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1 EINLEITUNG

1.1 Das Immunsystem: Ein Zusammenspiel zwischen
angeborener und adaptiver Immunabwehr

Das Immunsystem ist ein komplex aufgebautes System des menschlichen Orga-
nismus, dessen Hauptaufgabe darin besteht, den Korper vor infektiosen Erregern
zu schutzen und gleichzeitig eine immunologische Balance aufrecht zu halten.
Diese komplexe Aufgabe gelingt nur durch die Zusammenarbeit der angeborenen
und der adaptiven Immunabwehr, welche eine untrennbare Einheit bilden
(Janeway, 2001). Die Hauptfunktion der angeborenen Abwehr ist es, Pathogene
oder Zeichen von Gewebsuntergang und Entziindung aufzusplren und mit Hilfe
ihrer Effektoren eine Immunantwort zu initiieren. Zu den zellularen Effektoren des
angeborenen Immunsystems gehoren Phagozyten und naturliche Killer Zellen (NK
Zellen). Die humoralen Mediatoren stellen unter anderem Komplementfaktoren
oder Akute-Phase-Proteine dar (Hof and Dorries, 2005). Die phagozytierenden
Zellen der angeborenen Abwehr verfugen Uber eine Reihe an Oberflachenrezepto-
ren, die korperfremde Substanzen erkennen kénnen, ohne dass der Organismus
zuvor mit diesen Molekulen in Verbindung gekommen sein muss. Die unspezifi-
sche Immunabwehr ist in der Lage eine Infektion schnell zu kontrollieren, besitzt
jedoch nicht die Fahigkeit, ein immunologisches Gedachtnis auszubilden. Nur
durch die Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses aber kann der Orga-
nismus eine lang anhaltende Immunitat gegen Infektionserreger aufbauen. Im
Laufe der evolutionaren Entwicklung kam ein zweiter wichtiger Teil des Immunsys-
tems hinzu: Die erworbene, Antigen-spezifische Immunabwehr. Die Effektoren
dieser adaptiven Immunabwehr sind hauptsachlich T- und B-Lymphozyten. Pro-
fessionelle Antigen-prasentierende Zellen (APCs) verfligen Uber eine gro3e Ober-
flache, sogenannte major histocompatibility complex (MHC) Molekule und viele
andere kostimulatorische Molekiile. Uber diese Molekiile kénnen Antigene an nai-
ve T-Lymphozyten prasentiert und diese so aktiviert werden. Im Verlauf der Im-
munantwort kommt es zur klonalen Proliferation von Antigen-spezifischen T-Zellen
(Liu and Janeway, 1992). Die entstehenden T-Zell Effektoren kénnen Uber den
Blutstrom in infizierte oder entzindete Gewebe einwandern und ubernehmen als
CD4" Ty1-, CD4" Ty2- und CD8" T-Zellen multiple immunregulatorische Aufgaben.

Naive B-Lymphozyten kénnen im Gegensatz zu naiven T-Lymphozyten auch Anti-
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gene in Losung erkennen, binden und in das Zellinnere aufnehmen. Nach der pro-
teolytischen Spaltung werden die Antigene auf MHCII Molekilen an der Oberfla-
che der B-Zelle prasentiert. Erkennt eine aktivierte Antigen-spezifische CD4" T-
Zelle auf der Oberflache eines B-Lymphozyten ein ihr bereits bekanntes Antigen,
produziert die CD4" T-Zelle verschiedene Zytokine und regt die B-Zelle hierdurch
zur weiteren Differenzierung in eine Antikdrper produzierende Plasmazelle an.
Sowohl B- als auch T-Zellen kdnnen sich zu langlebigen Gedachtniszellen entwi-
ckeln, die bei einem erneuten Kontakt mit dem fur sie spezifischen Antigen zu ei-
ner beschleunigten spezifischen Abwehr befahigt sind und schnell proliferieren
(Hof and Dorries, 2005). Die Entwicklung dieser Gedachtniszellen bildet die
Grundlage fur die Funktion und Neuentwicklung von Impfstoffen (Kalia et al., 2006;
Pulendran and Ahmed, 2006).

Auch wenn er sich Uber die genauen Mechanismen noch nicht im Klaren war, ge-
lang dem englischen Arzt Edward Jenner bereits 1796 mit der ersten erfolgreichen
Impfung gegen Pockenviren eine weitreichende Entdeckung, welche die zentrale
Rolle des Immunsystems in der Weiterentwicklung neuer medizinischer Thera-
piemdglichkeiten zeigt (s. Ubersichtsarbeit von Kaufmann, 2007). Bis heute geh6-
ren Impfungen zu den wirkungsvollsten MalRnahmen fur einen andauernden
Schutz gegen Infektionen und deren Ausbreitung in der Bevdlkerung. Nur so konn-
ten Erkrankungen wie die Poliomyelitis oder die Infektion mit Haemophilus

influenzae (Typ b) auf ein Minimum reduziert werden (Robert Koch Institut, 2007).

1.2 Dendritische Zellen

Der kanadische Immunologe Ralph Marvin Steinman wurde im Oktober 2011 vom
Nobelpreiskomitee in Stockholm zum Preistrager fur Medizin 2011 erklart. Trotz
seines Todes drei Tage vor der Auszeichnung, entschied sich das Komitee, am
Preis fur Steinman festzuhalten und ihn fur sein Lebenswerk und die jahrzehnte-
lange Forschung an Dendritischen Zellen (DCs) zu ehren (Kupferschmidt, 2011).
Bereits 1973 entdeckte Steinman die DC, erntete jedoch erst in den 1990er Jah-
ren zunehmend Anerkennung fur seine Entdeckung und revolutionierte nachhaltig
die Ansichten Uber das Immunsystem und seine Funktionsweise (Albrecht, 2011).
Da den Wissenschaftlern immer mehr bewusst wurde, welche grole Bedeutung

diesen Zellen zugeschrieben werden muss, wurden in den letzten Jahrzehnten
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groflite Anstrengungen betrieben, um die Differenzierungs- und Abstammungswe-

ge, Phanotypen, Aufgaben und Besonderheiten der DCs aufzuklaren.

DCs differenzieren sich aus Knochenmarksstammzellen und wandern als Vorlau-
fer DCs in das periphere Blut ein. Dort machen sie nur einen geringen Prozentsatz
der Zellen aus, sodass ihre Isolierung und Kultivierung lange Zeit ein grof3es Hin-
dernis fur die Forschung an diesen Zellen darstellte. Inzwischen kénnen DCs je-
doch in groRen Mengen durch Kultivierung mit verschiedenen Zytokinen aus hu-
manen Blutmonozyten, menschlichem Nabelschnurblut oder Knochenmark, sowie
aus Knochenmark oder Blut von Mausen gewonnen werden (Inaba et al., 1992;
Reid et al., 1992; Santiago-Schwarz et al., 1992; Inaba et al., 1993; Peters et al.,
1996). Ursprunglich wurde davon ausgegangen, dass DCs rein myeloiden Ur-
sprungs sind. Inaba et al. konnten bereits frih zeigen, dass Granulozyten, Mo-
nozyten und DCs mit Hilfe des Granulozyten Makrophagen koloniestimulierenden
Faktors (GM-CSF) aus murinen Knochenmarksvorlauferzellen generiert werden
kénnen (Inaba et al., 1992; Inaba et al., 1993). Kulturen humaner CD34" Kno-
chenmarkslauferzellen entwickelten sich zu CD1a” Monozyten, Granulozytenvor-
lauferzellen oder zu einer bipotenten Vorlauferzellpopulation, die sich wiederum in
Kultur mit GM-CSF zu DCs oder zusammen mit dem Makrophagen koloniestimu-
lierenden Faktor (M-CSF) zu Monozyten weiterentwickelte (s. Ubersichtsarbeit von
Shortman and Caux, 1997). Beweisend fur eine myeloide Abstammung muriner
DCs waren jedoch verschiedene Studien, in denen schon kurze Zeit nach der
Transplantation muriner myeloider Vorlauferzellen (CMPs) in bestrahlte Empfan-
germause plasmazytoide DCs (pDCs) und konventionelle DCs (cDCs) in der Milz
und im Thymus der Mause nachzuweisen waren (Traver et al., 2000; Manz et al.,
2001a; Wu et al., 2001). Inzwischen liegen aber ausreichend viele Belege dafur
vor, dass neben myeloiden auch lymphoide Vorlauferzellen fir DCs existieren.
DCs und verschiedene lymphoide Zellen verfugen Uber gemeinsame Oberfla-
chenmarker wie CD8 (als ao Homodimer), CD2, BP-1 und CD25, was Vremec et
al. bereits fruh mutmalien lie3, dass eine gemeinsame lymphoide Vorlauferzellen
vorliegen konnte (Vremec et al., 1992). AuRerdem sind lymphoide Vorlauferzellen
(CLPs) aus murinem Knochenmark sowohl in vitro als auch in vivo in der Lage,
sich zu DCs zu entwickeln (Manz et al., 2001b; Wu et al., 2001).
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Um die multiplen Aufgaben im Immunsystem zu erfullen, entwickelten sich unter-
schiedliche Untergruppen von DCs. In der Maus werden die DCs in zwei grofe
Hauptgruppen eingeteilt: Zum einen in die Gruppe der pDCs (CD11c¢” B220*
CD45RA™ PDCA1"), die auch als Typ-1 Interferon produzierende Zellen bekannt
sind und zum anderen in die Gruppe der cDCs (CD11c” B220" CD45RA™ PDCA1")
(s. Ubersichtsarbeit von Shortman and Liu, 2002). Es konnte bereits gezeigt wer-
den, dass murine DCs, die von lymphoiden Vorlauferzellen abstammen, grofe
Mengen an IL-12 produzieren und weniger Phagozytose als DCs myeloider Ab-
stammung betreiben (Pulendran et al., 1997; Leenen et al., 1998). Es konnte je-
doch sowohl fir DCs lymphoider als auch myeloider Abstammung in der Maus in
vivo gleichermalen eine effektive CD4" T-Zell Aktivierung nachgewiesen werden
(Maldonado-Lopez et al., 1999).

Daruberhinaus scheint der FLT3-Ligand (FLT3-L) eine wichtige Rolle bei der Diffe-
renzierung muriner Knochenmarksvorlauferzellen zu DCs zu spielen. Aulderdem
konnte gezeigt werden, dass FLT3-L Injektionen zu einer deutlichen Vermehrung
von DCs myeloider und lymphoider Herkunft in mehreren Organen der Maus fuhr-
ten, wohingegen GM-CSF in erster Linie eine Vermehrung der DCs abstammend
von myeloiden Vorlauferzellen ausldste (Shurin et al., 1997; Lyman and Jacobsen,
1998; Pulendran et al., 1999). Inwiefern es bei der Maus eine Verknlpfung zwi-
schen der Entwicklung von Langerhans Zellen, den Langerin exprimierenden DCs
der Haut und DCs lymphoider und myeloider Abstammung gibt, ist noch nicht bis
ins Detail erforscht. Verschiedene Studien konnten jedoch zeigen, dass die Ent-
wicklung von Langerhans Zellen in der Maus abhangig ist von der Anwesenheit
von TGF-beta 1 (Borkowski et al., 1996). Im Menschen wurden die Subgruppen
von DCs bislang nicht so ausfuhrlich untersucht wie im murinen Organismus, sie
lassen sich aber ebenfalls in die beiden Hauptgruppen cDCs (CD11c¢* CD123"°"
BDCA-2") und pDCs (CD11c” CD123"9" BDCA-2*) einteilen (lto et al., 2005). Die
Entwicklung humaner DCs nimmt ihren Ausgang bei CD34" Vorlauferzellen im
Knochenmark. Myeloide CD34" Vorlauferzellen differenzieren sich im Blut zu
CD14" CD11¢" CD1" oder CD14 CD11c’ CD1" Vorlauferzellen. Die CD14"
CD11c* CD1 Population reift unter Einfluss von IL-4 und GM-CSF zu interstitiellen
DCs heran, wéhrend GM-CSF, IL-4 und TGF-beta die CD14" CD11" CD1" Popula-
tion zur Differenzierung zu Langerhans Zellen anregen (Romani et al., 1994; Ito et

al., 1999). TGF-beta scheint also sowohl bei der Maus als auch beim Menschen
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ein wichtiger Faktor fur das Heranreifen von Langerhans Zellen zu sein (Borkowski
et al., 1996; Strobl et al., 1997). Lymphoide CD34" Vorlauferzellen entwickeln sich
im peripheren Blut zu CD14” CD11" CD4" IL-3Ra* Zellen, die nur unter dem Ein-
fluss von IL-3 Uberleben kdnnen und sich bei Anwesenheit von CD40-Liganden zu
reifen humanen pDCs weiter entwickeln (Grouard et al., 1997; Banchereau et al.,
2000). Moglicherweise stellen sie das Pendant fur murine DCs lymphoider Ab-
stammung dar (Banchereau et al., 2000; Shortman and Liu, 2002). Die Injektion
von FLT3-L erhdht ahnlich wie im Organismus der Maus die Anzahl nachweisba-

rer DCs im menschlichen Blut (Maraskovsky et al., 2000).

Auch wenn Uber die genauen Abstammungswege der DCs noch keine allgemeine
Einigkeit herrscht und sich die Subpopulationen in ihren Oberflachenmarkern, Lo-
kalisationen und Migrationseigenschaften unterscheiden, haben DCs eine ge-
meinsame Eigenschaft: Es handelt sich um APCs, die an der Schnittstelle zwi-
schen angeborenem und erworbenem Immunsystem wirken (s. Ubersichtsarbeiten
von Steinman, 1991; Banchereau and Steinman, 1998). Sie sind in der Lage Anti-
gene aufzunehmen, in ihrem Zellinneren zu prozessieren und sie dann mit Hilfe
von MHC Molekulen an ihrer Oberflache zu prasentieren. DCs durchlaufen wah-
rend ihrer Entwicklung verschiedene Phasen, in denen sich Migrationseigenschaf-
ten, Reifegrad, Expression von Oberflachenmolekulen und Sekretion von Boten-
stoffen verandern. Sind keine inflammatorischen Signale vorhanden, wie es im
immunologischen Gleichgewichtszustand (sog. steady-state) der Fall ist, verblei-
ben DCs in einem unreifen, gering aktivierten Zustand (iDCs) und exprimieren nur
wenige MHCII und kostimulierende Molekule auf ihrer Oberflache. Als iDCs besie-
deln sie den gesamten Korper, internalisieren und prasentieren kontinuierlich kor-
pereigene Antigene und kdnnen so T-Zell Reaktionen gegen Selbstantigene regu-
lieren und die Aktivitat des Immunsystems kontrollieren (s. Ubersichtsarbeit von
Geijtenbeek et al., 2004). Aulerdem kdnnen iDCs die Generierung regulatorischer
T-Zellen (Tegs) vorantreiben. Diese beiden Mechanismen sind wichtig, um der
Entstehung von Autoimmunprozessen entgegen zu wirken und eine Immunbalan-
ce aufrechtzuerhalten. Bei mikrobieller Infektion, Zelluntergang oder Entzindung
(sog. Gefahrensignale (danger signals)), werden DCs Uber den Blutstrom in die
betroffenen inflammatorischen Gewebe verteilt, nehmen dort Fremd- oder Selbst-
antigene auf und wandern anschliel3end in sekundare lymphatische Organe, meist

Lymphknoten (LKs), ein. Als nun reife DCs exprimieren sie zusatzliche kostimula-
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torische Oberflachenmolekule, erhohen die Dichte an MHCII Molekulen und pro-
duzieren proinflammatorische Zytokine und Chemokine. Nur so kénnen Antigen-
fragmente effizient an naive T-Zellen prasentiert und die Proliferation von Antigen-
spezifischen T-Helferzellen (T Zellen) initiiert werden (Banchereau and Steinman,
1998). Die Ty Zellen steuern im weiteren Verlauf die Aktivitat verschiedener ande-
rer Immuneffektoren wie Antigen-spezifischer CD8" zytotoxischer T-Zellen (CTLs),
B-Zellen, Makrophagen, Eosinophiler und NK Zellen. Abbildung 1 zeigt einen

schematischen Uberblick (iber die Immunregulation durch DCs.

Nicht lymphatisches Gewebe Drainierende Lymphknoten

s Immunitat
»
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Abbildung 1: Immunregulation durch DCs

Ohne inflammatorische Signale verbleiben DCs im immunologischen Gleichgewichtszustand
(steady-state) und sorgen flr die Aufrechterhaltung der peripheren T-Zell Toleranz. Bei mikrobieller
Infektion, Zelluntergang oder Entziindung (Gefahrensignale) werden die DCs aktiviert und wandern
vermehrt in sekundare Lymphorgane ein, wo sie Antigene an naive T-Zellen prasentieren und die
Generierung einer Immunantwort initiileren. Abbildung 1 modifiziert nach Shortman and Liu, 2002.
Abkurzungen: CD, cluster of differentiation; DC, Dendritische Zelle; Ty, T-Helferzelle.

Welche Effektor T-Zellen heranreifen, hangt von drei Dingen ab: Dem T-Zell Re-
zeptor, der MHC Klasse und den Zytokinen. Naive CD4" T-Zellen binden Uber ih-
ren T-Zell Rezeptor MHCII Molekiile, naive CD8" T-Zellen hingegen binden MHCI
Molekule. In Anwesenheit von IL-2 und IL-12 entwickeln sich naive T-Zellen
hauptséachlich zu IFNy-produzierenden CD4" Ty1-Zellen und CTLs (Murphy et al.,
1994; Sparwasser et al., 2000). Ty1-Zellen sind malRgeblich an der Aktivierung

von Phagozytoseprozessen intrazellularer Pathogene beteiligt (Maldonado-Lopez
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et al., 1999; Pulendran et al., 1999; Napolitani et al., 2005). CD4" Ty17-Zellen und
IL-17 produzierende CD8" T-Zellen reifen unter dem Einfluss von TGF-R und pro-
inflammatorischer Zytokine wie IL-6, IL-21 und IL-23 (He et al., 2006; Veldhoen et
al., 2006). IL-4, das von spezifischen DCs und Basophilen sezerniert wird, fuhrt
zur Entstehung von CD4" Ty2-Zellen (Sokol et al., 2008). Ty2-Zellen produzieren
IL-4, IL-5 und IL-13 und kdnnen so effizient Parasiten bekampfen (Seder et al.,
1992). Sie beeinflussen aber auch Ty1-induzierte Immunantworten und fihren zu
allergischen Erkrankungen wie Asthma bronchiale (s. Ubersichtsarbeiten von
Luster and Tager, 2004; Kaufmann, 2007; Steinman and Banchereau, 2007;
Stephani, 2008; Koyasu and Moro, 2011). Abbildung 2 veranschaulicht die Ent-

wicklung unterschiedlicher Subpopulationen von T-Zellen.

IL-17, IL-22,
Tul7 IL-27

T.1 IFNy, IL-2,
. TNF, GM-CSF
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T
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Abbildung 2: Unterschiedliche Subpopulationen von CD4" und CD8" T-Zellen

Naive CD4" T-Zellen entwickeln sich zu Tregs: Th1-, Tu2- oder Ty17-Zellen. Naive CD8" T-Zellen
werden zu CTLs und IL-17 produzierenden Zellen. Abbildung 2 modifiziert nach Luster and Tager,
2004; Kaufmann, 2007; Stephani, 2008.

Abkurzungen: CD, cluster of differentiation; CTL, zytotoxische T-Zelle; GM-CSF, Granulozyten
Makrophagen koloniestimulierender Faktor; IFN, Interferon; IL, Interleukin; TGF, transformierender
Wachstumsfaktor; Ty, T-Helferzelle; TNF, Tumornekrosefaktor; T,.q, regulatorische T-Zelle.
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1.3 Rezeptoren Dendritischer Zellen

Fir die Unterscheidung zwischen Pathogenen und Selbstantigenen verfiugen DCs
auf ihrer Oberflache Uber eine Bandbreite an Rezeptoren, die den DCs ermdgli-
chen, Antigene zu erkennen, diese in ihr Zellinneres aufzunehmen und verschie-
dene Signaltransduktionswege zu aktivieren. So kdnnen entweder effektive Im-
munantworten gegen die Pathogene generiert oder die immunologische Aktivitat
gedrosselt werden. Diejenigen Rezeptoren, die zur Erkennung von Pathogenen
wichtig sind, werden als Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) bezeichnet. Die
PRRs erkennen mit den Pathogenen assoziierte molekulare Muster (PAMPs),
welche charakteristische Erregerbestandteile darstellen und fiir das Uberleben von
Pathogenen essentiell sind. Es handelt sich hierbei insbesondere um Bestandteile
der Zellwand oder Ribonukleinsduren, wobei die meisten Pathogene Uber mehrere
verschiedene PAMPs verfigen und somit auch gleichzeitig von unterschiedlichen
PRRs erkannt werden kénnen (s. Ubersichtsarbeit von Janeway and Medzhitov,
2002). Die beiden groRten Rezeptorgruppen stellen die Toll-like Rezeptoren
(TLRs) und die C-Typ Lektine (CLRs) dar. AuRerdem verfigen DCs uber NOD-like
Rezeptoren (NLRs), RIG-like Helikasen (RLHs), Triggering receptors expressed
on myeloid cells (TREMs) und Fc-Rezeptoren (s. Ubersichtsarbeit von Guy, 2007).

Aus Abbildung 3 werden die verschiedenen Rezeptortypen von DCs ersichtlich.

Die am besten erforschte und charakterisierte Gruppe ist die Familie der TLRs.
Aktuell sind zehn Subtypen beim Menschen und 12 in der Maus bekannt, wobei
diese entweder auf der Zelloberflache (TLR 1, 2, 4, 5, 6, 10-13) oder auf der
Membran von Endosomen (TLR 3, 7, 8, 9) im Zellinneren vorkommen. TLRs sind
in der Zell- oder Endosomenmembran verankert und erkennen spezifische Patho-
genkomponenten wie Lipoproteine, Lipopolysaccharide (LPS), Flagellin oder bak-
terielle Desoxyribonukleinsaure (DNS), aber auch endogene Proteine wie Hitze-
schock Proteine, die bei Schadigung von Gewebe freigesetzt werden. Die TLRs
geben nach der Bindung Informationen uber ihre Liganden mit Hilfe von Signal-
kaskaden in das Zellinnere der DCs weiter und |6sen Prozesse aus, die zur Rei-
fung der DCs fuhren, die Produktion von Zytokinen und kostimulatorischen Mole-
kilen vorantreiben und auf diese Weise die T-Zell Aktivierung ermdglichen (s.

Ubersichtsarbeiten von Figdor et al., 2002; Janeway and Medzhitov, 2002).
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Abbildung 3: Rezeptortypen auf DCs

TREMSs, NLRs, RLHs und TLRs erkennen spezifische PAMPs und flhren tber verschiedene Sig-
naltransduktionswege zur Aktivierung von DCs. CLRs und Fc-Rezeptoren hingegen sind speziell
fur die Antigenaufnahme in die DCs wichtig. Abbildung 3 modifiziert nach Guy, 2007 und Ste-
phani, 2008.

Abkurzungen: CLRs, C-type Lektine; Fc, Fragment crystallisable; NLRs, NOD-like Rezeptoren;
RLHs, RIG-like Helikasen; TLRs, Toll-like Rezeptoren; TREMSs, Triggering receptors expressed on
myeloid cells.

Eine zweite groRe Gruppe bilden die CLRs. Diese Familie besteht aus 17 ver-
schiedenen Rezeptoren, die als Transmembranproteine oder in Iéslicher Form
vorkommen. Zu den I6slichen Formen zahlt man unteranderem das Mannose-
bindende Lektin (MBL), welches im Blutplasma zu finden ist und die Surfactantpro-
teine A und D (SP-A oder SP-D), die von Epithelzellen in der Lunge produziert
werden (Kawasaki et al., 1983; Wintergerst et al., 1989). Die membrangebunde-
nen CLRs werden hauptsachlich auf iDCs exprimiert, kommen aber auch auf an-
deren APCs wie Makrophagen vor und sind selten auf DCs aus dem Blut oder auf
Langerhans Zellen zu finden. Die CLRs setzen sich aus einem zytoplasmatischen
und einem extrazellularen Anteil zusammen, die Uber eine transmembrandse Re-
gion verbunden sind. Der zytoplasmatische Anteil besteht je nach CLR aus unter-
schiedlichen Elementen, die fur die Signalubertragung und Antigenaufnahme
wichtig sind. Der extrazellulare Anteil enthalt eine spezielle Erkennungsregion fur

komplexe Zuckermolekule, die Erkennungsregion fur Kohlenhydratstrukturen
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(CRD), die uber zwei Kalziumbindestellen verfugt, welche essentiell fur die Binde-
funktion und die strukturelle Integritat der CLRs sind (Drickamer, 1999). Die Ami-
nosauresequenz der CRD hat wesentlichen Einfluss darauf, ob das jeweilige Lek-
tin bevorzugt mannose-, fukose- oder galaktosereiche Zuckermolekule bindet. Nur
unter Mithilfe von Kalziumionen konnen die CLRs spezifische Kohlenhydratstruktu-
ren auf der Oberflache von Pathogen erkennen und die Erreger zum lysosomalen
Abbau und darauf folgender Antigenprasentation in die DCs aufnehmen. Da Uber
50% der menschlichen Proteine glykosyliert sind, ist es nicht verwunderlich, dass
CLRs auch Zuckerverbindungen auf Selbstantigenen erkennen und auf diese
Weise Toleranzbildung, Signaltransduktion, Zelladhasion und Zellmigration vermit-
teln (s. Ubersichtsarbeiten von Figdor et al., 2002; van Kooyk and Geijtenbeek,
2003; Geijtenbeek et al., 2004). Die verschiedenen CLRs unterscheiden sich ge-
ringfugig in ihrem molekularen Aufbau und werden daher in Typ | und Typ Il CLRs
unterteilt. Typ | CLRs kénnen uber mehrere CRDs verfugen und ihr N-Terminus ist
aullerhalb des Zytoplasmas gelegen. Zu dieser Untergruppe gehéren der Makro-
phagen Mannose Rezeptor (MMR, CD206) und DEC-205 (CD205). Alle anderen
CLRs gehdren zum Typ Il. Diese besitzen nur eine CRD und ihr N-Terminus zeigt
in das Zytoplasma (s. Ubersichtsarbeit von Figdor et al., 2002). Abbildung 4 gibt
einen schematischen Uberblick (iber den Aufbau der wichtigsten Typ | und Typ |I
CLRs.

1.4 Das C-Typ Lektin DC-SIGN

Curtis et al. beschrieben 1992 ein Human immunodeficiency virus(HIV)-1 envelo-
pe glycoprotein gp120 binding C-type lectin, das sie aus der menschlichen Plazen-
ta isoliert hatten (Curtis et al., 1992). Als eine niederlandische Forschungsgruppe
im Jahr 2002 eine ausfuhrliche Beschreibung zu DC-SIGN publizierte, wurde das
Protein von 1992 als ein spezifischer Rezeptor flir DCs wiederentdeckt. Der Name
Dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3 grabbing non-integrin wur-
de von den Wissenschaftlern zum einen aufgrund seiner spezifischen Expression
auf DCs und zum anderen wegen seiner hohen Bindungsaffinitadt zum interzellula-
ren Adhasionsmolekul (ICAM)-3 gewahlt (Geijtenbeek et al., 2000c). DC-SIGN ist

ein 44kDA grolRer Rezeptor, der zur Gruppe |l der Transmembranproteine gehort.
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Abbildung 4: Uberblick iiber die wichtigsten Typ | und Typ Il CLRs

Die Typ | Lektine MMR und DEC-205 verfiigen Uber ein Aminoterminal Cysteine-Rich Repeat (S-S)
und acht bis zehn CRDs. Die Typ Il Lektine haben nur eine CRD, die sich am Carboxylende ihres
extrazelluldren Anteils befindet. Wahrend die Anzahl der Tandem Repeats im extrazellularen Anteil
von DC-SIGN immer konstant ist, variiert diese bei L-SIGN zwischen vier und zehn. Abbildung 4
modifiziert nach Figdor et al., 2002.

Abkurzungen: BDCA-2, Blood DC Antigen-2; CLEC-1, C-type lectin-like receptor 1; CRD, Erken-
nungsregion fur Kohlenhydratstrukturen; DCIR, dendritic cell immunoreceptor; DC-SIGN, Dendritic
cell-specific intercellular adhesion molecule-3 grabbing non-integrin; Dectin-1/-2, DC-associated C-
type lectin 1 oder 2; DLEC, dendritic cell lectin; L-SIGN, liver/lymph node-specific ICAM-3-grabbing
non-integrin; MMR, Makrophagen Mannose Rezeptor.

Die Gensequenz von DC-SIGN ist auf Chromosom 19p13 lokalisiert, wo sie zu-
sammen mit Genen, die auch fur L-SIGN und CD23 kodieren, eine Einheit von
105kb bildet (Soilleux et al., 2000). DC-SIGN wird in erster Linie von DCs expri-
miert, ist aber in geringen Mengen auch auf Makrophagen und einer kleinen
Gruppe von pDCs im Blut zu finden (Geijtenbeek et al., 2000c; Engering et al.,
2002b; Soilleux et al., 2002). DC-SIGN™ DCs kénnen in der Haut, in der Schleim-
haut, in der Lunge, im Gastrointestinaltrakt, in der Cervix, in der Plazenta und in
Lymphknoten nachgewiesen werden. DC-SIGN wird jedoch nicht auf dermalen
Langerhans Zellen exprimiert (Koppel et al., 2005). Aulderdem konnten zwei DC-

SIGN" Vorlauferpopulationen im peripheren Blut identifiziert werden, die sich in
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ihrer CD14 Expression unterscheiden (Geijtenbeek et al., 2000a). Die Struktur von
DC-SIGN bilden ein zytoplasmatischer und ein extrazellularer Anteil, die Uber eine
transmembrandse Region verbunden sind. Der zytoplasmatische Anteil enthalt
wichtige Elemente fur die SignalUbertragung (immunoreceptor tyrosine-based ac-
tivation motif (ITAM/Y)) und Antigenaufnahme (di-leucine motif (LL) und tri-acidic
cluster (EEE)). Der extrazellulare Anteil besteht aus einer tetrameren CRD. Diese
wird durch eine alpha-helikale Aminosauresequenz bestehend aus sieben kom-
pletten und einem inkompletten Tandem Repeat, der so genannten Neck Region
stabilisiert (s. Abbildung 5). Die Neck Region wird auf3erdem fir die Oligomerisie-
rung des Rezeptors bendtigt, welche die spezifische Erkennung von Kohlenhydra-

ten ermdglicht (s. Ubersichtsarbeit von van Kooyk and Geijtenbeek, 2003).

Zytoplasmatischer Anteil Extrazellularer Anteil

= e

™ Neck CRD

Abbildung 5: Aufbau und Struktur von DC-SIGN

Der extrazellulare Anteil besteht aus der CRD und der Neck Region. Die transmembrandse Region
teilt den extrazellularen vom intrazellularen Bereich ab, welcher aus verschiedenen Bausteinen flr
die Antigenaufnahme und Signallbertragung besteht. Abbildung 5 modifiziert nach van Kooyk
and Geijtenbeek, 2003.

Abkurzungen: CRD, Erkennungsregion fir Kohlenhydratstrukturen; EEE, tri-acidic cluster; ITAM/Y,
incomplete immunoreceptor tyrosine-based activation motif; LL, di-leucine motifs.

Der kugelformige molekulare Aufbau der CRD Region, welcher aus Abbildung 6
hervorgeht, wird aus 12 p-Faltblattstrukturen, zwei a-Helices und drei Disulfid-
bricken gebildet und verfigt Uber zwei Kalziumbindestellen, welche flr die raumli-
che Konformation der CRD und Bindung der Zuckerverbindungen essentiell sind
(s. Ubersichtsarbeit von van Kooyk and Geijtenbeek, 2003). Nur mit Hilfe von Kal-
ziumionen kann die CRD Region eine selektive Bindung mit verschiedenen Oli-

gosacchariden eingehen (Mitchell et al., 2001).

DC-SIGN ist insbesondere in cholesterin- und glygosphingolipidreichen Memb-
ranmikrodomanen (sog. lipid rafts) zu finden (Caparrés et al., 2006). Soll Antigen
uber DC-SIGN in die DC aufgenommen werden, sind fur die Endozytose ver-
schiedene Membranbestandteile wie Cholesterin, GTPasen wie Dynamine und

sogenannte clathrin-coated pits noétig (Cambi et al., 2009).



Einleitung 21

Bindestelle der CRD Val351
von DC-SIGN 4

Abbildung 6: Die raumliche Konformation der CRD von DC-SIGN

Die CRD von DC-SIGN ist kugelférmig und wird aus 12 g-Faltblattstrukturen, zwei a-Helices und
drei Disulfidbriicken gebildet. Die beiden Kalziumbindestellen sind fir die rdumliche Konformation
und Kohlenhydratbindung essentiell. Abbildung 6 modifiziert nach van Kooyk and Geijtenbeek,
2003.

Abkirzungen: CRD, Erkennungsregion fir Kohlenhydratstrukturen; DC-SIGN, Dendritic cell-
specific intercellular adhesion molecule-3 grabbing non-integrin.

Nach der Endozytose werden die DC-SIGN-Liganden-Komplexe im spaten Endo-
som und Lysosom voneinander getrennt, der Ligand entsprechend weiterverarbei-
tet, wahrend DC-SIGN durch Rezeptorrecycling erneut zur Zelloberflache trans-
portiert wird (Engering et al., 2002a). Im Zellinneren werden abhangig vom jeweils
gebundenen Pathogen verschiedene Signalwege aktiviert. Die Signaltransduktion
von DC-SIGN geht meist mit einer Aktivierung der Serin/Threonin Kinase Raf-1
und dem Transkriptionsfaktor Kernfaktor KappaB (NF-kB) einher (den Dunnen et
al., 2009). Die NF-xB Familie besteht aus mehreren Untereinheiten, wobei der
Prototyp aus einem Heterodimer zwischen p65 und p50 gebildet wird und p65 die
transkriptionell aktive Untereinheit darstellt. Grundlegend fur das Verstandnis der
DC-SIGN Signalubertragungsmechanismen ist, dass DC-SIGN selbst p65 nicht
aktiviert, sondern dessen Aktivitat nur verandern kann, wenn p65 zuvor bereits
von einem anderen Rezeptor, z.B. aus der TLR Familie aktiviert wurde (Gringhuis
et al., 2007). Abbildung 7 zeigt schematisch die Signaltransduktionswege ver-

schiedener Pathogene, die von DC-SIGN gebunden werden.
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Abbildung 7: DC-SIGN Signaltransduktionswege verschiedener Pathogene

Die Aktivierung von Ras fihrt Gber die Src and Pak Kinasen zur Phosphorylierung von Raf-1. Raf-
1 kann dann p65 phosphorylieren und im weiteren Verlauf dessen Acetylierung initiieren, welche
fur die Aktivitdt von p65 essentiell ist. Abbildung 7 modifiziert nach Dunnen et al., 2009.
Abkurzungen: C. albicans, Candida albicans; DC-SIGN, Dendritic cell-specific intercellular adhesi-
on molecule-3 grabbing non-integrin; HIV-1, Human Immunodeficiency Virus 1; M. tuberculosis,
Mpycobacterium tuberculosis; NF-kB, Kernfaktor kappaB; TLR, Toll-like Rezeptor.

Einem anderen Schema der Signalverarbeitung folgt der DC-SIGN Ligand Salp15,
ein Protein, das im Speichel von Ixodes scapularis vorkommt (Anguita et al.,
2002). Salp15 fuhrt Gber die Bindung an DC-SIGN zwar zu einer Aktivierung von
Raf-1, im weiteren Verlauf werden jedoch nicht p65 und NF-kB rekrutiert, sondern
Mitogen-activated protein kinase Kinasen (MEK Kinasen) aktiviert. Raf-1 scheint
demnach eine zentrale Rolle in der DC-SIGN Singalkaskade zu spielen. Die nach-
gelagerten Effektoren, welche die TLR Signaltransduktionswege und die Zyto-
kinantworten beeinflussen, unterscheiden sich jedoch (den Dunnen et al., 2009).
Caparros et al. konnten zeigen, dass durch aDC-SIGN Antikoérper extracellular
signal-regulated protein kinases (ERKs) und Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) ak-

tiviert werden, jedoch weder eine Reifung der DCs noch eine Aktivierung der Mito-
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gen-activated protein kinase p38 ausgelost wird (Caparros et al., 2006). Die Bin-
dung von HIV und DC-SIGN hingegen fuhrt durch den Faktor LARG zu einer ge-
steigerte Aktivitat der RhoA-GTPase, fordert die Bildung von Transfektionssynap-
sen zwischen CD4" T-Zellen und HIV und erhdht die Virusreplikation. Aufierdem
gibt es Hinweise dafur, dass HIV gebunden an DC-SIGN die Signaltransduktions-
wege von TLR4 beeinflusst (Hodges et al., 2007). Viele Pathogene bewirken als
Liganden von DC-SIGN die Bildung Ty1-supprimierender Zytokine und die Gene-
rierung einer Ty2-Antwort. Zudem ist die Expression von DC-SIGN stark abhangig
von der Anwesenheit verschiedener Ty2-Zytokine wie IL-4 (Relloso et al., 2002).
Dies fuhrt zur Annahme, dass die Expression von DC-SIGN zum einen die Entste-
hung eines Ty2-Milieus positiv beeinflusst und zum anderen Erreger die Funktion
von DC-SIGN geschickt ausnitzen. So kann die Erkennung durch das Immunsys-
tem gezielt umgangen und die Ty1-/Ty2-Balance insofern verandert werden, dass
die Erreger uUberleben kénnen. Aulierdem bildet das Th2-Milieu optimale Bedin-

gungen fur die Etablierung chronischer Infektionen.

Analysen bezuglich der Antigenprasentation konnten zeigen, dass Liganden von
DC-SIGN auf MHCI und MHCIlI Molekilen prasentiert werden (Tacken et al.,
2005). DC-SIGN bindet eine Reihe von korpereigenen Strukturen und spielt eine
wichtige Rolle als Adhasionsrezeptor. Seine Namensgebung entstand durch die
hohe Affinitat zu ICAM-3, einem Adhasionsmolekul, das auf T-Zellen exprimiert
wird, die vorubergehende Bindung zwischen T-Zellen und DCs férdert und somit
die Generierung primarer Immunantworten steuert. Daruberhinaus geht DC-SIGN
Bindungen mit ICAM-2 (CD102) ein. Dieses Molekul wird auf Endothelzellen ex-
primiert und spielt eine wichtige Rolle bei der transendothelialen Migration. So wird
es DC-SIGN" Zellen ermdglicht, schnell auf inflammatorische Signale zu reagieren
und durch das GefaRendothel hindurch in das umgebende Gewebe einzuwandern
(Geijtenbeek et al., 2000c). Die Bindung zwischen DC-SIGN und den Neutrophi-
lenproteinen MAC-1 und CEACAM1 ist bedingt durch deren hohe Lewis™ Konzent-
ration. Dies fuhrt nicht nur zur Reifung der DCs, sondern auch zur Generierung
potenter T-Zell Antworten und beeinflusst moglicherweise sogar das Apoptosever-

halten und die Zytokinproduktion von Neutrophilen (van Gisbergen et al., 2005).

DC-SIGN erfullt als PRR eine wichtige Funktion bei der Erkennung von zahlrei-

chen Pathogenen und Fremdantigenen. Es stellt einen bedeutenden Rezeptor fur
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verschiedene Viren wie Ebola-, Zytomegalie- (CMV), Dengue-, Marburg- und
Coronaviren, sowie fur das Hepatitis C Virus (HCV) und HIV dar. Hier erkennt DC-
SIGN insbesondere Glykoproteine der Virushlle. HIV und HCV werden nach der
Bindung an DC-SIGN in nicht-lysosomale Zellorganellen transportiert, sind dort vor
dem Verdau geschutzt und kénnen so der Immunabwehr entkommen. DC-SIGN
fungiert aber auch als Rezeptor fur viele Bakterien. Es bindet Lewis Antigene oder
mannosylierte Proteine von Helicobacter pylori oder gewissen Stammen von
Klebsiella pneumoniae (Appelmelk et al., 2003; Bergman et al., 2004). Das My-
kobakterium tuberculosis verdankt seine Affinitat zu DC-SIGN dem Mannose
capped lipoarabinomannan (ManLAM) und kann durch die Bindung dem intrazellu-
laren Verdau entkommen und eine immunsuppressive IL-10 Antwort induzieren
(Geijtenbeek et al., 2003). Der Hefepilz Candida albicans wird Uber N-Mannan von
DC-SIGN gebunden (Cambi et al., 2003; Cambi et al., 2008). Die fukosylierten
GalNac-beta(1-4)-GlcNac Sequenzen, sowie die Pseudo-Lewis" oder Lewis® Anti-
gene der Eier und Zerkarien von Schistosoma mansoni sind weitere Liganden von
DC-SIGN. AulRerdem werden die Lipophosphoglykane der amastigoten Formen
von Leishmania pifanoi und die hohen Mannosekonzentrationen auf der Oberfla-
che von Leptospiria interrogans von DC-SIGN erkannt (van Die et al., 2003; Meyer
et al., 2005; Gaudart et al., 2008).

Fir DC-SIGN existiert ein homologes Lektin mit der Bezeichnung L-SIGN, DC-
SIGN-related gene (DC-SIGNR) oder CD209L (Soilleux et al., 2000; Bashirova et
al., 2001). Es wird vermutet, dass die Entstehung von DC-SIGN und L-SIGN auf
eine Genduplikation zurlckzufuhren ist, da sie in etwa 77% ihrer Aminosaurese-
quenzen Ubereinstimmen. Der wichtigste Unterschied der beiden SIGN-Molektle
liegt im extrazellularen Anteil der Rezeptoren. Wahrend die Neck Region bei L-
SIGN zwischen vier und zehn Tandem Repeats aufweisen kann, bleibt die Lange
bei DC-SIGN konstant (Bashirova et al., 2001; Khoo et al., 2008). Des Weiteren
kommt es durch den Austausch der Aminosauren Valss1 in der Sequenz von DC-
SIGN gegen Sersg; in der von L-SIGN zu einem Verlust der Wechselwirkungen
zwischen van-der-Waals-Kraften und der 20H-Gruppe des Zuckers Fukose. Dies
erklart auch, warum L-SIGN keine Affinitat zu Lewis™ Antigenen aufweist, da diese
Molekdule reich an Fukose sind (Van Liempt et al., 2004). L-SIGN bevorzugt jedoch
genau wie DC-SIGN komplexe Zuckermolekile mit hohen Konzentrationen an
Mannose. L-SIGN bindet ICAM-3, HIV, HCV, Corona-, Ebola- und Dengueviren,
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sowie Mykobakterien. Wahrend DC-SIGN Leishmania pifanoi bindet, besitzt L-
SIGN eine Affinitat zu Leishmania infantum, dem Erreger der viszeralen Leishma-
nose. L-SIGN stellt aber keinen Rezeptor fur die Neutrophilen Molekilen MAC1
und CEACAM1 dar (Tassaneetrithep et al., 2003; van Gisbergen et al., 2005).
Wahrend DC-SIGN nur auf DCs exprimiert wird, ist L-SIGN auf Endothelzellen in
der Leber, Plazenta, im Endometrium, Darm und in lymphatischen Organen zu
finden. Die sinusoidalen Endothelzellen der Leber stellen eine Gruppe spezialisier-
ter Endothelzellen dar, die MHCII und eine Reihe an kostimulatorischen Molekulen

exprimieren und T-Zell Toleranz induzieren kdnnen (Limmer et al., 2000).

1.5 Generierung einer transgenen hSIGN Maus

In der Maus konnten bisher acht homologe Rezeptoren der SIGN-Familie identifi-
ziert werden: mDC-SIGN (mSIGNR5), mSIGNR1 bis -R4 und mSIGNRG6 bis -R8.
Alle befinden sich auf benachbarten Genorten auf Chromosom acht. Die Neck
Region der murinen SIGN-Molekule ist kurzer als bei den humanen Formen, es
gibt jedoch eine vergleichbar spezifische CRD. mSIGNR?2 liegt als einziger Rezep-
tor in der l6slichen Form vor, da diesem eine transmembrandse Region fehlt. Alle
anderen sind Typ Il Transmembranrezeptoren. Bei mSIGNRG6 handelt es sich um
ein Pseudogen (Koppel et al., 2005; Powlesland et al., 2006). Abbildung 8 gibt
einen Uberblick tGber die SIGN-Molekiile bei Mensch und Maus und deren Struk-

tur.

Das am intensivsten erforschte Protein ist mSIGNR1 (mCD209b), das auf Makro-
phagen in der Milz, in Lymphknoten und im Peritoneum, sowie auf sinusoidalen
Endothelzellen in der Leber gefunden wurde und demnach am meisten Ahnlichkei-
ten mit L-SIGN aufweist. mDC-SIGN hingegen konnte als einziger Rezeptor auf
DCs nachgewiesen werden und wird in hohen Konzentration in Milz, Lunge und
Knochenmark exprimiert. AuRerdem kommt er auf B-Zellen und Vorlauferzellen
von pDCs vor und zeigt seiner Expression zufolge groRte Ahnlichkeiten mit DC-
SIGN (Caminschi et al., 2001; Geijtenbeek et al., 2002a; Koppel et al., 2005).
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Abbildung 8: Schematischer Uberblick iiber die Struktur der murinen und humanen SIGN-
Molekiile

In der Maus existieren acht homologe Rezeptoren fir DC-SIGN. mSIGNR2 liegt in |8slicher Form
vor, mSIGNRG ist ein Pseudogen. Alle Anderen sind Transmembranproteine. Die Mitglieder der
SIGN-Familie verfiigen bis auf mSIGNRG Uber eine spezifische CRD (im Bild gelb unterlegt) und
eine Neck Region, die jedoch bei den Rezeptoren der Maus kirzer ist als bei den SIGN-Molekilen
im Menschen. Schematische Abbildung 8 modifiziert nach Koppel et al., 2005 und Powlesland et
al., 2006.

Abkurzungen: DC-SIGN, Dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3 grabbing non-
integrin; DC-SIGNR, DC-SIGN-related gene; SIGNR, SIGN-related.

Uber die Expression der tbrigen homologen Molekiile ist bisher wenig bekannt.
Obwohl es insgesamt acht SIGN-Molekulle in der Maus gibt, wurden bisher nur
MSIGNR1, mSIGNR3 und mDC-SIGN auf professionellen APCs gefunden
(Geijtenbeek et al., 2002a; Koppel et al., 2005).

Die Bindungseigenschaften der murinen SIGN-Moleklle wurden von Powlesland
et al. sehr genau untersucht. mSIGNR1, -R3 und -R7 binden insbesondere Fuko-
se und mit geringerer Affinitdt Mannose. mSIGNR5 und -R8 zeigen hingegen eine
sehr hohe Affinitdt zu Mannose und ahneln daher L-SIGN. mSIGNR3 bindet be-
vorzugt komplexe Zuckermolekule mit hohen Konzentrationen an Mannose und
fukosehaltigen Oligosacchariden. Somit scheint mSIGNR3 das murine Homolog
zu sein, das DC-SIGN bezuglich der Ligandenspezifitat am meisten ahnelt
(Powlesland et al., 2006).
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In vitro konnte bereits gezeigt werden, dass durch spezifisches Beladen mit Anti-
gen von DC-SIGN spezifische T-Zell Antworten induziert werden koénnen. Diese
Ergebnisse machen DC-SIGN somit zu einem vielversprechenden Rezeptor flr
die Entwicklung und Erprobung neuer Impfstoffe, welche auf Targeting Strategien
basieren. Da sich die SIGN-Molekule in der Maus aber bezuglich ihrer Expressi-
onsmuster und Erkennung glykosylierter Zucker deutlich von DC-SIGN unter-
scheiden, konnte man die Maus lange Zeit nicht als Modelorganismus fur in vivo
Versuche verwenden. Vor einigen Jahren gelang es Schéafer et al., eine konventi-
onelle transgene hSIGN Maus zu generieren. Humane komplementare DNS
(cDNA) von DC-SIGN wurde mit Hilfe der Restriktionsendonuklease EcoRI unter
Kontrolle des CD11c Promoters gebracht und so eine genspezifische Expression
von DC-SIGN ermdglicht (Schaefer et al., 2008). Abbildung 9 zeigt dieses trans-
gene hSIGN Mauskonstrukt. Da CD11c als Hauptmarker von DCs bekannt ist,
konnte gewahrleistet werden, dass DC-SIGN in transgenen hSIGN Mausen eine
spezifische Expression nur auf DCs zeigt. Seither kdnnen im Vergleich zu Wildtyp

Mausen nun auch in vivo die Funktionen von DC-SIGN untersucht werden.

EcoRI EcoRI

CD11c promoter
\ hCD209

1 kb

Abbildung 9: Struktur des transgenen hSIGN Mauskonstrukts

Humane DC-SIGN cDNA (hCD209) wurde mit Hilfe von EcoRI unter Kontrolle des CD11¢ Promo-
ters gebracht. Die neue Maus erhielt die Bezeichnung hSIGN (Schaefer et al., 2008).

Abkurzung: CD, cluster of differentiation; hCD209, humanes CD209 (DC-SIGN); EcoRl, restriction
endonuclease isolated from E.coli.

1.6 C-Typ Lektine: Zielstrukturen fur die Entwicklung
neuer Vakzine

Die Tatsache, dass DCs zu den wichtigsten Regulatoren des Immunsystems ge-
horen und seit geraumer Zeit schnell und einfach groRe Mengen von DCs aus in
vitro Kulturen gewonnen werden konnen, fuhrte dazu, dass sich die Forschung
zunehmend mit dem Potential dieser Zellen auseinander setzte und sich ihre Fa-
higkeiten fur die Erprobung neuer und effektiverer Impfstoffe zu Nutze machte.

Daher werden neue Immuntherapieverfahren, die auf DCs basieren, insbesondere
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gegen Krebserkrankungen und schwerwiegende Infektionen eingesetzt. Die erste
klinische Studie zu Vakzinierungen basierend auf DCs wurde 1996 veroffentlich.
Aktuell zahlt die amerikanische Studiendatenbank bereits 479 Therapiestudien mit
DCs (clinicaltrials.gov). Mitte 2010 erhielten die ersten Tumorvakzine basierend
auf DCs ihre Zulassung von der amerikanischen Arzneimittelbeh6rde FDA
(Albrecht, 2011). Zurzeit bestehen Vakzine basierend auf DCs hauptsachlich aus
ex vivo generierten Antigen beladenen DCs. Hierfir werden CD34" Vorlauferzellen
oder Monozyten aus dem Blut der Patienten isoliert, mit verschiedenen Zytokinen
inkubiert und mit dem gewunschten Antigen beladen. AnschlieRend werden sie
zurlck in den Patienten injiziert, um dort Antigen-spezifische T- und B-Zell Antwor-
ten zu generieren. Bisher wurden nur Patienten in die Studien mit einbezogen, die
an einem schweren Tumorleiden mit schlechter Prognose erkrankt waren, sodass
lediglich eine geringe Anzahl von Patienten zur Verfigung stand. Es zeigte sich
aber, dass diese Methode sicher ist und von den Patienten ohne nennenswerte
Nebenwirkungen gut toleriert wurde. AuRerdem kann die Reifung, der Aktivie-
rungszustand und die Anzahl der injizierten DCs genau kontrolliert werden. Das
Prozedere ist jedoch sehr teuer, arbeitsaufwendig und nur einem geringen Pro-
zentsatz von Patienten zuganglich. Zudem konnen ausschlieBlich Subtypen an
DCs verwendet werden, die aus dem Blut isoliert werden kénnen. Hinzu kommt,
dass nur etwa zwei Prozent der injizierten DCs letztlich in die drainierenden
Lymphknoten einwandern, um dort T-Zellen zu aktivieren (s. Ubersichtsarbeit von
Tacken et al., 2007).

Seit geraumer Zeit arbeitet man an einer zweiten Strategie, bei der eine Antigen-
aufnahme in die DCs gezielt und Uber an Rezeptor bindende Antikdrper oder gly-
kosylierte Molekiile angestrebt wird (s. Ubersichtsarbeit von Tacken et al., 2007).
Die hierflr generierten Antikdrper oder Molekulle sind an Antigene gekoppelt und
binden spezifisch an den jeweils gewunschten Zielrezeptor (Bonifaz et al., 2004;
Singh et al., 2009; Unger et al., 2012). Bereits Mitte der 1980er Jahre wurde be-
kannt, dass T-Zell Antworten durch die Erkennung von Antigen Uber Fc-
Rezeptoren auf APCs verstarkt werden konnen (Celis and Chang, 1984). Dies
fuhrte zu der Annahme, dass spezifisches Beladen von Oberflachenrezeptoren
der APCs mit an Antikorper gekoppeltem Antigen, kurz Targeting, T-Zell vermittel-
te Immunantworten verstarken kdnnte. Zunachst kamen bispezifische Antikdrper

gegen Oberflachenmolekule verschiedener APCs zum Einsatz (Snider and Segal,
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1987; Snider et al., 1990). Mit der Identifizierung von flr DCs spezifischen Rezep-
toren ruckte auch die Entwicklung von fur DCs spezifischen Vakzinen in den Vor-
dergrund. Viele Rezeptoren, die heute in neuen Vakzinierungsstudien verwendet
werden, gehdren zur Familie der CLRs. Da die CLRs an immunregulatorischen
Prozessen wie Antigenaufnahme, Fortbewegung von DCs im Gewebe oder an der
Interaktion zwischen T-Zellen und DCs beteiligt sind, wurden sie als Zielstrukturen
fur die Entwicklung neuer Impfstoffe zunehmend interessant (s. Ubersichtsarbeit
von Figdor et al., 2002). Durch die vergleichsweise einfache Produktion grof3er
Mengen an Antikdrpern ist das Targeting kostengunstiger und kann einem groRe-
ren Patientenkollektiv zur VerfiUgung gestellt werden. Au3erdem kann der Vorgang
im naturlichen Milieu der DCs ablaufen und die Antikorper erreichen samtliche
Subtypen an DCs in multiplen Organen. Dennoch ist die Effizienz der Methode
von vielen Faktoren abhangig. Hierzu zahlen z.B. das Expressionsmuster und die
biologischen Eigenschaften des Zielrezeptors, der Aktivierungs- und Reifezustand
der betroffenen DCs oder die Antigenverarbeitung im Zellapparat der DCs. Die
Rezeptoren DEC-205, MR und DC-SIGN sind haufige Zielmolekule experimentel-
ler Studien. Sie spielen allesamt eine wichtige Rolle bei der Antigenaufnahme in
die DCs und sind daher vielversprechende Kandidaten hinsichtlich erfolgreicher
Immunisierungen (Bonifaz et al., 2002; Engering et al., 2002a; Cambi et al., 2003;
Ludwig et al., 2004; Dudziak et al., 2007). So fuhrte die Verwendung von Antikor-
per-Antigen-Komplexen, die sich spezifisch gegen den MR richteten, zu einer ver-
starkten Antigenaufnahme und Antigenprasentation auf MHCI und MHCII Moleku-
len humaner DCs (Ramakrishna et al., 2004; He et al., 2007). Mause, die transgen
fur den menschlichen MR sind, wurden ebenfalls mit fir den MR spezifischen An-
tikdrpern behandelt, was zu einer deutlichen humoralen Immunantwort flhrte, die
durch Zugabe des Adjuvans Cytosin-Guanosin Oligonukleotid (CpG)-DNA zusatz-
lich gesteigert werden konnte (He et al., 2007). Eine spezifische Aufnahme des
Modelantigens Ovalbumin Gber DEC-205 Antikorper unter Zugabe des Antikdrpers
aCD40 als Aktivierungsadjuvans fuhrte zu starker Proliferation von OVA spezifi-
schen CD4" und CD8" T-Zellen in vivo (Bonifaz et al., 2004). Mahnke et al. konn-
ten in einem B16 Melanom Mausmodell zeigen, dass die Versuchstiere durch die
Injektion von aDEC-205 Antikorpern, die an das Melanom Antigen tyrosinase rela-
ted protein 2 (TRP-2) gekoppelt worden waren, vor einem Wachstum des B16

Melanoms geschutzt wurden. Aulerdem konnten etwa 70% der Mause vom B16
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Melanom geheilt werden, nachdem die Tiere mit aDEC-205 Antikdrpern gekoppelt
an die Melanom Antigene TRP-2 und gp100 vakziniert worden waren (Mahnke et
al., 2005).

Der spezifischste Rezeptor flir DCs im Menschen ist seinem Expressionsmuster
zufolge DC-SIGN. Dies hat den grof3en Vorteil, dass die verwendeten Antigene
nur mit geringer Wahrscheinlichkeit auch von anderen Zellen aufgenommen wer-
den und so unerwunschte Nebeneffekte und eine geringere Effizienz der Impfstof-
fe minimiert werden konnen. Bis zur EinflUhrung eines transgenen hSIGN Maus-
modells durch Schafer et al. im Jahr 2008 war es nicht mdglich, aussagekraftige in
vivo und in vitro Experimente mit DC-SIGN als Zielmolekul fur Vakzinierungen
durchzufihren. Inzwischen konnte in einer Kooperation mit dem Labor von Carl
Figdor gezeigt werden, dass DCs aus hSIGN Knochenmarkskulturen nach Inkuba-
tion mit aNeck-DC-SIGN:OVA Antikorpern und frisch isolierten OTIl und OTII Zel-
len in der Lage sind, eine starke Proliferation der OVA spezifischen T-Zellen aus-
zuldsen (Tacken et al., 2011). Hesse et al. gelang klrzlich durch die Vakzinierung
von hSIGN Mausen mit aDC-SIGN:OVA Antikdrpern die Induktion starker Antigen-
spezifischer T-Zell Antworten in vivo, welche die Mause zusatzlich vor einer Infek-
tion mit OVA exprimierenden Listeria monocytogenes schitzte (Hesse et al.,
2013).

1.7 Ziele der Arbeit

Die spezifische Aufnahme von Antigen mit Hilfe von Antikérper-Antigen-
Komplexen wird zunehmend als ein vielversprechendes Vorgehen im Bereich der
Vakzinentwicklung betrachtet. Sie stellt eine Uberlegene Alternative zur zellbasier-
ten Methode dar, die aufwendig, kostenintensiv und zuletzt auch sehr artifiziell ist.
Basierend auf den bereits publizierten und bekannten Forschungsergebnissen
verschiedener Arbeitsgruppen werden in dieser Arbeit sowohl in vitro als auch in
vivo die immunologischen Auswirkungen von Vakzinen analysiert, welche auf DC-
SIGN spezifischen Antikdrpern basieren. DC-SIGN stellt aufgrund seiner multiplen
Funktionen im menschlichen Organismus und als ein spezifischer Rezeptor flr
DCs einen interessanten Kandidaten zur Entwicklung und Erprobung von neuen

Impfstoffen dar.
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Im ersten Teil dieser Arbeit werden insbesondere die Eigenschaften von DCs aus
Knochenmarkskulturen von WT und transgenen hSIGN Mausen verglichen und
die Qualitat der GM-CSF Kulturen mit und ohne Aktivierungsstimuli beschrieben.
Bis zur Einflhrung eines transgenen hSIGN Mausmodells durch Schafer et al.
konnten die Analysen nur mit humanen DCs in vitro durchgeflhrt werden und es
existierte aufgrund mangelnder Prasenz von DC-SIGN in der Maus kein Modelor-
ganismus. Mit der Etablierung der hSIGN Maus konnten die Analysen zum einen
auf Versuche mit hSIGN transgenen DCs in vitro ausgeweitet werden. Zum ande-
ren wurden in vivo Versuche in der Maus selbst moglich. Im zweiten Teil der vor-
liegenden Arbeit wird daher ein Schwerpunkt auf der Erprobung von DC-SIGN
spezifischen Vakzinen in Ko-Kulturen mit T-Zellen und DCs aus hSIGN Mausen
liegen. Es werden unterschiedliche in vitro Daten zum Proliferationsverhalten von
OVA spezifischen OTI und OTIl T-Zellen in Ko-Kultur mit WT und hSIGN DCs pra-
sentiert werden. Eine grof3e Rolle soll die Verwendung von auf ahDC-SIGN:OVA
Antikdrpern basierenden Vakzinen und die Analyse der daraus resultierenden
OVA spezifischen T-Zell Proliferation spielen. Dabei wird der Vergleich zwischen
Kulturen mit WT und hSIGN DCs immer im Zentrum der Betrachtungen stehen.
Aulerdem soll dargestellt werden, wie stark die Antikérperkonzentrationen verrin-
gert werden kénnen, um dennoch weiterhin eine potente T-Zell Proliferation auslo-
sen zu konnen. Zusatzlich wird diese Arbeit zeigen, inwiefern eine Prastimulation
der DCs mit verschiedenen Aktivierungsadjuvanzien wie LPS oder aCD40 Anti-
korpern Einfluss auf die Antigenprasentationsfahigkeit der DCs hat. Der dritte Teil
der vorliegenden Arbeit wird sich hauptsachlich mit in vivo Versuche zum Targe-
ting von DC-SIGN beschaftigen. Da es bisher nicht mdglich war, die Auswirkungen
von auf aDC-SIGN:OVA Antikdrpern basierenden Vakzinen in der Maus zu analy-
sieren, soll die Charakterisierung der Immunantwort in der Maus genauere Auf-
schllUsse darlUber bieten, wie aDC-SIGN Vakzine die adaptive Immunantwort mo-

dulieren konnen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialien

2.1.1 Ausstattung

CO,-Inkubator

Elektrische Pipettierhilfe Filler 3000
FACS Calibur

Gefrierschrank -20°C
Gefrierschrank -80°C

Gefriertruhe -150°C

Glaswaren

Kdhlschrank 4°C

Mehrkanalpipetten

Neubauer Zellzdhlkammer
Plastikwaren
Szintillationszahler
Vortexgerat Vortex Genie 1
Waage EMB500-1
Wasserbad WNB14

Zentrifuge, Multifuge3

2.1.2 Chemikalien

1 kb Ladepuffer GeneRuler TM
10 x Buffer A

*H Thymidin

Binder

Roth

Becton Dickinson
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Sanyo

Roth

Kirsch

Thermo Fisher Scientific, Waltham

Biorad, Hercules

Roth

Falcon, Greiner, Sarstedt, BD
Wallac (1450 Micro Beta Trilux)
Roth

Roth

Roth

Haereus

Fermentas
Fisher Scientific

Hartmann Analytic
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5-(6)-Carboxyfluorescein Diacetat
Succinimidyl Ester (CFSE)

Agarose

Ammoniumchlorid

Chloroform

D-Glucose

Desoxyribonukleotid Tri-Phosphate
(dNTPs), Roti-Mix® fiir Polymerase-
Kettenreaktion (PCR)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethanol 70% und 100%
Ethidiumbromid
Ethidiummonoazid (EMA)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Glycerol

Heparin 25.000 I.E./5 mi
lonomycin

Isopropanol

L-Glutamin 200 mM

LPS

Magnesiumchlorid

Methanol

Natriumchlorid (NaCl)

Orange G

Paraformaldehyd

PBS, endotoxinfrei
Penicillin/Streptomycin 100 x

Phenol

Invitrogen

Roth
Sigma
Sigma
Roth

Roth

Sigma
Ratiopharm/Pharmacy KR
Roth

Roth

Roth

Roth

Ratiopharm

Invitrogen

Sigma

Fisher Scientific

Sigma

Biochrom

Merck

Invitrogen

Merck
Ratiopharm/Pharmacy KRI
Pharmazie KRI

Sigma

Roth
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Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
Potasium Hydrogencarbonat
Propidiumiodid

Rinderserumalbumin (BSA)

RPMI 1640 Medium

Sodium dodecyl sulfat (SDS)

Tris

Trypanblau Lésung (0,4 %)
Trypsin/EDTA Losung

B-Mercaptoethanol 50mM

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

96-Vertiefungsplatte, V- und U-Boden
Ependorfrohrchen (1 ml und 1,5 ml)
FACS Rohrchen

Falconréhrchen (15 ml und 50 ml)
Filtermembran fur Zell-Harvester
Insulinspritzen

Magnetsaulen

Parafilm

Petrischalen

Pipettenspitzen (verschiedene Grolien)
Spritzen, Nadeln

Zellkulturschalen

(6-, 12- und 96-Vertiefungen)

Zellsiebe (70 pm und 100 pm)

Biochrom
Biochrom
Biochrom
Sigma
Sigma
Sigma
Roth
Sigma
Biochrom

Roth

Greiner

Sarstedt

Corning Costar

Greiner

Perkin Elmer

BD

Milteny

Pechiney Plastic Packing
Sarstedt (DC Kultur)
Sarstedt ungestopft, Roth gestopft
BD

BD Falcon

BD Falcon
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2.1.4 Kits
Dynal Mouse CD4 negative isolation kit Invitrogen
Dynal Mouse CD8 negative isolation kit Invitrogen

2.1.5 PCR-Primer

Gen 5 -3 - Sequenz Firma
- CGGGATCCGAGTGGGGTGACATGAGTGACT - Eurofins
DC-SIGN MWG
- ACGCGTCGACAAAAGGGGGTGAAGTTCTGCTACG - | Operon
-AAGGTGGAGAGAGACAAAGGATTC- Eurofins
OTI MWG
-TTGAGAGCTGTCTCC- Operon
-GCTGCTGCACAGACCTACT-
-CAGCTCACCTAACACGAGGA- Eurofins
OTIl MWG
-AAAGGGAGAAAAAGCTCTCC- Operon
-ACACAGCAGGTTCTGGGTTC-
-AGACACAACGGCTTGCAACACAGTGCC-
Eurofins
Rag -/- -GAGAAAGTCCTTCTGCCAGGTGGAATGAG- MWG
Operon
-TGCGAGGCCAGA-
2.1.6 Oligonukleotide
CpG 5 -3 - Sequenz Firma
1668 Eurofins
-TCCATGACGTTCCTGATGCT- MWG
(Typ B) Operon
2.1.7 Antikorper fur die FACS-Analyse
Antigen | Spezies | Isotyp Konjugat | Verdiinnungsfaktor | Firma
CD4 Maus Ratte, APC 1:200 eBiosciences
19G2p
CD4 Maus Ratte, FITC 1:100 eBiosciences
IgG2a,K
CD4 Maus Ratte, PE 1:200 eBiosciences
19G2p
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Ratte,

CD8a Maus APC 1:200 eBiosciences
IgG2a,K

CD8a Maus Ratte, FITC 1:200 eBiosciences
IgG2a,K

CD8a Maus Ratte, PE 1:200 eBiosciences
IgG2a,K

CD11c Armenischer

(Integrin | Maus Hamster APC 1:200 eBiosciences

o-Kette) 19G1

CD11c Armenischer

(Integrin | Maus Hamster PE 1:300 eBiosciences

ox-Kette) 1gG1 A

CD86 Maus Ratte, PE 1:200 eBiosciences
IgG2a,K

CD209 Maus

(«hDC- | Mensch 19G ’ R-PE 1:200 R+D

SIGN) 92

I-A/I-E Ratte, ) BD

(MHC-II) Maus 19G2a k FITC 1:1000 Bioscience

CD45.1 Maus Maus, APC 1:200 eBiosciences
IgG2a,K

CD45.1 Maus Ratte, PE 1:200 eBiosciences
IgG2a,K

VR-chain

tg OTI/N BD

5152 Maus Maus, IgG1« | PE 1:100 BiosCi

joscience

T-cell

Receptor

2.1.8 Proteine und Enzyme

Fetales Kalberserum (FCS) Hyclone

GM-CSF Eigenproduktion

Kollagenase gb Perbio

Ovalbumin (Reinheitsgrad V) Sigma

Platinum Taq DNA Polymerase Invitrogen

Proteinkinase K

Invitrogen
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2.1.9 Peptide

Name Aminosauresequenz Firma

SINFEKL OTI Peptid Ser-lle-lle-Asn-Phe-Glu-Lys-Leu | Biosyntan

OVA257-264 . .

OTIl Peptid lle-Se-GIn-Ala-Val-His-Ala-Ala-His- o

OVAs23.330 iosyntan
’ Ala-Glu-lle-Asn-Glu-Ala-Gly-Arg

2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologie

2.2.1.1 Medium fiir Zellkulturen mit Dendritischen Zellen

500 ml RPMI 1640
50 ml Hitze inaktiviertes FCS
500 pl 2-Mercaptoethanol (50 mM)
5 ml Penicillin/Streptomycin (100 U/ml)
5 ml Glutamin (200 mM)

2.2.1.2 Gewinnung von Dendritischen Zellen aus Knochenmarkskulturen

DCs lassen sich in groler Zahl aus Vorlauferzellen des murinen Knochenmarks
generieren. Hierfur wurden die entsprechenden Mause getotet, die Oberschenkel-
knochen (Femur) und Unterschenkelknochen (Tibia) abgetrennt, grundlich von
Muskel- und Sehnenmaterial gesaubert und mit 70% Ethanol desinfiziert. Alle fol-
genden Schritte wurden ausschlieRlich unter der Sterilbank durchgefuhrt. Nach
der Desinfektion wurden die Knochen mit PBS gewaschen und mit Hilfe einer
Schere an beiden Enden erdffnet. Das Knochenmark wurde mit einer 1 x PBS
geflllten Kanullenspritze aus dem Knochen gespdilt, mit einem Spritzenstempel
durch ein 100 pym Zellsieb gepresst und mit PBS in ein 50 ml Falcon Uberflhrt.
Nach siebenminiitigem Zentrifugieren bei 1300 rpm wurde der Uberstand vorsich-
tig abgesaugt und das Zellpellet fur 1 min in 1 ml Erythrozyten-Lysepuffer aufge-
nommen. Im nachsten Schritt wurden 10 ml PBS zur Suspension hinzugefligt und
diese fiir 7 min bei 1300 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde danach erneut
abgesaugt und das Zellpellet in 10 ml Kulturmedium resuspendiert, um die Zellen
in Trypanblauverdinnung mit Hilfe einer Neubauer Zellzahlkammer zu zahlen.

Anschlieend wurden zwei bis vier Millionen Zellen in 10 ml Kulturmedium aufge-
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nommen, zusammen mit 50 yl GM-CSF auf eine Petrischale gegeben und bei
37°C im Brutschrank bebrutet. Um ein Anheften der Zellen an der Oberflache der
Zellkulturschale und somit deren verstarkte Aktivierung zu verhindern, wurden
anstatt gangiger Zellkulturschalen normale Petrischalen verwendet. Nach zwei
Tagen wurden zu jeder Platte 10 ml Kulturmedium hinzugegeben. Am Tag vier
nach Praparation des Knochenmarks wurde ein Mediumwechsel vorgenommen,
indem von jeder Platte 10 ml Suspension entnommen wurden. Diese wurden
7 min bei 1300 rpm zentrifugiert, das Pellet zusammen mit 50 yl GM-CSF in 10 ml
frischem Medium aufgenommen und auf die entsprechenden Petrischalen zurtck
pipettiert. Dieser Vorgang wurde am Tag sechs wiederholt. Am Kulturtag sieben
wurden die Zellen grundlich von den Petrischalen abgespult und erneut mit Hilfe
der Neubauer Zellzahlkammer gezahlt. Die Menge an DCs betrug nach siebenta-
giger Kultivierung zwischen funf und zehn Millionen Zellen pro Platte. Um den Ak-
tivierungsstatus der DCs und damit ihre unbedenkliche Verwendbarkeit zu prifen,
wurden die Zellen mit Hilfe einer FACS Analyse auf die Aktivierungsmarker und

Kostimulationsmolekule CD86 und MHCII getestet.

2.2.1.3 Einfrieren von Dendritischen Zellen

Da in den Kulturen immer eine gro’e Menge an DCs geerntet werden konnte,
wurde ein Teil der DCs eingefroren. Hierfiir wurden zwischen 4x10° und 6x10°
Zellen am Kulturtag flnf resuspendiert in 500 pl sterilem FCS und weiteren 500 pl
bestehend aus 20% DMSO und 80% FCS in speziellen Kalte bestandigen Rohr-
chen eingefroren. Zu beachten war hierbei, dass die Zellen schrittweise zunachst

fur einen Tag bei -80°C und ab dem zweiten Tag bei -150°C eingefroren wurden.

2.2.2 Mause

Die transgenen hSIGN Mause wurden in der eigenen Laborgruppe generiert und
etabliert und waren zum Beginn dieser Forschungsarbeit bereits in einigen vo-
rausgehenden Experimenten eingesetzt worden (Schaefer et al., 2008; Singh et
al., 2009). Die OVAxs7_064 Peptid spezifischen transgenen CD8" T-Zellrezeptor
C57BL/6 OTI Mause, die OVAsz; 339 CD4™ Peptid spezifischen transgenen T-
Zellrezeptor C57BL/6 OTIl Mause, sowie die Rag1”™ und C57BL/6 WT Mause
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wurden von den Charles River Laboratorien bezogen, in die eigenen Mausezuch-
ten aufgenommen und erfolgreich in vielen Generationen vermehrt. Die Linien
Rag1” x OTI, Rag1” x OTI x CD45.1 und OTIl x CD45.1 stammten aus eigener
Kreuzung und Zucht. Die Mause befanden sich im Tierstall des TWINCORE, Zent-
rum fur experimentelle und klinische Infektionsforschung in Hannover. Erhaltungs-
zuchten wurden im Tierstall des Helmholtz Forschungszentrums in Braunschweig
gehalten. Hier wurden die keim- und infektionsfreie Zucht und Haltung regelmaRig
kontrolliert. Die Mause waren zu Versuchsbeginn zwischen acht und zwdlf Wo-
chen alt, gehdrten sowohl dem weiblichen als auch dem mannlichen Geschlecht
an und waren zuvor nach standardisierten Methoden via PCR genotypisiert wor-
den. Alle Tierversuche waren bereits im Voraus in den zustandigen Behdrden an-
gemeldet und genehmigt worden und wurden nur nach gultigen Tierversuchsricht-

linien durchgefuhrt.

2.2.3 Molekularbiologie

2.2.3.1 Puffer und Lésungen

Mix fur Proteinverdau (Kill Juice)

50 mM Tris-HCL, pH 8,0
100 mM NaCl

25 mM EDTA

09 % SDS

Phenol/Chloroform:

Phenol (Tris gepuffert), pH 8,0
Chloroform

Isoamyl Alkohol

Ratio 25:24:1

TAE (50 x TAE):

242 g Tris
500 ml Hzodd
100 ml NaxEDTA (0,5 M, pH 8,0)
0,9 % SDS
am Ende mit H,Og4q auf 1 L auffillen

10 x Orange G Puffer fiir Agarosegele:

50 mg Orange G
500 I Tris (1M)
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15 ml Glycerol
35 ml Hzodd

Erythrozytenlysepuffer:

8,29 g Ammoniumchlorid
1 g Potassium Hodrogencarbonat
37,2 mg EDTA
800 ml HxOu (pH7,2-7,4)
am Ende mit H,Oq4q auf 1 L auffullen

FACS Puffer:
1% BSA in 1 x PBS

FACS Farbepuffer:
2% FCSin 1 x PBS

2.2.3.2 Isolation genomischer Maus-DNS aus Gewebeproben

Zur lIsolation von genomischer Maus-DNS wurde die Phenol-Chloroform-
Extraktionsmethode gewahlt. Ein bis zwei Millimeter lange Schwanzbiopsien wur-
den mit einer sterilen Schere von den Mausen entnommen und anschliefend mit

5 ul Proteinkinase K gelost in 500 pl Proteinverdaumix im Thermoschuttler bei
55°C Uber Nacht zum Verdau inkubiert. Am Folgetag wurde die I6sliche Phase der
Proben nach kurzer Zentrifugation in 500 pl Phenol/Chloroform aufgenommen und
fur 25 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Die obere wassrige Phase, welche die DNS
enthalt, wurde vorsichtig mit der Pipette aufgesaugt, in ein neues Eppendorfréohr-
chen gefullt und zur DNS Ausfallung mit 1 ml 100% Ethanol versetzt. Anschlie-
Rend wurden die Proben erneut fiir 25 min bei 13000 rpm zentrifugiert, der Uber-
stand verworfen und die DNS Pellets mit 300 yl 70% Ethanol gewaschen. An-
schliel3end folgte der letzte zehnminutige Zentrifugationsschritt bei 13000 rpm. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet zunichst mindestens 30 min luftge-

trocknet und abschlieRend zur Aufbewahrung in circa 50 pl H2Og4q4 gelost.
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2.2.3.3 Agarosegelelektrophorese

Die Gelelektrophorese diente zur Auftrennung von verschieden grolRen DNS-
Fragmenten. Die Gele enthielten 1% Agarose und 0,01% Ethidiumbromid. Als
Grollenstandard wurden 5 pl eines 1 kb Ladepuffers verwendet. Je nach Frag-
mentgrolle und Fragmentlange waren unterschiedliche Laufzeiten und eine Stan-

dardstromstarke von 70 Volt ndétig.

2.2.3.4 PCR

PCR Ansatz fur 25 pl:

0,5 ul 10 MM dNTPs
0,5 gl 10 pM Primermix (5’ und 3’ Primersequenzen 10 pMol)
1,0 uyl  Taq Polymerase
2,5 uyl 10 x Puffer
19,5 |J| Hzod
50 ng DNS gelostin1 pl

Der Ablauf einer PCR folgte diesem Protokoll:

(1)94°C | 5min
(2)94°C | 1 min
(3) 58°C | 1 min
)
)
)

(4)72°C | 1,5 min
(5) 72°C | 10 min
(6) 16°C |

Die Zyklen (2) bis (4) wurden in der Regel 30 bis 35 Mal wiederholt. Je nach Peri-
merkombination und DNS-Fragmentldnge waren jedoch Anderungen der Anneal-

ing-Temperatur und der Extensionszeit notwendig.

2.2.4 Immunologie

2.2.4.1 Durchflusszytometrie (FACS)

Mit der Durchflusszytometrie kdnnen neben der GroRe einer Zelle auch prazise
Aussagen zur Granulierung und Prasenz von Oberflachenmarkern und intrazellu-

lar produzierten Stoffen gemacht werden. Die Markierung der extra- und intrazellu-
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laren Antigene erfolgt durch Antikorper, an die Fluoreszenzmolekile gekoppelt
sind und welche mit den anzufarbenden Zellen inkubiert werden. Wahrend der
FACS Messung passieren die Zellen in einem laminaren Probenstrom einen oder
mehrere Laser und kdnnen so aufgrund ihrer individuellen Lichtstreuung und Fluo-
reszenz analysiert werden. Die gestreute und reflektierte Strahlung des Lasers,
sowie das von den Fluoreszenzfarbstoffen emittierte Licht bestimmter Wellenlan-
gen, ermoglichen eine Analyse der Zellgroe (Vorwartsstreulicht, FSC), der Gra-
nularitat (Seitwartsstreulicht, SSC) und der an der Zelloberflache markierten Struk-
turen im Vergleich zu anderen gefarbten und ungefarbten Zellen. Die verwendeten
Antikdrper sind entweder direkt mit Fluorochromen, wie z.B. Fluorescein-5-
isothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE) oder Allophycocyanin (APC) gekoppelt
oder an einen Fluorochrom markierten Sekundarantikbrper gebunden. Auf einer
Zelle kdnnten theoretisch gleichzeitig so viele Antigene bestimmt werden wie Fluo-

reszenzkanale vorhanden sind.

2.2.4.2 FACS-Analyse von Oberflachenmolekiilen

Die zu farbenden Zellen wurden aus Organen prapariert bzw. direkt aus der Kultur
entnommen und bis zu 1x10° Zellen/Vertiefung in eine 96-Vertiefungs-V-
Bodenplatte auf Eis transferiert. Bei Milz- und Blutproben musste zunachst eine
Erythrozytenlyse durchgefuhrt werden. Die Zellen wurden zentrifugiert (1300 rpm,
3 min), der Uberstand vorsichtig abgeschiittet und die verbleibenden Zellpellets
zweimal mit je 150 pl FACS Puffer gewaschen (Zentrifugation bei 1300 rpm,
3 min). Um die Fc-Rezeptoren an der Oberflache der Zellen zu blockieren und so
eine unspezifische Bindung der Antikorper zu verhindern, wurden 50 pl Fc-Block-
Losung (aCD16/-CD32 gelost in  FACS-Puffer) aufgetragen und die
96-Vertiefungsplatte fur 15 min auf Eis inkubiert. Wahrenddessen wurden die Far-
belésungen mit den verschiedenen Antikdrpern vorbereitet. Nach 15 min wurden
die Zellen erneut zentrifugiert (1300 rpm, 3 min), anschlielend die Antikdrper Mi-
schungen aufgetragen und die Platte fur 20 min im Dunkeln auf Eis gelagert. Da-
rauf folgten zwei Waschschritten mit je 150 pl FACS Puffer. Die Zellpellets wurden
in 150 pl FACS Puffer angereichert mit dem Lebend-Tod-Farbstoff Propidiumiodid
(P1, 2 pug/ml) resuspendiert und in FACS Réhrchen Uberfuhrt. Die gefarbten Pro-
ben wurden am FACS Calibur eingelesen und die Daten mit Hilfe der Software

FlowJo ausgewertet.
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2.2.4.3 Protokolle fur Experimente mit T-Zellen

2.2.4.3.1 Isolation und CFSE Farbung von OTl und OTII T-Zellen
T-Zell Rezeptor (TCR) transgene OTI oder OTII Mause wurden getdtet und deren

Milz, sowie inguinale und axilare Lymphknoten zur T-Zell Isolation prapariert. Zur
Erstellung von Einzelzellsuspensionen wurden die Organe mit einem
Spritzenstempel durch 100 ym Zellsiebe gepresst und anschlieffend mit sterilem
Puffer (Puffer 1 (Bestandteil des Dynal Mouse CD4/8 negative isolation Kkit):
steriles PBS, 2% FCS) nachgesplult. Alle folgenden Arbeitsschritte wurden unter
der Sterilbank durchgefuhrt und jeder Zentrifugationsschritt dauerte 7 min bei
1300 rpm. Nach Zentrifugation der erstellten Suspension wurde der Uberstand
abgesaugt, das Pellet in 5 ml sterilem Erythrozytenlysepuffer resuspendiert und fur
5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde die Lésung auf 20 ml
mit Puffer 1 aufgefullt, um eine Zahlung der Zellen in einer 1:10 Verdinnung mit
Trypanblau und unter Zuhilfenahme einer Neubauer Zahlkammer durchzufthren.
Die restliche Zellsuspension wurde abzentrifugiert, der Uberstand vorsichtig
abgesaugt, das Pellet in 10 ml Puffer 1 resuspendiert und erneut abzentrifugiert.
Dieser Schritt diente dem Waschen der Zellen. Nach Absaugen des Uberstandes
wurden die Zellen in 0,1 ml Puffer 1 pro 1x10” Zellen resuspendiert und noch
bestehende Bindegewebsreste vorsichtig mit einer Pipette entfernt. Nach Zugabe
von 7,5 ul Antikdrper-Mix (jeweils entweder fiir OTI und OTII) pro 1x10” Zellen
wurde die Suspension grundlich gemischt und bei 4°C flir 20 min inkubiert. Mit
weiteren 2 ml Puffer 1 pro 1x107 Zellen wurde die Zellsuspension verdinnt,
zentrifugiert und das Pellet nach Absaugen des Uberstandes in 0,8 ml Puffer 1 pro
1x10” Zellen resuspendiert. Fiir die negative Depletion wurden 75 pl pro 1x10’
Zellen der zuvor gewaschenen Magnetkugelchen (engl. Magnet Beads, ebenfalls
Bestandteil des Dynal Mouse CD4/8 negative isolation kit) hinzugegeben und die
Zell-Magnet-Losung anschlieBend fur 15 min bei Raumtemperatur auf der
Drehvorrichtung (engl. Rotator) inkubiert. Danach wurde die Lésung mit Hilfe einer
groRen Pipette vorsichtig resuspendiert und erneut 1 ml Puffer 1 pro 1x10” Zellen
untergemischt. Fur die magnetische Trennung waren einzelne 5 ml Suspensionen
in 15 ml Falconréhrchen zu erstellen, die dann flir mindestens 2 min im Magnet
verweilten. Der Uberstand, der nun die isolierten CD8" OTI bzw. CD4" OTII Zellen
enthielt, wurde vorsichtig in ein neues 50 ml Falconréhrchen pipettiert und in einer

1:5 Verdinnung mit Trypanblau in einer Neubauer Zédhlkammer gezahlt. Die Zellen
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wurden auf 0,5x10%ml bis 1x10%ml eingestellt, in ein 15 ml Falconréhrchen
uberfuhrt, auf 5 ml Gesamtvolumen mit Puffer 1 aufgefullt und erneut
abzentrifugiert. Danach war ein Einstellen der Zellen mit vollstdndigem RPMI
Medium auf 2x10°ml nétig, um mit der CFSE Farbung fortfahren zu kénnen.
Wichtig war, dass eine kleine Menge der Zellsuspension sowohl vor als auch nach
der T-Zell Isolation fur eine Qualitdts- und Reinheitskontrolle via FACS
abgenommen wurde (CD8 bzw. CD4 und R-chain 5.1.5.2). Die restliche
Zellsuspension wurde erneut abzentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das
verbleibende Zellpellet in 1 ml pro 1x10” Zellen vorgewarmtem, sterilem PBS
resuspendiert. Fur die folgende CFSE Markierung wurde 1 ml von einem 1,6 uM
CFSE-Stock pro 1x10” Zellen hinzugegeben. Die Suspension wurde anschlieRend
fur 9 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert und gelegentlich vorsichtig geschuttelt.
Nach genau 9 min wurde die Zellsuspension aus dem Wasserbad genommen, mit
Puffer 1 auf etwa 20 ml aufgefillt und zentrifugiert. Nach Absaugen des
Uberstandes musste das Zellpellet in 5 ml Puffer 1 resuspendiert und die Zellen in
einer 1:5 Verdinnung mit Trypanblau in der Neubauer Zahlkammer gezahit
werden. AnschlieRend erfolgte eine erneute Zentrifugation und fur die weitere
Verwendung eine Einstellung der Zellen auf 2x10°/ml mit sterilem RPMI Medium.
Bei dieser Farbemethode war zu beachten, dass etwa ein Drittel der
Ausgangszellen durch das wiederholte Zentrifugieren verloren geht und daher zu
Beginn genugend Zellen eingesetzt werden mussten. Nach der CFSE Farbung
wurde erneut eine kleine Menge vom Gesamtvolumen abgenommen, um die
Qualitat der CFSE Farbung mittels FACS zu kontrollieren.

2.2.4.3.2 Proliferationsanalyse mittels *H Thymidin Inkorporation

Bei der Proliferationsanalyse mittels *H Thymidin Inkorporation handelt es sich um
eine Methode, bei dem radioaktiv markiertes Thymidin verwendet wird und die
Durchfihrung daher nur unter speziellen Bedingungen und Sicherheitsvorkehrun-
gen im Radioaktivlabor stattfinden kann. Radioaktiv markiertes Thymidin lagert
sich bei jedem Zellteilungszyklus in die DNS der Zellen ein und ist somit ein sehr
gut geeignetes Reagenz, um Proliferationszyklen von Zellen nachzuweisen. Je
groler die Proliferationsrate, desto groRer wird der Anteil an messbarer Radioakti-
vitat. Die Ko-Kulturen aus DCs und T-Zellen wurden nach drei Tagen Bebritung

fiir weitere 16 Stunden mit °H Thymidin bei 37°C inkubiert. Am darauf folgenden
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Tag wurde die Zellkultur mit Hilfe eines Zell-Harvesters ausgewertet. Hierbei wur-
den die Zellen mit H,O44 aus den 96-Vertiefungsplatten geldst, wobei die Zellfrag-
mente und die radioaktiv markierte DNS an einer speziellen Glasfaser-
Filtermembran hafteten, da nur Partikel kleiner als 1,5 ym die Membran passieren
konnten. Die Glasfaser-Filtermembranen wurden anschliellend getrocknet und
Uber Nacht die Menge an Radioaktivitat (Zahlimpulse pro Minute, cpm) mit Hilfe

eines Szintillationszahlers gemessen.

2.2.4.4 In vitro Ko-Kulturen

2.2.4.4 1 Protokoll 1

DCs von hSIGN und WT Mausen wurden am Kulturtag sieben geerntet, gezahlt
(1:2 Verdinnung mit Trypanblau fur Lebend-Tod-Farbung), zentrifugiert (7 min,
1300 rpm) und in frischem RPMI Medium auf eine Zellkulturplatte mit 96 Vertie-
fungen verteilt (1x10* DCs pro Vertiefung). AnschlieBend wurden die Toll-Like Re-
zeptor Liganden LPS (2 pg/ml) oder CpG (20 uM) zu den DCs hinzugegeben. Zu-
satzlich wurden der Zellkultur verschiedene Konzentrationen an ahDC-SIGN:OVA
Antikdrpern, Isotyp:OVA Antikérpern, OVA Protein (endotoxinfrei, Reinheits-
grad V), OVAzs7.264 Peptid (1 ug/ml) oder OVAs23.339 Peptid (1 ug/ml) beigemischt
und anschlieend bei 37°C uber Nacht bebrutet. Am Folgetag wurden die Zellkul-
turen vorsichtig zentrifugiert, in frisches RPMI Medium aufgenommen, mit zuvor
isolierten und CFSE markierten oder unmarkierten CD4" OTIl bzw. CD8" OTI Zel-
len (2x10* Zellen pro Vertiefung) inkubiert und fiir finf Tage bei 37°C bebriitet. Am
sechsten Tag erfolgte die Analyse und Auswertung der Zellproliferation mittels
FACS.

2.2.4.4.2 Protokoll 2

DCs von hSIGN und WT Mausen wurden am Kulturtag sieben geerntet, gezahlt
(1:2 Verdunnung mit Trypanblau), zentrifugiert (7 min, 1300 rpm) und in frischem
RPMI Medium auf eine Zellkulturplatte mit 96 Vertiefungen verteilt (1x10* DCs pro
Vertiefung). Anschliefend wurden die DCs zunachst mit aCD40 Antikorpern
(5 pg/ml) inkubiert. Zusatzlich wurden der Zellkultur verschiedene Konzentrationen
von entweder ahDC-SIGN:OVA Antikorpern, Isotyp:OVA Antikérpern, OVA Pro-
tein (Endotoxinfrei, Reinheitsgrad V), OVAgs7-264 Peptid (1 ug/ml) oder OVAs23.339
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Peptid (1 ug/ml) beigemischt und die Zellkultur anschlieRend bei 37°C Uber Nacht
inkubiert. Am Folgetag wurden die Zellkulturen vorsichtig abzentrifugiert, in fri-
sches RPMI Medium aufgenommen, mit zuvor isolierten CD4" OTIl bzw. CD8"
OTI Zellen (2x10* Zellen pro Vertiefung) inkubiert und fiir drei Tage bei 37°C be-
briitet. Am vierten Tag wurde der Zellkultur *H Thymidin (1 pCi pro Vertiefung)
beigegeben und die Zellkultur fur weitere 16 Stunden bei 37°C bebrutet. Anschlie-
Rend wurde eine Analyse nach dem Thymidin Protokoll vorgenommen (s.

2.2.4.3.2 Proliferationsanalyse mittels *H Thymidin Inkorporation).

2.2.4.5 In vivo Experimente

2.2.4.5.1 Targeting von DC-SIGN in vivo

Fur alle in vivo Experimente wurden mannliche und weibliche hSIGN und WT
Mause etwa gleichen Alters verwendet. Zundchst wurden frisch isolierte CD45.1" x
OTI oder CD45.1" x OTII Zellen aus Milz und Lymphknoten mit sterilem PBS auf
1x10%/ml eingestellt und anschlieRend ein Volumen von 200 pl (entspricht 2x10°
Zellen CD45.1" x OTI oder CD45.1" x OTIIl) in die Schwanzvene von WT und
hSIGN Mausen injiziert (Tag -1). Am nachsten Tag (Tag 0) wurden die Mause s.c.
mit je 5 pg pro Maus ahDC-SIGN:OVA Antikorpern oder OVA Protein (Endotoxin-
frei, Reinheitsgrad V) vakziniert und erhielten alle zusatzlich «CD40 Antikorper (50
Mg pro Maus). Am Tag sieben bekamen die Mause eine zusatzliche Injektion i.p.
mit OVA Protein (50 ug pro Maus) und aCD40 Antikdrpern (50 pg pro Maus). An
den Versuchstagen eins, funf und zehn wurde den Mausen Blut abgenommen und
mit Hilfe einer FACS-Farbung (CD8 bzw. CD4 und 3-chain 5.1.5.2) die Expansion
der transferierten T-Zellen Uberpruft. Am Tag 14 wurden die Tiere getdtet und de-
ren Milz und inguinale Lymphknoten entnommen. Zur Erstellung von Einzelzellsu-
spensionen wurden die Organe mit einem Spritzenstempel durch 100 ym Zellsie-
be gepresst und anschliefend mit sterilem Puffer (steriles PBS, 2% FCS) nachge-
spult. Alle folgenden Arbeitsschritte wurden unter der Sterilbank durchgefthrt und
jeder Zentrifugationsschritt dauerte sieben Minuten bei 1300 rpm. Nach Zentrifu-
gation der erstellten Suspension wurde der Uberstand abgesaugt, das Pellet in 5
ml sterilem Erythrozytenlysepuffer resuspendiert und fur 5 min bei Raumtempera-
tur inkubiert. Anschliefiend wurden die Zellen erneut abzentrifugiert und in frisches

steriles RPMI Medium aufgenommen. Danach folgte eine Analyse der Zellzahlen
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via FACS. Die Zeitachse fiir die in vivo Versuche ist im Uberblick in Abbildung 10

dargestellt.

| | | | | | Analyse d14

«—
«—
«—
«—
«—
«—
v

d-1: Transfer CD45.1* x OTI/CD45.1* x OTII Zellen (i.v.)
dO: Antikérper bzw. Protein Injektion (s.c., Schwanzbasis)
d7: OVA Protein und aCD40 Boost (i.p.)

d1/5/10: Blutabnahme und Kontrolle der T-Zell Expansion

d14: Schlussanalyse

Abbildung 10: Zeitschema zum Targeting von DC-SIGN in vivo

Abklrzungen: a, anti; CD, cluster of differentiation; d, Tag; i.v., intravends; i.p., intraperitoneal;
OVA, Ovalbumin; s.c., subkutan.

2.2.4.5.2 In vivo Zytotoxizitatsprotokoll (in vivo killing assay)

Frisch isolierte CD45.1" x OTI Zellen aus Milz und inguinalen Lymphknoten wur-
den mit sterilem PBS auf 1x10%/ml eingestellt und anschlieRend ein Volumen von
200 pl (entspricht 2x10° Zellen) in die Schwanzvene von WT und hSIGN Mausen
injiziert (Tag -1). Am nachsten Tag (Tag 0) wurden die Mause s.c. mit je 5 ug pro
Maus entweder von ahDC-SIGN:OVA Antikérpern oder OVA Protein (Endotoxin-
frei, Reinheitsgrad V) vakziniert und erhielten alle zusatzlich «CD40 Antikorper (50
Mg pro Maus). Eine Gruppe erhielt anstatt Antikdrper oder Protein lediglich PBS.
Am Tag sieben wurden mehrere mannliche und weibliche WT Mause unterschied-
lichen Alters getotet, deren Milz und Lymphknoten entnommen und diese dann mit
Hilfe eines Spritzenstempels durch ein Zellsieb gedrickt. Nach Zentrifugation der
Zellsuspension (7 min bei 1300 rpm) wurde der Uberstand abgeschiittet und die
Zellen fur 5 min bei Raumtemperatur mit Erythrozytenlysepuffer (5 ml pro 15 ml
Zellsuspension) inkubiert. Zur Beendigung der Erythrozytenlyse wurden 10 ml
PBS hinzugeflugt, die Zellen zentrifugiert, mit endotoxinfreiem PBS gewaschen

und auf 2x107/ml eingestellt. Die Zellen wurden anschlieRend in zwei Fraktionen
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mit je gleichen Zellzahlen aufgeteilt und fur 10 min bei 37°C mit zwei unterschied-
lichen Konzentrationen von CFSE gefarbt. Die eine Fraktion erhielt 10 pM
(CFSE""), die andere 1 yM CFSE (CFSE""). Danach wurden zu beiden Fraktio-
nen vorgekuhltes RPMI Medium und 10% FCS hinzugefligt, beide Fraktionen fur 5
min auf Eis gelagert, zweimal gewaschen und je in 1 ml RPMI und 10% FCS re-
suspendiert. Die CFSE™" Fraktion wurde zusatzlich bei 37°C fiir 60 min mit 1 uM
SIINFEKEL Peptid inkubiert (OTI spezifisches OVA Peptid), wahrend die CFSE™"
Fraktion im Wasserbad bei 37°C verweilte. Die CFSE"" Zellen wurden nach 60
min zweimal gewaschen, beide Fraktionen gezéhlt und die Zellen auf 1x10%/ml mit
sterilem PBS eingestellt. Die beiden Fraktionen CFSE"®" und CFSE"®" wurden in
einem Verhaltnis von 1:1 eingesetzt. SchlieRlich wurden 200 ul von dieser 1:1
Zellsuspension in die Schwanzvenen der immunisierten und nicht immunisierten
Mause injiziert. Idealerweise sollten pro Maus 30 bis 40 Millionen Zellen pro 200 pl
injiziert werden. Nach 18 Stunden erfolgte die Analyse. Hierflir wurden die Mause
getdtet und die Verringerung der CFSE™" Fraktion in der Milz und den inguinalen

Lymphknoten mittels FACS gemessen und ausgewertet.

2.2.4.6 Verwendete Vakzine

Vakzinname Konzentration gelost in

aCD40 Antikérper 11,87 mg/ml PBS (steril)
ohDC-SIGN:OVA Antikorper 2,75 mg/ml PBS (steril)
Isotyp:OVA Antikorper 1,54 mg/ml PBS (steril)

OVA Protein (Endotoxinfrei, Reinheits- , .
grad V, Stocklésung) 50 mg/ml RPMI Medium (steril)

2.2.5 Statistik

Aufgrund der kleinen Gruppengrolde in den Versuchsreihen wurden keine statisti-
schen Test berechnet. Daher erfolgte die Auswertung deskriptiv. Hierfir wurden
die Mittelwerte und Standardabweichungen mit Hilfe von Microsoft-Exel 2010 be-
rechnet. Die Software FlowJo (Tree Star, Ashland, Oregon, USA) diente zur Aus-
wertung der FACS Daten und Erstellung der FACS Graphen. Die Graphiken fur
den Ergebnisteil wurden mit GraphPad Prism Software Version 5.0 (GraphPad

Software, San Diego, Kalifornien, USA) erstellt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Phanotypische Analyse von Dendritischen Zellen

Die DC Kulturen wurden nach den von Lutz et al. publizierten Empfehlungen an-
gesetzt (Lutz et al., 1999). Die ausreichend gereiften DCs konnten nach sieben
Tagen in GM-CSF Kultur geerntet werden. Um zum einen die Eignung der DCs fur
Ko-Kulturen zu testen und zum anderen mdgliche Unterschiede im Verhalten zwi-
schen DCs von WT und hSIGN Mausen zu untersuchen, wurde jede Kultur mit
Hilfe einer FACS Farbung auf die Aktivierungsmarker MHCIlI und CD86 getestet.
Exemplarisch fur alle angesetzten GM-CSF Kulturen wurde eine FACS Analyse
zur Veranschaulichung der Ergebnisse fur diese Arbeit gewahlt. Hierbei zeigte
sich kein Unterschied im Aktivierungszustand zwischen DCs von WT und hSIGN
Mausen. In beiden Gruppen war die Expression der Aktivierungsmarker MHCII
und CD86 nach achttagiger Zellkultur gering. Unter den CD11c” Zellen der hSIGN
Kultur exprimierten 23% MHCII"®" und 21% CD86. Bei den WT DCs lagen die
Werte fiir MHCII"" bei 27% und fiir CD86 bei 26% (s. Abbildung 11).

Um festzustellen, ob DCs von WT und hSIGN Mausen auf Stimulation mit ver-
schiedenen Reagenzien gleichermal3en reagieren, wurden die DCs der WT und
hSIGN GM-CSF Knochenmarkskulturen am siebten Kulturtag entweder mit LPS
oder CpGiess inkubiert. Die Uberpriifung des Aktivierungszustandes mittels MHCII
Expression am folgenden Tag nach 24-stundiger Inkubation durch FACS Analyse
ergab keine wesentlichen Unterschiede zwischen WT und hSIGN DCs. Transgene
hSIGN DCs zeigten bei beiden Reagenzien eine Hochregulierung von MHCII auf
etwa 60%. Bei WT DCs lag die MHCII Expression etwas hdher und belief sich auf
77% fir LPS und 69% fir CpGiess (s. Abbildung 12).
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Abbildung 11: FACS Analyse der unstimulierten DCs am Kulturtag acht

DCs wurden nach achttagiger Knochenmarkskultur mit GM-CSF auf ihre Expression von CD86
und MHCII untersucht. Die Histogramme veranschaulichen die Expression von CD86 und MHCII
auf lebenden CD11c exprimierenden Zellen (DCs) von hSIGN Mausen (linke Spalte) und WT Mau-
sen (rechte Spalte). Abbildung 11 zeigt exemplarisch eine FACS Farbung, wie sie identisch bei
jeder GM-CSF Kultur nach acht Tagen durchgefiihrt wurde.

Abkurzungen: CD, cluster of differentiation; hSIGN, Bezeichnung fur transgene DC-SIGN Mausli-
nie; MHC, major histocompatibility complex; WT, Wildtyp Maus.
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Abbildung 12: FACS Analyse der stimulierten DCs am Kulturtag acht

Nach siebentagiger GM-CSF Kultur wurden die DCs flr 24 Stunden mit LPS oder CpGyggs inku-
biert. Die Histogramme veranschaulichen die Expression von MHCII auf lebenden CD11c expri-
mierenden Zellen (DCs) von hSIGN Mausen (obere Zeile) und WT Mausen (untere Zeile) nach
Inkubation mit LPS (linke Spalte) oder CpGggs (rechte Spalte). Abbildung 12 zeigt exemplarisch
das Ergebnis, welches in drei weiteren identisch aufgebauten und unabhangig voneinander durch-
gefuhrten Zellkulturen und FACS Farbungen bestatigt werden konnte.

Abkulrzungen: CD, cluster of differentiation; CpGiees, Cytosin-Guanosin Oligonukleotid; hSIGN,
Bezeichnung fir transgene DC-SIGN Mauslinie; LPS, Lipopolysaccharid; MHC, major histocompat-
ibility complex; WT, Wildtyp Maus.
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Da es sich bei den DCs von hSIGN Mausen um Zellen aus transgenen Tieren
handelt, musste die zuverlassige und ausreichende Expression des humanen DC-
SIGN auf CD11c¢" Zellen getestet werden. Laut vorausgegangener Forschungsar-
beiten exprimieren 60% bis 70% der CD11c” Zellen nach achttagiger GM-CSF
Knochenmarkskultur humanes DC-SIGN (CD209) (Schaefer et al., 2008). Dies
konnte in der vorliegenden Arbeit bestatigt werden. Nach siebentagiger Kultur
wurden die DCs aus hSIGN GM-CSF Kulturen auf ihre Expression von DC-SIGN
in einer FACS Farbung getestet. Hierbei zeigte sich, dass etwa 70% der CD11c”

Zellen der transgenen Mause humanes DC-SIGN exprimierten (s. Abbildung 13).
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Abbildung 13: Expression von DC-SIGN in transgenen hSIGN Mausen

DCs wurden nach siebentagiger Zellkultur mit GM-CSF auf ihre Expression von CD209 (humanes
DC-SIGN) untersucht. Die Histogramme zeigen die Expression von CD209 (humanes DC-SIGN)
auf lebenden CD11c exprimierenden Zellen (DCs) von hSIGN Mausen (rot) und WT Mausen
(blau). Abbildung 13 veranschaulicht exemplarisch das Ergebnis, welches in drei weiteren iden-
tisch aufgebauten und unabhangig voneinander durchgeflhrten Zellkulturen und FACS Farbungen
bestatigt werden konnte.

Abkurzungen: CD, cluster of differentiation; hSIGN, Bezeichnung fur transgene DC-SIGN Mausli-
nie; WT, Wildtyp Maus.
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3.2 Analyse von T-Zell Proliferation mittels CFSE
Markierung

In verschiedenen Publikationen konnte bereits gezeigt werden, dass spezifisches
Beladen von C-Typ Lektinen mit Antigen Uber Antikorper (engl. Targeting) die An-
tigenaufnahme in die DCs verstarkt. Uber das Beladen von DEC-205 und dem MR
konnte beispielsweise eine Prasentation von Antigenen auf MHCI und MHCII Mo-
lekulen beobachtet werden, was wiederum zu einer verstarkten und effizienteren
Antigenprasentation an T-Zellen fihrte (Apostolopoulos et al.,, 2000a;
Apostolopoulos et al., 2000b; Steinman, 2000). Auf3erdem war in einigen Verof-
fentlichungen deutlich geworden, dass die Zugabe von Reagenzien, die zur Rei-
fung von DCs fuhren, die Antigenprasentation an T-Zellen noch effizienter macht
(Sparwasser et al., 2000; de Vries et al., 2003; Loré et al., 2003; Bonifaz et al.,
2004). Aufgrund dieser Ergebnisse war es naheliegend, dass auch spezifisches
Targeting von DC-SIGN die Antigenprasentation an naive T-Zellen verstarken
wurde. In den folgenden Versuchsreichen wurden OVA Peptid (entweder Klasse |
oder Klasse Il) spezifische T-Zellen verwendet, da bekannt ist, dass OVA Peptide
auf MHC Molekulen der DCs prasentiert werden kdnnen und dort durch die trans-
genen T-Zellen erkannt werden (Bonifaz et al., 2002). Um die Auswirkungen des
spezifischen Beladens von DC-SIGN auf hSIGN DCs im Hinblick auf eine T-Zell
Proliferation zeigen zu konnen, wurden WT oder hSIGN DCs mit OTI T-Zellen in-
kubiert. Um die DCs zur Reifung anzuregen, waren diese zuvor mit CpG1ess 0der
LPS inkubiert worden. AuRerdem wurden den Zellkulturen entweder ohDC-
SIGN:OVA Antikorper, Isotyp:OVA Antikorper oder reines OVA Protein hinzuge-
fugt. Nach 24 Stunden Inkubation wurden die DCs mit frisch isolierten und CFSE
markierten OTI T-Zellen in Ko-Kultur gesetzt. Die Auswertung am sechsten Tag
nach Beginn der Ko-Kultur ergab, dass das spezifische Beladen von DC-SIGN mit
ahDC-SIGN:OVA Antikérpern eine deutliche OTI Proliferation in Ko-Kultur mit
hSIGN DCs hervorrief (s. Abbildung 14). Bei 0,1 ug/ml und 1,0 uyg/ml des ahDC-
SIGN:OVA Antikdrpers belief sich die Proliferation auf nahezu 100%. Dieses Er-
gebnis war sowohl bei Prastimulation der DCs durch CpGiess als auch durch LPS
gleichermalen festzustellen. Die WT DCs zeigten in den Proben mit ahDC-
SIGN:OVA Antikérpern sowohl fur die Ko-Kultur mit LPS als auch mit CpG1gss mit
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im Durchschnitt zwischen 20% und 30% eine geringere OTI Proliferation (s. Ab-
bildung 14).

In Proben, welche mit Isotyp:OVA Antikorpern und OVA Protein inkubiert wurden,
konnten keine Unterschiede im Proliferationsausmafly der OTI T-Zellen zwischen
Ko-Kulturen mit WT und hSIGN DCs festgestellt werden. Aulerdem war auch hier
ersichtlich, dass es nicht relevant war, ob die Prastimulation mit LPS oder CpGiess
erfolgte, da in beiden Gruppen gleiche Proliferationswerte erzielt werden konnten.
Die T-Zell Proliferation blieb in den Proben, die mit Isotyp:OVA Antikérpern inku-
biert worden waren, geringer und lag fur 0,1 ug/ml bei maximal 15%, fur 1,0 ug/ml
bei maximal 40%. In den Proben mit OVA Protein proliferierten die OTI Zellen in
noch geringerem Ausmal und erreichten eine Proliferation von 10% bei 0,1 ug/ml
und maximal 20% bei 1,0 pg/ml (s. Abbildung 14).

In einem weiteren Experiment wurde die Auswirkung des Beladens der DCs mit
Antikérpern auf die T-Zell Proliferation sowohl fir CD8" OTI als auch fir CD4"
OTIl T-Zellen untersucht. Nach siebentagiger GM-CSF Kultur wurden WT oder
hSIGN DCs mit LPS und zusatzlich entweder mit ahDC-SIGN:OVA Antikorpern
oder Isotyp:OVA Antikdrpern fur 24 Stunden inkubiert. Am Folgetag wurden die
DCs mit frisch isolierten und CFSE markierten OTI oder OTII T-Zellen in Ko-Kultur
gesetzt. Die Analyse am Tag sechs nach Beginn der Ko-Kultur ergab flr das Be-
laden der hSIGN DCs mit ahDC-SIGN:OVA Antikorpern, dass die OTI Proliferati-
on bereits bei 0,1 ug/ml Antikdrpern nahezu 100% betrug und diese durch eine
Antikdrpertitration in 0,25 ug/ml Schritten bis zu 1,0 pg/ml nicht mehr steigerbar
war (s. Abbildung 15, A). Des Weiteren war ersichtlich, dass die OTII Proliferation
in hSIGN Ko-Kulturen zwar geringer als die OTI Proliferation ausfiel, bei 0,1 pg/ml
jedoch auch bei 57% lag und sich bei einer ahDC-SIGN:OVA Antikdrperkonzent-
ration von 1,0 pg/ml bis auf 77% erhohte (s. Abbildung 15, B). Die Proliferation
der OTI Zellen war bei einer Inkubation der WT DCs mit ahDC-SIGN:OVA Anti-
korpern deutlich geringer. Es zeigte sich, dass die OTI Proliferation durch die Er-
héhung der Antikdrperkonzentration zunahm, bei 1,0 pg/ml eingesetzten Antikor-
pern aber maximal eine Proliferation von 29% erreicht werden konnte (s. Abbil-
dung 15, A). Fir die OTIl Zellen wurde bei der Inkubation der WT DCs mit ahDC-
SIGN:OVA Antikérpern eine maximale Proliferation von 49% erreicht (s. Abbil-
dung 15, B). Das Beladen der DCs mit Isotyp:OVA Antikorpern zeigte keine Un-
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terschiede in der T-Zell Proliferation zwischen WT und hSIGN Ko-Kulturen. Die
Proliferation der OTl und OTIl T-Zellen nahm bei Erhéhung der Antikdrperkonzent-
rationen gleichermalden zu und steigerte sich in allen Ko-Kulturen auf maximal
60% (s. Abbildung 15, A und B).
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Abbildung 14: OTI T-Zell Proliferation bei spezifischem Beladen der DCs mit Antikérpern
oder Protein

WT (graue Balken) oder hSIGN (blaue Balken) DCs wurden nach siebentagiger GM-CSF Kultur fir
24 Stunden mit CpGyegs (linke Spalte) oder LPS (rechte Spalte) und zusatzlich entweder mit OVA
Protein (untere Zeile), Isotyp:OVA AKs (mittlere Zeile) oder ahDC-SIGN:OVA AKs (obere Zeile)
inkubiert. Die Kontrollen erhielten nur LPS bzw. CpGgss. Nach 24 Stunden wurden die Zellkulturen
fur funf Tage mit CFSE markierten OTI T-Zellen inkubiert. Dargestellt ist die Proliferation der CFSE
markierten OTI Zellen (Y-Achse) in Bezug zur Antikérper- oder Proteinkonzentration (X-Achse) bei
Auswertung am Tag sechs nach Beginn der Ko-Kultur. Die verschiedenen Ansatze wurden als
Triplets gemessen. Gezeigt sind reprasentativ n=3 mit Mittelwerten und Standardabweichungen
aus einem von zwei identisch aufgebauten und unabhangig voneinander durchgefuhrten Experi-
menten.

Abklrzungen: CpGees, Cytosin-Guanosin Oligonukleotid; hSIGN, Bezeichnung fiir transgene DC-
SIGN Mauslinie; LPS, Lipopolysaccharid; OTI, OVA Peptid Klasse | spezifische T-Zellen; OVA,
Ovalbumin; WT, Wildtyp Maus.
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Abbildung 15: OTI und OTII T-Zell Proliferation bei gezieltem Beladen der DCs mit Antikor-
pern

WT (schwarze Linien) oder hSIGN (blaue Linien) DCs wurden nach siebentédgiger GM-CSF Kultur
fur 24 Stunden mit LPS und zusatzlich mit Isotyp:OVA AKs (gestrichelte Linien) oder ahDC-
SIGN:OVA AKs (durchgezogene Linien) inkubiert. Die Kontrollen erhielten nur LPS. Nach
24 Stunden wurden die Zellkulturen fiir finf Tage mit CFSE markierten A) CD8" OTI T-Zellen oder
B) CD4" OTII T-Zellen inkubiert. Dargestellt ist die Proliferationsrate der CFSE markierten OTI
bzw. OTII Zellen (Y-Achse) in Bezug zur Antikdrperkonzentration (X-Achse) bei Auswertung am
Tag sechs nach Beginn der Ko-Kultur. Die verschiedenen Ansatze wurden als Triplets gemessen.
Gezeigt sind n=3 mit Mittelwerten und Standardabweichungen aus einem durchgeflhrten Experi-
ment.

Abkurzungen: AK, Antikdrper; hSIGN, Bezeichnung fur transgene DC-SIGN Mauslinie; OTI/II,
OVA Peptid Klasse I/ll spezifische T-Zellen; WT, Wildtyp Maus.



Ergebnisse 58

3.3 T-Zell Proliferationsanalyse mittels Thymidin
Inkorporation

Da die OTI T-Zell Proliferation bei 0,1 pg/ml ahDC-SIGN:OVA Antikdrpern bei na-
hezu 100% lag, war es im weiteren Verlauf interessant, wie viel niedriger die Anti-
korperkonzentration gewahlt werden kann, um weiterhin den ausgepragten Prolife-
rationseffekt der T-Zellen auslosen zu kénnen. AuRerdem war es aufgrund einer
mdglichen spateren klinischen Relevanz der Ergebnisse von grofdtem Interesse,
die Antikérperkonzentrationen bereits in vitro auf ein Minimum zu reduzieren. Da
sich fiir Proliferationsexperimente mit Ko-Kulturen im groBem MaRe die *H Thymi-
din Inkorporation eignet, wurden die Zellen in den folgenden Experimenten nicht
mehr mit CFSE gefarbt, sondern mit radioaktivem *H Thymidin markiert. Nach
siebentagiger GM-CSF Kultur wurden WT oder hSIGN DCs mit aCD40 Antikor-
pern und zusatzlich mit ahDC-SIGN:OVA Antikorpern, Isotyp:OVA Antikorpern
oder OVA Protein inkubiert. Am Folgetag wurden die DCs mit frisch isolierten OTI
oder OTIlI T-Zellen in Ko-Kultur gesetzt. Nach drei Tagen wurde der Ko-Kultur
*H Thymidin beigegeben. Die Analyse nach 16-stiindiger Inkubation mit °*H Thymi-
din bestatigte die Ergebnisse vorausgegangener Experimenten und flhrte erneut
zu ausgepragter OTI Proliferation und weniger stark ausgepragter OTIl Proliferati-
on (s. Abbildungen 16 und 17). Die Inkubation der hSIGN DCs mit ahDC-
SIGN:OVA Antikorpern fuhrte bei niedrigsten Antikdrperkonzentrationen noch zu
starker Proliferation der OTI T-Zellen, wahrend in Ko-Kulturen mit WT DCs kaum
OTI Proliferation nachzuweisen war (s. Abbildung 16). Die Proliferation der OTI
T-Zellen bei Inkubation der DCs mit Isotyp:OVA Antikdrpern war erneut gering. Die
OTI T-Zellen in Ko-Kultur mit hSIGN DCs beladen mit Isotyp:OVA Antikorpern
zeigten eine leicht gesteigerte Proliferation im Vergleich zu den Ko-Kulturen der
WT DCs. In Ko-Kulturen mit OVA Protein war die OTI Proliferation sowohl mit WT
als auch mit hSIGN DCs sehr niedrig (s. Abbildung 16). Dass die Zugabe von
Reagenzien, die zur Reifung von DCs fuhren, die Antigenprasentation an T-Zellen
Uberhaupt erst ermoglicht, wurde in dieser Versuchsreihe besonders deutlich. Die
Proben, die zwar mit Antikdrpern oder Protein versehen wurden, jedoch keine
aCD40 Antikorper erhielten, zeigten sowohl in Kultur mit WT als auch mit hSIGN
DCs kaum T-Zell Proliferation (s. Abbildung 16). Der Effekt der verstarkten T-Zell
Proliferation bei Beladen der hSIGN DCs mit ahDC-SIGN:OVA Antikérpern in Ko-
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Kultur mit OTII T-Zellen konnte nicht in dem Ausmal} wie bei den OTI Zellen beo-
bachtet werden. Bei ahDC-SIGN:OVA Konzentrationen von 0,5 und 0,05 pg/ml
konnte die OTII T-Zell Proliferation in Ko-Kulturen mit hSIGN DCs im Vergleich
zum WT noch gesteigert werden, war aber bereits niedriger als bei gleichen Be-
dingungen in den OTI Ko-Kulturen mit hSIGN DCs. Ab Antikdrperkonzentrationen
von 0,005 ug/ml und niedriger war kein Unterschied mehr zwischen hSIGN und
WT Ko-Kulturen bezuglich der OTII Proliferation ersichtlich (s. Abbildung 17). Die
Kulturen, welche mit Isotyp:OVA Antikdrpern oder OVA Protein angereichert wor-
den waren, zeigten ahnliche Ergebnisse wie bereits zuvor die OTI Kulturen. Die
OTII Proliferation war in Kulturen mit 0,5 ug/ml Isotyp:OVA Antikdrpern sowohl fur
hSIGN als auch fur WT DCs erhoht, alle anderen Ko-Kulturen zeigten insgesamt
eine gering ausgepragte Zellvermehrung. Bei reinem OVA Protein blieb in allen
Ko-Kulturen die Proliferation gleichermal3en auf sehr niedrigem Niveau (s. Abbil-
dung 17). Auch in den Ko-Kulturen mit OTIl T-Zellen wurde die Notwendigkeit
einer Prastimulation der DCs mit aCD40 Antikorpern ersichtlich. Ganz ahnlich wie
schon bei den Versuchen mit OTI T-Zellen fand sowohl in Ko-Kultur mit WT als
auch mit hSIGN DCs kaum T-Zell Proliferation statt, insofern keine aCD40 Anti-

korper verwendet wurden (s. Abbildung 17).
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Kontrollen: DCs und T-Zellen in Ko-Kultur, nur Medium, ohne aCD40 AKs, ohne AKs oder Protein
Ohne aCD40: DCs und T-Zellen in Ko-Kultur, ohne aCD40 AKs, mit AKs oder Protein
Peptid: SIINFEKL OTI Peptid (OVA257-264)

Abbildung 16: OTI T-Zell Proliferation bei Targeting von DC-SIGN in vitro

WT (graue Balken) oder hSIGN (blaue Balken) DCs wurden nach siebentagiger GM-CSF Kultur fir
24 Stunden mit aCD40 AKs und zusatzlich entweder mit OVA Protein, Isotyp:OVA AKs oder
ahDC-SIGN:OVA AKs inkubiert. Am Folgetag wurden CD8" OTI T-Zellen hinzugegeben. Nach drei
Tagen erfolgte eine radioaktive Markierung mit *H Thymidin und nach weiteren 16 Stunden eine
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Auswertung mittels eines Szintillationszahlers. Dargestellt ist die Proliferation der *H Thymidin
markierten OTI Zellen in Counts (Y-Achse) in Bezug zur Antikdrper- oder Proteinkonzentration (X-
Achse) bei Auswertung am Tag funf nach Beginn der Ko-Kultur. Die verschiedenen Ansatze wur-
den als Triplets gemessen. Gezeigt sind reprasentativ n=3 Mittelwerte und Standardabweichungen
aus einem von zwei identisch aufgebauten und unabhangig voneinander durchgefuhrten Experi-
menten.

Abkurzungen: AK, Antikdrper; hSIGN, Bezeichnung fir transgene DC-SIGN Mauslinie; OVA, Oval-
bumin; WT, Wildtyp Maus.
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Abbildung 17: OTIl T-Zell Proliferation bei Targeting von DC-SIGN in vitro

Peptid: OTII Peptid (OVAs323.339)

WT (graue Balken) oder hSIGN (blaue Balken) DCs wurden nach siebentagiger GM-CSF Kultur fir
24 Stunden mit aCD40 AKs und zusatzlich entweder mit OVA Protein, Isotyp:OVA AKs oder
ahDC-SIGN:OVA AKs inkubiert. Am Folgetag wurden CD4" OTII T-Zellen hinzugegeben. Nach
drei Tagen erfolgte eine radioaktive Markierung mit *H Thymidin und nach weiteren 16 Stunden
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eine Auswertung mittels eines Szintillationszahlers. Dargestellt ist die Proliferation der *H Thymidin
markierten OTIl Zellen in Counts (Y-Achse) in Bezug zur Antikdrper- oder Proteinkonzentration (X-
Achse) bei Auswertung am Tag funf nach Beginn der Ko-Kultur. Die verschiedenen Ansatze wur-
den als Triplets gemessen. Gezeigt sind reprasentativ n=3 Mittelwerte und Standardabweichungen
aus einem von zwei identisch aufgebauten und unabhangig voneinander durchgefuhrten Experi-
menten.

Abkurzungen: AK, Antikdrper; hSIGN, Bezeichnung fur transgene DC-SIGN Mauslinie; OVA, Oval-
bumin; WT, Wildtyp Maus.
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3.4 Das Humane DC-SIGN als Zielstruktur von Vakzinen
in vivo: Analyse von T-Zell Antworten im hSIGN
Mausmodell

Forscher an der Rockefeller Universitat und an der Mount Sinai School of Medi-
cine in New York konnte bereits 2004 zeigen, dass das Beladen des Rezeptors
DEC-205 mit spezifischem Antigen in vivo nicht nur zu einer Reifung von DCs
fuhrt, sondern auch die MHC Prasentation verstarkt und somit in erhdhtem Malde
CD8" und CD4" T-Zellen aktiviert (Bonifaz et al., 2002; Bonifaz et al., 2004). Ba-
sierend auf dieser Grundlage und den zuvor beschriebenen in vitro Daten dieser
Arbeit war zu erwarten, dass der Effekt der verstarkten T-Zell Aktivierung auch bei
spezifischem Targeting von DC-SIGN in vivo eintreten wiurde. Um dies festzustel-
len, wurde eine in vivo Versuchsreihe begonnen, die sich in der Methodik eng an

die Arbeiten von Bonifaz et al. anlehnte (Bonifaz et al., 2004).

Hierfir wurden CD45.1" x OTI oder CD45.1" x OTIl T-Zellen in die Versuchstiere
injiziert, die Tiere zusatzlich mit aCD40 Antikdrpern und entweder ohDC-
SIGN:OVA Antikérpern oder OVA Protein vakziniert und im Verlauf die Expansion
der transferierten CD45.1" x OTI oder CD45.1" x OTIl T-Zellen mit Hilfe von Bluta-
nalysen verfolgt. Die CD45.1" x OTI oder CD45.1" x OTII T-Zellen eignen sich fiir
in vivo Versuche dieser Art im Besonderen, da sie in spateren Organanalysen
durch ihren zusatzlichen Marker von tiereigenen T-Zellen unterschieden werden
kénnen. Hierbei zeigte sich fiir CD45.1" x OTI T-Zellen in hSIGN Mausen, die mit
ahDC-SIGN:OVA Antikérpern immunisiert worden waren, eine starke Proliferation,
die sich von Tag eins auf Tag funf deutlich erhdhte und Spitzenwerte von bis zu
60% erreichte. Trotz einer zusatzlichen Stimulation mit aCD40 Antikérpern und
OVA Protein (engl. Boost) am Tag sieben, konnte die Proliferation der CD45.1" x
OTI T-Zellen bis zum zehnten Tag nicht weiter gesteigert werden und die Anzahl
der CD45.1" x OTI Zellen nahm wieder bis auf unter 20% ab (s. Abbildung 18). In
den Kontrollgruppen der WT Mause, denen OVA Protein oder ahDC-SIGN:OVA
Antikorper injiziert worden waren, erhohte sich die CD45.1" x OTI T-Zell Prolifera-
tion ebenfalls. Die Gruppe mit OVA Protein erreichte jedoch nur eine Zellvermeh-
rung bis zu 30% und auch die Proliferation in WT Mausen mit ahDC-SIGN:OVA
Antikdrpern blieb bei unter 20%. Bis zum Tag zehn verringerte sich in allen Kon-

trollgruppen die T-Zell Proliferation auf unter 20% und auch hier schien der Boost
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am Tag sieben wirkungslos zu bleiben (s. Abbildung 18). Wildtyp Mause, denen
lediglich PBS injiziert wurde, zeigten keine CD45.1" x OTI T-Zell Proliferation zwi-

schen Tag eins und zehn.

In transgenen hSIGN Mausen konnte durch spezifisches Beladen von DC-SIGN
die Proliferation der CD45.1" x OTII T-Zellen bis Tag fiinf nur minimal gesteigert
werden und blieb mit maximal 2,7% deutlich unter den Spitzenwerten, die in vivo
von den OTI Zellen erreicht worden waren. Aul3erdem unterschied sich die Prolife-
ration der CD45.1" x OTII T-Zellen in den Kontrollgruppen der WT Mause mit OVA
Protein und ahDC-SIGN:OVA Antikdrpern nur geringfugig von den Werten der
hSIGN Mause. Auch hier zeigte der Boost am Tag sieben keine Wirkung und in
allen Gruppen verringerte sich die T-Zell Anzahl bis Tag zehn auf Werte unter 1%.
Bei WT Mausen, denen PBS injiziert worden war, konnte keine CD45.1" x OTII T-
Zell Proliferation festgestellt werden (s. Abbildung 19).
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Abbildung 18: Proliferation transferierter CD45.1" x OTI Zellen in vivo

Es wurden CD45.1" x OTI aus den Lymphknoten von CD45.1" x OT| Mausen isoliert und die Zellen
i.v. in hSIGN und WT Mause injiziert. Am Tag 0 wurden die Mause s.c. mit ahDC-SIGN:OVA Anti-
kdrpern oder OVA Protein vakziniert und erhielten alle zuséatzlich aCD40 Antikdrper. Eine Gruppe
erhielt nur PBS. Am Tag sieben wurde eine Injektion i.p. mit OVA Protein und aCD40 Antikérpern
durchgefuhrt. An den Tagen eins, funf und zehn wurde den Mausen Blut enthommen und die Zel-
len mit FACS Antikérpern fir CD8 und CD45.1. gefarbt. Die Graphik zeigt die Entwicklung der
Proliferation der CD45.1" x OTI Zellen im Blut (Y-Achse) iiber zehn Tage (X-Achse). Gezeigt sind
reprasentativ Mittelwerte und Standardabweichungen aus einem von zwei identisch aufgebauten
und unabhangig voneinander durchgeflhrten Experimenten. Die hSIGN Gruppe bestand aus vier
Mausen, die WT Gruppen zu je aus zwei Mausen.

Abkurzungen: AK, Antikdrper; hSIGN, Bezeichnung fir transgene DC-SIGN Mauslinie; OVA, Oval-
bumin; PBS, Phosphate-buffered saline; WT, Wildtyp Maus.
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Abbildung 19: Proliferation transferierter CD45.1" x OTII Zellen in vivo

Es wurden CD45.1" x OTIl aus den Lymphknoten von CD45.1" x OTIl M&usen isoliert und die
Zellen i.v. in hSIGN und WT Mause injiziert. Am Tag 0 wurden die M&use s.c. mit ahDC-
SIGN:OVA Antikérpern oder OVA Protein vakziniert und erhielten alle zusatzlich aCD40 Antikor-
per. Eine Gruppe erhielt nur PBS. Am Tag sieben wurde eine Injektion i.p. mit OVA Protein und
aCD40 Antikdrpern durchgeflihrt. An den Tagen eins, funf und zehn wurde den Mausen Blut ent-
nommen und die Zellen mit FACS Antikdrpern fir CD4 und CD45.1. gefarbt. Die Graphik zeigt die
Entwicklung der Proliferation der CD45.1" x OTIl Zellen im Blut (Y-Achse) iiber zehn Tage (X-
Achse). Gezeigt sind reprasentativ Mittelwerte und Standardabweichungen aus einem von zwei
identisch aufgebauten und unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten. Die hSIGN
Gruppe bestand aus vier Mausen, die WT Gruppen zu je aus zwei Mausen.

Abkurzungen: AK, Antikdrper; hSIGN, Bezeichnung fir transgene DC-SIGN Mauslinie; OVA, Oval-
bumin; PBS, Phosphate-buffered saline; WT, Wildtyp Maus.
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3.5 Funktionelle Analyse der zytotoxischen Aktivitat nach
Vakzinierung

Um zu Uberprifen, ob die proliferierten CD8" OTI Zellen in vivo Uber eine zytotoxi-
sche Funktion verfigen, sollten in einem weiteren Experiment die Auswirkungen
von spezifischem DC-SIGN Targeting im Zytotoxizitatsprotokoll untersucht wer-
den. Hierfir wurden erneut CD45.1" x OTI T-Zellen in die Versuchstiere injiziert
und die Tiere zusatzlich mit aCD40 Antikdrpern und entweder ahDC-SIGN:OVA
Antikdrpern oder OVA Protein vakziniert. Sieben Tage nach Vakzinierung wurden
CFSE markierte WT Zellen in die vakzinierten Versuchstiere injiziert. Diese Zellen
waren zuvor entweder zusatzlich mit SINFEKL Peptid inkubiert worden (CFSE"")
oder nur CFSE markiert (CFSE™"). Die finale Analyse erfolgte am Tag acht und
18h nach Injektion der CFSE markierten WT Zellen. Sowohl in der Milz, als auch
in den inguinalen Lymphknoten aller Versuchstiere zeigte sich eine Verringerung
der CFSE"" Fraktion, die am starksten in den hSIGN Méausen ausgepragt war,
welche zuvor mit ahDC-SIGN:OVA Antikorpern immunisiert worden waren. Hier
verringerte sich die CFSE"" Fraktion auf 6,4% in der Milz und 6,0% in den ingui-
nalen Lymphknoten. In den WT Mausen mit ahDC-SIGN:OVA Antikorpern lagen
die Werte bei 15,1% in der Milz und 7,8% in den inguinalen Lymphknoten. WT
Mause, die mit OVA Protein vakziniert worden waren, zeigten eine Reduktion der
CFSE™ Zellen auf 24% in der Milz und 9,1% in den inguinalen Lymphknoten (s.
Abbildungen 20 und 21). In den Abbildungen 20 und 21 sind in Abschnitt A
jeweils Auszlge aus den originalen FACS Graphen zu sehen, Abschnitt B zeigt

jeweils die graphische Auswertung.



Ergebnisse

69

Milz

A
¢>é 250 200
=
x| ™™ 354 9575 150 g2 9043
— | . 77" | hSIGN: chDC-SIGN:OVA
10 Antikdrper
50 a0
o 4]
101 1]: 1E|3 104 105 ‘101 1‘3: 19 10 10'_1
600 300
1324 H65S N 1222 8782
400 200
WT: ahDC-SIGN:OVA
200 100 Antiko rper
0 - U 0 S Rt
R S M W e ad ad
1591 8394 13,44 8646
200
— 200 — WT: OVA Protein
’ 0 ¢ o gt ad ’ 0w 1w gt 105‘
CFSE
100
E hSIGN (chDC-SIGN:OVA Antikorper)
3 WT (chDC-SIGN:OVA Antikorper)
= WT (OVA Protein)
s0] HE WT (PBS)
X
H
1] -
N 60
L
(8]
c
2
g 404 -1
204
-T-

Abbildung 20: Verringerung der CFSE'" Fraktion in der Milz
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Es wurden CD45.1" x OTI aus den Lymphknoten von CD45.1" x OTI Mausen isoliert und diese
Zellen i.v. in hSIGN Mause (blaue Balken) und WT Mause (schwarze und graue Balken) injiziert.
Am Tag 0 wurden die Mause s.c. mit ahDC-SIGN:OVA Antikérpern oder OVA Protein vakziniert
und erhielten alle zuséatzlich aCD40 Antikérper. Die WT Kontrollen erhielten PBS. Am Tag sieben
wurde allen Versuchstieren eine Mischung aus 2x10" CFSE markierten gen-identischen Zellen
isoliert aus Lymphknoten und Milz von WT Mausen injiziert. Diese Zellen waren zuvor entweder
zusatzlich mit SIINFEKL Peptid inkubiert (CFSE®") oder nur CFSE markiert (CFSE™") worden.
18 Stunden nach der Injektion wurde die Beseitigung der CFSE"" Zellen mittels FACS als Parame-
ter fiir die zytotoxische Aktivitit der transferierten CD45.1" x OTI Zellen gemessen. Die FACS His-
togramme zeigen den Anteil der CFSE positiven Zellen unter den lebenden Zellen in der Milz (Y-
Achse, s. Abbildung 20, A). Die graphische Auswertung stellt Mittelwerte und Standardabwei-
chungen aus einem durchgeflhrten Experiment dar (s. Abbildung 20, B). Pro Gruppe wurden
zwei Mause eingesetzt.

Abkurzungen: hSIGN, Bezeichnung fir transgene DC-SIGN Mauslinie; OVA, Ovalbumin; PBS,
Phosphate-buffered saline; WT, Wildtyp Maus.
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Abbildung 21: Verringerung der CFSE™" Fraktion in den inguinalen Lymphknoten
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Es wurden CD45.1" x OTI aus den Lymphknoten von CD45.1" x OTI Mausen isoliert und diese
Zellen i.v. in hSIGN Mause (blaue Balken) und WT Mause (schwarze und graue Balken) injiziert.
Am Tag 0 wurden die Mause s.c. mit ahDC-SIGN:OVA Antikérpern oder OVA Protein vakziniert
und erhielten alle zuséatzlich aCD40 Antikérper. Die WT Kontrollen erhielten PBS. Am Tag sieben
wurde allen Versuchstieren eine Mischung aus 20x10° CFSE markierten gen-identischen Zellen
isoliert aus Lymphknoten und Milz von WT Mausen injiziert. Diese Zellen waren zuvor entweder
zusatzlich mit SIINFEKL Peptid inkubiert (CFSE®") oder nur CFSE markiert (CFSE™") worden.
18 Stunden nach der Injektion wurde die Beseitigung der CFSE"" Zellen mittels FACS als Parame-
ter fiir die zytotoxische Aktivitit der transferierten CD45.1" x OTI Zellen gemessen. Die FACS His-
togramme zeigen den Anteil der CFSE positiven Zellen unter den lebenden Zellen in den inguina-
len Lymphknoten (Y-Achse, s. Abbildung 21, A). Die graphische Auswertung stellt Mittelwerte und
Standardabweichungen aus einem durchgeflihrten Experiment dar (s. Abbildung 21, B). Pro
Gruppe wurden zwei Mause eingesetzt.

Abkurzungen: hSIGN, Bezeichnung fir transgene DC-SIGN Mauslinie; OVA, Ovalbumin; PBS,
Phosphate-buffered saline; WT, Wildtyp Maus.
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4 DISKUSSION

DCs spielen eine zentrale Rolle bei der Initierung von adaptiven Immunantworten,
da sie kontinuierlich Antigene aufnehmen und diese an T-Zellen prasentieren. So
kontrollieren sie die Aktivitat von B- und T-Lymphozyten, den Mediatoren des
adaptiven Immunsystems. Im letzten Jahrzehnt wurde das Potential von Immun-
therapeutika basierend auf ex vivo generierten DCs in vielen klinischen Studien
untersucht. Jedoch blieb der erhoffte Erfolg bisher aus. Dies ist zum einen darauf
zurlckzuflhren, dass die ex vivo Methoden nur einem limitierten Patientenkollektiv
zuganglich sind, namlich Patienten, die an einem schweren Tumorleiden mit
schlechter Prognose erkrankt sind. Zum anderen mussen die Impfstoffe teuer und
aufwendig fur jeden Patienten individuell hergestellt werden. Eine Alternative bil-
den neue Impfstoffe, bei denen durch spezifisches Beladen Antigene direkt Uber
verschiedene Rezeptoren in die DCs aufgenommen werden kénnen. Dies hat ei-
nerseits den Vorteil, dass der immunologische Prozess im natlrlichen Umfeld der
DCs ablaufen kann und die Antikdrper Uber das Blut- und Lymphsystem verschie-
dene Untergruppen an DCs in unterschiedlichen Organen und Geweben des Or-
ganismus erreichen. Andererseits konnen Antikdrper einfacher, kostengunstiger
und in groBeren Mengen als ex vivo generierte DCs produziert werden und so
einem breiteren Patientenkollektiv zur Verfligung gestellt werden. Die Mehrzahl an
Rezeptoren, die im Targeting Verwendung finden, gehort zur Familie der CLRs.
Da sie sowohl im Menschen als auch im Modellorganismus Maus speziell auf pro-
fessionellen APCs exprimiert werden, scheinen sie sich besonders gut fur neue
Vakzinierungsstrategien zu eignen (s. Ubersichtsarbeit von Tacken et al., 2007). In
der vorliegenden Arbeit wurde in erster Linie die Rolle des Lektins DC-SIGN un-
tersucht. Es existieren zwar murine Homologe, diese unterscheiden sich jedoch in
Funktion und Expressionsmustern deutlich vom humanen DC-SIGN Molekul
(Koppel et al., 2005; Powlesland et al., 2006). Somit konnte die Maus bislang nicht
als Modellorganismus fur die Analyse der Funktion von DC-SIGN dienen. Schafer
et al. gelang die Generierung eines konventionellen transgenen Mausmodells
(hSIGN), bei dem das humane DC-SIGN unter dem CD11c Promoter exprimiert
wird und somit auch in der Maus spezifisch nur auf DCs zu finden ist (Schaefer et

al., 2008). Dadurch war es in der vorliegenden Arbeit moglich, nicht nur in vitro
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Studien mit DCs aus der Maus durchzufiihren, sondern die Funktionen von DC-

SIGN auch in vivo zu analysieren.

4.1 Zielrezeptoren fur die Entwicklung neuer Impfstoffe

Aktuelle Forschungsergebnisse verdeutlichen zunehmend, dass der Typ einer
Immunantwort davon abhangt, welche Untergruppe von DCs die Immunantwort
initiiert (Dudziak et al., 2007; Tacken and Figdor, 2011). Um Uber neue Impfstrate-
gien die Art der Immunantwort kontrollieren und beeinflussen zu kdnnen, muss
daher bekannt sein, welche DCs im Einzelnen von den Antikérpern erreicht wer-
den und Uber welche Eigenschaften die spezifischen DC Untergruppen verfugen.
Die Wahl desjenigen Rezeptors, der zum Targeting verwendet wird, beeinflusst im
weiteren Verlauf auch ganz evident die DC Subpopulation, die durch den Antikor-
perimpfstoff erreicht wird (Tacken and Figdor, 2011). cDCs sind professionelle
APCs, flur die bereits Uberzeugende Daten flr Targeting Studien in der Maus pra-
sentiert wurden (Dudziak et al., 2007). cDCs exprimieren eine Reihe an CLRs, zu
denen neben DC-SIGN auch DEC-205 und der MR gehoren (Tacken and Figdor,
2011). DEC-205 wurde in der vorliegenden Arbeit bereits mehrmals erwahnt und
gehdrt zu den am besten erforschten Rezeptoren fur Targeting Strategien der CLR
Familie. Der grof3te Nachteil an DEC-205 liegt in seiner unspezifischen Expressi-
on, da dieses Lektin im menschlichen Organismus nicht nur auf DCs, sondern
auch auf Monozyten, B-Zellen, NK Zellen und T-Zellen zu finden ist (Witmer-Pack
et al., 1995; Guo et al., 2000; Kato et al., 2006). In der Maus findet sich DEC-205
jedoch in erster Linie auf DCs in lymphatischen Organen. Daher ist es nicht ver-
wunderlich, dass durch Antikorper vermitteltes Beladen von Antigen auf DEC-205
sowohl in vitro als auch in vivo Uberzeugende Ergebnisse in Mausstudien prasen-
tiert werden konnten. Es werden bereits erste klinische Studien mit aDEC-205
Antikdrpern durchgefuhrt, die beispielsweise an das HIV Protein p24 gekoppelt

sind (www.clinicaltrials.gov).

Fur die Entwicklungen von neuen humanen Impfstoffen ist jedoch nicht das Ex-
pressionsprofil in der Maus entscheidend, sondern die Situation im Menschen.
Aufgrund der unspezifischen Expression ist zu erwarten, dass die Ergebnisse der

Targeting Strategien mit DEC-205 in der Maus im menschlichen Organismus nicht
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Uberzeugend genug reproduziert werden kénnen und aDEC-205 Antikdrper un-
spezifisch und ineffizient das Immunsystem aktivieren (Kato et al., 2006; Aarntzen
et al., 2008; Hesse et al., 2013). Dies konnte nicht zuletzt mit gefahrlichen Neben-
wirkungen fur die Patienten verbunden sein oder groRe Mengen an Antikdrpern
notig machen. DC-SIGN ist zwar auch vorwiegend in lymphatischen Organen zu
finden ist, zeigt jedoch im Menschen ein spezifisches Expressionsprofil nur auf
DCs, sodass DC-SIGN ein besserer Zielrezeptor fur die Entwicklung neuer Impf-
stoffe darstellt und DEC-205 als Rezeptor Uberlegen ist (Geijtenbeek et al., 2000c;
Soilleux et al., 2002; Hesse et al., 2013).

Als ein weiteres wichtiges CLR ist der MR zu nennen. Der MR ist in der Maus
speziell auf Makrophagen und Endothelzellen in der Leber und im lymphatischen
Gewebe exprimiert (Linehan et al., 1999). AuRerdem ist er oft auf DC-SIGN" DCs
zu finden. Interessanterweise wird der MR nur auf in vitro generierten DCs der
Maus exprimiert, nicht aber in vivo (McKenzie et al., 2007). Beim Menschen konn-
te der MR auf verschiedenen Zelltypen der Haut, in vendsen Sinusoiden der Milz
und der Leber, auf T-Zellen und DCs nachgewiesen werden (Engering et al.,
1997; Wollenberg et al., 2002; Martinez-Pomares et al., 2005). Spezifisches Bela-
den des MR mit Antigen wurde unter anderem von Ramakrishna et al. in einem
Melanom Modell erprobt. Targeting des MR mit Hilfe von humanen aMR Antikor-
pern, die an ein Melanomantigen gekoppelt wurden, fuhrte zur Aktivierung Tumor-
antigen-spezifischer CTLs und CD4" T-Helferzellen (Ramakrishna et al., 2004).
Eine andere Arbeitsgruppe erprobte das Targeting am Bacterial artificial chromo-
some (BAC) Mausmodell, wobei der BAC die Sequenz des humanen MR trug. Die
Daten aus diesen Experimenten zeigen, dass das Beladen mit Antigen Uber den
humanen MR potente humorale und zellulare Immunantworten auslést und gleich-
zeitig die Mause vor Tumorwachstum schuitzt (He et al., 2007; Tacken and Figdor,
2011). Einige klinische Studien testen momentan die Wirkung des Targeting bei
Patienten mit Brust-, Kolorektal-, Pankreas-, Ovarial- und Blasenkarzinomen.
Hierbei werden oMR Antikérper mit der B-Untereinheit des Tumormarkers
Gondadotropin fusioniert (www.clinicaltrials.gov). Ahnlich wie auch bei DEC-205
scheint DC-SIGN dem MR als Zielrezeptor fur spezielle Vakzinierungsstrategien
Uberlegen zu sein. Durch das variable Expressionsmuster des MR kdnnen die
Auswirkungen des Targeting nicht eindeutig auf durch DCs induzierte Mechanis-

men zuruckgefihrt werden. Zudem muss mit unerwlinschten Nebenwirkungen
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durch unspezifische Bindung von Antikdrpern auf vielen anderen Immunzellen
gerechnet werden. Dies konnte bei einer i.v. Applikation im Menschen beispiels-
weise zu Uberschielenden und unerwarteten Immunreaktionen fuhren. Au3erdem
ist zu beachten, dass der MR und DC-SIGN eine gemeinsame Bindungsvorliebe
fur mannosylierte Glykoproteine haben. Da DC-SIGN und der MR zudem oftmals
auf den gleichen Immunzellen ko-exprimiert sind, konnten die Ergebnisse vieler
Studien zum Targeting des MR mit Hilfe mannosylierter Strukturen in Wirklichkeit
vielleicht sogar auf Effekte von DC-SIGN zurtckgefuhrt werden (Keler et al., 2004;
Aarnoudse et al., 2008).

4.2 Zielstruktur DC-SIGN: Induktion von potenten T-Zell
Antworten

4.2.1 Targeting von DC-SIGN in vitro

Das Lektin DC-SIGN ist, wie in dieser Arbeit schon mehrmals dargelegt wurde, ein
vielversprechender Kandidat fur die Entwicklung und Erprobung neuer Impfstoffe.
DC-SIGN zeigt im Gegensatz zu vielen anderen CLRs ein auf DCs beschranktes
Expressionsmuster und ist insbesondere auf APCs in den immunologisch aktiven
lymphatischen Organen und auf Schleimhautoberflachen zu finden (Geijtenbeek et
al., 2000c; Soilleux et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit konnte mit in vitro Ex-
perimenten zum Targeting von DC-SIGN gezeigt werden, dass durch die Inkubati-
on von DC-SIGN* DCs mit ahDC-SIGN:OVA Antikérpern sowohl eine Proliferation
der CD8" OTI T-Zellen als auch der CD4" OTII T-Zellen induziert wird. Hierbei war
der Effekt furr die Proliferation der CD8" OTI Zellen ausgepragter als fir die CD4"
OTII T-Zellen (s. Abbildungen 14 bis 17). Eine starke OTI T-Zell Proliferation
resultierte aus der Verwendung geringster Konzentrationen an ahDC-SIGN:OVA
Antikérpern. Die Ko-Kultur mit DC-SIGN® DCs fiihrte bei Antikérperkonzentratio-
nen im Nanogrammbereich zu einer 20fach héheren OTI T-Zell Proliferation als
eine alleinige Verwendung gleicher Konzentrationen an reinem OVA Protein oder
an Isotyp:OVA Antikdrpern. Dieses Ergebnis liel3 vermuten, dass noch weit aus
geringere Konzentrationen des ahDC-SIGN:OVA Antikorpers verwendet werden
konnten und die starke Proliferation der OTI T-Zellen dennoch erhalten bliebe.

Dies zeigt, dass das Targeting von DC-SIGN in vitro eine sehr effektive Mdglich-
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keit darstellt, spezifiscne CD8" T-Zellen zu aktivieren und DC-SIGN™ DCs (ber
wirkungsvolle Mechanismen zur Verstarkung der Kreuzprasentation verfugen. Au-
Rerdem wird deutlich, dass bereits geringste Antikdrperkonzentrationen ausrei-
chend sind, um eine vielfach hohere T-Zell Proliferation auszulésen, was bei-
spielsweise erst aus der Verwendung erheblich groRerer Mengen an |6slichem
Protein resultierte. Zusatzlich geht aus den in vitro Daten hervor, dass die Expres-
sion von DC-SIGN auf murinen DCs deren Fahigkeit zur Antigenverarbeitung
und -prasentation nicht beeinflusst. Die Proliferation von OTI und OTIIl Zellen als
Antwort auf die Inkubation von WT und hSIGN DCs mit reinem OVA Protein fiel in
beiden Gruppen vergleichbar aus (s. Abbildungen 14 bis 17).

Die in der vorliegenden Arbeit prasentierten in vitro Daten stellen Vorversuche zur
einer erst kurzlich publizierten Arbeit von Hesse et al. dar, welche die hier be-
schriebenen in vitro Daten bekraftigt. Auch hier konnte in verschiedenen in vitro
Experimenten mit hSIGN™ und WT DCs gezeigt werden, dass durch die Verwen-
dung von ahDC-SIGN:OVA Antikorpern sowohl OTI als auch OTII T-Zellen starker
zur Proliferation angeregt werden, als bei Verwendung vergleichbarer Konzentra-
tionen an reinem OVA Protein oder an Isotyp:OVA Antikorpern. AuRerdem zeigten
Hesse et al., dass nur die ahDC-SIGN:OVA Antikdrper messbare Proliferation von
T-Zellen ausldsen, welche direkt an OVA Protein gekoppelt sind, wohingegen ver-
gleichbare Konzentrationen an reinem ahDC-SIGN Antikoérper und I6slichem OVA
Protein gemeinsam keinen Effekt auf die T-Zell Proliferation haben. Damit kann
ausgeschlossen werden, dass die Bindung an DC-SIGN per se die Fahigkeit der

DCs zur Antigenprasentation verstarkt (Hesse et al., 2013).

Die starke Induktion von CD8" T-Zellen Gber DC-SIGN spezifische Antikorper in
vitro ist ein erster Schritt dahingehend, DCs zur Aktivierung von Ty1-Zellen und
CTLs anzuregen, welche dann in der Lage sind, als Effektorzellen Tumoren und
schwerwiegende Infektionen wie HIV, Malaria oder Tuberkulose zu bekampfen
(Speiser and Romero, 2010; Tacken and Figdor, 2011; Trumpfheller et al., 2012).
Bestimmte Untergruppen von DCs kénnen neben Selbstantigenen auch Fremdan-
tigene auf MHCI Molekulen prasentieren, ein Prozess, der als Kreuzprasentation
bezeichnet wird und fur die Aktivierung von CTLs notwendig ist. Normalerweise
dient die Prasentation auf MHCI Molekulen insbesondere der von endogenen An-

tigenen. Die genauen molekularen Mechanismen der Kreuzprasentation sind bis-
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her noch nicht vollstandig aufgeklart. Die urspringliche Annahme, dass Fremdan-
tigene im Proteasom prozessiert werden, von dort in das Endoplasmatische Reti-
kulum gelangen und an MHCI Molekule gebunden werden, scheint nicht komplett
zuzutreffen. So wurde kurzlich demonstriert, dass dem sogenannten early endo-
some eine zentrale Rolle zuteil wird, da es Uber eine Reihe an Peptidtransporter
verfugt und Peptide ohne Hilfe des Endoplasmatischen Retikulums an MHCI Mo-
lekile gebunden werden koénnen (Heath et al., 2004; Burgdorf et al., 2008;
Saveanu et al., 2009; Tacken et al., 2011).

Auch wenn die genauen Mechanismen der Kreuzprasentation noch nicht bekannt
sind, zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass DC-SIGN™ DCs im Ge-
gensatz zu normalen WT DCs durch das Targeting von DC-SIGN ihre Mechanis-
men zur Kreuzprasentation aktivieren kdnnen und so Antigen an naive CD8" OTI
T-Zellen prasentiert wird, wodurch diese zur Proliferation angeregt werden. Wah-
rend in den in vitro Experimenten die Proliferation von OTI T-Zellen erheblich an-
stieg, zeigte die Proliferation der OTII T-Zellen geringere Werte, insbesondere bei
niedrigeren Antikérperkonzentrationen in Ko-Kultur mit DC-SIGN® DCs unter Zu-
gabe von ahDC-SIGN:OVA Antikérpern. Hesse et al. verwendeten nur Antikrper-
konzentrationen bis 0,005 pg/ml und konnten bereits ab 0,01 ug/ml keine Unter-
schiede mehr in der Proliferation von OTl und OTII T-Zellen zwischen Ko-Kulturen
mit WT oder DC-SIGN* DCs herausarbeiten. Beide Gruppen zeigten eine ver-
starkte Proliferation von OTI und OTII T-Zellen in Ko-Kultur mit DC-SIGN™ belade-
nen DCs im Gegensatz zu WT DCs. Dass der Effekt bei OTI T-Zellen jedoch aus-
gepragter ist, wurde nicht ersichtlich (Hesse et al., 2013). Die Abbildungen 16
und 17 zeigen aber, dass im Gegensatz zu WT DCs bei Antikdrperkonzentratio-
nen kleiner 0,005 pyg/ml immer noch eine deutlich starkere OTI Proliferation in Ko-
Kultur mit DC-SIGN* DCs (beladen mit ahDC-SIGN:OVA AKs) induziert werden
konnte, wohingegen sich die Anzahl proliferierter OTIl T-Zellen in Ko-Kultur mit
DC-SIGN" DCs bei Antikdrperkonzentrationen kleiner 0,005 ug/ml kaum mehr von
der in Ko-Kultur mit WT DCs unterschied.

Andere in vitro Studien bekraftigen die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse.
Humanisierte aDC-SIGN Antikdrper wurden mit dem Modellantigen keyhole limpet
hemocyanin (KLH) fusioniert und fuhrten nach Inkubation mit humanen, von Mo-

nozyten abstammenden DCs (moDCs) oder Lymphozyten, die aus humanem Blut
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isoliert wurden, zu einer potenten Antigenprasentation an naive T-Zellen und zu
deren Proliferation (Tacken et al., 2005). Singh et al. wahlten anstatt Antikdrper
Zuckerliganden von DC-SIGN und fusionierten diese mit dem Modellantigen OVA.
Auch dies fuhrte zu einer erhdhten Antigenprasentation an naive OVA Peptid spe-
zifische CD4" und CD8" T-Zellen und zu einer verstarkten Proliferation besonders
der CD8" T-Zellen (Singh et al., 2009). Unger et al. verwendeten in ihren Experi-
menten Vakzine auf Basis glykosylierter Liposomen, die ebenfalls zu einer ver-
starkten Antigenprasentation DC-SIGN™ DCs flhrten (Unger et al., 2012). Die be-
schriebenen Daten anderer Arbeitsgruppen und die dargelegten Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit machen deutlich, dass transgene DCs aus hSIGN Mausen in
gleichem MaRe wie humane DC-SIGN" DCs zur Antigenprasentation und Aktivie-
rung naiver T-Zellen in der Lage sind, wenn Antigen Uber DC-SIGN in die Zelle

aufgenommen wird (Singh et al., 2009; Tacken et al., 2011; Hesse et al., 2013).

Dass auch das spezifische Targeting anderer CLRs DCs zur Kreuzprasentation
befahigt, demonstrierten beispielsweise Bonifaz et al., die in ihren in vitro Studien
mit dem Endozytoserezeptor DEC-205 zeigen konnten, dass mit Hilfe von aDEC-
205:0VA Antikdrpern in erster Linie die Aktivierung und Proliferation von CD8" OTI
T-Zellen verstarkt wird und CD4" OTII T-Zellen eine weniger ausgepragte Prolife-
ration zeigen (Bonifaz et al., 2002). Nichtsdestotrotz birgt das Targeting von DC-
SIGN ein groReres Potential und vielversprechendere Ansatze fur eine spatere
Therapie im Menschen, da DEC-205 im humanen Organismus nicht spezifisch auf

DCs exprimiert wird.

4.2.2 Targeting von DC-SIGN in vivo

In den in vivo Experimenten der vorliegenden Arbeit bestatigten sich die zuvor
gewonnenen Befunde der in vitro Untersuchungen. Im hSIGN Mausmodell 16ste
die Vakzinierung mit ahDC-SIGN:OVA in Kombination mit aCD40 Antikdrpern
eine starke Proliferation transferierter CD8" OTI Zellen aus, wohingegen CD4"
OTIl Zellen deutlich weniger proliferierten (s. Abbildungen 18 und 19). Allerdings
ist zu bedenken, dass die Expansion der T-Zellen nur an den Versuchstagen eins,
funf und zehn untersucht wurde, es liegen jedoch keinerlei Informationen dartber
vor, wie sich die T-Zell Proliferation zwischen Tag funf und Tag zehn entwickelte,

da es den Tieren nicht zumutbar war, eine erneute Blutabnahme an Tag sieben
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durchzufihren. Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass sich auch in vivo durch
spezifisches Beladen von DC-SIGN mit Antikorper-Antigen-Komplexen eine starke
CD8" T-Zell Aktivierung auslésen lasst, wohingegen Targeting von DC-SIGN in
vivo fur die Proliferation von CD4" T-Zellen keinen potenten Stimulus darstellt.
Hesse et al. untersuchten zusatzlich die Auswirkungen der Vakzinierung mit und
ohne aCD40 Antikérper. Hier zeigte sich, dass Vakzine bestehend aus ahDC-
SIGN:OVA und aCD40 Antikérpern sowohl eine starkere Proliferation der OTI als
auch der OTII Zellen auslosten, wobei die Zahl der proliferierten OTI T-Zellen sig-
nifikant hoher lag. Die alleinige Verwendung von ahDC-SIGN:OVA Antikdrpern
fihrte zu einer Expansion der CD4" OTIl Zellen, wohingegen CD8" OTI Zellen

kaum proliferierten (Hesse et al., 2013).

In der vorliegenden Arbeit konnte mit Hilfe des Zytotoxizitatsprotokolls gezeigt
werden, dass die generierten CD8" T-Zellen lber eine potente zytotoxische Funk-
tion verfugen (s. Abbildungen 20 und 21). Da sich die Arbeitsgruppe am klassi-
schen Protokoll orientierte, erfolgte die Analyse am achten Tag. Der Unterschied
der CFSE™" Verringerung zwischen vakzinierten hSIGN und WT Mausen hétte
aber, wie die Daten von Hesse et al. zeigen, deutlicher dargestellt werden kénnen,
wenn die abschlieBenden Analysen zu einem friheren Zeitpunkt stattgefunden
hatten. Aus den zuvor im Rahmen dieser Arbeit durchgeflhrten in vivo Experimen-
ten war ersichtlich geworden, dass die Zellzahlen der CD8" OTI Zellen bereits am
Tag funf ihr Maximum erreicht hatten. Hesse et al. fihrten die Analysen im Zytoto-
xizitatsmodell sechs Tage nach der Immunisierung mit ahDC-SIGN:OVA und
aCD40 Antikérpern durch und konnten in hSIGN Mausen, jedoch nicht in WT
Mausen, eine starke CTL Antwort beobachten, die sich in einer massiven Abnah-
me der CFSE™" Fraktion duRerte (Hesse et al., 2013). Nichtsdestotrotz konnten
auch in der vorliegenden Arbeit schon erste Uberzeugende Daten prasentiert wer-
den, die aufzeigen, dass durch das Targeting von DC-SIGN in vivo wirksame CTL

Antworten generiert werden kdnnen.

Ahnliche Ergebnisse zum Targeting von DC-SIGN in vivo demonstrieren auch an-
dere Publikationen. Kretz-Rommel et al. zeigten in einem speziellen humanisierten
Mausmodell, dass DC-SIGN Targeting in vivo potente T-Zell Antworten induziert.
aDC-SIGN Antikorper des AZN-D1 Klons wurden an Tetanustoxid Peptide oder an

das Modellantigen KLH gekoppelt und aktivierten humane, Antigen-spezifische T-
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Zellen. Zudem fuhrten aDC-SIGN:KLH Antikorper in einem Lymphommodell der
Maus zur Hemmung des Tumorwachstums (Kretz-Rommel et al., 2007). Auch
wenn mit Hilfe dieses Mausmodells Uberzeugende Daten vorgestellt werden konn-
ten, birgt das in der vorliegenden Arbeit verwendete hSIGN Modell im Gegensatz
zum artifiziellen Mausmodell von Kretz-Rommel und Kollegen viele Vorteile. Das
humane DC-SIGN wird im hSIGN Modell spezifisch nur auf CD11¢” Zellen expri-
miert und der verwendete Antikdrper aus dem AZN-D1 Klon bindet auch spezifisch
nur das humane DC-SIGN und keine murinen Homologe (unveroéffentlichte Daten
der eigenen Arbeitsgruppe). Durch die Verwendung der hSIGN Maus in Kombina-
tion mit einem spezifischen Antikdrper kdnnen daher unerwinschte Nebenwirkun-
gen und unspezifisches Targeting, beispielsweise Uber Fc-Rezeptoren, auf ein

Minimum reduziert werden.

Die Methodik fur die in vivo Experimente dieser Arbeit lehnte sich eng an die Ar-
beiten von Bonifaz et al. an, die das spezifische Beladen mit Antigen von DEC-205
untersuchten. Diese Arbeitsgruppe demonstrierte in einer Versuchsreihe zum Tar-
geting von DEC-205, dass sich IFNy'/IL-2° OTI Zellen nach Vakzinierung mit
aDEC-205:0VA und aCD40 Antikorpern in groRen Mengen nachweisen lassen
und die OTI Zellen zudem Uber eine zytotoxische Funktion verfugen, wenn zuvor
eine Aktivierung der DCs mit aCD40 Antikorpern stattfand (Bonifaz et al., 2002).
Die Forscher um Mahnke et al. konnten zeigen, dass die Fusion der Melanomanti-
gene gp100 und tyrosinase-related protein 2 (TRP-2) mit einem aDEC-205 Anti-
korper dazu fuhrte, dass bei 70% der an Melanom erkrankten Mause eine Re-
gression des Tumors erreicht werden konnte (Mahnke et al., 2005). Auch wenn
diese Studien vielversprechende Ergebnisse darlegen, muss bedacht werden,
dass das Targeting von DEC-205 aufgrund seines unspezifischen Expressions-
musters zu unerwinschten Nebenwirkungen und zu einer Verfalschung der Er-
gebnisse fuhren kann. DC-SIGN hingegen zeigt durch seine exklusive Expression
auf DCs einen deutlichen Vorteil gegeniber DEC-205. Diana Dudziak et al. konn-
ten durch das spezifische Beladen von DEC-205 zeigen, dass nur CD8" DEC-205"
DCs zur Kreuzprasentation fahig sind und diese zudem uUber groRe Konzentratio-
nen an MHCI Molekilen verfligen. CD4" DCs hingegen exprimieren den Rezeptor
DCIR2 (33D1), sind reich an MHCIlI Molekulen und spezifisches Targeting von
33D1 induzierte potente CD4" Antworten (Dudziak et al., 2007). Da DEC-205 ge-

nerell nicht auf CD4" DCs exprimiert wird, kénnen bei in vivo Targeting Studien mit
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DEC-205 keine Aussagen daruber getroffen werden, ob tatsachlich ausschlie3lich
CD8" DCs Kreuzprasentation betreiben, oder ob CD4" DC nicht auch tber ent-
sprechende Mechanismen verfigen. Au3erdem kann nicht beurteilt werden, ob
letztendlich der Zielrezeptor selbst oder die Untergruppe der DCs flr eine
Kreuzprasentation ausschlaggebend sind. Der bisherige Forschungskonsens ver-
tritt die Ansicht, dass allein CD8" CDs zur Kreuzprasentation befahigt sind. Die
Frage ist jedoch, ob nicht vielmehr der fur das Targeting verwendete Rezeptor
entscheidend dafur ist, dass die DC Antigene kreuzprasentieren kann. DC-SIGN
wird sowohl auf CD4" DCs als auch auf CD8" DCs exprimiert. Das in dieser Arbeit
vorgestellte und verwendete hSIGN Mausmodell eignet sich daher explizit dafur,
die Fahigkeit zur Kreuzprasentation verschiedener DC Unterklassen zu untersu-
chen. Wichtig ist hierbei, dass fur diese Versuche nur DCs aus murinen Milzen
verwendet werden konnen, da DCs aus GM-CSF Knochenmarkskulturen weder
CD4 noch CD8 exprimieren (Vremec et al., 2000; O'Keeffe et al., 2002; Wu and
Liu, 2007). In zukUnftigen Experimenten kdnnte man Mause in vivo zunachst mit
spezifischen ahDC-SIGN:OVA Antikérpern und einem Stimulanz, beispielsweise
mit aCD40 Antikorpern, vakzinieren. Anschlielend kdonnten DCs aus den Milzen
der Mause isoliert, nach verschiedenen Oberflachenmolekullen sortiert und dann
mit naiven CD4" oder CD8" T-Zellen in Kultur gebracht werden. So kdnnte gezeigt
werden, dass die Expression von DC-SIGN die DCs zur Kreuzprasentation von
Fremdantigen befahigt und nicht die Zugehorigkeit zu einer bestimmten Unter-

gruppe entscheidend ist.

4.3 Die Wahl von Antikorpern und Adjuvanzien bei der
Neuentwicklung von Impfstoffen

Nach wie vor sind die entscheidenden Faktoren fur die Effektivitat und die Art der
induzierten Immunantwort beim spezifischen Beladen von DCs ungeklart. Es
herrscht Uneinigkeit dartber, ob hauptsachlich die Untergruppe der Ziel DCs, der
Zielrezeptor oder der Ligand selbst ausschlaggebend fur die induzierte Immun-
antwort sind. Neue Erkenntnisse legen nahe, dass zusatzlich auch die Wahl des
Epitops am Zielrezeptor, an das der Antikdrper-Antigen Komplex bindet, entschei-
dend dafur sein kann, welcher Teil des Immunsystems im Folgenden aktiviert wird

(Tacken et al., 2011). Des Weiteren wird zunehmend deutlich, dass Stimuli, die
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zur Reifung der DCs fuhren (engl. maturation adjuvants), unabdingbar fur die Ge-
nerierung einer Immunantwort sind und der Aktivierungszustand der DCs auf den

Typ der ausgeldsten Immunantwort Einfluss nimmt.

4.3.1 Die Wahl des richtigen Antikorpers

Obwohl DC-SIGN bereits in einer Vielzahl an Studien untersucht wurde, ist bisher
noch nicht vollstandig aufgeklart, was nach der Bindung eines Liganden im Zellin-
neren der DCs mit dem Rezeptor-Liganden-Komplex passiert. Fir DC-SIGN exis-
tieren aktuell insbesondere Antikorper, die an die extrazellular gelegene CRD bin-
den. Diese und auch Zuckerliganden werden nach der Clathrin-abhangigen Endo-
zytose in lysosomale Kompartimente transportiert. Interessanterweise verbleiben
Antikorper, die an die Neck Region von DC-SIGN binden oder Zuckermolekile
des HCV nach der Clathrin-unabhangigen Endozytose fur langere Zeit im soge-
nannten early endosome (Ludwig et al., 2004; Tacken et al., 2011). Neuere Er-
kenntnisse legen daruberhinaus nahe, dass aCRD und aNeck Antikorper unter-
schiedliche Transkriptionsmechanismen im Zellinneren aktivieren. Auch scheint
eine Blockierung der CRD mehr Einfluss auf die Funktion der DCs zu haben, als
eine vorubergehende Blockierung der Neck Region (Tacken et al., 2011). Diese
Ergebnisse machen deutlich, dass die Identifizierung neuer Rezeptordomanen von
DC-SIGN dahingehend sinnvoll ware, solche Domanen ausfindig zu machen, die
wenig Einfluss auf die Fahigkeit der DC zur Antigen- und Pathogenerkennung ha-
ben, sondern speziell die T-Zell Aktivierung und Proliferation von DC-SIGN* DCs

modulieren konnen.

Tacken et al. konnten kurzlich zeigen, dass aDC-SIGN Antikorper nach der Endo-
zytose fur langere Zeit im Zellinneren an DC-SIGN gebunden blieben, kein Rezep-
torrecycling stattfand und somit auch keine wesentliche Akkumulation von Antikor-
pern moglich war. AuRerdem fuhrte die Bindung von aDC-SIGN Antikdrpern zur
Verminderung der DC-SIGN Expression auf der DC Oberflache, ein Effekt, der bei
der Bindung von Kohlenhydratliganden ausblieb (Tacken et al., 2012). Es ist je-
doch fraglich, ob diese Ergebnisse auch auf andere Antikdrpertypen Ubertragen
werden konnen. Moglicherweise treffen die von Tacken et al. dargestellten Eigen-
schaften nur allein auf den von ihnen verwendeten Subtyp zu. Laut Tacken et al.

waren Antikorper folglich nicht die am besten geeigneten Strukturen fur den Anti-
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gentransport, da durch die abnehmende Dichte an DC-SIGN-Molekllen auf der
Oberflache keine Anreicherung von Antikérper-Antigen-Komplexen im Zellinneren

maoglich ware.

Als Alternative verwendeten Cruz et al. bereits Nano- und Mikropartikel, die auf
ihrer Oberflache aDC-SIGN Antikorper trugen und mit groReren Mengen an 16sli-
chem Antigen beladen wurden. Fur die Aufnahme der Partikel in die DC war folg-
lich nur eine geringe Anzahl an DC-SIGN Rezeptoren notwendig. Gleichzeitig
konnte aber dennoch eine grol3e Menge an Antigen in das Zellinnere aufgenom-
men werden, woraus effektive Antigen-spezifische T-Zell Antworten resultierten
(Cruz et al., 2010). Es sollte geprift werden, ob mdglicherweise Vakzine, die sich
aus unterschiedlichen Antikdrperkomponenten zusammensetzen, den klassischen
Antigen-Antikorper-Komplexen Uberlegen sein kdonnten. Hierfir kdnnte eine Kom-
bination von Nanopartikeln und Antigen-Antikrper-Komplexen in Betracht gezo-

gen werden.

Neben der Rezeptordomane, die vom verwendeten AntikGrper gebunden wird,
kann auch der Aufbau des Antikorpers eine Variationsmoglichkeit darstellen. Birk-
holz et al. verwendeten beispielsweise in einer Studie zum Targeting von DEC-
205 anstelle von kompletten Antikrpern sogenannte single-chain fragments vari-
able (scFv). Da sie gunstig produziert werden kdnnen, Gewebe leichter penetrie-
ren und zudem keine Fc-Rezeptoren binden, bieten sie eine Reihe an Vorteilen,
die man sich bei der Entwicklung von neuen auf Antikdrper-Antigen-Komplexen
basierenden Impfstoffen zu Nutze machen konnte (Birkholz et al., 2010). Vakzine
aus aDEC-205 scFv Antikdrpern fusioniert mit dem Melanom Modellantigen gp100
I6sten in der Maus bereits Antigen-spezifische CD4" und CD8" T-Zell Antworten
aus und fuhrten zu einer Reduktion des Tumorvolumens um 66% (Johnson et al.,
2008). Die Arbeitsgruppe um Birkholz fusionierte aDEC-205 scFv Antikdrper mit
dem Tumorantigen MAGE-A3, welches in Hoden-, Lungen-, Brust- und Plat-
tenepithelkarzinomen, sowie auch in malignen Melanomen zu finden ist. Dies fuhr-
te zu einer 100fach starkeren Prasentation des Modellantigens auf MHCII Moleku-
len und aktivierte Antigen-spezifische T-Zellen (Birkholz et al., 2010). Auch fur DC-
SIGN existieren aDC-SIGN scFv Antikorper, die jedoch bisher noch wenig erprobt
wurden (Tacken et al., 2012). In der vorliegenden Arbeit wurden aDC-SIGN Anti-

korper aus dem bereits zuvor beschriebenen AZN-D1 Klon verwendet
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(Geijtenbeek et al., 2000c). Hierbei handelt es sich um Antikdrper, die spezifisch
die CRD Region von DC-SIGN binden. Der entscheidende Vorteil ist, dass diese
Antikdrper spezifisch nur das humane DC-SIGN Molekul binden, jedoch keine Af-
finitat zu den murinen Homologen zeigen. Zusammen mit dem humanisierten
hSIGN Mausmodell bietet sich somit ein hervorragendes Modell zur Untersuchung
von DC-SIGN im Vergleich zu gewdhnlichen WT Mausen, mit dem bereits Uber-
zeugende Daten zum Targeting von humanem DC-SIGN mit Hilfe dieses aCRD-
Antikdrpers AZN-D1 generiert werden konnten. Inwiefern andere, gegen DC-SIGN
gerichtete Antikdrper zu Selbigem in der Lage sind, muss in zuklnftigen Experi-
menten getestet werden. Aulderdem sollte dariber nachgedacht werden, zuklnftig
auch andere aDC-SIGN Antikorper, beispielsweise scFv Antikdrper zusammen mit

dem hSIGN Modell einzusetzen, um deren Effektivitat zu untersuchen.

4.3.2 Impfstoffe und ihre Adjuvanzien

Die Autoren verschiedener Targeting Studien mit Mausen und auf DC basierenden
Therapiestudien im Menschen sind sich daruber einig, dass die Aktivierung und
Reifung von DCs wichtige Voraussetzungen fur den Erfolg der auf DC basieren-
den Vakzine sind. Unreife DCs induzieren sowohl in vitro als auch in vivo Toleranz
und fuhren zur Generierung von Tgs (Dhodapkar et al., 2001; Bonifaz et al., 2002;
Mahnke et al., 2003; Aarntzen et al., 2008; Tacken and Figdor, 2011). In der Ent-
wicklung neuer Impfstrategien liegt der Schwerpunkt auf Krankheiten, die nach
momentanem Wissensstand nur schwer zu therapieren sind und zu deren Be-
kampfung effektive CTL Antworten und ein immunologischen Gedachtnis generiert
werden mussen (Birkholz et al., 2010; Speiser and Romero, 2010; Tacken and
Figdor, 2011). Die meisten gangigen Impfstoffe enthalten Adjuvanzien, welche die
Antigen-spezifischen Immunantworten verstarken, indem sie beispielsweise das
Ausmaly oder die Dauer der Immunantwort beeinflussen oder DCs aktivieren.
Momentan ist nur eine geringe Anzahl an Adjuvanzien zur Herstellung von huma-
nen Impfstoffen verfugbar. Am haufigsten werden momentan Aluminium Salze
(Alum) als Zusatzstoffe verwendet, eine grolRe Anzahl an anderen Adjuvanzien
befindet sich jedoch bereits in Entwicklung und klinischer Erprobung (O'Hagan et
al., 2001; Kool et al.,, 2008a; Kool et al., 2008b; Dubensky and Reed, 2010;
Speiser and Romero, 2010; Tacken and Figdor, 2011). Mit den aktuell verbreiteten
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Zusatzstoffen fur Impfungen wird das Immunsystem aber hauptsachlich zur Gene-
rierung einer Ty2-Antwort angeregt. Daher mussen neue, auf Antikorper-Antigen-
Komplexen basierende Impfstoffe mit Adjuvanzien versehen werden, die in erster
Linie zur Proliferation von Ty1-Zellen und CTLs fuhren (Speiser and Romero,
2010; Tacken and Figdor, 2011). Aul3erdem sollten therapeutische Vakzine in der
Lage sein, Mechanismen, die Erreger und Tumoren zur Evasion des Immunsys-

tems entwickelt haben effizient zu umgehen (Dubensky and Reed, 2010).

Die gangigsten Adjuvanzien flr das Targeting von DCs sind Antikdrper gegen
CD40 oder PRR Liganden, da sie DCs suffizient aktivieren und deren Fahigkeit
zur Kreuzprasentation von Antigen an CD8" T-Zellen verstéarken (Bonifaz et al.,
2002). CD40 ist ein Mitglied der TNF-Familie und wird von DCs, B-Zellen, Makro-
phagen, Monozyten und vielen anderen Zellen exprimiert (Quezada et al., 2004;
Tacken et al., 2007). Aullerdem ist CD40 auch auf soliden Tumoren und Non-
Hodgkin Lymphomen zu finden. Die Anwesenheit von aCD40 Antikorpern erhdht
die Dichte an kostimulatorischen Molekulen, fihrt zur Produktion von proinflamma-
torischen Zytokinen, verlangert die Antigenprasentation auf MHC Molekllen und
letztlich sogar das Uberleben der DCs (Quezada et al., 2004). AuRerdem scheint
es so, als kdnnten DCs CTL Antworten nur nach vorheriger Reifung generieren,
anderenfalls induzieren sie Immuntoleranz (Hawiger et al., 2001; Bonifaz et al.,
2002).

Da aCD40 Antikorper bisher in vielen Versuchen zum Targeting von DCs verwen-
det wurden, setzte man diese Antikdrper auch in der vorliegenden Arbeit als Ad-
juvanzien der Vakzine ein. Hierbei wurde ersichtlich, dass in Proben, die zwar mit
Antikdrpern oder Protein versehen wurden, jedoch keine aCD40 Antikdrper erhiel-
ten, sowohl in Kultur mit WT als auch mit DC-SIGN™ DCs kaum T-Zell Proliferation
messbar war (s. Abbildungen 17 und 18). Hesse et al. konnten zeigen, dass bei
in vitro Experimenten zum Targeting von DC-SIGN die Zugabe von aCD40 Anti-
koérpern nur die Proliferation von OTI T-Zellen, die mit DC-SIGN" DCs und ahDC-
SIGN:OVA Antikorpern inkubiert worden waren, verstarkte. Die Proliferation von
OTII T-Zellen hingegen wurde nur unwesentlich durch die Hinzugabe von aCD40
Antikdrpern gesteigert. Aullerdem verstarkte die Anwesenheit von aCD40 Anti-
korpern signifikant die Menge an IFNy produzierenden OTI Zellen, wohingegen die

Anzahl IFNy produzierender OTIl Zellen bei Zugabe von aCD40 Antikdrpern in
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Kombination mit ahDC-SIGN:OVA Antikdrpern unbeeinflusst blieb (Hesse et al.,
2013). In den in vivo Experimenten dieser Arbeit wurden grundsatzlich in allen
Versuchen aCD40 Antikorper eingesetzt, da die Literatur sowohl in Mausstudien
als auch in humanen Therapiestudien mit Antikdrpervakzinen fur DCs ausreichend
Uberzeugende Hinweise daflr bietet, dass die Prastimulation der DCs unverzicht-
bar fur die Induktion einer potenten Immunantwort ist (Dhodapkar et al., 2001; de
Vries et al., 2003; Tacken and Figdor, 2011). Hesse et al. weisen sogar daraufhin,
dass ohne Adjuvanz in vivo keinerlei Kreuzprasentation stattfindet und CD4" T-
Zellen mit einem Phanotyp ahnlich dem von T4 nachgewiesen werden konnen
(Hesse et al., 2013).

Antikdrper wie a.CD40 sind relativ teure Adjuvanzien. Deshalb wird auch Uber die
Verwendung alternativer Adjuvanzien nachgedacht. TLR Liganden beispielsweise
sind potente Stimulanzien der Immunabwehr, indem sie Immunzellen direkt
aktivieren, die Zytokinproduktion induzieren und DCs zur Reifung anregen (Watts
et al., 2010). In aktuellen klinischen Studien finden beim Targeting von DEC-205
oder vom MR TLR Liganden wie Poly-ICLC (TLRS3-Ligand) und Resiquimod
(R848, TLR7-/8-Ligand) Verwendung. In der Maus konnte bereits gezeigt werden,
dass beide in Kombination mit spezifischen Antikdrpervakzinen potente Ty1-
Antworten induzieren koénnen (Tacken and Figdor, 2011). Auch in der
vorliegenden Arbeit wurden in einigen in vitro Versuchen zunachst LPS und CpG
als TLR Stimulanzien verwendet, um die DCs zur Reifung anzuregen (s.
Abbildungen 12, 14 und 15). Hierbei wurde zum einen ersichtlich, dass hSIGN
und WT DCs gleichermallen auf die Anwesenheit von LPS oder CpG in der
Zellkultur reagieren, da eine ahnlich starke Hochregulation von MHCII Molekulen
messbar war. Zum anderen zeigte sich, dass es nicht relevant war, ob die DCs fur
die Ko-Kultur mit T-Zellen zuvor mit LPS oder CpG inkubiert wurden, da die
Proliferation der T-Zellen vergleichbar ausfiel. In den weiteren in vitro
Experimenten wurden aus verschiedenen Griunden anstatt LPS oder CpG aCD40
Antikdrper zur Reifung der DCs verwendet (s. Abbildungen 16 und 17). Viele
CLRs aktivieren Signaltransduktionswege, die zur Produktion spezifischer
Zytokine fuhren oder aber Signaltransduktionswege der TLRs beeinflussen. Die
Signaltransduktionswege der TLRs wiederum beeinflussen die Funktion der DCs
auf vielfache Weise und kénnen die T-Zell Proliferation in eine bestimmte Richtung

lenken (Watts et al.,, 2010). Durch das Zusammenspiel der komplexen
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Signalverarbeitungsmechanismen von TLRs und CLRs im Zellinneren kdnnten bei
der Verwendung von Adjuvanzien, welche die TLRs stimulieren, die Auswirkungen
des DC Targeting nicht eindeutig zugeordnet werden. Dies kdnnte die Aufklarung
der genauen Mechanismen erschweren. Aullerdem zeigten verschiedene
Forschungsarbeiten, dass die Signaltransduktionswege von CD40 ausreichend flr
eine potente DC Aktivierung und Immunaktivierung sind (Bennett et al., 1998;
Schoenberger et al., 1998). Im Gegensatz dazu stehen Publikationen, die
beschreiben, dass eine Kombination aus verschiedenen Adjuvanzien die zellulare
Immunantwort um ein Vielfaches potenzieren kann (Sparwasser et al., 1998;
Maxwell et al., 2002; Quezada et al., 2004). Aktuell ist nur das LPS Derivat
Monophosphoryl Lipid A (MPL®) als TLR Ligand fir humane Impfstoffe
zugelassen. MPL® stellt ein potentes Stimulanz fiir T-Zell Antworten und die
Produktion von Antikérpern dar und wurde bisher sehr erfolgreich in Impfstudien
eingesetzt (Dubensky and Reed, 2010). Aufgrund dieses Erfolges ist momentan
bereits ein weiterer TLR4 Agonist in Erprobung (Baldwin et al., 2009). Allerdings
werden in Zukunft noch viele Untersuchungen notwendig sein, um die genauen
Wirkmechanismen der neuen  Adjuvanzien aufzuklaren, gefahrliche
Nebenwirkungen vor der Erprobung im Menschen auszuschlieBen und eine
kostengunstige Produktion in groRen Mengen zu ermoglichen (Dubensky and
Reed, 2010).

4.4 Ausblick: DC-SIGN - Therapeutische
Einsatzmoglichkeiten und Chancen in der Medizin

Weltweit erweisen sich Impfungen nach wie vor als eine sehr effektive Praventi-
onsmalnahme gegenuber schweren Infektionskrankheiten. Trotzdem stellen In-
fektionskrankheiten immer noch eine grof3e Herausforderung fur die Gesundheits-
versorgung dar und fordern jahrlich nicht nur Millionen von Todesopfern, sondern
sind eine Belastung fur Wirtschaft, Forschung und Medizin. Laut WHO starben im
Jahr 2009 knapp 800.000 Menschen an Malaria, fast 1,5 Millionen an Tuberkulose
und 1,8 Millionen Menschen an der Infektion mit HIV und den Folgen von AIDS
(WHO, 2011). Hinzu kommt, dass in den Industrielandern die Zahl an nosokomia-
len Infektionen stets ansteigt und gerade in gro3en Versorgungszentren multire-

sistente Keime zunehmend ein sehr ernstzunehmendes Problem darstellen.



Diskussion 89

Durch die Verwendung von spezifischen Antikorpervakzinen fur den MR, DEC-205
oder DC-SIGN gelang es bereits mehreren Arbeitsgruppen, Mause gegenuber
Tumorwachstum oder Infektionskrankheiten zu schitzen oder den Schweregrad
der Erkrankung zu reduzieren (Bonifaz et al., 2004; He et al., 2007; Schaefer et
al., 2008; Hesse et al., 2013). Ziel weiterfuhrender Studien ist es nun, die gewon-
nen Ergebnisse auf den menschlichen Organismus zu Ubertragen und die Mog-
lichkeiten des Rezeptor Targeting fur die Therapie im Menschen auszunutzen.
Bisherige Impfstoffe fiUhren zur Bildung von Antikdrpern, die extrazellulare Patho-
gene erkennen und neutralisieren kdnnen. Jedoch sind gerade intrazellulare Erre-
ger die Verursacher der oben beschriebenen schweren Infektionskrankheiten und
gangige Impfstrategien blieben im Kampf gegen diese bisher erfolglos (Seder and
Hill, 2000). Eine neue Therapieoption zur Bekampfung intrazellularer Pathogene

konnte daher das spezifische Targeting von CLRs wie DC-SIGN sein.

Eines der grofdten Ziele der Medizin im 21. Jahrhundert ist die Entwicklung eines
effektiven Impfstoffes gegen HIV und die Heilung von AIDS. Im Jahr 2009 waren
weltweit 33 Millionen mit HIV infiziert und bisher existieren keine kurativen Thera-
piemdglichkeiten (WHO, 2011). Die Bindung von HIV und DC-SIGN fordert die
Bildung von Transfektionssynapsen zwischen CD4" T-Helferzellen und HIV und
erhdht zudem die Virusreplikation. Zudem stellt eine besondere Eigenschaft des
HIV die Entwicklung von Impfstoffen und Medikamenten vor ein groldes Problem:
Durch die fehlerhafte Replikation der Virus DNS verandert das HIV standig seine
Struktur, sodass in jedem Patient mehrere Mutanten nebeneinander existieren. Da
Antikoérper gegen DC-SIGN die Bindung zwischen dem HIV Oberflachenmolekil
gp120 und DC-SIGN verhindern, konnte hier ein mdglicher Angriffspunkt flr spezi-
fische aDC-SIGN Antikorper sein (Geijtenbeek et al., 2000b). Wichtig ist hierbei
jedoch, dass DC-SIGN wichtige physiologische Aufgaben bei der Interaktion zwi-
schen DCs und T-Zellen Ubernimmt und diese Funktionen deshalb nicht komplett
blockiert werden durfen. Da DC-SIGN Uber mehrere Bindungsdomanen fur HIV
verfugt, konnte es jedoch maoglich sein, die DC-SIGN-HIV Bindung zu blockieren,
ohne wichtige physiologische Funktionen von DC-SIGN zu beeintrachtigen
(Geijtenbeek et al., 2002b). Gleichzeitig kdnnten, wie von Geijtenbeek et al. be-
reits erprobt, aDC-SIGN Antikérper an HIV Oberflachenmolekile gebunden wer-
den, um so nicht nur die Bindung von HIV an DCs zu blockieren, sondern gleich-

zeitig eine Immunantwort gegen HIV zu initieren. Requena et al. demonstrierten
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bereits 2008, dass aCRD-DC-SIGN Antikorper aus menschlicher Muttermilch oder
humanem Plasma die Infektion von CD4" T-Zellen durch HIV Viren verringern
kénnen (Requena et al., 2008). In den allermeisten Fallen findet die HIV Infektion
von Kindern HIV positiver Mutter Uber die Muttermilch statt, wohingegen auch oh-
ne eine antivirale Therapie wahrend der Schwangerschaft etwa 90% der Kinder
von einer Infektion in utero geschutzt sind (Marlin et al., 2009). Dies fihrt zur
Uberlegung, ob eine Vakzinierung HIV positiver Miitter mit «CRD-DC-SIGN Anti-
korpern die Kinder vor einer HIV Infektion Uber die Muttermilch schitzen kénnte.
DC-SIGN wird auf Plazentazotten und Makropagen der Uterusschleimhaut expri-
miert. Die fetalen DC-SIGN™ Zellen werden nur durch eine diinne Schicht, dem
Trophoblasten, von den miitterlichen DC-SIGN™ Zellen der Uterusschleimhaut und
mutterlichen Blutzellen getrennt. Da der Trophoblast wahrend der Schwanger-
schaft haufig spontan oder als Folge eines Amnioninfektionssydrom oder auch bei
Drogenabusus einreil’en kann, ist in diesen Fallen die Barriere zwischen fetalen
und maternalen Zellen aufgehoben. Folglich kdnnten HIV infizierte Zellen der Mut-
ter zu einer in utero Infektion des Feten fuhren (Soilleux et al., 2001). Auch hier
ergabe sich ein moglicher Angriffspunkt fur neue auf aDC-SIGN Antikérpern ba-

sierenden Vakzinen.

Neben HIV stellt auch HCV eine grolRe Belastung fur die Medizin dar. Weltweit
sind etwa 170 Millionen Menschen an Hepatitis C erkrankt und bisher fehlen kura-
tive TherapiemalRnahmen oder praventive Impfstoffe, wie sie beispielsweise be-
reits fur das Hepatitis A und B Virus verfugbar sind (WHO, 2011). AuRerdem tra-
gen die infizierten Patienten eine sehr hohes Risiko fur die Entstehung einer Le-
berzirrhose und folglich eines Leberkarzinoms. Der hohe Prozentsatz an Patienten
mit chronischer HCV Infektion ist héchstwahrscheinlich darauf zurtckzuflhren,
dass das HCV erfolgreich Mechanismen entwickelt hat, die es ihm erlauben, dem
Immunsystem zu entkommen. DC-SIGN und sein Homolog L-SIGN binden Hul-
lenproteine von HCV und sind ausschlaggebend fir die Aufnahme von HCV in
DCs und sinusoidale Endothelzellen der Leber. Dies hat zur Folge, dass die Viren
dem intrazellularen Verdau entkommen koénnen, die immunstimulatorischen Ei-
genschaften von DCs gehemmt werden und ein Wechsel von einer protektiven
Tw1-Antwort zu einer nicht protektiven Ty2-Antwort stattfindet (Ludwig et al., 2004;
Steinman and Banchereau, 2007). Da Antikorper gegen DC-SIGN und L-SIGN die

Aufnahme von HCV Partikeln in DCs spezifisch blockieren, ist davon auszugehen,
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dass diese beiden C-Typ Lektine die Hauptrezeptoren fir HCV darstellen (Ludwig
et al., 2004). Auch wenn noch viele Nachforschungen notig sein werden, um die
Funktionen von L-SIGN und hDC-SIGN hinsichtlich ihrer Rolle bei der HCV Infek-
tion aufzuklaren, scheinen die humanen SIGN-Molekile potentielle Kandidaten fur
neue Therapiestrategien im Kampf gegen HCV zu sein. Antikérper gegen DC-
SIGN oder L-SIGN konnten, wie bereits von Ludwig et al. gezeigt, beispielsweise
die Aufnahme von Viruspartikeln in die Zelle verhindern. Aulerdem kodnnte Uber
die Generierung von HCV-Hillenantigen-Antikorper-Komplexe nachgedacht wer-
den, die intrazellular in lysosomale Kompartemente transportiert werden, prozes-
siert und als Antigenfragmente an naive T-Zellen prasentiert werden. Somit konn-
ten die immunsupprimierenden Eigenschaften des HCV moglicherweise umgan-
gen werden und uber die Antikdrper neue Angriffspunkte gegen HCV geschaffen

werden.

Neben schweren Virusinfektionen bereiten nosokomiale Infektionen zunehmend
Probleme. Candida albicans (C. albicans) ist der Hauptverursacher von noso-
komialen Pilzinfektionen und Mukositiden immunsupprimierter Patienten nach
Transplantation, bei Chemotherapie oder schweren Infektionskrankheiten wie
AIDS. C. albicans dringt insbesondere Uber Haut und Schleimhaute in den Wirt ein
(Cambi et al., 2003). Die Zellwand von C. albicans besteht in erster Linie aus Gly-
kanen, die im Besonderen von DC-SIGN und dem MR gebunden werden, was
dann wiederum die Aufnahme von C. albicans in humane DCs ermdglicht. Cambi
et al. konnten zeigen, dass die Struktur der Pilzglykane ganz spezifisch von CLRs
auf humanen DCs erkannt wird und direkten Einfluss auf die Produktion proin-
flammatorischer Zytokine und die Art der Immunantwort hat (Cambi et al., 2008).
Diese Erkenntnis tragt zur Uberlegung bei, dass Zellwandglykane als Bestandteile
therapeutischer DC-SIGN oder MR Antikorper Vakzine gezielt Immunzellen und
Immunmechanismen aktivieren kdonnten, die fur die Eliminierung der Pilze ndétig
sind, wozu der Organismus bei Immunsuppression jedoch nicht mehr in der Lage

ist.

DCs werden in vielen Tumoren von Mensch und Maus gefunden. Tumoren expri-
mieren beispielsweise Interleukine, welche die Funktionen von DCs eindammen
oder diese zur Aktivierung von Tgs anregen. So konnen Tumore die Immunab-

wehr unterdriicken und ungestért an Grofle und Volumen zunehmen. Inwiefern
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DCs selbst in der Lage dazu sind, tumorizide CTLs zu aktivieren und gleichzeitig
Granzyme und Perforine zu produzieren, die humane Tumore schadigen kénnen,
ist bisher noch nicht genau erforscht (Stary et al., 2007). Daher wurden in den letz-
ten Jahrzehnten viele Studien etabliert, um die Entwicklung von Impfstoffen zur
Therapie von Tumoren voranzutreiben. In einigen klinischen Studien wurde die
Verwendung von ex vivo generierten, mit Tumorantigen beladenen DCs erprobt,
die Ergebnisse blieben bisher jedoch unbefriedigend (Tacken and Figdor, 2011).
Daher ergeben sich auch in der Anti-Tumor-Therapie Chancen fur das spezifische
Targeting von CLRs wie DC-SIGN. Tumore exprimieren auf ihrer Oberflache eine
Vielzahl von Tumor-spezifischen Antigenen. Diese konnten, gekoppelt an DC-
SIGN spezifische Antikérper zur Initierung einer potenten Anti-Tumor-
Immunantwort verwendet werden und Tumorantigene fur eine gro3e Anzahl an
DCs zuganglich machen. Die Aktivierung von Tumorantigen-spezifischen T-Zellen
und die Durchbrechung des lokalen immunsuppressiven Milieus des Tumors ware
ein erster Schritt in Richtung einer moéglicherweise erfolgreichen Tumorbekamp-
fung (Aarntzen et al., 2008).

DCs spielen nicht nur eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der Immunabwehr,
sondern tragen mal3geblich zum Erhalt der Immunbalance bei. Sind diese Mecha-
nismen gestort, kann es zur Entstehung von Autoimmunkrankheiten und allergi-
schen Krankheitsbildern wie beispielsweise Asthma, Typ-1 Diabetes, Psoriasis,
rheumatischer Arthritis, chronisch-entzindliche Darmerkrankungen oder Multipler
Sklerose kommen (Steinman and Banchereau, 2007). DC-SIGN wird auf DCs der
Haut und der Schleimhaute exprimiert, wo sich ein bedeutender Anteil der oben
genannten Krankheitsbilder manifestiert. In der vorliegenden Arbeit wurde anhand
verschiedener Publikationen bereits mehrfach aufgezeigt, dass spezifisches Tar-
geting von DC-SIGN in Abwesenheit von Reifestimulanzien zur Induktion von To-
leranz fiihrt. DC-SIGN™ iDCs konnten beispielsweise T.gs aktivieren oder ver-
schiedene supprimierende Zytokine produzieren, die wiederum die autoreaktiven
Mechanismen eindammen. Dies kdnnte sich bei der Bekdmpfung von Autoimmun-
krankheiten und Allergien, aber auch bei der Pravention von Transplantatabsto-
Rungen zu Nutze gemacht werden. Da DC-SIGN auch auf DCs in der Zervix und
Plazenta zu finden ist, liegt die Uberlegung nahe, dass DC-SIGN zudem eine Rol-
le bei der Immunsuppression in der Plazenta und bei der Initiierung von Aborten

spielt. Aul3erdem stellt die Expression von DC-SIGN einen frGhen Marker fur die
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Implantation des Embryos dar (Breburda et al., 2006). Durch die Expression von
HLA-G auf der Plazenta und Sezernierung verschiedener immunsuppressiver
Substanzen ist der Fotus normalerweise vor Angriffen durch das mdatterliche Im-
munsystem geschuitzt (Hunt et al., 2007). Bei Aborten scheint dieses System je-
doch gestort zu sein. Inwiefern DC-SIGN eine Rolle bei der Etablierung der mater-
nal-fetalen Immuntoleranz spielt und seine Funktion sogar flr therapeutische
Zwecke beispielsweise bei multiplen Aborten eingesetzt werden kann, muss vor
der Entwicklung von neuen Therapeutika in weiteren Untersuchungen aufgeklart

werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Dendritische Zellen spielen nach aktuellem Wissenstand eine SchlUsselrolle bei
der Initiierung von Immunantworten. Als Wachter des Immunsystems suchen sie
ihre Umgebung kontinuierlich nach neuen Antigenen ab. Hierfur sind sie mit
Rezeptoren auf ihrer Oberflache ausgestattet, zu denen zum Beispiel die Familie
der C-Typ Lektine gehort. Diese kdnnen mit Hilfe ihrer Erkennungsregion fur
Kohlenhydrate Zuckermolekule verschiedener Selbst- und Fremdantigene
erkennen, diese in ihr Zellinneres aufnehmen und als Antigenfragmente auf ihrer
Oberflache prasentieren. AuRerdem werden durch die Bindung von Antigenen im
Zellinneren der Dendritischen Zellen verschiedene Signalkaskaden aktiviert, die
dann wiederum dazu fuhren, dass die Dendritischen Zellen zu den Lymphknoten
wandern, kostimulatorische Molekule exprimieren und immunaktivierende Zytokine
produzieren. All diese Eigenschaften tragen dazu bei, dass Antigen-spezifische T-
Zell Antworten generiert und Dendritische Zellen zunehmend fur neue
Impfstrategien interessant werden. Impfungen gehdren zu den altesten und immer
noch effektivsten Methoden, um Infektionskrankheiten vorzubeugen. Fir die
Bekampfung von intrazellularen Erregern und Behandlung anderer Krankheiten
wie Krebs oder schweren Infektionen mit Hilfe von starken zellularen
Immunantworten, fehlen jedoch nachwievor Uberzeugende Therapiemdglichkeiten.
Das Targeting von Antigen Uber spezifische Antikdrper, die Oberflachenrezeptoren
auf Dendritischen Zellen binden, stellt ein vielversprechendes und erfolgreiches
Vorgehen dar, nicht zuletzt, weil auf diese Weise potente Antigen-spezifische,
zytotoxische T-Zell Antworten induziert werden kénnen. Dendritic cell-specific
intercellular adhesion molecule-3 grabbing non-integrin (DC-SIGN) ist ein C-Typ
Lektin, das im Menschen nur auf Dendritischen Zellen und gewissen
Makrophagen exprimiert wird und zudem multiple Aufgabe als Antigenrezeptor
erfullt. Daher stellt es einen idealen Kandidaten fur die Erprobung von neuen
Vakzinen dar. Erste in vitro und in vivo Daten deuteten daraufhin hin, dass durch
die Kopplung von Antigen an aDC-SIGN Antikorper die Antigenprasentation um
ein Vielfaches gesteigert werden kann. Bei gleichzeitiger Aktivierung der
Dendritischen Zellen konnten verstarkt Antigen-spezifische Immunantworten
generiert werden. Im Modellorganismus Maus existieren zwar acht DC-SIGN

Homologe, diese weisen jedoch im Vergleich zu DC-SIGN unterschiedliche
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Ligandenspezifitaten, Funktionsmotive und Expressionsmuster auf. Aus diesem
Grund wurde ein konventionelles transgenes Mausmodell fir DC-SIGN mit dem
Namen hSIGN eingefuhrt, bei dem das humane DC-SIGN unter dem murinen
CD11c Promoter exprimiert wird. So wurde es moglich, die Auswirkungen des
spezifischen Targeting von DC-SIGN mit murinen Dendritischen Zellen in vitro und
im Mausorganismus selbst in vivo zu untersuchen. In der vorliegenden Arbeit
wurden Antikorper gegen das humane DC-SIGN gekoppelt an das Modellprotein
Ovalbumin (OVA) verwendet (ahDC-SIGN:OVA Antikorper). Die ahDC-SIGN:OVA
Antikorper sind gegen die Erkennungsregion fur Kohlenhydrate von DC-SIGN
gerichtete Antikorper und entstammen dem AZN-D1 Klon. Die in vitro Daten der
vorliegenden Arbeit zeigen, dass mit DC-SIGN als Zielrezeptor und nach
Vorstimulation der Dendritischen Zellen CD4" OTIl und CD8" OTI OVA spezifische
T-Zell Antworten generiert werden kdnnen. Bereits bei geringsten Konzentrationen
an ohDC-SIGN:OVA Antikdrpern im Nanogrammbereich induzierten DC-SIGN”
DCs eine 20fach héhere OTI T-Zell Proliferation als im Vergleich zu alleiniger
Verwendung gleicher Konzentrationen an reinem OVA Protein oder an Isotyp:OVA
Antikdrpern. Die Proliferation von OTII T-Zellen stieg jedoch nur um das 3-5fache
an. Diese Ergebnisse konnten bei in vivo Versuchen bestatigt werden. Im hSIGN
Mausmodell 16ste die Vakzinierung mit ahDC-SIGN:OVA Antikérpern und aCD40
Antikérpern eine starke Proliferation transferierter OVA Peptid spezifischer CD8"
OTI Zellen aus, die zudem uUber eine potente zytotoxische Funktion verfugten.
Auch hier war fur die CD4" OTII Zellen eine viel geringere Proliferation messbar.
Die in vitro und in vivo Daten dieser Arbeiten verdeutlichen also, dass mit Hilfe von
spezifischen oDC-SIGN Antikérpervakzinen eine potente Kreuzprasentation
ausgelost werden kann und speziell die Proliferation von zytotoxischen T-Zellen
induziert wird. Das spezifische Targeting stellt somit eine vielversprechende

Therapieoption flr neue zuklnftige Impfstrategien dar.
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6 SUMMARY

Dendritic cells are the sentinels of the immune system and continuously sample
their environment for antigens. Therefore, they are equipped with different surface
receptors like members of the family of the c-type lectins. With their carbohydrate
recognition domain they can recognize different endogenous and exogenous anti-
gens, internalize and present them as antigen fragments on their cell surface. In
addition to that, binding and internalization of antigens trigger different signaling
pathways leading migration to lymph nodes, expression of co-stimulatory mole-
cules and secretion of immune stimulatory cytokines. Then, dendritic cells are able
to initiate an antigen specific immune response, making them an interesting target
for vaccination strategies. Vaccination is one of the oldest and still most effective
methods to prevent infectious diseases. Yet, eradication of intracellular pathogens
and other diseases like cancer or strong infections remains a medical challenge.
Thus, targeting antigens to dendritic cells via specific antibodies against surface
receptors represents a successful approach to induce strong cytotoxic immune
responses. Dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3 grabbing non-
integrin (DC-SIGN) is a c-type lectin receptor with a highly restricted expression on
dendritic cells and certain macrophages in humans and has several functions as
antigen uptake receptor. It therefore represents an ideal candidate for dendritic cell
targeting. First in vitro and in vivo data demonstrated that specific antigen targeting
via aDC-SIGN antibodies strongly enhances antigen presentation. Simultaneous-
ly, it led to activation of dendritic cells and boosted antigen specific immune re-
sponses. In mice, eight DC-SIGN homologues were identified so far, but they
show different function, expression pattern and ligand specificity than the human
DC-SIGN. For this reason a conventional transgenic mouse model using the hu-
man DC-SIGN cDNA under control of the murine CD11¢ promoter was introduced
and named hSIGN. This allowed analysing the follow-ups of antigen targeting of
the human DC-SIGN with murine dendritic cells in vitro and within the mouse or-
ganism in vivo. In this study aDC-SIGN antibodies coupled to the model protein
Ovalbumin (OVA) were used (ahDC-SIGN:OVA antibodies). The aDC-SIGN anti-
bodies originate from the previously described aDC-SIGN antibody clone AZN-D1
that specifically recognizes the carbohydrate recognition domain of DC-SIGN. This

work demonstrates that ahDC-SIGN:OVA antibodies enhance antigen presenta-
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tion to and proliferation of OVA peptide specific CD8" OTIl and CD4" OTII cells in
vitro. Lowest antibody concentrations induced 20 times higher OTI cell proliferation
than comparable amounts of OVA protein or isotype control. OTII cells instead
only showed a 3-5 times higher proliferation. These results could be also con-
firmed by in vivo studies. Vaccination of hSIGN mice with ahDC-SIGN:OVA anti-
bodies together with the maturation signal aCD40 induced strong proliferation of
transferred OVA peptide specific CD8" OTI cells. Furthermore these cells showed
cytotoxic properties. Again transferred OTIl cells showed only low proliferation.
Thus, the in vitro and in vivo studies of this work demonstrate that targeting DC-
SIGN results in potent cross presentation and the induction of cytotoxic T-cells.
Therefore, specific antibody targeting holds great promise for future vaccination

strategies.
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