die alles umgebende Zone wird hierbei perifollikulare
Zone genannt (MEBIUS und KRAAL 2005). Als Verbindungsstruktur zwischen roter und
weil3er Pulpa findet in der Marginalzone eine standige Zellwanderung vom Blut in das
Gewebe und anders herum statt (MEBIUS und KRAAL 2005).



Literaturtibersicht 3

Afferent splenic
artery

Collecting vein

Venous sinus
Cords

Quter capsule
with trabeculae

Central arteriole
Follicle

ﬁM\.
f""" @M.
NN,

T-cell zone

Marginal zone

B) C)

Perifollicular
zone

Follicle

Central
arteriole

zone .
Marginal zone

Abb. 1  Anatomie der Milz und Feinstruktur der weiBe  n Pulpa

A) Eine afferente Arterie teilt sich in feinere Arteriolen auf und wird dabei von der wei3en Pulpa (B-
Zellfollikel und T-Zellzone) umgeben. Die Marginalzone trennt weif3e von roter Pulpa. Nach der
Aufteilung in Arteriolen minden diese in ein sinusoidales Venensystem, welches die rote Pulpa
beschreibt. Die Milz wird aul3en von einer Bindegewebskapsel umgeben, die sich in Trabekel
aufteilt. Dargestellt sind die Feinstrukturen von B) muriner und C) humaner weil3er Pulpa. B) Im
murinen System trennt die T-Zellzone die B-Zellfollikel, wobei die Arteriole zentral in dieser
T-Zellzone liegt. C) In der humanen Milz ist die T-Zellzone sichelférmig um die B-Zellfollikel gelegt
und umkreist diesen vollstandig. Eine Arteriole liegt in der T-Zellzone, die andere befindet sich im
B-Zellfollikel. Die Zone, die all diese Strukturen umgibt, wird perifollikulare Zone genannt (MEBIUS
und KRAAL 2005).
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21.2 Thymus

Der Thymus ist fur die Selektion der T-Zellen verantwortlich und bildet sich als lymphati-
sches Organ zu Beginn der Geschlechtsreifung zurtick (WELSCH 2004). Er kann durch
Bindegewebssepten strukturell in Kortex und Medulla unterteilt werden, wobei sich in der
Medulla die fur den Thymus typischen Hassall-Koérperchen befinden (HASSALL 1849,
JANEWAY et al. 2001). T-Lymphozyten wandern als Vorlauferzellen aus dem Knochen-
mark in die Thymusrinde ein. Neben kortikalen Thymusepithelzellen befinden sich im
Kortex vor allem unreife T-Zellen (Abb. 2). Bei der Wanderung Richtung Medulla werden
diese einer Positiv- und Negativselektion unterzogen und zum grofRten Teil eliminiert
(VON BOEHMER 2009, GALLEGOS und BEVAN 2006). Diese verbleibenden T-Zellen
sind tolerant gegeniiber Selbstantigenen und erkennen fremde Antigene. Uber die
Medulla und angrenzende BlutgeféaRe wandern die positiv selektionierten T-Zellen in der
Peripherie in sekundare lymphatische Organe ein (JANEWAY et al. 2001).

capsule
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trabeculae epithelial cell

Cortex sub- _
capsular 92 \AY ) ea OO
epithelium 1N - 5 OVeE (bone marrow

< %
o6 l._ N Yo O
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°VIS< >
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} epithelial cell
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Abb. 2 Zelluldre Organisation des Thymus

Der Thymus kann unterteilt werden in eine kortikale (duf3ere) und medullare (innere) Zone, wobei
die Ubergangszone als kortikomedullare Verbindung bezeichnet wird. Von einer Bindegewebs-
kapsel ausgehend wird das Gewebe mit Trabekeln durchsetzt, und diese mit einem subkapsularem
Epithel ausgekleidet. Der Kortex besteht vorwiegend aus unreifen, aus dem Knochenmark
eingewanderten Thymozyten, kortikalen Epithelzellen und vereinzelten Makrophagen. In der
Medulla sind um das Hassall-Kérperchen vor allem aus dem Knochenmark stammende Makro-
phagen, DCs sowie medullare Thymusepithelzellen lokalisiert. Modifiziert nach JANEWAY et al.
(2001).
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In der Medulla sind neben Hassall-Koérperchen und reifen Thymozyten, Makrophagen,
DCs sowie medullare Thymusepithelzellen (nTECs) lokalisiert. Aufgrund der Anwesenheit
von Zelltrimmern und kondensiertem Material (Keratin, Prakeratin) im Inneren der
Hassall-Kdrperchen vermutet man einen Zusammenhang mit dem Abbau gealterter bzw.
apoptotischer Zellen (HASSALL 1849, VON GAUDECKER und SCHMALE 1974,
WATANABE et al. 2005). Die Produktion mehrerer Zytokine (IL-7, TGF-a, stromal cell
derived factor SDF-1 sowie TSLP) durch mTECs, welche die Hassall-Kdrperchen ausklei-
den, wurde beschrieben (ZAITSEVA et al. 2002, HE et al. 1995, LE et al. 1991).

2.1.3 Tonsillen

Tonsillen stellen lymphatische Organe des Mundhdhlen- und Rachenbereiches dar und
werden durch die Einfaltung des Oberflachenepithels von Krypten durchzogen. Entlang
dieser Krypten befinden sich B-Zellfollikel und eine parafollikulare T-Zellzone. Tonsillen
werden von einer Bindegewebskapsel umspannt, welche teilweise zusammen mit den
Krypten in die Tiefe zieht (Abb. 3).

Lumen of pharynx

T o EE Ao Epithelium
Y 7 COK =S A

Diffuse infiltration
of epithelium with
lymphocytes etc.

/ Secondary lymphoid nodules

Skeletal Muscle

Abb. 3  Aufbau der Tonsillen

Tonsillen sind umgeben von einer Bindegewebskapsel, welche von Skelettmuskeln umrahmt wird.
Die ins Lumen des Rachens ragende Oberflache der Tonsillen ist von Krypten durchzogen.
Unterhalb des mit infiltrativen Zellen durchzogenen Epithels ordnen sich B-Zellfollikel neben-
einander an und sind von einer parafollikularen T-Zellzone umgeben. B-Zellfollikel lassen sich je
nach Reifungsstadium in primare und sekundare B-Zellfollikel unterteilen. Modifiziert nach SZAKAL
(2003).
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Die B-Zellfollikel lassen sich histologisch je nach Reifungsstadium in Primarfollikel und
Sekundarfollikel unterteilen. Erstere sind gekennzeichnet durch die Anwesenheit von
Lymphozyten, welche keinen Antigen-Kontakt hatten. Sekundéarfollikel hingegen bein-
halten ein helles Keimzentrum mit Lymphoblasten, DCs und Makrophagen, sowie einer
hellen Kappe (Corona) von B-Gedachtniszellen (WELSCH 2004, BENNINGHOFF und
DRENCKHAHN 2002).

2.2 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DCs) wurden erstmals von Paul Langerhans 1868 in der humanen
Haut entdeckt. Jedoch wurde ihre tatsachliche Funktion erst 100 Jahre spéater durch
Ralph Steinmann beschrieben (STEINMAN et al. 1974). DCs konnen in lymphoiden und
nicht-lymphoiden Geweben sowie dem Blut gefunden werden. Die zum angeborenen
Immunsystem zahlenden DCs stellen die am effektivsten arbeitenden Antigen-présen-
tierenden Zellen (APCs) dar und aktivieren andere Zellen des Immunsystems,
hauptsachlich jedoch die CD4" und CD8" T-Zellen (BANCHEREAU und STEINMAN
1998). Sie bilden dadurch eine Verbindung vom angeborenen zum adaptiven Immun-

system.

221 Antigenaufnahme, Reifung und Morphologie

DCs reifen im Knochenmark aus hamatopoetischen CD34" Stammzellen Uber die
Zwischenstufe einer Macrophage and DC precursor Zelle (MDP) heran. AnschlieRend
wandern die Vorlauferzellen in die peripheren Organe ein (ARDAVIN et al. 2001, LIU et al.
2009). Im Gewebe fungieren sogenannte unreife DCs als eine der ersten Barrieren des
Immunsystems, indem sie Partikel Uber lange Zytoplasmafortsatze aus ihrer Umgebung
zu sich heranziehen. Die Partikel werden je nach Gréf3e und Beschaffenheit passiv Uber
Makropinozytose oder aktiv Uber Phagozytose bzw. rezeptorvermittelte Endozytose auf-
genommen (INABA et al. 1998, MELLMAN und STEINMAN 2001). Dabei kénnen die
Partikel endogenen (apoptotische Partikel, Selbstprotein) oder exogenen (bakterielle oder
virale Bestandteile) Ursprungs sein (BANCHEREAU und STEINMAN 1998, SHORTMAN
und LIU 2002). Die rezeptorvermittelte Endozytose erfolgt Uber Fc-Rezeptoren oder
Mustererkennungsrezeptoren (Pattern recognition receptors, PRRs) wie C-Typ-Lektinre-
zeptoren (MEDZHITOV und JANEWAY 2000, AMIGORENA et al. 1992, FIDGOR et al.
2002, TAKEUCHI und AKIRA 2010). Toll-like Rezeptoren (toll like receptors, TLRs) stellen
ebenfalls eine wichtige Rezeptorfamilie im Zusammenhang mit der Aktivierung von DCs
dar (MEDZHITOV und JANEWAY 2000). Die Antigenaufnahme bzw. Erkennung von
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mikrobiellen oder viralen Bestandteilen wie doppelstrédngiger Ribonukleinsaure (RNA),
Lipopolysacchariden (LPS), Flagellin, Lipoproteinen und DNA mit CpG-Motiven, fuhrt zu
einer Reifung der DC. Damit verbunden sind morphologische Verdnderungen der DCs mit
gleichzeitig stattfindender Wanderung aus den peripheren in die sekundaren lympha-
tischen Organe (STEINMAN et al. 2000). Wahrend dieser Prozesse, werden die auf
unreifen DCs nur marginal exprimierten Oberflachenmarker und kostimulatorischen Mole-
kule wie CD40, CD80 und CD86 sowie Haupthistokompatibilitdtskomplex-Proteine | und Il
(major histocompatibility complex, MHC) auf reifenden DCs hochreguliert. Gleichzeitig
werden Rezeptoren zur Antigenaufnahme supprimiert und Zytokine (z.B.: IL-10, IL-12, IL-
18, TNFa) sowie Chemokine (z.B.: IL-8, MIP-B und SLC) ausgeschuttet (BANCHEREAU
et al. 2000, REIS E SOUSA et al. 1997). Reife DCs sind nun in der Lage, T-Zellen zu
stimulieren und eine Antwort des adaptiven Immunsystems zu initieren (BANCHEREAU
und STEINMAN 1998).

2.2.2 Antigenprozessierung und -prasentation

Nach der Antigenaufnahme und wahrend der Wanderung der DCs aus den peripheren in
die sekundaren lymphatischen Organe wird aufgenommenes Antigen prozessiert und
Peptidfragmente auf der Zelloberflache als Peptid-MHC-Komplex (pMHC) préasentiert
(SCHMID et al. 1997, SWANSON und WATTS 1995). Die MHC-Proteine lassen sich in
zwei Klassen einteilen: MHC-I und MHC-II. MHC-I Molekile werden von allen kernhal-
tigen Zellen exprimiert und kénnen im Proteasom prozessierte, endogene Pathogene, d.h.
sowohl intrazelluléare virale, als auch im Zytosol vorhandene Proteine tber den pMHC-I-
Komplex prasentieren. Uber den ATP-abhangigen TAP 1/2 (transporter associated with
antigen processing) Antigenpeptid-Transporter gelangen diese weiter ins Endoplasmati-
sche Retikulum (ER). Dort werden sie durch spezifische Peptidasen (endoplasmic
reticulum aminopeptidase associated with antigen processing, ERAAP) verkilrzt und als
acht bis zehn Aminosaure-groRe Fragmente auf das MHC-I-Molekil, welches vom
Chaperon Calnexin dissoziiert und durch B2-Mikroglobulin stabilisiert wird, geladen
(CRESSWELL et al. 2005). Weiterhin erfolgt der Transport tUber das Golgi-Netzwerk an
die Oberflache der Zellen, wo der pMHC-I-Komplex an die CD8" zytotoxischen T-Zellen
(CTLs) prasentiert werden kann (RAMMENSEE et al 1993, ZINKERNAGEL und
DOHERTY 1979, VILLADANGOS et al. 2007). Letztere eliminieren daraufhin Zellen,
welche als Pathogen-infiziert erkannt werden.

Neben der Préasentation endogener Peptide nehmen DCs auch exogene Partikel Gber
rezeptorvermittelte Endyzytose, Phagozytose oder Makropinozytose auf, die sie ebenfalls
Uber den MHC-1 Weg an CTLs préasentieren (BEVAN 1976). Dieser alternative Weg wird
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.Cross-presentation” (Kreuzprasentation) genannt und wurde fiir Antigene vitaler und
apoptotischer Zellen, fir Immunkomplexe und l8sliche Antigene bereits nachgewiesen
(HARSHYNE et al. 2001, DUDZIAK et al. 2007, CRESSWELL et al. 2005, HEATH et al.
2004, ACKERMAN et al. 2005, ALBERT et al. 1998). Hierbei scheint es zwei unterschied-
liche Wege zu geben: einen TAP-abhangigen sowie einen TAP-unabhangigen Weg. Die
TAP-abhangige Variante beruht auf einem Phagosom-Zytosol-Transfer, wobei Antigen ins
Phagosom aufgenommen und ins Zytosol transferiert wird. Dort wird es von Proteasomen
hydrolysiert, Uber den TAP-Transporter in das ER transportiert und auf MHC-I Molekile
geladen (HEATH et al. 2004, ROCK und SHEN 2005). Der TAP-unabhangige Mecha-
nismus beruht auf der Internalisierung der Antigene in Phagosomen und der Degradier-
ung durch endosomale Proteasen wie Cathepsin S. Die entstandenen Oligopeptide
werden direkt in ER-Phagosomen an MHC-1 Moleklle gebunden und an die Zellober-
flache transportiert (BANCHEREAU et al. 2000, ROCK und SHEN 2005, MELLMAN und
CRESSWELL 2010, HEGDE und PLOEGH 2010). Die Kreuzprasentation ist essentiell zur
Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz gegenlber kdrpereigenen Proteinen und kann zur
Aktivierung der CTLs gegen virusinfizierte und neoplastische Zellen fuhren (KURTS et al.
1996, DEN HAAN et al. 2000).

Aktivierte B-Zellen, DCs, Makrophagen und medullare Thymusepithelzellen (mTEC)
exprimieren auf3erdem MHC-II Molekule auf ihrer Oberflache (KOBLE und KYEWSKI
2009, MELLMAN 1990, VILLADANGOS et al. 2000). MHC-II positive APCs nehmen
Fremdprotein, vor allem bakterielle Bestandteile, in frihe und spéate Endosomen uber
Phagozytose bzw. rezeptorvermittelte Endozytose auf. Thiolgruppen der aufgenommenen
Proteine werden in Lysosomen durch die Thiolreduktase GILT (Gamma-interferon-
inducible lysosomal thiolreductase) gespalten (BARJAKTAREVIC et al. 2006). Proteo-
lysierte Antigene werden zu MHC-Klasse-lI-Kompartimenten, welche viele MHC-II
Molekile beinhalten, im ER transportiert (SALLUSTO und LANZAVECCHIA 1994,
KLEIJMEER et al. 1995, MELLMAN und STEINMAN 2001). Diese MHC-II Molekile
werden durch ihre invariante Kette (li) blockiert. Wird li durch Cathepsine wie Cystein-Pro-
teasen oder die Asparagyl Endopeptidase (AEP, Legumain) degradiert, kann das daraus
entstandene, an MHC-II Molekile gebundene, class Il li peptide (CLIP) durch Antigene
ersetzt werden (KLEIJMEER et al. 1995). Das Chaperon H2-DM tauscht CLIP gegen das
10-30 Aminosauren-grof3e, prozessierte antigene Peptid aus. AbschlieBend wird das
Antigen-beladene MHC-II Molekul tber Endosomen an die Zelloberflache gebracht und
als pMHC-II-Komplex prasentiert (TOWNSEND und BODMER 1989, DELAMARRE et al.
2005). CD4" T-Helfer Zellen werden nach dem Erkennen der Immunkomplexe stimuliert,
differenzieren zu Tyl und Ty2 T-Zellen und leiten eine koordinierte Immunantwort ein
(O’'GARRA und ARAI 2000, DUDZIAK et al. 2007, SOARES et al. 2007).
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Neben der klassischen endozytotischen Aufnahme extrazellular lokalisierter Pathogene
sind APCs befahigt intrazellulare Pathogene via MHC-II zu présentieren. Dieser zweite
alternative Antigenprasentierungsweg wird durch Autophagie vermittelt. Hierbei gibt es
drei verschiedene Aufnahmewege in Lysosomen: Makroautophagie, Mikroautophagie und
Chaperon-gesteuerte Autophagie (chaperone-mediated autophagy, CMA) (NIMMERJAHN
et al. 2003, MUNZ 2010).
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Abb. 4  Antigenpréasentation und —prozessierung in DC s

Antigene konnen in DCs auf verschiedenen Wegen prozessiert und via MHC-I oder Il prasentiert
werden. A) Zytosolisch lokalisierte Antigene werden durch das Proteasom degradiert und per TAP-
Transporter in das Lumen des ER transferiert. Dort werden sie durch Proteasen (ERAAP) in
kleinere 7-9 Aminosaure (AS)-gro3e Fragmente aufgespalten und mit der Hilfe von Calnexin,
Calretikulin, ERp57 und Tapsin auf MHC-I Molekiile geladen. Uber den Golgi-Apparat wird der
MHC-Komplex an die Zelloberflache gebracht und das Antigen via MHC-I an CD8" CTLs présen-
tiert. B) Extrazellular lokalisierte Antigene werden von APCs mittels rezeptorvermittelter Endo-
zytose, Makropinozytose oder Phagozytose aufgenommen und durch den MHC-II-Prozessierungs-
weg an CD4" T-Helferzellen prasentiert. Daneben koénnen auch intrazellulare Pathogene via
Autophagie in Lysosomen aufgenommen werden. Nach Verschmelzung des Phagosoms mit dem
Lysosom werden Pathogene durch das saure Milieu abgetdtet und die Proteinstruktur durch
lysosomale Enzyme aufgeldst. Thiol-Reduktasen (GILT) sorgen fir die Entstehung Antigen-wirk-
samer Peptide. MHC-II-li Molekile werden aus dem ER Uber den Golgi-Apparat in MHC-II reiche
Kompartimente transportiert. Durch Cathepsin S und AEP (Legumain) kann die Blockade der
invarianten Kette (li) aufgehoben und Antigen-wirksame Peptide auf das MHC-11 Molekil geladen
werden. Cystatin C reguliert diesen Prozess als Antagonist. H2-DM fuhrt zum Austausch des li-
Peptids auf dem MHC-II Molekile mit dem Antigen, wobei H2-DO diesen Prozess inhibiert.
AnschlieRend wird der Komplex an die Zelloberflache transportiert und den CD4" T-Zellen présen-
tiert. C) Die Kreuzprasentation stellt die endozytotische Aufnahme von Antigenen exogenen
Ursprungs in DCs und die anschlieRende Prasentation via MHC-1 an CTLs dar. Neueste Erkennt-
nisse gehen davon aus, dass daftr Teile des ER mit dem Phagosom verschmelzen. Durch
Proteine des ER (Sec61) gelangen Peptidfragmente aus dem ER in das Zytosol und kénnen in die
Prozessierung tber den MHC-I-Weg geschleust werden. Modifiziert nach HEATH und CARBONE
(2001) und freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Frau Prof. Dudziak.
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2.2.3 Funktionen Dendritischer Zellen

DCs besitzen zwei wesentliche Funktionen: einerseits vermitteln sie spezifische Immun-
antworten, andererseits halten sie die periphere und zentrale Toleranz aufrecht
(BANCHEREAU und STEINMAN 1998, LIU und NUSSENZWEIG 2010, STEINMAN et al.
2003). Im Thymus stellt die Entwicklung der T-Zellen einen komplizierten Prozess dar, der
in Abhangigkeit der Interaktion von Thymozyten, Thymusepithelzellen und DCs stattfindet
(VON BOEHMER 2009). Zur Erzeugung zentraler Toleranz nehmen DCs im Thymus
gewebespezifische Antigene auf, prasentieren diese an T-Zellen und eliminieren auto-
reaktive Thymozyten (GALLEGOS und BEVAN 2006). Der Prozess der Negativselektion
fuhrt somit zur Toleranz gegen Selbstantigene. T-Zellen, die einen niedrig affinen T-Zell-
Rezeptor (TCR) exprimieren, oder die spezifisch sind fir Antigene, welche nicht im
Thymus prasentiert werden, kdnnen der Negativselektion entkommen (BOUNEAUD et al.
2000, ANDERTON et al. 2001, YIN et al. 2011). Somit ist es nétig, auch in der Peripherie
eine Toleranz aufzubauen, um Autoimmunprozessen im adaptiven Immunsystem entge-
genzuwirken. Hierfiir stehen verschiedene Mechanismen zur Verfiigung. Neben der Auf-
nahme mikrobieller Bestandteile sind unreife DCs auch in der Lage unter nicht-inflamma-
torischen Bedingungen (,steady state*) abgestorbene korpereigene Zellen und Selbst-
proteine aus der Umgebung endozytotisch aufzunehmen und im MHC-Kontext zu prasen-
tieren (STEINMAN und NUSSENZWEIG 2002, LUTZ und SCHULER 2002). Da die DCs
bei der Aufnahme von Selbstantigenen nicht bzw. nur marginal zu reifen beginnen, erfolgt
die Antigenprasentation im Kontext einer geringen Anzahl kostimulatorischer Molekdle
(LUTZ und SCHULER 2002). T-Zellen, die der Negativselektion im Thymus entkommen
sind und Antigen im nicht-inflammatorischen Kontext erkennen, werden entweder deletiert
oder in Anergie getrieben (STEINMAN et al. 2003). Man nimmt an, dass dieser Prozess
durch regulatorische T-Zellen (Tregs) beeinflusst wird (YAMAZAKI et al. 2007, STEIN-
MAN und NUSSENZWEIG 2002, LUTZ und KURTS 2009, STEINMAN et al 2003).

Neben der Induktion von Toleranz ist eine gerichtete Immunantwort essentiell zur Ausbil-
dung eines funktionierenden Immunsystems. Im Gegensatz zu unreifen DCs sind reife
DCs dann in der Lage T-Zellen zu stimulieren, wenn sie Antigene an der Zelloberflache im
MHC-Kontext zusammen mit kostimulatorischen Signalen prasentieren. Anschlielend
koénnen sich die naiven T-Zellen, je nach Zytokinmilieu, in Tyl, Ty2, Ty9 oder Ty17 T-Zell
Subpopulationen differenzieren (O’GARRA 1998, MOSER und MURPHY 2000, KALINSKI
und MOSER 2005, YAMAZAKI et al. 2007, VELDHOEN et al. 2008, SALLUSTO und
LANZAVECCHIA 2010). Durch die Anwesenheit reifer DCs und produziertem Inter-
leukin-12 (IL-12) resultieren Interferon (IFN)-y und Lymphotoxin-produzierende Tyl

T-Zellen. Diese fuhren zu einer zellvermittelten Immunantwort und bek&dmpfen vor allem
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intrazellulare Pathogene (virale, mikrobielle und tumorassoziierte) (MOSMANN et al.
1986, O'GARRA 1998, SALLUSTO und LANZAVECCHIA 2009). Im Kontext mit IL-4
entwickeln sich T-Zellen zu Tx2 T-Zellen, welche IL-4 und IL-5 sekretieren
(BANCHEREAU und STEINMAN 1998). Diese leiten eine humorale Immunantwort ein,
indem sie durch die Produktion von IL-4 und IL-5 zur Aktivierung von B-Zellen und somit
einer gesteigerten Antikdrperproduktion fiihren (BANCHEREAU und STEINMAN 1998,
ZHU und PAUL 2010). Ebenso schiitzen Ty2 T-Zellen durch die Stimulierung eosinophiler
Granulozyten vor Helminthen (YAMAZAKI et al. 2007). Eine Differenzierung in Tyl7
T-Zellen erfolgt nach der Produktion von IL-1B, IL-6 und IL-23 durch DCs und Makro-
phagen. Ty17 T-Zellen schitzen durch die Produktion von IL-17 vor extrazellularen Infek-
tionen (fungal und bakteriell) (KOLLS und LINDEN 2004, YAMAZAKI et al. 2007,
SALLUSTO und LANZIAVECCHIA 2010). Durch die Stimulation von T2 T-Zellen mit dem
transforming growth factor (TGF)-B, kdnnen diese in Ty9 T-Zellen transformiert werden
(VELDHOEN et al. 2008). Diese Subpopulation produziert grol3e Mengen an IL-9, wirkt
proinflammatorisch und tragt somit zur Entwicklung von Allergien bei (DARDALHON et al.
2008, XING et al 2011). CD4" T-Zellen kénnen sich auch zu Tregs entwickeln, welche
eine supprimierende Wirkung auf das Immunsystem haben (YAMAZAKI et al. 2007). DCs
selbst konnen Zytokin- und Chemokinproduktion induzieren oder diese ausschuitten
(IL-12, Typ I und Il Interferon). Somit werden mehr Zellen, z.B. B-, T-Zellen und Naturliche
Killer-Zellen (NK-Zellen), an den Ort der Immunantwort rekrutiert (MELLMAN und STEIN-
MAN 2001). Die reife DC exprimiert zehn-100mal mehr MHC-Komplexe bzw. MHC-Mole-
kule an der Zelloberflache als andere APCs und ist dadurch befahigt, 100 bis 3.000 unter-
schiedliche Antigen-spezifische T-Zellen zu aktivieren (BANCHEREAU und STEINMAN
1998, INABA et al. 1997, BHARDWAJ et al. 1993, YEWDELL und LEV 2007).

Neben den professionellen APCs kdnnen auch nicht-professionelle APCs epithelialen
oder parenchymalen Ursprungs, wie Keratinozyten oder Hepatozyten, durch eine
Stimulation mit proinflammatorischen Zytokinen (IFN-y oder TNF (Tumor Nekrosefaktor)-
a) MHC-II exprimieren und als APCs fungieren (TAKAGI et al. 2006, AUBOCK et al. 1986,
NAGAFUCHI und SCHEUER 1986).
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224 DC-Subpopulationen in der Maus

DCs stellen eine sehr heterogene Population dar und unterscheiden sich in vielen
Eigenschaften wie exprimierte Oberflachenantigene, Ursprung und Funktion (SHORT-
MAN und LIU 2002, MERAD und MANZ 2009, ZABA et al. 2008, MEDZHITOV und
JANEWAY 2000). Grundsatzlich kénnen mindestens elf verschiedene Populationen
aufgrund ihres Oberflachenphénotyps in den lymphoiden und nicht-lymphoiden Organen
definiert werden.

In der murinen Milz kommen insgesamt drei Hauptpopulationen vor: CD11c'CD8",
CD11c¢’CD8 und CD11c¢'B220" DCs. Die hauptsachlich in der T-Zellzone lokalisierten
sogenannten ,lymphoiden“ DCs sind durch die Expression von CD8, CD11c und dem
C-Typ-Lektinrezeptor DEC205 (CD11c'CD8'DEC205") charakterisiert. Man geht davon
aus, dass CD11c'CD8" DCs eine wichtige Rolle bei der Abwehr viraler Infektionen
spielen, da sie die bislang einzigen beschrieben Zellen sind, die Antigene effizient tber
Kreuzprasentation (MHC-I) an CD8" T-Zellen bereitstellen konnen (DUDZIAK et al. 2007,
BEVAN 1976, DEN HAAN et al. 2000). Diskutiert wird ebenfalls die Funktion eingewan-
derter, aus Monozyten gereifter DC-SIGN (dendritic cell specific ICAM-3 grabbing non-
integrin)-positiver DCs, Antigene kreuzprésentieren zu kénnen (CHEONG et al. 2010). Die
zweite sogenannte ,myeloide” Subpopulation ist positiv fur CD11c und den C-Typ-
Lektinrezeptor dendritic cell inhibitory receptor 2 (DCIR2), jedoch negativ fir CDS8
(CD11c'CD8'DCIR2"). Diese sind in der roten Pulpa bzw. in der sogenannten ,Bridging
Area“ (Marginalzone) lokalisiert (DUDZIAK et al. 2007, IDOYAGA et al. 2009).
CD11c'CD8 DCs sind effizienter in der Prozessierung und Prasentation von Antigenen
tber MHC-II (DUDZIAK et al. 2007, BEVAN 2006, SHORTMAN und HEATH 2010). Sie
konnen anhand des Markers CD4 weiter in CD11c'CD8CD4" und CD11c'CD8CD4
Subpopulationen unterteilt werden (MARTIN et al. 2000, HOCHREIN et al. 2001,
SHORTMAN und LIU 2002, VREMEC et al. 2000). Urspringlich ging man davon aus,
dass CD11c'CD8'DEC205" Zellen von lymphoiden und CD11c*CD8DCIR2* Zellen von
myeloiden Vorlauferzellen abstammen (WU et al. 1996, GUERRIERO et al. 2000). Durch
aufwandige Transferexperimente wurde dies in letzter Zeit jedoch weitestgehend
widerlegt. Im Allgemeinen geht man heute von einem myeloiden Ursprung der meisten
DCs aus (LIU et al. 2009, MANZ et al. 2001). Die dritte Hauptpopulation stellen die
plasmazytoiden DCs (pDCs) dar, welche CD11c, B220, PDCA-1, Siglec-H und GR-1 als
Oberflachenmarker exprimieren (NAKANO et al. 2001, BLASIUS et al. 2006, BLASIUS et
al. 2004). Sie kommen in allen lymphoiden Organen vor und scheinen unter anderem
aufgrund ihrer Féahigkeit, regulatorische T-Zellen induzieren zu kénnen, eine noch nicht

ganz geklarte Rolle in der Aufrechterhaltung peripherer Toleranz zu spielen (MARTIN et
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al. 2002, GEHRIE et al. 2011). Nach Kontakt mit mikrobiellen Proteinen produzieren pDCs
groRe Mengen an Typ | IFN in Form von IFN-a und IFN-B (ASSELIN-PATUREL et al.
2001, SHORTMAN und LIU 2002, LIU 2005).

CD11c'CD8" und CD11c'CD8 DC koénnen auch in anderen lymphoiden Organen wie
Thymus, Milz, Peyer-Platten, Leber und Lymphknoten gefunden werden (VREMEC et al.
1992). Die DCs im Lymphknoten kdnnen in residente und migratorische DCs unterschie-
den werden. Residente DCs stammen von Blutvorlauferzellen ab und entsprechen den
zwei Hauptpopulationen der murinen Milz. Die migrierenden DCs kdénnen anhand der
Expression von CD11c™CD8™ und MHC-11"" definiert werden. Migratorischen DCs ist es
mdglich, zu CD11c'CD8" residenten DCs im Lymphknoten zu differenzieren. In Leber,
Darm und Lunge konnen die als CD103'CD8" definierten Zellen mit den
CD11c¢’CD8'CD205" Zellen der Milz gleichgesetzt werden (GINHOUX et al. 20009,
EDELSON et al. 2010).

In der murinen Haut kénnen mindestens fiinf verschiedene CD11c” DC-Populationen
gefunden werden (KISSENPFENNIG et al. 2005, ASSELIN-PATUREL et al. 2003). Dabei
werden Langerhans Zellen (LCs), dermale Dendritische Zellen (DDCs) und pDCs
unterschieden (ASSLEIN-PATUREL et al. 2003). Diese drei Subpopulationen sind in der
Lage, als migratorische DCs in den drainierenden Lymphknoten einzuwandern (CROZAT
et al. 2010, HENRI et al. 2001). DDCs konnen weiterhin aufgrund der Expression des
C-Typ-Lektinrezeptors Langerin (CD207) in zwei Subpopulationen eingeteilt werden:
CD207'CD103*CD11b°" und CD207*CD103'CD11b"" Zellen (MERAD und MANZ 2009,
CROZAT et al. 2010). Neben LCs und DDCs kommen migratorische HLA-DR'CD207*
LCs in der Dermis vor (GINHOUX et al. 2010). Nach neuesten Erkenntnissen stammen
CD8'CD207" Zellen im drainierenden Lymphknoten nicht nur von diesen migratorischen
LCs, sondern direkt aus dem Knochenmark ab (GINHOUX et al. 2010).

2.2.5 DC-Subpopulationen im Menschen

Das meiste Wissen Uber humane DC stammt von in der Zellkultur aus Monozyten
differenzierten DCs (MoDCs). In humanem peripherem Blut machen DCs weniger als 1%
aller zirkulierenden Blutzellen aus. Sie kénnen durch die Expression von MHC-II (human
leukocyte antigen, HLA-DR) und die Abwesenheit der Marker, die von B-, T- und NK-
Zellen exprimiert werden (CD19, CD56, CD3 und CD20), als Lineage negativ (Lin’)
definiert werden (MACDONALD et al. 2002). Zur weiteren Einteilung der DCs kann der
Marker CD11c verwendet werden. Im Gegensatz zu pDCs in der Maus exprimieren
humane pDCs kein oder wenig CD11c (DZIONEK et al. 2000). Neben der Abwesenheit
von CD11lc werden pDCs durch die Expression der Marker CD123, BDCA2 (Blood
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derived dendritic cell antigen 2, oder CD303) und BDCA4 (CD304) definiert. Humane
CD11c* Zellen werden als myeloide DCs (mDCs) bezeichnet. Diese konnen weiterhin
unterteilt werden in BDCA1" (CD1c") und CD11c" mDC-1 DCs sowie BDCA3" (CD141")
und CD11¢" mDC-2 DCs (DZIONEK et al. 2000, JONGBLOED et al. 2010, BACHEM et
al. 2010, POULIN et al. 2010). Neben den bereits gut charakterisierten DCs des humanen

Bluts ist Giber die DCs im humanen Gewebe vergleichsweise wenig bekannt.
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Abb.5  DC-Subpopulationen im humanen peripheren Blut

Dargestellt sind die im Blut vorhandenen HLA-DR® DC-Subpopulationen des Menschen. Die
myeloiden Zelllinien differenzieren sich in mDC-1 DCs (CD11C+BDCA1+BDCA3|OWCD123|OW) und
mDC-2 DCs (CDllc'OWBDCA3+BDCA1'CD123'). Plasmazytoide pDCs exprimieren CD123, BDCAZ2,
BDCA4 und sind negativ fir die Oberflachenmarker CD11c, BDCA1 und BDCAS3. Die Abbildung
wurde nach MACDONALD et al. (2001) und DZIONEK et al. (2000) angefertigt und von Frau Prof.
Dudziak zur Verfiigung gestellt.

In der Lunge sind mDC-1 DCs (BDCA1*, HLADR"), mDC-2 DCs (BDCA3", HLADR") und
pDCs (CD123*, BDCA2") wiederzufinden. Pulmonale mDCs exprimieren im Vergleich zu
pulmonalen pDCs eine gréRere Anzahl kostimulatorischer Molekile wie CD40, CD80,
CD86 und CD54. Pulmonale pDCs hingegen sind in der Lunge fir die Koordination
tolerogener Immunantworten zustandig (DEMEDTS et al. 2005, MASTEN et al. 2006).

Die Anwesenheit von mDC-1 DCs und mDC-2 DCs in der Haut wurde vor allem in der

Epidermis beschrieben. Eine Lokalisation von pDCs und mDC-1 DCs wurde in der Dermis
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festgestellt (ZABA et al. 2008, NARBUTT et al. 2006, BANGERT et al. 2003). In der Haut
sind LCs in der Epidermis lokalisiert und treten in engen Kontakt mit Keratinozyten (ZABA
et al. 2008). Sie werden als separater Subtyp beschrieben, da sie einzigartige Marker wie
CD1la, Langerin (CD207) und die Anwesenheit von Birbeck Granula aufweisen
(VALLADEAU et al. 2000, LENZ et al. 1993, SHORTMAN und LIU 2002). Diese ,tennis-
schlager-formigen® zytoplasmatischen Strukturen sind einzigartig fur LCs. Sie wurden in
ahnlicher Auspréagung auch in vaskularen DCs gefunden und sollen fir die Antigen-
prasentation der LCs und Virusdegradation relevant sein (BOBRYSHEV et al. 1997,
ROMANI et al. 2010, DE JONG und GEIJTENBEEK 2010).

In der humanen Milz wurde die Lokalisation der pDCs (BDCA2'CD123") in der Marginal-
bzw. periarteriolaren Zone beschrieben. Diese produzieren, wie ihre murinen Verwandten,
IFN-a bzw. IFN-B als Antwort auf mikrobielle Stimuli (NASCIMBENI et al. 2009). Die
Anwesenheit von nicht genauer definierten mDCs (CD11c” bzw. CD11¢*CD205%) wurde
in der Marginalzone, am Ubergang von weiRRer zu roter Pulpa, sowie der T-Zell- und B-
Zellzone festgestellt (MCILROY et al. 2001, PACK et al. 2008).

DCs im Thymus sind vor allem in der Medulla bzw. in der Ubergangszone von Medulla
und Kortex lokalisiert (WU und SHORTMAN 2005). Durch die Produktion von IFN-a, —
und die fehlende Expression von CD11c kdnnen auch thymische pDCs, vereinzelt im
Kortex, definiert werden. (BENDRISS-VERMARE et al. 2001). Die konventionellen
CD11c- und CD4-exprimierenden mDCs werden anhand von CD11b in zwei Subpopula-
tionen unterteilt. Die zahlenmaRig grofRere Population sind thymische CD11b™ mDCs,
welche mehr ko-stimulatorische Marker wie CD86 exprimieren, als die Kkleinere
Populationen der CD11b* mDCs (VANDENABEELE et al. 2001, WU und SHORTMAN
2005). Epithelzellen der Hassall-Korperchen sekretieren Thymic stromal lymphopoetin
(TSLP), welches migratorische CD11c” DCs zur vermehrten Expression kostimulatori-
scher Molekile veranlasst (WATANABE et al. 2004, HANABUCHI et al. 2010).

Auch in Tonsillen wurden die drei bekannten DC-Subpopulationen mDC-1 DCs
(CD11c'BDCA1Y), mDC-2 DCs (CD11c"BDCA3") und pDCs (CD11c'BDCA2") identifi-
ziert (JONGBLOED et al. 2010, SUMMERS et al. 2001, LINDSTEDT et al. 2005).

Im humanen Lymphknoten konnten bisher nur BDCA3"Clec9a” mDC-2 DCs im Para-
kortex, direkt unter der Bindegewebskapsel, definiert werden (JONGBLOED et al. 2010).
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2.3 C-Typ-Lektinrezeptoren

C-Typ-Lektinrezeptoren gehéren zur Familie der Mustererkennungsrezeptoren (PRRs), da
sie bestimmte Muster (Pathogen associated molecular patterns, PAMP) von Pathogenen
erkennen. Dazu zahlen Zuckerreste, die an der Oberflache von Bakterien und Viren
vorkommen (GEJITENBEEK et al. 2004, DRICKAMER 1999, FIDGOR et al. 2002).
Pathogene werden Uber ihre Zuckerreste an C-Typ-Lektinrezeptoren gebunden und
anschlieRend zusammen mit dem Rezeptor internalisiert. Nach der Aufnahme werden die
Pathogene prozessiert und daraus resultierende Peptidfragmente Uber MHC-Molekile
den T-Zellen prasentiert. C-Typ-Lektinrezeptoren bestehen aus zwei antiparallel angeord-
neten, membrangebunden B-Strdngen und zwei a-Helices (FIDGOR et al. 2002). Sie
werden in Typ | und Typ Il C-Typ-Lektinrezeptoren unterschieden (Abb. 6).

Typ | C-Typ-Lektinrezeptoren sind durch acht bis zehn Kohlenhydraterkennungsdoménen
(carbohydrate recognition domain, CRD) und einem intrazellular lokalisierten C-Terminus
charakterisiert (KANAZAWA et al. 2003, FIDGOR et al. 2002). Zu dieser Familie zahlt der
Makrophagen Mannose Rezeptor (MMR, CD206) mit acht Kohlenhydraterkennungs-
domaénen, einer cysteinreichen N-terminalen Region sowie Fibronektin Typ Il Wiederho-
lungen, welche fir Zell-Zell-Interaktionen verantwortlich sind. Zur gleichen Gruppe gehdrt
ebenfalls der DEC205-Rezeptor (CD205) mit zehn Kohlenhydraterkennungsdomaénen,
einer cysteinreichen N-terminalen Region sowie Fibronektin Typ 1l Wiederholungen
(FIDGOR et al. 2002). Typ Il C-Typ-Lektinrezeptoren hingegen besitzen einen extrazellu-
laren C-Terminus, eine lange Hinge-Doméane (Gelenkregion) und nur eine einzige hoch-
konservierte Kohlenhydraterkennungsdoméne. Diese CRD ist wie bei den Typ | C-Typ-
Lektinrezeptoren fur die kalziumabhangige Antigenbindung zustandig. Mitglieder dieser
Familie sind DC-SIGN, DCIR (ClecSF-6), Langerin (CD207), CLEC-1, Dectin-1 und
Dectin-2 (DC associated C-typ lectins 1 and 2) sowie DLEC (DC Lectin) (FIDGOR et al.
2002). Sowohl Typ | als auch Typ Il C-Typ-Lektinrezeptoren weisen intrazellular eine
Tyrosin-reiche Region auf, die fur die Internalisierung in Clathrin-beschichtete Vesikel
verantwortlich ist (FIDGOR et al. 2002).

Als hocheffiziente Internalisierungsrezeptoren eignen sie sich fir die in vivo Antigenbela-
dung von DCs mit bestimmten Antigenen, wenn sie einzig und allein auf DCs exprimiert
werden. Die Anwesenheit von hClec9a als neuer C-Typ-Lektinrezeptor, wurde im huma-
nen Blut auf mDC-2 DCs (CD11¢°"BDCA3") und in der Maus auf CD11¢*'CD8" DCs der
Milz beschrieben (SANCHO et al. 2008, CAMINSCHI et al. 2008). Im Vergleich zur einzig-
artigen Expression des Rezeptors DEC205 auf einer DC-Subpopulation in der Maus, ist
dieser sowohl auf humanen thymischen DCs als auch auf Thymozyten, T-Zellen und
B-Zellen exprimiert (INABA et al. 1995, GUO et al. 2000, CAMINSCHI et al. 2009). DC-

SIGN und DEC205 werden von DDCs in der humanen Haut exprimiert, wobei auf LCs
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wenig DEC205 und viel Langerin detektiert werden konnte (TACKEN et al. 2005, EBNER
et al. 2004). Die Anwesenheit von DC-SIGN wurde ebenso in humanen lymphatischen
Geweben und Schleimhautoberflachen auf DCs begrenzt. DC-SIGN ist aul3erdem auf
professionellen Makrophagen in Lunge und Plazenta vorhanden, und kann neben seiner
Bindung einer Vielzahl von Pathogenen, wie beispielsweise HIV (Humanes Immun-
defizienz-Virus), auch an ICAM-1 (Inter-Cellular Adhesion Molecule 1) binden (VAN
KOOYK und GEIJTENBEEK 2003, GEIJTENBEEK et al. 2000, TACKEN et al. 2005).
MMR ist auf gewebespezifischen Makrophagen, lymphatischen und hepatischen
Endothelzellen verbreitet (HE et al. 2007, GUO et al. 2000). Uber die Verteilung von

hDectin-1 und -2 sowie DLEC auf humanen DCs ist bisher noch nichts bekannt.

Type |

DEC-205
S

s
Type ll

MMR Langerin

3 DC-SIGN :

g f DCIR
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CRD 1 s O
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4 Q
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Abb.6  C-Typ-Lektinrezeptoren

C-Typ-Lektinrezeptoren oder Rezeptor-ahnliche Molekiile werden von DCs und LCs produziert.
Typ | C-Typ-Lektinrezeptoren umfassen DEC205 und MMR und besitzen aminoterminale
cysteinreiche Wiederholungen (S-S), 8-10 Kohlenhydraterkennungsdoméanen (CRD) und eine
Fibronektin-Domé&ne mit Typ Il Wiederholungen (FN). Typ Il C-Typ-Lektinrezeptoren haben nur
eine CRD am carboxyterminalen Ende der extrazellularen Doméne. Der zytoplasmatische
Abschnitt der C-Typ-Lektinrezeptoren ist sehr unterschiedlich und weist konservierte Motive auf,
welche fiir die Antigenprésentation entscheidend sind (FIDGOR et al. 2002).
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2.4 Antigenbeladung mittels rekombinanter Antikdrper

Da sie die potentesten APCs sind, stellen DCs vielversprechende Ziele fir eine
Manipulation des Immunsystems dar (STEINMAN und BANCHEREAU 2007,
BANCHEREAU und STEINMAN 1998, STEINMAN 2010). Nicht nur zur Induktion
protektiver Immunantworten bei Krebspatienten, sondern auch zur Entwicklung neuer
Impfstoffe gegen HIV und Malaria kénnten DCs flr therapeutische Anséatze in Zukunft
hilfreich sein. Zur Heilung von Autoimmunkrankheiten oder Verhinderung von Transplan-
tatabstoBungen wirde sich eine DC-vermittelte Antigen-spezifische Therapie besser
eignen, als die bisher praktizierte Antigen-unabhangige Immunsuppression des gesamten
Immunsystems (STEINMAN et al. 2003, STEINMAN und NUSSENZWEIG 2002). Um
dieses Ziel zu erreichen, ware es nétig, DCs mit einem bestimmten Antigen zu beladen

und in vivo eine spezifische Immunreaktion gegen dieses eine Antigen hervorzurufen.

HAWIGER et al. verwendeten 2001 einen Antikorper, der gegen den murinen C-Typ-
Lektin- und Endozytoserezeptor DEC205 (CD205) (Klon: NLDC145) auf CD11c'CD8"
DCs gerichtet ist (HAWIGER et al. 2001, MAHNKE et al. 2000). An den Antikdrper wurde
hen egg lysozym (HEL) als Fremdantigen gekoppelt (a-DEC-HEL). Die Verabreichung
von a-DEC-HEL konnte eine voribergehende Proliferation Antigen-spezifischer T-Zellen
hervorrufen. Nach erneuter Stimulation mit dem Antikdrper kam es zur Deletion bzw.
Anergie der T-Zellen, was der Entwicklung einer peripheren Toleranz entspricht. Die Ver-
abreichung von a-DEC-HEL zusammen mit einem proinflammatorisch wirkenden a-CD40-
Antikorper resultierte hingegen in einer geringen Proliferation von CD4" T-Zellen
(HAWIGER et al. 2001). Eine andere Mobglichkeit bestand in der Kopplung des
Antikdrpers mit Ovalbumin (OVA) (BONIFAZ et al. 2002). Hierbei konnte ebenfalls fest-
gestellt werden, dass die Verabreichung von a-DEC-OVA unter ,steady state* Bedingung-
en zu einer T-Zellproliferation und bei Restimulation zu Anergie bzw. Toleranz der
T-Zellen fuhrt. Einer Injektion zusammen mit a-CD40-Antikorper folgte unter diesen pro-
inflammatorischen Bedingungen eine Prasentation des internalisierten Antigens via
DEC205 im MHC-I Kontext und somit zu eine spezifische CD8" T-Zellantwort (BONIFAZ
et al. 2002).

Auch die zweite groRe DC-Subpopulation (CD11c*CD8’) der murinen Milz kann mit einem
spezifischen Antikérper angesprochen werden. DUDZIAK et al. zeigten 2007, dass der
Antikorper 33D1 eine spezifische Immunantwort hervorruft und an den dendritic cell
immunoreceptor 2 (DCIR2) bindet (DUDZIAK et al. 2007). Dieser gehort ebenfalls zur
Familie der C-Typ-Lektinrezeptoren und wird von murinen CD11c'CD8DCIR2" DCs
exprimiert (KANAZAWA et al. 2002, DUDZIAK et al. 2007). Zu dieser murinen Rezeptor-
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familie zéhlen auch DCIR1 (ClecSF6), DCIR2, DCIR3 und DCIR4, wobei DCIR1 und 2
potentiell inhibitorische Signale tGber das immunoreceptor tyrosin based inhibitory motif
(ITIM) weitergeben (FLORNES et al 2004, KANAZAWA et al 2003).

Zur Initiierung bestimmter Immunantworten wurde neben dem DEC205-Antikdrper auch
der Antikorper 33D1 kloniert und rekombinant exprimiert (DUDZIAK et al. 2007). Beide
Antikérper wurden so modifiziert, dass sie nicht an Fc-Rezeptoren binden konnten.
Zudem wurden an die schweren Ketten der Antikorper verschiedene Antigene wie OVA,
Leishmania-Antigen (LACK) oder Yersinia pestis Anitgen (LcrV) genetisch gekoppelt
(DUDZIAK et al. 2007, YAMAZAKI et al. 2008, SOARES et al. 2007, KAMPHORST et al.
2010; DO et al. 2010, LINDQUIST et al. 2004, SHAKHAR et al. 2005). Beide Antikorper
wurden fir die in vivo Antigenbeladung muriner Milz-DCs (CD11c¢*CD8DCIR2" und
CD11c¢"CD8'DEC205%) eingesetzt (Abb. 7). Nach Injektion der Antikérper wurden die DCs
gereinigt und im Falle von OVA mit CD8 positiven OT-I bzw. CD4 positiven OT-II trans-
genen T-Zellen kokultiviert. Angereicherte DCs aus Tieren, die zuvor mit DEC205-OVA
beladen wurden, zeigten eine vermehrte CD8 positive OT-I und nur gering positive CD4
OT-Il T-Zellantwort. Die Antigenbeladung mittels des 33D1-OVA Antikdrper an
CD11c"CD8DCIR2" DCs hatte hingegen eine hohe CD4 positive OT-Il Antwort zur Folge,
da OVA-Peptide im MHC-II Kontext prasentiert wurden (DUDZIAK et al. 2007,
KAMPHORST et al. 2010). In vivo kam es bei Antigenbeladung von CD11c"CD8" oder
CD11c'CD8 DCs unter ,steady state® Bedingungen nach neun Tagen zu einer
Toleranzreaktion. Dies resultiert aus der Deletion der T-Zellen und fehlender T-Zell-
reaktion auf erneute Stimulation mit OVA-beladenen DCs und damit der Induktion regula-
torischer T-Zellen (DUDZIAK et al. 2007, YAMAZAKI et al., 2008). Wurden die Antikorper
a-DEC-OVA und 33D1-OVA jeweils zusammen mit a-CD40 verabreicht, kam es zu einer
Vervielfachung der T-Zellproliferation und damit entweder zu einer CD8" zytotoxischen
(DEC205) oder CD4" T-Helfer (33D1) T-Zellantwort (DUDZIAK et al. 2007). Mit diesen
Experimenten konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die Antigenbeladung
bestimmter DC-Subpopulationen in vivo moéglich ist und verschiedene T-Zellantworten

durch unterschiedliche DC-Subpopulationen induziert werden.
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Abb.7 Murine DC-Subpopulationen und T-Zellantworten nach Antigenbeladung in vivo

Dargestellt ist eine Immunfluoreszenzaufnahme der murinen Milz von Fms-like tyrosine kinase
(FIt3L)-behandelten C57BL/6 Mausen (Daten nicht veréffentlicht, links), gefarbt mit a-DEC205-
A647, 33D1-bio/SA-Cy3 (a-DCIR2-bio/SA-Cy3) und a-CD3-A488. Die CD11c'CD8'DEC205" DCs
sind in der T-Zellzone und CD11c'CD8 DCIR2" DCs vor allem in der Marginalzone lokalisiert
(links). Der DEC205-OVA Antikérper bindet an CD11¢"CD8" DCs und der 33D1-OVA Antikdrper an
CD11c"CD8 DCs (rechts). Nach der in vivo Antigenbeladung von CD11c’CD8" DCs mit
a-DEC205-OVA Antikérpern, wird eine CD8" T-Zellantwort induziert (rechts, oben). Bei Einsatz des
33D1-OVA Antikérpers, der an CD11c'CD8 DCs bindet, ist eine CD4" T-Zellantwort (rechts,
unten) die Folge. Diese Abbildung wurde noch nicht publiziert und von Frau Prof. Dudziak zur
Verfigung gestellt.

Durch fluorescence activated cell sorting (FACS)-Analysen und Immunfluoreszenz-
aufnahmen konnte die Expression von Langerin (CD207) auf murinen
CD11c"CD8'DEC205" DCs in der Milz nachgewiesen werden (IDOYAGA et al. 2009). Auf
diesen Zellen wird ebenfalls Clec9a exprimiert (SANCHO et al. 2008, CAMINSCHI et al.
2008). Die Gabe eines Clec9a-Antikorpers ohne zusatzliche Stimulanzien in vivo
induzierte eine starke T-Zellantwort. Dabei wurden sowohl CD8" als auch CD4" T-Zellen
aktiviert (CAMINSCHI et al. 2008). Eine vergleichende Antigenbeladung von CD11¢*CD8*
und CD11c’CD8 DCs unter stimulatorischen Bedingungen mit dem gag-p24 (HIV-
Proteinfragment)-gekoppelten a-Langerin, a-Clec9a und a-DEC205 bzw. a-DCIR2, fuhrte
nach Applikation zu einer vergleichbaren CD8" sowie CD4" T-Zellantwort (IDOYAGA et al.
2011).
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Chemikalien, Gerate und Verbrauchsmaterialien

Alle fur diese Doktorarbeit verwendeten Chemikalien, Reagenzien, Gebrauchswaren und

Gerate wurden von den hier aufgelisteten Firmen bezogen:

BioRad Laboratories GmbH (Minchen); Becton Dickson (Franklin-Lakes, USA); Carl Roth
GmbH & Co.KG (Karlsruhe); Eppendorf (Wesseling-Berzdorf); Greiner Bio-One AG
(Frickenhausen); Gibco-Invitrogen Corporation (Karlsruhe); Merck KGaA (Darmstadt);
New England Biolabs GmbH (Schwalbach i. Taunus); Peglab Biotechnologie GmbH
(Erlangen); Roche Molecular Biochemicals GmbH (Mannheim); Serva Electrophoresis
GmbH (Heidelberg); Sigma-Aldrich (Steinheim).

Zellkulturmaterialien wurden als sterile Einmalartikel erworben. Eingesetzte Medien und
Ldsungen wurden, falls nicht steril vom Hersteller erworben, fr 20min bei 121C und lbar
autoklaviert oder mithilfe eines 0,22um grof3en Filters sterilfiltriert. Alle verwendeten

Chemikalien entsprachen mindestens dem Reinheitsgrad ,reinst".

3.1.2 Standardlésungen, Puffer und Medien

Zur Herstellung von Puffer, Losungen und Medien wurde doppelt deionisiertes Wasser
(ddH,0) aus der Deionisationsanlage Milli-Q Advantage A10 (Milipore, Eschenbach) mit
einem spezifischen Widerstand von 18,2MQ/cm® verwendet. Antikdrper sowie spezielle
Puffer- und Medienzusammensetzungen werden bei den jeweiligen Methoden einzeln

aufgelistet.
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3.1.3 Antikorper gegen humane Antigene

Antikorper, welche in der Immunfluoreszenz humaner Gewebe verwendet wurden, sind in
den nachfolgenden Tabellen zusammengefasst (Tab. 1, 2, 3). a-hDCIR wurde freundlich-
erweise von Gordon Heidkamp (Doktorand der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dudziak) zur

Verfligung gestellt.

Tab. 1: Antikorper gegen humane Oberflachenantigene

Antikorper Konjugat  Klon Typ Konz. Firma

BDCA1l PE AD5-8E7 Maus 1gG2a 1:50 Miltenyi Biotec
(CD1c)

BDCA2 PE AC144 Maus IgG1 1:50 Miltenyi Biotec
(CD303)

BDCA3 PE AD5-14H12 Maus IgG1 1:50 Miltenyi Biotec
(CD141)

CD3 A647 UCHT1 Maus IgG1, K 1:50 eBioscience
CD3 A488 UCHT1 Maus IgG1, K 1:100 BioLegend
CD3 Biotin UCHT1 Maus IgG1, K 1:50 BD Biosciences
CD3 PE UCHT1 Maus IgG1, K 1:50 BD Biosciences
CD4 FITC RPA-T4 Maus 1gG1, Kk 1:50 eBioscience
CD4 PE RPA-T4 Maus 1gG1, Kk 1:50 eBioscience
CD8 FITC HIT8a Maus 1gG1, K 1:50 BD Biosciences
CD11b Biotin ICRF-44 Maus IgG1, k 1:50 BioLegend
CD11c Biotin 3.9 Maus 1gG1, 1:50 BD Biosciences
CD11c FITC 3.9 Maus 1gG1, kK 1:50 eBioscience
CD19 A647 HIB19 Maus 1gG1, Kk 1:25 eBioscience
CD26 FITC M-A261 Maus 1gG1, Kk 1:50 BD Biosciences
CD123 Biotin 9F5 Maus 1gG1, Kk 1:50 BD Biosciences
CD205 PE MG38 Maus 1gG2b, k 1:50 BD Biosciences
CD206 PE 19.2 Maus IgG1, K 1:50 BD Biosciences
CD207 A488 343828 Maus IgG1, K 1:50 R&D Systems
CD209 FITC DCN-46 Maus 1gG2b, k 1:50 BD Biosciences
Clec9a A488 polyklonal Maus IgG 1:50 Abnova
HLADR A647 G46-6 Maus lgG2a, kK 1:50 BD Biosciences
HLADR FITC G46-6 Maus 1gG2a, kK 1:50 BD Biosciences
Zytokeratin Purified TROMA1 Ratte IgG2a, K 1:50 Hybridomzellen
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XCR1 Purified polyklonal  Ziege IgG 1:50 R&D Systems

hDCIR A488 15E12 Maus lgG2a ,k 1:50 G. Heidkamp

hDCIR A647 15E12 Maus lgG2a, k 1:50 G. Heidkamp

Tab. 2: Isotyp-Kontrollantikorper

Antikorper Konjugat Typ Konz. Firma

IgG2a, K PE Maus 1:50 eBioscience

lgG1 PE Maus 1:50 BD Biosciences

Tab. 3: Sekundarantikorper

Antikorper Konjugat Typ Konz. Firma

Anti-Ziege DyLight™549  Esel IgG, 1:200 Jackson ImmunoResearch.
Laboratories Inc.

Anti-FITC DyLight™488  Maus IgG 1:200 Jackson ImmunoResearch.
Laboratories Inc.

Anti-Ratte FITC Maus IgG 1:200 Jackson ImmunoResearch.
Laboratories Inc.

Anti-Ratte Biotin Esel IgG 1:200 Jackson ImmunoResearch.
Laboratories Inc.

Anti-PE - Ziege IgG 1:400 Thermo Scientific

Streptavidin  Cy3 Bakterielles 1:400 Jackson ImmunoResearch.

Protein Laboratories Inc.
Streptavidin  Dy649 Bakterielles 1:400 Jackson ImmunoResearch.

Protein

Laboratories Inc.
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3.14 Oligonukleotide zur Klonierung und Sequenzierung

Dargestellt sind Oligonukleotide, die zur Klonierung und Sequenzierung der C-Typ-
Lektinrezeptor-DNA verwendet wurden. Restriktionssschnittstellen sind unterstrichen
hervorgehoben (Xbal: TCTAGA, Notl: GCGGCCGC, Nhe: GCTAGC, EcoRl: GAATTC)
(Tab. 4).

Tab. 4: Verwendete Oligonukleotide

Nr. Oligonukleotid Sequenz Lange Tm
[bp] [T]

1 5.2 mClec9a GCGGGGTCTAGAAAGTTCTTCCAGGTAT 32 67
CCTC

2 3.2 mClec9a CCCCGGGCGGCCGCTCAGATGCAGGAT 34 83
CCAAATG

3 5.2 mDectin-1 GCGGGGTICTAGACGACACAATTCAGGG 34 71
AGAAATC

4 3.2 mDectin-1 CCCCGGGCGGCCGCTTACAGTTCCTTC 33 79
TCACAG

5 5.1 mDectin-2 TCGGGGGAATTCGCCACCATGGTGCAG 38 81
GAAAGACAATC

6 5.2 mDectin-2 GCGGGGTCTAGACAGCCCAGTAGAAGA 34 67
CTATATG

7 3.1 mDectin-2 CCCTTGGCGGCCGCTCATAGGTAAATC 40 76
TTCTTCATTTCAC

8 3.2 mDectin-2 CCCCGGGCGGCCGCTCATAGGTAAATC 33 76
TTCTTC

9 5.2 mLangerin GCGGGGGCTAGCTTGATGGGCAAAATA 34 75
TTGGATG

10 3.2 mLangerin CCCCGGGCGGCCGCTCATTCAGTTGTT 36 81
TGGACGTAG

11 5.2 hDectin-2 GCGGGGTICTAGACATTTTACATATGGTG 32 64
AAAC

12 3.2 hDectin-2 CCCCGGGCGGCCGCTCATAGGTAAATC 36 76

TTATTCATC
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13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

5.2 hDectin-1

3.2 hDectin-1

5.2 hLangerin

3.2 hLangerin

5.2 hClec9a

3.2 hClec9a

3.1 EcoRI-His-

(G4S)2'Xba|'

Stop-Notl-Nhel

5.1 EcoRI-His-

(G4S)2'Xba|'

Stop-Notl-Nhel

5.3 hLangerin

5.3 mDectin-1

5.4 hLangerin

5.5 hLangerin

5.3 hClec9a

5.4 hClec9a

5.3 hDectin-1

5.4 hDectin-1

5.3 hDectin-2

GCGGGGTICTAGAACCATGGCTATTTGG
AGATCC
CCCCGGGCGGCCGCTTACATTGAAAAC
TTCTTCTC
GCGGGGTICTAGATTTATGGGCACCATA
TCAGATG
CCCCGGGCGGCCGCTCACGGTTCTGA
TGGGACATAG
GCGGGGICTAGAGTTTTCTGCATGGGA
TTATTAAC
CCCCGGGCGGCCGCTCAGACAGAGGA
TCTCAACG
GCTAGCGCGGCCGCCACTCATCTAGAG
GAGCCGCCGCCGCCGGAGLCCGLeaGee
GCCGTGGTGATGGTGATGATGG
GAATTCCATCATCACCATCACCACGGC
GGCGGCGGCTCCGGCGGCGGCGGLCT
CCTCTAGATGAGTGGCGGCGGCG
GCGGGGTCTAGAGCCACCATGACTGTG
GAGAAGGAGGCCCC
GCGGGGGAATTCGCCACCATGAAATAT
CACTCTCATATAGAGAATC
GCGGGGTICTAGATATTCTACAGGTGGT
TTCTCAAG
GCGGGGTCTAGAAACCAGTGTGGAGAA
GGCCAAC
GCGGGGICTAGATGTGCCCTTCAGATG
AAATATTGC
GCGGGGICTAGATTGCAGGTGTCCACC
ATTGCG
GCGGTGICTAGAAAAGCTGTCAAAACC
ACAGG
GCGGGGICTAGATTTCTATCAAGAAATA
AAGAGAACCAC
GCGGGGICTAGATGCCAGCCTGGGGA
TGTTG

33

35

34

36

35

34

74

74

40

46

35

34

36

33

32

39

71

77

70

84

68

82

100

100

81

76

67

74

73

77

68

68

76
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30 5.4 hDectin-2 GCGGGGTCTAGAAACTACACTCATATC 38 67
ATTCAAGTCTC
31 5.6 hLangerin GCGGGGTICTAGAACCAGTGTGGAGAA 32 73
GGCCAA
32 5.7 hLangerin GCGGGGTICTAGAGATATTCTACAGGTG 35 68
GTTTCTCA
33 5.5 hDectin-2 GCGGGGTCTAGAGAACTACACTCATAT 35 65
CATTCAAG
34 5.6 hDectin-2 GCGGGGTCTAGAGTGCCAGCCTGGGG 32 76
ATGTTG
1270 5.2 EcoRI-His- GAATTCCATCATCACCATCACCACGGC 51 96
(G4S)2-Xbal GGCGGCGGCTCCGGCGGCGGCGGCT
1271 3.2 EcoRI-His- TCTAGAGCCGCCGCCGCCGGAGCCGC 51 96
(G4S)2-Xbal CGCCGCCGTGGTGATGGTGATGATGG
1025 3.2T7-Sequen-  TAATACGACTCACTATAGGG 20 38,8
Zierprimer
BGHrev-Se- ACTAGAAGGCACAGTCGAG

guenzierprimer

(G4S),:  Glycin-Serin Linker

3.1.5 Molekulare GroRenmarker

Zur GroRRenbestimmung der Desoxyribonukleinsdure (DNA) Fragmente wurde der Marker
.2-log DNA" von NEB (Schwabach) verwendet. Die Auftrennung der Proteine erfolgte

mittels PageRuler™Plus Prestained Protein Ladder der Firma MBI-Fermentas.
3.1.6 Software
Bilder der Immunfluoreszenzmikroskopie wurden mit der ZEN2009-Software von ZEISS

ausgewertet. Primer wurden mithilfe der Clone Manager 5-Software erstellt und Sequen-

zen mit dem Programm GENtle analysiert.
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3.1.7 Verwendete Gewebe in der Immunfluoreszenz

Die in der Immunfluoreszenz verwendeten Gewebe wurden unter Berufung auf die

Ethikantrage von Frau Prof. Dudziak 3761/3762 verwendet. Das Milzgewebe stammt aus

der Chirurgischen Klinik mit Poliklinik und der Pathologie in Erlangen und wurde von Prof.

A. Hartmann, Prof. W. Haupt und Prof. Hohenfelder zur Verfligung gestellt. Die Thymi

wurden in der kardiologischen Abteilung der Kinder- und Jugendklinik der Universitat

Erlangen bei Herzoperationen routinemafig entnommen und von Prof. Cesnejvar zur Ver-

fligung gestellt. Die Tonsillen wurden Patienten der HNO Klinik der Universitat Erlangen

entnommen und von Prof. Iro zur Verfigung gestellt.

3.1.8 Zelllinien

Zelllinie

Beschreibung

HEK?293T-Zellen

TROMA1-

Hybridomzellen

3.1.9 Verwendete Kits

Die Abklurzung HEK bezeichnet ,human embryonic kidney
cells". Diese Zelllinie stammt urspriinglich aus menschlichen
Nierenzellen und enthalt DNA-Teile des menschlichen Adeno-
virus 5. HEK Zellen werden auch als hypotriploid bezeichnet
und wachsen adhéarent. Die Zellen wurden freundlicherweise

von Frau Prof. Dudziak bereitgestellt.

Die Zelllinie TROMAL tragt die Bezeichnung des Antikérpers,
welchen die Hybridomzellen produzieren. TROMA1 bindet
spezifisch an Zytokeratin 8, welches durch Subpopulationen
von Epithelzellen (Thymus) exprimiert wird. Die TROMA1-
Zellen wurden von der Developmental Studies Hybridoma

Bank der University of lowa erworben.

QIAquick Gel Extraction Kit QIAgen (Hilden)
QIAquick PCR Purification Kit QIAgen (Hilden)
Venor GeM Biochrom (Cambridge, UK)

PureLink HiPure Plasmid Filter Purification Kit Invitrogen

ABI PRISM BigDye Terminator Sequencing Ready Applied Biosystems

Reaction Kit V1.1

(Carlsbad, USA)

Limulus Amebocyte Lysate (LAL) Kits LONZA (Gampel, CH)
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3.1.10 Enzyme

Die in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme wurden von der Firma New England
Biolabs (Schwabach) bezogen. T4-DNA-Ligase und T4-Polynukleotidkinase wurden von
MBI-Fermentas (Wilna, LIT) erworben. Fir die PCR wurden Puffer sowie Tag-Polyme-
rasen Phusion-High-Fidelity (HF) oder —Hot-Start (HS) Polymerase von FINNzymes Oy
(Espoo, FIN) verwendet. Die Tag-DNA-Polymerase, welche fir den Mykoplasmentest

verwendet wurde, stammte von der Firma Peglab (Erlangen).

3.1.11 Plasmide

Fur die Klonierung von humanem (h)Langerin wurde complementary DNA (cDNA) aus
humaner Epidermis und fir murines (m)Dectin-2 cDNA aus muriner Milz verwendet. Diese
wurden von Christian Lehmann und Gordon Heidkamp (Mitarbeiter der AG Dudziak)
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Alle anderen C-Typ-Lektinrezeptoren wurden
aus der Vorlage der folgenden Plasmide produziert, die von Gordon Heidkamp (AG

Dudziak) freundlicherweise zur Verfigung gestellt wurden (Tab. 5).

Tab. 5: Verwendete Plasmide (Vektor pcDNA3.1)

Plasmid Insert

639 IgG-SP + His-Tag + (G,4S), + mDectin-1
733 IgG-SP + His-Tag + (G,4S),+ hDCIR
747 IgG-SP + His-Tag + (G4S),+ hDectin-2
751 IgG-SP + His-Tag + (G4S),+ hDCIR aus Dam™ Bakterien gewonnen
811 IgG-SP + His-Tag + (G4S), + mClec9a
814 IgG-SP + His-Tag + (G4S), + hClec9a
815 IgG-SP + His-Tag + (G4S), + hDectin-1
820 IgG-SP + His-Tag + (G4S), + mLangerin
IgG-SP: IgG-Signalpeptid
His-Tag: 6xHistidin-Tag

(G4S).: Glycin-Serin Linker
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3.2 Methoden
3.2.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Bei allen 20ul Ansatzen kamen die Phusion-Polymerase oder die Phusion-Hot-Start-
Polymerase zum Einsatz. Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide (Konz.
100pmol/ul) enthielten Schnittstellen fir Restriktionsenzyme (s. Tab. 4). Die Ansatze
wurden immer in sterile 0,2ml Reaktionsgefa3e pipettiert und enthielten 1ul Original
Plasmid/cDNA (10ng), 0,2ul Phusion/Phusion-HS 2U/pl (FINNzymes), 0,4ul dNTPs
(20mM), 0,5ul Forward Primer (10pmol/ul), 0,5ul Reverse Primer (10pmol/ul), 4pl 5xGC-
Puffer (FINNzymes) sowie 13,4ul ddH,0.

Zur  Amplifikation der cDNA wurden 35 PCR-Zyklen in einer BioRAD
C1000™ThermalCycler PCR-Maschine (96-Well) durchgefiihrt. AnschlieRend erfolgte die
elektrophoretische Auftrennung im Tris-Azetat-EDTA (TAE)-Agarosegel und Aufreinigung
der Fragmente (s. 3.2.3 und 3.2.4).

Phusion DNA-Polymerase Phusion Hot Start-Polymerase
Initiale Denaturierung 98T 30s 98T 30s
Denaturierung 98T 7s 98T 7s
Primer Annealing Tm+3C 5s }35X Tm+3C 5s } 35x
Elongation 72<C 15s 72<C 15s
Finale Elongation 72<C 10min 72<C 10min

12<C hold 12<C hold

3.2.2 Annealing und Phosphorylierung der Oligonukleotide

In dieser Arbeit wurden Oligonukleotide verwendet, welche eine Restriktionsschnittstelle
des Vektors eliminieren und eine falsche Sequenzfolge beheben sollten. Dazu waren an
beiden Enden der zwei komplementéaren Oligonukleotide (Konz. 100pmol/ul) Restriktions-
schnittstellen vorhanden. Nach dem Annealing und der Phosphorylierung wurde das
Konstrukt in den Vektor ligiert. Der Ansatz fir das Oligo-Annealing beinhaltete 10ul
Annealing Puffer (50mM Tris-HCI, pH=8) sowie je 20ul der zueinander komplementaren
Oligonukleotide. Das Reaktionsgemisch wurde in ein 1,5ml Reaktionsgefald pipettiert,
10min bei 95T erhitzt und anschlieend innerhalb 1 h auf Raumtemperatur abgekuhilt.

Zur Phosphorylierung von 5’-DNA-Enden unter ATP-Hydrolyse wurden 1ul der T4-Poly-
nukleotidkinase (PNK) mit 5ul T4-Ligase-Puffer (inklusive 0,2 ul ATP, 250mM), 10ul des

Oligo-Annealing Ansatzes und 34ul ddH,O zusammengefugt. Der Reaktionsansatz wurde
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fur 1h bei 37<C im Thermoschuttler inkubiert, ansch lieRend mit ddH,O verdinnt (1:2) und
bis zur nachfolgenden Ligation (s. 3.2.7) bei -20T gelagert.

3.2.3 Agarose-Gelelektrophorese der DNA

Fur die elektrophoretische Auftrennung der PCR Produkte im Agarosegel wurden 1,5-2,0g
Agarosepulver (Serva) mit 100ml 1xTAE-Puffer in einem Erlenmeyerkolben gemischt und
in der Mikrowelle bis zum Kochen erhitzt. Der Anteil der Agarose wurde je nach GroRRe
des PCR-Produktes ausgewahlt. Je kleiner das erwartete PCR-Produkt war, desto mehr
Agarosepulver wurde eingesetzt. Nachdem das Agarosepulver sich vollstandig l6ste,
wurde der Gewichtsverlust mit ddH,O ausgeglichen und 1,25ul Ethidiumbromid (10mg/ml)
zugegeben. Nach dem GielRen der viskdsen Flussigkeit in eine Flachbettapparatur
(Peqglab) und dem Lufttrocknen fir ca. 20min wurde das Gel in eine Elektrophorese-
kammer gestellt und mit 1XTAE-Puffer Gberschichtet. Vor dem Laden der Proben auf das
Gel war es nétig, diese mit 1/6 des 6xVolumen DNA-Ladepuffers zu versehen. Zusétzlich
wurden separat 7pl 2log DNA-Langenstandard (NEB, Schwabach) aufgetragen. Die Gel-
elektrophoresen wurden bei 90-120V fir ca. 30min durchgefuhrt und die DNA mittels
eines UV-Transilluminators (Herolab) und Kamerasystems analysiert. AnschlieRend
wurden DNA-Fragmente ausgeschnitten (Transilluminator Table, Vilber Lourmat), gerei-

nigt (s. 3.2.4) und weiterprozessiert.

6XDNA Ladepuffer: 0,25% Bromphenolblau, 25% Glycerin, 10mM EDTA
1XTAE-Puffer: 50mM Tris Base, 5mM Natriumazetat, LmM EDTA

3.24 Reinigung der DNA

Vektorfragmente bzw. PCR-Produkte wurden nach dem Ausschneiden der Gelbanden
aus dem Agarosegel unter UV-Licht, mithilfe des QIAquick Gel Extraction Kit von QIAGEN
nach den Angaben des Herstellers gereinigt. PCR-Produkte wurden teilweise nach der
Amplifikation bzw. nach Restriktion direkt Gber einen QIAquick PCR Purification Kit
(QIAGEN) nach Angaben des Herstellers gereinigt. Die DNA wurde je nach DNA-Menge
in 30-50pl sterilem Elutions (EB)-Puffer (10mM, Tris-HCI, pH=8,5) in ein 1,5m| Eppendorf-

Reaktionsgefal} eluiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20C gelagert.
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3.25 Verdau der DNA mit Restriktionsenzymen

Um die PCR-Fragmente mit dem Vektor ligieren zu kénnen, wurden sowohl Vektor als
auch das PCR-Produkt, welches Uber Oligonukleotide eingebrachte Restriktionsschnitt-
stellen enthielt (Tab. 4), mithilfe von Restriktionsendonukleasen verdaut (Préparativer
Restriktionsansatz). Fir einen 50ul Ansatz wurden 10pg DNA mit 5ul Restriktionspuffer 2
oder 4 (NEB), 0,5ul BSA (100x) (NEB), 1ul Restriktionsenzym 1 (20U/ul), 1ul Restriktions-
enzym 2 (20U/ul) sowie der entsprechenden Menge an ddH,O gemischt. Der Verdau
erfolgte durch das Erhitzen des Ansatzes fur 2h bei 37C und das anschlieRende
Deaktivieren der Enzyme fir 20min bei 65C. Des Weiteren wurden die Produkte
angereichert, um kleinere Endsequenzen und Enzyme zu eliminieren (s. 3.2.4). Fir die
Restriktionsanlayse von Miniprap-DNA (s. 3.2.9) wurde ein analytischer Restriktions-
ansatz gewahlt. Dabei wurden 5ul DNA mit 2ul Restriktionspuffer 2 oder 4 (NEB), 0,2ul
BSA (100x) (NEB), je 1ul Restriktionsenzym 1 und 2 sowie 12,6pl ddH,O versetzt. Es
wurden die Restriktionsendonukleasen EcoRI (20U/ul), Hindlll (20U/ul), Nhel-HF (20U/ul),
Not-HF (20U/ul) und Xbal (20U/ul) (NEB) wéahrend der Klonierungsarbeit verwendet.

3.2.6 Konzentrationsbestimmung der DNA

Zur Konzentrationsbestimmung wurde die DNA entweder 1:10 oder 1:100 in 1.0mM Tris-
HCI (pH=8,0) oder ddH,O verdinnt. Die Optische Dichte (OD) der Proben wurde mithilfe
einer 1ml UV-Einmalkivette (Eppendorf) bei einer Wellenlange von 260nm, am Bio-
Photometer (Eppendorf) bestimmt. Anfangs wurde ein Nullwert mit Tris-HCI oder ddH,O
eingestellt. Ein Wert von OD,s = 1 entspricht 50ug/ml doppelstrangiger DNA, 33 pg/ml
einzelstrangige DNA sowie 20ug/ml fir Oligonukleotide. Die angezeigte Relation von
OD2eo zu OD,g gibt den Verunreinigungsgrad der gemessenen Probe an. Bei einem Wert

von 1,8 bis 2,0 ist davon auszugehen, dass reine DNA vorliegt.

3.2.7 Ligation der DNA

Ligationen bieten die Mdglichkeit, in vitro produzierte und mit Restriktionsenzymen
verdaute DNA-Fragmente zu rekombinanten Genkonstrukten zu erganzen. Die Zusam-
mensetzung des Ansatzes konnte mithilfe einer Konzentrationsmessung der DNA vor der
Ligation optimiert werden. Der 20ul Ligationsansatz, bestehend aus 0,5-1ul verdautem
Vektor, 1yl T4-DNA-Ligase, 2ul T4-DNA-Ligase-Puffer, 2-6ul PCR-Produkt und der ent-
sprechenden Menge an ddH,O, wurde fur 3h bei 16°C inkubiert und in kompetente

Bakterien transformiert (s. 3.2.9). Zusatzlich wurde eine Kontrollligation angefertigt, wobei
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anstelle des PCR-Produktes ddH,O verwendet wurde, um eine Religation des verdauten
Vektors auszuschlieBen. Die im Verlauf dieser Arbeit hergestellten Konstrukte (extra-
zellulare Doméne der C-Typ-Lektinrezeptoren im Vektor pcDNA3.1 mit His-Tag) kdnnen

der Tabelle 6 entnommen werden.

Tab. 6: C-Typ-Lektinrezeptoren im Vektor pcDNA3.1

Plasmid Insert

926 IgG-SP + His-Tag + (G4S), (repair) + hClec9a_462bp
927 IgG-SP + His-Tag + (G4S), + hClec9a_462bp
928 IgG-SP + His-Tag + (G4S), + hClec9a_552bp
981 IgG-SP + His-Tag + (G4S), + Stop (repair 733 Xba-
Schnittstelle)+hDCIR
982 IgG-SP + His-Tag + (G4S), + mDectin-2
983 IgG-SP + His-Tag + (G4S), + hDectin-2
984 IgG-SP + His-Tag + (G4S), + mClec9a
985 IgG-SP + His-Tag + (G4S), + hClec9a
986 IgG-SP + His-Tag + (G4S), + hDCIR (repair 733)
987 IgG-SP + His-Tag + (G4S), + mLangerin
989 IgG-SP + His-Tag + (G4S), + hDectin-1
990 IgG-SP + His-Tag + (G4S), + mDectin-1
991 IgG-SP + His-Tag + (G4S), (repair) + mDectin-2
992 IgG-SP + His-Tag + (G4S), + hLangerin
993 IgG-SP + His-Tag + (G,4S), + hLangerin_418bp
994 IgG-SP + His-Tag + (G,4S), (repair) + hLangerin_418bp
995 IgG-SP + His-Tag + (G4S), + hLangerin_607bp
996 IgG-SP + His-Tag + (G4S), + hDectin-1_423bp
997 IgG-SP + His-Tag + (G4S), (repair) + hDectin-1_423bp
998 IgG-SP + His-Tag + (G4S), + hDectin-2_413bp
999 IgG-SP + His-Tag + (G4S), + hDectin-2_464bp
IgG-SP: IgG-Signalpeptid
His-Tag: 6xHistidin-Tag
(G4S).: Glycin-Serin Linker

Die unter 3.2.2 erwdhnten Oligonukleotide wurden nach der Phosphorylierung mit dem
Xbal - Notl-HF verdauten Vektor 733 (Tab. 3) ligiert. Hierfir wurden 0,25ul des Oligonu-
kleotidgemisches mit 1ul verdautem Vektor, 1pl T4-DNA-Ligase, 2l T4-DNA-Ligasepuffer
und 12,75ul ddH,O gemischt.
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3.2.8 Herstellung kompetenter Bakterien

Zur Herstellung kompetenter Bakterien wurden aus dem Glycerolstock Bakterien (E.coli
DH5a) mit einer Pipettenspitze entnommen und in 8ml Lysogeny Broth (LB)-Medium in
ein 16ml Rundbodenrdhrchen transferiert. Dieses wurde mit leicht getffnetem Deckel bei
37C fur 14-16h und 230rpm geschittelt. Bakterien mit enthaltener Plasmid-DNA
erschienen nach der Inkubationszeit als triibbes Medium. Der komplette Inhalt wurde in
400m! LB-Medium in einen 1l Erlenmeyerkolben Gberfihrt und bei 37C und 230rpm
bebritet. Zuvor wurde jedoch 1ml des Mediums enthommen, um bei nachfolgenden
Konzentrationsmessungen als Null-Wert eingesetzt zu werden. Im Abstand von je 30min
wurde eine Konzentrationsbestimmung der 400ml Bakterienkultur in einer 1ml UV-
Einmalkivette (Eppendorf) bei einer Wellenlange von 600nm am Bio-Photometer
(Eppendorf) durchgefiinrt. Nach dem Erreichen einer gewinschten Dichte von 0,4-0,6
wurde das Bakterienwachstum gestoppt, indem der Erlenmeyerkolben fur ca. 30min auf
Eis gelagert wurde. Die Bakterienkulturen wurden in 50ml Polypropylenréhrchen
zentrifugiert (1325xg, 8min, 4C) und der Uberstand vorsichtig dekantiert. 200ml zentri-
fugierte Bakterienkultur wurde in 50ml Puffer Tfbl aufgenommen und 30min im Eisbad
gelagert. AnschlieRend wurden die Polypropylenrhrchen zentrifugiert (1325xg, 8min,
4C), der Uberstand abgenommen und alles in 10ml Puffer Tfb2 resuspendiert. In ein
1,5ml Reaktionsgefald wurden je 100ul der Suspension gegeben und alles in flissigem

Stickstoff gefroren. Bis zur weiteren Verwendung wurden die kompetenten Bakterien bei

-80°C gelagert.

Puffer Tfb1: 30mM KAc; 50mM MnCl,; 100mM RbCI; 10mM CacCl,; 15% (w/v)
Glycerin; pH=5,8

Puffer Tfb2: 10mM MOPS/NaOH (pH 7,0); 75mM CaCl,; 10mM RbCI;
15% (w/v) Glycerin

LB-Medium: 259 LB-Pulver, 11 ddH,0O

3.2.9 Transformation in kompetente Bakterien

Die Transformation der Ligationsansatze erfolgte nach der Inkubationszeit in kompetente
E.coli-DH5a Zellen (s. 3.2.7). Die kompetenten Bakterien wurden von der -80C Lagerung
umgehend auf Eis gestellt und langsam aufgetaut. Nach Zugabe des Ligationsansatzes
(20ul) zu den Bakterien (100ul) wurde das 1,5ml Reaktionsgefald 20min auf Eis inkubiert,
um eine Adsorption der Plasmide in die Bakterienzelle gewéahrleisten zu koénnen.

Anschlielend wurde fir 45-60s ein Hitzeschock bei 42°C durchgefiihrt und die Losung im
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Eisbad 2min abgekiihlt. Pro Ansatz wurden 500pl Lysogeny Broth (LB)-Medium zugege-
ben und das Reaktionsgefal? 1h bei 37C im Thermomix er geschittelt (400rpm). Danach
wurden die Bakterien bei 200xg, 1min und RT zentrifugiert, ca. 500l des Uberstandes
verworfen, die Bakterien in den restlichen 100ul resuspendiert und auf LB/Amp Agar-
platten ausplattiert. Die Bakterien wurden im Bakterieninkubator (Heraeus) bei 37C
mindestens 14-16h inkubiert. Einzelklone standen daraufhin flr eine Miniprap-DNA-

Analyse zur Verfiigung.

LB/Amp Agarplatten: 25g LB-Pulver (Roth), 15g Agar-Agar (SIGMA), 11 ddH,O, 1ml
Ampicillin (100ug/ml)

3.2.10 Minipréparation

Um die Plasmid-DNA von den Zellbestandteilen der Bakterien zu separieren, wurde eine
Minipraparation durchgefuhrt. Nach Transformation der Ligationsansatze wurden pro
Platte 3-5 Einzelklone gepickt, je ein Teil der Einzelklone auf einer Masterplatte
ausgestrichen und die restlichen Bakterien mit der Pipettenspitze in 6ml LB/Amp-Medium
gegeben. Das angeimpfte 16ml Rundbodenréhrchen wurde mit leicht gedffnetem Deckel
bei 37<C fir 14-16h und 230rpm geschuttelt. Ampicil lin-resistente Bakterien mit enthalte-
ner Plasmid-DNA erschienen nach der Inkubationszeit als triibes Medium. Die mit Einzel-
klonen angeimpften Bakterienkulturen im Polypropylenréhrchen wurden zentrifugiert
(1325xg, 8min, 4C) und der Uberstand vorsichtig de kantiert. Die Zellpellets wurden in
100ul P1-Resuspensionspuffer aufgenommen und in 1,5ml Reaktionsgefal3e tberflhrt.
AnschlieRend wurden die Zellen mit 200ul P2-Lysepuffer versetzt, 5min inkubiert und die
Zellwande somit aufgeschlossen. Nach der Zugabe von 150ul P3-Neutralisationspuffer
wurde die Suspension gut gemischt und ein Tropfen Chloroform (CHCI;, 0,22ul) zur
Denaturierung von Proteinen und erleichterten Phasentrennung hinzugefiigt. Es folgte
eine Zentrifugation (21000xg, 15min, RT) und das Uberfiihren des Uberstandes in ein
neues 1,5ml Reaktionsgefal. Dem Uberstand wurden 750pl Isopropanol zum Ausféllen
der Nukleinsauren zugegeben, die Reaktionsgefalie kurz auf dem Vortexer gemischt und
erneut zentrifugiert (21000xg, 10min, 4°C). Die gefallte DNA wurde mit 70%-igem, kaltem
Ethanol gewaschen und zentrifugiert (21000xg, 5min, 4°C). AbschlieRend wurde das
Pellet bei RT ca. 5-10min getrocknet und in 30ul EB-Puffer gelost.

LB/Amp-Medium: 25g LB-Pulver, 11 ddH,O, 1ml Ampicillin (100pg/ml)
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Puffer P1: 50mM Tris-HCI, 10mM EDTA, 100ug/ml RNAse, pH=8,0
Puffer P2: 0,2M NaOH, 1% SDS

Puffer P3: 3M Kaliumazetat, pH=5,0

EB-Puffer: 10 mM, Tris-HCI, pH=8,5

3.2.11 Maxipraparation

Zur Gewinnung groRerer Mengen an Plasmid-DNA wurden mindestens 11 LB/Amp
Medium pro Klon als Flussigkultur angeimpft, inkubiert und in 11 grof3en Flaschen in einer
Beckmann Avanti A10 Zentrifuge bei 5200xg, 4C zentrifugiert. Das “PureLink HiPure
Plasmid Filter Purification Kit“ der Firma Invitrogen wurde nach den Angaben des Her-

stellers zur Plasmidisolation verwendet.

3.2.12 Sequenzierung der DNA

Die Bestimmung der Nukleotidfolge der klonierten Plasmide wurde nach der Didesoxy-
methode nach Sanger durchgefihrt. Zur Aufbereitung der Proben in 0,2ml Reaktions-
gefal’en wurde das “ABI PRISM BigDye Terminator Sequencing Ready Reaction Kit V1.1*
der Firma Applied Biosystems verwendet. Zur Vervielfaltigung der zu bestimmenden
DNA-Proben wurde eine PCR durchgefiuhrt. Fur einen 10ul Ansatz wurden 0,5ug DNA mit
2ul BIGDye (Applied Biosystems), 1ul Sequenzier-Primer (5uM), 2ul 5x Sequenzierpuffer
und der entsprechenden Menge an ddH.,O in ein 0,2ml Reaktionsgefall gemischt. Fur die
nachfolgende Fallungsreaktion wurden 2ul 125mM EDTA, 2ul 3M Na-Azetat (pH=5,2)
sowie 50ul Ethanol ,pro analysis" (p.a.) zu dem PCR-Ansatz gegeben und alles in ein
1,5ml Reaktionsgefald tberfuhrt. Nach einer 15-minttigen Inkubation bei RT wurden die
Anséatze zentrifugiert (21000xg, 30min, 4C) und der Uberstand vollstandig abgenommen.
Danach folgte ein Waschschritt mit 70ul 70%-igem kaltem Ethanol und erneut ein
Zentrifugationsschritt (21000xg, 15min, 4<C). Der U berstand wurde vollstandig abge-
nommen und die farblose DNA bei RT getrocknet. AbschlieRend wurde die DNA in 15pl
HighDye (Applied Biosystems) gelést und bis zur Auswertung im Dunkeln bei 4C

gelagert.
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3.2.13. Transfektion durch Calcium-Phosphat-Prazipitation

Plasmide, die klonierte und sequenzierte lésliche Varianten der extrazellularen Domane
von C-Typ-Lektinrezeptor-DNA mit einem 6xHistidin-Tag enthielten, wurden in HEK293T-
Zellen transfiziert. In den Uberstand sezernierte, produzierte Proteine wurden anschlie-
Rend mithilfe von Nickel-Nitril-Tri-Azetat (Ni-NTA)-Superflow Beads (QIAGEN) gereinigt.

Die Transfektion erfolgte in adharente HEK293T-Zellen. Diese wurden 48h vorher so
gesplittet, dass sie zum Zeitpunkt der Transfektion eine 80%-ige Konfluenz aufwiesen.
Vor Beginn der Transfektion wurde altes Kulturmedium von den Zellkulturplatten (& 13cm)
entfernt und jede Platte mit 24ml 37<C warmem DMEM- low IgG Medium Uberschichtet.
Der Prazipitationsansatz pro Zellkulturplatte, bestehend aus 10ul Chloroquin (100mM),
2,65ml ddH,0, 60ug Plasmid-DNA, 5ug Helper Plasmid (553) und 300ul CaCl, (2,5M),
wurde in einer 250ml Zellkulturflasche (Greiner) gemischt. Davon wurden 12ml tropfen-
weise unter standigem Einbringen von Luftblasen durch eine zweite Pipettierhilfe in 12ml
2xHBS gegeben, bis eine opaleszierende L6sung entstand. Auf jede Zellkulturplatte
wurden vorsichtig 6ml der Suspension getropft, die Platten geschwenkt und im CO,-
Inkubator bei 37TC, 5% CO , und 95% relativer Luftfeuchtigkeit fir 8h kultiviert. Anschlie-
Rend wurde ein Mediumwechsel vollzogen und die Zellen mit vorgewarmtem Serum-
freien DMEM-Nutridoma Medium weiterkultiviert. Nach 5-7 Tagen wurde der Uberstand
abgenommen, sowie restliche Zellen durch Zentrifugation (500-700xg, 10min, 4<)
entfernt. Natriumazid (NaN3; 20%ige Lésung) wurde auf eine Endkonzentration von 0,09%
des gewonnen Uberstandes zur Pravention gegen Mikroorganismen zugegeben und der
proteinhaltige Uberstand danach durch einen 0,22um Filter (Stericup®Filter Units 1000ml,

Millipore) sterilfiltriert.

2x HBS Puffer: 50mM HEPES, 280mM NacCl, 1,5 mM Na,HPO,, pH=7,09

DMEM-low IgG Medium:  DMEM-Medium (500ml), 5%FCS low IgG (Invitrogen), 1mM
Natriumpyruvat, 100U/ml Pen, 100pg/ml Strep und 2mM
L-Glutamin

DMEM-Nutridoma Medium: DMEM-Medium (500ml), 0,5% Nutridoma (Roche), 1mM
Natriumpyruvat, 100U/ml Pen, 100upg/ml Strep und 2mM

L-Glutamin
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3.2.14. Ammoniumsulfatfallung und Dialyse von Proteinen

Der sterilfiltrierte Transfektionsiberstand wurde gewogen, und stundlich 15% des Ge-
samtgewichts an Ammoniumsulfat (132,14g/mol, >95%p.a., Roth) zugegeben. Insgesamt
wurden vier Portionen Ammoniumsulfat beigeflgt, und das Auflésen des Salzes durch
stetiges Ruhren bei 4C Uber Nacht beschleunigt. Danach wurde die Ammonium-
sulfatlésung in einer Beckmann Coulter Allegra®15-XR Zentrifuge zentrifugiert (1325xg,
45min, 4C). Der Uberstand wurde in neue Zentrifuge nbecher (250ml Corningréhrchen,
Corning) gegeben und nochmals zentrifugiert. Das prazipitierte Protein wurde insgesamt
in 5-10ml 1xPBS resuspendiert. Ungelostes Protein wurde vor dem Einfillen in einen
Dialyseschlauch durch Zentrifugation (1325xg, 5min, 4<C) eliminiert. In einem mit 1xPBS
gefillten 51 Becher wurde die Proteinlésung, an Styroporschwimmern befestigt, bei 4C
unter kontinuierlichem RuUhren dialysiert. Nach zwei- bis dreimaligem Wechseln des

1xPBS wurde am nachsten Tag Ni-NTA bzw. ProteinG zugeben.

3.2.15 Reinigung der Proteine mit Ni-NTA Beads

Proteine, welche einen 6xHis-Tag tragen, konnen durch die kovalente Bindung der Histi-
dinreste an Metallchelatoren (Nickel) gebunden werden. Die verwendeten Puffer wurden
frisch hergestellt, der pH-Wert eingestellt und sterilfiltriert. Ni-NTA-Superflow Beads
(QIAGEN) wurden gut gemischt, 500ul davon in einem Polypropylenréhrchen mit eis-
kaltem PBS versetzt und bei 800xg, 10min und 4T ze ntrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die Beads erneut mit eiskaltem PBS resuspendiert. Dieser Vorgang wurde
zwei- bis dreimal wiederholt. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurde die dialysierte
Proteinflissigkeit zu den Beads gegeben und mit einer bestimmten Menge (Volumen der
Proteinflissigkeit/10) an 10xLysepuffer (eiskalt) versetzt. Der Ansatz wurde fUr mindes-
tens 12-16h auf einem Uberkopfschiittler bei 4C lan gsam rotiert. Am darauffolgenden
Tag wurden die Ni-NTA Beads bei 800xg, 10min und 4°C zentrifugiert, mit Waschpuffer
versetzt und erneut zentrifugiert. Der Waschpuffer wurde aufbewahrt, die Beads in ca. 2ml
Waschpuffer resuspendiert und auf eine Poly-Prep Chromatographie S&ule (BioRad)
gegeben. Nach zweimaligem Waschen der Saule mit je 5ml Waschpuffer konnten die
Proteine in zehn Fraktionen eluiert werden. Dafur wurde die Saule mit je 500ul Imidazol-
haltigem EB-Puffer beladen, jede Fraktion separat in einem 1,5ml Reaktionsgefaf}

aufgefangen und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gestellt.
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10xLysepuffer (pH=8,0): 500mM NaH,PO,, 3000mM NaCl, 100mM Imidazol, 0,05%
Tween20 in ddH,O

Waschpuffer (pH=8,0): 50mM NaH,PO,, 300mM NacCl, 20mM Imidazol, 0,05%
Tween20 in ddH,O

Elutionspuffer (pH=8,0):  50mM NaH,PO,;, 300mM NaCl, 250mM Imidazol, 0,05%
Tween20 in ddH,O

3.2.16 Reinigung der Antikorper (TROMAL) mittels Protein-G Beads

Von in 100% ISF-Medium kultivierten TROMAZ1-Hybridomzellen wurde der Uberstand
durch Zentrifugation bei 800xg, 10min, 4°C abgenommen und mittels eines 0,22um
Sterilfilters (Millipore) sterilfiltriert. Zur Wachstumsinhibition von Mikroorganismen wurde
der Antikorperflissigkeit die Menge an Natriumazid (NaN; 20%ige LOsung) zugegeben,
um eine Endkonzentration von 0,09% zu erhalten. Anschlie3end wurden 500ul in Ethanol
gelagerter Protein-G Sepharose (GE Healthcare) dreimal in jeweils 10ml PBS durch
Zentrifugation bei 233xg, 5min, 4T in einem 16ml P olypropylenréhrchen gewaschen.
Dies sollte die Reste des Ethanols entfernen, um eine Bindung der Antikdrper an die
Protein-G Beads zu gewahrleisten. AnschlieRend wurden die Beads in den Uberstand der
TROMAZ1-Zellen gegeben. Das Polypropylenrdhrchen wurde bei 4C fur ca. 16h auf
einem Rotationsschuttler inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Protein-G Beads bei
233xg, 5min und 4T zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Danach folgten zwei
Waschschritte mit PBS und das vollstandige Verwerfen des Uberstandes. Die verbleiben-
den Beads wurden in 5ml PBS resuspendiert, Uber eine Poly-Prep Chromatographie
Saule (BioRad) gegeben und aufgefangen. Nachdem zweimal 5ml PBS zum Waschen
Uber die Saule gelaufen waren, konnte der Antikdrper eluiert werden. Daftir wurden 100pl
1M Tris-HCI (pH=8,0) in ein 1,5ml Reaktionsgefald vorgelegt und die Saule mit jeweils
500ul 0,1M Glycin-HCI (pH=2,7) beladen. Es wurden zehn Fraktionen eluiert, der Inhalt im
Reaktionsgefald gut gemischt und bis auf weiteres auf Eis gelagert. Das Vorhandensein
von Antikérpern in den Fraktionen wurde mittels Coomassie-Gel (s. 3.2.17) ermittelt.
AnschlieBend wurden die proteinhaltigen Antikdrper-Fraktionen vereinigt, dialysiert und
die finale Antikérperkonzentration nach dem LPS-Removal (s.3.2.20) mithilfe der
Bradford-Methode (s. 3.2.19) bestimmt.
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3.2.17 Coomassie-Gel

Um das Vorhandensein von Protein in den eluierten Fraktionen mittels Coomassie SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) untersuchen zu kdénnen, wurden 20ul jeder
Fraktion in zehn sterile 1,5ml Reaktionsgefal3e Uberfihrt. Zur Denaturierung der Proteine
wurden 5ul eines DTT-haltigen Proteinprobenpuffers zu jeder Fraktion gegeben und die
Ansatze flr 10min bei 95C erhitzt. Das Trenngel wu rde nach dem AusgieRen zwischen
zwei Glasplatten mit Wasser Uberschichtet, um eine gerade Trennlinie zwischen den zwei
Gelen zu erhalten. Auf das ausgehartete Trenngel wurde das Sammelgel gegossen und
ein 1,5mm starker Kamm mit 15 Taschen eingefugt. Das hergestellte Gel wurde in die
Gelkammer (BioRAD) gestellt, welche mit 1xSDS-Laufpuffer aufgefillt wurde. Die erhitz-
ten Proteinfraktionen sowie 3ul Proteinstandard (PageRuler, Fermentas) wurden auf das
Gel aufgetragen. Bei 80-130V wurden die Proteine in der SDS-Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Nachdem die Laufbande aus dem Gel
gelaufen war, wurde das Gel aus der Vorrichtung genommen, mit Coomassie-L6sung
uberschichtet und 10min auf dem Schutteltisch gelagert. Danach wurde es stundlich,
insgesamt drei- bis funfmal, mit Entfarberldsung behandelt und anschlieRend 30min in
eine Trocknerldsung gelegt. In Zellophanpapieren und Geltrocknungsrahmen (Roth) trock-
nete das Gel fir ca. 12h. Von den eluierten Fraktionen 1-10 wurden proteinhaltige
Fraktionen vereint und in einer Rahmenmembran (Slight-A-Lyzer®Dialysis Cassette Extra
Strength, Thermo Scientific) in 1xPBS bei 4T dialy siert. Nach zweimaligem Wechseln
des 1xPBS wurde am nachsten Tag die Proteinflissigkeit der Dialysekassette entnom-
men und die Proteinkonzentration per Bradford-Test bestimmt (s. 3.2.19). Daraufhin
wurde ein Lipopolysaccharid (LPS)-Removal, LPS-Test (s. 3.2.20), gegebenenfalls eine
Anreicherung (Konzentration) des Proteins (s. 3.2.18) durchgefuhrt und die Proteine in

Aliquots bei -80T bis zur weiteren Verwendung gela gert.

Trenngel 12,5%: 5,75ml ddH,O, 4ml Acrylamid/Bisacrylamid (Rotiphorese30,
Roth), 1,25ml Trenngelpuffer (3M Tris-HCI, pH=8,8), 100ul
SDS (10%), 90ul APS (10%), 10ul TEMED

Sammelgel 5%: 7,34ml ddH,O, 1,33ml Acrylamid/Bisacrylamid (Rotipho-
rese30, Roth), 1,25ml Sammelgelpuffer (1M Tris-HCI,
pH=6,8), 100ul SDS (10%), 90ul APS (10%), 20ul TEMED

Coomassie—Ldsung: 0,55mM Coomassie Brilliant Blue R250, 30% Methanol, 10%
Essigsaure
Entfarbeldsung: 30% Methanol, 10% Essigséaure,

Trocknerlésung: 10% Glycerin w/v, 20% Techn. Ethanol v/v
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1x SDS-Laufpuffer: 0,5% SDS (w/v), 125mM Tris-HCI, 960mM Glycerin
Protein-Ladepuffer: 0,5M Tris-HCI (pH=6,8), 10% SDS, 87% Glycerol, 1% Brom-
phenolblau (0,62g DTT), 0,5M EDTA

3.2.18 Konzentration von Protein durch Zentrifugation

Bei sehr geringer Proteinkonzentration und nach dem LPS-Removal erfolgte die Ein-
engung der Proteine durch Zentrifugation. In einem Zentrifugationsréhrchen mit Filter
wurde die Proteinflissigkeit bei 1500xg und 4<C fur 8-15min zentrifugiert. Dieser Schritt
wurde zweimal mit eiskaltem PBS wiederholt. Im letzten Waschschritt wurde die Protein-
I6sung auf ein Volumen von ca. 500-1000ul einkonzentriert. His-getaggte Proteine und
Antikérper wurden dabei in Amicon®Ultra Centrifugal Filter Units (Millipore) mit einer
PorengroRe fiir Proteine gréRer 10000Da zentrifugiert. Der proteinhaltige Uberstand
wurde in ein steriles 1,5ml Reaktionsgefal? mit Schraubdeckel Uberfiihrt und bis zur

weiteren Verwendung bei -80C gelagert.

3.2.19 Konzentrationsbestimmung nach Bradford

Zur quantitativen Bestimmung der |6slichen, produzierten C-Typ-Lektinrezeptor-Proteine
wurde ein Bradford-Test durchgefihrt. Hierbei handelt es sich um eine photometrische
Methode, bei der auch kleine Mengen an Protein erfasst werden kénnen (10-100ug/ml).
Um die ermittelten Extinktionswerte einer Proteinkonzentration zusprechen zu kénnen,
wurde eine Eichgerade erstellt. Die dafir bendtigte Verdinnungsreihe (10-500ug/ul)
wurde mit Bovinem Serum Albumin (BSA) (Roth) in 1XxPBS angefertigt. Je 350ul ddH,O
und 100ul 5xBradford-Stammlosung (Coomassie Brilliant Blue R250) wurden auf die
Proben gegeben und sofort auf einem Vortexer gemischt. Die zu messenden Proteine
wurden ebenfalls in verschiedenen Verdinnungen (1:5-1:50) in 1xPBS vorbereitet und
mit ddH,O und 5xBradford-Stammltsung versetzt. Die Messung der Optischen Dichte
(OD) erfolgte mithilfe einer 2ml UV-Einmalkivette (Eppendorf) bei einer Wellenlange von
595nm am Bio-Photometer (Eppendorf). Ein Nullwert wurde mit einer Mischung aus 50l
PBS + 350ul ddH,O + 100pl 5xBradford-Stammlésung (BioRad) eingestellt. Durch das
Auftragen der bekannten Proteinkonzentrationen resultierte eine Eichgerade, an der sich
die Konzentrationen der Proben ablesen lie3en. Hierbei mussten die Verdiinnungen der
Proteine beriicksichtigt und verrechnet werden. Die Durchfihrung des Bradford-Testes
zur Konzentrationsbestimmung von Antikdrpern (s. 3.2.16) geschah mithilfe von IVIg als
Standard (freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Prof. Nimmerjahn, Lehrstuhl fr

Genetik, Universitat Erlangen-Nurnberg).
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3.2.20 LPS-Removal und LPS-Test

Um eine mogliche Kontamination der rekombinant in Zellkultur hergestellten Proteine mit
Endotoxinen auszuschlieBen, wurden zuerst ein LPS-Removal und anschliel3end ein
LPS-Test durchgefihrt. Die maximale Proteinkonzentration fir die Gewahrleistung eines
erfolgreichen LPS-Removals liegt bei 1mg/ml. Fir das LPS-Removal wurden neun Teile
Proteinlésung mit einem Teil 10%Triton X-114 versetzt und somit eine Endkonzentration
von 1%Triton eingestellt. Das 15ml Polypropylenréhrchen, in dem sich die Lésung befand,
wurde 30s bei maximaler Geschwindigkeit auf dem Vortexer gemischt, bis die Lésung klar
erschien. Daraufhin wurde der Ansatz fur 15min in ein Eisbad gestellt, 30s auf dem Vor-
texer gemischt und 10min in 42C warmem Wasserbad i nkubiert. Nun besald die Losung
eine opaleszierende Farbe und wurde bei 2000xg, 5min und RT zentrifugiert. Dieser
Zentrifugationsschritt resultierte in einer Phasentrennung der angesetzten Flussigkeit. In
der oberen Phase befand sich die von LPS-befreite Proteinlésung, in der unteren die
Tritonlésung inklusive Endotoxin. Vorsichtig wurde die obere Schicht in ein neues

Polypropylenréhrchen tberfihrt.

Nach der Konzentrationsbestimmung der Proteine (s. 3.2.19) wurde mithilfe des “Limulus
Amebocyte Lysate (LAL) Kits* von LONZA das Vorhandensein von LPS in den Protein-
[6sungen untersucht. Dazu wurden 5ug der jeweiligen Probe in je ein Well einer 96-Well
PCR-Platte tberfuhrt. Die im Kit enthaltene Endotoxinlésung wurde 30s auf dem Vortexer
gemischt und die Stopp-Reagenz-Losung (25% Essigsaure) vorbereitet. Die Standard-
kurve der Endotoxinlésung wurde anhand einer Verdinnungsreihe von 0,1-1Units (U)
erstellt. Anschlieend wurde die mit Proben beladene PCR-Platte in einen BioRAD
C1000™ThermalCycler gestellt, welcher bereits auf 37°C vo rgewarmt war. Zu den Proben
wurden je 50ul, 37C warmes LAL-Reagenz zugegeben und 10min inkubiert. Anschlie-
Rend erfolgte die Zugabe von je 50ul, 37C warmem S topp-Reagenz auf die Proben. Alle
Ansatze wurden in eine unbeschichtete 96-Well ELISA-(enzyme-linked-immunosorbent-
assay) Platte (Greiner) gegeben und im SpectraMax 190 ELISA-Reader (Molecular

Devices) bei 406nm ausgewertet.

3.2.21 Mykoplasmentest

Um eine Kontamination der Zelllinien mit Mykoplasmen und Acholeplasmen auszuschlie-
Ren, wurde das Testkit Venor GeM nach Angaben des Herstellers (Biochrom) verwendet.
Der Test basiert auf dem Prinzip der Polymerasekettenreaktion, wobei die Primer spe-

zifisch an einen bestimmten Abschnitt (16s rRNA Region) der Mykoplasmen-DNA binden.
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Durch eine interne DNA-Kontrolle konnten fehlerhafte, inhibierte oder falsch negative
PCR-Ansatze erkannt werden. Die regelmafige Wiederholung der Tests war nétig, um
eine Neukontamination schnellstmdglich entdecken zu kdnnen. Fir den Ansatz wurden
500ul Medienlberstand in ein 1,5ml Reaktionsgefal? gegeben, bei 18150xg, 5min, 4T
zentrifugiert und far 10min bei 95T erhitzt. Der Z entrifugationsschritt wurde einmal
wiederholt. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5ml ReaktionsgefaR uberfiihrt und
fungierte als Template fir die nachfolgende PCR-Reaktion in einer BioRAD
C1000™ThermalCycler PCR-Maschine.

PCR Ansatz
1pl  Probe/Positivkontrolle/H,O

1pl  Internal-Control

1pl  Nukleotidmix
1pl  Reaction Buffer
0,1pl Tag-DNA-Polymerase (5U/ul) (Peqglab)
5,9ul  ddH,O
>10ul

PCR Programm

Initiale Denaturierung 95T 2min
Denaturierung 95T 10s
Primerannealing 55¢C 30s } 25x
Elongation 72T 30s
Finale Elongation 72T 4min

12<C hold

Die Ergebnisse der PCR wurden mittels TAE-Agarose-Gelelektrophorese (s. 3.2.3)

verifiziert.
3.2.22  Kultivierung von Zelllinien

Arbeiten in der Zellkultur fanden ausnahmslos unter Sterilwerkbdnken von Heraeus
(Herasafe, KS18, Hanau) statt. Die verwendeten Zelllinien wurden in 25cm? bzw. 75cm?
grol3en Zellkulturflaschen oder —schalen im CO,-Inkubator bei 37C, 5% CO , und 95%
relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert. Nach dem Erreichen einer Dichte von 80-90% wurden
die verwendeten HEK293T-Zellen ca. 2-3min trypsinisiert (0,25%Trypsin/EDTA), bis sich

die Zellen ablosten. Daraufhin wurde mithilfe von handwarmem DMEM-Standard-Medium
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die Trypsinisierung gestoppt und die Zellen bei 800xg, 5min und 4T zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in DMEM-Medium resuspendiert und die Zellen mit einer Dichte von
mindestens 1x10* Zellen/cm? in je 30ml DMEM-Medium ausgesit.

Die verwendeten TROMA1-Hybridomzellen wurden anfangs in RPMI-Standard-Medium
kultiviert. Das Splitten der nicht-adharenten Zellen erfolgte durch Umfillen des Mediums
inklusive Zellen in Polypropylenréhrchen und einer Zentrifugation bei 800xg, 5min und
4C. Das Pellet wurde in RPMI-Medium resuspendiert und die Zellen in neue
Zellkulturflaschen, mit einer Dichte von 5x10° Zellen/ml, ausgesat. Zur Antikérper-
produktion wurden die TROMAI1-Hybridomzellen auf Serum-freies ISF-Medium suk-
zessive umgestellt, bis die Hybridomzellen in 100% ISF-Standard-Medium kultiviert

werden konnten.

DMEM-Standard-Medium: DMEM-Medium (500ml) mit 25ml fetalem Kéalberserum (5%
FCS, Biochrom), 5ml L-Glutamin (200mM), 5ml Penicil-
lin/Streptomycin (10.000U/ml Penicillin und 10mg/ml Strepto-
mycin), 5ml Natriumpyruvat (100mM)

RPMI-Standard-Medium: RPMI 1640-Medium (500ml, Invitrogen) mit 25ml FCS (5%,
Biochrom), 5ml Penicillin/Streptomycin (10.000U/ml Penicillin
und 10mg/ml Streptomycin), 5ml L-Glutamin (200mM), 5ml
nicht essentielle Aminosauren (1% NEA)

ISF-Standard-Medium: ISF-Medium  (500ml, Biochrom) mit 5ml Penicil-
lin/Streptomycin (10.000U/ml Penicillin und 10mg/ml Strepto-
mycin), 5ml L-Glutamin (200mM)

3.2.23 Berechnung der Zellzahl

Um eine mdoglichst genaue Zelldichte gewahrleisten und den Anteil toter Zellen ein-
schatzen zu kdnnen, wurde ein Trypanblau-Test durchgefihrt. Hierbei farben sich tote
Zellen mit Trypanblau an, wahrend lebende Zellen farblos bleiben, da der Farbstoff nicht
in der Lage ist, eine intakte Zellmembran zu passieren. Fir den Test wurden 5ul der in
Medium resuspendierten Zellen in 45ul Medium verdunnt, in ein 1,5ml Reaktionsgefaf}
gegeben und mit 5ul Trypanblau-Losung versetzt. Das Auszahlen erfolgte in einer Zahl-
kammer nach NEUBAUER, in welcher alle vier Grol3quadrate ausgezahlt wurden, und die

Zellzahl nach folgender Formel berechnet wurde:
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Anzahl ausgezahlter Zellen

x Verdiinnungsfaktor x Kammerfaktor = Zellzahl/ml
Anzahl ausgezéhlter Quadrate

(Kammerfaktor = 10%, Verduinnungsfaktor = 10)

Trypanblau-L6sung: 100ml ddH,O, 9g NaCl, 0,5g Trypanblaupulver, sterilfiltriert
(s.f)

3.2.24  Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen nach Zentrifugation (800xg, 5min, 4C) in Einfrier-
medium (FCS + 10% Dimethylsulfoxid (DMSQ)) resuspendiert und in Kryovials tberfihrt.
AnschlieRend erfolgte ein schrittweises Abkiihlen um 1C pro Minute bis auf -80C in
einem Mr. Frosty Einfriergefald (NUNC). Zur Wiederverwendung und Kultivierung wurde
ein Kryovial ohne Verzogerung im Wasserbad bei 37C aufgetaut. Dabei war es
entscheidend, die aufgetauten Zellen umgehend mit Standardmedium zu versetzen und
das zelltoxische DMSO mittels Zentrifugation (800xg, 5min, 4C) von den Zellen zu
trennen. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in frischem Medium resuspendiert

und ausgesat.

3.2.25 Immunfluoreszenzmikroskopie

Zur histologischen Untersuchung von Kryoschnitten von Milz, Thymus und Tonsillen
wurden Gewebestlicke der frisch entnommenen Organe unter einer Sterilwerkbank von
Heraeus (Herasafe KS18, Hanau) auf eine Gréf3e von ca. 8 x 8 x 5mm mit einem Skalpell
geschnitten. AnschlieBend wurden die Gewebestlicke in 1xPBS geschwenkt und in
Kimwipe-Tuchern (KIMWIPE, Kimberly-Clark Corporation, USA) getrocknet. In O.C.T.
TissueTek (Sakura Finetechnical Co, Tokyo, Japan) und 15 x 15 x 5mm groRen Cryomold
Intermediate Kassetten (Sakura Finetechnical Co, Tokyo, Japan) folgte die luftblasenfreie
Einbettung der Gewebe. Daraufhin wurden die Gewebe fir 20min auf Trockeneis einge-
froren und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. Nach Etablierung der
Fixierungsmethode und Dicke der Gewebe (10um, 12um, 16gm und 20um) wurden zur
weiteren Charakterisierung 10um dicke, serielle Schnitte der eingefrorenen Gewebe am
Kryotom (JUNGCM 3000, Leica, Bensheim) auf einen Objekttrager Superfrost®Plus
(Thermo Scientific, Waltham, USA) gebracht und 2,5min in Aceton bei Raumtemperatur in
Farbetrog-Glasschalchen (Roth) fixiert. Danach wurden die Schnitte fir 12h im Dunkeln
luftgetrocknet und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80C gelagert. Fir die eigentliche

Immunfluoreszenzfarbung wurde das Gewebe fir zweimal 5Smin in 1xPBS rehydriert und
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der Objekttrager vorsichtig mit Kimwipe-Tutchern um die Schnitte herum getrocknet. Die
einzelnen Schnitte wurden mit einem Fettstift (locker marker, Daido Sangyo, Japan)
eingekreist, um den Verlust der dort spater aufzubringenden Flissigkeit und eine Konta-
mination mit der Farbung auf dem nachstliegenden Gewebeschnitt zu minimieren. Zur
Verhinderung einer unspezifischen Bindung biotinylierter Antikdrper an zellulares Biotin
wurden die Gewebeschnitte zunéchst in 50ul einer Streptavidin-Lésung fur 15min auf
einem Schwenkschittler bei 50rpm und RT inkubiert. Nach dem Waschen in 1xPBS
wurden die Schnitte mit 50ul einer Biotin-Lésung fur 10min bei RT und 50rpm auf einem
Schwenkschlittler gelagert. AbschlieBend wurde ein Waschschritt fir 2min in 1xPBS
durchgefuhrt und die Restflissigkeit mithilfe von Kimwipe-Tuchern entfernt. Die Primar-
antikorper wurden in Antikorperpuffer verdiunnt auf die Schnitte aufgetragen und alles in
einem dunklen, feuchten Behéltnis fur mindestens 30min bei RT auf einem Schwenk-
schittler inkubiert. Die Objekttrdger wurden anschlieBend dreimal 3min in 1xPBS
gewaschen, die Restflissigkeit mit Kimwipe-Tuchern entfernt und die Sekundarantikorper
aufgetragen. Anschlieend erfolgten nochmals ein Waschschritt von dreimal 3min, das
Entfernen der Restflussigkeit, sowie ggf. das Aufbringen der Terti&rantikorper. Abschlie-
Rend wurden die Gewebeschnitte dreimal 3min in 1XPBS gewaschen. Nach Einbettung in
MOWIOL und dem Aufbringen des Deckglaschens, wurden die Proben mindestens 12h in
Dunkelheit gelagert, um einem Verblassen der labilen Antikbrper entgegenzuwirken. Am
nachsten Tag erfolgte eine Auswertung der Farbungen an einem konfokalen Fluoreszenz-
mikroskop (ZEISS LSM700, Institut fir Mikrobiologie und Hygiene, Universitatsklinikum
Erlangen). Dieses Mikroskop besitzt drei Laser mit Wellenlangen von 488, 555 und

639nm, wodurch drei Farben gleichzeitig analysiert werden kénnen.

1xPBS Puffer: 137,0mM NaCl, 10,0mM Na,PQO,, 1,76mM KH,PO,, 2,7mM
KCI, (Invitrogen)
Humaner Serum Puffer: 5% Humanes Serum (LONZA, Lot Nr. 310-898-7025) in

1xPBS

Antikorperpuffer: 89% 1xPBS, 10% (BSA), 1% Fetales Kalberserum (FCS)
lowlgG (Invitrogen, Lot Nr. 16250)

MOWIOL: 6ml ddH,O, 6g Glycerin, 2,49 MOWIOL® 4-88 (Roth), 12ml
Tris-HCI (pH=8,5), 0,1% 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan (DAB-
CO)

Streptavidin-Losung: 4 Tropfen Streptavidinreagenz (AbD Serotec, Dusseldorf) in

1ml Humanem Serum Puffer
Biotin-L6sung: 4 Tropfen Bitotinreagenz (AbD Serotec, Diisseldorf) in 1ml

Humanem Serum Puffer
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4 Ergebnisse

Dendritische Zellen (DCs) spielen eine wichtige Rolle in der initialen Immunantwort gegen
mikrobielle und virale Erreger. Neben der sehr guten funktionellen Charakterisierung
muriner DC-Subppopulationen liegen in neueren Untersuchungen nicht nur Informationen
von humanen Monozyten-gereiften DCs, sondern auch von DC-Subpopulationen aus
peripherem humanem Blut vor. Diese DC-Subpopulationen sind charakterisiert durch ihre
fehlende Expression der sogenannten ,lineage“ (Lin) Marker (CD3, CD19, CD56) und
eine hohe Expression an HLA-DR (DZIONEK et al. 2000, THOMAS et al. 1993,
FREUDENTHAL et al. 1990). Die Subpopulation der humanen mDC-1 DCs ist gekenn-
zeichnet durch die hohe Expression von BDCA1 (Blood derived Dendritic Cell Antigen)
und CD11c. mDC-2 DCs werden im Blut durch eine hohe Expression von BDCA3 und
eine eher niedrige bis fehlende Expression von CD11c beschrieben. pDCs kénnen durch
die gleichzeitige Expression von CD123, BDCA2 und BDCA4 definiert werden (siehe Abb.
5, DZIONEK et al. 2000). Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollten die im Blut vorhandenen
Subpopulationen in humanen lymphoiden Geweben von Milz, Thymus und Tonsillen
durch konfokale Mikroskopie untersucht werden. Weiterhin sollte die Expression promi-
nenter C-Typ-Lektinrezeptoren (hDCIR, DEC205, MMR, Langerin und DC-SIGN) in den
verschiedenen humanen Geweben untersucht werden. Parallel sollten Varianten muriner
und humaner C-Typ-Lektinrezeptoren (Clec9a, Dectin-1, Dectin-2 und Langerin) kloniert,
in einer His-getaggten Version als Plasmid in HEK293T-Zellen transfiziert und l6sliche
C-Typ-Lektinrezeptoren als Protein produziert werden. Die l6slichen Proteine sollten

abschliel3end zur Antikérperproduktion bereitgestellt werden.

4.1 Etablierung der Immunfluoreszenzmikroskopie an humanen Geweben

Die spezifische Bindung von Antikoérpern an Zielzellen in Gewebeschnitten und damit die
Qualitat der erhaltenen Bilder in der Immunfluoreszenz ist abhangig von der Gewebebe-
schaffenheit, der Dicke des Gewebes, sowie der Fixierung mit der die Gewebe zur
Antikoérperbindung vorbehandelt wurden. Ein erstes Ziel der hier vorliegenden Doktor-
arbeit war daher die Etablierung der Immunfluoreszenzmikroskopie humaner Gewebe an
Milzschnitten (Abb. 8).
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Gewebe in O.C.T. (-80°C)

Gewebedicke 10pm 12pm 16pm 20pum
}
A) B) C)
Zeitpunkt | -12h Trocknen - 12h Trocknen - Fixieren
- Fixieren - Einfrieren (-20°C) -12h Trocknen
- Einfrieren (-20°C) - Fixieren - Einfrieren (-20°C)
Acetontemperatur -20°C RT
Acetonfixierungsdauer 30s 1min 2,5min 5min 10min

!

Gewebe farben

Abb.8 Schematische Darstellung zur  Etablierung der Immunfluoreszenzmikroskopie

Zur Immunfluoreszenzanalyse humanen Gewebes wurden humane Milzpréparate in O.C.T.
Lésung eingebettet und bei -80C eingefroren. Am Kr yotom wurden Gewebeschnitte von 10, 12, 16
und 20um Dicke angefertigt. A) Gewebeschnitte wurden 12h bei RT getrocknet, anschlie3end in
Aceton fixiert und bei -20C eingefroren. B) Gewebe schnitte wurden 12h bei RT getrocknet, bei
-20C gefroren und nach Auftauen in Aceton fixiert. C) Gewebeschnitte wurden direkt in Aceton
fixiert, 12h getrocknet und danach eingefroren (-20C). A-C) Die Acetontemperatur (RT oder
-20C), sowie die Dauer der Acetonfixierung (30s, 1 min, 2,5min, 5min und 10min) variierten. Nach
dieser Prozessierung wurde das Gewebe mit verschiedenen Konzentrationen an Antikdrpern
immunhistologisch gefarbt.

Die in O.C.T. Tissue Tek eingebetteten und auf -80°C gefrorenen humanen Milzstiicke
wurden in 10, 12, 16 und 20um dicken Schnitten auf Objekttrager aufgebracht. Insgesamt
wurden drei verschiedene Fixierungsmethoden getestet. Die erste bestand darin, die
Schnitte 12h zu trocknen, zu fixieren und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C
einzufrieren (Abb. 8A). Weiterhin wurde geprift, ob es zu einer verbesserten Farbung
kam, wenn die Gewebeschnitte nach dem Trocknen zunachst eingefroren und erst kurz
vor dem Farben fixiert wurden (Abb. 8B). Die dritte Fixierungsmethode beruhte auf einem
Fixieren der Gewebeschnitte, einem 12-stiindigen Trocknen und dem anschliel3enden
Einfrieren (Abb. 8C). Die Acetonfixierungsdauer variierte von 30s bis hin zu 10min, wobei
die Temperatur des Acetons bei -20TC bzw. RT lag (A bb. 8). Nachdem alle Varianten der
Gewebeprozessierung am konfokalen Mikroskop mittels einer Konzentrationsreihe an
CD3, CD19 und CD11c Antikérpern (Daten nicht gezeigt) ausgewertet wurden, kann
festgehalten werden, dass das Schneiden der Gewebe in 10um dicke Schnitte, die
2,5-mindtige Fixierung mit Aceton bei Raumtemperatur und die anschlieRende
12-stiindige Trocknung der Gewebe bei Raumtemperatur, in der besten Bindung der

Antikorper (siehe Material und Methoden 3.2.3) an die Gewebe und der scharfsten
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Aufldésung resultierte (Daten nicht gezeigt). Zudem wurden parallel die entsprechenden
Antikdrperverdiinnungen getestet und eine Antikdrperverdiinnung von 1:50 fir Primar-
antikorper festgesetzt. Fur die Amplifikation biotinylierter Antikbrper wurde entweder
Streptavidin  (SA)-Cy3 oder SA-Dy649 in einer getesteten Verdinnung von 1:400
verwendet. Das Signal der Phycoerythrin (PE)-gekoppelten Antikérper wurde mittels
Ziege IgG a-PE (1:400) und Esel IgG a-Ziege-Dy549 (1:200) amplifiziert. Die Verstarkung
des Signales Fluorescein-Isothiocyanat (FITC)-gekoppelter Antikorper erfolgte mit
a-FITC-A488 (1:200) (Tab. 3). Um unspezifische Hintergrundsignale zu verringern,
wurden vor dem Auftragen der Antikdrper verschiedene Arten der Blockierung unspezi-
fischer Bindungsstellen im Gewebe getestet (Daten nicht gezeigt). Dabei konnte
festgestellt werden, dass der Einsatz eines Fc-Blockes (Miltenyi) keine Vorteile fir eine
spezifischere Bindung der nachfolgend applizierten Antikdrper zur Folge hat. Jedoch
zeigte sich, dass neben dem Einsatz von Streptavidin/Biotin-Reagenzien auch das
Blockieren der Gewebe mit humanem Serum unspezifische Signale in der Immun-
fluoreszenz minimieren konnte. Weiterhin wurden BSA (5%) und FCS (10%), verdunnt in
PBS, als Verdinnungslosung fir Antikdrper und zur Blockierung unspezifischer Bindungs-
stellen im Gewebe verwendet. Alle zur Verfigung gestellten humanen Gewebe (Milz,

Thymus und Tonsillen) wurden anschliel3end nach diesem Protokoll behandelt.

4.1.1 Humane Milz
4.1.1.1 Strukturgebende Farbungen

Um einen Uberblick tber anatomische Gegebenheiten der Milz zu erhalten und bei
seriellen Schnitten dieselbe Region wiederfinden zu kénnen, wurden Immunfluoreszenz-
bilder mit strukturgebenden Markern angefertigt. Nach Titration der Antikdrper (Daten
nicht gezeigt) konnten CD19" B-Zellen und CD3" T-Zellen in der weiRen Pulpa, CD11c"
DCs und CD11b* Monozyten/Makrophagen vorwiegend in der roten Pulpa der humanen
Milz (freundlicherweise bereitgestellt durch Prof. Arndt Hartmann, Pathologie, und durch
das HLA-Labor, Medizinische Klinik V, Universitatsklinikum Erlangen) detektiert werden.
Die Immunfluoreszenzaufnahmen zeigen, dass T-Zellen in einer breiteren Zone sichel-
férmig um die B-Zellfollikel angeordnet sind, und wenige T-Zellen diesen Follikel voll-
standig umkreisen. In dieser Ubergangszone von weiRer zu roter Pulpa sind CD11b" und
CD11c* Makrophagen, Monozyten und DCs lokalisiert (Abb. 9). Weiterhin waren CD11c"
Zellen nicht nur in der roten Pulpa, sondern auch innerhalb des B-Zellfollikels und in der

Marginalzone zwischen weil3er und roter Pulpa detektierbar.
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A) CD3 CD19 CD11c CD3 CD19 CD11c

B) ‘ CD3 CD19 CD11b CD3 CD19 CD11b

Abb.9 Immunhistologische Farbungen von Kryoschnitte n humaner Milz

Die 10um dicken Kryoschnitte wurden zur Identifizierung der B-Zellfollikel und T-Zellzone mit
a-CD19-A647 (1:50) und a-CD3-A488 (1:50) fur 30min bei RT gefarbt (A, B). Gleichzeitig wurden
entweder A) CD11c’ bzw. B) CD11b" Zellen mittels biotinylierter Antikérper (CD11b-bio, 1:50 und
CD11c-bio, 1:50) gefarbt. Zur Detektion der biotinylierten Antikérper wurden die Gewebeschnitte
anschlieend mit Streptavidin (SA)-Cy3 (1:400) inkubiert. Die exemplarisch durchgefuhrten Far-
bungen (A, B) eines Spenders sind in einer 63-fachen VergréRerung dargestellt und wurden ins-
gesamt an Milzpraparaten funf verschiedener Spender durchgefiihrt. Der Mal3stabsbalken ent-
spricht einer Grolze von 200pm.

4.1.1.2 DC-Subpopulationen

Um DC-Subpopulationen in der humanen Milz zu charakterisieren, sollten zun&chst die im
Blut beschriebenen mDC-1 DCs, mDC-2 DCs und pDCs mit den dort verwendeten Mar-
kern untersucht werden (Abb. 5 MACDONALD et al. 2002, DZIONEK et al., 2000). Fir die
Darstellung der DC-Subpopulationen in der humanen Milz wurden serielle Milzschnitte
funf verschiedener Milzspender mit Antikbrpern gegen CD11c, BDCA1, BDCA2, BDCAS3
und CD123 gefarbt und am konfokalen Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Dabei zeigte
sich, dass CD11c¢'BDCA1" mDC-1 DCs vor allem in der Marginalzone zwischen weiRer
und roter Pulpa sowie in der T-Zellzone lagen (Abb. 10A) und die zahlenmaRig grofdte
DC-Subpopulation mit ca. 57 Zellen/800um? bilden (Abb. 10B). Die zweitgroRte Sub-
population mit 48 Zellen/800um? sind mDC-2 DCs, welche aufgrund der fehlenden bzw.
sehr niedrigen Expression an CD11c schwieriger darzustellen waren (Abb. 10D). Zudem

ist BDCA3 auch als Thrombomodulin bekannt, welches nicht nur auf DCs, sondern auch
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auf CD11c-negativen Endothelzellen exprimiert ist (STEINIGER et al. 2001). Die
CD11c""BDCA3" mDC-2 DCs befanden sich hauptsachlich zirkular in der Marginalzone
und T-Zellzone angeordnet (Abb. 10C). Die CD11¢’'CD123"BDCA2" pDCs, mit ca. 18
Zellen/800pm?, zeigten eine Verteilung in der roten Pulpa (Abb. 10E, F). Weiterhin konnte
in verschiedenen Immunfluoreszenzaufnahmen eine weitere pDC-2 (CD123'BDCA2Y)
Population identifiziert werden, die die zahlenmaf3ig geringste DC-Subpopulation mit nur
1 Zelle/800pm? darstellt (Abb. 10F). Die Funktion dieser moglichen pDC-2 DCs wird

derzeitig im Labor von Frau Prof. Dudziak untersucht.
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Abb.10 DC-Subpopulationen in humaner Milz

Dargestellt sind Immunfluoreszenzaufnahmen von DC-Subpopulationen: A, B) CD11c'BDCA1"
mDC-1 DCs C, D) CD11c¢°“BDCA3" mDC-2 DCs und E, F) CD123'BDCA2" bzw. CD123 BDCA2"
pDCs in humaner Milz. A, C, E) Darstellung der Immunfluoreszenzaufnahmen in 63-facher Ver-
groRerung (linke Spalte, MaR3stabsbalken betrdgt 200pum) sowie detaillierte Einzelzelldarstellungen
(rechte Spalte). B, D, F) Auszéhlung der jeweiligen Subpopulation von A) mDC-1 DCs, C) mDC-2
DCs und E) pDCs auf einer Flache von je 800pum? wobei ein Punkt einer ausgezahlten Immun-
fluoreszenzaufnahme entspricht. Es wurden je zwei bis vier Immunfluoreszenzbilder von jeweils
finf gesunden Spendern (HLA-Labor, Universitatsklinikum Erlangen) ausgezahlt und ein Mittelwert
errechnet.
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4.1.1.3 Isotypkontrolle der BDCA-Antikdrper in humaner Milz

Um in der Immunfluoreszenz das Vorhandensein falsch positiver Signale, welche durch
die Antikorperstruktur aufkommen kénnten, auszuschliel3en, wurden Isotyp-Kontrollanti-
korper fur die Antikérper BDCA1, BDCA2 und BDCAS3 verwendet (Abb. 11). Dabei wurde
fur BDCA1 ein IgG2a-Antikorper aus der Maus mit identischem Konjugat (PE) eigesetzt
(Abb. 11A, B). Fir BDCA2 und BDCAS3 wurde eine IgG1 Isotypkontrolle mit PE-Konjugat
genutzt (Abb. 11C-F). Von seriellen Milzschnitten wurden BDCA-Antikorperfarbungen und
dazugehdrige Kontrollfarbungen angefertigt und am konfokalen Lasermikroskop, mit exakt

identischen Einstellungen, gescannt.

C) CD123 CD3 BDCA

LR v

D3 BDCA3

A) CD11lc CD3 BDCAL

E) CDliccC

o

Abb. 11 Isotypkontrolle der Antikérper BDCAL, BDCA2 und BDCA3 in der Milz

Die 10pum dicken Kryoschnitte wurden mit zu testenden BDCA-Antikérpern (A, C, E) und Isotyp-
Kontrollantikérpern (B, D, F) 30min bei RT inkubiert. Fir die Kontrolle von a-BDCAL-PE (A, 1:50)
wurde ein a-lgG2a-Kontrollantikdrper (B, 1:50), fir a-BDCA2-PE (C 1:50) und a-BDCAS3-PE (E,
1:50) ein a-lgG1-Kontrollantikérper (D, F, 1:50) verwendet. PE-Signale wurden mittels Ziege 1gG
a-PE (1:400) sowie Esel IgG a-Ziege-Dy549 (1:200) amplifiziert. Die Gewebeschnitte wurden
zusatzlich mit a-CD123-bio (A, B 1:50) und SA-Dy649 (1:400), bzw. a-CD11c-FITC (C-F, 1:50) und
a-FITC-A488 (1:200) gefarbt bzw. Signale amplifiziert. Beispiele von DC-Subpopulationen A)
mDC-1 DCs, C) pDCs und E) mDC-2 DCs sind mit Pfeilen gekennzeichnet. CD3 wurde als struk-
turgebender Marker verwendet und Gewebeschnitte mit a-CD3-A488 (A, B, 1:50) bzw. a-CD3-
A647 (C-F, 1:50) gefarbt. Der MalRstabsbalken entspricht einer Gréf3e von 200um.
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Nach Auswertung der Bilder zeigten die Kontrollfarbungen fir BDCA3 und BDCAZ2 keine
Farbung, wodurch die jeweiligen Antikdrper im humanen Milzgewebe als spezifisch be-
zeichnet werden kénnen (Abb. 11B, F). Die BDCA1-Kontrolle zeigte im Gegensatz dazu
eine Farbung sehr vieler Zellen (Abb. 11B), die jedoch eine andere Struktur aufwiesen, als
jene Zellen die nur fur den BDCAL1-Antikorper positiv gefarbt wurden (Abb. 11A, B).
Weiterhin gab es im Vergleich zur Antikérperbindung von BDCA1 an mDC-1 DCs keine
doppelt positiven Signale von IgG2a mit CD11c. Dies spricht fir eine Bindung des
Kontrollantikorpers an Fc-Rezeptoren oder andere unbekannte Strukturen auf der Zell-

oberflache.

4.1.1.4 C-Typ-Lektinrezeptor-Farbungen

Neben der Analyse der DC-Subpopulationen sollte auch untersucht werden, welche
C-Typ-Lektinrezeptoren in der humanen Milz exprimiert werden. Dazu wurden die
kommerziell verfigbaren Lektinrezeptor-Antikbrper fur Langerin (CD207), DC-SIGN
(CD209), MMR (CD206) und DEC205 (CD205) sowie der von Gordon Heidkamp
produzierte monoklonale Antikérper gegen hDCIR (15E12) (HEIDKAMP et al. 2010)
verwendet (Abb. 12A-E).

Die Auswertung der Immunfluoreszenzbilder zeigte, dass DC-SIGN" Zellen vor allem in
der roten Pulpa, auRerhalb des Milzfollikels, zu finden sind (Abb. 12A, links). Weiterhin
konnten zwei unterschiedliche Zelltypen identifiziert werden: CD11c'DC-SIGN® sowie
CD11c’DC-SIGN"® Zellen (Abb. 12A, rechts). Die Expression von DEC205 hingegen
beschrankte sich vor allem auf Zellen innerhalb des Milzfollikels (Abb. 12B, links). Diese
waren sowohl DEC205" als auch CD11c” (Abb. 12B, rechts). Die DCIR" Zellen zeigten
eine allgemeine Verteilung in der roten Pulpa und waren entweder CD11c* oder CD11c
(Abb. 12C). Eine Expression von MMR war auf vielen Zellen der roten Milzpulpa zu sehen
(Abb. 12D, links). Vereinzelt waren CD11c*MMR" Zellen in der Marginalzone vorhanden
(Abb. 12D, rechts). Langerin® Zellen waren ausschlieRlich auRerhalb des Follikels lokali-

siert und exprimieren teilweise auch CD11c (Abb. 12E).



Ergebnisse

53

A) DC-SIGN CD3 CD11c
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E) Langerin CD3 CD1lc

Abb. 12 C-Typ-Lektinrezeptor-Expression in humaner Milz

Die Expression der C-Typ-Lektinrezeptoren wurde durch die Farbung von 10um dicken
Kryoschnitten humaner Milz untersucht. Folgende Antikdrper wurden verwendet A) a-DC-SIGN-bio
(2:50) und Streptavidin-Cy3 (1:400), B) a-DEC205-PE (1:50), C) a-hDCIR-A647 (1:50), D) a-MMR-
PE (1:50), E) a-Langerin-A488 (1:50). Zusatzlich wurden die Gewebeschnitte mit dem struktur-
gebenden Antikdrper CD3 mit a-CD3-A488 (B-D, 1:50) oder a-CD3-A647 (A, E 1:50) gefarbt.
CD11c" Zellen wurden mittels a-CD11c-bio (B, C, E 1:50) und SA-Dy649 (1:400) bzw. SA-Cy3
(1:400) oder a-CD11c-FITC (A, D 1:50) und a-FITC-A488 (1:200) gefarbt. Die Antikdrper wurden
30min bei RT auf den Gewebeschnitten inkubiert. PE-Antikérper wurden mit Ziege 1gG a-PE
(1:400) und Esel IgG o-Ziege-Dy549 (1:200) amplifiziert. Gezeigt werden A-E) links: Milzfollikel,
umliegendes Gewebe in 63-facher VergrolRerung sowie A-E) rechts: detaillierte Einzelzell-
darstellungen der C-Typ-Lektinrezeptor-positiven Zellen. Der MaRstabsbalken entspricht einer
Grol3e von 200um.

Zusammenfassend konnten die im Blut beschriebenen drei bekannten DC-Subpopulatio-
nen in der Milz identifiziert und eine mdgliche pDC-2 DC-Subpopulation durch Immun-
fluoreszenz dargestellt werden. Die Isotypkontrollen von BDCA2 und BDCAS zeigten wie
erwartet keine Farbung. Interessanterweise zeigte die IgG2a-Isotypkontrolle eine Farbung
von Milzzellen in anderen Regionen als die BDCA1-Farbung, was auf eine Bindung an
potentiell spezifisch exprimierte Fc-Rezeptoren in der Milz hindeuten kann (unveréffent-
lichte Daten, Gordon Heidkamp). Alle getesteten C-Typ-Lektinrezeptoren konnten im
Gewebe der humanen Milz identifiziert werden. Zum Teil wurde eine Co-Lokalisation von

C-Typ-Lektinrezeptoren und CD11c festgestellt.
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4.1.2 Humaner Thymus
4.1.2.1 Strukturgebende Farbungen

Zur ldentifizierung anatomischer Strukturen im humanen Thymus wurden, wie in der Milz,
zuerst Farbungen mit strukturgebenden Markern angefertigt. Hierfir wurden Antikorper
gegen CD3, CD4, CD8, CD11c, CD11b und TROMAL auf seriellen, 10um dicken Thymus-
schnitten verwendet (Thymus freundlicherweise bereitgestellt durch Prof. Cesnjevar,
Kinderklinik, Chirurgische Abteilung, Universitatsklinikum Erlangen). Die Immunfluores-
zenzen bestatigten, dass sowohl CD3 als auch CD4 von Thymozyten in Kortex und
Medulla exprimiert werden (Abb. 13A-D). Weiterhin waren CD11c¢’CD4" Zellen in der
medullaren Zone zu sehen (Abb. 13B). Nach Auswertung der Bilder konnte CD8 als
Marker fur kortikale T-Zellen im Thymus detektiert werden (Abb. 13A). Kortikale sowie
medullare Epithelzellen wurden durch TROMAL, welches gegen Zytokeratin-8 gerichtet
ist, angefarbt (Abb. 13D). CD11c" Zellen waren vor allem in der Medulla vorhanden und
ordnen sich zirkuldr um das Hassall-Korperchen an (Abb. 13A-C). Dies diente als Orien-
tierungshilfe und Differenzierung von Medulla und Kortex. MHC-II exprimierende HLA-DR"
Zellen waren vor allem in der Medulla lokalisiert, aber auch medullare und kortikale
Epithelzellen konnten als HLA-DR" identifiziert werden (Abb. 13C). CD11b" Zellen zeigten
sich vereinzelt im Gewebe verteilt und waren auch im Hassall-Kérperchen vorhanden
(Abb.13D).
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A) CD8 CD3 CD11c

KA

HLADR CD3 CD11c

Abb. 13 Immunhistologische Farbungen von humanem Th ymus

10um dicke serielle Kryoschnitte wurden zur Identifizierung von Kortex und Medulla mit a-CD3-
A647 (1:50), a-CD4-FITC (1:50) und a-CD8-FITC (1:50) fur 30min bei RT inkubiert. Signale von
CD4 bzw. CD8 wurden mit a-FITC-A488 (1:200) fur 30min bei RT amplifiziert. A-D) CD11c"
(a-CD11c-bio, 1:50) und CD11b" (a-CD11b-bio, 1:50) Zellen wurden mittels biotinylierter Antikdrper
inkubiert und mit dem Sekundérantikbrper Streptavidin-Cy3 (1:400) gefarbt. D) TROMAL (Ratte
IgG, 1:50) wurde zur Farbung von Epithelzellen eingesetzt und mit Maus 1gG a-Ratte-FITC (1:200)
sowie a-FITC-A488 (1:400) amplifiziert. E) HLA-DR-A488 (1:50) zeigt alle APCs, welche MHC-II
exprimieren. Die Immunfluoreszenzaufnahmen A-D) wurden exemplarisch an einem Spender
durchgefiihrt und sind in 63-facher VergréRerung dargestellt. Der MaRRstabsbalken entspricht einer
Grol3e von 200um.



Ergebnisse 57

4.1.2.2 DC-Subpopulationen

Auch im humanen Thymus wurden Farbungen zur Charakterisierung der DC-Subpopula-
tionen angefertigt. Hierbei sollte herausgefunden werden, ob die im Blut vorhandenen DC-
Subpopulationen ebenfalls im Thymus prasent sind (Abb. 5, MACDONALD et al. 2000,
DZIONEK et al. 2002). Folgende Marker wurden dabei verwendet: BDCA1, BDCAZ2,
CD11c, CD123 und CD26 anstatt BDCA3. Zusatzlich wurden die Immunfluoreszenzauf-
nahmen vier verschiedener Thymusspender nach den DC-Subpopulationen untersucht
und die Zellen auf einer Flache von 800pm? ausgezahlt.

Nach Auswertung der Bilder zeigten sich mDC-1 DCs als CD11c’BDCA1* Zellen vor
allem in der Medulla, der Ubergangszone von Kortex zu Medulla und vereinzelt im Kortex
(Abb. 14A). Sie stellen die zweithaufigste DC-Subpopulation mit einem Mittelwert von ca.
56 Zellen/800um? dar (Abb. 14B). Auf der Suche nach einer Alternative fiir den BDCA3-
Antikdrper, welcher durch eine unspezifische Bindung an Thrombomodulin charakterisiert
ist, wurde CD26 von Gordon Heidkamp als Marker zur Detektion der mDC-2 DCs im
Thymus per FACS-Analyse identifiziert (STEINIGER et al. 2001, HEIDKAMP et al.
Manuskript (2) in Vorbereitung). Durch die Expression von CD26 und CD11c konnten
mDC-2 DCs als die am sparlichsten auftretende Subpopulation (26 Zellen/800um?) ver-
einzelt in der Medulla lokalisiert werden (Abb. 14C, D). Des Weiteren waren pDCs als pro-
minenteste Population (Mittelwert von 58 Zellen/800um?) im Thymusmark vorhanden und
durch die Oberflachenantigene CD123 und BDCAZ2 identifizierbar (Abb. 14E, F). Eine

potentielle pDC-2 DC-Subpopulation konnte im Thymus nicht identifiziert werden.
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A) CD1lc TROMAL BDCAL

mDC-1
DC/800um?2

A=

DC/800pm?2

F)

DC/800pm?

Abb. 14 DC-Subpopulationen im humanen Thymus
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Immunfluoreszenzaufnahmen von 10um dicken Kryoschnitten des humanen Thymus zur
Identifizierung von DC-Subpopulationen A) mDC-1 DCs: CD11¢'BDCA1" C) mDC-2 DCs:
CD11c®CD26" und E) pDCs: CD123"BDCA2". Die Schnitte wurden zusatzlich mit A, E) Ratte IgG
a-TROMAL (1:50) sowie a-Ratte-FITC (1:200) und a-FITC-A488 (1:200) oder C) a-CD3-A647
(1:50) gefarbt. Dargestellt sind Aufnahmen eines Spenders mit einer Gewebeflache von ca.
800pm* (A-C, linke Spalte) in 63-facher VergroRerung, sowie detaillierte Einzelzelldarstellungen
der jeweiligen Subpopulation (mittlere Spalte). Von vier Spendern wurden je zwei bis vier Immun-
fluoreszenzaufnahmen angefertigt, DC-Subpopulationen auf einer Flache von 800um? ausgezéhlt
und ein Mittelwert errechnet, wobei ein Punkt einer ausgezéahlten Immunfluoreszenzaufnahme

entspricht. Der Mal3stabsbalken hat eine Grol3e von 200um.
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4.1.2.3 Isotypkontrollen der BDCA-Antikdrper im Thymus

Eine Kontrolle der BDCA-Antikdrper wurde ebenfalls im Thymus durchgefiihrt, um auch in
diesem Gewebe falsch positive Signale detektieren zu kénnen. Die Kryoschnitte wurden
mit den Antikbrpern BDCA1-PE und BDCA2-PE gefarbt (Abb. 15A, C). Gleichzeitig wurde
fur BDCAL eine Farbung mit dem Isotypantikorper IgG2a-PE (Maus) und fur BDCA2 eine
Farbung mit IgG1-PE (Maus) vorbereitet (Abb. 15B, D).

B)

A) CD1lc TROMA1l BDCAl CD11lc TROMAL1 IgG2a

C) CD11c CD3 BDCA2 D) CD11c CD3 1gG1

Abb. 15 Isotypkontrolle der Antikbrper BDCA1-PE und BDCA2-PE im Thymus

Dargestellt sind Immunfluoreszenzaufnahmen von 10um dicken Kryoschnitten eines humanen
Thymus nach Farbung mit A) BDCA1-PE (1:50), B) IgG2a-PE (1:50), C) BDCA2-PE (1:50) sowie
D) 1gG1-PE (1:50) fur 30min bei RT. Signale der PE-Antikdrper wurden mit Ziege 19G a-PE (1:400)
und Esel 1gG a-Ziege-Dy549 (1:200) amplifiziert. Zusatzlich wurden alle Gewebeschnitte mit A-D)
a-CD11c-FITC (1:50) und a-FITC-A488 (1:200) gefarbt. Des Weiteren wurden die Gewebe mit A,
B) Ratte IgG a-TROMAL (1:50) sowie a-rat-FITC (1:200) und a-FITC-A488 (1:200) bzw. C, D)
a-CD3-A647 (1:50) gefarbt. Der Mal3stabsbalken entspricht einer Gré3e von 200um.
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Alle Antikérper wurden in der gleichen Konzentration eingesetzt und mit a-PE-goat (1:400)
und a-goat-Dy549 (1:200) amplifiziert. Signale der Antikorperfarbungen sowie Kontroll-
farbungen wurden am konfokalen Lasermikroskop mit den gleichen Einstellungen abgele-
sen, um die Auswertung der Bilder nicht zu verfalschen. Es zeigte sich, dass BDCAL im
gesamten Kortex und vereinzelt auch auf CD11c’ Zellen vorhanden war (Abb. 15A,
HEIDKAMP et al. Manuskript (1) in Vorbereitung). Der IgG2a-PE Antikdrper hingegen gab
ein schwaches Signal auf einigen vereinzelten CD11c-negativen Zellen im Thymus wieder
(Abb. 15B). Im Thymusmark waren solitire BDCA2" Zellen zu sehen (Abb. 15C). Diese
waren wiederum in der IgGl-Isotypkontrollfarbung nicht vorhanden (Abb. 15D).
Abschlielend kénnen dadurch im Thymus sowohl BDCAL als auch BDCAZ2 als spezifisch
bezeichnet werden. Durch die Kontrollfarbungen konnte gezeigt werden, dass sie keine

falsch positiven Signale reprasentieren.

4.1.2.4 C-Typ-Lektinrezeptoren

Um herauszufinden, wie die Verteilung und Expression der C-Typ-Lektinrezeptoren sich
im humanen Thymus darstellt, wurden Kryoschnitte mit den verfliigbaren Antikérpern
gefarbt. Verwendet wurden Antikorper gegen DC-SIGN (CD209), DEC205 (CD205), DCIR
(15E12), MMR (CD206) sowie Langerin (CD207) (Abb. 16A-E). Nach der Farbung der
Gewebe erfolgte die Auswertung der Bilder am konfokalen Mikroskop. Dabei konnte
festgestellt werden, dass CD11¢c'DC-SIGN" Zellen sowohl in der Medulla, als auch im
Kortex des Thymus vorhanden sind (Abb. 16A). Ebenso waren CD11c'DC-SIGN" Zellen
im Gewebe verteilt. DEC205 stellt einen im Thymus weit verbreiteten Oberflachenmarker
dar, da er sowohl von DCs als auch von Thymozyten und Epithelzellen exprimiert wird
(Abb. 16B). Die Expression von DCIR war im Thymusmark nur vereinzelt auf CD11c-
negativen Zellen zu erkennen (Abb. 16C). MMR konnte verteilt auf kortikalen Zellen und
im umliegenden Bindegewebe lokalisiert werden. In der Medulla waren solitare
CD11c’'MMR" Zellen anzufinden (Abb. 16D). Langerin konnte nicht nachgewiesen

werden, lediglich eine Farbung von Zelltrimmern ist vorhanden (Abb. 16E).
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E) Langerin CD3 CD11c

Abb. 16 C-Typ-Lektinrezeptor-Expression im humanen Thymus

Dargestellt sind C-Typ-Lektinrezeptor-Farbungen eines humanen Thymus. A) a-DC-SIGN-bio
(1:50), B) a-DEC205-PE (1:50), C) a-hDCIR-A488 (1:50), D) a-MMR-PE (1:50) und E) a-Langerin-
A488 (1:50) wurden jeweils mit a-CD3-A647 (1:50) sowie B-E) a-CD11c-bio (1:50) und Strept-
avidin-Cy3 (1:400) bzw. A) a-CD11c-FITC (1:50) und a-FITC-A488 (1:200) fur 30min bei RT auf
den Gewebeschnitten inkubiert. Gezeigt werden eine Flache von je 800um? in 63facher
VergréRerung (A-E, oben), sowie detaillierte Einzelzelldarstellungen von C-Typ-Lektinrezeptor-
exprimierenden Zellen. Der MaR3stabsbalken entspricht einer Gréf3e von 200um.

Zusammenfassend konnten alle DC-Subpopulationen des peripheren Blutes auch im
Thymus lokalisiert werden. mDC-2 DCs lie3en sich durch den Marker CD26 spezifisch
detektieren. Die durchgefihrten Isotypkontrollen der Antikbrper BDCA1 und BDCA2
zeigten keine falsch positiven Signale und die Bindung dieser Antikérper im Thymus kann
somit als spezifisch angesehen werden. C-Typ-Lektinrezeptor-positive Zellen waren
ebenfalls im Thymus vorhanden. Eine Expression von Langerin (CD207) konnte nicht

nachgewiesen werden.
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4.1.4 Humane Tonsillen

Zur Charakterisierung anatomischer Gewebestrukturen humaner Tonsillen (freundlicher-
weise bereitgestellt durch Prof. Iro, HNO-KIinik, Universitatsklinikum Erlangen) wurden,
wie mit den Geweben zuvor, zuerst Farbungen mit strukturgebenden Markern angefertigt.
Danach waren CD19" Zellen als groRer Follikel im Gewebe zu erkennen. Sowohl
innerhalb als auch auRerhalb des Follikels waren CD11c"* Zellen vorhanden. T-Zellen
(CD3") waren als breite Schicht auRerhalb und als Umrandung des B-Zellfollikels
erkennbar (Abb. 17).

CD3 CD19 CDllc CD3 CD19 CD11c

Abb. 17 Immunhistologische Farbung humaner Tonsille n

Gezeigt werden Immunfluoreszenzaufnahmen humaner Tonsillen in 63facher VergréRerung, nach
der Farbung mit spezifischen, strukturgebenden Antikérpern. Zur Identifizierung des B-Zellfollikels
wurde der Antikérper a-CD19-A647 (1:50) und fir die T-Zellzone der Antikorper a-CD3-A488 (1:50)
fir 30min bei RT auf dem Gewebe inkubiert. Ein biotinylierter CD11c-Antikdrper (a-CD11c-bio,
1:50) sowie SA-Cy3 (1:400) wurden zur Detektion CD11c” Zellen verwendet. Der MaRstabsbalken
entspricht einer Groéf3e von 200um.

Zur Charakterisierung der DC-Subpopulationen in humanen Tonsillen wurden folgende
Marker, unter Berucksichtigung der im peripheren Blut vorhandenen DCs, verwendet:
CD11c, CD123, BDCA1l, BDCA2, BDCA3 sowie CD3 als strukturgebender Marker
(MACDONALD et al. 2002, DZIONEK et al. 2000). Hierbei konnte festgestellt werden,
dass CD11c'BDCAL1" mDC-1 DCs kreisformig um den B-Zellfollikel angeordnet waren.
(Abb. 18A). Ebenso wie CD123'BDCA2" pDCs waren CD11c°“BDCA3" mDC-2 DCs

vereinzelt in der parafollikularen T-Zellzone vorhanden (Abb. 18B, C).
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A) CDllc CD3 BDCAl

mDC-1

Abb.18 DC-Subpopulationen in humanen Tonsillen

Immunfluoreszenzaufnahmen von DC-Subpopulationen: Farbungen von A) CD11¢"BDCA1" mDC-
1 DCs C, B) CD11c°“BDCA3" mDC-2 DCs und C) CD123'BDCA2" pDCs wurden von 10um
dicken Kryoschnitten angefertigt. A-C) Darstellung der Immunfluoreszenzaufnahmen in 63-facher
VergréRBerung (linke Spalte, MaRstabsbalken betrdgt 200um) sowie detaillierte Einzelzelldar-
stellungen (rechte Spalte). a-CD3-A647 (1:50) wurde bei allen Farbungen als strukturgebender
Marker verwendet. PE-Antikorper (a-BDCA1-, a-BDCA2- und a-BDCAS3-PE) (1:50) wurden mit
Ziege 1gG o-PE (1:400) sowie Esel 1gG a-Ziege-Dy549 (1:200) amplifiziert. Die Signale von
a-CD11c-FITC (1:50) und a-CD123-bio (1:50) wurden mittels a-FITC-A488 (1:200) bzw. SA-Dy649
(1:400) verstarkt.



Ergebnisse 65

Zusatzlich wurden Isotypkontrollen der PE-Antikdrper (BDCA1l, BDCA2 und BDCAS3)
durchgefuhrt. Hierzu wurden Isotyp-Antikdrper desselben Konjugats (PE) und Typs
(Maus) verwendet. Nach Auswertung der Farbungen am konfokalen Mikroskop konnen
die Antikbrper BDCA2 und BDCA3 in humanen Tonsillen als spezifisch bezeichnet
werden, da die Isotypkontrolle (IgG1) keine Signale wiedergab (Abb. 19A, B, E, F). Die
Isotypkontrolle des Antikorpers BDCA2 (IgG2a) zeigte eine Bindung an sehr viele Zellen
(Abb. 19C, D). Dennoch konnten keine doppelt positiven Zellen (IgG2a*CD11c") detektiert
werden, was fur eine Bindung des Isotyp-Antikdrpers an andere Zellstrukturen,

madglicherweise Fc-Rezeptoren, spricht.

A) CD123 CD3 BDCA2 C) CD11c CD3 BDCA1 E) CD11c CD3 BDCA3

K 5

B) F) CD1lc CD3IgG1

Abb. 19 Isotypkontrolle der Antikérper BDCAL, BDCA2 und BDCA3 in humanen Tonsillen

Die 10um dicken Kryoschnitte wurden mit den zu testenden BDCA-Antikérpern (A, C, E) und
Isotyp-Kontrollantikérpern (B, D, F) 30min bei RT inkubiert. Fir die Kontrolle von a-BDCA1-PE (C,
1:50) wurde ein IgG2a-Antikorper (D, 1:50), fir a-BDCA2-PE (A, 1:50) und a-BDCA3-PE (E, 1:50)
wurde ein IgG1-Kontrollantikérper (B, F, 1:50) verwendet. PE-Signale wurden mittels Ziege 1gG
a-PE (1:400) sowie Esel IgG a-Ziege-Dy549 (1:200) amplifiziert. Gewebeschnitte wurden zusétz-
lich mit A, B) a-CD123-bio (1:50) und SA-Dy649 (1:400) bzw. C-F) a-CD11c-FITC (1:50) und
a-FITC-A488 (1:200) gefarbt. Zusatzlich wurde CD3 als strukturgebender Marker verwendet, und
die Gewebe mit a-CD3-A488 (A, B, 1:50) bzw. a-CD3-A647 (C-F, 1:50) gefarbt. Die Immunfluores-
zenzen sind in 63facher VergroRerung dargestellt, wobei der Mal3stabsbalken einer Grof3e von
200um entspricht. DC-Subpopulationen: A) pDCs, C) mDC-1 DCs und E) mDC-2 DCs sind mit
Pfeilen gekennzeichnet.
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Zusammenfassend konnte mithilfe der Immunfluoreszenzanalyse humaner Gewebe fest-
gestellt werden, dass sowohl in Milz und Thymus, als auch in Tonsillen alle drei DC-
Subpopulationen des peripheren Blutes mit den gleichen Markern detektiert werden
kénnen (mDC-1, mDC-2 und pDC) (DZIONEK et al. 2000, MACDONALD et al. 2002).
Eine zusatzliche Population (pDC-2: CD11¢c'CD123"BDCA2") konnte in der humanen Milz
identifiziert werden, deren Funktion momentan in der Arbeitsgruppe intensiv untersucht
wird. Des Weiteren wurde die Expression der C-Typ-Lektinrezeptoren beschrieben. Im
Gegensatz zur spezifischen Expression von murinem DCIR2 auf CD11¢c'CD8 DCs sowie
murinem DEC205 auf CD11¢"CD8" DCs konnte ein solch spezifisches Vorhandensein der
untersuchten C-Typ-Lektinrezeptoren auf DC-Subpopulationen in humaner Milz und
Thymus nicht festgestellt werden. Die C-Typ-Lektinrezeptoren in diesen Geweben zeigte
sich als weit verbreitet und ein spezifischer Rezeptor konnte mit den verwendeten

Antikoérpern keiner bestimmten DC-Subpopulation zugeordnet werden.

4.2 Produktion Ioslicher C-Typ-Lektinrezeptor-Proteine

Fur eine zukinftige therapeutische Antigenbeladung Dendritischer Zellen in vivo ist es
notwendig, Antikérper zu produzieren, die sehr spezifisch an Endozytoserezeptoren auf
DC-Subpopulationen binden und anschlieRend internalisiert werden. Um Antikorper
gegen die extrazellularen Domanen von C-Typ-Lektinrezeptoren generieren zu kénnen,
sollten Protein-Varianten der C-Typ-Lektinrezeptoren ohne Transmembrandomane in
eukaryotischen Zellen produziert werden. Fur die Klonierung der extrazellularen Doméanen
der C-Typ-Lektinrezeptoren sollten vor der Insertion dieser extrazellularen Doméanen
zunachst geeignete Restriktionsschnittstellen im Expressionsvektor eingefugt bzw.
geéandert werden. Um die starke Glykosylierung, die méglicherweise fur die erfolgreiche
Antikdrperproduktion notwendig ist, gewahrleisten zu kénnen, sollten die fir die 16slichen
C-Typ-Lektinrezeptoren kodierenden Plasmide anschlieBend in eukaryote HEK293T-
Zellen transfiziert werden. Die in den Uberstand sekretierten Proteine sollten aufgereinigt

und proteinchemisch (Comassie-Gel, LPS-Test) kontrolliert werden.
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42.1 Eliminierung einer Xba-I Restriktionsschnittstelle im Vektor pcDNA3.1

Um jeweils murines und humanes Dectin-1, Dectin-2, Clec9a und Langerin iber die
Schnittstellen Xbal und Notl in den Expressionsvektor pcDNA3.1 klonieren zu kdnnen,
musste in diesem Vektor zundchst eine zweite Xbal-Schnittstelle auf der 3’ Seite (Abb.
20A, rechts) deletiert werden. Der eingesetzte Vektor 733 wurde von Gordon Heidkamp
freundlicherweise zur Verfliigung gestellt. Im Plasmid 733 lagen bereits eine losliche
Variante von humanem C-Typ-Lektinrezeptor hClecSF6/DCIR, ein His-Tag und ein
Glycin-Serin Linker in Form einer (G4S),-Sequenz vor (Abb. 20A).

A)
733 EcoRI Xbal Notl  Xbal
J— His Tag (G,S), | hClecSF6 extr. Doméane J—|—
B)
986 EcoRl Xbal Notl
J— His Tag (G,S), | hClecSF6 extr. Doméane J—
C)
Xbal Nhel Xbal + Nhel

5" [TCTAGA 3 5 BCTAGC 3 5 TCTAGA 3
3" AGATCT]| 5 3" CGATCG]| 5 3" CGATCG 5

Abb. 20 Eliminierung einer Xba-l Schnittstelle im E  xpressionsplasmid pcDNA3.1-
hClecSF6/hDCIR His

A) Plasmid 733 besteht aus dem Gerust des Vektors pcDNA3.1 und beinhaltet zusétzlich folgende
Komponenten: EcoRI-Schnittstelle, His-Tag, (G4S),-Linker, Xbal-Schnittstelle, hClecSF6 als
extrazellulare Domane, Notl- und Xbal-Schnittstelle. B) Das neu entstandene Plasmid 986 stellt ein
modifiziertes Plasmid 733 dar mit gleichem Grundgerist, aber folgender Veranderung: EcoRI-
Schnittstelle, His-Tag, (G,4S),-Linker, Xbal-Schnittstelle, hClecSF6 (extrazellulare Doméane) und
abschlieBender Notl-Schnittstelle. C) Xbal-Sequenz (TCTAGA) und Nhel-Sequenz (GCTAGC)
erganzen sich nach Verdau und Ligation fast vollstandig und kénnen somit fusionieren (Xbal und
Nhel). Die Schnittstelle ist jedoch damit eliminiert.

Fir die Deletion der Xbal-Schnittstelle wurde ein Oligonukleotidlinker verwendet. Dieser
bestand aus EcoRI - His-Tag - (G4S), — Xbal — Stop - Notl — Nhel und wurde durch ein
Annealing der komplemantaren DNA-Segeunzen des Oligolinkers hergestellt (Tab. 4,
Nr. 19, 20). Nach Verdau des alten Vektors 733 (Abb. 20A) mit EcoRI und Xbal wurde der
Vektor mit dem Oligolinker ligiert, und das eliminierte Insert des Vektors 733 (EcoRI - His-
Tag - (G4S), — Xbal — hClecSF6/hDCIR - Notl — Xbal) durch den Oligolinker ersetzt
(Tab 4, Nr. 19, 20). Dabei kam es zur Fusion der EcoRI-Schnittstellen am 5’ und der Xbal-
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mit der Nhel-Schnittstelle am 3’ Ende (Abb. 20C). Die Xbal-Schnittstelle konnte nach der
Fusion mit Nhel nicht erneut verdaut werden. Die Schnittstelle war somit eliminiert
(Abb 20C). Nach Uberpriifung der entstandenen DNA-Sequenz und Einfiigen der C-Typ-
Lektinrezeptor-DNA von hClecSF6 uber die Schnittstellen Xbal und Notl-HF konnte der
neue Vektor 986 fir die nachfolgenden Klonierungsarbeiten verwendet werden. (Abb.
20B).

4.2.2 C-Typ-Lektinrezeptor-DNA

Um die extrazellularen Doménen der murinen und humanen C-Typ-Lektinrezeptoren
Dectin-1, Dectin-2, Clec9a und Langerin zu klonieren, wurden mittels PCR jeweils
Signalpeptid (IgG-SP), extrazellulare Region und Hinge-Region der C-Typ-Lektinrezep-
toren aus bereits vorhandenen Plasmiden (bereitgestellt von Gordon Heidkamp) oder
frisch gewonnenen RNA/cDNA Proben amplifiziert (s. Tab 5). Fur murine Rezeptoren
wurde jeweils nur ein PCR-Produkt, fir humane Rezeptoren je drei PCR-Produkte unter-
schiedlicher Lange eines Rezeptors hergestellt (Abb. 21A-K). Bei letzteren variierte dabei
lediglich die Lange der Hinge-Region und somit der Abstand zur Transmembrandomane.
Die GroRe der C-Typ-Lektin-Domane (CLEC) blieb konstant. Die Rezeptor-DNA von
mClec9a startete bei Aminoséaure 88 und endete bei AS 270 (Abb. 21A, B). Losliches
mDectin-1 reichte von Aminosaure 101 bis 270, mDectin-2 von Aminosaure 49 bis 258.
Der vierte murine Rezeptor war mLangerin, (AS 88-351) (Abb. 21A, B).

Zur Klonierung der extrazellularen Domanen humaner C-Typ-Lektinrezeptoren wurden
jeweils mehrere Versionen hergestellt. Dabei wurden nachfolgende Konstrukte kloniert:
hClec9a (AS 245, AS 263, AS 293) (Abb. 21C, D), hDectin-1 (AS 128, AS 146, AS 170)
(Abb. 21E, F), hDectin-2 (AS 83, AS 112, AS 146) (Abb. 21G, H) und hLangerin (AS 17,
AS 143, AS 205) (Abb. 21l, K). Durch das Einfigen von Schnittstellen (Xbal und Notl) in
die Primersequenzen konnte die amplifizierte DNA mit den Restriktionsenzymen Xbal und
Notl-HF verdaut und in den Vektor 986 ligiert werden. Die erfolgreich klonierten Plasmide

standen nun fir eine Transfektion von HEK293T-Zellen zur Verfliigung.
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Abb. 21 C-Typ-Lektinrezeptor-DNA im Vektor 986

Zu sehen sind A, C, E, G, I) verschiedene humane und murine C-Typ-Lektinrezeptoren mit unter-
schiedlicher Lange der Hinge-Region und C-Typ-Lektindomé&ne (CLECT), sowie B, D, F, H, J) die
gelelektophoretische Auftrennung eines Testverdaus (Xbal-Notl-HF) dieser DNA-Varianten im
Vektor 986 im 2%-igen Agarosegel. Als Marker wurden pro Gel 7ul des DNA-Langenstandards ,2-
log DNA" der Firma MBI Fermentas verwendet. A) mClec9a (AS 88-270) mit CLECT (AS 142-270)
ist mit einer Gro3e B) von 549bp im Agarosegel zu sehen. mDectin-1 (AS 101-270) mit CLECT (AS
149-270) B) lauft auf einer H6he von 510bp. B) mDectin-2 (AS 49-258) mit CLECT (AS126-258) ist
399bp groR. mLangerin (AS 88-351) mit CLECT (AS 217-315) ist im Agarosegel mit 792bp
erkennbar. C) Unterschiedliche Start-AS (245, 263 und 293) des Rezeptors hClec9a mit CLECT
(AS 299-419) sind als D) hClec9a (AS 293): 381bp, hClec9a (AS 263): 471bp und hClec9a (AS
245): 525bp zu sehen. E) hDectin-1 mit CLECT (AS 182-310) und verschiedenen Langenvarianten
(AS 128, 146 und 170) sind F) im Testverdau wiederzufinden: hDectin-1 (AS 128): 549bp, hDectin-
1 (AS 146): 495bp und hDectin-1 (AS 170): 459bp. G) hDectin-2 mit CLECT (AS 118-249) und
verschiedenen GroRenvarianten der Hinge-Region (AS 83, 112 und 146) sind H) im Agarosegel zu
sehen als hDectin-2 (AS83): 501bp, hDectin-2 (AS 112): 414bp und hDectin-2 (AS 146): 312bp. I)
hLangerin mit CLECT (AS 210-344) und drei Langenvarianten (AS 17, 143 und 205) nach K)
elektrophoretischer Auftrennung erkennbar als: hLangerin (AS 143): 606bp, hLangerin (AS 205):
420bp und hLangerin (AS 17): 987bp.

4.2.3 Transfektion von HEK293T-Zellen und Proteinelution

Um ldsliche Proteine der klonierten C-Typ-Lektinrezeptor-DNA zu erhalten, wurden die
hergestellten Plasmide (Tab. 6) in HEK293T-Zellen transfiziert. Nach 5-7 Tagen wurde
der Uberstand mit den darin sezernierten Proteinen abgenommen, sterilfiltriert und mit
Ammoniumsulfat gefallt. Proteine wurden in 1xPBS resuspendiert, dialysiert und mit
Ni-NTA Beads versetzt. Diese sind in der Lage, 6xHis-Tag tragende Proteine zu binden.
Anschlieend wurden die Ni-NTA Beads mit dem gebundenen Protein zentrifugiert und
Uber einer Polyprep Chromatographie-Saule (BioRad) in Fraktionen mittels Imidazol
eluiert. Nun erfolgte eine Detektion der Proteine in den eluierten Fraktionen durch ein
SDS-Coomassie-Gel (Abb. 22).

Zur Uberpriifung der verwendeten Reagenzien und Techniken wurde der urspriingliche
Vektor 733 und verédnderter Vektor 986, beide mit hClecSF6 als Insert, transfiziert, eluiert
und mittels SDS-PAGE ausgewertet (Abb. 22A, B). Das Plasmid 733 wurde bereits von
Gordon Heidkamp erfolgreich in HEK293T-Zellen transfiziert und hClecSF6/hDCIR-
Proteinfraktionen eluiert (HEIDKAMP et al. 2010).
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Abb. 22 Elution von hClecSF6/DCIR im Vektor 733 und 986 mit His-Tag

Nach Aufreinigung der Proteine mittels Ni-NTA Beads wurden jeweils 20ul der 10 eluierten
Proteinfraktionen mit 5ul Proteinauftragspuffer gemischt, bei 95T fur 10min aufgekocht, auf ein
12,5%iges SDS-Coomassie-Gel aufgetragen und analysiert. Als Langenstandard dienten pro Gel
3ul des Markers PageRuler™Prestained Protein Ladder der Firma MBI Fermentas. A) hClecSF6
im Vektor 733 zeigt Proteinbanden in den Fraktionen 1-4 auf einer Héhe von ca. 25 kDa. B)
hClecSF6 im Vektor 986 beinhaltet ebenfalls Proteine in den Fraktionen 1-4 mit einer Grof3e von
ca. 25 kDa.

Hierbei zeigte sich nach der Transfektion beider Plasmide (733 und 986) und Elution der
Proteine, dass in beiden Féllen Proteinfraktionen im SDS-Coomassie-Gel vorhanden
waren (Abb. 22A, B). Das Protokoll der Transfektion und Elution, sowie der modifizierte
Vektor, konnten fir die weitere Arbeit zur Produktion I6slicher C-Typ-Lektinrezeptoren
angewendet werden.

Um neue losliche Proteine der C-Typ-Lektinrezeptoren zu erhalten, wurden die neu
produzierten Plasmide transfiziert, Proteine eluiert und proteinchemisch analysiert. Die
C-Typ-Lektinrezeptoren humanes Dectin-1 (989) und murines (990) Dectin-1 konnten
erfolgreich im Coomassie-Gel detektiert werden (Abb. 23A, B). Dabei zeigte sich, dass
hDectin-1 und mDectin-1 wahrscheinlich stark glykosyliert sind und anstelle des
erwarteten Molekulargewichtes von 21kDa auf einer H6he von ca. 30kDa (hDectin-1),
bzw. anstelle von 20kDa auf einer Héhe von 28kDa (mDectin-1) liefen. Die proteinhaltigen
Fraktionen wurden anschlieBend vereinigt, und eine Konzentrationsbestimmung mittels
eines Bradford-Tests durchgefuhrt. Die C-Typ-Lektinrezeptor-Proteine wurden einem
LPS-Removal und nachfolgenden LPS-Test unterzogen. AbschlieRend wurden die
produzierten Proteine zur Antikdrperproduktion versendet (Kooperation Dr. Elisabeth
Kremmer, Helmholtz-Zentrum Muinchen). An der Produktion der C-Typ-Lektinrezeptor-
Proteine der anderen klonierten C-Typ-Lektinrezeptor-DNAs wird derzeit noch intensiv

gearbeitet.
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Abb. 23 Proteinelution von mDectin-1 (990) und hDe  ctin-1 (989)

Die C-Typ-Lektinrezeptor-Proteine wurden nach der Transfektion der Plasmide (990 und 989) in
HEK293T-Zellen in Fraktionen 1-10 eluiert. Die Fraktionen wurden mit je 5ul Proteinladepuffer
versetzt, 10min bei 95 °C gekocht und auf ein 12,5%igem SDS-PAGE aufgetragen. A) Lésliches
Protein von mDectin-1 ist in den Fraktionen 1-3 vorhanden und besitzt eine GréRRe von ca. 28kDa.
B) hDectin-1 (989) konnte in den Fraktionen 1-4 bei einer Grof3e von ca. 30kDa nachgewiesen
werden. Fir das Coomassie-Gel wurden 3ul PageRuler™Plus der Firma MBI Fermentas aufge-
tragen. Anschliel3end wurden proteinhaltige Fraktionen vereinigt.
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5 Diskussion

DCs gelten als die am effektivsten arbeitenden Antigen-prasentierenden Zellen des
Immunsystems und kdnnen zu zentraler oder peripherer Toleranz bzw. zur Induktion einer
spezifischen Immunantwort beitragen (BANCHEREAU und STEINMAN 1998, LIU und
NUSSENZWEIG 2010, STEINMAN et al. 2003). Als Zellen, die angeborene mit adaptiver
Immunantwort verbinden, stehen sie im Fokus der Wissenschaft. Im Mausmodell ist es
bereits gelungen, Antigene Uber Antikorper, die an bestimmte Oberflachenrezeptoren
binden und internalisiert werden (C-Typ-Lektinrezeptoren: DCIR2 und DEC205), in DCs
zu schleusen und somit eine spezifische Immunantwort zu induzieren (DUDZIAK et al.
2007, BONIFAZ et al. 2002, HAWIGER et al. 2001). Die in vivo Antigenbeladung
spezifischer DC-Subpopulationen kénnte auch in der Humanmedizin zur therapeutischen
Anwendung bei Autoimmunitat, Tumoren und bei der Vakzinierung eingesetzt werden
(BOZZACCO et al. 2007, STEINMAN 2010, STEINMAN und BANCHEREAU 2007). Das
meiste Wissen Uber humane DCs stammt von Monozyten-gereiften DCs (BENDER et al.
1999, McCURLEY und MELLMAN 2010). Die Verfugbarkeit von humanem, frischem
Gewebe ist eines der Haupthindernisse fur die Untersuchung der DCs im Gewebe. Im
Vergleich dazu sind DCs im Blut bereits sehr gut charakterisiert. Sie reprasentieren
weniger als 1% aller zirkulierenden Blutzellen und sind gekennzeichnet durch die
Expression von HLA-DR und die Abwesenheit der sogenannten ,Lineage“ Marker (CD3,
CD19, CD20 und CD56), welche auf T-, B- und NK-Zellen vorhanden sind (MACDONALD
et al. 2002). DC-Subpopulationen im peripheren Blut kdnnen eingeteilt werden in konven-
tionelle myeloide (mDC) und plasmazytoide DCs (pDC). Charakteristisch fir mDC-1 DCs
ist die Expression der Marker CD11c und BDCA1. mDC-2 DCs hingegen zeigen eine eher
niedrige Expression von CD11c und sind zudem BDCAS positiv, wahrend pDCs CD123
und BDCA2 exprimieren (ANDREWS et al. 2010, POULIN et al. 2010, MAC DONALD et
al. 2002).

Hauptziel der vorliegenden Doktorarbeit war es, ein Protokoll fir die Immunfluores-
zenzanalyse von DC-Subpopulationen in humanen lymphoiden Geweben aus Milz,
Thymus und Tonsillen zu etablieren und mit den im humanen peripheren Blut beschrie-
benen DC-Subpopulationen zu vergleichen. Weiterhin sollte auch die Expression von
C-Typ-Lektinrezeptoren und deren Verteilung in den Geweben naher untersucht werden.
Zudem sollten l6sliche C-Typ-Lektinrezeptoren produziert werden, um Antikérper gegen
diese generieren zu kdnnen. Zukinftig konnten diese bei hoher Endozytoseaktivitat fur

eine Antigenbeladung humaner DCs verwendet werden.
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51 Etablierung von Immunfluoreszenzanalysen in humanem lymphoidem Gewebe

Viele der Untersuchungen humaner lymphoider Gewebe stammen aus pathologischen
Befunden, in denen haufig Paraformaldehyd fir die Fixierung verwendet wurde
(VALLADEAU et al. 2000, PEREZ et al. 2005, GINHOUX et al. 2010). Nur sehr wenige
Arbeiten existieren, in denen Immunzellen oder DCs durch konfokale Mikroskopie an
frischem Gewebe charakterisiert wurden (PACK et al. 2008). Zu Beginn dieser Arbeit war
in der Arbeitsgruppe ein Protokoll fir die Immunfluoreszenzanalyse von lymphoidem
Gewebe in der Maus etabliert. Zur Charakterisierung von DC-Subpopulationen und ins-
besondere deren Expression von bereits bekannten und zukinftig interessanten Endo-
zytoserezeptoren musste dieses Protokoll jedoch an humanes Gewebe angepasst
werden. Dazu war es zundchst notwendig, die Gewebeprozessierung und -fixierung zu
optimieren. Letztere war besonders wichtig, um eine spezifische Bindung der Antikorper
an die Gewebszellen gewahrleisten und den geringen Anteil der DCs an der Gesamt-
zellzahl im Gewebe sichtbar machen zu kénnen. Am Beispiel der humanen Milz wurden
verschiedene Vorgehensweisen der Fixierung erprobt (Abb. 8).

Nach dem Testen der ersten Immunfluoreszenzen ergab sich, dass die geschnittenen
Gewebeproben eine relativ hohe Gewebezerstérung aufwiesen, wenn die Schnitte direkt
nach dem Schneiden gefroren und erst danach prozessiert, d.h. fixiert wurden (Abb. 8). In
den weiteren Etablierungsarbeiten zeigte sich, dass das Fixieren direkt nach dem
Schneiden, wie auch von MCILROY et al. (2001) und DHODAPKAR et al. (2004)
angewandt, in den besten Immunfluoreszenzfarbungen mit einer sehr guten Abgrenzung
der Zellen im Gewebe resultierte (MCILROY et al. 2001, DHODAPKAR et al. 2004).
Weiterhin wurden auch die Fixierungsagentien getestet. Im Gegensatz zu den durch
PACK et al. (2008) und Anna Baranska (Doktorandin der Arbeitsgruppe von Frau Prof.
Dudziak) durchgefiihrten Fixierungen humaner bzw. muriner Milzschnitte mit Aceton bei
-20C wurde bei den hier verwendeten humanen Geweben eine besonders gute
Auflésung der Immunfluoreszenzen erzielt, wenn das Aceton wie bei NASCIMBENI et al.
(2009) und PACK et al. (2008) bei Raumtemperatur verwendet wurde (NASCIMBENI et
al. 2009, PACK et al. 2008).

Weiterhin erwies sich eine Dicke der Gewebeschnitte von 10um als optimal, um alle
Zellen im Gewebe mit den getesteten Antikdrpermengen und Inkubationszeiten aus-
reichend zu farben. Dieses Protokoll wurde ebenfalls von NASCIMBENI et al. (2009) an
humanem und durch Anna Baranska an murinem Gewebe angewandt (NASCIMBENI et
al. 2009, BARANSKA et al., Manuskript in Vorbereitung). Ein dinneres Schneiden als
10um war nur bedingt moglich, da das Gewebe sehr empfindlich und briichig war und

nicht ohne Risse auf die Objekttrager aufgebracht werden konnte. Das Blockieren
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unspezifischer Bindungsstellen im Gewebe wurde mittels SA/Biotinreagenzien, BSA, FCS
und humanem Serum durchgefihrt. Im Gegensatz zum Protokoll fur die Immunfluores-
zenz muriner Gewebe erschienen durch das Blockieren der Fc-Rezeptoren keine weiteren
Vorteile. Insgesamt ergab sich in den durchgefiihrten Etablierungsarbeiten, dass ein
Schneiden in 10um dicke Schnitte und die Fixierungszeit von 2,5min mit Aceton bei
Raumtemperatur direkt nach dem Schneiden die besten Konditionen fir eine optimale
Farbung der Gewebeschnitte boten (Abb. 8).

5.2 Immunfluoreszenzanalysen humaner Milzproben

Zuvor publizierte Arbeiten, in denen histologische Praparate humaner Milzschnitte
untersucht wurden, dienten als Grundlage, um nach Immunfluoreszenzfarbung eine grobe
Orientierung im Gewebe zu erhalten (BUCKLEY et al. 1987, MEBIUS und KRAAL 2005).
In Einklang mit den von BUCKLEY et al. (1987) bzw. MEBIUS und KRAAL (2005)
gezeigten Daten weisen die erhaltenen Immunfluoreszenzaufnahmen nach Farbung von
CD3, CD19, CD11c sowie CD11b darauf hin, dass der B-Zellfollikel (CD19"-Zellen) von
einer T-Zellzone (CD3" Zellen) sichelférmig umgeben ist (Abb. 9) (BUCKLEY et al. 1987,
MEBIUS und KRAAL 2005). Diese sind auch um die Arteriole vermehrt angehauft und
unterbrechen die Marginalzone am Ubergang von weiBer zu roter Pulpa. CD11c" Zellen
waren sowohl innerhalb des Follikels als auch in der roten Pulpa vorhanden, wohingegen
CD11b* Zellen vor allem in der roten Pulpa, wie auch von McILLROY et al. (2001)
gezeigt, lokalisiert waren (Abb. 8) (MCILROY et al. 2001).

Fur die Untersuchung der Verteilung von DC-Subpopulationen wurden zunéchst die her-
kémmlichen Marker fir mDC-1 DCs, mDC-2 DCs und pDCs des peripheren Blutes
bericksichtigt (DZIONEK et al. 2000, MACDONALD et al. 2002). In der humanen Milz
wurden bereits CD123"BDCA2" pDCs in der Marginal- bzw. periarteriolaren Zone
beschrieben (NASCIMBENI et al. 2009). Unsere Immunfluoreszenzanalysen konnten die
Lokalisation in der roten Pulpa bestétigen und zeigen, dass es eine Aufspaltung in
potentiell zwei pDC Populationen mit BDCA2°CD123" und BDCA2'CD123" Zellen geben
konnte. SCHWAB et al. (2010) konnten kurzlich ebenfalls zwei pDC Subpopulationen
zuvor kultivierter pDCs (CD123'BDCA4") in peripherem Blut via FACS-Analysen
definieren (SCHWAB et al. 2010). Bei diesen FACS-Analysen wurde der Marker CD11c
jedoch nicht als Ausschlusskriterium in die Auswertung einbezogen, und die Definition der
beiden pDC Populationen nur wage umrissen (SCHWAB et al. 2010). Weiterhin zeigte
sich in unseren Untersuchungen nach Auszahlung aller in der Milz definierbaren pDCs,
dass BDCA2°CD123" pDC-1 DCs mit nur 18 Zellen/800um? und BDCA2'CD123 pDC-2

DCs mit 1 Zelle/800um? die beiden kleinsten DC-Populationen der humanen Milz sind
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(Abb. 10E). Die Funktion der sehr spérlich vorkommenden pDC-2 DCs als eigene
Population wird derzeit in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dudziak intensiv untersucht.
Auch die Produktion von IFN-a und —3 durch pDC-1 und pDC-2 DCs soll zukinftig via
Immunfluoreszenz und intrazellularer FACS-Farbung analysiert werden (ASSELIN-
PATUREL et al. 2001, SHORTMAN und LIU 2002, LIU 2005).

Die Anwesenheit von nicht weiter definierten CD11c” bzw. CD11¢c*CD205" mDCs wurde
in der Marginalzone, am Ubergang von weiRer zu roter Pulpa sowie in der T-Zell und
B-Zellzone festgestellt (MCILROY et al. 2001, PACK et al. 2008). Nach Auswertung
unserer Bilder zeigten sich CD11c¢c'BDCA1" mDC-1 DCs als die am haufigsten
vorhandene Subpopulation mit ca. 57 Zellen/800um? (Abb. 10), die vor allem in der
Marginalzone des Follikels bzw. in der T-Zellzone, nicht jedoch in der B-Zellzone
anwesend war. Diese Lokalisation stimmt nur zum Teil mit den Daten anderer For-
schungsgruppen (berein, welche CD11c* DCs auch innerhalb der B-Zellfollikel
beschreiben (MCILROY et al. 2001, PACK et al. 2008). Bei der Kofarbung mit BDCA1
bzw. BDCAS3 fiel weiterhin auf, dass auch CD11c'BDCA1 sowie CD11c'BDCA3 Zellen
vorhanden sind, sodass eine alleinige Farbung mit CD11c nicht ausschlief3lich auf DC-
Subpopulationen deuten kann (IHANUS et al. 2007, GAHMBERG et al. 1997). Fir eine
Verifizierung von DCs in der humanen Milz ist daher die Bericksichtigung weiterer
Oberflachenrezeptoren nétig. Neben den BDCA-Antikdrpern kdmen hierfir der Marker
CD169 in Frage, da er spezifisch von Makrophagen in humaner Milz exprimiert wird
(PACK et al. 2008). Andere Marker werden zurzeit in der Arbeitsgruppe von Frau Prof.
Dudziak (Gordon Heidkamp) intensiv per Lyoplate-Screening Experimenten identifiziert.

In durchgefiihrten Kontrollexperimenten zeigte sich, dass die verwendete Isotypkontrolle
des BDCAI1-Antikdrpers eine unspezifische Bindung an fast alle Zellen des humanen
Milzgewebes, jedoch nicht an CD11c" Zellen aufwies (Abb. 11B). Der zu testende
Antikorper BDCA1 hingegen farbte nur CD19" B-Zellen und CD11c” DCs an (Abb. 11A,
Daten nicht gezeigt). Es ist mdglich, dass der Isotyp-Kontrollantikérper an Fc-Rezeptoren
oder andere Molekile an der Zelloberflache in der humanen Milz bindet. Alternativ kdnnte
in Folgeexperimenten die lgG2a-PE Isotypkontrolle einer anderen Firma, oder Antikérper
eines anderen IgG-Isotypes (z.B. 1gG1) verwendet werden, da auch die Fc-Blockierung
diese falsch positiven Signale von IgG2a nicht eliminieren konnte (Daten nicht gezeigt).
Weiterhin konnte versucht werden die Glykosylierung der Antikdrper abzuspalten und
somit, wie von NIMMERJAHN et al. (2007) gezeigt, eine Bindung an Fc-Rezeptoren zu
unterdricken (NIMMERJAHN et al. 2007).

Die zahlenmalig zweithaufigste Population stellen die mDC-2 DCs mit ca. 48
Zellen/800um? dar (Abb. 10D). Diese sind gekennzeichnet durch die hohe Expression von
BDCA3 und niedrige Expression von CD11c. Da BDCAS3 als eher unspezifischer Marker
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gesehen werden muss, da er an Thrombomodulin von Endothelzellen bindet, war die Co-
Lokalisation mit CD11c das ausschlaggebende Kriterium, die Zellen als mDC-2 DCs zu
charakterisieren (STEINIGER et al. 2001). Diese DC-Subpopulation war vor allem in der
Marginalzone und T-Zellzone lokalisiert (Abb. 10C). In der Isotyp-Kontrollanalyse zeigte
die vergleichende Farbung von IgG1-PE zu BDCA3-PE keine Signale und die Bindung
des Antikdrpers kann somit als spezifisch bezeichnet werden. Die Arbeitsgruppen von
Caetano Reis e Sousa und Irina Caminschi konnten kirzlich zeigen, dass der neue
vielversprechende Antikorper gegen den C-Typ-Lektinrezeptor Clec9a spezifisch mDC-2
DCs im FACS erkennt (JONGBLOED et al. 2010, POULIN et al. 2010, SANCHO et al.
2008, CAMINSCHI et al. 2008). JONGBLOED et al. (2010) verwendeten diesen selbst
hergestellten Antikdrper erfolgreich fir Immunfluoreszenzaufnahmen zur Detektion von
mDC-2 DCs in humanen Lymphknoten (JONGBLOED et al. 2010). Nach anderen
Angaben scheint dieser bislang nicht kommerziell erhéltliche Antikérper aber dennoch
nicht fur die Immunfluoreszenz geeignet zu sein (personliche Kommunikation von Frau
Prof. Dudziak mit Caetano Reis e Sousa, University College of London, UK). Deshalb
bestand ein Teil der Doktorarbeit darin, sowohl Clec9a, als auch andere C-Typ-
Lektinrezeptoren als l6sliches Protein herzustellen, die zur Immunisierung und damit
Herstellung monoklonaler Antikoérper zukunftig verwendet werden sollen (Abb. 15). Ein
weiterer kirzlich definierter Antikdrper gegen den Chemokinrezeptor XCR-1 (Human
chemokine (C motif) receptor-1), der in der Lage ist, mDC-2 DCs des Blutes gut mittels
FACS-Farbung zu charakterisieren, wurde im Rahmen dieser Arbeit getestet (Daten nicht
gezeigt, BACHEM et al. 2010, CROZAT et al. 2010). Leider erwies sich dieser zur
Detektion von mDC-2 DCs in der Immunfluoreszenz aus zweierlei Grinden als
ungeeignet. Einerseits zeigte sich der Antikdrper sowohl in der Farbung von Milzschnitten,
als auch in FACS-Analysen trotz einer sehr hoch eingesetzten Konzentration und
Amplifikation des Signales als nur gering bis nicht bindend. Andererseits konnte nicht
festgestellt werden, ob die Bindung tatsachlich spezifisch fur mDC-2 DCs ist, da es sich
um einen polyklonalen Antikorper handelte (Daten nicht gezeigt, Tab. 3). Ebenso wurde
CD26 als Marker fir mDC-2 DCs in der Immunfluoreszenz getestet, konnte diese aber, im
Gegensatz zu den Farbungen im Thymus, nicht spezifisch erkennen (Daten nicht

gezeigt).

53 Immunfluoreszenzanalysen humaner Thymusproben

Der Thymus ist fur die Selektion der T-Zellen verantwortlich, wobei hierbei die Interaktion

von Thymozyten, Thymusepithelzellen und DCs entscheidend ist, um eine zentrale
Toleranz zu erzeugen (WELSCH 2004, VON BOEHMER 2009). Zur Identifizierung
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struktureller Gegebenheiten im Thymus, wurden zuerst mehrere serielle Schnitte mit dafur
geeigneten Markern gefarbt (CD3, CD11c, CD11b, HLA-DR, TROMA-1). TROMAL ist als
Antikdrper gegen Zytokeratin-8 gerichtet, welches von kortikalen Epithelzellen exprimiert
wird und zur Definition der Organgrenzen diente (CHUNG et al. 2007). Dennoch zeigte
sich nach Auswertung der Immunfluoreszenzen, dass auch mTECs und dadurch Hassall-
Korperchen mit diesem Antikorper in der Medulla des Thymus detektiert werden kénnen.
MTECs sekretieren Thymic stromal lymphopoetin (TSLP), was zur Aktivierung von
CD11c" DCs fuhrt, und exprimieren HLA-DR, wodurch sie zu den professionellen APCs
zahlen (KOBLE und KYEWSKI 2009, MELLMAN 1990, VILLADANGOS et al. 2000,
WATANABE et al. 2004). Die Farbungen mit CD11c zeigen eine ringférmige Anordnung
CD11c" Zellen um das Hassall-Korperchen (Abb. 12). Diese Region ist wichtig, da dort
HLA-DR exprimierende APCs und reife Thymozyten lokalisiert sind, um den Thymus mit
dem Blutstrom Richtung Peripherie verlassen zu kénnen (JANEWAY et al. 2000).

DCs im Thymus wurden bereits vor allem in der Medulla bzw. Ubergangszone von
Medulla und Kortex lokalisiert (WU und SHORTMAN 2006). Die Gruppe um WU und
SHORTMAN et al. (2006) beschrieben in ihren Untersuchungen CD11¢c*CD4" mDCs und
konnten diese anhand von CD11b in CD11b und CD11b" Subpopulationen unterteilen
(WU und SHORTMAN 2006). Weiterhin fanden WU und SHORTMAN (2006) heraus,
dass CD11b'mDCs mehr kostimulatorische Marker (CD86) exprimieren, als die selteneren
CD11b" mDCs (WU und SHORTMAN 2006). Hierbei konnte es sich bei den
CD4"CD11c’CD11b"* Zellen jedoch auch um Makrophagen handeln, da CD4, CD11b und
CD11c keine spezifischen Marker fir DCs darstellen (IHANUS et al. 2007).

Insgesamt weisen unsere Experimente darauf hin, dass im Thymus mindestens drei DC-
Subpopulationen existieren. Die zweithaufigste Subpopulation mit 56 Zellen/800um?
stellen die CD11¢c’'BDCA1" mDC-1 DCs dar (Abb. 14A, B). Diese waren vor allem in der
Medulla, kortikomedullarer Verbindungsregion und vereinzelt auch im Kortex vorhanden.
Zusatzlich zeigte BDCAL eine weit verbreitete Expression in der Immunfluoreszenz.
Weitere FACS- und Immunfluoreszuntersuchungen ergaben, dass der Marker BDCAL,
der auch als alternatives MHC-Molekil CD1c bekannt ist, interessanterweise auf
humanen doppelt positiven Thymozyten (CD11¢'CD19'CD56 CD3"CD4'CD8") exprimiert
ist (HEIDKAMP et al., Manuskript (1) in Vorbereitung). Aufgrund der weitreichenden
Screening-Experimente (Lyoplate, BD), die von Gordon Heidkamp mittels FACS-Analysen
parallel zu den hier vorgestellten Immunfluoreszenzanalysen durchgefiihrt wurden, ergab
sich, dass die im Thymus als CD11c“BDCA3" definierten mDC-2 DCs den Marker CD26
exprimierten (HEIDKAMP et al. Manuskript (3) in Vorbereitung). Bei den darauf
durchgefuhrten Immunfluoreszenzanalysen konnten CD26° mDC-2 DCs eindeutig im
Gewebe identifiziert werden (HEIDKAMP et al. Manuskript (3) in Vorbereitung). Damit
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kann hier CD26 fir die Darstellung von mDC-2 DCs des Thymus als neuer Marker vorge-
schlagen werden. Die so charakterisierten CD11¢'CD26" mDC-2 DCs konnten nun ohne
zusatzliche Farbung von BDCAS3 als kleinste der drei Subpopulationen mit durchschnittlich
26 Zellen/800um? in der Medulla detektiert werden (Abb. 14C, D). Anstelle des von WU
und SHORTMAN (2006) verwendeten Antikérpers gegen CD11b erscheint die Co-
Farbung mit BDCAL fur mDC-1 DCs bzw. CD26 fur mDC2 DCs sinnvoller (WU und
SHORTMAN 2006). Im Gegensatz zu unseren Thymus-Daten zeigen FACS-Analysen
und nicht gezeigte Immunfluoreszenzaufnahmen von CD26 in der Milz leider eine weniger
spezifische Abgrenzung (Daten nicht gezeigt). Von CD26 ist bisher bekannt, dass die an
der Oberflache von Zellen exprimierte Dipeptidyl Peptidase IV (CD26) ein Enzym darstellt,
welches befahigt ist, N-terminale Sequenzen von Peptiden abzuspalten und zu verandern
(BOSEK et al. 2004). Welche Funktion CD26 auf mDC-2 DCs im Thymus spielt, wird
zukunftig geklart werden muissen.

Ebenso konnten pDCs als IFN-a und — produzierende Zellen im Kortex des Thymus
lokalisiert werden (BENDRISS-VERMARE et al. 2000, VANDENABEELE et al. 2001, WU
und SHORTMAN 2006). Im Gegensatz zu unseren Daten, in denen pDCs kein CD11c
exprimieren, zeigen die von WU und SHORTMAN (2006) als CD11c™®™HLA-DR""
definierte pDCs in FACS-Analysen eine leichte Expression von CD11c (WU und SHORT-
MAN 2006). Auch BENDRISS-VERAMRE et al. (2004) beschrieben eine leichte Expres-
sion von CD11c auf pDCs in der Immunfluoreszenz, wobei sie diese, im Gegensatz zu
unseren Daten nicht in der Medulla, sondern im Kortex lokalisierten (BENDRISS-
VERMARE et al. 2004). Leider geht aus den Daten von WU und SHORTMAN (2006)
sowie von BENDRISS-VERMARE et al. (2004) nicht hervor, welchen strukturellen
Zustand der Thymus aufwies oder ob das Material evtl. von erkrankten Patienten stammte
(BENDRISS-VERMARE et al. 2000, WU und SHORTMAN 2006). Unsere Thymus-
Proben, die sich mittlerweile auf ca. 120 Thymi erstrecken, wurden dahingehend sorgfaltig
ausgewahlt und nur dann verwendet, wenn die Kinder bis auf die notwendige
Herzoperation keine weiteren Erkrankungen aufwiesen. pDCs waren in unseren
Farbungen als CD123"BDCA2"-Zellen ausschlieRlich in der Thymusmedulla vorhanden
und stellten die gréRte DC-Subpopulation des Thymus mit 58 Zellen/800um? dar (Abb.
14E, F). Diese Daten stimmen mit den von Gordon Heidkamp durchgefuhrten FACS-
Analysen des humanen Thymus uberein (HEIDKAMP et al., Manuskript (3) in
Vorbereitung). Im Vergleich von Thymus und Milz konnten wird im Thymus jedoch nur
eine (BDCA2'CD123") und nicht zwei pDC-Populationen definieren (Abb. 14E, F). Im
Gegensatz zur Milz, konnten wir im Thymus keine falsch positiven Bindungen der ver-

wendeten Antikorper (BDCA1, BDCA2, BDCA3) gesehen werden, was auf eine spezi-
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fische Expression von Fc-Rezeptoren in sekundaren lymphatischen Organen und eine

eher untergeordnete Rolle der Fc-Rezeptoren im Thymus hindeuten kdnnte (Abb. 15).

5.4 Immunfluoreszenzenanalysen humaner Tonsillen

Tonsillen sind lymphatische Organe des Mund- und Rachenbereiches, die histologisch
aus B-Zellfollikeln und einer parafollikularen T-Zellzone bestehen (WELSCH 2004). Von
humanen Tonsillen konnte durch strukturgebende Farbungen gezeigt werden, dass sich
riesige B-Zellfollikel unterhalb des Epithels neben einer parafollikularen T-Zellzone
anordnen, wie bereits von WELSCH (2004) gezeigt. CD11c" Zellen waren sowohl im
Follikel als auch im umliegenden Gewebe lokalisiert. Weiterhin wurden auch Follikulare
Dendritische Zellen (FDC) in den Tonsillen beschrieben, die jedoch keine DCs im
Allgemeinen darstellen (KOSCO-VILBOIS et al. 2005). In den Tonsillen wurden die drei
bekannten DC-Subpopulationen der CD11c'BDCA1" mDC-1 DCs, CD11c°“BDCA3*
mDC-2 DCs und CD11cBDCA2" pDCs per FACS-Analysen bereits identifiziert
(JONGBLOED et al. 2010, SUMMERS et al. 2001, LINDSTEDT et al. 2005). Dies stimmt
mit unseren Experimenten Uberein, in denen alle drei Subpopulationen in den durch-
gefuhrten Immunfluoreszenzen, anhand dieser Marker, nachgewiesen werden konnten
(Abb. 17). Die DC-Subpopulationen waren vor allem in der parafollikularen T-Zellzone
bzw. direkt unterhalb des Epithels lokalisiert (Abb. 18). Gleichzeitig wurden Isotypkon-
trollen mit den Antikérpern BDCAL, 2 und 3 durchgefiihrt, um eine unspezifische Bindung
der Fc-Region der verwendeten Antikérper an Zellen auszuschlieBen. Dabei zeigte sich,
wie auch in der Milz, eine Bindung des Kontrollantikdrpers lgG2a an fast alle Zellen des
humanen tonsillaren Gewebes, jedoch nicht an CD11c¢" Zellen (Abb. 11B, 19D). Der zu
testende Antikorper BDCA1 hingegen farbte nur CD19" B-Zellen und CD11c® DCs an
(Abb. 19C). Es ist mdglich, dass ebenso wie in der Milz der Isotyp-Kontrollantikdrper an
Fc-Rezeptoren binden kann. Um die unspezifische Bindung zu umgehen, kénnte in

zukUnftigen Experimenten BDCAL als IgG1-Isotyp verwendet werden.

55 Expressionsanalyse von Endozytoserezeptoren im humanen Gewebe

C-Typ-Lektinrezeptoren gehoren zur Familie der Mustererkennungsrezeptoren (PRRS)
und sind neben Fc-Rezeptoren fir die Rezeptor-vermittelte Endozytose von Antigenen auf
DCs verantwortlich (MEDZHITOV und JANEWAY 2000, AMIGORENA et al. 1992,
FIDGOR et al. 2002). DUDZIAK et al. (2007) zeigten zum ersten Mal in vivo, dass durch
die Antigenbeladung verschiedener DC-Subpopulationen und deren spezifisch auf der

Oberflache exprimierten C-Typ-Lektinrezeptoren, unterschiedliche T-Zellantworten in vivo
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hervorgerufen werden konnten. Diese vielversprechende Methode kénnte bei genauerer
Kenntnis der Expression von C-Typ-Lektinrezeptoren auf humanen DCs, evtl. auch in
therapeutischem Zusammenhang, in der Humanmedizin eingesetzt werden. Fir dieses
Vorhaben ist es noétig, zunéchst herauszufinden, welche C-Typ-Lektinrezeptoren
spezifisch auf den humanen DC-Subpopulationen im Gewebe exprimiert sind. Eine
unspezifische Expression kdnnte bei ungentigender Menge an antigenbeladenem Anti-
korper unter Umstanden eine Toleranzinduktion und keine gerichtete Immunantwort zur
Folge haben (DHODAPKAR et al. 2008, WEINER et al. 2008).

Zur Untersuchung der Verteilung der Oberflachenrezeptoren via Immunfluoreszenz
wurden serielle Organschnitte der humanen Gewebe angefertigt und gefarbt. Dabei
konnte, wie auch bei PACK et al. (2008) gezeigt, in der humanen Milz eine Expression
des DEC205-Rezeptors hauptsachlich auf CD11c* Zellen innerhalb des B-Zellfollikels
bzw. am Ubergang zur roten Pulpa, festgestellt werden (Abb. 12B) (PACK et al. 2008).
Eine geringe Expression von DEC205 auf B-Zellen wurde ebenfalls von CAMINSCHI et
al. (2009) und GUO et al. (2000) gesehen (CAMINSCHI et al. 2009, GUO et al. 2000).
Unsere Daten stimmen mit den Beobachtungen von PACK et al. (2008) lberein, die eine
DEC205-Expression hauptsachlich auf CD11c* Zellen (DCs) beschrieben, wobei ein
Vorhandensein von kostimulatorischen Markern wie CD86 fehlten und es sich somit
hochstwahrscheinlich um unreife DCs handelt (PACK et al. 2008). Ob diese Zellen nur
mDCs oder unter Umstdnden auch Makrophagen représentieren, konnte durch Co-
Farbungen mit BDCA1 (mDC-1 DCs), BDCA3 (mDC-2 DCs) oder CD169 (Makrophagen)
untersucht werden. Im Thymus hingegen war DEC205 als weit verbreiteter Marker zu
sehen, der sowohl auf DCs als auch auf Thymozyten und Epithelzellen exprimiert war
(CAMINSCHI et al. 2009, INABA et al. 1995) (Abb. 16B).

Weiterhin zeigen unsere Daten eine Expression von Langerin (CD207) in der Milz. Es
waren sowohl CD11¢"CD207" Zellen als auch CD11c’CD207" Zellen vorhanden (Abb.
12E). Dabei konnte es sich bei den CD11¢"'CD207" Zellen, wie in der Maus gezeigt, um
migratorische DCs handeln (VALLADEAU et al. 2000, LENZ et al. 1993). Im humanen
Thymus konnten wir Langerin als Oberflachenrezeptor nicht nachweisen. Da dies der
einzig verfugbare kommerzielle monoklonale Antikdrper ist, und kein Zugriff auf die
entsprechenden Hybridomzellen mdglich ist, wurde auch humanes und murines Langerin
kloniert, um l6sliche Proteine fur eine zukunftige Antikdrperherstellung zu produzieren
(Abb. 15E, 21A, ).

Weiterhin haben wir auch den Mannose-Makrophagen-Rezeptor MMR (CD206) in der
Milz als weit verbreiteten Oberflachenrezeptor gesehen, da er sowohl auf Makrophagen
als auch auf DCs vorhanden ist (PACK et al. 2008). Zudem konnten wir eine Co-Farbung

von MMR mit CD11lc erkennen (Abb. 12D). Im Thymus war es uns mdglich eine



Diskussion 82

Verteilung von MMR® Zellen im umliegenden Bindegewebe, in Thymuskortex und
-medulla nachzuweisen. In der Medulla waren zusétzlich MMR*CD11c" Zellen anwesend
(Abb. 16D).

Im Vergleich zur MMR/DEC205-Expression zeigen unsere Daten, dass der von Gordon
Heidkamp produzierte monoklonale Antikoérper gegen hDCIR (15E12) nur auf wenigen
Zellen in der Milz exprimiert ist (Abb. 12C, HEIDKAMP et al. 2010, HEIDKAMP et al.
Manuskript (3) in Vorbereitung). Auch im Thymus konnten wir hDCIR nur auf wenigen
Zellen nachweisen, wobei eine Co-Farbung mit CD11c nicht zu sehen war und die Zellen
vorwiegend in der Medulla lagen (Abb. 15C). Dies steht im Kontrast zu den aus dem Blut
erhaltenen Ergebnissen, in denen DCIR auf allen CD11c positiven Zellen exprimiert ist
(HEIDKAMP et al. 2010).

DC-SIGN/CD209 ist als Antikdrper kommerziell erhaltlich und stellt einen spezifischen,
bereits sehr gut untersuchten Lektinrezeptor dar (FIDGOR et al. 2002, VAN KOOYK und
GEIJTENBEEK 2003, GEIJTENBEEK et al. 2000). DC-SIGN war in der humanen Milz
ebenfalls auf CD11c" sowie CD11c Zellen exprimiert und kein weit verbreiteter Ober-
flachenrezeptor (Abb. 12A). Im Thymus war DC-SIGN auf sogenannten CD11c" thymic
cortical dendritic macrophages (TCDM) im Kortex vorhanden (WAKIMOTO et al. 2008).
Ebenfalls im Kortex waren DC-SIGN-exprimierende, CD11c™ Zellen zu erkennen. In der
Medulla hingegen konnten sowohl CD11c¢’DC-SIGN® sowie CD11c¢c'DC-SIGN® Zellen
identifiziert werden. Somit stellt DC-SIGN einen eher unspezifischen Marker fir DCs im

humanen Thymus dar.

5.6 Produktion ldslicher C-Typ-Lektinrezeptoren fir die Herstellung spezifischer

Antigenbeladungsantikorper

Um in Zukunft auch Antigene an humane Antikorper fusionieren und zur Antigenbeladung
humaner DCs verwenden zu kdnnen, ist es ein Anliegen der Arbeitsgruppe um Frau Prof.
Dudziak, monoklonale Antikérper gegen C-Typ-Lektinrezeptoren (u.a. murines und
humanes Dectin-1 und -2, Clec9a und Langerin) zu produzieren. Im Rahmen der hier vor-
liegenden Doktorarbeit sollten diese Molekile als Idsliches Protein hergestellt werden, um
anschlieRend monoklonale Antikdrper gegen die extrazellulare Doméne zu erhalten. Vor
allem an einem Antikorper gegen humanes Clec9a bestand grol3es Interesse, da die
Expression auf mDC-2 DCs durch FACS-Analysen bereits verifiziert wurde und ein
Clec9a-Antikorper somit einen guten Antikorper fir Immunfluoreszenzaufnahmen und
spatere Antigenbeladung darstellt (SANCHO et al. 2008, CAMINSCHI et al. 2008,
JONGBLOED et al. 2010).
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Da weder Antikérper, noch Hybridomzellen gegen murines und humanes Dectin-1 und -2,
Clec9a und Langerin kommerziell erhaltlich sind, wurde jeweils die extrazellulare Domane
der C-Typ-Lektinrezeptor-DNA, nach dem Vorbild von HEIDKAMP et al. (2010), in einen
Vektor (pcDNA3.1 mit His-Tag) kloniert (HEIDKAMP et al. 2010). Nach der Transfektion in
HEK293T-Zellen wurden die Proteine mithilfe des His-Tags angereichert und gereinigt.
Um zu verifizieren, dass das Protokoll der Transfektion, Fallung und Elution funktioniert,
wurden der alte Vektor 733 und der neuer Vektor 986 (zweite Xbal-Schnittstelle fehlt) mit
hCLECSF6/DCIR in HEK293T-Zellen transfiziert (Abb. 22) (HEIDKAMP et al. 2010).
Dabei konnte gezeigt werden, dass sowohl das Protokoll erfolgreich war als auch der
neue Vektor fir die Transfektion geeignet ist, denn es resultierte eine grofRe Protein-
fraktion im Coomassie-Gel (Abb. 22). Im Falle von humanem und murinem Dectin-1
konnte im Rahmen dieser Doktorarbeit erfolgreich losliches Protein produziert werden
(Abb. 23).

Neben humanem und murinem Dectin-1 wurden auch murines und humanes Dectin-2,
Langerin und Clec9a kloniert (Abb. 21). Dabei zeigte sich nach ersten Transfektionen der
l6slichen C-Typ-Lektinrezeptor-Varianten, dass die Proteinsekretion nicht erfolgte (Daten
nicht gezeigt). Ausschlaggebend hierfir kdnnte sein, dass die Sequenz der generierten
I6slichen Rezeptoren zu nahe an der Transmembrandoméne startete. Daher wurden
jeweils zwei weitere kirzere Varianten der C-Typ-Lektinrezeptoren im Rahmen dieser
Arbeit kloniert, die erst in einem spateren Abschnitt der Hinge-Region starten (Abb. 21K,
Langerin (AS 143) und Langerin (AS 205), hDectin-2 AS 146 und hDectin-2 AS 112,
hClec9a AS 293 und hCelc9aqg AS 263, hDectin-1 AS 146 und hDectin-1 AS 170). Die
Transfektion und Produktion dieser kirzeren Varianten in HEK293T-Zellen ist derzeit

noch in Bearbeitung.

5.7 Ausblick

Monoklonale Antikérper gegen humanes und murines Dectin-1 werden aktuell generiert
und werden anschlieBend fir weitere Untersuchungen zur Verfigung stehen. Fir die
zukunftige Antikorperproduktion werden Tiere (Ratten) mit dem ldslichen C-Typ-Lektin-
rezeptor-Protein immunisiert. Die aus der Milz dieser Tiere gewonnenen B-Zellen werden
anschliel3end mit immortalisierten Myelom-Zellen fusioniert und einzelne Hybridome in der
Zellkultur kultiviert werden. Uberstande dieser Hybridomzellen werden mittels enzyme
linked immuno sorbend assay (ELISA) auf ihre Bindung an das entsprechende C-Typ-
Lektinrezeptor-Protein untersucht. Daraufhin werden mehrere Hybridome selektiert und
die Bindung und Internalisierung der produzierten Antikdrper an verschiedene Zellen im

Blut via FACS-Analysen untersucht werden.
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Des Weiteren soll die C-Typ-Lektinrezeptor-Expression in den humanen Tonsillen mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht werden. Ebenfalls wird die Verteilung der DC-
Subpopulationen in den ndchsten Monaten in Gewebestiicken humaner gesunder Haut

sowie Melanomproben analysiert werden.
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Schlisselworter: Dendritische Zellen, Immunfluoreszenz, humanes Gewebe, C-Typ-
Lektinrezeptoren, DC-Subpopulationen, Antigenbeladung/Antigen-

Targeting

Dendritische Zellen (DCs) sind beféahigt, als potenteste Antigen-prasentierende Zelle anti-
genspezifische Immunantworten zu initiieren und zu regulieren. Mittels in vivo Antigen-
beladung von spezifischen DC-Subpopulationen mit rekombinanten Antigen-gekoppelten
Antikorpern gegen C-Typ-Lektinrezeptoren konnte im Mausmodell erfolgreich adaptive
zellulare und humorale Immunantworten hervorgerufen werden. Im Menschen kann dieser
Ansatz therapeutisch noch nicht zum Einsatz kommen, da DC-Subpopulationen im
humanen Gewebe momentan nicht ausreichend charakterisiert sind. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden humane Gewebe auf das Vorhandensein der im peripheren Blut
beschriebenen DC-Subpopulationen (mDC-1 DCs: CD11c'BDCA1*, mDC-2 DCs:
CD11c¢°"BDCA3" und pDCs: CD11c'CD123"BDCA2") und die Expression von C-Typ-
Lektinrezeptoren (DC-SIGN, MMR, Langerin, DCIR und DEC205) mittels Immun-
fluoreszenz untersucht. Anhand der vorgegebenen Marker im peripheren Blut konnten alle
drei DC-Subpopulationen in der Milz, Thymus und Tonsillen detektiert werden. Zusatzlich
konnte hier erstmalig eine vierte CD11¢’CD123'BDCA2* pDC-2 DC-Subpopulation in der
Milz beschrieben werden, deren Funktion derzeit nhoch naher untersucht wird. Im Thymus
konnte CD26 nach FACS-Analysen von Gordon Heidkamp als spezifischer Marker fur
mDC-2 DCs identifiziert und dies in der vorliegenden Arbeit auch durch Immunfluores-
zenzaufnahmen von Gewebeschnitten verifiziert werden. CD26 stellt damit erstmalig
einen Marker dar, der erfolgreich als alternativer Marker fir BDCA3, welcher unspezifisch
an Thrombomodulin bindet, zur Identifikation von mDC-2 DCs in der Immunfluoreszenz

von Thymusproben eingesetzt werden konnte. Die getesteten Antikdrper XCR-1
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(monoklonal) und Clec9a (polyklonal) hingegen erschienen in der Immunfluoreszenz
sowie in FACS-Analysen (Gordon Heidkamp) nicht geeignet. Weiterhin wurde die
Expression ausgewahlter C-Typ-Lektinrezeptoren (MMR, Langerin, DCIR, DC-SIGN und
DEC205) im vorhandenen Gewebe naher betrachtet. Nach Auswertung der Immun-
fluoreszenzen konnte eine weit verbreitete Expression der untersuchten C-Typ-Lektin-
rezeptoren in humaner Milz und Thymus gefunden werden. Einzig hDCIR war auf
vereinzelten Zellen exprimiert, und Langerin im Thymus nicht detektierbar. Um nicht
verfigbare monoklonale Antikérper gegen C-Typ-Lektinrezeptoren zu produzieren und
spater Antigene an diese koppeln zu kénnen, sollten l6sliche Proteine einiger C-Typ-
Lektinrezeptoren (humanes und murines Clec9a, Dectin-1 und -2, Langerin) produziert
werden. Dabei gelang es bereits, losliche Proteine der C-Typ-Lektinrezeptoren von
humanem und murinem Dectin-1 zu generieren und diese zur weiteren Antikorper-

produktion einzusetzen.
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Being the most potent antigen-presenting cells, DCs are able to initiate and regulate
antigen-specific immune responses. In mice the in vivo antigen-targeting with antigen
coupled antibodies to C-type lectin receptors of specific DC subpopulations has been
successfully shown to trigger adaptive and humoral immune responses in vivo. This
approach is not used in therapeutic context in humans, as the characterization of DC
subpopulations in human tissue is not yet finished. Therefore, the aim of this thesis was to
screen human lymphoid tissues for the presence of DC subpopulations, as of their
definitions in human peripheral blood (mDC-1 DCs: CD11c'BDCA1*, mDC-2 DCs:
CD11c""BDCA3" and pDCs: CD11c'CD123'BDCA2"). Furthermore, the expression of
potential endocytosis receptors as the C-type lectin receptors DC-SIGN, MMR, Langerin,
DCIR und DEC205 needed to be studied via immunofluorescence analyses. Here, it is
shown that all three DC-subpopulations could be identified in human spleen, thymus and
tonsils with the help of the known DC markers used in peripheral blood. Additionally, for
the first time we could identify a potentially fourth CD11c’CD123'BDCA2* pDC-2 DC
subpopulation in human spleen. The function of this new subpopulation has to be further
characterized. FACS-analyses done by Gordon Heidkamp stated that CD26 is a specific
marker for mDC-2 DCs in human thymus. These data could be verified by immuno-
fluorescence analysis. CD26 could be used to identify mDC-2 DCs in human thymus as it
could be an alternative marker for BDCA3, which binds unspecifically to thrombomodulin.
Other tested available antibodies such as XCR-1 (monoclonal) and Clec9a (polyclonal)
seemed less useful for FACS-analyses (Gordon Heidkamp) and immunofluorescence

analysis. Further, the expression of selected C-type lectin receptors (MMR, langerin,
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DCIR, DC-SIGN und DEC205) was investigated. The examined immuno-fluorescence
analyses show a wide spread expression of all C-type lectin receptors in human spleen
and thymus. hDCIR was the only receptor uniquely expressed, whereas langerin could not
be found in human thymic tissue. In addition, soluble proteins of C-type lectin receptors
(human and murine Clec9a, Dectin-1 and -2, Langerin) should be produced to be able to
generate monoclonal antibodies against these receptors and couple antigen onto the
antibodies. In doing so we were already successful to produce soluble proteins of human

and murine Dectin-1.
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ACCTCAAAGA
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GIGTTTGAAA
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CACCGAGATC
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AAATGGTATT
ATACTTTCCC
ATTTACAGTIC
TATGCAGITT
CTTATCAAAA

Hincll

Sall
IPmH

IHindIII|

CTGGITGAAC
TGACTCAGAG
CCCAAATCCT
AAATTTGGAT
AGCTGITGIT
AATTTTGGGA
TATTTGGAGA
TAAAGAGAAC
AGCTGICAAA
GAAGAGCTGT
CTGGCAACTG
AAAACAAGT G
TGAGGTACCA
AACCACAGCT
TTATGACCAA
AGAGGAAGCG
ACAGAAAAGA
AACTGTAATC
ACAGGTAGCC
CAAGCTTGAG
CCCAGGECTGG
CTCAAGTAGC
GTAGAGACTG
CTGCCCECCT
CAAGCTTGAA
ATCTTAATTT
GIGIGITGCC
AAATATATTT
AATTTTATTA
AACTCCTACT

TACTTAAGCT
ATTCTCTTTT
ATATCTATTC
GAAGATGGAT
TCAGAGAAAG
ATCCTATGCT
TCCAATTCAG
CACAGTCAAC
ACCACAGCGEG
TATCTATTCA
GGCTCTAATC
TCTTCCCAAC
TGGECTCTGGG
ACCCAAGAAA
CTGTGTAGTG
TGGAGAAGGA
GTAACACCTG
TTAACCAAGA
TAGTATTATT
TTTTTATTTT
AGTGCAGI GG
TGGGACTACA
GGITTTGCCA
TGGCCTCCCA
TTTTCATTCT
CTGCCTCTAT
ACGATTTGAC
CTGAATACCT
TTTTCATCAG
TTTTCTTTAT

TAATTTGITA
GTCCACAGAC
AGGGECCTCTC
ATACTCAATT
GATCGTGTGC
TGGTAATACT
GAAGCAACAC
CCACACAATC
TTCTTTCCAG
GCATGICACT
TCCTAAAGAT
CTGATAATTC
AGGATGGATC
ACCCATCTCC
TGCCCTCATA
GAGAGAAATA
AGGTCAAGAT
AATTGAAGCG
TTTCTAGTTA
TTATTTATTT
CACAATCTCG
GGIGCATGCC
TGTTGACCAA
AAGTGCTGCGEG
GCCATTGACT
CAGAGTTGIT
CCTCAACTTC
AAATGAAGAA
TATGATCATA
CAATTAAATA

TAGAATCTTT

GAGITGCAACG
CCTGCCTCAG
TTGTATTTTT
GACCTCAAGT
TGCACCCAGC
GITTTCTCCT
AAAAAGTAAC
TGTGATGTAC
ATTGGAATCGA
ACTGGTGCTA
CTCTAATGIT
AAAATGGATG
AAAAAAAAAA

Hincll
IHindIII

ITTTTTTTTI
GCACGATCTC
CCTCCCAAGT
TTAGTAGAGA
GATCTGCCTG
CTAGAATCTT
TTTTAAATAC
CAACCTCATT
TGITTTACAA
AACTATATTT
TTTTTATTTC
GATTAATATG
ATTTTATGIT
AA

IBcII

TTTTTTTTGA
GGCTCACCGC
AGCTGGGATT
CAGGGTTTCT
CCTCGECCTC
GTATAATATG
AAAAATACAT
GGAACAAGTA
TTTTTACCAT
CCTCATGTGC
CAATGGATAT
TGAAAAGAAA
ATGTGGATTT

Exon ExoExonExonExon

4

CLEC7A

()3 )

TM-Domain

CLEC

T

Exon

2000




Anhang

111

Murines Dectin-1

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221

TTTCAGGGIT
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GGCGGATCAGA
TAGGAATCCT
GGCGACACAA
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TAGGTCGCTCA
CATCGICTCA
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AAATCTGCAA
TATAAAGATG
CCACCACTAC
AGAAAAAATG
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TATTTCCAGT
AATATGT GGG
TATGICACTT

TGGGITAGIG AGCCTCATCC TGGCAGITAT

CTACCTAGGG
TGGATATACT
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GIGCTTTGIG
TTCAGGGAGA
GCCCACAGAA
AGGITTTTCT
TAGCTTCTCA
TCTACTGAAG
CCGTATTAAT
GGAGGATGGA
AAGCTTACTG
TACTTCTTCA
GIGTGIGIGT
CAACAACAGA
CTGGGATCCT
GTACTTGICA
GGAGTGAGGG
TTCACAACCA
GACTTTAAAA
AGTATATCTA
TCAGITGGTA
AGAACTACAG
AAGAAGT CAG
TACATATATG
AGTATCTACA
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TTATCCTGIC
AATGCTGTAG
AGGATAAGTG
TTAACAACCA
TAGITGIGATC
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TCATCTCAAT
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CAGGCTCCAT
GIAGTAGTGG
AATCCAGAGG
TCATCTTTAG
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CACAATTGIG
TACAGTATCT
GIGTGIGIGT
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AAGAGACTTT
TCTTCACAAA
CAGCTCAACA
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GCCAGAGAAT
GGAAATAAAA
TGGTATGITA
ACAGTTAAAT
CACTGAACAT
TTAATCAAAT
GTACACCAGA
GGGAAGAGAA
ATGGCCATCA
CTGCCCACCT
TGGCCAGCAG
TTGGAAAGAT
TTTTGGAACA
ATTCTTAAGT
TGICTTGITA
AAATTGCTGG
GCTGAGTCCA

CAATGAAATA
TCAGCACTCA
CTTCACCTTG
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ATGAGAAGGT
TTCCTAATTG
GGTATGGAAG
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TAGGCCTTTC
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GTAGCAGITT
TTTAGGGAGA
ATGCAAGAGC
TCTGTGECTG
ACTTACCATT
TCAAGICTCA
TCTTGGAAGT
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GAGCAGAATT
GACCCACAAG
AGATTTTGGC
TGGAAACCTA
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CTGACGTAAT
TTCCTGAATT
TTTCCCTTTA
TCTCTTTGIT
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AGATGCCTCA
ATTTTATTCT
AGCAGGGTGT
AATATGIGIT
AAATCTTTCT
TGATGGITAG
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ISacl

GTCCCTGAGC

TCTAGCTTCT

TTAAATGAAG

GAGGTACAAA AGGITCCTGG ACCTTCTCAA

AGCAACCTCA
GGATTTCCAT
TTACATATGG
CCTCCTTCAG
CATTTGGITC
AGAACTGTGT
TCATTGICCA
GITAATAATAA
ACCTAGGTGA
CAGGATCGGEG
ATAAGATTTA
TTTTTCCCTG
TACACATAAT
ATCAATCTTC
CCATTCTITTC
TTGTTTCAGA
AATTATGACT
GGAACTACAA

GCAGITAGGG
TCGATACTGC

AAGTACAGAG
TGCACTCCTC
TGAAACTGCC
TGAAGGGACA
CAGITGCTAC
TGAGATGGGA
GCAGCTGAAT
TTGGCAATGG
GCCCAATCAT
CTGGAATGAT
CCTATGAGTA
ACGTCTTTAA
CCTTATGITA

AAAAGAGGCT
AGTGCTTGCT
AAAAGCCTGT
AAGGTGCCAG
TTCATTTCCA
GCACATTTGG
GAGTCATTTT
ATTGATAAGA
TCTGCAGAGC
GITATCTGIG
GAACGCTTAAT
AATTGAACCC
TAGAGGTTCA

TCGITTCCTC
ACTTGITATT
GACTGTACTA
TTCCTTCCTC

TTTTCCATTA
CATTTTTTTC
TTTTGITTGT
AATATACCAT

CTGAGTCTCT
CACAGGGAGC
GGITGTCCCT
TCATTGTGAG
CTGAACTACA
CCTGGGCGATG
GTGAAGAGAA
TTGTGITCAA
CTTATTTTCT
CACCTTATGA
AATGICGCTTC
AAACTAGAAG
TGGAAAGAAG
TATCATGAAA
CAGAAATGEA
ATGATAGAAT
TTTCTTCACA
TAGAAGATTT
AAAGAAATCT

TCATCTGAAG GCCTGACAAG AGTTGAAAGA
CTCACATGGEC TGGCAACTTG GIGITGGCTA

ATTTGGCATT
TATATCCTGT

TTATATATGT
ATTCTTGGIT

AAGATCTCTC CGCTGATTGGG AATTTGTICTA

TTGCTTGCAA
CAAAGTITTGA
TTTATTTTTA

GCATTTCTTG
GATAACTAGA
TGITATATAA

EcoRlI
| Hindll

TTACCCAAAT
GCCTGTAATC
AAACCTCAAC

Xbal

TTAATGTAAC
TGATTCAATC
TATTTGITTT
TTTCTCATTT
CTAACCTATT
CATCATTTTA
AAATTTTCCA

Bl

GGCGCAACATC
CTCGCATAATG
GAGACTCTGG
CTGTGTAGTA
CTCATATCAT
TTGCCCAGCT
GGITTGGICT
CACAGAAGCA
GCGEECTTTCA
GAAAAATGTC
AATAGICTTC
GAATTCAATA
AGAAGAATTA
TGATAATTTC
AAGATACCTG
GCACCCTTCC
CTTCATTACA
ATAAGGCAGT
TTTTGGTCAA
CATGITTTCT
CTGGAAATAA
AAGTTTGGCA
ATTTCTGAGA
AAATTTTGIC
CCTGAAAATA
AATGCCAATG
AAC
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Murines Dectin-2

1

61
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361
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781
841
901
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1021
1081
1141
1201

CATTGGECCCG CTCTGTGGCA
CCTCTTTGAC AGAAGCCAGG

GACCTTCTGA
CTGCTGGACC
TTTCATTGCG
ATATGAACTT

ACATACACCT
CTGAGACTCT
AGCTGIGTGG
CACACATACC

AGAAAAAATG TGGGGATGCT
CATTTCTACC AAGGAGAACT
TCATCTGGTG GTGATCAATA

GICACTTTCT
CGATGATACT
AGAAGAGCGG
TTTCTGTGAT
TGITATTCAT
TACATCTGAC
CTTTCTCCTT
GTAGGATCTT
ATTTTCTTGA
ATGAAGAGCA
GICTTGCCCT
ATTTCATCCA

TACTTCCTGG
CCTTTCAGIC
TGTGITTCAA
AGTAAACACA
TAATATCTTT
AGAGGCCGTT
CTGATGGITA
CAGCTAAGGA
TTAATGATTG
AGCCAGGGAG
GGITTCTTTC
AAAAAAAAAA

Bell |

TTTAACTCAA
TCCCTGAGIC
CAACAATGGT
GGTCAGCTGC
TGACTTACCA
ATTCCAGICT
GCCCAAATCA
TCTGGAGCAC
CTGAAGCGEA
GICTTTCGAA
AAAATGTCAG
TAGITTACTG
ATTCAATATG
AAAGTTCAGA
CTTTTCCTAG
GAGITTTGIC
ATTGCCTCTG
TTGTAAGAGG
CATCATCCAT
TATGAACTCC
AAAAAAA

BamHI
ICIaI

GTGIGIGIGG AAGITGATTC TGAACTCTGG

GTATTTTGGA
GCAGGAAAGA
TGTGATTTCC
ATTTATTATG
CACCTGCTTC
CTGGAAGTCA
CAGTGACCAG
GCAGAATTTC
TCCACAAGGT
GITCTGGCAC
GAATCCTTCG
TGAAATGAAG
CCTACCAAGA
CCACTATTCT
AACTTGACAC
TCAGCTTGAC
GTCCAGGTGG
CCATCTCTGC
TGITACTTGA

GACAGATGCA
CAATCCCAAG
ATGITACTCT
GACCAGCCCA
AGTGAAGGGA
TTTGCECTCCA
AACTGIGITC
ATCACCCAGCC
AATGGCAAAT
CCCCATGAAC
AAATGGGEGECT
AAGATTTACC
AGCCATAACT
TTACTCAAAC
AAACTAGAGT
CAGTCACCAT
TAAGCAAAGG
CCTCAGGITT
AAGTATAAGA

IHincII

AGAAACCCCT
GGAAGGGAGT
TGAGTACCTG
GTAGAAGACT
CTATGGIGIC
GCTGCTACCT
AGATGGEECEC
AGCTGAATCGA
GCCAATGGAT
CCAATCTTCC
GGAATGATGT
TATGAGTGCC
TCTTGCECCTG
AGAATGAGCC
CACCTGGGGA
GTCTGEEGEEC
TGTTAAACCC
CTGCCCCAGG
TGAATAAACA

Exon

Exon Exon

1
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Anhang
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Humanes Langerin

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981

GGCAGCCAGA
AGGAGGCCCC
AGCCTCCTCC
CATTAATCTG
CCCGGTTTAT
TGGACAACAT
CTGGCGITCA
AGTTAAAAAC
AAGAAGT CAG
GIGCTTTAAA
TCAAACGACA
ACTTCTATTA
CCAGGAATTC
CAGCGEEEEE
CCTGGGTGEA
AGCCCAACAA
CCTGGAATGA
CATCAGAACC
ACATGAGGAA
TTGCTTCAAA
CTGACGICTT
GTAGAGAGGA
CATAACACCC
ACTCCAGACC
CCCCTAGAAT
CAGITGCAAAT
ATCCACATCA
ACTTGTATCT
GIACACTGEA
TCTCCGGCAC

AGCACCTGIG

CTCCCAGGAT

AAGGGTGAGC

TGATGCGCAC TTCACTGIGG ACAAACAGAA

CAAGT CCGGT
CCTGACCCTG
GGGCACCATA
CAGCACCCTG
GATCCAGATG
CAGITGTCGAG
TACCTTAAAT
TACAAAGATC
AAATGATATT
CITTTCICTC
ACACCTGACC
ACTCATCTAC
TGACACGCCA
TGCTGGGAAC
TGCCCCATGT
GTGACAGGAC
ATCCCTCTTT
ATTGTCCCAC
GGAGGCACCT
TTTAGAAGIT
TGGEGGITTTC
AACCAAGCAA
TTCCATGTCT
ACCTCTGITC
TCTAAAGCCT
CCTTCAGAGC
GIGCCGAGCC
CTCCTCCTCC

CCATCTCTGG
GICCTGGTCG
TCAGATGTAA
GATTCTGAAA
GTGAATGAGA
AAGGCCAACG
GCCCAAATCC
CGGGCACTCC
CTACAGGTGG
ATTCCAAAGA
TCGGTGACCT
TGGATTGGECC
TTCAACAAGG
AATGAACACT
GACAAAACGT
AGGCTCCCAA
CTTCCCCAGA
AGTGGCATTC
GGAATGGAAA
CCAATTCGCCC
CACTCTTTCA
TTCTCCTGAT
CTGCTTACGCT
TTGGAAATCC
GAACCCGITC
TCGGCTGGCA
CTGCCTTCCA
TTCTGCATTT

CAGCCTTCAG TGCCTTCATG AATTCACCTT

GTCAAGGAAA
AAAAAAAAAA
AAAAAAAAAA

AAAAAAAAAA
AAAAAAAAAA
AAAAAAAAA

Bl

IECORI

AAAAAAAAAA
AAAAAAAAAA

ISacl

TCCCGGGGAA
CCTccearecr
AGACCAATGT
TTAAAAAGAA
GCCTGGGITA
CACAGATCCA
CAGAGTTAAA
AGGGCAGCTT
TTTCTCAAGG
CCTGGTATAG
CAGAGAGTGA
TGACTAAACC
TCCAAAGTGT
GTGGCAATAT
TTCTTTTCAT
GCTCACTCTT
CTCCAGGATG
TGGAGT CCGT
GGAGAATTCA
TGCTAAGGAG
GAGAAACCTC
ATTGTCATCC
GIGCTGGCAG
TGCTCATGGT
TTCTCTGGIT
CCCAGCCTCC
CCCAGCGTCC
CCTATCTTCC
CCACGCTTCCT
AAAAAAAAAA
AAAAAAAAAA

IECORI

INheIISacI

ACTCAGGATG
CATCTCCCTC
AACACCCACA
GCTGCAGCECC
CCAGITCCTG
TAGTGACGGC
TGTGCGTTCT
GATCTTAACA
AAGTGATTTG
GGAGAATATG
CTGGAAGTAC
TGCCGAGCAG
GCAGGAGITT
AGGGATGGAA
GAGGITCTGG
AAAGCCTCCC
TTGTAAGCGA
TGAGCTCCAA
ACTTTGCACG
CTGTCTTGEC
GGITAAAGTG
GATCAAGACC
ACGCTTCATCA
AGCCCTTTTC
CTAGCACCTG
ATGTCCCCAG
CAAGTCAGTG
CTTCTCCTTC
ATCCAGCCCC
TGIGTCTTGT
CAGAATAAAA
AAAAAAAAAA
AAAAAAAAAA
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ACTGIGGAGA
TGGCCCCGAG
GTCCGTCCTG
GICCTTTATC
AAAGGTCGTG
ATGGAGGCAG
CAGITCCTGA
AGAAGTTGGG
GAGAAAGCCA
AGCAAGTTCC
TTCAAGGGGA
TTCTGIGIGT
CTGTATAAAA
GCGGACTGGT
ATTCCAGGTG
TCACTTCAGG
CCCTATGICC
CGCTTGITAA
TTAATTTTTC
TGGAAATTCT
GGAGGEGEGTGG
CGTAATCCGG
CATCAAAGTT
TTGGCCAAAC
GCTGIGITTG
TGGITTCTTC
GCTGACACGG
CACTCCCTTA
TGTCCTCACC
GCATGGGAAG
TGCTGCCTGG
AAAAAAAAAA
AAAAAAAAAA

IECORI
—




Anhang

115

Murines Langerin

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

TTTCCCGITT
GCCAGAGGCA
CATCTCICTC
ACCTCTCTGT
GCTTCAGCCT
CCAGATGITG
AAGAGGTCGT
GGIGCGITCT
GATATTAACA
AAGAGATCTG
GGAGAATGTIC
CTGGAAGTAT
CGCAGACCAG
ACAAAAGTTT
AGGGAGCGAA
GACGGTTCTGG
CAGGGTGICT
CTGCAAGAGG
TGGGGCAACA

CTTTCTGGAT AAAAAGGTCC TTGGGGAGAC

GAGATGAAGG
TGGCCTCGAG
ATCTGCGTGG
GITTTCTATC
AAAGGTCGT G
GTGGACGATG
CAGATCCTGT
ATGAGCT GGG
GATAAAGCCA
AACAAGCTCGC
TTCTCGGGGA
TTCTGTATTT
CTCTACAAGG
GCGGACTGGT
ATTCCAGGTG
GCCCTGAAGT
CCCTACGTCC
GIGACCTGEC

GIACTTTACG
CTTGGECTGEC
ACCTGAAGAG
GITGTTTAGA
CAAATATGAC
ACAACATGTA
TGCCTATTGC

TTTTTTTCTT
AGITCTCTGC
GGCGTACGCAG
TTTTCCTGAT
CAGTATTTGA
TTAGAACACC
AAATAAATGT

Bcll
Hincll
Bglll

AGGAGCGCTCC
AGCCTCCTCC
CCTTCACCTG
CTAGGTTGAT
TGGACAACAT
CTGAGGITCA
CTTTGGAAAC
GAGAGGITGA
GCGCCTTGAA
TCAAACAACA
ACTTCTATTA
CTAGAAAAGC
CAGCAGATGG
ACTGGGTGGA
AACCCAACAA
GCTGGAACGA
AAACAACTGA
TGAAGAGATG
GCTTGAAAAT
TCCTGGAGCEC
TCCTTACTGC
CCTTCTCAGA
GGAGGCAGAC
TCATGGTATG
AATATTACTA

Hincll

Xhol
Xbal

| |EcoRl
T T

CGAAGCCCAC
CAAGCAAGAT
CCTGCCATTG
GGGCAAAATA
CAGCACCCTG
GATGCAGATA
CACCATGAAG
CAGTCTCAGT
CACAAAGGTC
GAGTGACATT
CTTTTCACGC
TCACCTGACC
AATTCCACAC
CCAGACATCA
CGCAGGGAAC
TGGTCCCTGT
ATGACAGATC
TCTCTCTCCC
TGTCCCAAAC
CTTGGAGGAG
CCAGGCGAGG
AGCCTTGGCT
ATGCCCAAAT
CTCAAAATAT

Bglll
ISacl

AGATATTGAG
TTCACAGIGG
CTGICTCCAG
GIGCTGGTCA
TTGGATGTGA
GGITCTGATC
GTGAACACCA
ATAGCCAATG
GCCAAAATCC
CAAGGACTAC
CTGCGAGATGG
ACCCCAAAGA
TCAGIGTCCT
TGGATTGGAC
TTCAACAAGG
AATGAGCACT
GACAATACAT
TGGCCTGAGC
TGAGGCTCCA
ACAGCCTGTG
CTTGGGITAA
CAGGTCAGCA
GACCATATAA
TTAACCATCGA
GTAAATATGT

AATTTCCTAT
ACAAACAGAA
TTCTAAGGAA
CCTCCATTGT
AGAGTGATCC
TTAAGACTGA
CCCTCAAGAG
ATCACGCTCCA
CAGAACTGAA
AGAACAGCTT
TGGCTCGAGG
CCTGGTACAG
CAGAATCGGA
TTACCAAACC
AGCAAAGTAG
GTGCCAATAT
TTCTTTTCAT
TCGGCATCTG
AGATTCCTCT
GICTTTCTGT
ACGGGTGAGG
CACCAAACAG
AAGCTACATT
TACAATTTAT
TGITTTTATG
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