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Einleitung

1.1 Dendritische Zellen

Die vor Uber drei3ig Jahren von Ralph Steinman beschriebenen Dendritischen Zellen
(DC’s) sind morphologisch durch unregelmaf3ig geformte Zellkbrper mit langen
Dendriten gekennzeichnet, die zur Ausbildung eines verzweigten Zellnetzwerks
beitragen (Steinman et al, 1973). Sie gehtéren =zu den wichtigsten
Antigen-prasentierenden Zellen (APC’s) des Immunsystems und sind als Bindeglied
zwischen der angeborenen und der erworbenen Immunabwehr malRgeblich an der
Regulation vieler immunologischer Prozesse beteiligt (Steinman et al.,, 1973;
Banchereau et al., 1998; Katsnelson, 2006). Die Fahigkeit der DC's ein breites
Spektrum an Antigenen bereits im nanomolaren Bereich zu erkennen, aufzunehmen
und zu prozessieren, verleiht ihnen unter den APC's (B-Zellen, Makrophagen und
Monozyten) die bedeutendste Stellung bei der Einleitung der Immunantwort (Lutz et
al., 2002; Steinman et al., 2007; Burgdorf et al., 2008).

Vom Knochenmark ausgehend gelangen die DC-Vorlauferzellen tGber die Blutbahn in
die Peripherie des Koérpers. Dort siedeln sie sich bevorzugt an besonders stark von der
Antigenexposition betroffenen Kérperregionen wie der Haut an. Im unreifen Status als
Waéchter des Immunsystems positioniert tasten die DC's ihre Umgebung nach
maoglichen Antigenen kontinuierlich ab und kénnen diese aufgrund ihrer ausgepragten
Fahigkeit zur Endozytose aufnehmen. Dabei stehen den unreifen DC's Mechanismen
wie Makropinozytose, Phagozytose und Rezeptor-vermittelte Endozytose zur
Verfigung, welche eine effektive Erkennung sowie Aufnahme von kdrperfremden
Substanzen erlauben. Durch diesen immunologischen Stimulus durchlaufen die
unreifen DC’s einem kontinuierlichen Reifungsprozess. Dabei findet eine Umwandlung
der Antigen-aufnehmenden zu Antigen-prasentierenden, reifen DC's statt und schafft
somit die notige Voraussetzung fur die erfolgreiche Aktivierung von T-Lymphozyten
(Banchereau et al.,, 2003). Es tritt dabei in erster Linie die Hochregulation der
ko-stimulatorischen Molektile sowie der Chemokinrezeptoren auf, eine Erniedrigung
der Endozytoserate und die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine. In diesem
Zustand kann die in der Peripherie aktivierte DC in die sekundaren Lymphorgane
einwandern. Die dort angesiedelten naiven T-Zellen stellen dabei den wichtigsten
Kommunikationspartner fir die eingewanderten DC's dar und differenzieren im Zuge

der Prasentation der aufgenommenen und prozessierten Antigene zu T-Effektorzellen.
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Diese konnen im nachsten Schritt eine effiziente Beseitigung der entsprechenden
Antigene einleiten (Satthaporn et al., 2001; Steinman, 2003). Neben der Beteiligung
der DC's an der immunologischen Abwehr der Fremdantigene tragen diese auch
malf3geblich zur immunologischen Toleranz bei. Die Aktivierung der naiven T-Zellen
kann neben der Induktion der T-Effektorzellen auch zur Bildung von regulatorischen T-
Zellen fuhren, die eine immunsuppressive Wirkung gegenuber bestimmten Antigenen
entfalten. Die Pragung solcher regulatorischer T-Zellen wird hauptséachlich durch
unreife DC's vermittelt (Manicassamy et al., 2011). Der essentielle Schritt fur die
Entfaltung der moéglichen stimulierenden als auch inhibierenden Wirkung der DC's ist
die Aufnahme der entsprechenden Antigene. Somit besitzt dieser initiale Prozess eine
Schlisselfunktion fur das Auslosen der nachgeschalteten immunologischen

Signalkaskaden.

1.1.1 Ontogenese und DC-Subtypen

DC’s stellen eine heterogene Gruppe der APC's dar, die in Abhéngigkeit von ihren
Eigenschaften in lymphatischen Organen und peripheren Geweben vorkommen. Alle
DC-Subtypen haben ihren Ursprung in den pluripotenten, hamatopoetischen
Stammzellen des Knochenmarks, die zunachst zu den zwei Stammzelltypen, der
lymphoiden und der myeloiden Vorlauferzelle, differenzieren (Liu, 2001; Belz et al.,
2012). Angesichts der funktionellen und phénotypischen Gemeinsamkeiten mit den
beiden APC's, Monozyten und Makrophagen, wurden die DC's lange Zeit der
myeloiden Quelle zugeordnet. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass auch von den
lymphoiden Vorlauferzellen ausgehend die Bildung von DC's im Rahmen der
physiologischen Prozesse stattfindet (Vremec et al., 1992; Wu et al., 1996; Anjuere et
al.,, 1999). Des Weiteren wird die Komplexitdt des Ursprungs der einzelnen DC-
Subtypen durch Untersuchungen verdeutlicht, bei denen aus Vorlauferzellen myeloider
als auch lymphoider Herkunft gleichsam lymphoide und myeloide DC's gebildet
werden kénnen (Martin et al., 2000; Manz et al., 2001).

Die Einordnung der DC's in Subtypen ist sehr diffizil und kann nach mehreren Kriterien
erfolgen. Die Abstammung betrachtend unterscheidet man in den murinen sekundaren
lymphatischen Organen die klassischen und die plasmazytoiden DC's. Letztere

machen die kleinste DC-Population aus und zeichnen sich durch die Produktion von
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Interferon (INF) a nach einer viralen Infektion aus. Ein Unterscheidungsmerkmal
gegentuber den klassischen DC's ist das Vorhandensein des B-Zell-spezifischen
Markers B220 und eine schwéchere Expression des CD11c-Integrins (Segura et al.,
2009). Die groflte DC-Population im sekundaren lymphatischen Gewebe stellen die
klassischen DC's dar. Diese zeigen eine hohe Expression an CD11c- bzw. MHC II-
Oberflachenproteinen und kdnnen in residierende sowie migratorische DC’s eingeteilt
werden. Die residierenden DC’s sind in allen lymphatischen Organen wie Thymus,
Milz, Lymphknoten und Payerschen Plaques reprasentiert. Aufgrund der
Expressionsmuster der beiden Glykoproteine CD4 und CD8 werden die residierenden
DC’s in drei Gruppen eingeteilt: CD4-positive DC's, CD8-positive DC's und CD4/CD8-
negative DC’s. Migratorische DC's durchwandern im Gegensatz zu den residierenden
DC's das Gewebe und nehmen kontinuierlich Antigene auf. Diese kénnen nach
erfolgter Migration der DC's in den sekundaren lymphatischen Gewebe prasentiert
werden. Angesichts der Oberflachenmarkerexpression lassen sich die migratorischen
DC’s in drei Gruppen einordnen: CD11b DC’'s, CD103 DC's und Langerhanszellen
(LC's). Die beschriebene Einteilung der einzelnen DC-Subtypen ist in Tab. 1.1.1
dargestellt (Vremec et al., 2000; Shortman et al., 2007; Villadangos et al., 2007; Liu et
al., 2010).

Die bereits 1868 durch Paul Langerhans entdeckten LC's stellen den Prototypen der
DC's dar. Das Charakteristikum dieses Zelltyps ist das Vorhandensein des
Oberflachenproteins E-Cadherin sowie des Langerin-Rezeptors, welcher bei der
Antigenaufnahme involviert und mit Birbeck Granula assoziiert ist. Interessanterweise
konnten die tennisférmigen Birbeck Granula bisher ausschlie3lich in LC’s identifiziert
werden. Eine weitere Besonderheit ist die Tatsache, dass die LC's bislang nur in
Lymphknoten nachgewiesen werden kénnen, welche sich in direkter Nachbarschaft
zur Haut befinden. Im unreifen Zustand in der Epidermis lokalisiert ibernehmen sie die
Aufgabe der immunologischen Wéchter der Haut. Dabei bilden sie die erste Antigen-
Kontaktstelle und kdnnen somit die Immunantwort einleiten bzw. bei einer gestorten
Homoostase an pathologischen Prozessen wie der Atopischen Dermatitis beteiligt sein
(Romani et al., 2003; Kaplan et al., 2008).

Abschliel3end kann festgehalten werden, dass die hohe endozytotische Aktivitat der
DC's im unreifen Differenzierungstatus ein gemeinsames Merkmal aller DC-Subtypen

darstellt und eine effektive Antigenaufnahme gewahrleisten soll.



Einleitung

Tab. 1.1.1: Murine DC-Subtypen
Vorkommen Milz, Lymphknoten Lymphknoten, Peripherie
Subtyp pDC'’s CcDg* CD4" | CD4CDS8 LC's CD103" CD11b"
DC's DC’s DC’s DC’s DC’s
klassische DC's
residierend migratorisch
CD11b - . + + + i +
CD103 - + - - - + -
CD207 - + - ] + + ]
B220 + - - - - - -
1.1.2 Antigenaufnahme und -prozession

Die im unreifen Zustand in der Peripherie angesiedelten DC's besitzen die
morphologischen Voraussetzungen, um die durch Korperbarrieren eingedrungenen
Antigene aufzunehmen und diese letztendlich den T-Zellen zu prasentieren. Die
Aufnahme der Fremdsubstanzen kann dabei durch die DC's Uber verschiedene Wege
wie  Makropinozytose, Phagozytose oder Rezeptor-vermittelte Endozytose
bewerkstelligt werden (Watts et al., 2001). Die Makropinozytose ist durch die
Aufnahme extrazellularer Flissigkeiten mit den darin geldésten Antigenen
gekennzeichnet und wird durch die Organisation der Actinfilamente des Zytoskeletts
gesteuert (Lim et al., 2011). DC’s konnen die Antigene ebenfalls tber die hoch-
konservierten Mustererkennungsrezeptoren (“pattern recognition receptors’ PRR) wie

Toll-like-, Mannose-, Langerin- und Scavenger-Rezeptoren effizient identifizieren und
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im Rahmen der Rezeptor-vermittelten Endozytose aufnehmen (Gordon, 2002;
McGreal et al., 2005; Benko et al., 2008). Neben dieser direkten Mdglichkeit die
Antigene zu erkennen, exprimieren die unreifen DC's auch Fc-Rezeptoren, an die
Antigen-Antikérper Immunkomplexe gebunden und aufgenommen werden (Fanger et
al., 1996). Einen weiteren Mechanismus der Endozytose stellt die Phagozytose dar,
bei der durch Einstilpung und Abschnirung der Zellmembran die Aufnahme von
extrazellularen festen Partikeln in die DC's ermdglicht wird (Nobes et al., 2000). Die
Prozession der uUber die verschiedenen endozytotischen Wege bereitgestellten
Antigene findet in den Endosomen bzw. Lysosomen statt. Zunéchst wird das Antigen
mit Hilfe endozytotischer Proteasen in Peptidfragmente gespalten, um anschliel3end
an das MHC IlI-Molekul gekoppelt zu werden. Die im endoplasmatischen Retikulum
synthetisierten MHC Il-aB-Dimere werden zunéchst mit dem ‘Chaperon invariant
chain® an der Antigen-Peptidbindungsstelle des Dimers komplexiert. Dies fuhrt zu
einer Stabilisierung des MHC II-Komplexes und verhindert eine vorzeitige Aufnahme
eines Peptids an die Antigen-Peptidbindungsstelle. Im Anschluss werden die
Chaperone in den MHC Ill-Komplexen gegen Peptidfragmente  bzw.
Antigenspaltprodukte in den Endosomen bzw. Lysosomen ausgetauscht. Daraufhin
findet die Prasentation der mit dem Antigenfragment beladenen MHC II-Molekiile an
der Zelloberflache der DC's statt (Banchereau et al., 2000). Ein immunologischer
Stimulus wie die Antigenaufnahme fuhrt somit in den DC's zu einer erhdhten
Oberflachenexpression der MHC II-Molekile und kann als ein Kriterium fur die
Verschiebung des Differenzierungsstatus in Richtung reife DC's angesehen werden
(Pierre et al., 1998). Zusatzlich besitzen DC’s die Fahigkeit, exogene Antigene in Form
von MHC I-Peptid-Komplexen an ihrer Zelloberflache zu prasentieren. Diesbezlglich
nehmen sie unter den anderen Zellen eine besondere Stellung ein, die nur endogene
Antigene auf MHC I-Molekilen prasentieren kdnnen. Dieser Prozess ist besonders bei
der immunologischen Abwehr von virusinfizierten oder entarteten Zellen von grof3er

Bedeutung (Segura et al., 2011).
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1.1.3 Migration und Reifung

Der Kontakt der unreifen DC's mit dem Antigen fuhrt zu ihrer Mobilisierung und
Auswanderung aus der Peripherie in die regionalen Lymphknoten. Dort leitet die
Prasentation der aufgenommenen Antigene gegeniber den T-Zellen die spezifische
Immunantwort ein. Wahrend der zunadchst ablaufenden Migration findet eine
phanotypische und funktionelle Veranderung der DC's statt, welche die nétige
Voraussetzung fur eine erfolgreiche T-Zell-Aktivierung schafft. Die unreife, Antigen-
aufnehmende DC, welche nur eine schwache zellulare bzw. humorale Immunantwort
initiiert, geht in den Antigen-prasentierenden, reifen Zustand Uber. Erst diese
Differenzierung gestattet eine effiziente Induktion von Immunantworten (Aiba et al.,
1998; Banchereau et al., 1998; Caux et al., 2000). Sie wird durch mehrere Faktoren
wie Antigenerkennung, Balance zwischen pro- und anti- inflammatorischen Zytokinen
wie zum Beispiel Tumor Nekrose Faktor a (TNFa), Interleukin (IL) 6, IL10,
“Transforming Growth Factor 3° (TGFB) und schlief3lich Interaktion mit T-Lymphozyten
Uber den CD40 Rezeptor gesteuert (Caux et al., 1994; Jonuleit et al., 1997).
AuBerdem koénnen neben den exogenen Gefahrensignalen wie Lipopolysaccharid
(LPS) als bakterielles Abbauprodukt auch endogene Proteine aus nekrotischen Zellen
die Reifung auslosen (Sparwasser et al., 1998; Gallucci et al., 1999). Im Verlaufe
dieses Prozesses kommt es zur Reduktion der endozytotischen Aktivitat und zu einer
ausgepragten Prasentation der Antigen-MHC II-Komplexe auf der Zelloberflache der
DC's. Weiterhin findet eine Erhdéhung der Oberflachenexpression des DC-
Aktivierungsmarkers CD83 und der fur die T-Zell-Aktivierung notwendigen
Korezeptoren CD40, CD80 und CD86 statt. Im Hinblick auf die Modulation der
Aktivierung und der Differenzierung von T-Zellen wird zusatzlich die Ausschittung
verschiedener Zytokine wie zum Beispiel IL12 und IFNy durch die reifen DC's
gesteigert (Cella et al., 1996; Cella et al., 1997; de Jong et al., 2005). Nach der
Ausdifferenzierung migrieren die reifen DC's Uber afferente Lymphgefal3e in die T-
Zell-Bereiche der Lymphknoten. Diese essentielle, gerichtete Bewegung der Zellen
wird vor allem durch das potente Chemokinsystem, das den membranstandigen
Rezeptor CCR7 und die beiden Liganden CCL19/CCL21 beinhaltet, realisiert.
Chemokine bilden eine Gruppe von Zytokinen, welche die Migration von Zellen mit den

entsprechenden Rezeptoren zur Quelle des Chemokinrezeptor-Stimulus bewirken.
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Dabei reagieren die DC's in Abhangigkeit von ihrem Differenzierungsstatus
unterschiedlich stark auf verschiedene Chemokine. Wahrend die unreifen DC’s eine
sehr schwache CCR7-Chemokinrezeptorexpression aufweisen, nimmt diese mit
steigender Differenzierung zu reifen DC's zu und schafft somit die notige
Voraussetzung flr einen Migrationsreiz. Vom peripheren Gewebe zu den
Lymphknoten steigende Konzentrationsgradienten an CCL19 und CCL21 bilden dabei
als CCR7-Rezeptor-Stimulus die treibende Kraft fur die Einwanderung der Antigen-
beladenen DC's in die T-Zell-Areale (Papadopoulos et al., 1999; Robbiani et al., 2000;
Forster et al., 2008).

1.1.4 Regulation der Immunstimulation

Das lymphatische Gewebe ist durch eine Ubergangszone zwischen der
Lymphknotenrinde und dem Lymphknotenmark gekennzeichnet, die durch das
Vorhandensein vieler naiver T-Zellen gepragt wird. In diesen T-Zell Bereichen der
Lymphknoten angekommen treten die mit Antigen beladenen DC's mit naiven
T-Lymphozyten in Kontakt. Dabei fuhrt die Wechselwirkung des Antigens mit
spezifischen Rezeptoren auf der Zelloberflache der naiven T-Lymphozyten sowohl zu
deren Aktivierung als auch klonaler Expansion und I6st damit die adaptive
Immunantwort aus. Daflr verantwortlich ist eine Vielzahl von Faktoren, wobei zwei
voneinander unabhangige Wechselwirkungen zwischen der naiven T-Zelle und der DC
von grof3er Bedeutung sind. Einerseits ist die Interaktion des T-Zell-Rezeptors mit dem
an MHC | oder MHC Il gekoppelten Fremdantigen von Bedeutung. Auf der anderen
Seite wird die Ko-Stimulation durch Oberflachenmolekiile wie CD80, CD86 von Seiten
der DC’'s sowie CD28 seitens der T-Zellen bendétigt. Die anschlieRend ausgeloste
Signaltransduktion in den naiven T-Zellen fuhrt zur Ausschittung von IL2 (Rescigno et
al., 1999; Granucci et al., 2003). Gleichzeitig finden eine Stabilisierung der IL2-mRNA
sowie die Expression der IL2-Rezeptor-a-Kette statt, welche die Empfindlichkeit des
IL2-Rezeptors gegentber seinem Liganden erhoht. Als Folge der auto- und parakrinen
IL2-Wirkung treten die naiven T-Zellen in die G1-Phase des Zellzyklus ein und
proliferieren (Wang et al., 2009; Boyman et al., 2012).

Bei der adaptiven Immunantwort kommt zwei Arten von naiven T-Zellen, den CD4-

positiven und den CD8-positiven, eine grol3e Bedeutung zu. Abhangig von der Art der
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Zytokine, welche durch die DC's bei diesem Prozess sezerniert werden, kénnen aus
den naiven CD4-positiven T-Zellen drei Subtypen von T-Helferzellen (Th) entstehen
(Zhu et al., 2010). Die Anwesenheit des Zytokins IL12 fuhrt in der Regel zur
Differenzierung zu Thl1-Zellen, die sich ihrerseits durch IFNy-Produktion auszeichnen.
Diese fordert vor allem die zellulare Immunitat Gber die Aktivierung von Makrophagen
(Szabo et al., 2003). Der Thl-lImmunabwehr wird aus pathologischer Sicht eine
Beteiligung an der Entstehung von organspezifischen Autoimmunerkrankungen wie
der Multiplen Sklerose zugeschrieben (Batoulis et al., 2011). Die Sekretion von IL4
durch die DC's ermdglicht die Entwicklung von Th2-Zellen, die die humorale Abwehr
beglnstigen. Dabei steuert das Th2-Zytokinmuster, hauptséchlich bestehend aus L4,
IL5, IL13, die B-Zellaktivierung und beeinflusst damit entscheidend die Bek&mpfung
extrazellularer Antigene (Liao et al., 2011). Im Hinblick auf allergische Reaktionen
kann die Wechselwirkung der Th2-Effektorzellen mit den Antikérper-produzierenden
B-Zellen die Bildung von Immunglobulin (Ig) E steigern und so die damit verbundenen
Krankheiten wie die Atopische Dermatitis fordern (Matsushita et al., 2011). Die
Entdeckung eines weiteren Bindungspartners IL12p19 fur das Protein IL12p40 fuhrte
zur Ildentifizierung eines zusatzlichen durch die DC's produzierten Zytokins, das die
Th1l7-Immunantwort fordert. Wahrend 1L12p40 und 1L12p35 gemeinsam IL12 bilden,
welches die Thl-Antwort einleiten kann, erzeugt die Kombination aus den
Untereinheiten [IL12p40 und IL12p19 das fir die Th17-Zellproliferation verantwortliche
Zytokin IL23 (Awasthi et al., 2009). Diese T-Zellpopulation ist durch die Produktion von
IL17 gekennzeichnet und spielt eine zentrale Rolle bei der Entstehung von vielen
Autoimmunerkrankungen wie Rheumatoide Arthritis oder Psoriasis (Zhu et al., 2012).
Neben den verschiedenen CD4-positiven Th-Zellpopulationen spielt auch die Induktion
von CD8-positiven zytotoxischen T-Zellen durch die DC's eine wichtige Rolle.
Aktivierte zytotoxische T-Zellen nehmen vor allem bei der Abwehr viraler Infektionen
eine zentrale Stellung ein. Sie sind in der Lage befallene Wirtszellen zu lysieren, bevor
diese mit der Produktion infektioser Partikel beginnen (Segura et al.,, 2011). Neben
den beschriebenen Wechselwirkungen der DC’s mit den T-Zellen kann auch eine
direkte Interaktion dieser APC's mit den B-Lymphozyten beobachtet werden. Dabei
fordern die DC's unter Beteiligung von IL12 die Differenzierung der B-Zellen zu 1gG-
produzierenden Plasmazellen und tragen damit mal3geblich zur Induktion der

humoralen Immunantwort bei (Dubois et al., 1998).
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1.1.5 Regulation der Immuntoleranz

Die Homoostase des Immunsystems beinhaltet neben der Induktion von
Immunantworten auch Kontrollmechanismen, die den Kérper vor immunologischen
Uberreaktionen gegentiber Selbstantigenen bzw. unschadlichen Umwelteinfliissen
schiitzen sollen. Dabei nehmen die DC's bei der Einleitung und Aufrechterhaltung der
sowohl zentralen als auch der peripheren Toleranz eine essentielle Rolle ein
(Manicassamy et al., 2011). Im Rahmen der zentralen Toleranz findet im Thymus eine
positive und negative Selektion der T-Zellen statt (Kyewski et al., 2006). Bei diesem
Prozess kommt es zu einer Wechselwirkung zwischen den T-Zellen und
Selbstantigen-MHC-Komplexen auf den DC's. Dabei werden die T-Zellen deletiert,
deren Rezeptoren eine zu hohe Affinitdt zu den korpereigenen Strukturen haben
(Bevan, 2007). Man kann davon ausgehen, dass nicht alle Selbstantigene hinreichend
stark im Thymus exprimiert bzw. prasentiert werden, so dass in manchen Féllen einige
autoreaktive T-Zellen der zentralen Selektion entkommen (Nossal, 1994). In diesen
Fallen Gbernehmen die peripheren passiven und aktiven Toleranzmechanismen die
Aufgabe, eine immunologische Uberreaktion zu verhindern. Diese ist namlich oft mit
der Induktion einer Autoimmunerkrankung verbunden. Zu den passiven
Regulationsmechanismen gehdren die Deletion und Anergie. Im Rahmen der Deletion
stellt der “Activation induced cell death™ (AICD) die effektivste Signalkaskade dar, um
autoreaktive T-Zellen in der Peripherie zu eliminieren. Dabei kommt es Uber die
Interaktion von Fas (CD95) auf den autoreaktiven T-Zellen mit dem Liganden FasL
(CD95L) auf der DC zur Einleitung des programmierten Zelltods und folglich zur
Deletion der auf diese Weise Uberstimulierten T-Zellen (Zhang et al.,, 2004). Eine
weitere Maoglichkeit eine immunologische Dysregulation zu verhindern, stellt die
Anergie dar. Dabei findet eine Wechselwirkung zwischen den T-Zellen und den mit
Antigen beladenen DC's statt, wobei die T-Zellen keine Aktivierung, sondern eine
Verschiebung in den Ruhezustand erfahren. Der Grund dafir sind die ph&notypischen
Eigenschaften der DC's, welche keine ko-stimulatorischen Molekile auf der
Oberflache wéhrend der Antigenprasentation exprimieren. Dies fuhrt bei den T-Zellen
zu einer unvollstdndigen T-Zellrezeptor-Aktivierung und folglich zu einer Erhéhung der
Expression des Oberflachenmolekiils CTLA-4. Dieser vermittelt inhibitorische
Eigenschaften, die unter anderem IL2-Signalwege negativ beeinflussen. Viele der auf

diese Weise im anergischen Zustand residierenden T-Zellen werden anschlie3end
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durch Apoptose eliminiert (Chappert et al., 2010). Des Weiteren nimmt die aktive
Toleranz in der Peripherie eine zentrale Rolle bei der Verhinderung der Autoimmunitét
bzw. immunologischer Uberreaktionen ein. Dazu zahlen die regulatorischen T-Zellen,
die sich in nattrliche im Thymus entstehende (nTreg) T-Zellen bzw. in der Peripherie
induzierte (iTreg), regulatorische T-Zellen gliedern (Lee et al., 2011). Sie vermitteln
ihre  immunsuppressiven Eigenschaften Uber die Verhinderung der Aktivierung,
Proliferation bzw. Reifung von Th-Zellen, den zytotoxischen T-Zellen, B-Zellen,
natirlichen Killerzellen und DC’'s. Dies wird vor allem Uber ihre Fahigkeit
gewahrleistet, groRe Mengen an immunsuppressiven Zytokinen wie IL10 oder TGF-
zu synthetisieren und in ihrer unmittelbaren Umgebung freizusetzen (Taylor et al.,
2006). Im Zusammenhang mit DC's kann gezeigt werden, dass im reifen bzw.
Antigen-beladenen Differenzierungsstatus diese in der Lage sind, die Proliferation der
Treg-Zellen zu induzieren und damit die Immuntoleranz zu férdern. Des Weiteren
konnen die DC's die Bildung von iTreg-Zellen induzieren bzw. sind nach der
Aufnahme von Selbstantigen in der Lage, im Lymphknoten Uber dort ansassige T-
Zellen eine Toleranz zu vermitteln (Smits et al., 2005; Boks et al., 2012; Lutz, 2012).
Zusammenfassend stellt die Effizienz der sowohl Antigenprozessierung als auch der
Prasentation durch die DC's bei allen Arten der Immuntoleranz einen der limitierenden
Faktoren dar. Der Grund dafur ist die Tatsache, dass diese Mechanismen stark an die

kontinuierliche Anwesenheit von Selbstantigenen gebunden sind.

1.1.6 Methoden zur Gewinnung von DC’s

Die Isolierung von DC's in einer fur in vitro Untersuchungen ausreichenden Ausbeute
gestaltet sich schwierig, da diese im peripheren Blut nur marginal vorhanden sind und
sie zudem Uber ein stark eingeschranktes Zellteilungsvermégen verfiigen. Aus diesem
Grund bedient man sich heutzutage verschiedener ex vivo Generierungsmethoden,
die eine quantitativ relevante Ausbeute an diesen APC's ermdglichen. Dabei werden
die entsprechenden DC-Vorlauferzellen, deren Gewinnung bzw. Isolierung in
ausreichender Menge mdoglich ist, unter Zusatz von definierten Zytokinen in DC's
transformiert. Bei diesem Prozess spielt der Granulozyten-Makrophagen-Kolonie
stimulierende Faktor (GM-CSF) eine entscheidende Rolle, da es einen essentiellen

Kulturzusatz fir die Differenzierung und das Uberleben der auf diese Weise
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gewonnenen DC's darstellt (Zhan et al., 2012). In den vergangenen zehn Jahren
wurden verschiedene Protokolle zur in vitro Generierung von DC's etabliert. Die am
weitesten verbreiteten Methoden bedienen sich dabei der beiden Vorlauferzellen:
Monozyten und CD34-positiven  Stammzellen des Knochenmarks. Das
Standardverfahren fur die Gewinnung von humanen DC's besteht in der Kultivierung
von Monozyten, die im Vorfeld aus dem Blut isoliert werden, in einem GM-CSF- und
IL4-haltigen Kulturmedium. Die nach vier bis sechs Tagen unter diesen Bedingungen
resultierenden unreifen DC's lassen sich weiterhin durch die Anwesenheit von pro-
inflammatorischen Zytokinen wie TNFa oder mikrobiellen Produkten wie LPS zu reifen
DC's differenzieren (Sallusto et al., 1994). Die Knochenmarkzellen, die CD34-positive
Stammzellen enthalten, dienen als Quelle fir die routinemafiige Gewinnung von
murinen Knochenmark-abgeleiteten DC's (BM-DC's). Diese werden ebenfalls unter
Zusatz von GM-CSF generiert (Scheicher et al., 1992). Die zusatzliche Anwesenheit
von TGFB ermoglicht dabei die Differenzierung der entsprechenden humanen
Vorlauferzellen zu Langerhanszellen (Caux et al., 1999; Zhang et al., 1999).

Neben den aufgefihrten in vivo Methoden zur DC-Gewinnung werden auch
immortalisierte dendritische Zelllinien genutzt (Shortman et al., 2002). Fir die in vitro
Zellkulturuntersuchungen von unreifen DC’s ist dabei die XS52 Zelllinie besonders gut
geeignet. Diese besitzt ihren Ursprung in der Epidermis von neugeborenen BALB/c
Mausen und zeigt bei der Kultivierung im GM-CSF-haltigen Medium die Eigenschaften
von unreifen, LC-ahnlichen DC's Uber mehrere Kulturpassagen. Analog zu den aus
der murinen Epidermis isolierten LC's weisen die XS52 DC's eine geringe Expression
an MHC II- und CD80-Oberflachenmarkern auf. Dartber hinaus sind die XS52 Zellen
nur begrenzt dazu in der Lage, naive T-Zellen zu aktivieren, was den Phanotyp von
unreifen DC’s beschreibt. Weiterhin besitzen die XS52 Zellen &hnliche
morphologische Eigenschaften wie unreife LC's. Dazu gehort unter anderem die
Expression des LC-typischen Markers Cadherin (Xu, Ariizumi, Caceres-Dittmar, et al.,
1995; Xu, Ariizumi, Edelbaum, et al., 1995; Xu, Bergstresser, et al., 1995).
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1.2 Endozytose

Endozytose bezeichnet die Fahigkeit von Zellen, Substanzen aus ihrer unmittelbaren
Umgebung in den Intrazellularraum aufzunehmen. Wie in der Abbildung 1.2 dargestellt
umfasst sie dabei die biologischen Prozesse der Phagozytose, der Rezeptor-
vermittelten Endozytose und der Pinozytose, welche sich Uber die Art der
aufgenommenen Antigene definieren (Doherty et al., 2009). In den DC's konnte lange
Zeit keine endozytotische Aktivitdt nachgewiesen werden, bis an frisch isolierten
Zellen gezeigt wurde, dass diese eine ausgepréagte Endozytoserate besitzen. Heute
weild man, dass die hohe Endozytoseaktivitdt ein typisches Charakteristikum der
unreifen DC’s darstellt, die sie zur effektiven Antigenaufnahme beféahigt (Inaba et al.,
1993; Reis e Sousa et al., 1993; Sallusto et al., 1995). Im Rahmen der Reifung bzw.
Differenzierung werden sowohl Phagozytose- als auch die Pinozytoseaktivitat
herunterreguliert und sind in endgultig ausdifferenzierten DC's nicht mehr detektierbar.
Die  Rezeptor-vermittelte  Endozytose dagegen kann auch im reifen
Differenzierungsstatus weiterhin beobachtet werden (Platt et al., 2010). In Hinblick auf
die immunologische Homoostase stellen diese Mechanismen der Antigenaufnahme
eine essentielle Eigenschaft der unreifen DC’s dar und sollen im nachfolgenden néher

betrachtet werden.

Phagozytose Pinozytose “ rezeptorvermittelte
extrazellulare End t
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Abb. 1.2: Endozytose-Arten (Villarreal, 2007)
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1.2.1 Phagozytose

Die Phagozytose stellt einen Mechanismus der Antigenaufnahme dar, der die APC's
dazu befahigt, feste Partikel in sich aufzunehmen. Die auf diesem Wege initiierte
Eliminierung von  apoptotischen  Zellen, Zelltrimmern oder pathogenen
Mikroorganismen gehort zwar zum Repertoire der DC's, spielt jedoch nur eine
untergeordnete Rolle im Hinblick auf die Einleitung der Antigen-induzierten
Immunantworten (Savina et al., 2007). Vor allem die in den meisten Geweben
angesiedelten Makrophagen bedienen sich dieser immunologischen Abwehrprozesse,
welche an die Beteiligung bestimmter Oberflachenrezeptoren wie Fc-Rezeptoren,
Rezeptoren fur Kohlenhydrate und Komplementfaktoren gekniipft sind. Dabei wird die
Aufnahme bzw. die Beseitigung der festen Partikel ahnlich wie bei der Rezeptor-
vermittelten Endozytose durch die genannten membranstidndigen Rezeptoren
vermittelt (Aderem et al., 1999). Die Erkennung von bestimmten Kohlenhydraten auf
den Bakterien durch lektinartige Rezeptoren, die Bindung von Vitronektin an die
abgestorbenen Zellen oder die Erkennung von gebundenen Komplementfaktoren auf
pathogenen Mikroorganismen kénnen die Phagozytose nicht nur einleiten, sondern
auch zu deren Steigerung fihren. Des Weiteren kdnnen die Fc-Rezeptoren die
Immunglobuline, mit welchen entartete Zellen oder Pathogene opsoniert werden,
identifizieren und im Rahmen der Phagozytose eliminieren (Gordon et al., 1988; Kinet,
1989; Savill et al., 1990). Der initiale Schritt der aktivierten Zellen, der im Anschluss
der Antigenerkennung stattfindet, kann aus dem linken Abschnitt der Abbildung 1.2
entnommen werden. Er umfasst die lokale Polymerisation des Aktinzytoskeletts am
Ort der Phagozytose und das folglich ablaufende Umschliel3en des Antigens mit der
Zellmembran bzw. den Pseudopodien. Die auf diese Weise entstandenen
Phagosomen verschmelzen mit Lysosomen zu Phagolysosomen. Durch die dortige
Anwesenheit von speziellen Enzymen konnen toxische Produkte wie
Wasserstoffperoxid, Stickoxid oder Sauerstoffradikale gebildet werden. Diese fihren

letztendlich zur Zerstérung phagozytierter Partikel (Nicola et al., 2008).
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1.2.2 Rezeptor-vermittelte Endozytose

Im Gegensatz zur Phagozytose, bei welcher feste Partikel in die Zelle aufgenommen
werden, vermittelt die ebenfalls Rezeptor-vermittelte Endozytose die Aufnahme von
definierten I6slichen Antigenen in die DC's. Dabei spielt eine Vielzahl an spezifischen
Rezeptoren, die bestimmte molekulare Strukturen identifizieren bzw. binden kdnnen,
eine Schlusselrolle. Wie im rechten Abschnitt der Abbildung 1.2 dargestellt fuhrt die
Bindung der entsprechenden Liganden an die Rezeptoren zu deren Aufnahme Uber
Membraneinschlisse. Dabei konnen die Rezeptoren im Rahmen eines "Recyclings
wieder an die Membranoberflache befordert werden und stehen so den Prozessen
wieder zur Verfiugung (Platta et al., 2011). Zu den prominentesten Rezeptoren flr
Endozytose von Antigen-Antikdrper-Komplexen in den DC's zéhlen die Fc-
Rezeptoren. Die selektiven Fcy-Rezeptoren CD32 und CD64 vermitteln dabei die
Aufnahme von an IgE bzw. IgG gebundenen Antigenen (Fanger et al., 1996; Fanger et
al., 1997; Banki et al., 2003). Weiterhin sind die Toll-like-Rezeptoren (TLR) oder das
Oberflachenprotein DEC-205 an der Rezeptor-vermittelten Endozytose beteiligt
(Medzhitov, 2001; Bonifaz et al., 2002). Die Erkennung von vielen bakteriellen bzw.
mykotischen Bestandteilen, die durch Zuckerreste wie Mannose, n-Acetylglucosamin
oder Fucose gekennzeichnet sein kénnen, wird bei den unreifen DC's Uber den
Mannose-Rezeptor vermittelt. Dieser zu der C-Typ-Lektin-Familie gehdrende Rezeptor
wurde zuerst auf Alveolarmakrophagen entdeckt, kann jedoch auf weiteren Zelltypen
wie Edothelzellen, Muskelzellen, Pigmentzellen der Retina, renalen Mesangium-Zellen
und den DC’s identifiziert werden (Stahl et al., 1978; Boyle et al., 1991; Lew et al.,
1994, Bijsterbosch et al., 1996; Gazi et al., 2009). Eine Ausnahme bilden die LC’s, bei
denen keine Expression des Mannose-Rezeptors nachgewiesen werden kann. Die
Erkennung bzw. Bindung der entsprechenden Zuckerreste wird bei den LC's durch
das ebenfalls zu der C-Typ-Lektin-Familie gehtrende Langerin bewerkstelligt.
Langerin kann sowohl auf der Zelloberflache als auch intrazellular in den fur LC's
typischen Birbeck Granula nachgewiesen werden und ist wie der Mannose-Rezeptor
an der Aufnahme des Endozytosemarkers FITC-Dextran beteiligt (Mommaas et al.,
1999; Valladeau et al., 2000). Untersuchungen belegen, dass die Expression von
Langerin erst ab dem dritten Tag postnatal nachgewiesen werden kann. Dies trifft

ebenfalls fur die intrazellulare Anwesenheit von Birbeck Granula zu (Bellette et al.,
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2003). Dariber hinaus kann die Aufnahme der Antigene, fur deren Erkennung
spezifische Rezeptoren existieren, aulRer Uber die beschriebenen Mechanismen auch
Uber die Pinozytose erfolgen. Diese findet namlich stets gleichzeitig mit der Rezeptor-

vermittelten Endozytose statt.

1.2.3 Pinozytose

Die Uberraschend grof3e Vielfalt an pathogenen Strukturen, welche durch die DC's
aufgenommen und prozessiert werden koénnen, lasst sich nicht alleine auf die
Mechanismen der Rezeptor-vermittelten Endozytose zurlckfiihren. Im Vergleich zu
den T- und B-Zell-Rezeptoren verfluigen die entsprechenden Erkennungsprozesse in
den DC’s nicht Uber eine ausreichende genetische Diversitat. Daraus resultiert die
Notwendigkeit der DC's, einen weiteren Aufnahmemechanismus fir Antigene zu
betreiben, der den Einschluss von unspezifischen Stoffen, die sich im
Extrazellularraum befinden, erlaubt (Kerr et al., 2009; Lim et al., 2011). Diese Aufgabe
wird durch die DC's im Rahmen der Pinozytose wie im mittleren Abschnitt der
Abbildung 1.2 dargestellt bewerkstelligt. Die Pinozytose gliedert sich in Makro- und
Mikropinozytose, wobei letztere nur eine untergeordnete Rolle bei der Aufnahme von
Antigenen spielt. Bei der in allen Zellen konstitutiv ablaufenden Mikropinozytose wird
die extrazellulare Flussigkeit durch die Bildung von kleinen (0,1um) Clathrin-umhdillten
Vesikeln aufgenommen. Aufgrund der marginalen endozytotischen Kapazitat dieses
Prozesses findet dabei jedoch keine ausreichende Aufkonzentrierung von Antigenen
statt (Watts et al., 1992). Die Makropinozytose hingegen ist wesentlich effizienter als
die Mikropinozytose oder andere endozytotische Aufnahmewege. Sie zeichnet sich
durch die Aufnahme grofRer Flussigkeitsmengen aus, die durch die Ausbildung von
grolRen Zytoskelettvesikeln (bis 5 um) im Rahmen der dynamischen Reorganisation
der Actinflamente gewahrleistet wird. Die Untersuchung der entsprechenden
makropinozytotischen Kapazitat bei unreifen DC's zeigt, dass innerhalb einer Stunde
Volumina aufgenommen und auf potentielle Antigene untersucht werden koénnen,
welche dem  Eigenvolumen einer Zelle  entsprechen. Dieser  hohe
Flussigkeitsdurchsatz erlaubt den unreifen DC's als ,Immunwéchter® ausreichende
Mengen an Molekilen eines Antigens aufzunehmen, welches nicht Uber Rezeptor-

vermittelte Prozesse internalisiert werden kann. Die Makropinozytose stellt somit einen
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unerlasslichen Bestandteil im Repertoire der Mechanismen zur Antigenaufnahme
durch die DC’s dar (Sallusto et al., 1995).

Die Bildung von Makropinosomen, welche die Voraussetzung fur diesen
Aufnahmeprozess bilden, ist eng mit dem "Membran-ruffing” verbunden. Die
Untersuchungen verschiedener Zelltypen hinsichtlich des "Membran-rufflings™ zeigen,
dass die Aktivitat dieser dynamischen Prozesse im ‘steady state’ sehr gering ist.
Diese kann aber in Gegenwart von Wachstumsfaktoren oder Phorbolestern deutlich
gesteigert werden kann (Grimmer et al., 2002). So zeigt zum Beispiel die epidermale
Zellinie A431 die Formierung von kreisformigen Membranausstilpungen in
Anwesenheit des epidermalen Wachstumsfaktors (EGF), die in der Ausbildung von
Makropinosomen resultiert (West et al., 1989). Die gleichen Ergebnisse kénnen nach
der Stimulation der Makrophagen mit dem Makrophagen-Kolonie stimulierenden
Faktor (M-CSF) erhalten werden (Racoosin et al., 1992). Die Analyse der Bildung von
Makropinosomen in unreifen DC’s resultiert hingegen in der Erkenntnis, dass diese
Prozesse ohne Stimulation mit Wachstumsfaktoren oder Phorbolestern kontinuierlich
und stark ausgepragt stattfinden (Sallusto et al., 1995).

Die Beobachtung, dass Phorbolester in manchen Zelltypen die Makropinozytoserate
Lriggern®, fuhrte Zu intensiven Untersuchungen der involvierten
Signaltransduktionswege. Dabei rickte vor allem die Analyse der kleinen GTPasen in
den Mittelpunkt der Makropinozytoseforschung. Die Mitglieder dieser Proteinfamilie
fungieren als molekulare Vermittler in zahlreichen Signaltransduktionsketten der Zelle.
Sie Ubernehmen intrazellular vielseitige Aufgaben wie die Regulation des Wachstums
und der Differenzierung. Dartber hinaus kann eine Beteiligung mehrerer kleiner
GTPasen am Aufbau des Zytoskeletts und an der damit verbundenen Modulation der
Zellgestalt beobachtet werden. Tatséchlich zeigt die Mikroinjektion der aktivierten
GTPase Ras in die Fibroblasten eine verstarkte Bildung von Makropinosomen ohne
Beteiligung von Wachstumsfaktoren (Bar-Sagi et al., 1986; Burridge et al., 2004).
Bezuglich der DC’'s blockiert die Injektion von dominant negativen Formen der
GTPase Rac die Makropinozytose in unreifen DC's. Die Gegenwart von aktiviertem
Rac in reifen DC's flhrt jedoch nicht dazu, die Aufnahme von Flissigkeiten wieder zu
rekonstruieren. Studien hinsichtlich der GTPase Cdc42 zeigen auf der einen Seite,
dass dominant negative DC's keine Makropinozytose betreiben kénnen und dass dies
durch die Mikroinjektion von aktiviertem Cdc42 aufgehoben werden kann. Auf der

anderen Seite beeinflusste die Injektion von dominant negativem Cdc42 in die aus der

17



Einleitung

Milz gewonnenen DC's die makropinozytotische Aktivitat nicht (Garrett et al., 2000;
West et al., 2000). Diese Beobachtungen verdeutlichen die komplexe Regulation der
makropinozytotischen Prozesse in den DC's und kdénnen zwar die Beteiligung der
kleinen GTPasen eindeutig belegen, jedoch nicht exakt charakterisieren. Weiterhin
kann die Makropinozytose durch Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)-Inhibitoren wie
Wortmannin oder LY294002 komplett ausgeschaltet werden. Dabei wird nicht das
"Membran ruffling’, sondern nur die Vesikelbildung beeintrachtigt. Ein Nachteil der
Verwendung des Inhibitors Wortmannin besteht darin, dass neben der
Makropinozytose auch die Phagozytose bzw. Migration der DC's negativ beeinflusst
wird (Araki et al., 1996; Araki et al., 2003). Die Untersuchung von zahlreichen
Substanzen hinsichtlich der selektiven Hemmung der Aufnahme von Flussigkeiten
fuhrte zur Identifikation mehrerer potentieller Kandidaten. Die Wirkung dieser
Verbindungen ist jedoch stark vom Zelltyp abhangig und erweist sich somit als
nachteilig. Die Verwendung von Cytochalasin, eines Modulators der fir
Makropinozytose essentiellen Aktinpolymerisation, fuhrt ebenfalls zur Hemmung der
Makropinozytose als auch der Phagozytose. Die Begrindung liegt in den
biochemischen Mechanismen der beiden Prozesse, bei denen die durch Cytochalasin
beeinflussbare Aktinpolymerisation involviert ist (Racoosin et al., 1989). Der Ansatz,
die  makropinozytotische  Antigenaufnahme Uber die Beeinflussung des
zytoplasmatischen pH-Wertes zu inhibieren, kann durch Amilorid, einen Hemmstoff
der Na*/H" Pumpe, gezeigt werden. Die Analyse der Selektivitat des Inhibitors zeigt
jedoch, dass die Rezeptor-vermittelte Endozytose ebenfalls gehemmt wird (West et
al., 1989). Die Benutzung des Proteinkinase C (PKC) &-Inhibitors Rottlerin resultiert
hingegen in einer selektiven Hemmung der Makropinozytose. Dabei ist der daflr
verantwortliche Mechanismus unbekannt und kann nicht auf eine Beeinflussung der
entsprechenden  PKC-Aktivitdt ~ zurtickgefuhrt  werden. Die  eingesetzten
Konzentrationen des Inhibitors reichen namlich nicht aus, die PKC&-Aktivitat zu
modulieren. Durch die Verwendung von Rottlerin kann somit analog dem Effekt des
P13K-Inhibitors LY294002 eine Unterbrechung der makropinozytotischen Prozesse in
den DC's selektiv erreicht werden (Sarkar et al., 2005). Neben der Hemmung bzw.
Aktivierung der Aufnahme von Flussigkeiten durch die unreifen DC's im Rahmen der
konstitutiv ablaufenden Makropinozytose spielt die Wahl des entsprechenden
Endozytoseindikators eine entscheidende Rolle. Bei der routinemalligen Verwendung

von fluoreszenzmarkiertem Dextran zeigt sich, dass dieser nicht nur Uber
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Makropinozytose, sondern auch im Rahmen der Rezeptor-vermittelten Endozytose
aufgenommen werden kann. Um die Aufnahme von Dextran fir makropinozytotische
Untersuchungen nutzen zu kdnnen, muss somit die Internalisierung des Zuckers Uber
den Rezeptor vermindert werden bzw. der jeweilige Anteil ermittelt werden. Dazu
bedient man sich eines kompetitiven Antagonisten Mannan, der die Rezeptor-

vermittelte Aufnahme von Dextran unterbinden kann (Kato et al., 2000).
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1.3 Sphingosin-1-Phosphat

Die Klasse der Sphingolipide wurde lange Zeit als ein essentieller Bestandteil der
eukariotischen Zellmembran angesehen, der im Zusammenspiel mit Glycerolipiden
und Sterolen mal3geblich zu deren Plastizitat beitragt. Die genauere Untersuchung der
biochemischen Eigenschaften der verschiedenen Mitglieder dieser Gruppe zeigte
jedoch eine Beteiligung bestimmter Sphingolipidderivate an weiteren physiologischen
Zellprozessen auf und leitete damit die intensive Erforschung dieser Biomolekiile ein.
Obwohl die Struktureigenschaften der einzelnen Mitglieder dieser Klasse durch hohe
Komplexitat und Diversitat gekennzeichnet sind, bildet das Sphingosin ein molekulares
Grundgerust, das bei allen Sphingolipiden als ein gemeinsames Charakteristikum
vorliegt. Sphingosin-1-Phosphat (S1P) ist dabei einer der wichtigsten Vertreter dieser
Lipidklasse, dessen physiologische Funktion lange Zeit als Zwischenprodukt im
Metabolismus des Sphingosins angesehen worden ist. In den letzten Jahren konnte
jedoch die Bedeutung von S1P als bioaktiver Regulator multipler zellularer Prozesse
nachgewiesen werden. Die ldentifizierung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren (GPCR),
von denen bis heute 5 Subtypen S1P;-S1Ps bekannt sind, untermauert den
biochemischen Einfluss von S1P auf eine Vielzahl von physiologischen Vorgangen
(Lahiri et al.,, 2007). S1P kann beispielsweise in die Regulation von Proliferation,
Apoptose, Angiogenese, Migration und Immunabwehr involviert sein. Vor allem die
Regulation der immunologischen Homoéostase durch S1P rickt seit der Entdeckung
von FTY720, eines bereits fur die humane Anwendung zugelassenen
Immunsuppressivums, in den Fokus der intensiven Forschung (Hait et al., 2006;
Hannun et al., 2008). Bei FTY720 handelt es sich um einen S1P-Rezeptor Modulator,
der in seiner metabolisch aktiven Form an allen S1P-Rezeptoren bis auf den S1P,-
Rezeptor agonistische Wirkung entfaltet. Dabei wird der S1P;-Rezeptor, der fir den
Austritt der aktivierten T-Zellen aus den Lymphknoten verantwortlich ist, dauerhaft
internalisiert. Dies fuhrt zu einer Retention der T-Zell in den Lymphorganen und
unterdriickt damit die adaptive Immunantwort (Brinkmann et al., 2002). Die dabei
auftretende Immunsuppression unterstreicht die hohe Prioritat der S1P-Signalwege in
immunologischen Prozessen, was ebenfalls in anderen Immunzellen wie
Makrophagen, Mastzellen, B-Zellen aber auch DC's experimentell belegt werden kann
(Spiegel et al., 2011).
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1.3.1 Biosynthese, Metabolismus und Herkunft von S1P

Die biochemischen Mechanismen der Biosynthese von S1P waren lange Zeit der
Gegenstand intensiver Forschung und sind mittlerweile ausfuhrlich analysiert worden
(Abb. 1.3.1). Die intrazelluléare Bildung von Sphingosin als gemeinsamer Baustein aller
Sphingolipide kann sowohl direkt durch de novo Synthese als auch durch den Abbau
von zellularen Membransphingolipiden im Rahmen des "Recycling Pathways™ erfolgen.
Bei der de novo Produktion der einzelnen Sphingolipide Gbernimmt die zytosolische
Seite des endoplasmatischen Retikulums den Reaktionsstartpunkt. Wie dem obersten
Abschnitt der Abbildung 1.3.1 zu entnehmen ist, findet im ersten Schritt der Katalyse
eine Kondensation von Serin und Palmitoyl-CoA durch die Serinpalmitoyltransferase
statt. Die anschlieRende Reduktion des entstandenen 3-Ketosphinganins zu
Dihydrosphingosin liefert die Ausgangsverbindung fir die Sphinganin N-
Acyltransferase. Die nach der N-Acylierung gebildeten Dihydroceramide werden im
Zuge der Einfihrung einer trans-4,5-Doppelbindung durch die Dihydroceramid-
Desaturase zu den entsprechenden Ceramiden oxidiert. Diese dienen als Quelle fur
die Biosynthese weiterer Sphingolipide, kdnnen allerdings selbst eine zentrale Rolle
bei der Steuerung von zellularen Vorgangen wie zum Beispiel der Apoptose
einnehmen. Einerseits kdénnen die Ceramide zu Glykosphingolipiden, Ceramid-1-
Phosphat oder zu dem Membranlipid Sphingomyelin umgesetzt werden. Andererseits
bilden sie das Substrat fir die Ceramidasen, die anhand ihrer pH-Optima in alkalische,
neutrale und saure Subtypen eingeteilt werden. Das bei dieser Reaktion entstehende
Sphingosin liefert dabei die Ausgangssubstanz fur die S1P-Biosynthese. Die tUber den
"Recycling Pathway™ ablaufende S1P-Biosynthese, die ebenfalls in dem essentiellen
Ausgangsmolekil Sphingosin  mundet, greift auf das membrangebundene
Sphingomyelin als Startermolekil zurtick. Wie im mittleren Abschnitt der Abbildung
1.3.1 dargestellt findet dabei die Umsetzung des Sphingomyelins zu dem
entsprechenden Ceramid durch die Sphingomyelinase statt, welches anschlieRend in
der durch Ceramidasen katalysierten Reaktion zu Sphingosin umgewandelt werden
kann (Huwiler et al., 2000; Merrill, 2002).

Das auf den beiden Biosynthesewegen entstandene Sphingosin kann im letzten
Schritt durch die Sphingosinkinasen (SphK) in S1P umgewandelt werden. Von den zu

der Gruppe der Lipidkinasen angehdrenden SphK existieren zwei Isoformen SphK1
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und SphK2. Diese sind in der Lage, die S1P-Biosynthese Uber eine Phosphorylierung
der primaren Hydroxylgruppe am Sphingosin zu vervollstandigen (Maceyka et al.,
2005; Kihara et al., 2006). Die genetische Deletion der beiden Isoenzyme im Rahmen
eines Knock-out-Tiermodells fihrt zur embryonalen Letalitat aufgrund einer gestorten
Neuro- und Angiogenese. Dies zeigt die Bedeutung nicht nur der entsprechenden
Katalyse, sondern auch die von S1P (Mizugishi et al., 2005). SphK kdnnen durch eine
groRe Vielzahl an Wachstumsfaktoren stimuliert werden. Dazu gehoren sowohl der
EGF, der Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF), der vaskulare endotheliale
Wachstumsfaktor (VEGF) als auch andere Faktoren wie TNF-a, Estradiol,
Acetylcholin, Lysophosphatidsaure, Thrombin und S1P selbst (Meyer zu Heringdorf et
al., 2001; van Koppen et al., 2001; Shu et al., 2002; Pettus et al., 2003; Delon et al.,
2004; Duan et al., 2004; Hait et al., 2005; Sukocheva et al., 2006; Niessen et al.,
2008). Des Weiteren sind Antigene und bakterielle Bestandteile wie LPS befahigt, die
Aktivitat der SphK zu steigern (Fischer et al.,, 2011). Physiologisch gesehen
katalysieren die beiden Isoenzyme zwar die gleiche Reaktion, kénnen jedoch aufgrund
unterschiedlicher intrazellularer als auch organspezifischer Expression gegensatzliche
Effekte vermitteln. Fir die SphK1 kann eine zytosolische Lokalisation nachgewiesen
werden, die im Rahmen einer Phosphorylierung eine Translokation Richtung
Plasmamembran erfahrt. Diese wird vor allem durch die Phosphorylierung der SphK1
an Serin225 realisiert, die durch das intrazellulare Enzym Phospho-ERK vermittelt
werden kann. Das Enzym Phospho-ERK gehort zur Familie der "Mitogen Activated
Protein® Kinasen (MAPK), die vor allem im Rahmen der Wirkung von zellularen
Wachstumsfaktoren aktiviert werden konnen (Pitson et al., 2003). Weitere
Untersuchungen der Translokationsprozesse der SphK1 belegen, dass die SphK1 aus
dem Zytosol in den Extrazellularraum transportiert werden kann (Ancellin et al., 2002).
Wahrend die SphK1-Expression Uberwiegend in Milz, Blut und Lunge nachgewiesen
werden kann, findet man die SphK2 vornehmlich in der Leber, dem Gehirn und dem
Herzen. Im Gegensatz zu der SphK1 ist die SphK2 zwar auch im Zytosol, vorwiegend
jedoch im Nukleus lokalisiert (Siow et al., 2011). Dabei kann fur das durch SphK2 im
Zellkern gebildete S1P eine direkte Regulation der Aktivitat der Histondeacetylase 1
bzw. 2 und eine damit verbundene Beeinflussung der Genexpression nachgewiesen
werden (Riccio, 2010).

Wie im unteren Abschnitt der Abbildung 1.3.1 dargestellt wird der Abbau von S1P Uber

zwei verschiedene Wege, einen reversiblen und einen irreversiblen Weg, realisiert. Die
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Lipidphosphat-Phosphohydrolasen bzw. die substratspezifischen S1P-Phosphatasen
(SPP1 und SPP2) katalysieren dabei die reversible Spaltung des S1P-Molekiils zu
Sphingosin, welches dann als Grundgeristbaustein dem Sphingolipidstoffwechsel
wieder zur Verfigung steht. Die Pyridoxalphosphat-abhéngige S1P-Lyase fuhrt
dagegen zu einer irreversiblen Spaltung des Molekils in Hexadecenal und
Phosphoethanolamin, deren zellphysiologische Bedeutung noch nicht analysiert
worden ist (Huwiler et al., 2000). Allerdings kann fur die Hemmung der S1P-Lyase
mittels des Lebensmittelfarbstoffs 2-Acetyl-4-Tetrahydroxybutylimidazol (THI) eine
Retention der Lymphozyten in den Lymphknoten aufgrund eines unphysiologisch
veranderten S1P-Spiegels gezeigt werden. Diese Beobachtung fuhrte zur Entwicklung
des S1P-Lyase-Hemmstoffs LX2931, der sich bereits in der klinischen Prifung als
Immunsuppressivum befindet. Dartber hinaus verdeutlicht die Immunmodulation,
welche durch S1P-Lyase Inhibierung induziert wird, die Bedeutung von den fein
abgestimmten S1P-Konzentrationen in Korperflissigkeiten fur den Ablauf bestimmter
physiologischer Prozesse (Bagdanoff et al., 2010).

Die hochsten S1P-Konzentrationen werden (200 - 900 nM) unter physiologischen
Bedingungen im Plasma bestimmt (Murata et al., 2000). Allerdings kann im humanen
Serum ein S1P-Spiegel (400 - 1100 nM) nachgewiesen werden, der auf das wahrend
der Thromozytenaggregation freigesetzte S1P zurtickgefihrt werden kann. Andere
extrazellulare Flussigkeiten wie zum Beispiel die Lymphe weisen hingegen eine
weitaus geringere S1P-Konzentration (100 nM) auf (Caligan et al., 2000). Dies fuhrt
zur Ausbildung eines S1P-Konzentrationsgradienten zwischen dem Blut und der
Korperperipherie, der unter anderem fur Migrationsvorgange von Immunzellen wie die
der Lymphozyten oder DC's verantwortlich ist (Schwab et al., 2005). Aufgrund der
Tatsache, dass die Thrombozyten keine S1P-Lyase exprimieren und deren
Aggregation zur Erhdhung des S1P-Serumspiegels fuhrt, wurden diese lange Zeit als
Hauptbildungsorte fur S1P im Blut angesehen. Die Demonstration der tber ein Knock-
out-Tiermodell generierten Maus, die frei von Thrombozyten normale S1P-Spiegel im
Blut aufweist, schloss diesen Zelltyp als S1P-Quelle jedoch aus. Untersuchungen, bei
denen Wildtyp-Erythrozyten einer SphK-Knock-out-Maus appliziert wurden, zeigen
eine Normalisierung der S1P-Plasmaspiegel und identifizieren damit eine neue,
alternative S1P-Bildungsquelle im Blut. Das Fehlen der beiden S1P-abbauenden
Enzyme S1P-Lyase und SPP in den roten Blutkdrperchen unterstltzt dabei diese
Hypothese (Hanel et al., 2007; Ito et al., 2007; Venkataraman et al., 2008).
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1.3.2 S1P-Signaltransduktion

Die S1P-Signaltransduktion beinhaltet nicht nur intrazellulare, sondern in erster Linie
die extrazellularen und hauptsachlich iber membranstéandige Rezeptoren vermittelten
Effekte (Zhang et al., 1991; Takabe et al., 2008). Der im Jahre 1990 erstmals klonierte
Rezeptor fur S1P wurde aus Endothelzellen isoliert und zunachst nach seiner Funktion
als “endothelialer Differenzierungsgen-Rezeptor 1° (EDG1) bezeichnet. Der Grund
dafur war die beobachtete Veranderung der Endothelzellen zu Blutgefal3-ahnlichen
Gebilden, die auf eine erhdhte Expression des entsprechenden EDG1-Rezeptors
zuruickgefuhrt werden konnte (Hla et al., 1990). Die Bedeutung von EDG1 und weiterer
zum damaligen Zeitpunkt entdeckter EDG-Rezeptorsubtypen wurde erst mit der
Entdeckung des physiologischen Liganden S1P erkannt. Im Rahmen der Empfehlung
von ‘International Union of Pharmacology flhrte die Identifizierung von S1P als
Ligand mit der hochsten Affinitat zu den entsprechenden EDG-Rezeptoren zu ihrer
Umbenennung. Bis zum heutigen Zeitpunkt konnten finf S1P-Rezeptorsubtypen, die
zu einer Familie von GPCR’s gehoren, beschrieben werden: S1P; (EDG1), S1P;
(EDG5), S1P; (EDG3), S1P4 (EDG6) und S1Ps (EDGS8) (An et al., 1998; Hla, 2001).
Des Weiteren wurden Rezeptoren wie GPR3, GPR6 und GPR12 identifiziert, an denen
S1P als Ligand mit geringer Affinitat binden kann. Diese weisen eine Ubereinstimmung
von 40 % mit den S1P-Rezeptoren in der Aminosauresequenz auf und sind fir die
intrazellulare Calcium-Homdoostase verantwortlich (Uhlenbrock et al., 2002).

Die zellspezifische Expression der einzelnen S1P-Rezeptorsubtypen einerseits, sowie
die unterschiedliche Kopplung der einzelnen GPCR’s anderseits verleiht dem
Signalmolekul S1P eine breite Facette an physiologischen Wirkungen. Wahrend die
S1P-Rezeptorsubtypen S1P; 3 weit verbreitet sind und verstarkt in Gehirn, Herz, Niere,
Leber oder Skelettmuskeln exprimiert werden, kann S1P4 nur in der Lunge und den
Zellen des Immunsystems nachgewiesen werden. Die Expression des
S1Ps-Rezeptorsubtyps kann hingegen exklusiv im Gehirn und der Milz beobachtet
werden (Rosen et al., 2009). Die Aktivierung unterschiedlicher Signalkaskaden,
welche durch S1P ausgeldst werden, begrindet sich zusatzlich in den drei G-Protein-
Untereinheiten G;, G4 und/oder G113, die durch die einzelnen S1P-Rezeptorsubtypen
bedient werden kdnnen. Die Gij-Kopplung, hemmbar durch Pertussistoxin, kann dabei

fur alle funf S1P-Rezeptorsubtypen nachgewiesen werden, stellt jedoch die einzige
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bisher bekannte biochemische Signalvermittlung des S1P;-Rezeptorsubtyps dar
(Aarthi et al., 2011). Die genetische Modifikation der Mause, bei der die Expression
des S1P;-Rezeptorsubtyps unterdrickt wird, ist durch eine Storung der Angiogenese
bzw. der Vaskularisierung gekennzeichnet und fuhrt folglich zur embryonalen Letalitat.
Diese essentielle Bedeutung kann in den zahlreichen Signalwegen, die Uber den
S1P;-Rezeptorsubtyp beeinflusst werden, ihre Begriindung finden. Dazu gehoéren die
Erhohung der im nachfolgenden Kapitel naher erdrterten PI3K-Aktivitat und die
proliferationsmodulierende Aktivierung der bereits beschriebenen MAPK ERK. Von
den nachgeschalteten Signalwegen der PI3K ist bekannt, dass diese sowohl anti-
apoptotische, tber Akt-Phosphorylierung vermittelte Wirkung als auch migratorische,
Uber Rac initiierte Effekte vermitteln. Die letzteren spielen vor allem bei der Migration
von glatten Muskelzellen und der damit verbundenen GefaRentwicklung eine
entscheidende Rolle (Liu et al., 2000; Liu et al., 2001; Takuwa et al., 2002). Das
Ausschalten der S1P,-Rezeptorexpression resultiert hingegen in einer gestorten
Funktion des Gehdr- und Gleichgewichtssinns, was zur Taubheit fihrt. Des Weiteren
sind die entsprechenden Knock-out-Mause durch spontan auftretende letale Krampfe
zwischen der 3. und 7. Lebenswoche gekennzeichnet. Der ubiquitar exprimierte S1P,-
Rezeptorsubtyp kann seine Signale Uber die Kopplung an alle drei G-Protein-
Untereinheiten vermitteln und fungiert als funktioneller Antagonist des S1P;-
Rezeptors. Dabei findet eine Hemmung der Rac-Aktivierung und der damit
verbundenen Migration der Zellen statt. Zusatzlich konnen eine Aktivierung von ERK
bzw.der Phospholipase C aber auch eine Inhibierung der Akt-Phosphorylierung mit der
Stimulation des S1P,-Rezeptors in Verbindung gebracht werden (Okamoto et al.,
2000; MacLennan et al., 2001; Herr et al., 2007; Kono et al., 2007). Der S1Ps-
Rezeptorsubtyp kann ebenfalls die gleichen G-Proteine wie S1P, stimulieren, &hnelt
jedoch in seinem Signalverhalten dem S1P;-Rezeptorsubtyp. So resultiert die
Stimulation des S1P3-Rezeptors in der Aktivierung der Phospholipase C bzw. ERK
sowie in der Erh6hung der PISK-Aktivitat und des damit verbundenen Rac-vermittelten
Migrationsverhalten. Des Weiteren kann im Rahmen der Vitalitatsuntersuchungen an
Zellkulturen eine Beteiligung der S1P»- und S1P3-Rezeptorsubtypen an der Regulation
der apoptotischen Signalwege beobachtet werden (Ishii et al., 2004; Nofer et al., 2004;
Schuppel et al., 2008). Die moglichen, molekularen Effekte der beiden Rezeptoren
S1P4 und S1Ps ricken immer mehr in den Fokus der Forschung, sind jedoch

weitgehend unbekannt. Die Signaltransduktion wird bei beiden Rezeptorsubtypen tber
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die Kopplungen G; und Gi13 realisiert. Die S1P4-Rezeptor-Stimulation fuhrt zu einer
Aktivierung von ERK aber auch von Phospholipase C und ist in die Regulation des
Immunsystems involviert (Graler et al., 2003; Inagaki et al., 2005; Wang et al., 2005;
Schulze et al.,, 2011). Der S1Ps-Rezeptorsubtyp hingegen entfaltet seine Effekte
sowohl tber die Hemmung von ERK als auch Uber die Aktivierung von PI3K und
konnte bisher in Verbindung mit Proliferationshemmung und Apoptose gebracht
werden. Neue Untersuchungen bestétigen jedoch die Beteiligung des S1Ps-Rezeptors
an der Regulation der naturlichen Killerzellen (Jaillard et al., 2005; Walzer et al., 2007).
Vor diesem Hintergrund kann somit von der Beteiligung nicht nur der ubiquitar
vorkommenden S1P;.;, sondern auch der beiden seltener vorkommenden S1Pg4s
Rezeptorsubtypen an der Regulation der immunologischen Homoostase ausgegangen
werden.

Neben den extrazellularen S1P-Wirkungen, die Uber die Aktivierung des jeweiligen
S1P-Rezeptorsubtyps realisiert werden, sind eine Reihe von intrazellularen
physiologischen Effekten dieses Lipidmediators beschrieben worden. Dazu gehoren
die Regulation der Apoptose, der Proliferation oder des intrazellularen
Calciumspiegels (Mattie et al., 1994; Spiegel et al., 2003). Neuere Untersuchungen
weisen auch auf die Beteiligung des Sphingolipids bei der Signaltransduktion des
Zytokins TNFa hin, bei der S1P als Kofaktor fur das intrazellulare Adapterprotein
TRAF2 agiert (Alvarez et al., 2010). Des Weiteren kann eine Verbindung zwischen der
PI3K- und der SphK1-Aktivitat gezeigt werden, die Uber intrazellular gebildetes S1P
vermittelt wird. Dabei kann eine positive Korrelation nachgewiesen werden, wobei die
Erhohung der SphK1-Aktivitdt bzw. des intrazellularen S1P-Spiegels eine Verstarkung
der PI3K-Aktivitat zur Folge hat und mit zytoprotektiven Effekten verbunden ist (Guan
et al., 2011; Song et al., 2011).

Ein weiterer Aspekt der Signaltransduktion dieses Sphingolipids ist die auto- bzw.
parakrine Regulation der Zellhomdostase durch intrazellular produziertes und
anschlieBend sezerniertes S1P. Die Untersuchungen an Fibroblasten belegen, dass
Dexamethason-induzierte Erhohung der SphK1-Expression und die damit verbundene
gesteigerte  S1P-Produktion mit einem  anti-apoptotischen, Uber den
S1P3-Rezeptorsubtyp vermittelten Effekt verbunden ist (Nieuwenhuis et al., 2010).
Weiterhin kann gezeigt werden, dass die Erhdhung der intrazellularen S1P-Produktion
in Gegenwart von “Insulin-like growth factor 1" (IGF-1) bzw. EGF auf eine gesteigerte

Aktivitdt der SphK1 zurtickgefuhrt werden kann. Diese geht mit einer Sensibilisierung
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der Adrenorezeptoren einher, welche Uber den S1P;-Rezeptorsubtyp vermittelt wird
(Castillo-Badillo et al., 2012). In Bezug auf die Vertreter des Immunsystems kann eine
auto- bzw. parakrine Regulation der Mastzellen durch S1P beobachtet werden. Dabei
fuhrt die Aktivierung des IgE-Rezeptors auf den Mastzellen zu einer Steigerung der
S1P-Produktion, welches extrazellular sowohl das Migrationsverhalten Uber den S1P;
als auch die Degranulation tber den S1P,-Rezeptorsubtyp moduliert (Jung et al.,
2009). Die beschriebenen regulatorischen Mechanismen sind stets von der
erfolgreichen Sekretion des Lipidmediators aus dem Intrazellular- in den
Extrazellularraum abhangig. Dabei erscheinen passive Mechanismen, die mit einer
Passage des Sphingolipids durch die Zellmembran verbunden sind, aufgrund der
polaren Phosphatgruppe am S1P als ungeeignet. Die Entdeckung von "ATP binding
casette” (ABC)-Transportern als essentielle Strukturen fir den Transport von Lipiden
durch die Zellmembran fuhrte zu der intensiven Auseinandersetzung mit dieser
Transportoption fur die S1P-Homoostase. Mehrere Untersuchungen konnen dabei
tatsachlich die Beteiligung von bestimmten ABC-Transportern an den S1P-
Sekretionsprozessen, welche fur die auto- und parakrinen Regulationsmechanismen

bendtigt werden, demonstrieren (Kim et al., 2009).

1.3.3 Zellularer S1P-Transport

Die bereits angedeutete Beteiligung der ABC-Transporter an dem S1P-Export aus
dem Zellinneren in den Extrazellularraum konnte zuerst in Erythrozyten beobachtet
werden. Dabei fuhrte die unspezifische Inhibierung mehrerer ATPasen durch Vanadat
zu einer konzentrationsabhé&ngigen Hemmung der S1P-Translokation aus den roten
Blutkdrperchen und rickte damit die Einbeziehung der ABC-Transporter in den Fokus
der S1P-Forschung (Kobayashi et al., 2006; Kobayashi et al., 2009). Die Familie der
ABC-Transporter, welche zu den integralen Membranproteinen gehort, nimmt eine
zentrale Rolle bei den zellularen Transportprozessen von Substanzen wie Proteine,
Lipide, Sterole, Schwermetalle oder anorganische lonen ein. Dabei kann der aktive
Transport der Substrate durch die Lipiddoppelschicht der Zellmembran sowohl
auswarts als auch einwarts gerichtet sein und ist von der ATP-Hydrolyse als
Energielieferant der Zelle abhéngig. Im Rahmen des Transportmechanismus fihrt die

Anbindung des Zielmolekiils an die substratspezifische, transmembrandre Domane
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des ABC-Transporters zu einer Aktivierung der Nukleotid-bindenden Domane, was mit
dem Verbrauch von einem ATP-Aquivalent einhergeht. Die dabei stattfindende
Anderung der Konformation des ABC-Transporters ermdglicht den Transport des
Substrats durch eine kurzfristig gebildete Membranpore. Die Spaltung eines weiteren
ATP-Molekuls bringt den ABC-Transporter wieder in den Substrat-bindenden Zustand
zurlck (Rea et al., 1998; Holland et al., 1999; Biemans-Oldehinkel et al., 2006). Bis
zum heutigen Zeitpunkt kdnnen sieben verschiedene ABC-Transporter-Familien (A-G)
identifiziert werden, wobei eine Beteiligung der Familien ABCA, ABCB, ABCC und
ABCG fur den S1P-Transport diskutiert wird (Dean et al., 2001; Liu, Zhang, et al.,
2012). So zeigen Untersuchungen an der Brustkrebszelllinie MCF-7 die Beteiligung
der ABCC1- und ABCG2-Transporter bei der Estradiol-induzierten S1P-Sekretion
(Takabe et al., 2010). Weiterhin kann die Beteiligung des ABCC1-Transporters an der
S1P-Freisetzung in Fibroblasten, Mastzellen und uterinen Leiomyomzellen
nachgewiesen werden (Mitra et al., 2006; Nieuwenhuis et al., 2010; Tanfin et al.,
2011). ABCAL1 spielt hingegen fir die Erythrozyten und Astrozyten hinsichtlich der
S1P-Homoostase eine entscheidende Rolle (Sato et al., 2007; Kobayashi et al., 2009).

1.3.4 PI3K-Signalweg als S1P-Target

Die Modulation der PI3K-Aktivitat, die im Rahmen der S1P-Signaltransduktion sowohl
gesteigert als auch erniedrigt werden kann, ist in viele zellulare Prozesse involviert.
Dazu gehdéren in erster Linie die Regulation der Proliferation und Apoptose. Dabei ist
eine Erniedrigung der PI3K-Enzymaktivitdt mit einer Steigerung des programmierten
Zelltods assoziiert (Hennessy et al.,, 2005). Des Weiteren kann eine Vielzahl von
zellularen PI3K-abhéngigen Effekten in Immunzellen beobachtet werden. So fiuhrt die
Hemmung der PI3K zu einer starken Erniedrigung der Migration von Makrophagen,
was bei den Neutrophilen zusatzlich von einer Abschwachung der ROS-abhéngigen
Erregerabwehr begleitet wird. Die Mastzellen reagieren auf die entsprechende
Unterdriickung der Enzymaktivitdt mit einer reduzierten Degranulation, wahrend bei
den T- und B- Lymphozyten ein gestortes Differenzierungs- und Proliferationsverhalten
beobachtet werden kann (Ghigo et al., 2010). Bei den DC's kann ebenfalls eine PI3K-
Abhangigkeit vieler Prozesse wie zum Beispiel die der Zytokinfreisetzung oder

Oberflachenexpression bestimmter Differenzierungsmarker festgestellt werden (Di
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Caro et al., 2011; Marshall et al., 2012). Im Allgemeinen besteht jedoch in den meisten
Fallen der zellularen Untersuchungen eine Korrelation zwischen der PI3K-Aktivitat und
der Immunabwehr, wobei eine Reduktion der PI3K-Aktivitat eine Immunsuppression
zur Folge hat.

Bis zum heutigen Zeitpunkt konnten drei verschiedene PI3K-Klassen identifiziert
werden, wobei die Klasse | die am intensivsten untersuchte Enzymgruppe darstellt.
Diese umfasst vier verschiedene katalytische Untereinheiten p110a, (B, y, 6, deren
jeweilige Lipidkinase-Aktivitdt durch die Kopplung mit einer der zwei weiteren
regulatorischen Untereinheiten p85 oder p101 reguliert werden kann. Dabei kénnen
die Effekte, welche von der PI3K-Klasse I-Aktivitat vermittelt werden, in Abh&ngigkeit
von der Art des extrazellularen Signals stark variieren. Dies lasst sich damit
begriinden, dass die einzelnen Untereinheiten unterschiedlich stark von den
verschiedenen Rezeptoren bzw. Signalvermittlern bedient werden (Cantley, 2002;
Dituri et al., 2011). So fuhrt die Stimulation von Tyrosin-Kinase-Rezeptoren zu einer
Translokation der Untereinheiten p110a oder & an die Plasmamembran und deren
anschlielender Aktivierung. Die Signalvermittlung tber die Untereinheit p110y findet
hingegen im Rahmen der GPCR-Aktivierung statt (Guillermet-Guibert et al., 2008). Fur
die Aktivierung der Untereinheit p1108 kann eine Beteiligung der beiden oben
genannten Rezeptortypen nachgewiesen werden. Neuere Untersuchungen
demonstrieren dies auch fur die bereits beschriebene Untereinheit p1106 (Saudemont
et al., 2009). Die ubrigen PI3K-Klassen, die monomere Klasse Il und die heterodimere
Klasse I, besitzen im Gegensatz dazu nur eine untergeordnete Bedeutung fur die
Regulation der zellularen Homd@ostase.

Einmal aktiviert katalysiert die PI3K die Phosphorylierung von Phosphoinositiden in der
Position 3" des Inositolringes, was in der Entstehung von 3-Phosphoinositiden und vor
allem von Phosphatidylinositol-3-Phosphat (PIP3) resultiert. Die entsprechenden
Lipide wie PIP3, die in der Plasmamembran aktiviert wurden, bilden die Andockstellen
fur eine Vielzahl von Effektorproteinen. In dem Zusammenhang stellt die Pleckstrin-
Homologie Domane auf den Effektorproteinen ein Motiv dar, welches bevorzugt von
PIP3 erkannt und gebunden wird. Die Anbindung der Proteine resultiert schlie3lich in
deren Konformationsanderung und erdffnet damit den Weg fur deren Aktivierung
sowie die damit verbundenen Signale bzw. Effekte (Klippel et al., 1997; Currie et al.,
1999; Saito et al.,, 2001; Milburn et al., 2003). Zu den moglichen Zielproteinen von

PIP3 gehort unter anderem die Proteinkinase Akt, die nach der entsprechenden
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Anbindung im Zuge einer Phosphorylierung an Threonin 308 und Serin 473 aktiviert
wird. Die Phosphorylierung von Akt kann somit direkt als ein Indikator fir die PI3K-
Aktivitat einer Zelle verwendet bzw. angesehen werden (Fayard et al., 2005).

1.3.5 S1P ein Immunmodulator

S1P fungiert als ein zentraler Regulator in vielen immunologischen Prozessen. Dabei
verdeutlicht die Erkenntnis, dass der vor kurzem zugelassene Arzneistoff FTY720
(Fingolimod) seine  immunsuppressiven  Eigenschaften Uber eine S1P-
Rezeptormodulation entfaltet, die auf3erordentliche Bedeutung dieser Lipidklasse fur
das Immunsystem. Im Jahre 1992 fuhrte eine chemische Modifikation der aus dem
Ascomyceten Isaria sinclairii isolierten Natursubstanz Myriocin zur Entdeckung von
FTY720, des ersten Vertreters einer neuen Klasse von Immunsuppressiva (Sasaki et
al., 1994). Im Gegensatz zu Myriocin, das ebenfalls immunsuppressive Eigenschaften
besitzt, zeigt FTY720 jedoch keine Inhibierung der Serinpalmitoyltransferase bzw. der
bereits beschriebenen S1P de novo Synthese. Wie in der Abbildung 1.3.5 dargestellt
fuhrt die physiologische Anwesenheit von FTY720 stattdessen zu einer S1P-Rezeptor-
vermittelten Retention von Lymphozyten in sekundéren Lymphorganen, wodurch die
zellulare Immunantwort negativ beeinflusst wird (Brinkmann et al., 2002; Mandala et
al., 2002; Sanna et al., 2006). FTY720 stellt zunachst ein Prodrug dar, das erst nach
einer erfolgten Phosphorylierung durch die SphK2 in seine Wirkform Ubergeht. In
diesem Zustand bindet FTY720-Phosphat (FTY720-P) als Agonist an alle S1P-
Rezeptorsubtypen bis auf den S1P,. Im Rahmen dieser agonistischen Wirkung wird
eine lang anhaltende Internalisierung des S1P;-Rezeptorsubtyps hervorgerufen.
Dieser, Uber S1P vermittelte S1P;-Rezeptorstimulus, ist fir die Wanderung von naiven
und aktivierten T-Lymphozyten aus den sekundaren Lymphorganen in die Peripherie
essentiell und wird im Rahmen der immunsuppressiven FTY720 Wirkung
ausgeschaltet (Chun et al., 2011).

Die intensive Auseinandersetzung mit dem Sphingolipid S1P als immunologisches
Signalmolekil zeigt neben den Lymphozyten die Modulation weiterer Immunzelltypen
wie Mastzellen, Makrophagen, Granulozyten und DC’s auf (Martino, 2007; Weigert et
al., 2009; Allende et al., 2011; Olivera et al., 2011). Im Rahmen der funktionellen

Analyse der DC's in Anwesenheit von S1P kann bisher die Relevanz der
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Rezeptorsubtypen S1P,, S1P,, S1P3; und S1P4 postuliert werden. Die Untersuchungen
an SphK1-Knock-out-DC's fuihrt zu dem Ergebnis, dass die LPS-induzierte 1L12p70-
Produktion, die eine Thl-Immunantwort fordert, im Rahmen einer auto- bzw.
parakrinen Regulation Uber die S1P-S1P;-Rezeptorstimulation unterdriickt werden
kann (Schroder et al., 2011). Das Fehlen des S1P4-Rezeptorsubtyps in den DC's zeigt
dagegen eine Verdnderung der Zytokinsekretion, bei der eine Th2-Immunantwort
bevorzugt, die Thl7-lImmunantwort jedoch verhindert wird (Schulze et al., 2011).
Daruber hinaus zeigt die Analyse des Migrationsverhaltens der DC's in Richtung eines
S1P-Gradienten eine S1P;- und S1Ps-vermittelte Steigerung bzw. eine
S1P,-induzierte Hemmung der gerichteten DC-Bewegung (Radeke et al., 2005). Die
bisherigen Erkenntnisse uUber den S1P-Einfluss auf die DC-Homoostase, bei dem
essentielle Mechanismen wie die Migration und T-Zellaktivierung von dem
Sphingolipid kontrolliert werden, lassen die Modulation weiterer Funktionen im

Repertoire dieser APC’s vermuten.
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Abb. 1.3.5:
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S1P-vermittelte Regulation der T-Zellen (Japtok et al., 2009) (A) Naive T-
Lymphozyten (T,) zirkulieren kontinuierlich zwischen dem Blut und dem lymphatischen
Gewebe. Der chemotaktische Reiz lber die bereits beschriebenen Chemokine CCL19
und CCL21 fuhrt zur Einwanderung der naiven T-Zellen in den Lymphknoten. Die
gegenuber dem Blut und der Lymphflissigkeit niedrigere S1P-Konzentration im
Lymphknoten initiiert daraufhin eine Erhdhung der S1P;-Rezeptorexpression auf der
Oberflache der naiven T-Zellen und bewirkt damit die Auswanderung der naiven
T-Zellen durch die sinusinodialen Endothelzellen (sinus-lining EC) in die efferente
Lymphflissigkeit. Diese Migration wird durch die Stimulation des S1P;-Rezeptors
realisiert. Findet im Rahmen der Antigenprasentation durch DC’s eine Aktivierung der
naiven T-Zellen statt, kommt es zu einer vorilbegehenden Herrunterregulation des
S1P;-Rezeptors. Dies verhindert eine vorzeitige Auswanderung der aktivierten T-Zellen
(Tact) aus dem Lymphknoten. Am Ende der Aktivierungsphase kommt es zu einer
erneuten Hochregulation der S1P;-Rezeptoren auf der Oberflache der aktivierten
T-Zellen und folglich zu deren Auswanderung in die Lymphflussigkeit. (B) Im Gegensatz
zu S1P fiuhrt die Anwesenheit von FTY720-P (Fingolimod-P) zu einer dauerhaften
Internalisierung der S1P;-Rezeptoren auf den T-Zellen, was in einer Unempfindlichkeit
gegeniiber dem chemotaktischen S1P-Reiz und damit verbundenem Verbleib im
Lympknoten miindet.
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1.4 Zielsetzung

S1P stellt einen neuen biologischen Mediator dar, der eine zentrale Rolle bei der
Modulation von Immunantworten besitzt. Eine der wichtigsten Aufgaben des
Sphingolipids ist dabei die Regulation der Zirkulation von Lymphozyten zwischen Blut,
Lymphe und sekundaren lymphatischen Geweben. Verantwortlich hierfur ist ein S1P-
Konzentrationsgradient mit héchsten S1P-Spiegeln im Blut und niedrigsten S1P-
Konzentrationen in den Lymphorganen. Dieser Gradient stellt einen chemotaktischen
Reiz fur die Lymphozyten dar. Dabei fungiert der S1P;-Rezeptorsubtyp als
Signalvermittler, welcher die Migration der Lymphozyten aus den lymphatischen
Organen Uber die Lymphe ins Blut initiilert und so die zellularen Immunantworten
moduliert. Dartber hinaus zeigen eigene Untersuchungen der Arbeitsgruppe in
Kooperation mit der Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover, dass eine topische
Applikation von S1P oder auch von FTY720 eine immunmodulatorische Wirkung im
Tiermodell der Atopischen Dermatitis besitzt. Diese lasst sich nicht auf einen
systemischen Effekt des S1P zurlckfihren, sondern kann in der direkten Wirkung des
Sphingolipids auf die Immunzellen der Haut begriindet werden. Die im Rahmen der
tierexperimentellen Atopischen Kontaktdermatitis beobachtete antientzindliche
Wirkung von S1P wird dabei auf eine negative Beeinflussung der Migration von DC's
bzw. LC's in die sekundaren lymphatischen Organe und auf ein damit verbundenes
Ausbleiben der Lymphozyten-Aktivierung zuriickgefuhrt. Allerdings sind weitere
Modulationen der immunologischen Funktion der DC's oder LC's denkbar. Im Hinblick
auf andere etablierte Immunsuppressiva wie Tacrolimus oder Rapamycin kann
ebenfalls eine ahnliche anti-migratorische Wirkung auf die DC's nach einer topischen
Applikation gezeigt werden. Zusétzlich fuhrt jedoch die Anwesenheit von Rapamycin
auch zu einer Modulation der Antigenaufnahme durch die APC’s.

Ziel der Arbeit war daher die Untersuchung einer moglichen Beeinflussung der
endozytotischen Aktivitdt der DC's bzw. LC's durch das Sphingolipid S1P und die
Charakterisierung der dafur verantwortlichen biochemischen Mechanismen. Folgende

Aspekte standen dabei im Vordergrund:
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Untersuchung des endozytotischen Verhaltens der unreifen DC's in

Gegenwart von S1P

Charakterisierung des durch S1P modulierten Endozytosemechanismus

Analyse des fiur die S1P-Wirkung verantwortlichen, intrazellularen

Signalwegs

Charakterisierung der an der Endozytosemodulation beteiligten

S1P-Rezeptorsubtypen
Untersuchung der endogenen Endozytoseregulation durch S1P unter

Bertcksichtigung einer mdglichen Beteiligung der SphK1l und der

ABC-Transporter
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Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Gerate
Autoklav

Brutschrank

ChemiDoc XRS+ System

Einfrierhilfe Mr. Frosty

Elektrophoresesystem

Flow Cytometer

Fluoreszenzmikroskop

Sterilarbeitsbank

Chromatographie

Magnetrihrer

Neubauer-Zahlkammer
PCR-Maschine

Phasenkontrast-Mikroskop
pH-Meter

Pipetten
Pipettierhilfe
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VarioklavH+P Medizintechnik,
Oberschleil3heim

CB-150 Binder, Tuttlingen
Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Mini-PROTEAN 3 Bio-Rad
Laboratories GmbH, Miinchen
FACS Canto Il BD Biosciences,
Heidelberg

BZ9000 Keyence, Neu-lsenburg
Leica TCS SP5, Wetzler
Hera-Safe Heraeus, Hanau
6530 QTOF LC/MS System 1200
Series Agilent Technologies,
Boblingen

MR3001 Heidolph Instruments
GmbH, Schwabach

Carl Roth, Karlsruhe

LightCycler 480 Il Roche Applied
Sciences, Mannheim

Eclipse TS100 Nikon
Instruments, Disseldorf
ProfiLab pH 597 WTW, Weilheim
Eppendorf Research, Hamburg
Pipetboy Integra Biosciences
GmbH, Fernwald
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Vortex

Photometer

Reinstwasseranlage

Stromversorgung
Thermomixer
Transfektionsgerat
Trockenschrank
Ultraschallbad

Vakuumpumpe

Vakuumzentrifugen

Vortexmixer

Waagen

Wasserbad

Wippschuttler

Zentrifugen
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Vortex Genie 2 Scientific
Industries, New York, USA
Ultrospec 2010 Amersham
Biosciences, Freiburg

Elix 10 Millipore, Schwalbach
Power Pac 1000 Bio-Rad
Laboratories GmbH, Miinchen
Thermomixer comfort Eppendorf,
Hamburg

Neon, Invitrogen Karlsruhe

WTB Binder, Tuttlingen

Sonorex RK100H Bandelin,
Berlin

Laboport KNF Neuberger AG,
Balterswil Schweiz

Centrivac Il Heraeus, Hanau
Speed Vac SC 210 ARC
Thermo Fisher, Dreieich
Vortex-Genie 2 Scientific
Industries, New York, USA
BP211D Sartorius AG, Goéttingen
SUB Universal Water Bath Grant,
Cambridge UK

RT 45° Frobel Labortechnik,
Schachen

PMR-30 Grant, Cambridge UK
Biofuge fresco 7500 3325
Heraeus, Hanau

Centrifuge 5810R Eppendorf AG,
Hamburg
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2.1.2 Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Acetonitril

Acrylamid Rotiphorese® Gel 30
Agarose (Elektrophorese-Grad)
Agarosegelmarker
Allophycocyanin (APC) anti-mouse
CD115 Antikorper
Allophycocyanin (APC) anti-mouse
MHC class Il Antikdrper
Ammoniumchlorid (NH,4CI)
Ammoniumpersulfat

Annexin V- Allophycocyanin (APC)
Aprotinin

BD Falcon Zellsiebe 40um
Blotfilterpapier

Borsaure

Bradford-Reagenz RotiQuant
Bromphenolblau
C17-Sphingosin-1-Phosphat
Calciumchlorid (CacCly)
Cellwash

Chloroform

control siRNA
Coomassieblau
4’,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)
Desoxycholinséure
Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Dikaliummonohydrogenphosphat (K2HPO4)

Dihydrosphingosin-1-phosphat
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DNA GrolRenmarker

DNA Ladepuffer (Orange loading dye)

39

VWR, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
New England Biolabs, Frankfurt

eBioscience, Frankfurt

eBioscience, Frankfurt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
BD Bioscience, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
VWR, Darmstadt

Bio-Rad

Laboratories GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
AvantiPolarLipids, USA
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
BD Bioscience, Heidelberg
VWR, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
VWR, Darmstadt

Biomol, Hamburg

VWR, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot
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Dithiothreitol (DTT)

eFluor450 anti-mouse CD11c Antikdrper
Einmalkanulen (Sterican Braun Gr.18)
Einmalkivetten, reduziert
Einmalspritzen (Braun Injekt 20 ml)
Eppendorfgefal3e Safe-Lock (0,5, 1,5, 2 ml)
Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethylenglycoltetraessigsaure (EGTA)
FACS Clean

FACS Flow

FACS-Ro6hrchen

FACS Shutdown Solution

Fetales Kalberserum Superior (FKS)
Filterpapier, 10 cm

FITC-Dextran, wt 4000

Fluoromount

FTY720-Phosphat

Fumitremorgin C

Glycerol

Glycin

New England Biolabs, Frankfurt

eBioscience, Frankfurt
VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
BD Bioscience, Heidelberg
BD Bioscience, Heidelberg
BD Bioscience, Heidelberg
BD Bioscience, Heidelberg
Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Biomol, Hamburg
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf

High-Pure-RNA-Isolation-Kit Roche Diagnostics, Mannheim
Abcam, Cambridge UK

New England Biolabs, Frankfurt

HRP-gekoppelter Anti-beta Actin-lgG-Antikdrper
HRP-gekoppelter Anti-Rabbit-lgG-Antikdrper
Hydroxyethylpiperazin-N-ethansulfonsaure (HEPES) Gibco BRL, Karlsruhe
Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) with

Glutamax

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4)
K6PC-5

Leupeptin

L-Glutamin
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Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
NeoPharm, Korea
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
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LightCycler 480e Multiwell Platte 96

LightCycler 480e Sealing Foil
Lipopolysaccharides (LPS)

LumiGloe Chemilumineszenz Reagenz
LY294002

Magermilchpulver Sucofin

Mannan

Mercaptoethanol

Methanol

MK571

Monoklonaler Akt Antikérper Rabbit
Monoklonaler Phospho Akt (Ser473) XP
Antikdrper Rabbit

Muriner Granulozyten-Makrophagen Kolonie
stimulierender Faktor (GM-CSF)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumfluorid (NaF)

Natriumhydrogenphosphat (Na2HPOa4)
Natriumhydroxid (NaOH)

Natriumorthovanadat (NasVOa)

Neon Transfection System 100ul Kit

Nonidet P-40
N,N,N',N'-Tetramethylenethylendiamin (TEMED)
Parafilm M

Paraformaldehyd

PcDNAG6.2/emGFP Vector

Penicillin

Pepstatin

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phosphatgepufferte Salzlésung, Ca*- und Mg*-frei
Phycoerythrin (PE) anti-mouse CD86 Antikdrper
Polyklonaler SphK1-Antikérper Rabbit
Polyvinyliden-difluorid (PVDF)-Transfermembran
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Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
New England Biolabs, Frankfurt
Sigma-Aldrich, Schnelldorf

TSI, Zeven

Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
VWR, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
New England Biolabs, Frankfurt

New England Biolabs, Frankfurt

Miltenyi Biotec, Teterow
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
eBioscience, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
Millipore, Eschborn
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Ponceau S

Primer

Probenecid

Propidiumiodid (PI)

ProteingroRenmarker

Rat IgG2a K Isotype Controls Antikorper
Reversin 121

Revert-Aid -First-Strand-cDNA-Synthesis-Kit
Rottlerin

Rundboden-Réhrchen, Falcon
Serumalbumin vom Rind, Fettsaure-frei (BSA)
SEW2871

Silikonlésung in Isopropanol
Skalpellklingen (25 KGY)

SKI I

Sphingosin-1-Phosphat (S1P)

S1P; Rezeptor siRNA

Sterilfilter Minisart®, 0,22 km

Stickstoff, flissig

Streptomycin

SYBR Green PCR Master Mix
Tetrahydrofuran

Trichloressigsaure

Tris-Base

Tris-HCI

Trypanblau-Lésung (0,4%)

Trypsin

Tween 20

VPC24191

Zellkulturflaschen TPP (25 cm2und 75 cm2)
Zellkulturplatten 6-Loch, Flachboden, TPP
Zellkulturschalen TPP, 10 cm
Zellkulturschaber

Zentrifugenréhrchen TPP (15 und 50 ml)
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Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Eurofins, Ebersberg
Biomol, Hamburg
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
New England Biolabs, Frankfurt
eBioscience, Frankfurt
Santa Cruz, Heidelberg
Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
VWR, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Merck Biosciences, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Schreiber GmbH, Fridingen
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Biomol, Hamburg
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sartorius, Gottingen

Air Liquide, Berlin
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Roche Diagnostics, Mannheim
VWR, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
AvantiPolarLipids, USA
Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin
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2.1.3 Verwendete Losungen

2.1.3.1 Losungen zur Zellkultivierung

XS52 Wachstumsmedium

Fur die Kultivierung der murinen, dendritischen XS52 Zelllinie wurde XS52
Wachstumsmedium (XS52GM) aus IMDM Glutamax durch Zugabe folgender
Substanzen hergestellt:

10 % hitzeinaktiviertes FKS

10 % konditioniertes NS47 Medium
100 Einheiten/ml  Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

10 ng/mi murines GM-CSF

Am Vortag der Versuche fand ein Mediumwechsel auf Antibiotika-haltiges IMDM
Glutamax statt. Des Weitern wurden die siRNA-Experimente in Antibiotika-freiem
XS52GM durchgefiihrt.

NS47 Wachstumsmedium
Fur die Kultivierung der murinen NS47 Fibroblastenzelllinie wurde NS47
Wachstumsmedium (NS47GM) aus IMDM Glutamax durch Zugabe folgender

Substanzen hergestellt:
10 % hitzeinaktiviertes FKS
100 Einheiten/ml  Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

Die Kultivierung der NS47 Zelllinie diente der Gewinnung von konditioniertem
NS47 Medium als Bestandteil von XS52GM.
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BM-DC Wachstumsmedium

Fur die Gewinnung und Kultivierung der BM-DC's wurde BM-DC Wachstumsmedium

(DCGM) aus IMDM Glutamax durch Zugabe folgender Substanzen hergestellt:

10 %

100 Einheiten/ml
100 pg/ml

20 ng/ml

Einfriermedium XS52
10 %
10 %
geldst in XS52GM

Einfriermedium NS47
10 %
10 %
geldst in NS47GM

hitzeinaktiviertes FKS
Penicillin
Streptomycin

murines GM-CSF

DMSO

hitzeinaktiviertes FKS

DMSO
hitzeinaktiviertes FKS

Phosphatgepufferte Kochsalzldsung (PBS)

0,2 g/l
8,0 g/l
0,2 g/l
1,44 g/l
gel6st in destilliertem Wasser

Stoppmedium
10 %
100 Einheiten/ml
100 pg/ml

geldst in IMDM Glutamax

KCI

NaCl
KH2PO4
NaHPO4

FKS
Penicillin

Streptomycin
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Trypsin-EDTA-LOsung

1,67 mg/ml Trypsin
0,67 mg/ml EDTA
gelost in PBS

2.1.3.2 Losungen zur Zelllyse

Erythrozyten Lysepuffer (pH 7,3)
2,25 g NH,CI
0,25 g KHCO3
0,93 mg EDTA

geldst in 250 ml destilliertem Wasser

RIPA-Puffer:
50 mM Tris/HCI, pH 7,5
150 mM NacCl
1 % Nonidet P-40
0,5 % Desoxycholinséaure
0,1 % SDS
geldst in in Ca*- und Mg*- freier PBS-L6sung. Unmittelbar vor der Verwendung
Supplementierung der Lésung mit folgenden Substanzen:
10 mM NaF
1 mM NazVO,
2 pg/ml Aprotinin
10 pg/ml Leupeptin
1 pg/ml Pepstatin
1 mM PMSF
5 mM EDTA
1 mMEGTA
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2.1.3.3 Losungen zur Poteinanalytik

Blockpuffer
5 % Magermilchpulver Sucofin
gelost in TBST

Blotpuffer
14,4 g/l Glycin
3,02 g/l Tris HCI
geldst in destilliertem Wasser

Laufpuffer (pH 8,3)
14,4 g/l Glycin
3,03 g/l Tris HCI
1 g/l SDS

geldst in destilliertem Wasser

Ponceau S Losung
0,2 % Ponceau S

geldst in 3 % iger Trichloressigsaure

Probenauftragspuffer nach Laemmli (6-fach)
1,2 g SDS
6,0 g Glycerol
6 mg Bromphenolblau
0,385 g DTT
geléstin 2,5 ml Tris-HCI 1,5 M (pH 6,8)

Sammelgellésung zur Herstellung eines 4 % igen Polyacrylamidgels

6,1 ml destilliertes Wasser
1,3 ml Acrylamid Rotiphorese Gel 30

0,1 ml 10 % SDS in destilliertem Wasser

2,5 ml Sammelgelpuffer
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unmittelbar vor dem Gelgiel3en Zugabe von:
10 ul TEMED
50 pl 10 % Ammoniumpersulfat in destilliertem Wasser

Sammelgelpuffer (pH 6,8)
0,5 M Tris HCI
gelost in destilliertem Wasser

Strip-Puffer
3,51 g Tris-HCI
0,34 g Tris-Base
3,57 ml Mercaptoethanol
10 g SDS
gelost in 500 ml destilliertem Wasser

TBST-Puffer (pH 7,4)
20 mM Tris HCI
137 mM NacCl
0,1 % Tween 20

geldst in destilliertem Wasser

Trenngellésung zur Herstellung eines 10 % igen Polyacrylamidgels
4,1 ml destilliertes Wasser
3,3 ml Acrylamid Rotiphoresee Gel 30
0,1 ml 10 % SDS in destilliertem Wasser
2,5 ml Trenngelpuffer
unmittelbar vor dem Gelgief3en Zugabe von:
5 ul TEMED

100 pl 10 % Ammoniumpersulfat in destilliertem Wasser
Trenngelpuffer (pH 8,8)

1,5 M Tris-HCI

geldst in destilliertem Wasser
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2.1.3.4 Losungen zur RNA-Analytik

Agarosegel
2 % Agarose (Elektrophoresegrad)
in TBE Puffer unter kochenden Bedingungen geldst

DEPC- Wasser
0,1 % DEPC
Uber Nacht destilliertem Wasser zugesetzt und anschlieend autoklaviert

Primer

Fur die Polymerase-Ketten-Reaktion wurden Primer der Firma Eurofins (Ebersberg)
(Synthesemal3stab: 0,01 ymol, Reinigungsgrad: High Purity Salt Free) mit DEPC-
Wasser zu einer Konzentration von 100 pM geldst. Aus diesen Stammldsungen

wurden mit DEPC-Wasser 10 uM Gebrauchslésungen hergestellit.

Tab. 2.1.3.4A: Sequenz der Primer fir die Real-Time PCR

Zielgen Vorwaérts-Primer Ruckwarts-Primer

ABCB1 5-AGTGGACCCAACAGTACTCTGAT-3" 5'-GCACCAATCCCGGTGTAATA-3"

ABCC1 5-GCCCCAGTGTTACTGGTCA-3 5"-CAAAAAGGTGGCGAGCAG-3

ABCG2 5-GCCTTGGAGTACTTTGCATCA-3 5-AAATCCGCAGGGTTGTTGTA-3

GAPDH 5-CCTCGTCCCGTAGACAAAATG-3 5-TGAAGGGGTCGTTGATGGC-3"

HPRT1 5-TGGATACAGGCCAGACTTTGTT-3" 5-CAGATTCAACTTGCGCTCATC-3"
S1P1 5-TTCTCATCTGCTGCTTCATCATCC-3° 5-GGTCCGAGAGGGCTAGGTTG-3"
S1P2 5-TTACTGGCTATCGTGGCTCTG-3" 5-ATGGTGACCGTCTTGAGCAG-3’
S1P3 5-GCGTGTTCCTTCTGATTGG-3" 5-GCAAGATGGTAGAGCAGTC-3"
S1P4 5-CTGTCAGGGACTCGTACC-3' 5'-CGTGAAGAGCAGACTGAAG-3
S1P5 5"-CCAACAGCTTGCAGCGATCCCC-3 5-GGTTGCTACTCCAGGACTGCCG-3°

SiRNA

Fur die Transfektionsversuche wurde siRNA der Firma Sigma (Schnelldorf) mit

DEPC-Wasser zu einer Konzentration von 100 UM gelost.
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Tab. 2.1.3.4B: Sequenz der siRNA fir Transfektionsversuche

Ziel-mRNA Sequenz
S1P, sense 5-CGACAUUUCUGGAGGGUAA[dT] [dT]-3
anti-sense 5'-UUACCCUCCAGAAAUGUCGIdT] [dT]-3°
S1P, sense 5'-CUCUCUAUGCUAAGCACUA[dT] [dT]-3°
anti-sense 5 -UAGUGCUUAGCAUAGAGAGIdT] [dT]-3°

TBE-Puffer (pH 8)
445 mM Tris Base
445 mM Borsaure
10 mM EDTA
geldst in destilliertem Wasser

2.1.3.5 Losungen zur FACS-Analytik

Annexin V-Bindungspuffer (pH 7,4)

2,5mM CaC|2
10 mM HEPES
140 mM NacCl

geldst in destilliertem Wasser

Cell Staining-Puffer
0,5 % BSA

geldst in CellWash (0,1 % ige Natriumazid-PBS LOsung)

Propidiumiodid-Lésung

20 mg Propidiumiodid

geldst in 1000 ml destilliertem Wasser
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2.1.3.6 Losungen zur fluoreszenzmikroskopischen Analytik

Zellfixierungslosung
1 % Paraformaldehyd
gelost in PBS

Zellkern-Farbelésung

100 ug 4’,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)
gelost in 1 ml destilliertem Wasser

2.1.3.7 L6ésungen der Testsubstanzen

FITC-Dextran: 1 mg/ml Lésung des Endozytose-Indikators in IMDM
Glutamax (immer frisch hergestellt)

FTY720-Phosphat: 1 mM L6sung des S1P-Rezeptormodulators in DMSO

Fumitremorgin C: 10 mM Lo6sung des ABCG2-Inhibitors in DMSO

K6PC-5: 100 mM Losung des SphK-Aktivators in DMSO

LY294002: 10 mM Lo6sung des PI3K-Inhibitors in DMSO

Mannan: 1 mg/ml Lésung des Mannose-Rezeptorantagonisten in

IMDM Glutamax (immer frisch hergestellt)

MK571: 10 mM Lo6sung des ABCCL1-Transporter-Hemmstoffs in
DMSO

Probenecid: 250 mM Lésung des ABCC-Inhibitors in 1N NaOH

Reversin 121: 10 mM Loésung des ABCB1-Inhibitors in DMSO

Rottlerin: 1 mg/ml Lésung des Makropinozytose-Inhibitors in Wasser

S1P: 500 uM Stammldsung des Lipidmediators in Methanol

(Sonifizierung bis Losungsklarheit); Aliquotierung und
Abdampfung der S1P-Stammldsung mit Stickstoff;
Losung des S1P-Feststoffaliquots unmittelbar vor dem
Einsatz mit entsprechendem Volumen 0,5 % BSA/PBS
Ldsung zu einer wassrigen 100 yM S1P-L6sung
(15-minutige Sonifizierung der Losung)

SEW2871. 5 mM Losung des S1P;-Rezeptorantagonisten in DMSO
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SKI I 50 mM L6ésung des SphK1-Inhibitors in DMSO

VPC24191: 20 mM Stammldsung des S1P-Rezeptormodulators in
DMSO/1N HCI (95:5 V/V); anschliel3end Verdiinnung der
Stammldésung mit 3 % BSA/PBS Ldsung zu 1 mM Lésung

Wenn nicht anders angegeben erfolgte die Lagerung der gelésten und aliquotierten
Substanzen bei -20 °C. Die in dem Experiment benétigten Konzentrationen wurden
unmittelbar vor Testbeginn durch Verdinnung im IMDM Glutamax hergestellt. In den

Kontrollexperimenten wurden die entsprechenden Lésungsmittelmengen eingesetzt.

2.2 Methoden

2.2.1 Methoden zur Gewinnung und Kultivierung der Zellen

22.1.1 Kultivierung von XS52 Zellen

Die Kultivierung der murinen unreifen dendritischen Zelllinie XS52 erfolgte in
XS52GM bei 37 °C, 5 % CO; und mindestens 95 % Luftfeuchte. Es wurden Zellen
der Passagen 9 bis 24 fir die Experimente eingesetzt. Als Wachstumsfaktor fur
XS52 Zellen diente neben dem hitzeinaktiviertem FKS das GM-CSF. Die Zugabe des
konditionierten NS47 Medium zu XS52GM hatte die Aufgabe, das Ausreifen der
XS52 Zellen zu reifen DC's zu verhindern.

Nachdem die Zellen einen Konfluenzgrad von 80 — 90 % erreichten (Ublicherweise
nach 3 — 4 Tagen), wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und durch den
Einsatz eines Zellschabers von der Kulturflasche durch sanftes Abkratzen im PBS
abgeldst. Die Zellen wurden in ein 50 ml Falcon Réhrchen tberfihrt und mit einer
Pipette homogenisiert. Nach der Zentrifugation (400 g, 5 min, 4 °C) wurden die
Zellen im XS52GM aufgenommen und mit einer Zellzahl von 0,8 — 1 x 10° Zellen in

eine 75 cm? Zellkulturflasche mit 15 ml vorgelegtem XS52GM ausgesat.
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2.2.1.2 Kultivierung von NS47 Zellen

Die Kultivierung der murinen Fibroblastenzelllinie NS47 erfolgte in NS47GM bei
37 °C, 5 % CO, und mindestens 95 % Luftfeuchte und diente der Gewinnung vom
konditionierten NS47 Medium. Es wurden Zellen der Passagen 7 bis 15 fur die
Experimente eingesetzt.

Nachdem die Zellen einen Konfluenzgrad von etwa 85 — 90 % erreichten
(Ublicherweise nach 3 — 4 Tagen), wurde das konditionierte Medium abgenommen,
die Zellen mit PBS gewaschen und durch Zusatz von 1,5 ml Trypsin-EDTA-LOsung
bis zum Ablésen im Brutschrank inkubiert. Das Ablésen wurde unter dem
Lichtmikroskop kontrolliert. Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe von 3,5 ml
Stoppmedium beendet. Die Zellsuspension wurde in ein 50 ml Falcon Rdéhrchen
Uberfuhrt und mit einer Pipette homogenisiert. Nach der Zentrifugation (400 g, 5 min,
4 °C) wurden die Zellen in NS47GM aufgenommen und im Verhaltnis 1:10 in 35 ml
NS47GM in einer 175 cm? Schale verbreitert. Die bei der Kultivierung gewonnenen

konditionierten NS47 Medien wurden vereinigt, sterilfiltriert und bei -20 °C gelagert.

2.2.1.3 Gewinnung und Kultivierung von BM-DC

Die Gewinnung der BM-DC's erfolgte nach der Methode von Lutz (Lutz et al., 1999)
aus einem murinen Knochenmark. Der Femur einer C57BL/6 Maus wurde nach
sorgfaltigem Entfernen des Fells und des umliegenden Fett- und Muskelgewebes fur
3 Minuten im 70 % igen Ethanol behandelt. Nach der Uberfiihrung des Knochens in
PBS und Entfernung der Femurkopfe mit einer Skalpellklinge wurde die
Knochenmarkshohle mittels einer Spritze und Kanile mit 5 ml PBS ausgespdult. Nach
der Homogenisierung und der Zentrifugation (400 g, 5 min, 4 °C) der Zellsuspension
erfolgte die Inkubation der Knochenmarkszellen in 10 ml Erythrozyten Lysepuffer fur
3 Minuten bei Raumtemperatur, um die roten Blutkérperchen zu entfernen. Die
Lysereaktion wurde durch Zugabe von 20 ml DCGM (ohne GM-CSF) beendet und
die Zellsuspension durch ein Zellsieb (40 um) gespult, um Gewebereste
abzutrennen. Nach der Zentrifugation (400 g, 5 min, 4 °C) wurden die Zellen in PBS
aufgenommen. 100 pl der Zellsuspension wurde mit Trypanblau-Losung (0,2 %) 1:1

gemischt und die Anzahl der vitalen Zellen mittels Neubauer-Zadhlkammer bestimmt.
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Nach der Zentrifugation (400 g, 5 min, 4 °C) wurden die Zellen mit einer Dichte von
2,5 x 10° Zellen/10 ml in DCGM auf einer 10 cm Schale ausgesét (Tag 0). Am Tag 3
wurden weitere 10 ml DCGM der Zellkultur hinzugeftigt. Am Tag 6 und 8 wurden 10
ml des Kulturmediums abgenommen, die Zellen daraus abzentrifugiert (400 g, 5 min,
4 °C) und zusammen mit 10 ml frischem DCGM zurtck auf die Schale tberfihrt. Am
Tag 10 wurden die nicht adharenten Zellen (BM-DC's) fir die Experimente

verwendet.

2.2.1.4 Quantifizierung und Einsaat von Zellen

Die Aussaat einer definierten Zellzahl stellt eine bendtigte Voraussetzung dar, um
optimale Zellkulturbedingungen zu schaffen und um die Reproduzierbarkeit der
Experimente zu gewahrleisen. Fir die Zahlung einer Zellsuspension wurde ein
Hamozytometer (Neubauer Zahlkammer: 0,0025 mm?/0,1 mm) verwendet. Nachdem
ein Deckglaschen unter Ausbildung von Newtonringen auf die Zahlkammer gedruckt
worden war, wurden 10 ul der homogenisierten Zellsuspension in die Kammer gefuillt.
Die Neubauer Zahlkammer besteht aus neun groRen Quadranten, wobei die
Zellzahlbestimmung durch Auszahlung der vier groRen Eckquadranten mittels eines
Phasenkontrastmikroskops erfolgte. Der Mittelwert der Einzelwerte multipliziert mit
10* lieferte die Zellzahl in einem ml der Zellsuspension. So konnten definierte und
identische Zellzahlen fur die jeweiligen Versuche eingesat werden.

Bei der Gewinnung von BM-DC's wurden die Knochenmarkszellen vor der
Auszahlung mittels Trypanblau-Lésung angefarbt. Dieser Vitalitatstest wurde
verwendet, um den Anteil vitaler Zellen nach einer mdglicherweise traumatischen
Prozedur wie das Ausspulen der Zellen aus Knochenmarkhthle zu bestimmen.
Dieser Test stutzt sich auf die veranderte Membrandurchlassigkeit abgestorbener
Zellen, bei der Farbstoffe, fur die die Zellmembran normalerweise nicht durchlassig
ist, aufgenommen werden. Vitale Zellen nehmen derartige Farbstoffe wie Trypanblau
nicht auf und kénnen im Mikroskop bei der Zahlung von den abgestorbenen Zellen

abgegrenzt werden.
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2.2.1.5 Kryopraservierung und Reaktivierung von Zellen

Die Langzeitlagerung der verwendeten Zelllinien (XS52, NS47) erfolgte durch
Aufbewahrung bei -196 °C in flussigem Stickstoff. Hierzu wurden die jeweiligen
Zellen bei einem Konfluenzgrad von 80 — 90 % von der Kulturflasche abgelést und
nach der Zentrifugation (400 g, 5 min, 4 °C) mit einer Zelldichte von 1 x 10° Zellen/ml
in dem jeweiligen Einfriermedium resuspendiert. Jeweils 1,5 ml dieser Zellsuspension
wurden in Cryoréhrchen Gberfihrt und zunachst fir ca. 48 Stunden mittels der
Einfrierhilfe Mr. Frosty bei -80 °C aufbewahrt. AnschlieRend erfolgte die Uberfiihrung
in flissigen Stickstoff.

Zur Reaktivierung der Zellen wurde das entsprechende Cryorohrchen schnell im
37 °C warmen Wasserbad aufgetaut. Um das zelltoxische DMSO zu entfernen,
wurde die Zellsuspension zunachst in das jeweilige vorgewarmte (37 °C)
Wachstumsmedium aufgenommen und abzentrifugiert (400 g, 5 min, 4 °C).
AnschlieBend wurden die Zellen in eine 75 cm? Zellkulturflasche, die mit auf 37 °C
temperiertem frischem Wachstumsmedium gefullt war, tberfihrt. Die Anzucht der
Zellen bis zum gewilnschten Konfluenzgrad erfolgte im Brutschrank bei 37 °C und
5% COs,.

2.2.2 Methoden zur Proteinanalytik

2.2.2.1 Proteingewinnung durch Zelllyse

Fir die Proteingewinnung wurden XS52 Zellen in einer Zelldichte von 2 x 10° Zellen
pro Zellkultureinheit in einer 6-Loch-Platte eingeséat. Nach der jeweiligen Stimulation
wurde die Testplatte auf Eis Uberfiihrt, das Stimulationsmedium abgesaugt und die
Zellen zweimal mit 2 ml eiskaltem PBS gewaschen. Nach dem Einleiten der Zelllyse
durch die Zugabe von 50 pl RIPA Puffers wurde die Zellkulturplatte bei 4 °C fur
30 Minuten auf einem Wippschuttler inkubiert. Nach optischer Uberpriifung der
vollstandigen Zelllyse mittels eines Phasenkontrastmikroskops wurden die Zelllysate

in Eppendorfgefal3e Uberfuhrt. Die festen Zellbestandteile der gewonnenen Zelllysate
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wurden bei 4 °C und 16000 g fur 30 Minuten abzentrifugiert und die Uberstande

direkt zur Proteinbestimmung bzw. Western Blot Analyse eingesetzt.

2.2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration der einzelnen Zelllysatiberstande wurde mit Hilfe einer
modifizierten Methode nach Bradford gemessen (Bradford 1976) und erlaubte den
Einsatz von definierten Proteinmengen bei der Western Blot Analyse. Der im
Bradford-Reagenz (RotiQuant) enthaltene Farbstoff Coomassie-Brilliant-B fuhrt bei
der Anlagerung an kationische und unpolare Seitenketten der Proteine zu einer
Verschiebung des Extinktionsmaximums von 465 nm (rotbraun) zu 595 nm (blau).
Die photometrische Messung der Extinktion der Probelésung bei 595 nm ist somit ein
Mafl3 fir die Proteinkonzentration der isolierten Zelllysate. Zur Quantifizierung der
Proteinkonzentrationen wurde zunéchst eine Standardgerade mit Hilfe einer BSA-
Losung (1 mg/ml geldst in destilliertem Wasser) erstellt, indem die Extinktionswerte
der BSA-Konzentrationen einer Regressionsanalyse unterzogen wurden. Fur die
Proteinbestimmung der Proben wurden 5 pl des Zelllysats mit 95 pl destilliertem
Wasser und 1 ml Bradford-Reagenz gemischt und 3 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Aus der sich anschlieenden photometrischen Bestimmung des
Extinktionwertes bei 595 nm wurde mittels der zuvor erstellten Standardgeraden die

Proteinkonzentration der einzelnen Proben ermittelt.

2.2.2.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE stellt ein biochemisches Verfahren dar, mit dessen Hilfe die
gewonnenen Zelllysate in die einzelnen Proteinfraktionen im elektrischen Feld
aufgetrennt werden kdnnen. Als Trennmatrix dient ein Gel auf Polyacrylamidbasis,
das je nach der gewahlten Konzentration des Polymers unterschiedliche PorengroRRe
aufweisen kann. Zusatzlich kommt das anionische Tensid SDS zum Einsatz, das
durch Wechselwirkung mit Proteinen ihre Eigenladungen lberdeckt, so dass die
Proteine eine konstante negative Ladungsverteilung aufweisen und nur nach der

Grol3e aufgetrennt werden.
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Vor der Auftrennung der Proteine in einer SDS-PAGE wurden 20 — 40 ug Protein
aquivalenten Volumina des Zelllysats die entsprechende Menge an
Probenauftragspuffer nach Laemmli versetzt. Anschliel3end erfolgte die Erhitzung
dieses Gemisches auf 95 °C im Heizblock fir 5 Minuten, um eine vollstandige
Denaturierung der Proteine und Anlagerung des Tensids zu gewabhrleisten. Die
aufbereiteten Proben und der Proteingrél3enmarker wurden in die Geltaschen eines
diskontinuierlichen Systems aus Sammel- und Trenngel aufgetragen. Die
Auftrennung erfolgte elektrophoretisch bei konstanter Spannung von 200 V und
maximaler Stromstarke von 120 mA in einem mit Laufpuffer geflllten vertikalen
Elektrophoresesystem. Das diskontinuierliche Trennsystem unterteilt sich in zwei
Abschnitte, ein Sammelgel (4 % iges Polyacrylamidgel) mit Geltaschen oben und ein
Trenngel (10 % iges Polyacrylamidgel) unten, um eine scharfe Trennung der
Proteinfraktionen zu erméglichen. Das Sammelgel enthalt weniger Acrylamid als das
Trenngel (nur bis zu 4 %), ist grobporiger und bewirkt, dass die Proteine aus der
Geltasche an der Grenze zum Trenngel fokussiert werden. Dies bewirkt, dass die
gesamten Proteine der Probe gleichzeitig im Trenngel elektrophoretisch aufgetrennt
werden kénnen. Die Elektrophorese  wurde  beendet, wenn die
Bromphenolblaubanden des Probenauftragspuffers nach Laemmli den unteren
Bereich des Gels erreicht hatten.

2.2.2.4 Western Blot und Detektion der Proteine

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Zellproteine wurden im nachsten Schritt zur
Immundetektion aus dem Gel auf eine PVDF-Membran positionsgenau uUbertragen
(geblottet) und immobilisiert. Dazu wurden das proteinhaltige Gel, die mit Methanol
aktivierte PVDF-Membran und Bloftfilterpapier im Blotpuffer fir mindestens
15 Minuten equilibriert und anschlieRend zu einem Blotsandwich geschichtet. Der
Proteintransfer erfolgte bei 90 mA dber Nacht in einem mit 1000 ml Blotpuffer
beflllten Tank-Blot. Dabei wurde ein zur vorherigen SDS-PAGE senkrecht
verlaufendes elektrisches Feld auf das Gel angelegt, das die Wanderung der
Proteine Richtung Membran ausldste. Die so erhaltene Membran, der Western Blot,
wurde anschlieend fur den Nachweis, die Lokalisation und Quantifizierung

bestimmter Proteine mit Hilfe spezifischer Antikorper verwendet.
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Die PVDF-Membran wurde zunéchst durch Schwenken in der Ponceau-S-Lésung auf
den erfolgreichen Proteintransfer Uberprift. Ponceau-S bindet reversibel an die
positiv geladenen Aminogruppen der Proteine und farbt diese rotlich. Nach der
Uberprifung wurde der Blot bis zur Entfarbung mit TBST-Puffer gewaschen.
Anschlie3end wurden die Membranen in der Blockldsung bei 37 °C inkubiert, um
unspezifische Bindungen der Antikdrper an der Membran zu verhindern. Nach drei
Waschschritten mit TBST-Puffer fur jeweils 5 Minuten bei Raumtemperatur wurden
die Membranen mit dem priméren Antikoérper (1:2000 in TBST verdiinnt) behandelt,
um die Zielproteine spezifisch zu markieren. Die Inkubation erfolgte fir 2 Stunden bei
Raumtemperatur auf dem Wippschittler. Danach wurde die Membran erneut dreimal
mit TBST-Puffer gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem
entsprechenden Meerrettich-Peroxidase (HRP) -gekoppelten Sekundar- bzw. beta-
Actin  Antikdrper (1:2000 in Blockldsung verdinnt) fur eine Stunde bei
Raumtemperatur. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit TBST-Puffer erfolgte die
Detektion der gebundenen HRP-Antikérper mit Hilfe des LumiGlo®
Chemilumineszenz-Reagenzes. Dazu wurde die Membran fur 2 Minuten mit
Lumineszenzfarbstoff sowie Peroxid-Losung (jeweils 1:20 Verdinnung) behandelt.
Bei dieser Reaktion wird Wasserstoffperoxid durch HRP reduziert, wobei die dafir
benotigten Elektronen aus Luminol gewonnen werden. Die dabei entstehenden
Luminolradikale bilden ein Luminol-Endoperoxid, welches sofort unter Abstrahlung
von Chemilumineszenz zerfallt. Durch den Zusatz von ,Enhancern® wird die Menge
des emittierten Lichtes erhoht und zugleich die Emission verlangert. Diese
Lumineszenzsignalstarke wurde mit Hilfe des Detektors, ChemiDoc XRS+ System,
zu verschiedenen Zeiten erfasst und ausgewertet. Fir die Detektion von weiteren
Proteinen auf der gleichen Membran wurden die Antikérper durch Inkubation der
Membran in 50 ml Strip-Puffer bei 50 °C fur 30 Minuten entfernt und einer erneuten

Immundetektion unterzogen.
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2.2.3 Methoden zur RNA-Analytik

2.2.3.1 Isolierung der Zell-RNA fiur die cDNA-Synthese

Die Isolierung von mRNA, die nach dem Umschreiben in cDNA und Quantifizieren
mittels Real-Time PCR Aussagen Uber Expressionsstatus von Genen erlaubt,
erfolgte mit dem kommerziell erhaltlichen High-Pure-RNA-Isolation-Kit nach den
Angaben des Herstellers. Hierzu wurden zunachst 1 x 10° XS52 Zellen nach der
entsprechenden Stimulation mit PBS gewaschen, in ein Eppendorfgefal3 tberfuhrt
und durch Zugabe von 200 pyl PBS und 400 pl Lysis/-Binding Buffer (15 s Vortexen)
lysiert. Anschlieend wurden die Lysate auf eine Saule, High-Pure-Filter-Tube,
Uberfuhrt und fur 15 Sekunden bei 8000 g zentrifugiert, wobei die Bindung von
RNA/DNA an die Saule stattfand. Um die ebenfalls im Saulenfilter gebundene DNA
zu eliminieren, wurde der Saulenfilter mit 100 pl einer DNase |-Lésung fir 15 Minuten
inkubiert. Im nachsten Schritt wurde die an der Saule gebundene RNA durch
jeweilige Zugabe und anschlieRende Zentrifugation von Wash Buffer I/Wash Buffer I
aufgereinigt. Die Gesamt-RNA wurde aus der Saule mit 50 pl Elution Buffer in ein
Eppendorfgefal eluiert. Die Konzentration der nun erhaltenen wassrigen RNA-
Losung wurde mit Hilfe eines Photometers unter Verwendung eines pH-neutralen
sterilen 10 mM Tris-HCI-Puffers bestimmt. Dazu wurde jede Probe 1:50 in Tris-HCI-
Puffer verdiinnt und bei 260 nm und 280 nm vermessen. Zur Uberprufung der
Reinheit der isolierten Gesamt-RNA wurde neben der RNA-Konzentration in ng/ul
auch der Quotient der Absorption bei 260 nm und 280 nm von dem Photometer
berechnet. Um gréRRere Verunreinigungen ausschlieen zu kénnen, wurden nur
RNA-Proben verwendet, bei denen dieser Quotient einen Wert vonl,8 nicht

unterschritt. Die Proben wurden bis zur Transkription in cDNA bei -80 °C gelagert.

2.2.3.2 cDNA-Synthese aus mRNA

Zur Umschreibung von cDNA aus der mRNA wurde das Revert-Aid-First-Strand-
cDNA-Synthesis-Kit der Firma Fermentas verwendet. Bei dieser biochemischen

Methode wird mit Hilfe einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase (Reverse
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Transkriptase) eine Reaktion katalysiert, bei der zu jeder RNA-Matrize ein
komplementarer DNA-Strang gebildet wird. Die verwendete M-MuLV Reverse
Transkriptase (M-MuLV RT) verfligt tber eine geringe RNAse-Aktivitat und ist somit
fur die Arbeiten mit RNA besonders gut geeignet. Im ersten Schritt wurden 1 ug RNA
aquivalente Volumina der isolierten RNA-Losung und 1 pl Oligo(dT)18-Primer
(0,5 pg/ml) mit DEPC-Wasser zu einem Gesamtvolumen von 12 ul verdunnt und bei
65 °C fur 5 Minuten inkubiert. Dieser Schritt dient der Denaturierung der RNA bzw.
der Primer und fuhrt in anschlie3ender Abkihlung des Reaktionsgemisches auf 0 °C
zur Anlagerung der Primer an die Poly-A-Sequenzen der mRNA, so dass
ausschlief3lich die mRNA aus der Gesamt-RNA der Zelle in cDNA umgeschrieben
werden konnte. Im nachsten Schritt wurde der Lésung ein Reaktionsgemisch
zusammengesetzt aus 4 ul Reaktionspuffer (20 nM Tris-HCI pH 8,3, 3,75 mM KClI, 15
mM MgCl,), 1 ul Ribonuclease-Inhibitors RiboLock™ 20 Einheiten/ul, 2 pl
Desoxynukleosidtriphosphaten 10 mM und 1 pyl M-MuLV RT (20 Einheiten/pul)
hinzugefligt. Die sich anschlieRende cDNA-Synthese wurde bei 42 °C (optimale
Aktivitat der reversen Transkriptase) fir 60 Minuten durchgefiihrt und durch Erhitzen
des Reaktionsansatzes auf 70 °C (Zerstorung der reversen Transkriptase) beendet.
Die abgekuhlten Proben wurden zur Aufbewahrung und spateren Weiterverwendung
fur Real-Time PCR bei -80 °C eingefroren.

2.2.3.3 Relative Quantifizierung der cDNA mittels Real-Time PCR

Die Real-Time PCR hat sich als Standard-Methode fur den Nachweis und die
Quantifizierung von DNA bzw. RNA etabliert. Dabei kann die Expression der
untersuchten Gene Uber die in cDNA umgeschriebene totale Menge an mMRNA
nachgewiesen werden. Die Polymerase-Kettenreaktion besteht aus drei Schritten:
der Denaturierung der doppelstrangigen DNA, Anlagerung der Primer an die
jeweiligen komplementaren DNA-Strdnge (Annealing) und Polymerisation neuer
DNA-Doppelstrange (Elongation). Durch die Sequenz der Primer werden dabei nur
die zu untersuchenden Gene vervielfaltigt. Gleichzeitig findet eine Messung der
Menge an gebildeten Nukleinsduren in Echtzeit (‘Real-Time’) statt. Diese
Quantifizierung im Verlauf der PCR wird durch die Detektion von

Fluoreszenzsignalen am Ende bzw. wahrend eines PCR-Zyklus ermdglicht, deren
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Starke von der Menge an (gebildeten DNA-Replikaten abhéngt. Die
Fluoreszenzsignale entstehen dabei durch die Laser-induzierte Anregung des
Fluoreszenzfarbstoffes und DNA-Interkalators SYBR-Green|. Daher nimmt die
entstandene Fluoreszenz proportional zur Menge an gebildetem PCR-Produkt zu und
erlaubt die Quantifizierung der entstanden DNA-Zielsequenz. Fur die Amplifikation
wurde ein LightCycler480 Il der Firma Roche Diagnostics verwendet. In dieser Arbeit
wurde mittels Real-Time PCR die basale Genexpression sowie die Veranderungen
dieser nach 'siRNA Silencing™ untersucht. Fir jedes Primerpaar wurde im Vorfeld
eine Standardkurve mit unterschiedlichen Konzentrationen an der zu amplifizierende
DNA-Sequenz aufgenommen, um die Effizienz, die idealerweise bei 2 liegen sollte,
zu bestimmen. Die Amplifikation von 1 pl cDNA fand in einem Reaktionsansatz
bestehend aus 0,5 pl der jeweiligen Lésung des Primers (0,5 yM), 5 ul des zweifach
konzentrierten SYBR Green Master-Mix und 3 uyl RNAse-freiem Wasser in einer
96-Loch-Platte statt. Die Real-Time PCR wurde unter den folgenden Bedingungen
durchgefuhrt. Initiale Denaturierung fur 10 Minuten bei 95 °C, gefolgt von 45 Zyklen:
Denaturierung fur 10 Sekunden bei 95 °C, Annealing fur 10 Sekunden bei 60 °C und
Elongation fur 10 Sekunden bei 72 °C. AnschlieBRend wurde eine
Schmelzkurvenanalyse der gebildeten DNA-Produkte durchgefiihrt, um die mogliche
Bildung von unspezifischen Primerdimeren bzw. die Spezifitat der Primer zu
kontrollieren. Im Anschluss an die Normalisierung der einzelnen Daten gegen
GAPDH und HPRTL1 als Referenzgene wurde die relative mRNA-Expression des
untersuchten Gens ermittelt.

Neben der Untersuchung des Schmelzverhaltens der bei der Real-Time PCR
gebildeten DNA-Produkte wurden die bei der Bestimmung der Primereffizienz
entstandenen PCR-Amplikons zusammen mit DNA-Ladepuffer in 2 % igen
Agarosegel bei 90 V aufgetrennt. Nach der Ethidiumbromid-Farbung der im Gel
aufgetrennten DNA wurde diese im ChemiDoc XRS+ System detektiert. Das
Vorhandensein der richtigen DNA-Produktgréf3e sowie das Fehlen von anderen

DNA-Nebenbanden bestatigten die Eignung und Spezifitat der Primer.
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2.2.3.4 Reduktion der mRNA-Expression mittels siRNA

RNA-Interferenz (RNAI) ermdglicht die Aufklarung von Genfunktionen durch die
gezielte Expressionsminderung der Erbinformations-Ubertragenden mRNA. Sie
beruht auf einer Wechselwirkung kurzer Sticke von in die Zelle eingeschleuster
SiRNA mit der zellularen mRNA unter Beteiligung mehrerer Enzymkomplexe. Dabei
kommt es zur Spaltung der mRNA in mehrere Bruchstiicke, wodurch die Translation
in ein Protein verhindert wird. Eingeschleust in die Zelle bindet die doppelstréangige
siRNA zunachst an den Multienzym-Komplex RISC ('RNA induced silencing
complex’). Im ersten Schritt wird der Sense-Strang der siRNA durch RISC-Aktivitat
zerstort, dessen Sequenz mit der zelleigenen mRNA ubereinstimmt. Der Antisense-
Strang bleibt an RISC gebunden und kann im nachsten Schritt durch komplementéare
Basenpaarung spezifisch an die Ziel-mRNA binden. Dies fuhrt zum Abbau der
gebundenen mMRNA durch die Nuklease-Untereinheit ,Slicer. Die dabei
entstehenden RNA-Bruchsticke werden im Zytoplasma durch die zelleigenen
RNAsen weiter degradiert. Fur das Einbringen der siRNA in die XS52 Zellen wurde
das Transfektionsgerat Neon der Firma Invitrogen verwendet. Bei dieser Methode
findet eine Elektroporation der Zellen statt, die die kurzzeitige Zerstorung des
Membranpotentials der Zelle durch einen elektrischen Impuls zur Folge hat. Die
dabei entstehenden Membranporen ermdglichen die Diffusion der siRNA in das
Zytoplasma mit anschlieBendem Abbau der Ziel-mRNA. Nachdem die XS52 Zellen
ein Konfluenzgrad von 70 — 90 % erreicht haben, wurden die Zellen einmal mit PBS
gewaschen und von der Kulturflasche abgeldst. Nach der Zentrifugation (400 g, 5
min, 4 °C) wurden die XS52 Zellen mit einer Zelldichte von 5 x 10° Zzellen/ml in
Resuspension-Buffer/siRNA-Losung (Endkonzentration siRNA im XS52GM: 100 nM)
aufgenommen. 100 ul der Zellsuspension wurden in einer Neon-Pipettenspitze
aufgenommen und in den Electrolytic-Buffer der Neon-Pipette-Station eingetaucht.
Nach der erfolgreichen elektrischen Impulsauslosung wurde die Zellsuspension aus
der Neon-Pipettenspitze in 2 ml vorgewarmtes Antibiotika-freies XS52GM in einer
6-Loch-Platte tberfuhrt und im Brutschrank inkubiert. Als Kontrolle diente ein
Nukleotidduplex gleicher Grol3e mit zufalliger Sequenz (control siRNA), der selbst
nicht zum Abbau einer bekannten zellularen RNA fihrt. Die optimalen Einstellungen

des Transfektionsgerates hinsichtlich der Spannung, der Impulsdauer und der
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Impulszahl ist zellspezifisch und musste fur die XS52 Zelllinie ermittelt werden.
24 Stunden nach der Transfektion der Zellen wurden die entsprechenden Versuche
durchgefuihrt bzw. Proben zur Kontrolle der effektiven Reduktion der

MRNA-Expression tber Real-Time PCR gewonnen.

2.2.4 Methoden zur FACS-Analytik

Durchflusszytometrische Verfahren, auch FACS (‘Fluorescence-Activated Cell
Sorting’) -Analysen genannt, dienen der quantitativen automatischen Analyse von
fluoreszenzmarkierten vereinzelten Zellen. Sie besitzen den Vorteil einer exakten
Quantifizierung der betrachteten Markierung und ermaoglichen die gleichzeitige
Messung mehrerer Fluoreszenzfarbstoffe bzw. Zelleigenschaften. Zur Analyse
werden die Zellen einer Zellsuspension in einem laminaren Flissigkeitsstrom einzeln
an einem gebuindelten Laserstrahl vorbeigeleitet. Das Auftreffen der Lichtstrahlen auf
die Zellen fuhrt in Abh&angigkeit der zellularen Eigenschaften zu einer Lichtstreuung.
Das von je einer entsprechend angebrachten Linse gesammelte und photometrisch
detektierte Vorwartsstreulicht (FSC) gibt Auskunft Uber die GrolRe einer Zelle,
wahrend der Seitwartsstreulichtdetektor (SSC) deren Granularitat erfasst. Anhand
dieser Kriterien kann die gewlnschte Zellpopulation ausgewahlt und auf ihre
Fluoreszenzeigenschaften untersucht werden. Die quantitative Analyse von
Oberflachenmolekilen und intrazellularen Proteinen beginnt zunachst mit der
Markierung der Zellen mit Fluoreszenz-gekoppelten  Antikdrpern  bzw.
fluoreszierenden Farbstoffen. Im Anschluss findet die Messung der jeweiligen
Fluoreszenzintensitaten statt. Die Fluorochrome absorbieren das Laserlicht und
reemittieren ein Licht von einer niedrigeren Energie und langeren Wellenldnge
(Fluoreszenz), das durch Linsen gesammelt und durch Spiegel bzw. Filter nach
Wellenlangenbereichen aufgetrennt und detektiert wird. So konnen die Signale
mehrerer verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe bei der Mehrfarbenanalyse getrennt
aufgenommen und quantitativ  ausgewertet werden. Dabei ist die
Fluoreszenzintensitat proportional zur Anzahl der pro Zelle gebundenen
Fluorochrome und damit zur Anzahl der untersuchten Zieleigenschaften. Die
verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe und die spektralen Eigenschaften kénnen der

Tabelle 2.2.4 entnommen werden. Mit Hilfe der FACS-Analytik wurde an einem BD
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FACS Canto Il Zytometer, der Uber 3 Laser verfigt, neben der
Oberflachenexpression von Proteinmarkern auch die Apoptose und die Endozytose

von FITC-Dextran gemessen.

Tab. 2.2.4: Verwendete Fluoreszenzfarbstoffe

Fluoreszenzfarbstoff Excitations- Emissions- Excitations-
maximum maximum wellenlange
(nm) (nm) (nm)
Allophycocyanin 650 660 633
(APC)
eFluor4d50 401 456 405
Fluorescein-lsothiocyanat 494 519 488
(FITC)
Phycoerythrin 496 578 488
(PE)
Propidiumiodid 351 617 488
(P1)

2.24.1 Bestimmung der zellularen Oberflachenmolekiile

Fir die Analyse der Oberflachenmolekiile der BM-DC’s und der XS52 Zellen wurden
nach der jeweiligen Stimulation 1-2 x 10° Zellen zweimal mit je 1 ml Cell Staining-
Puffer gewaschen und anschlieend mit den entsprechende Fluorochrom-
gekoppelten Antikdrpern angefarbt. Dazu wurden die Zellen in einem
FACS-Rohrchen in 100 ul des Antikdrper-haltigen Cell Staining-Puffers suspendiert
und fur 30 Minuten bei 4 °C unter Lichtausschluss inkubiert. Anschliel3end wurden
zwei Waschschritte mit je 1 ml Cell Staining-Puffer pro R6hrchen durchgefiihrt. Nach
dem letzten Waschschritt bzw. der Zentrifugation (400 g, 5 min, 4 °C) und dem

Abdekantieren des Uberstandes wurden die Zellen in 200 pl Cell Staining-Puffer
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resuspendiert. Die Fluoreszenzintensitat der markierten Zellen wurde mit dem
Durchflusszytometer gemessen und mit dem Programm Flowjo (BD Bioscience,
Heidelberg) ausgewertet.

2.2.4.2 Bestimmung der Apoptoserate

Zur Detektion apoptotischer und nekrotischer Zellmarker wurden die XS52 Zellen
nach der jeweiligen Stimulation mit APC-gekoppelten Annexin V und dem
Fluoreszenzfarbstoff Pl markiert und  anschlie@end hinsichtlich  der
Fluoreszenzintensitat durchflusszytometrisch analysiert. In der frihen Phase der
Apoptose werden Phosphatidylserin-Reste von der Innenseite der Plasmamembran
zur AuBenseite transloziert, an welche Annexin V spezifisch bindet. Frih-
apoptotische Zellen sind nur mit Annexin V anfarbbar, wohingegen spat-apoptotische
und nekrotische Zellen durch eine gleichzeitige Farbung mit PI detektierbar sind. Der
Grund dafur ist, dass PI nur in Zellen mit durchlassiger Zytoplasmamembran
eindringt und in die DNA interkaliert. Es erfolgte auf diese Weise eine Bestimmung
der frih- und spat-apoptotischen Zellen. Nach der Uberfiihrung des jeweiligen
Stimulationsmediums mit den darin enthaltenen Zellen in ein FACS-Ro6hrchen
wurden die anhaftenden Zellen abgeldst und durch Waschen der Kulturplatte mit
PBS quantitativ zu dem jeweiligen FACS-Rohrchen hinzugefigt. Nach der
anschlieBenden Zentrifugation (300 g, 5 min, 4 °C) der vereinigten Zellsuspensionen
wurden die Zellen mit kaltem Annexin V-Bindungspuffer gewaschen und in 100 pl
des frischen Bindungspuffers resuspendiert. Unter Lichtausschluss folgte eine
Inkubation der Zellsuspensionen mit APC-gekoppelten Annexin V in einer
Endkonzentration von 0,5 pg/ml fir 15 Minuten bei Raumtemperatur. Die
Farbereaktion wurde durch die Zugabe von 1 ml Annexin V-Bindungspuffer und
anschlieBende Zentrifugation beendet. Nach dem Resuspendieren der Zellen in 190
Ml des frischen Annexin V-Bindungspuffers erfolgte die Zugabe der Propidiumiodid-
Losung in einer Endkonzentration von 1 pg/ml. Die Fluoreszenzintensitat der
markierten Zellen wurde mit dem Durchflusszytometer gemessen und mit dem

Programm Flowjo ausgewertet.
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2.2.4.3 Bestimmung der FITC-Dextran Endozytoserate

Zur Quantifizierung der Endozytoseaktivitat in den DC's (BM-DC's und XS52 Zellen)
wurden die Zellen mit FITC-markierten Dextranmolektlen inkubiert und anschlie3end
hinsichtlich der Fluoreszenzintensitat durchflusszytometrisch analysiert. 2 x 10°
XS52 Zellen bzw. BM-DC's wurden in der Zellkultureinheit einer 6-Loch-Platte bzw.
in einem FACS-Ro6hrchen gegebenenfalls entsprechend vorstimuliert, auf Eis
tberfuhrt und vom Medium befreit. Anschlieend wurden die Zellen in 1 ml FITC-
Dextran-haltiges IMDM Glutamax (1 mg/ml) Medium aufgenommen, welches mit
entsprechenden Stimulantien supplementiert wurde und fur 15 Minuten bei 37 °C
unter Lichtausschluss inkubiert. Die Aufnahme des FITC-Dextrans wurde durch
Uberfiihrung der Zellen auf Eis beendet. Als Kontrolle dienten Zellen, die mit FITC-
Dextran bei 4 °C inkubiert wurden. AnschlieRend wurden die Zellen viermal mit je
2 ml eiskaltem CellWash gewaschen und im Durchflusszytometer hinsichtlich der
intrazellularen FITC-Dextran-Aufnahme analysiert. Bei der Analyse der BM-DC's
wurden vor der durchflusszytometrischen Endozytosemessung bestimmte
Oberflachenmolekiile mittels Antikbrper angefarbt, was die eindeutige ldentifizierung
der zu untersuchenden dendritischen Zellpopulation erlaubte. Die Auswertung der

Daten erfolgte mit Hilfe von Flowjo.

2.2.5 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen

Eine weitere Moglichkeit zur Untersuchung der veranderten Endozytoseaktivitat der
DC's bietet die Fluoreszenzmikroskopie, wobei die aufnahmeféhige fluoreszierende
Verbindung FITC-Dextran intrazellular nachgewiesen werden kann. Zur Detektion der
Aufnahme des Indikators wurden XS52 Zellen in 6-Loch-Platten mit eingesetzten
Deckglasern in einer Zelldichte von 5 x 10* Zellen/Zellkultureinheit ausgesét. Die
Zellen wurden analog den durchflusszytometrischen Untersuchungen gegebenenfalls
entsprechend vorstimuliert, auf Eis tberfuhrt und vom Medium befreit. Anschliel3end
wurden die Zellen in 1 ml FITC-Dextran-haltiges IMDM Glutamax (1 mg/ml) Medium
aufgenommen, das mit entsprechenden Stimulantien supplementiert wurde und fir
15 Minuten bei 37 °C unter Lichtausschluss inkubiert. Die Aufnahme des FITC-
Dextrans wurde durch die Uberfiihrung der Zellen auf Eis und viermaliges Waschen
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der Zellen mit je 2 ml eiskaltem PBS beendet. Es folgte die Behandlung der Zellen
mit 1 ml Zellfixierungslosung fur 10 Minuten. Daran schloss sich nach zweimaligem
Waschen mit je 2 ml PBS die Anfarbung der Zellkerne an. Dazu wurden die Zellen in
je 1 ml Zellkern-Farbelésung (Endkonzentration 5 pg/ml in PBS) fur 15 Minuten
inkubiert und abschliel3end zweimal mit PBS gewaschen. Die Deckglaschen wurden
aus der 6-Loch-Platte entfernt, mit einem Tropfen Fluoromount auf Objekttragern
fixiert und bis zur fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme unter Lichtausschluss
gelagert.

Mit Hilfe der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung wurde weiterhin die
Optimierung der Parameter bei der Transfektion der XS52 Zellen mittels Neon
durchgefiuihrt. Eine mdglichst hohe Transfektionseffizienz der Elektroporation ist fur
die erfolgreiche mRNA Reduktion mittels siRNA essentiell. Dazu wurden je 5 x 10°
XS52 Zellen (siehe 2.2.3.4) bei den von dem Hersteller empfohlenen
unterschiedlichen Elektroporationsparametern (Spannung, Impulsdauer; Anzahl der
Impulse) mit einem kommerziell erhaltichen GFP-Vektor (2pug je 100 i
Transfektionansatz) transfiziert. Das erfolgreiche Eindringen des Vektors in die Zelle
fuhrt zur Proteinbiosynthese des grun fluoreszierenden Proteins (GFP) im Cytosol
und kann somit als Mal3 fur die Transfektionseffizienz herangezogen werden. Nach
der Inkubation der Zellen im Antibiotika-freien XS52GM fur 24 Stunden im
Brutschrank, wurden die Zellen nach zweimaligen Waschen mit je 2 ml PBS in 1 ml
PBS aufgenommen und hinsichtlich der griinen Fluoreszenzintensitat untersucht. Die
fluoreszenzmikroskopischen  Aufnahmen erfolgten am Keyence BZ9000

Fluoreszenzmikroskop.
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2.2.6 Quantifizierung von S1P im biologischen Material

Die Gehaltsbestimmung von S1P in XS52 Zellen bzw. Kulturmedium erfolgte nach
der Extraktion des Lipidmediators aus dem biologischen Material unter Verwendung
von “electrospray ionisation liquid chromatography/tandem mass spectrometry” (ESI-
LC-MS/MS). Bei dieser Methode findet zunachst eine flissigchromatographische
Auftrennung des Extraktionsgemischs statt, anschlie3end kann die zu untersuchende
Substanz mittels zwei hintereinander geschalteten Massenspektrometern (quadrupol-
und time of flight- Analysator) identifiziert und quantifiziert werden. Die genauen
Messparameter des Systems konnen der Tabelle 2.2.6 entnommen werden. Die
Extraktion des Sphingolipids fur die Gehaltsbestimmung wurde dabei nach der
Methode von Ruwisch (Ruwisch et al., 2001) durchgefiuihrt. Diese basiert auf einem
zweistufigen Zweiphasen-Extraktionsverfahren unter Anwendung verschiedener
pH-Extraktionsbedingungen.

Fir die Durchfiihrung der Versuche wurden 1 x 10° XS52 Zellen in Zellkulturschalen
(100 mm Durchmesser) ausgesat. Nach der entsprechenden Stimulation der Zellen
erfolgte die Uberfilhrung des Kulturmediums in ein silikonisiertes Eppendorfgefar
und das Waschen der Zellen mit PBS. AnschlieRend wurden die Zellen von der
Kulturschale abgeldst und in einem silikonisiertem Eppendorfgefald mit 1 ml 0,25 %
HCl/Methanol-Losung aufgenommen. Zur Homogenisierung und Freisetzung von
S1P aus den Zellen wurde die Zellsuspension im Ultraschallbad fur zwei Stunden
behandelt. 1 ml des gewonnenen Kulturmediums wurde zusammen mit 100 pmol
C17-S1P (interner Standard) in einem silikonisierten Glasrohrchen mit 100 pl einer
3 N NaOH-LOsung alkalisiert und durch Zugabe von 1 ml Chloroform und 1 ml
0,2 % HCI/Methanol-Lésung extrahiert. Bei der Gewinnung des Sphingolipids aus
den Zellen wurde 1 ml der methanolischen Zellsuspension zusammen mit dem
internen Standard, 900 yl 1 N NaCl-Lésung, 100 yl 3 N NaOH-L6ésung und 1 ml
Chloroform in einem silikonisierten Glasréhrchen extrahiert. In beiden Fallen wird die
Deprotonierung des Sphingolipids durch den alkalischen pH-Wert gewahrleistet,
welches sich dann aufgrund seiner hohen Polaritat in der wassrigen Phase des
Extraktionsgemisches ansammeln kann. Um eine effektive Trennung der wassrigen
und der organischen Phase zu erreichen, wurden die Extraktionslésungen (Emulsion)

zentrifugiert (300 g, 5 min). Anschlie3end wurde die wéassrige Phase gesammelt und
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die organische Chloroform Phase mit 0,5 ml Methanol, 0,5 ml 1 N NaCl-Lésung und
50 pl 3 N NaOH-L6sung reextrahiert. Dieser Schritt sollte eine vollstandige
Uberfiihrung des mdoglicherweise in Chloroform gelosten S1P in die wassrige Phase
gewahrleisten. Die S1P-haltigen gesammelten wassrigen Phasen wurden vereinigt,
mit 100 ul konzentrierter Salzsdure angesauert und zweimal mit 1,5 ml Chloroform
extrahiert. Eine Erniedrigung des pH-Wertes bei diesem Extraktionsschritt hatte die
Aufgabe die Sphingolipidbase in die korrespondierende S&ure zu uberfihren, so
dass die Anreicherung des dabei gebildeten ungeladenen Molekils in der
Chloroformphase stattfinden kann. Nach Vereinigung der organischen Phasen wurde
das Losungsmittel mit Hilfe des Speed-Vac® SC201 ARC Vakuum-System entfernt
und der Ruckstand in 200 yl Methanol aufgenommen. Nach einer kurzen Inkubation
im Ultraschallbad konnten die Proben der ESI-LC-MS/MS zugefuhrt werden.
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Tab. 2.2.6: Verwendete LC-MS/MS Arbeitsbedingungen

Parameter Einstellung
Mobile Phase
Eluent A Wasser/Ameisensaure 100:0,1 [%)]
Eluent B Acetonitril/Tetrahydrofuran/Amaisensaure 50:50:0,1[%]

Elutionsdauer

Elutionsart

Flussrate

Stationare Phase

Vorséaule

Trennsaule

MS/MS im positiven Modus

Sheatgastemperatur
Sheatgasflussrate
Nebulizerdruck
Dryinggastemperatur
Dryinggasflussrate
Kapillarspannung
Fragmentatorspannung
Nozzlespannung
Kollisionsenrgie
Precrusor-lonen

Fragment-lonen

15 min

Gradientenelution:

Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
0 57,5 42,5
4 57,5 42,5
9 0 100
13 0 100
16 57,5 42,5

0,5 ml/min

Waters X-Brigde C18 guard column (4.6 mm x 20 mm)
Waters X-Bridge (C18, 4.6x150 mm, 3,5 uym Partikelgrolie,
138 A PorengroRe)

300 °C
9 I/min
30 psig
300 °C
8 I/min
5400V
200V
2000V
15v
S1P (m/z 380.2560); C17 S1P (m/z 366.2404)
S1P (m/z 264.2700); C17 S1P (m/z 250.2529)
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2.2.7 Untersuchung der FITC- Dextran Endozytose in situ

Die folgende Untersuchung der Aufnahme von FITC-Dextran durch die epidermalen
DC's wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Prof. Baumer an der Stiftung
Tierarztliche Hochschule Hannover durchgefiihrt. Dazu wurden 2 Gruppen von
Mausen (6 Mause je Gruppe) uUber einen Zeitraum von 3 Tagen einmal taglich mit
S1P (100 pg/80 pl Methanol) bzw. Vehikel topisch an den Ohren behandelt. 24
Stunden nach der letzten Applikation erfolgte die Toétung der Mause und
anschlieBende Isolierung der Ohren. Die dorsalen Ohrhélften wurden nach der
Methode von Sparber (Sparber et al.,, 2010) mit der epidermalen Seite fir zwei
Stunden in einem Kulturbad bestehend aus 250 ul RPMI-1640 mit 0,4 % BSA und
250 pl PBS mit FITC-Dextran (1 mg/ml) bei 37 °C inkubiert. Im nachsten Schritt
wurde die Epidermis von der Dermis nach der Methode von Baumer (Baumer et al.,
2003) durch eine Ammoniumthiocyanat-Behandlung separiert und fir die Detektion
der epidermalen DC's vorbereitet. Dazu wurde die Epidermis mit dem priméaren Anti-
Maus-MHC IlI-Antikérper behandelt, der anschlieRend mit Hilfe eines biotinylierten
Sekundarantikérpers und Streptavidin-Biotin-Technik visualisiert worden ist. Die
Auswertung erfolgte mit Hilfe eines konfokalen Laser-Mikroskops (Leica TCS SP5,
Wetzlar), wobei die prozentuelle FITC-Dextran-Aufnahme der MHC ll-positiven

Zellen Uber die grine Fluoreszenzintensitat analysiert worden ist.
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2.2.8 Statistik

Bei den Ergebnissen handelt es sich um arithmetische Mittelwerte =+
Standardabweichung (SD) von mindestens einer Zweifachbestimmungen. Dabei
wurden die gewonnenen Ergebnisse in mindestens zwei weiteren voneinander
unabhéangig durchgefuhrten Experimenten bestatigt. Fur die Prufung auf Signifikanz
diente der Students t-Test. Als Signifikanzniveau wurde eine
Irrtumswabhrscheinlichkeit von 5 % (* p < 0,05) gewahlt. Die als Voraussetzung flr die
Prufung auf Signifikanz notwendige Normalverteilung der Stichprobenmenge erfolgte
mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Tests. Die Uberprifung der Varianzhomogenitat als ein
weiteres bendétigtes Kriterium fur die Anwendung des Students t-Tests erfolgte im
Rahmen eines F-Tests nach Fischer. Im Falle einer Varianzinhomogenitat wurde die

Signifikanz mittels Welch-Test Uberpruft.
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Ergebnisse

3.1 Bedeutung von S1P far die Antigenaufnahme

durch dendritische Zellen

3.1.1 In situ Untersuchung der Endozytose von FITC-Dextran

durch epidermale DC’s nach topischer S1P-Applikation

Die DC's, die zu den wichtigsten APC's des Immunsystems gehdren, besitzen eine
Schlusselfunktion als Vermittler der Immunitat. Im unreifen Differenzierungsstatus
haben sie die Hauptaufgabe, Antigene aus dem Umfeld Uber die verschiedenen
endozytotischen Mechanismen aufzunehmen und zu prozessieren. Im reifen
Differenzierungsstatus sorgen sie dann fur die Aktivierung von T-Zellen, indem sie
diesen die aufgenommenen Antigene in Form von MHC-Peptid-Komplexen an ihrer
Oberflache prasentieren und so die spezifische Immunantwort einleiten. Da bereits
gezeigt werden konnte, dass die topische Applikation von S1P eine Antigen-induzierte
Hautentziindungsreaktion unterdriicken kann, wurde der Einfluss von S1P auf die
Antigenaufnahme durch DC’'s, den essentiellen Schritt der Aktivierung des
spezifischen Immunsystems, untersucht (Reines et al., 2009). Dazu wurde zunéachst
die Aufnahmeféhigkeit von Antigenen durch DC's in der Haut, die durch das
Vorhandensein vieler APC’s besonders gut geeignet ist, nach topischer Applikation
von S1P untersucht. In einem in situ Experiment wurde Mausen drei Tage lang eine
methanolische S1P-Lésung topisch auf Ohrinnen- sowie Aul3enseite appliziert. Als
Kontrolle diente eine Behandlung mit Methanol. Anschlie3end wurde die Endozytose
der DC’s in der Haut durch die Inkubation der isolierten Ohren in einer FITC-Dextran
Ldsung provoziert. Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der im Anschluss
gewonnenen epidermalen Hautschnitte zeigt die Aufnahme des grun fluoreszierenden
Endozytoseindikators FITC-Dextran durch die rot fluoreszierenden MHC II-positiven
DC’s. Im Vergleich zu den Kontrolltieren fuhrte die Behandlung der Mause mit S1P zu
einer signifikant reduzierten Endozytose von FITC-Dextran durch die epidermalen
DC's, die der Population der LC's angehdren (Abb.3.1.1).
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Abb. 3.1.1 FITC-Dextran Endozytose durch epidermale DC's. S1P (100 ug/80 ul Methanol) bzw.
Vehikel wurden 3 Tage lang topisch auf Mauseohren appliziert. Nach der Tétung der
Méuse wurden die isolierten Mauseohren fur 2 Stunden in einer FITC-Dextran (1 mg/ml)
Lésung inkubiert. Nach der Immunfarbung der epidermalen DC's mit dem MHC II-
Antikdrper erfolgte die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der DC’s hinsichtlich der
grunen FITC-Fluoreszenzintensitat. *p<0,05
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3.1.2 Einfluss von S1P auf die Endozytose von FITC-Dextran
durch unreife BM-DC's

Das Lysosphingolipid S1P steuert eine Vielzahl an zellularen Prozessen wie
Wachstum, Differenzierung, Motilitdt, Zytoskelett-Organisation und Calcium-
Homdostase. Auf diese Weise konnen nicht nur die DC’s, sondern auch andere
Zelltypen in der Haut durch S1P beeinflusst werden und eventuell die
Antigenaufnahme modulieren (Hannun et al., 2008). Um einen indirekten S1P-Effekt
im Bezug auf die Hemmung der Endozytose von DC's bei dem in situ Versuch
auszuschlie3en, wurde die Aufnahme von FITC-Dextran durch BM-DC's in Gegenwart
von S1P mittels FACS untersucht. Dariber hinaus konnte hierdurch die S1P-Wirkung
in einer weiteren DC-Subpopulation neben den LC's charakterisiert werden. Als
Positivkontrolle diente ein Ansatz ohne S1P. Als Negativkontrolle wurde ein weiterer
Ansatz auf Eis verwendet, da bei einer Temperatur um 4 °C keine aktive Endozytose
stattfinden kann. Die durchflusszytometrische Analyse der aus dem Knochenmark
generierten BM-DC's zeigte eine Population von unreifen DC's, die durch die
Oberflachenexpression der Marker CD11c und MHCII®" identifiziert worden ist. Dabei
sind die beiden membranstandigen Proteine ein typisches Merkmal von unreifen DC's,
wobei der CD11c Marker eine Eigenschaft aller DC's, die schwache Expression an
MHC 1l ein Charakteristikum des unreifen Differenzierungsstatus darstellt. In
Ubereinstimmung mit den in situ Versuchen zeigte die Population der unreifen
BM-DC's eine hohe Endozytoserate, die durch die Stimulation mit S1P
konzentrationsabhangig verringert worden ist. Wie an den Histogrammen eindeutig zu
erkennen ist, fihrte die Anwesenheit des Lipidmediators im Vergleich zu der
Positivkontrolle zu einer konzentrationsabhangigen Abnahme der
Fluoreszenzintensitat. Diese stellt ein Mald fur die FITC-Dextran-Aufnahme bzw.
Endozytose durch die Zellen dar (Abb.3.1.2A). Eine signifikante Reduktion der
Antigenaufnahme durch die BM-DC's konnte bei der Konzentration von 1 yM S1P
beobachtet werden. Die Stimulation der Zellen mit 10 yM S1P zeigte hingegen eine
maximale Hemmung der FITC-Dextran-Aufnahme (Abb.3.1.3B).
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Abb. 3.1.2 FITC-Dextran Endozytose durch unreife BM-DC's. Die am 10. Tag der DC

Generierung aus murinem Knochenmark gewonnene Zellen wurden 15 min lang mit
oder ohne S1P unterschiedlicher Konzentration in einer FITC-Dextran (1 mg/ml) Lésung
bei 37 °C bzw. 4 °C inkubiert. Nach der Immunférbung der Zellen mit CD11c- / MHC II-
Antikdrpern zwecks ldentifizierung der unreifen BM-DC-Population wurde diese mittels
FACS-Analyse hinsichtlich der FITC-Fluoreszenzintensitat untersucht. Die Histogramme
eines exemplarischen Experiments zeigen die FITC-Fluoreszenzintensitaten der
einzelnen Proben (A). Nach dem Abzug der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) der
bei 4 °C behandelten Zellen von dem jeweiligen Ziel-MFI-Wert wurde die relative
Endozytoserate kalkuliert (B). *p<0,05
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3.1.3 Einfluss von S1P auf die Endozytose von FITC-Dextran
durch XS52 Zellen

Im nachsten Schritt wurde der inhibitorische Effekt von S1P im Bezug auf die
Antigenaufnahme durch DC's in der LC-Zelllinie XS52 untersucht. Diese Zelllinie
besitzt ihren Ursprung in der Epidermis von neugeborenen BALB/c Mausen und weist
bei Kultivierung Uber mehrere Passagen die Charakteristika von unreifen DC’s auf
(Xu, Ariizumi, Caceres-Dittmar, et al., 1995). Durch die Verwendung dieser Zelllinie
war es fiur die nachfolgenden Versuche mdglich, die BM-DC's durch eine Monokultur
von unreifen DC’s mit LC-Eigenschaften zu ersetzen. Die durchflusszytometrische
Untersuchung der FITC-Dextran-Aufnahme durch die XS52 Zellen in Gegenwart von
S1P bestatigte die inhibitorische Wirkung des Lipidmediators. S1P zeigte eine
konzentrationsabhé&ngige Hemmung der Endozytose von FITC-Dextran durch die
XS52 Zellen. Eine signifikante Reduktion der Antigenaufnahme durch die DC's konnte
bei der Konzentration von 0,1 yM S1P beobachtet werden. Die Stimulation der Zellen
mit 10 yM S1P fihrte zur maximalen Hemmung der FITC-Dextran-Aufnahme
(Abb.3.1.3A). Die anschlieBende Untersuchung der Zeitabhangigkeit der
inhibitorischen Wirkung von S1P auf die Endozytose zeigte eine dauerhafte Reduktion
der Antigenaufnahmefahigkeit durch die stimulierten XS52 Zellen gegeniber der
unbehandelten Positivkontrolle. Eine Vorstimulation der XS52 Zellen mit 5 yM S1P
Uber verschiedene Zeitraume vor der FITC-Dextran +/- S1P Zugabe flhrte zu einer
signifikanten Hemmung der Endozytose. Die Vorinkubation der XS52 Zellen mit S1P
zeigte jedoch auch eine Abschwéachung der maximalen inhibitorischen Wirkung von
S1P, die ohne Vorstimulation der XS52 Zellen mit dem Lipidmediator (Oh) beobachtet
werden konnte (Abb.3.1.3B).
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FITC-Dextran Endozytose durch XS52 Zellen. XS52 Zellen wurden in Anwesenheit
unterschiedlicher S1P-Konzentrationen (A) bzw. nach der entsprechenden
Vorstimulation mit 5 yM S1P in Anwesenheit von 5 yM S1P (B) 15 min lang in einer
FITC-Dextran (1 mg/ml) Losung bei 37 °C inkubiert. Zur Bestimmung der unspezifischen
FITC-Dextran Bindung an die XS52 Zellen wurden diese in der entsprechenden FITC-
Dextran Lésung bei 4 °C fur 15 min inkubiert. AnschlieBend wurden die XS52 Zellen
mittels FACS hinsichtlich der FITC-Fluoreszenzintensitat untersucht. Nach dem Abzug
der MFI der bei 4 °C behandelten Zellen von dem jeweiligen Ziel-MFI-Wert wurde die
relative Endozytoserate kalkuliert. *p<0,05
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3.1.3.1 Apoptoseverhalten der XS52 Zellen nach S1P-Stimulation

Die Homdoostase der DC's spielt eine entscheidende Rolle in ihrem
Endozytoseverhalten. Eine Stérung des zellularen Stoffwechsels durch Einleiten der
Apoptose, die zum Absterben der Zellen fihrt, kann die Antigenaufnahme
beeinflussen bzw. reduzieren (Nicolo et al., 2001). Die Untersuchung der S1P-Wirkung
im Bezug auf den programmierten Zelltod sollte aufzeigen, ob die
Sphingolipid-vermittelte verringerte Antigenaufnahme durch die DC's auf diesen Effekt
zurtckzufihren ist. Dazu wurden die XS52 Zellen mit 10 uM S1P Uber einen Zeitraum
von sechzehn Stunden stimuliert, als Kontrolle dienten unstimulierte Zellen. Die
durchflusszytometrische Bestimmung der Apoptoserate schloss eine pro-apoptotische
Wirkung von S1P aus. Die Stimulation der Zellen mit dem Sphingolipid zeigte keine
signifikante Veranderung der basalen Sterberate der XS52 Zellen gegeniber der
Kontrolle. In beiden Fallen konnte ein Anteil an abgestorbenen DC's von etwa 20 %
ermittelt werden. (Abb. 3.1.3.1).

100 —

Kontrolle S1P 10pM

a1 Q2 Qi Qz

10° {4.28% 12.1% 10° 4 2.24% 9.20% 80

60 —

Propidiumiodid
Apoptoserate [%]

40 —

20 —

AnnexinV- APC

Abb. 3.1.3.1 Apoptoseverhalten der XS52 Zellen. XS52 Zellen wurden fur 16 Stunden mit 10 yM
S1P bzw. Kontrollvehikel inkubiert. Nach der Anfarbung der Zellen mit Annexin V-APC
und PI erfolgte die durchflusszytometrische Bestimmung der Apoptoserate. Die Dot
Plots eines exemplarischen Experiments zeigen die vitalen (Q4) bzw. die apoptotischen
und nekrotischen (Q1-3) Zellen.
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3.1.3.2 Differenzierungsstatus der XS52 Zellen nach S1P-

Stimulation

Eine weitere Moglichkeit das Endozytoseverhalten der DC's zu modulieren, ist die
Veranderung ihres Differenzierungsstatus. Wahrend die unreifen DC's eine hohe
Antigenaufnahmefahigkeit besitzen, nimmt diese wéahrend der Differenzierung zur
reifen DC's stark ab. Substanzen, die eine Reifung der DC's férdern, kbnnen somit
eine Reduktion der Endozytoserate verursachen (Platt et al., 2010). Fir die XS52
Zellen konnte bereits gezeigt werden, dass die Herunterregulation des
CD115-Oberflachenmarkers und die gleichzeitige Erhohung der Expression des
CD86-Markers als Indikator fur eine Veranderung des Differenzierungsstatus in
Richtung reife DC genutzt werden kann. Dabei sind die beiden Eigenschaften ein
typisches Merkmal von reifen XS52 Zellen, wobei der CD86-Marker fiir die Aktivierung
der T-Zellen durch reife DC's benétigt wird. Die Herunterregulation des
CD115-Oberflachenproteins, das einen Rezeptor fir den Wachstumsfaktor M-CSF
darstellt, fuhrt zu einem anti-proliferativen Effekt bei den XS52 Zellen. Dies kann
ebenfalls als ein typisches Charakteristikum der Reifung der DC’s angesehen werden
(Kitajima et al., 1996). Die durchflusszytometrische Analyse des Reifestatus der XS52
Zellen nach einer Stimulation mit 10 yM S1P dber einen Zeitrum von sechzehn
Stunden zeigte keine Veranderung dieser Oberflaichenmarker gegentber den
unstimulierten Zellen (Negativkontrolle). Als Positivkontrolle diente die Stimulation der
XS52 Zellen mit 10 ng/ml LPS, einem bakteriellen Abbauprodukt, das die Reifung der
DC’'s einleitet. Wie an den Histogrammen eindeutig zu erkennen ist, fuhrte die
Anwesenheit des Lipidmediators im Vergleich zu der Negativkontrolle zu keiner
Anderung der Fluoreszenzintensitat der beiden Oberflachenmarker CD86 und CD115.
Die LPS-Anwesenheit zeigte die zu erwartende Zunahme der CD86- und Abnahme
der CD115-Oberflachenexpression, was den reifen Differenzierungsstatus der XS52
Zellen beschreibt (Abb.3.1.3.2).
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Abb. 3.1.3.2
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Differenzierungsstatus der XS52 Zellen. XS52 Zellen wurden fir 16 Stunden mit
10 uM S1P, 10 ng/ml LPS oder Kontrollvehikel inkubiert. Nach der Anfarbung der Zellen
mit  Anti-CD115-APC-Antikérper und  Anti-CD86-PE-Antikorper  erfolgte  die
durchflusszytometrische  Bestimmung der Expression der entsprechenden
Oberflachenmarker. Die Histogramme eines exemplarischen Experiments zeigen
Fluoreszenzintensitaten der jeweiligen gebundenen Antikérper der einzelnen Proben.
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3.14 Mechanismus der Endozytose von FITC-Dextran

Die Aufnahme von geldsten Fremdsubstanzen aus dem Extrazellularraum kann durch
die DC's Uber zwei verschiedene Wege realisiert werden. Dazu gehoéren die
Makropinozytose und die Rezeptor-vermittelte Endozytose. Die bei der Untersuchung
der endozytotischen Aktivitat eingesetzte Verbindung FITC-Dextran stellt ein 16sliches
Makromolekul dar. Dieses kann im Rahmen der makropinozytotischen Aufnahme von
extrazellularen Flussigkeiten in die DC's gelangen. Auf der anderen Seite besitzt
FITC-Dextran strukturelle Voraussetzungen, welche die Rezeptor-vermittelte
Endozytose uber die beiden C-Typ-Lektin-Rezeptoren Langerin und den Mannose-
Rezeptor erlauben (Valladeau et al., 2000; Gazi et al., 2009). Im nachfolgenden wurde
der Hauptaufnahmeweg von FITC-Dextran in den XS52 Zellen analysiert, um die
durch S1P inhibierte Endozytoseart zu identifizieren. Dazu wurden die XS52 Zellen mit
1 mg/ml Mannan bzw. 3 uM Rottlerin vorinkubiert und anschlieRend
durchflusszytometrisch hinsichtlich der FITC-Dextran-Aufnahme untersucht. Als
Positivkontrolle dienten unstimulierte XS52 Zellen. Bei Mannan handelt es sich um
einen kompetitiven Antagonisten des Langerins bzw. Mannose-Rezeptors, welcher in
der Lage ist, die Rezeptor-vermittelte Endozytose von FITC-Dextran zu hemmen. Fur
Rottlerin in der Konzentration von 3 uM kann hingegen eine spezifische Hemmung der
Makropinozytose in den DC's nachgewiesen werden. Die Blockade der Rezeptor-
vermittelten FITC-Dextran-Aufnahme mittels Mannan fiuhrte zu keiner signifikanten
Veranderung der relativen Endozytoserate gegentber der Positivkontrolle. Die
Ausschaltung der Makropinozytose in den XS52 Zellen resultierte hingegen in einer
signifikanten 70 % igen Reduktion der FITC-Dextran-Endozytose. Es konnte somit die
unspezifische Aufnahme von Flissigkeiten als die Endozytoseart identifiziert werden,
welche durch S1P inhibiert wird (Abb. 3.1.4).
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Abb. 3.1.4 Endozytosemechanismus von FITC-Dextran in den XS52 Zellen. XS52 Zellen
wurden fir 30 min mit 1 mg/ml Mannan, 3 yM Rottlerin oder Kontrollvehikel vorstimuliert
und danach 15 min lang in einer FITC-Dextran (1 mg/ml) Losung bei 37 °C inkubiert.
AnschlieBend wurden die XS52 Zellen mittels FACS hinsichtlich der FITC-
Fluoreszenzintensitat untersucht. Nach dem Abzug der entsprechenden MFI der bei
4 °C behandelten Kontrollzellen von dem jeweiligen Ziel-MFI-Wert wurde die relative
Endozytoserate kalkuliert. *p<0,05

3.1.5 Einfluss der PI3K-Aktivitat auf die Endozytose von FITC-
Dextran und ihre Modulation durch S1P

Die Makropinozytose ist eine der wichtigsten Endozytosearten in den DC’'s und tragt
malfdgeblich zu der Antigenaufnahme bei. Des Weiteren ist bekannt, dass dieser
Vorgang durch die Aktivitat der PI3K reguliert werden kann, wobei ihre Erniedrigung
mit einer Reduktion der Makropinozytose einhergeht (Yanagawa et al., 2010). Die
bereits gezeigte S1P-induzierte Erniedrigung der FITC-Dextran-Aufnahme durch DC's
konnte auf eine Hemmung der Makropinozytose zuriickgefuhrt werden. Aus diesem
Grund wurde eine mdgliche Modulation der PI3K-Aktivitat durch S1P als Ursache fur
das veranderte Endozytoseverhalten der DC’s analysiert. Im ersten Schritt wurde die
Antigenaufnahmefahigkeit der DC's nach der pharmakologischen Inhibierung der PI3K
untersucht. Dazu wurden die XS52 Zellen vor der FITC-Dextran Zugabe mit dem
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PI3K-Hemmstoff ~ LY294002 (10  uM) vorinkubiert und  anschlieend
durchflusszytometrisch hinsichtlich der endozytotischen Aktivitat analysiert. Als
Positivkontrolle dienten unbehandelte XS52 Zellen. Die Blockade der PI3K-
Enzymaktivitat resultierte in einer signifikanten Erniedrigung der Antigenaufnahme
durch die XS52 Zellen, was die Abhangigkeit der Makropinozytose von diesem
Signalweg bestéatigen konnte (Abb. 3.1.5A). Im nachsten Schritt wurde die Modulation
der PI3K-Aktivitat durch S1P als eine mogliche Ursache fir die veranderte
Endozytoseaktivitat der DC's uUberpruft. Das prominenteste, dem PI3K-Signhalweg
nachgeschaltete, intrazellulare Protein ist die Kinase Akt, deren Phosphorylierung an
Serin 473 als Indikator fir die PI3K-Aktivitat verwendet werden kann. Eine erhéhte
PI3K-Aktivitat korreliert dabei mit einer gesteigerten Phosphorylierung der Akt, die
mittels spezifischer Antikdrper im Western Blot nachgewiesen werden kann. In der Tat
fuhrte die Stimulation der XS52 Zellen mit S1P zu einer konzentrationsabhangigen
Reduktion der intrazellularen Akt-Phosphorylierung bzw. PI3K-Aktivitdt. Eine
signifikante Erniedrigung der Enzymaktivitat konnte bei der Konzentration von 0,1 uyM
S1P, die Maximalhemmung bei 10 uM S1P detektiert werden. Dies korreliert auch mit
der konzentrationsabhangigen Inhibierung der FITC-Dextran-Aufnahme, die in
Anwesenheit des Lipidmediators mittels FACS gemessen werden Kkonnte
(Abb. 3.1.5B). Die Uberprufung der Zeitabhangigkeit der S1P-Wirkung bestatigte
ebenfalls die Korrelation zwischen der FITC-Dextran-Aufnahme und der PI3K-Aktivitat
in den DC's. Eine der durchflusszytometrischen Untersuchung analoge Vorstimulation
der XS52 Zellen mit 5 yM S1P Uber verschiedene Zeitraume und anschlieRende
Stimulation mit dem Lipidmediator fur 15 Minuten fihrten zu einer signifikanten
Hemmung der Akt-Phosphorylierung. Die Vorinkubation der XS52 Zellen mit S1P
zeigte jedoch auch eine Abschwéchung der maximalen inhibitorischen Wirkung von
S1P. Diese konnte nur wie bei der entsprechenden FACS-Analyse ohne
Vorstimulation der XS52 Zellen mit S1P (Oh) beobachtet werden. Die Anwesenheit des
Lipidmediators im XS52 Medium Uber einen Zeitraum von 15 Minuten entspricht dabei
der bei der FACS-Analyse verwendeten FITC-Dextran +/- S1P-Inkubationsdauer
(Abb.3.1.5C).
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Relative Endozytose [%]

Abb.3.1.5
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PI3K-Abhéngigkeit der Endozytose in den XS52 Zellen. XS52 Zellen wurden flr
30 min mit 10 yM LY294002 oder Kontrollvehikel vorstimuliert und danach 15 min lang
in einer FITC-Dextran (1 mg/ml) Losung bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurden die
XS52 Zellen mittels FACS hinsichtlich der FITC-Fluoreszenzintensitat untersucht. Nach
dem Abzug der entsprechenden MFI der bei 4 °C behandelten Kontrollzellen von dem
jeweiligen Ziel-MFI-Wert wurde die relative Endozytoserate kalkuliert (A). XS52 Zellen
wurden mit unterschiedlichen S1P-Konzentrationen bzw. 10 yM LY294002 fir 15 min
(B) oder mit 5 yM S1P (ber verschiedene Zeitrdume vorinkuibiert und anschlieBend mit
5 yM S1P fir 15 min (C) behandelt. Im Anschluss erfolgte die Untersuchung der Proben
hinsichtlich der Akt-Phosphorylierung mittels Western Blot. Als Proteinladekontrolle
diente die Bestimmung der gesamten Akt-Menge. *p<0,05
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3.1.6 Charakterisierung der an der S1P-induzierten

Endozytosereduktion beteiligten Rezeptoren

3.16.1 Expression der S1P-Rezeptoren in den XS52 Zellen

S1P vermittelt einen groRen Teil seiner Effekte Uber GPCR's, die als S1Pis
bezeichnet werden und die abhangig vom Zelltyp unterschiedliche Expressionsmuster
zeigen. In murinen unreifen BM-DC's kann das Vorhandensein aller
S1P-Rezeptorsubtypen nachgewiesen werden, wobei der S1P,-Rezeptorsubtyp am
starksten exprimiert wird (Rathinasamy et al., 2010). Im Hinblick auf die
Vergleichbarkeit der primaren DC's mit der in dieser Arbeit verwendeten XS52 Zelllinie
wurde der Gehalt an mRNA-Transkripten der S1P-Rezeptoren in den XS52 DC's Uber
eine quantitative Real-Time PCR charakterisiert. Die Normalisierung der gewonnenen
Daten gegen GAPDH und HPRTL1 als Referenzgene zeigte eine den primaren DC's
ahnliche S1P-Rezeptor-Expression in den XS52 Zellen. Es konnten alle S1P-
Rezeptorsubtypen mit dem am starksten exprimierten S1P,-Rezeptorsubtyp

nachgewiesen werden.

10

102 —

102 —

Relative Expression

105 |

Q™ 9 Q@ = Q%
2 R o %,@ =

Abb. 3.1.6.1 Expression von S1P-Rezeptoren in den XS52 Zellen. Die aus drei verschiedenen
Kulturanséatzen der XS52 Zellen isolierte mRNA wurde jeweils in cDNA umgeschrieben
und anschlieBend mittels Real-Time PCR hinsichtlich der S1P-Rezeptorexpression
analysiert. Die Normalisierung erfolgte gegen die beiden Referenzgene GAPDH und
HPRTL1. Bei den dargestellten Werten handelt es sich um die jeweiligen Mittelwerte von
den drei unabhéngigen Versuchen.
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3.1.6.2 Einfluss von S1P-Rezeptor-Agonisten auf die Endozytose
von FITC-Dextran und PI3K-Aktivitat

Die meisten physiologischen Effekte von S1P kénnen Uber die Aktivierung der bereits
beschriebenen S1P-Rezeptoren herbeigefiihrt werden. Durch die Verwendung von
spezifischen S1P-Rezeptor-Agonisten wurde zunachst die Beteiligung eines S1P-
Rezeptorsubtyps naher charakterisiert, auf dessen Stimulation die PI3K-abhéngige
Reduktion der Antigenaufnahme zuriickgefihrt werden kann. Dazu wurden die XS52
Zellen mit verschiedenen S1P-Rezeptor-Agonisten stimuliert und hinsichtlich der
Endozytose von FITC-Dextran durchflusszytometrisch vermessen. Parallel dazu wurde
die Akt-Phosphorylierung als PI3K-Aktivitatsindikator mittels Western Blot untersucht.
Als Kontrolle dienten unstimulierte XS52 Zellen. Wie in der Abbildung 3.1.6.2
dargestellt zeigte der Einsatz von 1 uyM FTY720-P, welches an allen
S1P-Rezeptorsubtypen aufler S1P, agonistisch wirkt, keine Beeinflussung der
Endozytose bzw. der PI3K-Aktivitat. Die Stimulation der XS52 Zellen mit weitern S1P-
Rezeptor-Agonisten, dem S1P1/S1P3-Agonisten VPC24191 (10 yM) und dem S1P;-
Agonisten SEW2871 (1 pM), war ebenfalls nicht in der Lage die FITC-Dextran-
Aufnahme bzw. PI3K-Aktivitdt in den DC's zu modulieren. So zeigte die
durchflusszytometrische Untersuchung der FITC-Dextran-Aufnahme durch die XS52
Zellen keine signifikante Anderung der relativen Endozytose in den Zellen, die mit den
genannten S1P-Agonisten behandelt wurden, gegentuber der Kontrolle. Die Analyse
der PI3K-Aktivitat in Gegenwart der entsprechenden Agonisten mittels Western Blot
bestatigte die durchflusszytometrischen Untersuchungen. Die Uberpriifung der Akt-
Phosphorylierung in den stimulierten XS52 Zellen zeigte ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede gegeniber der Kontrolle. Wie der Abbildung 3.1.6.2 entnommen werden
kann, wurden die XS52 Zellen weiterhin mit S1P als Positivkontrolle behandelt. Diese
bestatigte die bereits untersuchte signifikante Reduktion der Antigenaufnahme als

Folge einer Erniedrigung der Akt-Phosphorylierung bzw. PI3K-Aktivitat.
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S1P-Rezeptorabhangigkeit der Endozytose und PI3K-Aktivitat in den XS52 Zellen.
XS52 Zellen wurden in Anwesenheit von 5 yM S1P, 1 uM FTY720-P, 10 uM VPC24191
oder 1 yM SEW2871 15 min lang in einer FITC-Dextran (1 mg/ml) Losung bei 37 °C
inkubiert. AnschlieBend wurden die XS52 Zellen mittels FACS hinsichtlich der FITC-
Fluoreszenzintensitat untersucht. Nach dem Abzug der entsprechenden MFI der bei
4 °C behandelten Kontrollzellen von dem jeweiligen Ziel-MFI-Wert wurde die relative
Endozytoserate kalkuliert (A). XS52 Zellen wurden mit S1P oder den entsprechenden
S1P-Rezeptor-Agonisten fur 15 min behandelt und anschlieend hinsichtlich der Akt-
Phosphorylierung mittels Western Blot untersucht. Als Proteinladekontrolle diente die
Bestimmung der gesamten Akt-Menge (B). *p<0,05

Fluoreszenzmikroskopische Analyse der FITC-Dextran

Endozytose

Zur weiteren Verifizierung der durchflusszytometrischen Analyse der Endozytose in

den XS52 Zellen wurde die FITC-Dextran-Aufnahme in Anwesenheit verschiedener

Stimulantien fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Dazu wurden die XS52 Zellen mit
5uM S1P, 10 pM LY294002 und den drei im Abschnitt 3.1.6.2 beschriebenen

S1P-Rezeptor-Agonisten jeweils entsprechend behandelt und nach der Inkubation mit

FITC-Dextran fur die Fluoreszenzmikroskopie vorbereitet. Als Kontrolle dienten

unstimulierte XS52 Zellen. Die blaue Farbung zeigt die Zellkerne der XS52 Zellen, die

grine Fluoreszenz die aufgenommene Menge des Endozytoseindikators FITC-

Dextran. In Ubereinstimmung mit den durchflusszytometrischen Untersuchungen
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resultierte die Stimulation der S1P-Rezeptoren, mit Ausnahme des S1P,-Rezeptors, in
einer unverénderten FITC-Dextran-Aufnahme in den XS52 Zellen gegenuber der
Kontrolle. Die Anwesenheit des PI3K-Inhibitors LY294002 bzw. des Lipidmediators
S1P, fur die eine Hemmung der Endozytose eindeutig nachgewiesen werden konnte,
fuhrte wie erwartet zu einer stark verringerten Aufnahme des griinen
Endozytoseindikators. Die fluoreszenzmikroskopische Analyse bestatigte somit die im
Vorfeld gewonnenen Ergebnisse (Abb. 3.1.6.3).

Kontrolle LY294002

SEW2871 VPC24191

Abb. 3.1.6.3 Visualisierung der S1P-Rezeptorabhéngigkeit der Endozytose in den XS52 Zellen.
XS52 Zellen wurden in Anwesenheit von 5 yM S1P, 1 yM FTY720-P, 10 yM VPC24191,
1 uM SEW2871 oder nach einer 30 minutigen Vorinkubation mit 10 yM LY294002
15 min lang in einer FITC-Dextran (1 mg/ml) Lésung bei 37 °C inkubiert. Anschlieend
wurden die XS52 Zellen nach der Zellkernfarbung mit DAPI (blaue Fluoreszenz)
fluoreszenzmikroskopisch hinsichtlich der FITC-Intensitat (grine Fluoreszenz)
untersucht.
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3.1.6.4 Reduktion der S1P,-Rezeptorexpression mittels
spezifischer siRNA

Die bisherigen Untersuchungen zu der Rezeptorabhangigkeit der S1P-vermittelten
Endozytosehemmung in den DC's verdeutlichen eine mdgliche Beteiligung des S1P,-
Rezeptors. Die Stimulation der anderen S1P-Rezeptorsubtypen mit dem Sphingolipid
zeigte namlich keinen Effekt beziglich der Antigenaufnahme bzw. PI3K-Aktivitat. Ein
gezieltes Unterdriicken der Proteinbiosynthese des S1P,-Rezeptors sollte im
nachfolgenden dessen mdgliche Beteiligung an der Modulation der Endozytose
aufzeigen. Dabei stellt die Transfektion der Zellen mit spezifischer sSiRNA einen Weg
dar, die Reduktion von mRNA-Translation zu erreichen, wodurch die entsprechende
Proteinbiosynthese unterbunden wird. Im ersten Schritt wurden zunachst die optimalen
Elektroporationsparameter des verwendeten Neon-Systems ermittelt, welche eine
effiziente Transfektion der XS52 Zellen mit der siRNA erlauben. Dazu wurden die
XS52 Zellen bei den vom Hersteller empfohlenen unterschiedlichen
Elektroporationsparametern (Spannung, Impulsdauer, Anzahl der Impulse) mit einem
kommerziell erhaltlichen GFP-Vektor transfiziert. Das erfolgreiche Eindringen des
Vektors in die Zelle fuhrt zur Proteinbiosynthese des griin fluoreszierenden Proteins
(GFP) im Zytosol. Die fluoreszenzmikroskopische Analyse der unterschiedlichen
Transfektionsansétze hinsichtlich der grinen Fluoreszenzintensitat offenbarte folgende
Neon-Einstellung als Transfektionsoptimum fur die siRNA Versuche: Spannung
1500 mV, Impulsdauer 30 ms, Impulsanzahl 1 (Abb. 3.1.6.4A). Unter diesen
Bedingungen konnte die hochste Transfektionsrate der XS52 Zellen erwartet werden.
Im néchsten Schritt wurden die XS52 Zellen mit der spezifischen siRNA (100 nM)
gegen den S1P,-Rezeptor bei den ermittelten Elektroporationsparametern transfiziert.
Als Kontrollen dienten unbehandelte bzw. mit control siRNA (100 nM) transfizierte
XS52 Zellen. Der Gehalt an mRNA-Transkripten des S1P,-Rezeptors wurde lber eine
guantitative Real-Time PCR-Analyse in den verschiedenen XS52 Ansatzen
charakterisiert. Die Normalisierung der gewonnenen Daten gegen GAPDH und HPRT1
als Referenzgene zeigte eine 80 % ige Reduktion der S1P,.mRNA-Expression in den
XS52 Zellen gegenuber den Kontrollen. Die Transfektion der XS52 Zellen mit
control SiRNA zeigte ebenfalls keine Anderung der S1P,-Rezeptorexpression
gegenuber der unbehandelten Kontrolle (Abb. 3.1.6.4B).
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Abb. 3.1.6.4
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Transfektionseffizienz der XS52 Zellen. XS52 Zellen wurden mittels Neon-System bei
1500 mV (Spannung), 30 ms (Impulsdauer), 1 (Impulsanzahl) mit dem GFP-Vektor, 2 ug
je Ansatz, transfiziert und nach 24 Stunden fluoreszenzmikroskopisch hinsichtlich
gruner Fluoreszenz untersucht (A). XS52 Zellen wurden mit control siRNA (100 nM)
oder S1P, siRNA (100 nM) bei den beschriebenen Parametern mittels Neon-System
transfiziert. Als Kontrolle dienten unbehandelte XS52 Zellen. Die nach 24 Stunden
isolierte mMRNA wurde jeweils in cDNA umgeschrieben und anschlieBend mittels Real-
Time PCR hinsichtlich der S1P,-Rezeptorexpression analysiert. Die Normalisierung
erfolgte gegen die beiden Referenzgene GAPDH und HPRT1 (B). *p<0,05
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3.1.6.5 Einfluss der verminderten S1P,-Rezeptorexpression auf
die Endozytose von FITC-Dextran und PI3K-Aktivitat

Die Erniedrigung der PI3K-Aktivitat durch die Stimulation des S1P,-Rezeptors konnte
bereits in anderen Zelltypen nachgewiesen werden und wurde im nachfolgenden als
Ursache fir die S1P-induzierte Reduktion der Endozytose in den DC’s untersucht
(Schuppel et al., 2008). Dazu wurden die XS52 Zellen mit der S1P, siRNA bzw. control
siRNA transfiziert und anschlieend durchflusszytometrisch hinsichtlich der FITC-
Dextran-Aufnahme in Anwesenheit von 5 yM S1P analysiert. Als zusatzliche Kontrolle
dienten untransfizierte XS52 Zellen, um den generellen Einfluss der Transfektion von
XS52 Zellen mit siRNA auf die Endozytose bzw. PI3K-Aktivitat auszuschlieRen. Wie in
der Abbildung 3.1.6.5A dargestellt konnte die S1P-induzierte Hemmung der
Endozytose durch die Herunterregulation des S1P,-Rezeptors nahezu vollstandig
aufgehoben werden. Die Stimulation der untransfizierten bzw. control siRNA-
transfizierten XS52 Zellen mit S1P flhrte zu einer signifikanten Reduktion der
Endozytose gegenlber den jeweiligen unbehandelten Kontrollen. Dies konnte in den
S1P,-defizienten XS52 Zellen nicht beobachtet werden. Besonders interessant war
zudem die Erkenntnis, dass die Unterdrickung der S1P,-Rezeptorexpression
einerseits die S1P-induzierte Endozytosehemmung aufhob. Auf der anderen Seite
resultierte diese aber auch in einer erhdhten basalen Endozytoserate der DC's
gegenuber den untransfizierten bzw. mit control siRNA-transfizierten XS52 Zellen
(Abb. 3.1.6.5A).

Da bereits die Abhéangigkeit der FITC-Dextran-Aufnahme von der PI3K-Aktivitat
bestéatigt werden konnte, wurden die XS52 Zellen analog dem FACS-Versuch
behandelt und mittels Western Blot hinsichtlich der Akt-Phosphorylierung untersucht.
Das Ergebnis dieser Analyse bestatigte die durchflusszytometrisch gewonnene
Erkenntnis der S1P,-Rezeptor-Abhangigkeit. Die Stimulation der untransfizierten bzw.
control siRNA-transfizierten XS52 Zellen mit S1P fihrte zu einer signifikanten
Reduktion der Akt-Phosphorylierung. Dies konnte in den S1P, siRNA-transfizierten
XS52 Zellen nicht nachgewiesen werden. Daruber hinaus konnte eine erhdhte basale
PI3K-Aktivitdt in den S1P,-defizienten Zellen gegeniber den beiden Kontrollen

festgestellt werden. Diese Beobachtung korreliert mit der FACS-Untersuchung, welche
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ebenfalls eine erhdhte basale Endozytoserate der S1P,-negativen XS52 Zellen
demonstrierte (Abb. 3.1.6.5B).
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S1P,-Rezeptorabhangigkeit der Endozytose und PI3K-Aktivitat in den XS52 Zellen.
Unbehandelte, mit control siRNA oder mit S1P, siRNA transfizierte XS52 Zellen wurden
in Anwesenheit von 5 pM S1P bzw. des Kontrollvehikels 15 min lang in einer FITC-
Dextran (1 mg/ml) Lésung bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurden die XS52 Zellen
mittels FACS hinsichtlich der FITC-Fluoreszenzintensitat untersucht. Nach dem Abzug
der entsprechenden MFI der bei 4 °C behandelten Kontrollzellen von dem jeweiligen
Ziel-MFI-Wert wurde die relative Endozytoserate kalkuliert (A). Die analog der FACS-
Untersuchung vorbehandelten XS52 Zellen wurden mit 5 yM S1P oder dem
Kontrollvehikel fir 15 min inkubiert und anschlie@end hinsichtlich der Akt-
Phosphorylierung mittels Western Blot untersucht. Als Proteinladekontrolle diente die
Bestimmung der gesamten Akt-Menge (B). *p<0,05
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3.2 Bedeutung der ABC-Transporter fur die

Antigenaufnahme durch dendritische Zellen

3.2.1 Expression der ABC-Transporter in den XS52 Zellen

Der intrazellular gebildete Lipidmediator S1P kann Uber ABC-Transporter aus dem
Zytoplasma sezerniert werden und anschlie3end extrazellular tber die Aktivierung der
S1P-Rezeptoren die Homdostase der Zellen beeinflussen. Zu den prominentesten, fur
den Export von S1P verantwortlichen ABC-Transportern gehéren ABCB1, ABCC1 und
ABCG2 (Kim et al., 2009). Im Hinblick auf eine mdgliche Beteiligung des endogenen
S1P an der Endozytoseregulation in den DC's wurde die Expression der genannten
ABC-Transporter in den XS52 Zellen analysiert. Dazu wurde der Gehalt an mRNA-
Transkripten der Transporter ABCB1, ABCC1l, ABCG2 uber eine quantitative
Real-Time PCR Analyse charakterisiert und gegen die beiden Referenzgene
GAPDH/HPRT1 normalisiert. Es konnten alle drei ABC-Transporter in den XS52
Zellen identifiziert werden (Abb. 3.2.1).
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Abb. 3.2.1 Expression von ABC-Transportern in den XS52 Zellen. Die aus drei verschiedenen

Kulturanséatzen der XS52 Zellen isolierte mRNA wurde jeweils in cDNA umgeschrieben
und anschlieBend mittels Real-Time PCR hinsichtlich der ABC-Transporterexpression
analysiert. Die Normalisierung erfolgte gegen die beiden Referenzgene GAPDH und
HPRTL1. Bei den dargestellten Werten handelt es sich um die jeweiligen Mittelwerte von
den drei unabhéngigen Versuchen.
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3.2.2 Einfluss der ABC-Transporter Hemmung auf die

Endozytose von FITC-Dextran

Die im Abschnitt 3.1.6.5 beschriebene basale Endozytoserate, welche nach der
Reduktion der S1P,-Rezeptorexpression in den XS52 Zellen gesteigert wurde,
suggeriert eine autokrine Regulation der Antigenaufnahme durch S1P in den DC's.
Dabei konnte das intrazellular gebildete S1P Uber einen ABC-Transporter in den
Extrazellularraum kontinuierlich sezerniert werden und Uber die Aktivierung des S1P,-
Rezeptors die Endozytoserate der DC's reduzieren. Eine Erniedrigung der S1P,-
Rezeptordichte in der Membran wirde demzufolge in einer ErhOhung der
Antigenaufnahme resultieren, was bereits gezeigt werden konnte. Eine weitere
Mdglichkeit die Endozytoserate zu steigern, ware die Hemmung des entsprechenden
ABC-Transporters. Die damit verbundene Unterdrickung der S1P-Sekretion wirde
eine Reduktion der S1Pj;-Rezeptorstimulation und letztendlich die Erh6hung der
Endozytoserate zur Folge haben. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden die XS52
Zellen mit dem jeweiligen ABC-Transporter-Inhibitor fiir sechs Stunden inkubiert und
anschlieBend durchflusszytometrisch  hinsichtlich der FITC-Dextran-Aufnahme
analysiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Die Hemmung der Transporter
ABCB1 mit 10 yM Reversin 121 und ABCG2 mit 10 yM Fumitremorgin C fihrte zu
keiner signifikanten Erhéhung der Endozytoserate gegeniber den Kontrollzellen. Die
Inkubation der XS52 Zellen mit dem unselektiven ABCC-Inhibitor Probenecid (2,5 mM)
bzw. dem spezifischen ABCC1l-Hemmstoff MK571 (15 uM) zeigte dagegen eine
signifikant gesteigerte Endozytoserate in den XS52 Zellen gegenuber der Kontrolle
(Abb. 3.2.2). Diese Beobachtung konnte den ersten Beweis erbringen, dass der
ABCC1-Transporter an der S1P-Sekretion beteiligt sein kdnnte und ein Teil des
autokrinen S1P-Regulationsmechanismus hinsichtlich der Endozytose in den DC's

darstellt.
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Abb. 3.2.2

190 —

Relative Endozytose [%]

ABC-Transporterabhangigkeit der Endozytose in den XS52 Zellen. XS52 Zellen
wurden fur 6 Stunden mit 10 yM Reversin 121, 10 yM Fumitremorgin C, 2,5 mM
Probenecid, 15 yM MK571 oder Kontrollvehikel vorstimuliert und danach 15 min lang in
einer FITC-Dextran (1 mg/ml) Lésung bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die
XS52 Zellen mittels FACS hinsichtlich der FITC-Fluoreszenzintensitat untersucht. Nach
dem Abzug der entsprechenden MFI der bei 4 °C behandelten Kontrollzellen von dem
jeweiligen Ziel-MFI-Wert wurde die relative Endozytoserate kalkuliert. *p<0,05
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3.2.3 Einfluss des ABCC1-Transporters auf die extrazellularen
S1P-Spiegel

Die Erhdohung der Endozytoserate in den XS52 Zellen, welche durch die Anwesenheit
von MK571 induziert worden ist, sollte im n&chsten Schritt als Folge einer
verminderten Sekretion von S1P verifiziert werden. Dazu wurden die Zelliberstande
nach der Inhibierung des ABCC1-Transporters in den XS52 Zellen hinsichtlich des
S1P-Gehalts analysiert. Die XS52 Zellen wurden analog den durchflusszytometrischen
Untersuchungen fir sechs Stunden mit 15 yM MK571 inkubiert. Anschliel3end wurde
das jeweilige Inkubationsmedium abgenommen und einer quantitativen S1P-
Bestimmung mittels LC-MS/MS unterzogen. Als Kontrolle dienten unstimulierte
XS52 Zellen. Die Hemmung des ABCC1-Transporters in den DC’s zeigte einen stark
verringerten S1P-Gehalt im Kulturmedium gegentber der unstimulierten Kontrolle.
Diese Erkenntnis bestétigte die autokrine Regulation der Endozytoserate durch das
endogene S1P in den XS52 Zellen, was bei der Hemmung des ABCC1-Transporters
hinsichtlich der FITC-Dextran-Aufnahme bereits beobachtet worden ist (Abb. 3.2.3).

Extrazelluldre S1P Konzentration
[pmol/108Zellen]

Abb. 3.2.3 Extrazellulare S1P-Spiegel in den XS52 Zellen. XS52 Zellen wurden fir 6 Stunden
mit 15 yM MK571 oder Kontrollvehikel stimuliert. Im Anschluss wurden die jeweiligen
XS52 Kulturmedien abgenommen und mittels LC-MS/MS hinsichtlich des S1P-Gehalts
untersucht. *p<0,05
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3.3 Bedeutung der SphK1 fir die Antigenaufnahme

durch dendritische Zellen

3.3.1 Einfluss der SphK1-Aktivierung auf die Endozytose von
FITC-Dextran und PI3K-Aktivitat

Bei den SphK handelt es sich um eine Gruppe von Isoenzymen, SphK1 und SphKz2,
welche die Biosynthese von S1P katalysieren. Die Aktivierung der SphK1, die im
Zytosol bzw. in der Plasmamembran lokalisiert ist, fuhrt zu einer erhdhten
Umwandlung von Sphingosin zu dem aktiven Lipidmediator S1P. Dieser kann
einerseits als sekundarer Botenstoff an intrazellularen Signaltransduktionen beteiligt
sein. Andererseits entfaltet S1P seine Wirkung Uber die Aktivierung von S1P-
Rezeptoren, was extrazellular nach erfolgreicher Sekretion aus dem Zellinnenraum
erfolgen kann (Takabe et al., 2008). Der aktive Transport von S1P Uber ABCC1 aus
dem Zytoplasma und die damit verbundene Regulation der Endozytose Uber den
S1P,-Rezeptor konnten bereits in den DC's nachgewiesen werden. Die Erhéhung der
endogenen S1P-Produktion durch den Einsatz eines SphK1-Aktivators wurde im
nachfolgenden als weiterer Beweis flur die Sphingolipid-vermittelte autokrine
Regulation der Antigenaufnahme in den DC's herangezogen. Dazu wurde der neue
SphK1-Modulator K6PC-5 verwendet. Fir diese Verbindung konnte ein Effekt
bezuglich des Keratinozytenwachstums gezeigt werden, welcher der extrazellularen
S1P-Applikation  vergleichbar istt Die dem exogenen S1P  analoge
Proliferationsmodulation dieser epidermalen Zellen konnte jedoch nicht mehr im
Rahmen einer Inhibierung der SphK1 beobachtet werden und fihrte zur Etablierung
von K6PC-5 als SphK1-Aktivator (Hong et al., 2008). Zur Steigerung der S1P-
Biosynthese wurden folglich die XS52 Zellen mit 10 yM K6PC-5 stimuliert und
hinsichtlich der FITC-Dextran Endozytose durchflusszytometrisch vermessen. Parallel
dazu wurde die Akt-Phosphorylierung als PI3K-Aktivitatsindikator in Abhangigkeit von
der K6PC-5-Stimulationsdauer mittels Western Blot untersucht. Als Kontrolle dienten
unstimulierte XS52 Zellen. Die erhohte SphK1-Enzymaktivitét resultierte in einer
signifikanten Erniedrigung der FITC-Dextran-Aufnahme durch K6PC-5 stimulierte

XS52 Zellen gegentber der Kontrolle und bestétigte die Regulation der Endozytose in
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den DC’'s durch das endogene S1P (Abb. 3.3.1A). Die Analyse der Akt-
Phosphorylierung nach der Inkubation der XS52 Zellen mit K6PC-5 zeigte eine
Zeitabhangigkeit der PI3K-Aktivitdt, welche der extrazellularen S1P-Stimulation
vergleichbar ist. Die Anwesenheit von K6PC-5 fiihrte zu einer signifikanten Hemmung
der Akt-Phosphorylierung. Die maximale inhibitorische Wirkung des SphK1-Aktivators
konnte dabei nach 15 Minuten beobachtet werden und erwies sich anlog der S1P-
Wirkung. Weiterhin wurde auch eine Abschwachung des inhibitorischen Effekts von
K6PC-5 mit zunehmender Stimulationsdauer der XS52 Zellen sichtbar, was ebenfalls
dem Effekt des extrazellular zugefihrten S1P entspricht (Abb. 3.3.1B). Die Erh6hung
der endogenen S1P-Biosynthese resultierte somit in einem biologischen Verhalten der
XS52 Zellen, welches der exogenen S1P-Anwesenheit vergleichbar ist.
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Abb. 3.3.1 Endozytose und PI3K-Aktivitat in den XS52 Zellen nach SphK1-Aktivierung.
XS52 Zellen wurden in Anwesenheit von 10 yM K6PC-5 bzw. des Kontrollvehikels
15 min lang in einer FITC-Dextran (1 mg/ml) Lésung bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend
wurden die XS52 Zellen mittels FACS hinsichtlich der FITC-Fluoreszenzintensitéat
untersucht. Nach dem Abzug der entsprechenden MFI der bei 4 °C behandelten
Kontrollzellen von dem jeweiligen Ziel-MFI-Wert wurde die relative Endozytoserate
kalkuliert (A). XS52 Zellen wurden mit 10 yM K6PC-5 Uber verschiedene Zeitrdume
behandelt und anschlieRend hinsichtlich der Akt-Phosphorylierung mittels Western Blot
untersucht. Als Proteinladekontrolle diente die Bestimmung der gesamten Akt-Menge
(B). *p<0,05

99



Ergebnisse

3.3.2 Einfluss der SphK1-Hemmung auf die Endozytose von
FITC-Dextran und PI3K-Aktivitat

Zur Verifizierung der Abhéangigkeit der Endozytose in den DC’'s von der endogenen
S1P-Produktion  bzw. SphK1-Aktivitdt wurde im  nachsten  Schritt die
Antigenaufnahmefahigkeit durch die DC's in Gegenwart eines SphK1-Inhibitors
erforscht. Trotz aller  Anstrengungen bei der Untersuchung des
Sphingolipid-Signalweges gibt es nur wenige etablierte Inhibitoren der SphK1. Der
Einsatz von Sphingosin Analoga, insbesondere von N,N-Dimethylsphingosin, kann
neben der Hemmung der SphK auch verschiedene Proteinkinasen in ihrer Aktivitat
modulieren und somit die Analysen verfalschen (Kim et al., 2005). Der vor kurzem
entwickelte Inhibitor der SphK SKI Il weist eine Selektivitat gegeniber dem Isoenzym
SphK1 auf. Weiterhin findet bei der effektiven Konzentration von SKI Il keine
Aktivitatsbeeinflussung von zellularen Proteinkinasen statt, was die Eignung fir
Zellversuche bestatigt (French et al.,, 2003). Die Reduktion der intrazellularen
S1P-Biosynthese durch den Einsatz von SKI Il zeigte in Bezug auf die
Antigenaufnahme bzw. PI3K-Aktivitdt eine unerwartete Modulation der XS52 Zellen
durch den SphK1-Hemmstoff. Im Sinne eines autokrinen Regulationsmechanismus
der Endozytose durch S1P sollte eine Reduktion der endogenen S1P-Biosynthese
eine verringerte Stimulation des S1P,-Rezeptorsubtyps und somit eine Steigerung der
Antigenaufnahme zur Folge haben. Die Vorinkubation der XS52 Zellen mit 2 yM SKI 1I
Uber verschiedene Zeitrdume fuhrte jedoch bei der durchflusszytometrischen
Untersuchung zu einer zeitabhangigen Abnahme der FITC-Dextran-Aufnahme. Mit
zunehmender Inkubationsdauer der XS52 Zellen mit SKI Il konnte eine steigende
Reduktion der Endozytoserate beobachtet werden, wobei eine signifikante
Erniedrigung nach bereits einer Stunde sichtbar wurde (Abb. 3.3.2A). Die parallel dazu
durchgeftihrte Western Blot Analyse hinsichtlich der Akt-Phosphorylierung wies
ebenfalls eine zeitabhdngige Abnahme der PI3K-Aktivitat in Anwesenheit des SphK1-
Inhibitors auf. In Ubereinstimmung mit dem FACS-Versuch konnte eine Erniedrigung
der Phosphorylierung von Akt mit zunehmender SKI [I-Stimulationsdauer beobachtet
werden (Abb. 3.3.2B). In den nachfolgenden Kapiteln wurde die Ursache fur die
Abnahme der Endozytoserate analysiert, welche unerwartet durch eine Reduktion der

intrazellularen S1P-Biosynthese verursacht worden ist.
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Endozytose und PI3K-Aktivitdt in den XS52 Zellen nach SphK1-Inhibierung.
XS52 Zellen wurden Uber verschiedene Zeitrdume mit dem SphK1-Hemmstoff SKI I
(2 yM) oder Kontrollvehikel vorstimuliert und danach 15 min lang in einer FITC-Dextran
(1 mg/ml) Lésung bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die XS52 Zellen mittels
FACS hinsichtlich der FITC-Fluoreszenzintensitat untersucht. Nach dem Abzug der
entsprechenden MFI der bei 4 °C behandelten Kontrollzellen von dem jeweiligen Ziel-
MFI-Wert wurde die relative Endozytoserate kalkuliert (A). XS52 Zellen wurden mit 2 yM
SKI Il Uber verschiedene Zeitraume behandelt und anschlieRend hinsichtlich der Akt-
Phosphorylierung mittels Western Blot untersucht. Als Proteinladekontrolle diente die
Bestimmung der gesamten Akt-Menge (B). *p<0,05

Uberprufung der inhibitorischen Wirkung von SKI II

Die Wirkung von SKI Il beruht auf der Hemmung der SphK1, wobei gezeigt werden

konnte, dass die Reduktion der S1P-Biosynthese in Anwesenheit des Inhibitors durch

einen lysosomalen Abbau des Enzyms erreicht werden kann (Ren et al., 2010). Die

Uberpriifung der intrazellularen S1P-Spiegel sowie der SphK1-Proteinexpression nach

der Stimulation der DC's mit SKI Il wurde somit als ein Kriterium fir die korrekte

Wirkungsweise des Hemmstoffs herangezogen. Dazu wurden die XS52 Zellen mit

verschiedenen SKI II-Konzentrationen zwanzig Stunden lang inkubiert. Als Kontrolle

dienten unstimulierte XS52 Zellen. Anschlieend wurden die Zellen gewaschen,
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gezahlt und einer quantitativen Bestimmung des intrazellularen S1P-Gehalts mittels
LC-MS/MS unterzogen. Die Hemmung der SphK1l zeigte bereits bei einer
Konzentration von 0,5 yM SKI Il einen signifikant verringerten intrazellularen S1P-
Gehalt gegenuber der Kontrolle und bestatigte die inhibitorische Wirkung von SKI I
bezuglich der S1P-Biosynthese (Abb. 3.3.2.1A). Auch die analoge Untersuchung der
SphK1-Expression mittels Western Blot wies eine Reduktion der Enzymexpression in
Anwesenheit von SKI Il auf, welche auf den lysosomalen Abbau des Proteins
zurlckgefuhrt werden kann (Abb. 3.3.2.1B). Die beiden durchgefiihrten
Funktionsprifungen konnten die richtige Wirkungsweise des Inhibitors hinsichtlich der

SphK1-Hemmung in den XS52 Zellen einwandfrei bestatigen.
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Abb. 3.3.2.1 Intrazellulare S1P-Spiegel und SphK1-Expression in den XS52 Zellen. XS52 Zellen
wurden fir 20 Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen an SKI |l oder
Kontrollvehikel stimuliert. Im Anschluss wurden die jeweiligen XS52 Zellansatze
geerntet und mittels LC-MS/MS hinsichtlich des S1P-Gehalts untersucht (A) bzw.
hinsichtlich der SphK1-Proteinexpression mittels Western Blot analysiert. Als
Protinladekontrolle diente die Bestimmung der B-Actin-Menge (B). *p<0,05
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3.3.2.2 Apoptoseverhalten der XS52 Zellen nach SKI |lI-

Stimulation

Eine Mdoglichkeit die Endozytoserate der DC's durch die Anwesenheit von SKI Il zu
erniedrigen, besteht in der Storung des zellularen Stoffwechsels durch das Einleiten
der Apoptose. Diese fuhrt zum Absterben der Zellen und kann dadurch die
Antigenaufnahme erheblich reduzieren (Nicolo et al., 2001). Die Untersuchung der
SKI [I-Wirkung im Bezug auf den programmierten Zelltod sollte aufzeigen, ob die
erniedrigte Antigenaufnahme durch die DC's auf diesen Effekt zurlickzufihren ist.
Dazu wurden die XS52 Zellen mit verschiedenen SKI lI-Konzentrationen tber einen
Zeitraum von sechzehn Stunden stimuliert, als Kontrolle dienten unstimulierte Zellen.
Die durchflusszytometrische Bestimmung der Apoptoserate schloss eine pro-
apoptotische Wirkung des SphK1-Inhibitors bei Konzentrationen bis 2 yM aus. Die
Stimulation der Zellen mit SKI Il zeigte erst ab einer Konzentration von 5 uM eine
signifikante Erhohung der Apoptoserate der behandelten XS52 Zellen gegentber der
Kontrolle (Abb. 3.3.2.2).
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Abb. 3.3.2.2 Apoptoseverhalten der XS52 Zellen. XS52 Zellen wurden fur 16 Stunden mit
verschiedenen Konzentrationen an SKI Il bzw. Kontrollvehikel inkubiert. Nach der
Anféarbung der Zellen mit AnnexinV-APC und PI erfolgte die durchflusszytometrische
Bestimmung der Apoptoserate. *p<0,05
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3.3.2.3 Differenzierungsstatus der XS52 Zellen nach SKI II-

Stimulation

Das Endozytoseverhalten der DC's ist stark von ihrem Differenzierungsstatus
abhangig. Wahrend die unreifen DC’s eine hohe Endozytoserate aufweisen, nimmt
diese im Laufe der Differenzierung zu reifen DC's ab (Platt et al., 2010). Im Abschnitt
3.1.3.2 konnte bereits keine Beeinflussung der DC's im Hinblick auf ihren Reifegrad
durch extrazellular zugefuhrtes S1P gezeigt werden. Analog dazu wurde im
nachfolgenden die Expressionsanderung der Oberflachenmarker CD115 und CD86
nach der Stimulation der XS52 Zellen mit dem SphKZ1-Inhibitor SKI II Uberpruft. Dazu
wurden die XS52 Zellen mit 2 yM SKI Il zunachst Uber einen Zeitraum von sechzehn
Stunden behandelt. Als Negativkontrolle dienten unstimulierte, als Positivkontrolle
LPS-stimulierte XS52 Zellen. AnschlieRend erfolgte die durchflusszytometrische
Analyse der Zellen hinsichtlich der Expression des CD115- und des CD86-
Oberflachenmarkers. Wie an den Histogrammen eindeutig zu erkennen ist, fihrte die
Anwesenheit des SphK1-Inhibitors zu einer Zunahme der CD86- und Abnahme der
CD115-Fluoreszenzintensitat. Die LPS-Anwesenheit als Positivkontrolle zeigte
ebenfalls eine der SKI II-Stimulation &hnliche Modulation der Expression der beiden
Reifemarker. Diese Beobachtung bestatigte die Ausreifung der XS52 Zellen, welche
im Rahmen der SphK1-Hemmung Uber einen Zeitraum von sechzehn induziert worden
ist (Abb. 3.3.2.3A).

Eine signifikante Reduktion der FITC-Dextran-Aufnahme durch die XS52 Zellen
gegenuber der unbehandelten Kontrolle konnte bereits nach einer Stunde Stimulation
mit SKI Il beobachtet werden. Aus diesem Grund wurde im néchsten Schritt die Kinetik
der SKI Ill-induzierten Ausreifung der DC's analysiert, um einen mdglichen
Zusammenhang zwischen dem Differenzierungsstatus und der Endozytoserate
darstellen zu kénnen. Dazu wurden die XS52 Zellen mit 2 yM SKI Il Gber verschiedene
Zeitrdume behandelt und anschlieRend durchflusszytometrisch hinsichtlich der
Expression der beschriebenen Oberflachenmarker untersucht. Die Stimulation der
DC’s mit dem SphK1-Inhibitor zeigte eine kontinuierliche Zunahme des CD86- und
Abnahme des CD115-Markers auf den XS52 Zellen. Damit konnte die Korrelation
zwischen dem zunehmenden Reifegrad und der abnehmenden Endozytoserate der
DC's eindeutig bestatigt werden (Abb. 3.3.2.3B).
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Dariiber hinaus wurde der Einfluss von extrazellular substituierten S1P auf den
Differenzierungsstatus der XS52 Zellen wahrend der SphK1l-Hemmung analysiert.
S1P ist einerseits dazu in der Lage, nach der Sekretion aus dem Zellinneren tber die
Aktivierung von S1P-Rezeptoren seine Wirkung zu entfalten. Auf der anderen Seite
kann das Sphingolipid auch als sekundarer Botenstoff an intrazellularen
Signalkaskaden beteiligt sein. Extrazellular zugefihrtes S1P wahrend der SphK1-
Hemmung erlaubt somit eine Aussage Uber den Signalweg, welcher fur die
Aufrechterhaltung des unreifen Differenzierungsstatus verantwortlich ist. Dazu wurden
die XS52 Zellen mit 2 yM SKI Il Gber einen Zeitraum von funf Stunden in Anwesenheit
von 10 yM S1P inkubiert und anschlieBend durchflusszytometrisch hinsichtlich der
Expression der beiden Differenzierungsmarker untersucht. Als Kontrolle diente die
Stimulation der DC's mit 2 yM SKI Il, 10 uM S1P oder dem Vehikel. Die Stimulation
der DC’s mit dem SphK1-Inhibitor zeigte eine Zunahme des CD86- und Abnahme des
CD115-Markers auf der XS52 Zelloberflache. Diese Veranderung des
Differenzierungsstatus konnte jedoch nicht in Anwesenheit von S1P verhindert bzw.
moduliert werden. Dies deutet auf eine Regulation des Reifezustands der DC's nicht

durch extrazellular, sondern durch intrazellular agierendes S1P hin (Abb. 3.3.2.3C).
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Abb. 3.3.2.3 Differenzierungsstatus der XS52 Zellen. XS52 Zellen wurden fir 16 Stunden mit 2 uM

SKI 1I, 10 ng/ml LPS oder Kontrollvehikel inkubiert. Nach der Anfarbung der Zellen mit
Anti-CD115-APC-Antikorper und Anti-CD86-PE-Antikérper erfolgte die
durchflusszytometrische  Bestimmung der Expression der entsprechenden
Oberflachenmarker. Die Histogramme eines exemplarischen Experiments zeigen
Fluoreszenzintensitdten der jeweiligen gebundenen Antikdrper der einzelnen
Proben (A). XS52 Zellen wurden mit 2 yM SKI Il oder Kontrollvehikel tiber verschiedene
Zeitraume inkubiert. Nach der durchflusszytometrischen Untersuchung der
entsprechend angefarbten Zellen wurde die Expression der CD86/CD115-
Oberflachenmarker tber die MFI bestimmt (B). XS52 Zellen wurden mit 2 yM SKI I,
10 uM S1P, den beiden Substanzen zusammen oder dem Kontrollvehikel tber einen
Zeitraum von 5 Stunden inkubiert. Nach der durchflusszytometrischen Untersuchung
der entsprechend angefarbten Zellen wurde die Expression der CD86/CD115-
Oberflachenmarker Uber die MFI bestimmt (C).
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3.3.24 Endozytose von FITC-Dextran und Differenzierungs-
status in SphK1-Knock-out-BM-DC's

Die Anwesenheit des SphK1-Inhibitors SKI Il zeigte eine unerwartete Reduktion der
Antigenaufnahme in den XS52 Zellen, die auf eine Verschiebung des Reifegrades
zurickgefuhrt werden konnte. Um zu zeigen, dass dieser Effekt nicht
substanzspezifisch, sondern mit der entsprechenden Hemmung der SphK1 bzw. der
intrazellularen S1P-Signaltransduktion zu begrinden ist, wurden die Endozytoserate
und der Differenzierungsstatus in Abhangigkeit von der SphK1-Expression untersucht.
Dazu wurden Wildtyp- bzw. SphK1-Knock-out-BM-DC's aus der entsprechenden
Knochenmarkzellen unter identischen Bedingungen generiert und anschlielend
durchflusszytometrisch hinsichtlich der FITC-Dextran-Aufnahme analysiert. Parallel
dazu wurde die Expression des Markers MHC Il auf der Zelloberflache der BM-DC's
Uberpruft. Bei dem MHC II-Protein handelt es sich um einen Indikator fur den
Reifestatus, dessen Expression in der Plasmamembran mit dem Reifegrad der DC's
korreliert. Im Fall der BM-DC's wurde die Analyse der MHC II-Expression an Stelle der
beiden in den XS52 Zellen untersuchten Marker CD86/CD115 vorgenommen, da diese
ebenfalls eine Aussage zum Reifestatus der Zellen erlaubt. Dartber hinaus schrankte
die experimentelle Anordnung des Versuches die Analyse der beiden anderen
Oberflachenmarker ein. In  Ubereinstimmung mit der SKI ll-induzierten
Endozytosemodulation zeigte die Abwesenheit der SphK1l in den BM-DC's eine
verringerte Aufnahmefahigkeit von Antigenen gegeniber den Wildtyp-BM-DC's. Es
konnte ebenfalls ein reiferer Differenzierungsstatus der SphK1-defizienten BM-DC's
als Ursache fur dieses Endozytoseverhalten beobachtet werden. Wie an den
Histogrammen eindeutig zu erkennen ist, fihrte die Abwesenheit der SphK1 im
Vergleich zum Wildtyp zu einer Abnahme der FITC-Fluoreszenzintensitat, welche ein
Mal3 fur die Dextran-Aufnahme bzw. Endozytose durch die Zellen darstellt (Abb.
3.3.2.4A). Eine Erhéhung der Fluoreszenzintensitat des MHC Il-Oberflachenmarkers in
den SphK1-defizienten BM-DC's gegenuber dem Wildtyp bestétigte ihren reiferen
Differenzierungsstatus, was als Ursache fir die Reduktion der Endozytoserate
angesehen werden kann (Abb. 3.3.2.4B).
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Abb. 3.3.2.4
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Endozytose und Differenzierungsstatus der Wildtyp- bzw. SphK1-Knock-out-
BM-DC's. Die am 10. Tag der DC-Generierung aus murinem Wildtyp- bzw.
SphK1-Knock-out-Knochenmark gewonnene Zellen wurden 15 min lang in einer FITC-
Dextran (1 mg/ml) Lésung bei 37 °C inkubiert. Nach der Immunfarbung der Zellen mit
CD11c- / MHC II- Antikérpern, zwecks Identifizierung der BM-DC-Population, wurde
diese mittels FACS-Analyse hinsichtlich der FITC-Fluoreszenzintensitat untersucht (A).
Weiterhin wurde die jeweilige BM-DC-Population hinsichtlich der MHC Il-Expression
Uber die Bestimmung der APC-Fluoreszenzintensitat analysiert (B). Die Histogramme

eines exemplarischen Experiments zeigen die FITC- bzw. APC-Fluoreszenzintensitaten
der einzelnen Proben.
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Diskussion

4.1 Bedeutung des exogenen S1P far die

endozytotische Aktivitat der DC's

Die endozytotische Aktivitat der unreifen DC's spielt eine Schlisselrolle in der
Initierung von Immunantworten. So fuhrt die Aufnahme von Antigenen durch diese
APC's zur Einleitung einer Signalkaskade, die in einer effizienten, von Lymphozyten
vermittelten Abwehr muindet. Diese hat unter physiologischen Bedingungen die
Aufgabe den Korper vor Fremdeinflissen wie zum Beispiel Mikroorganismen zu
schitzen. In Hinblick auf immunologische Dysregulation fuhrt diese jedoch auch zur
Entstehung von Krankheitsbildern wie der Atopischen Dermatitis. Bei dieser
immunologischen Hauterkrankung handelt es sich um eine T-Lymphozyten-vermittelte
Uberempfindlichkeitsreaktion auf einen wiederholten Kontakt mit einem Allergen bzw.
Hapten. Dabei nehmen die unreifen DC's der Haut eine Schllisselposition im ersten
Schritt der Krankheitsprogression, der Sensibilisierungsphase, ein (Enk et al., 1992;
Freudenberg et al., 2009). Wahrend dieses Prozesses kommt es zunachst zu einer
Penetration des Allergens bzw. Haptens durch die Hornhautbarriere hindurch und der
anschlieBenden Entstehung eines vollstdndigen Antigens, was durch die Reaktion des
eingedrungenen Haptens mit korpereigenen Molekilen vollzogen wird. Die
Internalisierung der entstandenen Antigene durch die unreifen, endozytotisch aktiven
DC's und damit verbundene Prasentation des prozessierten Antigens tber MHC Il auf
der Zelloberflache, bildet die Aktivierungsgrundlage der T-Lymphozyten und leitet die
immunologische Dysregulation ein (Basketter et al., 1995). So fuhrt die klonale
Expansion der Allergen- bzw. Hapten-spezifischen T-Lymphozyten bei einem erneuten
Allergenkontakt zu einer entziindlichen Hautreaktion, die mit Roétung, Pusteln und
Schuppung der Haut einhergeht (Kimber et al., 2002). Die experimentelle
Kontakthypersensibilitat (CHS) stellt im Hinblick auf diese Hauterkrankung eins der am
intensivsten untersuchten Tiermodelle zur Analyse der zugrunde liegenden,
immunologischen Mechanismen dar. In diesem Modell findet zunadchst eine
Sensibilisierung der Tiere mit einem Hapten (Sensibilisierungsphase) statt. Eine
wiederholte Verabreichung des Haptens (Auslosephase) resultiert in einer T-Zell-
vermittelten Immunantwort und 16st eine Entziindungsreaktion auf der Hapten-
exponierten Haut aus. So kann mit Hilfe dieses Tiermodells die Rolle von

Immunmodulatoren wie die von S1P bei dieser Erkrankung sowohl in der
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Sensibilisierungs- als auch in der Auslosephase evaluiert werden (Christensen et al.,
2012; Rose et al., 2012).

Bei dem Sphingolipid S1P handelt es sich um eine potente bioaktive Verbindung, die
eine Vielzahl an zellularen Prozessen regelt, wobei die immunologische Homdostase
von dieser Regulation besonders stark betroffen ist (Spiegel et al., 2011). Die
Untersuchung der Wirkung von topisch appliziertem S1P im CHS-Modell bestétigt
dabei die immunmodulatorische Wirkung des Lipidmediators. So kann gezeigt werden,
dass die Anwesenheit von S1P oder von FTY720 in der Haut zu einer starken
Abschwachung der entzindlichen Hautreaktion sowohl in der Sensibilisierungsphase
als auch bei einer wiederholten Allergengabe (Auslésephase) fuhrt. S1P reduziert
nicht nur das Gewicht der angrenzenden Lymphknoten, sondern verringerte auch die
Anzahl der aus der Haut ausgewanderten DC's gegenuber der Vehikelbehandlung.
Als Ursache fur diese anti-inflammatorischen Effekte des topisch applizierten
Sphingolipids wird eine Hemmung der Migration der DC's aus der Haut in die
sekundaren lymphatischen Organe postuliert (Reines et al., 2009). Tatsachlich kann
durch in vitro Zellassays gezeigt werden, dass sich die Stimulation der beiden
Rezeptoren S1P; und S1P; in einer chemotaktischen Wirkung auf die DC's auswirkt
und so an der Auswanderung der DC's aus der Peripherie in die lymphatischen
Organe beteiligt ist (Radeke et al., 2005). Dies bestatigt auch ein CD69-Knock-out-
Tiermodell, bei dem eine erhdohte S1P;-Rezeptorexpression auf den DC's
nachgewiesen werden kann. Diese Tiere zeichnen sich im Rahmen eines CHS-
Modells durch eine verstarkte DC-Migration in die sekundaren lymphatischen Organe
aus (Lamana et al., 2011). Eine lokale Erhdhung der S1P-Konzentration in der Haut
kann folglich den migrationsfordernden S1P-Konzentrationsgradienten zerstéren.
Andererseits kénnen hohe S1P-Spiegeln durch S1P;-Rezeptorinternalisierung eine
Unempfindlichkeit der DC's gegeniiber dem chemotaktischen Sphingolipid ausldésen
und so die Entziindungsreaktion im Rahmen des CHS-Modells verhindern (Reines et
al., 2009).

Dartber hinaus zeigt die Analyse der Hautbiopsien von gesunden und atopischen
Hunden hinsichtlich der S1P-Spiegeln eine Korrelation zwischen der lokalen
Konzentration des Sphingolipids und den pathologischen Veranderungen der Haut. So
kénnen signifikant reduzierte dermale S1P-Spiegel in den atopischen L&sionen
gegenuber dem gesunden Gewebe nachgewiesen werden. Als Ursache fir diese

Stérung der S1P-Homoostase kann eine Dysregulation des Sphingolipid-
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Metabolismus angesehen werden. Genetische Untersuchungen der S1P-Lyase-
Expression in der atopischen Haut zeigen eine signifikant erhohte Transkription des
entsprechenden Gens nicht nur bei Hunden, sondern auch bei Menschen. Folglich
fuhrt die daraus resultierende Erhéhung der S1P-Lyase-Aktivitat zu einem verstarkten,
irreversiblen Abbau von S1P zu Hexadecenal und Phosphoethanolamin und der damit
verbundenen verminderten S1P-Wirkung (Seo et al., 2006; Kumar et al., 2009; Wood
et al., 2009; Baumer et al., 2011).

Der anti-inflammatorische Effekt des Sphingolipids im Bezug auf Allergen-induzierte
Erkrankungen scheint nicht hautspezifisch zu sein, was Untersuchungen zur Rolle von
S1P bei Asthma belegen. Dabei nehmen die DC's bei der Initierung und
Aufrechterhaltung des allergischen Asthmas eine Schlusselposition ein und stellen
einen idealen, medikamenttsen Angriffspunkt gegen diese Erkrankung dar. Die
selektive Entfernung der DC's aus den Atemwegen im Rahmen eines Tiermodells
resultiert in einer Aufhebung aller Allergen-induzierten, asthmatischen Ereignisse und
liefert damit den Beweis fir die aufRerordentliche Stellung dieser APC's bei
allergischen Atemwegserkrankungen (Lambrecht et al., 2003). Diese essentielle Rolle
der DC’s ist dabei wie schon bei der Atopischen Dermatitis in der Lymphozyten-
Aktivierung zu sehen, welche durch die MHC-Allergen-Komplexe induziert wird. In
diesem Zusammenhang kann in einem Mausmodell gezeigt werden, dass die lokale
Applikation von S1P oder auch von FTY720 im Vorfeld der Allergengabe bzw. der
damit provozierten Sensibilisierung die Entziindungsreaktionen des allergischen
Asthmas stark reduziert (Idzko et al., 2006; Karmouty-Quintana et al., 2012). Auf die
sowohl im CHS- als auch im Asthma-Modell beschriebene anti-inflammatorische
Wirkung von FTY720 soll im Abschnitt 4.1.4 naher eingegangen werden.

Die Beeinflussung der DC-Funktion durch das Sphingolipid S1P, die mit der
beschriebenen immunsuppressiven bzw. antientziindlichen Wirkung verbunden ist,
kann ebenfalls fur eine Vielzahl an etablierten Immunmodulatoren wie Tacrolimus,
Rapamycin und Cilomilast beobachtet werden (Baumer et al., 2005). Es fallt dabei auf,
dass die S1P-vermittelten Effekte, ahnlich wie bei Rapamycin, nicht nur auf eine
Hemmung der Migration der DC's zurtickgefiihrt werden kénnen. Es findet ebenfalls
eine Inhibierung der Antigenaufnahme durch diese APC's statt, was im Rahmen der
vorliegenden Arbeit eindeutig demonstriert werden kann (Hackstein et al., 2002). Dies
zeigt, dass S1P in der Lage ist, die Immunantwort auf mehreren Ebenen zu

modulieren, wobei die Beeinflussung bereits in einer sehr frihen Phase, der
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Endozytose, auftritt. Damit ist allerdings nicht nur die gewinschte Unterdrickung der
Allergen-induzierten Entzindungsreaktionen, sondern auch eine Storung der
mikrobiellen Immunantworten oder der Toleranzinduktion durch hohe S1P-Spiegel
denkbar.

4.1.1 S1P-vermittelte Hemmung der Endozytose in unreifen
DC's

Die endozytotische Kapazitat der DC's ist stark von dem Differenzierungsstatus dieser
APC’s abhéngig. Wéhrend die in der Peripherie angesiedelten unreifen DC's eine
besonders ausgepragte Endozytose betreiben kdnnen, wird die endozytotische
Kapazitdit im Laufe der Differenzierung zu reifen DC's herunterreguliert. Die
inhibitorische Wirkung von S1P hinsichtlich der Antigenaufnahme beschrankt sich
dabei nur auf die unreifen DC’s. Untersuchungen der Endozytoserate von reifen DC’s
in Anwesenheit des Sphingolipids resultieren sogar in einem gegenteiligen Effekt. So
zeigt die Stimulation der reifen DC’s eine S1P3;-Rezeptorsubtyp-vermittelte Steigerung
der Antigenaufnahmefahigkeit (Maeda et al., 2007; Ocana-Morgner et al., 2011). Im
Hinblick auf die Regulation der Immunantworten spielt dies nur eine untergeordnete
Rolle, da es nicht ausreichend stark ausgepragt und notwendigerweise nicht mit der
Prasentation der Antigene auf der Zelloberflache verbunden ist (Ruedl et al., 2001). Im
Gegensatz dazu ist die konzentrationsabh&ngige Hemmung der Antigenaufnahme
durch S1P, welche nicht nur bei den unreifen LC's, sondern auch bei den unreifen
BM-DC's im Rahmen der vorliegenden Arbeit beobachtet wird, immunologisch
relevant.

Die LC’s, welche in dieser Arbeit durch die epidermalen DC’s sowie die XS52 Zellen
reprasentiert werden, bilden den ersten, in der Epidermis angesiedelten,
immunregulatorischen Zelltyp der Haut. Dieser Faktor macht diese Subpopulation der
DC's zu einem der am intensivsten studierten Objekte in der Dermatologie. Aufgrund
ihrer herausragenden Rolle bei der Initierung von Immunantworten ist es nicht
verwunderlich, dass die zentrale Rolle der LC's an der Entwicklung der Atopischen
Kontaktdermatitis propagiert wird. Neuere Untersuchungen zeigen jedoch auch, dass
die Aufgabe der LC's noch nicht vollstandig geklart ist und einer kontroversen

Betrachtung unterzogen werden sollte (Romani et al., 2012).
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Untersuchungen an einem Mausmodell bestéatigen, dass nur durch die Injektion von in
vitro sensibilisierten LC's oder epidermaler Zellen, nicht jedoch von epidermaler
Zellsuspension, bei der im Vorfeld die LC's entfernt worden sind, eine Atopische
Dermatitis im Rahmen eines CHS-Modells provoziert werden kann (Sullivan et al.,
1986). Des Weiteren bestatigt die Analyse des CHS-Modells in einem Knock-in-
Tiermodell die essentielle Stellung der LC's in der Pathophysiologie dieser
Hauterkrankung. Bei diesem Modell wird in den Langerinlocus ein Diphtherietoxin-
Rezeptor insertiert, wodurch Langerin-positive Zellen selektiv aus der Haut depletiert
werden koénnen. So zeigt die Entfernung dieser Zellpopulation, der auch LC's
angehdren, einerseits eine verminderte CHS-Antwort, was die bereits gewonnenen
Erkenntnisse bestatigt (Bennett et al., 2005; Bennett et al., 2007). Auf der anderen
Seite liefert das Diphtherie-Modell ein weiteres, widerspriuchliches Ergebnis, bei dem
die Abwesenheit der Langerin-positiven Zellen keinen Einfluss auf die CHS-
Progression besitzt (Kissenpfennig et al., 2005). Des Weiteren zeigt die CHS-Antwort
an einem weiteren Diphtherie-Knock-in-Mausmodell ein gegensatzliches Resultat. Bei
dieser Untersuchung fiuhrt die selektive Entfernung nicht aller Langerin-positiven
Zellen, sondern nur die der LC's zu einer verstarkten Entziindungsreaktion bei den
genetisch modifizierten Tieren gegenuber der Kontrolle. Dies deutet auf eine
Beteiligung der LC's bei der Regulation der Immuntoleranz hin (Kaplan et al., 2005).
Dariiber hinaus kann diese Erkenntnis in einem weitern Versuch an diesem
Mausmodell bestatigt werden. Dieses liefert zusatzlich den Beweis, dass im Rahmen
des Tiermodells nur die epidermalen, Langerin-positiven Zellen, nicht jedoch die in der
Dermis oder in den Haut-assoziierten Lymphknoten angesiedelten DC's entfernt
werden (lgyarto et al., 2009). Die neuste Untersuchung zu der Rolle der LC’s in der
Hautimmunologie bedient sich eines neuen genetischen Ansatzes und bestatigt die
kontroverse Stellung der LC's bei der CHS. Dabei wird die Erkenntnis ausgenutzt,
dass TGFB1 ein essentieller Faktor fur die LC-Homoostase ist. So sind die
TGFB1-Knock-out Mause mitunter durch die Abwesenheit von LC's in der Haut
gekennzeichnet (Borkowski et al., 1996). Im Rahmen des neuen Tiermodells wird die
selektive Entfernung der LC's durch einen TGFBR1-Rezeptor-Knock-out erreicht, bei
dem die Langerin-positive DC-Population unbeeinflusst bleibt. Die Auslosung der
Atopischen Dermatitis bei diesen veranderten Mausen liefert einen weiteren Beweis,

dass die LC's bei der Initiierung der Entziindungsreaktion mafRgeblich beteiligt sind.
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So fuhrt das Fehlen der LC's zu einer starken Abschwachung der immunologischen
CHS-Reaktion bei diesen Tieren (Zahner et al., 2011).

Die inhibitorische Wirkung von S1P auf die Antigenaufnahme und damit verbundene
Reduktion der entziindlichen Hauterkrankungen kann nicht nur in den LC’s, sondern
auch in den unreifen BM-DC's, die als Reprasentanten der dermalen DC's betrachtet
werden konnen, nachgewiesen werden. Phanotypisch gesehen unterscheiden sich
zwar die dermalen DC's von den LC's, sie sind jedoch auch in der Lage
T-Zellantworten einzuleiten (Shklovskaya et al., 2008). So kann die Beteiligung dieser
APC's bei der Atopischen Dermatitis im Rahmen des CHS-Modells ebenfalls bestétigt
werden. Es wird dabei angenommen, dass im Falle einer Abwesenheit der LC’s die
dermalen DC’s die Aufgabe des Immunvermittlers Ubernehmen kdnnen (Bennett et al.,
2005; Bursch et al.,, 2007). Die Modulation der Immunantworten im Rahmen einer
lokalen S1P-Therapie kann somit auf eine Hemmung der Antigenaufnahme nicht nur

in den LC’s, sondern auch in dermalen DC's zurtickgefiihrt werden.

4.1.2 Identifizierung der Makropinozytose als durch S1P

moduliertes Endozytosemechanismus

Die Endozytose von FITC-Dextran kann sowohl bei den LC's als auch bei den
BM-DC’'s Uber Rezeptor-vermittelte und makropinozytotische Mechanismen der
Prozessierung bzw. der Antigenprésentation herbeigefiihrt werden (Norbury, 2006).
Die inhibitorische Wirkung von S1P beschrénkt sich dabei nur auf die mit der
unspezifischen Antigenaufnahme verbundene Makropinozytose. Eine weitere
Maoglichkeit der indirekten Modulation der endozytotischen Kapazitat unreifer DC's
schlagt sich in der Wirkung von LPS nieder, welches ebenfalls die Fahigkeit der
Antigenaufnahme durch die DC’s reduziert. So fuihrt die Anwesenheit dieses Pyrogens
zur Einleitung der Apoptose und der Induktion der Ausdifferenzierung von Zellen zu
reifen DC's (De Trez et al., 2005). Wie die Untersuchungen der XS52 Zellen
hinsichtlich des programmierten Zelltodes oder der Maturation in diesem
Zusammenhang zeigen, konnen die Ph&nomene als Ursache der verminderten
Endozytose von FITC-Dextran in Anwesenheit des Sphingolipids ausgeschlossen

werden.
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Die Untersuchung des fur die FITC-Dextran-Aufnahme verantwortlichen
Mechanismus, welche an den XS52 LC's durchgeflihrte worden ist, definiert zunachst
die Makropinozytose als den Hauptaufnahmeweg des Endozytosetracers. So zeigt die
Anwesenheit des Mannans, eines kompetitiven Inhibitors der Rezeptor-vermittelten
Antigeninternalisierung, keinen Einfluss auf die FITC-Dextran-Aufnahme durch die
XS52 Zellen. Die spezifische Hemmung der Makropinozytose durch Rottlerin
hingegen, unterbindet die Endozytose des Dextrans vollstdndig. Dies steht im
Widerspruch zu den allgemein gultigen Erkenntnissen, dass die LC's den Zuckerrest
Dextran neben der Makropinozytose ebenfalls Uber den C-Typ Lektin-Rezeptor
Langerin aufnehmen kénnen und dadurch eine Reaktion gegeniber Mannan zeigen
sollten. Untersuchungen der murinen Langerin-Rezeptorexpression in LC's belegen
jedoch, dass dieser Endozytoseweg in Abhangigkeit von dem Alter der Maus erst ab
dem 4. Lebenstag nachgewiesen werden kann, was mit der Homoostase der XS52
Zelllinie korreliert (Bellette et al., 2003). So handelt es sich bei den XS52 Zellen um
LC’'s, die aus der Epidermis von neugeborenen Mausen isoliert worden sind und
vermutlich aus diesem Grund nicht Uber die Expression des entsprechenden
Langerin-Rezeptors verfigen (Xu, Ariizumi, Caceres-Dittmar, et al., 1995). Im Hinblick
auf den Endozytosetracer, FITC-Dextran, stellt diese Zelllinie somit ein
hervorragendes Modell dar, um die Physiologie der Makropinozytose naher zu
charakterisieren.

Die Untersuchungen der FITC-Dextran-Aufnahme durch die BM-DC's in Anwesenheit
von S1P zeigt im Gegensatz zu den XS52 Zellen eine schwachere inhibitorische
Wirkung des Sphingolipids. Diese Erkenntnis lasst sich mit der Expression des C-Typ
Lektin- bzw. Mannose-Rezeptors auf der Zelloberflache der BM-DC's begriinden (Gazi
et al., 2009). Die Mannose-Rezeptor-vermittelte Internalisierung von FITC-Dextran
unterstitzt dabei die Makropinozytose bei der Aufnahme des entsprechenden
Antigens und bleibt vermutlich in der Anwesenheit von S1P aufrechterhalten. Dies
fuhrt dazu, dass eine signifikante Hemmung der Endozytose von FITC-Dextran bei
den BM-DC's erst ab einer S1P-Konzentration von 1 yM sichtbar wird, wahrend bei
den XS52 Zellen die entsprechende Reaktion bereits bei einer S1P-Konzentration von
0,1 yM auftritt.

In Bezug auf die bereits erorterte S1P-vermittelte Hemmung der entzindlichen
Hautreaktion im CHS-Tiermodell, kann die selektive Inhibierung der Makropinozytose

in den unreifen DC’s als eine der Hauptursachen fir die anti-inflammatorische S1P-
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Wirkung angesehen werden. So zeigt eine Untersuchung an Aquaporin-7-defizienten
Mausen eine direkte Korrelation zwischen der Makropinozytose und der
Entztindungsreaktion im Rahmen einer CHS-Analyse. Bei den Aquaporinen handelt es
sich um integrale Membranproteine, die in der Lage sind, lonen bzw. Wasser zu
transportieren. Aquaporin-7 ist dabei direkt fir den Wassertransport in den murinen
DC's der Haut und somit fir die Regulation des Zellvolumens wahrend der
Makropinozytose verantwortlich. Eine Hemmung des Regulationsmechanismus im
Rahmen eines genetischen Aquaporin-7-Knock-out-Modells fihrt zu einer stark
verringerten Makropinozytoserate und folglich zu einer Reduktion der Allergen-
provozierten Dermatitis (de Baey et al., 2000; Hara-Chikuma et al., 2012).

Dariliber hinaus kdnnen fur die selektive Hemmung der Makropinozytose in den DC's
weitere immunologische Konsequenzen beobachtet werden. Im Zusammenhang mit
der Krebsforschung wird die erfolgreiche Aufnahme von rekombinanten
RNA-Impfstoffen in die DC's Uber den Weg der Makropinozytose vermittelt. Bei
diesem therapeutischen Ansatz wird eine genetische Information in die APC's
eingeschleust, die fur ein Antigen kodiert, das von den DC's den T-Lymphozyten
prasentiert werden kann. Dieses Antigen und die im Zuge dessen Prasentation
resultierende Immunabwehr richtet sich gegen das entartete Gewebe und steht
indirekt unter dem Einfluss der S1P-Homdoostase (Diken et al., 2011). Des Weiteren
zeigt die selektive Aufnahme eines Antigens Uber eine Rezeptorinternalisierung und
nicht Uber die Makropinozytose eine bevorzugte Aktivierung der CD8-positiven T-
Lymphozyten statt der CD4-positiven Zellen (Moeller et al.,, 2012). Neue
Untersuchungen belegen ebenfalls die Beteiligung der Makropinozytose an der B-
Zellaktivierung und der damit verbundenen Antikorperproduktion. So kdnnen die
Antigene, welche durch unreife DC's im Rahmen der Makropinozytose
aufgenommenen werden, in den Extrazellularraum wieder freigesetzt werden und so

zu der Aktivierung der humoralen Abwehr beitragen (Le Roux et al., 2012).
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4.1.3 Regulation der Makropinozytose Uber den PI3K-

Signalweg

Die Analyse der DC-Homdoostase zeigt eine starke Abhangigkeit vieler essentieller
Funktionen dieser APC's von der PI3K-Signaltransduktion. So sichert im Laufe der
LPS-induzierten Differenzierung die initiale Erhdhung der PI3K-Aktivitat in den unreifen
DC's das Uberleben dieser Zellen. Eine pharmakologische Hemmung der PI3K
wahrend der DC-Differenzierung aus den entsprechenden hamatopoetischen
Vorlauferzellen resultiert demzufolge in einer erhdhten Sterberate der auf diesem
Wege generierten DC's (Ardeshna et al., 2000; Xie et al., 2005). Im Bezug auf die
Regulation der Zytokinfreisetzung in den DC's kann die Beteiligung der PI3K ebenfalls
postuliert werden. Dabei scheint sie eine essentielle Feedback-Rolle in der TLR-
Signaltransduktion einzunehmen und schitzt den Organismus durch die Begrenzung
der Zytokinproduktion vor einer pro-inflammatorischen Hyperreaktion. In diesem
Zusammenhang zeigt die pharmakologische bzw. genetische Hemmung der PI3K-
Enzymaktivitat eine Ubermalige IL12-Sekretion in murinen Milz-DC’s. Ein murines
Sepsis-Modell dagegen liefert den Beweis, dass die PI3K-Inhibierung zu einer
erhohten Mortalitat fuhrt, die mit einer verstarkten Produktion von IL183, IL6, IL12 und
TNFa begriindet werden kann (Fukao et al., 2002; Fukao et al., 2003; Williams et al.,
2004; Caparros et al., 2006). Des Weitern fiihrt die Generierung von DC's aus dem
murinen Knochenmark in Gegenwart eines PI3K-Inhibitors zur Entstehung einer
immunsuppressiven DC-Zellpopulation, die unter anderem durch eine verminderte
Expression der ko-stimulatorischen Molekile wie zum Beispiel CD86 gekennzeichnet
ist (Di Caro et al., 2011). Zusammenfassend kann man festhalten, dass die Apoptose,
die zZytokinproduktion und der Differenzierungsstatus in den DC's durch die PI3K
moduliert werden kénnen.

Ein weiterer, unter der PI3K-Kontrolle stehender Mechanismus im Repertoire der
unreifen DC’s, ist die Antigenaufnahme ulber die Makropinozytose. So fuhrt die
Stimulation der unreifen DC's mit Noradrenalin zu einer a,-Rezeptor-vermittelten
Steigerung der PI3K-Aktivitat bzw. Akt-Phosphorylierung. Dies wird vor allem von einer
erhohten endozytotischen Aktivitdt der DC's begleitet und lasst sich in Gegenwart
eines PI3K-Inhibitors verhindern (Tamura et al., 2009; Yanagawa et al., 2010). Einen

weiteren Beweis fur die Abhangigkeit der Makropinozytose von der PI3K-Aktivitat
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liefert eine Analyse von DC's aus dem Blut von Menschen unterschiedlichen Alters.
Diese resultiert in der Erkenntnis, dass mit zunehmendem Alter der Spender die
Reduktion der konstitutiven Makropinzytoserate von einer Erniedrigung der PI3K-
Aktivitat bzw. der Akt-Phosphorylierung begleitet wird und als Ursache fir das
entsprechende Endozytosverhalten angesehen werden kann (Agrawal et al., 2007).
Die Untersuchung der FITC-Dextran-Aufnahme durch die XS52 DC’'s bestatigt
ebenfalls eine PI3K-Abhéngigkeit der Makropinozytose in dieser Zelllinie. Die
pharmakologische Hemmung des Enzyms mit Hilfe von LY294002 resultiert nicht nur
in der entsprechenden Hemmung der Akt-Phosphorylierung, sondern wird von einer
stark erniedrigten Endozytose des Dextrans durch die DC's begleitet. Darliber hinaus
handelt es sich bei diesem Signalweg um den molekularen Angriffspunkt von S1P
hinsichtlich der Modulation der Makropinozytose. So zeigt das Sphingolipid eine
Hemmung der PI3K-Aktivitdt bzw. der damit verbundenen Akt-Phosphorylierung, was
als einer der Hauptmechanismen der anti-inflammatorischen Wirkung von S1P
angesehen werden kann.

Bezuglich der bereits etablierten, anfanglich beschriebenen Effekte der PI3K-
Hemmung in den DC's zeigt S1P jedoch keine Ubereinstimmung. So fiihrt die
Anwesenheit des Sphingolipids zu keiner Regulation der ko-stimulatorischen
Oberflachenmolekiile bzw. der apoptotischen Prozesse in den XS52 Zellen.
Hinsichtlich der Zytokinsekretion sind in der Literatur sogar gegensatzliche Effekte
beschrieben worden. Dazu gehort die hemmende Wirkung von S1P beziglich der
IL12p70-Sekretion in LPS-aktivierten DC's, wobei die Produktion anderer Zytokine
unbeeinflusst bleibt (Schroder et al., 2011). Diese unerwartete Modulation der
entsprechenden DC-Funktionen durch S1P kann einerseits in einer nicht dauerhaften
Hemmung der PI3K-Aktivitat angesehen werden. So zeigt die Anwesenheit von S1P
eine nur zu Beginn starke Hemmung der Enzymaktivitdt, die mit zunehmender
Stimulationsdauer der XS52 Zellen abnimmt. Andererseits kann es auch in der
Vielfaltigkeit der PI3K-vermittelten Signale begriindet sein. Im Hinblick auf die drei in
der Literatur beschriebenen PI3K-Klassen, scheint die durch S1P regulierte PI3K-
Klasse einen intrazellularen Signalweg zu bedienen, der nicht fur die Regulation der
etablierten Effekte in den DC's verantwortlich ist. In der Tat kann fur die
Zytokinproduktion essentielle TLR-Signaltransduktion eine Beteiligung der PI3K-
Klasse I-Untereinheiten p110a, B, & nachgewiesen werden, wahrend die Untereinheit
p110y in Verbindung mit GPCR’s gebracht werden kann (Rommel et al., 2007). Des
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Weiteren beinhaltet die S1P-Signaltransduktion die Beteiligung mehrerer S1P-
Rezeptorsubtypen, fur die eine vielfaltige und gegensatzliche Modulation der PI3K-
Aktivitat beschrieben worden ist (Takabe et al., 2008).

4.1.4 Charakterisierung des Makropinozytose modulierenden

S1P-Rezeptorsubtyps

Die Untersuchung der Dosis-Wirkung-Beziehung von S1P hinsichtlich der
endozytotischen Aktivitat in den XS52 Zellen zeigt eine Zunahme des inhibitorischen
Effekts mit steigenden Konzentrationen des Sphingolipids, die bereits ab einer
Konzentration von 100 nM sichtbar wird. Dies deutet auf eine Beteiligung der S1P-
Rezeptoren an der Modulation der Makropinozytose hin, da eine intrazellulare
Signaltransduktion durch exogen zugefuhrtes S1P bei dieser geringen
Wirkkonzentration dufRerst unwahrscheinlich erscheint. Eine Real-Time PCR Analyse
der mRNA in den XS52 Zellen bestatigt die Expression aller S1P-Rezeptoren mit dem
am starksten vertretenen S1P,-Rezeptorsubtyp. Dieser Trend in dem
Expressionsmuster kann ebenfalls in unreifen BM-DC’s beobachtet werden, die durch
ein sehr starkes S1P,-Rezeptorvorkommen gekennzeichnet sind. Dariiber hinaus kann
die bereits beschriebene Steigerung der Endozytose durch die S1P-S1P3-Stimulation
in reifen DC's eventuell in der Anderung des S1P-Rezeptor-Expressionsmusters
wahrend der DC-Differenzierung begriindet sein. So fuhrt die Anwesenheit von LPS
oder TNFa zu einer Erhdhung der S1P;- und S1P3;-Rezeptor mRNA-Transkripten,
wahrend die des S1P,-Rezeptorsuptyps herunterreguliert werden (Rathinasamy et al.,
2010). Im unreifen Differenzierungsstatus kann jedoch diese Einbindung nicht nur des
S1P3-Rezeptorsubtyps, sondern aller S1P-Rezeptoren bis auf S1P; in die Regulation
der Makropinozytose bzw. PI3K-Aktivitat in den XS52 Zellen ausgeschlossen werden.
So fuhrt die Stimulation der unreifen DC's mit den S1P-Rezeptor-Agonisten
FTY720-P, VPC 24191 und SEW2871 zu keiner signifikanten Anderung der
Endozytoserate bzw. Akt-Phosphorylierung. Dies deutet auf eine Beteiligung des
S1P,-Rezeptorsubtyps hin, was im Rahmen der siRNA-Versuche bestatigt werden
kann. Die Erniedrigung der S1P,-Rezeptorexpression hebt folglich die S1P-vermittelte

Hemmung der Makropinozytose und Akt-Dephosphorylierung auf und identifiziert
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damit den am starksten exprimierten S1P-Rezeptorsubtyp als einen molekularen
Modulator der Antigenaufnahme in unreifen DC’s.

Die demonstrierte S1P,-Rezeptor abhangige Reduktion der PI3K-Aktivitat kann bereits
bei anderen Zelltypen nachgewiesen werden. So resultiert die S1P,-Rezeptor
Uberexpression in einem Lungentumor oder einem Melanom in einer Erniedrigung der
Proliferationsrate des entarteten Gewebes und in einer erniedrigten Vaskularisierung,
was unter anderem durch die Reduktion der PI3K-Aktivitat induziert wird (Du et al.,
2010). Im Bezug auf die Zellteilung kann fur die Keratinozyten ebenfalls eine
antiproliferative, S1P,-Rezeptor-vermittelte Wirkung nachgewiesen werden. Die
Stimulation dieser Hautzellen mit dem Wachstumsfaktor Insulin in Gegenwart des
Sphingolipids verhindert namlich die Hormon-induzierte, essentielle PI3K-Aktivierung
und damit verbundene Zellteilung (Schuppel et al., 2008). Im Zusammenhang mit der
Analyse der S1P,-Rezeptor-Funktionalitéat in den Immunzellen kann neben der bereits
beschriebenen Regulation der Mastzelldegranulation auch die Modulation der B-Zellen
und der Makrophagen angenommen werden. Die Differenzierung von naiven B-Zellen
zu den entsprechenden Gedachtnis- bzw. Plasmazellen geschient in dem
Keimzentrum der sekundaren lymphatischen Organe und fihrt zur Einleitung der fur
die Immunabwehr essentiellen, humoralen Antwort. Vor diesem Hintergrund belegt
eine Untersuchung im Mausmodell, dass das Uberleben sowie die Positionierung der
Zellen im Keimzentrum stark von der S1P,-Rezeptor-vermittelten Reduktion der PI3K-
Aktivitat abhangt (Green et al., 2011). Dartber hinaus zeigt die Stimulation des S1P,-
Rezeptors in den Makrophagen nicht nur eine damit assoziierte Reduktion der Akt-
Phosphorylierung, sondern eine dem Effekt in unreifen DC's analoge anti-
inflammatorische Wirkung. So fihrt die entsprechende Signaltransduktion zu einer
Hemmung der Migration und der damit verbundenen Einwanderung dieser Fresszellen
in das Entziindungsgebiet, was mit Hilfe eines S1P,-Knock-out-Modells eindeutig
belegt werden kann (Michaud et al., 2010).

Im Bezug auf die anfangs beschriebene Modulation der S1P-Homdostase sowohl im
CHS- als auch im allergischen Asthma-Modell kann die anti-inflammatorische Wirkung
nicht nur fur S1P, sondern auch fir FTY720 eindeutig nachgewiesen werden. Diese
Wirkung lasst sich jedoch nicht Uber die Modulation der Makropinozytose bzw. der
Antigenaufnahme erklaren, da FTY720 den S1P,-Rezeptor nicht zu stimulieren
vermag. Diese Erkenntnis demonstriert zweifelsfrei die Komplexitat der

entzindungshemmenden S1P-Wirkung. Dartber hinaus zeigt es, dass die Reduktion
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der endozytotischen Kapazitat der unreifen DC's nicht als alleinige Ursache fir die
Verbesserung der entsprechenden Krankheitsbilder im Rahmen einer lokalen S1P-
Therapie angesehen werden kann. So sollten Effekte wie die bereits beschriebene
Modulation des migratorischen Verhaltens der DC's aber auch systemische Wirkung
bezuglich der protektiven FTY720-Therapie in Betracht gezogen werden. Dazu gehort
vor allem die in diesem Rahmen beobachtete, FTY720-induzierte Lymphopenie, die
sich nur Uber eine systemische Distribution des S1P-Modulators erklaren lasst (Reines
et al., 2009; Liu, Jiang, et al., 2012).

4.2 Bedeutung des endogenen S1P fir die
endozytotische Aktivitat der DC's

Die Untersuchung der exogenen S1P-Wirkung beziglich der Reduktion der
endozytotischen Kapazitat der unreifen DC's demonstriert eindeutig die Beteiligung
des S1P,-Rezeptorsubtyps an der daraus resultierenden verminderten
Antigenaufnahmefahigkeit dieser APC’s. Weiterhin zeigt die Herunterregulation der
S1P,-Rezeptorexpression mittels spezifischer siRNA eine Zunahme der basalen
Endozytoserate in den XS52 Zellen gegenilber den genetisch unmodifizierten DC’s.
Dies deutet auf eine endogene Regulation der Antigenaufnahme in den XS52 Zellen
hin, wobei intrazellular gebildetes S1P in einem autokrinen Mechanismus Uber den
S1P,-Rezeptorsubtyp das immunologische Gleichgewicht der Antigenzufuhr zu
steuern vermag. Folglich fuhrt die verminderte membranstandige Prasenz des S1P»-
Rezeptors zu einer Reduktion des S1P-vermittelten, Endozytose-modulierenden
Hemmeffekts.

Die DC's sind ein Paradebeispiel fur einen Zelltyp, dessen Homdoostase im Rahmen
einer vielfaltigen, autokrinen Regulation aufrechterhalten wird. So |8st die Exposition
der unreifen DC's mit mikrobiellen Bestandteilen wie LPS eine Sekretion nicht nur pro-
sondern auch anti-inflammatorischer Zytokine wie IL1 oder IL10 aus. Diese sind in der
Lage, die entsprechende immunologische Wirkung in ihrer unmittelbaren
Nachbarschaft zu entfalten, wozu auch die Selbstregulation der eigenen Zellfunktion
gehort (Blanco et al., 2008). Wie am Beispiel des Zytokins TNFa gezeigt werden kann,
findet diese autologe Regulation nicht nur wahrend einer Aktivierung der Zellen statt,

sondern kann ebenfalls im unreifen "Steady state -DC-Stadium beobachtet werden.
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Dabei fuhren die Sekretion des entsprechenden Mediators und die anschlieRende
autokrine Stimulation der DC's zu einer fein abgestimmten Regulation des Uberlebens
der Zelle (Slobodin et al., 2009; Lehner et al., 2012). In diesem Zusammenhang kann
ebenfalls nachgewiesen werden, dass eine Storung dieser empfindlichen
Gleichgewichtsreaktionen bei einer Reihe von Autoimmunerkrankungen wie Psoriasis
bzw. weiteren entziindlichen Hauterkrankungen vorliegt. Dabei sollte beachtet werden,
dass die bereits beschriebene Stérung der S1P-Homdoostase, die von einem erhohten
S1P-Abbau begleitet wird, ebenfalls durch eine Anomalie der Haut bzw. Atopische
Dermatitis gekennzeichnet ist (Baumer et al., 2011). Neben der autokrinen Regulation
der DC-Funktion durch die klassischen Zytokine kann eine Reihe weiterer endogener
Substanzen identifiziert werden, die in die Beeinflussung der DC-Physiologie involviert
sind. Dazu gehort beispielsweise das ATP mit den purinergen Rezeptoren, welche das
migratorische Verhalten der DC's modulieren kénnen oder das Acetylcholin, das an
der Regulation der Oberflachenexpression ko-stimulatorischer Moleklle beteiligt ist
(Junger, 2011; Salamone et al.,, 2011). Dartber hinaus kann eine Einbindung des
autokrin sezernierten "TGFB induced” Proteins in die Regulation der Makropinozytose
in unreifen DC’s postuliert werden. So hat die hohe Expression bzw. Sekretion des
entsprechenden Proteins durch die unreifen DC's eine Erhdhung der endozytotischen
Kapazitat zur Folge und kann durch den Einsatz eines neutralisierenden "TGF[
induced” Protein-Antikérpers in ihrer Wirkung aufgehoben werden. Im Bezug auf den
Differenzierungsstatus der DC's zeigt eine Verschiebung der DC-Physiologie Richtung
reife Zelle den Verlust dieser autokrinen, regulatorischen Einheit der Endozytose (Cao
et al., 2006). Im Hinblick auf die S1P-Homdostase kann eine &hnliche Regulation
wahrend der Differenzierung der unreifen zu reifen DC's festgestellt werden. Im Zuge
dieser Statusanderung der Zelle kann eine Herunterregulation der SphK1-Expression
nachgewiesen werden. So wird die damit assoziierte Minderung der S1P-Produktion
ebenfalls von einer Abschwachung der endogenen Wirkung des Sphingolipids im
Bezug auf die Modulation der Endozytose in den DC's begleitet (Eigenbrod et al.,
2006).

Untersuchungen der S1P-Wirkung in den DC’s deuten bereits darauf hin, dass einige
essentielle Funktionen dieser APC’s im Rahmen einer autokrinen S1P-vermittelten
Regulation gesteuert werden kénnen. Vor dem Hintergrund, dass eine gesteigerte
SphK1-Aktivitat zu einer Favorisierung der Th2- sowie der Th1l7-Immunantwort fuhrt,

kann eine autokrine Regulation der IL12p70-Expression durch S1P nachgewiesen
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werden. Bei diesem Zytokin handelt es sich um ein Signal, das unter anderem im Zuge
einer LPS-Stimulation gebildet wird und zur Einleitung einer Th1l-Immunantwort fihrt.
So zeigt die Analyse der IL12p70-Produktion in SphK1-Knock-out-DC's eine LPS-
induzierte, erhdhte Ausschittung dieses Zytokins gegeniber den Wildtyp-DC's. Der
Grund fur diese in der Abwesenheit der SphK1 bevorzugte Einleitung der Thl-
Immunantwort liegt in der fehlenden Stimulation des S1P;-Rezeptorsubtyps durch das
endogen gebildete und sezernierte S1P. Demzufolge hat die etablierte Steigerung der
SphK1-Aktivitat im Zuge einer LPS-Stimulation zur Aufgabe, die Minderung der
IL12p70-vermittelten Thl-Zellprdgung zu sichern, was im Rahmen eines negativen
Feedbackmechanismus Uber die S1P;-S1P-Achse erbracht wird (Schroder et al.,
2011).

Daruber hinaus demonstrieren biochemische Untersuchungen in weiteren Zelltypen,
dass das Sphingolipid S1P als ein autokriner Regulator in die Zellphysiologie involviert
sein kann. Bezuglich der Makrophagen zeigt die Stimulation des S1P»-
Rezeptorsubtyps durch das endogen gebildete S1P eine positive Modulation der Fc-
Rezeptorexpression. Diese ist essentiell fir die erfolgreiche Phagozytose der
Mikroorganismen, welche im Vorfeld mit Antikérpern opsoniert worden sind und liefert
einen weiteren Beweis fur eine S1P,-Rezeptor-vermittelte, autokrine Regulation der
Endozytose in Immunzellen (McQuiston et al.,, 2011). Die Analyse der neuronalen,
entzindlichen Immunprozesse offenbart eine weitere Regulationseinheit durch das
endogene S1P, die in den beiden Gliazelltypen, den Astrozyten und den
Mikrogliazellen, beobachtet werden kann. So kann in den Mikrogliazellen, den
Phagozyten im zentralen Nervensystem, eine Regulation der LPS-induzierten
Expression der Zytokine TNFa und IL1B sowie von iINOS nachgewiesen werden.
Dabei fuhrt die im Rahmen dieser TLR-Stimulation stattfindende Erh6hung der SphK1-
Aktivitat bzw. der S1P-Sekretion und die damit verbundene S1P-Rezeptorstimulation
zu einer entziindungsfordernden Steigerung der beschriebenen Zytokinausschittung
(Nayak et al., 2010). Eine gegensatzliche, anti-inflammatorische Wirkung des
endogenen S1P zeigt sich in der Hombostase der Astrozyten. Dabei zeigt die
Stimulation dieser Zellen mit LPS eine SphK1-S1P3-Rezeptorsubtyp-induzierte
Neuroprotektion. Diese &ufert sich in der S1P-vermittelten Erhohung des
antientzindlich agierenden Chemokins CXCL1 (Fischer et al., 2011). Die autokrine
Regulation der Zellfunktion ist jedoch nicht spezifisch flr die immunologischen

Prozesse. Die Untersuchungen im entarteten Gewebe, beispielsweise in den HelLa
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und Mel-7 Zelllinien, identifizieren das im Rahmen der SphK1-Aktivitat produzierte S1P
als ein wichtiges Uberlebenssignal. So beobachtet man eine Hemmung der Fas-
Liganden-induzierten Apoptose in den entsprechenden Zelllinien, die auf eine S1P,-
Rezeptor-vermittelte NFkB-Aktivierung zuriickgefihrt werden kann (Blom et al., 2010).
Des Weiteren demonstriert eine Analyse der TGFB1-vermittelten Differenzierung von
mesenchymalen Stammzellen zu Myofibroblasten, welche als eine Simulation der
Entstehung einer Leberfiborose angesehen werden kann, die Einbindung der
autokrinen S1P-Homoostase. Dabei lasst sich die entsprechende Differenzierung der
Zellen in der Stimulation des S1P;- und S1P3-Rezeptorsubtyps begriinden, wobei das
dafir notwendige, endogene S1P durch die intrazellulare SphK1-Aktivitat geliefert wird
(Yang, Chang, et al., 2012). Letztendlich verfiigen auch Fibroblasten, welche wie die
LC's bzw. DC's stark in die Physiologie der Hautfunktion eingebunden sind, Uber
einen autokrinen S1P-Regulationsmechanismus. So zeigen diese Zellen eine S1P;-
Rezeptor-abhangige Internalisierung des adrenergen a1b-Rezeptors, die im Rahmen
einer Wachstumsfaktor-induzierten SphK1-Aktivierung beobachtet werden kann
(Castillo-Badillo et al., 2012).

4.2.1 Identifizierung des far die S1P-Sekretion

verantwortlichen ABCC1-Transporters

Bezugnehmend auf die S1P-Homdostase sind die autokrinen regulatorischen
Mechanismen in den unreifen DC's stets von einer erfolgreichen Sekretion des
intrazellular gebildeten Lipidmediators abhangig. In diesem Zusammenhang kann
bereits die Beteiligung mehrerer ABC-Transporter an der Freisetzung des
Sphingolipids in den Extrazellularraum durch verschiedene Zelltypen demonstriert
werden und kann ebenfalls in der XS52 Zelllinie beobachtet werden. Eine Real-Time
PCR-Analyse der mRNA-Transkripte in den XS52 Zellen bestatigt die Expression der
drei wichtigsten, fur die S1P-Translokation verantwortlichen ABC-Transporter. Dazu
gehdren ABCB1-, ABCC1- und ABCG2-Transporter. Die Expression dieser aktiven
Transporter kann nicht nur in priméren DC's bzw. LC's ebenfalls nachgewiesen
werden, sondern ist auch fur deren Homoostase von essentieller Bedeutung. So fuhrt
die pharmakologische Inhibierung sowohl des ABCB1- als auch des ABCCI1-

Transporters zu einer Reduktion der DC-Migration aus der Haut in die sekundéaren
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lymphatischen Organe. Im Falle von ABCB1 ist unklar, bei welchen endogenen
Substanzen es sich dabei handelt, deren Sekretionshemmung zu der entsprechenden
Beeinflussung der DC-Funktion fuhrt. Bei ABCC1 wird die verminderte Freisetzung
von Leukotriencystinyl 4 als Ursache fur die verminderte DC-Wanderung
angenommen, was im Rahmen eines ABCC1-Knock-out-Mausmodells nachvollzogen
werden kann (van de Ven et al., 2009). Dariiber hinaus zeigt sich die auf3erordentlich
wichtige Bedeutung der Transporter ABCC1 und ABCG2 bei der Ontogenese der
DC's aus den entsprechenden Vorlauferzellen. Dabei fuhrt der Einsatz des potenten
ABCC1l-Hemmstoffs MK571 wahrend der Differenzierung der DC's aus den
Monozyten oder aus der CD34-Zellen-haltigen MUTZ3-Zelllinie zu einer stark
abgeschwéchten Generierung von DC's bzw. LC's (Skazik et al., 2008). Die erhdhte
Expression des ABCG2-Transporters auf den entsprechenden Vorlauferzellen
hingegen scheint eine bevorzugte Entstehung von DC's mit LC-Eigenschaften zu
induzieren (van de Ven et al., 2012).

Im Zusammenhang mit der S1P-Signaltransduktion in den DC's kann ebenfalls
eindeutig eine Modulation des Migrationsverhaltens und der Ontogenese demonstriert
werden, was einen Hinweis auf eine mogliche Einbindung eines der ABC-Transporter
in die S1P-Homoostase dieser APC’s aufzeigt. So kann einerseits die S1P,/S1P3-
rezeptorabhangige Migration der DC's eindeutig belegt werden. Auf der anderen Seite
zeigt aber auch die Hemmung der SphK1 und der damit verbundenen, endogenen
S1P-Synthese eine signifikante Reduktion der Wanderung der unreifen DC's (Radeke
et al., 2005; Eigenbrod et al., 2006). Bezuglich der Ontogenese demonstriert die
klassische Generierung der DC's aus Monozyten in Anwesenheit von S1P einige
phanotypische Anomalien der entstehenden unreifen DC's. Dazu gehdren die
fehlende Expression des Oberflachenmarkers CD1a sowie einige Eigenschaften von
reifen DC’s trotz der Abwesenheit eines Reifeaktivators. Die Stimulation der unter
diesen Bedingungen generierten DC's mit LPS fihrt hingegen zu einem IL12-
negativen Zytokinexpressionsmuster (Martino et al., 2007).

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Einbindung eines der drei ABC-Transporter
in die autokrine Regulation der Endozytose in den XS52 Zellen liefert hingegen einen
eindeutigen Beweis fir die Beteiligung des ABCC1 an der S1P-Homoostase in
unreifen DC’s. Folglich zeigt die Untersuchung der Endozytoserate von FITC-Dextran
in Anwesenheit der Hemmstoffe fir ABCB1 oder ABCG2 keine Beeinflussung der

Antigenaufnahme in den XS52 Zellen. Die Hemmung der ABCC-Transporterfamilie mit
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Probenecid bzw. des ABCC1-Transporters mit MK571 resultiert hingegen in einer
signifikanten Erhéhung der FITC-Dextran-Aufnahme. Diese kann auf eine reduzierte
Sekretion des intrazellularen S1P aus dem Zytoplasma und die damit verbundene,
erniedrigte Stimulation des S1P,-Rezeptorsubtyps zurlckgefuhrt werden. Einen
zusatzlichen Beweis dafir liefert die Analyse der S1P-Konzentration im
Extrazellularraum. So fuihrt die Inhibierung des ABCC1-Transporters zu einer nahezu
vollstandigen Aufhebung der S1P-Sekretion durch die XS52 Zellen. Die
unbehandelten Zellen hingegen setzen das endogen produzierte S1P frei und
erbringen  damit einen  zusatzlichen Beweis fir einen  autokrinen
Regulationsmechanismus des Sphingolipids in den unreifen DC’s.

Diese Erkenntnis bestétigt die bereits in anderen Zelltypen gewonnenen Daten, die
den ABCCl-Transporter in die S1P-Homdoostase integrieren. Dazu gehort
beispielsweise der Einfluss von ABCC1 auf die Migration von Mastzellen. Dabei kann
gezeigt werden, dass die Hemmung der physiologischen Funktion des
entsprechenden Transporters mittels MK571 bzw. spezifischer siRNA mit einer stark
reduzierten S1P-Sekretion verbunden ist. Diese hat eine Minderung der gezielten
Mastzellwanderung zur Folge (Mitra et al., 2006). Weiterhin bestétigt die Wirkung des
Glukokortikoids Dexamethason eine Beteiligung von ABCC1 und S1P an dessen
zytoprotektiven Eigenschaften in Fibroblasten. So fuhrt die Dexamethason-vermittelte
Induktion von ABCC1 zu einer verstarkten S1P-Translokation aus der Zelle und sich
anschlieBender vor Apoptose schitzender Stimulation des S1P3-Rezeptorsubtyps
(Nieuwenhuis et al., 2010).

4.2.2 Bedeutung der SphK1-Aktivierung bei der Modulation der

Endozytose

Die Sekretion des Sphingolipids tber den ABCC1-Transporter, welche im Rahmen der
autokrinen Endozytoseregulation stattfindet und die damit verbundene Hemmung der
Antigenaufnahme in unreifen DC’s kann quantitativ Gber die SphK1-Aktivitat moduliert
werden. Die SphK1 gehért neben der SphK2 zu einer Gruppe der Lipidkinasen, die
Uber eine Phosphorylierung des Sphingosins die S1P-Biosynthese vervollstandigen.
Wahrend sich die SphK2-Expression vorwiegend auf den Zellkern beschrankt, kann

fur die SphK1l eine zytosolische bzw. eine plasmamembranstéandige Lokalisation
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nachgewiesen werden, was dieses Isoenzym hauptverantwortlich fur die endogene
S1P-Produktion macht. Dabei kann die SphK1-Aktivitat nicht nur im Zuge der
physiologischen Gegebenheiten wie der Anwesenheit von Wachstumsfaktoren
moduliert werden, sondern lasst sich auch im Rahmen einer pharmakologischen
Stimulation beeinflussen (Siow et al., 2011). So zeigt die Anwesenheit des SphK1-
Aktivators K6PC-5 auf der Haut einen der topischen S1P-Applikation vergleichbaren
Effekt. Dieser auBBert sich vor allem in der Beeinflussung der
Keratinozyten-Homoostase, wobei eine antiproliferative Wirkung von dem SphK1-
Aktivator ausgeht. Diese dem exogenen S1P vergleichbare Wachstumsmodulation der
Keratinozyten kann jedoch nicht mehr im Rahmen einer pharmakologischen bzw.
genetischen Inhibierung der SphK1 beobachtet werden. Diese Demonstration liefert
den eindeutigen Beweis fur die Eignung von K6PC-5 als SphK1-Aktivator, der seine
Effekte Uber eine Steigerung der S1P-Biosynthese entfaltet (Hong et al.,, 2008;
Schuppel et al., 2008; Youm et al., 2008). Tatsachlich fihrt auch die Stimulation der
XS52 Zellen mit dem SphK1-Aktivator K6PC-5 zu einer der exogenen S1P-Zufuhr
analogen Wirkung. So zeigt die Anwesenheit des SphK1-Modulators eine signifikante
Reduktion der FITC-Dextran-Aufnahme durch die XS52 Zellen, welche auf eine
Erhohung der intrazellularen S1P-Produktion zurtickgefuhrt werden kann. Diese
bewirkt einen zusatzlichen Stimulus des S1P,-Rezeptorsubtyps, der bei der
Untersuchung der PI3K-Aktivitdt mittels Western Blot bestatigt werden kann. Dabei
lasst sich die nicht transiente, zeitliche Erniedrigung der Akt-Phosphorylierung durch
K6PC-5 in den XS52 Zellen mit dem durch exogenes S1P provozierten Verlauf
vergleichen. In beiden Fallen ist ndmlich ein Wiederanstieg der PI3K-Aktivitdt nach
einer Stunde zu verzeichnen. Dies liefert einen weiteren Beweis dafir, dass die von
K6PC-5 ausgehende Wirkung auf das endogene S1P im Rahmen einer autokrinen

Regulation zurlickzufihren ist.

129



Diskussion

4.2.3 Bedeutung der SphK1-Inhibierung bei der Modulation der

Endozytose

Zur Verifizierung der mittels K6PC-5 gewonnenen Ergebnisse kann die Anwesenheit
des spezifischen SphK1-Inhibitors SKI Il bei der Analyse der endozytotischen
Kapazitat der unreifen DC’'s herangezogen werden. Dabei sollte die Reduktion der
S1P-Biosynthese, welche im Rahmen der SphK1-Hemmung mittels SKI Il provoziert
wird, eine Steigerung der Endozytoserate zur Folge haben. Als Ursache dafir kann
das Ausbleiben des autokrinen, inhibitorischen S1P,-Rezeptorstimulus aufgrund des
erniedrigten, endogenen S1P-Spiegels angenommen werden. Uberraschenderweise
zeigt die Untersuchung der FITC-Dextran-Aufnahme durch die XS52 Zellen, welche
zuvor mit dem SphK1l-Hemmstoff behandelten wurden, eine unerwartete Reduktion
der Endozytoserate, die mit zunehmender SKI ll-Inkubationsdauer stetig ansteigt.
Dieses Verhalten der DC’'s in Gegenwart von SKI Il kann seine Ursache in der
Modulation der Makropinozytose haben, da die erniedrigte Endozytoserate
konsequenterweise von einer abnehmenden PI3K-Aktivitat begleitet wird.

So konnte bereits bei anderen Zelltypen die Korrelation zwischen der SphK1- und
PI3K-Aktivitdt gezeigt werden, was im Falle der in den XS52 Zellen mittels SKI Il
demonstrierten Ergebnisse zutreffen konnte. Eine Analyse der SphK1-Aktivitat und der
daraus resultierenden PI3K-Aktivitat bzw. Akt-Phosphorylierung im Glioblastom liefert
den entsprechenden biochemischen Beweis dafiir. Dabei fuhrt die Hemmung der
SphK1 zu einer PI3K-vermittelten Erniedrigung der Akt-Phosphorylierung, die mit einer
Erniedrigung der Expression von anti-apoptotisch wirkenden Proteinen in Verbindung
gebracht wird und folglich zur Apotose des Tumorgewebes fihrt (Guan et al., 2011).
Dariiber hinaus konnte eine ahnliche SphK1-vermittelte, anti-apoptotische Wirkung im
Lungenkarzinom beobachtet werden. Dabei wird die erhdhte SphK1-Aktivitat von einer
erhohten PI3K-Aktivitat bzw. Akt-Phosphorylierung begleitet und ist wiederum in die
Expression der anti-apoptotischen Proteine involviert (Song et al., 2011). Die
Steigerung der SphK1-Aktivitat in den XS52 Zellen mittels KEPC-5 wird jedoch nicht
von einer erhoéhten PI3K-Aktivitat begleitet. Somit kann diese im Tumorgewebe
beobachtete Korrelation zwischen den beiden Enzymen nicht als Ursache fir die

demonstrierte Modulation der Makropinozytose mittels SKI Il angenommen werden.
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Die im nachsten Schritt durchgefiinrte Uberprifung der Funktionalitit des SphK1-
Hemmstoffs SKI Il bestétigt seine Eignung hinsichtlich seiner inhibitorischen Wirkung
und kann somit als Stérkomponente, die zu der unerwarteten Hemmung der
Endozytose fuhrt, ausgeschlossen werden. Die Interaktion von SKI Il mit der SphK1
fuhrt nicht nur zu einem kompetitiven Antagonismus mit dem natirlichen Substrat
Sphingosin, sondern induziert auch den lysosomalen Abbau der Lipidkinase ohne ihre
MRNA-Expression zu beeinflussen. So fuhrt die Inkubation der XS52 Zellen mit SKI 1l
ebenfalls zu einer Erniedrigung der SphK1-Proteinexpression in der Zelle, was von
stark reduzierten, intrazellularen S1P-Spiegeln begleitet wird und die Tauglichkeit des
Hemmstoffs demonstriert. Dartiber hinaus kann die direkte Regulation der PI3K durch
2 uM SKI Il ausgeschlossen werden, da eine entsprechende Modulation des Enzyms
erst ab einer Konzentration von 60 uM SKI |l postuliert wird (French et al., 2003; Ren
et al., 2010). Ferner zeigen mehrere Untersuchungen im Tumorgewebe einen pro-
apoptotischen Effekt der SphK1-Hemmung bzw. des SKI II-Pharmakons, was im Fall
der DC's eine Reduktion der endozytotischen Kapazitat zur Folge hatte (French et al.,
2006; Yang, Ji, et al., 2012). Die Untersuchung der Apoptoserate der XS52 Zellen in
Gegenwart verschiedener SKI IlI-Konzentrationen bestatigt die entsprechende
Induktion des programmierten Zelltodes durch die SphK1-Inhibierung. Allerdings kann
die pro-apoptotische Wirkung von SKI Il erst ab einer Konzentration von 5 puM
beobachtet werden und schlief3t folglich die Modulation der zellularen Vitalitéat durch
SKI Il als Ursache fir die erniedrigte endozytotische Kapazitat aus.

Im Hinblick auf die Antigenaufnahmefahigkeit ist die hohe Endozytoseaktivitat ein
markantes Charakteristikum von unreifen DC's, zu der die Makropinozytose
maf3geblich beitragt. Im Rahmen der Differenzierung zur reifen DC’s verlieren diese
APC’s jedoch die Fahigkeit, die Flussigkeit und darin geloste Stoffe, wozu auch FITC-
Dextran gehort, aus ihrer unmittelbaren Umgebung aufzunehmen. So kann die
entsprechende Einleitung der DC-Reifung eine Modulation der Makropinozytose zur
Folge haben und somit eine indirekte Hemmung der Antigenaufnahme bewirken (Platt
et al., 2010). Die Untersuchung der beiden Oberflachenmarker CD86 und CD115 auf
den XS52 Zellen nach der Inkubation mit SKI Il liefert einen eindeutigen Beweis flr
eine differenzierungsférdernde Wirkung des SphK1l-Hemmstoffes. So fuhrt die
Anwesenheit von SKI Il zu einer Zunahme des CD86- und Abnahme des CD115-
Proteins auf der Oberflache der XS52 Zellen, was bereits nach einer Stunde sichtbar

wird und mit der zeitabhangigen Reduktion der Endozytoserate korreliert (Kitajima et
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al., 1996). Daruber hinaus zeigt die Analyse der FITC-Dextran-Endozytose durch
SphK1-Knock-out-DC's eine Reduktion der Antigenaufnahmeféhigkeit gegentuber
Wildtyp-DC's, was von einem veranderten Differenzierungsstatus begleitet wird. So
zeigen die  Knock-out-DC's eine  gegenuber dem  Wildtyp  erhéhte
Oberflachenexpression des Reifemarkers MHC Il und bestatigen damit die in den
XS52 gewonnenen Erkenntnisse.

Die SKI Il-vermittelte Reduktion der Endozytoserate scheint somit in der Einleitung der
DC-Differenzierung ihre Ursache zu haben, welche wahrscheinlich auf die fehlende
intrazellulare S1P-Wirkung zuriickgefihrt werden kann. Die exogene S1P-Zufuhr
wahrend der SKI II-Stimulation zeigt namlich keinen Einfluss auf diese Verédnderung
des Reifegerades der DC's. Die S1P-Signaltransduktion betrachtend (bt dieses
Sphingolipid seine Effekte nicht nur extrazellular Gber die GPCR's aus, sondern kann
auch intrazellular eine wichtige Vermittlerfunktion haben. Frihere Studien hinsichtlich
der Rolle von intrazellularem S1P in der Calcium-Homoostase demonstrieren, dass
das Sphingolipid in der Lage ist, die Freisetzung von Calcium aus dem
endoplasmatischen Retikulum zu induzieren (Ghosh et al., 1990; Ghosh et al., 1994;
Mattie et al., 1994). Obwohl kein eindeutiges Zielprotein fir diese S1P-vermittelte,
intrazellulare Wirkung identifiziert werden kann, bringen neueste Untersuchungen
mehrere intrazellulare Proteine hervor, die von S1P angesteuert werden kdnnen. So
ist die Anwesenheit von S1P fur die Funktionalitdt des mitochondrialen Proteins
Prohibitin2 essentiell. Dieses ist in seiner aktiven Form an der Atmungskette beteiligt
und trAdgt mal3geblich zu der Aufrechterhaltung der Funktionalitat der zelluléaren
Energiekraftwerke bei (Strub et al., 2011). Im Zusammenhang mit neuronalen
Erkrankungen wie Morbus Alzheimer Gbernimmt S1P eine regulatorische Funktion des
B-Amyloid-Peptid generierenden Enzyms BACEL. Eine kirzlich durchgefiihrte Studie
zeigt eine Korrelation zwischen der intrazellularen S1P-Produktion und der BACEL1-
Aktivitat, die in vitro Uber S1P-Bindung gesteuert werden kann. Dabei fuhrt das
Ausschalten der beiden Lipidkinasen SphK1 und SphK2 bzw. eine Uberexpression der
S1P-Lyase zu einer Reduktion der 3-Amyloid-Peptid-Bildung, da eine erniedrigte S1P-
sensitive BACEL-Aktivitat aufgrund der Abwesenheit des Sphingolipids festgestellt
werden kann (Takasugi et al., 2011). Weiterhin zeigt die Untersuchung des
molekularen Mechanismus der Endotoxin-induzierten Sepsis eine PKCd-vermittelte
Aktivierung von NF-kB, wobei eine Beteiligung von intrazellularem S1P diskutiert wird.

Obwohl keine direkte Bindung von S1P an PKC® bestimmt werden kann, zeigt die
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Inkubation des entsprechenden Enzyms mit Sphingosin, ATP und SphK1l eine
Erhohung der katalytischen PKC®-Aktivitat, was auf die Interaktion mit dem gebildeten
S1P zurickgefiuhrt werden kann (Puneet et al., 2010). Ein Zusammenhang zwischen
S1P und dieser Kinase kann eindeutig in Keratinozyten beschrieben werden. Dabei
fuhrt die Stimulation der Zellen mit dem Sphingolipid zu einer Steigerung der
Expression des PKCo&-kodierenden Gens und damit zu einer erhdohten PKCO
Enzymaktivitat in den Keratinozyten (Schuppel et al., 2008). Letztendlich demonstriert
auch die Analyse des TNFa Signalweges eine Einbindung des intrazellularen S1P in
die NF-kB-Aktivierung. So handelt es sich bei dem Sphingolipid um einen Kofaktor fur
TRAF2, ein Adapterprotein, dessen Ligaseaktivitdt fur die entsprechende NF-kB-
Signaltransduktion essentiell ist (Alvarez et al., 2010). Diese intrazellularen S1P-
Targets lassen eine vielseitige Regulation der zellularen Homoéostase durch die
Sphingolipid-SphK1-Achse vermuten. So kdnnte eine biochemische Stérung dieses
Gleichgewichts die beobachtete Einleitung der DC-Differenzierung zur Folge haben.

Dariiber hinaus bestatigt die Analyse der systemischen Wirkung von SKI Il in einem
allergischen Asthma-Mausmodell das anti-inflammatorische Potential, welches von der
SphK1-Hemmung in den DC's ausgeht. So fuhrt die systemische Gabe von SKI Il im
Vorfeld einer Antigen-induzierten Sensibilisierung der Tiere zu einer Verbesserung der
asthmatischen Krankheitssymptome wie der Hyperreagibilitat der glatten
Bronchialmuskulatur. Diese pathologischen Veranderungen, welche bei wiederholter
Antigenexposition in der unbehandelten Kontrollgruppe beobachtet werden, treten in
der SKI ll-behandelten Gruppe stark abgeschwacht auf (Chiba et al., 2010). Der Grund
dafir konnte die reduzierte endozytotische Aktivitat der DC's sein, welche durch die
SphK1-Hemmung ausgelést wird und in einer verminderten Antigenprasentation

resultiert.
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Zusammenfassung

5.1 Zusammenfassung

Die aufgrund ihrer ungewohnlichen Morphologie im Jahre 1864 bereits zum ersten Mal
durch den Medizinstudenten Paul Langerhans beschriebenen und nach ihm
benannten Zellen wurden erst ein Jahrhundert spater durch Ralph Steinman als APC's
der Haut, die als LC’s zu den wichtigsten Vertretern der DC's gehdéren, identifiziert.
Dank intensiver Forschung der letzten Jahre ist mittlerweile bekannt, dass sie als das
bedeutungsvollste Bindeglied zwischen der angeborenen und erworbenen
Immunabwehr fungieren, wobei die Prasentation der aufgenommenen Antigene auf
der Zelloberflache eine zentrale Rolle bei diesem physiologischen Prozess einnimmit.
Dabei verfugen die DC's im Gegensatz zu den anderen APC's iber die besondere
Fahigkeit, ein breites Spektrum an Antigenen bereits im nanomolaren Bereich zu
erkennen und entsprechend fur die Lymphozytenpréasentation vorzubereiten. So fuhrt
die Wechselwirkung der DC's als potenteste Initiatoren der spezifischen
Immunantwort mit den naiven T-Lymphozyten zu deren Aktivierung und leitet damit die
spezifische immunologische Signalkaskade ein, die sich gegen das prasentierte
Antigen richtet. Einen essentiellen Schritt in der Austibung dieser DC-Funktion stellt
die Endozytose der Antigene dar, weil erst durch die Prasentation des entsprechenden
Fremdmolekils auf der Zelloberflache der DC's gegenuber den T-Zellen eine
immunologische Antwort induziert werden kann.

S1P stellt einen neuen biologischen Mediator dar, fir den eine multilaterale Modulation
vieler immunologischer Mechanismen bereits nachgewiesen werden konnte. Fur die
biochemische Entfaltung des grof3ten Teils dieses Effekts stehen dem Sphingolipid
funf GPCR's, S1P; — S1Ps zur Verfigung. Die Signaltransduktion tGber den S1P;-
Rezeptor vermittelt dabei eine zentrale Aufgabe des Lipidmediators in der
Immunologie. So steuert S1P Uber diesen Rezeptor die Zirkulation der T-Lymphozyten
zwischen den lymphatischen Organen, der Lymphe und dem Blut. Dartiber hinaus
besitzt S1P eine essentielle Bedeutung fur die Migration der DC's. In diesem
Zusammenhang fuhrt die topische Applikation von S1P in einem CHS-Tiermodell zu
einer abgeschwachten Hautentzindungsreaktion im Rahmen einer Atopischen
Dermatitis. Dieser Effekt lasst sich auf ein gestortes Sphingolipid-induziertes
Migrationsverhalten der DC’s zuriickfihren. Im Rahmen dieser Arbeit kann zum ersten

Mal auch eine zusatzliche Modulation der DC’s durch S1P nachgewiesen werden, die
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bei einer topischen Behandlung zu einer anti-inflammatorischen Wirkung beitragt.
Diese beruht auf einer Beeinflussung der essentiellen Phase der immunologischen
DC-Aktivierung, die durch die Endozytose von Antigenen gepragt ist. Tatsachlich kann
eine konzentrationsabhangige Reduktion der endozytotischen Kapazitat in unreifen
DC’s durch S1P ermittelt werden. Die Modulation dieses initialen Schritts wird nicht
nur in den LC-ahnlichen XS52 Zellen gemessen, sondern kann auch in BM-DC's
verifiziert werden. Folglich scheint die S1P-Wirkung nicht spezifisch fur die LC's zu
sein, denen eine zentrale Rolle bei der Initierung der pathophysiologischen
Hautanderung im Rahmen der Atopischen Dermatitis zugesprochen wird. Vielmehr
kann von einer entsprechenden Hemmung der Antigenaufnahme durch S1P in allen
unreifen DC's der Haut ausgegangen werden, da dieser Effekt auch in BM-DC's, den
Vertretern der dermalen DC's, nachgewiesen werden kann. Im Einklang mit den
Zellkulturversuchen zeigt die topische Applikation des Sphingolipids an einem ex vivo
Modell eine stark verminderte Fahigkeit der epidermalen DC's, die zu den Vertretern
der LC's gehdren, Antigene aufzunehmen. Diese Erkenntnis bestétigt folglich die
Beteiligung der Endozytosemodulation durch S1P an der etablierten,
anti-inflammatorischen Wirkung des Sphingolipids im CHS-Modell. In der
vorliegenden Arbeit war es zudem von groBem Interesse die molekularen
Mechanismen aufzukléaren, die zu der entsprechenden Reduktion der Endozytose
durch S1P fuhren.

Fur die Aufnahme von Antigenen durch die unreifen DC's aus ihrer unmittelbaren
Umgebung stehen mehrere Endozytosemechanismen zur Verfigung, die in
Makropinozytose, Phagozytose und Rezeptor-vermittelte Endozytose unterteilt werden
kbnnen. Tatsachlich kann fur S1P die Reduktion der unspezifischen
Flussigkeitsaufnahme und der darin gelésten Antigene bzw. der Makropinozytose
nachgewiesen werden. Dies steht im Einklang mit einem Aquaporin-7-Knock-out-
Tiermodell, in dem gezeigt werden kann, dass die Makropinozytose der Haut-DC's
malgeblich zu der Progression der im CHS-Modell provozierten Atopischen Dermatitis
beitragt. Eine Hemmung des entsprechenden Aufnahmeweges durch S1P flhrt
folglich zu einem antientziindlichen Effekt. Die Untersuchung des daflr
verantwortlichen Signalwegs zeigt die bereits etablierte Regulation der PI3K-Aktivitat
als Ursache fir das veranderte Endozytoseverhalten der unreifen DC's. Die mit
steigender S1P-Konzentration abnehmende Aktivitdt des in die Actinpolymerisation

bzw. Makropinozytose involvierten Enzyms wird dabei durch die Stimulation des
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S1P,-Rezeptorsubtyps bewerkstelligt. Dabei steht die demonstrierte S1P,-abhangige
Reduktion der PI3K-Aktivitat in den unreifen DC's in Kongruenz mit Signalwegen, die
durch S1P in anderen Zelltypen, wie zum Beispiel Keratinozyten beobachtet werden
kénnen. Darlber hinaus liefert die Erniedrigung der S1P,-Rezeptorexpression einen
Hinweis auf eine endogene Regulation der Endozytose durch S1P in unreifen DC's.
Diese induziert namlich eine Steigerung der Antigenaufnahme ohne jeglichen Stimulus
von auf3en.

Die kirzlich veroffentlichte Analyse der LPS-induzierten Zytokinproduktion durch die
DC's offenbart tatsachlich eine Regulation der 1L12p70-Sekretion durch das endogen
gebildete und Uber den S1P;-Rezeptorsubtyp agierende S1P. Im Fall der endogenen
Modulation der Endozytose in den unreifen DC's kann im Zuge dieser Arbeit ebenfalls
ein autokriner Mechanismus unter Beteiligung des Lipidmediators postuliert werden.
Dabei zeigt die Steigerung der endogenen S1P-Synthese mittels pharmakologischer
SphK1-Aktivierung die erwartete Reduktion der endozytotischen Kapazitat. Diese wird
von einer verringerten PI3K-Aktivitdat in den unreifen DC's begleitet, die auf eine
verstarkte Stimulation des S1P,-Rezeptorsubtyps zurickgefihrt werden kann. Die
Analyse des fur die transmembranare Translokation von S1P verantwortlichen
Mechanismus kann ebenfalls naher identifiziert werden. Im Einklang mit der Literatur
scheint hierfir ein ABC-Transporter verantwortlich zu sein. Der Einsatz verschiedener,
spezifischer Hemmestoffe bestatigt die Einbindung des auch in den Mastzellen in die
S1P-Homoostase involvierten ABCC1-Transporters. Folglich fuhrt die
pharmakologische Inhibierung von ABCC1 zu einer Steigerung der Endozytose. Diese
wird von einem stark erniedrigten extrazellularen S1P-Spiegel begleitet, was eine
Abschwachung der S1P,-Rezeptorstimulation zur Folge hat, so dass die inhibierende
Wirkung des Rezeptors beziglich der Endozytose aufgehoben ist. In dem
Zusammenhang zeigen Untersuchungen in Kooperation mit der Stiftung Tierarztliche
Hochschule Hannover, dass die S1P-Homgostase in atopischen Hunden aufgehoben
ist. Folglich wird die entsprechende Erkrankung der Haut von einem erniedrigten S1P-
Spiegel und damit verbundener Dysregulation des autokrinen S1P-Mechanismus
begleitet. So fihrt dieses auf einem erhohten S1P-Abbau basierende Phanomen
maoglicherweise unter anderem zu einer verstarkten Antigenaufnahme bzw. zu einer
vermehrten Einleitung der T-Zell-vermittelten spezifischen Immunantworten. Der

Grund dafir konnte das Ausbleiben der S1P,-vermittelten Reduktion der
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endozytotischen Kapazitat in den unreifen DC's sein, was in einer verstarkten
Aktivierung dieser APC's resultiert.

Daruber hinaus kann im Rahmen dieser Arbeit eine indirekte Modulation der
Endozytose durch die Beeinflussung der S1P-bildenden Enzyme verifiziert werden, die
nicht iber GPCR's verlauft. So fuhrt nicht nur die pharmakologische, sondern auch die
genetische Hemmung der SphK1-Aktivitat zu einer stark reduzierten
Antigenaufnahmefahigkeit in den DC's, die auf das Einleiten der DC-Differenzierung in
den reifen Status zuriickgefiihrt werden kann. Diese unerwartete Modulation der DC-
Homdostase kann vermutlich im Ausbleiben der intrazellularen S1P-Signaltransduktion
und damit verbundener Effekte beziglich der DC-Ontogenese begrindet sein und
bedarf weiterer Nachforschungen.

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen eine essentielle Rolle von S1P bei der
Endozytose der unreifen DC’s. Da die Antigenaufnahme den Initialschritt in der
Immunkaskade darstellt, kann die Aufklarung der damit verbundenen Signalwege zur
Etablierung neuer Therapien entzundlicher Erkrankungen wie der Atopischen

Dermatitis mafR3geblich beitragen.
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5.2 Abstract

LC's have originally been described in 1864 by the medical student Paul Langerhans
due to their notable morphology. However, the immunological function as the most
important subset of antigen presenting cells in the skin has only been clarified a
century later by Ralph Steinman. In return for an intensive research on the physiology
of DC's in recent years it has now been established that these APC's act as an
interface between the innate and acquired immune system due to their pronounced
endocytotic capacity. In contrast to the other APC subsets DC's possess the ability to
recognize and capture a broad spectrum of antigens. Furthermore, even nanomolar
concentrations of several impurities are sufficient to induce endocytosis by DC's and
consequently lead to the presentation of antigens on the DC surface. The following
interaction of these activated DC’s with naive T-lymphocytes initiates the specific
immunological signalling cascade, which is targeted to the presented antigen. An
essential step in this advanced mechanism of the APC function belongs to the efficient
antigen uptake as only the presentation of foreign molecules on the DC surface can
provoke an immunological response.

The lipid mediator S1P has been identified as a new biological molecule that is
involved in the modulation of multilateral immunological processes. The complexity of
S1P mediated actions can be explained by the fact that its functions are not limited to
the inside of the cell but it also acts as a ligand of five GPCR's, namely S1P; — S1Ps,
when it is secreted into the extracellular environment. It is well established, that the
immunologically necessary circulation of T-lymphocytes between lymphoid organs,
lymph and blood is mediated by S1P;-receptor signalling. S1P is also involved in the
regulation of DC migration. In this context, topically administrated S1P inhibits the
inflammatory reaction in an animal model of CHS due to a sphingolipid mediated
dysfunction of DC migration. Furthermore, for the first time the present work supplies
clear evidence that an additional modulation of DC function contributes to the
observed anti-inflammatory effect of local S1P application. The presence of S1P
influences the essential step of DC activation, which is characterized by endocytosis of
antigens. Stimulation of immature DC’'s with S1P demonstrates a dose-dependant
reduction of antigen capture by these APC’s. The modulation of this initial step by S1P

can be clearly seen in the LC-like XS52 cell-line. Moreover, diminished endocytosis in
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response to S1P can also be verified in BM-DC's, the representatives for dermal DC’s.
The modulation of endocytotic capacity by S1P seems not to be restricted to LC's,
which play a crucial role in the initiation of atopic dermatitis. It can be assumed that
S1P rather affects the endocytotic capacity of all immature skin DC-subtypes. The
present in vitro cell culture results are consistent with a performed ex vivo animal
model, indicating that topical treatment with S1P leads to an inhibition of antigen
capture by epidermal DC's, which belong to LC's. These findings confirm the
involvement of S1P in endocytosis modulation and contribute to the established anti-
inflammatory effect of this sphinglipid in an animal model of CHS. In the present work,
it was of great interest to specify the molecular mechanisms that lead to the S1P-
induced reduction of endocytosis in immature skin DC’s.

In an immature stage, DC's are able to take up antigens via several different
mechanisms that include macropinocytosis, phagocytosis and receptor-mediated
endocytosis. An examination of a mechanism affected by S1P indicated that this
sphingolipid inhibits the screening of large volumes of fluid for antigens during
macropinocytosis in DC's. These data are consistent with an aquaporine-7-knock-out-
animal-model, which clearly demonstrates the central role of macropinocytosis in the
development of CHS. Inhibition of the corresponding endocytosis pathway by S1P
consequently leads to an anti-inflammatory effect that has been well established in an
animal model of CHS. The present study shows that macropinocytosis is mediated by
modulation of the PI3K activity, allowing a fine-tuned regulation of antigen capture.
Furthermore, the present work indicates that S1P is able to reduce PI3K activity via the
S1P, receptor subtype, and consequently diminishes actin dependent fluid uptake. In
fact, it has already been shown in further cell types like keratinocytes, that the S1P,
receptor subtype influences PI3K activity. Most interestingly, down regulation of S1P,
receptor subtype not only prevents the inhibitory effect of S1P on antigen uptake but
also increases the basal level of macropinocytotic capacity. These results provide
evidence that S1P could be involved in the endogenous regulation of endocytosis in
immature DC’s.

Recently presented analysis of LPS-induced cytokine production by DC’s revealed the
regulation of IL12p70 secretion by intracellullarly formed S1P. In this process, the
endogenous sphingolipid acts in an autocrine manner via the S1P; receptor. The
present work confirms an endogenous modulation of DC function by S1P that can be

extended by adding the regulation of endocytosis. This hypothesis has been
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substantiated by enhancing the endogenous biosynthesis of S1P using a direct
inducer of SphK1 activity. As expected, observed reduction of endocytosis by DC's in
the presence of the SphK1 activator is accompanied by diminished PI3K activity as a
consequence of enhanced S1P, receptor stimulation. Additionally, it was of great
interest how the intracellularly generated S1P is released from DC's, to reach the
extracellular S1P;, receptor. In agreement with previous studies the present work
provides evidence, that an ABC transporter is involved in the secretion of the
sphingolipid. The usage of various specific inhibitors of ABC transporters confirms the
participation of ABCC1 in S1P release that is also implicated in the homeostasis of
mast cells. In fact, the pharmacological inhibition of ABCC1 results in an increase of
endocytosis as a consequence of diminished S1P secretion by DC's leading to a
decline in the stimulation of S1P, receptor. In cooperation with the University of
Veterinary Medicine Hannover evidence has been provided, that in comparison of
healthy and atopic dogs, the mean concentration of S1P in lesional skin is significantly
lower compared to control. The observed extended degradation of S1P in atopic skin
probably contributes to an enhanced antigen uptake and respectively enhanced T-cell
response, as the S1P, induced reduction of endocytosis is abolished in immature
DC's.

The present work gives an additional proof, that intracellularly acting S1P also
indirectly modulates the endocytosis of DC's. Thus, both pharmacological and genetic
inhibition of SphK1 activity result in drastically reduced endocytotic capacity in DC's
accompanied by almost complete abolition of intracellular S1P production. This effect
can be explained by the fact that diminished intracellular S1P levels go along with a
changed DC homeostasis resulting in a shift towards the mature differentiation stage.
Nevertheless, this unexpected modulation of DC physiology is probably the effect of
disturbed intracellular S1P signal transduction and requires further investigations.

In summary, the present study demonstrates an essential role of S1P in antigen
capture by immature DC's. Endocytosis is the initial step of the adaptive immune
response. Thus, elucidation of related signalling pathways could significantly contribute
to the establishment of new treatments for inflammatory diseases such as atopic

dermatitis.
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Abkirzungsverzeichnis

ABC
AICD
APC
APC
ATP
BACEL1l
Bel-x
Bim
BM-DC
BSA
cDNA
CHS
CTLA-4
CXCL1
DAPI
DC
DEPC
DMSO
DNA
DTT
EDG
EDTA
EGF
EGTA
ERK
FACS
FITC
FKS
FSC
GAPDH
GFP
GM
GM-CSF
GTP

ATP Binding Cassette

Activation Induced Cell Death

Antigen prasentierende Zelle (antigen presenting cell)
Allophycocyanin

Adenosintriphosphat

B-site of APP Cleaving Enzyme 1

B-Cell Lymphoma 2-like 1

B-Cell Lymphoma 2 interacting mediator of cell death
Bone Marrow derived Dendritic Cell

Bovines Serumalbumin

copy DNA

Contact Hypersensitivity

Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4
CXC-Motiv-Chemokin 1

Diamidinphenylindol

Dendritische Zelle (dendritic cell)

Diethyldicarbonat

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinséure

Dithiothreitol

Endothalial Differentiation Gene
Ethylendiamintetraessigséaure

Epidermal Growth Factor
Ethylenglycoltetraessigsaure

Extracellular Signal-Regulated Kinase

Fluorescence Activated Cell Sorting (Durchflusszytometrie)
Fluorescein-Isothiocyanat

Fetales Kalberserum

Forward Scatter
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

Green Fluorescent Protein

Growth Medium

Granulozyten-Makrophagen Kolonie stimulierender Faktor

Guanosintriphosphat

143



Abkirzungsverzeichnis

Min
M-MuLV RT
MRNA
NFkB
PAGE
PBS
PCR
PE

Pl
PI3K
PIP3
PKC
PMSF
PRR
PVDF
RNA

G-Protein gekoppelter Rezeptor

Stunde
Hydroxyethylpiperazinylethansulfonséure
Hepatocyte Growth Factor
Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 1
Horseradish Peroxidase (Meerrettich-Peroxidase)
Immunglobulin

Insulin-like growth factor 1

Interleukin

Iscove's Modified Dulbecco's Medium
Interferon

induzierbare NO Synthase

Langerhanszelle (langerhans cell)
Lipopolysaccharid

Mitogen Activated Protein Kinase
Makrophagen Kolonie stimulierender Faktor
Mittlere Fluoreszenzintensitat

Major Histocompatibility Complex

Minute

Moloney Murine Leukemia Reverse Transkriptase
messenger RNA

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
Polyacrylamidgelelektrophorese

Phosphate Buffered Saline

Polymerase Chain Reaction

Phycoerythrin

Propidiumiodid

Phosphoinositidkinase
Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat
Proteinkinase C

Phenylmethylsulfonylfluorid

Pattern Recognition Receptor
Polyvinylidenfluorid

Ribonukleinsaure
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ROS

S1P
SDS
SiRNA
SphK
SPP
SSC
TEMED
TGFpB
TLR
TNFa
TRAF2
VEGF

Reactive Oxygen Species
Sekunde
Sphingosin-1-Phosphat
Sodium Dodecyl Sulfat

small interfering RNA
Sphingosinkinase

S1P Phosphatase

Side Scatter
Tetramethylethylendiamin
Transforming Growth Factor 3
Toll Like Rezeptor

Tumor Nekrose Faktor a
TNF-Rezeptor assoziierter Faktor 2

Vascular Endothelial Growth Factor
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