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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das adaptive Immunsystem

Das Immunsystem verhilft hoheren Lebewesen zum Schutz vor Schiddigungen durch
Krankheitserreger und entartete korpereigene Zellen. Neben der angeborenen Immunitét, welche
die erste relativ ungerichtete Schutzfunktion darstellt, ist das adaptive Immunsystem in der Lage,
spezifische Strukturen (Antigene) zu erkennen und eine gezielte Immunantwort auszuldsen.
Dabei spielen antigenpréisentierende Zellen (APCs) eine entscheidende Rolle. Von APCs
priasentiertes Antigen kann die Aktivierung zytotoxischer T-Zellen oder die Produktion
spezifischer Antikorper induzieren, was zur Eleminierung der schadlichen Erreger oder Zellen

fiihrt.

1.1.1 Antigenaufnahme und klassische Prasentation

Die Prasentation von Antigenen auf der Oberfliche von APCs erfolgt im Kontext von
Haupthistokompatibilitdtskomplexen (MHCs). In diesen MHCs werden prozessierte Fragmente
aufgenommenen Antigens gebunden. Spezifische T-Zellen erkennen den
Antigen-MHC-Komplex mittels ihres T-Zell-Rezeptors. Dies kann im Zusammenspiel mit
anderen Faktoren zur Aktivierung der T-Zellen fiihren. Abhdngig vom Antigen bestehen
verschiedene Wege der Antigenprésentation.

In der Zelle selbst synthetisiertes Protein akkumuliert im Zytoplasma und wird iiber den
Ubiquitin-Proteasom-Weg degradiert. Dabei wird ein Teil der erhaltenen Peptide im Kontext von
MHCI auf der Zelloberflache prisentiert (Villadangos 2001; Rock 2005). Hierbei kann es sich
sowohl um Proteine der Zelle als auch um Bestandteile von Bakterien oder Viren handeln, die
die Zelle infiziert haben (Villadangos und Schnorrer 2007) (Abb. 1 A). Dieser Prozess der
Préasentation zytosolischen Antigens findet in allen kernhaltigen Zellen des Organismus statt. Die
Prisentation im Kontext von MHCI erlaubt antigenspezifischen zytotoxischen CD8" T-Zellen die
Identifikation und Eliminierung von Zellen, welche korperfremde Proteine beispielsweise

aufgrund einer Infektion exprimieren.
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Abb. 1: Antigenpréasentation durch dendritische Zellen.

A Endogenes Antigen wird in dendritischen Zellen (DCs) synthetisiert, prozessiert und im Kontext von
Haupthistokompatibilitdtskomplex I (MHCI) prasentiert. Bindung dieses Komplexes durch einen antigenspezifischen
T-Zell-Rezeptor fiihrt im Zusammenwirken mit kostimulatorischen Faktoren zur zytotoxischen Immunantwort durch
CD8" T-Zellen. B Exogenes Antigen wird durch DCs aufgenommen, prozessiert und im Kontext von MHCII
préasentiert. Bindung dieses Komplexes durch einen antigenspezifischen T-Zell-Rezeptor fiihrt im Zusammenwirken
mit kostimulatorischen Faktoren zur Aktivierung von CD4" Helfer-T-Zellen. C Antigen-Kreuzprisentation:
Exogenes Antigen wird durch CD8" DCs aufgenommen, prozessiert und im Kontext von MHCI prisentiert. Bindung
dieses Komplexes durch einen antigenspezifischen T-Zell-Rezeptor fiihrt im Zusammenwirken mit

kostimulatorischen Faktoren zur zytotoxischen Immunantwort durch CD8" T-Zellen.

Im Gegensatz zu intrazellulirem Antigen miissen extrazelluldre Bestandteile zuerst in die Zelle
aufgenommen werden. Zur Aufnahme und Présentation dienen APCs, zu denen neben
Makrophagen und B-Zellen vor allem dendritische Zellen (DCs) als professionelle APCs zdhlen.
Diese Zellen exprimieren MHCII Molekiile, welche dazu dienen Antigen in Form von Peptiden
auf der Oberfldche zu prisentieren. Das Antigen kann wiederum der Zelle selbst entstammen, wie
z.B. nicht zytosolische Proteine der Zellmembran oder Komponenten der Endosomen
(Veeraswamy et al., 2003; Villadangos und Schnorrer 2007). Die hauptsédchliche Funktion der
MHCII-Molekiile liegt jedoch in der Prdsentation von aufgenommenem extrazellulirem Antigen

(Abb. 1 B).
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Bei der Antigenaufnahme werden die Prozesse Phagozytose, Pinozytose und rezeptorvermittelte
Endozytose unterschieden. Bei der Phagozytose und Pinozytose erfolgt eine unspezifische
Aufnahme der Bestandteile der Umgebung, welche durch Vesikelausstiilpung erreicht wird. Die
rezeptorvermittelte Endozytose erfolgt durch Bindung von Antigen an spezifische Rezeptoren,
welche auf der Zelloberfliche lokalisiert sind. Durch Bindung wird eine intrazellulére
Signalkaskade ausgelost, welche zur Bildung endozytotischer Vesikel und zur Aufnahme fiihrt
(z.B. Mannoserezeptoren und Fc-Rezeptoren; Wilson und Villadangos 2005).

Diese Prozesse befdhigen insbesondere DCs zur Aufnahme und Prozessierung von Antigen,
welches im Kontext von MHCII présentiert wird. Bindung eines spezifischen T-Zell-Rezeptors
sowie vermehrte Expression kostimulatorischer Molekiile fithrt zur Aktivierung von

CD4" T-Helferzellen (Villadangos, 2001; Abb 1 B).

1.1.2 Antigen-Kreuzprasentation

Manche Infektionen sind auf nicht-Immunzellen beschrdnkt oder fithren zu einer Unterbindung
der Antigenprisentation durch DCs. Um eine zytotoxische CD8" T-Zell-Antwort gegen diese Art
der Infektion auszulosen, muss extrazelluldres Antigen von DCs aufgenommen und im Kontext
von MHCI préasentiert werden. Bevan et al. konnten zeigen, dass Antigen aus intravenos
injizierten Zellen in den MHCI-Priasentationsprozess gekreuzt wird und zur Aktivierung
zytotoxischer CD8" T-Zellen fiihrt (Bevan, 1976). Dieser Prozess wird als Kreuzprisentation
bezeichnet (Abb. 1 C). Kreuzpréisentation hat eine wichtige Rolle in der Induktion zytotoxischer
T-Zell-Antworten gegen virale Infektionen sowie Tumorantigene (Sigal et al., 1999; Heath und
Carbone 2001; Wolfers et al., 2001). Eine weitere Rolle spielt sie beim Aufbau von Toleranz im
Thymus sowie peripheren Organen (Kurts et al., 1997 und 2010; Merkenschlager et al., 1999). Es
konnte gezeigt werden, dass losliche Proteine, Immunkomplexe, intrazellulire Bakterien,
Parasiten und vor allem zellassoziierte Proteine kreuzprasentiert werden (Heath et al., 2004).

Die in vivo malgeblich kreuzprisentierende Zellpopulation sind DCs (Heath et al., 2004,
Villadangos und Schnorrer 2007). In einem Mausmodell, in welchem CDIllc" Zellen
(hauptsédchlich DCs) spezifisch depletiert wurden, wurde die Ausbildung einer zytotoxischen
T-Zell-Antwort auf zellassoziiertes Antigen verhindert (Jung et al., 2002). Allerdings konnte
festgestellt werden, dass im Fall einer Infektion zusitzlich zu DCs auch Makrophagen, B-Zellen,
Neutrophile, Basophile sowie Mast- und Endothelzellen in vivo Antigen-kreuzprasentieren

konnen (Norbury et al., 2002, Flinsenberg et al., 2011).
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1.2 Dendritische Zellen der Maus

1.2.1 Dendritische Zellen der lymphatischen Organe

Dendritische Zellen sind eine heterogene Gruppe antigenprasentierender Zellen, die in priméiren
und sekundéren lymphatischen Organen sowie peripheren Geweben vorkommen.

Ein gemeinsames Merkmal von DCs ist die Aufnahme von Antigen im unreifen Stadium sowie
Prozessierung und Prisentation nach erfolgter Reifung (Mellman und Steinman, 2001).

DCs konnen durch Unterschiede in Funktion und Phanotyp sowie Lokalisation im Gewebe und
Abstammung von Vorlduferzellen in Subtypen unterteilt werden. In sekundér lymphatischen
Organen der Maus unterscheidet man zwei Arten von DCs: Plasmazytoide DCs und
konventionelle DCs. pDCs sekretieren groBe Mengen an Typ-I-Interferon als Antwort auf die
Erkennung pathogener Partikel. pDCs unterscheiden sich von cDCs durch die Oberflichenmarker
B220 und Ly-6C, sowie schwichere Expression von CDI11c (Seguara und Villadangos, 2009;
Tab. 1).

cDCs sind durch die hohe Expression von CD11c und MHCII charakterisiert und lassen sich in
zwei Gruppen unterteilen: Migratorische und residente ¢cDCs. Migratorische DCs, wie z.B.
Langerhanszellen und interstitielle Zellen der Haut oder DCs des Darms, durchwandern das
Gewebe und nehmen kontinuierlich Antigen auf. Ein inflammatorischer Impuls (z.B. Aktivierung
von Toll-like Rezeptoren (TLRs) durch Bestandteile von Pathogenen) 16st einen Reifungsprozess
der Zellen aus. Darauthin wandern die DCs in die dridnierenden Lymphknoten und prisentieren
dort prozessierte Teile des aufgenommenen Antigens. Auch im Ruhezustand besteht ein stindiger
Migrationsprozess von DCs der Peripherie zu den sekundér lymphatischen Organen.
Migratorische Zelltypen kommen nicht in der Milz vor. Sie lassen sich aufgrund von
Oberflichenmarkern in CD11b DCs, CD103 DCs und CD207" Langerhanszellen unterteilen
(Tab. 1). Residente DCs kommen in allen primédren und sekundiren lymphatischen Organen wie
Thymus, Milz, Lymphknoten und Peyerschen Plaques vor. Bisher wurden die klassischen
Oberflichenmarker CD4 und CDS8 zur Einteilung residenter DCs in drei Gruppen verwendet:
CD4" DCs, CD8" DCs und doppelt negative (DN) DCs (Tab 1; Vremec et al., 2000; Shortman
und Naik, 2007; Villadangos und Schnorrer, 2007). In der Milz sind CD8' DCs vor allem im
Bereich der roten Pulpa sowie der Marginal- und T-Zell-Zone lokalisiert. CD4" und DN DCs
liegen in der B-Zell-Zone der weillen Pulpa vor (McLellan et al., 2002; Idoyaga et al., 2009).
CD8 war der erste zur Charakterisierung des DC-Subtyps verwendete Marker. Dabei handelt es

4
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sich nicht um einen DC-spezifischen Marker, da die Expression auch auf T-Zellen und pDCs
erfolgt (Shortman und Heath, 2010). Zusétzlich zu der bisher beschriebenen Einteilung von DCs
durch die Marker CD4, CD8, CD11b und CD103 konnen weitere Oberflichenmarker zur
Charakterisierung herangezogen werden. Eine Auswahl dieser Marker und ihre Expression auf
Subtypen von DCs ist in Tabelle 1 zusammengefasst.

Ein weiterer Zelltyp, welcher DCs zugeordnet werden kann, sind monozytengenerierte DCs
(MoDCs). Diese treten an Orten der Inflammation auf (z.B. Leishmania major infizierter Haut)
und konnten bei systemischen Infektionen auch in der Milz nachgewiesen werden (Villadangos

und Schnorrer, 2007).

Tab. 1: Phanotyp und Lokalisation von Subtypen dendritischer Zellen der Maus.

Lokalisation Milz, LN? LN’ weitere sek. lymphatische Organe, Peripherie
Eigenschaft resident migratorisch
Bezeichnung | CD8" | CD4 | DN | pDCs’ | CD11b" CD103" Langerhans | monozyten-
DCs DCs | DCs DCs DCs Zellen generierte
DCs
CD8 ++ - - - +/- +- +/- -
CDl11b - ++ ++ - ++ - ++ ++
CDllc ++ ++ ++ +/- ++ ++ ++ +
CD24 ++ + + ? ? ? ? ?
CD103 + - - - - ++ - ?
CD205 + - - - + + ++ +/-
CD207 + - - - - ++ ++ -
B220 - - - ++ - - - -
Clec9a + - - + ? ? +/- ?
Ep-Cam - - - - - +/- + -
Ly-6C - - - ++ - - - ++
MHCII + + + + ++ ++ ++ ?

DC-Subtypen werden unterschieden beziiglich ihres Vorkommens im Ruhezustand oder nach Inflammation sowie
ihrer Lokalisation und ihrer Migrationseigenschaften. Den Subtypen sind spezifische Oberfaichenmarker zugeordnet.
'LN, Lymphknoten. pDCs, plamazytoide dendritische Zellen. *Es wird beschrieben, dass zwischen 10 und 100 % der
CD8" DCs der Milz CD103 exprimieren (McLellan 2002, Sathe et al., 2011, Qiu et al., 2009) *Darm-assoziierte
CD103"CD11b" DCs sind nicht aufgefiihrt, jedoch in Bezug auf beschriebene Marker vergleichbar mit CD103" DCs.
(++) starke Expression, (+) mittlere Expression, (+/-) schwache Expression, (-) keine Expression, (?) nicht analysiert.
Zusammengefasst aus Heath und Carbone, 2009; Segura und Villadangos, 2009; Villadangos und Schnorrer 2007,
Caminschi et al., 2008 und Sancho et al., 2008.
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1.2.2 Dendritische Zellen des murinen Darms

Der Gastrointestinaltrakt ist ein Organ, welches stéindig verschiedenen Antigenen ausgesetzt ist. Es
muss Toleranz gegeniiber ungefdhrlichen Komponenten (Nahrungspartikel, Darmflora und
korpereigene Zellen) und Immunitit im Fall von Pathogenen vermittelt werden (Faria und Weiner,
2005). Die als darmassoziiertes lymphatisches Gewebe (GALT) bezeichneten Komponenten des
intestinalen Immunsystems bestehen aus mesenterialen Lymphknoten (mesLLN), Peyerschen Plaques
und isolierten lymphoiden Follikeln (Hamada et al., 2002; Tezuka und Ohteki, 2010).

DCs spielen bei der Aufnahme und Prozessierung von intestinalen Antigenen eine wichtige Rolle. In
dem als Lamina Propria bezeichneten Teil der Darm-Mucosa sind CX3CR1" und CD103" Zellen mit
der Kapazitit zur Antigenaufnahme lokalisiert. CX3CR1" Zellen bilden Fortsitze aus, welche bis ins
Darmlumen reichen. Im Fall einer Infektion nimmt die Zahl der Fortsétze deutlich zu (Chieppa et al.,
2006). CD103" Zellen sind weiter innerhalb der Lamina Propria angrenzend an die Epithelschicht
lokalisiert und haben keinen direkten Kontakt zum Darmlumen (Niess et al., 2005; Vallon-
Eberhard et al., 2006; Bogunovic et al., 2009; Rescigno, 2009). Aus dem Lumen aufgenommenes
Antigen wird von Zellen des Darms in die mesLN transportiert (Johansson-Lindbom et al., 2005;
Jang et al., 2006). Es konnte gezeigt werden, dass dieser Prozess gerichteter Migration von der
Expression des Chemokinrezeptors CCR7 abhingig ist (Worbs et al., 2006; Jang et al., 2006).
Gesteigerte Expression von CCR7 auf DCs und Subtypen von T-Zellen bewirkt eine
Zellwanderung in die mesLNs, in denen die CCR7-Liganden CCL19 und CCL21 konstitutiv
exprimiert werden. Durch Untersuchung der Lymphfliissigkeit sowie durch Charakterisierung
CCR7-defizienter Miuse konnte gezeigt werden, dass lediglich CD103" Zellen aus der Lamina
Propria auswandern und zu den mesLNs migrieren, wihrend CX3CR1" Zellen resident sind
(Schulz et al., 2009; Bogunovic et al., 2009). CX3CR1" Zellen exprimieren neben
DC-spezifischen Markern auch CD14 und F4/80, welche auf eine mogliche Verwandtschaft mit
Makrophagen hindeuten (Schulz et al., 2009). CD103" Zellen des Darms lassen sich weiter nach
ihrer Expression von CD11b unterteilen. Es wurde vermutet, dass CD103°CD11b" DCs den
Zellen entsprechen, welche aus dem Darm in die mesLN wandern. CD103°CD11b DCs
hingegen werden aufgrund ihrer zusétzlichen Expression von CD8 als residente Komponenten
des GALT gewertet (Bogunovic et al., 2009; Schulz et al. 2009).

Im Bereich des Ileums befinden sich lymphatische Anlagen, welche als Peyersche Plaques (PPs)
bezeichnet werden. Diese Organe sind im Bereich der Lamina Propria und Submukosa lokalisiert

und werden zum Darmlumen hin durch Follikel-assoziiertes Epithel begrenzt. In PPs sind
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spezialisierte microfold-Zellen (M-Zellen) innerhalb des Epithels zum Darmlumen hin orientiert,
die Antigen aufnehmen konnen. Unklar ist, inwieweit aufgenommenes Antigen prozessiert oder
prasentiert wird. Es kommt jedoch zur Weitergabe von Antigen durch M-Zellen an DCs
(Stagg etal., 2003). In Untersuchungen an Mausmodellen ohne PPs konnte nachgewiesen
werden, dass trotz der fehlenden M-Zellen eine Aufnahme und Prédsentation von oral-
appliziertem Antigen erfolgen kann (Spahn et al., 2001 und 2002; Kraus et al., 2005). Dies deutet
darauf hin, dass neben den M-Zellen weitere Zellen zur Aufnahme und Weitergabe von Antigen
befihigt sein miissen. In PPs sind CD8" DCs vor allem im Bereich der interfollikulidren Region
zusammen mit Makrophagen und T-Zellen lokalisiert. CD11b" DCs liegen im Bereich des
Subepithelialen Doms vor (Coombes und Powrie, 2008).

1.2.3 Antigen-Kreuzprasentation muriner DC-Subtypen

Die DC-Subtypen unterscheiden sich in ihrer Kapazitit zur Aufnahme, Prozessierung und
Priasentation von Antigen. In vivo werden die Eigenschaften des jeweiligen DC-Subtyps noch
durch die Lokalisation sowie Verfiigbarkeit des Antigens und den Einfluss anderer Zellen und
Pathogene bestimmt (Villadangos und Schnorrer 2007, McDonnell et al., 2010b). Experimente,
in welchen Miuse mit zellassoziiertem Antigen immunisiert oder durch Viren infiziert wurden,
zeigten, dass isolierte CD8" DCs und nicht CD8 DCs der Milz entscheidend fiir die Ausbildung
zytotoxischer CD8" T-Zell-Immunitit sind (den Haan et al., 2000; Wilson und Villadangos,
2005). Eine wesentliche Ursache dafiir ist, dass CD8" DCs der Milz in der Aufnahme toter Zellen
den anderen Subtypen iiberlegen sind (Iyoda et al., 2002; Schulz und Reis e Sousa, 2002). Dabei
scheint vor allem die Aufnahme toter Zellen mit diesem Zelltyp assoziiert zu sein, da die
generelle Kapazitit zur Aufnahme von Partikeln zwischen allen DC-Subtypen der Milz
vergleichbar ist (Schnorrer et al., 2006). Zu diesem Zweck dienen wahrscheinlich spezielle
Rezeptoren auf der Oberfliche dieses DC-Subtyps, welche eine vorrangige Phagozytose
bewirken konnten wie CD205, CD207, Clec9a (Villadangos und Schnorrer 2007; vergleiche
Tab. 1). Jedoch konnte auch festgestellt werden, dass im Fall von rezeptorunabhidngiger
Aufnahme von systemisch appliziertem 16slichem Antigen ausschlieBlich CD8" DCs
kreuzprasentieren (Pooley et al., 2001). In Mausmodellen viraler Infektionen (Lymphozytire-
Choriomeningitis-Virus, Influenza, Vaccinia Virus) oder intrazellulirer Bakterien
(Listeria monozytogenes) sind es vor allem CD8" DCs, welche zytotoxische Immunantworten

durch Kreuzpréasentation vermitteln (Belz et al., 2005).
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Aufler in der Milz wurde Kreuzprésentation in einer Reihe von peripheren Organen und deren
dréanierenden Lymphknoten untersucht. In lokalen Infektionen mit Herpes Simplex Virus-1 wird
Virusantigen in den drinierenden Lymphknoten ausschlieBlich durch CD8" DCs prisentiert
(Allan et al., 2003; Smith et al., 2003). In tumordrinierenden Lymphknoten hingegen sind
CDS8 DCs in gleichem MaBe wie CD8" DCs zur Kreuzprisentation von membrangebundenem
Tumorantigen fihig (McDonnell et al., 2010a). Neben CD8" DCs in sekundir lymphatischen
Organen werden CD103°CD207" DCs der Haut als vorrangig kreuzprisentierend beschrieben
(Bedoui et al., 2009; Henri et al., 2010). In der Lunge wurde fiir CD103" DCs Kreuzprisentation
von intranasal verabreichtem Antigen (Ovalbumin) und Virusantigen (Influenza) beschrieben
(Del Rio et al., 2007; Kim und Braciale, 2009). Bei Infektion mit Respiratorischem Synzytial-
Virus hingegen konnten gleiche Kreuzprisentationseigenschaften fiir CD103" und CD103" DCs
der Lunge festgestellt werden (Lukens et al., 2009; Del Rio et al., 2010). Uber Kreuzprisentation
von DCs des Darms ist wenig bekannt. Jaensson et al. konnten zeigen, dass in den mesLNs
sowohl CD103" als auch CDI103'DCs systemisch appliziertes 16sliches Antigen
kreuzprisentieren konnen. Oral appliziertes Antigen wird hingegen nur von CD103" DCs
prisentiert, da sie die einzige Population darstellen, welche vom Ort der Antigenaufnahme im
Darm zum mesLN migriert (Jaensson et al., 2008; Schulz et al., 2009). In Arbeiten von
Chung et al. wurde 16sliches Antigen oral und systemisch appliziert, was in beiden Féllen
ausschlieBlich von CD8'CD11b" Zellen der mesLNs kreuzprisentiert wird (Chung et al., 2005
und 2007). Etwa die Hilfte der CD8CDIlb" DCs des mesLN exprimiert CD103
(Bogunovic et al., 2009).

Anders als in der Milz scheint die Eigenschaft der Kreuzprisentation von DCs in der Peripherie
sowie angeschlossenen lymphatischen Organen weniger vom DC-Typ als mehr von der Art des

Antigens und von Ort und Dauer einer Infektion anhidngig zu sein.
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1.3 Dendritische Zellen des Menschen

1.3.1 Dendritische Zellen in humanem peripheren Blut

Im Menschen wurden DCs als professionell antigenpriasentierende Zellen zuerst in der Niere,
dann in weiteren Organen wie Tonsille, Thymus, Leber, Knochenmark, Milz und peripherem
Blut beschrieben.

Humane DCs konnen, dhnlich wie DCs der Maus, aufgrund ihres Phéanotyps, ihrer Abstammung
von spezifischen Vorlduferzellen sowie ihrer Lokalisation und Funktion unterschieden werden.
Eine Einteilung entsprechend der Funktion ist durch die beschrinkte Verfiigbarkeit von humanem
Gewebe und Zellen erschwert, weshalb initiale Untersuchungen vor allem auf dem Phéinotyp der
DCs und ihrer Lokalisation in histologischen Gewebsschnitten basierten (Ju et al., 2010). Da der
regelmdBige Bezug von frischem lymphatischen Gewebe nicht in jedem Fall gewihrleistet ist,
wird hdufig peripheres Blut als Bezugsquelle fiir Lymphozyten verwendet.

In humanem peripheren Blut kénnen DCs durch Expression von Humanem Leukozyten
Antigen DR (HLA-DR) und dem Fehlen spezifischer lineage-Marker charakterisiert werden. Als
lineage-Marker gelten dabei CD3 (T-Zellen), CD14 (Monozyten, Neutrophile, Eosinophile),
CD19 (B-Zellen) und CDS56 (NK-Zellen). DCs aus peripherem Blut konnen in
CD123°CD304" pDCs und CD11c" ¢DCs unterteilt werden (Dzionek et al., 2000). cDCs kénnen
weiter anhand der Marker CDlc, CDI16 und CDI141 in Subtypen unterteilt werden
(Dzionek et al., 2000; MacDonald et al., 2002; Piccioli et al., 2007). Zusitzlich wurde eine
HLADR'CD34 lineage” Population beschrieben, welche jedoch kein CDI1lc exprimiert und
vermutlich Vorldufer von DCs oder Monozyten repriasentiert (MacDonald et al., 2002;
Piccioli et al., 2007). Umfangreiche Genexpressionsanalysen von humanen DC-Subtypen im
Vergleich zu DCs der Maus zeigten, dass Homologien zwischen pDCs aus Mensch und Maus
bestehen. Die CD141" DCs des Menschen sind als ein mogliches Korrelat zu CD8" DCs der
Maus beschrieben worden, wihrend humane CDIc¢” DCs eher den murinen CD11b" DCs
entsprechen (Robbins et al., 2008). Auf eine Korrelation zwischen CD141" DCs und CD8" DCs
deutet auch die Expression des Oberflachenmarkers Nectin-like Protein 2 (Necl2) und des C-Typ
Lektin-verwandten Rezeptors Clec9a auf beiden Populationen hin (Galibert et al., 2005;
Caminschi et al., 2008; Huysamen et al., 2008; Sancho et al., 2008). Bisher lagen jedoch keine
Daten vor, die eine funktionelle Korrelation von murinen CD8" DCs und humanen CD141 DCs

erlauben.
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1.3.2 Funktionelle Eigenschaften humaner dendritischer Zellen

Humane pDCs entwickeln nach Aktivierung einen DC-typischen Phénotyp der mit vermehrter
Expression kostimulatorischer Molekiile und HLA-DR verbunden ist (Villadangos und Young,
2008). Sie sind, vergleichbar den murinen pDCs, verantwortlich fiir die Produktion von
Typ-I-Interferon als Antwort auf virale Infektionen oder bei autoimmunen Erkrankungen
(Gilliet et al., 2008; Cao, 2009). Humane pDCs sind weiterhin in der Lage, Antigen zu
prasentieren und Immunitdt oder Selbsttoleranz zu induzieren. Unklar ist jedoch, in welchem
Umfang dies im Vergleich zu ¢DC in vivo geschieht (Ochando et al., 2006; Villadangos und
Young 2008; Irla et al., 2010). Experimente deuten darauf hin, dass endogenes Antigen durch
pDCs in vergleichbarem Umfang wie von c¢DCs présentiert wird, exogenes Antigen jedoch
deutlich schwacher (Dalgaard et al., 2005; Villadangos und Young, 2008).

cDCs werden als potente antigenpréisentierende Zellen charakterisiert, welche in der Lage sind
nach Aufnahme von Fremd- oder Selbstantigen T-Zell-Immunitét und Toleranz auszuldsen.
Initiale Untersuchungen zur Antigen-Kreuzprisentation humaner DCs wurden mit
in vitro-generierten MoDCs durchgefiihrt (Fonteneau et al., 2003). Untersuchungen zu priméren
Zellen zeigten jedoch, dass deutliche funktionelle Unterschiede zwischen MoDCs und priméren
humanen DCs bestehen (Osugi et al., 2002), was auch durch Genexpressionsanalysen
verschiedener primdrer DC-Typen bestatigt werden konnte (Robbins et al., 2008).

In bisherigen Arbeiten an primdren Zellen wurde die Kreuzprésentation nur wenig umfassend
untersucht. Hoeffel et al., 2007 und Di Pucchio et al. 2008 verglichen die Kreuzprisentation von
c¢DCs und pDCs und zeigten, dass Lipopeptide, zellassoziiertes Antigen und virale Partikel von
beiden DC-Typen in vergleichbarem Umfang prisentiert werden.

Im Gegensatz dazu fanden Schnurr et al., 2005 durch Gegeniiberstellung von pDCs und
CDIc" DCs, dass letztere die Fahigkeit zur Kreuzprisentation besitzen, wihrend pDCs nicht dazu
fahig sind. Im Hinblick auf diese Arbeiten muss festgehalten werden, dass in keinem der Félle
CD141" DCs in die Untersuchungen miteinbezogen wurden und dass diese nicht aus
Populationen der pDCs und CD1c" DCs entfernt wurden. Dadurch konnte bisher kein Vergleich
der Kreuzprisentation aller DC-Subtypen erfolgen.
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1.4 Chemokine und Chemokinrezeptoren

Bei Chemokinen handelt es sich um 8 bis 14 kDa kleine sekretierte Proteine, die die Migration
von Leukozyten zu Orten der Entziindung leiten (Zlotnik, 2000; Charo und Ransohoff 2006). Es
existiert eine grofe Zahl verschiedener Chemokine, welche zum Teil starker Regulation
unterliegen. Chemokine unterscheiden sich durch ihre Bindungsspezifititen an
Chemokinrezeptoren und Glukosaminoglukane (GAGs) (Allen et al., 2007; Ransohoftf 2009).

In Vertebraten sind etwa 50 Chemokine bekannt, die sich aufgrund ihrer Struktur und Funktion in
vier Familien einteilen lassen. Dabei erfolgt eine systematische Einteilung entsprechend der Zahl
und dem Abstand der konservierten N-terminalen Cysteinreste: CXC, CC, C und CX3C
(Cystein = C; beliebige Aminosidure = X). Chemokinrezeptoren gehoren zur Familie der G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren. Ein Chemokinrezeptor ist dabei in der Regel in der Lage,

verschiedene Chemokine zu binden (Allen et al., 2007).

1.4.1 ATAC und XCR1

ATAC ist das einzige Mitglied der C Klasse von Chemokinen, welches auch als XCLI
bezeichnet wird. Es wurde urspriinglich identifiziert als vermehrt exprimiertes Gen in humanen
T-Zellen nach Stimulation mit Phorbol 12-Myristat-13-Azetat (PMA) und einem
Kalziumionophor (Miiller et al., 1995). Gleichzeitig wurde das murine Homolog als
Lymphotactin (Kelner et al., 1994; Kennedy et al., 1995) oder SCM-1 (single cysteine motif-1)
(Yoshida et al., 1998) beschrieben.

ATAC wird als Vorlauferprotein translatiert, daraufthin N-terminal prozessiert und sekretiert
(Dorner et al., 1997). Die Expression von ATAC wurde fiir eine Reihe von Lymphozyten
beschrieben, darunter CD8" T-Zellen, Thl-polarisierte CD4  T-Zellen, y8-T-Zellen und
NK-Zellen (Kelner et al., 1994; Yoshida et al., 1999; Dorner et al., 2002; Dorner et al., 2004).
Weiterhin sekretieren aktivierte Mastzellen sowie Epithelzellen des Thymus (mTECs) ATAC,
letztere jedoch in einem deutlich geringeren Umfang (Rumsaeng et al., 1997; Lei et al., 2011).
XCR1 wurde als orphan-Rezeptor GPRS5 kloniert und ist der einzig bekannte Rezeptor fiir ATAC
(Heiber et al., 1995; Yoshida et al., 1998). Der murine Lokus liegt auf Chromosom 9 in der
F4-Region in der Nédhe des Telomers. Er besteht aus zwei Exons: Die kodierende Sequenz ist fiir
einen Bereich in Exon 2 beschrieben, jedoch ist ein weiteres Startkodon innerhalb des Leserasters

5" in Exon 1 vorhanden (Abb. 2 A). Der humane XCR1-Lokus ist auf Chromosom 3 lokalisiert
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und besteht aus drei Exons, wobei die kodierende Sequenz auf Exon 3 beschrinkt ist. Es sind

zwei [soformen beschrieben (Abb. 2 B).

A Mus musculus
VOrwartsstrang e
—a — H
CCR9 > CXCR®6 > GM4694 >
- | B -+ | o)
< LZTFL1 < FYCO1 < CCR1
2 XCR1 4 CCR1L1
123.65 Mb 123.70 Mb 123.75 Mb 123.80 Mb 123.85 Mb 123.90 Mb

= Riickwértstrang

B Homo sapiens
Vorwartsstrang e
t } - - H——+ -
<FYCO1 CXCR6 > < XCR1
45,98 Mb 46,00 Mb 46,02 Mb 46,04 Mb 46,06 Mb 46,08 Mb 46,10 Mb 46,12 Mb 46,14 Mb

= Riickwartsstrang

Abb. 2: Genlokus von murinem und humanem XCR1.

A Das murine XCR1-Gen besteht aus 2 Exons und ist auf Chromosom 9 in der Region F4 lokalisiert B Das humane
XCR1-Gen besteht aus 3 Exons und ist auf Chromosom 3 lokalisiert. Unmittelbar benachbarte Genloci sind CXCR6
und FYCOL. Verfiigbare bakterielle artifizielle Chromosomen (BACs) sind als schwarze Balken dargestellt.

Funktionell konnte im humanen und murinen System gezeigt werden, dass ATAC eine
chemotaktische Wirkung auf XCR1-Transfektanten hat (Yoshida et al., 1998 und 1999). In der
Publikation von Dorner et al. konnte erstmals eindeutig gezeigt werden, dass die chemotaktische
Wirkung von ATAC auf priméire Zellen der Milz ausschlieBlich auf XCR1'CD8" DCs beschrinkt
ist. Die Interaktion von ATAC und XCR1 fordert weiterhin die Expansion und Differenzierung
zytotoxischer CD8™ T-Zellen (Dorner et al., 2009).
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1.5 Methoden der Zelldepletion

Um die Funktion eines bestimmten Zelltyps in vivo zu untersuchen, ist die Entfernung dieser
Zellen aus dem Organismus ein wichtiges experimentelles Mittel. Zur spezifischen Depletion
steht eine Reihe von Methoden zur Verfiigung. Zellen konnen aufgrund ihrer physikalischen
Eigenschaften abgetdtet oder mit spezifischen Antikdrpern markiert und durch Effektorzellen
eliminiert werden (Miller und Selverston, 1979; Chan und Carter, 2010). Eine effektive Methode
ist auch die Expression von Toxingenen innerhalb der Zelle. Voraussetzung fiir ein geeignetes
toxisches Protein ist, dass dieses autonom wirken kann und einen zelluldren Prozess auslost oder
unterbindet, welcher ein schnelles Absterben der Zielzelle bewirkt. Weiterhin sollte die Depletion
auf den Zelltyp beschrinkt bleiben, ohne dass benachbarte Zellen beeinflusst werden.

Zur Expression in Mausmodellen geeignete toxische Proteine sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Tab. 2: Zur Depletion in Mausmodellen geeignete toxische Proteine.

Bezeichnung des Quelle Wirkungsweise Referenz

Toxins

Barnase Bacillus Hydrolyse zelluldrer RNA durch Leuchtenberger et
amyloliquefaciens RNAse-Aktivitit al., 2001

Diphtherietoxin Corynebacterium Komplexierung von Elongationsfaktor | Palmiter et al., 1987 ;

Untereinheit A (DTA) | diphtheriea eEF2; Inhibition der Translation Breitman et al., 1987

Exotoxin A Pseudomonas Komplexierung von Elongationsfaktor | Kobayashi et al.,
aeruginosa e¢EF2; Inhibition der Translation 1995

Nitroreductase Escherichia coli Kreuzvernetzung von DNA nach Clark et al., 1997

Ricin Ricinus communis Ribosomeninaktivierung; Inhibition der | Landel et al., 1988

Translation
Saporin Saponaria officinalis Ribosomeninaktivierung; Inhibition der | Truitt und Coolen,

Translation

2002

Thymidine Kinase

Herpes simplex Virus 1

Umsetzung von Nukleotidanaloga zu

zytotoxischen DNA-Inhibitoren

Borrelli et al., 1988

1.5.1 Diphtherietoxin

Natiirliches Diphtherietoxin (DT) wird von Corynebacterium diphtheriea gebildet und besteht
aus zwel Untereinheiten, welche drei funktionelle Doménen beinhalten:

Untereinheit B enthélt eine R-Domiéne, welche fiir die Bindung an einen spezifischen Rezeptor

verantwortlich ist sowie eine T-Doméne, welche die Translokation ins Zytosol der Zielzelle
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bewirkt. Untereinheit A besteht aus der als C-Domine bezeichneten ADP-Ribosyl-Transferase,
welche ADP-Ribose auf den Elongationsfaktor eEF2 iibertrdgt und somit die Translation der
Zelle verhindert (Palmiter et al., 1987; Bennett et al., 1994).

Zur Depletion eukaryotischer Zellen in genetisch verdnderten Organismen wird héufig die
Sequenz der DT-Untereinheit A (DTA) verwendet (Tab. 2). Der Grund dafiir ist die leichte
Klonierbarkeit des Gens sowie die hohe Effizienz der Toxinwirkung. Es konnte gezeigt werden,
dass die Expression weniger Molekiile im Zytoplasma fiir den Tod bestimmter Zelllinien
ausreicht (Yamaizumi et al., 1972). Auch wenn dies nicht auf alle Zelllinien und Primérzellen
zutrifft, sorgt eine niedrige Konzentrationen an DTA fiir eine irreversible Inhibition der
Translation, was die Uberlebensfihigkeit der Zellen erheblich begrenzt (Falnes et al., 2000).
Nach dem Zelltod freiwerdendes DTA hat keinen Einfluss auf benachbarte Zellen, da durch die
fehlende Untereinheit B keine Moglichkeit der Aufhahme ins Zytoplasma besteht.

Das vollstindige DT (Untereinheit A und B) kann in eukayrotischen Zellen durch den
membranstindigen Vorldufer des heparin-binding EGF-like growth factor (HB-EGF)
aufgenommen werden, welcher als DT-Rezeptor (DTR) fungiert (Naglich et al. 1992).
Artspezifisch bestehen deutliche Unterschiede in der Affinitidt des DTR. Der DTR der Primaten
besitzt eine hohe Affinitit zu DT, sodass bereits geringe Mengen an DT aufgenommen werden
und zum Zelltod fiihren wihrend der DTR der Maus 1x10°-fach schwiécher an den Rezeptor
bindet (Naglich et al., 1992; Mitamura et al., 1995).

1.6 Zelldepletion in genetisch veranderten Mausstammen

Um eines der in Tabelle 2 dargestellten toxischen Proteine in vivo zur Zelldepletion einzusetzen,
muss ein genetisch verdnderter Tierstamm produziert werden. Methoden zur Herstellung
genetisch verdnderter Mauslinien sind unter 1.8 zusammengefasst. Auf genetischer Ebene muss
dabei die Expression eines Toxingens unter der Kontrolle eines zelltypspezifischen Promotors
erfolgen. Zellen, welche Promotoraktivitdt zeigen, exprimieren das Toxin und sterben. Je nach
Promotor kann dabei eine Expression bereits in Embryonalstadien erfolgen, was eine
Entwicklung des Tieres storen oder komplett verhindern kann. Um die Funktion des depletierten
Zelltyps trotzdem untersuchen zu kdnnen, muss in diesem Fall die Expression des Toxins auf das
adulte Tier beschrinkt werden. Um die Toxinexpression zeitlich oder gewebsspezifisch
einzuschrinken, kann eine =zusitzliche Regulationskomponente eingebracht werden. Auf

genetischer Ebene kann dies durch ein bindres System erfolgen. Dabei wird die Expression eines
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Toxingens durch ein entfernbares Element wie beispielsweise eine Polyadenylierungssequenz
(Stoppelement) verhindert. Durch Verpaarung mit einem anderen Tierstamm, welcher ein Enzym
zur Exzision dieses Stoppelements exprimiert, wird der Lokus freigegeben. Darauthin kann die
Expression des Toxins unter Kontrolle des spezifischen Promotors erfolgen (Lewandoski, 2001).
Eines der effizientesten bindren Systeme basiert auf der Rekombinase Cre des Bakteriophagen P1
(Rajewsky et al., 1996). Dieses Enzym gehort zur Klasse der Topoisomerasen und kann zwischen
als loxP-Stellen bezeichneten Sequenzen spezifische Rekombinationen induzieren (Akagi et al.,
1997). Wird das zuvor beschriebene Stoppelement im Genom von zwei loxP-Stellen in gleicher
Orientierung flankiert, so kann die Cre-Rekombinase eine Exzision bewirken, was die Expression
des Toxins wieder unter die Kontrolle des stromaufwérts gelegenen Promotors stellt (Lakso et al.
1992). Ein System, welches vergleichbar dem Cre-loxP-System auf der spezifischen Deletion
genetischer Elemente beruht, ist das FRT/Flp-System aus Saccharomyces cerevisiae. Dabei
katalysiert ein  Flippase recombination enzyme (Flp) die Exzision zwischen
Flp recognition targets (FRTs) (Schlake und Bode, 1994). Aufgrund der Sequenzunterschiede
zwischen loxP- und FRT-Stellen konnen beide Systeme auch in demselben Mausmodell
verwendet werden.

Zur Zelldepletion in einem bindren System kann der Mausstamm mit der Toxinexpression unter
einem durch ein Stoppelement blockierten Promotor mit einem Stamm verpaart werden, in
welchem Cre durch einen gewebsspezifischen Promotor exprimiert wird. Weiterhin kdnnen
Mausstdmme zur Verpaarung verwendet werden, bei denen die Aktivitit von Cre durch Injektion
von Agenzien (Typ-I-Interferon, Tetracyclin oder Tamoxifen) induziert werden kann
(Lewandoski, 2001; Branda und Dymecki, 2004). Somit kann eine zeitlich versetzte Expression
des Toxins (z.B. erst im adulten Tier) erreicht werden. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass die
Effektivitdt der Cre-Expression davon abhdngt, wie gut das jeweilige Agens in das Gewebe
eindringen kann und welche Konzentration fiir die Induktion der Expression notwendig ist

(Schmidt-Supprian und Rajewsky, 2007).

1.7 Depletion dendritischer Zellen der Maus

Zur Untersuchung der Funktion von DCs wurde in der Vergangenheit eine Reihe von Mauslinien
generiert, in welchen eine Depletion dieser Zellen erfolgt.

Eine Depletion der gesamten cDCs der Maus gelang durch Expression von DTR unter der

Kontrolle des CD11c-Promotors. Injektion von DT filihrte zur Depletion eines GroBteils der
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cDCs, wobei jedoch auch weitere CD11c” Zellen wie Monozyten, Makrophagen, Neutrophile
und einige B-Zellen beeinflusst wurden (Jung et al., 2002; Probst et al., 2005). Neben der
Expression von DTR wurde in zwei unabhdngigen Untersuchungen ein bindres System aus
CD11c-getriebener  Cre-Rekombinase und induzierbarer DTA-Expression hergestellt
(Birnberg et al., 2008; Ohnmacht et al., 2009). Interessanterweise sterben Mause im Ansatz von
Ohnmacht et al. innerhalb von 2 Monaten, wéhrend Birnberg et al. einen myeloproliferativen
Phanotyp, jedoch keine Lethalitdt nachweisen konnten. Eine Depletion von DC-Subtypen gelang
in verschiedenen Modellen in denen DTA bzw. DTR unter der Kontrolle des humanen oder
murinen CD207-Promotors exprimiert wird. Hierbei konnten deutliche Unterschiede in der
Effizienz der Depletion beobachtet werden. Wéhrend Langerhanszellen mit starker
CD207-Expression in jedem Modell getttet werden, erfolgt Depletion dermaler Zellen mit

mittlerer CD207-Expression nur zum Teil (Kaplan, 2010).

1.8 Herstellung genetisch veranderter Mausmodelle

1.8.1 Herstellung von knock in-Mauslinien

Eine Mdoglichkeit der Herstellung genetisch verédnderter Mauslinien basiert auf der homologen
Rekombination in Stammzellen, bei welcher ein Bereich des Genoms spezifisch durch ein
kinstlich eingebrachtes Element ersetzt wird. Homologe Rekombination tritt als Prozess der
Mitose und DNA-Reparatur in fast allen eukaryotischen Zellen auf und kann in vitro in
Stammezelllinien durch Injektion von DNA-Fragmenten induziert werden. Dazu wird ein
targeting-Vektor benétigt, der homologe Sequenzen (Homologiearme) zur Rekombination
enthalt, welche zu dem zu veranderten Lokus im Genom identisch sind. Diese Homologiearme
flankieren ein beliebiges genetisches Element wie beispielsweise ein Toxingen, welches an die
Stelle der kodierenden Sequenz des wildtypischen Gens gesetzt wird (Joyner, 2000).
Stammzellen mit erfolgter Rekombination werden selektiert und in die Blastozyste eines
Embryos injiziert. Es entstehen Nachkommen, deren Gewebe zum Teil aus den verdnderten
Stammzellen differenziert ist (Chimaren). Fur den Fall, dass die Geschlechtszellen von dieser
Stammzelle abstammen, sind die Nachkommen dieser Tiere heterozygot fur den veranderten
Lokus. Dieser als Keimbahntransmission bezeichnete Vorgang fiihrt dazu, dass eine stabile Linie

genetische veranderter Tiere entsteht (Nagy, 2003).
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In den ersten mit dieser Technik hergestellten Mauslinien wurde ein Teil des zu verdndernden
Lokus lediglich durch eine Resistenzkassette zur Selektion auf Stammzellebene ersetzt. Im
homozygoten Zustand sind diese Tiere defizient fiir das verdnderte Gen, was als knock out
bezeichnet wird (Thomas und Capecchi, 1987; Mansour et al., 1988). Alternativ zu
knock out-Mauslinien koénnen auch zusitzliche Gene wie z.B. Toxingene in das Genom
eingebracht werden, welche darauthin unter der Kontrolle der wildtypischen Promotorelemente

stehen (knock in-Mauslinien).

1.8.2 Herstellung von (BAC-)transgenen Mausen

Bei der unter 1.8.1 beschriebenen Technik zum Erhalt von knock in-Mauslinien werden
wildtypische Gene gezielt durch artifizielle Genelemente ersetzt. Eine alternative Methode kann
dazu benutzt werden, ein Gen unter Kontrolle eines spezifischen Promotors zusitzlich zu den
wildtypischen Komponenten zu exprimieren. Hierzu wird ein DNA-Vektor aus Promotor und
artifiziellem Gen in den Pronukleus einer befruchteten Eizelle injiziert. Dabei kommt es zur
mehrfachen unspezifischen Integration ins Genom. Aus der befruchteten Eizelle entstehen
transgene Nachkommen, welche das eingebrachte Gen unter Kontrolle des Promotors
exprimieren. Bei dieser Technik besteht die Gefahr, dass die Chromatinstrukturen an den
Integrationsorten eine Expression verhindern. Da die verwendeten DNA-Vektoren in der Regel
nur Uber wenige Kilobasen (kb) der Promotorregion verfiigen, sind weiter entfernt gelegene
regulatorische Elemente nicht enthalten. Dies kann zu ausbleibender oder unspezifischer
Expression fiihren (Wilson et al., 1990). Ein weiteres Problem ist, dass die Integration kurzer
DNA-Fragmente in der Regel in Konkatemeren erfolgt, was eine Methylierung der Sequenzen
auslost und damit die Expression verhindern kann (Giraldo und Montoliu, 2001; Sparwasser und
Eberl, 2007).

Um diese Probleme zu umgehen, konnen deutlich groBere DNA-Vektoren verwendet werden,
welche neben den wenige kb stromaufwirts gelegenen Promotorelementen auch cis- und trans-
regulatorische Elemente wie enhancer, silencer und Lokus-Kontroll-Regionen (LCRs) enthalten.
Diese tragen zur spezifischen und Integrationsort-unabhéngigen Expression des Gens bei (Dillon
und Grosveld, 1993). Am besten fiir diese Technik geeignete Vektoren sind 100 bis 300 kb grof3e
bakterielle artifizielle Chromosomen (BACs). Aus Genombanken koénnen entsprechende
BAC-Klone fiir fast jeden murinen und humanen Genlokus gefunden und nach Modifizierung zur

Generierung BAC-transgener Maiuse verwendet werden (Yang et al.,1997;
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Sparwasser und Eberl, 2007). Wahrend die Herstellung BAC-transgener Linien im Vergleich zur
knock in-Technologie einfacher und weniger zeitaufwéndig ist, miissen alle der als founder-Tiere
bezeichneten BAC-transgenen Nachkommen untersucht werden. Dabei muss sichergestellt
werden, dass das gewlinschte Gen spezifisch exprimiert wird und dass keine Nebeneffekte durch
unspezifische Insertion in andere Genloci auftreten. Bei knock in-Mauslinien hingegen besteht

diese Gefahr nicht, da lediglich ein spezifischer Genlokus verandert wurde.

1.9 Zielsetzung

Der Ausgangspunkt der Arbeiten war die Beobachtung, dass der Chemokinrezeptor XCRI
selektiv auf kreuzprisentierenden CD8" dendritischen Zellen (DCs) der murinen Milz exprimiert
wird. Dariiber hinaus lagen Befunde vor, dass der XCR1-Ligand ATAC auf die XCR1" DCs
chemotaktisch wirkt. Die anatomische Lokalisation von XCR1" DCs aufBerhalb der Milz, wie
auch die spezifische Funktion der XCR1" DCs als Teilpopulation von professionellen Antigen-
prasentierenden Zellen waren jedoch unbekannt. Auch war unklar, ob im humanen Immunsystem

XCR1" DCs existieren.

Daraus ergaben sich folgende Zielsetzungen fiir die vorliegende Arbeit:

1. Bestimmung der Lokalisation, des Phénotyps, sowie der Migrationseigenschaften von

XCR1" DCs in lymphatischen und nicht-lymphatischen Organen der Maus.

2. Generierung einer Mauslinie mit spezifischer Deletion von XCR1" DCs zur Charakterisierung

der Funktion dieses Zelltyps im Ruhezustand wie auch in Infektionsmodellen.

3. Suche nach XCR1" DCs beim Menschen sowie (im positiven Fall) deren funktionelle

Charakterisierung.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Chemikalien und Materialien

Alle verwendete Chemikalien waren von der Qualitét p.A. und wurden von den folgenden Firmen
bezogen: Carl Roth GmbH (Karlsruhe), Merck Chemicals (Darmstadt) und Sigma-Aldrich
(Deisenhofen). Steriles Plastikeinwegmaterial wurde von den Firmen Greiner GmbH

(Frickenhausen), Nunc (Roskilde, Ddnemark) und Sarstedt (Niimbrecht) bezogen.

2.2 Verwendetes Probenmaterial

2.2.1 Tiere

Alle Tiere stammten aus einer specific pathogen free (SPF)-Zucht und wurden kurzzeitig in
einem konventionellen Tierstall des Robert Koch-Institutes gehalten. Die Maiuse waren
8-12 Wochen alt. Alle Tierexperimente erfolgten in Ubereinstimmung mit dem Deutschen
Tierschutzgesetz (BGBI. I S. 1206, 1313; 20006).

Es wurden folgende Stamme verwendet:

C57BL/6, Substamm C57BL/6NCrl bezogen vom Bundesinstitut fiir Risikobewertung, Berlin;
B6.XCRI1:LacZ, hergestellt durch Deltagen, Inc., San Carlos, USA (unverdffentlicht); bezogen
von Jackson Laboratories, Bar Harbor, USA, ein Mausstamm auf dem C57BL/6 Hintergrund, bei
dem die bakterielle B-Galaktosidase unter der Kontrolle des endogenen XCRI-Promotors
exprimiert wird;

B6.CX3CR1:eGFP (Jung et al., 2000); bezogen von Jackson Laboratories, Bar Harbor, USA,
ein Mausstamm auf dem C57BL/6 Hintergrund, bei dem griin fluoreszierendes Protein (eGFP)
unter Kontrolle des endogenen CX3CR1-Promotors exprimiert wird;

B6.CD207:eGFP (Kissenpfennig et al., 2005), ein Mausstamm auf dem C57BL/6 Hintergrund,

bei dem eGFP unter Kontrolle des endogenen CD207-Promotors exprimiert wird.

2.2.2 Humanes Probenmaterial
Zur Isolierung humaner Zellen wurden Leukozytenpridparate aus peripherem Blut gesunder
Spender (buffy coats) sowie Leukapheresepriparate verwendet. Das Einverstindnis der

zustindigen Ethikkommission lag vor.
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2.3 Monoklonale Antikorper

Tab. 3: Ubersicht iiber die verwendeten monoklonalen Maus- und Human-spezifischen Antikérper.

A Maus-sepzifische Antikorper

Antigenspezifitit Klonbezeichnung Quelle Referenz/Hersteller
CD3 KT3 Hybridom' Tomonari et al., 1988
CD4 GKI1.5 Hybridom' ATCC?: TIB 207
CD4 YTS 191.1 Hybridom' ECACC’:87072282
CDS8 53-6.72 Hybridom' ATCC”: TIB 105
CD11b 5C6 Hybridom' ATCC”: CRL-1969
CDllc N418 Hybridom' ATCC”: HB-224
CDllc HL3 kommerziell BD Biosciences
CD19 1D3 Hybridom' ATCC?: HB-305
CD45R (B220) RA3-6B2 Hybridom' Coffman et al., 1982
CD103 M290 kommerziell BD Biosciences
CD205 (DEC-205) NLDC-145 Hybridom' Kraal et al., 1986
CCR7 (CD197) 4B12 kommerziell eBioscience
Ly-6G/C RB6-8C5 Hybridom' Fleming et al., 1993
MHCII M5/114.15.2 Hybridom' ATCC”: TIB 120

B Human-spezifische Antikorper

Antigenspezifitit Klonbezeichnung Quelle Referenz/Hersteller
CDlc ADS-8E7 kommerziell Miltenyi Biotec

CD3 OKT3 Hybridom' ATCC*: CRL-8001
CDllc Bul5 kommerziell BioLegend

CD14 63D3 Hybridom' Ugolini ez al., 1980
CD15 We6D3 kommerziell BioLegend

CDl16 B73.1 Hybridom' Perussia et al., 1983
CD19 BUI12 Hybridom' Flavell et al., 1995
CD45 HI30 kommerziell BioLegend

CDs56 HCDS56 kommerziell BioLegend

CD141 ADS5-14H12 kommerziell Miltenyi Biotec
CD304 ADS5-17F6 kommerziell Miltenyi Biotec
HCMYV pp65 CH12 kommerziell Santa Cruz Biotechnology
HLA-A2 BB7.2 kommerziell BioLegend
HLA-DR L243 kommerziell BioLegend

'Hybridom: laboreigene Hybridome, aus deren Kulturiiberstand die Antikorper aufgereinigt wurden; “ATCC:

American Type Culture Collection; "ECACC: European Collection of Cell Cultures
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2.4 Molekularbiologische Methoden

Tab. 4: Verwendete Puffer fiir molekularbiologische Methoden.

Bezeichnung Zusammensetzung
20X SSC 0,3 M Natriumcitrat, 3 M NaCl, pH 7,0
ddH,0 zweifach deionisiertes Wasser (Millipore, Eschborn)

DNA-Probenpuffer, 10X | 95 % Glyzerin, 0,25 % Bromphenolblau, 0,25 % Xylencyanol FF, in TAE

Laufpuffer

ESC-Lysepuffer 10 mM NaCl, 10 mM Tris/HCI, 10 mM EDTA, 0,5 % SDS, 0,4 mg/ml
Proteinase K, pH 8,0

LB Agar 1% Bacto-Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 1 % NaCl, 1,5 % Agar, pH 7,0

LB Medium 1% Bacto-Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 1 % NaCl, pH 7,0

stripping-Losung 0,2 M NaOH, 0,1 % SDS

PBS 136,89 mM NacCl, 2,68 mM KCl, 1,47 mM KH2PO4, 8,05 mM Na,HPO,, pH 7,3

SOC-Medium 2 % Bacto-Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCl, 10 mM

MgCl,, 10 M MgSO,, | mM Glukose, pH 6,8
TAE Laufpuffer, 50X 2 M Tris/HCl1, 50 mM EDTA, 17,5 % C,H,0,, pH 8,0

TSE Puffer 10 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0,4 % SDS, 0,2 mg/ml Proteinase K,
pH 8,0

Waschpuffer 0,1 M Maleinsdure, 0,15 M NacCl, 0,3 % Tween 20, pH 7,5

X-gal Farbepuffer 1 mg/ml X-gal, 5 mM K3Fe(CN)g, S mM K4Fe(CN)g, 2 mM MgCl,, 0,02 %

NP-40, 0,01 % Na-deoxycholat in PBS

2.4.1 Isolierung von RNA

2.4.1.1 Isolierung von RNA aus Zellen

Die Isolierung von RNA aus Zellen erfolgte unter Verwendung des High Pure RNA Isolierung
Kit (Roche Applied Science, Mannheim) nach Angaben des Herstellers. Die Integritdt der RNA
wurde mit einem Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, USA) bestimmt.
Dazu wurden RNA 6000 Nano oder Pico Kits desselben Herstellers verwendet und mit der
Software 2100 Expert ausgewertet. Alle in dieser Arbeit verwendeten Gesamt-RNA-Proben
hatten eine RNA Integrity Number (RIN) zwischen 7 und 10, was guter bis sehr guter RNA-

Integritdt entspricht.
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2.4.2 Isolierung von DNA

2.4.2.1 Isolierung von DNA aus Mausschwiinzen und Stammzellen

Zur Isolierung von DNA wurden Schwanzbiopsien oder 1x10” embryonale Stammzellen (ESCs)
fiir 12 Stunden bei 55 °C in 600 pl TSE Puffer inkubiert und fiir 3 Minuten bei 14.000 g
zentrifugiert. Danach wurden 400 ul des Uberstandes abgenommen und die Proteinase K fiir zehn
Minuten bei 100 °C hitzeinaktiviert. Fiir Genotypisierungs-PCRs wurde der erhaltene Uberstand
direkt eingesetzt. Bei ESC-DNA erfolgte eine Féllung mit 1 ml 95 % Ethanol. Die DNA wurde
mit einer gebogenen Pasteurpipette aus dem Gefdll gezogen, zum Waschen in 70 % Ethanol
eingetaucht und dann in ddH,O aufgenommen.

Zur DNA-Isolierung aus ESC-Klonen im 96-well/-Plattenformat wurden ESC-Klone bis zur
Konfluenz kultiviert, mit PBS gewaschen und 50 pul ESC-Lysepuffer pro Vertiefung pipettiert.
Die Platten wurden mit Folie verschlossen und fiir 12 Stunden bei 55 °C inkubiert. Nach
Abkiihlen der Platte erfolgte Féllung der DNA mit 100 pl 95 % Ethanol pro Vertiefung fiir
2 Stunden unter leichtem Schiitteln. Durch Invertieren der Platte wurde der Uberstand dekantiert
und mit 100 pl 70 % Ethanol pro Vertiefung gewaschen. Im Anschluss wurde die DNA

getrocknet und in ddH,O aufgenommen.

2.4.2.2 Isolierung von DNA aus Bakterien

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien im groeren Mafistab wurde das Qiagen Plasmid
Maxi Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben verwendet. Plasmidpréparationen im kleineren
Mafstab erfolgten mit dem Qldprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden). Eine
Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte durch photometrische Messung mit einem

Nanodrop 1000 (Fisher Scientific, Schwerte).

2.4.3 Amplifikation von DNA-Fragmenten durch Polymerasekettenreaktion

Die  Amplifikation = von  DNA-Fragmenten erfolgte  durch  Verwendung  der
Polymerasekettenreaktion (PCR). Als Polymerasen kamen die Taq-DNA-Polymerase (Roche
Applied Science, Mannheim) fiir Genotypisierungen und Sondenproduktion sowie die Phusion
High-Fidelity DNA-Polymerase (Fisher Scientific, Schwerte) zum Einsatz. Die PCR-Ansétze
wurden nach Herstellerangaben in Volumina von 20 bis 50 pl pipettiert. Die verwendeten primer

sind in Tabelle 5 aufgefiihrt. Die annealing-Temperatur wurde durch Verwendung des Web-
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Tools primer-blast (NCBI) berechnet. Die Dauer des Elongationsschrittes wurde nach Ermittlung

der erwarteten Fragmentgrosse entsprechend den Herstellerangaben festgelegt.

Tab 5.: Zur Klonierung, Southern Blot-Sonden-Generierung und Genotypisierung verwendete primer.

Bezeichnung Sequenz (5’ — 3°) Restriktions- Beschreibung
schnittstelle(n)
5’AH_for GTTT*"AAACTTTTTTCCTGTA | Pmel Amplifikation des
GAAAGACTTTCTCAACCAAG 5'-Homologiearms fiir pACN-
GACACACATTG TV-XCR1
5’AH_rev TTAATATAACCTCAAATATTT | Pacl
GAGAACAATTTCTAACAGTA
AGCTCTGCCTCCCTTTCAGGG
G
ZS_for GG*"CGCGCCGCGATACGCG | Ascl, AsiSi Amplifikation des endogenen
GGATACTGAGAGGATCTGAA Intron-Exon-Ubergangs des
ATGATAGACATGTTGGGTTTA XCR1-Lokus fiir pACN-TV-
AATCCAC XCRI1
ZS rev ANCGCGT GM"AATTCAAATGT | Mlul, EcoRI
TCCTTAATGACTTTATGTAGT
AGCCCAATTCTC
3’AH_for GG*CGCGCCAAATATCCTCT | Ascl Amplifikation des
TCTTGACACTGAAACCTGGAC 3'-Homologiearms fiir pACN-
CAAAGGAAAATG TV-XCR1
3’AH_rev GCGATACGCTACTGAGAGGA | AsiSI
GAGGATGGGCACATGGAGAT
GACTATGGGAGGTAAAGG
DTA _for GCGAT"ACGCTCACACCACAG | AsiSI Amplifikation des
AAGTAAGGTTTCCTTC Diphtherietoxin A-Gens fiir
DTA rev GCGAT"A"CGCAGCCACCATGG | AsiSI pACN-TV-XCR1
ACCCTGATGATGTTG
GT1_wt_for CTTGGCCTCAGTCTACCAGC - Genotypisierung von
GT1_wt_tg_rev TCCCCATGGGTATCATGTCT | - Stammzellklonen, chimaren
GT1_tg_for TGTAGTGCTCAGCCTTCCCT | - Méusen und Nachkommen
chimérer Mause nach
GTQ_Wt_tg_reV ACGAAGTGTTGCTTTGGCTT - Keimbahntransmission
GT2 tg for TGTAGTGCTCAGCCTTCCCT -
GT2 wt_for ATCTTCGGCATCAGCCTCTA -
XCR1 probe 5 for | GTTGGTTAGACCAAAAGACC | - Amplifikation der Sequenz zur
CCCAA Synthese der 5'-Sonde fiir den
XCRI1 probe 5 rev | AAT CTG AGA CTC AGA GGC | - XCRI1:DTA-knock in
AAG CC
Xerl _probe 3 for GGGAACTATAAAGACACAAA | - Amplifikation der Sequenz zur
ACAGTATGG Synthese der 3'-Sonde fiir den
Xcrl _probe 3 rev GCTAAATGTACATCTAGTCAT | - XCRI1:DTA-knock in
ACC

Restriktionsschnittstellen in der Sequenz sind fett gedruckt.
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2.4.4 Klonierung von DNA Fragmenten

Durch PCR amplifizierte oder durch Restriktionsverdau erhaltenen DNA-Fragmente wurden
durch Subklonierung in die Plasmide pJetl.1 bzw. pJetl.2 unter Verwendung des CloneJET PCR
Cloning Kits (Fermentas, St. Leon-Rot) kloniert. Zur Ligation von DNA-Fragmenten wurde die
T4 DNA Ligase (Invitrogen, Darmstadt) verwendet. Alle Restriktionsenzyme zur Klonierung von
DNA-Fragmenten und zur Southern Blot Analyse wurden von New England Biolabs GmbH,
Frankfurt bezogen.

2.4.5 Southern Blot -Analyse

Zum nicht-radioaktiven Nachweis von DNA Fragmenten bei der Southern Blot-Analyse wurden
Digoxigenin-(DIG-)markierte Sonden verwendet, welche durch einen anti-DIG-Alkalische
Phosphatase-Antikorper und das Substrat CSPD (C;sH,0CIO;PNa;) nachgewiesen werden
konnen. Zur Herstellung der Sonden wurden die fiir Sonden ausgewdhlten Sequenzen subkloniert
und unter Verwendung des DIG PCR-Labeling Kit (Roche Applied Science, Mannheim) in
DIG-markierte Sonden umgeschrieben. Die erhaltenen 5'-Sonden (448 bp) und 3'-Sonden (501
bp) zur Analyse von Stammzellklonen wurden durch Southern Blot-Analysen auf Spezifitit
getestet. Die Sonden wurden dabei 1 zu 500 in DIG Easy Hyb (Roche Applied Science,
Mannheim) gelost.

Die Southern Blot-Analyse erfolgte basierend auf dem Protokoll von Southern, 1975. Die zu
analysierende DNA (10 pg oder Stammzell-DNA isoliert aus einer Vertiefung einer 96-well-
Platte) wurde mit einem Restriktionsenzym geschnitten und gelelektrophoretisch in 0,7 %
Agarose aufgetrennt. Zur Bestimmung der Fragmentgrof3e wurde die DIG-markierte DNA-Leiter
Molecular Weight Marker II (Roche Applied Science, Mannheim) aufgetragen. Das DNA-Gel
wurde fiir 5 Minuten in 0,25 M HCI-Losung bei 25 °C depuriniert, in ddH,0 gewaschen und
zweimal in Neutralisierungslosung fiir 15 Minuten bei 25 °C gewaschen. Zur Equilibrierung
wurde das Gel in 20X SSC {iberfiihrt und durch Verwendung einer Vakuum-Blotting-Apparatur
(Pharmacia, Uppsala) auf eine positiv geladene Nylonmembran (Roche Applied Science,
Mannheim) fiir 4 Stunden bei 60 mmH,O Unterdruck geblottet. Die Membran mit den
iibertragenen DNA-Fragmenten wurde in ddH,O gewaschen und zur Quervernetzung 120 mlJ
UV-Licht ausgesetzt (Stratalinker, Stratagene, La Jolla, USA). Nach erneutem Waschen in
ddH,O erfolgte die Prihybridisierung der Blots in je 5 ml DIG Easy Hyb (Roche Applied

Science, Mannheim) in rotierenden Hybridisierungrohrchen fiir 30 Minuten bei 50 °C. Danach
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wurde der Hybridisierungspuffer durch die jeweilige Sonde ersetzt und bei 50 °C im
Rollinkubator fiir 12 Stunden inkubiert. Nun erfolgte Stringenzwaschen der Membran zweifach
in 2X SSC + 0,5 % SDS bei 22 °C fiir je 5 Minuten und im Anschluss zweifach in 0,5X SSC +
0,1 % SDS bei 65 °C fiir je 15 Minuten im Schiittelwasserbad. Zur Detektion der Sonde wurde
die Membran fiir 30 Minuten bei 22 °C in Blockierungspuffer schiittelnd inkubiert und in
Blockierungspuffer unter Zugabe von anti-DIG-Alkalische Phosphatase (Roche Applied Science,
Mannheim, 1:10.000) fiir 30 Minuten bei 22 °C schiittelnd inkubiert. Das Entfernen von
unspezifisch gebundenen Antikdrpern erfolgte durch zweifaches Schiitteln in Waschpuffer fiir je
15 Minuten bei 22 °C. Dann wurde die Membran fiir 3 Minuten in Detektionspuffer transferiert
und im Anschluss mit CSPD-L&sung (Roche Applied Science, Mannheim) benetzt. Nach kurzer
Inkubation erfolgte ein Einschweilen der Membran in Polyethylenfolie und anschlieBende
Detektion des Signals mittel des Bio-Imaging-Systems (Peqlab, Erlangen). Um DNA-Fragmente
mit verschiedenen Sonden zu detektieren wurde ein stripping der Membran durchgefiihrt. Dazu
wurde die Membran zweifach in stripping-Losung fiir 15 Minuten bei 37 °C schiittelnd inkubiert,

kurz mit 2X SSC gewaschen, erneut prahybridisiert und mit der zweiten Sonde hybridisiert.

2.4.6 Transformation in Escherichia coli und Bakterienkultur

Zur Vermehrung der rekombinanten DNA wurden Escherichia coli XL-1 blue bzw.
E. coli XL-10 gold durch Hitzeschock nach Standardmethoden mit Plasmiden transformiert
(Sambrook et al., 1989; Hanahan 1983; Hanahan ef al., 1991). Anzucht der Bakterien erfolgte auf
LB-Agarplatten. Zur Selektion auf Resistenzgene wurden Ampicillin (100 pg/ml) und/oder
Kanamycin (50 pg/ml) zugesetzt. Schiittelkultur von E. coli erfolgte in LB-Medium unter Zugabe

der entsprechenden Antibiotika.

2.4.7 Gelelektrophoretische Auftrennung und Isolierung von DNA-Fragmenten

Zur Auftrennung linearer DNA-Fragmente entsprechend ihrer GroBe erfolgte eine Aufnahme in
1X DNA-Probenpuffer und Analyse in Agarosegelen (1X TAE-Laufpuffer, 0,7-2 % Agarose).
Zur Abschitzung der Fragmentgroflen wurde jeweils eine DNA-Leiter (z.B. 100 bp DNA ladder,
Invitrogen, Darmstadt) mitgefiihrt. Falls eine Dokumentation der DNA-Banden erfolgen sollte,
wurde Ethidiumbromid zu Laufpuffer und Gel in einer Endkonzentration von 0,5 pg/ml gegeben.
DNA zur Klonierung oder aus Genotypisierungs-PCRs wurde in Minigelkammern bei 70 V

(8 V/em) aufgetrennt. Zur Isolierung von DNA aus Gelfragmenten wurde das QlAquick Gel
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Extraction Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. DNA-Fragmente zur Southern Blot-Analyse wurden
in 10 x 15 cm Gelkammern mit 15-Zahn-Kamm bei 80 V (10 V/cm) fiir 3 Stunden aufgetrennt.

Der Nachweis der DNA-Banden erfolgte auf einem Transilluminator bei 312 nm.

2.4.8 Quantitative real-time-PCR

Zur Bestimmung der Kopienzahl von XCR1-mRNA in Zellen aus Maus und Mensch wurde die
quantitative real-time-PCR mit TagMan-Sonden (qPCR) durchgefiihrt. Nach Isolierung und
Integritatsbestimmung der RNA erfolgte eine reverse Transkription von 100 ng RNA mit dem
AMYV Reverse Transcription System (Promega, Madison, USA) unter Verwendung von random
hexamer-primern. Die anschlieBende qPCR erfolgte mit den in Tabelle 6 angegebenen primern
und Sonden. Die TagMan-Sonden waren am 5’-Ende mit dem reporter-Fluoreszenzfarbstoff
FAM (6-Carboxy-Fluorescein) und am 3’-Ende mit dem quencher TAMRA (6-Carboxy-
tetramethylrhodamin) oder MGB (minor groove binder) gekoppelt.

Ansatz (20 ul):  1x ABsolute QPCR low ROX Mix (Fisher Scientific, Schwerte);
300 nM jedes primers; 150 nM Sonde; 1/10 der cDNA

Die qPCR wurde in Doppelbestimmungen am ABI 7500 Real Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, USA) mit folgendem Programm durchgefiihrt: Enzymaktivierung fiir 15
Minuten bei 95 °C, 40 Zyklen (95 °C, 15 Sekunden; 60 °C, 1 Minute). Die Berechnung der
Kopienzahl erfolgte anhand eines mitgefiihrten Standards, welcher aus einer bis 10° Kopien eines
XCR1-cDNA-enthaltenden Plasmids bestand. Das primer-Sonde-Set zum Nachweis von
murinem und humanem XCR1 wurde so gewihlt, dass ein exoniiberspannendes Fragment des
XCRI1-Transkripts detektiert wird, was Verfalschungen der Ergebnisse durch Verunreinigungen
mit genomischer DNA ausschlie8t. Zusitzlich zur XCR1-qPCR wurde die cDNA fiir eine
Analyse mit einem primer-Sonde-Set gegen das Haushaltsgen f2-Mikroglobulin (mubMG bzw.
hubMG) eingesetzt.
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Tab. 6: Ubersicht der fiir die qPCR verwendeten Oligonukleotide.

Bezeichnung Sequenz (5° — 3°) PCR

muXCR1 F1 CCTACGTGAAACTCTAGCACTGG

muXCR1 R1 AAGGCTGTAGAGGACTCCATCTG Murines XCR1 Set 1
muXCR1 S1 FAM-TACAGACTTGAAACCC-MGB

mubMG F ATTCACCCCCACTGAGACTGA

mubMG R CTCGATCCCAGTAGACGGTC Murines 32-Microglobulin

mubMG-Sonde | FAM-TGCAGAGTTAAGCATGCCAGTATGGCCG-TAMRA

huXCR1 F1 TCAAGACGCATGTAAAGAGGTGTAG

huXCR1 R1 GTTGCCTGAGGACTCCATCTG Humanes XCR1 Set 1

huXCR1 S1 FAM-TGCTCTAAACGTCCCTGCCATCTGGT-TAMRA

huXCR1 F2 TTGCCTGTGTGGATCTCCC

huXCR1 R2 CGGTGGATGGTCATGATGG Humanes XCR1 Set 2
huXCR1 S2 FAM-CATCAGCCTCTACAGCAGCATCTTCTTCCT-TAMRA

hubMG F GCCGTGTGAACCATGTGACT

hubMG R CGGCATCTTCAAACCTCCA Humanes f2-Microglobulin

hubMG-Sonde | FAM-TAAGTGGGATCGAGACATGTAAGCAGCATC-TAMR

2.5 Histologie

2.5.1 Detektion von B-Galaktosidaseaktivitit in B6.XCR1:LacZ-Miusen

Zur Analyse der B-Galaktosidaseaktivitit zum Nachweis von XCR1 wurden Gewebe wie Milz,
Lymphknoten, Peyersche Plaques oder Diinndarm aus homozygoten B6.XCR1:LacZ-Méiusen
préapariert und fiir 4 Stunden durch Eintauchen in 4 % Paraformaldehyd in PBS bei 4 °C fixiert.
Das Gewebe wurde in PBS gewaschen und in 10 % Sucrose in PBS bei 4 °C iiber Nacht
inkubiert. Milz und Diinndarmproben wurden in 0,9 % Natriumchloridlésung schockgefroren
wihrend Lymphknoten und Peyersche Plaques in Tissue-Tek (Electron Microscopy Sciences,
Fort Washington, USA) eingebettet und schockgefroren wurden. Es wurden 12 um
Gefrierschnitte angefertigt, auf 2 % Aminopropyltriethoxysilan-beschichtete Objekttriger
iibertragen und fiir 12 Stunden bei 22 °C getrocknet. Zum Nachweis der -Galaktosidaseaktivitit
wurden die Schnitte mit hydrophobem Wachsstift umrandet und mit 100 pl XGal-Férbelosung
fiir 8 bis 12 Stunden bei 37 °C in einer humiden Kammer inkubiert. Dann wurden die
Objekttrager dreimal fiir 5 Minuten mit PBS gewaschen. Die Gegenfirbung erfolgte fiir
30 Sekunden in 1 % Neutralrotlosung, anschlieBend wurden die Schnitte erneut mit PBS

gewaschen und in Kaisers Glyceringelatine eingedeckelt.
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2.6 Zellbiologische Methoden

2.6.1 Verwendete Zelllinien und Reagenzien

Stammzelllinie ESCArt; Passage 27; Erhalten von Marc Schmidt-Supprian, Max Planck Institut

fiir Biochemie, Martinsried;

HeLa, American Type Culture Collection CCL-2

Tab. 7: Verwendete Puffer fiir zellbiologische Methoden.

Bezeichnung Zusammensetzung

ACK Puffer zur 0,15 mM NH,Cl, 10 mM KHCO;, 0,1 mM Na,EDTA, pH 7,2

Erythrozytenlyse

PBS 136,89 mM NaCl, 2,68 mM KCl, 1,47 mM KH,POy,, 8,05 mM Na,HPO,, pH 7,3
FACS-PBS PBS, 2,5 % FCS, 0,1 % NaN;

MACS-PBS PBS, 0,5 % BSA (Fraktion V, Endotoxingehalt <I EU/mg, PAA Laboratories, Colbe)

Trypsin-Losung

PBS 0,025 % Trypsin

2X-Trypsin-Losung

PBS, 0,05 % Trypsin, 0,04 % EDTA

Einfriermedium

FCS, 20 % DMSO

Transfektionspuffer

20 mM Hepes, 137 mM NaCl, 15 mM KCl 0,7 mM Na,HPo,, 6 mM Glukose, 0,1
mM B-Mercaptoethanol

Viacount Reagenz

2,5 pg/ml LDS-751, 1 pg/ml Propidiumiodid, 5 mM EDTA, 0,05 % NaNj, in PBS,
pH 7.3

Waschpuffer

0,1 M Maleinséure, 0,15 M NacCl, 0,3 % Tween 20, pH 7,5

Detektionslosung

0,1 M Tris-HCI, 0,1 M NaCl, pH 9,5

Tab. 8: Verwendete Zellkulturmedien.

Bezeichnung Zusammensetzung

ESC-Medium DMEM/high glucose, 20 % fotales Kélberserum (FCS, Pan Biotech, Aidenbach),
2mM Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat, 0,1 mM Nicht-essentielle Aminosiduren
(Invitrogen, Darmstadt), 0,1 mM B-Mercaptoethanol, 2000 U/ml ESGRO (Leukaemia
inhibitory factor, Millipore, Bedford, USA)

MEF-Medium DMEM/high glucose, 10 % FCS (Invitrogen, Darmstadt), 2 mM Glutamin

MMC-Medium Zellkulturmedium, 1 % Mitomycin C

R10F" RPMI 1640 (Biochrom AG, Berlin), 10% FCS (Biochrom AG, Berlin), 2 mM

Glutamin (Invitrogen, Darmstadt), 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin (Invitrogen,
Darmstadt)

Das FCS wurde vor Verwendung hitzeinaktiviert (45 Minuten bei 55 °C).
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2.6.2 Zellkulturbedingungen

Die Kultivierung erfolgte in Zellkulturflaschen verschiedener GroBe (25, 75 und 175 cm?) und in
Zellkulturplatten (6-, 24- oder 96-well). Einfrieren von Zellen erfolgte in Kryogefdlen oder
96-well-Platten. Die Kultivierung von murinen und humanen Zellen erfolgte in Begasungs-

brutschrianken mit gesattigter Wasserdampfatmosphére bei 37 °C und 5 % COs,.

2.6.3 Bestimmung der Zellzahl in Suspensionen

Die Bestimmung der Zahl primirer Zellen oder Zelllinien erfolgte entweder unter Verwendung
des Guava PCA (Guava Technologies, Hayward, USA) oder in Neubauer-Zdahlkammern. Zur
Messung mit dem Guava PCA wurden die Zellen in Viacount Reagenz verdiinnt und die Anzahl
lebender, nukledrer Zellen durch die ViaCount Software (Guava Technologies, Hayward, USA)
ermittelt.  Zur  Bestimmung  mittels = Zéhlkammer erfolgte eine Féarbung in

0,001 % Trypanblauldsung und anschlieBende Ermittlung der Zahl lebendiger Zellen.

2.6.4 Trypsinierung adhéirenter Zellen

Zum Ablosen adhérenter Zelllinien wurde die Kulturflasche mit PBS gewaschen mit 2 bis 5 ml
Trypsinlosung fiir 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Durch leichtes Klopfen wurden die gesamten
Zellen abgelost und die Reaktion durch Zugabe von 10 ml Medium gestoppt. Im Anschluss
erfolgte eine Zentrifugation bei 280 g fiir 5 Minuten bei 22 °C. Die Zellen wurden in Medium

aufgenommen und verwendet oder weiter kultiviert.

2.6.5 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Adhédrente Zellen wurden bis zur Konfluenz, Suspensionszellen bis zur nodtigen Dichte in
Medium kultiviert, fiir 6 Minuten bei 22 °C und 380 g zentrifugiert und 5x10° Zellen in 0,5 ml
des entsprechenden Zellmediums aufgenommen. Dann erfolgte der Transfer in Einfriergefal3e
und die tropfenweise Zugabe von 0,5 ml Einfriermedium unter Schiitteln des Gefalles. Die Zellen
wurden in einer isolierten Box auf -70 °C heruntergekiihlt und in fliissigem Stickstoff gelagert.
Beim Einfrieren von Zellen im 96-well-Format erfolgte eine Trypsinierung der Zellen in 30 pl
Trypsin-Losung sowie ein Abstoppen mit 30 pl FCS. Dann wurden 60 pl Einfriermedium pro
Vertiefung zugegeben und die Zellen resuspendiert. Durch Uberschichten mit 80 pl Mineraldl
erfolgte ein Versiegeln der Platte. Die 96-well-Platten wurden in Aluminiumfolie gewickelt und

in einer isolierten Box bei -70 °C eingefroren.
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Zum Auftauen von Zellen wurde das Einfriergefa3 bei 37 °C im Wasserbad erwidrmt und die
Zellen in 20 ml Medium tiberfiihrt. Im Folgenden wurden die Zellen bei 280 g fiir 5 Minuten bei
22 °C zentrifugiert und in geeignetem Volumen an Medium aufgenommen und in das
Kulturgefd$ iiberfithrt. Auftauen einzelner Klone aus 96-wel/-Platten erfolgte durch Erwdrmen

der Platte bei 37 °C, Entnahme der entsprechenden Klone und Transfer in 48-well-Platten.

2.6.6 Isolierung und Kultivierung von embryonalen Fibroblasten der Maus

Embryonen eines neomycinresistenten Mausstamms wurden im Stadium E13,5 isoliert und in
PBS gewaschen. Innere Organe der Embryos wurden entfernt, die Uberreste zerteilt und erneut in
PBS gewaschen. Embryogewebe wurde im Folgenden in 50 ml Trypsin-Losung iiberfiihrt und fiir
30 Minuten inkubiert, wobei das Gewebe alle 5 Minuten gemischt wurde. Die Trypsinierung
wurde durch Zugabe von 50 ml MEF-Medium gestoppt. Der Uberstand wurde abgenommen und
fiir 5 Minuten bei 280 g und 22 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 50 ml MEF-Medium
aufgenommen und jeweils 1x10° Zellen per 10 cm-Kulturschale ausgesit. Nach Erreichen der
Konfluenz wurde die Zellen durch Trypsinierung geerntet und Aliquots von 5x10° Zellen
entsprechend des Protokolls eingefroren.

Zur Kultur einer embryonalen Stammzelllinie (ESC) wurden embryonale Fibroblasten der Maus
(MEFs) als feeder-Zellen prépariert und in Kulturschalen mit MEF-Medium kultiviert. Diese
Zellen wachsen adhérent und ermoglichen Zell-Zell-Kontakte zu den ESCs, was Wachstum und
Teilung begiinstigt, ohne dass es zur Differenzierung kommt.

Um ein Wachstum der ESCs auf konfluenten MEFs zur ermoglichen erfolgte eine Behandlung
der MEFs mit Mitomycin C, was Zellteilung und somit weiteres Wachstum der MEFs verhindert.
Dazu wurde das MEF-Medium durch MMC-Medium ersetzt und die Zellen fiir 2 Stunden
inkubiert. Die Zellen wurden zweifach mit PBS gewaschen, trypsiniert, fiir 5 Minuten bei 280 g
und 22 °C zentrifugiert und mit MEF-Medium auf frische Kulturschalen plattiert.

2.6.7 Elektroporation von embryonalen Stammzellen

Zur Generierung genetisch verdnderter Mauslinien wurden ESCs der Linie C57BL/6Art
verwendet. Zur Elektroporation dieser ESCs wurden Zellen in der frithen Wachstumsphase
verwendet, welche gleichmidBig rund geformte Kolonien bilden. Zwei Stunden vor
Elektroporation wurde frisches ESC-Medium auf die Zellen pipettiert und 1x10” ESCs nach

Waschen in PBS in 700 pl Elektroporationspuffer aufgenommen. Die Zellen wurden zusammen
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mit 30 pg linearisierter Plasmid-DNA in 100 pl PBS in eine 0,1 cm-Kiivette iiberfiihrt und nach
Durchmischen mit dem Gene Pulser (Biorad, Miinchen) bei 500 pF, 240 V transfiziert. Danach
wurden die Zellen kurz resuspendiert, fiir 10 Minuten bei 22 °C inkubiert und in 30 ml
ESC-Medium iiberfiihrt. Die transfizierten Zellen wurden auf vier 10 cm-Kulturschalten mit
konfluenten MMC-behandelten MEFs plattiert. Das Medium wurde nach 12 Stunden gewechselt
und ab 48 Stunden erfolgte die Positivselektion.

Stammzellklone, bei welchen eine unspezifische Integration des linearisierten Vektors ins Genom
stattgefunden hat, wurden durch die im targeting-Vektor auBlerhalb der Homologiearme
enthaltene PGK-DTA-Kassette deletiert (Negativselektion). Um Stammzellen ohne erfolgte
Integration des Konstrukts abzutdten wurde das Medium der elektroporierten ESCs nach
48 Stunden durch ESC-Medium + 200 pg/ml G418 (Geneticin, Invitrogen, Darmstadt, 75 %
Aktivitdt) ersetzt. Zellen mit erfolgter Integration iiberleben die Behandlung auf Grund der
enthaltenen Neomycinresistenzkassette (Positivselektion; Colbére-Garapin et al, 1981).
Mediumwechsel erfolgte tiglich mit ESC-Medium + 200 pg/ml G418 bis Koloniewachstum

feststellbar war.

2.6.8 Picken von ESC-Kolonien nach Elektroporation und Selektion

Sechs Tage nach erfolgter Selektion konnten Kolonien einzelner Klone auf den Platten
festgestellt werden, welche verschieden schnelles Wachstum zeigten. Es erfolgte ein Picken der
Klone an 3 aufeinanderfolgenden Tagen. Dazu wurde das Selektionsmedium der ESC-Kolonien
durch PBS bei 4 °C ersetzt und jeder einzelne Klon mit einer 200 pl-Pipettenspitze zusammen
mit 50 ul PBS aufgenommen und in eine 96-well-Rundbodenplatte iiberfiihrt. Nach Picken aller
Kolonien entsprechender GroBe wurde in jede der Vertiefungen 50 pl 2X Trypsin-Losung
gegeben, 8 mal resuspendiert und fiir 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Im Folgenden wurden
150 ul ESC-Medium + 200 pg/ml G418 zugegeben und jede 96-well-Platte auf drei 96-well-
Flachbodenplatten aufgeteilt, auf denen zuvor MEFs plattiert wurden. Dabei wurde die Position
des jeweiligen Klons auf den Platten beibehalten.

Nach erfolgtem Picken wurden die ESCs in den 96-well-Platten unter tdglichem Mediumwechsel
bis zur Konfluenz kultiviert. Im Anschluss wurden alle ESC-Klone trypsiniert und auf drei
96-well-Platten aufgeteilt. Dabei waren zuvor auf zwei der Platten MMC-behandelte MEFs
kultiviert worden, wéhrend in die dritte Platte die ESC-Klone ohne MEFs transferiert wurden.

Eine der Platten wurde kultiviert bis die ersten Klone optimales Koloniewachstum zeigten und
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dann eingefroren. Eine weitere Platte wurde ldnger kultiviert, bis auch die langsamer wachsenden
Klone geeignetes Koloniewachstum zeigten. Die Klone der dritten, MEF-freien Platte wurden
kultiviert und zur Isolierung der DNA verwendet (siehe 2.4.2.1).

Durch die Southern Blot-Analyse als positiv charakterisierte Klone wurden aus der bei -70 °C
gelagerten 96-well-Platte aufgetaut und in 48-wel/-Platten mit MMC-behandelten MEFs fiir 2 bis
3 Tage unter tidglichem Mediumwechsel expandiert. Danach wurden die Zellen trypsiniert und in
6-well-Platten mit MMC-behandelten MEFs transferiert. 6-wel/-Platten wurden nach 2 Tagen 1:4

aufgeteilt und einzelne Klone in Aliquots eingefroren.

2.6.9 Kultivierung humaner CD8" T-Zell-Klone

Fiir Kreuzpriasentationsexperimente mit humanen denditischen Zellen wurden die Humanes
Cytomegalie Virus (HCMV) pp6549s-so3-spezifischen CDS8" T-Zell-Klone 10 und 61 verwendet
(Fonteneau et al., 2001). Diese Klone erkennen pp65-Peptid, welches im Kontext von
HLA-A*0201 présentiert wird. Die Klone wurden von Dr. Frédéric Ebstein erhalten und unter
Verwendung einer Epstein Barr Virus-B-Zell-Linie (2x10* pro Vertiefung) und mononukleiren
Zellen aus peripherem Blut (PBMCs) (2x10° pro Vertiefung) (beide bestrahlt mit 43 Gy) als
feeder-Zellen, 1 pg/ml Leucoagglutinin PHA-L (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) und 150 U/ml
rekombinantem IL-2 in R10F" expandiert. Diese Experimente wurden zusammen mit Dr.

Frédéric Ebstein, Institut fiir Biochemie, Charité, Berlin durchgefiihrt.

2.6.10 Herstellung von zellassoziiertem Antigen fiilr humane Kreuzprisentationsassays

HCMYV pp65 cDNA wurde in den Vektor pcDNA3.1/myc-His kloniert, 24 pg dieser Vektor-
DNA mit 24 pl Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Darmstadt) in 3 ml Opti-MEM Medium
(Invitrogen, Darmstadt) iiberfiihrt und zur Transfektion von 2x10° HeLa Zellen verwendet.
Transfizierte Zellen wurden trypsiniert und in R10F" aufgenommen. Nach Waschen in PBS
erfolgte ein vierfaches Einfrieren und Wiederauftauen zur Fragmentierung des Zellmaterials. Die
Transfektionseffizienz wurde durch Western Blot-Analysen von 5 pg des Zelllysates unter
Verwendung eines pp65-spezifischen monoklonalen Antikorpers kontrolliert (Tab. 3). Diese
Arbeiten wurden zusammen mit Dr. Frédéric Ebstein, Institut fiir Biochemie, Charité, Berlin

durchgefiihrt.
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2.7 Priaparation primérer Zellen

2.7.1 Praparation primirer Zellen der Maus

2.7.1.1 Isolierung dendritischer Zellen aus lymphatischen Organen

Isolierung von Zellen aus Milzen erfolgte durch Zerkleinern der Organe und Pressen durch ein
70 um Nylon-Zellsieb (BD Biosciences, Heidelberg). Erythrozyten in der Zellsuspension wurden
durch einminiitige Inkubation in ACK-Puffer bei 22 °C lysiert. Danach wurden die Zellen in
50 ml PBS gewaschen und erneut iiber 70 um Nylon-Zellsiebe gegeben. Dann erfolgte
Zentrifugation fiir 8§ Minuten bei 380 g und 4 °C. Das Zellpellet wurde in FACS-PBS
aufgenommen, die Zellen gezéhlt und zur durchflusszytometrischen Analyse gefarbt.

Zur Isolierung von Zellen aus Lymphknoten und Peyerschen Plaques wurden die Gewebe von
Fett befreit, in kleine Fragmente zerrissen und in 1 ml R10F", 0,5 mg/ml Collagenase D (Roche
Applied Science, Mannheim), 20 pg/ml DNAse 1 (Roche Applied Science, Mannheim) fiir
10 Minuten bei 37 °C schiittelnd inkubiert. Die enzymatische Reaktion wurde durch Zugabe von
EDTA (Endkonzentration 10 mM) gestoppt und das Gewebe durch ein 70 um Nylon-Zellsieb
gedriickt. Zur Anreicherung von dendritischen Zellen (DCs) erfolgte eine unter 2.7.1.3

beschrieben Dichtegradientenzentrifugation.

2.7.1.2 Isolierung mononukleirer Zellen aus Diinndarmgewebe

Zur Isolierung mononukledrer Zellen aus dem Diinndarm wurde der gesamte Diinndarm einer
Maus prépariert und die Peyerschen Plaques entfernt. Daraufhin wurde der Darm léngst
aufgeschnitten und mehrfach in PBS gewaschen. Das Gewebe wurde in 1 cm lange Fragmente
zerschnitten und fiir 8§ Minuten in PBS, 2 % FCS, 1 mM EDTA, 1 mM DTT schiittelnd bei 37 °C
inkubiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Gewebe fiir weitere 8 Minuten bei gleichen
Bedingungen in PBS, 2 % FCS, 1 mM EDTA inkubiert. Nach Entfernen des Uberstands wurde
das Gewebe homogenisiert und fiir 45 Minuten in R10F  unter Zugabe von 0,5 mg/ml
Collagenase VIII (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) und 20 pg/ml DNase I (Roche Applied Science,
Mannheim) schiittelnd bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurde die Zellsuspension durch ein
70 um Nylon-Zellsieb gegeben und mit FACS-PBS gewaschen. Zur Voranreicherung von DCs

erfolgte eine unter 2.7.1.3 beschrieben Dichtegradientenzentrifugation.

33



Material und Methoden

2.7.1.3 Anreicherung von murinen DCs durch Dichtegradientenzentrifugation

Zur Anreicherung von murinen DCs aus lymphatischen Geweben und mononukledren Zellen aus
dem Diinndarm wurden maximal 5x10° Zellen aus Gewebepriparationen (2.7.1.1 und 2.7.1.2)
zweifach in 50 ml PBS gewaschen und in 10 ml Nycodenz-Ldsung mit einer Dichte von
1.073 g/ml (9,4 ml Nycoprep, Axis Shield, Heidelberg, 1.077 g/ml + 0,6 ml PBS, 1,01 g/ml,
PAA, Colbe) aufgenommen. Die Zellsuspension wurde auf 5 ml derselben Nycodenz-Losung in
einem 50 ml-Rohrchen iiberschichtet. Im Folgenden wurde zusitzlich mit 4 ml RI10F"
iiberschichtet und fiir 10 Minuten bei 4 °C und 1700 g (ungebremst) zentrifugiert. Der Uberstand
inklusive der Interphase wurde danach abgenommen, in 30 ml MACS-PBS gewaschen und fiir
8 Minuten bei 380 g und 4 °C zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde in geeignetem Volumen

R10F" oder MACS-PBS aufgenommen.

2.7.2 Praparation primirer Zellen aus humanem peripheren Blut

2.7.2.1 Priparation mononukleirer Zellen aus humanem peripheren Blut (PBMCs)

Zur Isolierung von PBMCs wurden buffy coats oder Leukapheresepriparate verwendet. Ein buffy
coat wurde in zwei 50 ml-Rohrchen iiberfithrt und bei 400 g fiir 30 Minuten bei 18 °C
zentrifugiert (Bremse 1). Die Interphase wurde abgenommen und mit PBS auf 70 ml aufgefiillt.
Es erfolgte eine Uberschichtung von 15 ml Biocoll Separating Solution (Biochrom, Berlin;
1,077 g/ml) mit jeweils 35 ml der Zellsuspension und Zentrifugation bei 400 g fiir 30 Minuten bei
18 °C (Bremse 1). Die Interphase wurde abgenommen und die Zellen wurden zweifach in PBS

gewaschen und das Zellpellet in MACS-PBS aufgenommen und die Zellzahl bestimmt.

2.7.2.2 Voranreicherung humaner DC-Populationen aus peripherem Blut

Zur Isolierung von humanen DCs war eine Voranreicherung aus PBMCs noétig. Fiir funktionelle
Analysen wurden jeweils alle DC-Populationen aus dem Blut desselben Spenders isoliert. Eine
Voranreicherung erfolgte durch Verwendung von Kits zur magnetischen Zellsortierung (MACS,
Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach) nach Angaben des Herstellers (Tab. 9). Die Anreicherung
von CDIc" DCs basierte auf einer Entfernung von CDlc" B-Zellen und der anschlieBenden
positiven Sortierung von DCs mit dem Oberflichenmarker CDlc. CD16™ DCs wurden durch
Entfernung der CD15°CD16" Granulozyten sowie der CD16 CD56" NK-Zellen und positiver

Sortierung mittels des Oberflichenmarkers CD16 angereichert. Eine Aufreinigung von
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CD141"DCs erfolgte durch direkte positive Sortierung mittels CDI141-gekoppelter
paramagnetischer Partikel. Zur Anreicherung von plasmazytoider DCs (pDC) wurde ein Kit
verwendet, welches nicht-pDCs aus der Zellsuspension abreichert. Im Anschluss an die
Voranreicherung erfolgte eine durchflusszytometrische Sortierung aller Populationen anhand von

spezifischen Oberflichenmarkern.

Tab. 9: Voranreicherung verschiedener Subtypen dendritischer Zellen aus PBMCs.

Zellpopulation | Anreicherung durch magnetische Sortierung | Spezifische Oberfliichenmarker

fiir die Durchflusszytometrie

CDlc¢"'DC CDIlc (BDCA-1)" Dendritic Cell Isolation Kit | CDlc, CD11c, HLA-DR
CD 16" DC CD16" Monocyte Isolation Kit CDl1c, CD16, HLA-DR
CD141" DC CD141 (BDCA-3) MicroBead Kit CDllc, CD141, HLA-DR
pDC Plasmacytoid Dendritic Cell Isolation Kit CD304, HLA-DR

2.8 Herstellung humaner monozytengenerierte dendritischer Zellen

Zur Herstellung monozytengenerierter DCs (MoDCs) wurden CD14" Zellen magnetisch aus
1x10® PBMCs isoliert (CD14 Micro Beads, Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach) und fiir 5 Tage
in R1I0F", 100 U/ml IL-4 kultiviert. Erhaltene Zellen wurden durchflusszytometrisch auf
Viabilitit und Verlust der Monozyten-spezifischen CD14-Expression getestet.

2.9 Durchflusszytometrie

2.9.1 Verwendete Farbstoffe

Zur  durchflusszytometrischen = Anfarbung von  zellspezifischen = Markern  wurden
fluorophorgekoppelte monoklonale Antikdrper (mAbs) verwendet. Analyse und Zellsortierung
erfolgten mit den Durchflusszytometern LSR II (BD Biosciences, Heidelberg) oder FACSAria II
(BD Biosciences, Heidelberg). Die verwendeten Fluorochrome und Detektionsfilter sind in

Tabelle 10 zusammengefasst.
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Tab. 10: Optische Eigenschaften der genutzten Fluorochrome sowie Analysebedingungen.

Fluorochrom Anregungs- Emissions- BP' Filter BP! Filter
wellenléinge (nm) | maximum (nm) | (LSRII) (FACSAria II)
FITC 488 525 530/30 530/30
PE 488 575 585/42 585/42
PerCP 488 675/695 685/40 685/40
PE-Cy7 488 767 780/60 780/60
A647/CyS5/APC 633 665/667/660 670/14 620/20
A700 633 723 720/30 720/30
APC-Cy7 633 767 780/60 780/60
Pacific Blue/DAPI 405 451/460 440/40 450/40
Cascade Yellow/ DAPI 405 558/460 562/40 562/40
Pacific Orange 405 551 562/40 652/40

Angabe der Wellenldnge der Laser zur Anregung der Fluorochrome sowie der zur Detektion im jeweiligen
Durchflusszytometer (LSRII und FACSAria 1) verwendeten Filter. 'BP, Bandpassfilter. Emissionsmaxima wurden

zusammengestellt mit Daten von BD und Molecular Probes.

2.9.2 Oberfliachenfirbung von Antigenen

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie ist es moglich, die Expression von Oberflichenmolekiilen auf
Einzelzellebene zu untersuchen (Radbruch, 2000).

Zur durchflusszytometrischen Analyse wurden bis zu 2,5x10° Zellen pro Vertiefung in einer 96-
well-Rundbodenplatten (Nunc) fiir 5 Minuten auf Eis mit anti-CD16/CD32 (Klon 2.4G2;
100 pg/ml) und Ratten IgG (Nordic; 50 pg/ml) im Fall von murinen Zellen und mit 2 mg/ml
Endobulin (Baxter Hyland-Immuno Division) im Fall von humanen Zellen in FACS-PBS
inkubiert. Dadurch wurden unspezifische Antikdrperbindungen an Fc-Rezeptoren minimiert.
Danach wurden die Zellen mit fluorphorgekoppelten Antikorpern in FACS-PBS fiir 20 Minuten
auf Eis inkubiert. Die optimale Konzentration des jeweiligen Antikorperkonjugates wurde zuvor
durch eine Titration bestimmt.

Neben direkt an Fluorophore gekoppelten Antikdrpern wurden auch Biotin- und Digoxigenin
(DIG)-gekoppelte mAbs verwendet. Die Detektion der Biotin- bzw. DIG-gekoppelten
Primérantikorper erfolgte mit fluoreszenzfarbstoffgekoppeltem Streptavidin bzw. anti-DIG
Antikorpern fiir 5 bzw. 20 Minuten auf Eis. Die flir Oberflichenfirbungen verwendeten
Antikorper sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Die Farbung von CCR7 erfolgte fiir 2 Stunden
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auf Eis.

Zum Nachweis von XCRI1 auf der Zelloberfliche wurden 0,1 pg/ml des Strep-tag-konjugierten
Liganden ATAC (ATAC-Strep-tag; exprimiert von Dr. Hans-Werner Mages) mit 7,5 pg/ml eines
fluorophorgekoppeltem Sekundérreagenz (Strep-Tactin, IBA, Goéttingen) in MACS-PBS fiir
20 Minuten auf Eis vorinkubiert und dann zusammen mit den flourophorgekoppelten Antikérpern
zur Farbung eingesetzt.

Da tote Zellen unspezifisch Antikorper binden, erfolgte eine Detektion dieser Zellen durch den
DNA-interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffe DAPI (4,6 -Diamidino-2-Phenylindol; 0,33 ug/ml;
Roche Applied Science, Mannheim). Bei lebenden Zellen wird dabei durch die Zellmembran ein
Eindringen des Farbstoffes verhindert. Tote Zellen hingegen verlieren ihre Membranintegritit

und sind in der spiteren Analyse als DAPI" erkennbar.

2.9.3 Durchflusszytometrische Messung und Sortierung von Zellsuspensionen

Zur Analyse wurden die Zellpopulationen am Durchflusszytometer gemessen. Zur aktiven
Sortierung von Zellpopulationen wurde ein gating-Schema am FACSAria II erstellt und die
Zellen entsprechend der gewlinschten Oberflaichenmarker sortiert. Zur Auswertung der Daten
wurde die Software FlowJo (Tree Star Inc., Ashland, USA) verwendet. Die Darstellung der
Ergebnisse erfolgte als Histogramm, Dot Plot oder in Falschfarben, wobei die Zahlen den
prozentualen Anteil der in den gafes enthaltenen Zellen angeben. Die standardmaBig
durchgefiihrte Analysestrategie ist in Abbildung 3 dargestellt. Es wurde eine geeignete
Eingrenzung der Zellen im Vorwirts- und Seitwérts-scatter sowie ein Ausschluss der toten
Zellen iiber DAPI vorgenommen. Autofluoreszente Zellen wurden zur Analyse der
Lymphozytenpopulationen ebenfalls ausgeschlossen. Zusitzlich wurden Dubletten in der Hohe
und Fliche der Vorwiérts- und Seitwérts-scatters fiir die weitere Analyse ausgeschlossen. Dieses

Vorgehen war fiir alle Experimente gleich und wird in spiteren Abbildungen nicht mehr gezeigt.
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Grosse / Granularitat Ausschluss von Dubletten Ausschluss toter Zellen Ausschluss
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Abb. 3: Durchflusszytometrische Analyse.

Im Durchflusszytometer gemessene Zellen wurden im Vorwirts (FSC)- und Seitwirts-scatter (SSC) eingegrenzt.
AnschlieBend erfolgte die Ausgrenzung der Zelldubletten, deren GroBe beziiglich der Hohe (-H) und Flache (-A) der
Seitwirts- und Vorwirts-scatter-signale nicht proportional zunahm. Weiterhin wurden tote Zellen (DAPI"), sowie
autofluoreszente Zellen ausgeschlossen. DAPI (4’,6-Diamidine-2-phenylindole) wurde sowohl {iber die Detektoren

fiir PacB (Pacific Blue) als auch PacO (Pacific Orange) detektiert.

2.9.3.1 Durchflusszytometrische Isolierung humaner Zellen

Humane Zellpopulationen, welche keiner magnetischen Voranreicherung bedurften, wurden
direkt aus PBMCs oder Vollblut nach Erythrozytenlyse durchflusszytometrisch sortiert. Die
verwendeten Oberfldchenmarker sind in Tabelle 11 aufgefiihrt. AnschlieBend wurde die Reinheit

der jeweils sortierten Population durchflusszytometrisch ermittelt.

Tab. 11: Durchflusszytometrische Sortierung verschiedener Lymphozytenpopulationen aus humanem

peripheren Blut.
Zellpopulation Aufreinigung Spezifische Marker zum Ausschluss | Erzielte
Oberflichenmarker | anderer Zellpopulationen Reinheit [%]

T Zellen Dichtegradienten | CD3 CD19, CD141 >99.4
-zentrifugation

B Zellen Dichtegradienten | CD19, HLA-DR CD3, CD141 >99.4
-zentrifugation

NK-Zellen Dichtegradienten | CD16, CD56 CD3, CDI141, HLA-DR >99.4
-zentrifugation

Monozyten Dichtegradienten | CD14, CD16 CD3, CD19, CD141 >99.4
-zentrifugation

Granulozyten Erythrozytenlyse | CD15, CD45 CD3, CD14, CD19, 99,7

CD141
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2.10 Kreuzprisentationsassay

Fir Kreuzpriasentationsassays mit I6slichem Antigen wurde rekombinantes Humanes
Cytomegalie Virus- (HCMV-) pp65 Protein in 50 mM NaH,PO4, 300 mM NaCl, 4 M Harnstoff
(niedriger  Endotoxingehalt, Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach) verwendet. Als
Negativkontrolle wurde rekombinantes Ovalbumin (OVA) in 50 mM NaH,PO4, 300 mM NacCl,
4 M Harnstoff (LPS-befreit durch FEndoTrap red, Hyglos Sigma-Aldrich, Deisenhofen)
eingesetzt. Es wurden 4x10* DCs und 4x10* T-Zellen des Klons 10 mit 3 pg/ml rekombinantem
pp65-Antigen oder OVA in einem Gesamtvolumen von 100 pl R10F" fiir 20 bis 36 Stunden
kokultiviert. Als Positivkontrolle wurde das pp6549s 503 Peptid in einer Konzentration von
1 pg/ml verwendet. Fiir Kokulturen mit zellassoziiertem Antigen wurden 5x10* T-Zellen des
Klons 61 mit DCs im Verhiltniss von 1:1 bis 16:1 in 100 pl R10F" aufgenommen und mit 50 ul
des pp65-Zelllysates aus 2.6.10 fiir 24 oder 36 Stunden inkubiert. Als Negativkontrolle diente das
MART-1,7-35 Peptid in einer Konzentration von 1 pg/ml. Fiir zusétzliche Negativkontrollen
wurden DCs und T-Zellen alleine inkubiert. Nach erfolgten Kokulturen wurde IFN-y im
Uberstand bestimmt (2.11). Die Zellen wurden im Anschluss durchflusszytometrisch geféirbt und
auf ihre Viabilitdt hin untersucht. Dadurch wurde sichergestellt, dass ein vergleichbarer Anteil

der jeweiligen DC-Population iiberlebt hat.

2.11 ELISA zur IFN-y-Bestimmung

Zur Bestimmung der IFN-y-Sekretion im Uberstand des CD8" T-Zell-Klons wurde das OptEIA
Human IFN-y ELISA Set (BD Biosciences, Heidelberg) verwendet. Die Messung der Absorption
erfolgte bei 450 nm mit einem DynatechMR5000 (Dynatech Laboratories, Chantilly, USA). Die
Auswertung erfolgte unter Verwendung der Software Revelation (Version 4.21; Dynex
Technologies, Denkendorf). Fiir die Erstellung der Standardkurven wurde der Akima-

Algorithmus (Akima, 1970) verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Expression von XCR1 in der Maus
Bisherige Untersuchungen zur Expression von XCR1 in der Maus bestanden aus qPCR-Analysen
von lymphatischen Zellpopulationen der Milz. Dabei konnten CD8" dendritische Zellen (DCs)

als einzige XCR1-exprimierende Population (neben wenigen DN DCs) identifiziert werden.

3.1.1 Histologischer Nachweis von XCR1 in Geweben der Maus

Um die Lokalisation der XCR1" DCs zu analysieren, wurden histologische Untersuchungen an
Gewebsdiinnschnitten der Milz und weiterer Organe durchgefiihrt. Da kein monoklonaler
Antikorper oder geeignetes Antiserum gegen XCR1 zur Verfligung steht, erfolgte ein
gewebsspezifischer Nachweis durch Verwendung von B6.XCR 1:LacZ-Reporterméusen. In dieser
von Deltagen, USA generierten Maus steht das bakterielle LacZ-Gen unter Kontrolle des XCR1-
Promotors was zur zellspezifischen Expression der B-Galaktosidase fiihrt. Das Substrat X-Gal
(5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-f-D-galactopyranosid) wird dabei auf dem Gewebeschnitt durch die
B-Galaktosidase hydrolysiert und zu einem blauen Prazipitat umgesetzt, welches eine Detektion
XCRI1" Zellen erlaubt (Sanes et al., 1986).

Abbildung 4 zeigt die Expression von XCRI in den sekunddr lymphatischen Organen Milz,
mesenterialen Lymphknoten (mesLN) und Peyerschen Plaques (PPs) sowie im Bereich des
Diinndarms. In der Milz konnten Signale fiir XCR1 in der roten Pulpa, der Marginalzone und der
T-Zell-Zone detektiert werden (Abb. 4 A). Dies entspricht den Bereichen, an welchen auch
CD8'CD205" bzw. CD103" DCs lokalisiert sind (McLellan et al., 2002; Idoyaga et al., 2009).
Axillire sowie mesenteriale Lymphknoten enthalten XCR1" Zellen im Bereich des subkapsuliren
Sinus und des Paracortex (Abb. 4 B). Auch hier korreliert XCR1-Expression mit der Lokalisation
von DCs und T-Zellen (Steinman et al., 1997; Katakai et al., 2004). In den PPs ist eine
Expression im Bereich der interfollikuldren Region sowie angrenzend an das follikelassoziierte
Epithel erkennbar (Abb. 4 C). In diesen Bereichen sind CD8" DCs mit T-Zellen kolokalisiert
(Iwasaki und Kelsall, 2000). Im Diinndarm sind Zellen positiv fiir XCR1 im Bereich der Mucosa
lokalisiert, insbesondere im Bereich der Lieberkiihnschen Krypten sowie der Lamina Propria der
Villi (Abb. 4 E, F). Expression von XCR1 konnte im Bereich des Ileums, des Jejunums als auch
des Duodenums festgestellt werden (Abb. 4 E, F und nicht gezeigt).
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Zusammengefasst kann festgestellt werden, dass in allen untersuchten lymphatischen Organen
sowie dem Diinndarm ein durchgingiges Vorkommen XCR1" Zellen festzustellen ist und dass

diese in Bereichen vorkommen, in welchen vorwiegend DCs und T-Zellen lokalisiert sind.

Abb. 4: Histologische Untersuchung der Expression von XCR1 in Geweben der Maus.

Gewebe aus homozygoten B6.XCR1:LacZ-Mausen wurde immersionsfixiert und XCR1 in Diinnschnitten durch
Verwendung des Substrates X-Gal nachgewiesen. Gegenfarbung erfolgte mit Neutralrot. A Milz. B Mesenterialer
Lymphknoten. C Peyerscher Plaque und Darmwand im Bereich des Ileums. D Villi im Bereich des Ileums,
Querschnitt. E, F Darmwand im Bereich des Jejunum. Zur Kontrolle auf unspezifische Farbung wurde Gewebe von

C57BL/6 Miusen verwendet und fiir negativ befunden (nicht gezeigt).
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3.1.2 Durchflusszytometrische Charakterisierung XCR1-tragender Zellen in lymphatischen
Geweben

Ausgehend von den histologischen Befunden aus 3.1.1 sollten die DCs der verschiedenen Organe
durchflusszytometrisch auf die Expression von XCR1 und anderer DC-assoziierter Marker hin
untersucht werden. Dazu wurden Zellen aus Milz, mesLN und PPs isoliert und fiir die Analyse
mit DC-spezifischen Oberflichenmarkern gefiarbt, wobei konventionelle DCs (cDCs) als
CDI11¢"MHCIT'CD3'B220" definiert wurden (in der Milz zusitzlich Ly-6G/C"). Da bisher kein
monoklonaler Antikorper gegen XCR1 zur Verfiigung steht, musste ein alternativer Nachweis
erfolgen. Dies gelang durch XCR1-spezifische Bindung eines Komplexes aus dem Strep-tag-
konjugiertem Liganden ATAC und einem fluorophorgekoppeltem Sekundérreagenz. Als
Negativkontrolle der XCRI1-Farbung wurden Zellen aus XCRI-defizienten homozygoten
B6.XCR1:LacZ-Mausen isoliert und gefarbt.

Um die Korrelation zwischen XCRI1-Expression und der Expression des Chemokinrezeptors
CX3CR1 und des Oberflichenmolekiils CD207 zu untersuchen, wurden Zellen aus
B6.CX3CR1:eGFP- bzw. B6.CD207:eGFP-Reportermiusen verwendet. In diesen Mauslinien
wird griin fluoreszierendes Protein (GFP/eGFP) unter Kontrolle des CX3CRI1- bzw.
CD207-Promotors exprimiert, was eine durchflusszytometrische Detektion der Zellen erlaubt.
Zur Untersuchung der Expression von XCR1 auf nicht-DCs, wurde XCR1 mit den Markern fiir
T-Zellen, NKT-Zellen, y3-T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen und Makrophagen korreliert. Auf

keinem der Zelltypen konnte Expression von XCR1 nachgewiesen werden (nicht gezeigt).

3.1.2.1 Durchflusszytometrische Analyse der XCR1-Expression in der Milz

In der Milz wurden zuerst die Marker zur klassischen Definition von cDCs mit XCR1 korreliert.
Dabei konnte festgestellt werden, dass 75-95 % der CD8" DCs XCRI exprimieren. Weiterhin
sind 5-15 % der DN DCs positiv fiir XCR1. Die Gesamtheit der CD4" DCs exprimiert kein
XCRI1 (Abb. 5 B). In der Korrelation zu CD11b (welches als Marker fiir CD4" DCs als auch
DN DCs gilt) sind 3-15 % der DCs positiv fiir XCR1, was einem Teil der DN DCs entspricht
(Abb. 5 C).
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Abb. 5: Durchflusszytometrische Analyse der XCR1-Expression von konventionellen dendritischen Zellen der
Milz im Vergleich zu klassischen DC-Markern.

A Gesamtsplenozyten aus C57BL/6 wurden isoliert und konventionelle dendritische Zellen (cDCs) als
CD11¢"MHCII'CD3'B220Ly-6G/C” definiert. B Gating der klassischen ¢cDC-Subtypen CD4" DCs, CD8" DCs und
DN DCs sowie Expression von XCR1. C Korrelation der XCR1-Expression mit CD4, CD8 und CD11b. Zahlen

entsprechen dem Anteil der Zellen in dem jeweiligen gate in Prozent.

Um tiber die klassische Einteilung von ¢DCs hinaus Korrelationen mit weiteren in der Literatur
beschriebenen DC-Markern zu untersuchen, wurde die Expression von XCR1 mit den
Oberflachenmarkern CD103, CD205 und CX3CR1 verglichen (Shortman und Naik, 2007,
Villadangos und Schnorrer, 2007; Bar-On et al., 2011). In der Milz besteht eine Korrelation
zwischen der Expression von XCR1 und CD103: Wihrend alle CD103" Zellen XCRI
exprimieren, tragen bis zu 20 % der XCR1" DCs kein CD103. Fiir CD205 besteht eine héhere
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Korrelation: Nahezu alle XCR1" Zellen exprimieren auch CD205. Fast alle CD205" ¢cDCs tragen
XCRI. In Bezug auf CX3CRI besteht eine weitgehende Antikorrelation zu XCR1: Die meisten
XCR1" ¢DC sind negativ fiir CX3CR1, wihrend XCR1™ Zellen CX3CR1 exprimieren (Abb. 6 B).
Durch Analyse der Expression von CD8 im Vergleich zu CX3CR1 konnte festgestellt werden,
dass ein Teil der CD8" DCs auch CX3CR1 exprimiert. Dieser Anteil von 5-20 % exprimiert kein
XCR1, wihrend die CDS8'CX3CRI™ Population positiv fir XCR1 ist (Abb. 6C).
Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die Marker CD8, CD103 und CD205 in der
Milz mit XCR1 korrelieren, wihrend CD4, CDI11b und CX3CR1 XCR1™ DCs markieren. Der
Subtyp der CD8" DCs ist nicht homogen, sondern kann durch XCR1 und CX3CR1 in zwei

distinkte Populationen unterteilt werden.
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Abb. 6: Durchflusszytometrische Analyse der XCR1-Expression konventioneller dendritischer Zellen aus Milz
im Vergleich zu CD103, CD205 und CX3CRL1.

A Gesamtsplenozyten aus C57BL/6 oder heterozygoten B6.CX3CR1:eGFP Maiusen wurden isoliert und
konventionelle dendritische Zellen (cDCs) als CDI11¢"MHCII'CD3'B220'Ly-6G/C” definiert. B Korrelation
zwischen der Expression von XCR1 mit CD103, CD205 und CX3CRI1. C Aufteilung von CD8" DCs in
CD8'CX3CR1 und CD8'CX3CR1" DCs sowie ihre spezifische Expression von XCR1. CX3CR1 wurde durch
Detektion von eGFP Miusen nachgewiesen. Zahlen entsprechen dem Anteil der Zellen in dem jeweiligen gate in

Prozent.

3.1.2.2 Durchflusszytometrische Analyse der XCR1-Expression in mesenterialen
Lymphknoten
cDCs in mesLNs konnen in eine Population hoher MHCII-Expression und eine Population

intermedidrer MHCII-Expression unterteilt werden (Abb. 7). Diese Populationen wurden als
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"migratorisch" (hohe Expression) bzw. "resident" (intermedidre Expression) beschrieben (siche
Einleitung 1.2.1; Banchereau und Steinman, 1998; Johansson-Lindbom, 2005; Belz et al., 2004a;
Allenspach et al., 2008). Entsprechend dieser Einteilung erfolgte eine weitere Charakterisierung
der DC-Subtypen durch die in anderen Arbeiten verwendeten Marker CD11b und CD103
(Bimczok et al., 2005; Bogunovic et al., 2009). DCs mit hoher MHCII-Expression lassen sich in
drei Kategorien einteilen: CD103°CD11b", CD103'CD11b" und CD103'CD11b". Fiir DCs mit
intermediirer MHCII-Expression ist eine Einteilung in die Kategorien CD103'CD11b" und
CD103"CD11b™méglich, wobei der Expressionsunterschied von CDI1b zwischen beiden
Populationen relativ gering ist. (Abb.7 A).

Die beschriebenen DC-Typen wurden im Folgenden auf Expression von XCR1 hin untersucht.
Alle MHCI™"CD103°CD11b'DCs  sind positiv  fir XCR1 widhrend 10-15% der
MHCII™"CD103"CD11b" DCs ebenfalls XCR1 tragen (Abb. 7 B). Bei den MHCIT™ DCs kann
die Expression von XCRI1 auf allen CD103°CD11b™ DCs sowie bis zu 10% der
CD103CD11b"DCs festgestellt werden (Abb. 7 B). Das Expressionsniveau von XCR1 auf
MHCI™ DCs ist insgesamt hoher als auf MHCII™" DCs (Abb. 7 B). Die Firbung des
Oberflachenmolekiils CD8 auf DCs der mesLN korreliert mit der von XCR1: Eine Expression ist
auf CDI103"'DCs beschrankt, wobei, anders als fir XCRI, nur ein Teil der
MHCII™CD103°CD11b DCs CD8 exprimiert (Abb. 7 C). Eine Expression von CD207 konnte
lediglich in MHCII™DCs beobachtet werden, wobei auch hier nur CD103" Zellen CD207 tragen
(Abb. 7 B). Das Expressionsniveau von CX3CR1 auf DCs des mesLN ist insgesamt niedrig
(Bogunovic et al., 2009). Jedoch ist eine schwache Expression feststellbar, welche auf

CD103" DCs beschriankt und somit zu XCR1, CD8 und CD207 antikorreliert ist (Abb. 7 C).
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Abb. 7: Subtypen konventioneller dendritischer Zellen im mesenterialen Lymphknoten.

>

A Lymphozyten aus mesenterialen Lymphknoten (mesLN) von C57BL/6, heterozygoten B6.CD207:eGFP oder
B6.CX3CR1:eGFP Méiusen wurden prapariert, angereichert und konventionelle dendritische Zellen (cDCs) als
CD11¢"MHCII™ bzw. MHCI™" und CD3'B220° definiert. Residente CDI11c¢c'MHCII™ sowie migratorische
CD11¢'"MHCII™" DCs wurden entsprechend der Marker CD11b und CD103 in Subpopulationen unterteilt.
B Expression von XCR1 auf den DC-Subpopulationen beschrieben in A. C Expression der Marker CD8, CD207 und
CX3CRI1 in Bezug auf die DC-Subpopulationen beschrieben in A.
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3.1.2.3 Durchflusszytometrische Analyse der XCR1-Expression in Peyerschen Plaques

Neben den mesLN stellen die PPs einen wichtigen Bestandteil des lymphatischen Systems des
Darms dar. DCs der PPs wurden in bisherigen Arbeiten aufgrund ihrer Oberflaichenmarker CDS8
und CDI11b definiert (Iwasaki und Kelsall, 2000 und 2001). Dabei wurden drei Subtypen
beschrieben, welche sich histologisch durch ihre Lokalisation unterscheiden: CD8'CDI11b,
CD8CDI11b" und CD8'CD11b DCs. Zusitzlich wurden auch die Oberflichenmolekiile CD103
und CX3CRI1 als Marker zur Einteilung von ¢DCs in PPs vorgeschlagen (Salazar-Gonzalez et al.,
2006; Fink und Frokiaer, 2008). In einer durchflusszytometrischen Analyse der beschriebenen
Marker im Vergleich zur Expression von XCR1 konnte festgestellt werden, dass CD8 mit XCR1
weitgehend korreliert (Abb. 8 B). XCR1 und CD103 korrelieren ebenfalls in ihrer Expression,
wobei alle XCR1" Zellen CD103 exprimieren, jedoch auch XCR1'CD103"DCs vorliegen.
Zwischen XCR1 und CD11b besteht eine Antikorrelation insofern, dass alle CD11b" DCs kein
XCRI1 exprimieren. CX3CR1 verhilt sich zu XCR1 ebenfalls antikorrelierend (Abb. 8§ B).
Auffillig ist, dass einige Zellen ein deutlich stirkeres CX3CRI1-Signal aufweisen als die
Mehrheit der DCs. Dies konnte auf Zellen zuriickzufiihren sein, welche aus dem Bereich der

Lamina Propria stammen und bei der Priparation der PPs nicht entfernt werden konnten.
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Abb. 8: Subtypen konventioneller dendritischer Zellen in Peyerschen Plaques.

A Lymphozyten aus Peyerschen Plaques (PPs) von C57BL/6 oder heterozygoten B6.CX3CR1:¢eGFP Miusen wurden
pripariert, angereichert und konventionelle dendritische Zellen (cDCs) als CD11¢"MHCII'CD3'B220" definiert.
B Die XCR1-Expression auf ¢cDCs wurde mit den Markern CD8, CD11b, CD103 und CX3CRI1 korreliert. Zahlen

entsprechen dem jeweiligen Anteil der Zellen im gate in Prozent.

3.1.3 Analyse der antigenprasentierenden Zellen des Dinndarms

Aufgrund der histologischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Expression von XCR1
ubiquitér in Bereichen des Diinndarms erfolgt (Abb. 4 C-F).

Zur nédheren Charakterisierung wurden mononukledre Zellen aus dem Diinndarm isoliert und auf
Expression von XCRI1 analysiert. Durch die Isolierung wurden vor allem Zellen der Lamina
Propria angereichert. Ein Teil dieser Zellen ist durch die Expression von CD11c und MHCII
charakterisiert, welche als antigenprisentierende Zellen (APC) bezeichnet werden. Eine genauere
Einteilung kann durch Verwendung der Marker CDI11b, CDI103 und CX3CRI1 erfolgen
(Bogunovic et al., 2009; Varol et al., 2009; Ginhoux et al., 2009). Dabei sind die Marker CD103
und CX3CRI1 besonders geeignet, da sie im Gegensatz zu CD11b keiner starken Regulation
unterliegen (Schulz et al., 2009). Durch Kombination der Marker lassen sich vier Populationen
von APCs definieren (Bogunovic et al., 2009; Varol et al., 2009; Schulz et al., 2009). Das

Expressionsniveau von CX3CR1 im Diinndarm ist deutlich hoher als in der Milz oder den
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mesLNs, sodass eine Einteilung intermedidrer und hoher Expression erfolgen kann:
CD103°CD11b, CD103"CD11b", CD103°CX3CRI1™ und CD103 CX3CR1™" APCs. Aufgrund
threr Antigenprasentationseigenschaften und Migrationseigenschaften werden die beiden

CD103" Populationen als DCs bezeichnet (Schulz et al., 2009; Pabst und Giinter, 2010).

3.1.3.1 Durchflusszytometrische Analyse der XCR1-Expression im Dinndarm

Bei der Analyse der CD11¢ MHCII® Zellfraktion konnte festgestellt werden, dass lediglich
CD103" Zellen, nicht jedoch CX3CR1" Zellen XCR1 exprimieren. Der Anteil der XCR1" Zellen
an den CD103-exprimierenden Zellen liegt bei 40-60 % (Abb. 9 A). In Bezug auf die Expression
von CD11b konnte festgestellt werden, dass bei Zellen des Diinndarms eine klare Antikorrelation
zwischen XCR1 und CD11b besteht: CD103'CD11b" Zellen exprimieren XCRI, wihrend
CD103'CD11b" und CDI103CD11b" Zellen kein XCRI auf der Oberfliche tragen
(Abb. 9 A, B).
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Abb. 9: Phanotyp der Subtypen antigenprasentierender Zellen aus dem DUnndarm.

Mononukledre Zellen aus dem Diinndarm von heterozygoten B6.CX3CR1:eGFP Maiusen wurden préipariert,

angereichert und antigenprisentierende Zellen (APCs) als CD11¢"MHCII'CD3'B220" charakterisiert. A Einteilung

der Subtypen nach Expression von CD103 und CX3CR1 sowie Korrelation zur Expression von XCR1. B Einteilung

der Subtypen nach Expression von CD103 und CD11b sowie Korrelation zur Expression von XCR1. Zahlenangaben

entsprechen dem Anteil der Zellen in dem jeweiligen gate in Prozent.
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3.1.3.2 Analyse der XCR1-Expression im Dunndarm durch quantitative PCR

Die Isolierung mononukledrer Zellen aus dem Darm ist mit umfangreichem Gewebeaufschluss
verbunden (sieche Material und Methoden, 2.7.1.2). Dabei kommt unter anderem Kollagenase
VIII zum Einsatz, welche durch Proteolyse bestimmte Oberflichenmolekiile verdndern kann, so
dass keine Bindung von Liganden oder Antikdrpern mehr erfolgen kann (z.B. Cheong et al.,
2010). Um sicherzugehen, dass kein proteolytischer Effekt eine Detektion von XCR1 im Fall
einzelner DC-Typen verhindert, wurde eine quantitative PCR-Analyse zum Nachweis der
XCR1-mRNA durchgefiihrt. Dazu wurden die unter 3.1.3 beschriebenen APC-Subtypen von
Elisa Mazzini (European Institute of Oncology, Mailand, Italien) sortiert. Die erhaltenen Zellen
wurden im Zuge dieser Arbeit zur Isolation von Gesamt-RNA verwendet und in cDNA
umgeschrieben. Im Anschluss erfolgte eine qPCR-Analyse mit einer fiir murines XCRI1-
spezifischen Tagmansonde (Abb. 10 A).

Die qPCR-Analyse ergab, dass als einzige Zellpopulation CD103"CD11b DCs ein starkes Signal
fir XCR1 zeigten, wihrend die drei anderen Populationen keine detektierbare Expression
aufwiesen (Abb. 10 B). Durch Vergleich der qPCR-Ergebnisse mit einem mitgefiihrten
Standardplasmid konnte die Zahl der XCRI1-mRNA-Kopien auf etwa 700.000 pro 100 ng RNA

bestimmt werden.

52



Ergebnisse

A
g g
— >5 kbp
—E1}
B
< 800.000 -
=2
nd
2 600.000-
o
o
—
©  400.0004
o
C
Q
'S 200.000-
(@]
X
0= T |s<\
X ¢ X (@)
N & o
Q Q O Q-
XO xc) .\2) ,bC)
Q o ot b
R R )
O o 0\9
o 9

Abb. 10: Quantitative Analyse der XCR1-mRNA in antigenprasentierenden Zellen des Darms.

A Muriner Lokus des XCR1 Gens (El, Exon 1; E2, Exon 2). Die kodierende Region ist in schwarz dargestellt,
primer und Sonden der qPCR-Analysen sind angegeben (F1, R1, S1) B qPCR Analyse von cDNA aus Gesamt-RNA
hochrein sortierter CD11¢"MHCII™ Zellpopulationen aus Diinndarm der Maus: CD103°CDI11b*, CD103'CD11b,
CD103 CX3CRI1™ sowie CD103°CX3CR1™". Die Analyse erfolgte mit dem primer-Sonde-Set 1 (F1, RI und
Sonde S1) dargestellt in A. Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung.

3.1.4 Einfluss eines inflammatorischen Stimulus auf XCR1-positive dendritische Zellen des
mesenterialen Lymphknotens und des Darms

Untersuchungen des Diinndarms und insbesondere der Lamina Propria haben gezeigt, dass
CX3CR1" mononukledre Zellen Fortsitze in das Darmlumen ausbilden. CD103" mononukleire
Zellen sind mehr innerhalb der Lamina Propria angrenzend an die Epithelschicht lokalisiert und
haben keinen direkten Kontakt zum Darmlumen (Rescigno et al., 2001; Niess etal., 2005;
Bogunovic et al., 2009; Rescigno, 2009). Aus dem Lumen aufgenommenes Antigen wird von
Zellen des Darms in einem CCR7-abhidngigen Migrationsprozess in die mesLN transportiert
(Johansson-Lindbom et al., 2005; Jang et al., 2006).

Durch die Analyse der Zellen des Diinndarms konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass

CD103°CD11b” DCs XCRI1 exprimieren, wihrend CD103°CD11b" DCs sowie CX3CR1" Zellen
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negativ fir XCR1 sind (Abb. 9). In der Literatur ist beschrieben, dass lediglich die
CD103"CD11b" DCs des Diinndarms in die mesLN wandern. Die CD103"CD11b" DCs sind als
lymphatische Population des darmassoziierten lymphoiden Gewebes (GALT) charakterisiert und
verlassen, wie die CX3CR1" Zellen, den Darm nicht (Bogunovic et al. 2009; Schulz et al., 2009).
Um zu kliren, ob XCR1" Zellen migratorische Eigenschaften besitzen, wurden APCs des
Diinndarms sowie der mesLN unter Einfluss eines inflammatorischen Stimulus analysiert,
welcher Migration von DCs in die mesLN auslost (Turnbull et al., 2005). Zu diesem Zweck
wurde LPS intraperitoneal (i.p.) injiziert und die Zellen aus mesLN und Diinndarm nach
12 Stunden isoliert. Um festzustellen, inwieweit XCR1 als Marker fiir migratorische DCs dient,
wurden die isolierten Zellen beziiglich ihrer Expression von XCR1 und CCR7 charakterisiert. Es
erfolgte ein Vergleich zwischen inflammatorischem Zustand (Injektion von LPS) und
Ruhezustand (Injektion von PBS).

In den mesLN fiihrt eine Injektion von LPS zu einer Hochregulation von MHCII auf allen cDCs,
sodass eine homogene Population von CDI11¢"MHCII™™" Zellen vorliegt (Abb 11 B). Im
Ruhezustand sind 30-50 % aller c¢DCs positiv fir XCR1. Der XCRI' Teil der
CD11¢"MHCII™® Zellen exprimiert im Vergleich zum XCR1 Teil signifikant mehr CCR7
(Abb. 11 A). Es exprimieren deutlich weniger CD11¢"MHCII™ Zellen CCR7. Die CCR7" Zellen
sind zugleich positiv fiir XCR1 (Abb. 11 A). Nach Gabe von LPS ist eine vermehrte Expression
von CCR7 auf XCR1 und XCR1" Zellen feststellbar. Die mittlere Fluoreszenzintensitit der
CCR7-Firbung ist auf XCR1" Zellen deutlich hoher als auf XCR1™ Zellen (Abb. 11 B). Die
CCR7-Expression ist auf allen XCR1" Zellen homogen verteilt (Abb. 11 B). Im Verhiltnis
XCR1"DCs zu XCRI® DCs konnte keine signifikante Verinderung festgestellt werden
(Abb. 11 A, B und nicht gezeigt). Die Frequenz der XCR1" sowie XCR1 DCs ist im Verhiltnis
zu allen lebendigen Zellen nach LPS-Gabe erhoht (Abb. 11 B und nicht gezeigt).
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Abb. 11: Einfluss eines inflammatorischen Stimulus auf konventionelle dendritische Zellen des mesenterialen
Lymphknotens.

C57BL/6 Méausen wurde PBS (A) oder 50 pg LPS (B) intraperitoneal injiziert. Nach 12 Stunden wurden die Zellen
des mesenterialen Lymphknoten (mesLN) isoliert und durchflusszytometrisch analysiert. Konventionelle
dendritische Zellen (cDCs) wurden als CD11¢"MHCII™/MHCII™"CD3"B220" definiert. A ¢cDCs im Ruhezustand
wurden in XCR1" und XCRI Populationen unterteilt und die Expression von CCR7 im Vergleich zur
Isotypkontrolle bestimmt. B ¢DCs nach inflammatorischem Stimulus (LPS) wurden in XCRI1" und
XCR1 Populationen unterteilt und die Expression von CCR7 im Vergleich zur Isotypkontrolle bestimmt. Zahlen

entsprechen dem Anteil der Zellen im jeweiligen gate in Prozent.

Im Diinndarm fiihrt die Injektion von LPS zu einer Herunterregulation von XCR1 (Abb. 12 B).
Im Ruhezustand kann hier keine Expression von CCR7 festgestellt werden (Abb. 12 A). Injektion
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von LPS fiihrt zu einer vermehrten Expression von CCR7 vor allem auf XCRI" Zellen

(Abb. 12 B).

Das Verhiltnis XCR1" APCs zu XCR1™ Zellen wird durch LPS-Gabe nicht deutlich verindert

(Abb. 12 A, B und nicht gezeigt). Die Gesamtzahl an APCs, die pro Diinndarm einer Maus

erhalten wurde, war nach LPS-Injektion signifikant verringert (Abb. 12 B und nicht gezeigt).
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Abb. 12.: Einfluss eines inflammatorischen Stimulus auf antigenprasentierende Zellen des Dinndarms.
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C57BL/6 Méausen wurde PBS (A) oder 50 ug LPS (B) intraperitoneal injiziert. Nach 12 Stunden wurden die Zellen

des Darns isoliert und durchflusszytometrisch analysiert. Antigenprdsentierende Zellen (APCs) wurden als

CD11¢'MHCIT'CD3 B220 definiert. A CD11¢"MHCII' Zellen im Ruhezustand wurden in XCR1" und XCRI1

Populationen unterteilt und die Expression von CCR7 im Vergleich zur Isotypkontrolle bestimmt. B CD11¢"MHCIT

Zellen nach inflammatorischem Stimulus (LPS) wurden in XCRI1+ und XCRI1™ Populationen unterteilt und die

Expression von CCR7 im Vergleich zur Isotypkontrolle bestimmt. Zahlen entsprechen dem Anteil der Zellen im

jeweiligen gate in Prozent.
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3.2 Herstellung einer XCR1-Diphtherietoxin A-Mauslinie

Um die Funktion XCR1'DCs fiir den gesamten Organismus zu untersuchen, sollte ein
Mausmodell produziert werden, in welchem diese Zellen spezifisch depletiert sind. Dazu kam die
als knock in bezeichnete Methode der genetischen Manipulation zum Einsatz. In Abbildung 13
sind die einzelnen Schritte zur Herstellung der XCR1-DTA-Mauslinie dargestellt. Dabei wurde
an die Stelle der kodierenden Sequenz von XCR1 im Genom eine Kassette bestehend aus einem
loxP-flankierten Stoppelement sowie der Sequenz des Diphtherietoxin A (DTA) gesetzt
(Abb. 13 A). DTA ist die Untereinheit des Exotoxins DT aus Corynebacterium diphtheriae und
hemmt die Translationsmaschinerie, sobald es im Zytoplasma einer Zelle vorliegt. Die
Expression weniger Molekiile fiihrt dabei zum zeitnahen Zelltod (Yamaizumi et al., 1978) (siche
Einleitung, 1.5.1).

Die Mauslinie, welche im ersten Schritt erhalten wird, verhélt sich wie ein XCR1-knock out, in
welchem die kodierende Sequenz des XCR1-Gens deletiert ist (Abb. 13 B). Zellen, in denen der
XCR1-Promotor aktiv ist, werden noch nicht depletiert, da die enthaltene Stoppkassette eine
Expression des DTA verhindert. Erst nach Verpaarung mit einer Mauslinie, welche die
Rekombinase Cre ubiquitdr exprimiert (Cre-deleter), kommt es zur Exzision der Stoppkassette

und zur Expression des Toxins und somit zum Tod der Zelle (Abb. 13 C).

57



Ergebnisse

esD e5h

- | |xcn1 I e
IExon] "

' PGK "' -h“"'w.%____‘._.“ PG
s Homologiearm -, m . 3 Homologiearm --
asD (1Y

asD esA

PGK
l

~— M -

esh aSA

Abb. 13: Targeting-Strategie 1 zur Herstellung einer XCR1:DTA-knock in-Mauslinie.

A Genlokus des murinen XCR1 bestehend aus Exon 1 und Exon 2 (rot), dem endogenen Splei3-Donor (eSD), dem
endogenen Splei3-Akzeptor (eSA) sowie der kodierenden Sequenz von XCRI (gelber Pfeil). Das targeting erfolgte
mit dem linearisierten Vektor pACN-TV-XCRI. Der targeting-Vektor enthélt eine loxP-flankierte Stoppkassette
bestehend aus einem invers angeordneten Neomycinresistenzgen (Neo) unter Kontrolle eines PGK-Promotors, einer
SV40-Polyadenylierungssequenz (pA) sowie einem artifiziellen SpleiBdonor (aSD). 3' der Stoppkassette ist der
endogene Spleilidonor gefolgt von der Sequenz der Diphtherietoxin Untereinheit A (DTA) angeordnet. Die 5°- und
3’-Homologiearme ermdglichen eine Rekombination zwischen linearisiertem Vektor und den homologen Sequenzen
im wildtypischen Lokus. Im Fall einer unspezifischen Integration des linearisierten Vektors erfolgt eine Expression
des auBlerhalb der Homologiearme lokalisierten DTA unter Kontrolle des PGK-Promotors und eine Deletion des
Stammzellklons. B Genlokus von XCRI1 nach erfolgter homologer Rekombination mit pACN-TV-XCRI. In Zellen
mit aktivem XCRI1-Promotor erfolgt keine Expression des DTA, da die Stoppkassette die Transkription des
Toxingens verhindert. C Genlokus von XCRI1 nach erfolgter Rekombination und Verpaarung mit einer Cre-
Rekombinase-exprimierenden Mauslinie. Durch die Exzision der loxP-flankierten Stoppkassette erfolgt eine

Expression von DTA in Zellen mit aktivem XCR1-Promotor.

3.2.1 Herstellung des targeting-Vektors Version 1
Zur Herstellung der XCR1:DTA-Mauslinie wurde zuerst ein targeting-Vektor kloniert, welcher
die zur Rekombination notwendigen Homologiearme enthédlt (siche Abb. 13 A und Anhang).
Dazu wurde das Vektorriickgrat des Plasmids pACN-Stopp (erhalten von Dr. Marc Schmidt-
Supprian, Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Martinsried) verwendet, welches den zur
Replikation in E. coli notwendigen Replikationsursprung sowie ein Kanamycinresistenzgen
besitzt. Weiterhin verfiigt das Plasmid tiber eine durch loxP-Sequenzen flankierte Stoppkassette,
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welche aus einer Simianvirus 40 (SV40)-Polyadenylierungssequenz und einem PGK-Promotor
getriebenen Neomycinresistenzgen besteht. Dieses Resistenzgen dient zur positiven Selektion der
Stammezellklone. Des Weiteren ist ein Element enthalten, welches aus einem Startcodon und
einem artifiziellen Spleidonor besteht (ATG-GTAAGT). Fiir den Fall, dass die Transkription
tiber die Polyadenylierungssequenz hinweg lauft, wird die entstehende mRNA entsprechend an
den endogenen Akzeptor gespleilit. Im Fall einer Translation ausgehend vom Startkodon in der
Stoppkassette erfolgt eine Termination aufgrund eines enthaltenen Stoppkodons, bevor es zur
Translation des DTA kommt (Lakso et al., 1992). Zur negativen Selektion ist eine
PGK-Promotor getriebene DTA-Sequenz enthalten. Als 5'-Homologiearm konnte ein 3140 bp
grofles Fragment aus C57BL/6-DNA amplifiziert werden, welches einen Teil der Sequenz 5' von
XCRI1 enthilt. Dieses Fragment wurde subkloniert und iiber Restriktionschnittstellen in den
Bereich 5' der Stoppkassette des vorbereiteten Vektors pACN-Stopp kloniert.

Um sicherzustellen, dass die spitere Expression von DTA spezifisch mit der von XCRI
iibereinstimmt, wurde die natiirliche Splei3stelle zwischen Intron und Exon 2 beibehalten und in
ein 206 bp groBles Zwischenstiick subkloniert. Als 3'-Homologiearm konnte ein 6013 bp grofles
Fragment amplifiziert werden, welches die Sequenz 3' von XCRI1 enthilt. Diese Sequenz wurde
tiber Restriktionsschnittstellen in das subklonierte Zwischenstiick ligiert. Das erhaltene Element
aus Zwischenstiick und 3'-Homologiearm wurde {iber die Schnittstelle in den 5'-Homologiearm
enthaltenden pACN-Stopp kloniert, sodass sich die Stoppkassette des Vektors zwischen
5'-Homologiearm und dem Intron-Exon-Ubergang des XCR1-Lokus und dem 3'-Homologiearm
befand. Im letzten Schritt wurde die Sequenz der Diphtherietoxin Untereinheit A aus dem
Plasmid pKODT amplifiziert. Unter Einfligen einer optimalen Kozak-Sequenz (Kozak, 1987 und
1991) wurde DTA hinter den Intron-Exon-Ubergang des klonierten targeting-Vektors kloniert.
Der erhaltene pACN-TV-XCRI1 wurde durch vollstindige Sequenzierung validiert und im
Weiteren fiir die Elektroporation von C57BL/6Art-Stammzellen verwendet.

3.2.2 Generierung und Analyse von XCR1:DTA-Stammzellklonen

Der unter 3.2.1. beschriebene targeting-Vektor wurde in Kooperation mit Dr. Marc
Schmidt-Supprian (Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Martinsried) zur Mutation des
XCR1-Genlokus verwendet. Hierzu erfolgte eine Linearisierung des Plasmids durch Verwendung
des Restriktionsenzyms Pacl sowie die Elektroporation von C57BL/6-Art-Stammzellen. Im

Anschluss erfolgten Positiv- und Negativselektion, wobei 72 positive Stammzellklone isoliert
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werden konnten (sieche Material und Methoden, 2.6.8). Da die Zahl der erhaltenen Klone im
Vergleich zu anderen Transfektionen relativ niedrig war, wurde eine zweite Transfektion
durchgefiihrt, aus der 384 zusitzliche Klone erhalten wurden. Die insgesamt erhaltenen
456 Klone wurden expandiert und aufgeteilt. Der eine Teil wurde zur spéteren Isolierung
verifizierter Klone eingefroren. Aus dem anderen Teil wurde genomische DNA isoliert, mit dem
Restriktionsenzym Pstl geschnitten und fiir die Southern Blot-Analyse verwendet. Der
wildtypische Lokus fiihrt nach Behandlung mit Pstl zu einem Fragment von 9,5 kb, welches von
der verwendeten 5'-Sonde detektiert wird (Abb. 14 A). Hat eine homologe Rekombination mit
dem targeting-Vektor stattgefunden, so fiihrt eine zusétzliche Pstl-Schnittstelle innerhalb der
Stoppkassette dazu, dass ein Fragment von 7,7 kb detektiert wird (Abb. 14 B). Da die homologe
Rekombination mit hoher Wahrscheinlichkeit nur auf einem der beiden Chromosomen des
Stammzellklons erfolgte, ist davon auszugehen, dass die verwendete 5'-Sonde in der Southern
Blot-Analyse sowohl das Fragment nach Rekombination als auch das wildtypische Fragment
detektiert. Aus 251 der beschriebenen 456 Klone konnte eine fiir die Southern Blot-Analyse
ausreichende Menge an DNA isoliert werden. Von diesen Klonen konnte ein Klon (C7)
identifiziert werden, welcher beide zu erwartende Fragmente enthielt (Abb. 14 C). Zur Analyse
der Integritit des Klons wurden weitere Southern Blot-Analysen unter Verwendung der 5'-Sonde
als auch der 3'-Sonde durchgefiihrt (Abb. 14 A, B). Eine Restriktion mit den Enzymen EcoRI,
EcoRV und Pstl lieferte mit den 5'- und 3'-Sonden Fragmente, welche durch
Restriktionskartierung des Lokus zu erwarten waren (Abb. 14 C, D).

60



Ergebnisse

A
EcoRV Pstl EcoRI Pstl EcoRV EcoRI
| | EcoR I | |
' XCR1 -
|Exon 1
[ ] [ ]
B
EcoRV  Pstl Pstl EcoRlI Pstl EcoRV EcoRI
‘ EcoRl | PGK ‘ ‘
|
- -
C D
Be WT Klon C7 B6 WT Klon C7

EcoRI EcoRV Pstl L EcoRI EcoRV Pstl EcoRl EcoRV L EcoRl EcoRV
r——

Abb. 14: Southern Blot-Analyse zur Verifizierung XCR1:DTA-positiver Stammzellen.

A XCRI1-Lokus in wildtypischen C57BL/6Art-Stammzellen (B6WT). Dargestellt sind Exon 1 und 2 (rot) sowie die
kodierende Sequenz von XCRI1 (gelber Pfeil). Bindungssequenzen der Southern Blot-Sonden (graue Rechtecke)
sowie Restriktionsschnittstellen sind eingezeichnet. B XCRI1-Lokus im Stammzellklon C7 nach targeting mit
pACN-TV-XCRI1. Dargestellt sind Exon 1, die Stoppkassette bestehend aus loxP-flankierter
Neomycinresistenzkassette (PGK-Neo) und Polyadenylierungssequenz (pA), das Gen der Diphtherietoxin
Untereinheit A (DTA), sowie der verkiirzte Teil von Exon 2. Bindungssequenzen der Southern Blot-Sonden (graue
Rechtecke) sowie Restriktionsschnittstellen sind eingezeichnet. C Ergebnisse der Southern Blot-Analyse mit der
5'-Sonde. DNA aus wildtypischen C57BL/6Art-Stammzellen (B6WT) sowie aus Stammzellklon C7 (Klon C7)
wurden mit EcoRI, EcoRV bzw. Pstl restringiert und einer Southern Blot-Analyse unterzogen. D Ergebnisse der
Southern Blot-Analyse mit der 3'-Sonde. DNA aus wildtypischen C57BL/6Art-Stammzellen (B6WT) sowie aus
Stammzellklon C7 (Klon C7) wurden mit EcoRI und EcoRV restringiert und einer Southern Blot-Analyse
unterzogen. Die Fragmente der DNA-Leiter (L) entsprechen 23,1 kb, 9,4 kb sowie 6,6 kb.

3.2.3 Produktion und Verifizierung XCR1:DTA-chimérer Mause

Klon C7 wurde im Folgenden fiir die Herstellung chiméirer Mause verwendet. Die Prozedur
wurde in Kooperation mit Marc Schmidt-Supprian durch die Core-Facility des
Max-Planck-Instituts fiir Biochemie, Martinsried durchgefiihrt. Dabei erfolgte eine Injektion in
eine Blastozyste des Stammes C57BL/6, welche einer scheintrachtigen Amme implantiert wurde.
Aus der Blastozyste entsteht ein chimdrer Organismus, dessen Gewebe zum Teil das Erbgut der

verdanderten Stammzelle und zum Teil das des Spenderembryos enthidlt. Aus den durchgefiihrten
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Injektionen wurden 21 Nachkommen erhalten, einige davon als Totgeburten. Weitere Tiere
zeichneten sich durch Kleinwiichsigkeit aus und starben wenige Tage nach der Geburt. Von den
iibrigen Mdusen wurden Schwanzbiopsien entnommen, welche nach DNA-Aufbereitung fiir vier
unabhéngige Genotypisierungs-PCRs verwendet wurden. Dies ermoglichte eine Unterscheidung
zwischen wildtypischem C57BL/6-Lokus und durch Rekombination verdndertem Lokus. Die
PCRs fiihrten zur Identifizierung von drei chiméren Tieren, deren Genom ein Signal sowohl fiir
den wildtypischen als auch fiir den verdnderten Lokus lieferte (2457, 2461 und 2464; Abb. 15 A).
Eine Beurteilung des Grades des Chimérismus durch die Fellfirbung konnte nicht erfolgen, da
C57BL/6 Stammzellen in C57BL/6 Rezipienten mit jeweils schwarzer Fellfarbe injiziert wurden.
Die erhaltenen Chiméiren wurden mit C57BL/6 Tieren verpaart. Aus den Verpaarungen wurden
insgesamt 69 Nachkommen erhalten, welche zur Uberpriifung der Keimbahntransmission mit
vier unabhédngigen PCRs genotypisiert wurden. Im Fall erfolgreicher Keimbahntransmission (d.h.
Vorkommen des verdnderten Genlokus im Genom der Keimzellen) werden heterozygote
Nachkommen erwartet. Jedoch konnte in keinem Fall Heterozygotie nachgewiesen werden (in

Abb. 15 B ist als Beispiel das Ergebnis der Genotypisierung von Maus 2772 dargestellt).

A B

L |2456]|2457|2461|2464| C7 | B6 |H,O L |2772| C7 | B6 | HO
| '

Abb. 15: Genotypisierung von putativ chimédren B6.XCR1:DTA-Mausen sowie deren Nachkommen nach
Verpaarung mit B6 Tieren.

A Ergebnisse der Genotypisierung zum Nachweis chimérer Nachkommen nach der Injektion des C7-Stammzellklons
in C57BL/6-Embryos (PCR mit primern GT2). 2456: Beispiel eines Nachkommen mit wildtypischen Genom; 2457,
2461, 2464: Nachkommen mit chimidrem Genom. C7: Kontroll-DNA aus C7-Stammzellklon; B6: Kontroll-DNA aus
wildtypischen C57BL/6 Stammzellen; H,O: PCR-Kontrolle ohne template DNA.; L, DNA-Leiter (100 bp DNA
ladder, Invitrogen). B Ergebnisse der PCR GT2 zum Nachweis von Keimbahntransmission nach Verpaarung
chimérer Tiere mit C57BL/6 Tieren. 2772: Beispiel eines Nachkommen mit wildtypischem Genom. Die Abbildung

wurde aus Griinden der Ubersicht aus mehreren Gelfotos zusammengestellt.

Da aus den Nachkommen der ersten Injektion keine Tiere mit erfolgter Keimbahntransmission
erhalten werden konnten, wurde eine zweite Injektion mit Stammzellen des Klons C7
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durchgefiihrt. Bei den erhaltenen Wiirfen musste erneut festgestellt werden, dass ein Teil der
Maiuse wenige Tage nach der Geburt verstarb und somit nicht fiir Genotypisierung und weitere
Verpaarung eingesetzt werden konnte. Lebendige Tiere, welche aufgrund von PCR-Ergebnissen
als chimér eingestuft wurden, lieferten wiederum in keinem Fall Nachkommen, in welchen der
verdanderte XCR1-Lokus nachweisbar war (nicht gezeigt). Der genaue Grund fiir die auftretende
Lethalitdt sowie die ausbleibende Keimbahntransmission konnte nicht geklart werden.
Moglicherweise kam es zu einer Expression des Toxins iiber die Stoppkassette hinweg, was die

Entwicklung eines Embryos verhindert hat.

3.2.4 Herstellung des targeting-Vektors Version 2, Generierung von Stammzellklonen und
chimaren Mausen

Aufgrund der vergeblichen Versuche, eine stabile Linie nach erfolgter Keimbahntransmission aus
dem ersten Anlauf zu erhalten (3.2.3), wurde die Strategie zur Herstellung der gewiinschten
Mauslinie verdndert. Erstens wurde eine erweiterte Stoppkassette verwendet, in welcher, nicht
wie bisher eine, sondern drei hintereinander angeordneten SV 40 Polyadenylierungssequenzen
die Expression des Toxins verhindern sollten, was bereits in anderen Konstrukten erfolgreich
demonstriert worden ist (Srinivas et al., 2001) (Abb. 16 B). Zweitens wurde das
Neomycinresistenzgen samt PGK-Promotor aus der Stoppkassette entfernt und stattdessen ein
durch einen PGK-Promotor getriebenes Puromycinresistenzgen 3’ vor dem DTA-Gen platziert.
Die Neomycinresistenz samt PGK-Promotor war zwar in umgekehrter Richtung zum DTA-Gen
orientiert, Untersuchungen belegen jedoch, dass PGK-Promotoren unidirektional aktiv sein
konnen (Johnson und Friedman, 1990). Somit sollte ein moglicher Einfluss des PGK-Promotors
auf die Expression des Toxins verhindert werden (Abb. 16 B). Drittens wurden neben der
Stoppkassette auch Verdnderungen am Toxingen durchgefiihrt. Unter 1.4.1 ist beschrieben, dass
neben dem in der NCBI-Datenbank (Version 37.2) vorgeschlagenen Translationsstart von XCR1
ein weiteres mogliches Startkodon 5’ innerhalb des Leserahmens liegt. Eine durchgefiihrte
Analyse der Translationsinitiation lieferte hohere Wahrscheinlichkeiten fiir das zweite Startkodon
(Rogozin et al., 2001; Software ATG_EVALUATOR, Institute for Biomedical Technologies,
Mailand, Italien). Wiirde dennoch ein Translationsstart vom ersten Startkodon erfolgen, konnte in
der bisherigen knock in-Strategic keine Expression des Toxins erfolgen. Um eine
Toxinexpression nach Entfernen der Stoppkassette sicherzustellen, wurde das DTA hinter eine

interne Ribosomeneintrittsstelle (IRES) gesetzt (Abb. 16 B). Dadurch kann eine
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Translationsinitiation unabhédngig vom tatsdchlichen Startkodon erfolgen (Pacheco und
Martinez-Salas, 2010). Dasselbe IRES-Element wurde bereits erfolgreich bei der Herstellung von
B6.XCR1:LacZ-Méiusen verwendet.

Zusitzlich wurde ein Gen fiir GFP im 5'-Bereich der Stoppkassette integriert (Abb. 16 A). In der
erhaltenen Mauslinie sollen zuerst Zellen mit XCR1-Promotoraktivitit GFP anstatt von XCR1
exprimieren. Dies wiirde eine histologische sowie durchflusszytometrische Detektion dieser
Zellen ermoglichen. Eine Expression von DTA wird durch die noch enthaltene Stoppkassette
verhindert (Abb. 16 B). Eine Verpaarung mit einer Mauslinie mit ubiquitdrer
Flp-Rekombinaseexpression (Flp-deleter) soll die zur Selektion der Stammzellen enthaltene
F3-flankierte Puromycinresistenzkassette entfernen (Abb. 16 C). Damit konnen mogliche
epigenetische Effekte der Resistenzkassette bzw. des enthaltenen PGK-Promotors ausgeschlossen
werden. Im ndchsten Verpaarungsschritt mit einer Cre-deleter-Mauslinie kann die Deletion der
Stoppkassette erfolgen, was in Zellen mit aktivem XCR1-Promotor zur Expression von DTA und

somit zum Zelltod fiihren sollte (Abb. 16 D).
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Abb. 16: Targeting-Strategie 2 zur Herstellung einer XCR1:GFP/DTA-knock in-Mauslinie.

A Genlokus des murinen XCR1 bestehend aus Exon 1 und Exon 2 (rot), dem endogenen Spleildonor (eSD), dem
endogenen Spleilakzeptor (eSA) sowie der kodierenden Sequenz von XCRI1 (gelber Pfeil). Das targeting erfolgte
mit dem linearisierten Vektor pXCR1-2. Der targeting-Vektor enthilt einen artifiziellen SpleiBakzeptor (aSA) sowie
eine loxP-flankierte Stoppkassette bestehend aus dem Gen fiir griin fluoreszierendes Protein (GFP) und drei
Polyadenylierungsstellen (pA). 3' der Stoppkassette ist die Sequenz der Diphtherietoxin Untereinheit A hinter einer
internen Ribosomeneintrittsstelle (IRES) angeordnet. 3’ davon ist eine Puromycinresistenzkassette (Puro) unter
Kontrolle des PGK-Promotor (PGK) zur Positivselektion angeordnet. Die 5°- und 3’-Homologiearme ermdglichen
eine Rekombination zwischen linearisiertem Vektor und den homologen Sequenzen im wildtypischen Lokus. Im Fall
einer unspezifischen Integration des linearisierten Vektors erfolgt eine Expression der aulerhalb der Homologiearme
lokalisierten Thymidinkinase (Tk), was zur Negativselektion verwendet wird. B Genlokus von XCR1 nach erfolgter
homologer Rekombination mit pXCR1-2. In Zellen mit aktivem XCR1-Promotor erfolgt keine Expression des DTA,
da die Stoppkassette die Transkription des Toxingens verhindert. Stattdessen erfolgt XCR1-spezifische Expression
von GFP. C Genlokus von XCRI1 nach erfolgter Verpaarung mit einer Flp-Rekombinase-exprimierenden Mauslinie.
Die F3-flankierte Puromycinresistenzkassette wurde ausgeschnitten. D Genlokus von XCR1 nach erfolgter
Verpaarung mit einer Cre-Rekombinase-exprimierenden Mauslinie. Die Exzision der loxP-flankierten Stoppkassette

fithrt zur Expression von DTA in Zellen mit aktivem XCR1-Promotor.
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Die Konzeption und Herstellung des zweiten targeting-Vektors pXCRI1-2 erfolgte in
gemeinsamer Arbeit mit der Firma TaconicArtemis, Koln. Die Generierung der Mauslinie wurde
aus Griinden der Zeitersparnis von TaconicArtemis durchgefiihrt.

Es konnten aus 188 erhaltenen Klonen sechs positive Klone bestimmt werden. Injektionen von
drei dieser Klone fiihrten zu Nachkommen mit verschiedenen Graden an Chimérismus.
Verpaarung mit C57BL/6 Maiusen lieferte jedoch in keinem Fall Tiere mit verdndertem
XCRI1-Lokus. Alternativ wurden Verpaarungen mit Flp-deleter sowie Cre-deleter-Méusen
durchgefiihrt, jedoch konnte auch in diesem Fall keine Keimbahntransmission festgestellt

werden.

3.3 Herstellung von XCR1-BAC-transgenen Méausen

Als alternative Strategie zur Depletion bzw. Markierung XCR1-exprimierender Zellen wurde die
Technik der BAC-transgenen-Manipulation verwendet. Diese Technologie ermoglicht es, ein
Wunschgen unter den Einfluss der Promotorelemente von XCRI1 zu stellen und somit eine
spezifische Expression zur erzielen.

Da die genaue Promotorregion in der Regel unbekannt ist, verwendet man Vektoren von 100 bis
200 kb GroBe (sog. bakterielle artifizielle Chromosomen, BACs), welche regulatorische 5'- und
3'-Sequenzen enthalten. In diesem BAC wird die kodierende Region des zu untersuchenden Gens
durch das gewiinschte Konstrukt ersetzt. Im Folgenden wird die BAC-DNA in den Pronukleus
eines Embryos eingebracht und integriert unspezifisch ins Genom des Tieres. Der eigentliche
Lokus des zu untersuchenden Gens wird dabei nicht veridndert.

Zur Herstellung einer XCR1-BAC-transgenen Mauslinie wurde zuerst ein geeigneter BAC-Klon
gesucht, welcher den XCR1-Genlokus sowie die 5'- und 3'-regulatorischen Elemente von XCR1
enthélt. Der Genlokus von XCR1 in der Maus liegt in einem Bereich des Telomers des neunten
Chromosoms (Abb. 2). In den verfiigbaren Genomdatenbanken (z.B. NCBI, ENSEMBL) sind
zwar beide Exons von XCRI1 kartiert, jedoch enthélt die Region 5' von Exon 1 eine etwa 100 kb
groBBe Liicke, welche bisher nicht durch Sequenzierungsdaten geschlossen wurde. Aus diesem
Grund konnen keine BAC-Klone annotiert werden, welche den vollstindigen XCRI1-Lokus
abdecken (Abb.2). Die Suche nach geeigneten BAC-Klonen in Datenbanken anderer
Mausstimme blieb erfolglos.

Eine weitere Moglichkeit zur Herstellung einer BAC-transgenen Maus ist die Verwendung eines

humanen BAC-Klons. Regulatorische Regionen von Genen des Menschen wurden bereits
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erfolgreich in Mdusen zur gewebsspezifischen Expression von Zielgenen eingesetzt (Feng et al.,
2001; Kaplan et al., 2005). Der humane Lokus von XCR1 ist durch mehrere iiberlappende
BAC-Klone abgedeckt (Abb. 2). Der BAC-Klon RP11-527M10 aus der RPCI-11 BAC
Bibliothek (hergestellt am Roswell Park Cancer Institute, Buffalo, USA) wurde als geeignet
ausgewdhlt, da er bei einer Grofle von etwa 174 kb den Genlokus von XCRI1 mittig enthélt
(Abb. 17).

3.3.1 Herstellung einer BAC-transgenen XCR1:Cre-Rekombinase Maus

In einer BAC-transgenen XCR1:Cre Maus soll die Rekombinase Cre unter Kontrolle des
humanen XCRI1-Promotors exprimiert werden. Durch Verpaarung mit Mauslinien, welche
loxP-flankierte Elemente enthalten, kann eine gewebsspezifische Deletion der loxP-flankierten
Elemente erreicht werden, was zur Expression des nachfolgenden Gens fiihrt. Die Herstellung der
Konstrukte erfolgte durch Dr. Konstantinos Anastassiadis, Biotechnologisches Zentrum der
Technischen Universitdt Dresden. Die Pronukleusinjektion wurde an der Transgenic Core

Facility des Max-Planck-Institut fiir Molekulare Zellbiologie und Genetik, Dresden durchgefiihrt.
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Abb. 17: Strategie zur Herstellung einer BAC-transgenen XCR1:Cre-Mauslinie.

A BAC-Klon RP11-527M10 mit dem Genlokus des humanen XCR1 bestehend aus Exon 1, Exon 2 und Exon 3 (rot).
Die kodierende Sequenz von XCR1 (gelber Pfeil) wurde durch Rekombination {iber Homologiearme (griin) ersetzt.
Die Rekombinationskassette enthdlt die Rekombinase Cre (Cre), eine SV40 Polyadenylierungssequenz (pA) sowie
ein F3-flankiertes Neomycinresistenzgen (Neo) unter Kontrolle des PGK-Promotors (PGK). B Im modifizierten
BAC-Klon steht die Rekombinase Cre unter der Kontrolle der regulatorischen Elemente des humanen XCRI.
C Durch Flippase-vermittelte Rekombination wurde das Neomycinresistenzgen aus dem Konstrukt entfernt. Der

modifizierte BAC-Klon wurde nach Linearisierung in Pronuklei injiziert.

Das Cre-loxP-System zeichnet sich durch universelle Verwendbarkeit aus, da
Verpaarungsmoglichkeiten mit einer Vielzahl freiverfiigbarer Mauslinien bestehen
(Johansson et al., 2010). Zum Einen kann eine Verpaarung mit ROSA26:DTA-Méusen erfolgen,
welche die Diphtherietoxin Untereinheit A unter der Kontrolle eines loxP-flankierten
Stoppelements im ubiquitar exprimierenden ROSA26-Lokus enthalten
(Brockschnieder et al., 2004; Voehringer et al., 2008, Ohnmacht et al., 2009). In diesem Fall
fiihrt die Aktivitdit des XCR1-Promotors in den entsprechenden Zellen zur Expression der
Rekombinase Cre, welche das Stoppelement aus dem ROSA26-Lokus entfernt und zur
Expression des Diphtherietoxins und somit zum Zelltod fiihrt.

Eine weitere Moglichkeit ist die Verpaarung mit induzierbaren Reportermauslinien, bei welchen

die Expression eines Fluorophors im ROSA26-Lokus durch ein loxP-flankiertes Stoppelement
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verhindert wird (Reporterlinien). Hier fiihrt Aktivitit des XCR1-Promotors zur spezifischen
Fluoreszenzmarkierung der Zellen (Srinivas et al., 2001; Luche et al., 2007).

Zur Herstellung BAC-transgener XCR1:Cre-Mause wurde die kodierende Sequenz des humanen
XCRI1 in BAC-Klon RP11-527M10 durch das Gen der Cre Rekombinase ersetzt (Abb. 17 A, B).
Im Folgenden wurde die Selektionskassette entfernt (Abb. 17 C). Der erhaltene modifizierte
BAC-Klon wurde linearisiert und in C57BL/6-Pronuklei injiziert. Aus den Pronuklei entwickelte
Zweizeller wurden in scheinschwangere Ammen transferiert. Aus 57 Nachkommen konnten tiber
PCR-Analysen 7 Tiere identifiziert werden, welche den verdnderten BAC-Klon im Genom
tragen. Weitere Verpaarung dieser founder-Tiere mit C57BL/6 Mausen wird zeigen, ob stabile
Linien erhalten werden, welche sich zur Verpaarung mit ROSA26:DTA- bzw. ROSA26-

Reporterlinien eignen.
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3.4 Analyse XCR1-positiver dendritischer Zellen aus humanem peripheren Blut
In der Maus konnte XCR1 spezifisch auf einem Subtyp von DCs festgestellt werden. Da die
DC-Subtypen des Menschen weitgehend uncharakterisiert waren, sollten diese im Hinblick auf

Expression von XCR1 hin untersucht werden.

3.4.1 Identifikation und Isolierung von Subtypen dendritischer Zellen aus humanem
peripheren Blut

Um DC-Subtypen des Menschen zu charakterisieren wurden leukozytenangereicherte
Blutpraparate (buffy coats) und Leukapheresematerial verwendet, wie bereits von anderen
Gruppen in der Vergangenheit.

In einem ersten Schritt wurden periphere mononukledre Zellen (PBMCs) aus den Blutpriparaten
isoliert und unter Verwendung spezifischer Oberflaichenmarker in folgende Typen eingeteilt:
T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen, Monozyten, Granulozyten und DCs.

Eine weitere Unterteilung von DCs in Subtypen erfolgte entsprechend den Angaben aus der
Literatur: Plasmazytoide DCs (pDCs) des Blutes sind in ithrem Phénotyp charakterisiert durch
Expression der Oberflichenmarker CD123, CD304 und HLA-DR und negativ fiir die als
lineage-Marker bezeichneten Antigene CD3, CD14, CD19 und CD56. Weiterhin sind pDCs
negativ fiir CD11c (Robinson et al., 1999; Dzionek et al., 2000).

cDCs konnen durch die Expression von CD11c und HLA-DR sowie fehlende Expression der
lineage-Marker charakterisiert werden. In dieser Arbeit erfolgte eine Einteilung basierend auf der
Publikation von Piccioli et al. 2007, wonach sich ¢cDCs im Blut anhand von Oberflichenmarkern
in drei Subtypen einteilen lassen: CD1c¢", CD16" und CD141" DCs. CD34°CD11c¢” Zellen wurden
dabei nicht als DCs gewertet (Dzionek et al., 2000; MacDonald et al., 2002; Piccioli et al., 2007,
Wang et al., 2009; Autissier et al., 2010; Ju et al., 2010; siche Einleitung 1.3).

Zur Charakterisierung der DC-Subtypen wurden PBMCs unter Anfarbung der beschriebenen
Oberfiachenmarker durchflusszytometrisch untersucht. In Abbildung 18 ist die gating-Strategie
dargestellt.
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Abb. 18: Definition humaner Subtypen dendritischer Zellen aus peripherem Blut.

Mononukledre Zellen aus humanem peripheren Blut (PBMCs) wurden durch Dichtegradientenzentrifugation
angereichert und zur durchflusszytometrischen Analyse filir die dargestellten Oberflichenmarker gefirbt. Die
Zahlenangaben entsprechen dem prozentualen Anteil der Zellen im jeweiligen gate. Zum Ausschluss von nicht-DCs

wurden die Marker CD3, CD14, CD19 und CD56 verwendet (lineage). FSC, forward scatter; SSC, side scatter.

Die Frequenz der Gesamt-DCs aus PBMCs betrug je nach Spender 0,75-1,5 % der gesamten
lebenden Zellen. Die Anteile der DC-Subtypen sind in Abbildung 19 dargestellt.
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Abb. 19: Frequenzen dendritischer Zellpopulationen in humanem peripheren Blut.
A Anteil von CDIc", CD16" und CD141" dendritischen Zellen (DCs) sowie plasmazytoiden DCs an der Gesamtzahl
mononukledirer Zellen aus humanen peripheren Blut (PBMCs) in Prozent. B Anteil von CDIc’, CDI16" und

CD141" DCs an konventionellen DCs in Prozent. Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung.
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Die niedrigen Frequenzen der DC-Subtypen erschweren eine direkte durchflusszytometrische
Sortierung, da das Erreichen einer groBen Zellzahl hoher Reinheit sehr zeitaufwindig ist,
worunter die Viabilitit der Zellen leidet. Insbesondere der Subtyp der CD141" DCs stellt mit
durchschnittlich 0,04 % an den Gesamt-PBMCs eine auBlerordentlich kleine Population dar
(Abb. 19).

Um die Ausgangsfrequenz zur durchflusszytometrischen Sortierung zu erhohen, wurde die
magnetische Zellsortierung verwendet (sieche Material und Methoden, 2.7.2.2 und Tab. 9).

Bei Verwendung von humanem Probenmaterial tritt eine hohe Varianz zwischen verschiedenen
Spendern auf (bspw. demonstriert durch Variationen in Genexpressionssanalysen
unterschiedlicher Blutproben; Whitney et al., 2003). Aus diesem Grund wurden fiir nachfolgende
funktionelle Experimente die magnetischen Anreicherungsschritte so kombiniert, dass die
Isolierung aller DC-Subtypen aus einem buffy coat bzw. einem Leukapheresepraparat moglich
CD141" DCs,

CD141 Zelldurchfluss die anderen DC-Subtypen isoliert wurden. Im Anschluss an die

war. Dabei erfolgte zuerst die Isolierung der wihrend aus dem

magnetische Voranreicherung erfolgte eine durchflusszytometrische Sortierung sowie die

Bestimmung der Reinheit (Tabelle 12). Da der Prozess der Zellsortierung extrem
arbeitsaufwendig ist, wurden derartige Experimente zusammen mit Annabell Bachem und Evelyn

Hartung durchgefiihrt.

Tab. 12: Durchflusszytometrische Sortierung verschiedener Subtypen dendritischer Zellen aus humanem

peripheren Blut nach Anreicherung.

Zellpopulation Anreicherung Spezifische Marker zum Ausschluss | Erzielte
Oberflachenmarker anderer Reinheit
fur Zellpopulationen [9%6]
Durchflusszytometrie

CDl1c¢"' DC Dichtegradienten- CDlc, CDl11c, HLA-DR CD16, CD141, lineage >99,5

CD16" DC zentrifugation und CDll¢, CD16, HLA-DR | CDlc, CD141, lineage >99,2

CD141" DC Magnetische CDllc, CD141, HLA-DR | CDlc, CD16, lineage >97,5

pDC Zellsortierung CD304, HLA-DR CDllc, CD141, lineage >99.9

3.4.2 Expression des Chemokinrezeptors XCR1 in humanem peripheren Blut

Zur Bestimmung der XCRI-Expression der Zellpopulationen aus humanem peripheren Blut

wurde die Methode der quantitativen PCR (qPCR) verwendet. Dazu wurde Gesamt-RNA aus den
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sortierten Zellpopulationen aus 3.4.1 in ¢cDNA umgeschrieben und XCRI-mRNA durch ein
spezifisches primer-Sonde-Set quantifiziert.

Der anschlieBende Nachweis erfolgte mit einem primer-Sonde-Set, welches ein Exon-
tiberspannendes Fragment des XCRI1-Transkripts detektiert (Abb. 20 A). Dadurch werden
gegebenenfalls vorhandene Verunreinigungen durch genomische DNA nicht detektiert und eine
Verfdlschung der Ergebnisse ausgeschlossen. Mit der Analyse wurden die beiden fiir humanes
XCR1 beschriebenen Isoformen nachgewiesen (Abb. 20 C; Einleitung 1.4.1). Zur Verifizierung
der Daten wurde ein weiteres XCR 1-spezifisches primer-Sonde-Set verwendet, welches lediglich
ein Fragment aus der kodierenden Sequenz in Exon 2 amplifiziert (Abb. 20 A).

Da fiir bisherige Untersuchungen humaner DCs héufig monozytengenerierte DCs (MoDCs)
verwendet wurden (Strunk et al., 1996), erfolgte auch eine qPCR-Analyse mit Gesamt-RNA
dieser Zellen.

In Abbildung 20 B sind die Ergebnisse der qPCR-Analyse der sortierten Zelltypen unter
Verwendung des exoniiberspannenden primer-Sonde-Sets dargestellt. Von allen getesteten
Populationen exprimieren ausschlieBlich CD141" DCs mRNA fiir XCR1. T-, B- und NK-Zellen,
Granulozyten, Monozyten sowie die anderen DC-Subtypen sind negativ fiir XCR1-mRNA. In
generierten MoDCs konnte ebenfalls keine XCRI-mRNA nachgewiesen werden. Durch
Vergleich der qPCR-Ergebnisse mit dem mitgefiihrten Plasmidstandard konnte eine Zahl von
etwa 722.000 Kopien XCRI1 pro 100 ng RNA aus CDI141" DCs bestimmt werden. Die
Verwendung des nicht-exoniiberspannenden primer-Sonde-Sets lieferte vergleichbare Ergebnisse
(nicht gezeigt). Weiterhin wurde eine qPCR-Analyse mit einem primer-Sonde-Set zum Nachweis
des beta-2-Mikroglubulin (B2MG)-Gens durchgefiihrt. Dieses Gen ist als Bestandteil des MHCI-
Komplexes auf allen zu analysierenden Zellen exprimiert und diente als interner Standard
(Cluzel-Tailhardat et al. 2007). Alle getesteten Zelltypen wiesen eine vergleichbare Kopienzahl
fiir B2MG auf (nicht gezeigt).
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Abb. 20: Spezifische Expression des humanen Chemokinrezeptors XCR1.

A Humaner Lokus des XCR1 Gens (E1, Exon 1; E2, Exon 2; E3, Exon 3). Die kodierende Region ist in schwarz
dargestellt. Primer und Sonden der quantitativen PCR-Analysen (qQPCR) sind angegeben. B qPCR-Analyse von
cDNA aus Gesamt-RNA hochrein sortierter T-, B-, und NK-Zellen sowie Granulozyten, Monozyten, plasmazytoide
DCs (pDCs), CDIc", CDI16" und CD141" DCs aus mononukleiren Zellen des peripheren Blutes (PBMCs).
Monozytengenerierte DCs (MoDCs) wurden ebenfalls getestet. Die Analyse erfolgte mit dem primer-Sonde-Set 1
(F1, R1 und Sonde S1) dargestellt in A. Mit dem primer-Sonde-Set 2 (F2, R2 und Sonde S2) wurden vergleichbare
Ergebnisse erzielt (nicht dargestellt). C Gelelektrophoretische Auftrennung der amplifizierten Fragmente des primer-
Sonde-Set 1 mit cDNA von CD141" DCs (+RT) bzw. der Kontrolle ohne Verwendung der Reversen Transkriptase
bei der cDNA-Synthese (-RT). Die Fragmente entsprechen den beiden Isoformen des Gens (E1+E3 & E1+E2+E3).
Alle gqPCR-Analysen wurden mit Zelltypen aus mindestens zwei unterschiedlichen Donoren durchgefiihrt.

Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung.

3.4.3 Nachweis der XCR1-Expression auf Proteinebene

Um den erzielten Nachweis von XCR1 auf Proteinebene zu erbringen, wurde -eine
durchflusszytometrische Analyse von PBMCs durchgefiihrt. Hierzu wurde zusétzlich zu den
fluorophorgekoppelten Antikérpern gegen die DC-Oberflichenmarker eine Farbung von XCRI
basierend auf der Bindung des Strep-tag-konjugiertem Liganden ATAC und einem
fluorophorgekoppeltem Sekundirreagenz durchgefiihrt. Durch diese Férbung auf Proteinebene

konnte bestitigt werden, dass CD141" DCs als einzige Population in humanem Blut XCRI
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exprimieren, wihrend CD1c” DCs und CD16" DCs negativ sind (Abb. 21). Weiterhin ergab die
Untersuchung, dass etwa 60-80 % der CD141" DCs positiv fiir XCR1 sind (Abb. 21).

CD1c* DC CD16* DC CD141* DC

0102 10 10* 10° 0102 10° 10* 10°

>
XCR1

Abb. 21: Analyse der XCR1-Expression von konventionellen dendritischen Zellen aus humanem peripheren
Blut auf Proteinebene.

Aus humanem peripheren Blut wurden mononukledre Zellen (PBMCs) mittels Dichtegradientenzentrifugation
angereichert und durchflusszytometrisch auf die Expression von XCR1 hin untersucht. Konventionelle dendritische
Zellen (cDCs) wurden als CD11¢"HLA-DR" charakterisiert und entsprechend der Oberflichenmarker CD1c, CD16
und CD141 in Subtypen unterteilt. Die rote Linie représentiert die Farbung von XCR1 durch einen Komplex aus
Strep-tag-konjugiertem Liganden ATAC und einem fluorophorgekoppeltem Sekundirreagenz; in grau ist die
Hintergrundfarbung des Sekundirreagenz dargestellt. Die Zahlenangaben entsprechen dem Anteil der Zellen in

Prozent.

3.4.4 Analyse der Kreuzprasentation der Subtypen dendritischer Zellen aus humanem Blut

Bisher wurde gezeigt, dass in CD141" DCs XCR1-mRNA vorliegt und eine Subpopulation dieser
Zellen XCRI1 als Protein exprimiert. In der Maus wurde gezeigt, dass die CD8" DCs der Milz,
von denen etwa 75 % XCR1" sind, in ihrer Fihigkeit zur Antigen-Kreuzprisentation die anderen
DC-Subtypen iibertreffen (den Haan et al., 2000; Pooley et al. 2001). Aus diesem Grund wurden
im Folgenden die CD141" DCs mit den anderen DC-Subtypen auf ihre Fihigkeit zur Antigen-
Kreuzprisentation hin verglichen.

Hierzu wurden DCs wie in 3.4.1 beschrieben aus HLA-A*0201-positiven Spendern sortiert und
mit rekombinantem pp65-Protein des humanen Cytomegalievirus (HCMV) und einem
pp65-spezifischen CD8" T-Zell-Klon fiir 20-36 Stunden kokultiviert. Dieser Klon erkennt das
HCMYV Peptid NLVPMVATYV (pp65495-503), wenn es im Kontext von HLA-A*0201 présentiert
wird (Fonteneau et al., 2001). DCs und T-Zell-Klon wurden im Verhéltnis 1:1 eingesetzt. Wird

das pp65-Protein von DCs aufgenommen, prozessiert und kreuzprésentiert, fiihrt dies zur
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Aktivierung des CD8" T-Zell-Klons, welcher daraufhin Interferon-gamma (IFN-y) sekretiert.
Dieses kann im Kulturiiberstand mittels IFN-y-spezifischem ELISA nachgewiesen werden. Als
Negativkontrolle wurde der gleiche Ansatz mit I6slichen Ovalbumin (OVA) in gleichen molaren
Mengen wie pp65-Protein verwendet, wobei die Degradationsprodukte von OVA nicht vom
CD8" T-Zell-Klon erkannt werden. Um die prinzipielle Aktivierbarkeit des Klons zu
kontrollieren, wurde zu einer parallel angesetzten Kokultur aus DCs und T-Zell-Klon
pp65-Peptid zugegeben, welches zur Aktivierung fiihrt, ohne dass eine Prozessierung durch die
DCs notwendig ist.

Die Zugabe von l5slichem rekombinantem pp65-Protein zu Kokulturen mit CD141" DCs
induzierte eine starke Sekretion von IFN-y durch den T-Zell-Klon nach 24 und 36 Stunden. Dies
deutet auf eine erhdhte Aufnahme, Prozessierung und Prisentation des NLVPMVATV-Peptids
durch diesen Zelltyp hin (Abb. 22 A, B). pp65-Protein in Kokulturen mit CD1c” und CD16" DCs
fiihrte zu deutlich schwicherer IFN-y-Sekretion nach 24 Stunden Kokultur wihrend pDCs sogar
nur eine minimale Sekretion auslosten (Abb. 22 A). Nach 36 Stunden war eine erhdhte
IFN-y-Sekretion auch in den Kokulturen von CD16" DCs und T-Zell-Klon feststellbar
(Abb. 22 B). Zugabe von OVA fiihrte in allen vier Ansédtzen nur zu minimalem Hintergundsignal
nach 24 Stunden, wéhrend die Zugabe von pp65-Peptid fiir alle cDCs ein starkes IFN-y-Signal
induzierte (Abb. 22 A). pDCs in Kokultur mit dem T-Zell-Klon und dem pp65-Peptid fiihrten zu
einem im Vergleich zu den anderen ¢cDC-Kokulturen geringem IFN-y-Signal. Kultur von DCs
oder T-Zell-Klon alleine fiithrte nach 24 Stunden zu keiner nachweisbaren Menge an IFN-y.
Nach 36 Stunden war fiir die Kokulturen der Negativkontrolle (Zugabe von OVA oder DCs
alleine) ein im Vergleich zum 24 Stunden-Zeitpunkt hoheres Hintergrundsignal feststellbar
(Abb. 22 B). pp65-Peptid fiihrte in der Kokultur von CD16"™ DCs und T-Zell-Klon nur zu einer
relativ geringen IFN-y-Produktion. Durch Zellviabilititsmessung konnte gezeigt werden, dass
60-70 % der DCs in allen Ansétzen zum Ende der Kokultur noch lebendig waren (nicht gezeigt).
Kreuzprédsentation spielt eine wichtige Rolle bei der Aufnahme von toten Zellen bzw.
Zelltrimmern (Iyoda et al., 2002; Schulz und Reis e Sousa, 2002; Fonteneau et al., 2003). Aus
diesem Grund wurden weitere Kokulturen aus sortierten DCs und CD8" T-Zell-Klon unter
Zugabe von zellgebundenem pp65-Antigen durchgefiihrt. Zellgebundenes Antigen wurde durch
wiederholtes Einfrieren und Auftauen einer HCMV pp65-transfizierten Zelllinie erhalten. Um
den Einfluss der Interaktion zwischen DCs und T-Zell-Klon zu charakterisieren, wurde ihr

Zahlenverhéltnis zwischen 1:1 und 1:16 variiert. Die Analysen ergaben ein starkes IFN-y-Signal
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fiir Kokulturen von 20 und 36 Stunden mit CD141" DCs, wihrend CD1c¢" DCs und CD16" DCs
nur minimale Aktivierung des T-Zell-Klons auslosten (Abb. 22 C, D). Weiterhin wurde
festgestellt, dass die Menge an produziertem IFN-y mit der Zahl der DCs im Verhéltnis zur T-
Zelle in der Kokultur abnimmt. Ab einem DC-zu-T-Zell-Verhéltnis von 1:8 war praktisch kein
IFN-y mehr detektierbar (Abb. 22 C, D). Das als Positivkontrolle verwendete pp65-Peptid flihrte
auch in diesem Ansatz zu starker Aktivierung des T-Zell-Klons, unabhéngig vom DC-Subtyp in
der Kokultur. Ein als Negativkontrolle verwendetes MART-1,7.35-Peptid, das nicht vom T-Zell-
Klon erkannt wird, fiihrte in den Kokulturen mit CD1c¢™ DCs und CD141" DCs zu einem schr
schwachen Hintergrundsignal, wihrend im Ansatz mit CD16" DCs ein hoheres Hintergrundsignal
fiir beide Zeitpunkte festzustellen war (Abb. 22 C, D). Zusammenfassend kann festgestellt
werden, dass CD141" DCs am besten zur Antigen-Kreuzprisentation befihigt sind, vorallem bei

zellassoziiertem Antigen.
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Abb. 22: Kreuzprasentation von léslichem und zellassoziiertem Antigen durch Subtypen dendritischer Zellen
aus humanem Blut.

A Kokultur sortierter Dendritischer Zellen (DC) zusammen mit dem CD8" T-Zell-Klon 10 spezifisch fir HCMV
pp65 Peptid NLVPMVATYV (pp65405_503) im Kontext von HLA-A*0201. CD1c", CD16" und CD141" konventionelle
DCs (cDCs) oder plasmazytoide DCs (pDCs) aus HLA-A*0201"-Blutpriparaten wurden mit dem T-Zell-Klon in
Anwesenheit von 3 pg/ml rekombinantem pp65 Protein inkubiert. Aktivierung des T-Zell-Klons wurde durch
Messung von IFN-y im Uberstand nach 20 Stunden Kokultur bestimmt. Als Negativkontrolle wurde Ovalbumin
(OVA) in gleichen molaren Mengen zugegeben. Zugabe von 1 pg/ml pp6549s 503 Peptid zur Kokultur diente als
Positivkontrolle (pp65 Peptid). Alle sortierten DC-Subtypen entstammten demselben Blutpraparat. Dargestellt ist ein
représentatives von neun unabhingig durchgefiihrten Experimenten. B Der Versuchsablauf entspricht dem unter A
beschriebenen, jedoch wurde die Kokultur fiir 36 Stunden durchgefiihrt. C Kokultur sortierter DCs zusammen mit
dem CDS8" T-Zell-Klon 61 spezifisch fiir das HCMV pp65 Peptid im Kontext von HLA-A*0201. Sortierte CDI1c",
CDI16" und CD141" ¢DCs aus HLA-A*0201"-Blutpriparaten wurden mit dem T-Zell-Klon im Verhiltnis 1:1 bis
1:16 inkubiert. Die gesamte Kokultur erfolgte in Anwesenheit von zellassoziiertem pp65-Antigen. Die Aktivierung
des T-Zell-Klons wurde durch Bestimmung von IFN-y im Uberstand nach 24 Stunden Kokultur ermittelt. Als
Negativkontrolle diente 1 pg/ml irrelevantes MART-1,;35-Peptid. Zugabe von 1 ug/ml pp6549s_50; Peptid zur
Kokultur diente als Positivkontrolle. D Der Versuchsablauf entspricht dem unter C beschriebenen, jedoch wurde die
Kokultur fiir 36 Stunden durchgefiihrt. Dargestellt ist jeweils ein reprisentatives von drei unabhéngig durchgefiihrten

Experimenten. Die Fehlerbalken entsprechen der mittleren Standardabweichung.
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4 Diskussion

4.1 XCR1 wird spezifisch auf kreuzprasentierenden dendritischen Zellen exprimiert und ist
besser zur Einteilung von Subtypen geeignet als klassische Marker

Der Chemokinrezeptor XCR1 wurde 1995 durch Heiber et al. kloniert und 1998 durch
Yoshida et al. als einziger Rezeptor des Chemokins ATAC erkannt. Angaben zur Expression
dieses Transmembranproteins waren lange unzureichend. XCR1-Expression wurde unter
anderem fir T-, B- und NK-Zellen sowie Neutrophile der Maus beschrieben, wobei die
veroffentlichten Daten zum grofen Teil widerspriichlich waren (Yoshida et al., 1999;
Shan et al., 2000; Cairns et al., 2001; Huang et al., 2001 und 2005). Dabei wurde bei einigen auf
PCR basierenden Untersuchungen nicht auf Kontamination durch genomische DNA oder andere
Zellpopulationen geachtet.

Mit Beginn dieser Arbeit wurde eine quantitative PCR-Analyse mit exonubergreifenden primern
an cDNA aus Zellpopulationen hoher Reinheit durchgefuhrt. Es konnte von unserer
Arbeitsgruppe erstmals gezeigt werden, dass in muriner Milz XCR1-mRNA fast ausschlieBlich
von CD8" dendritische Zellen (DCs) exprimiert wird (Dorner et al., 2009).

Die weiterfiihrende Charakterisierung der XCR1-exprimierenden DCs war Teil dieser Arbeit. Es
wurde die Lokalisation XCR1" DCs in lymphatischen Organen sowie dem Diinndarm untersucht.
Zusétzlich konnte XCR1 auf Proteinebene nachgewiesen und mit anderen DC-spezifischen
Markern verglichen werden.

Da kein monoklonaler Antikdrper zur Detektion von XCR1 zur Verfugung stand, erfolgte ein
histologischer Nachweis in B6.XCR1:LacZ-Reporterméusen. Farbungen von Dinnschnitten der
Milz ergaben ein XCR1-Signal in Bereichen der roten Pulpa, der Marginalzone sowie der
T-Zell-Zone (Abb. 4 A). Diese Lokalisation deckt sich mit immunhistologischen Nachweisen der
Oberflachenmolekiile CD205 und CD207, welche in der Milz als Marker fiur CD8" DCs
beschrieben sind (siehe Einleitung, 1.2.1; McLellan et al., 2002; Idoyaga et al., 2009). In diesen
Bereichen der Milz tritt Kolokalisation mit T-Zellen auf, was auf einen Zellkontakt zwischen
DCs und T-Zellen hindeutet.

Zur genaueren Charakterisierung wurden die klassischen DC-Marker CD4, CD8 und CD11b
durchflusszytometrisch mit der Expression von XCR1 verglichen. Dabei konnte eine Korrelation
von XCR1 und CDS8 festgestellt werden, wobei jedoch nur etwa 75-95 % der CD8" DCs XCR1
exprimierten (Abb. 5). XCR1"DCs exprimierten kein CD4, wahrend etwa 3-5% der

79



Diskussion

CD4°CD8’ (DN) DCs den Chemokinrezeptor trugen. Neben den klassischen DC-Markern erfolgte
eine Analyse weiterer DC-spezifischer Oberflachenmarker. Durch Koférbung von CD103 und
CD205 konnte festgestellt werden, dass vor allem CD205 eine hohere Korrelation zu XCR1
aufwies als CD8. Zuséatzlich wurde die Expression von XCR1 mit der des Chemokinrezeptors
CX3CR1 verglichen. Dabei wurde festgestellt, dass innerhalo der CD8" DCs nur die
CD8"XCR1'DCs positiv fiir CX3CR1 waren (Abb. 6). Die Expression von XCR1 und CX3CR1
unterteilt somit die CD8" DCs in zwei distinkte Populationen. Durch Genexpressionsanalysen
konnten Bar-On et al. zeigen, dass CD8'CX3CR1"DCs mehr Ubereinstimmungen mit
plasmazytoiden DCs (pDCs) als mit konventionellen DCs (cDCs) aufweisen. Weiterhin
produzieren diese Zellen kein IL-12, was als klassische Funktion von CD8" DCs gilt
(Reis e Sousa et al., 1997; Bar-On et al., 2011).

Es ist festzustellen, dass die in bisherigen Experimenten CD8" DCs zugeschriebenen
Antigenprasentationseigenschaften ~ wahrscheinlich auf den Subtyp CD8"XCR1' DCs
zuriickzufiihren sind. Die CD8"XCR1 DCs hatten aufgrund des geringen Anteils an Gesamt-
CD8" DCs vermutlich keinen Einfluss auf die erhaltenen Ergebnisse. Initiale Experimente
unserer Arbeitsgruppe konnten bestatigen, dass XCR1" DCs in der Tat die eigentliche Population
kreuzprasentierender DCs représentieren (nicht gezeigt).

Fur die Verwendung von XCR1 und CX3CR1 als Marker zur Einteilung von cDCs spricht
weiterhin, dass es sich in beiden Fallen um Chemokinrezeptoren handelt. Dies lasst eine
funktionelle Bedeutung fur die Migration der DCs in Anwesenheit der Liganden zu. Fur Marker
wie CD4 und CD8 konnte bisher keine Funktion auf DCs festgestellt werden. Auch exprimieren
DCs des Menschen kein CD8.

In zwei Arbeiten wurde bereits eine Unterteilung der CD8" DC-Population vorgeschlagen.
Farrand et al. definierten eine Population von CD8"'CD207" DCs der Milz, welche deutlich
starker kreuzprasentierte als CD8"CD207" oder CD8” DCs (Farrand et al., 2009). Untersuchungen
zur Expression von CD103 of DCs der Milz zeigten, dass dieser Marker ebenfalls eine
CD8'CD103" gegen eine CD8'CD103" Population abgrenzt, wobei die erste deutlich besser
kreuzprasentiert (Qiu et al., 2009).

Sowohl CD207 als auch CD103 sind zur Definition von cDC-Subtypen weniger geeignet als
XCR1. CD207 ist in der Milz von Mdusen des Stamms C57BL/6 nicht auf der Oberflache
exprimiert, was einen Nachweis erschwert (Cheong et al., 2007; Idoyaga et al., 2009). CD103 ist

neben DCs auch auf T-Zellen und Makrophagen exprimiert (Cerf-Bensussan et al., 1987;
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Tiisala et al., 1995; Lehmann et al., 2002). Angaben zur CD103-Expression durch CD8" DCs
variieren. Daruber hinaus ist die CD103-Expression abhangig vom Aktivierungszustand der DCs
(siehe Tab. 1 sowie Sathe et al., 2011; Zhan et al., 2011). Die Klassifizierung von cDCs durch die
Marker CD4, CD8 und CD11b ist aufgrund der vorliegenden Daten nicht ausreichend. Eine
Reihe von Oberflachenmolekilen ist dabei dem Marker CD8 zur funktionellen Einteilung von
DCs vorzuziehen. XCRL1 ist durch seine selektive Expression besonders fur die Markierung
kreuzprasentierender DCs der Milz geeignet. Weiterhin sind korrespondierende cDC-Subtypen in
anderen  lymphatischen und nicht-lymphatischen  Organen durch XCR1-Expression

charakterisiert.

4.2 XCR1 definiert einen Subtyp dendritischer Zellen der lymphatischen und peripheren
Organe des intestinalen Trakts

Ein Fokus dieser Arbeit lag in der Analyse intestinaler Organe. Deshalb wurden mesenteriale
Lymphknoten (mesLNs) und Peyersche Plaques (PPs) als intestinal-lymphatische Organe
histologisch untersucht. In mesLNs konnten XCR1" Zellen im Bereich des subkapsularen Sinus
und den parakortikalen Bereichen festgestellt werden (Abb. 4 B). Diese Beobachtung deckt sich
mit Analysen zur Lokalisation CD207" DCs in hautdranierenden LNs (Kissenpfennig et al, 2005)
sowie mit Farbungen von DCs in dranierenden LNs des Magens (Scheinecker et al., 2002). Dies
lasst vermuten, dass XCR1" DCs auch in mesLNs mit T-Zellen assoziiert sind.

Zur weiteren Charakterisierung wurden Zellen aus mesLNs isoliert und durchflusszytometrisch
auf die Expression von XCR1 hin getestet. XCR1 konnte ausschlieBlich auf cDCs nachgewiesen
werden. In mesLNs konnten im Ruhezustand migratorische und residente ¢cDCs aufgrund der
Oberflachenexpression von MHCII unterschieden werden (siehe Einleitung, 1.2.1). Residente
DCs konnten in dieser Arbeit durch Farbung der Marker CD11lb und CD103 in zwei
Populationen unterteilt werden (Abb. 7 A, B). CD103'CD11b™ DCs exprimierten zu
80-90 % XCR1, wihrend nur wenige Prozent der CD103'CD11b* DCs den Rezeptor trugen.
Kofarbungen zeigten, dass die XCR1" Zellen auch die Marker CD8 und CD207 exprimierten.
Demnach lassen sich die residenten XCR1* Zellen des mesLN dem klassischen Subtyp der
CD8" DCs zuordnen.

Migratorische DCs der mesLNs konnten aufgrund der Marker CD11b und CD103 in drei
Subtypen unterteilt werden (Abb. 7 A, B). Dabei exprimierten nahezu alle CD103"CD11b DCs
XCR1 auf der Oberfliche. CD103"CD11b" DCs exprimierten zu maximal 15% XCR1 und
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CD103'CD11b" Zellen waren negativ fur den Chemokinrezeptor. Mit
MHCII"™"CD103"CD11b DCs konnte somit eine zweite migratorische XCR1* Population der
mesLNs detektiert werden. Kofarbungen mit CD8 und CD207 zeigten, dass ein Teil dieser
Population CD8 exprimiert. Fir CD207 konnte eine minimale Expression festgestellt werden,
welche sich nur unwesentlich von den XCR1" Populationen unterschied (Abb. 7 C).

In histologischen Farbungen von PPs konnte eine Lokalisation XCR1" Zellen im Bereich der
interfollikularen Region sowie angrenzend an das follikelassoziierte Epithel festgestellt werden.
In diesen T-Zell-reichen Regionen ist vor allem eine als CD8" charakterisierte DC-Population
lokalisiert (lwasaki et al., 2000; Fleeton et al., 2004). Fir diese DCs wurde ein Modell
vorgeschlagen, wonach sie Antigen von den zum Lumen hin gerichteten microfold-Zellen
(M-Zellen) tbernehmen und dieses in Bereichen der T-Zell-Zone der PPs den T-Zellen
prasentieren (Neutra et al., 1996). Eine andere Population CD8 DCs ist im Bereich des
subepithelialen Doms lokalisiert und exprimiert kein XCR1 (lwasaki et al., 2000).
Durchflusszytometrisch konnte gezeigt werden, dass XCR1" DCs der PPs den Marker CD8
exprimieren und eine Korrelation mit CD103 besteht (Abb. 8).

Neben den lymphatischen Organen wurde der Dunndarm als peripheres Organ histologisch
untersucht. XCR1" Zellen konnten im gesamten Bereich der Mucosa von Ileum, Jejunums und
Duodenums festgestellt werden (Abb. 4 C-D). Die Expression ist insbesondere im Bereich der
Lieberkiihnschen Krypten sowie der Lamina Propria der Villi feststellbar. XCR1" Zellen
entsprechen in ihrer Lokalisation CD103" DCs, welche in Bereichen der Lamina Propria weiter
vom Darmepithel entfernt vorliegen. CX3CR1" antigenprasentierende Zellen (APCs) grenzen
hingegen direkt an das Darmepithel (Niess et al., 2005; Schulz et al., 2009). Fir eine genauere
Zuordnung waéren histologische Féarbungen mit anderen Marken wie CD11b, CD103 und
CX3CR1 notwendig.

Durch diese Untersuchung konnte die Expression von XCR1 erstmalig auRerhalb lymphatischer
Organe beschrieben werden. Zur genaueren Charakterisierung dieser XCR1" Zellen wurden
mononukleére Zellen aus der Lamina propria isoliert und durchflusszytometrisch untersucht. In
der Literatur sind zwei alternative Strategien zur Einteilungen von CD11c” APCs des Diinndarms
beschrieben: Eine Aufteilung von Subtypen basiert auf den Markern CD11b und CD103
(Bimczok et al., 2005). Eine zweite Einteilung ist durch die Marker CD103 und CX3CR1
mdoglich (Birnberg et al., 2008; Bogunovic et al. 2009). In dieser Arbeit wurden beide Strategien

verwendet und die XCR1-Expression der Subtypen bestimmt.
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Es konnte festgestellt werden, dass CX3CR1" APCs generell kein XCR1-exprimieren (Abb. 9 A).
Etwa die Halfte der CD103" Zellen exprimiert hingegen XCR1. Durch Verwendung der Marker
CD11b und CD103 konnte gezeigt werden, dass der CD11b™ Anteil der CD103" APCs homogen
XCR1 exprimiert (Abb. 9 B). Durch diese Untersuchung konnte die XCR1-Expression demnach
spezifisch mit einer APC-Population des Dunndarms assoziiert werden, welche CD103-
exprimiert und negativ fir die Marker CD11b und CX3CR1 ist.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass XCR1 in lymphatischen Organen des Intestinaltrakts eine
Zellpopulation markiert, welche aufgrund ihrer Kolokalisation mit T-Zellen und der Expression
von CD8 und CD207 dem Subtyp kreuzprasentierender CD8" DCs zugeordnet werden kann. Eine
weitere XCR1" DC-Population konnte in den mesLNs und im Bereich des Diinndarms detektiert
werden, was den ersten Nachweis von XCR1 in einem peripheren Organ darstellt. In den mesLNs
ist diese DC-Population durch ein hohes Expressionsniveau von MHCII gekennzeichnet, was

darauf hindeutet, dass diese Zellen aus dem Darm eingewandert sind.

4.3 Migrationseigenschaften von XCR1-positiven dendritischen Zellen nach einem
inflammatorischen Impuls

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass XCR1-Expression in den mesLNs auf
CD103*CD11b  DCs erfolgt. Ein Teil dieser DCs exprimiert dabei CD8 und CD207 und hat eine
mittlere Expression von MHCII auf der Oberflache. Dies deutet darauf hin, dass diese Zellen
resident in mesLNs vorliegen. Der andere Teil der XCR1" DCs exprimiert kein CD207 und tragt
deutlich mehr MHCII-Molekile auf der Oberflache. Es ist denkbar, dass es sich bei diesen DCs
um Zellen handelt, welche aus dem Darm nach Antigenaufnahme in die mesLNs eingewandert
sind. Daflr spricht, dass eine Population mit vergleichbarem Besatz an Oberflachenmarkern in
Préparationen der Lamina Propria nachgewiesen wurde. Schulz et al. konnten durch Analyse der
Lymphfliissigkeit zeigen, dass CD103" DCs des Darms in einem CCR7-abhangigen Prozess in
die mesLNs einwandern und dort oral aufgenommenes Antigen prasentieren (Schulz et al., 2009).
Fur CX3CR1" APCs konnte gezeigt werden, dass diese resident im Darm verbleiben. Fraglich ist,
ob alle CD103" Zellen des Darms migratorische Eigenschaften besitzen oder ob dies nur fir
einen Teil zutrifft. In der Arbeit von Bogunovic et al. wurden die CD103*CD11b DCs mit
CD103"CD11b* DCs aus Préaparationen des Darms verglichen. CD103"CD11b  DCs, welche in
der vorliegenden Arbeit als XCR1" identifiziert wurden, sind Bogunovic et al. zu Folge

residenter Bestandteil sekundér lymphatischer Organe wie den PPs, welche als Verunreinigung in
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Préparationen der Lamina Propria enthalten sind (Bogunovic et al., 2009). Deshalb wurde
vorgeschlagen, dass ausschlieBlich die CD103"CD11b" DCs vom Darm in die mesLN
einwandern. Als Hinweis fiir den lymphatischen Charakter der CD103*CD11b"XCR1" DCs wird
aufgefiihrt, dass im Vergleich zu CD103"CD11b" DCs eine hohere Expression von CD8 vorliegt
und eine Batf3-abhéngige Entwicklung erfolgt (Bogunovic et al. 2009; Schulz et al., 2009;
Edelson et al., 2010). Die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse widersprechen dieser
Annahme, da die Lokalisation XCR1" Zellen nicht auf lymphatische Organe beschrénkt ist,
sondern eindeutig im gesamten Bereich des Dinndarms nachweisbar ist.

Um zu klaren, ob XCR1" Zellen migratorische Eigenschaften besitzen, wurden APCs des
Dinndarms sowie der mesLNs unter Einfluss eines inflammatorischen Stimulus analysiert.
Turnbull et al. konnten in einem Rattenmodell zeigen, dass Injektion des Adjuvans LPS
verstérkte Migration von DCs des Darms in die mesLNs auslost (Turnbull et al., 2005). Der
Prozess ist dabei abhédngig vom Chemokinrezeptor CCR7, dessen Expression auf DCs durch das
Adjuvans induziert wird. CCR7 bewirkt eine Migration in die mesLNs, in welchen eine
konstitutive Expression der Liganden CCL19 und CCL21 erfolgt (Jang et al., 2006). Um
festzustellen, ob sich die in dieser Arbeit beschriebenen DC-Subtypen in ihrer CCR7-Expression
unterscheiden, wurde LPS i.p. injiziert und die Zellen aus mesLNs und Dinndarm nach
12 Stunden isoliert. Parallel wurde einer Kontrollgruppe PBS injiziert. APCs des Darms
exprimierten im Ruhezustand kein CCR7 (Abb. 12 A). Nach LPS-Injektion exprimierten etwa
zwei Drittel der XCR1"DCs hohe Mengen an CCR7 auf der Oberfliche, wahrend bei
XCR1 Zellen nur ein leichter Anstieg der CCR7-Expression feststellbar war (Abb. 12 B).
Weiterhin konnten nach LPS-Gabe deutlich weniger APCs aus dem Dunndarm einer Maus
isoliert werden. Das Verhaltnis XCR1" Zellen zu XCR1 Zellen verkleinerte sich jedoch nicht
signifikant.

Im Gegensatz zur verringerten Zahl der APCs im Darm fiihrte LPS zu einer deutlich erhéhten
Menge an DCs in den mesLNs. Auch hier war die Zahl XCR1" DCs und XCR1 DCs erhoht.
XCR1" DCs des mesLN exprimierten bereits im Ruhezustand mehr CCR7 als XCR1 Zellen
(Abb. 11 A). Dabei konnte festgestellt werden, dass auch residente DCs CCR7 exprimieren. Nach
inflammatorischem Stimulus exprimierten alle DCs des mesLN MHCII auf hohem Niveau, was
mit einer allgemeinen Aktivierung und vermehrter Antigenprésentation der Zellen erklért werden

kann (Sallusto et al., 1998; Reis e Sousa, 2004). Auch das Expressionsniveau von CCR7 steigerte
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sich bei allen DCs der mesLNs, wobei XCR1" DCs weiterhin deutlich mehr CCR7 auf der
Oberfl&che trugen (Abb. 11 B).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass LPS eine erhéhte Migration von DCs aus dem
Darm in die mesLNs bewirkt. Dabei exprimieren XCR1" DCs besonders hohe Mengen des
migrationsassoziierten Rezeptors CCR7. Letztlich konnte nicht abschlieRend geklart werden,
welchen Anteil XCR1" DCs an migratorischen DCs des Darms im Ruhezustand und nach
Inflammation haben. Zur Klarung dieser Fragestellung ware eine Analyse der in der
Lymphflissigkeit enthaltenen DC-Populationen sinnvoll. Dabei sollte neben CD103 auch die
Expression der Marker XCR1 und CD11b untersucht werden. Weiterhin kénnte ein Mausmodell
mit spezifisch depletierten XCR1" DCs Aufschluss tber die Funktion dieser Zellen im

intestinalen System geben (siehe 4.4).

4.4 Ein Mausmodell zur spezifischen Depletion kreuzprasentierender dendritischer Zellen
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass XCR1 selektiv auf kreuzprésentierenden CD8" DCs
der Maus exprimiert wird. In grundlegenden Experimenten wurde der Prozess der
Kreuzprasentation mit I6slichem und zellassoziiertem Antigen demonstriert (den Haan et al.,
2000; Pooley et al., 2001). Insbesondere von Interesse ist jedoch die Frage, welche Funktion die
Kreuzprasentation im Fall viraler oder bakterieller Infektionen erfullt (Flinsenberg et al., 2011).
Um diese Fragestellung in vivo zu untersuchen, werden Tiermodelle benétigt, in welchen die
Population kreuzprasentierender Zellen gezielt depletiert ist.

In bisherigen Arbeiten gelang die Depletion der gesamten konventionellen DCs (cDCs) durch
toxinvermittelte Abtétung von CD11c” Zellen. Dieses Modell ist fir die Untersuchung der
Kreuzprasentation ungeeignet, da auch nicht-kreuzprasentierende DCs sowie eine Reihe weiterer
CD11c" Zellen wie Makrophagen und CD8" T-Zellen beeintrachtigt werden (Jung et al., 2002;
Probst et al., 2005).

In Mausmodellen, in welchen bestimmte Transkriptionsfaktoren ausgeschaltet wurden, konnte
das Fehlen von DC-Subtypen beobachtet werden. In Irf8, Batf3 und Nfil3 knock out-Mauslinien
sind keine CD8" DCs vorhanden (Aliberti et al., 2003; Zenke und Hieronymus, 2006;
Hildner et al., 2008; Edelson et al., 2010; Kashiwada et al., 2011). Die beschriebenen
Transkriptionsfaktoren werden jedoch in einer Vielzahl von Zelltypen exprimiert, was neben der
Abwesenheit von DCs Auswirkungen auf ihren Phanotyp hat. Irf8-defizienten Mé&usen fehlen

neben CD8" DCs auch pDCs und ein Teil der CD8 DCs reagiert verandert auf mikrobielle
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Stimulation (Aliberti et al., 2003). Die Ma&use konnen allgemein als immunsupprimiert
bezeichnet werden, was nicht mit dem alleinigen Fehlen von cDCs (z.B. wie in
CD11c-Depletionmodellen) erklart werden kann (Murphy, Konferenzbeitrag Lugano, 2010).
Batf3 und Nfil3 sind Bestandteil des gleichen Signalwegs und sind neben Regulation der
CD8" DC-Entwicklung mitverantwortlich fiir die Repression des Transkriptionsfaktors AP-1. Der
AP-1 Signalweg ist wiederum an der Regulation der Genexpression einer Reihe von Zytokinen
und Wachstumsfaktoren beteiligt (lacobelli et al., 2000; Schraml et al., 2009). Dazu gehdren
unter anderem IL-2 und apoptoserelevante Faktoren (Brandt et al., 2010). In Nfil3-defizienten
Méusen sind weiterhin keine NK-Zellen vorhanden (Kashiwada et al., 2011). Eine alleinige
Untersuchung des kreuzprasentierenden DC-Subtyps ist demnach in diesen Mausmodellen nicht
moglich.

In der Literatur wurden in der Vergangenheit einige CD8" DC-spezifische Marker diskutiert und
Depletionsmodelle vorgeschlagen. Bisher wurden jedoch ausschliellich Marker identifiziert,
welche neben CD8" DCs auch auf weiteren nicht-cDC-Populationen exprimiert sind. Der
Oberflachenrezeptor Clec9a wird zusatzlich auf pDCs und einem B-Zell-Subtyp exprimiert
(Caminshi et al, 2008; Hysamen et al., 2008; Sancho et al., 2008). CD205-Expression ist abseits
der Milz auf den meisten cDC-Subtypen sowie auf B-, T- und Epithelzellen feststellbar
(Inaba et al., 1995; Witmer-Pack et al., 1995; Vremec und Shortman, 1997). CD103 ist neben
CD8" DCs auch auf T-Zellen und Makrophagen exprimiert und unterliegt vermutlich einer
zytokinabhangigen Regulation (Russell et al., 1994; Tiisala et al., 1994; Sathe et al., 2011;
Zhanetal., 2011). Diese Marker sind demnach nicht zur spezifischen Depletion
kreuzprasentierender DCs ohne Beeinflussung anderer Zelltypen geeignet.

XCR1 ist der einzige bekannte Marker, welcher ausschlieflich auf kreuzprésentierenden
CD8" DCs exprimiert wird. Ein Depletionsmodell, basierend auf XCR1-abhingiger

Toxinexpression, ist aus diesen Griinden sehr attraktiv.

4.5 Der Versuch der Herstellung einer XCR1-spezifischen Diphtherietoxin knock in-Maus

Ziel war die Herstellung einer Mauslinie mit spezifisch depletierten kreuzprésentierenden DCs.
Dazu wurde die Methode des knock in verwendet, um die Diphtherietoxin Untereinheit A (DTA)
unter der Kontrolle des XCR1-Promotors zu exprimieren. Die bisherigen Untersuchungen zur
XCR1-Expression beschrénkten sich auf adulte Mause. Es ist nicht ausgeschlossen, dass wéhrend

der Embryonalentwicklung eine Expression in nicht-DCs erfolgt. Wirden fur die Entwicklung
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relevante Zellen depletiert, wére der Erhalt einer XCR1-DC-defizienten Mauslinie nicht moglich.
Aus diesem Grund wurde ein genetisch bindres System verwendet, bei welchem die Expression
des Toxingens erst nach Entfernung einer Stoppkassette erfolgen sollte (Einleitung, 1.6). Fiir den
Fall, dass Exzision der Stoppkassette zu embryonaler Lethalitdt oder Infertilitdt fiihrt, kénnte
durch alternative Verpaarung ein spateres Entfernen der Stoppkassette erfolgen. Dadurch waére
der Nutzen der Mauslinie weiterhin gegeben.

Zur Herstellung der Mauslinie konnte ein fur den knock in notwendiger targeting-Vektor
konstruiert werden. Nach etablierter Stammzellkultur konnte dieser Vektor zum targeting von
Stammzellen eingesetzt werden. Die folgende Selektion fuhrte zum Erhalt eines rekombinierten
Stammzellklons. Nach umfangreicher Genotypisierung des Klons konnte dieser in Embryos
injiziert werden, was zum Erhalt chimérer Mé&use fiihrte. Einige der putativ chiméren
Nachkommen waren Totgeburten, weitere Tiere zeichneten sich durch vermindertes Wachstum
aus und verstarben innerhalb von 3 Wochen nach der Geburt. Verpaarung der tberlebenden
chiméren Nachkommen flihrte in keinem Fall zur Keimbahntransmission. Dies ist wahrscheinlich
auf einen niedrigen Grad an Chiméarismus mit wildtypischen Keimzellen zurtickzufiihren. Der
Grund flr das Versterben eines Teils der chimdren Tiere ist unklar. Folgende Feststellungen
konnen jedoch gemacht werden: Die verwendete Stammzelllinie kann prinzipiell zur
Keimbahntransmission fuhren, was in anderen parallel durchgefiihrten knock in-Projekten gezeigt
wurde (Korrespondenz, Dr. Marc Schmidt-Supprian). Die alleinige Verdnderung des XCR1-
Lokus ist wahrscheinlich nicht der Ausloser der Lethalitdt sowie ausbleibender
Keimbahntransmission, da der Lokus bereits einmal erfolgreich durch ein knock in veréndert
wurde (B6.XCR1:LacZ-Mauslinie, Deltagen, San Mateo, USA). Aus diesen Grinden muss
vermutet werden, dass es zu einer Expression von DTA trotz enthaltener Stoppkassette
gekommen ist. Mduse mit hohem Grad an Chimarismus waren demnach von der Toxinwirkung
besonders betroffen. Es ist davon auszugehen, dass das Toxin unspezifisch oder neben DCs in
weiteren entwicklungsrelevanten Zellen exprimiert wurde. Ein Hinweis dafur ist, dass die
alleinige Depletion von Gesamt-DCs durch CD11c-abhéngige DTA-Expression zu lebensféhigen
Tieren fuhrt (Birnberg et al., 2008; Ohnmacht et al., 2009).

Deshalb wurde angenommen, dass die auftretenden Probleme auf eine unzureichende
Stoppkassette zuriickzufiihren sind. In einem vergleichbaren Mausmodell wurde die Expression
von DTA im ubiquitdr aktiven ROSA26-Lokus ebenfalls durch eine Stoppkassette verhindert

(Brockschnieder et al., 2004). In diesem System traten bei homozygoten Tieren degenerative
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Erscheinungen auf, die mit der Durchléssigkeit der Stoppkassette erklart wurden. Durch Einsatz
einer verbesserten Stoppkassette konnte ein Mausmodell ohne degenerative Effekte generiert
werden (Brockschnieder et al., 2006).

Die Verbesserung der Stoppkassette wurde im Folgenden als sinnvolles Mittel zur Vermeidung
der bisher auftretenden Lethalitdt angesehen. Es wurden die unter 3.2.4 beschriebenen
Verénderungen eingefihrt.

Die Herstellung der Mauslinie mit verandertem targeting-Vektor (durchgefihrt durch die Firma
TaconicArtemis, Koln) verlief planmaRig bis zur Generierung chimarer Méuse. Anders als im
Fall der ersten knock in-Strategie traten bei den durchgefiihrten Injektionen deutlich weniger
Totgeburten auf. Die als positiv flir den verédnderten Lokus genotypisierten Nachkommen zeigten
keinerlei Anzeichen von Degeneration. Dennoch konnte nach Verpaarung mit C57BL/6-Tieren in
keinem Fall eine Keimbahntransmission festgestellt werden. Verpaarung mit Flp-deleter Mausen
(ubiquitéare Flippaseexpression) zur Entfernung der Puromycinresistenzkassette oder Cre-deleter
Méusen zur Entfernung der Stoppkassette war ebenfalls erfolglos.

An diesem Punkt konnte keine plausible Erklarung fir das erneute Misslingen der Strategie
gefunden werden. Aus diesem Grund wurde die Herstellung von knock in-Mausen verworfen und

alternativ mit der Herstellung BAC-transgener Mauslinien begonnen.

4.6 BAC-transgene Mauslinien als Alternative zur knock in-Strategie

In der neuen Strategie soll die Rekombinase Cre unter der Kontrolle der regulatorischen
Elemente von XCR1 erfolgen. Die Methode wurde zuvor nicht angewandt, da kein geeigneter
muriner BAC-Klon zur Verfligung stand (Abb. 2). Stattdessen wurde die Verwendung eines
humanen BAC-KIlons beschlossen. Ob die humane Promotorregion von XCRL1 in der Maus eine
vergleichbar selektive Expression bewirkt, ist nicht sicher. Als positives Indiz kann jedoch
gewertet werden, dass die Aminosduresequenzen von XCR1 in Maus und Mensch eine
Homologie von >70 % aufweist (NCBI BLAST). Humaner und muriner XCR1-Lokus sind
weiterhin jeweils von verwandten Genen wie FYCO1 und CXCR6 umgeben (Abb. 2). Die
Funktion humaner regulatorischer Sequenzen in der Maus konnte bereits in anderen BAC-
transgenen Mauslinien bewiesen werden. Ein humaner BAC-Klon mit regulatorischen Sequenzen
von CD207 wurde beispielsweise erfolgreich zur Expression von DTA in Langerhanszellen
genutzt (Kaplan et al. 2005). Um die direkte Expression eines Toxins und das damit verbundene

Risiko einer unzureichenden Stoppkassette zu umgehen, sollte stattdessen die Rekombinase Cre
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unter Kontrolle des XCR1-Promotors exprimiert werden. Diese XCR1:Cre-Mduse sollen im
Folgenden mit Mauslinien verpaart werden, welche nach Cre-Rekombination zelltypspezifisch
DTA exprimieren, was eine spezifische Depletion bewirkt (Brockschnieder et al., 2006).
Madglicherweise ist die Depletionseffizienz dabei niedriger als in den zuvor geplanten knock in-
Mausen, da die Aktivitdt der Rekombinase Cre von der Starke des Promotors abhangig ist
(Schmidt-Supprian und Rajewsky 2007).

Die Herstellung der BAC-transgenen Linie verlauft bisher erfolgreich. Aus den injizierten
Pronulei konnten sieben hemizygote founder-Tiere erhalten werden. In den néchsten
Verpaarungsschritten muss durch Genotypisierung festgestellt werden, ob das Transgen stabil im

Genom inseriert ist und welche Kopienzahl vorliegt.

4.7 Anwendungsmoglichkeiten XCR1" DC-defizienter Mause

Neben der Présentation von systemisch appliziertem Antigen ist vor allem interessant, ob es im
Fall von viralen oder bakteriellen Infektionen zur Antigen-Kreuzprasentation kommt und durch
welchen Zelltyp diese vermittelt wird. Untersuchungen hierzu wurden bereits mit zytolytischen
Viren wie HSV Typ 1, Influenza und Vaccinia Virus sowie dem nicht-zytoloytischen
Lymphozytére Choriomeningitis Virus (LCMV) durchgefiihrt (Belz et al., 2005). Dabei konnte
CD8" DCs eine dominante Rolle bei der MHCI-vermittelten Induktion zytotoxischer
CD8" T-Zellen zugeordnet werden (Smith et al., 2003; Belz et al., 2004b und 2005). Fir
Infektionen mit intrazelluldren Listeria monocytogenes konnten ebenfalls CD8* DCs als Zelltyp
der Aktivierung spezifischer CD8" T-Zellen identifiziert werden, wobei dieser DC-Subtyp auch
als erster infiziert wird (Belz et al. 2005; Neuenhahn et al., 2006). Diese Untersuchungen
erfolgten jedoch ausschliellich mit ex vivo Analysen. Um in vivo die Funktion
kreuzprasentierender Zellen zu untersuchen, ist das in dieser Arbeit konzipierte Depletionssystem
hilfreich. Infektionen XCR1-DC-depletierter Mause im Vergleich zu wildtypischen Tieren
koénnen den Einfluss dieser Zellen auf die Abwehr der Erreger aufzeigen. Bei intrazelluléren
Infektionen kann untersucht werden, ob die Infektion nur in Anwesenheit kreuzprasentierender
Zellen unterdriickt werden kann. Weiterhin kann festgestellt werden, ob andere Zellpopulationen
die Aufgaben der depletierten DCs ibernehmen.

In den unter 4.4 beschriebenen Batf3-defizienten Madusen konnte gezeigt werden, dass die
Abwehr von Infektionen mit West Nil Virus (WNV) sowie murinem Cytomegalie Virus
(MCMV) deutlich schwécher erfolgt, als in wildtypischen Tieren (Hildner et al., 2008;
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Tortietal., 2011). Allerdings miussen bei diesen Daten die unter 4.4 beschriebenen
DC-unabhéngigen Einfllsse der Batf3-Defizienz berlcksichtigt werden.

Neben der Analyse der Induktion adaptiver Immunantworten kann in entsprechenden Modellen
auch die Funktion XCR1" DCs bei der Induktion angeborener Immunantworten untersucht
werden. Da neben CD8" T-Zellen auch NK-Zellen nach Aktivierung den XCR1-Liganden ATAC
sezernieren, ist eine Interaktion beider Zelltypen denkbar. In MCMV-Infektionen wurde
beispielsweise die Interaktion von DCs und NK-Zellen analysiert (Andrews et al., 2003).

Die universelle Verwendbarkeit einer B6.XCR1:Cre-Mauslinie kdnnte weiterhin zur Studie von
in vivo-Interaktionen genutzt werden. Durch Verpaarung mit einer Reportermauslinie kdnnten
XCR1" Zellen in ihrer Interaktion mit fluoreszenzmarkierten T- und NK-Zellen durch in vivo-

Mikroskopie untersucht werden (Kastenmdller et al., 2010).

4.8 Selektive Expression des Chemokinrezeptors XCR1 auf humanen CD141-positiven
dendritischen Zellen

Der Befund der spezifischen XCR1-Expression in der Maus lieR die Vermutung zu, dass im
Menschen eine &hnlich selektive Expression vorliegen konnte. Besonders die Tatsache, dass
humane DC-Subtypen zwar beschrieben, jedoch kaum in ihrer Antigenprasentationsfahigkeit
untersucht wurden, machte die Analyse interessant (siehe Einleitung, 1.3.2). Zur initialen
Charakterisierung wurden lymphatische Zellpopulationen aus peripherem Blut zu hoher Reinheit
sortiert. cDCs wurden aufgrund der Oberflachenmarker CD1c, CD16 und CD141 in Subtypen
unterteilt. Durch quantitative PCR-Analyse konnten CD141"DCs als die einzige
XCR1-exprimierende Population identifiziert werden. Der Befund der PCR-Daten wurde
bestatigt, indem XCR1-Protein durchflusszytometrisch auf der Oberflache von CD141" DCs
nachgewiesen wurde. Dabei exprimieren etwa 60-80 % der CD141" DCs XCRL1. In initialen
Analysen konnte XCR1 auf DCs aus Tonsillen und Thymus nachgewiesen werden. Ein Versuch,
XCR1" DCs histologisch in Tonsillen durch Anfarbung von CD141 nachzuweisen, scheiterte an
der hohen Zahl CD141" Endothelzellen (Maruno et al., 1994; Adams und Huntington, 2006).

Die Einteilung von cDCs anhand der Marker CD1c, CD16 und CD141 ist im Blut und in der
Milz des Menschen moglich (Galibert et al., 2005; Caminschi et al., 2008). In anderen
lymphatischen Organen werden diese Marker zum Teil jedoch Uberschneidend exprimiert,
weshalb andere Marker zur Charakterisierung vorgeschlagen wurden (Summers et al., 2001;

Vandenabeele et al., 2001; eigene Untersuchungen). XCR1 konnte aus diesem Grund durch seine
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spezifischere Expression besser zur Definition humaner DC-Subtypen geeignet sein als
beispielsweise CD141. CD141 bindet an Thrombin und ist neben DCs vor allem auf
Endothelzellen exprimiert, wo es eine wichtige Rolle bei der Antikoagulation spielt (Adams und
Huntington, 2006). Eine Funktion auf DCs ist bislang nicht bekannt. Weiterhin kann die
CD141-Expression durch in vitro-Kultur mit IL-3 auch auf CD11c Zellen induziert werden
(Dzionek et al., 2000). Der Korezeptor CD8, welcher bisher zur Charakterisierung von DCs der
Maus Verwendung findet, wird nicht auf DCs des Menschen exprimiert (Dzionek et al., 2000).
Eine Funktion von CD8 auf murinen DCs ist ebenfalls nicht bekannt (Shortman und Heath,
2010).

Damit wurde gezeigt, dass XCR1 nicht nur in der Maus, sondern auch beim Menschen als
spezifischer Marker eines DC-Subtyps dient und selektiv auf einer Subpopulation von
CD141" DCs exprimiert ist.

Neben der Expression von XCR1 konnte in weiteren Untersuchungen gezeigt werden, dass
XCR1 als funktioneller Chemokinrezeptor wirkt. Humanes ATAC als Ligand von XCR1 bewirkt
einen Kalziuminflux in CD141" DCs, was eine intrazellulare Signalweiterleitung nach
Ligandenbindung belegt. In einem Transwell-System induziert ATAC selektiv die Migration von
CD141" DCs, wihrend alle anderen DC-Subtypen und Lymphozyten keine Chemotaxis zeigten
(Bachem et al., 2010).

4.9 CD141-positive dendritische Zellen sind die kreuzprasentierenden Zellen des humanen
Blutes

In der Maus wurde gezeigt, dass CD8"XCR1" DCs effizienter als die anderen Subtypen der Milz
Antigen kreuzprésentieren. Humane DCs wurden in ihrer Eigenschaft zur Kreuzprasentation
bisher nur unzureichend untersucht. Insbesondere die Population der CD141" DCs, welche nur
3-4 % der cDCs ausmacht, konnte bisher nicht aufgereinigt und in ihrer Funktion mit den anderen
Populationen verglichen werden (Piccioli et al., 2007). In dieser Arbeit gelang die Isolierung aller
humaner DC-Subtypen durch Etablierung einer aufwendigen Anreicherungs- und
Sortierungsstrategie (Abb. 18). Die besondere Herausforderung lag dabei in dem Anspruch, die
Sortierung der CD1c*, CD16" und CD141* cDCs sowie pDCs aus derselben Blutspende
durchzufuhren. Dadurch konnten spenderabhéngige Variationen ausgeschlossen werden.

Durch Kokultur dieser Subtypen mit einem antigenspezifischen CD8" T-Zell-Klon konnte

erstmals gezeigt werden, dass CD141" DCs die anderen DC-Typen in ihrer Kapazitat zur
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Kreuzprasentation Ubertreffen (Abb. 22). Dies konnte sowohl mit ldslichem, wie auch mit
zellassoziiertem Antigen gezeigt werden. Durch Analyse der Kokulturiiberstande zu
verschiedenen Zeitpunkten wurde deutlich, dass CD141" DCs in ihrer
Kreuzpréasentationskapazitdt nicht zu einem spateren Zeitpunkt durch andere DC-Subtypen
Ubertroffen werden. Die Viabilitdt der einzelnen DC-Subtypen nach erfolgter Kokultur war
jeweils vergleichbar. Dadurch kann ausgeschlossen werden, dass die erhobenen Daten allein auf
das lingere Uberleben und damit eine verbundene langere Antigen-Kreuzprasentation einer
DC-Population zurtickzufiihren sind. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass
CD141" DCs das funktionelle Aquivalent zu kreuzprésentierenden CD8"XCR1" DCs der Maus
darstellen.

In anderen Arbeiten wurde jeweils nicht das Vorhandensein von CD141 in den experimentellen
Ansétzen berlicksichtigt (Schurr et al., 2005; Hoeffel et al., 2007; Di Pucchio et al., 2008). Auch
unterscheidet sich Art und Dauer der jeweiligen Experimente: Di Pucchio et al. konnten
vergleichbare Kreuzprasentation von pDCs und CD1c* DCs nach sechstagiger Kokultur mit
CD8" T-Zellen nachweisen (Di Pucchio et al., 2008). In der vorliegenden Arbeit wurden deutlich
kirzere Zeitrdume der Kokultur verwendet, in welchen die Viabilitdt jeder DC-Population
sichergestellt war. In Experimenten von Schnurr et al. wurden isolierte CD1c" DCs mit
Granulozyten-/Makrophagen-Kolonie stimulierenden Faktor (GM-CSF) und pDCs mit IL-3 vor
Analyse der Kreuzprasentation prainkubiert (Schnurr et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit
wurde bewusst auf zusatzliche Agenzien verzichtet. Kirzlich konnte beispielsweise gezeigt
werden, dass GM-CSF in murinen invitro Kulturen Kreuzprasentation induzieren kann
(Sathe et al., 2011).

Zeitgleich mit der Veroffentlichung dieser Daten konnten Jongbloed et al. ebenfalls die
vorrangige Kreuzprasentation von CD141" DCs darstellen (Jongbloed et al., 2010). Unterschiede
in der Kreuzprésentation von léslichem Antigen zwischen den cDC-Subtypen konnte in diesem
Fall jedoch nur in Gegenwart von Adjuvans (Poly I:C) festgestellt werden. Weiterhin wurde
gezeigt, dass CD141" DCs vergleichbar mit murinen CD8" DCs andere DC-Subtypen in der
Aufnahme toter Zellen ubertreffen. Eine zweite Gruppe verdffentlichte zeitgleich Daten, welche
ebenfalls die Expression von XCR1 auf CD141'DCs des Menschen belegen
(Crozat et al., 2010). Diese Untersuchungen sind konsistent mit den Resultaten der vorliegenden
Arbeit, in der CD141"XCR1"'DCs des Menschen als funktionelles Homolog zu
CD8"XCR1" DCs der Maus identifiziert wurden.
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5.1 Zusammenfassung

Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Beobachtung einer selektiven Expression des
Chemokinrezeptors XCR1 auf CD8" dendritischen Zellen (DCs) der murinen Milz. CD8" DCs
sind auf die Kreuzprasentation von extrazellularem Antigen spezialisiert, was fur die Induktion
einer zytotoxischen T-Zell-Antwort, insbesondere gegen virale Infektionen und Tumorzellen, von
essenzieller Bedeutung ist. Wahrend bekannt war, dass der XCR1-Ligand ATAC Chemotaxis
dieses DC-Subtyps induziert, waren die Verteilung und Funktion der XCR1" DCs auRerhalb der
Milz ungeklart.

Daher wurde zuerst die Lokalisation XCR1" DCs mittels einer LacZ-Reportermaus untersucht,
wobei ein Fokus auf den intestinalen Trakt gelegt wurde. Es konnte festgestellt werden, dass
XCR1" DCs in den untersuchten lymphatischen Organen mit T-Zellen kolokalisieren und auch
im Gewebe des Diinndarms ubiquitar auftreten. Phanotypisch sind XCR1" DCs durch
Koexpression von Oberflachenproteinen gekennzeichnet, welche in der Literatur als Marker
kreuzprasentierender DCs beschrieben sind (CD8, CD103, CD205 und CD207). Fur die Organe
des Darms konnte weiterhin gezeigt werden, dass nach einem inflammatorischen Stimulus vor
allem XCR1" DCs einen migratorischen Charakter annehmen. Diesen Erkenntnissen zufolge
definiert XCR1 einen DC-Subtyp, welcher in lymphatischen Organen und in der Peripherie eine
phanotypische und funktionelle Einheit bildet. Es ist davon auszugehen, dass die Gesamtheit der
XCR1"DCs, vergleichbar den CD8'XCR1"DCs der Milz, insbesondere zur
Antigenkreuzprasentation und zur Aktivierung zytotoxischer T-Zellen beféhigt ist.
XCR1-negative DCs zeichneten sich durch Expression des Chemokinrezeptors CX3CR1 sowie
des Integrins CD11b aus. XCR1 und CX3CR1 definieren somit funktionell distinkte, sich nicht
Uberlappende DC-Population.

Um die Funktion der XCR1" DCs in vivo zu untersuchen, sollte ein Mausmodell generiert
werden, in welchem dieser DC-Subtyp spezifisch depletiert ist. Dieses Modell sollte die Rolle
von XCR1" DCs im Ruhezustand sowie in Infektionsstudien aufzeigen. Durch die Technik des
knock in konnte keine gewinschte Mauslinie erhalten werden, sodass alternativ. mit der
Herstellung einer BAC-transgenen Mauslinie mit vergleichbarer Funktion begonnen wurde.

Im menschlichen Immunsystem gelang es, XCR1" DCs im peripheren Blut zu identifizieren,
wobei die XCR1-Expression ausschlieBlich auf CD141" DCs beschrankt war. Kokultur-
experimente mit einem zytotoxischen T-Zell-Klon ergaben, dass CD141*XCR1" DCs die anderen
humanen DC-Subtypen in ihrer Kapazitdt zur Kreuzprdsentation von ldslichem und
zellassoziiertem Antigen deutlich tbertreffen. Somit konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass

93



Zusammenfassung / Summary

CD141"XCR1" DCs des Menschen das funktionelle Homolog zu kreuzprasentierenden
CD8"XCR1" DCs der Maus darstellen.

5.2 Summary

The background for this study was the observation of selective expression of the chemokine
receptor XCR1 on CD8" Dendritic cells (DCs) of the murine spleen. CD8" DCs are specialized in
cross-presentation of extracellular antigen which is essential for the induction of cytotoxic
T-cell-responses against viral infections and tumor cells. While it was known previously that the
XCR1-ligand ATAC induces chemotaxis of this DC-subtype, the distribution and function of
XCR1" DCs outside of the spleen remained elusive.

We analyzed the localization of XCR1" DCs using a LacZ-reporter mouse and focusing mainly
on the intestinal system. We found that XCR1" DCs in the tested lymphatic organs co-localize
with T-cells and occur in the small intestine abundantly. Phenotypically, XCR1" DCs co-express
surface proteins referred to in the literature as markers of cross-presenting DCs (CD8, CD103,
CD205 and CD207). Upon an inflammatory stimulus the XCR1" subset gains a migratory
character in the intestinal organs. These results show that XCR1 defines a DC-subtype in
lymphatic organs and the periphery that represents a phenotypic and functional unity. It can be
assumed that the entirety of XCR1" DCs, like the XCR1'CD8" of the spleen, is superior in cross-
presentation of antigen and in the activation of cytotoxic T-cells. XCR1-negative DCs are
characterized by the expression of the chemokine receptor CX3CR1 and the integrin CD11b.
XCR1 and CX3CR1 define functional distinct and non-overlapping DC-populations.

To further characterize the function of XCR1" DCs in vivo, we propose the production of a
mouse-line with specific depletion of this DC-subset. This model will enable the demonstration
of the role of XCR1" DCs in the steady state and in infectious studies. However, using the
knock-in technique, no suitable mouse-line could be obtained. As an alternative approach, we
started the generation of BAC-transgenic mice allowing comparable analyses.

In humans XCR1" DCs were identified in the peripheral blood, whereas XCR1-expression was
limited to the subset of CD141" DCs. Co-culture-experiments with a cytotoxic T-cell-clone
revealed that CD141"XCR1" DCs excel in their capacity for cross-presentation of soluble and
cell-associated antigen compared to the other DC-subsets. Summarizing these results show that
human CD141"XCR1" DCs are the functional homologue of cross-presenting CD8"XCR1" DCs
in the mouse.
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activation-induced, T cell-derived and chemokine-related molecule
C57BL/6

basic leucine zipper transcription factor 3
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beta-2-Mikroglubulin

bakterielles artifizielles Chromosom
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cluster of differentiation, Unterscheidungsgruppe
conventional DC, konventionelle DC
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C3H,0CIO;PNa,

C-type lectin domain family 9A
4’,6-Diamidino-2-Phenylindol

Dendritic Cell, dendritische Zelle

Digoxigenin

zweifach deionisiertes Wasser

CD4CD8 DC

deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsdure
deoxyribonuclease, Desoxyribonuklease
Diphtherietoxin

Diphtherietoxin Untereinheit A
Diphtherietoxinrezeptor

Escherichia coli

Ethylendiaminotetraessigsiure

enhanced green fluorescent protein

Enzyme Linked Immuno Sorbant Assay, enzymgekoppelter Immunadsorptionstest
epithelial cell adhesion molecule

embryonic stem cell, embryonale Stammzelle
Fluorescence Activated Cell Sorter
6-Carboxy-Fluorescein

fetal calf serum, fotales Kéilberserum

Flippase recombination enzyme

Fms-related tyrosine kinase 3 ligand

Flp recognition target

forward scatter; Vorwartsscatter

Glykosaminoglykan

116



Abkiirzungsverzeichnis

GALT
GM-CSF
HCMV
HLA
IFN

Ig

IL
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gut-associated lymphoid tissue, darmassoziiertes lymphatisches Gewebe
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

Humanes Cytomegalie Virus

human leukocyte antigen, humanes Leukozytenantigen
Interferon

Immunglobulin

Interleukin

intraperitoneal

Interferon regulatory factor 8

Lysogeny broth

Lymphozytires Choriomeningitis Virus

locus control region, Lokuskontrollregion

lymph node, Lymphknoten

Lamina propria

Lipopolysaccharid

Magnetic Activated Cell Sorting

monoklonaler Antikdrper

murines Cytomegalie Virus

murine embryonic fibroblast, muriner embryonaler Fibroblast
mesenteric LN, mesenteraler LN

minor groove binder

major histocompatibility complex, Haupthistokompatibilititskomplex
MHC-Klasse-I

MHC-Klasse-II

Mitomycin ¢

monozytengenerierte DC

messenger ribonucleic acid, Boten-Ribonukleinséure
microfold-Zelle

nectin-like molecule 2

natural killer cell, Natiirliche Killerzelle

natural killer T cell, Natiirliche Killer-T-Zelle

Ovalbumin

peripheral blood mononuclear cell, mononukleére Zellen aus peripherem Blut
phosphate buffered saline, Phosphat-gepufferte Salzlosung
polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion

RNA Integrity Number

plasmacytoid DC, plasmazytoide DC

Phycoerythrin
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pH negativer dekadischer Logarithmus der H'-Ionenkonzentration
PMA Phorbol 12-Myristat-13-Azetat

PP Peyerscher Plaque

RNA ribonucleic acid, Ribonukleinsidure

RT-PCR reverse transcriptase polymerase chain reaction

SCM-1 single cysteine motif-1

SSC sidescatter, Seitwérts-scatter oder saline-sodium citrate buffer, Natriumcitratpuffer
TAMRA 6-Carboxy-tetramethylrhodamin

Thl T-Helferzelle Typ 1

TLR Toll like receptor, Toll-dhnlicher Rezeptor

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

WT Wildtyp

X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-p-D-galactopyranosid
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