Mechanismus der funktionell relevanten Kopplung von

Kontaktallergenen in dendritischen Zellen

Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades
der Naturwissenschaften

vorgelegt beim Fachbereich 14
Chemische und Pharmazeutische Wissenschaften
der Johann Wolfgang Goethe-Universitat
in Frankfurt am Main

von
Sabine Zahn
geb. in Lindau am Bodensee

Frankfurt, 2002



Vom Fachbereich Chemische und Pharmazeutische Wissenschaften der
Johann Wolfgang Goethe-Universitat als Dissertation angenommen.

Dekan: Prof. Dr. W.Mller

Erster Gutachter: Prof. Dr. rer. nat. Dieter Steinhilber
Zweiter Gutachter: Prof. Dr. med. Jirgen Knop
Datum der Disputation: 22.08.2003

Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnisse wurden in der Zeit vom Marz
2000 bis September 2002 an der Universitats-Hautklinik der Johannes Gutenberg-
Universitat in Mainz erarbeitet und im Rahmen des Sonderforschungsbereiches
»<Analyse und Modulation allergischer und autoimmunologischer Krankheiten®, SFB
548 (PD Dr. D. Becker), gefordert.



Teile dieser Arbeit wurden bereits veroffentlicht bzw. zur Veroffentlichung
eingereicht:

S. Bruchhausen and S. Zahn, E. Valk, J. Knop and D. Becker, 2002. Thiol
antioxidants block the activation of antigen-presenting cells by contact sensitizers.J.
of Invest. Derm., eingereicht.

D. Becker, E. Valk, S. Zahn, P. Brand and J. Knop, 2002. Coupling of contact
sensitizers to thiol groups is a key event for the activation of monocytes and
monocyte-derived dendritic cells. J. of Invest. Derm., in press.

P. Brand, S. Plochmann, E. Valk, S.Zahn, J.Knop and D. Becker, 2002. Activation
and translocation of p38 mitogen-activated protein kinase after stimulation of
monocytes with contact sensitizers, J. of Invest Derm.,119, 99-106.

S. Zahn, E. Valk, J. Knop and D. Becker, 2002. Binding and activation of tissue
transglutaminase by TNCB in dendritic cells,J.of Biolog. Chem., eingereicht.

E. Valk, S. Zahn, J. Knop and D. Becker,2002. JAK/STAT pathways are not involved

in the direct activation of antigen presenting cells by contact sensitizers. Archives of
Derm. Res., 294(4):163-7.

Kongrel3beitrage:

S. Zahn, E. Valk, J. Knop, D. Becker. Analysis of TNP-groups in proteins in
DC after stimulation with TNCB. 28. Jahrestagung der Arbeitsgemeinschaft

Dermatologische Forschung, Berlin, 15. Februar 2002. Poster und Abstrakt,
Archives of Derm. Res., 294(1/2), 27.

S. Zahn, E. Valk, J. Knop, D. Becker: Analyse von TNP-Gruppen in Proteinen
dendritischer Zellen nach Stimulation mit TNCB. 22. Tagung der Deutschen
Gesellschatft fur Allergologie und Immunologie, Bochum, 13. Marz 2002.
Poster und Abstrakt, Pneumologie, 56, S25.



Danksagung:

Herrn Prof. Dr. Dieter Steinhilber sowie Herrn Prof. Dr. Jirgen Knop mochte ich far
ihr Interesse und die Bereitschaft seitens des Fachbereichs Chemische und
Pharmazeutische Wissenschaften und Medizin danken, diese Dissertation zu
betreuen und die Gutachten zu erstellen.

Mein besonderer Dank gilt Herrn PD Dr. Becker fur die Aufnahme in seine
Arbeitsgruppe, die wissenschaftliche Betreuung, sowie fir die kritische Durchsicht
meiner Arbeit.

Allen Kollegen der Arbeitsgruppen des SFB 548 und SFB 432 danke ich fir die stete
Anleitung und die sehr schone Zusammenarbeit.

Besonders herzlich bedanken méchte ich mich bei meiner Familie und folgenden
Personen fur die Mithilfe in den verschiedenen Phasen meiner Promotion:

Elke Valk fur die sehr gute Zusammenarbeit im Labor,
meinem Freund David Novotny und
meinem Bruder Roland Zahn fir die kritische Durchsicht der Arbeit.



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

R N 18 U PSP 8
O N 11T o 1= USSR 8
1.1.1 SensibiliSierungsSphase ... 11
1.1.2  AUSIOSEPNASE.....eciececeeee et 12
1.2 KONtaKtallergene ......cc.ooiiieeie e 12
1. 3 SignaltransduktionsSmechaniSMEN ...........ccceverieieciecie e 14
1.3.1  PhOSPNOIYIEIUNG .....cooiiiiitiiteeeeeeeee e 16
1.3.2  MAP KINGSEN..cuiiiiiiieiiesiesie sttt sttt st e b e sns 18

G TG T I = U g [T | [0 2= T g 1] g F= 1= o PR 20
O A 1= £ 74U | o OSSR 23
2 MATERIAL UND METHODEN.....ccueitetiiterieieteseeeesessesseseesessessesessessesessessessessssessensesessessens 24
2.1 VersUCNSMALEIIAL ........coueiieieeeiee et 24
2 T O 1T - | (PP PRSP 24
2.1.2 ReaktionsgefalRe und Materialien .........ccccoeevieiiiivie i, 24

2.2 Verwendete ChemiKali@N.........cocoiiiiiienee e 24
P2 T Y/ =T 1= o TSR 26
2.4 PUfer UNd LOSUNGEN .....coiiiiiiiieiie sttt 27
B ST Y 011 (01 o= RS 30
2.5.1 Antikorper fur ProteinbioChemie..........ccoooiiiiiiiineneeeeee e 30
2.5.2 Antikérper fur DurchfluRzytometrie und Immunhistochemie............... 30
2.5.3  ISOtypISChE ANTIKOIPET ....cciieieiierieseeee e 31
R I Y 1)YZ= 1o (=7 o USSP 31
2.6.1  KontaKtallergene ..........cooooiiiiiiiiriseeeeee e 31
2.6.2 Sonstige ZellaKtivatoren.........cccccevvecesieesecie e 31
P22 A [0 11 o1 0T =1 o TSR 31



Inhaltsverzeichnis

IMETHODEN .....titettetesteeesesteste et steseesestaseesesbesse e esesse e esessesseseesesbeneesenbesseneesesaenensesenneas 32
3.1 Isolation humaner Zellen aus peripherem Blut...........cocoviiieieiciinenenenee 32
3.1.1 Isolation mononuklearer Zellen des peripheren Blutes (PBMC)........ 32
3.1.2 Anreicherung von Monozyten aus PBMC durch Kurzzeitadharenz..33
3.1.3 Anreicherung von dendritischen Zellen aus PBMC ..........cccccvvcvnuenee. 33
3.2 ZelIStIMUIALION.......ocueiiiiie e e 33
3.2, 1  HAPLENISIEIUNG ...eeveieiieieeieie et see b nre s 33
3.2.2 Inhibition der ZellaKtiVIEruNg ........cccooveeereeie e 34
3 FluoreszenzmikroSKOPIE ........ccueiuiiiriereniirieeieie et 34
O 10T Vi L] K44 (010 1= 1 = S 35
3.4.1 DurchfluBzytometrische Phanotypisierung der Zellen............c.c........ 36
3.4.2 DurchfluBzytometrische Bestimmung der Zellreaktivitat..................... 37
3.4.3 Durchfluzytometrische Bestimmung der Zellviabilitat........................ 37
3.5 ProteinDIOCNEMIE ....o.oiiiiieee e e 38
3.5.1 Zellaufschluf3 zur ProteingeWiNNUNQ ........ccceeveeiieeiiiesieesiee e esiee e 38
3.5.2 ProteingehaltshbeStimmung.........cocoiriririiiineree e 38
3.5.3 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) .......ccccccvveveneee. 39
3.5.4 Western Blotting durch Elektrotransfer...........cccoovevininieienenenesenne 40
I T S T B = (=1 (1o o RSSO 42
3.6 IMMUNPIAZIPITALION ....oviiiiiieeiieeee e 43
3.7 Massenspektrometrische ANAIYSE .........cccveeieeii e 43
3.8 TG AKLIVITALS ASSAY......ciuiiuiriieieieitesie sttt s b snesn e re e s 44
3.9 StatiStiISChe AUSWEITUNG .....ccveeeeeiieieieesieesieseesee e see et seesneennesseesseenes 45
ERGEBNISSE.....cviuiitiiteietistestesestesteee e stesaesesbeste e esesseeesessessesessesbeneesesbesseneeseseeneesesseneas 46
4.1 Phanotyp der generierten Zellen ... 46
S O R \Y (0] g0 74 Y/ (=] o TSP PR PSRN 46
4.1.2 Phanotyp der generierten unreifen dendritischen Zellen.................... 47
4.1.3 Phanotyp der generierten reifen dendritischen Zellen......................... 48



Inhaltsverzeichnis

4.2 Zellulare Lokalisation von TNCB nach Stimulation ...........ccceeivieninienene 49
4.2.1 Immunzytochemische Detektion der TNCB-gelabelten Zellen........... 49
4.2.2 Flowzytometrische Detektion der TNCB-markierten Zellen................ 51

.3 NAC blockiert die Bindung von TNP-Gruppen.........cccccvererierieeieeneneseseseenes 54
.4 Identifizierung von TNP-gekoppelten Proteinen ..........c.cccooeevviveeveiinseeseenne 62
.5 IMMmMUNPrazipitation der tTG ... s 64
4.5.1 Bindung vON TNCB @n tTG.....cccecceeieeie e eeesteeie et 64
4.5.2 Die tTG wird nicht phosphoryliert.........cccoooeiiiicceee e, 66
.6 ERK1/2 MAP Kinase Phosphorylierung und Inhibiton der tTG...................... 68
.7 INVItro tTG AKEIVITALS ASSAY....ciiiieiiiciie ettt ene e 72
DISKUSSION ....cuveteitestestessesseeeeeessessessessesseasessesseessessessessessessessessessesseessessessessessessessenses 74

5.1 Verwendete ModellZEIIEN ... 74

5.2 Intrazellulare Lokalisation vOn TNCB .........ccooeiiiiiinieeee e 75

5.3 Thiolantioxidantien inhibieren die Tyrosinphosphorylierung............cc.cceeue.. 77

5.4 ldentifikation von Aktin und dem Thyroidhormon Bindeprotein..................... 80

5.5 ldentifikation der Gewebstransglutaminase............ccocvovnireniinieieiesesese 81

5.6 ERK1/2 MAP Kinase Phosphorylierung........cccooeceieeiieceiecie e 82

5.7 AKUVIEIUNG AEr TTG ...t 83

5.8 INNIDItION der TGt 84
ZUSAMMENFASSUNG .....cutitiieueatesteeesessessesessessessesessessessssessessssessessessssessessesessensessssessens 86
ABKURZUNGSVERZEICHNIS ...vvveeueeueesteiesaestessessessesseeseessessessessessessessesssssssssessessessessenses 88
LITERATURVERZEICHNIS ....ceuveuirtiieseesesteseesessessesessessesessessessesessessensssessessesessessensssessenens 91



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Allergien

Allergien sind Uberreaktionen des Immunsystems gegen harmlose Molekiile
(Allergene), bei denen die Zellen des Immunsystems eine Schadigung von
korpereigenem Gewebe verursachen. 1963 teilten CoomBs und GELL die Allergien
aufgrund ihrer unterschiedlichen Mechanismen und Auspragungen in vier Gruppen
ein (Coombs, 1963). Typ | Reaktionen werden auch als Allergien vom Soforttyp
bezeichnet, da sich die Symptome in einer sensibilisierten Person bereits wenige
Minuten nach dem Allergenkontakt bemerkbar machen kénnen. Die wahrend der
Sensibilisierungsphase gebildeten allergenspezifischen Antikdrper der Klasse IgE
binden an hochaffine IgE-Rezeptoren auf der Oberflaiche von Mastzellen und
basophilen Granulozyten und werden bei erneutem Allergenkontakt kreuzvernetzt
(Plaut et al., 1989). Dies l6st eine Entziindungsreaktion aus (Schwartz et al., 1987).
Wichtige Beispiele fur Typ | Allergien sind die allergische Rhinitis, Bronchialasthma
und die Nahrungsmittelallergien.

Allergien vom Typ Il und Ill beruhen ebenfalls auf der Bildung allergenspezifischer
Antikorper, allerdings gehoren diese den Klassen IgG und IgM an. Bei einer Typ I
Allergie binden diese Antikdrper Komplement-vermittelt an die Oberflache von Zellen
und induzieren die Lyse. Typ Ill Allergien sind charakterisiert durch die Ablagerung
kleiner Allergen-Antikorper-Komplexe, die eine Entzindungsreaktion auslésen
kénnen (Male, 1993).

Die Typ IV Reaktion wird auch als Allergie vom verzogerten Typ bezeichnet, da die
Symptome erst 24-48 Stunden bzw. bis zu 21 Tagen nach Kontakt mit dem Allergen
auftreten. Ein Beispiel fur eine Typ IV Allergie ist die Kontaktallergie, eine
Uberempfindlichkeitsreaktion der Haut auf niedermolekulare, chemisch reaktive
Substanzen. Diese konnen aufgrund ihrer chemischen und physikalischen
Eigenschaften in ausreichender Konzentration in die Epidermis eindringen und hier
an korpereigene Proteine koppeln (Basketter et al., 1995). Kontaktallergene kénnen
kovalente Bindungen mit freien Amino- bzw. Thiolgruppen von Aminosauren (z.B.
Lysin, Cystein, Methionin) bzw. schwéachere, koordinative Bindungen eingehen
(Roberts et al., 1983). Durch diese Bindung kommt es zur Modifikation der
korpereigenen Proteine, so dass diese vom Immunsystem als "Fremd" erkannt
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Einleitung

werden. Fur eine solche Substanz, die erst nach Kopplung an ein Tragerprotein
("Carrier") immunogen wird, pragte LANDSTEINER in den 30er Jahren den Begriff
Hapten (Landsteiner, 1936). Mit zunehmender Industrialisierung wachst die Zahl der
potentiellen Kontaktallergene stetig an. Sie sind in unserer Umwelt z.B. als
Bestandteile von Modeschmuck (Nickel, Kobalt) (lkarashi et al., 1996; Savolainen,
1996), als Konservierungsmittel in Arzneistoffen (z.B. Thiomersal) (Schafer et al.,
1995) und Kosmetika (z.B. Chlormethylisothiazolon) (Aguirre Martin-Falero et al.,
1990; de Groot and Herxheimer, 1989). Wahrend aber fast alle Menschen gegen
experimentelle Kontaktallergene, wie z.B. Dinitrofluorbenzol (DNFB) sensibilisiert
werden kénnen (Frosch et al., 1996a), fuhren die anderen Haptene nur bei einem
Teil der Exponierten zur Entstehung einer Kontaktallergie. Die Ursachen hierfur sind
noch nicht geklart, wahrscheinlich sind aber sowohl genetische, als auch
Umweltfaktoren fur die Entstehung einer Kontaktallergie verantwortlich.

Anders als bei den Allergie-Typen I-lll, die auf allergenspezifischen Antikérpern
beruhen, ist die Voraussetzung fur die Entstehung einer Typ IV-Allergie das
Vorhandensein allergenspezifischer T-Lymphozyten. Experimentell wurde die
Bedeutung der T-Zellen durch die Ubertragung einer Kontaktallergie mittels Transfer
von T-Zellen aus einem Spender- auf ein Empfangertier gezeigt (Milon et al., 1981,
Turk, 1979).

Damit naive, allergenspezifische T-Zellen mit einem Hapten in Kontakt treten kbnnen,
muss das Kontaktallergen von professionellen antigenprasentierenden Zellen (APC)
aufgenommen, prozessiert und in die T-Zellareale des Parakortex im Lymphknoten
transportiert werden (Kripke et al., 1990). Diese Funktion erfullen die
Langerhanszellen, die eine zentrale Rolle in der Epidermis spielen (Teunissen,
1992).

Paul LANGERHANS beschrieb 1868 erstmals Zellen mit dendritischer Morphologie in
der Epidermis. Die nach ihm benannten Langerhanszellen bilden ein Netzwerk in der
Epidermis, das eindringende Pathogene, aber auch Kontaktallergene abfangt.
Langerhanszellen (LC) werden heute aufgrund ihrer Morphologie und Funktion den
dendritischen Zellen zugeordnet, sie entsprechen einem unreifen Stadium dieser
Zellen (Romani et al., 1989a; Romani et al., 1989b). In vitro sind frisch isolierte LC
zwar in der Lage, Antigene durch Phagozytose aufzunehmen und zu prozessieren,

sie sind aber nur relativ schwache T-Zellaktivatoren (Pure et al., 1990; Romani et al.,
9
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1989a; Schuler et al.,, 1985). Durch Kultivierung verlieren die Zellen ihre
Phagozytosefahigkeit und beginnen MHC-Klasse Il und kostimulatorische Molekile
auf der Zelloberflache starker zu exprimieren (Heufler et al., 1988; Kampgen et al.,
1991; Witmer-Pack et al., 1988). Nach vollstandiger Ausreifung sind sie in der Lage,

eine Primaraktivierung naiver T-Zellen zu induzieren (Streilein and Grammer, 1989).

Sensibilisierungsphase Auslosephase

Hapten

Eﬁ'dermlis

=

Lyrmiphokineg
MF-cx

. Mastzelle
Lymphknoten

* - Makiophage
CH

Abb. 1 Die Stadien einer verzogerten kontaktallergischen Reaktion

Die erste Phase, die Sensibilisierungsphase, beinhaltet die Aufnahme, die Prozessierung und
Antigenprasentation des Antigens (Ag) durch lokale antigenprasentierende Zellen. In der zweiten
Phase, der Auslosephase, sezernieren die geprimten [ 1-Zellen bei einer erneuten Exposition mit
dem externen Stimulus, Mediatoren. Diese aktivieren lokale Endothelzellen und locken auf diese
Weise inflammatorische Zellen, hauptséachlich Makrophagen, zur Einwanderung an. Zu dieser Zeit

werden die L&sionen sichtbar. Modifiziert nach: Janeway, 2001.
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1.1.1 Sensibilisierungsphase

In der Sensibilisierungsphase der Kontaktallergie binden Haptene in der Epidermis
sowohl an l6sliche Proteine, als auch an Oberflachenproteine von Zellen,
wahrscheinlich sogar direkt an LC. Die so entstandenen Hapten-Protein-Komplexe
werden von den LC internalisiert (Shelley and Juhlin, 1977), prozessiert und Uber
MHC-Klasse II-Molekule auf der Zelloberflache prasentiert. Die Interaktion mit
Haptenen 10st in der Haut eine Reihe von Reaktionen aus. Innerhalb von 15 Minuten
nach Kontakt mit dem starken Hapten DNFB beginnen epidermale Zellen (EC) mit
der Produktion und Sekretion des proinflammatorischen Zytokins IL-1b (Enk and
Katz, 1992). Dieses Zytokin stimuliert in Keratinozyten die Bildung von TNF-a
(Kimber and Cumberbatch, 1992a). Beide Faktoren induzieren gemeinsam das
Auswandern der LC aus der Epidermis (Kimber and Cumberbatch, 1992b).
Unterstutzt wird die  Migration durch eine  Herunterregulation  von
Adhasionsmolekiilen, wie z.B. E-Cadherin (Jakob and Udey, 1998; Kimber and
Cumberbatch, 1992b), durch die Produktion von Matrix Metalloproteasen (Kobayashi,
1997) und die Hochregulation von Integrinen (Price et al.,, 1997) und "homing"
Rezeptoren wie dem CD44-Molekil (Weiss et al., 1997). Mit der Auswanderung aus
der Epidermis in die lymphatischen Organe beginnt die Ausreifung der LC (Larsen et
al., 1990). Die Auswanderung der LC aus der Epidermis ist ein Prozel3, der durch
verschiedene, starke Reize oder Traumata ausgelost werden kann, z.B. durch UV-
Bestrahlung (Burnham et al., 1993) und Hautirritation (Willis et al., 1990).

Die schnelle Produktion und Sekretion von IL-1b ist jedoch eine charakteristische
Reaktion der EC auf Kontaktallergene (Enk and Katz, 1992). Den Abschluss der
Sensibilisierungsphase bildet die in den parakortikalen Regionen des drainierenden
Lymphknotens stattfindende Interaktion der "ausgereiften LC", die hier als
interdigitierende  dendritische  Zellen  bezeichnet  werden, mit naiven,

haptenspezifischen T-Zellen (Macatonia et al., 1986; Macatonia et al., 1987). In den

80er Jahren war man der Uberzeugung, dass die Kontaktallergie v.a. von cp4’ T-
Helferzellen gepragt ist, die IL-2, IFN-g und TNF-a sezernieren (TH1-Zellen) (Cher

and Mosmann, 1987; Fong and Mosmann, 1989). Neuere Untersuchungen im

Mausmodell zeigen allerdings, dass die Depletion von cD4™ Zellen die Entstehung
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einer Kontaktallergie nicht verhindern kann. Eine mildere Verlaufsform der

Kontaktallergie wurde jedoch durch Depletion der cps”® zytotoxischen T-Zellen
erreicht, was die Bedeutung dieser Zellen fur die Entstehung einer Kontaktallergie im
murinen System belegt (Gocinski and Tigelaar, 1990; Xu et al., 1997a). Durch die
Interaktion von haptenbeladenen, interdigitierenden dendritischen Zellen mit naiven,
haptenspezifischen T-Zellen im Lymphknoten, kommt es zur Proliferation und
Differenzierung der spezifischen T-Zellklone und zur Bildung langlebiger Memory-T-
Zellen, die durch den Korper zirkulieren.

1.1.2 Auslésephase

Bei erneutem Haptenkontakt wird in einer sensibilisierten Person meist innerhalb von
24-48 Stunden eine lokale Entziindungsreaktion ausgeltdst. Diese Reaktion beruht
auf der Aktivierung, der nun vorhandenen haptenspezifischen Memory-T-Zellen. Die
aktivierten T-Zellen bilden eine Vielzahl von Interleukinen, wie z.B. IL-2, das die T-
Zellproliferation fordert und IFN-g, das in Keratinozyten die Zytokinsynthese induziert
und die Anlockung von Monozyten, Mastzellen und anderer, nicht
antigenspezifischer Zellen zum Entzindungsherd bewirkt. Die Folge ist eine
unspezifische Zerstorung des umliegenden Gewebes, die sich in der Haut als Ekzem
manifestiert.

Wahrend die morphologischen, phanotypischen und funktionellen Verdnderungen
von Langerhanszellen in der Sensibilisierungsphase der Kontaktallergie relativ gut
charakterisiert sind, weil3 man nur sehr wenig Uber die molekularen Mechanismen,

die diesen Veranderungen zugrunde liegen.

1.2 Kontaktallergene

Die Anzahl potentieller Kontaktallergene steigt mit zunehmender Industrialisierung
stetig an. Dabei sind die sensibilisierenden Allergene weit verbreitet. Haufige
Allergene sind Bestandteile von Modeschmuck (Nickel, Kobalt, Palladium, Chrom
(Ikarashi et al., 1996; Savolainen, 1996) oder Duftstoffe in Parfum (Bertrand et al.,
1997). Auch  &uRerlich anzuwendende  Arzneistoffe  (Thiomersal als
Konservierungsmittel) und  Externagrundlagen (Chlormethylisothiazolon als
Konservierungsmittel in Kosmetika) konnen aufgrund ihrer irritierenden und
sensibilisierenden Eigenschaften Ausléser eines allergischen Kontaktekzems sein
12
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(Frosch, 1995; Schulz, 1988). Bei fast allen Kontaktallergenen handelt es sich um
kleine (<500 kD), lipophile, chemisch reaktive Molekile oder lonen, die allein zu klein
sind um als Allergene zu wirken. Sie benétigen ein Tragerprotein, an das sie kovalent
oder koordinativ binden, um eine Sensibilisierung zu bewirken (Murtaugh et al., 1984;
Roberts et al.,, 1983). Solche Molekile, die erst nach Kopplung an ein Protein
immunogen wirksam werden, nennt man nach Landsteiner Hapten (Landsteiner,
1936).

Kontaktallergene dringen wegen ihrer physikalischen und chemischen Eigenschaften
in die Epidermis ein und koppeln dort an kérpereigene Proteine (Basketter et al.,
1995). Diese Kopplung geschieht an freie Amino- bzw. Thiolgruppen von
Aminosauren (z.B. Lysin, Cystein, Methionin) (Roberts et al., 1983) und fuhrt zur
Modifikation der korpereigenen Proteine, die nun vom Immunsystem als “Fremd”
erkannt werden. Haptene konnen auch an zellmembranassoziierte Molekile binden.
Dies qilt vor allem fur Metallionen, die direkt mit Proteinen des MHC-Klasse II-
Komplexes reagieren kénnen, wie Nickel mit der Aminogruppe lysinhaltiger Proteine
(Frosch et al., 1996a; Frosch et al., 1996b).

Das jeweilige Kontaktallergen muf3 auf der Haut in einer bestimmten
Mindestkonzentration vorliegen, um eine Sensibilisierung zu bewirken. Auf der
anderen Seite gibt es eine obere Konzentration, ab der die Sensibilisierungsfahigkeit
nicht mehr gesteigert werden kann. So wurde anhand von Fallen mit 2,4-
Dinitrochlorbenzol (DNCB) gezeigt, dass die Inzidenz der Sensibilisierung gesenkt
wurde, je groRer das betreffende Hautareal war, auf das DNCB aufgetragen wurde
(White et al., 1986). DNFB ist auch als Kontaktallergen beschrieben und bindet in
den ersten 15 Minuten nach der Inkubation intrazellular in humanen
Langerhanszellen (Hunger et al., 2001). DNCB und DNFB gehéren wie auch 2,4,6-
Trinitrochlorbenzol (TNCB) zu den aromatischen Kohlenwasserstoffen. Alle drei
Haptene sind Derivate der Pikrinsdure (Abb. 2) und l6sen sowohl human als auch
murin eine starke Kontaktallergie aus. Diese Allergene werden haufig als

Modellhaptene verwendet.
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Aromatische Kohlenwasserstoffe

TNCB DNCB DNFB
2.4,6-Trinitrochlorbenzol 2 4-Dinitrochlorbenzol  2.4-Dinitrofluorbenzol
Cl Cl F
NO, NO, NO, NO,
NO, NO, NO,

Abb. 2 Kekulé-Formeln von Pikrinsaurederivaten: TNCB, DNCB,DNFB

1.3 Signaltransduktionsmechanismen

Damit eine Zelle adaquat auf aulR3ere Reize reagieren kann, mussen externe Stimuli
in Signale umgewandelt und zum Zellkern weitergeleitet werden. Einer Vielzahl von
Stimuli steht jedoch nur eine begrenzte Zahl von Signaltransduktionswegen in der
Zelle gegenuber. Aufgrund der Vernetzung dieser Signaltransduktionswege
untereinander und durch zelltypspezifische Unterschiede, kann derselbe Stimulus in
verschiedenen Zellpopulationen unterschiedliche Reaktionen bewirken. Ausloser der
Signaltransduktion sind haufig losliche Botenstoffe, wie Hormone und
Neurotransmitter. FiUr die Zellen des Immunsystems sind vor allem Zytokine und
Wachstumsfaktoren von Bedeutung. Mit Ausnahme der Steroidhormone und NO, die
in Zellen eindringen kdnnen und intrazellular Signalketten aktivieren (Giguere et al.,
1988; Lander et al., 1997), wirken diese Botenstoffe Uber membranstandige
Rezeptoren.

Ein zentrales Grundprinzip aller Signaltransduktionsmechanismen ist die Verstarkung
des urspringlichen Stimulus mit Hilfe von Enzymkaskaden. Eine solche Verstarkung

ist die Bildung von kleinen, zytoplasmatischen Signalmolekilen, den sogenannten

14



Einleitung

"Second Messenger" Molekilen, z.B. Ca2+-lonen, zyklisches AMP (cAMP) und

zyklisches GMP (cGMP), Inositol-3-Phosphat (IP3), Diacylglycerin (DAG) und
Arachidonsaure, aber auch Gase, wie z.B. NO.

In den 70er Jahren beschrieb SUTHERLAND die Bildung von cAMP nach
Hormonstimulation in der Leber (Sutherland, 1972) und formulierte das "Second
Messenger Konzept". Durch das integrale Membranprotein Adenylatzyklase (AC)
wird aus ATP cAMP gebildet. Die Adenylatzyklase selbst wird nur in Anwesenheit
von GTP aktiviert (Rodbell, 1980), was zur Entdeckung der trimeren G-Proteine
(GTP-bindende Proteine) fuhrte. Trimere G-Proteine bestehen aus den
Untereinheiten a, b und g, die an der Plasmamembran lokalisiert sind (Birnbaumer,
1992). Bindet ein Ligand an einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor, wird das

stimulatorische Gg-Protein aktiviert und die ag-Untereinheit bindet GTP. Dies bewirkt
die Abspaltung der asg-Untereinheit, die die AC aktiviert. Bei diesem Prozel3
hydrolysiert die ag-Untereinheit GTP zu GDP, dissoziiert von der AC und steht

wieder als Bestandteil eines Gs-Proteins zur Verfigung. Auf diese Weise kdnnen
wahrend der Ligandenbindung an den Rezeptor mehrere Gg-Proteine aktiviert
werden, die ihrerseits die Stimulation vieler Molekile AC und damit die Bildung von
cAMP bewirken. So kommt es bereits auf Ebene der Bildung von "Second
Messenger" Molektlen zu einer Verstarkung des urspringlichen Signals.

Neben diesen aktivierenden Gg-Proteinen werden auch G-Proteine mit inhibitorischer
Funktion beschrieben (Gj-Proteine) (Bourne et al., 1991; Bushfield et al., 1990).
Solche Gj-Proteine sind mit inhibitorisch wirkenden Rezeptoren assoziiert. lhre
Aktivierung fuhrt zur Bindung von GTP an die aj-Untereinheit, die daraufhin
dissoziiert und wahrscheinlich indirekt die AC inhibiert. Auf diese Weise ist es

maoglich, den cAMP-Gehalt der Zelle abzusenken.
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Abb. 3 Signalweiterleitung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

G-Protein gekoppelte Rezeptoren vermitteln Signale durch eine Konformationsanderung im Rezeptor,
die zur Aktivierung von a-Untereinheiten der G-Proteine fuhrt. Dies induziert einen Wechsel von GDP
zu GTP an Ga-Untereinheiten und eine Dissoziation der a-Untereinheit vom bgHeterodimer. Der
GTPa-Komplex vermittelt intrazellulare Signale entweder direkt durch lonenkanédle und
Kinasefunktionen, oder indirekt {ber Effektormolekile, wie die Phospholipase C und die
Adenylatcyclase (AC). Maodifiziert nach: Gudermann und Gutkind,2000 (Gudermann et al., 2000;
Gutkind, 2000).

1.3.1 Phosphorylierung

Ein weiterer zentraler Mechanismus der Signalweiterleitung ist die Ubertragung von
Phosphatgruppen. Diese Phosphorylierungskaskaden werden von Proteinkinasen
katalysiert, die den endstandigen g-Phosphatrest von ATP auf Serin/Threonin

(Serin/Threonin-Kinase) oder auf Tyrosin-Reste (Tyrosin-Kinase) anderer Proteine
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Ubertragen. Reguliert werden diese Kinase-Reaktionen durch antagonistisch
wirkende Phosphatasen (Kharitonenkov et al., 1997), die ebenfalls in Serin/Threonin-
Phosphatasen und in Tyrosin-Phosphatasen unterteilt werden. Die Phosphorylierung
bewirkt bei einigen Enzymen eine Aktivierung, doch der gleiche Prozel} inhibiert die
Funktion anderer Enzyme.

Die Tyrosinphosphorylierung ist ein wichtiger Mechanismus der Signaltransduktion in
den Zellen des Immunsystems (Calautti et al., 1995; Lin et al., 1995; Silvennoinen et
al., 1996; Yan and Berton, 1996; Yousefi et al., 1994). Induziert wird sie Uber
Oberflachenrezeptoren, die entweder intrinsische Protein Tyrosin-Kinase (PTK)
Aktivitat besitzen, oder an der zytoplasmatischen Seite der Plasmamembran mit
einer PTK assoziiert sind. Zu den Tyrosin-Kinase-gekoppelten Rezeptoren gehdren
z.B. der B-Zell- und der T-Zell-Rezeptorkomplex (Weiss and Littman, 1994). Man
unterscheidet zwei wichtige Familien von PTK, die fur die Signalweiterleitung dieser
Rezeptoren verantwortlich sind: Die Src-Familie umfal3t sieben Mitglieder (Src, Hck,
Lck, Lyn, Fyn, Yes und BIk) mit gemeinsamer Grundstruktur (Pawson, 1997; Sicheri
et al., 1997; Xu et al., 1997b). N-terminal befindet sich eine Myristylierungssequenz,
die das Anhangen von Fettsduren und damit die Verankerung des Proteins in der
Membran ermdéglicht. Zwei weitere, zwischen den Familienmitgliedern konservierte
Bereiche, sind die sogenannten SH-Doméanen (,Src-homology domain®). Uber ihre
SH2-Domane interagieren Kinasen mit tyrosinphosphorylierten Proteinen. Die
Funktion der SH3-Domane ist nicht genau bekannt, mdglicherweise erhdht sie die
Affinitat der Kinase zu ihrem Liganden (Pawson, 1997). Brabeck et al. zeigen, dass
die SH3-Domane vermutlich einen negativen, regulatorischen Effekt auf die
Kinaseaktivitat besitzt, der Uber direkten Kontakt zwischen der SH3-Domane und der
Kinasedomane vermittelt wird (Brabek et al., 2002). SH-Domanen sind als
Phosphotyrosin-Bindedomanen auch ein wichtiger Bestandteil vieler Signalmolekiile,
die nicht zur Familie der Src-Kinasen gezahlt werden.

Die Rezeptoren fur Wachstumsfaktoren kénnen als Beispiele flir Rezeptor Tyrosin-
Kinasen aufgefuhrt werden (Miyajima et al., 1992). Die Bindung eines Liganden
bewirkt die Dimerisierung des Rezeptors, so dass sich die zytoplasmatischen
Regionen mit intrinsischer PTK-Aktivitdt gegenseitig phosphorylieren kénnen (Ballotti
et al., 1989).
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Uber diese Phosphotyrosinreste werden z.B. Src-Kinasen aus dem Zytoplasma
rekrutiert, die hochaffin Gber ihre SH2-Domé&nen an den Rezeptor binden (Mustelin
and Burn, 1993). Dies ist der Beginn einer Phosphorylierungskaskade, die haufig

Uber die Phospholipase C (PLC) zur Bildung der "Second Messenger" DAG und IP 3

(Bansal and Majerus, 1990) und auch zur Induktion Ca2+-abhangiger Prozesse fuhrt
(Berridge, 1993).

Eine weitere Klasse von Proteinen, die am Rezeptorkomplex beteiligt sein kénnen,
sind die Adaptor-Proteine, wie z.B. Shc und Grb2 (Lowenstein et al., 1992; Nagai et
al., 1995). Diese kleinen Proteine bestehen u. a. aus SH2- und SH3-Domanen und
besitzen selbst keine enzymatische Aktivitat. lhre Aufgabe ist es, an andere
Signalmoleklle zu binden, die keine SH-Domanen besitzen, und diese so in den
Rezeptorkomplex einzubinden. Zu den Proteinen, die durch Adaptoren an den
Rezeptor rekrutiert werden, gehdren GTPasen, die als intrazellulare Schalter
fungieren, indem sie zwischen einem aktiven (GTP) und inaktiven (GDP) Zustand
wechseln. Den Ras- und Rho-Familien der GTPasen ist gemeinsam, dass sie zum
Austausch von GTP wund GDP auf die Funktion von Guanin Nukleotid

Austauschfaktoren (z.B. Sos) angewiesen sind (Buday et al., 1994).

1.3.2 MAP Kinasen

Ein Beispiel fur die Bedeutung der hier aufgefthrten Signalmolekule ist die durch
Wachstumsfaktoren induzierte Aktivierung der MAP Kinase (,mitogen activated
protein kinase*) ERK (lzquierdo et al., 1993; Schlaepfer et al., 1998). 1991 wurde von
STURGILL et al. eine Serin/Threonin Kinase beschrieben, deren besonderes Merkmal
ihre Aktivierung durch duale Phosphorylierung an einem Threonin- und Tyrosinrest
innerhalb eines Thr-Glu-Tyr-Motivs ist (Sturgill and Wu, 1991). Die Aktivierung dieser
als MAP Kinase oder als ERK (,extracellular signal regulated kinase") bezeichneten
Kinase erfolgte z.B. durch Wachstumsfaktoren tber Rezeptor Tyrosin-Kinasen nach
dem oben beschriebenen Mechanismus. Die MAP Kinase ERK kommt in funf
Isoformen vor (Robinson and Cobb, 1997) unter anderem (p44 ERK1 und p42 ERK2)
und wurde als prolinabhéngige Serin/Threonin Kinase identifiziert, die das
Sequenzmotiv Ser-Thr-Pro in Proteinen erkennen und phosphorylieren kann
(Gonzalez et al., 1991). Eine weitere Isoform ERK1b wurde von Yung et al. in COS7-

Zellen entdeckt (Yung et al., 2000). Zu den wichtigsten Substraten von ERK gehdren
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zytoplasmatische Proteine, wie Phospholipase A2 (Lin et al.,, 1993), aber auch
Transkriptionsfaktoren (z B. Elk-1 und ATF-2) (Marais et al., 1993). Die MAPK dient
dabei als Verbindungsglied zwischen Zytoplasma und Zellkern, da sie nach

Aktivierung aus dem Zytoplasma in den Nukleus einwandern kann (Schmid-Alliana et
al., 1998).

o Ligand
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Abb. 4 Modell der Aktivierung von MAP Kinasen.

Aul3er der Reaktion von Zellen auf I6sliche Botenstoffe kbnnen auch andere Arten
von Stimuli, wie z.B. zellularer Strel3, zu einer Zellaktivierung fuhren. 1993
beschrieben HiBl et al. eine Serin/Threonin Kinase, die durch UV-Bestrahlung
aktiviert wurde und den Transkriptionsfaktor cJun phosphorylierte (Hibi et al., 1993).
Auch diese als JNK (,cJun N-terminal kinase") bezeichnete Kinase wird durch duale
Phosphorylierung innerhalb eines Thr-Pro-Tyr Motivs aktiviert (Derijard et al., 1994).
Infolgedessen werden ERK und JNK in der Familie der MAPK zusammengefal3t
(Kyriakis et al., 1994). Die beiden Hauptformen von JNK (46/54 kD) werden von zwei
distinkten Genen mit 83% Sequenzhomologie kodiert (Kallunki et al., 1994).

Die Serin/Threonin Kinase p38 kann aufgrund ihrer Aktivierung durch duale
Phosphorylierung (innerhalb eines Thr-Gly-Tyr-Motivs) der Familie der MAPK
zugeordnet werden (Han et al., 1994; Rouse et al., 1994). Auf Strel3situationen wie

oxidativen Stre3 (Guyton et al., 1996; Huot et al., 1997), osmotischen Schock
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(Galcheva-Gargova et al.,, 1994), Hitzeschock (Rouse et al., 1994),
proinflammatorische Zytokine (Raingeaud et al., 1995; Ridley et al., 1997) und
Endotoxine (Raingeaud et al., 1996; Scherle et al., 1998) reagieren Zellen mit dem
Einschalten des p38-abhéngigen Signaltransduktionsweges. Die aktivierte Kinase
reguliert die Genexpression auf der Ebene der Transkription durch Phosphorylierung
von Transkriptionsfaktoren, z.B. ATF-2 (Raingeaud et al., 1995) und EIlk-1
(Raingeaud et al., 1996).

Am Beispiel der MAP Kinasen wird deutlich, wie extrazellulare Stimuli synergistische
Signalwege einschalten und so eine Verstarkung des urspringlichen Signals
bewirken. Dennoch stellen die MAP Kinasen kein redundantes System dar. Aufgrund
ihrer Substratspezifitdt und ihrer Aktivierung durch teilweise Uberlappende
Signaltransduktionswege, kbnnen je nach Zelltyp und Stimulus distinkte Reaktionen

ausgelost werden.

1.3.3 Transglutaminasen

Die Gewebstransglutaminase (tTG), eine Ca**- und thiolabhangige Acyltransferase,
ist ein weiterer Vertreter der G-Proteine. Sie ist ein G,-Enzym mit dualer Funktion
und besitzt sowohl eine enzymatische Transamidierungsaktivitat, als auch die
Moglichkeit GTP zu binden, vergleichbar mit anderen klassischen G-Proteinen (Folk,
1980).

Bisher wurden sieben verschiedene Transglutaminase Isoformen in S&augern
charakterisiert: TG1 (oder TG K), TG2 (oder tTG), TG3 (oder TG E), TG X,
coaglutations Faktor Xlll, Band 4.2. und Prostata TG. Vier Transglutaminasen
(TG,1,2,3 und X) werden wahrend der terminalen Differenzierung und der Apoptose
von humanen epidermalen Keratinozyten exprimiert und synthetisiert (De Laurenzi
and Melino, 2001).

Die Transamidierungsaktivitait der tTG Kkatalysiert die kovalente Bindung von
primaren Aminogruppen an Glutaminreste anderer Proteine. Wahrscheinlich
moduliert diese Bildung von kovalenten Bindungen eine Reihe von Prozessen, unter
anderem die Aufrechterhaltung der extrazellularen Matrix, Endozytose,
Differenzierung und Apoptose (Aeschlimann et al., 1995; Aeschlimann et al., 1993;
Davies et al., 1980; Oliverio et al., 1997; Piacentini et al., 1991). Eine abweichende

enzymatische Aktivitat der tTG fuhrt zu neurodegenerativen Stérungen. Dies weist
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darauf hin, dass eine ausbalancierte Regulation der tTG Aktivitdt notwendig fur die
Aufrechterhaltung normaler zellularer Funktionen ist (Lesort et al., 2000).

Bei vielen Zelltypen wird die tTG auf einem niedrigen Niveau exprimiert und steigt nur
durch eine lange Exposition eines externen Stimulus an (Antonyak et al., 2001;
Tucholski et al., 2001). Ein solch bestandiger Induktor ist die Retinsaure (RA) (Sporn
and Roberts, 1983) (Chiocca et al., 1988), die ihren zellularen Effekt auf die Bindung
von Rezeptoren der Retinsaurefamilie (RARS) begrindet. Retinsdure-gebundene
RARs wirken als Transkriptionsaktivatoren, die an RA-Motive in verschiedenen
Genen binden. Deletionsanalysen des tTG Promoters identifizierten zwei RA-
Antwortmotive, die notwendig fir die RA induzierte tTG-Transkription sind (Pfahl et
al., 1994). RA agiert als direkter Regulator der tTG Genexpression - ein Effekt, der
haufig durch cAMP potenziert wird (Chiocca et al., 1988; Murtaugh et al., 1984).
Andere Regulatoren wie TGF- und IL-6 induzieren die Expression der tTG (Lu et al.,
1995), doch die Identitadt dieser Faktoren und ihre Notwendigkeit fir die RA-
vermittelte tTG-Expression ist nicht geklart.

Die enzymatische Aktivitat der tTG kann durch die Bindung von Cofaktoren, wie z.B.
GTP und Ca?" reguliert werden. Studien haben gezeigt, dass die tTG in ihrer
katalytischen Transamidase-Aktivitat im GTP-gebundenen Zustand inhibiert war,
wohingegen die GTP-Hydrolyse und die Bindung von Ca®" jedoch die
Transamidierung verstarken (Achyuthan and Greenberg, 1987; Singh et al., 1995).
Andere Arbeitsgruppen berichten, dass GTP und GDP die Transamidase-Aktivitat
inhibieren (Lai et al., 1996), was darauf hindeutet, dass die GTP-Bindung fur die
Transamidierung nicht der spezifische Regulator sein kann, eventuell jedoch als
Vermittler der Signaltransduktion dient. Ein Beispiel dafir ist die Stimulation der
Phospholipase C Aktivitat, die tber den aj-andrenergen Rezeptor vermittelt wird. Sie
wird beeinflusst durch ein 80kD GTP-bindendes Protein, das als tTG identifiziert
wurde (Nakaoka et al., 1994). Andrenerge Rezeptoren sind Mitglieder einer
Rezeptorsuperfamilie, die Gber die Kopplung von G-Proteinen wirken (Franke et al.,
1992; Wong and Ross, 1994).

Durch die RA wird sowohl ERK als auch die PI3K aktiviert. Doch nur die PI3K-
Aktivitat ist fir eine RA induzierte tTG-Expression notwendig. Die Inhibition der PI3K
oder der tTG Aktivitat bewirkt, dass die RA statt einer Differenzierung — die Apoptose

auslost. Der Uberlebenseffekt der PI3K beruht vermutlich auf der Tatsache, dass sie
21



Einleitung

die tTG-Expression hochreguliert. Die GTP-Bindung an die tTG ist von der PI3K
abhangig (Antonyak et al., 2002). Der Inkorporationsprozess von Polyaminen durch
die enzymatische Aktivitat der tTG wird dosisabhangig mit kompetitiven Inhibitoren,
wie z.B. Cystamin und Monodansylcadaverin (MDC) (N-(5-Aminopentyl)-5-
dimetylaminonaphthalenel-sulfonamide), vermindert (Chandrashekar and Mehta,
2000). MDC wirkt als Inhibitor effektiv auf das Proteincrosslinking der tTG ein. MDC
stellt einen potentiellen Inhibitor bei der Endocytose dar und stimuliert die Synthese
von Phosphaditylinositolen. MDC bindet an die aktive Seite der tTG, dem Cysteinrest
(Cys?’") (Lee et al., 1993; Mian et al., 1995) und verhindert so die Enzymaktivitét.

Signaltransduktionsweg der
Gewebstransglutaminase
TNCB
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Abb. 5 Signaltransduktionsweq der Gewebstransglutaminase. Modifiziert nach
Antonyak et al., 2002 (Antonyak et al., 2002; Vanhaesebroeck and Alessi, 2000).
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1.4 Zielsetzung

Langerhanszellen spielen, als wichtigste antigenprasentierende Zellen der
Epidermis, eine zentrale Rolle in der Sensibilisierungsphase der Kontaktallergie.

Ziel der Arbeit war es, die Bindungsstellen des Modellhaptens TNCB zu identifizieren
und die nachgeschalteten Signaltransduktionswege biochemisch zu untersuchen.
Zunachst sollte die Frage nach einer intra- oder extrazellularen Bindung des TNCB
mittels  Immunhistochemie  ermittelt werden. Durch biochemische und
massenspektrometrische Analysen sollten gebundene und zugleich phosphorylierte
Proteine identifiziert und ihre zentrale Rolle innerhalb der Signalkaskaden nach
Stimulation mit verschiedenen Kontaktallergenen analysiert werden.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden involvierte Proteine identifiziert und um zu
klaren, welche Rolle sie in diesem Modell haben kdnnten, wurden sie funktionell
analysiert. Dabei bot ein Protein einen vielversprechenden Ansatz - die
Gewebstransglutaminase (tTG).

Die Bedeutung der identifizierten tTG und ihre Interaktion mit TNCB sollte mittels
Immunprazipitation untersucht werden. Auf3erdem sollte in einer vergleichenden
Studie die spezifische Inhibiton der tTG Uber nachgeschaltete Signalwege im
Western Blot gemessen werden. Untersuchungen zur Expression und Aktivitat der
tTG nach Inhibition und Kontaktallergenbehandlung, sowie zur Aktivierung weiterer
Kinasen sollten Aufschluss Uber die Bedeutung der tTG auf Kontaktallergen-

induzierte Signaltransduktionswege geben.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsmaterial

2.1.1 Gerate

Elektrophorese-Kammer: Fa. Phase
Eppendorfzentrifuge: Biofuge fresco, Fa. Heraeus
FACScalibur: Fa. Becton Dickinson
Fluoreszenzmikroskop: Diaplan, Fa. Leica
Laborzentrifuge: Megafuge 10, Fa. Heraeus
Megafuge 1.0R: Fa. Heraeus

Semi Dry Blotapparatur: Trans-Blot SD, Fa.Bio-Rad

2.1.2 Reaktionsgeféalie und Materialien

6-Wellplatten, Fa. Greiner

24-Wellplatten, Fa. Greiner

96-Wellplatten, Fa. Greiner

Eppendorfreaktionsgefalie, Fa. Eppendorf

FACS-Rohrchen, Fa. Becton Dickinson

Gewebekulturschalen 150 cm?, Fa. Greiner

Polyvenylidendifluorid (PVDF)-Membran, Immobilon-P, Fa. Millipore
Filterpapier 3MM, Whatman, Maidstone

Rontgenfilm, Hyperfilm-ECL, # 1674, Fa. Amersham

Zentrifugenrdhrchen, 15 ml und 50 ml, Fa. Greiner

2.2 Verwendete Chemikalien

Amersham:
ECL Plus Western Blot Detektionssystem, # RPN2132

Boehringer Mannheim:

EDTA Natriumsalz, # 808 261
Phenylmethylsulfonylfluorid, # 837 091
Streptavidin Quantum Red Konjugat, # S-2899
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Merck:

2-Mercaptoethanol, # 15433
di-Natriumhydrogenphosphat, # 106586.500
Dodecylsulfat Natriumsalz (SDS), # 8.22050
Isopropanol, # 1040.2500

Kaliumchlorid, # 1.04936.0500
Magnesiumchlorid, # 1.05833.0250
Methanol, # 1.06007.2500

Na,COs, # 6586.2500

NaHCOs, # 6329.0500E

Natriumacetat, # 1.01539.0500
Natriumdihydrogenphosphat, # 106346.1000
Natriumhydroxyd-Platzchen, # 106498
Salzsaure, # 1.00316.1000
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, # 101549
Tris(hydroxymethyl)-amino-methanhydrochlorid, # 101547.100

Roth:

Ammoniumperoxodisulfat, # 9592

Ammoniumsulfat, # 9212.1

Saponin, # 9622.1

Dimethylsulfoxid, # 4720.1

TEMED, # 2367

NaCl, # 3957.2

Acrylamid/ Bisacrylamid-Stammlésung; Rotiphorese Gel 30, # 3029.1
Glycin, # 3908.2

Glycerin, # 3783.1

Seromed-Biochrom:

Ficoll Separating Solution, Dichte 1,077, # L6115
HEPES, # L1603
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Sigma:

Rinderserumalbumin (BSA), # A6793

Fotales Kélberserum (FCS), # 9605.23
Natrium-Orthovanadat, # S-6508
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA), # P8139
Polyoxyethtylensorbitanmonolaurat (Tween 20), # P1379
Prestained SDS Molecular Weight Marker, # MWM-105A
Propidium lodid, # P4170

Triton X-100, # X-100

Upjohn:

Prostaglandin E

Sandoz;
Lekomax°300/GM-CSF

Strathmann:
TNF-a, # 9511510
IL-1b, # 9511180
IL-4, # 9511230

2.3 Medien
RPMI 1640

Fertigpulver wurde mit 10l Aqua bidest angesetzt. Der pH-Wert des Mediums wurde

Uberpruft und das Medium anschlielBend mit einem Sterilfilter (Vacu-Top, 500ml,

0,2mm, membraPure, Bodenheim, Deutschland) sterilfiltriert und in sterilen Flaschen

bei 4°C gelagert. Fur die Differenzierung und die anschlieRende Ausreifung der

dendritischen Zellen wurde dem Medium 5% autologes Serum, GM-CSF, IL-4 bzw.

zusatzlich IL-1b, TNF-a und Prostaglandin E; zugegeben.

X-VIVO15

Fertiges Flussigmedium (Biowhittaker, Walkerville, USA) wurde fir das Aliquotieren

der Cytokine verwendet.
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2.4 Puffer und Losungen

PBS-Heparin
0,25% (v/v) Heparin (Liqguemin N25000) in PBS

PBS-EDTA
5mM EDTA in PBS

Trypanblau:

0,1% (w/v)Trypanblau

1x PBS

Lysepuffer:

Hepes 50mM, pH 7,2

NacCl 150mM

MgCl, 1,5mM

EDTA 1mM

Glycerol 10% (v/v)

Triton X-100 1% (v/v) in Aqua dest.

Proteaseinhibitoren:

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 2mM in Ethanol absolut

TrasyloIOSOO 000 KIE: Aprotinin (Fa. Bayer) 10pug/mi

Phosphataseinhibitor:

Aktiviertes Natrium-Orthovanadat 2mM

Stammlésung: 200mM Natrium-Orthovanadat in PBS geldst, pH 10

gelbliche L6sung kochen bis sie farblos wird, pH 10 einstellen, Vorgang

wiederholen, bis die Losung bei pH 10 farblos bleibt.

Alle Inhibitoren werden unmittelbar vor Verwendung des Lysepuffers zugegeben.
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Ldsungen fur Acrylamid-Gel 10% :

LOsung A

Tris 3M (366 g/l)
1 N HCI 48% (v/v)
TEMED 0,23% (V/V)

mit entgastem Aqua bidest. ansetzen, pH 8,5

Losung D

1M Tris-HCI 95,75% (v/v)
20% SDS 4% (vIv)
TEMED 0,25% (V/V)

mit entgastem Aqua bidest. ansetzen
APS-LGsung
Ammoniumperoxodisulfat 10% (w/v)

mit entgastem Aqua bidest. ansetzen

Elektrophorese-Puffer 4-fach

Tris-HCI 100mM
Glycin 767mM
SDS 13,7mM

in Aqua dest., pH 8,5

Probenaufbereitungspuffer
Roti-Load 4x konzentriert, Fa. Roth

Blot-Puffer
Roti-Blot A (Anodenpuffer) 10x konzentriert, Fa. Roth
Roti-Blot K (Kathodenpuffer) 10x konzentriert, Fa. Roth

Waschpuffer: 10 x TPBS
PBS
0,1% Tween-20

in Aqua dest.
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Blocking Puffer und Puffer fur Primarantikorper
Roti-Block 10% (v/v)
in Aqua dest., Fa. Roth

Stripping Puffer

Tris-HCI 62mM
SDS 2%
2-Mercaptoethanol ~ 100mM

Puffer flr Durchflu3zytometrie und Fluoreszenzmikroskopie:

Saponin fur die Permeabilisierung
Saponin 0,25% in PBS/1% FCS

Waschpuffer
1 x PBS
2% FCS

PFA-Fixierungslosung
4% (w/v) Paraformaldehyd in PBS

Eindecklbsung fir Zytopraparate
DAKO Fluorescentmounting Medium 15mM NaNj3

Coomassie Losung zum Farben der SDS-Page Gele
ad Aqua dest.

0,1% Coomassie

10% Essigsaure

50% EtOH

Entfarber fir Coomassie Gele
ad Aqua dest.
Essigsaure 7,5%

EtOH 25%
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2.5 Antikorper
2.5.1 Antikorper fur Proteinbiochemie
Prim&rantikdrper:
Spezifitat Klon Ak-Klasse Verdinnung |Bezugsquelle
Phosphotyrosin 4G10 Maus IgG2b 1:1000 Upstate, # 05-321
Phospho-MEK1/2 Polyklonal Kaninchen IgG | 1:1000 NEB, # 9121
Lyn Antiserum Kaninchen IgG | 1:50 Santa Cruz, # sc-50
Phospho-p38 Antiserum Kaninchen IgG | 1:1000 NEB, # 9211
Trinitrophenyl Polyklonal Hamster 1gG 1:2000 Pharm./BD, # 11121D
Phospho-p42/44 ERK1/2 | Monoklonal | Maus IgG 1:1000 NEB, # 9105
Tissue Transglutaminase | Polyklonal Ziege lgG 1:2000 Upstate, # 06-471
Tabelle 1
Sekundéarantikdrper:
Spezifitat Konjugat |Verdinnung |Bezugsquelle
Ziege anti-Maus IgG (H+L) HRP 1:5000 Dianova, # 115-035-100
Ziege anti-Kaninchen IgG HRP 1:1000 Santa Cruz, # sc-2004
Kaninchen anti-Ziege IgG HRP 1:4000 Santa Cruz, # sc-2768
Ziege anti-Hamster 1gG HRP 1:2000 Santa Cruz, # sc-2443

Tabelle 2

2.5.2  Antikorper fur DurchfluRzytometrie und Immunhistochemie
Priméarantikdrper:

Spezifitat Klon Ak-Klasse |Verdunnung |Bezugsquelle
Human CD3 OKT 3 Maus IgG2b | 1:10 ATCC

Human CD14 3C10 Maus IgG2b | 1:10 ATCC

Human CD19 J4.119 Maus IgG1 1:50 Immunotech, # 1313
HLA-DR YE2/36HLK | Ratte IgG2a [ 1:10 Serotec, # MCA71S
Phosphotyrosin-FITC PY20 Maus IgG2b | 1:10 Leinco, # P113

Tabelle 3

30




Material und Methoden

Sekundarantikdrper:

Spezifitat Konjugat Verdinnung | Bezugsquelle

Ziege anti-Maus IgG (H+L) DTAF 1:150 Dianova, # 115-015-100
Ziege anti-Ratte 1gG (H+L) DTAF 1:150 Dianova, # 112-015-102
Ziege anti-Hamster 1gG (H+L) FITC 1:50 Santa cruz, # 2446

Esel anti-Maus PE 1:100 Dianova, # 715-116-151
Esel anti-Maus 1gG (H+L) Rhodamin Red 1:100 Dianova, # 715-295-150

Tabelle 4 Sekundarantikorper fur FACS und Immunhistochemie.

2.5.3 Isotypische Antikorper

Antikorper Bezugsquelle
Isotyp IgG2b; Maus Southern
Isotyp IgG2a; Maus Pharmingen
Isotyp IgG1; Maus Pharmingen
IgG; Kaninchen Jackson

Tabelle 5 Isotypische Antikorper.

2.6 Aktivatoren

2.6.1 Kontaktallergene

Chlormethylisothiazolon / Methylisothiazolon (MCI/MI): 0,01%, Fa. Hermal
Trinitrochlorbenzol (TNCB): 10uM, Polyscience, Warrington, PA

2.6.2 Sonstige Zellaktivatoren

N-Hydroxymaleimide (NHM): 2,2mM in Medium
N-Ethylmaleimide (NEM): 0,08mM in Medium

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA): 1mg/mlin DMSO
Retinsaure (RA): 0,01mM in DMSO

2.7 Inhibitoren

N-Acetylcystein: Stammldsung 2mM in DMSO

Monodansylcadaverin: Stammlésung 2mM in DMSO
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3 Methoden

3.1 Isolation humaner Zellen aus peripherem Blut

3.1.1 Isolation mononuklearer Zellen des peripheren Blutes (PBMC)

Die Isolation humaner dendritischer Zellen erfolgte aus ,Buffy Coat* Praparationen,
die bei der Aufreinigung von Blutkonserven in Blutbanken anfallen. Diese Leukozyten
angereicherte Fraktion enthalt neben Erythrozyten und Thrombozyten auch
mononukledre Zellen des peripheren Blutes (PBMC, ,peripheral blood mononuclear
cells*). Die verschiedenen Zellpopulationen lassen sich aufgrund ihrer
unterschiedlichen Dichten durch Ficoll-Hypaque 1,077 Dichtezentrifugation
separieren. Zellen mit einer Dichte Uber 1,077g/ml, wie z.B. Erythrozyten,
Neutrophile, Eosinophile und Basophile, befinden sich nach diesem
Zentrifugationsschritt  unterhalb  der Ficoll-Schicht, wahrend PBMC und
Thrombozyten als Interphase auf der Ficoll-Schicht aufliegen. Zur weiteren
Aufreinigung der PBMC wurde die Interphase abgenommen und die Thrombozyten
durch mehrfaches Waschen entfernt.

In sterile Zentrifugenréhrchen wurde 20ml PBS/Heparin vorgelegt und mit 10ml
,Buffy Coat" Blut vermischt. Danach wurde das Heparin-Blut mit 20ml Ficoll-Hypaque
1.077 L6sung unterschichtet. Nach Dichtezentrifugation (20min, 900xg, RT, ohne
Bremse) wurde das Plasma abgenommen und fir die Kultivierung der Monozyten
und DC aufbewahrt (siehe 3.1.2, 3.1.3). Dazu wurde das Plasma hitzeinaktiviert
(45min, 56°C) und durch hochtourige Zentrifugation (1630xg, 10min, RT) von
ausgefallten Proteinen befreit.

Die Interphase wurde in neue Zentrifugenréhrchen abgenommen und auf 50ml mit
PBS/EDTA aufgeflillt. Die PBMC wurden pelletiert (5min, 654xg, 4°C) und der
thrombozytenhaltige Uberstand entfernt. Dieser Waschschritt wurde zweimal
wiederholt (5min, 523xg, 4°C und 5min, 408xg, 4°C) und die so isolierten PBMC in
Medium mit 3% FCS resuspendiert und gezahilt.
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3.1.2 Anreicherung von Monozyten aus PBMC durch Kurzzeitadharenz

Mononukleare Zellen stellen ein Gemisch verschiedener Zellpopulationen dar, mit
einem Anteil von 5% bis 25% Monozyten. Um die Monozyten zu separieren, wurde
ihre Adharenzfahigkeit auf Polystyrol-Platten ausgenutzt. Zellkulturschalen wurden
fur 5min im Brutschrank mit FCS-haltigem Medium (RPMI/3%FCS) prainkubiert, um
einen Grofteil der unspezifischen Bindestellen abzublocken. Danach wurden 1x10°
der aufgereinigten PBMC pro 1cm? in die vorbereiteten Kulturschalen pipettiert und
45min  im Brutschrank inkubiert. Nun lieBen sich die nicht-adharenten
Zellpopulationen leicht von den Monozyten durch mehrfaches, vorsichtiges Abspulen
mit vorgewarmten PBS (37°C) abtrennen.

Um ein mdglichst schonendes Ablésen der Monozyten aus den Kulturschalen zu
erreichen, wurden die Monozyten Uber Nacht in autologem Plasma kultiviert. Danach

lie3en sich die Zellen durch kréaftiges Spilen mit einer Glaspipette ernten.

3.1.3 Anreicherung von dendritischen Zellen aus PBMC

Um die DC zu separieren, wurde ihre Adharenzfahigkeit auf Polystyrol-Platten
ausgenutzt. Es wurden 1x10° der aufgereinigten PBMC in Kulturschalen (0,8cm?)
pipettiert und 45min im Brutschrank inkubiert. Nun liel3en sich die nicht-adh&renten
Zellpopulationen leicht von den Monozyten durch mehrfaches Abspilen mit PBS
abtrennen. Mit 5% autologem Serum, GM-CSF (800U/ml), IL-4 (1000U/ml) wurde
den unreifen DC nach 7 Tagen Kultur ein Stimulations-Cocktail zur Ausreifung
zugegeben: IL-1b (10ng/ml), TNF-a (10ng/ml) und Prostaglandin & (1ng/ml). Fur
zwei weitere Tage wurden die Zellen kultiviert und an Tag 9 geerntet (Jonuleit et al.,
1997).

3.2 Zellstimulation

3.2.1 Haptenisierung

Humane Monozyten und dendritische Zellen wurden mit sechs verschiedenen

Stimulatoren in subtoxischen Konzentrationen behandelt:

MCI/MI 10pM
RA 100uM
TNCB 10pM
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PMA 30nM
NHM 2,2mM
NEM 80uM

Die Zellen wurden auf 1x10° Zellen pro ml Medium eingestellt und 1h im Wasserbad
bei 37°C prainkubiert. Danach wurde die Haptenisierung durch Zugabe der
Kontaktallergene und Aktivatoren gestartet und die Zellen fir 10min bei 37°C in
Gegenwart der Stimulatoren weiter inkubiert. Die Haptenisierung wurde auf Eis

abgestoppt.

3.2.2 Inhibition der Zellaktivierung

Zur Inhibition der Zellaktivierung wurden die Zellen vor der Haptenisierung mit den

entsprechenden Inhibitoren vorinkubiert:

Reaktion Inhibitor Prainkubationszeit
Transamidase Funktion von tTG MDC (1mM) 8min

Inhibition von Thiolen NAC (I1mM) 10min

Inhibition von Thiolen Cystein (1mM) 10min

Tabelle 6 Inhibitoren.

3.3 Fluoreszenzmikroskopie

Die intra- und extrazellulare Lokalisation von TNCB wurde auf Einzelzellebene mit
Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie untersucht.
Die DC wurden auf 1x10° Zellen/ml Medium eingestellt und fiir 10min bei 37°C
stimuliert. Fur die Praparation wurden die Diagnostika-Objekttrager mit 10 Kammern
in 1% Alcianblau aufgekocht und 15min bei RT inkubiert, anschlieBend mit aqua
dest. gespilt und getrocknet. 50ul der Zellsuspension wurde in die Kammern
pipettiert, die Zellen fir 1h bei RT auf dem Objekttrager adheriert und mit 4%
Paraformaldehyd 20min bei RT fixiert, um die Morphologie der DC zu erhalten.
Danach wurden die Zellen, wie unter 3.4.2. beschrieben, entweder permeabilisiert fur
intrazellulare Farbungen oder mit PBS/2%FCS fir extrazellulare Farbungen
behandelt und mit Primér- und Sekundéarantikorpern inkubiert. Als Fluorochrome
fanden DTAF (griine Fluoreszenz) und Rhodamin (rote Fluoreszenz) Verwendung,
die sich durch ihre Farbstabilitat und geringes Uberstrahlen in das jeweils andere
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Spektrum auszeichnen. Nach der Farbung wurden die Préaparate mit einem
glycerolhaltigen Medium eingedeckt. Anschliel3end konnten die Préaparate unter dem
Fluoreszenzmikroskop optisch ausgewertet und zur Dokumentation fotografiert

werden.

3.4 DurchfluRzytometrie

Die DurchfluBzytometrie ermoéglicht die Identifizierung und Untersuchung
verschiedener Zellpopulationen aus gemischten Suspensionen. Die Unterscheidung
der Zellpopulationen konnte zum einen aufgrund ihrer Oberflachenmarker mittels
Immunfluoreszenz erfolgen, zum anderen aufgrund der Grof3e und Granularitat der
Zellen.

Dabei werden die Zellen in Suspension mit fluorochromkonjugierten Antikdrpern
markiert, die spezifisch fur ein bestimmtes Oberflachenmolekdl sind, und im FACS
(,fluorescence activated cell sorter) ausgewertet. Die Zellen wurden in einer
Tragerflussigkeit durch eine sehr feine Kapillare gesogen und an zwei Lasern
vorbeigeleitet (Argonlaser, HeNe-Laser) und ermdglichen so eine 4-5 Farben-
Analyse, sowie das Sortieren von Partikeln mit gewiinschten Eigenschaften. Uber
einen Diodenlaser lassen sich Farbstoffe verwenden, deren Anregung nicht bei den
Ublichen 488 nm (blau), sondern bei 635 nm (rot) liegt. Die Detektion der so
angeregten roten bis ultraroten Fluoreszenzen erfolgt raumlich und zeitlich getrennt
von den mit dem ersten Laser angeregten Farbstoffen. Der Laser bestrahlt die Zellen
mit monochromatischen Licht von 488nm und 635nm Wellenlange. Dadurch werden
die gebundenen Fluorochrome zur Emission von Licht angeregt. Die Intensitat des
ausgestrahlten Lichts ist proportional zur Dichte der detektierten Antigene. Haufig
verwendete Fluorochrome sind die Fluorescein-Derivate, Fluorescein-Isothiocyanat
(FITC) und Dichlorotriazinylamino-Fluorescein (DTAF) und weiterhin das R-
Phycoerythrin (PE). FITC und DTAF werden zur Emission von Licht der Wellenlange
530nm (grin) angeregt, das im FL-1-Kanal gemessen wird, wahrend PE rotes Licht
von 575nm ausstrahlt und im FL-2-Kanal dargestellt wird. Aufgrund dieser getrennten
Filter sind Mehrfachfarbungen mdoglich, so dass sich Zellen sehr genau

charakterisieren lassen.
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Die Differenzierung der Zellpopulationen aufgrund ihrer Gré3e und Granularitat ergibt
sich aus der Streuung, die das Laserlicht beim Auftreffen auf eine Zelle erfahrt. Dabei
wird das Laserlicht gleichzeitig in Strahlrichtung (FSC, ,forward scatter) und in einem
Winkel von 90° gemessen (SSC, ,side scatter®). Die Lichtintensitat in Strahlrichtung
wird von der ZellgroRRe, die Streustrahlung von der Granularitat der Zelle bestimmt.

Die Auswertung der FACS-Daten erfolgte mit Hilfe der Cell Quest Pro Software.

3.4.1 DurchfluRzytometrische Phénotypisierung der Zellen

Um einen schnellen Uberblick Gber die Qualitat der Aufreinigung zu erhalten, wurden
die Zellen einer Doppelmarkierung zur Phanotypisierung und anschlieRender FACS-
Analyse unterzogen. Dazu wurden in 7 FACS-Réhrchen jeweils 1x10° Zellen

eingesetzt und nach folgendem Schema gefarbt:

1. Priméar-AK 2. Primar-AK 1. Sekundéar-AK 2. Sekundar-AK

Isotyp Maus | Isotyp Ratte (4F7) 50 | a-Ms DTAF (8ug/ml| a-Rt-PE (5ug/ml
Isotypkontrolle | (MKD8) 50uI KU | pl KU PBS/FCS) 30 yl PBS/FCS) 30ul

Isotyp Maus a-HLA-DR (34pg/ml| a-Ms DTAF (8pug/ml|a-Rt-PE (5pg/ml
Kompensation PBS/FCS) 30 pl PBS/FCS) 30 pl PBS/FCS) 30l

a-CD3 50ul KU a-HLA-DR (34pg/ml| a-Ms DTAF (8ug/ml|a-Rt-PE (5pg/ml
T-Zellen PBS/FCS) 30 PBS/FCS) 30ul PBS/FCS) 30ul

a-CD14 50ul KU | a-HLA-DR (34pg/ml| a-Ms DTAF (8ug/ml| a-Rt-PE (5upg/ml
Monozyten PBS/FCS) 30 pl PBS/FCS) 30ul PBS/FCS) 30ul

a-CD19 (1:50 in|a-HLA-DR (34pg/ml|a-Ms DTAF (8ug/ml|a-Rt-PE (5pg/ml
B-Zellen PBS/FCS) 30ul PBS/FCS) 30ul PBS/FCS) 30ul PBS/FCS) 30yl

a-CD83 (1:100 in | a-HLA-DR (34ug/ml| a-Ms DTAF (8ug/ml|a-Rt-PE (5ug/ml
Reife DC PBS/FCS) 30ul PBS/FCS) 30ul PBS/FCS) 30ul PBS/FCS) 30yl

a-CD86 (1:200 in | a-HLA-DR (34ug/ml| a-Ms DTAF (8ug/ml|a-Rt-PE (5ug/ml
DC gesamt PBS/FCS) 30ul | PBS/FCS) 30l PBS/FCS) 30ul PBS/FCS) 30l

Tabelle 7 Phanotypisierung von dendritischen Zellen.

Die Zellen wurden in den angegebenen Volumina der Priméarantikorper 1 und 2
resuspendiert und 20min auf Eis inkubiert. Danach wurden alle Ansétze in 500l
FACS-Puffer gewaschen, zentrifugiert (3min, 408xg, 4°C) und in obengenannter
Menge Sekundarantikorper aufgenommen. Danach erfolgte eine Inkubation von

15min lichtgeschiitzt auf Eis. Uberschiissige Sekundarantikorper wurden durch
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erneutes Waschen mit 500ul FACS-Puffer entfernt und die Zellen schlie3lich zur
Messung in 200ul PBS/2%FCS aufgenommen.

Im FACS wurden HLA-DR positive Zellen (B-Zellen, Monozyten, dendritische Zellen)
im FL-2-Kanal dargestellt, wahrend CD3", CD14", CD83", CD86" und CD19" Zellen
als Verschiebung im FL-1-Kanal sichtbar wurden. Zur Auswertung wurden die Zellen
im ,Dot-Blot* (FL-2 gegen FL-1) dargestellt und mittels Quadrantenstatistik der

Prozentsatz der einzelnen Zellpopulationen bestimmt.

3.4.2 DurchfluRzytometrische Bestimmung der Zellreaktivitat

Die DC wurden nach Stimulation auf die Induktion von Tyrosinphosphorylierung und
auf die Bindung von TNCB mittels FACS untersucht. Fur jeden FACS-Ansatz wurden
1x10° Zellen benétigt. Diese wurden in 500pl Saponin-Puffer permeabilisiert bei
intrazellularen Farbungen und in 500yl in PBS/2%FCS gewaschen bei
extrazellularen Farbungen und abzentrifugiert (3min, 408xg, 4°C). Die Inkubation mit
Primarantikdrpern fur intrazellulare Farbungen (angesetzt in 0,25% Saponin, 25yl je
Ansatz) und fur extrazellulare Farbungen (angesetzt in PBS/2%FCS, 25ul je Ansatz)
erfolgte fur 20min auf Eis. Danach wurden die Zellen in Saponin-Puffer oder
PBS/2%FCS gewaschen und fir 15min  mit den entsprechenden
fluorochrommarkierten Sekundar-Reagenzien auf Eis inkubiert. Nach einem letzten
Waschschritt wurden die Zellen in 200ul PBS/2%FCS aufgenommen und die

Fluoreszenzintensitaten im FACS gemessen.

3.4.3 DurchfluRzytometrische Bestimmung der Zellviabilitat

Die Viabilitat von Zellen lie3 sich durchflul3zytometrisch mit Hilfe des roten
Fluorochroms Propidiumjodid (PI) feststellen. Nekrotische oder beschadigte Zellen
nahmen diesen Stoff auf, wahrend die Membranen vitaler Zellen hierfir
undurchlassig waren. Das PI interkalierte in DNA-Doppelsstrange der toten Zellen,
die sich im FACS durch eine deutliche Verschiebung im roten FL-2-Kanal von vitalen
Zellen abgrenzen lieRen. Fir jeden FACS-Ansatz wurden 2x10° Zellen in PBS/FCS
benotigt. Die Zellen wurden pelletiert (5min, 408xg, 4°C) und in 250m PBS/FCS

resuspendiert. Zu diesem Volumen wurden 2,5m einer PI-Stammlésung (100ng/ml)

gegeben (Endkonzentration 1ng/ml) und kurz resuspendiert. Nach 45sec wurden die
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Ansatze mit 750m PBS/FCS abgestoppt, abzentrifugiert, in 200m FACS-Puffer

aufgenommen und sofort im FACS (FL-2-Kanal) gemessen.

3.5 Proteinbiochemie

3.5.1 Zellaufschluf? zur Proteingewinnung

Zur Proteingewinnung wurden pro Stimmulationsbedingung 1x10° dendritische Zellen
oder 8x10° Monozyten eingesetzt. Die Zellen wurden nach der Haptenisierung
entweder in Medium gewaschen (Gesamtzellysate) oder in 0,25% saponinhaltigem
PBS resuspendiert und zytoplasmatische Zellbestandteile durch einmaliges Waschen
entfernt (permeabilisierte Zellen). Nach Zentrifugation (5min, 1500U/min, 4°C) wurde
der Uberstand komplett entfernt, die Zellpellets in 50ul Lysepuffer resuspendiert und
fur 1h auf Eis inkubiert. Da bei diesem Zellaufschluf3 die in den Zellen vorhandene
Proteasen und Phosphatasen freigesetzt werden, waren dem Lysepuffer Protease-
und Phosphatase-Inhibitoren zugesetzt und alle Arbeitsschritte wurden auf Eis
durchgefuhrt. Nach der 30min Zelllyse wurden die Zelltriummer durch hochtouriges
zentrifugieren (10min, 13000U/min, 4°C) pelletiert und das klare, proteinhaltige Lysat
(ca. 50ul) in ein Eppendorfgefald Uberfuhrt. Fur die Proteinbestimmung wurden 5pl
Lysat entnommen und der Rest bei —80°C gelagert.

3.5.2 Proteingehaltsbestimmung

Der Proteingehalt der Lysate wurde mit der Biuret-Reaktion ermittelt (BCA Protein
Assay, Pierce, Rockford, USA). Grundlegendes Prinzip dieser Reaktion ist die
Reduktion von Cu’-lonen, die mit Bicinchoninsaure (BCA) einen wasserldslichen
Komplex bilden, der eine starke Lichtabsorption bei 562nm aufweist. Die
Lichtabsorption ist bei einem Proteingehalt von 20nmg/ml bis 2000ng/ml direkt
proportional zur Proteinmenge. FUr die Proteingehaltsbestimmung wurden 100mi
Standardlésung bzw. eine 1:20 Verdunnung des Lysats in FACS-R6hrchen
vorgelegt. Danach wurden 2ml Reaktionsmix zugegeben und fir 30min bei 37°C
inkubiert. Nachdem die Proben auf Raumtemperatur abgekihlt waren, wurde die

Absorption mit einem Photometer (BioPhotometer, Epperndorf, Hamburg,
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Deutschland) bei 562nm bestimmt. Der Standard diente zur Berechnung einer

linearen Regressionsgeraden mit der der Proteingehalt der Lysate bestimmt wurde.

3.5.3 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Proteine lassen sich unter denaturierenden Bedingungen entsprechend ihres
Molekulargewichtes in einem Gel elektrophoretisch auftrennen. Das als Gelmatrix
verwendete Acrylamid polymerisierte unter Zugabe von Methylenbisacrylamid und
eines Katalysators zu einem Gel aus, dessen Porengrof3e sich durch die
Konzentration an Acrylamid und Bisacrylamid genau einstellen liel3. Kleine Proteine
wanderten relativ schnell durch die Gelporen, wahrend die Wanderung
hochmolekularer Proteine behindert wurde.

Eine Fokussierung der Proteinproben im Gel erhielt man durch Verwendung eines
Sammelgels. Um die Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht zu
ermdglichen, wurden die Tertiar- und Sekundarstrukturen der Proteine vor der
Elektrophorese aufgebrochen. Dazu wurden die Zellysate mit einem SDS- und
mercaptoethanolhaltigen Puffer aufgekocht. Das SDS lagerte sich an die Proteine an
und verlieh ihnen eine negative Gesamtladung, die gré3er war als die Ladung der
nativen Proteine. Durch diese negative Gesamtladung wurde die Migrationsrichtung

der Proteine im elektrischen Feld zur Anode hin festgelegt.

3.5.3.1 Anfertigung eines 10% igen Polyacrylamid-Maxi-Gels

Zwei Glasplatten wurden entfettet und die Seiten mit einem Streifen Vaseline und
jeweils einem Abstandhalter (1,5mm) versehen. Danach wurden die Platten
aufeinander gelegt und in eine Gelapparatur gestellt, die fir ein dichtes Abschliel3en
des Gelaufbaus sorgte. Die Gellésung fiir das Trenngel wurde nach folgendem

Rezept mit entgastem Aqua bidest. angesetzt:

Losung A 3,1ml
entgastes Aqua bidest. 13,5ml
SDS 20% 120pl
Acrylamid Gel 30 8,7ml
APS 10% 100pl

Tabelle 8 Trenngel
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Die Zugabe der APS-Losung erfolgte als letztes, da APS als Starter fur die
Polymerisierung eingesetzt wurde. Die Gelldsung wurde in den vorbereiteten
Gelaufbau gegossen und mit 10ml Isopropanol Uberschichtet. Das organische
Losungsmittel bewirkte zum einen den luftdichten Abschluld des Gels, zum anderen
die Ausbildung einer glatten Oberflache. Die Polymerisierungsreaktion des Trenngels
war nach etwa 30min abgeschlossen. Danach wurde das Isopropanol abgesaugt und

durch Aqua dest. ersetzt.

Lésung D 1ml
entgastes Aqua bidest. 5,93ml
Acrylamid Gel 30 990ul
TEMED 25ul
APS 10% 8ol

Tabelle 9 Sammelgel

Die Lésungen wurden gemischt und das Sammelgel auf das polymerisierte Trenngel
gegossen. Danach wurde ein Probenkamm in das noch flissige Sammelgel gesteckt.

Die Polymerisation des Gels war nach 15min abgeschlossen.

3.5.3.2 Probenaufbereitung

Die Lysate wurden auf Eis aufgetaut und die Proteinkonzentration jeder Probe auf
100ug/40ul eingestellt. Die Lysate wurden mit 1/3 Volumen SDS-Probenpuffer, 4-
fach konzentriert, gemischt und fur 5min gekocht. Danach wurden die Proben mit
einer Hamiltonspritze in das fir die Elektrophorese vorbereitete Gel pipettiert.
Zusatzlich wurde 10ul eines Molekulargewichtsmarkers (Bluestain) aufgetragen. Die

Elektrophorese wurde bei 45mA flr 3h durchgefuhrt.

3.5.4 Western Blotting durch Elektrotransfer

Als Western Blotting bezeichnet man den Transfer von elektrophoretisch
aufgetrennten Proteinen aus einem Polyacrylamid Gel auf eine Membran. Dieses
Prinzip wurde 1979 von Renart beschrieben und ermdglicht den immunologischen
Nachweis der immobilisierten Proteine durch spezifische Antikorper (Renart et al.,
1979).
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Die im Gel aufgetrennten Proteine wurden durch Elektrotransfer unter Verwendung
der sogenannten ,Semidry“ Methode auf eine PVDF-Membran tbertragen.

Der Blotaufbau erfolgte sofort nach Beendigung der Elektrophorese. Die PVDF-
Membran und 8 Stiicke Whatmanpapier wurden in Gelgrol3e zurecht geschnitten. Die
Membran wurde in Methanol benetzt und anschlieBend wurde das Methanol mit
Aqua dest. abgesplilt und die Membran im Anodenpuffer mit 10% Methanol fir 5min
aquilibriert. In dieser Zeit wurde das Gel aus seiner Halterung gelést und das

Sammelgel entfernt.

Blotaufbau:

Anode, benetzt mit Anodenpuffer

4 Stucke Whatmanpapier, in Anodenpuffer
Membran, &quilibriert in Anodenpuffer

Gel

4 Stucke Whatmanpapier, in Kathodenpuffer
Kathode, benetzt mit Kathodenpuffer

N o g kR whR

Bleigewicht

Whatmanpapier, Membran und Gel wurden Iluftblasenfrei aufgelegt. Der
Elektrotransfer wurde bei 250mA durchgefihrt. Die im Gel aufgetrennten, negativ
geladenen Proteine wanderten mit dem Stromflufd zur Anode, wo sie auf der PVDF-
Membran fixiert wurden. Dieser Vorgang war nach 55min abgeschlossen. Die
Effizienz des Transfers liel3 sich mit Hilfe des gefarbten Molekulargewichtsmarkers
abschatzen, dessen Banden nun nicht mehr im Gel, sondern auf der Membran
sichtbar waren. Die Membran wurde in TPBS-Puffer Uberfihrt und fir etwa 5min

aquilibriert.
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3.5.5 Detektion

3.5.5.1 Blocken unspezifischer Bindestellen der PVDF-Membran

Die Detektion von Signaltransduktionselementen auf Western Blot Ebene erfolgte mit
Hilfe spezifischer Antikérper. Zuvor wurden alle Bindestellen der Membran mit einem
unspezifischen Protein geblockt. Hierzu wurde entweder Blotto verwendet (4% w/v
Magermilchpulver in TPBS, pH 7,4) oder Roti-Block (Roth, Karlsruhe), mit dem die
Membran fir mindestens 2h bei RT unter leichtem Schitteln inkubiert wurde.
AnschlieBend wurde das Blocking Reagenz durch Waschen mit TPBS-Puffer

entfernt.

3.5.5.2 Detektion mittels ,enhanced Chemiluminescence*

Die im Gel unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennten Proteine konnten nach
dem Elektrotransfer auf eine Membran mittels spezifischer Antikdrper nachgewiesen
werden. Die eingesetzten Primér- und Sekundarantikdrper und deren Verdinnungen
sind in Tabelle | und Il angegeben. Die Primérantikérper wurden in 2ml TPBS mit
Blocking-Puffer verdiinnt, mit der Membran in eine Plastikfolie eingeschweil3t und 2h
bei RT oder Uber Nacht bei 4°C auf einem Schiittler inkubiert. Uberschissige
Antikorpermolekile wurden durch einmaliges Waschen in TPBS fur 10min entfernt.
Anschlie3end wurde die Membran mit Sekundarantikérper, verdinnt in 4ml Blocking-
Reagenz, fur 60min bei RT inkubiert. Danach wurde die Membran erneut in TPBS
gewaschen.

Alle Sekundarantikérper waren mit dem Enzym Meerrettich-Peroxidase (,horseradish
peroxidase“, HRP) konjugiert. Nach der Zugabe eines Peroxidase-Substrates (z.B.
ECL-Kit, Fa. Amersham) kam es zur Substratumsetzung durch die Peroxidase. Dazu
wurden die beiden Komponenten des ECL® Detektions-Kits 40:1 zu einem
Gesamtvolumen von 2ml gemischt. Die PVDF-Membran wurde mit der ECL-L6sung
gleichmalig benetzt. AnschlieRend wurde die Membran in halbtrockenem Zustand in
eine Plastikfolie eingeschweil3t. An den Membranbereichen, wo es zur
Antikorperbindung gekommen war, wurde das Substrat zur Lichtemission angeregt,

die als Schwarzung auf einem Roéntgenfilm sichtbar wurde.
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3.5.5.3 Stripping und erneute Antikdrperfarbung von Membranen

Das vollstandige Entfernen gebundener Antikérper (Stripping) von einer Western Blot
Membran ermoglicht ein mehrmaliges Detektieren von Antigenen (Reprobing).
Obwohl die Behandlung der Membranen mit dieser Methode zu einer Abnahme des
Signals fuhrt, ist die erneute Detektion von spezifischen Antigenen mehrmals
maoglich. Die Membranen wurden dreimal in TPBS-Puffer gewaschen und
anschlieBend fir 45min bei 50°C in Stripping Puffer inkubiert. Die Membran wurde
funfmal gewaschen und mit Blockierungsreagenzien blockiert. Anschlielend konnte

eine weitere Antikorperfarbung durchgefuhrt werden.

3.6 Immunprazipitation

Die Methode der Immunprézipitation eignet sich zur Isolierung spezifischer Proteine
aus Gesamtzelllysat. Mit spezifischen Antikdrpern, die an Tragerpartikel fixiert sind,
lassen sich individuelle Proteine binden. Die Antikdrper konnen entweder kovalent an
Agarose gebunden sein oder aber indirekt GUber die Bindung von Agarose-
gekoppeltem Protein A oder Protein G (abhangig von der Spezies und Subklasse
des verwendeten Antikdrpers) aus Staphylococcen. Nichtgebundene Proteine
kénnen durch mehrmaliges Waschen entfernt werden. Anschlieend lassen sich
unter hohen Salz- oder Detergenzkonzentrationen die gebundenen Proteine wieder
eluieren. 25m Sepharose wurden zweimal in Lysepuffer gewaschen, dazu wurden
200nmg Gesamtprotein gegeben und mit Lysepuffer auf 1ml aufgefllt. Es wurden 1ng
spezifischer Antikorper zugegeben und der Immunprazipitationsansatz fur 3h bei 4°C
bei Head-over-end-Rotation inkubiert. Nicht gebundene Proteine wurden durch
Waschen in Lysepuffer entfernt. Die NaCl-Konzentration des Lysepuffers wurde auf
500mM erhoht, um unspezifische Bindungen zu verhindern. Die Sepharose-Pellets
wurden mit 2x 20m 1x Laemmli-Puffer (Laemmli, 1970) fir je 15min bei RT inkubiert,
um die gebundenen Proteine von den Antikorpern zu l6sen. Die Immunprazipitate
wurden fir 5min bei 95°C aufgekocht und anschlieend in einer SDS-PAGE

aufgetrennt.

3.7 Massenspektrometrische Analyse
Zur ldentifikation wurde auf einer 10% SDS-PAGE 500ng Lysat geladen, mit
Coomassie Lésung 30min inkubiert und anschlielRend die Proteinbanden aus dem
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Coomassie-Gel ausgeschnitten. Die Identifikation der Proteine wurde von der Firma
ESPLORA GmbH, Darmstadt durchgefiihrt. Die Proteine wurden reduziert, alkyliert
und mit Trypsin verdaut. Das Peptid Massen Fingerprintig wurde mit einem Voyager
DE PRO MALDI-TOF Instrument (Applied Biosystems) durchgefuhrt. Die MALDI-
TOF-MS erlaubt eine schnelle und prazise Bestimmung der Molekulargewichte von
Peptiden, Proteinen, Kohlenhydraten, Nucleinsauren und synthetischen Polymeren
bis zu Molekulargewichten von mehreren 100 kDa. Mdéglich wird dies durch ein neues
lonisierungsverfahren, das Matrix-unterstiitzte Laserdesorptionsverfahren, welches
eine direkte Desorption intakter Molekulionen erméglicht, ohne dass ein gasférmiger
neutraler Zwischenzustand erforderlich ist. Dabei wird die Probe mit einem grol3en
UberschuBR einer Matrix (kleine, laserlichtabsorbierende organische Molekile)
verdinnt und einem intensiven Impuls kurzwelliger Laserstrahlung von wenigen
Nanosekunden Dauer ausgesetzt. Die massenspektrometrische Analyse erfolgt
durch Bestimmung der lonen-Flugzeit in einem Flugzeit-Massenspektrometer.
Zusatzlich lassen sich uber den metastabilen Zerfall desorbierter Molekulionen,
welcher in der feldfreien Driftregion eines Reflektor-Flugzeit-Massenspektrometers
stattfindet,  strukturelle  Informationen, z.B. Peptidsequenzen, ermitteln.
Datenbankrecherchen wurden mit dem Programm MS-Fit ausgefihrt

(http://prospector.uscf.edu).

3.8 TG Aktivitats Assay

Vor der Behandlung mit Haptenen und Inhibitoren wurden die DC fur 1h bei 37°C mit
2mM 5-(biotinamido)pentylamin (Pierce, Rockford, IL), einem biotinylierten Polyamin
behandelt (Perry et al., 1995; Zhang et al., 1998). Es wird als Malistab fiur die
endogene tTG Aktivitat eingesetzt. Die Gewebstransglutaminase (tTG) katalysiert
den Einbau von priméren Aminen in andere Proteine. Diese Funktion macht man hier
zunutze.

Nach der Stimulation wurden die Zellen mit PBS/2%FCS und mit PBS/1%FCS/0,25%
Saponin gewaschen und anschlieBend wie in Kapitel 3.5 beschrieben lysiert. Im
Western Blot wurden die Zellen fur 1h bei Raumtemperatur mit einem anti-biotin
HRP-gekoppelten Antikérper (1:1000 in PBS/2%FCS, New England Biolabs)
inkubiert. Die Inkorporation von Polyaminderivaten in Proteine zeigt sich nach einer

Detektion mit dem anti-biotin HRP Antikérper im Western Blot
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3.9 Statistische Auswertung

Allen Experimenten lagen Zellen von jeweils anderen Blutspendern zugrunde,
wodurch die Unabhangigkeit der Experimente gewahrleistet war.

Die Auswertung der Versuche erfolgte mit Hilfe des Software Programms Microsoft
Excel ‘97 und StatView ‘92-'‘98. Die in den Graphiken dargestellten Fehlerbalken

entsprechen den Mittelwertabweichungen der Experimente.
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4  Ergebnisse

4.1 Phanotyp der generierten Zellen

4.1.1 Monozyten

Die Reinheit der durch Kurzzeitadhdrenz aus PBMC isolierten Monozyten wurde
nach Ubernachtkultur der Zellen durchfluBzytometrisch untersucht. In einer
Doppelfarbung wurde sowohl die Expression des MHC-Klasse II-Molekiils HLA-DR,
als auch die zelltypspezifischen Marker CD14 (Monozyten), CD3 (T-Zellen) und
CD19 (B-Zellen) auf der Oberflache der Zellen analysiert. Im Durchschnitt lie3en sich
durch die Methode der Kurzzeitadhdrenz etwa 15% der eingesetzten PBMC
gewinnen. Diese Zellpopulation umfate mehr als 70% CD14/HLA-DR* Monozyten,
zwischen 4% und 10% CD19"/HLA-DR" B-Zellen und einen sehr geringen Anteil von
1% CD3"/HLA-DR" T-Zellen (Abb. 6). Die Viabilitat der aufgereinigten Monozyten lag
gewohnlich bei Giber 90% (ohne Abbildung).

FL-2

Fompensation

co3

» FL-1

Abb. 6 Phénotyp und Reinheit der durch Kurzzeitadharenz isolierten Monozyten.

Aus PBMC wurden adharente Zellen durch Inkubation auf Zellkulturschalen isoliert. Die adharenten
Zellen wurden Uber Nacht in autologem Plasma kultiviert und anschlieRend geerntet. Jeweils 2x10°
Zellen wurden durchfluBzytometrisch analysiert. Die Einstellung des FACS-Gerates erfolgte mit Hilfe
isotypischer  Antikérper. HLA-DR-Molekile  wurden im  FL-1-Kanal, zelltypspezifische

Oberflachenmarker im FL-2-Kanal dargestellt. Gezeigt ist eine reprasentative Auswertung.
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4.1.2 Phanotyp der generierten unreifen dendritischen Zellen

Die isolierten Zellen wurden nach 45 Minuten Kultur in RPMI Medium mehrmals mit
PBS gewaschen, mit einem Zytokincocktail in RPMI sieben Tage differenziert und
durchflul3zytometrisch untersucht. In einer Doppelfarbung wurde sowohl die
Expression des MHC-Klasse Il-Molekils HLA-DR, als auch die zelltypspezifischen
Marker CD86 (B-Zellen, dendritische Zellen), CD83 (reife dendritische Zellen), CD19
(B-Zellen) und CD14 (Monozyten) auf der Oberflache der Zellen analysiert. Im
Durchschnitt lie3en sich durch diese Methode etwa 15% der eingesetzten PBMC als
DC gewinnen. Die Zellpopulation umfasste <5% HLA-DR'/CD83" reife dendritische
Zellen, >80% HLA-DR*/CD86" B-Zellen und unreife dendritische Zellen und zwischen
5%-10% HLA-DR'/CD19" B-Zellen (Abb. 7).
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Abb. 7 Phadnotyp und Reinheit der isolierten unreifen dendritischen Zellen.

Aus PBMC wurden adharente Zellen durch Inkubation auf Zellkulturschalen isoliert. Die Zellen wurden
45min in 5% autologem Plasma/RPMI adhériert, anschlieBend 3x gewaschen und Uber 7 Tage
kultiviert. Jeweils 1x10° Zellen wurden durchfluBzytometrisch analysiert. Die Einstellung des FACS-

Gerates erfolgte wie in Abb. 1 beschrieben. Gezeigt ist eine reprasentative Auswertung.
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4.1.3 Phanotyp der generierten reifen dendritischen Zellen

Die isolierten dendritischen Zellen wurden mit einem Cytokincocktail in RPMI sieben
Tage differenziert, zwei weitere Tage ausgereift und durchflul3zytometrisch
untersucht. In einer Doppelfarbung wurde sowohl die Expression des MHC-Klasse II-
Molekuls HLA-DR, als auch die zelltypspezifischen Marker CD86 (B-Zellen,
dendritische Zellen), CD83 (reife dendritische Zellen), CD19 (B-Zellen) und CD14
(Monozyten) auf der Oberflache der Zellen analysiert. Im Durchschnitt lieRen sich
durch diese Methode etwa 15% DC der eingesetzten PBMC gewinnen. Die
Zellpopulation umfasste >70% HLA-DR'/CD83 reife dendritische Zellen, >80% HLA-
DR*/CD86" B-Zellen und unreife dendritische Zellen und zwischen 4%-10% HLA-
DR'/CD19" B-Zellen, einen sehr geringen Anteil von 2% HLA-DR'/CD14" Monozyten
und an 1% HLA-DR/CD3" T-Zellen (Abb. 8).
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Abb. 8 Phénotyp und Reinheit der isolierten reifen dendritischen Zellen.

Aus PBMC wurden adharente Zellen durch Inkubation auf Zellkulturschalen isoliert. Die Zellen wurden
45min in 5% autologem Plasma/RPMI adhériert, anschlieBend 3x gewaschen und Uber 9 Tage
kultiviert. Jeweils 1x10° Zellen wurden durchfluRzytometrisch analysiert. Die Einstellung des FACS-

Gerétes erfolgte wie in Abb. 1 beschrieben. Gezeigt ist eine reprasentative Auswertung.
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4.2 Zellulare Lokalisation von TNCB nach Stimulation

Um die Bindung des Modellhaptens TNCB an zellulare Strukturen von dendritischen
Zellen zu ermitteln, wurde die Frage geklart, welche intra- oder extrazellulare

Praferenz Haptene besitzen.

4.2.1 Immunzytochemische Detektion der TNP-gelabelten Zellen

Humane unreife und reife dendritische Zellen wurden mit dem Kontaktallergen TNCB
stimuliert, um die Lokalisation der TNP-Gruppen in immunhistochemischen
Farbungen zu detektieren.

Die 10 minttige Inkubation von DC mit TNCB zeigte eine relevante anti-TNP Féarbung
als grine Fluoreszenz nur nach vorheriger Permeabilisierung mit dem Detergenz
Saponin. Als Kontrolle fiir eine korrekte Permeabilisierung nach der Stimulation
wurde der lysosomale Faktor Lamp1l bei jeder Farbung mitgefihrt und mit Hilfe eines
roten Fluoreszenzfarbstoffs im Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Zur Kontrolle des
sekundéaren Antikdrpers gegen TNP wurde ein Hamster-Isotyp verwendet (@bb. 9).
Analoge Ergebnisse wurden auch fur unreife DC erzielt (ohne Abbildung).

Wie in Abb. 9 gezeigt ist, konnte in den unstimulierten Mediumkontrollen weder mit
noch ohne vorherige Permeabilisierung eine Farbung erzielt werden. Die mit TNCB
behandelten Zellen zeigen nur nach der Permeabilisierung eine deutliche
Fluoreszenz. Die Kontrolle, mit anti-Lampl zeigte einen deutlichen Nachweis dieses
intrazellularen Antigens. Bei Zellen, die nach der Stimulation nicht mit dem Detergenz

behandelt wurden, war weder griine noch rote Fluoreszenz sichtbar.
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Permeabilisiert
Medium TNCB

keine Permeabilisierung

Medium TNCB

Abb. 9 Zellulare Lokalisation von TNCB in dendritischen Zellen.
1x10° reife DC wurden fiir 1 Stunde adhéariert, mit 4% PFA/PBS 20min bei RT inkubiert und zur

intrazellularen Farbung mit 0,25% Saponin permeabilisiert. Zur extrazellularen Farbung wurde

PBS/3%FCS als Puffer verwendet, anschlielend wurden die Praparate mit Antikbrpern gegen TNP
und Lampl gefarbt und mit den entsprechenden Sekundarantikdrpern inkubiert. Im
Fluoreszenzmikroskop stellte sich TNCB als grine DTAF-Fluoreszenz und Lampl als rote Rhodamin-
Farbung dar. Der Isotyp stellt die Kontrolle fir den spezifischen sekundaren Antikérper gegen TNP-

Antikérper dar. Gezeigt ist eine reprasentative Auswertung von acht unabhangigen Experimenten.
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4.2.2 Flowzytometrische Detektion der TNP-markierten Zellen

Fur humane unreife und reife dendritische Zellen des Blutes wurde eine Stimulation
mit dem Kontaktallergen TNCB durchgefiihrt, um die intrazellulare Lokalisation der
TNP-Gruppen nach den immunhistochemischen Farbungen im FACS zu verifizieren.
Mit durchflu3zytometrischen Analysen konnte nach einer 10 mindtigen Stimulation
von DC eine erhdhte Fluoreszenzintensitat der anti-TNP Farbung im FL-1-Kanal
dargestellt werden. Als Kontrolle fur eine korrekte Permeabilisierung wurde der
lysosomale Faktor Lampl bei jeder Farbung mitgefiuhrt.

Die Stimulation mit dem Kontaktallergen TNCB fuhrte zu einem spezifischen
Nachweis der gebundenen TNP-Gruppen nach der Permeabilisierung, wéhrend nicht
permeabilisierte, stimulierte Zellen keine erhdhte Fluoreszenzintensitat aufwiesen
(Abb. 10 und Abb. 11). Die Farbung des lysosomalen Faktors Lampl, als
intrazellulare Kontrolle, ist nach der Permeabilisierung positiv. Hamster anti-Maus
CD154 wurde als Negativkontrolle fur den sekundéaren Antikdrper anti-Hamster DTAF

gegen anti-Hamster TNP verwendet. Das Ergebnis war negativ (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 10 Intra- und extrazellulare Lokalisation von TNCB in unreifen DC.

1x10° unreife DC wurden mit 4% PFA/PBS 20min bei RT inkubiert und zur intrazelluléren Farbung mit

0,25% Saponin permeabilisiert. Zur extrazellularen Farbung wurde 1%FCS/PBS als Puffer verwendet,
anschlieRend wurden die Zellen mit Antikdrpern gegen TNP und Lampl geféarbt. Nach Inkubation mit
den entsprechenden Sekundarantikdrpern wurden die Zellen gewaschen und durchfluBzytometrisch

analysiert. Gezeigt ist die mittlere prozentuale Fluoreszenzintensitdt von sechs unabhangigen
Experimenten.
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Abb. 11 Intra- und extrazelluldre Lokalisation von TNCB in reifen DC.

1x10° reife DC wurden wie in Abb. 10 behandelt. Gezeigt ist die mittlere prozentuale

Fluoreszenzintensitat von neun unabhangigen Experimenten.
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4.3 NAC blockiert die Bindung von TNP-Gruppen

Zur Darstellung und auch zur Eingrenzung von Bindungspréaferenzen des
Kontaktallergens TNCB sollte eine Aussage lber Sulfhydryl-Gruppen Dominanz oder
Amino-Gruppen Bindung getroffen werden. Dazu wurden N-Acetylcystein (NAC) und
Cystein als Bindungskompetitoren fur Sulfhydryl-Gruppen und Lysin als Inhibitor fur
Amino-Gruppen eingesetzt.

Fir humane Monozyten, dendritische Zellen und fur epidermale Langerhanszellen
der Maus konnte ein Anstieg an Phosphotyrosin (p-Tyr) als charakteristisches
Merkmal fur die Stimulation mit Kontaktallergenen definiert werden (Kihn et al.,
1998; Brand, 2002). Dieselbe Reaktion wurde nun auch nach einer 10 minttigen
Stimulation bei dendritischen Zellen mit dem Kontaktallergen TNCB induziert. Die
starke Tyrosinphosphorylierung, die sich biochemisch mit Hilfe eines p-Tyr
spezifischen Antikdrpers darstellen liel3, dient als Kontrolle fur die Aktivierung (Abb.
13). Als direkter Nachweis fir die Fahigkeit von NAC und Lysin die Bindung von
starken Kontaktallergenen zu verhindern, wurde die Bindung von TNCB an
monozytengenerierten DC analysiert.

Unter der Verwendung eines  spezifischen  TNP-Antikbrpers  mittels
flowzytometrischer Analyse konnte eine signifikante Bindung von intrazellular
gebundenem TNP-Gruppen an Proteine nach der Stimulation mit TNCB ermittelt
werden. Durch Thiolantioxidantien wie NAC oder Cystein, jedoch nicht durch Lysin,
konnte sowohl die Tyrosinphosphorylierung, als auch die Bindung von TNCB an
intrazellulare Proteine verhindert werden (Abb. 12).

Im Western Blot zeigt sich ein charakteristisches Muster von TNP-markierten
Proteinen in den Zellen, die zuvor mit TNCB haptenisiert wurden. Subtoxische
Konzentrationen des Kontaktallergens und der Inhibitoren reichten aus, um den
Anstieg bzw. die Inhibition von p-Tyr zu induzieren. Die Bindung von TNCB ging mit
einer erhdhten Tyrosinphosphorylierung, ebenso wie mit einer spezifischen ERK-
Phosphorylierung einher. Die Phosphorylierung der ERK1/2 MAP Kinase dient als
zusatzlicher, spezifischer Indikator der Aktivierung von DC und Monozyten. Die
Stimulation mit TNCB konnte in Anwesenheit von NAC nahezu vollstandig verhindert

werden, mit Lysin war dies nicht mdglich (Abb. 13).
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Da Thiolantioxidantien eine haptenvermittelte Aktivierung inhibieren, ist die Bindung
von thiolreaktiven Haptenen an Zellproteine fir eine Initiation von intrazellularen
Signalkaskaden essentiell. Aminogruppen besitzen in diesem Modell jedoch keinen
mel3baren Einflud auf die Effizienz der Bindung oder auf die
Tyrosinphosphorylierung.
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Abb. 12 Die Bindung von TNCB an Proteine wird durch Thiolantioxidantien blockiert.

1x10° DC wurden zur intrazelluldren Farbung mit 0,25% Saponin permeabilisiert. Zur extrazellularen
Farbung wurde Medium als Puffer verwendet und anschlieBend mit Antikbrpern gegen TNP gefarbt.
Nach Inkubation mit den entsprechenden Sekundérantikérpern wurden die Zellen gewaschen und
durchfluBzytometrisch analysiert. In Form von Histogrammen ist die FL-1 Fluoreszenzintensitat als
Malf fir die Menge an intrazellularem TNP gezeigt. Die angegebenen Zahlenwerte geben den Median
der Fluoreszenzintensitaten wieder. Gezeigt ist in diesem reprasentativen Experiment die prozentuale

Fluoreszenzintensitat von neun unabhangigen Experimenten mit vergleichbarem Ergebnis.
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Abb. 13 Western Blot zur Analyse TNP-gekoppelter und tyrosinphosphorylierter

Proteine

In Spur 1-6 sind die Lysate von jeweils 1x10° reifen DC abgebildet. In Spur 1 wurde Lysat von
unstimulierten DC als Mediumkontrolle aufgetragen. Vorinkubiert wurden DC in Spur 2,3 mit NAC
(0,2mM) und in Spur 5,6 mit Lysin (0,5mM). Die Zellen der Spur 3,4,6 wurden anschlieend fir 10min
mit TNCB (10nM) stimuliert. Das Lysat wurde aufgetragen (100ng), auf einem 10% Gel aufgetrennt
und auf eine PVDF-Membran geblottet. Der Nachweis der TNP-Reste und Tyrosinphosphorylierung
erfolgte mit TNP- und p-Tyr-spezifischen Antikorpern, die MAP Kinase ERK mit einem
phosphospezifischen ERK-Antikérper, - als Ladungsabgleich diente Lyn.
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Abb. 14 FACS zur Analyse TNP-gekoppelter Proteine

Balken 1-6 zeigen die TNP-Bindung in reifen DC. Balkenl stellt Zellen von unstimulierten DC als
Mediumkontrolle dar. Vorinkubiert wurden DC (Balken 3 und 4) mit NAC (0,1mM) und (Balken 5 und
6) mit Lysin (0,5mM). Die Zellen des 2.,4. und 6. Balkens wurden anschlief3end fiir 20min mit TNCB

(10nM) stimuliert und durchfluRzytometrisch gemessen. Der Nachweis der TNCB-Bindung erfolgte mit
TNP-spezifischen Antikérpern. Die Viabilitdt belegt die Verwendung subtoxischer Konzentrationen.

Gezeigt ist die prozentuale Fluoreszenzintensitat von 12 unabhéangigen Experimenten.

Die Inhibiton der Tyrosinphosphorylierung und im speziellen der ERK-
Phosphorylierung durch NAC, bestatigte sich auch bei Verwendung von Cystein.
Hierzu wurden die dendritischen Zellen, wie in Abb. 13 und Abb. 14 beschrieben,
behandelt und anschlie3end durchfluf3zytometrisch und biochemisch untersucht.

Unter der Verwendung eines  spezifischen  TNP-Antikbrpers  mittels
flowzytometrischer Analyse konnte eine signifikante Bindung von intrazellular
gebundenem TNP-Gruppen an Proteine nach der Stimulation von DC mit
subtoxischen Konzentrationen von TNCB (Abb. 17) ermittelt werden. Durch das
Sulfhydrylgruppen-Reagenz Cystein konnte sowohl die Tyrosinphosphorylierung, als

auch die Bindung von TNCB an intrazellulare Proteine verhindert werden (Abb. 17).
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Im Western Blot zeigt sich sowohl bei DC als auch bei Monozyten ein
charakteristisches Muster von p-Tyr-markierten Proteinen in den Zellen, die zuvor mit
TNCB haptenisiert wurden. Mit der Bindung von TNCB konnte auch eine spezifische
Phosphorylierung der ERK1/2 MAP Kinase dargestellt werden. Die Stimulation mit
TNCB konnte in Anwesenheit von Cystein nahezu vollstandig verhindert werden
(Abb. 15 und Abb. 16).

Bei Monozyten zeigt sich im Western Blot Abb. 15 eine spezifische Phosphorylierung

der p38 MAP Kinase, die durch das Thiolantioxidant Cystein inhibiert wurde.
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Abb. 15 Western Blot zur Analyse p-Tyr-Inhibition durch Cystein

In Spur 1-4 sind die Lysate von jeweils 5x10° Monozyten abgebildet. Spur 1 zeigt unstimulierte

Monozyten als Mediumkontrolle. In Spur 2 und 4 wurden die Monozyten mit Cystein (1mM)
vorinkubiert. Die Zellen der Spur 3 und 4 wurden anschlieBend fur 10min mit TNCB (10nM) stimuliert,
anschlieend auf einem 10% Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran geblottet. Der Nachweis
der Tyrosinphosphorylierung erfolgte mit p-Tyr (4G10) spezifischen Antikorpern, die MAP Kinasen
ERK und p38 wurde mit einem phosphospezifischen ERK bzw. p38 Antikdrper detektiert, als
Ladekontrolle dient die Src-Kinase Lyn. Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Blot von drei

unabhangigen Experimenten.
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Abb. 16 Western Blot zur Analyse der Inhibition der Zellaktivierung durch Cystein und

Aktivierung durch NHM und NEM, dargestellt anhand der Tyrosinphosphorylierung

In Spur 1-6 sind die Lysate von jeweils 1x10° reifen DC abgebildet. In Spur 1 wurde Lysat von NHM
(2,2mM) stimulierten DC aufgetragen, in Spur 2 unstimulierte DC als Mediumkontrolle. Die DC in Spur
3 und 5 wurden mit Cystein (LmM) vorinkubiert. Die Zellen der Spur 4 und 5 wurden anschliel3end fur
10min mit TNCB (10nM) stimuliert. Die Zellen der Spur 6 wurden mit NEM (80nmM) stimuliert,
anschlieend auf einem 10% Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran geblottet. Der Nachweis
der Tyrosinphosphorylierung erfolgte mit p-Tyr (4G10) spezifischen Antikérpern, die MAP Kinase ERK
wurde mit einem p-ERK spezifischen Antikérper nachgewiesen, als Ladekontrolle diente die Src-

Kinase Lyn. Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Blot von drei unabhéngigen Experimenten.
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Abb. 17 FACS zur Analyse von DC nach Inkubation mit Cystein und TNCB

1x10° reife DC wurden im FACS analysiert. Balkenl stellt Zellen von unstimulierten DC als
Mediumkontrolle dar. Vorinkubiert wurden DC (Balken 2 und 4) mit Cystein (1mM). Die Zellen (Balken
3 und 4) wurden anschlieBend fir 10min mit TNCB (10nM) stimuliert und durchfluBzytometrisch
gemessen. Der Nachweis der TNP-Fluoreszenzintensitat erfolgte mit TNP-spezifischen Antikérpern,
der p-Tyr Antikdrper zeigt die Gesamttyrosinphosphorylierung an. Die Viabilitat belegt die Verwendung
subtoxischer Konzentrationen. Gezeigt ist die prozentuale Fluoreszenzintensitat von 4 unabhdngigen
Experimenten.
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4.4 Identifizierung von TNP-gekoppelten Proteinen

Um Proteine zu identifizieren, die sowohl aktiviert als auch gleichzeitig TNP-markiert
sind, wurde ein Western Blot durchgefiihrt Abb. 18). Das Mediumlysat (Bande 1)
dient als Negativkontrolle, die TNCB behandelten Zellen (Bande 2) reprasentieren
das spezifische Bindungsmuster der TNP-Antikorper. Das Lysat von TNCB
behandelten Zellen (Bande 3) wurde in zwei Teile geschnitten und getrennt gefarbt,
zum einen mit anti-TNP Antikérpern (Bande 3a) und zum anderen mit
Phosphotyrosin Antikérper (Bande 3b). Hierdurch war die Moglichkeit gegeben, die
exakte Hohe der Banden durch ein spateres Aneinanderfiigen zu ermitteln. Einige
der TNP-markierten Proteine besitzen ein nahezu identisches Molekulargewicht mit
den tyrosinphosphorylierten Proteinen. Um diese potentiellen Banden zu
identifizieren, wurde parallel zu jedem Western Blot ein Coomassie Gel zur
massenspektrometrischen Analyse hergestellt. Die Tasche fir das Coomassie Gel
wurden mit 500ng Lysat anstelle der tblichen 100ng beladen.

Anschlielend wurde die definierten Banden des Coomassie Gels von der Firma
ESPLORA GmbH, Darmstadt analysiert. Die Proteine wurden reduziert, alkyliert und
mit Trypsin verdaut. Das Peptid Massen Fingerprintig wurde mit einem Voyager DE
PRO MALDI-TOF Instrument (Applied Biosystems) durchgefiihrt. In einem positiv-
lonen Reflektor-Verfahren wurde eine alpha-cyano-4-hydroxycinnamic Saure als
Matrix verwendet.

Die Analyse der Proteine ergab eine Identifikation von Aktin (40kD) (Accession-
Nummer: 15277503) dem Thyroidhormon Bindeprotein (58kD) (Accession-Nummer:
266427) und der Gewebstransglutaminase (tTG, 74-80kD) (Accession Nummer
14770762). Die tTG wurde mit einer Identitat von 25 Peptiden aus 26 analysiert. Eine
92% Ubereinstimmung der analysierten Proteinsequenzdaten konnte mit den
Sequenzen der tTG aus der Datenbank des National Center for Biotechnology

Information (NCBI) erzielt werden (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).
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Abb. 18 Western Blot zur Analyse der TNP-gekoppelten und tyrosinphosphorylierten

Proteine

In Spur 1-3 sind die Lysate von jeweils 1x10° DC abgebildet. In Spur 1 wurde Lysat von unstimulierten
DC als Mediumkontrolle aufgetragen. Die Zellen der Spur 2 und 3 wurden in einem gemeinsamen
Ansatz 10min mit TNCB (10mM) stimuliert und anschlieRend wurde das Lysat auf je 100mg pro Spur 2
und 3 verteilt. Die Lysate wurden auf einem 10% Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
geblottet. Die Membran wurde auf der gesamten Lange der Spur 3 geschnitten und getrennt mit
spezifischen Antikérpern gefarbt und anschlieBend detektiert. Der Nachweis der TNP-Reste und
Tyrosinphosphorylierung erfolgte mit spezifischen Antikérpern. Die Abbildung zeigt einen

reprasentativen Blot von drei unabhéangigen Experimenten.
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4.5 Immunprazipitation der tTG

4.5.1 Bindung von TNCB an tTG

Um nachzuweisen, dass TNCB direkt an tTG bindet, wurden die Zellen 10 Minuten
mit TNCB inkubiert @Abb. 19). Zur biochemischen Analyse wurden Gesamtlysate
dendritischer Zellen mit einem Gewebstransglutaminase spezifischen Antikdrper
prazipitiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. In drei unabhangigen Versuchen
zeigte die spezifische Bande der tTG bei 80kD ein TNP-gebundenes Signal und
bestétigte somit die massenspektrometrische Analyse.

Es wurde ein anti-lgG Antikérper als IgG Kontrolle (Spur 1+2) und anti-tTG
Antikdrper (Spur 5+6) eingesetzt, in Spur 3 und 4 wurde Zelllysat aufgetragen. Die
PVDF-Membranen wurden anschlielend anti-TNP gefarbt und bei 80kD eine
spezifische Bindung von TNCB an tTG detektiert. Es wurde keine Bande in der

Mediumkontrolle gefunden (Spur 5).
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Abb. 19 TNCB bindet direkt an tTG
1x10° reife DC wurden mit TNCB (10mv) haptenisiert. Um die toxischen Effekte des Haptens

auszuschlieen, wurden die Ansatze nach 15 min gewaschen, lysiert und mit jeweils 200ng Protein
aus jedem Ansatz zur Immunprazipitation (IP) mit 25m Sepharose A/G und 1ml Lysepuffer versetzt. In
Spur 1 und 2 wurde ein unspezifischer anti-Ziege IgG bei der IP eingesetzt. Der spezifische Antikdrper
gegen tTG wurde in Spur 5 und 6 verwendet, Spur 3 und 4 zeigen Gesamtzelllysat. Der Blot wurde mit
einem TNP-spezifischen Antikérpern auf die Bindung von TNCB untersucht und anschlieRend mit p-
ERK-spezifischen Antikérper detektiert - zur Kontrolle fiir die Reaktivitat der DC auf TNCB.Die

Abbildung zeigt einen reprasentativen Blot von drei unabhéangigen Experimenten.
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4.5.2 Die tTG wird nicht phosphoryliert

Um zu untersuchen ob TNCB tatsachlich eine Phosphorylierung von tTG ausl6st,
wurden die Zellen 10 Minuten mit TNCB inkubiert (Abb. 20). Zur biochemischen
Analyse wurde 200ng Gesamtlysat dendritischer Zellen mit einem
Gewebstransglutaminase spezifischen Antikorper prazipitiert und
gelelektrophoretisch aufgetrennt. In drei unabhangigen Versuchen zeigte die
spezifische Bande der tTG bei 80kD ein TNP-gebundenes Signal. Es wurde ein anti-
Ziege IgG-Antikorper als lgG-Kontrolle und anti-tTG Antikdrper eingesetzt. Die
PVDF-Membran wurde anschlieRend mit anti-Phosphotyrosin Antikérper gefarbt und
bei 80kD wurde keine spezifische Bindung von Phosphotyrosin Antikorper an tTG
detektiert. Es wurden keine unspezifischen Banden in den IgG Kontrolle gefunden.
Die Verwendung des tTG-Antikdrpers zeigt den gleichmaRigen Einsatz des

Antikorpers bei der Prazipitation.
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Abb. 20 Die tTG wird nicht phosphoryliert
1x10° reife DC wurden mit TNCB (10nmM) haptenisiert und die Immunpréazipitation (IP) wie in Abb.19

beschrieben durchgefiihrt. In Spur 1 und 2 wurde der spezifische Antikdrper gegen tTG verwendet, ein
unspezifischer anti-Ziege 1gG wurde in Spur 3 eingesetzt. In Spur 4 und 5 wurde ein Antikdrper gegen
p-Tyr und als Kontrolle ein Maus-IgG in Spur 6 und 7 verwendet. Der Blot wurde mit einem TNP-
spezifischen Antikdrper auf die Bindung von TNCB hin untersucht und nach dem ,Strippen* mit p-Tyr-
spezifischen Antikérper detektiert. Ein Antikorper gegen die Gewebstransglutaminase dient als
Ladekontrolle.
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4.6 ERK1/2 MAP Kinase Phosphorylierung und Inhibiton der tTG

Der Hinweis auf eine Aktivierung des ERK1/2 MAP Kinase Signalweges durch TNCB
in Abb.15 sollte im Zusammenhang mit der tTG naher untersucht werden. Die
Auswirkung einer Stimulation von unreifen und reifen DC mit TNCB, RA und PMA auf
die Aktivierung des ERK1/2 MAP Kinase Signalweges wurde mittels Western Blot
untersucht.

Der Inhibitor Monodansylcadaverin (MDC) wurde in subtoxischen Konzentrationen (
Abb. 21) vor der Haptenisierung zugegeben, um eine spezifische Bindung der
Stimulatoren an die enzymatische Stelle der tTG zu verhindern. DC wurden fur 10
Minuten mit TNCB, PMA und RA behandelt. Nach der Zelllyse wurde das
Gesamtlysat durch SDS-PAGE analysiert und mit einem Antikérper im Western Blot
gegen die aktivierte Form der ERK1/2 MAP Kinase gefarbt.

Bei unreifen dendritischen Zellen induzierte die TNCB und RA Behandlung eine
starke ERK-Phosphorylierung (42/44kD). Diese konnte mit dem Inhibitor MDC in zwei
verschiedenen Konzentrationen verhindert werden @bb. 22). Ein erneutes Farben
desselben Blots demonstriert, dass gleiche Proteinmengen der Src-Kinase Lyn
detektiert wurden.

Die Behandlung mit TNCB, PMA und RA induziert eine starke ERK1/2
Phosphorylierung (42/44kD) bei reifen dendritischen Zellen (Abb. 23), unabhéngig
von der Behandlung mit TNCB, PMA und RA wurden gleiche Proteinmengen der Src-
Kinase Lyn detektiert.

Die Relevanz der tTG fur den ERK1/2 MAP Kinase Signalweg konnte durch die
Behandlung der Zellen mit dem spezifischen tTG-Inhibitor MDC ermittelt werden. Wie
in Abb. 22 und Abb. 24 gezeigt, erreicht die ERK-Phosphorylierung, wenn die Zellen
mit MDC vorinkubiert wurden, nicht das urspriingliche Niveau - MDC reduziert sie
dosisabhangig. Als weiterer Hinweis auf eine Signalweiterleitung Uber die
Enzymaktivitdit des Cysteinrestes der tTG, wurde ein tTG Aktivitats Assay
durchgefihrt.
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Abb. 21 FACS Analyse der Viabilitdt der DC nach Inhibition und Stimulation
1x10° unreife DC wurden mit MDC (0,2mM) fur 10min bei 37°C inhibiert und anschlielend mit TNCB
(10mv), RA (100mvi) und PMA (30nM) stimuliert die Ansatze wurden nach 15min gewaschen. Die

Viabilitat lag bei >80%. Nach Inkubation mit Propidium lodid wurden die Zellen gewaschen und

durchflulRzytometrisch analysiert. Gezeigt ist die mittlere prozentuale Fluoreszenzintensitat von sieben

unabhangigen Experimenten.
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Abb. 22 Western Blot Analyse unreifer DC nach Stimulation und Inhibition

1x10° unreife DC wurden mit MDC1 (0,2mM) und MDC2 (0,1mM) fir 10min bei 37°C inhibiert und
anschlielfend mit TNCB (10nM) und RA (100nM) stimuliert. Die Ansatze wurden nach 15min
gewaschen, lysiert und jeweils 100mg der Gesamtlysate auf einem 10% Gel durch SDS-PAGE
aufgetrennt. Die Viabilitdt lag bei >72%. In Spur 1 und 2 wurden unstimulierte Lysate bzw. MDC
eingesetzt. Der Blot wurde mit spezifischen Antikérpern gegen p-ERK gefarbt. Nach dem ,Strippen”
wurde Lyn als Ladekontrolle detektiert. Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Blot von drei
unabhangigen Experimenten.
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Abb. 23 Western Blot Analyse reifer DC nach der Inhibition mit MDC
1x10° DC wurden mit MDC (0,2mM) fir 10min bei 37°C inhibiert und anschlieRend mit TNCB (10ni),

RA (100nmv) und PMA (30nM) stimuliert. Um die toxischen Effekte des Haptens auszuschlie3en,
wurden die Anséatze nach 15min gewaschen, lysiert und jeweils 100nmg der Gesamtlysate auf einem
10% Gel durch SDS-PAGE aufgetrennt. Die Viabilitdét lag bei >82%. In Spur 1 und 2 wurden
unstimulierte Lysate bzw. MDC eingesetzt. Der Blot wurde mit spezifischen Antikdrpern gegen tTG
und p-ERK gefarbt. Nach dem ,Strippen“ wurde Lyn als Ladekontrolle detektiert. Die Abbildung zeigt

einen reprasentativen Blot von flinf unabhéngigen Experimenten.
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Abb. 24 Western Blot Analyse der dosisabhangigen Inhibition von MDC
1x10° DC wurden mit MDC (0,13mM, 0,07mM, 0,04mM) fur 10min bei 37°C inhibiert und
anschlieend mit TNCB (10nM) und PMA (30nM) stimuliert und wie in Abb.23 weiterbehandelt. Die

Viabilitat lag bei >70%. In Spur 1 und 2 wurden unstimulierte Lysate bzw. MDC eingesetzt. Der Blot

wurde mit spezifischen Antikérpern gegen p-ERK gefarbt. Nach dem ,Strippen“ wurde Lyn als
Ladekontrolle detektiert. Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Blot von vier unabhangigen

Experimenten.
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4.7 Invitro tTG Aktivitats Assay

Um festzustellen, ob die ERK-Phosphorylierung mit einer in vitro tTG Aktivitat
korreliert, wurde 5-(biotinamido)pentylamin als Malfstab fiur die endogene tTG
Aktivitdit verwendet. Die Gewebstransglutaminase (tTG) katalysiert als
Acyltransferase den Einbau von primaren Aminen in andere Proteine oder
Polyamine. Diese Funktion der enzymatischen Aktivitdt macht man sich mit dem in
vitro Aktivitats Assay zunutze.

Um die in vitro Aktivitat der tTG zu messen, wurden reife DC mit 5-
(biotinamido)pentylamin eine Stunde bei 37°C und 5% CO, vorinkubiert und danach
mit TNCB, RA und PMA stimuliert. Die Inkorporation von Polyaminderivaten in
Proteine zeigt sich nach einer Detektion mit einem anti-biotin HRP Antikérper im
Western Blot @bb. 25). Die Zellen (Bande 2,4,6,8) wurden vor der Aktivierung mit
MDC inhibiert.

Der Western Blot wurde mit anti-biotin HRP Antikorper inkubiert. Die mit TNCB, RA
und PMA stimulierten Zellen zeigen eine deutliche tTG Aktivitat. Diese konnte mit
einer vorherigen MDC Inhibition verhindert werden. AnschlieRend wurde der Blot
~gestrippt* und mit einem Antikérper gegen tTG gefarbt. Die tTG-Expression wurde
von Haptenen in diesen ersten 10 Minuten der Exposition nicht beeinfluf3t und ist
konstitutiv nachweisbar. Die Behandlung mit dem Inhibitor MDC hatte keine
Einwirkung auf die tTG-Expression bei DC.

Die Zellen haben nach der Inkubation mit den Substanzen TNCB, RA und PMA
wiederum eine ERK-Phosphorylierung ausgeldst (Bande 3,5,7), die durch MDC
inhibiert wurde.

Als Kontrolle diente die Src-Kinase Lyn. Diese Src-Kinase war in den unbehandelten
DC stark exprimiert und zeigte keine Veranderung in den behandelten Zellen. Die
Zellen, die mit den gleichen Aktivatoren behandelten wurden, zeigen im Western Blot

die gleiche Menge an Proteinauftrag in Bezug auf die Src-Kinase Lyn.
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Abb. 25 Western Blot Analyse des (TG-katalysierten Einbau von 5-

(biotinamido)pentylamin in Proteine als Mal3stab der in vitro Aktivitat

1x10° DC wurden mit 5-(biotinamido)pentylamin fur 1h inkubiert, anschlieBend mit MDC (0,2mM) fur
10min inhibiert und mit TNCB (10nM), RA (100mM) und PMA (30nM) stimuliert. Um die toxischen
Effekte der Aktivatoren auszuschlieen, wurden die Ansatze nach 10min gewaschen, lysiert, die
Lysate gewaschen und jeweils 100ng der Gesamtlysate auf einem 10% Gel durch SDS-PAGE
aufgetrennt. Die Viabilitat lag >84%. In Spur 1 und 2 wurden Lysate von unstimulierten bzw. mit MDC
behandelten DC eingesetzt. Der Blot wurde sequentiell mit spezifischen Antikbrpern gegen die
biotinylierten Pentylamine, tTG und p-ERK gefarbt. Lyn wurde als Ladekontrolle detektiert. Die

Abbildung zeigt einen reprasentativen Blot von fiinf unabhangigen Experimenten.
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5 Diskussion

Kontaktallergene sind niedermolekulare, chemisch reaktive Substanzen, die eine
allergische Reaktion vom verzogerten Typ auslosen konnen. Im Gegensatz zu
Proteinallergenen besitzen sie die Fahigkeit, in ausreichender Konzentration in die
Epidermis einzudringen und hier kovalent an zelleigene Proteine zu binden
(Janeway, 2001).

Langerhanszellen (LC) entsprechen unreifen dendritischen Zellen (DC) und bilden
ein  zellulares Netzwerk in der Epidermis. Sie sind die wichtigsten
antigenprasentierenden Zellen (APC) der Haut und spielen eine zentrale Rolle in der
Sensibilisierungsphase der allergischen Kontaktdermatitis. Die Kopplung von
Haptenen an zelleigene, |0sliche Proteine oder mdoglicherweise direkt an
Langerhanszellen, induziert in diesen die Bildung proinflammatorischer Zytokine und
fuhrt schliellich zur Auswanderung der Langerhanszellen aus der Epidermis
(Weinlich et al., 1998). Bisher konnte gezeigt werden, dass Kontaktallergene im
Gegensatz Zu nicht sensibilisierenden Substanzen eine starke
Tyrosinphosphorylierung in humanen dendritischen Zellen des Blutes und in murinen

Langerhanszellen induzieren (Kihn et al., 1998).

5.1 Verwendete Modellzellen

Diese Untersuchungen wurden nun anhand humaner dendritischer Zellen, die als
Modellzellen fir kutane APC dienten, fortgefihrt. Der RuUckgriff auf eine
Modellzellpopulation war aus mehreren Griinden sinnvoll.

Ein Nachteil bei der Verwendung von Langerhanszellen und unreifen dendritischen
Zellen des Blutes bestand in einer niedrigen Zellzahl nach der Isolierung. Aus diesem
Grund waren keine proteinbiochemischen Analysen mit reinen Langerhanszell-
populationen moglich und die Menge der Analysen mit unreifen dendritischen Zellen
begrenzt. Zudem fuhrte die Praparation von LC aus der Epidermis haufig zu einer
Voraktivierung der Zellen, was die Untersuchung der Signaltransduktion erschwerte.
Humane, reife dendritische Zellen erwiesen sich als geeignete Modellzellen fur
kutane APC. Sie liel3en sich durch die Methode der Kurzzeitadharenz aus PBMC in
ausreichender Zellzahl und Reinheit isolieren (Abb. 8). Kultivierte, reife DC konnten
durch Zugabe von IL-4, GM-CSF und proinflammatorischer Zytokine generiert
werden (Jonuleit et al., 1997). Sie waren fur diese Untersuchungen geeignet, da die
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Zellen mit zunehmender Kulturdauer ihre Aktivierbarkeit durch Haptene und
Stimulatoren behalten haben. Hierbei zeigten unreife und reife DC auch weitgehend

dieselben Reaktionsmuster nach Stimulation mit Kontaktallergenen und Aktivatoren.

5.2 Intrazellulare Lokalisation von TNCB

Ziel dieser Studie war es, die intra- oder extrazellulare Lokalisation von TNP-Resten
des Kontaktallergens TNCB in der frihen Phase der Applikation darzustellen und die
TNCB-Bindungstrukturen in diesem in vitro Model zu identifizieren.

Kolde et al. beschreiben schon in den 80er Jahren, dass in Mausen 2,4-Dinitrophenyl
(DNP) Gruppen in der Epidermis nach epikutaner Applikation von Kontaktallergenen
wie 2,4-Dinitrofluorbenzol (DNFB) und dem Tolerogen 2,4-Dinitrothiocyanobenzol
(DNTB) im Elektronenmikroskop nachgewiesen werden konnten. Die intrazellulare
Lokalisation von DNP-Gruppen war nicht limitiert auf zytoplasmatische Organellen,
die dem endozytotischen—lysosomalen System angehoren. Die Applikation von
DNTB induziert keine zellulare und endozytotische Aktivierung von LC, wie dies bei
DNFB zu sehen war. Die Daten lassen vermuten, dass Kontaktallergene in LC kein
spezielles System zur Aufnahme vor der intrazellularen Prozessierung durch
endozytotische—lysosomale Kompartimente und der Prasentation an ihrer Oberflache
bendtigen (Kolde and Knop, 1988).

Hunger et al. analysiert 2,4-Dinitrochlorbenzol (DNCB) immunhistochemisch und
flowzytometrisch intrazellular in humanen Lymphozyten. Nach Haptenapplikation auf
die Haut, waren die Oberflachenfarbungen der Lymphozyten der Probanden immer
negativ (Hunger et al., 2001).

Diese Ergebnisse sind konform mit den Daten fur das Hapten TNCB dieses in vitro
Modells. Bei immunhistochemischen Farbungen (Abb. 9) konnte TNCB
ausschlie3lich intrazellular detektiert werden. Und auch in FACS-Analysen (Abb. 10
und Abb. 11) zeigen die Experimente einen signifikanten Anstieg der Fluoreszenz an
gebundenen TNP-Resten in unreifen und reifen dendritischen Zellen, wenn sie mit
TNCB inkubiert und anschlieRend mit dem Detergenz Saponin permeabilisiert
wurden. In der frihen Phase der Aktivierung werden die Antigene innerhalb der
ersten 10 Minuten in DC passiv oder aktiv aufgenommen. Im Gegensatz dazu zeigt
sich sowohl bei immunhistochemischen Farbungen, wie auch im FACS bei TNCB

behandelten, nicht permeabilisierten Zellen keine Fluoreszenz. Kleine Mengen von
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TNCB an der Zelloberflache kdnnen nicht ausgeschlossen werden, sie liegen
eventuell auRerhalb des mel3baren Bereichs.

Die Ergebnisse unterstitzen die Theorie, dass in murinen LC Haptene eher
intrazellular lokalisiert sind und dort an viele verschiedene Proteine kovalent binden
(Kolde and Knop, 1988). Dies ist an unreifen und reifen humanen DC
nachzuvollziehen. Nach der Sensibilisierung mit Haptenen werden die Antigene in
der frihen Phase in vitro intrazellular aufgenommen, wie es auch schon in vivo fir
DNCB gezeigt wurde (Hunger et al., 2001).

Deutlich waren sowohl bei unreifen als auch bei reifen DC TNP-markierte Proteine
immunhistochemisch und flowzytometrisch nach der Permeabilisierung intrazellular
nachweisbar.

Es gibt weder im FACS noch in der immunhistochemischen Auswertung einen
signifikanten quantitativen Unterschied. Dies deutet darauf hin, dass die Aufnahme
wohl eher Zelltyp unabhangig ist. Bei einer aktiven Aufnahme der Haptene ware bei
unreifen DC eine erhdhte Fluoreszenzintensitat im FACS und ein starker gefarbtes
Zytosol in den immunhistochemischen Farbungen zu erwarten gewesen, da LC frisch
isoliert in der Lage sind Antigene aufzunehmen und zu prozessieren, doch nur
schwach T-Zellen aktivieren (Pure et al., 1990; Romani et al., 1989a; Schuler et al.,
1985). Bei vollstandiger Ausreifung verlieren sie ihre Phagozytosefahigkeit,
exprimieren MHC-Klasse Il und kostimulatorische Molekile starker auf ihrer
Zelloberflache und koénnen so primére T-Zellen aktivieren (Heufler et al., 1988;
Kampgen et al., 1991; Streilein and Grammer, 1989; Witmer-Pack et al., 1988). Dies
larkt darauf schlieBen, dass die reifen dendritischen Zellen, die den vollstandig
ausgereiften LC entsprechen, Haptene nicht aktiv (ber Phagozytose in

nennenswerten Umfang internalisieren, sondern TNCB passiv in die Zelle gelangt.

Vermutlich ist die Aktivierung der Kaskaden durch TNCB in diesem Modell nicht
extrazellular Uber Rezeptoren vermittelt oder sie spielen nur eine untergeordnete
Rolle. Fur DNCB wird eine erhohte Gluthation-S-Transferase Aktivitat in der
humanen Epidermis gemessen - dies konnte auch an Ratten und Schweinen gezeigt
werden. Es wird vermutet, dass das Niveau an Gluthation in der Haut der limitierende

Faktor fur die perkutane Absorption von DNCB in die Haut ist (Jewell et al., 2000).
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Auch in der Untersuchung von Jewell et al. scheinen eher intrazellulare Faktoren als
extrazellulare Rezeptorkomponenten eine Rolle fur die Aufnahme zu spielen.

Mit dem Kontaktallergen DNFB, einem Derivat der Pikrinsaure, wurde bei humanen
LC nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten ein starker Schwund an HLA-DR
Molekilen registriert und festgestellt, dass HLA-DR Molekile hauptséachlich in
Lysosomen nahe des Nucleus lokalisiert waren. Dies wurde mit drei Irritanzien wie
Benzalkoniumchlorid (BAC), Natriumdodecylsulfat (SDS) und Benzoesaure nicht
ermoglicht. Hier fanden sich die Irritanzien in den Pralysosomen ausschlief3lich nahe
der Zellmembran. Diese Daten wurden nach 60 Minuten erhoben, 15 Minuten nach
Stimulation waren sie noch nicht mef3bar (Rizova et al., 1999).

Nach der Haptenisierung mit DNTB und DNFB werden DNP-Gruppen aufgenommen
und intrazellular, als homogene Farbung im Zytoplasma von murinen Keratinozyten,
Melanozyten und Langerhanszellen, nach 6-24 Stunden gefunden (Kolde and Knop,
1988; Oka et al., 1986).

Diese Untersuchungen unterstitzen die intrazellulare Bindungspréaferenz von

Pikrinsaurederivaten, die zu den starken Kontaktallergenen zahlen.

5.3 Thiolantioxidantien inhibieren die Tyrosinphosphorylierung

Thiole (Mercaptane) gehoren zu der Klasse der organischen Schwefel-Kohlenstoff-
Verbindungen. Eine andere Bezeichnung ist Mercaptane, da die Thiole unlésliche
Quecksilbersalze (Mercaptide) bilden (“mercurium captans”). Als funktionelle Gruppe
enthalten sie eine Sulfhydrylgruppe (R-SH). Die Aminoséaure Cystein und auch das
Antioxidant N-Acetylcystein (NAC) gehéren zu den Thiolen. Bei der Oxidation von
Thiolen entstehen Disulfide (Sen, 2000). NAC wurde als potenter Inhibitor des
Transkriptionsfaktors NF-k-B beschrieben. Die Stimulation wurde mit LPS bei
peritonealen Rattenmakrophagen, Astrozyten und C6 Gliazellen ausgelost. NAC ist
in der Lage die Induktion der NO-Produktion zu hemmen. Diese Induktion wird auch
von einem anderen Antioxidant dem Pyrroline Dithiocarbamate (PDTC) inhibiert.
Neben der NO-Produktion wird auch die TNF-a-Produktion nach Aktivierung mit

Endotoxin in Rattenmakrophagen gehemmt (Pahan et al., 1998).
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Senaldi et al. beschreibt, dass die relevante von NAC ausgeldste Inhibition der
Kontaktallergie in TNCB-sensibilisierten Mausen von einem Mechanismus des
Transkriptionsfaktors NF-k-B abhéngt (Senaldi et al., 1994).

Blockiert man bei humanen reifen DC NF-k-B durch einen endogenen Inhibitor, so
werden sowohl kostimulatorische Signale wie HLA 1l, CD80, CD86 und CD40, sowie

immunstimulatorische Zytokine wie IL-12 und TNF-a herunterreguliert. Dies weist auf

eine NF-k-B abhéngige Antigenprasentation in DC hin (Yoshimura et al., 2001). Die
Aktivierung von Tyrosinen und damit ihre Phosphorylierung ist ein Indikator fur die
Aktivierung von APC durch Kontaktallergene (Kihn et al., 1998) (Neisius et al.,
1999).

In dieser Arbeit wird gezeigt, dass Thiolantioxidantien die Tyrosinphosphorylierung in
vitro unterdriicken kénnen. Mit NAC und Cystein wurde eine Aktivierung von p38 und
ERK1/2 MAP Kinase durch TNCB in monozytengenerierten reifen DC verhindert. Der
inhibitorische Effekt, der innerhalb der ersten 10 Minuten nach der Haptenisierung
auf p-p38 und p-ERK wirkt, deutet darauf hin, dass Thiolantioxidantien vor der
Stimulation prasent sein mussen. Dies zeigt mdglicherweise, dass das erste initiale
Ereignis oder die Bindung eines Haptens an seine Zielstrukturen blockiert ist.
Tatsachlich wird gezeigt, dass NAC und auch Cystein in der Lage sind, die Bindung
von TNCB an Proteine zu inhibieren (Abb.13 und Abb. 14) (Bruchhausen und Zahn,
submitted).

Dies wird deutlich durch die Verwendung des spezifischen, polyklonalen Antikérpers
gegen TNCB (Martin, 2001). Kirzlich wurde eine ahnliche Technik der
Antikérpererkennung von DNP-Resten nach der Haptenisierung mit DNCB, einem
weiteren Pikrinsaurederivat, bei humanen Lymphozyten beschrieben (Hunger et al.,
2001).

Aufgrund dieser Daten liegt die Vermutung nahe, dass die Mechanismen der
Inhibition durch einen UberschuRR an Thiolgruppen eines Antioxidants gegeniber den
freien Thiolen der Zielproteine erklart werden kénnen. Dies minimiert die Menge von
Haptenbindungen an Zielproteine und verhindert eine intrazellulare Aktivierung von
Signaltransduktionskaskaden, die durch diese kovalenten chemischen Reaktionen

induziert werden.
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Die Reaktivitat gegenuber freien Thiolgruppen scheint daher ein wichtiger Ausléser
fir die Kontaktallergie zu sein - sie ist von Aminogruppen eher unabhangig. Humane
Monozyten wurden mit dem starken thiol-reaktiven Reagenz N-Hydroxymaleimid
(NHM) und dem Kontaktallergen TNCB inkubiert. Sie zeigen im FACS eine starke
Tyrosinphosphorylierung im  Gegensatz zu den  Aminogruppen-reaktiven
Verbindungen 2-Iminothiolan und Sulfo-NHS. Im Western Blot konnen diese Daten
an reifen DC fur TNCB und thiol-reaktiven Reagenzien NHM und NEM gezeigt
werden (Abb. 16). Induziert man eine Kontaktallergie bei Balb/c Mausen, so gelingt
dies mit TNCB und NHM, jedoch nicht mit den Aminogruppen-reaktiven Reagenzien
Sulfo-NHS und 2-Iminothiolan (Becker, 2002).

Die Daten von Senaldi et al. zeigen den inhibitorischen Effekt von NAC bei der
Kontaktallergie in TNCB-sensibilisierten Mausen. Bei der Applikation von TNCB
konnte durch NAC sowohl die Ohrschwellung reduziert werden, als auch eine
verminderte kutane Expression von TNF-a mRNA gezeigt werden (Senaldi et al.,
1994).

Die Kapazitat von NAC, NF-k-B und die Produktion von TNF-a zu inhibieren (Pahan
et al., 1998) ist eventuell sehr wichtig fir andere Stimulatoren. Es ist zu vermuten,
dass NAC und Cystein als Protektoren von Thiolgruppen fungieren, die fur die
Initiation von Signalkaskaden verantwortlich sind. Unter dem Einflud von TNF-a
beginnen allergentragende LC aus der Epidermis zu den lokalen Lymphknoten zu
migrieren. Unter TNF-a-Einwirkung verringert sich die Fahigkeit der LC, weiteres
Antigen aufzunehmen, gleichzeitig wird die Antigenprasentation verstarkt (Frosch et
al., 1996a). Von TNF-a ist weiterhin bekannt, dass in humanen unreifen DC der p38
MAPK Weg Uber die Phosphorylierung von p38 aktiviert wird. Auch JNK und ERK1/2
MAP Kinase werden durch TNF-a phosphoryliert (Arrighi et al., 2001).

TNCB induziert bei murinen epidermalen Zellen (EC) die Induktion von TNF-a und
IL-1b (Enk et al., 1993). Dies konnte auch fur murine Keratinozyten gezeigt werden,
die mit DNFB stimuliert wurden und anschlieBend eine erhthte Zytokinproduktion
von TNF-a und IL-1a aufwiesen (Haas et al., 1992). Murine EC (CD1a/CD3") wiesen
nach Stimulation mit dem nicht sensibilisierenden Irritanz PMA und dem NiSO, eine
erhohte TNF-a Expression auf - nach TNCB und TNBS Applikation war dies nicht

festzustellen. Die Daten von Lisby et al. demonstrieren, dass es auch Irritanzien gibt,
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die ohne intermediare Signale durch LC in Keratinozyten eine TNF-a Produktion
induzieren (Lisby et al., 1995).

Diese Forschungen zeigen die protektive Wirkung von NAC auf LC und EC, den
starken Einflul3 auf Thiolgruppen und der weitergehenden Einwirkung auf die

Signaltransduktionskaskaden.

5.4 Massenspektrometrische Analyse der TNCB gebundenen Proteine

Aus einer Reihe von Proteinen, die TNCB gebunden hatten (Abb.13), mul3ten zwei
Parameter als Auswahlkriterium zur Analyse herangezogen werden. Die Banden
sollten ausreichend deutlich und mehrmals mit &hnlichem Molekulargewicht im
Western Blot visualisiert worden sein. Zweitens sollten die ausgewahlten Proteine
sowohl TNP-Gruppen gebunden haben als auch Tyrosinphosphorylierungsstellen
aktiviert worden sein. Dies sollte die Wahrscheinlichkeit erh6hen, dass die zufallig

identifizierten Proteine auch durch TNCB beeinfluf3t und aktiviert wurden.

5.4.1 Identifikation von Aktin und dem Thyroidhormon Bindeprotein

Die massenspektrometrische Analyse der tyrosinphosphorylierten und gleichzeitig
TNP-markierten Proteine ergab eine ldentifikation von Aktin (40kD) (Accession-
Nummer: 15277503) und dem Thyroidhormon Bindeprotein (58kD) (Accession-
Nummer: 266427). Die erhaltenen Proteinsequenzen wurden mit den
Proteinsequenzdaten des NCBI (BLAST des Humanen Genoms) verglichen.

Ein Zusammenhang zwischen der Kontaktsensibilisierung gegen TNCB,
insbesondere relevante Tyrosinphosphorylierungsstellen, konnte nach

Literaturrecherchen fur das Thyroidhormon Bindeprotein nicht hergestellt werden.

Zwischen Aktin und der Transglutaminase bestehen Interaktionen. Das dimere G-
Aktin wird in Bakterien kovalent an das globulare Subfragment des Myosinmolekiils
S1 gebunden, diese Reaktion wird von der Transglutaminase katalysiert (Eligula et
al., 1998). Nemes et al. berichten, dass zytoplasmatisches Aktin als Substrat fir die
Gewebstransglutaminase in apoptotischen HL-60 Zellen, einer humanen Leukamie-
Zelllinie und U937 Zellen, einer humanen Monozyten-Zelllinie dient (Nemes et al.,
1997). Dies konnte auch schon von Takaschi et al. in Rattenzellen nachgewiesen
werden (Takashi, 1988).
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Da in der Literatur kein unmittelbarer Zusammenhang zwischen TNCB und Aktin

gefunden werden konnte, wurde mit der Gewebstransglutaminase weitergearbeitet.

5.4.2 Identifikation der Gewebstransglutaminase

Die massenspektrometrische Analyse der tyrosinphosphorylierten und gleichzeitig
TNP-markierten Proteine ergab eine 92% Ubereinstimmung der passenden Proteine
der Gewebstransglutaminase (tTG) mit den Proteinsequenzdaten der tTG des NCBI
(BLAST des Humanen Genoms) (Accession Nummer 14770762).

Die Transglutaminase wurde auf beide Auswabhlkriterien, die zur ldentifikation des

Enzyms Uber die massenspektrometrische Analyse fuhrten, hin Gberprift.

a) Hinweise fur eine Tyrosinphosphorylierung der tTG selbst konnten nach
Literaturrecherchen nicht gefunden werden. In Abb. 20 ist nach der Detektion mit
dem phosphotyrosin-Antikorper keine Phosphorylierung der tTG nachweisbar.
Das Fehlen von phosphorylierten Tyrosinen der tTG laf3t sich eventuell auch
durch eine zu geringe Sensitivitdt bei der Detektion bei der verwendeten IP
erklaren. Wie am Beispiel der tTG zu erkennen ist, mussen allerdings Proteine,
an die TNCB bindet, nicht zwangslaufig auch phosphoryliert sein, um eine
funktionelle Rolle innerhalb der Signalkaskaden zu spielen.

b) Die Prifung der Bindung von TNCB an die Gewebstransglutaminase durch eine
Immunprazipitation der tTG bestatigte die Bindung von TNCB an die tTG. Ein
Zusammenhang zwischen TNCB und der tTG findet sich bisher in der Literatur
noch nicht.

Von Nitroxid (NO) ist bekannt, dass es an Cysteinreste der tTG bindet und

anschlieRend die Balance zwischen Apoptose und Nekrose reguliert. NO ist in der

Lage, zumindest zwei wichtige Effektorelemente der Apoptose an aktiven

Cysteinresten zu S-nitrosylieren. Melino et al. zeigen, dass bei Jurkat Zellen NO die

tTG durch Nitrosylierung inaktiviert und somit die Apoptose zu einer Nekrose

konvertiert wird. Die Inhibition der tTG funktioniert intrazellular mittels hoher Dosen

von NO uber einen Donor (Melino et al., 1997).

Durch die vorhergehenden Inhibitionsexperimente mit Cystein und NAC, sowie

TNCB als Stimulator, lag die Vermutung nahe, dass hier eine Korrelation zwischen

dem freien Cysteinrest an der enzymatisch aktiven Seite der tTG und der
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Bindungsstelle von TNCB an tTG bestehen kdnnte (Lee et al., 1993; Tucholski et al.,
2001). Da die tTG auch membranassoziiert ist und erst nach Stimulation ins Zytosol
transloziert (Korner and Bachrach, 1987), ist sie als Bindungsprotein fir TNCB
eventuell am Beginn von Signaltransduktionskaskaden involviert.

NO l6st eine Aktivierung des ERK1/2 MAP Kinase Signalwegs Uber die Aktivierung
des Ras Cysteinrestes aus und mimikriert dadurch vermutlich den Ras-
Exchangefactor (Lander et al., 1995). Dies deutet auf eine Aktivierung des ERK1/2
MAP Kinase Signalwegs durch tTG hin, da NO auch die tTG uber neun von 20
Cysteinresten binden kann (Melino et al., 1997). Lander et al. stellen heraus, dass G-
Proteine wohl generelle Primarziele von NO sind (Lander, 1996). TNCB beeinflul3t
ebenfalls den ERK1/2 MAP Kinase Weg und so gibt es auch hier theoretisch
Verbindungspunkte.

Antonyak et al. stellen einen Zusammenhang zwischen dem enzymatischen Bereich
der tTG und der ERK-Phosphorylierung nach erfolgreicher Stimulation mit der
Retinsaure (RA) her (Antonyak et al.,, 2002). Die Retinsdure wurde auch mit dem
kleinen G-Protein Racl von Alsayed et al. in Verbindung gebracht (Alsayed et al.,
2001; Kosa et al., 1995).

5.5 ERK1/2 MAP Kinase Phosphorylierung

Zum weiteren Verstandnis, ob die tTG tatsachlich in Signaltransduktionskaskaden
involviert ist, die auch von anderen Allergenen wie z.B. MCI/MI oder Stimulatoren der
tTG wie z.B. der Retinsaure und dem Phorbolester Phorbol-12-myristat-13-acetat
(PMA) aktiviert werden, wurde die ERK1/2 MAP Kinase Aktivierung biochemisch
nachgewiesen. Uber die ERK-Phosphorylierung wird von TNCB, RA und PMA der
ERK-Weg aktiviert (Abb. 16).

Die Aktivierung von MAP Kinasen durch PMA wurde sowohl als Ras abhangig, wie
auch als Ras unabhéngig beschrieben: Fur PC-12, eine Ratten-Zelllinie, Jurkat
Zellen und Ratten-Myozyten wurde die ERK-Aktivierung durch PMA als Ras
abhangig beschrieben. Doch in NIH3T3, COS-1 und 293 Zellen zeigt sich eine von
Ras unabhéangige MAPK-Aktivierung (Lee et al., 2002).

PMA ist als Substanz zur Aktivierung von Ras in humanen epidermalen Karzinom-
Zellen A431 bekannt (Chen et al., 2002). Auch in Choriokarzinom Zellen wird durch
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PMA eine ERK-Phosphorylierung ausgel6st (Suzuki et al., 2002). PMA wurde nun als
Kontrolle fur eine Monodansylcadaverin (MDC) unabhangige ERK-Phosphorylierung
mitgefuhrt, da PMA in humanen DC Ras aktiviert (Valk et al., submitted).

Retinoide gehdren zu den Polyisoprenoidlipidmolekilen und sind strukturell und
funktionell mit dem Vitamin A verwandt. Die Retinsaure (RA) wird als potentieller
Stimulator des enzymatischen Bereichs der tTG beschrieben (Antonyak et al., 2002;
Chiocca et al., 1988; Zhang et al., 1995).

5.6 Aktivierung der tTG
Es konnte gezeigt werden, dass TNCB, PMA und RA die tTG Aktivitat in DC

induziert. Als Positivkontrolle fir die Enzymaktivitat der tTG wurde die RA verwendet,
da sie die tTG in NIH3T3 Zellen aktiviert und zudem eine ERK-Phosphorylierung in
den ersten 15 Minuten auslost (Antonyak et al., 2002). Ein spezieller tTG Aktivitats
Assay zeigt, dass die tTG durch das Kontaktallergen TNCB und die Stimulatoren RA
und PMA aktiviert wird.

Vorangegangene Studien verwendeten 5-(biotinamido)pentylamin um die Zellen zu
markieren und die tTG-modifizierten Proteine zu visualisieren. Dazu wurden sie auf
PVDF-Membran geblottet und mit einem HRP-konjugierten Streptavidin detektiert
(Perry et al., 1995; Smethurst and Griffin, 1996; Zhang et al., 1998). Zur Western Blot
Detektion wurde in dieser Arbeit ein HRP-konjugierter Biotin Antikérper verwendet.
Zhang et al. zeigen einen starken Anstieg der in situ tTG Aktivitdt nach einer kurzen
Inkubationszeit von 20 Minuten mit Maitotoxin (MTX) in SH-SY5Y Zellen (Zhang et
al., 1998). MTX gehort zu den Toxinen, die von Algen abgesondert werden. Mit MTX
wurde der gro3te, nicht-oligomere Naturstoff aus einer marinen Mikroalge isoliert (rel.
Molmasse 3422) (M. Murata, 1994) (Y. Kishi, 1998). Tiazofurin ist ebenso in der
Lage die tTG Aktivitat zu steigern (Zhang et al., 1998). Es blockiert die Inosin 5'-
Phosphat Dehydrogenase und agiert als limitierender Faktor der Guanosin
Triphosphat (GTP) Biosynthese (Tricot et al., 1990). Sowohl Maitotoxin als auch
Tiazofurin stimulieren die Aktivitat der tTG innerhalb einer sehr kurzen
Expositionsphase.

Diese Studie zeigt, dass ein Kontaktallergen wie TNCB die Enzymaktivitat der tTG

stimuliert (Abb. 25). Eine Steigerung der tTG-Expression in diesem frihen Stadium
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nach der Stimulation mit TNCB ist nach 10 Minuten nicht detektierbar. Dies wurde
auch schon von Antonyak et al. beschrieben. Erst nach 48-72 Stunden wurde eine

deutliche Expression nach RA-Stimulation nachgewiesen (Antonyak et al., 2002).

5.7 Inhibition der tTG

Der spezifische tTG Inhibitor MDC unterdriickte die tTG Aktivitat und inhibierte unter
anderem die Phosphorylierung von ERK1/2 MAP Kinase durch TNCB, PMA und RA
dosisabhangig (Abb. 22 und Abb. 23). Im Speziellen wurde die
Transamidierungsaktivitdt an der enzymatisch aktiven Stelle der tTG durch MDC
inhibiert (Chandrashekar and Mehta, 2000) (Lee et al., 1993).

PMA wurde zur Darstellung der unabhangigen ERK-Aktivierung der tTG gewahlt.

PMA sollte ERK1/2 MAP Kinase uber Ras aktivieren und damit von dem Inhibitor

MDC unbeeinflul3t bleiben. Dies ist in diesem Modell nicht der Fall (Abb. 23 und Abb.

24).

Zwei Wirkungsweisen sind denkbar. MDC hemmt die tTG nicht spezifisch und

beeinfluBt auch Enzyme oberhalb Ras oder Ras selbst. Eine weitere Mdoglichkeit

besteht in der direkten EinfluBnahme der tTG auf Ras, das die Weiterleitung von

Signalen und die Phosphorylierung von ERK ermdglicht und durch MDC reduziert

werden kann.

Eine Inhibition der Transamidase-Aktivitat der tTG durch MDC nach der Stimulation

mit RA wurde von Zhang et al. gezeigt (Zhang et al., 1998).

Zwei Ergebnisse belegen, dass die tTG nach Stimulation involviert ist :

a) Die Transamidierungsaktivitat der tTG ist vermutlich mal3geblich in die
Aktivierung der ERK1/2 MAP Kinase nach Stimulation mit TNCB involviert, da
dosisabhangig die ERK-Phosphorylierung durch MDC inhibiert wird und bei
allen drei Stimulatoren &hnliche Effekte zu erkennen sind.

b) Gleichzeitig zeigt sich durch den Aktivitits Assay eher eine starke
enzymatische Beteiligung ihrer Transamidasefunktion. Weitere Studien
missen nun zeigen, ob tTG eine intrinsische GTPase-Aktivitat besitzt und ob
GTP notwendig ist fir die tTG, um als signalvermittelndes G-Protein (Gan) zu
fungieren, wenn die Zellen mit Allergenen wie TNCB inkubiert werden.

Interessant ist auch die Aufklarung weiterer kontaktallergenspezifischer Signalwege

in vitro, z.B. der PI3K-Weg, der auch durch die RA beeinflul3t wird und die Protein B
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Kinase (AKT) aktiviert. AKT wird von RA zeitabhangig phosphoryliert, die Induktion
ist koinzident mit der RA-vermittelten ERK-Aktivierung. Sie hat ihren maximalen
Phosphorylierungsgrad nach 5 Minuten erreicht und fallt anschliel3end kontinuierlich
innerhalb von 8 Stunden ab. Die AKT-Phosphorylierung dient als Nachweis der PI3K-
Aktivitat, da Prouberlebensfaktoren die AKT-Phosphorylierung in PI3K abhangiger
Weise hochregulieren (Burgering and Coffer, 1995; Franke et al., 1995). Die
Induktion der tTG-Expression und die Aktivierung der GTP-Bindungsaktivitat nach
48-72 Stunden durch RA, war von der PI3K abhangig (Antonyak et al., 2002).

Zur Zeit ist nicht endgultig geklart, wie die duale Funktion der tTG zusammenspielt.
Lai et al. berichten, dass sowohl GTP als auch GDP die Transamidierungsfunktion
der tTG hemmen kdnnen. Dies deutet darauf hin, dass die Bindung von GTP kein
spezifischer Regulator der Transamidierung ist, eventuell aber diese Funktion
beeinflul3t (Lai et al., 1996). Antonyak et al. prasentieren Daten, die zeigen, dass der
P13K-Inhibitor LY294002 und MDC zusammen den anti-Apoptose Effekt der tTG
beeinflussen, wenn NIH3T3 Zellen mit RA stimuliert werden. Der inhibitorische Effekt
der tTG auf die Apoptose wird so unterbrochen (Antonyak et al., 2002).

Auf der anderen Seite zeigen Chen et al., dass die Rezeptorsignalfunktion von G,
unabhangig von der Transglutaminase-Kreuzvernetzungsaktivitat ist (Chen et al.,
2002). Versuche zur tTG-Inhibition mit Cystamin (Birckbichler et al., 1981) (Siefring
et al., 1978) und Histamin zeigen, dass auch der gleichzeitige Einsatz von Inhibitoren
wie MDC und Cystamin eine starke Inhibition der tTG Aktivitat ermdglichen (Ou et al.,
2000).

Insgesamt erschlieBen die vorliegenden Grundlagenuntersuchungen neue
Ansatzpunkte zum Verstandnis des Wirkungsmechanismus starker Kontaktallergene
und ihrer Fahigkeit an freie Thiolgruppen zu binden.

Die Darstellungen zur Inhibition von Thiol-Bindungsstellen ermdglichen einen
weiteren Aufschlu? des Reaktionsmusters von Allergenen und Aktivatoren. Der
gezielte Einsatz von Inhibitoren fur einzelne Kinasen ermdéglicht Aussagen zu ihrer

Beteiligung innerhalb der Signalkaskaden.
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6 Zusammenfassung

Uber die Signaltransduktion in Langerhanszellen, den antigenprasentierenden Zellen
der Epidermis, ist bisher nur wenig bekannt. Mit ein Grund dafir ist die schlechte
Verfugbarkeit reiner Langerhanszellen aufgrund ihrer geringen Zahl und der
schwierigen Praparation, die haufig schon zur Voraktivierung dieser Zellen fihrt.

Humane unreife und reife dendritische Zellen erwiesen sich als geeignete

Modellzellpopulation flr kutane antigenprasentierende Zellen. Mit Hilfe dieser

Modellzellen wurde die Beteiligung von zentralen Signaltransduktionswegen nach

Interaktion mit dem Kontaktallergen TNCB untersucht.

1. Zum ersten Mal wird gezeigt, dass TNCB in den ersten 10 Minuten nach der
Haptenisierung bei dendritischen Zellen intrazellulér lokalisiert ist. Die Stimulation
von DC mit dem starken Kontaktallergen TNCB fuhrte zu einer Aktivierung der
ERK1/2 MAP Kinase. Dieses Ergebnis entspricht der Vorstellung, dass starke
Kontaktallergene in subtoxischen Konzentrationen zellularen Strel3 bei MAP
Kinasen auslosen und somit zu einer fir die Kontaktallergie typischen
Antigenprasentation fihren.

2. Die Tyrosinphosphorylierung wurde bereits in vorausgegangenen Arbeiten (Kuhn,
1998; Brand, 2002) als Charakteristikum fir haptenbehandelte Monozyten und
humane dendritische Zellen herausgestellt. Diese Ergebnisse konnten mit
humanen unreifen und reifen DC weitergefuhrt werden. Proteinbiochemisch ergab
das Kontaktallergen TNCB ein spezifisches und reproduzierbares Muster
hyperphosphorylierter Proteinbanden. Der gemessene Anstieg an Phosphotyrosin
beruhte auf der gesteigerten Aktivitat von Protein Tyrosin-Kinasen.

3. In weiteren Untersuchungen wurden Proteine massenspektrometrisch analysiert,
die tyrosinphosphoryliert waren und gleichzeitig TNCB gebunden hatten. Es
wurden drei Proteine identifiziert: Gewebstransglutaminase bei 74-80kD,
Thyroidhormon Bindeprotein  bei 58kD und Aktin bei 38kD. Nach
Literaturrecherchen war die Transglutaminase am vielversprechendsten und
wurde auf ihre Aktivitdt innerhalb der Kontaktallergen-induzierten
Signaltransduktionskaskade hin untersucht. Drei strukturell verschiedene Stoffe,
das Kontaktallergen TNCB, die Retinsdure (RA) und ein Phorbolester (PMA)
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induzierten eine starke, proteinbiochemisch mel3bare Tyrosinphosphorylierung
der ERK1/2 MAP Kinase. Aus der Literatur war die RA flir eine Aktivierung der
tTG bekannt (Antonyak et al., 2002) und PMA als Stimulator der ERK1/2 MAP
Kinase (Chen et al., 2002; Lee et al., 2002) - aus diesem Grund wurden sie als
Positivkontrolle mitgefahrt.

4. Mittels Immunprazipitation wurde der Nachweis, dass TNCB an die tTG bindet,
erbracht. Dies war der erste Indikator fur eine Bedeutung der tTG als Zielstruktur
fur ein Kontaktallergen.

5. TNCB, RA und PMA lésen eine gesteigerte Transamidierungsaktivitat der tTG
aus, die essentiell zur Induktion der ERK-Phosphorylierung ist. Dies wurde durch
einen Transamidierungs Aktivitats Assay bestimmt (Zhang et al., 1998), einem
Nachweis der tTG Aktivitdt mittels Inkorporation von biotinylierten Polyaminen in
lokale Proteine.

6. Sowohl die tTG Aktivitat als auch die ERK-Phosphorylierung nach TNCB
Stimulation konnten durch den spezifischen Inhibitor der Transamidierungs-
aktivitat der tTG MDC gehemmt werden. Dies war ein zweiter Hinweis, dass die
enzymatische Aktivitat der tTG eine groRe Rolle spielt. Das gleichzeitige
Ausbleiben der Transamidierung und der ERK-Phosphorylierung deutet auf den
deutlichen Einflul? der tTG auf den Signaltransduktionsweg der ERK1/2 MAP

Kinase hin.

Analysen mit anderen starken Kontaktallergenen, wie z.B. Thiomersal und
Chlormethylisothiazolon/ Methylisothiazolon bieten zukiinftige Forschungsansatze
zur weiteren Charakterisierung der funktionellen Bedeutung der tTG und des ERK-
Weges. Interessant waren auch Untersuchungen zur Hochregulation der tTG-
Expression in DC von 24-72 Stunden nach einer Inkubation mit TNCB, RA und PMA.
Auch sind weitere Untersuchungen zur Signaltransduktionskaskade im Hinblick auf
die erforderlichen, nachgeschalteten Elemente interessant, wie z.B. der von der tTG
aktivierten Protein B Kinase AKT (Antonyak et al., 2002) sowie beteiligter Kinasen
des ERK-Weges.
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7 Abklrzungsverzeichnis

a
Abb.
Ag
Ak
AKT-1
APC
APS
ATF
ATP

BAC
BCA
BSA
CAMP
CD
cGMP
DAG
DC
DMSO
DNA
DNCB
DNFB
DNTB
DTAF
EC
ECL
ELISA
ERK
FACS
FCS
FITC

anti

Abbildung

Antigen

Antikorper

Protein B Kinase
antigenprasentierende Zellen
Ammoniumperoxodisulfat
»activating transcription factor”
Adenosintriphosphat

Nullstandard

Benzalkoniumchlorid
Bicinchoninsaure

Bovines Serum Albumin

zyklisches Adenosinmonophosphat
“cluster of differentiation”

zyklisches Guanosinmonophosphat
Diacylglycerin

~2dendritic cells*

Dimethylsulphoxide
Desoxyribonukleinsaure
1-Chlor-2,4, Dinitrobenzol

2, 4 Dinitrofluorbenzol

2, 4 Dinitrothiocyanobenzol
Dichlorotriazinylamino-Fluorescein
~epidermal cells*

"enhanced chemiluminescence”
"enzyme linked immunosorbent assay"
"extracellular signal regulated kinase"
“fluorescence activated cell sorter"
"fetal calf serum"”

Fluorescein-Isothiocyanat
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LPS
LC
MAPK
MCI/MI
MHC
MRNA
NAC
NEM
NHM
NiSO4
NO

NF
NF-k-B
oD
PAGE
PBMC
PBS
PDTC

"forward scatter"

Erdbeschleunigung
Guanosindiphosphat

Glutaminsaure

Glycin
Granulozyten/Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor
Guanosintriphosphat

"human leucocyte antigen”, humaner MHC
Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Inositoltriphosphat

"cJun N-terminal kinase"

kilo Dalton

Kulturiiberstand

Lipopolysaccharid

Langerhanszellen

"mitogen activated protein kinase"
Chlormethylisothiazolon/Methylisothiazolon
"major histocompatibility complex"
~,messenger” Ribonucleinsaure
N-acetylcystein

N-Ethylmaleimide
N-Hydroxymaleimide

Nickelsulfat

Nitroxid, Stickstoffmonoxid

"nuclear factor"

"nuclear factor" kappa-B

optische Dichte
Polyacrylamidgel-Elektrophorese
"peripheral blood mononuclear cells"
.phosphate buffered saline®

Pyrroline Dithiocarbamate
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PE
PFA

Pl
PKA
PKC
PLA
PLC
PMA
PTK
p-tyr
PVDF
RA
RT
RTK
SDS
Ser
SH
SH2,-3
SSC
STAT
TBS
Th

Thr
tTG
TNCB
TNP
TNF
TPBS
Tyr
uv

R-Phycoerythrin
Paraformaldehyd
phospho-
Propidiumiodid

Protein Kinase A
Protein Kinase C
Phospholipase A
Phospholipase C
Phorbol-12-myristat-13-acetat
Protein Tyrosin-Kinase
Phosphotyrosin
Polyvenylidendifluorid
Retinsaure
Raumtemperatur
RezeptorTyrosin-Kinase
Natriumdodecylsulfat
Serin

"Src-homology"
~Src-homology domain®

"side scatter"

"signal transducer and activator of transcription”

"Tris buffered saline”
T-Helferzellen

Threonin
Gewebstransglutaminase
2, 4, 6 Trinitrochlorbenzol
Trinitrophenyl

Tumor Nekrosefaktor

"Tris buffered saline" plus Tween

Tyrosin

ultraviolett
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