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1. Einleitung

1.1. Hamatopoese

Ausgangspunkt der Bildung der korpuskularen Elemente im Knochenmark (KM) sind die
hamatopoetischen Stammzellen (HSCs), die die Fahigkeit zur Selbstreplikation mit der
Bildung von Tochterzellen besitzen und die sich als pluripotente Zellen in die verschiedenen
Zellreihen der Hamatopoese differenzieren kénnen. HSCs sind in der Lage, eine lebenslange

Produktion neuer Blutzellen zu leisten (Weissman, 2000).

Wahrend im humanen System die distinkten Subpopulationen aufgrund methodischer
Limitationen nur unzureichend charakterisiert sind, haben Studien im Mausmodell detaillierte

Aufschlisse Uber Phanotyp und Funktion diverser Subpopulationen geliefert.

Nach phanotypischen und funktionellen Gesichtspunkten werden HSCs in long-term-HSCs,
welche sich ein Leben lang teilen, in short-term-HSCs, welche sich nur begrenzte Zeit teilen,
und in multipotente Vorlauferzellen eingeteilt. Aus diesem Pool an HSCs gehen nach
Zellteilung und Differenzierung eine gemeinsame myeloische Progenitorzelle (common
myeloid progenitor, CMP) und eine gemeinsame lymphoide Progenitorzelle (common
lymphoid progenitor, CLP) als Hauptzellreihen des KM hervor. CLPs produzieren Zelltypen
lymphoiden Ursprungs wie T-Zellen, B-Zellen, naturliche Killerzellen und dendritische Zellen
(DCs), wahrend sich CMPs insbesondere zu Megakaryozyten, Erythrozyten, Granulozyten
und Makrophagen-Vorlauferzellen entwickeln. Spatere Zellvorlauferstadien beschranken sich
auf einen Zelltyp (Adolfsson et al., 2001; Akashi et al., 2000; Kondo et al., 1997; Reya et al.,
2001; Weissman et al., 2001).

(O long-term HSCs
v

@0 short-term HSCs
v

Abb. 1.1:

Entwicklung der

.".. multipotente Progenitorzellen einzelnen Blutzellen
L v aus einer
@ - Q CLP pluripotenten
¥ v Yy v )
O MEP O GuP Pro- B Pro-T Pro-HK Stammzelle im KM,
v v ? ? ? modifiziert nach Reya
(Reya et al., 2001).
L L J
ErP MkP g -5 ot
:‘-“ " 4 M (O &) 48 |© 0 'O
i; . v Granulozyten & B-Zellen, T-Zellen &
2 .- &P Makrophagen ¥ MK Zellen
fe o dendritische
Erythrozyten o

Zell
Thrombozyten eflen
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Die Proliferation und Differenzierung der HSCs zu einer bestimmten Zellreihe findet unter der
Einwirkung von Zytokinen statt, welche ihre Wirkung Uber Signalkaskaden entfalten, die
letztlich zu einem veranderten Expressionprofil von Transkriptionsfaktoren (TFs) flhren
(Orkin, 2000). Nach dem heutigen Kenntnisstand ist bisher jedoch noch kein ,master-Gen*
bekannt, welches eine naive Zelle in eine HSC oder Linien-spezifische Blutzelle tberflihren
kann. Allerdings gibt es hamatopoetische Regulatoren, die durch ihre Expression einen

bestimmten Linien-Phanotyp hervorrufen kénnen.

Weiterhin konnte experimentell gezeigt werden, dass einige TFs nicht nur ein bestimmtes
Differenzierungs-Programm aktivieren, sondern gleichzeitig auch die Entwicklung in
alternative Zellreihen verhindern. Dabei kann es auch zu einer molekularen Interaktion und
Antagonisierung einzelner TFs kommen. Interessanterweise scheint auch die Expressions-

Hohe das Zellschicksal und die Differenzierung zu beeinflussen (Orkin, 2000).

Gensymbol Expressionsmuster
GATA-1 Progenitorzellen, Erythrozyten, Megakaryozyten, eosinophile Granulozyten,
Mastzellen
GATA-2 Progenitorzellen, Megakaryozyten, Mastzellen
GATA-3 Progenitorzellen, T-Zellen, Th2-Zellen
PU.1 Progenitorzelle, myeloische Zellen, B-Zellen
FOG-1 Progenitorzellen, Erythrozyten, Megakaryozyten, Mastzellen
C/EBPa myeloische Zellen, eosinophile Granulozyten
MafB Monozyten
Runxi hamatopoetische Zellen
T-bet Th1-Zellen
Pax5 B-Zellen
Ikaros Progenitorzellen, T-Zellen

Tabelle 1.1: Wichtige regulatorische Transkriptionsfaktoren der Hdmatopoese und ihr

Expressionsmuster, modifiziert nach Orkin (Orkin, 2000).
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1.2. Bedeutung dendritischer Zellen

1.2.1. Einleitung

Die DC wurde erstmals im Jahre 1868 als sogenannte Langerhans-Zelle (LC) in der Haut
beschrieben. 104 Jahre spater begannen Steinmann et al. diese besondere Zelle naher zu

charakterisieren (Steinman and Cohn, 1973).

DCs gehoéren zur Gruppe der Antigen-prasentierenden Zellen. Sie sind einzigartig in ihrer

Fahigkeit, eine primare Immunantwort auszulésen (Hart, 1997).

Abb. 1.2: Aus humanen Blut-Monozyten mittels in
vitro Zytokinstimulation generierte reife
dendritische Zellen, Phasenkontrastmikroskopie,
im Original 100fache VergroRerung (eigene
Daten).

1.2.2. Suptypen dendritischer Zellen

Im Maus-Modell gibt es viele Studien Uber DC-Subtypen. DCs, welche den
Oberflachenmarker CD11c, die kostimulatorischen Moleklile CD80, CD86 und CD40
exprimieren, sowie major histocompatibility complex (MHC)-Klasse-II-Proteine prasentieren,
werden als reife DCs bezeichnet. Shortman und Liu haben anhand der Oberflachenmarker
CD4, CD8, CD11 und CD205 murine DCs in funf Subtypen eingeteilt (Shortman and Liu,
2002).
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Lymphgewebe DC-Subtypen

cbD4a-cD8™ cD4*CD8” CD4CD8" CD4CD8" cD4 CcD8®
CD205"CD11b~ CD205°CD11b* CD205CD11b* CD205'CD11b* CD205"CD11b*

Milz + ++ +
Thymus ++
Mesenteriale LK + + +

Haut-drainierende
LK

Tabelle 1.2: Vorkommen der Subtypen dendritischer Zellen im Lymphgewebe.
CD4°CD8"°CD205"CD11b*-DCs entsprechen Langerhans Zellen, dargestellt nach einem Modell von
Shortman und Liu (Shortman and Liu, 2002).

Nach den beiden Kriterien Organspezifitat und Phanotyp hat auch Ardavin DCs in einem

anderen Modell in sechs Subtypen klassifiziert (Ardavin, 2003).

Organ DC-Subtypen
CD8”
~ ~ . - Langerhans .
(CD4CD8/ CD8 CD8 Dermale DCs B220
Zellen
CD4°/CD8")

Thymus (+) + +
Milz + + +
LK + + + +

Peyer-Plaques + + +
Haut + +
Leber + + 2

Tabelle 1.3: Organspezifitat der Subtypen dendritischer Zellen, dargestellt nach einem Modell von
Ardavin (Ardavin, 2003).

Im humanen System gibt es wesentlich weniger Studien Uber DC-Subtypen. DCs, die aus
dem menschlichen Blut isoliert wurden, sind heterogen in ihrer
Oberflachenmarkerexpression. Die Marker zeigen vielmehr den Aktivitadtsstatus der DC als

die Zuordnung zu bestimmten Subpopulationen an (Hart, 1997).
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Wie bei der Maus gibt es auch beim Menschen LCs, die sich durch die charakteristische

Birbeck Granula und die Marker CD1a und langerin auszeichnen.

Die meisten humanen thymischen DCs sind CD11¢c*CD11b CD45R0O und besitzen keine
myeloischen Marker. Sie dhneln den CD8'-DCs der Maus. Eine kleine Fraktion humaner
thymischer DCs ist CD11c"CD11b*CD45RO™ und exprimiert myeloische Marker. Diese
Zellen gleichen den thymischen CD8"-DCs der Maus (Vandenabeele et al., 2001).

Eine allgemein anerkannte Klassifikation DCs ist bisher sowohl bei der Maus als auch beim

Menschen noch nicht etabliert.

1.2.3. Differenzierung dendritischer Zellen

Auf Grund ihrer funktionellen und phanotypischen Gemeinsamkeiten mit Makrophagen und
Monozyten wurden DCs zunachst als Zellen myeloischer Herkunft angesehen. Spater konnte
gezeigt werden, dass sich DCs auch aus Vorlauferzellen der lymphatischen Zellreihe
entwickeln kénnen. Lange Zeit wurde deshalb davon ausgegangen, dass CD8a'-DCs
lymphatischen und CD8a -DCs myeloischen Ursprungs sind (Anjuere et al., 1999; Vremec et
al., 1992; Wu et al., 1996).

Dieses Modell musste wieder verlassen werden, als Experimente zeigten, dass sowohl
Vorlauferzellen myeloischer als auch lymphatischer Herkunft gleichsam ,lymphatische“ oder
»,myeloische DCs" bilden kénnen (Manz et al., 2001; Martin et al., 2000; Traver et al., 2000).
Die Expression des Oberflachenmarkers CD8a legt folglich nicht den hamatologischen
Ursprung der DC fest (Ardavin et al., 2001).

Im Blut der Maus gibt es eine common DC-Progenitorzelle, die die Fahigkeit besitzt, CD8a -,
CD8a."- und plasmazytoide B220*-DCs zu rekonstituieren (del Hoyo et al., 2002).

Kirzlich wurde eine weitere DC-Vorlaufer-Population mit den Oberflachenmarkern
Lin"Sca1 c-kit'FIt3* im KM der Maus entdeckt. Diese Zellen scheinen sehr friihe

Progenitorzellen samtlicher DC-Subtypen zu sein (D'Amico and Wu, 2003).

Im humanen System gibt es zwei unterschiedliche DC Vorlauferzellen: pre-DC1 und pre-
DC2. Pre-DC1s differenzieren zu myeloiden DCs (DC1s) und pre-DCZ2s zu plasmazytoiden
DCs (DC2s) (Grouard et al., 1997; Res et al., 1999; Rissoan et al., 1999; Spits et al., 2000).
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Es bleibt festzuhalten, dass es bisher noch nicht gelungen ist, eine Vorlauferzelle im
Menschen oder in der Maus eindeutig zu definieren, welche einzig und allein ein

Differenzierungspotenzial flir samtliche DC-Subtypen besitzt (Ardavin, 2003).

1.2.4. Wichtige Zytokine fur die Entwicklung dendritischer Zellen

Zytokine sind Polypeptide, die als Botenstoffe fungieren und die von spezifischen Zellen wie
z.B. Makrophagen, T- und B-Zellen sezerniert werden. Sie besitzen ein pleiotropes
Wirkungsspektrum. Das bedeutet, dass sie nach Bindung an Rezeptoren verschiedenartige
Wirkungen in den jeweiligen Zielzellen hervorrufen kénnen. Umgekehrt kdnnen
verschiedenartige Zytokine gleichartige Wirkungen in einer Zielzelle auslésen. Dieses

Phanomen wird als Redundanz bezeichnet (Taga and Kishimoto, 1992).

Zytokine spielen eine Rolle in der natirlichen Immunabwehr und bei Entziindungsreaktionen.
Sie wirken immunregulierend und kontrollieren in besonderem Malke die Hamatopoese und
damit auch die Differenzierung von DCs. In vitro Differenzierungsexperimente und Maus-
Modelle konnten wichtige Zytokine fir die Entwicklung von DCs identifizieren. Sie werden im

Folgenden naher erlautert:

GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor): Das Zytokin GM-CSF scheint
fur die in vitro Differenzierung von DCs aus KM- und Blutvorlauferzellen notwendig zu sein.
Dies gilt jedoch nicht fir die Verwendung von thymischen Vorlauferzellen (Inaba et al.,
1992). Offensichtlich ist GM-CSF keine conditio sine qua non fur die Differenzierung
dendritischer Zellen. Es konnte namlich experimentell gezeigt werden, dass DCs aus Lin -
KM-Zellen auch ohne die Zugabe von GM-CSF generiert werden kdénnen (Brasel et al.,
2000). Daruber hinaus ist die Entwicklung von DCs bei GM-CSF- oder GM-CSFR-defizienten

Mausen vollig normal (Vremec et al., 1997).

TNF-o (Tumornekrosefaktor alpha): Das Zytokin TNF-a wird in vielen Maus- und humanen
DC- und LC-Differenzierungsassays aus KM-Vorlauferzellen eingesetzt und scheint somit ein
aulerst wichtiges Zytokin fir die in vitro Generierung von DCs aus CD34-Vorlauferzellen zu
sein (Caux et al., 1992). Erstaunlicherweise zeigen TNF-a. oder TNFRI-defiziente Mause
eine normale DC-Differenzierung. Somit ist TNF-o anscheinend kein essentielles Zytokin fur
die in vivo DC-Entwicklung (Zhang et al., 1997).
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FLT3L (FMS-like tyrosine kinase 3 ligand): Sowohl in vivo als auch in vitro spielt das Zytokin
FLT3L eine wichtige Rolle in der Differenzierung von DCs (Brasel et al., 2000; Curti et al.,
2001; Maraskovsky et al., 1996; Maraskovsky et al., 2000). FLT-3L-Knockout-Mé&use zeigen
eine schwere Storung ihrer Hamatopoese. Sowohl CD8a’-DCs, als auch CD8a -DCs
kommen bei diesen Mausen nur in geringer Anzahl vor (McKenna et al., 2000). Dartber
hinaus konnte in vitro gezeigt werden, dass FLT3L das Uberleben von DC-Vorlauferzellen
erhoht und deren Differenzierung fordert (Curti et al., 2001).

IL-4 (Interleukin 4). Das Zytokin IL-4 ist essentiell flr die Differenzierung von humanen
Monozyten in DCs. Zudem wirkt IL-4 zugleich inhibitorisch auf die Makrophagen-
Differenzierung (Romani et al.,, 1994). In Kombination mit GM-CSF ermoglicht IL-4 die

Generierung von murinen DCs aus KM-Zellen (Mayordomo et al., 1995).

TGF-B (transforming growth factor beta): Das Zytokin TGF-p wird von Keratinozyten, LCs
und epidermalen Leukozyten produziert. Interessanterweise besitzen TGF-p-Knockout-
Méuse keine epidermalen LCs. Dennoch kénnen LC-typische DCs in vitro ohne die Zugabe
von TGF-B generiert werden. Ein Vergleich ihres Phanotypus mit LCs, die in Gegenwart von
TGF-B generiert wurden, zeigt jedoch, dass dieser inkomplett ist. Folglich scheint TGF-$

wichtig fur eine physiologische Differenzierung von LCs zu sein (Borkowski et al., 1996).

1.2.5. Wichtige Transkriptionsfaktoren far die Entwicklung
dendritischer Zellen

In der Hamatopoese wird die Determination der Zellschicksale durch die Kombination
verschiedener TFs kontrolliert (Orkin, 2000). Bisher ist nicht viel tUber solche Faktoren bei
DC-Vorlauferzellen bekannt (Ardavin, 2003). Wichtige Aufschlisse Uber die Bedeutung
diverser TFs wurden durch die Analyse von Knockout-Mausen erzielt. In diesen Gene-
Targeted-Méausen konnten einige wenige TFs mit besonderer Bedeutung fur die Entwicklung

DCs identifiziert werden:

lkaros: lkaros, ein TF der Zinkfingerproteinfamilie, hat eine entscheidene Bedeutung fir die
Differenzierung von Lymphozyten. Mause, welche homozygot fir eine dominant-negative
Mutation im lkaros-Gen sind, zeigen tiefgreifende Defekte ihrer lymphopoetischen, nicht
jedoch myelopoetischen Zellentwicklung (Georgopoulos et al., 1994). Im Thymus und in der
Milz dieser Mause kommen keine DCs vor (Wu et al., 1997). Epidermale LCs sind

interessanterweise vorhanden (Georgopoulos et al., 1994). Hingegen haben Mause mit einer
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Ikaros-Nullmutation weniger schwere Defekte in der lymphopoetischen Zellentwicklung. In
der Milz und im Thymus kommen CD8a*-DCs in geringer Anzahl vor, CD8a. -DCs fehlen
komplett (Wu et al., 1997).

Id2 (/nhibitor of DNA-binding or differentiation): |1d-Proteine gehdren zur Familie der helix-
loop-helix (HLH)-Proteine, welche eine Schlusselrolle in der Zellreihen-Determination und
Differenzierung spielen. [ld2-Knockout-Méduse besitzen keine Lymphknoten und Peyer-
Plagues. Die CD8a.*-DCs sind in ihrer Anzahl stark reduziert, LCs fehlen vollig (Hacker et al.,
2003).

PU.1: Der TF PU.1, ein Mitglied der ets-Familie DNA-bindender Proteine, wird von vielen
hamatopoetischen Zellreihen exprimiert und kann die Gen-Expression myeloischer und
lymphoider Gene regulieren. PU.1-Knockout-Mé&use sterben noch als Embryo wahrend der
spaten Gestationsphase oder kurz nach der Geburt. Es liegt ein schwerer Defekt sowohl in
der lymphoiden als auch in der myeloischen Zellentwicklung vor. PU.17-Knockout-Méuse
produzieren funktionelle CD8a’-DCs, jedoch keine CD8a -DCs. Die Entwicklung ihrer
CD8a*-DCs tritt verzogert auf, erreicht aber spater zahlenmaRig und funktionell das
Wildtypniveau. Im Thymus kénnen keine thymischen DCs detektiert werden (Guerriero et al.,
2000).

ICSBP (interferon consensus sequence binding protein): ICSBP gehoért zur Familie der
interferon regulatory factors (IRF)-Proteine, welche eine wichtige Rolle in der
Zelldetermination spielen. Die Expression von ICSBP ist auf myeloische und lymphoide
Zellreihen beschrankt. ICSBP-Knockout-M&use sind infektionsanfallig, zeigen eine
veranderte Hamatopoese und entwickeln eine myeloproliferative Erkrankung, die der
humanen chronisch myeloischen Leukdmie (CML) &hnelt. Interferon-produzierende Zellen
fehlen in allen Lymphorganen der Knockout-Maus. Der Anteil CD8a.*-DCs, die zudem einen
veranderten Phanotyp gegeniber dem Wildtyp aufweisen, ist reduziert (Schiavoni et al.,
2002). Die Anzahl an LCs ist bei der ICSBP-Knockout-Maus ebenfalls geringer im Vergleich
zum Wildtyp. Bei diesen findet aulRerdem die Migration von der Haut zu den Lymphknoten
zeitverzogert statt. In vitro differenzierte DCs aus dem Knochenmark der Knockout-Maus

exprimieren kein IL-12 und sind phanotypisch unreif (Schiavoni et al., 2004).

IRF2 (interferon regulatory factor 2): IRF2 ist ein weiteres Mitglied der IRF-Familie. IRF2-
Knockout-Mause weisen einen schweren Defekt ihrer CD4"CD11b*-DCs auf. Auch ihre LCs

sind zahlenmaRig reduziert. Die Population der CD8a-DCs bleibt unbeeinflusst. In vitro
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Studien mit zu DCs differenzierten KM-Zellen der Knockout-Maus zeigen, dass IRF2 eine

wichtige Funktion fir die Ausreifung von DCs besitzt (Ichikawa et al., 2004).

IRF4 (interferon reqgulatory factor 2). Neben ICSBP und IRF2 nimmt auch das IRF-
Familienmitglied IRF4 eine essentielle Rolle in der Homdostase und Funktion des
Immunsystems wahr. Bei IRF4-Knockout-M&usen ist die Anzahl CD4*CD8a.-DCs in der Milz
extrem reduziert. Zudem ist die in vitro Generierung von CD11b"9"-DCs aus KM-Zellen der

Knockout-Maus schwer beeintrachtigt (Suzuki et al., 2004).

P50 und RelA (protein of 50 KD und avian reticuloendotheliosis viral (v-rel) oncogene
related A): Die Mitglieder der TFs-Familie NF-xB (nuclear factor kappa B) setzen sich aus
Homo-oder Heterodimeren funf unterschiedlicher Proteine zusammen: p50, p52 (protein of
52 KD), RelA, avian reticuloendotheliosis viral (v-rel) oncogene related B (RelB) und v-rel
avian reticuloendotheliosis viral (v-rel) oncogene homolog (cRel). Diese Proteine spielen eine
wichtige Rolle in der Regulation inflammatorischer und Immunabwehr-spezifischer Gene
(Chen et al., 1998). Knockout-Mé&use, bei denen nur eines der Gene RelA, p50 oder cRel
»2ausgeschaltet” wurde, verfligen Uber eine normale Entwicklung und Ausreifung ihrer DCs.
Bei Knockout-Mé&usen mit einer ,kombinierten Ausschaltung” der Gene p50 und RelA ist die
Entwicklung der DCs massiv gestort. In der Milz dieser Mause sind keine CD11¢*-DCs
detektierbar. Zellen mit einer charakteristischen DC-Morphologie fehlen véllig (Ouaaz et al.,
2002).

RelB (avian reticuloendotheliosis viral (v-rel) oncogene related B). RelB-Gene-Targeted-
Méuse haben eine gestorte Thymusarchitektur mit nur wenigen DCs als sekundaren Effekt.
In der Milz gibt es CD8a."-DCs, nicht jedoch CD8a -DCs. KM-Transplantationsexperimente
zeigen, dass es sich dabei, anders als bei den thymischen DCs, um einen direkten Effekt der
RelB-Mutation handelt. Die LCs scheinen von der RelB-Mutation unberihrt (Wu et al., 1998).

Stat3 (signal transducer and activator of transcription 3). Stat-Proteine werden als Antwort
auf eine Vielzahl an Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Hormonen aktiviert. Stat3-Knockout-
Méuse sterben bereits wahrend der frihen Embryogenese (del Hoyo et al., 2002; Takeda et
al., 1997). Erst durch die Entwicklung gewebe-spezifischer Stat3-Knockout-Méduse konnte
die Bedeutung des TF Stat3 fiur die Homdostase des hamatopoetischen Systems gezeigt
werden (Akira, 2000). Im KM und in den Lymphorganen dieser Mause kommen CD8a.*-DCs
nur in einer geringen Anzahl vor, CD8a -DCs fehlen komplett. Ebenso besitzen diese Mause
auch kaum common DC-Progenitorzellen. Die in vitro Generierung von plasmazytoiden bzw.

myeloischen DCs durch Supplementierung des Kulturmediums mit FLT3L bzw. GM-CSF ist
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ein anerkanntes Verfahren. Wird diese Methode auf Stat3-defiziente KM-Zellen angewandt,
kénnen keine plasmazytoiden DCs gewonnen werden. Myeloische DCs werden jedoch
gebildet (Laouar et al., 2003).

Gfi1 (growth factor independent 1). Der TF Gfi1 spielt eine wichtige Rolle in der HSC-
Homoostase, T-Zell- und Granulozyten-Entwicklung (Hock et al., 2004; Hock et al., 2003;
Karsunky et al., 2002a; Karsunky et al., 2002b; Schmidt et al., 1998; Yucel et al., 2004; Zeng
et al., 2004). In unserer Arbeitsgruppe konnten Rathinam et al. zeigen, dass Gfi1 zudem
entscheidend fur die Entwicklung und Funktion von DCs ist. Gfi1-Knockout-Méuse weisen in
samtlichen Lymphorganen eine starke Reduktion ihrer DCs auf.
Transplantationsexperimente konnten einen autonomen Zelleffekt fir Gfi1 belegen. Gfi1-
defiziente DCs sind phanotypisch und funktionell verandert. Sie exprimieren nur in geringem
MalRe MHC-Klasse-II-Molekule, regulieren nach Gabe von Reifungsstimulatoren keine
kostimulatorischen Molekile hoch und kdénnen T-Zellen nur unzureichend stimulieren.
Allerdings liegt das Aktivierungspotential Gfi1-defizienter DCs, welches sich durch eine
erhdhte IL-12-Sekretion widerspiegelt, iber dem normaler DCs. Die in vitro Differenzierung
von Gfi1-defizienten HSC in DCs mittels GM-CSF oder FLT3L misslingt. Stattdessen
besitzen die generierten Zellen Merkmale von Makrophagen. Folglich scheint Gfi1 der
entscheidende Faktor in der myelopoetischen Entwicklungsstufe DC versus Makrophage zu
sein. Interessanterweise ist die defiziente DC-Entwicklung von Gfi1-Knockout-M&usen mit
einer verminderten Stat3-Aktivierung in den Vorlauferzellen assoziiert (Rathinam et al.,
2005).

1.2.6. Aktivierung dendritischer Zellen

Im Blut zirkulieren sogenannte DC-Vorlauferzellen, welche sich im Gewebe als unreife DCs
ansiedeln. Unreife DCs besitzen eine enorme Fahigkeit zur Endozytose (Makropinozytose,
Phagozytose und Clathrin-vermittelte Endozytose), die es ihnen ermdglicht, unterschiedliche
Antigene, z. B. Mikroorganismen, apoptotische Zellfragmente und Immunkomplexe,
aufzunehmen. Diese phagozytierten Antigene werden in der Zelle auf unterschiedlichen
Wegen prozessiert, um als Peptidepitope sowohl gebunden an MHC-Molekiile der Klasse-I
als auch der Klasse-II prasentiert zu werden. Durch Inkorporation verschiedener Stimuli

beginnt die Zelle zu reifen (Banchereau et al., 2000).

Der Reifungsprozess ist ein kontinuierlicher Vorgang und bedeutet den Ubergang von einer

Antigen-aufnehmenden zu einer Antigen-prasentierenden Zelle, welche die Fahigkeit zur



Einleitung Seite 20

Stimulation von T-Zellen besitzt. Folgende phanotypische und funktionelle Veradnderungen
finden statt: Hochregulierung kostimulatorischer und T-Zell-bindener Molekule wie
beispielsweise CD80 und CD86, Verlust der Endozytose-Rezeptoren, Hochregulierung der
MHC-Klasse-I- und II-Molekile, Ausbildung langer ,dendritischer Fortsatze zur
Vergrolerung der Kontakt-/Oberflache, Produktion pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-12,
irreversibler Verlust Makrophagen-typischer Molekile und Funktionen (Satthaporn and
Eremin, 2001).

Neben der Antigen-Aufnahme gibt es weitere wichtige Reifungsstimuli: pathogene
Bestandteile = wie  Lipopolysaccharid (LPS) Uber Toll-like-Rezeptoren  (TLR),
proinflammatorische Zytokine wie TNF-a Uber Zytokinrezeptoren, CD40L auf T-Zellen Gber
den CD40-Rezeptor, Immunkomplexe oder spezifische Antikdrper Uber Rezeptoren fir
Immunkomplexe (FcR) und wahrscheinlich Apoptose Uber entsprechende Sensoren

(Guermonprez et al., 2002).

unreife DC IL-10 reife DC

Pathogene
Zytokine
T-Zellen

—

MHCII (oberfldchlich)

CcD54, CD58, CD80, CD86
CcD40, CD25, IL-12

CD83, p55

M342, 2A1, MIDC-8 Antigene

MHCII (intrazellul&r)
Endozytose, einschlieBlich FcR
Aktinfadden

Abb. 1.2: Veranderungen der dendritischen Zelle wahrend des Reifungsprozesses. IL-10 kann die
Reifung der dendritischen Zelle unterbinden, modifiziert nach Banchereau und Steinman (Banchereau
and Steinman, 1998).
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1.2.7. Antigen-Prasentation und T-Zellaktivierung

Die reifende DC verlasst das nicht lymphoide Gewebe und wandert in die T-Zell-Gebiete der
sekundaren Lymphorgane (z.B. die parakortikalen Areale der Lymphknoten), um ihren MHC-
Peptid-Komplex naiven CD4'-T-Helfer-Zellen und zytotoxischen CD8'-T-Zellen zu
prasentieren. Diese Migration wird wesentlich durch Chemokine koordiniert. Wahrend des
Reifungsprozesses reguliert die DC u. a. den Chemokinrezeptor CCR7 hoch und folgt dem
Lockreiz der CCR7-Liganden MIP-3 und 6Ckine. 6Ckine wird von den Lymphgefallen
exprimiert. Aulerdem sezernieren Zellen der T-Zell-Zone MIP-3p und 6Ckine (Banchereau
et al., 2000).

Im sekundaren Lymphgewebe findet nun die spezifische Immunantwort statt. Die DC
prasentiert ihr Antigen gegeniber T-Zellen. Wird der MHC-Peptid-Komplex der DC durch
den Antigen-spezifischen T-Zell-Rezeptor der T-Zelle erkannt, kommt es zur Interaktion und

zur Ausbildung der ,immunologischen Synapse® (Grakoui et al., 1999).
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Abb. 1.3: Der Lebenszyklus dendritischer Zellen, modifiziert nach Banchereau et al (Banchereau et
al., 2000).
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Adhasionsmolekiile wie beispielsweise die Integrine 1 und B2 bilden eine vortibergehende
Briicke zwischen der DC und der T-Zelle. Kostimulatorische Molekiile der DC interagieren
mit den entsprechenden Liganden der T-Zelle. CD86 scheint dabei eine aufierordentlich

wichtige Rolle fir die Amplifikation der T-Zell-Antwort zu spielen.

Die T-Zelle kann ihrerseits die DC uber ihren CD40-Liganden aktivieren. Als Folge reguliert
die DC die kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 hoch und schiittet Zytokine wie IL-
1, TNF-a und IL-12 aus. AufRerdem wird durch CD40 der DC-Ligand OX40 hochreguliert,
welcher naive T-Zellen zur IL-4-Ausschuttung und vermehrten CXCR5-Expression stimuliert.
Der Ligand von CXCRS5, ein Chemokin, lockt B-Lymphozyten in die Follikel. Ein weiterer
wichtiger Rezeptor fur den ,DC-T-Zell-Dialog“ ist der TRANCE/RANK-Rezeptor. Eine
Bindung seiner Liganden, Proteine die zur Gruppe der Tumornekrosefaktoren gehdéren und
von aktivierten T-Zellen gebildet werden, 16st bei der DC eine Ausschittung von IL-1, |IL-6

und IL-12 aus und verlangert inr Uberleben (Banchereau et al., 2000).

Die stimulierte CD4"-T-Zelle wird zur T-Ged&chtniszelle und unterstiitzt die Differenzierung
und Expansion von CD8'-T-Zellen und B-Zellen (Satthaporn and Eremin, 2001). Dariiber
hinaus kénnen CD8"-T-Zellen und B-Zellen auch direkt durch die DC aktiviert werden. Das

Gleiche gilt fur natlrliche Killerzellen (Banchereau et al., 2000).

Interessanterweise bewirken unterschiedliche DC-Subklassen unterschiedliche
Immunantworten. So I6sen IL-12-produzierende CD8a'-DCs bei CD4*-T-Zellen eine Th1-
Antwort aus, wahrend CD8a -DCs eine Th2-Antwort bewirken. Auch das Reifungsstadium
der DC kann Uber die Art der T-Zell-Aktivierung entscheiden. Ebenso spielen die Umgebung,
die DC-T-Zell-Ratio und die Dauer der DC-Stimulation eine Rolle (Guermonprez et al., 2002).

1.2.8. Dendritische Zellen und Toleranz

Immunologische Toleranz ist ein wesentliches Prinzip zur Aufrechterhaltung der
Diskriminierung zwischen koérpereigen und korperfremd. Ferner dient sie dem Schutz vor
Autoimmunphanomenen. Es wird zwischen zentraler Toleranz, die sich im Thymus abspielt,
und peripherer Toleranz im Ubrigen Gewebe unterschieden. An beiden Formen der Toleranz

ist die DC maf3geblich beteiligt (Guermonprez et al., 2002).

Im Thymus kann die DC eine Negativ-Selektion autoreaktiver T-Zellen bewirken. Brocker et

al. zeigten beispielsweise, dass die MHC-Klasse II-Expression eines retroviral-kodierten
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Superantigens ausreicht, um eine Vf-spezifische Negativ-Selektion zu bewirken (Brocker et
al., 1997).

Eine spezifische periphere T-Zell-Toleranz konnte experimentell durch die Beladung einiger
DC-Oberflachenmolekiile mit Antigenen gezeigt werden (Finkelman et al., 1996; Hawiger et
al., 2001).

Auch hier gibt es Hinweise, dass weitere Faktoren wie das Reifungsstadium der DC und die
DC-Subklasse eine Rolle spielen: In erster Linie scheinen unreife und plasmazytoide DCs
naive autoreaktive T-Zellen in regulatorische T-Zellen umzuwandeln (Barratt-Boyes and

Thomson, 2005; Guermonprez et al., 2002).

1.2.9. Klinische Relevanz dendritischer Zellen

Die besondere Fahigkeit der DCs, T-Zellen dulerst effizient zu stimulieren, wird von vielen
Arbeitsgruppen genutzt, um Immuntherapie-Protokolle zu entwickeln. Grundidee ist die
Injektion Antigen-beladener DCs. Mehrere Arbeitsgruppen zeigten, dass Kulturen adharenter
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) in GM-CSF und IL-4 Zellen ausbilden, die das
typische Profil unreifer DCs zeigen. In ahnlicher Weise werden flir den Therapie-Einsatz
ausreichende Zahlen reifer oder unreifer DCs aus Blut-Monozyten oder CD34"-
Vorlauferzellen durch in vitro Zytokinstimulation gewonnen. Alternativ kbnnen DCs in vivo

mittels FLT3L-Injektionen expandiert werden.

Es gibt unterschiedliche Mdglichkeiten die MHC-Molekile der DCs mit antigenem Peptid zu
beladen: Transduktion der DCs mit retro- oder adenoviralen Vektoren, Fusion von DCs mit
Tumorzellen, Tumorlysate, Tumorzell-Ribonukleinsdure (RNA), definierte Tumor-Peptide
bekannter Sequenz oder Exosome aus DCs, die zuvor mit Tumorpeptiden beladen wurden.
Bei den Exosomen handelt es sich um Vesikel endosomalen Ursprungs, die hohe
Konzentrationen an MHC-Molekilen und Peptiden enthalten (Banchereau et al., 2000;

Guermonprez et al., 2002; Romani et al., 1994; Sallusto and Lanzavecchia, 1994).

Die erste DC-Vakzinierungs-Studie bei Krebs-Patienten wurde 1996 durchgefihrt. Bei drei
der vier an einem follikularen B-Zell-Lymphom erkrankten Patienten konnte eine
Immunantwort und positive klinische Effekte festgestellt werden. Viele weitere klinische
Studien sind gefolgt, von denen sich einige bereits in der Phase I und II befinden (Hsu et al.,

1996; Nestle et al., 2005). Allerdings muf® zum gegenwartigen Zeitpunkt festgestellt werden,
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dass der erhoffte Durchbruch in der Immuntherapie maligner Tumoren durch DCs (noch)

nicht erreicht wurde.

Unterschiedliche Strategien verfolgen daher das Ziel, die Effizienz der DC-Vakzinierung zu
steigern. Dabei finden die Erkenntnisse aus der Grundlagenforschung der DC-Biologie
Anwendung. Beispielsweise migrierten mehr DCs in die Orte der T-Zellaktivierung, nachdem
die Injektionsgebiete bei den Versuchstieren zuvor mit inflammatorischen Zytokinen und

Chemokinen prakonditioniert wurden (ltano et al., 2003).

Als mogliche Nebenwirkung einer DC-basierten Therapie ist immer das potentielle Risiko
einer Autoimmunreaktion zu bedenken. Verschiedene murine und humane Studien belegen,
dass DCs zu einer Durchbrechung der Toleranz fiihren kénnen und eine unerwiinschte
Autoimmunreaktion induzieren kdénnen. DCs bewirken insbesondere dann eine schwere
Autoimmunreaktion, wenn Tumor-Antigene auch von nicht-lymphoidem Gewebe exprimiert
werden. In einem Mausmodell befand sich ein Tumor-Antigen auch in den Langerhans-
Inseln des Pankreas. Wahrend der DC-Vakzinierungs-Therapie entwickelten die Mause
daraufhin einen Autoimmundiabetes (Ludewig et al., 2000). In einer klinischen Therapie-
Studie bei metastasiertem malignem Melanom entwickelten einige Patienten nach
Vakzinierung mit Antigen-beladenen DCs und zusétzlicher Applikation von IL-2 eine Vitiligo,
einen Insulin-abhangigen Diabetes und eine Autoimmunthyroiditis (Chianese-Bullock et al.,
2005).

Klinische Situationen, in denen die T-Zell-Toleranz induzierende Funktion der DCs genutzt
werden kdénnte, sind die Pravention der allogenen Transplantat-Absto3ung und die Therapie
von Autoimmunerkrankungen. Eine Transplantat-Abstolung wird sowohl durch die
Prasentation von Spender MHC-Antigenen durch Spender-DCs, als auch durch die
Prasentation von Spender MHC-Antigenen durch Empfanger-DCs ausgel6st. Entsprechend

wird versucht, sowohl Spender- als auch Empfanger-DCs zu manipulieren.

Bei den Autoimmunerkrankungen liegt oftmals eine erhéhte Anzahl an DCs vor, die zudem

phanotypische Abnormalitaten aufweisen.

Strategien wie die Generierung Peptid-beladener DCs, die genetische Modifikation von DCs
und die Verwendung unterschiedlicher DC-Reifungsstadien werden in den Tiermodellen der
Transplantabstoflung und in den Tiermodellen der Autoimmunerkrankungen bereits mit

ersten Erfolgen angewandt (Morel et al., 2003).



Einleitung Seite 25

Angesichts der unbefriedigenen Ergebnisse der aktuellen klinischen Studien bestand das
Ziel der vorliegenden Arbeit darin, zundchst mehr Uber die physiologischen
Differenzierungsprozesse der DC zu lernen. Es bleibt zu hoffen, dass ein besseres
Verstandnis der grundlegenden Biologie der DC eines Tages auch zu optimierten Strategien

inres klinischen Einsatzes fiihren konnten.

1.3. Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Dissertation war es, TFs in frGhen Stadien der Differenzierung von DCs

aus hamatopoetischen Progenitorzellen zu identifizieren.

Dazu sollte zunachst in einer Art Screening-Untersuchung eine Microarray-Analyse
durchgefuhrt werden. Das differentielle Expressionsmuster der TFs sollte dann mittels Real-
Time PCR validiert werden. AnschlieBend sollte die spezifische Bedeutung einzelner
Faktoren in gezielten Uber- oder Unterexpressionsstudien in vitro oder im Maus-Modell

(knockout bzw. knockin) untersucht werden.
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2. Material und Methoden

Die Zusammensetzungen der verwendeten Puffer, sowie die Enzyme werden, soweit
bekannt, im zugehdrigen Abschnitt beschrieben. Die benutzten Gerate, Chemikalien und
Verbrauchsmaterialien sind im Anhang zu finden. Ebenfalls im Anhang befindet sich eine

genaue Auflistung der benutzten Primer-Sequenzen, Zytokine und Antikorper.

2.1. Aligemeine Zellkulturbedingungen

Alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Zellen wurden in Brutschranken (5% CO,, 37°C
und 100% Luftfeuchtigkeit) kultiviert. Alle Zellkulturarbeiten wurden aseptisch in

Sterilwerkbanken ausgeflhrt.

2.2. Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10 pl Zellsuspension mit 90 ul Trypanblau verdinnt
und die ungefarbten (lebenden) Zellen in einer geeichten Neubauer Zahlkammer ausgezahlt.
Die Zellzahlbestimmung erfolgte mit einer geeichten Neubauer-Zahlkammer unter

Berticksichtigung der Verdiinnungsstufen.

2.3. Puffer und Medien

Die Medien und Zusatze wurden, soweit nicht anders vermerkt, von PAA Laboratories

GmbH, Pasching, Osterreich verwendet.

IMDM+10% FCS Medium IMDM
10% FCS
0.3 mg/ml Glutamin
100 U/ml Penicillin
0.1 mg/ml Streptomycin
10 uM 2-Mercaptoethanol

1 mM nicht-essentielle Aminosauren
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PBS

RBC-Lysis-Puffer

RPMI+10% FCS Medium

MACS-Puffer

2.4. CR1-Zelllinie

137 mM NaCl

2.7 mM KCI

8.1 mM Na,HPO,

1.5 mM KH,PO,, pH 7,2
7 mM Tris

140 mM NH,CI, pH 7,65
RPMI

10% FCS

0.3 mg/ml Glutamin

100 U/ml Penicillin

0.1 mg/ml Streptomycin

10 uM 2-Mercaptoethanol

1 mM nicht-essentielle Aminosauren

PBS
0,5% BSA
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Die CR1-Zelllinie ist eine von Rathinam et al. etablierte murine multipotente hamatopoetische

Vorlauferzelllinie (siehe auch 4.2.) (Rathinam et al., 2006).

Die CR1-Zellen wurden in 10 ml IMDM+10% FCS Medium supplementiert mit 5 ng/ml rm-IL-

3 in 25 cm? Zellkulturflaschen bei einer Zelldichte von 3x10° Zellen/ml kultiviert. Das Medium

wurde jeden zweiten Tag erneuert.

2.5. Scal*Lin-Zellen

2.5.1. Material und Reagenzien

Lineage Cell Depletion Kit mouse

(Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach):

Lésungen:
- Biotin-Antibody Cocktail

- Anti-Biotin MicroBeads
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zusatzlich zum Kit:
- Anti-Sca-1 MicroBeads (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach)

2.5.2. Durchfiihrung

Die Anreicherung der Sca1Lin” Zellen aus dem KM der vom Muskelgewebe freipraparierten
Tibia und dem Femur von vier konditionierten Krox20-Knockout-Mé&usen und vier C57Black6-
Wildtyp-Mé&usen erfolgte mit einem autoMACS™-Gerét (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)
gemass Herstellerprotokoll unter Verwendung des Lineage Cell Depletion Kit und Anti-Sca-1
MicroBeads zur Depletion bzw. positiven Selektion der Zielzellen. Anschliellend wurden die
Zellen bei einer Zelldichte von 1x10° Zellen/Well in IMDM+10% FCS Medium auf einer 24-
Well-Platte kultiviert. Das Medium wurde mit 10 ng/ml rm-IL-3, 10 ng/ml rm-IL-6, 50 ng/ml
rm-SCF und 50 ng/ml rh-FLT3L supplementiert.

2.6. ELA.IL-4.GM-CSF-Zellen

EL4.IL-4.GM-CSF ist eine von Parool Meelu etablierte laboreigene Sublinie der murinen
Thymoma-Zelllinie EL4. EL4.I1L-4.GM-CSF-Zellen produzieren und sekretieren IL-4 und GM-
CSF. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Zellkulturflaschen bei einer Zelldichte von 1x10°
Zellen/ml in RPMI+10% FCS. Das Medium wurde alle drei Tage erneuert. Der GM-CSF- und
IL-4-haltige Uberstand wurde bis zur Verwendung bei —20°C aufbewahrt.

2.7. In vitro Differenzierung von CR1-Zellen in dendritische Zellen

Die CR1-Zellen wurden nach einem von Rathinam et al. etablierten Protokoll in DCs
differenziert (Rathinam et al., 2006).

Dazu wurden die Zellen zundchst auf einer 6-Well-Platte bei einer Dichte von 3x10°
Zellen/Well in 3 ml IMDM+10% FCS ausplattiert. Das Medium wurde mit 5 ng/ml rm-GM-CSF
supplementiert und jeden zweiten Tag erneuert. Nach acht Tagen wurden die Zellen
beziiglich DC-definierender Oberflichenmarker (CD11c, CD40, CD80, CD86 und MHCII-IA)

analysiert.
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2.8. In vitro Differenzierung von Scal® Lin-Zellen in dendritische
Zellen

Die transduzierten Sca1” Lin-Zellen wurden analog zu den CR1-Zellen in DCs differenziert.
Allerdings wurde fiir die Zytokinstimulation das Medium mit dreiprozentigem Uberstand der
EL4.IL-4.GM-CSF-Zelllinie anstatt rm-GM-CSF versetzt.

2.9. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (FACS, fluorescence activated cell sorting) ist ein anerkanntes
Verfahren zur quantitativen Bestimmung und Erfassung von Einzelzellen,

Oberflachenmolekililen oder anderen Zellstrukturen.

Zur Analyse werden die Zellen einer Einzelzellsuspension durch hydrodynamische
Fokussierung an einem scharf geblindelten Laserstrahl vorbeigeleitet. Beim Queren dieses
Laserstrahls entsteht Streulicht. Das Vorwartsstreulicht (FSC, Forward Light Scatter) gibt
Auskunft Gber die GrolRe der Zelle, das Seitwartsstreulicht (SSC, Side Scatter) Gber die

Granularitat der Zelle.

Sind die Zellen mit an Antikérper gebundenen Chromogenen markiert, werden diese durch
den Laser zur Aussendung von Lichtquanten angeregt. Dieses Fluoreszenzsignal wird in
einem Photomultiplier detektiert, verstarkt und in ein elektrisches Signal umgewandelt,

welches auf dem Computerbildschirm dargestellt werden kann (Givan, 2001).

Der hier verwendete FACSCalibur verfiugt Uber zwei Argonlaser und erlaubt damit die

gleichzeitige Analyse von vier verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen.

2.9.1. Material und Reagenzien

Lésungen:
- FACS Calibur™ (BD

Biosciences, San Jose, CA,
USA).
- FACS Clean™(BD
Biosciences, San Jose, CA, USA).
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Lésungen:
- FACS Rinse™ (BD Biosciences,

San Jose, CA, USA).

2.9.2. Durchflihrung

Die fur die FACS-Analyse bestimmten Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und auf
eine Zahl von 1 bis 2x10° Zellen pro FACS-Réhrchen eingestellt. Das entsprechende
Volumen Zellsuspension wurde in die Réhrchen gegeben, mit 2 ml PBS aufgefillt und fur
drei Minuten bei 1.400 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen mit
je 100 pl Antikdrper-Losung resuspendiert. Diese enthielt die fur die jeweilige gewinschte
Farbung austitrierte Konzentration an verschiedenen Antikdrpern. Anschlieliend wurden die
Zellen und Antikérper auf Eis in Dunkelheit fiir 20 Minuten inkubiert und zweimal gewaschen
(Zentrifugation bei 1.400 rpm, 3 Minuten). Fur die Messungen wurden die Proben in 100 pl
PBS resuspendiert. Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm CELLQuest™
(BD Biosciences, San Jose, CA, USA).

2.10. RNA-Isolation

Das Absolutely RNA® Miniprep Kit basiert auf einem S&ulensystem mit Silikatmatrix. Die
Silikatmatrix bindet die RNA in der Gegenwart chaotropischer Salze. Wahrenddessen
konnen kontaminierende Bestandteile wie Proteine und Desoxyribonukleinsaure (DNA)

herausgewaschen werden.

2.10.1. Material und Reagenzien

Absolutely RNA® Miniprep Kit
(STRATAGENE, La Jolla,
CA, USA):

Enzyme:

- RNase-free Dnase I

Lésungen:
- Lysis Buffer

- B-Mercaptoethanol
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Lésungen: Konzentration:
- DNase Reconstitution Buffer
- DNase Digestion Buffer
- High-Salt Wash Buffer
(1,67x), versetzt mit 100%
Ethanol
- Low-Salt Wash Buffer (5x),
versetzt mit 100% Ethanol
- Elution Buffer Tris-HCL 10mM
EDTA 0,1mM
- 70% Ethanol

2.10.2. Durchfiihrung

Die RNA-Isolation erfolgte strikt nach Herstellervorgaben gemal dem Produkt beigefligten
Protokoll.

2.11. GeneChip®Array

Der GeneChip® besteht aus einem kleinen Silikatplattchen, das Oligonukleotide (probes) von
DNA-Sequenzen der zu untersuchenden Spezies an definierten Lokalisationen enthalt. Die
prézise Lokalisation dieser probes wird als feature bezeichnet. Ein einziger GeneChip®Array

kann Millionen features enthalten.

Fir die Durchfiihrung eines Arrays wird die zu untersuchende RNA aus den Zellen extrahiert,
revers transkribiert, amplifiziert, markiert und mit den probes des GeneChips® hybridisiert.
Mittels Laser kann dann ahnlich wie bei der Real-Time PCR die emittierte Fluoreszenz
gemessen werden. Die emittierte Fluoreszenz reprasentiert die an die korrespondierenden
probes gebundene Nukleinsduremenge. So ist es mdglich, die simultane Expressionsaktivitat
von Uber 10.000 unterschiedlichen RNA-Transkripten zu quantifizieren

(www.affymetrix.com).
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2.11.1. Durchfiihrung

Die Microarray-Analyse wurde von Robert Geffers und Jan Buer (Gesellschaft fir
Biotechnologische Forschung (GBF), Braunschweig) durchgefiihrt. Das Protokoll ist deshalb

hier nur in Kirze wiedergegeben:

Zunachst wurde die Qualitdt der RNA Uberprift. AnschlieRend wurde die Gesamt-RNA
mittels reverse Transkription unter Verwendung eines T7T23V-Primers (Eurogentec;
Seraing, Belgium) in doppelstrangige complementary (c)DNA umgeschrieben. In einer RNA-
Polymerase-Reaktion wurde die gewonnene cDNA mit Hilfe von Biotin-gekoppelten
Nukleotiden in einzelstrangige cRNA (komplementar zur urspringlichen RNA) umgewandelt
und fragmentiert. Anschlielend wurden diese Nukleinsdure-Fragmente mit den probes des
GeneChip® Mouse Genome 430 2.0 Array (Affymetrix GmbH, Miinchen) hybridisiert. In der
Affymetrix GeneChip® Fluidics Station 400 (Affymetrix GmbH, Miinchen) folgten die
Entfernung der nicht hybridisierten Nukleinsaure-Fragmente und die Farbung des
GeneChip® mit Streptavidin-Phycoerythrin (SA-PE). Die Signalintensitat der RNA-Transkripte

wurde in einem Scanvorgang aufgezeichnet und akquiriert.

2.11.2. Datenauswertung

Die Auswertung der Fluoreszenzdaten erfolgte mit dem Programm Microarray Suite 5.0
(Affymetrix GmbH, Minchen). Mit diesem Programm kann die Expression eines Gens
quantitativ eingeschatzt, sowie eine Veranderung der Genexpression im Vergleich zum
GeneChip® der Kontrolle angegeben werden. GemaR dem Wilcoxon signed rank test wurden

p-Werte fiir die Messgenauigkeit und die Anderungen der Signalintensitaten angegeben.

Alle Array-Experimente wurden mittels eines Target-Intensitdtswert von 150 oder
Standardwerten der Microarray Suite normalisiert. Gene mit einem Wert gréRer oder gleich 2
bzw. kleiner oder gleich —2 wurden als verandert in ihrer Expression definiert (fold change).
Alle Gene mit Werten aufderhalb der zuvor genannten Bereiche wurden als unverandert

angesehen.
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2.12. cDNA-Synthese

Seite 33

Durch reverse Transkription wird die RNA in ein stabileres cDNA-Template GUberschrieben,

das fur die nachfolgende PCR-Analytik eingesetzt werden kann. Das dazu notwendige

Schlisselenzym, die aus Retroviren isolierte reverse Transkriptase, ist eine RNA-abhangige

DNA-Polymerase, die als Matrize sowohl RNA wie auch DNA verwenden kann.

2.12.1. Material und Reagenzien

Enzyme:
- Expand reverse

Transkriptase (Roche
Diagnostics GmbH,

Mannheim)

Lésungen:
- Oligo-(dT)Primer
- cDNA Synthese Puffer (5x)

-DTT
- dNTP-Mix (Roche
Diagnostics GmbH,

Mannheim)

Tris-HCI
KCI
MgCl,

Tween

2.12.2. Durchfiihrung

250 mM
200 mM
25 mM
2,5%
10 mM
10 mM

Zur cDNA-Synthese wurden jeweils 2 ug RNA und 2 pl oligo-(dT)Primer mit ddH,O zu einem

Gesamtvolumen von 11 ul erganzt und in einem 0,5 ml PCR-Reaktionsgefall fir zehn

Minuten bei 65°C erhitzt. Nach Ablauf dieses Reaktionsschrittes wurden die Proben flr zwei

Minuten auf Eis gestellt und anschlief3end kurz zentrifugiert. Die reverse Transkription wurde

eingeleitet durch Zugabe von 2 ul Dithiothreitol (DTT), 2 yl Desoxynukleotidtriphosphate

(ANTP-Mix) und 1 pl Expand reverse Transkriptase. Zur DNA-Polymerisation wurden die

Proben bei 43°C flir 45 bis 60 Minuten erhitzt. Nach einer erneuten kurzen Abklhlung auf Eis

erfolgte die Denaturierung der mRNA bei 92°C fir zwei Minuten. Die synthetisierte cDNA

wurde bis zu ihrer Weiterverarbeitung bei —20°C eingefroren.
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2.13. Polymerasekettenreaktion

Die PCR wurde 1984 von Karl Mullis entwickelt und ist eine Methode zur gezielten in vitro-

Amplifizierung von DNA-Sequenzen.

Das Reaktionsgemisch, auch als Master-Mix bezeichnet, enthalt vier verschiedene dNTPs,
eine Puffersubstanz, zwei Oligonukleotide (sense- und antisense-Primer), eine thermostabile
DNA-Polymerase und eventuell Additiva wie beispielsweise Dimethylsulfoxid (DMSQO) als
Reaktionsbeschleuniger. Der Prozess besteht aus einer Serie von 20 bis 30 Zyklen, wobei
jeder Zyklus aus drei Einzelschritten zusammengesetzt ist: Denaturierung, Annealing und

Extension.

Durch Erhitzen auf etwa 90°C wird das Template, die Ausgangs-DNA, in zwei Einzelstrange
gespalten (Denaturierung). Beim Abkuhlen auf etwa 50°C lagern sich die Primer (ber
Basenpaarung spezifisch an ihre komplementare Sequenz des jeweiligen Einzelstrangs
(annealing). Die DNA-Polymerase komplementiert die beiden Einzelstrange unter Verbrauch
der dNTPs zum jeweiligem Doppelstrang bei etwa 70°C (Extension). Dabei stellt der Primer
ein freies 3'-OH-Ende zur Verfligung, an das die Polymerase weitere Nukleotide anknipfen
kann. Somit ergibt sich auch, dass nur die DNA-Sequenz, welche zwischen zwei Primern

liegt, amplifiziert wird.

Die Wiederholung der Zyklen resultiert in einer exponentiellen Zunahme der amplifizierten
DNA-Molekile. Die neu entstandenen DNA-Strange dienen dabei im folgenden Zyklus als
Amplifikations-Vorlage (Mullis et al., 1986).

2.13.1. Material und Reagenzien

Expand High Fidelity PCR

System (Roche Diagnostics

GmbH, Mannheim):

Enzyme:

- Enzyme mix, high fidelity Mix aus thermostabiler Tag-
Polymerase und proofreading

Polymerase
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Lésungen:
- DMSO

- Expand High Fidelity buffer

(10x)

- dNTP-Mix (Roche
Diagnostics GmbH,
Mannheim)

- Startprimer, MWG,
Ebersberg

- Endprimer, MWG,
Ebersberg

- ddH20

2.13.2.

Durchfiihrung

Seite 35

2 mM

5 pmol/ul

5 pmol/ul

Die PCR wurde in 0,5 ml PCR-Reaktionsgefaflten in einem Gesamtvolumen von 20 ul auf Eis

angesetzt. Sie enthielt folgende Reagenzien, pipettiert in der hier gezeigten Reihenfolge:

-Template-DNA (ca. 100 ng): 1,0 ul

- ddH0: 9,5 ul
- Expand High Fidelity buffer 2,0 pl
(10 x):
- ANTP-Mix (2 mM): 2,0l
- Startprimer (5 pmol/pl): 2,0yl
- Endprimer (5 pmol/pl): 2,0 ul
- Enzyme mix, high fidelity: 1,0 pl
- DMSO 0,5 ul
2.13.3. PCR-Programm

Zyklen Denaturierung Annealing Extension

Erster Zyklus 5’ bei 95°C 1’ bei 55°C 1" bei 72°C

29 folgende Zyklen 1’ bei 95°C 1’ bei 55°C 1" bei 72°C

letzter Zyklus 1’ bei 95°C 1’bei 55°C 10’ bei 72°C
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2.14. Agarosegelektrophorese

Durch Elektrophorese lassen sich DNA-Molekule trennen. Abhangig von der GrofRe, Form,
Nettoladung, sowie der angelegten Spannung und Porengrofe der Gel-Matrix ergibt sich die
spezifische Wanderungsgeschwindigkeit. Da die Nukleotide der DNA negative Ladungen
tragen, wandern sie im elektrischen Feld zur Anode. Eine Ethidiumbromidfarbung macht
durch Interkalierung mit der DNA die Banden im UV-Licht sichtbar (Sharp et al., 1973).

2.14.1. Material und Reagenzien

Lésungen: Konzentration:
- TBE-Puffer (5 x) Tris-HCI, pH 8,3 0,36 M
Borsaure 0,36 M
EDTA-Dinatriumsalz, pH 8 2mM
- DNA-Probenpuffer (6 x) Bromphenolblau 0,25 %
Sucrose in Wasser (w/v) 40 %
- Ethidiumbromid

- Seakem LE Agarose
(Cambrex Molecular
Biology, Hess Oldendorf)
GroéRenmarker:

- DNA-Leiter, 1 kb (PEQLAB
GMDbH Biotechnology,

Erlangen)

Basenpaare: 10.000, 8.000, 6.000, 5.000, 4.000, 3.500,
3.000, 2.500, 2.000, 1.500, 1.000, 750, 500, 250

2.14.2. Durchfiihrung

Die Elektrophorese @ der PCR-Produkte erfolgte in  horizontalen  Standard-
Elektrophoresekammern. Zur Herstellung eines einprozentigen Gels wurden 0,5 g Agarose
in einem Erlenmeyerkolber mit 50 ml Tris-Borat-EDTA (TBE)-Puffer versetzt. Das Gemisch
wurde in der Mikrowelle erhitzt, bis sich die Agarose vollkommen aufgeldst hatte. Nach
AbkUhlung und Zugabe von 2,5 yl Ethidiumbromidldsung (Stammlésung: 10mg/ml) wurde
das flissige Gel blasenfrei in den Gel-Schlitten gegossen. Ein zuvor eingesetzter
Teflonkamm sorgte fUr die Aussparung der Taschen, in die spater die DNA-Proben gegeben

wurden. Nach Aushartung wurde das Gel mitsamt dem Schlitten in die
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Elektrophoresekammer platziert. Diese wurde mit TBE-Puffer aufgefillt, bis das Gel komplett
vom Puffer bedeckt war. Die mit 1/6 vol Probenpuffer versetzte DNA wurde in die Taschen
gegeben und bei einer Spannung von 100 Volt elektrophoretisch aufgetrennt. Anschlieend
wurden die DNA-Banden im UV-Licht des Transilluminators sichtbar gemacht und

photographisch dokumentiert.

2.15. DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Das QIAX II Gel Extraction Kit wurde in Anlehnung an das Protokoll von Vogelstein und
Gillespie entwickelt. DNA bindet in Gegenwart von hohen Salzkonzentrationen an
Glaspartikel. Durch mehrere Waschschritte kann das Gemisch von Salz und weiteren
Verunreinigungen befreit werden. AnschlieRend lost Wasser die DNA wieder von den

Glaspartikeln, ohne dass diese degradiert (Vogelstein and Gillespie, 1979).

2.15.1. Material und Reagenzien

QIAX 1I Gel Extraction Kit
(Qiagen GmbH, Hilden):
Losungen:
- Buffer QX1
- QIAEX II Suspension
- Buffer PE, versetzt

mit 100% Ethanol

2.15.2. Durchfiihrung

Die DNA-Extraktion erfolgte gemaR den Herstellerangaben, die dem Produkt beilagen.

2.16. Real-Time PCR

Bei der konventionellen PCR ist es problematisch, das PCR-Produkt akkurat zu
quantifizieren. Dies liegt daran, dass die PCR, abhangig von der Menge des eingesetzten
Templates, nach einer bestimmten Zykluszahl eine sogenannte Plateau-Phase erreicht, in

welcher die Amplifikation nicht mehr exponentiell ist. Grund daflir ist beispielsweise ein
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Verbrauch der Reagenzien, eine nachlassende Aktivitdt der Polymerase oder eine

Akkumulation an Pyrophosphat-Molekilen.

Mit der Madglichkeit die PCR-Produkte in Echtzeit, real-time, das heilt zum
Akkumulationszeitpunkt zu messen, kann das Amplifikations-Produkt direkt in der
exponentiellen Phase der PCR quantifiziert werden. In der exponentiellen Phase ist das
gemessene PCR-Produkt direkt proportional zur Template-Menge, welche zu Beginn der

PCR eingesetzt wurde (Freeman et al., 1999; Ginzinger, 2002).

Das Prinzip der Quantifizierung bei der Real-Time PCR beruht auf Fluoreszenz-Messungen
von dsDNA-bindenen Fluorochromen. In der vorliegenden Arbeit wurde mit dem
interkalierenden Farbstoff SYBR Green | gearbeitet. SYBR Green [ wird durch eine Blau-
Licht emittierende Diode (470 nm) spezifisch angeregt, und die resultierende
Emmissionsfluoreszenz wird durch eine Silikon-Photodiode mit einem Wellenlangenfilter von
530 nm gemessen. Neben dieser Photodiode gibt es bei dem hier verwendeten LightCycler
von Roche Molecular Biochemicals noch zwei weitere in anderen Wellenlangenbereichen,

die es ermoglichen unterschiedliche Fluorophore einzusetzen. (Wittwer et al., 1997).

Die wahrend des Amplifikations-Prozesses in jedem Zyklus gemessene emittierte
Fluoreszenz reprasentiert die bis zu diesem Zeitpunkt amplifizierte Probenmenge. Das heilt,
dass mit steigender initialer Template-Konzentration weniger Amplifikations-Zyklen
gebraucht werden, um den Punkt zu erreichen, in welchem die gemessene Fluoresenz
statistisch signifikant Uber der Hintergrundfluoreszenz liegt. Dieser Punkt wird als
Schwellenwert (Ct) bezeichnet. Er liegt in der exponentiellen Phase der Amplifikation und
wird berechnet als die Standardabweichung der Basislinien-Fluoreszenz multipliziert mit dem
Faktor 10. Die Basislinie ist definiert als Fluoreszenz derjenigen PCR-Zyklen am Anfang des
Amplifikations-Prozesses, in denen der Anstieg der Fluoreszenz noch zu gering ist, um von
der Maschine detektiert werden zu konnen. Die ermittelten Ct-Werte der Proben werden flr

die spatere Quantifizierung genutzt (Ginzinger, 2002).
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2.16.1. Material und Reagenzien

FastStart DNA Master SYBR
Green I(Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim):
Enzyme:
- LightCycler FastStart
Enzyme
Lésungen: Konzentration:
- LightCycler FastStart
Reaction Mix
- MgCl, 25 mM
- H,O, PCR grade

2.16.2. Durchflihrung

Die Real-Time PCR erfolgte nach einem laboreigenen optimierten Protokoll. Zunachst
wurden die Glaskapillaren in die Adapter des 4°C kalten Kihlblockes positioniert.
AnschlieRend wurde der Master-Mix jeweils fir das zu amplifizierende Gen und die
endogene Kontrolle Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase (GAPDH) angesetzt. Pro
Reaktionskapillare wurden 1 pl Enzym plus Reaktions-Mix, 1 ul Startprimer, 1 ul Endprimer,
0,4 ul MgCl,, 0,5 ul DMSO und 4,1 ul H,O berechnet. Diese Menge wurde, multipliziert mit
der gewinschten Reaktionszahl plus eine zusatzliche Reaktion, in ein 1,5 ml Reaktionsgefaly
pipettiert. Fur jede Real-Time PCR wurde der Mix, Enzym plus Reaktions-Mix im Verhaltnis
eins zu funf, frisch angesetzt. Es folgte die Verteilung des Master-Mixes zu je 8 ul pro
Reaktionskapillare und die Zugabe von 2 ul Template (ca. 200 ng DNA) oder 2 ul der
Verdinnungsserie. Fur eine Negativkontrolle wurde das Template durch 2 ul Wasser ersetzt.
Eine Verdinnungsserie des zuvor mittels konventieller PCR amplifizierten Templates diente

der Erstellung eines externen Standards. Die Verdunnung betrug 1 ng/ul, 100 pg/ul und 10
pg/ul.

Die Kapillaren wurden mit einem Plastikstopper verschlossen, mit dem Adapter in eine
Mikrozentrifuge gestellt und fur fUnf Sekunden bei 1000 rpm zentrifugiert. Dies dient dem
Transfer des Reaktionsmixes in das Kapillar-Ende. AnschlieRend wurden die Kapillaren in

das LightCycler-Karussel gestellt. Das folgende Programm wurde gestartet:
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2.16.3. Real-Time PCR-Programm

Zyklen Denaturierung Annealing Extension
Prainkubation 600 sec bei 95°C
31 folgende Zyklen 15 sec bei 95°C 10 sec bei 60°C 30 sec bei 74°C

Die Prainkubationsphase dient der Enzymaktivierung: Die hitzelabilen Gruppen, die das
Enzym bei Raumtemperatur inaktiv halten, werden entfernt. Die Fluoreszenz wurde am Ende

der Extensionsphase gemessen.

2.16.4. Datenauswertung

Die Datenauswertung erfolgte mit der zugehorigen LightCycler-Software nach der haufig
genutzten Methode der relativen Quantifizierung. Die Probe 1 wurde ins Verhaltnis zur Probe

2 gesetzt.

Zuvor wurde die Menge des PCR-Produktes anhand der co-amplifizierten endogenen
Kontrolle normalisiert. Dadurch wurden Fehler, die auf gering veranderte PCR-Effekte oder
verschiedene Ausgangskonzentrationen basieren, vermieden. Als endogene Kontrolle wurde
ein sogenanntes housekeeping-Gen verwendet, welches idealerweise unter den
verschiedenen experimentellen Bedingungen immer konstant exprimiert werden sollte. In der
vorliegenden Arbeit wurde sich fir GAPDH, ein vielfach verwendetes housekeeping-Gen,
entschieden. Die RNA, welche GAPDH codiert, wird von den meisten Zelltypen exprimiert
(Giulietti et al., 2001; Livak and Schmittgen, 2001).

Um spezifische von unspezifischen Fluoreszenzsignalen zu unterscheiden, bietet der
LightCycler die Maoglichkeit einer Schmelzpunktanalyse am Ende eines Amplifikations-
Prozesses. Unspezifische PCR-Produkte schmelzen normalerweise bei einer sehr viel
niedrigeren Temperatur als spezifische Produkte. Parallel zum Schmelzvorgang fallt auch
das Fluoreszenzsignal, da SYBR Green [ nur an nicht denaturiete DNA bindet.
Entsprechend kann bei dem spezifischen Amplifikations-Produkt mit seinem sehr viel
héheren Schmelzpunkt noch ein Fluoreszenzsignal gemessen werden, wahrend eine Probe

ohne spezifische Target-Molekile schon keine Fluoreszenz mehr zeigt.
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Abb. 3.8: Exemplarische Darstellung einer Schmelzpunktanalyse. Nach der eigentlichen Real-Time
PCR wird das Produkt schrittweise erhitzt. Bei einer fiir das Produkt spezifischen Temperatur
denaturiert der Doppelstrang und es kommt zum Fluoreszenzabfall. Der erste Peak entspricht
GAPDH, der zweite dem Transkriptionsfaktor Sfpi1.

2.17. Generierung retroviraler Partikel und verwendete Plasmide

Zur Generierung viraler Partikel wurden Zellen der retroviralen Verpackungszelllinie 293
GPG verwendet. Die 293GPG-Zellinie ist eine von human embryonic kidney (HEK/293)-
Zellen abgeleitete retrovirale Verpackungszelllinie. Retrovirale Verpackungszellinien
enthalten die Gene fiir alle retroviralen Proteine, welche fir die Produktion infektioser,
replikationsdefizienter Retroviren notwendig sind. So besitzt die 293GPG-Zelllinie stabil
integrierte Expressionsvektoren fur das amphotrope Hullprotein VSV-G (vesicular stomatitis
virus) und das MuMLV (Moloney murine leukemia virus) gag-pol-Polyprotein. Die konstitutive
Expression von VSV-G ist unter normalen Umstanden toxisch fiir die Zelle. Deshalb wurde
die VSV-G-Expression der Zellinie unter die Kontrolle eines Tetracyclin-abhangigen

Promoters gestellt (Ory et al., 1996).
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Plasmide: Referenz:
cMMP-Cre-GFP (chicken laboreigen, konstruiert
matrix metalloproteinase ausgehend von cMMP-
vector-causes recombination- (IRES)-GFP (Klein et al.,
GFP) 2000)

MMP-IRES-GFP laboreigen, konstruiert
(metalloproteinase vector- ausgehend von cMMP-
internal ribosome entry site- (IRES)-GFP (Klein et al.,
GFP) 2000)

217.1. Durchfiihrung

Die Virusiberstande der mit den Plasmiden cMMP-Cre-GFP und MMP-IRES-GFP nach der
Methode Kalziumphosphat-DNA-Korprazipitation transient transfizierten 293GPG-Zellen

wurden freundlicherweise von Harini Nivarthi fir diese Arbeit zur Verfigung gestellt.

2.18. Transduktion hamatopoetischer Stammzellen mittels

Spinoculation

Die Transduktion der Sca1” Lin"-Zellen erfolgte nach der Methode Spinoculation durch

Zentrifugation unter Zugabe von Polybrene (Manning et al., 1971; O'Doherty et al., 2000).

2.18.1. Durchflihrung

Fur die Transduktion wurde auf die Scal® Lin-Zellen behutsam aufgetauter
Virusliberstandes und Polybrene (8ug/ml) gegeben und vorsichtig gemischt. Nach einer
Stunde Inkubation im Brutschrank wurde die 24-Well-Platte mit den Zellen fir zweieinhalb
Stunden bei 37°C und 1.800 rpm zentrifugiert. AnschlieRend folgten sechs bis acht weitere
Stunden Inkubation der Viruspartikel mit den Zellen im Brutschrank. Am nachsten Morgen
wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, danach das Zellpellet in 3 ml frischem

Medium aufgenommen, die Zellen auf eine 6-Well-Platte ausplattiert und weiter kultiviert.

48 Stunden nach Spinoculation konnte die Transduktionseffizienz als Anzahl GFP-positiver

Zellen im FACS-Gerat bestimmt werden.
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Anhand dieser GFP-Reportergenexpression wurden die positiv transduzierten Zellen mittels
fluoreszenzaktivierter Zellsortierung separiert. Fir diesen Arbeitsschritt wurde der Zellsorter
MoFlo™ von Dako Cytomation verwendet. Die GFP-positiven Zellen wurden anschlieBend
auf einer 12-Well-Platte bei einer Zelldichte von 5x10° Zellen/Well in IMDM+10% FCS

Medium ausplattiert und in DCs differenziert (siehe 2.8.).

2.19. Extraktion genomischer DNA

Das E.Z.N.A.°Tissue DNA Mini Kit basiert auf einem Saulensystem mit Silikatmatrix. Die
Silikatmatrix bindet reversibel DNA-Molekile. Zellularer Debris, Proteine und sonstige
Kontaminationen kénnen wahrenddessen durch Waschen mit speziellen Puffern entfernt

werden.

2.19.1. Material und Reagenzien

E.Z.N.A.°Tissue DNA Mini Kit

(PEQLAB Biotechnologie

GmbH, Erlangen)

Lésungen: Konzentration:

- TL-Puffer

- BL-Puffer

- DNA-Waschpuffer, versetzt
mit 100% Ethanol

- Elutionspuffer

- OB™ Protease, geldst in TE 10mM
Puffer

- 100% Ethanol

2.19.2. Durchfilihrung

Die DNA-Isolation erfolgte strikt nach Herstellervorgaben gemal dem Produkt beigefligten
Protokoll.



Ergebnisse

3. Ergebnisse

Seite 44

3.1. In vitro Differenzierung von CR1-Zellen in dendritische Zellen

Zellen der von

Rathinam et al.

entwickelten

multipotenten

hamatopoetischen

Vorlauferzelllinie CR1 wurden nach einem ebenfalls von Rathinam et al. etablierten Protokoll

in DCs differenziert (Rathinam et al., 2006). Nach wenigen Tagen Stimulation mit GM-CSF

zeigten die CR1-Zellen morphologisch das typische Erscheinungsbild von DCs. Am Tag 8
der Zytokinstimulation wurden die Zellen im FACS-Gerat bezlglich DC-definierender
Oberflachenmarker analysiert. Mehr als 95% der in DCs differenzierten CR1-Zellen zeigten
morphologische und immunophanotypische Charakteristika myeloider DCs: Expression der
Oberflachenmarker CD11c, CD40, CD80, CD86 und MHCII-IA®.

undifferenzierte CR1-Zellen

CD11c CD40 CD80 CD86 IAP
=
X
N A &' y A Fa
?m"*.~_ 4 " Ay § N
T L S . on 5 S
differenzierte CR1-Zellen
CD11c CD40 CD80 CD86 IAP
X 4 A
H LT i M A ¥ 1 /fm‘ Y\

> Fluoreszenzintensitat

Abb. 3.1: FACS-Analyse: Vergleich der spezifischen Oberflachenmarkerexpression undifferenzierter
und differenzierter CR1-Zellen.




Ergebnisse Seite 45

3.2. Genexpressionsanalyse mittels Microarray-Technologie zur
Identifizierung von Transkriptionsfaktoren, welche die frihe

Entwicklung dendritischer Zellen kontrollieren

Ziel der Genexpressionsanalyse war es, TFs zu identifizieren, die eine Schlusselrolle in der

frihen Differenzierungsphase von DCs spielen.

Dazu wurden CR1-Zellen mittels GM-CSF-Stimulation in dendritische Zellen differenziert.
Nicht stimulierte CR1-Zellen dienten als Kontrolle. Jeweils zu den Zeitpunkten 6, 24 und 48
Stunden nach GM-CSF-Gabe wurde die RNA aus den Zellen extrahiert.

Die Gen-Expressionsanalyse wurde anschliefiend mittels Affymetrix-Microarray-Technologie
von Herrn Dr. Robert Geffers und Herrn Prof. Dr. Jan Buer (GBF, Braunschweig)
durchgefiihrt. Hierbei wurde der GeneChip® Mouse Genome 430 2.0 Array, der mehr als
39.000 Transkripte enthalt, eingesetzt. Die extrahierte RNA von jedem der oben genannten
Ansatze wurde in Biotin-markierte cRNA umgewandelt, mit jeweils einem GeneChip®

hybridisiert und mithilfe eines K-Means Cluster-Algorithmus analysiert.

Zusammenfassend ergab sich, dass zu den gewahlten Zeitpunkten 6, 24 und 48 Stunden,
insgesamt 628 Gene hochreguliert waren. Von den 56 als TFs identifizierten Genen waren 9
zum Zeitpunkt 6 Stunden (Tabelle 3.1), 19 zum Zeitpunkt 24 Stunden (Tabelle 3.2) und 28
zum Zeitpunkt 48 Stunden (Tabelle 3.3) exprimiert.

n-fache Anderung

Gensymbol UniGenBeschreibung
der Expression
Hoxa9 Homeo box A9 1,49
KIf7 Kruppel-like-factor 7 (ubiquitous) 1,08
2210412K09Rik RIKEN cDNA 2210412K09 gene 1,08
MGC18736 Hypothetical protein MGC18736 1,36
Rbm6 RNA binding motif protein 6 2,13

Tabelle 3.1: Liste der nach 6 Stunden GM-CSF-Stimulation in den CR1-Zellen hochregulierten

Transkriptionsfaktoren.
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Gensymbol UniGenBeschreibung n-fache Anderung
der Expression
Satb1 Special AT-rich sequence binding protein 1 1,55
Sin3b Transcriptional regulator, SIN3B (yeast) 1,48
Sox4 SRY-box containing gene 4 1,07
Stat5b Signal transducer and activator of transcription 114
5B

Tabelle 3.1: Liste der nach 6 Stunden GM-CSF-Stimulation in den CR1-Zellen hochregulierten

Transkriptionsfaktoren.

Gensymbol UniGenBeschreibung n-fache Anderung
der Expression
Al256856 EST AI256856 1,23
Aplp2 Amyloid beta (A4) precursor-like protein 2 1,28
D16Ertd465e DNA segment, Chr 16, ERATO Doi 465 1,92
Dnmt3lI DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3-like 2,48
Egr1 Early growth response 1 1,48
Egr2/Krox20 Early growth response 2 2,32
Hix H2.0-like homeo box gene 2,11
Irf7 Interferon regulatory factor 7 1,11
Lmo4 LIM only 4 1,82
Nab2 Ngfi-A binding protein 2 2

Nucb?2 Nucleobindin 2 4,34

Tabelle 3.2: Liste der nach 24 Stunden GM-CSF-Stimulation in den CR1-Zellen hochregulierten

Transkriptionsfaktoren.
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Ergebnisse
Gensymbol UniGenBeschreibung n-fache Anderung
der Expression
Plagl2 Pleiomorphic adenoma gene-like 2 1,09
Pml Promyelocytic leukemia 1,05
Rbi2 Retinoblastoma-like 2 1,28
Avian reticuloendotheliosis viral (v-rel) oncogene
RelB 1,86
related B
Stat1 Signal transducer and activator of transcription 1 1,59
Tcfec Transcription factor EC 2,56
Trim30 Tripartite motif protein 30 1,4
Zfp36I1 Zinc finger protein 36, C3H type-like 1 1,43

Tabelle 3.2: Liste der nach 24 Stunden GM-CSF-Stimulation in den CR1-Zellen hochregulierten

Transkriptionsfaktoren.

Gensymbol UniGenBeschreibung n-fache Anderung
der Expression
Atbf1 AT motif binding factor 1 1,36
Bcl6 B-cell leukemia/lymphoma 6 1,41
Cebpb CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), beta 1,88
Creb3 cAMP responsive element binding protein 3 1,63
D16Ertd465e DNA segment, Chr 16, ERATO Doi 465, 2.02/1,37
expressed
Dnmt3a DNA methyltransferase 3A 2,66
Egr1 Early growth response 1 2,67
Egr2/Krox20 Early growth response 2 3,34

Tabelle 3.3: Liste der nach 48 Stunden GM-CSF-Stimulation in den CR1-Zellen hochregulierten

Transkriptionsfaktoren.
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n-fache Anderung

Gensymbol UniGenBeschreibung
der Expression
Ets2 E26 avian leukemia oncogene 2, 3' domain 1,98
Foxj2 Forkhead box J2 2,52
Hix H2.0-like homeo box gene 2,35
lesbp Interferon concensus sequence binding protein 2,38
Ifi204 Interferon activated gene 204 6,97
Irf7 Interferon regulatory factor 7 3,87
Jun Jun oncogene 1,46
Junb Jun-B oncogene 1,43
Nab2 Ngfi-A binding protein 2 2,46
Nfat5 Nuclear factor of activated T-cells 5 1,18
Nfatc1 Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 1 1,26
Nfe2l2 Nuclear, factor, erythroid derived 2, like 2 1,48
Notch1 Notch gene homolog 1, (Drosophila) 2,54
Nrdai Nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2.81
RelB Avian reticuloendotheliolis viral (v-rel) oncogene 5,42
related B

Sfpi1 SFFV proviral integration 1 1,41
Sin3b Transcriptional regulator, SIN3B (yeast) 2,15
Tcfec Transcription factor EC 3,64
Trim30 Tripartite motif protein 30 2,51
Zfp36I1 Zinc finger protein 36, C3H type-like 1 1,85

Tabelle 3.3: Liste der nach 48 Stunden GM-CSF-Stimulation in den CR1-Zellen hochregulierten

Transkriptionsfaktoren.




n-facher Expressionsunterschied

Ergebnisse Seite 49

3.3. Validierung des Expressionsstatus der im  Microarray
identifizierten Transkriptionsfaktoren mittels Real-Time PCR

Um die im Microarry identifizierten 56 TFs zu verifizieren, wurden Real-Time PCR-Analysen
durchgeflhrt.

Hierflir wurden jene TFs ausgewahlt, die im Microarray eine besonders gute Signalintensitat
gezeigt hatten und die deshalb mit groRBer Wahrscheinlichkeit wahrend der GM-CSF-
Stimulation in den CR1-Zellen tatsachlich hoch- oder herunterreguliert sind. Dies war bei 34
der 56 TFs der Fall, fur die anschlieend eine Real-Time PCR Analyse durchgefihrt wurde.
Verwendet wurde die cDNA eines neuen Ansatzes GM-CSF-stimulierter und nicht-
stimulierter CR1-Zellen. Die Datennormalisierung erfolgte anhand des ebenfalls

amplifizierten houskeeping-Gens GAPDH.

Das Ergebnis der Real-Time PCR Analyse bestatigte die Hochregulierung von 25 TFs in den
CR1-Zellen zu den gewahlten Zeitpunkten 6, 24 und 48 Stunden nach GM-CSF-Stimulation.
Im einzelnen konnte flr den Zeitpunkt 6 Stunden fir 6 der 7 gewdahlten TFs, flr den
Zeitpunkt 24 Stunden fur 11 der 15 gewahlten TFs und fur den Zeitpunkt 48 Stunden fur 17

der 23 gewahlten TFs eine Hochregulierung verifiziert werden, dies entspricht 75,56%.

Die Tabelle 3.4 zeigt die Daten der Real-Time PCR im Vergleich mit der Microarray-Analyse.
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n-facher Expressionsunterschied

6 Stunden 24 Stunden 48 Stunden 6 Stunden 24 Stunden 48 Stunden

Abb. 3.2: In der Real-Time PCR-Analyse zu allen gewahlten Zeitpunkten (6, 24 und 48 Stunden)

hochregulierte Transkriptionsfaktoren.
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Abb. 3.2: In der Real-Time PCR-Analyse zu allen gewahlten Zeitpunkten (6, 24 und 48 Stunden)

hochregulierte Transkriptionsfaktoren.
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Abb. 3.2: In der Real-Time PCR-Analyse zu allen gewahlten Zeitpunkten (6, 24 und 48 Stunden)

hochregulierte Transkriptionsfaktoren.
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Abb. 3.2: In der Real-Time PCR-Analyse zu allen gewahlten Zeitpunkten (6, 24 und 48 Stunden)

hochregulierter Transkriptionsfaktor.
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Abb. 3.3: In der Real-Time PCR-Analyse zu den gewahlten Zeitpunkten 6 und 24 Stunden

hochregulierter Transkriptionsfaktor.
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Abb. 3.4: In der Real-Time PCR-Analyse zu den gewahlten Zeitpunkten 6 und 48 Stunden

hochregulierter Transkriptionsfaktor.
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Abb. 3.5: In der Real-Time PCR-Analyse zu den gewahlten Zeitpunkten 24 und 48 Stunden

hochregulierte Transkriptionsfaktoren.
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Abb. 3.5: In der Real-Time PCR-Analyse zu den gewahlten Zeitpunkten 24 und 48 Stunden

hochregulierte Transkriptionsfaktoren.
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Abb. 3.6: In der Real-Time PCR-Analyse nur zu einem der gewahlten Zeitpunkte (6, 24 und 48

Stunden) hochregulierte Transkriptionsfaktoren.
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Abb. 3.6: In der Real-Time PCR-Analyse nur zu einem der gewahlten Zeitpunkte (6, 24 und 48

Stunden) hochregulierte Transkriptionsfaktoren.
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Abb. 3.6: In der Real-Time PCR-Analyse nur zu einem der gewahlten Zeitpunkte (6, 24 und 48

Stunden) hochregulierte Transkriptionsfaktoren.
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Abb. 3.7: In der Real-Time PCR-Analyse zu keinem der gewahlten Zeitpunkte (6, 24 und 48 Stunden)

hochregulierte Transkriptionsfaktoren.
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Abb. 3.7: In der Real-Time PCR-Analyse zu keinem der gewahlten Zeitpunkte (6, 24 und 48 Stunden)

hochregulierte Transkriptionsfaktoren.

Gensymbol Expressionsprofil
Microarray Real-Time PCR
6h 24h 48h 6h 24h 48h
AI256856 © 0 0 { 0 T
Atbf1 © © 0 2 2 2
Bcl6 “ T 0 0 )
D16Ertd465e © 0 0 T 0 T
Dnmt3a o o T YRS ©
Egri © ) ) T ) )
Egr2/Krox20 VRS ) ) VRS ) )
Ets2 o Ya T 0 0 T
Hix T T 0 T )
Icsbp PR PEN ) T T )
Ifi204 © © 0 t t T

Tabelle 3.4: Vergleich der Microarray-Daten mit der Real-Time PCR-Analyse. Die fett markierten

Pfeile zeigen nicht Ubereinstimmende Expressions-Daten an.
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Gensymbol

Expressionsprofil

(22]
=

Microarray
24h

48h

6h

Real-Time PCR
24h 48h

Irf7

0

Jun

Junb

KIf7

Lmo4

MGC18736

Nab2

Nfat5

Nfatc1

Nfe2l2

Nrda1i

Nucb?2

RelB

Rbl2

e e e e 2 e 2 EROT O B B e B B I IO B

Rbm6

Satb1

<«

Sfpii

Sin3b

Sox4

Stat1
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Tcfec

Zfp3611
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T
T
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©
T
T
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T
T
o
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©
T
T

Tabelle 3.4: Vergleich der Microarray-Daten mit der Real-Time PCR-Analyse. Die fett markierten

Pfeile zeigen nicht Ubereinstimmende Expressions-Daten an.
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3.4. Untersuchungen zur Bedeutung des Transkriptionsfaktors Krox20
far die Differenzierung von dendritischen Zellen

Nach der Validierung der differentiellen Expression einer Serie von TFs stellte sich die
Frage, wie die Bedeutung der einzelnen Faktoren allein bzw. in ihrer synergistischen
Wirkung untersucht werden konnen. Zwei Wege stellten sich dar: einerseits kann die
spezifische Bedeutung eines definierten TF dadurch untersucht werden, dass er mit Hilfe von
retroviralen Gentransfertechnologien in unreifen HCSs Uberexprimiert wird. Sofern er eine
kritische Bedeutung fir die Differenzierung dendritischer Zellen hat, wird diese eventuell
verstarkt oder beschleunigt. Alternativ kann untersucht werden, ob die DC-Differenzierung
nach spezifischer Herunterregulation eines bestimmten TF beeintrachtigt ist. Hierzu bietet
sich entweder die si-RNA-vemittelte Herunterregulation an, oder aber der Einsatz von

definierten Knockout-M&usen.

Ich habe meinen weiteren Focus auf den TF Krox20 (Egr2) gesetzt. In der Real-Time PCR-
Analyse war der TF Krox20 zu den Zeitpunkten 24 und 48 Stunden nach GM-CSF-

Stimulation hochreguliert.

Aufgrund postnataler Letalitat sind Krox20-Knockout-Mé&use allerdings fur weitere Analysen
nicht verwendbar (Swiatek and Gridley, 1993). Eine L6sung bietet die konditionierte
Genausschaltung. Dabei handelt es sich um ein System, dass es ermdglicht, Gene zu
definierten Zeiten wahrend der Entwicklung oder in bestimmten Zellen/Geweben
abzuschalten. Die Technik basiert auf der Verwendung eines Rekombinase-Systems aus
dem Bakteriophagen P1. Die Rekombinase Cre erkennt locus of x over in P1 (loxP)-
Sequenzen und vermittelt einen reziproken Strangaustausch zwischen zwei loxP-
Erkennungsregionen. Somit kann eine beliebige Zielsequenz bei entsprechender
Positionierung der loxP-Sequenzen ausgeschnitten werden. Das Entfernen der gewtinschten
Sequenz kann auf SC-Ebene durch eine transiente Cre-Expression oder aber in der Maus
durch eine Kreuzung mit einer transgenen Linie, die die Cre-Rekombinase unter der
Kontrolle eines induzierbaren und/oder gewebespezifischen Promoters enthalt, durchgefihrt
werden (Sauer, 1998).

Die Arbeitsgruppe von Patrick Charnay (INSERM, Paris) entwickelte 2002 eine konditionierte
Krox20-defiziente Mauslinie. In das Krox20-Gen wurde dazu am zweiten Exon ein loxP-
Element und am 3’-Ende eine ,gefloxte® (das hei’t loxP flankierte) Neomycin-Resistenz
(neoR)-Kassette eingefugt. AnschlieBend wurden murine embryone SCs durch

Elektroporation mit dem targeting vector transfiziert und zur Generierung einer Mauslinie in
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Blastozysten injiziert. Nach Kreuzung der neuen ,gefloxten® Mauslinie mit einer Cre-
Rekombinase exprimierenden Mauslinie zeigte sich eine erfolgreiche Ausschaltung des
Krox20-Gens (Taillebourg et al., 2002). Diese Mauslinie wurde unserer Arbeitsgruppe

freundlicherweise zur Verfugung gestellt.

Um die mdgliche Rolle von Krox20 flir die Differenzierung von dendritischen Zellen zu
untersuchen, wurden Scal® Lin- HSCs der konditionierten Krox20-Knockout-Maus
(Krox20™™*) verwendet. Die Zellen wurden mit dem Virus cMMP-Cre-GFP (Cre-Virus)
transduziert. Dieser Virus kodiert eine Cre-Rekombinase und enthalt zusatzlich ein
Leseraster flir das Fluoreszenzprotein GFP. Die Cre-Rekombinase inaktiviert gezielt den
~gefloxten” TF Krox20. Die griine Fluoreszenz korreliert mit der Virusexpression und kann
zytometrisch ermittelt werden. Als Kontrolle wurde ein Teil der Sca1* Lin™- Krox20""**_Zellen
mit dem Virus MMP-IRES-GFP (MIG-Virus) transduziert. Die Transduktionseffizienz lag fur
den Cre-Virus durchschnittlich bei 14% und fir den MIG-Virus bei 43%. Die GFP-
Koexpression der beiden Viren ermdglichte auch die Konzentrierung der exprimierenden

Zellen durch fluoreszenzaktivierte Zellsortierung.

R=34,32% R=10,57%

> GFP

> FSC

Abb. 3.9: FACS-Analyse: Exemplarische Bestimmung der Transduktionseffizienz.
A: Nicht-transduzierte Krox20""*-Zellen. B: MMP-IRES-GFP-transduzierte Krox20""*-Zellen.
C: cMMP-Cre-GFP-transduzierte Krox20""* Zellen. R= Pozentsatz GFP-positiver Zellen.

Nach erfolgreicher Transduktion und Sorting wurden die Sca1® Lin-Zellen analog dem
Protokoll fur CR1-Zellen mittels GM-CSF-Stimulation in DCs differenziert. Aus einem Teil der
Zellen wurde zuvor die genomische DNA extrahiert und mittels PCR die erfolgreiche Deletion
von Krox20 verifiziert (Krox207-Allel).
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Genotyp: Krox20"°x  Krox20"** Krox207"
Primer: DNA-Leiter P3+P4 P3+4 P2+P3
500 bo —»
400 bp —*

Abb. 3.10: PCR-Analyse der Krox20""*. Krox20~"- und Krox20-Wildtypallele. Die Primer P3 und P4
amplifizieren ein 408 bp-Fragment vom Krox20-Wildtypallel und ein 441 bp-Fragment vom

Krox20"™™*_Allel. Die Primer P2 und P3 amplifizieren ein ~500bp-Fragment vom Krox20'-Allel.

Am Tag 7 oder 8 der Zytokinstimulation wurden die Zellen im FACS-Gerat bezuglich DC-
definierender Oberflachenmarker analysiert. Leider musste die Analyse auf die drei Marker
CD11¢c, MHCII-IA® und CD80 beschrankt werden, da ein GrofRteil der mit dem Cre-Virus

transduzierten HSCs pyknotisch wurde und abstarb.

In der vergleichenden FACS-Analyse zeigte sich kein Unterschied in der Oberflachenmarker-
Expression zwischen den Cre-Virus transduzierten Krox20""*_Zellen (Krox20”-DCs) und
den mit dem MIG-Virus transduzierten Krox"™"*.Zellen (Krox20"*-DCs). Sowohl die
Krox20""-DCs als auch die Krox20"*-DCs wiesen fiir die Marker CD11¢, MHCII-IA® und
CD80 ein DC-typisches Expressionsprofil auf.

In einer weiteren Kontrolle wurden Scal® Lin-Zellen aus C57Black6-Wildtyp-Mausen
ebenfalls mit den beiden genannten Viren transduziert. Nach Differenzierung in DCs zeigten
die Zellen die gleiche DC-typische Oberflachenmarker-Expression (Abbildungen nicht
gezeigt.)
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Cre-Virus transduzierte Krox20"¥"°x. DCs (Krox20~'~-DCs)

CD11c IAP CD80

Zellzahl

»
»

A AN

MIG-Virus transduzierte Krox20"°*"°*. DCs (Krox20**-DCs)
CD11c IA® CD80

x 1
*&W W\ !lh

»

»  Fluoreszenzintensitat

ML fuds o

Abb. 3.11: FACS-Analyse: Vergleich der spezifischen Oberflachenmarkerexpression Cre-Virus
transduzierter und MIG-Virus transduzierter Krox20"" -dendritischer Zellen.
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4. Diskussion

4.1. Differenzierung von hamatopoetischen Zelllinien in dendritische
Zellen

Ziel dieser Studie war es, das bislang noch wenig entschliisselte genetische Prinzip, welches
die Differenzierung und Determination hadmatopoetischer Vorlauferzellen in DCs kontrolliert,
besser zu verstehen. Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurde ein in vitro
Differenzierungssystem bendtigt, welches molekulare Analysen friher

Differenzierungsphasen der DCs erlaubt.

Die murine nicht leukdmische, multipotente Stammzelllinie factor dependent cell-Paterson
(FDCP)-mix ist ein solches System. FDCP-mix wurde 1991 von Just et al. durch
Transduktion von KM-Zellen mit einem src-Virus entwickelt. In IL-3 enthaltendem Medium
zeigen FDCP-Zellen eine unreife Blastenmorphologie und exprimieren den Stammzell-
Oberflachenmarker Sca-1. FDCP-mix-Zellen kénnen in Granulozyten, Makrophagen,

Megakaryozyten und friihe B-Vorlauferzellen differenziert werden (Just et al., 1993)

Schroeder et al. gelang es zudem aus FDCP-mix funktionelle, reife DCs zu generieren. Nach
13 Tagen Kultivierung in GM-CSF und IL-4 enthaltendem Medium zeigten die Zellen
phanotypisch und funktionell Attribute von DCs (,dendritische” Fortsatze, Expression der
Oberflachenmarker MHCII*, CD40"*, CD80" und CD86", Stimulation von T-Zellen) (Schroeder
et al., 2000).

Allerdings handelte es sich bei den aus FDCP-mix generierten Zellen um eine sehr
heterogene DC-Population, wahrscheinlich durch ,kontaminierende“ Granulozyten und
Makrophagen. Zudem besitzen FDCP-mix-Zellen nur ein Differenzierungspotential in

sogenannte myeloische DCs.

Neben der Zelllinie FDCP-mix existieren noch weitere Zelllinien mit DC-Merkmalen. Dabei
handelt es sich jedoch um Zelllinien, die durch ein Onkogen transformiert worden sind, nur
ein DC-Entwicklungsstadium darstellen, tumorigen sind oder einen heterogenen DC-
Phanotyp aufweisen. Beispiele dafur sind die tumorigene und Faktoren-unabhangige Zelllinie
IGM36, die aus einer GM-CSF transgenen Maus entwickelt wurde, und die aus Haut und
Milz generierten Zelllinien FSDC (fetal skin-derived dendritic cell line) und CB1, die
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Kennzeichen unreifer DCs aufweisen (Girolomoni et al., 1995; Paglia et al., 1993; Rasko et
al., 1997)

4.2. Die Ilaboreigene multipotente  murine  hamatopoetische
Vorlauferzelllinie CR1 als in vitro DC-Differenzierungssystem

CR1 ist eine von Rathinam et al. entwickelte laboreigene multipotente murine
hamatopoetische Vorlauferzelllinie. Die Zelllinie basiert auf Sca1*ckit'Lin~ hamatopoetischen
Stammzellen, isoliert aus C57Black6-Mausen, die mit einem Notch1 und GFP
exprimierenden VSV G (vesicular stomatitis virus) pseudotypisierten bicistronischen
Retrovirus transduziert worden sind. In Gegenwart von rekombinanten IL-3 konnten die
Zellen ohne Verlust ihrer Morphologie, ihres Phanotypes oder ihres Proliferationspotentiales
fur mehr als sechs Monate kultiviert werden. Eine nach sechs Monaten durchgefiihrte
spektrale Karyotypisierung zeigte einen normalen diploiden Maus-Chromosomensatz ohne

einen Hinweis auf klonale, numerische oder strukturelle Mutationen.

Nach Transplantation in konditionierte CD45.1 Empfangerméause sind CR1-Zellen in der
Lage, T-Zellen (CD3), NK-Zellen (NK1.1), DCs (CD11c), Makrophagen (CD11b, F4/80) und

Granulozyten (GR-1), nicht jedoch erythrozytare Zellen, zu bilden.

Nach Gabe von GM-CSF differenzieren CR1-Zellen in myeloische
MHCII'CD11¢"CD40"CD80'CD86"-DCs und nach Gabe von FLT3L in plasmazytoide
CD11¢c'B220*-DCs. Eine Ausreifung dieser DCs kann durch Stimulation mit

proinflammatorischen Zytokinen oder durch Aktivierung des TLR erreicht werden.

Die myeloischen CR1-DCs kénnen ebenso gut wie aus KM generierte DCs allogene T-Zellen
stimulieren und nach TNF-a-Stimulation IL-12 ausschitten. Im Phagozytose- und Migrations
—Assay zeigen die myeloischen CR1-DCs eine gute Ingestion von Escherichia coli und ein
gutes Migrationsverhalten gegentber einem chemotaktischen Gradienten mit MIP3-B. In
einem murinen Tiermodell flr akute myeloische Leukdmie (AML) induzieren CR1-DCs eine
effektive und langanhaltene Anti-Tumor-Antwort. In  ihrer Morphologie, ihrem
Immunophéanotyp und ihren funktionellen Eigenschaften ahneln CR1-DCs primaren aus KM
generierten DCs (Rathinam et al., 2006).

CR1 ist folglich eine sehr gut geeignete Zelllinie, um die Differenzierung von DCs zu

studieren.
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4.3. Mircroarray-Untersuchungen zur ldentifizierung von TFs

In den letzten Jahren wurden unterschiedliche molekularbiologische Techniken genutzt, um
die Genexpression von DCs zu studieren. Verwendet wurden Methoden wie SAGE
(sequenzielle Analyse der Genexpression) (Hashimoto et al., 1999), Microarray-Studien
(Granucci et al., 2001; Matsunaga et al., 2002; Messmer et al., 2003), auch in Kombination
mit komplementarer DNA-Subtraktion (Ahn et al., 2002), und integrierte Genom- und
Proteomanalysen (Le Naour et al., 2001; Richards et al., 2002). Ziel der meisten dieser

Studien war es allerdings, Gene zu identifizieren, welche die Ausreifung von DCs steuern.

Die geeignetste Methode zur Untersuchung von Genexpressionsprofilen ist derzeit die
Microarray-Technik. Die Besonderheit dieser Technik liegt in ihrer Eigenschaft, die simultane
Expression bis zu mehrerer zehntausend Gene in einer einzelnen Probe zu erfassen
(Schena et al., 1995).

Ebenfalls in einer Microarray-Studie entdeckten Hacker et al. 1d2 als wichtigen TF fir die
Entwicklung von LCs und CD8a’-DCs. Die Arbeitsgruppe generierte DCs aus humanen
CD34"-Nabelschnurblutzellen. Nach sechs Tagen Kultivierung mit GM-CSF und IL-4, sowie
wahlweise TNF-a flr 24 weitere Stunden, wiesen die Zellen phanotypische und funktionelle
Merkmale von unreifen, bzw. nach TNF-a-Stimulation reifen DCs auf. Die vergleichend
durchgefuhrten Microarray-Analysen der Progenitorzellen, unreifen und reifen DCs
identifizierten 481 hochregulierte TFs wahrend der DC-Differenzierung. Die anschlielliende
Erstellung von self-organizing maps (SOMS) zeigte eine spezifische Hochregulierung einiger

HLH-TFs mit einer besonders starken Expression von Id2.

Dieses Ergebnis konnte anschlielend im Mausmodel bestatigt werden. Id2-Knockout-Mé&use
weisen eine defekte DC-Entwicklung auf. Sie besitzen keine LCs und ihre CD8a."-DCs sind

zahlenmaRig stark reduziert (Hacker et al., 2003).

Im Gegensatz zu der von Hacker et al. durchgefiihrten Studie wurde in der vorliegenden
Arbeit eine murine Stammzelllinie verwendet, um Genexpressionsstarken zu messen.
Weiterhin war das Ziel der vorliegenden Arbeit, TFs der friihen DC-Differenzierung zu
identifizieren. Dazu wurden die Zeitpunkte 6, 24 und 48 Stunden nach Zytokinstimulation fir
die Microarrays gewahlt. Die Arbeitsgruppe von Hacker et al. hingegen untersuchte den
gesamten Zeitraum der DC-Entwicklung, indem sie das Genexpressionsprofil differenzierter

DCs mit Progenitorzellen verglich.



Diskussion Seite 66

4.4. Validierung von Microarray-Experimenten

Experimente mit Microarrays enthalten zahlreiche potentielle Fehlerquellen. Bei jedem
Arbeitsschritt, von der Prifung der zelluldren mRNA bis zum Scanvorgang, kann es zu
fehlerhaften Ergebnissen kommen. Vor der Datenprozessierung und Auswertung muss
deshalb eine griindliche Untersuchung auf mégliche Fehler oder systemische Einfliisse beim
Versuchsablauf erfolgen. Systemische Fehler kdnnen durch die Normalisierung der Daten

korrigiert werden (Tseng et al., 2001).

Die state-of-the-art Technologie zur Validierung von Microarray-Daten ist die Real-Time
PCR-Analyse. Einmal etabliert, ist diese Methode schnell, relativ preisglnstig und bendétigt
nur eine geringe Menge an Template. Hilfreich bei der Validierung ist auch der Vergleich der

Array-Ergebnisse mit Daten aus der Literatur (Chuaqui et al., 2002).

Die TFs lcsbp (Irf8), Sfpi1 (PU.1) und RelB sind in der Real-Time PCR-Analyse zu allen drei
gewahlten Zeitpunkten (6, 24 und 48 Stunden) hochreguliert. Sie dienten in der vorliegenden
Arbeit als Positivkontrolle, da ihre Bedeutung fiir die Entwicklung von DCs bereits im

Mausmodel gezeigt werden konnte (siehe auch 1.2.5).

4.5. Charakterisierung der untersuchten Transkriptionsfaktoren

TFs sind transaktive, sequenzspezifische DNA-bindene Proteine, die lber die Bindung an
regulatorische DNA-Elemente die Expression von Genen steuern. Ein TF definiert somit
wann, wo und unter welchen Bedingungen ein Gen aktiv wird (Lenardo et al., 1989; Mitchell
and Tjian, 1989; Ptashne, 1988; Ptashne and Gann, 1990).

In ihrem molekularen Aufbau weisen viele TFs eine modulare Zusammensetzung einzelner
sogenannter Strukturdomanen auf, die gleichzeitig funktionelle Domanen reprasentieren.
Derartige Funktionsdomanen erfullen z. B. die Aufgabe der spezifischen DNA-Erkennung
und DNA-Bindung (DNA-Bindungsdomanen) oder Transkriptionsaktivierung
(Transaktivierungsdomane). Vergleiche der Aminosauresequenzen von TFs ermdglichten die
Identifizierung der DNA-bindenden Regionen. Dies erlaubt die Klassifizierung von TFs

entsprechend ihrer DNA-Bindungsmodule in strukturelle Familien.
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Die folgende Tabelle ordnet die untersuchten TFs nach ihrer DNA-Bindungsdomane in
Anlehnung an ein von Stegmaier et al etabliertes Klassifizierungssystem (Stegmaier et al.,

2004). UniProt Knowledgebase Release 5.6 diente hierbei als Datenbank.

Gensymbol Struktur/Familie Genlokalisation
Basic domains
bZIP family
Jun Jun subfamily 1p32-p31
1 bZIP domain
bZIP family
Junb Jun subfamily 19p32.2
1bZIP domain
bZIP family
Nfe2l2 CNC subfamily 2q31
1bZIP domain
Tcfec 1 basic helix-loop-helix (bHLH) domain 7931.2
Zinc-coordinating domains
1 BTB (POZ) domain
Bcl6 3927
5 C2H2-type zinc fingers
EGR C2H2-type zinc-finger protein famil
Egri yP ) J i P Y 5q31.1
3 C2H2-type zinc-fingers
EGR C2H2-type zinc-finger protein family
Egr2/Krox20 o 10g21.1
3 C2H2-type zinc-fingers
KIf7 Krueppel C2H2-type zinc-finger protein family 2932
Nuclear hormone receptor family,
Nr4a1 Nr4 subfamily 12913
1 nuclear receptor DNA-binding domain
Helix-turn-helix domains
22 C2H2-type zinc fingers
Atbf1 16922.3-g23.1
4 Homeobox DNA-binding domains

Tabelle 4.1: Einteilung der untersuchten Transkriptionsfaktoren in Anlehnung an ein von Stegmaier et

al. etabliertes Klassifizierungssystem (Stegmaier et al., 2004).
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Gensymbol Struktur/Familie Genlokalisation
Helix-turn-helix domains
ETS family
Ets2 1 ETS DNA-binding domain 21922.3
1 PNT (pointed) domain
H2.0 homeobox family
Hix 1941-942.12
1 Homeobox DNA-binding domain
IRF family
Icsbp 1 Tryptophan pentad repeat DNA-binding 16924.1
domain
IRF family
Irf7 1 Tryptophan pentad repeat DNA-binding 11p13.5
domain
Lmo4 2 LIM Zinc-binding domains 1p22.3
CUT homeobox family
Satb1 2 CUT DNA-binding domains 3p24.3-p23
1 Homeobox DNA-binding domain
ETS family
Sfpi1 o ) 11p12
1 ETS DNA-binding domain
Beta-scaffold domains with minor groove contacts
Nfat5 1 RHD (Rel-like) domain 16qg22.1
Nfatc1 1 RHD (Rel-like) domain 18923
RelB 1 RHD (Rel-like) domain 19913.32
Sox4 1 HMG box DNA-binding domain 6p22.3
STAT family
Stat1 i 2q32.2-q32.3
1 SH2 domain

Tabelle 4.1: Einteilung der untersuchten Transkriptionsfaktoren in Anlehnung an ein von Stegmaier et

al. etabliertes Klassifizierungssystem (Stegmaier et al., 2004).
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Gensymbol Struktur/Familie Genlokalisation
Beta-scaffold domains with minor groove contacts
STAT family
Stat5b i 17911.2
1 SH2 domain
others
Al256856 Myeloid leukemia factor (MLF) family 6F13
Cold shock domain (CSD) family
D16Ertd465e ) ) 16p13.3
Cold shock protein domain
C5-methyltransferase family
Dnmt3a 1 ADD-type zinc finger 2p23
1 PWWp domain
1 DAPIN domain
Ifi204 1922
2 HIN-200 domain
MGC18736 Krueppel associated box 13C1
Zinc finger
Nucleobindin family
Nucb2 11p15.1-p14
2 EF-hand domains
Nab2 NAB family 12913.3-q14.1
Rbi2 Retinoblastoma protein (RB) family 16912.2
Rbm6 1 RNA recognition motif 3p21.3
Sin3b 3 PAH repeats 19p13.11
Zfp36I1 2 C3H1-type zinc fingers 14922-924

Tabelle 4.1: Einteilung der untersuchten Transkriptionsfaktoren in Anlehnung an ein von Stegmaier et

al. etabliertes Klassifizierungssystem (Stegmaier et al., 2004).
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4.6. Auswertung der Real-Time PCR-Expressionsdaten

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, TFs zu identifizieren, die die frUhe Differenzierung von
DCs kontrollieren. Von den Uber 39.000 Transkripten des Genchips waren insgesamt 628
Gene zu den untersuchten Zeitpunkten 6, 24 und 48 Stunden nach GM-CSF-Stimulation in
den CR1-Zellen hochreguliert. 56 dieser Gene konnten als TFs identifiziert werden.
Anschlielend wurden 34 TFs, die im Microarray eine gute Signalintensitat gezeigt hatten, fir

die Real-Time PCR-Analyse ausgewahlt.

Davon zeigten 15 TFs eine Hochregulierung zu allen drei gewahlten Zeitpunkten. Unter
diesen befanden sich auch die bereits in ihrer Bedeutung flir die DC-Differenzierung
entschlisselten TFs Icsbp (Irf8), Sfpi1 (PU.1) und RelB. Die weiteren Faktoren Bcl6, Egr1,
Ets2, Hix, Ifi204, Junb und Tcfec wurden in der Literatur bereits im Zusammenhang mit der
Myelopoese beschrieben (ndheres siehe 4.8). Nab2 ist als Korepressor von Egr1 bekannt
und unterdriickt in dieser Funktion u.a. dessen Wachstumstimuli (Houston et al., 2001).
Nfe2l2, auch bekannt unter dem Namen NF-EZ2 related factor 2 (Nrf2), reguliert die
Transkription von vielen antioxidativen Genen. Nrf2-Knockout-Méuse sind anfallig fur ein
allergisches Asthma mit bronchialer Hyperreaktivitdt und schwerer Entzindung der
Atemwege (Numazawa and Yoshida, 2004; Rangasamy et al., 2005). Nr4a1 wird von vielen
Geweben exprimiert und scheint eine Rolle in der Apoptose von Thymozyten, Tumorzellen

und Makrophagen zu spielen (Suzuki et al., 2003).

Uber die Faktoren Nucb2 und D16Ertd465e ist wenig bekannt. Nucb2 kodiert ein Ca* -
bindenes Protein und D16Ertd465e, auch bekannt unter dem Namen calcium-regulated heat-
stable protein of 24kDa (CRHSP24), ist das physiologische Substrat von protein
phosphatase 2B/Calcineurin (PP2B) in pankreatischen Azinuszellen (Groblewski et al., 1995;
Taniguchi et al., 2000).

10 der untersuchten TFs waren nur zu einem der gewahlten Zeitpunkte in der Real-Time
PCR-Analyse hochreguliert und zwar bis auf den Faktor KIf7 jeweils zum Zeitpunkt 6
Stunden nach GM-CSF-Stimulation. Interessanterweise zeigten funf dieser TFs zu einem der
spateren untersuchten Zeitpunkte (24 und 48 Stunden) eine Herrunterregulierung. Bei diesen
TFs handelt es sich um Gene, die eine Bedeutung wahrend der frilhen Phase der DC-
Differenzierung haben koénnten. Fir die beiden Stat-TFs Stat1 und StatSb existieren
Knockout-Modelle. Diese Mausmodelle und die Rolle der beiden Stat-TFs in der
Hamatopoese werden unter 4.8 naher erlautert. Fir Sox4 wurde ebenfalls eine Knockout-

Maus entwickelt. Aufgrund kardialer Fehlbildungen sterben Sox4-Knockout-Mé&use bereits
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am Tag 14 der Embryonalentwicklung. Sox4 spielt eine Rolle in der fruihen B- und T-
Zellentwicklung und Thymozyten-Differenzierung. So entwickeln sich B-Lymphozyten nur bis
zu einem Pro-B-Zellstadium in der Sox4-Knockout-Maus (Schilham et al., 1996). Uber die
anderen nur zu einem Zeitpunkt hochregulierten Faktoren (KIf7, MGC18736, Nfat5, Nfatc1,
Rbl2, Rom6, Sin3b) ist in der Literatur erst wenig bekannt.

In der Real-Time PCR-Analyse war der TF Atbf1 als einziger Faktor zu allen drei
untersuchten Zeitpunkten herunterreguliert. Eine Hochregulierung, wie sie im Microarray zum
Zeitpunkt 48 Stunden gesehen worden war, konnte nicht bestatigt werden. Atbf1 kodiert das
grote bekannte DNA-bindene Protein. Erstmals beschrieben wurde Atbf1 als Inhibitor der o-
Fetoprotein Genexpression in Hepatozyten (Morinaga et al., 1991). Im Dunndarmepithel
reguliert Atbf1 die Transkription der Aminopeptidase N (Kataoka et al., 2000). Wahrend der
Hirnentwicklung kommt es zeitweise zu einer starken Atbf1-Expression (Watanabe et al.,
1996).

Insgesamt war in der Real-Time PCR-Analyse der Grofteil der 34 untersuchten TFs zum
Zeitpunkt 6 Stunden nach GM-CSF-Stimulation hochreguliert (26 TFs zum Zeitpunkt 6
Stunden, 20 TFs zum Zeitpunkt 24 Stunden und 21 TFs zum Zeitpunkt 48 Stunden). Im
Microarray hingegen hatten die meisten TFs zum Zeitpunkt 48 Stunden eine
Hochregulierung gezeigt. Von den insgesamt 628 hochregulierten Genen des Genchips

waren ebenfalls die meisten zum Zeitpunkt 48 Stunden exprimiert.

Das Expressionsprofil der Microarray-Analyse, betrachtet man nicht nur die hochregulierten
TFs (Bestatigung der Daten zu 75,56%), wurde nur zu 47,91% bestatigt. Die funf TFs (Egr2,
Ifi204, Irf7, Tcfec und RelB) allerdings, die im Microarray eine fold change von Uber 3 und
damit einen sehr signifikanten Expressionsunterschied gezeigt hatten, wurden in der Real-
Time PCR-Analyse zu 100% verifiziert. Weiterhin waren die in der Real-Time-PCR Analyse
untersuchten TFs zu mehr Zeitpunkten hochreguliert als im Microarray. Im Einzelnen waren
15 TFs zu allen drei gewahlten Zeitpunkten, 6 TFs zu zwei der gewahlten Zeitpunkte und 10

TFs zu einem der gewahlten Zeitpunkte hochreguliert.

Erklart werden kann dies dadurch, dass die Real-Time-PCR eine sehr sensible Methode ist,

die bereits feine Expressionsunterschiede erfassen kann (Ginzinger, 2002).

Bei der Interpretation der Genexpressionsanalyse mufd generell bericksichtigt werden, dass
die mRNA-Expressionsdaten nur bedingt Ruckschlisse auf die Proteinebene ermdglichen.

Cham et al. verglichen in einer Microarray-Analyse das Genexpressionsprofil naiver T-Zellen
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mit dem von CD8'-T-Zellen. Dabei waren einige TFs, die von den CD8'-T-Zellen im
Vergleich niedriger exprimiert wurden, im anschlielenden Western-Blot auf Proteinebene
gleich hoch exprimiert. Grund daflir kénnen Regulationsmechanismen auf der

Translationsebene oder posttranslationelle Veranderungen sein (Cham et al., 2003).

4.7. Differenzierung von Krox20-defizienten Scat* Lin™-
hamatopoetischen = Stammzellen in  phanotypisch  normale

dendritische Zellen

Mehreren Arbeitsgruppen ist es bereits gelungen, TFs in Microarray-Studien zu identifizieren,
deren Funktion fur die Differenzierung von DCs anschlielend im Knockout-Modell bestatigt
werden konnte (Hacker et al., 2003; Rathinam et al., 2005).

In der vorliegenden Arbeit wurde der TF Krox20 fir weitere Untersuchungen ausgewahlt.
Krox20, auch bekannt unter dem Namen Egr2, war sowohl im Microarray als auch in der
Real-Time PCR-Analyse zu den Zeitpunkten 24 und 48 Stunden nach GM-CSF-Stimulation
in den CR1-Zellen hochreguliert.

Krox20 ist ein Zinkfinger-TF und Mitglied der Gruppe der early response genes. Die von
dieser Gen-Familie kodierten Proteine spielen eine wichtige Rolle in der Regulation zentraler
Zellprozesse wie Wachstum, Differenzierung und Reaktion auf Hormonstimuli.
Daruberhinaus aktiviert und reguliert Krox20 ,Schlisselgene® der Myelinisation (Chavrier et
al., 1988; Warner et al., 1998).

Krox20-Knockout-Mé&use sterben in der Regel bereits kurz nach der Geburt. Die wenigen
Uberlebenden Mause weisen eine abnorme Segmentierung ihres Rhombenzephalons und
eine Hypomyelinisierung ihres peripheren Nervensystems auf. Die Schwann-Zellen der
Méause sind zu einem frihen Differenzierungszeitpunkt ihrer Entwicklung blockiert
(Schneider-Maunoury et al., 1993; Swiatek and Gridley, 1993; Topilko et al., 1994). Zudem
ist die Knochenbildung bei Krox20-Knockout-Méausen defekt (Levi et al., 1996).

Anhnliche Krankheitsbilder finden sich auch beim Menschen. Neben vielen anderen
Mutationen wurden bei Patienten mit hereditdren demyelinisierenden Neuropathien auch
Mutationen des TF Krox20 gefunden. Im einzelnen handelt es sich dabei um die drei
folgenden Neuropathien: Charcot-Marie-Tooth-Syndrom Typ 1, Dejerine-Sottas-Syndrom und

die kongenitale hypomyelinisierende Neuropathie. (Warner et al., 1998).



Diskussion Seite 73

Patrick Charnay (INSERM, Paris) stellte unserer Arbeitsgruppe konditionelle Krox20-
defiziente Mause zur Verfligung. Bei diesen Mausen wird das Krox20-Gen von zwei loxP-
Elementen flankiert. Nach Transduktion von Sca1” Lin-Zellen dieser Mauslinie mit dem Virus
cMMP-Cre-GFP bewirkte die von dem Virus kodierte Cre-Rekombinase eine gezielte
Inaktivierung des TF Krox20. Die nun Krox20-defizienten Zellen wurden mittels GM-CSF-
Stimulation in DCs differenziert. Da ein Grolf3teil der mit dem Cre-Virus transduzierten Zellen

pyknotisch war, musste die anschliefiende FACS-Analyse auf drei Marker reduziert werden.

Mehrere Arbeitsgruppen haben ein ahnliches Phanomen bei ihren Cre-exprimierenden
Zellkulturen festgestellt. Ungefahr eine Woche nach Transduktion mit einem Cre-Virus horten
die Zellen auf zu proliferieren und wiesen einen abnormen Phanotyp auf. In der
chromosomalen Metaphase-Analyse zeigten sich zudem genomische Instabilitdten in Form
von Strangbrichen und Fragmenten. Diese Toxizitdt war abhangig von der Endonuklease-
Aktivitat der Cre-Rekombinase. Eine mdgliche Erklarung fur diese Beobachtung ist, dass das
Saugetiergenom endogene Sequenzen enthalt, die als pseudo-loxP-sites fungieren und so
von der Cre-Rekombinase erkannt und ausgeschnitten werden (Loonstra et al., 2001; Silver
and Livingston, 2001).

Eine Mdglichkeit, dieses Problem zu 16sen, ware die Verpaarung der Krox20™"*Maus mit
einer Cre-Maus, bei der die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle eines fir die Hamatopoese
spezifischen Promoters steht (Krox20™"* Cre-Maus). Zudem haben Silver et Livingston
einen ,self-excising” retroviralen Vektor entwickelt, der die Dauer und Intensitat der Cre-

Expression limitiert und damit die Cre-Toxizitat reduziert (Silver and Livingston, 2001).

In der FACS-Analyse zeigten die Krox20”-DCs keinen Unterschied beziiglich der DC-
definierenden Oberflaichenmarkerexpression (CD11c, MHCII-IA® und CD80) im Vergleich mit

den nur GFP-exprimierenden Zellen der Kontrolle.

Die drei hier untersuchten Marker werden typischerweise von sogenannten myeloiden DCs
exprimiert. Damit scheint Krox20 fir die Aufrechterhaltung eines normalen myeloiden DC-
Phanotyps nicht essentiell zu sein. Mdglicherweise kann die Funktion von Krox20 von
anderen TF im Sinne einer Redundanz Ubernommen werden. Oberflachenmarker sind

jedoch nur ein Aspekt von DCs. Mdglich ware, dass Krox20™

-DCs funktionell beeintrachtigt
sind. In weiteren Experimenten kdnnte beispielsweise die Fahigkeit zur allogenen T-Zell-
Stimulation und Zytokinproduktion untersucht werden. Des weiteren sollten einzelne DC-
Suptypen naher betrachtet werden. Dies wére bei Verwendung einer Krox20™"* Cre-Maus

moglich.
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4.8. Die Bedeutung der untersuchten Transkriptionsfaktoren fur die

Myelopoese

Drei der untersuchten TFs — Icsbp (Irf8), Sfpi1 (PU.1) und RelB — wurden bereits in ihrer
Bedeutung fiir die Entwicklung von DCs identifiziert. Sie stellen flr diese Arbeit eine
Positivkontrolle dar und werden unter 1.2.5 naher erldutert. Die anderen TFs sind in der
Literatur im Zusammenhang mit der Entwicklung von DCs noch unbekannt. Es gibt jedoch
Hinweise, dass einige von ihnen eine Rolle in der Myelopoese spielen. Von denen im
folgenden naher erlauterten TFs zeigten alle, bis auf die TFs Egr2, Irf7, Jun, Satb1, Stat1
und Stat5b, eine Hochregulierung zu allen drei untersuchten Zeitpunkten (6, 24 und 48
Stunden) in der Real-Time PCR Analyse.

Bcl6: Das Proto-Onkogen Bcl6 kodiert einen Transkriptions-Repressor. In zahlreichen
Zelltypen, darunter auch Monozyten, steigt die Bcl6-Expression kontinuierlich wahrend der

terminalen Differenzierung an (Albagli-Curiel, 2003).

Egr1: Der TF Egr1 wird von vielen Zelltypen exprimiert und kann durch unterschiedliche
extrazelluldre Stimuli induziert werden (Sukhatme et al., 1988). Egr1 fordert die
Differenzierung von hamatopoetischen Vorlduferzellen in Makrophagen. So verhindert
beispielsweise der Einsatz von Egr1 antisense Oligonukleotiden die Makrophagen-
Differenzierung von Zellen der myeloischen Leukamie-Zelllinien HL-60 und U937 (Nguyen et
al., 1993). Bei diesen beiden Zelllinien wurden zudem auch die in der vorliegenden Arbeit
untersuchten TFs Jun, Junb, Sfpi1, Stat1 und Krox20 (Egr2) als wahrend der monozytaren
Entwicklung und Makrophagen-Aktivierung hochregulierte TFs identifiziert.

Umgekehrt verursacht die Uberexpression von Egr1 eine Differenzierung von Zellen der
hamatopoetischen Zelllinie 32Dcl3 in Makrophagen. Normalerweise differenzieren diese
Zellen nicht in Makrophagen (Krishnaraju et al., 1995). Weitere Experimente dieser
Arbeitsgruppe zeigten zudem, dass normale hamatopoetische Vorlauferzellen, die nach
retroviraler Transduktion ektop Egr1 exprimieren, sich zu Zellen der Makrophagen-Reihe
entwickeln. Dies geschieht ,auf Kosten“ anderer Zellreihen (granulozytare und erythroide

Zellreihen).

Egri-Knockout-Méuse zeigen im Vergleich zum Wildtyp keine Unterschiede bezlglich ihres

myeloischen Differenzierungspotenziales (Lee et al., 1996).
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Ets2: Der TF Ets2 wird von vielen myelomonozytdren Zellreihen wahrend der

Differenzierung zu Makrophagen induziert (Aperlo et al., 1996).

Hix: Der TF Hix wird von myelomonozytaren Zellreihen exprimiert. Insbesondere reife
Makrophagen, Granulozyten und friihe B-Vorlauferzellen zeigen hohe HIx-Expressionslevel
(Allen et al., 1991). Des weiteren scheint Hix die Reifung myeloider Zellen zu kontrollieren

wie Uberexpressions-Studien zeigten (Allen and Adams, 1993).

Ifi204: Interferone aktivieren die Expression vieler unterschiedlicher Gene, darunter auch die
Familie der Ifi200-Gene. Ifi204 ist Mitglied dieser Gen-Familie und kodiert das Protein p204.
Neben Interferonen bewirken Lipopolysaccharide, synthetische Doppelstrang-RNA oder eine
Virusinfektion eine gesteigerte Synthese von p204 (Choubey and Lengyel, 1992). Eine p204-
Uberexpression hemmt die Zellproliferation in dafir sensiblen Zelllinien und férdert
stattdessen die Zelldifferenzierung (Hertel et al., 2000). So reifen Monozyten, die p204

Uberexprimieren, zu Makrophagen (Gariglio et al., 1998).

Irf7: Irf7 ist ein Mitglied der interferon regulatory factor TFs-Familie, zu der auch der fur die
DC-Differenzierung bedeutende TF Icsbp gehdrt. Irf7 wird von Monozyten-Vorlauferzellen

und plasmazytoiden DCs exprimiert (Kerkmann et al., 2003; Sykes et al., 2003).

Junb: Der TF Junb greift negativ regulierend in die Zell-Proliferation ein. So entwickeln
transgene Mause, die spezifisch kein Junb in der myelopoetischen Zellreihe exprimieren,
eine myeloproliferative Erkrankung, die der humanen CML ahnelt und eine erhéhte Anzahl
an Granulozyten-Vorlaufer-Zellen aufweist. Junb scheint folglich eine Schllsselrolle in der

Regulation der Myelopoese zu spielen (Passegue et al., 2001).

Satb1: Satb1 kodiert ein Gewebe-spezifisches Zellkernprotein, welches Doppelstrang-DNA
mit einem hohen Anteil an base-unpairing regions (BURs) erkennt. Besonders Thymozyten,
aber auch periphere T-Zellen exprimieren Satb1 (Cai et al., 2003). Wahrend der terminalen
Differenzierung  myeloider Zellen wird Satb1 herunterreguliert, parallel zur
Transkriptionsinduktion von 97-KD glycoprotein (gp91™™), ein Gen, welches eine
Komponente des NADPH-Oxidase-Komplexes in Phagozyten kodiert und flr welches

multiple Interaktionselemente mit Satb1 bestehen (Hawkins et al., 2001).

Stat1 und StatSb: Eine bedeutende Anzahl von Zytokinen, welche eine Rolle in der
Ausreifung von DCs spielen, vermitteln ihre extrazelluldren Signale durch die Aktivierung von
Stat-Proteinen (Bromberg and Darnell, 2000; Darnell, 1997). Mittels Westernblot- und
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electrophoretic mobility shift assay (EMSA)-Analysen konnte gezeigt werden, dass die
Zytokine GM-CSF und IL-4 wahrend aller DC-Reifungsstadien eine kontinuierliche
Expression von Stats bewirken. Stat1 hingegen wird erst von ausgereiften DCs
hochexprimiert. Fur Stat6 verhalt es sich umgekehrt: fruihe DC-Reifungsformen zeigen eine

hohe Aktivierung dieses TF.

DCs, die aus dem KM von Stat1-Knockout-M&usen generiert worden sind, weisen bezliglich
ihrer Morphologie und Oberflachenmarkerexpression kaum Unterschiede zu den Wildtyp-
DCs der Kontrolle auf. Interessanterweise wird jedoch der Oberflachenmarker CD80 schon
wahrend der frilhen Reifung hochreguliert, wahrend die Hochregulierung von CD11¢c und
CD40 ausbleibt. Weiterhin konnte in dieser Studie eine ,feedback”Regulation der Stat1-
Expression iber SOCS1 gezeigt werden (Jackson et al., 2004).

Stat5a/5b-Knockout-Méause weisen nur einen relativ milden Defekt ihrer Hamatopoese auf.
Neben einer Reduktion peripherer T-Zellen und einer unzureichenden Erythropoese ist bei
diesen Mausen das Uberleben von Monozyten-Vorlauferzellen reduziert (Kieslinger et al.,
2000; Socolovsky et al, 1999; Teglund et al., 1998). Des weiteren sind nach
Transplantationsexperimenten die KM-Zellen dieser Mause insuffizient in der

Rekonstituierung myeloider, erythroider und lymphoider Zellen (Snow et al., 2002).

Tcfec: Aus humanen Monozyten generierte DCs zeigen nach Stimulation mit LPS und TNF-

a eine transiente Hochregulierung des TF Tcfec (Matsunaga et al., 2002).

4.9. Die Bedeutung der untersuchten Transkriptionsfaktoren fur die
Pathologie von Malignomen

TFs sind oft an der Regulierung wichtiger zellularer Prozesse, wie z. B. Proliferation,
Differenzierung und Apoptose, beteiligt. Es verwundert daher nicht, dass in zahlreichen
Malignomen eine fehlgeleitete Aktivitdt bestimmter TFs nachgewiesen werden konnte und

viele TFs Protoonkogene oder Tumorsuppressorgene sind.

Die DC gilt als effizienteste Antigen-prasentierende Zelle und nimmt als solche auch eine
Schlusselfunktion in der Tumorabwehr ein (Banchereau et al.,, 2000). Fir einige
hamatologische Malignome wie z. B. der akuten myeloischen Leukamie, der chronischen
myeloischen Leukamie, der Haarzellleukdmie und der Vorldufer-B-ALL (pB ALL) wurde, u.a.

auch von unserer Arbeitsgruppe, eine eingeschrankte Funktion der DCs nachgewiesen
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(Bourguin-Plonquet et al., 2002; Maecker et al., 2006; Mami et al., 2004; Mohty et al., 2002;
Mohty et al., 2001). So konnten Mami et al aus CD34-Vorlduferzellen von pB ALL-Patienten
keine mDCs oder pDCs generieren (Mami et al., 2004).

Von besonderem Interesse ist deshalb die Frage, inwieweit die untersuchten TFs gleichzeitig
eine Rolle in der Entstehung bestimmter Malignome, insbesondere derjenigen
hamatologischen Ursprungs, spielen. Mdoglicherweise verursacht die Mutation eines
tumorassoziierten TF, der wahrend der friihen Phase der DC-Differenzierung hochreguliert
ist, neben der Entstehung eines Malignoms, gleichzeitig eine Hemmung der Entwicklung
funktionsfahiger DCs. Die folgende Tabelle zeigt die Assoziation der untersuchten TFs mit

einigen ausgewahlten Malignomen.

Gensymbol Assoziiertes Malignhom

Atbf1 Prostatakarzinom (Sun et al., 2005)

Brustkrebs, Non-Hodgkin-Lymphom, B-Zell-Lymphome, diffus-
Bcl6 groRzelliges Lymphom, MALT-Lymphome (Bos et al., 2003; Min et al.,
2005; Ohno and Fukuhara, 1997)

Egri Prostatakarzinom (Adamson and Mercola, 2002)

Brustkrebs, Leukamien, Plattenepithelkarzinom des Osophagus,
Ets2 Prostatakarzinom (Buggy et al., 2006; Li et al., 2003; Liu et al., 1997;
Papas et al., 1990)

Jun Brustkrebs, Hodgkin-Lymphom (Mathas et al., 2002; Yang et al., 1997)

Hodgkin-Lymphom, anaplastisches groRzelliges Lymphom, CD30"

diffus-grof3zelliges Lymphom, T-lymphoblastisches Lymphom, chronisch

Junb myeloische Leukamie (Rassidakis et al., 2005; Szremska et al., 2003;
Yang et al., 2003)
Lmod Brustkrebs, Plattenepithelkarzinom der Mundhdéhle (Lewis et al., 2005;
Mizunuma et al., 2003)
Stat5b akute Promyelozytenleukdmie, Plattenepithelkarzinome (Dong and
Tweardy, 2002; Xi et al., 2003)
Sfpi1 akute myeloische Leukamie (Rosenbauer et al., 2004)

Tabelle 4.2: Assoziation der untersuchten Transkriptionsfaktoren mit einigen ausgewahlten

Malignomen.
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4.10. Die Bedeutung der untersuchten Transkriptionsfaktoren fur die
Entwicklung von zellularen Therapien mit DCs

Die Erfolge einer allogenen KM-Transplantation bei Patienten mit einer chronisch
myeloischen Leukamie zeigen deutlich den Effekt einer zelluldren Antitumor-Immunantwort
(Maness and McSweeney, 2004). Weiterhin illustriert wird dies durch die erfolgreiche Gabe
allogener Spenderlymphozyten beim Rezidiv einer CML nach KM-Transplantation (Kolb et
al., 1990).

Tumorzellen verfligen Uber zahlreiche Strategien, der Immunabwehr des Organismus zu
entgehen. Beispielsweise konnte bei Krebspatienten und im Tiertumormodell eine
eingeschrankte Antigen-Prasentation der DCs nachgewiesen werden. So sind DCs
beschrieben worden, die zwar Kolonkarzinome und Basaliome infiltrierten, denen aber die
Oberflachenmolekiile CD80 und CD86 fehlten und die deshalb eine deutlich eingeschrankte
Fahigkeit zur T-Zell-Aktivierung aufwiesen (Chaux et al., 1993). Weiterhin wurde beobachtet,
dass Tumoren Faktoren wie IL-10, TGF- oder VEGF sezernieren, die die Differenzierung,
Reifung und Funktion der DCs inhibieren (Alleva et al., 1994; Bronte et al., 1999; Dummer et
al., 1995; Gabrilovich et al., 1996). Das Zytokin IL-10 kann sogar die Induktion einer
antigenspezifischen Anergie bewirken, was einer Tumortoleranz gleichkommt (Chai et al.,
1999; Enk et al.,, 1997; Enk et al.,, 1994; Steinbrink et al., 1999). Eine ausgereifte DC
hingegen scheint gegeniber hemmenden Zytokinen resistent zu sein (Steinbrink et al.,
1997).

Genaue molekulare Kenntnisse Uber die Differenzierung von DCs ermoglichen dem
Therapeuten die Identifizierung und das gezielte Korrigieren von Fehlern in der
Zellentwicklung. DCs besitzen eine hohe Potenz zur Induktion einer spezifischen
tumorgerichteten Immunantwort. Diese Fahigkeit kann genutzt werden, um eine
Immunantwort gegen Tumorantigene zu initiieren und so mithilfe des korpereigenen

Immunsystems Krebs zu bekampfen.

Fir die Entwicklung einer Tumorvakzine ist neben der Identifizierung geeigneter
Tumorantigene die Generierung von DCs mit einer optimalen T-Zell-stimulatorischen Aktivitat
entscheidend. Vor allem die hier untersuchten DCs mit myeloiden Charakteristika sind
interessant fur Tumorvakzinierungen, da diese besonders zur Antigenaufnahme und —

prasentation befahigt sind.
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Erste klinische Phase I- und II-Studien zeigen, dass eine Immuntherapie mit DCs maoglich
ist. Leider waren die bisher erzielten Erfolge meist nur von kurzer Dauer. Dies liegt sicherlich
auch daran, dass bisher Gberwiegend Patienten mit fortgeschrittenen Tumorerkrankungen in
DC-Vakzinierungsprotokolle aufgenommen wurden. Bei diesen Patienten liegt
wahrscheinlich bereits durch den Tumor oder die vorausgegangene Therapie eine schwere
Schadigung des Immunsystems vor (Nestle et al., 2005). Dagegen zeigten Patienten mit B-
Zell Lymphom, die eine Vakzine mit Idiotyp-beladenen DCs als adjuvante first-line Therapie
erhielten, sowohl humoral als auch zellulare Immunantworten, die mit einer klinischen

Regression des Lymphoms einhergingen (Timmerman et al., 2002).

Ein besseres molekulares Verstandnis der DC-Differenzierung kann dazu beitragen, die
Generierung und Aktivierung tumorspezifischer DCs zu optimieren. Dies kénnte zu einem
festen Bestandteil der Immuntherapie neben Operation, Chemotherapie und Bestrahlung in

der multimodalen Krebsbehandlung fuhren.

Neben ihrer Rolle als Initiatoren einer antigenspezifischen Immunantwort haben DCs auch
eine Bedeutung als Vermittler einer Immuntoleranz. Diese Eigenschaft ist sehr interessant
fur die Transplantationsmedizin. Das Uberleben von allogenen Herztransplantaten bei Ratten
wird beispielsweise signifikant verlangert, wenn einen Tag vor der Transplantation unreife

DCs der Empfanger-Ratte injiziert wurden (Peche et al., 2005).

Aber nicht nur unreife DCs, die ja bekanntlich weniger MHC-Klasse 1I und kostimulatorische
Molekule auf ihrer Oberflache exprimieren, induzieren eine T-Zell-Toleranz. Im Maus-Modell
schitzen injizierte reife DCs (generiert aus KM-Zellen, ausgereift mittels TNF-a) vor einer
CD4"-T-Zell vermittelten experimentellen Autoimmunenzephalomyelitis (Menges et al.,
2002).

Trotz dieser Daten Uber reife DCs scheinen in erster Linie unreife oder ,semi-reife“ DCs
(geringe Produktion proinflammatorischer Zytokine) eine Immuntoleranz zu induzieren
(Barratt-Boyes and Thomson, 2005).

Verschiedene Arbeitsgruppen haben versucht durch die Gabe von IL-10, Dexamethason,
Rapamycin (Sirolimus), Vitamin D3 und Mycophenolat Mofetil die Ausreifung von DCs zu
blockieren. Mit unterschiedlichem Erfolg konnte durch diese kiinstlich unreif gehaltenen DCs
das Transplantatiiberleben verlangert werden (Gregori et al., 2001; Hackstein and Thomson,
2004; Mirenda et al., 2004).
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In einer interessanten Studie von Tomasoni et al. wurde durch Transfektion mit einer
dominant negativen Form von IKK2 | kappa B kinase 2 (IKK2) die Aktivierung des TF NF-xB
verhindert. Die DCs blieben dadurch unreif und induzierten potente regulatorische CD4*-T-
Zellen. Der in der vorliegenden Arbeit untersuchte TF RelB gehdrt zur TFs-Familie NF-«xB.
Fir RelB existiert bereits eine Gene-Targeted-Maus, die neben einer gestérten Thymus-
Architektur keine CD8ca, -DCs besitzt (Tomasoni et al., 2005; Wu et al., 1998).

Die Kenntnis von TFs, die die Differenzierung von DCs kontrollieren, eréffnet Moglichkeiten
fur die Entwicklung spezifischer immunsuppressiver Agenzien, die die Reifung und

Aktivierung von DCs hemmen.

4.11. Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden 31 TFs beschrieben, die bisher noch nicht im
Zusammenhang mit der Differenzierung von DCs beschrieben wurden. Einige dieser
Faktoren haben bereits eine Bedeutung in der Hamatopoese oder in der Entstehung
bestimmter Krankheitsbilder. Die spezifische funktionelle Rolle der in dieser Studie
entdeckten TFs fiir die Entwicklung von DCs bleibt jedoch unklar. Mittels gezielter Uber- oder
Unterexpressionsstudien in vitro oder im Maus-Modell (knockout bzw. knockin) ist es
maoglich, die biologische Bedeutung dieser TFs zu entschlisseln. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit bilden somit ein wichtiges Fundament flr weiterfliihrende in vitro und in

vivo Analysen.
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5. Zusammenfassung

Dendritische Zellen (DCs) sind hochspezialisierte antigenprasentierende Zellen. Nach
Kriterien wie Organspezifitat, Phanotyp und Funktion kénnen DCs in Subtypen Klassifiziert
werden. Uber das genetische Prinzip, welches die Differenzierung und Determination

hamatopoetischer Zellen in DCs kontrolliert, ist bisher wenig bekannt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die multipotente murine hadmatopoetische Vorlauferzelllinie
CR1 als in vitro DC-Differenzierungssystem genutzt. CR1-Zellen differenzieren nach GM-
CSF-Stimulation in sogenannte myeloide DCs. Mittels Microarray-Technologie wurde die
Genexpression der frihen DC-Differenzierungsphase analysiert (6, 24 und 48 Stunden nach
GM-CSF-Stimulation).

Von den 628 im Microarray hochregulierten Genen konnten 56 als Transkriptionsfaktor (TF)
identifiziert werden. Davon wurden 34 TFs mit besonders guter Signalintensitat fur eine
anschlielende Real-Time PCR-Validierung ausgewahlt. In dieser Analyse waren 15 TFs zu
allen drei gewahlten Zeitpunkten (6, 24 und 48 Stunden nach GM-CSF-Stimulation), 6 TFs
zu zwei der gewahlten Zeitpunkte und 10 TFs zu einem der gewahlten Zeitpunkte
hochreguliert. Das Ergebnis der im Microarray hochregulierten TFs konnte zu 76% bestatigt
werden. 31 dieser TFs sind bisher noch nicht im Zusammenhang mit der Differenzierung von

DCs beschrieben worden.

Der TF Krox20, auch bekannt unter dem Namen Egr2, wurde fliir weitere Analysen
ausgewahlt. Hamatopoetische Progenitorzellen einer konditionellen Krox20-defizienten Maus
wurden dazu mit einem Cre-exprimierenden retroviralen Vektor transduziert und
anschlieflend mittels GM-CSF-Stimulation in DCs ausgereift. Die Cre-Rekombinase bewirkte
dabei die gezielte Inaktivierung des in dieser Maus gefloxten Krox20-Gens. In der FACS-

Analyse zeigten die Krox207"

-DCs jedoch keinen Unterschied bezlglich der DC-
definierenden Oberflachenmarkerexpression im Vergleich mit den nur GFP-exprimierenden
DCs der Kontrolle. Krox20 scheint folglich fur die Aufrechterhaltung eines normalen
myeloiden DC-Phanotyps nicht essentiell zu sein. Alternativ kann die Funktion von Krox20

maoglicherweise von anderen TF substituiert werden.

Die weitere funktionelle Charakterisierung der hier beschriebenen TF fir die DC
Differenzierung wird ein verbessertes molekulares Verstandnis der Entwicklung von DCs

Zellen erlauben. Korrektur von defizienten Signaltransduktionswegen oder deren
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therapeutische Modifikation kénnen neue Perspektiven fir die Modulation immunologischer

Prozesse eroffnen.
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AutoMACS™-Gerst

Brutschranke:

Dokumentationssysteme:

Elektrophoresekammern:

FACS-Gerét:

Geldokumentationssystem:

Glaswaren:
Heizblock:

Mikroskop:
Mikrowelle:

PCR-Thermocyilcer:
Pipetten:

Pipettierhilfe:

Real-Time PCR-Gerét:

Spannungsquellen:

Sterilwerkbanke:

Photometer:
Schittler:

Transilluminator:

Vortex:
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AutoMACS™ Separator, Miltenyi Biotec
GmbH, Bergisch Gladbach

Steri-Cycle CO, Incubator,
ThermolLifeSciences, Egelsbach

SigmPlot 2001 for Windows Version 7.101
Microsoft® Word 2000

Sub-Cell GT Agarose Gel Electrophoresis
System, BIO-RAD, Minchen
FACSCalibur™, BD Biosciences, San Jose,
CA, USA

GelPrint 2000i, BioPhotonics Corp., Ann
Arbor, MI, USA

Schott, Mainz

Thermomixer comfort, 1,5 ml, eppendorf,
Hamburg

Carl Zeiss, Gottingen

Privileg/Quelle, Firth

Mastercycler gradient, eppendorf, Hamburg
Research® (variabel), 0,5-10 ul, 10-100 pl,
100-100 pl, eppendorf, Hamburg
pipetus®-akku, Hirschmann®Laborgerate,
Eberstadt

Lightcycler, Roche Biochemicals, Mannheim
POWER PAC 300, BIO-RAD, Minchen
S1/S2: HERAsafe HS, Heraeus Instruments
GmbH, Osterode

BioPhotometer, eppendorf, Hamburg
CERTOMAT®HK, B.Braun, Biotech
International, Melsungen

302 nm, Bachofer, Reutlingen

REAX control, Heidolph, Schwabach
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Wagen:

Wasserbad:

Zahlkammer:

Zellsorter:

Zentrifugen:

LI Verbrauchsmaterialien

Einmalinjektionskanule
Einwegpipetten
HiBind®-DNA-S&ulen

2 ml Sammel-Tubes
Nylongaze
Pasteurpipetten
PCR-Gefale

Pipettenspitzen
Plastikkivetten

Prefilter Spin Cups

2 ml receptacle tubes

RNA Binding Spin Cups

1,5 ml microcentrifuge tubes

Reaktionsgefalle

Roéhre fir Durchfluizytometer FACScan
Spritzen

Zellkulturflaschen

Zellkulturplatten

Zentrifugenréhren
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Elektronische Prazisionswaage BP 3100S,
Sartorius, Goéttingen

GFL, Burgwedel

Neubauer Zahlkammer, BRAND, GmbH+Co
KG, Wertheim

MoFlo™, Dako, Glostrup, Ddnemark
Centrifuge 5415D fir 1,5/2 ml Gefalie,
eppendorf, Hamburg

Megafuge 1.0R, Heraeus Instruments
GmbH, Osterode

0,4 mm, Sterican®, Braun, Melsungen
2,5, 10 und 25 ml, Sarstedt, Nimbrecht
E.Z.N.A.®Tissue DNA Mini Kit, PEQLAB
Biotechnologie GmbH, Erlangen
Calbiochem GmbH, Bad Soden
BRAND, GmbH+Co KG

Multiply ®-PCR-Gefélie, 0,5ml, Sarstedt,
Numbrecht

10, 200 und 1000 ul, Sarstedt, Nimbrecht
UVette®, eppendorf, Hamburg
Absolutely RNA® Miniprep Kit,
STRATAGENE, La Jolla, CA, USA

1,6 ml easy cap und 0,5 ml Microtubes,
Sarstedt, Niumbrecht

5 ml, Sarstedt, Nimbrecht

1 ml, Terumo Europe, Leuven, Belgien

25 cm?, 75 cm? und 175 cm?, Sarstedt,
Nimbrecht

6- und 24-Well-Platten, Sarstedt, Nimbrecht
15, 50 ml, Sarstedt, Numbrecht
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HLIL. Chemikalien

Borsaure

Bromphenolblau

Bovines Serumalbumin (BSA)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreithol (DTT)
EDTA-Dinatriumsalz
Ethanol

Ethidiumbromid
Polybrene

Sucrose

0,1 M Tris-HCI
Trypanblau

NnLIV. Zytokine

rh-FIt3L
rm-GM-CSF
rm-1L3
rm-1L4
rm-1L6
rm-SCF
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Boric acid, Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
EDTA disodium salt, Sigma, Deisenhofen
J.T. Baker, Deventer, Holland

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Trypan Blue Stain 0,4%, GIBCO™ Invitrogen

Corporation, Karlsruhe

Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA
Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA
Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA
Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA
Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA
Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA



Anhang

l.v. Verwendete Primerpaare

Die Primerpaar wurden von MWG-Biotech AG, Ebersberg verwendet.
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Primername Primersequenz Fragmentlange (bp)

5-GGG AGA CAT CCC GAT ACA GA-3

Al256856 364
5TGA GGG GTG AAG ATG GAA AC-3
5-CCC AAG AGA AGC AAG GAC AG-Z

Atbf1 380
5-ACG ACC TGT CCA AAA ACT GG-3
5-ACC TTA ATC GCC TCC GAA GT-3’

Bcl6 378
5-CGG CTG TTC AGG AACTCT TC-3
5-ACC CGA GTA GGT CAAACG TG-3

D16Ertd465e 368
5-CCA CCC CCA GCACTACTT TA-3
5-GAA GCC GCT GTT ACC TCT TG-3’

Dnmt3a 351
5-AGG TTATTG CAC GCG AGT CT-3’
5-ACC ACT TTG TGG CCT GAA CC-3

Egri 336
5-AGG TCT CCC TGT TGT TGT GG-3
5-CAG TGA CTG CCA CCC CTT AT-3’

Egr2 377
5-CAC TGC TCT TCC GTT CCT TC-3
5-CTT CCA AAA GGA GCA ACG AC-3

Ets2 370
5-GGT AGT TTG GTG CCT GCA TT-3’

Hi 5-CTT CAG CGG GAC AGT TCT TC-3’ 383

X

5-CCT TGT CCT TGT CCT TCT GC-3’
5-ACG AGG TTACGC TGT GCT CT-3

Icsbp 379
5-ACC ATC TGG GAG AAA GCT GA-3’
5-GGT AGT TTG GTG CCT GCA TT-3’

Ifi204 382
5-CTT CTG CAA CCC AGG AAG AG-3’

7 5-GGT CGT AGG GAT CTG GAT GA-3 362

r

5-GAG CCC AGCATTTTC TCT TG-3'

J 5-GGA GGG GTT ACA AAC TGC AA-3 399

un

5-GAG GTT GGG GGC TACTTT TC-3
5-GCAGCTACTTTT CGG GTC AG-3

Junb 353

5-TGC TGA GGT TGG TGT AGA CG-3’
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Primername Primersequenz Fragmentlange (bp)
KIf7 5-ATG GCA CAG TGA CGT TGA AA-3’ 361
5-CTT AAAGGG CTT TGC ACC TG-3’
5'-CAT GTT CTA CCT GCC GGA AT-3’
Lmo4 359
5-TAG CCC AGG TTC ATG GAG TC-3
5-TGC ACA TCA AAC GAG TCT CC-3’
MGC18736 345
5-GGG TCTGTTTTG CAC TTG GT-3’
5-AGC GTT AAA GTG GAG GCA GA-3’
Nab2 376
5-CAG TTG CTC ACACCACTG CT-3
5-GG TCA AAC GAC GAG ATT GT-3'
Nfat5 351
5-TGC AAC ACCACT GGT TCATT-3
5-GGT GCT GTC TGG CCA TAA CT-3’
Nfatc1 392
5-CGT GGT GTG AAG AGG CTA CA-3’
5-AGG ACA TGG AGC AAG TTT GG-3
Nfe2l2 396
5-CCG TCC AGG AGT TCA GAG AG-3’
5-ACA CCGT GAG AGT TTG ACA CC-3
Nrdai 379
5-AGG CCC TGA AGA AGC CTT AG-3
5-GAG GAC GAG ACT GGA TGA GC-3
Nucb?2 353
5-TGGTCTTCGTGC TTC CTC TT-3
5-CCC CAC GCT CTT CAC TAT GT-3
RelB 358
5-GTC CGA TTC AGG ATG AGG AA-3’
5-GTC ATG CCA CCT CAA AAC CT-3’
RbI2 390
5-CGT TGG CAA TAC CTT GGA CT-3’
5-ACG AAG GCC AAG AGT CAA GA-3
Rbm6 353
5-ATG GTG GAT CAA GGT TCT GC-3’
5-CTT TGG AGC AGC AAG TTT CC-3
Satb1 369
5-CTC TCA GTG GCA AGG GTA GC-3
5-TGC AAA ATG GAA GGG TTT TC-3’
Sfpit 370
5-GCT GGG GAC AAG GTT TGA TA-3’
5-CTGTTC TTC TCG CAG CAG TG-3
Sin3b 375
5-CCA GCT CCA CTT CAC TAG GC-3
5-AAG CAC ATG GCT GAC TAC CC-3
Sox4 349

5-GGA GTC CGC ACC TTG TAG AC-3'
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Primername Primersequenz Fragmentlange (bp)

5-TTT CGT GAA CAA GCA ACA GG-3’

Stat1 329
5-TGC TTG ATC TGT GGC TTC AC-3’

5'-GTG GTT CAC CAT TGT TGC AG-3’

Stat5b 378
5-TGT GTG CGT ACC CAA GAT GT-3’

5’-CCC GGG AGT TAG AAC ACA GA-3’

Tcfec 356
5-TCC CAA AGG GGC ATATTG TA-3’

5'-GCC TGT AAG TAC GGG GAC AA-3

Zip3611 378
5'-AAA AGG CGA AGG GGT TAT TG-3’

P2 AGTTGACAGCCCGAGTCCAGTCG

P3 CAGAGGCAGATGGGAAATTG

P4 GGAGATCCAGGGGTCTCTTC
VL Monuklonale Antikorper mit Fluoreszenzfarbstoffen fir FACS-
Untersuchungen

Die monoklonalen Antikorper wurden von eBioscience, San Diego, CA, USA verwendet.

Spezifitat Markierung
anti-mouse CD11c FITC/PE
anti-mouse CD40 FITC/PE
anti-mouse CD80 FITC/PE
anti-mouse CD86 FITC/PE
anti-mouse MHC class II (I-A/I-E) PE
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Praktisches Jahr

12.12.05 - 02.04.06 3. Block, Innere Medizin
(Klinikum Minden)
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Praktische Erfahrungen

Famulaturen
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