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Zusammenfassung

Im Rahmen der Embryonalentwicklung oder der Gewebshomdostase entstehen kontinuierlich
apoptotische Zellen, die effizient von professionellen Phagozyten, aber auch von nicht-
professionellen Phagozyten aufgenommen werden. Im Gegensatz zur Aufnahme von Pathoge-
nen ist die Phagozytose apoptotischer Zellen (Efferozytose) ein anti-inflammatorischer Prozess.
Somit tragt die Efferozytose essentiell zur Erhaltung der peripheren Toleranz bei, indem sie Im-
munreaktionen gegen Autoantigene verhindert. Die molekularen Mechanismen des immunsupp-
ressiven Effekts der Efferozytose sind bis heute nur unzureichend aufgeklart. Annexin Al
(AnxAl), ein intrazellulares, Phospholipid-bindendes Protein, gehort zu den beschriebenen eat
me-Signalen und transloziert an die Membran friih-apoptotischer Zellen. Dartiber hinaus ist
AnxAl in der Lage, die Toll like Rezeptor (TLR)-vermittelte, pro-inflammatorische Antwort in

dendritischen Zellen (DC) zu supprimieren.

Die Schlisselfrage nach dem AnxAl-Rezeptor, der diese Immunsuppression auf DC vermittelt,
blieb bislang jedoch unbeantwortet. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde deswegen eine
neue UV-Kreuzvernetzungsmethode etabliert, um die Bindung von AnxAl an seinen putativen
Rezeptor mittels einer kovalenten Bindung zu stabilisieren. Dadurch konnte das Low density
lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1) als potentieller AnxAl-Rezeptor identifiziert wer-
den. Die Interaktion von LRP1 mit AnxAl, sowie mit weiteren Annexinen, wurde anhand ver-
schiedenster Bindungsstudien in vitro validiert. Des Weiteren ermittelten quartz crystal mircoba-
lance-Studien eine hohe, Calcium-abhéangige Bindungsaffinitit von LRP1 an verschiedene
Annexine. Anhand DC- und Makrophagen-spezifischer LRP1 knock out-Mause wurde die Rolle
von LRP1 auf die AnxAl-vermittelte Immunsuppression untersucht. In dieser Studie konnte
erstmalig gezeigt werden, dass AnxAl, neben der Suppression in DC, auch die TLR-induzierte
Antwort in Makrophagen supprimiert. Diese Immunsuppression erfolgte sowohl in Makrophagen
als auch in DC unabhangig von LRP1. Da LRP1 und AnxAl im Kontext der Efferozytose be-
schrieben sind, wurde anschlie3end die Relevanz der Interaktion fiir die Phagozytose apoptoti-
scher Zellen untersucht. Durch die putative Redundanz von eat me-Signalen und deren Rezep-
toren konnte kein Einfluss des AnxAl-LRP1-Komplexes auf die Efferozytose nachgewiesen
werden. Jedoch konnte in einem System, in dem einzelne eat me-Signale isoliert betrachtet
wurden, gezeigt werden, dass LRP1 die Phagozytose von AnxAl-gekoppelten Beads in DC und

nicht-professionellen Phagozyten beeinflusst.



Zusammengefasst konnte in der vorliegenden Arbeit erstmalig LRP1 als neuer Rezeptor fir
Annexine identifiziert und charakterisiert werden. Die AnxAl-LRP1-Interaktion vermittelt dabei
nicht die Toleranzinduktion apoptotischer Zellen, sondern spielt eine wichtige Rolle bei Phagozy-
tose-Prozessen. Durch die gezielte Manipulation der Interaktion von LRP1 mit verschiedenen
Annexinen in Patienten mit Autoimmunerkrankungen, die auf einer defekten Efferozytose beru-
hen, kdnnte der AnxAl-LRP1-Komplex im therapeutischen Kontext von gro3em Interesse sein.



Abstract

Apoptotic cells continuously arise during embryogenesis or tissue-homoeostasis and are taken
up by professional as well as non-professional phagocytes. In contrast to the uptake of patho-
gens, phagocytosis of apoptotic cells (efferocytosis) is an anti-inflammatory process. Therefore,
efferocytosis contributes to the maintenance of peripheral tolerance preventing an immune re-
sponse against self-antigens. The molecular mechanisms causing the immunosuppressive effect
during efferocytosis are still not fully resolved. Annexin A1 (AnxAl) is amongst the already
known proteins presenting eat me-signals and translocates to the surface of early-apoptotic
cells. Furthermore, AnxAl is able to suppress the toll-like receptor (TLR)-induced pro-
inflammatory response in dendritic cells (DC).

The key question concerning the AnxAl-receptor that is mediating the immunosuppression in
DC is still not clarified. The present study therefore established a UV-crosslinking method, to
stabilize the binding between AnxAl and its putative receptor. Thereby the low density lipopro-
tein receptor-related protein 1 (LRP1) was identified as a potential receptor for AnxAl. The in-
teraction of LRP1 with AnxAl and other annexins was validated by different in vitro binding stud-
ies. In addition, quartz crystal microbalance studies showed a calcium-dependent, high binding
affinity of LRP1 to all the annexins tested. Using LRP1-specific macrophage and DC knock-out
mice, the role of LRP1 in the context of the AnxAl-mediated immunosuppressive effect was in-
vestigated. For the first time, it was shown, that AnxAl, apart from DC, also suppresses the
TLR-induced response in macrophages. This immunosuppression was independent of LRP1 in
macrophages as well as in DC. Since LRP1 and AnxAl are described to play a role in efferocy-
tosis, the relevance of the AnxAl-LRP1 interaction for the uptake of apoptotic cells was investi-
gated. Due to the putative redundancy of eat me-signals und efferocytosis-receptors, no promi-
nent effect of the AnxAl-LRP1-Komplex for efferocytosis was detected. However, analyzing iso-
lated eat me-signals, it was shown, that LRP1 is important for the phagocytosis of AnxAl-coated

beads in DC as well as in non-professional phagocytes.

In summary, for the first time, the present study describes and characterizes LRP1 as an Annex-
in-receptor. The AnxAl-LRP1-interaction is not mediating tolerance induced by apoptotic cells
but plays an important role for phagocytic processes. The well-directed manipulation of the
AnxAl-LRP1-interaction could be of great interest in patients with autoimmune diseases, based

on defective efferocytosis, hence revealing its therapeutic potential.
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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem der Vertebraten besteht aus einem angeborenen und einem adaptiven Tell
und schitzt den Organismus vor Infektionen und Pathogenen. Die Immunantwort umfasst ver-
schiedene Phasen, die zur Kontrolle und Eliminierung der Infektion fihren: (1) immunologische
Erkennung des Pathogens, (2) Induktion und Regulation der Immunantwort und (3) Generierung

eines immunologischen Gedéchtnisses *

. Als erste Verteidigungslinie agiert das angeborene
Immunsystem, welches in der Lage ist mittels eines begrenzten Repertoires an spezifischen
Rezeptoren vor allem konservierte, pathogene Strukturen zu erkennen 2. Diese Art der Immun-
antwort ist ein evolutionar betrachtet sehr alter Mechanismus, der in fast allen Organismen und
sogar Pflanzen wiederzufinden ist %. Im Vergleich dazu stellt die adaptive Immunantwort ein eher
evolutionar jingeres System dar, das zudem nur in Wirbeltieren vorliegt. Diese Art der Immun-
antwort basiert auf der Generierung eines grol3en Repertoires an Antigen-spezifischen Lympho-
zyten, die in der Lage sind die Infektion direkt zu bekampfen. Darlber hinaus kann das adaptive
Immunsystem parallel ein immunologische Gedachtnis ausbilden, das den Organismus effizient

vor einer erneuten Infektion mit dem gleichen Erreger schiitzen kann 2.

1.1.1 Das angeborene Immunsystem

Zum angeborenen Immunsystem zahlen neben den Komplementfaktoren auch antimikrobielle
Peptide und spezialisierte Zelltypen. Dazu gehéren Makrophagen, Dendritische Zellen (Dendritic
cells, DC), Granulozyten oder nattirliche Killerzellen (NK), die alle aus pluripotenten, hamatopoe-
tischen Stammzellen aus dem Knochenmark entstehen und in die Peripherie migrieren. Sie zir-
kulieren mittels Lymphe oder Blutstrom durch den Organismus und tUberwachen dabei perma-
nent den Immunstatus. Sobald ein Pathogen die mechanischen Barrieren der Haut Giberwunden
hat, kann der Erreger entweder direkt vom Komplementsystem oder durch NK-Zellen lysiert

werden .

Makrophagen sind in fast allen Geweben zu finden und ihre Hauptaufgabe besteht darin, Patho-
gene, sowie infizierte oder apoptotische Zellen zu erkennen und diese durch Phagozytose zu
entfernen. Wurde ein Pathogen phagozytiert, kann eine Entziindungsreaktion, u.a. durch die
Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine und Chemokine ausgeldst werden, um weitere Im-

munzellen zu aktivieren und an den Ort der Entziindung zu rekrutieren .



1 - Einleitung

DC verlassen das Knochenmark in einem unreifen Zustand mit Hilfe des Blutstroms, um sowohl
in lymphoide als auch nicht-lymphoide Gewebe zu migrieren. Dabei tiberprifen sie kontinuierlich
den extrazellularen Raum auf Pathogene oder deren Proteine und nehmen durch Makropinozy-
tose l6sliche Proteine auf, gegen die sie eine Immunreaktion auslésen kdnnen. Genau wie Mak-
rophagen sind DC potente Phagozyten, deren Hauptaufgabe jedoch nicht nur in der Aufnahme
von Pathogenen, sondern vor allem auch in der Induktion adaptiver Immunantworten durch die

Aktivierung von T-Zellen besteht *°.

Die meisten bakteriellen Infektionen kdnnen durch das angeborene Immunsystem bereits aus-
reichend kontrolliert werden. Bei Viren oder intrazellularen Bakterien reicht diese erste Abwehr
jedoch nicht aus und das adaptiven Immunsystems wird zur Eliminierung des Pathogenes beno-
tigt *.

1.1.2 Das adaptive Immunsystem

Die adaptive Immunantwort wird von B- und T-Zellen vermittelt, die aus lymphoiden Vorlaufer-
zellen des Knochenmarks entstehen. Im Gegensatz zur angeborenen Immunitat verlauft diese
Immunantwort antigenspezifisch, indem die B- und T-Zellen gezielt gegen einen bestimmten
Erreger gerichtet sind. Die B-Zellen sind dabei fir die Antikérperproduktion zustandig, wahrend
T-Zellen infizierte Zellen direkt eliminieren kénnen. Basierend auf der somatischen Rekombina-
tion der verschiedenen Rezeptorgensegmente besitzt jeder T- und B-Lymphozyt einen spezifi-
schen Rezeptor, der die Erkennung der pathogenen Struktur gewahrleistet. Allerdings ist im
Rahmen der somatischen Rekombination auch die Generierung von Rezeptoren mdoglich, die
korpereigene Antigene erkennen. Zur Verhinderung einer Autoimmunreaktion existieren deswe-
gen Toleranzmechanismen, die diese autoreaktiven Zellen eliminieren und in Kapitel 1.5 naher

beschrieben werden *.

Im Anschluss an die Aktivierung des Lymphozyten erfolgt die massive Expansion dieses speziel-
len Klons um eine Vielzahl an Zellen zu generieren, die einen bestimmten Erreger effizient be-
kampfen konnen. Nach erfolgreicher Eliminierung des Pathogens gehen fast alle dieser Ef-
fektorzellen in den programmierten Zelltod (Apoptose) Uber, wodurch die zellulare Homoostase
aufrechterhalten wird. Einige Zellen differenzieren jedoch zu Gedachtniszellen, die bei einer Re-

infektion mit demselben Erreger fiir eine spezifische und schnellere Immunantwort sorgen ™.
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1.1.3 Makrophagen & dendritische Zellen als Bindeglied zwischen angeborener

und adaptiver Immunitét

Makrophagen und DC z&hlen zu den professionellen antigenprasentierenden Zellen (antigen
presenting cells, APC). Beide sind in der Lage, durch Antigenpréasentation T-Zellen zu aktivieren
und schlagen somit die Briicke zwischen angeborener und adaptiver Immunantwort. Insbeson-
dere DC sind als sensible Wachter des Immunstatus beschrieben. Sie entscheiden dariber, ob
eine T-Zell-basierte Immunantwort ausgeltst wird und ob diese pro- oder anti-inflammatorisch
verlauft. Zuerst mussen jedoch Pathogene oder apoptotische Zellen von den APCs erkannt und
phagozytiert werden, um nach lysosomaler Degradation kurze Peptide dieser Erreger mittels
major histocompatibility complex (MHC) | oder Il Molekilen den CD8" oder CD4" T-Zellen pra-

sentiert werden zu kénnen und so die entsprechende T-Zellantwort zu induzieren *.

1.2 Endozytose, Phagozytose & Efferozytose

Ein essentieller Prozess im Rahmen von Immunantworten ist die Rezeptor-vermittelte Aufnahme
von Makromolekiilen (Endozytose), Partikeln (Phagozytose) oder von apoptotischen Zellen (Ef-
ferozytose) durch den Phagozyten. Auch wenn prinzipiell alle Zellen eines Organismus in der
Lage sind zu phagozytieren, existieren professionelle Phagozyten (Makrophagen und DC) .
Diese zeichnen sich durch eine erhthte Membranflexibilitat und eine Vielzahl an spezialisierten
Phagozytose-Rezeptoren aus, um auch gréRere Partikel schnell zu internalisieren und degradie-
ren zu kénnen 8. Die Phagozytose bezeichnet allgemein die Aufnahme von Partikeln bzw. Zel-
len, die groRer als 1 um sind und ist ein hoch konservierter Mechanismus von Bakterien und
Schleimpilzen bis hin zu den Saugern. Der genaue Prozess der Phagozytose ist abhangig von
dem zu internalisierenden Partikel. In der Regel bindet der Partikel an einen Zellmembran-
standigen Rezeptor des Phagozyts und die Membran stiilpt sich aus, um den Partikel (Zellen
oder Teilchen) zu umschliel3en und inklusive Rezeptor zu internalisieren. der apoptotischen Zel-

le in das Phagosom, in dem anschlieBend die finale Degradation erfolgt °.
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Phagozyt Apoptotische Zelle
- 1. Schritt
— Rekrutierung &
Anlockung durch ,find
me*“- Signale
TGF-R 2. Schritt
Erkennung von ,eat me*-
IL-10 Signalen und Bindung
PGE2 der apoptotischen Zelle
4. Schritt
Freisetzung anti-
inﬂammatorischer 3. Schritt
Zytokine

Internalisierung und
Degradation der
apoptotischen Zelle

Abb. 1.1 - Verschiedene Schritte der Efferozytose. Apoptotische Zellen setzen find me-Signale frei und locken
dadurch den Phagozyten an. Mittels spezieller Phagozytoserezeptoren kann dieser eat me-Signale auf der apoptoti-
schen Zelle erkennen, binden und die Internalisierung durch Reorganisation des Zytoskeletts einleiten. Gezeigt ist
hier beispielhaft die Erkennung von Phosphatidylserin (PS) auf der apoptotischen Zelle als eat me-Signal. Anschlie-
Bend erfolgt die Prozesssierung des internalisierten Zellkorpus durch die finale Degradation mittels Phagosoms und
Lysosoms, und die Sekretion anti-inflammatorische Zytokine wie tumor growth factor-f3 (TGF-R), IL-10 oder Prostag-
landin E2 (PGE2) wird induziert. (adaptiert und modifiziert von Ravichandran, JEM, 2010)

Die Efferozytose beschreibt die Internalisierung apoptotischer Zellen durch den Phagozyten **
und besteht aus vier wesentlichen Elementen ** (Abb.1.1): Zuerst muss der Phagozyt durch
chemotaktische Faktoren, find me-Signale, rekrutiert werden, die von apoptotischen Zellen se-
zerniert werden. Befinden sich der Phagozyt und die apoptotische Zelle in unmittelbarer Néhe,
spielen im zweiten Schritt, der direkten Interaktion zwischen apoptotischer Zelle und Phagozyt,
von der apoptotischen Zelle ausgesandte ,eat me“ oder ,don’t eat me* Signale eine entschei-
dende Rolle. Das Verhédltnis dieser beiden zueinander kontraren Signale entscheidet letztendlich
daruber, ob die Zelle aufgenommen wird oder nicht. Lebende, nicht zu phagozytierende Zellen
besitzen deswegen insbesondere don’t eat me Signale auf ihrer Oberflache, die die Aufnahme
verhindern. Der dritte Schritt der Efferozytose umfasst die Ausstulpung der Membran und damit
verbundenen Internalisierung, der sich die Degradation im Phagosomen anschlief3t. Als Konse-
guenz dieses Prozesses werden im vierten und finalen Schritt anti-inflammatorische Zytokine
wie TGF-3, IL-10 und PGE2 sezerniert.
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1.2.1 Signaltransduktion der Phagozytose

Aufgrund von Entwicklungs- oder Alterungsprozessen, sowie der stetigen Gewebserneuerung,
sterben pro Sekunde bis zu einer Millionen Zellen in unserem Kérper. Weitere Beispiele fur phy-
siologisch auftretende apoptotische Zellen sind T-Zellen wahrend der Selektion im Thymus, so-
wie beschadigte Epithelzellen des respiratorischen oder Verdauungstraktes oder
Erythrozyten **. Die meisten dieser Zellen sterben durch die Caspasen-vermittelte Apoptose.
Trotz der hohen Frequenz an sterbenden Zellen sind im physiologischen Gleichgewichtszu-
stand, auch ,steady state” genannt, aufgrund der sehr effizienten Beseitigungsmechanismen

kaum apoptotische Zellen nachweisbar ***°.

Essentiell fur die Phagozytose ist die Unterscheidung zwischen ungefahrlichen und gefahrlichen,
sowie korpereigenen und korperfremden Partikeln bzw. Zellen. Die Eliminierung apoptotischer
Zellen wird in der Regel von professionellen Phagozyten wie DC und Makrophagen tbernom-
men *°. Sofern sich diese nicht in unmittelbarer Nahe befinden, kénnen sie durch die Sekretion
bestimmter ,find-me“Signale angelockt werden. Alternativ kbnnen auch nicht-professionelle
Phagozyten die Beseitigung der apoptotischen Zellen Gbernehmen, jedoch mit geringerer Effi-
zienz **". Zu den Phagozytoserezeptoren zahlen u.a. Fc-Rezeptoren, Komplementrezeptoren,
“Scavenger’-Rezeptoren sowie Lektinrezeptoren (Abb. 1.2). Diese Rezeptoren sind in der Lage,
Zellen aufgrund von Oberflachenstrukturen (Glykosylierungen, Lipide, bestimmte Proteinse-
guenzen oder Ladungen) zu unterscheiden und die Aufnahme der Zellen einzuleiten oder zu

verhindern ¥,

»Find me“ und , keep out“- Signale

Einige Gewebe, beispielsweise Epithelzellen im Darm, weisen eine hohe Zellerneuerungsrate
und somit eine hohe Frequenz an apoptotischen Zellen auf. Daher ist es von grof3er Bedeutung,
dass hier vor allem Phagozytose-fordernde Signale zur effektiven Beseitigung dieser Zellen ent-
sandt werden. Zu den find me-Signalen gehéren beispielsweise Lysophosphatidylcholin (LPC),
Sphingosin-1-Phosphat (S1P), die Nukleotidtriphosphate ATP und UTP, sowie ein ldslicher Teil
von CX5CL, %% wWahrend fir ATP, UTP und CX5CL, bereits in vivo und in vitro gezeigt wur-
de, dass sie in der Lage sind Phagozyten anzulocken, bedarf es zur Untermauerung der in vivo
Relevanz fiir LPC und S1P noch weiterer Studien *??. Generell wird die Phagozytose apoptoti-
scher Zellen als ein anti-inflammatorisches Ereignis angesehen, welches zwar Monozyten, aber

keine Neutrophile mit einbezieht °. Letzteres wird vermutlich durch das ,keep out“ Signal

5
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Lactoferrin verursacht, welches von apoptotischen Zellen sekretiert wird. Lactoferrin blockiert die
Migration von Neutrophilen ohne dabei die Rekrutierung von Monozyten zu beeinflussen und

verschiebt das Verhaltnis somit zugunsten einer anti-inflammatorischen Antwort .

»,Eat me“ und ,,don’t eat me”- Signale

Die Unterscheidung von apoptotischen Zellen und lebenden Zellen basiert auf dem unterschied-
lichen Expressionsmuster bestimmter Molekule auf der Zelloberflache. Die Exposition von
Phosphatidylserin (PS) ist dabei bis heute das am Besten charakterisierte Signal auf der Ober-
flache der apoptotischen Zelle . Derzeit sind verschiedene Rezeptoren beschrieben, die PS
direkt binden. Dazu gehéren ,brain-specific Angiogenese Inhibitor 1 (BAI1), Stabilin-2 oder Mit-
glieder der TIM Familie (T-Zell Immunglobulin und Mucin-Domane) TIM-1, TIM-3 und TIM-4 2%,
Darlber hinaus stellt externalisiertes AnxAl ein eat me-Signal auf apoptotischen Zellen dar, das
direkt an PS bindet *. Mittels Briickenmolekiile kénnen bestimmte Phagozytoserezeptoren je-
doch auch indirekt an PS binden. Integrine binden beispielsweise Uber das von aktivierten Pha-
gozyten-stammende Milk fat globule-EGF factor 8 protein (MFG-E8) an PS, oder die Mer Rezep-
tor Tyrosinkinase (Mer-TK) Uber das konstitutiv im Serum enthaltene Growth arrest-specific 6
(Gas6) ***. Briickenmolekiile der Collectin-Familie (SP-A, SP-D), Mannose-bindendes Lektin
oder auch der Collektin-ahnliche Komplementfaktor C1q kénnen dagegen Verdnderungen im
Glykosylierungs- oder Lipidmuster auf apoptotischen Zellen erkennen **%*". Die im Kontext der
Efferozytose beschriebene Interaktion von externalisiertem Calreticulin mit LRP1 auf dem Pha-

gozyten wird in Kapitel 1.7.3 ndher beschrieben.

In der Literatur wurde bislang eine Vielzahl weiterer Phagozytoserezeptoren beschrieben
(Abb. 1.2), die jedoch nach der initialen Veroéffentlichung oftmals nicht weiter charakterisiert wur-

den.

Zur Differenzierung apoptotischer und lebender Zellen werden auch don’t eat me Signale bend-
tigt, die zu Phagozytose-inhibierenden Interaktionen fuhren. Eines dieser don’t eat me Signale
auf lebenden Zellen ist CD31, das bei Anndherung an CD31 auf dem Phagozyten zu einer ho-
mophilen AbstoRBung filhrt und somit die Aufnahme verhindert *. Ein weiteres inhibitorisches
Signal stellt die Interaktion von CD47 und SIRPo auf dem Phagozyten dar *. Eat me-Signale
kénnen auch gleichzeitig mit don’t eat me Signalen présentiert werden. Entscheidend ist dann
die Relation bzw. Balance dieser entgegengesetzten Signale, die je nach Zellstatus differentiell

reguliert wird.
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Anx1-Rezeptor?
. Rezeptor fur PS

Mer-Tyrosin- oxLDL-like
kinase sites

CD36

Vitronectin-

Rezeptor Integrin

(GVB:»,, GVBS)

Abb. 1.2 - Ubersicht der Phagozytoserezeptoren fiir die Erkennung apoptotischer Zellen. (ilbernommen von

Dorner, 2007, adaptiert und modifiziert von Savill et al., Nat. Rev. Immunology, 2002)

1.2.2 Immunologische Konsequenzen der defekten Efferozytose

Der Prozess der Efferozytose wurde lange als ein nicht-aktiver immunologischer Vorgang ange-
sehen, da keine pro-inflammatorischen Zytokine sezerniert werden. Seit Ende der 1990er Jahre
hat sich diese Ansicht jedoch gewandelt, da gezeigt wurde, dass Efferozytose aktiv anti-

inflammatorische Zytokine induziert oder sogar Toleranz und in vivo auslésen kann 2.

Im Gegensatz zur Eliminierung pathogener Erreger oder nekrotischer Zellen resultiert die Besei-
tigung apoptotischer Zellen nicht in der Induktion einer pro-inflammatorischen Antwort und ist
somit nicht immunogen. Dies beruht auf dem kontrollierten Ablauf der Apoptose, bei dem die
Membranintegritat erhalten bleibt. Dadurch werden keine potentiell immunogenen Zellinhalte
freigesetzt, die als Gefahrensignal fungieren und pro-inflammatorisch wirken “°. Die Interaktion
einer apoptotischen Zelle mit dem Phagozyten |6st die Immunsuppression bereits auf Transkrip-
tionsebene der pro-inflammatorischen Zytokine TNF-o, granulocyte-macrophage-colony-
stimulating-factor (GM-CSF), Interleukin (IL)-12, IL-6, IL-13 und IL-18 aus und induziert die Ex-
pression anti-inflammatorische Zytokine, u.a. IL-10 und TGF-R **. Des Weiteren werden apopto-
tische Zellen im Phagozyten degradiert und die daraus resultierenden Selbst-Antigene den CD8"

T-Zellen iiber MHC | kreuzprasentiert **, was einen essentiellen Vorgang zur Erhaltung der peri-
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pheren Toleranz darstellt. Eine massive Akkumulation apoptotischer Zellen kann zur unzu-
reichenden Beseitigung der apoptotischen Zellen fiihren, da die zur Verfigung stehende Anzahl
an Phagozyten zu gering ist *°. Defekte in der Bindung, der Aufnahme oder der Prozesssierung
apoptotischer Zellen ermdglichen es den Zellen in die sekundére Nekrose tberzugehen. Dieses
spate Stadium des Zelltods fihrt zur Freisetzung toxischer Zellinhalte und Autoantigenen, was

anschlielRend zu einer Autoimmunreaktion fihren kann.

Effiziente Efferozytose allein reicht jedoch nicht aus, um Mause vor Autoimmunitét zu schitzen.
Die DNase2-defiziente Maus beispielsweise kann apoptotische Zellen phagozytieren, jedoch
nicht die darin enthaltene chromosomale DNA verdauen und entwickelt infolgedessen rheumato-
ide Arthritis (RA). In diesem speziellen Fall resultiert die chronische Entziindung aus der Akku-
mulation von DNA in Makrophagen, die zu deren Uberaktivierung und damit permanenten Aus-
schiittung von pro-inflammatorischen Zytokinen fiihrt **. Im Kontext von Autoimmunerkrankun-
gen wie SLE und RA spielen im Menschen nukledre Antigene ebenfalls eine entscheidende Rol-
le. Diverse Studien belegen in diesem Zusammenhang, dass Defekte in der Efferozytose einen
Ausgangspunkt dieser Krankheiten darstellen *°.

1.3 Antigenprasentation

Im Anschluss an die Aufnahme extrazellularer Antigene mittels Phagozytose oder Efferozytose,
sowie Rezeptor-vermittelter Endozytose oder Makropinozytose, wird das Antigen prozessiert
und den T-Zellen prasentiert. Die Prasentation kurzer Sequenzen des Antigens muss mittels
MHC-Molekilen auf der Oberflache professioneller APC (DC oder Makrophagen) erfolgen, da
eine Aktivierung der T-Zellen durch lésliches Antigen nicht mdglich ist. Exogene Antigene oder
mittels Autophagie internalisierte Membran- oder Zytosolproteine gelangen in die Endosomen,
werden dort weiter prozessiert und an MHC 1l Molekiile gebunden **°. Hingegen werden endo-
gene, falsch gefaltete oder virale Proteine, die nach Infektion in der Zelle exprimiert werden,
mittels Proteasomen in kleinere Peptide gespalten und mit Hilfe der ABC Transportern TAP1
und TAP2 in das endoplasmatische Retikulum transportiert. Dort werden diese Peptide erneut
verkurzt und anschlieBend an MHC | Molekile gebunden. Die resultierenden Antigen-MHC
Komplexe (pMHC) werden nachfolgend zur Zellmembran transportiert und kénnen dort von T-
Zellen mittels T-Zellrezeptor gebunden werden. MHC 1 ist in allen kernhaltigen Zellen vorhanden
und prasentierte Antigene werden hierbei von CD8" T-Zellen gebunden. MHC Il hingegen wird

spezifisch von DC und Makrophagen exprimiert, weswegen diese professionelle Antigen-
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prasentierenden Zellen exklusiv in der Lage sind CD4" T-Zell-Antworten zu induzieren *°. Um
eine effektive T-Zell-Antwort auszultsen, bendtigen APC, mit Ausnahme von DC, jedoch zusétz-
lich zur Antigenprasentation noch einen weiteren Stimulus. Dieser erfolgt tber Pattern Recogni-
tion Receptor (PRR), wie z.B. Toll-like Rezeptoren oder nucleotide-binding oligomerization do-
main (NOD) und die Bindung an deren Liganden. Dieser zweite Stimulus fihrt zur finalen Rei-
fung und Aktivierung der APC durch Hochregulation der MHC Il Molekile und von co-
stimulatorischen Rezeptoren wie CD80 und CD86. Dariiber hinaus produzieren diese aktivierten
APCs bestimmte Zytokine und Chemokine (u.a. TNF-a, IL-6, IL-12), sowie den Chemokinrezep-
tor CCR7 in DC, der sie zur Migration zu den T-Zellen in den Lymphknoten befahigt °.

Antigen-Kreuzprasentation

Einen speziellen Fall der Antigenprésentation stellt die Kreuzprasentation dar, die zum Erhalt
der Selbst-Toleranz beitragt. Dieser Prozess beschreibt die Fahigkeit der DC auch exogene An-
tigene mittels MHC | den zytotoxischen T-Zellen prasentieren zu konnen. Die Kreuzprasentation
wurde bislang einer speziellen DC Population zugeschrieben, wohingegen neuere Studien je-
doch eher eine grundsatzliche Fahigkeit aller DC mit unterschiedlicher Effizienz in den Subpopu-
lationen beschreiben. Die effizienteste Kreuzprasentation erfolgt durch CD8a" DC im murinen
und die CD141" DC im humanen System “°*’. Der intrazellulér ablaufende Mechanismus ist bis-
lang nicht eindeutig geklart und es stehen aktuell zwei Varianten zur Diskussion. Im kanoni-
schen Signalweg werden die durch Endozytose aufgenommenen Partikel ins Zytosol freigesetzt
und mittels Proteasom prozessiert, um anschlieBend im endoplasmatischen Retikulum auf
MHC | geladen zu werden. Die zweite Variante beschreibt einen Proteasom- und Zytosol-
unabh&ngigen Prozess, bei dem MHC | direkt im Endosom mit Peptiden beladen wird “°. Beide
Varianten konnten bislang nicht fundiert belegt werden und bedtrfen weiterer Studien.

1.4  T-Zell-Aktivierung

Fir die T-Zell-Aktivierung sind vor allem DC von grof3er Bedeutung, wahrend Makrophagen eher
eine untergeordnete Rolle spielen. In vitro und in vivo konnte gezeigt werden, dass DC in der

Lage sind, direkt naive CD4" T-Zellen sowie zytotoxische CD8" T-Zellen zu aktivieren °.
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In sekundar-lymphoiden Organen erfordert die T-Zell-Aktivierung drei von der DC ausgehende
Signale: (1) Die T-Zell-Rezeptor (TZR)-Bindung an pMHC, (2) die Co-Stimulation durch Co-
Rezeptoren der B7-Familie auf Oberflache der DC und (3) ein durch die DC erzeugtes Zytokin-
milieu *°. Das erste Signal hangt ausschlieRlich von der T-Zelle, der Spezifitit inres TZR sowie
dem Kriterium ab, ob sie CD4 oder CD8 als Co-Rezeptoren fur den TZR tragt. Die anderen bei-
den Signale hingegen sind DC-basiert. Die Qualitat und Quantitat der Signale entscheiden letzt-
endlich Uber die Form der induzierten T-Zell-Antwort, da die co-stimulatorischen Molekile CD80
und CD86 auf der DC verschiedene Proteine auf der T-Zelle binden kénnen und dadurch unter-
schiedliche Effekte induzieren >*°. Wahrend eine Bindung an CD28 zum Uberleben, zur Prolife-
ration sowie zur IL-2 mRNA Stabilitt in der T-Zelle fihrt, resultiert eine Bindung an den inhibito-
rischen Rezeptor CTLA-4 auf der T-Zelle in einer Unterdriickung der pro-inflammatorischen T-
Zellantwort. Des Weiteren kénnen DC weitere Mitglieder der B7 Familie, (PD-L1 & PD-L2) ex-
primieren, die durch die Bindung an PD-1 auf der T-Zelle deren Aktivierung negativ regulieren *°.
Das fur Signal 3 entscheidende Zytokinmilieu wird vor allem durch IL-12, sowie IL-6 oder TGF-3
definiert. IL-12 und IL-6 fihren hierbei zur Aktivierung der T-Zelle, wahrend TGF- zur Inhibition
fuhrt. Die exakte Feinabstimmung in der Kombination aller 3 Signale entscheidet letztendlich, ob

die T-Zelle aktiviert wird und in welche Subpopulation sie sich differenziert >*.

1.5 Immunologische Toleranz

Um Autoimmunreaktionen zu vermeiden, werden Kontrollmechanismen benétigt, die selbstreak-
tive T-Zellen friihzeitig eliminieren oder inaktivieren. Bereits zu Beginn der T-Zell-Entwicklung
wird im Rahmen der zentralen Toleranz im Thymus weitgehend verhindert, dass autoreaktive T-
Zellen Uberhaupt in die Peripherie gelangen. Ein Teil der autoreaktiven T-Zellen entkommt je-
doch der strengen negativen Selektion im Thymus und wird in die Peripherie freigesetzt *. Zur
Eliminierung verbliebener autoreaktiver Zellen werden daher Mechanismen der peripheren Tole-

ranz bendtigt °*°3,

1.5.1 Periphere Toleranz

Bei der peripheren Toleranzinduktion existieren verschiedene Kontrollmechanismen. Autoreakti-
ve T-Zellen kdnnen durch Mechanismen der Ignoranz, Anergie, und Deletion inaktiviert oder
beseitigt werden (Abb. 1.3). Des Weiteren kann eine Konversion von Effektor-T-Zellen (Teg) in

regulatorische T-Zellen (T.ey) erfolgen.
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A) T-Zell-lgnoranz B) T-Zell-Anergie C) T,eg-Induktion D) T-Zell-Apoptose
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Abb. 1.3 - T-Zell-intrinsische Mechanismen der peripheren Toleranz. A) Ignoranz der T-Zelle beziglich des
Antigens. Das Antigen ist entweder fur die T-Zelle nicht zugénglich, da es z.B. in immunprivilegierten Geweben vor-
liegt oder der Grenzwert fir die Aktivierung nicht Uberschritten wird. B) Die T-Zelle bindet mit inhibitorischen Moleki-
len (CTLA-4 oder PD-1) an APC-basierte Molekiile (CD80/86, PD-L1/2) und wird in den Zustand der Anergie versetzt.
C) Die T-Zelle wird durch die Bindung eines Autoantigens voll aktiviert, entwickelt sich jedoch aufgrund der von der
APC sekretierten Zytokine (z.B. TGF-3 oder IL-10) in eine regulatorische T-Zelle und verhindert somit aktiv eine Auto-
immunreaktion. D) Autoreaktive T-Zellen kdnnen nach Kontakt mit einem Selbstantigen deletiert werden, indem sie
durch Hochregulation von CD95L und dessen Signaltransduktion durch Bindung an CD95 den AICD (activation in-
duced cell death) sterben. (adaptiert und modifiziert von Walker und Abbas, Nat. Rev. Immunology, 2002)

Im Fall der Ignoranz besitzt die T-Zelle keinen Zugang zu dem (Selbst-) Antigen. Beispiele hier-
fur sind die immunprivilegierten Bereiche wie das Auge oder das Hirn bedingt durch die Blut-
Hirn-Schranke. Des Weiteren kann die Menge an Antigen unter dem Schwellenwert liegen, der
Uberschritten werden muss, um eine T-Zell-Antwort zu induzieren ***°. Bei der Anergie hingegen
hat die T-Zelle zwar mittels TZR den Peptid-MHC-Komplex (pMHC) gebunden, bleibt jedoch
dauerhaft inaktiviert, weil sie kein ein co-stimulatorisches Signal empfangt. Beim primaren Kon-
takt bzw. der Aktivierung der T-Zelle erfolgt dies durch die Interaktion zwischen CTLA-4 auf der
T-Zelle und Molekulen der B7-Familie (CD80/CD86) auf der Oberflache APC. Zuvor tolerisierte
T-Zellen, welche in periphere Gewebe migrieren, werden durch die Interaktion zwischen PD-1
und PD-L1 in den Status der Anergie versetzt. Zudem blockiert die PD-1/PD-L1 Interaktion die
Migration in die Peripherie und reguliert die Dauer des T-Zell-DC-Kontaktes, der fur die volle

Aktivierung von T-Zellen notwendig ist, negativ.>*®. Der anerge Status der T-Zelle 4uRert sich
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in einer Inhibition der T-Zell-Signaltransduktion und einer verminderten IL-2-Produktion, welche

fur die Proliferation von T-Zellen benétigt wird.>.

Die Konversion einer autoreaktiven Zelle in eine regulatorische T-Zelle ist ein weiterer Mecha-
nismus der peripheren Toleranzinduktion. Diese Umwandlung erfordert, genau wie die Anergie,
die Interaktion mit einer tolerogenen DC, die diese Konversion mittels eines speziellen Zytokin-

milieus forciert -2,

Letztendlich besteht die Mdéglichkeit, dass die T-Zelle durch Apoptoseinduktion (,activation in-
duced cell death®, AICD) deletiert wird. Nach wiederholter Bindung an MHC-prasentierte Autoan-
tigene wird durch die Hochregulation von CD95L und dessen Interaktion mit seinem Rezeptor

CD95 auf der T-Zelle die Caspasen-abhangige Apoptose aktiviert °*°°,

1.5.2 Pro-und anti-inflammatorische APCs

DC sind eine heterogene Population APC, die sich in ihrer Entwicklung und in ihrem Reifungs-
und Aktivierungsstatus unterscheiden und dadurch sowohl Immunitat als auch Toleranz induzie-
ren kénnen °°. Unter ,steady state* Bedingungen, sprich im physiologischen Gleichgewichtszu-
stand, kénnen DC schnell auf verschiedene Stimuli reagieren, die dartiber entscheiden ob die
DC eine pro- oder anti-inflammatorische Antwort induziert ®’. Die Fahigkeit, sowohl endogene
als auch exogene Strukturen zu erkennen, verleiht der DC eine entscheidende Rolle an der Ver-
knupfungsstelle zwischen angeborener und adaptiver Immunitat. Die tolerogene DC kann nach
wie vor den T-Zellen Antigene mittels MHC prasentieren, jedoch die Balance zwischen co-
stimulatorischen (CD80 & CD86) und co-inhibitorischen (PD-L1) Signalen zugunsten der inhibi-
torischen verschoben und induziert dadurch T-Zell-Anergie oder die Konversion zu regulatori-
schen T-Zellen. DC mit tolerogenem Phanotyp reagieren vermindert auf pro-inflammatorische
Stimuli, wie z.B. Toll-like-Rezeptor Liganden oder CD40L. Allerdings kann die Migrationsfahig-
keit durch die reduzierte Expression des c-c-Chemokinrezeptors 7 (CCR7) vermindert sein, so
dass die tolerogene DC nicht in sekundare lymphoide Organe migrieren kann, um dort mit T-
Zellen zu interagieren >°’. Eine Ubersicht der genannten, sowie weiteren Charakteristika einer

tolerogenen DC ist in Abb. 1.4 dargestellt.
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Abb. 1.4 - Charakteristika einer tolerogenen DC in vitro. Tolerogene DC besitzen je nach Art ihrer Entstehung,
beziehungsweise Aktivierung, unterschiedlichste Phanotypen, welche folgende Charakteristika umfassen kdnnen:
Herunterregulation von MHC /1l Molekdlen, pro-inflammatorischen Zytokinen (IL-12p70), co-stimulatorischen Moleku-
len (CD80/CD86), sowie der Antigen-Internalisierung und der Aktivierung von nuclear factor 'kappa-light-chain-
enhancer of activated B-cells (NF-kB). Im Gegenzug kénnen Parameter wie die TGF-3 und IL-10 Sekretion, inhibitori-
sche Molekile (PD-L1), Apoptose-induzierende Molekile (CD95L), sowie die Expansion regulatorischer T-Zellen, die
Migration in sekundére lymphoide Signale und die IDO- und HO1-Expression hochreguliert werden.(adaptiert und

modifiziert von Morelli & Thomson, Nature Reviews Immunology, 2007)

Einer der Schlisselfaktoren dieser tolerogenen DC ist die inhibierte IL-12p70 Sekretion, die
essentiell fur die T-Zell-Aktivierung ist. Im Gegenzug dazu kdnnen anti-inflammatorische Zytoki-
ne wie z.B. IL-10 oder TGF-8 hochreguliert werden, was wiederum zur Konversion von naiven
CD4" T-Zellen in regulatorische T-Zellen fiihrt. Intrazellular wird die Reifung der DC unter ande-
rem durch die Inhibition der Translokation des Transkriptionsfaktors nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B-cells (NF-«B) in den Nukleus verhindert (Rutella, Danese, &
Leone, 2006; Promotionsarbeit V. Jahndel, 2013).

Der Phanotyp tolerogener DC wurde bislang vor allem in vitro beschrieben. Der eigentliche Be-
griff der Toleranz ist jedoch ein Phanomen, dass das Zusammenspiel vieler Faktoren des Im-

munsystems, beziehungsweise die Interaktion zwischen DC und T-Zelle erfordert und deshalb in
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vivo betrachtet werden sollte. Sowohl Kurts et al., als auch Steinman et al. und Huang et al.,
legten mit ihren Studien den Grundstein auf dem Gebiet der Toleranzinduktion in vivo. Kurts et
al. transferierten Ovalbumin (OVA) -spezifische CD8" T-Zellen in transgene Mause, die OVA in
den R-Zellen des Pankreas exprimieren. Anhand dieses in vivo Modells konnten sie zeigen,
dass der adaptive T-Zell-Transfer nicht zu der Auslésung einer Immunreaktion fuihrte, sondern in
der Proliferation und anschlieRenden Deletion der T-Zellen resultierte *°. Durch eine andere Stu-
die von Huang und Kollegen konnte spater belegt werden, dass fur Toleranzinduktion insbeson-
dere DC essentiell sind, da sie permanent Antigen von apoptotischen Epithelzellen zum Lymph-
knoten und somit in die unmittelbare Néhe von T-Zellen transportieren *°. Dies wurde spéter
durch die Studien von Steinman untermauert, der als erster diese steady state DC analysierte.
Dabei wurde deutlich, dass steady state DC effizient die Proliferation spezifischer CD4" T-Zellen
induzieren, diese jedoch nicht in Effektor-T-Zellen differenzieren, und selbst unresponsiv gegen-
Uber einer Stimulation mit Freund‘'s Adjuvanz bleiben. Anergie spielte in diesem Kontext eine

untergeordnete Rolle °.

Heutzutage ist es unumstritten, dass tolerogene DC ein Schlisselfaktor der peripheren Toleranz
in vivo sind und sie durch die Aufnahme und Prasentation von Selbstantigenen ihren Phéanotyp
so modifizieren konnen, dass eine T-Zell-basierte Autoimmunreaktion verhindert wird. Eine
exakte Klassifizierung einer DC anhand eines genau definierten Musters an Oberflachenmar-
kern oder Zytokinen ist jedoch nicht moglich. Eine tolerogene DC definiert sich viel mehr Uber
das Zusammenspiel mehrerer, aber nicht zwingend aller hier beschriebenen Oberflachenmarker

und Zytokine.

Makrophagen & DC, redundante Funktionen?

Ahnlich wie bei den DC ist auch die Diversitit der Makrophagen groR, was in einer Vielzahl un-
terschiedlicher Subtypen resultiert. Wahrend DC vor allem sehr effiziente APCs darstellen, be-
sitzen Makrophagen eine hohere Phagozytoseeffizienz. Viele der pro- und anti-
inflammatorischen Signalwege sind jedoch weitgehend identisch ™. Bis vor wenigen Jahren
wurden Makrophagen als Teil des angeborenen Immunsystems strikt von DC getrennt und als
separater Zelltyp betrachtet. Neuere Studien beinhalten jedoch immer mehr Evidenzen, dass
diese beiden Zelltypen nicht so verschieden sind und teilweise interagieren, um die Funktion der

anderen zu vervollstandigen .
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Abb. 1.5 - Ubersicht der Charakteristika von DC und Makrophagen. Sowohl DC als auch Makrophagen sind in
der Lage naive T-Zellen zu stimulieren, Antigen zu prasentieren und zu phagozytieren, sowie Zytotoxizitat zu vermit-
teln. DC kénnen darliber hinaus Toleranz induzieren, wahrend Makrophagen Tumore infiltrieren und Fibrose induzie-
ren kdnnen. Beide Zellarten besitzen gemeinsame Marker wie, F4/80, CSF1-R, CD11b, CD68 und MHC Il. Exklusive
Marker fir DC sind BDCA-1, DC-SIGN, CD11c, CD80 und CD86. (adaptiert und modifiziert von Fehrenbach & Hug-
hes, Kidney International, 2008)

Insbesondere Lin und Kollegen konnten schon 2005 anhand von knock out-Studien zeigen, dass
der klassische Makrophagenrezeptor F4/80 essentiell flr die Erhaltung antigenspezifischer peri-
pherer Toleranz ist "2. Eine weitere Studie von Rothoeft und Kollegen konnte im direkten Ver-
gleich zeigen, dass sowohl DC als auch Makrophagen eine immunologische Synapse mit naiven
T-Zellen ausbilden kénnen. DC sind darin lediglich effizienter, indem sie zur vermehrten Produk-
tion von IL-2 und Interferon-gamma (IFN-y) fihren, wahrend Makrophagen insbesondere zur IL-
4-Sekretion fiihren ", Eine weitere Studie von Guan und Kollegen belegt die immunsuppressive
Funktion von Makrophagen in vivo, indem sie zeigen, dass Makrophagen die Autoimmunitét im
Experimentellen-Autoimmun-Enzephalitis-Modell (EAE) verhindern . Allerdings sollte sowohl
bei diesen und anderen Studien beachtet werden, dass die Differenzierung zwischen APC, DC
und Makrophagen oft nicht eindeutig ist und anhand eines einzelnen Markers nicht sicher auf

einen ganz spezifischen Zelltyp geschlossen werden kann. Viele Veroéffentlichungen zielen auf
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eine klare Differenzierung zwischen DC und Makrophagen ab. Bei genauerer Betrachtung sind
die Grenzen jedoch nicht klar definiert und unumestritten ist nur, dass beide Zellen zu den mono-
nuklearen Phagozyten gehdren. Eine Ubersicht einiger grundlegender Gemeinsamkeiten sowie
Unterschiede von DC und Makrophagen ist in Abbildung 1.5 dargestelit.

M1 & M2 Makrophagen

Analog zu den DC gibt es auch bei Makrophagen verschiedene Subtypen basierend auf unter-
schiedlichen Ph&notypen und Funktionen. Im Gegensatz zu DC spricht man hier allerdings nicht
von tolerogenen, sondern von klassisch aktivierten (M1) und alternativ aktivierten (AAM) bezie-
hungsweise suppressiven Makrophagen (M2). Die M1-Makrophagen stehen dabei fir pro-
inflammatorische Makrophagen, die nach TLR oder IFN-y Stimulation eine pro-inflammatorische
Antwort durch die Sekretion von Zytokinen (u.a. TNF-a, IL-6, IL-12, IL-23) auslésen. M2-
Makrophagen hingegen wirken eher immunsuppressiv, tragen zur Wundheilung bei und induzie-
ren anti-inflammatorische T-Zell-Antworten, indem sie Zytokine wie IL-4, IL-10 und IL-13 oder
IL1Ra hochregulieren. Die beiden Subtypen werden im Wesentlichen durch die Expression von
iINOS (M1) und Arginase-1 (M2), sowie durch Metalloproteinasen-Aktivitat differenziert. Dennoch
ist keiner dieser drei Marker ein exklusives Kriterium. Im direkten Vergleich sind vielmehr die

relativen Konzentrationen und die Kombination weiterer Marker entscheidend fiir die Funktion >~
77

M2-Makrophagen werden in weitere Subtypen unterteilt (M2a-M2d), deren gemeinsames Merk-
mal die hohe Expression von Mannose-, Galactose- und Scavenger Rezeptoren ist. Nach Stimu-
lation sezernieren sie verminderte Mengen IL-2 und IL-23 und sowie vermehrt IL-10. Auch im
Chemokinmuster lassen sich klare Unterschiede zu M1-Makrophagen finden. Genau wie tolero-
gene DC induzieren M2-Makrophagen weitestgehend anti-inflammatorische T-Zell-Antworten
und stellen somit die negative Ruckkopplung zu der M1-induzierten pro-inflammatorischen T-

Zell-Antwort dar 7.

AbschlieBend ist festzuhalten, dass ein ausbalanciertes System aus sowohl pro- als auch anti-
inflammatorischen DC bzw. Makrophagen vorhanden sein muss, um Pathogene erfolgreich zu

bekampfen und gleichzeitig den Organismus vor Autoimmunerkrankungen zu schiitzen.

16



1 - Einleitung

1.6 Annexin Al

Annexin Al (AnxAl) gehdrt zur Superfamilie der Annexine, die evolutiondr hoch konserviert ist
und sowohl im Menschen und Tier als auch in Pflanzen vorkommt "®"°, Die Familie umfasst 12
Mitglieder (AnxA1-AnxA13), wobei AnxAl2 ein Pseudogen darstellt. Der Name stammt vom
lateinischen ,annexus” (Verbindung) ab und ist auf die Fahigkeit zurickzufihren, dass Annexine
an Membranen binden. Einige Annexine (AnxAl, AnxA2, AnxA4-7 und AnxA11) werden ubiqui-
tar exprimiert, wohingegen AnxA9 selektiv nur in der Zunge oder AnxA13 in Dunndarm sowie
einigen Lymphozyten zu finden ist 8%, Generell handelt es sich bei den Annexinen um zytosoli-
sche Proteine, die mit Membrankomponenten oder Proteinen des Zytoskeletts interagieren kon-
nen und dadurch die Motilitat oder intrazellulare Prozesse wie Endozytose beeinflussen . Wéh-
rend der Apoptose kann AnxAl aber auch an die Zelloberflache translozieren, bindet dort an PS

und dient eventuell als friihes eat me-Signal fiir Phagozyten %3,

AnxAl ist besonders stark in Immunzellen, sowie in Zellen der Hirnanhangdriise und des Hypo-
thalamus und verschiedenen Epithelzellen exprimiert %>, Die héchste AnxAl-Expression wei-
sen Neutrophile auf, bei denen AnxAl bis zu 4% der Gesamtproteinmenge ausmacht. Auch in
Monozyten sind gré3ere Mengen AnxAl detektierbar, wahrend die Expression in Makrophagen,
DC oder T-Zellen vergleichbar gering bzw. in B-Zellen gar nicht vorhanden ist . In der Regel
exprimieren alle héheren Eukaryoten mehrere Annexine, jedoch gibt es kein Annexin, das in
allen Zelltypen vorhanden ist. Daher liegt die Vermutung nahe, dass die Annexin-Expression

gewebsspezifisch und abhéngig vom Entwicklungsstand reguliert wird 8.

1.6.1 AnxA1-Struktur

Alle Mitglieder der Annexinfamilie besitzen einen kiirzeren, sehr variablen N-Terminus, der ein-
zigartig fur jedes Annexin ist, sowie eine langere, hoch konservierte, C-terminale Kerndomane.
Die Kerndomane besteht, mit Ausnahme von AnxA6, aus vier internen Wiederholungen und
verfugt Uber acht fur die Koordination an die Zellmembran relevante Calicumbindungsstellen
(Abb. 1.6) ®'. Jede Wiederholung innerhalb der Kerndomane ist ca. 70 Aminoséuren (AS) lang
und bildet funf a-Helices aus, die sich wiederum zu einer rechtsgewundenen Superhelix formie-
ren. Durch Rdntgenstrukturanalysen der meisten S&uger-Annexine konnte festgestellt werden,
dass die hohe Konservierung vor allem in den ausgebildeten Sekundar- und Tertiarstrukturen

wiederzufinden ist #. Der N-Terminus kann posttranslational in Form von Phosphorylierung oder
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Myristoylierung modifiziert werden und wird aufgrund seiner Diversitat zwischen den Familien-
mitgliedern fiir die differentielle Funktionen der jeweiligen Annexine beschrieben %', Die erste
Kristallstruktur des humanen AnxAl wurde bereits 1993 von Weng et al. beschrieben und um-
fasste eine um die ersten 32 Aminosauren verkirzte Version, die in der Gegenwart von Calcium
kristallisiert wurde 8. Zehn Jahre spater kristallisierten Rosengarth und Kollegen als Erste die
Struktur des kompletten (porkinen) Proteins (Abb. 6) sowohl in der Anwesenheit als auch in der
Abwesenheit von Calcium.

A Phosphorylierungsstelle

N-terminale Doméne

Proteolytische
Schnittstelle

Kerndoméane

Anti-Flamminsequenz

Calciumumionen

Abb. 1.6 - AnxAl Struktur. A) Schematische Darstellung des AnxAl Aufbaus. B) Die Tertiarstruktur des porkinen
AnxAl in Abwesenheit von Calcium. Der N-Terminus ist in gelb dargestellt und die 4 Einheiten der Kerndoméne in
verschiedenen Farben (I: rot, II: griin, lll: blau, IV=lila). C) Tertiarstruktur der Kerndoméne des humanen AnxA1l ohne

den N-Terminus. Gebundene Calciumionen sind als orangene Kugeln dargestellt. (adaptiert von Luecke/Rosengarth)

Dabei wurde erstmalig eine Calcium-abhangige Konformationsdnderung von AnxAl beobachtet.
In Abwesenheit von Calcium formt die N-terminale Doméane zwei a-Helices, und die erste dieser
Helices (Aminosauren 2-12) klappt in die Kerndoméne. Dadurch ist der N-Terminus fur post-
translationale Modifikationen nicht mehr zuganglich. In Gegenwart von Calcium jedoch klappt
dieser N-Terminus aus der Kerndomane heraus und ist aufgrund einer sehr flexiblen Verbin-
dungsstelle zum Kern relativ frei beweglich. In dieser Position ist er in der Lage, modifiziert zu

werden oder Interaktionspartner zu binden %%,
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1.6.2 Externalisierung und proteolytische Spaltung von AnxAl

Die Studien unserer Gruppe konnten zeigen, dass die AnxAl-Translokation an die Oberflache
friih-apoptotischer Zellen parallel zu der Exposition von PS erfolgt ®. Diese AnxA1-Translokation
ist unabhangig von der Art der Apoptoseinduktion, benétigt jedoch Caspasen, Caliciuminflux und
ATP *. Der genaue Translokationsmechanismus ist bislang ungeklart, da sowohl AnxAl als
auch alle anderen Familienmitglieder kein fur die Externalisierung bendtigtes hydrophobes Sig-
nalpeptid besitzen und somit der klassische Sekretionsweg ausgeschlossen ist. Weitere Studien
untermauern dies, da die Verwendung von Inhibitoren der klassischen Sekretion die AnxAl Ex-
ternalisierung nicht verhinderte. In Frage kdme somit noch die unkonventionelle Proteinsekreti-

on, die bislang fiir AnxA1 lediglich in der Hirnanhangdriise nachgewiesen werden konnte 93,

Im Anschluss an die Externalisierung kann der N-Terminus von AnxAl an verschiedenen Ami-
nosaurepositionen proteolytisch durch Elastase oder Proteinase 3 gespalten werden, so dass
unterschiedlich lange N-Termini freigesetzt werden *. Das die Aminosauren 2-26 umfassende
Peptid (Ac2-26) wurde in vivo im Kontext einer akuten Entziindungsreaktion bereits mehrfach

als anti-inflammatorisches Signal beschrieben *.

Klinisch auffallig sind grof3ere Mengen gespaltenen AnxAl in Bronchialflissigkeiten von Patien-
ten, die an zystischer Fibrose oder anderen Lungenerkrankungen leiden. Diese erhéhten Men-
gen AnxAl koénnen in der Regel mit einer erhdhten Anzahl an Neutrophilen korreliert wer-

den 96,97

1.6.3 Immunologische Funktionen von AnxAl

Die Bedeutung von AnxAl in Bezug auf immunologische Prozesse wurde schon 1980 von
Blackwell und Kollegen beschrieben, die zeigen konnten, dass die anti-inflammatorische Aktivi-
tat von Glucocorticoiden zum Teil durch AnxAl vermittelt wird. Glucocorticoide stimulieren so-
wohl die Expression als auch Sekretion von AnxAl und verhindern die Eicosanoid-Synthese.
Dies wird mit einer inhibierenden Wirkung von AnxAl auf die sekretorische (sPLA2) und auf die
zytosolische Phospholipase A2 (cPLA2) in Verbindung gebracht, die die Freisetzung von Ara-

chidonsé&ure aus Fettsauren katalysiert 998

Diverse Studien konnten zeigen, dass extrazellulares AnxAl in der Lage ist, verschiedene Arten

von Immunzellen sowohl in vitro als auch in vivo zu beeinflussen. Mittels intravendéser Injektion
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des N-Terminus (Ac2-26) oder des gesamten Proteins konnte in vivo gezeigt werden, dass
AnxAl die Neutrophilen- und Monozyten- Extravasation in entztindetes Gewebe hemmen kann,
in dem es an Formyl-Peptid-Rezeptoren (FPR) bindet und dadurch anti-inflammatorisch

wirkt 100,101

Im Kontext der Efferozytose wurde AnxAl in verschiedenen Zelltypen moglicherweise als eat
me-Signal beschrieben und verhindert, dass durch die Freisetzung intrazellularer Gefahrensig-
nalen eine pro-inflammatorische Antwort ausgeldst wird *°. Jedoch sind die Publikationen in
Bezug auf den Status der apoptotischen Zelle, die relevanten AnxAl-Doméanen, sowie den Pha-

gozytoserezeptor kontrovers ‘%1%

. Neben der Funktion von AnxAl als eat me-Signal auf
apoptotischen Zellen konnte durch die Inkubation mit rekombinantem AnxAl gezeigt werden,
dass AnxAl dartber hinaus auch die Reifung der DC beeinflusst. Dies &uf3ert sich in der Supp-
ression der TLR-induzierten Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine, sowie der Herunterregu-
lation der co-stimulatorischen Marker CD80 und CD86. Diese Immunsuppression konnte auf die
Inhibition des NF-kB Signalwegs zuriickgefuihrt werden. Die Sekretion pro-inflammatorischer
Zytokine (TNF-a, IL-6, IL-12) ist bereits auf transkriptioneller Ebene reduziert, wohingegen die
Expression anti-inflammatorischer Zytokine unbeeinflusst bleibt. In vivo konnte au3erdem ge-
zeigt werden, dass Antigen-spezifische, zytotoxische T-Zell-Antworten in Abhangigkeit von
AnxAl inhibiert werden. Im Tumormodell war sowohl die Anti-Tumorantwort als auch die Tumo-
rabstof3ung nach Vakzinierung gegen Tumorantigene supprimiert, was AnxAl einen immunsup-

pressiven Charakter in Bezug auf Antigenpréasentation zuweist .

Interessanterweise konnten D’Acquisto und Kollegen zeigen, dass der direkte Effekt von AnxAl
auf naive T-Zellen kontrar zu dem Effekt auf DC und Makrophagen ist, da AnxAl hier gezielt
eine tendenziell pro-inflammatorische T-Zell-Antwort induziert. Anhand eines Kollagen-
induzierten Athritismodell (KIA) konnte nachgewiesen werden, dass die Behandlung mit AnxAl
wahrend der Immunisierung mit Kollagen die Symptomatik deutlich verschlechtert, weil in die-
sem Mausmodell vor allem pro-inflammatorische T-Zell-Antworten eine Rolle spielen .
D’Acquisto und Kollegen analysierten zudem die Funktion von endogenem AnxAl anhand von
T-Zellen aus der AnxAl-defizienten Maus. Sie konnten zeigen, dass die T-Zell-Aktivierung nach
Stimulation (anti-CD3/CD28) vermindert ist und diese T-Zellen eher eine anti-inflammatorische
T-Zell-Antwort ausldsen, indem sie grofRere Mengen an IL-4 und IL-13 sekretieren. Das Fazit
war somit, dass AnxAl pro-inflammatorische T-Zell-Antworten forciert, wahrend es aktiv anti-
inflammatorische T-Zell-Antworten unterdriickt . Diese Erkenntnis wurde jedoch vor kurzem

durch eine Studie von Yang und Kollegen in Frage gestellt, die das Gegenteil zeigte. Unter Ver-
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wendung anderer Mausmodelle beschrieben Yang und Kollegen eine erhdhte antigen-induzierte
Proliferationsrate von T-Zellen in Abhangigkeit von AnxAl. Daruber hinaus zeigten OVA-
spezifische CD4'T-Zellen (OT-ll Zellen) aus AnxAl-defizienten Mausen eine generell hohere
Proliferationsrate als Wildtyp OT-II Zellen, nachdem sie in Wildtypmdause transplantiert wurden.
Ausgehend von dieser Studie lasst sich anstatt der Differenzierung in eine bestimmte T-Zell-
Antwort eher auf eine anti-inflammatorische Rolle fiir AnxAl in Form von reduzierter CD4" T-
Zell-Aktivierung schlieBen **. Insgesamt entwickelt die AnxAl-defiziente Maus keinen ausge-
pragtem Phé&notyp, was darin begriindet sein kann, dass andere Annexine im Gegenzug hoch-
reguliert werden und den AnxAl-Verlust kompensieren konnen, sofern redundante Funktionen
vorliegen (Promotionsarbeit B. Linke, 2011). Lediglich die verstarkte Immunreaktion in verschie-
denen in vivo Modellen zu akuten und chronischen Entziindungen, sowie die Uberempfindlich-
keit gegen sublethale Dosen von Endotoxin sprechen fiir einen immunologisch gepragten Pha-

notyp der AnxA1-defizienten Maus ****12,

1.6.4 AnxAl-Rezeptoren

Bereits in den spaten 90er Jahren entdeckten verschiedene Gruppen, dass AnxAl mit Affinita-
ten im mikromolaren Bereich an die Oberflache von Monozyten, Neutrophilen und Zellen der
Hirnanhangdrise binden kann. Diese Bindung war Calcium-abhangig, konnte gesattigt und mit-
tels Vorbehandlung mit Trypsin inhibiert werden, was insgesamt auf einen membranstandigen,
proteindsen Rezeptor hinweist *****. Wenige Jahre spéater wurde festgestellt, dass es sich bei
den identifizierten Rezeptoren um Mitglieder der Formyl-Peptid-Rezeptor (FPR) Familie handelte
80115 |m Menschen umfasst diese G-Protein-gekoppelte Rezeptor (GPCR)- Familie drei Mitglie-
der: FPR1, FPR2 bzw. FPR-like-1 (FPR-L1), sowie FPR3 bzw. FPR-L2. In der Maus gestaltet es
sich komplexer, da hier sechs Gene der FPR Familie identifiziert wurden *°. Eines dieser Gene
wird jedoch gar nicht und zwei andere nur in Zellen der Skelettmuskulatur exprimiert. Die ver-
bleibenden drei Gene werden in Leukozyten exprimiert und heien fprl, fpr-rs1 und fpr-rs2. Fprl
ist in diesem Fall das Analog zu FPR1, besitzt jedoch eine geringere Bindungsaffinitat fir den
Hauptliganden der Rezeptorfamilie, N-formyliertes Methionin-Leucin-Phenylalanin (fMLP) °.
Fpr-rs1 und fpr-rs2 sind nahe verwandt mit dem humanen FPR-L1, wahrend bislang kein muri-
nes Ortholog zu dem humanen FPRL-2 beschrieben wurde. Die Bindung dieser Rezeptoren an
fMLP bakteriellen oder mitochondrialen Ursprungs fiihrt zur Leukozytenrekrutierung an den Ort
der Infektion bzw. des entziindeten Gewebes *°. Funktionell betrachtet l4sst dies die FPR als

AnxAl-Rezeptor in Frage kommen, da auch AnxAl die Rekrutierung von Leukozyten beein-
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flusst **"**8. Eine Studie mit FPR1 bzw. Fpr-rs2-defizienten Mausen konnte dies bestétigen, da
die AnxAl-vermittelte Inhibition der Leukozytenmigration und die Bindung an Monozyten in die-
sen Mausen teilweise reduziert war *°. Dariiber hinaus konnte der AnxA1l-Effekt mittels des
FPR-Inhibitors tBoc-Met-Leu-Phe (Boc1l) in einem Peritonitis Mausmodell geblockt werden. Inte-
ressanterweise ist die Bindung von AnxAl an den FPR in Fprl-defizienten Mausen jedoch nur
teilweise inhibiert, was darauf schliel3en lasst, dass noch weitere AnxAl-Rezeptoren existieren.

Einen essentiellen Punkt bei der AnxA1-FPR Interaktion stellt die Frage dar, welcher Bereich
des AnxAl-Molekuls fir die FPR-Bindung und die dadurch induzierten anti-inflammatorischen
Effekte verantwortlich ist. Perretti et al. haben in diversen Studien gezeigt, dass das N-terminale
Peptid (Ac2-26) in der Lage ist, die beschriebenen Effekte zu vermitteln, obwohl das komplette
Protein, sowie der N-Terminus eine 10.000-100.000-fach geringere Bindungsaffinitat als fMLP

aufweisen 80,117,119-121

Die Generalisierung der bislang genannten Effekte fur alle FPR-
exprimierenden Zellen bleibt jedoch fraglich. Aul3erdem stellt sich die Frage, ob FPRs eine re-
dundante Funktion fur die AnxAl aufweisen oder spezielle FPRs fur den immunsuppressiven
Effekt bendtigt werden. Beispielweise konnte in Monozyten gezeigt werden, dass die Inkubation
mit dem N-terminalen Peptid (Ac2-26) uber Aktivierung der Phospholipase D, der Janus-Kinasen
und des MAP-Kinasen Signalwegs zur Inhibition der LPS-induzierten TNF-Sekretion fihrt, indem
es die STAT3-Translokation in den Nukleus verhindert. Diese Effekte konnten mittels des pan-
FPR Antagonisten tBoc-Phe-Leu-Phe-Leu-Phe (Boc2) aufgehoben werden '?2. Wahrend
Neutrophile nur FPR1 und FPR2 exprimieren, sind in Monozyten alle drei FPRs exprimiert und
kénnen alle gleichermaflien vom N-terminalen AnxAl-Peptid aktiviert werden. Im Gegensatz
dazu exprimieren humane DC nur FPR1 und FPR3 und verlieren FPR1 sogar noch wahrend des

117123125 ‘Bennoch bleiben sie voll responsiv fiir die AnxAl-vermittelte Supp-

Reifungsprozesses
ression der TLR-induzierter Zytokinsekretion oder der Regulation von co-stimulatorischen Ober-

flachenmarkern &,

Entscheidend ist jedoch, dass unserer Gruppe zeigen konnte, dass der immunsuppressive Ef-
fekt weder auf humanen noch auf murinen DC durch Bocl und/oder Boc2 blockierbar ist. Dar-
Uber hinaus konnten wir zeigen, dass das N-terminale Peptid fur den suppressiven Effekt auf die
DC-Aktivierung irrelevant ist, da N-terminal deletiertes AnxAl, und somit allein die Kerndomane
die Immunsuppression induzieren kann (Promotionsarbeit B. Linke, 2011). Somit stellt sich in
DC die berechtigte Frage nach einem weiteren, derzeit unbekannten AnxAl-Rezeptor, der nicht

zur FPR Familie gehort und ebenfalls anti-inflammatorisch wirkt.

22



1 - Einleitung

1.6.5 AnxA1lund Krankheiten

In der AnxAl-defizienten Maus konnte nur ein sehr milder Phanotyp beobachtet werden und
auch im Menschen ist bislang keine Krankheit bekannt, fur die genetische Defekte der Annexin-
Expression kausativ sind #2127 Dennoch konnten verschiedene Studien zumindest einen
AnxAl- Beitrag zu bestimmten pathophysiologischen Verlaufen nachweisen '?®. Besonders im
Hinblick auf Tumorerkrankungen lassen sich die Erkenntnisse aufgrund der Heterogenitat ver-
schiedener Tumoren nur schwer generalisieren, da die Expression verschiedener Annexine ja
nach Art des Tumors sowohl erhéht als auch reduziert sein kann %, Des Weiteren sind viele
dieser Studien rein deskriptiv und liefern keinen direkten Zusammenhang oder eine Funktion der
verschiedenen Annexine in diesen Tumoren. Die meisten Studien basieren lediglich auf Expres-
sionsanalysen im Microarray-Format ohne zellbiologische Validierung der Funktion. Dartber
hinaus wird der genaue Ursprung des Annexins (endo- oder exogen) unzureichend geklart und
der Tumor oft isoliert, und somit nicht im Zusammenspiel mit umgebenden Gewebe oder dem

Immunsystem, betrachtet 1297132,

Eine veranderte AnxAl-Expression oder die Akkumulation von Spaltungsprodukten wurden un-
ter anderem auch im fragilen X-Syndrom, der Weber-Christian-Krankheit, dem familidren medi-
terranen Fieber sowie bei zystischer Fibrose und anderen Lungenerkrankungen
nachgewiesen %7133 Dje genaue AnxA1l-Funktion im Rahmen dieser Krankheiten ist bislang

jedoch nicht geklart.

In Patienten mit Autoimmunerkrankungen wie SLE, RA oder chronischer Darmentziindung wur-
den Autoantikdrper gegen AnxAl nachgewiesen. Diese anti-AnxAl-Antikorper konnten gegebe-
nenfalls den Krankheitsverlauf negativ beeinflussen und als diagnostischer Marker fur die Pro-

gression dieser Autoimmunerkrankungen genutzt werden 3%,

Aufgrund der Tatsache, dass verschiedene Annexine moglicherweise redundant wirken (Promo-
tionsabreit B. Linke, 2011), ist es allerdings nicht Gberraschend, dass eine Korrelation der ge-

nannten Erkrankungen mit der Expression eines einzelnen Annexins sehr schwierig ist.
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1.7 Low density lipoprotein receptor-related protein 1

Das low density lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1) wurde urspriinglich nahezu zeit-
gleich von zwei unabhéngigen Gruppen beschrieben. Herz und Kollegen entdeckten den Rezep-
tor im Zusammenhang mit Lipoproteinstoffwechsel und Chylomikronenaufnahme in der Le-
ber '*, wahrend Ashcom et al. und Moestrup et al. einen hepatischen Rezeptor identifizierten,
der den Proteinaseinhibitor a2-Makroglobulin komplexiert und mittels Endozytose aus dem Blut
entfernt 3%, Anhand von Sequenzierungen der identifizierten Rezeptoren wurde kurze Zeit
spater festgestellt, dass es sich bei dem a2-Makroglobulin-Rezeptor und LRP1 um ein und das-
selbe Protein handelt **°. LRP1 wird in diversen Geweben exprimiert und spielt nicht nur fiir den
Fettstoffwechsel, sondern auch bei der Beseitigung von Amyloid- im Gehirn eine wichtige Rol-
le. DarUber hinaus gewinnt LRP1 zunehmend an Bedeutung im Zusammenhang mit dem Im-
munsystem durch die Beteiligung an phagozytotischen Prozessen ***. Studien LRP1-abhangiger
Funktionen werden durch die Tatsache erschwert, dass die LRP1-defiziente Maus embryonal
lethal ist, was die essentielle Bedeutung von LRP1 bereits wahrend der Embryonalentwicklung

unterstreicht 42,

1.7.1 LRP1-Struktur und -Liganden

LRP1 gehort zur Familie der LDL-Rezeptoren, die mehrere strukturell homologe Rezeptoren
umfasst. Sieben Mitglieder, darunter der very low density lipoprotein Rezeptor (VLDL Rezeptor)
oder der ApoE-Rezeptor 2, sind eng verwandt mit dem LDL-Rezeptor, wahrend LRP5, ebenso
wie LRP6 oder LRP11 groRere strukturelle Unterschiede aufweisen. Alle Rezeptoren dieser Fa-
milien besitzen einen modularen Aufbau aus Cystein-reichen, Komplement-ahnlichen Wiederho-
lungen (complement repeats, CR), EGF-Bindungsdoméanen, (-Propellerdoméanen und einer
transmembranen sowie einer zytosolischen Doméne **! (Abb. 1.7). LRP1 besteht aus einer 515
kDa groRRen a-Kette, in der sich CR, EGF-Wiederholungen und R-Propellerdomanen abwech-
seln, und aus einer 3-Kette, die sich aus dem transmembranen und dem zytosolischen Teil zu-
sammensetzt. LRP1 wird als einkettiges Vorlauferprotein translatiert, welches anschliel3end
durch das Enzym Fumarase im Cytosol in a- und 3-Kette gespalten und somit als zweikettiger
Rezeptor an die Zellmembran transportiert wird. Die beiden Ketten sind Uber bislang nicht ein-

deutig charakterisierte, nicht-kovalente Wechselwirkungen miteinander verbunden **,
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LRP1 besitzt eine grofl3e Anzahl CR, die als Liganden-bindende Domanen bezeichnet und in die
vier Cluster innerhalb der a-Kette unterteilt werden. Die meisten der tber 40 Liganden binden in
Cluster Il und IV ***. Die Funktionen der EGF- und R-Propellerdomanen wurde mittels Deletions-
studien analysiert, in denen gezeigt werden konnte, dass in Abwesenheit dieser Doménen en-
dozytierte Liganden in der sauren Umgebung des Endosoms nicht mehr freigesetzt werden

konnten.

Ligandenbindungsdoméne

NH, °
po— 1 I
EGF-Vorlaufer
homologe Doméane
EGF-Wiederholung
] I Il Transmembrandomine
*  NPxY Motiv
a-Kette . ]
(515 kDa) "|

R-Kette
> (85 kDa)
* COOH
*

Abb. 1.7 - Schematische Darstellung der LRP1-Struktur. Die vier Bindungsdoménen der a-Kette sind mit I-IV

gekennzeichnet. Die Sternchen stehen fir die beiden Phosphorylierungsstellen (NPxY). (adaptiert und modifiziert
Herz & Strickland, JCI, 2001)

An die transmembrane Doméane schlief3t sich ein cytosolischer Teil mit zwei NPxY Motiven an,
wobei das terminale dieser Motive nach Stimulation mit PDGF-3 Tyrosin-phosphoryliert werden
kann. Dartber hinaus sind diverse Adaptormolekiile fir den cytoplasmatischen Teil beschrie-
ben **!. LRP1 kann sowohl extrazellular als auch intramembrands proteolytisch gespalten wer-
den. In Makrophagen wird LRP1 infolge von LPS-Stimulation durch die Metalloproteinase
ADAML17 gespalten. Daraus resultiert eine Igsliche, extrazellulare LRP1-Form (sLRP1), die den

NF-xB Signalweg durch Aktivierung des p38/MAP-Kinase Wegs aktiviert ***. Die intrazellulére
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Domane (1ZD) wird mittels y-Sekretase gespalten, verhindert die Translokation des pro-
inflammatorischen Transkriptionsfaktors IRF3 in den Nukleus und inhibiert somit entziindungs-
fordernde Prozesse '*°. LRP1 kann somit sowohl pro- als auch anti-inflammatorisch wirken.

1.7.2 LRP1 Funktion

LRP1 & Phagozytose

Die grofRe Liganden-Diversitat, sowie die endozytotische Funktion von LRP1 sind die Basis der
Bedeutung dieses Rezeptors in dem Prozess der Phagozytose. Die Mechanismen der Erken-
nung und Beseitigung apoptotischer Zellen sind von der Fliege bis zum Menschen hoch konser-
viert. In diesem Kontext bedeutsame Rezeptoren wurden sowohl in C. elegans als auch in Dro-
sophila melanogaster identifiziert. In C. elegans wurde beispielsweise der LRP1-dhnliche
Transmem- branrezeptor CED-1 als Phagozytoserezeptor beschrieben, der bislang unbekannte

16 Infolgedessen rekrutiert er das Adaptorprotein

Signale auf apoptotischen Zellen erkennt
CED-6 an das NPxY Motiv des cytoplasmatischen Teils, das wiederum das Rac-ahnliche CED-
10 bindet und zur Reorganisation des Aktin-Cytoskeletts flihrt, einem essentiellen Schritt der
Phagozytose "¢, Aufgrund der groRRen strukturellen Ahnlichkeit von LRP1 und dessen Fahig-
keit das Adaptorprotein GULP, das humane Homolog zu CED-6, zu rekrutieren, ist es nahelie-
gend, dass auch LRPL1 fiur die Phagozytose apoptotischer Zellen von Bedeutung ist. Dies konnte
durch Studien mittels eines chimaren Rezeptors untermauert werden, der die zytoplasmatische
Doméne von LRP1 und den extrazellularen Teil von CD2, einem T-Zell Oberflachenprotein, be-
inhaltet. CD2 ist in der Lage, Schafserythrozyten zu binden und zu internalisieren, was in den
Studien jedoch nur dann erfolgte, wenn der chimére Rezeptor mit der LRP1 Zytosoldoméne

ausgestattet war *°.

Calreticulin/LRP1 vermittelte Phagozytose

Untersuchungen in Bezug auf die Bedeutung von LRP1 flr Phagozytose basieren oft auf der
Interaktion von LRP1 mit Calreticulin (CRT). In den initialen Studien von Ogden et al. wurde ge-
zeigt, dass LRP1 auf Phagozyten einen Komplex mit membranstadndigem CRT formt und dies
zur Internalisierung von C1g- oder MBL-opsonierten Zellen fiihrt *°. C1g und MBL, sowie die

Kollektine SP-A und SP-D, sind als eat me-Signale beschrieben, die die phagozytotische Funk-
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tion von professionellen Phagozyten verstarken **'. Da CRT keine Transmembrandoméne be-
sitzt, ist bislang jedoch noch unklar, wie und ob es tberhaupt an die Zelloberflache gelangt, um
dort mit LRP1 auf dem Phagozyten zu interagieren. Ogden und Kollegen erweiterten diese Stu-
dien auf die Phagozytose von apoptotischen Jurkat T-Zellen durch humane Makrophagen und
wiesen mittels LRP1- und CRT-blockierender Antikdrper die Beteiligung dieser beiden Proteine
an der Phagozytose nach **°.

Abhangig von den erkannten Signalen und den jeweilig vorliegenden Komplexen wird im An-
schluss an die Internalisierung darliber entschieden, ob eine pro- oder anti-inflammatorische
Antwort ausgel6st wird. Gardai und Kollegen beschreiben diesbeziiglich ein Modell, in dem in
vivo die Konsequenz der LRP1-vermittelten Phagozytose von den Defense-Kollagenen abhangt.
Defense-Kollagene fungieren hierbei als Uberwachungsfaktoren, die sowohl pro- als auch anti-
inflammatorische Signalwege aktivieren kénnen *°. Unter steady state Bedingungen kénnen die
Lungenkollektine SP-A und SP-D mittels ihrer Kopfregionen das inhibitorische Signalprotein
SIRPa binden. Hierdurch aktivieren sie die Tyrosinphosphatase SHP-1 und blockieren die durch
p38 und src-Kinasen vermittelte pro-inflammatorische Antwort. Liegt jedoch eine Infektion oder
Verletzung der Lunge vor, kdnnen SP-A und SP-D Fremdorganismen oder Zellreste mit ihren
globularen Kopfregionen binden, wahrend das andere Ende dieser Proteine mit LRP1/CRT in-

teragiert und die Phagozytose einleitet (Abb. 1.8) **.

Lebende Zelle Apoptotische Zelle
Phagozytose Phagozytose / ) pop

inhibiert aktiviert O\
(® |

LRP
| SHPS
Internalnsnerung src fam K

Abb. 1.8 - LRP1 bindet Calreticulin (CRT) auf apoptotischen Zellen. Schematische Darstellung der veranderten
Oberflachenmolekile im Verlauf der Apoptose. Trotz Bindung von LRP1 auf dem Phagozyten an CRT an der leben-
den Zelle verhindert die CD47-SIRPa Interaktion die Internalisierung der lebenden Zelle. Geht die Zelle in die Apopto-
se Uber, erhodht sich die Menge an membranstandigem CRT und die Interaktion mit LRP1 wird verstérkt. Durch exter-
nalisiertes PS kann die Bindung des Phagozyten potenziert werden, und der CD47-SIRPa Komplex wird dissoziiert

und somit inaktiviert. (adaptiert und modifiziert von Gardai et al., Cell, 2005)
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Somit wird nicht mehr das inhibitorische SIRPa gebunden, sondern der pro-inflammatorische
p38-Signalweg induziert, der letztendlich zur Hochregulation von NF-xB abhangigen pro-
inflammatorischen Signalen flihrt. Zu betonen ist hierbei jedoch, dass die Bedeutung von LRP1
in diesem Kontext nur indirekt gezeigt wurde, in dem blockierende Antikorper oder Liganden-
Antagonisten verwendet werden. Der genaue Einfluss von LRP1 als phagozytierender Rezeptor
auf Entzlindungsprozesse wird Gegenstand zukunftiger Studien sein und wird vor allem mittels
gewebsspezifischer knock-out-Mause analysiert werden. Die Makrophagen-spezifische LRP1
knock out-Maus wurde bereits von zwei Gruppen fur funktionelle Studien im Kontext von Athero-

sklerose analysiert 3%,

In beiden Féllen entwickelten die LRP1-defizienten Mause eine deutlich ausgepragtere Athero-
sklerose, wahrend die Aufnahme von Lipoproteinen aus dem Serum unveréndert war. Dartber
hinaus konnte mit in vitro differenzierten Makrophagen aus diesen Mausen gezeigt werden, dass
die LRP1-Defizienz zur erhdhten TNF-a Sekretion infolge von LPS-Stimulation fiihrte 3. Ge-
meinsam verdeutlichen diese Daten die Relevanz von LRP1 im Rahmen der Immunregulation
und geben Anlass zur detaillierten Analyse der zugrunde liegenden LRP1-abhangigen Mecha-

nismen.

LRP1 und Kreuzprasentation

Im Marz 2014 vertffentlichten Subramaniam et al. eine Studie, die erstmals LRP1 als Efferozy-
tose-Rezeptor und dessen Bedeutung fir Antigen-Kreuzprasentation beschreibt. Die bereits
bekannten Efferozytoserezeptoren CD36, av35 und avl33 spielten in dieser Studie keine Rolle
fur die Antigenkreuzprasentation in DC '*°. Die Rezeptoren Axl und Tyro3 gehéren zur TAM-
Rezeptorfamilie, und DC aus der Axl/Tyro3” Maus weisen in vitro eine defekte Efferozytose
auf *°. Die in vivo Relevanz dieser Rezeptoren, insbesondere auch deren Einfluss auf die
Kreuzprasentation, blieb jedoch bis zu dieser Veréffentlichung ungeklart. Subramaniam et al.
identifizierten im Rahmen der genannten Studie einen Multiproteinkomplex aus Axl, LRP1 und
Ranbp9, in dem jedes Protein eine andere, aber essentielle Aufgabe erfiillt. Die Studie zeigt,
dass Axl lediglich fur die Bindung apoptotischer Zellen benétigt wird, wahrend LRP1 fir die In-
ternalisierung der apoptotischen Zelle verantwortlich ist. Ranbp9 scheint fiir die AxI-LRP1-
Komplexbildung von essentieller Bedeutung zu sein, da Ranbp9-defiziente Zellen eine vermin-
derte Efferozytoserate aufweisen. Des Weiteren konnten Subramaniam et al. eine reduzierte

Efferozytoserate in Axl und LRP-1-defizienten DC nachweisen, wobei die LRP-1 defizienten DC
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aber noch in der Lage waren apoptotische Zellen zu binden. Die verminderte Efferozytose fuhrte
letztendlich auch zu einer verminderten Kreuzprasentation, welche sowohl in vivo mittels des
OVA und OT-I Systems (OVA-spezifische MHC | Zellen) gezeigt werden konnte, als auch an-
hand eines HSV-1 Infektionsmodells und Herpes Simplex Virus-Peptid spezifischen T-Zellen. Da
Gas6 bereits als Ligand fiir Axl beschrieben wurde **’, wurde gingen Subramaniam et al. nicht
weiter auf mogliche Liganden ein. Dadurch bleibt auch die Frage ungeklart, ob auch LRP1 eine
Liganden-Interaktion fur die Internalisierung benétigt oder ob die Nahe und die Verbindung zu
Axl Uber das Adaptorprotein Ranbp9 in diesem Fall ausreicht, um apoptotische Zellen aufzu-

nehmen.

LRP1 und Krankheiten

LRP1 spielt unter anderem im Gehirn eine grofRe Rolle, wo dieser Rezeptor daflir zustandig ist,
ApoE zu binden und dadurch Cholesterol zu internalisieren ***. Cholesterol ist essentiell fiir den
Stoffwechsel von Neuronen und Cholesterolmangel und wird mit der Entstehung der Alzheimer-
Krankheit in Verbindung gebracht. Im Kontext der Alzheimer Pathophysiologie wird LRP1 au-
Berdem eine wichtige Funktion zugeschrieben, da LRP1 die Amyloid-Plaquebildung verhindert,
indem es an der Blut-Hirnschranke Amyloid-R bindet und internalisiert *°®**°. Des Weiteren exis-
tieren Studien, die die Rolle von LRP1 in multipler Sklerose analysieren und die zeigen, dass
LRP1 essentiell fur die Beseitigung der Myelinabbauprodukte ist, und deren Akkumulation ver-
hindert ****°*_ In der Leber ist LRP1 im Wesentlichen als endozytotischer Rezeptor von Bedeu-
tung, um atherogene Faktoren aus dem Blutstrom zu entfernen. Somit ist LRP1 in der Leber
genauso wie im Herz essentiell, um eine Ansammlung dieser Faktoren und somit das Entstehen

von Atherosklerose zu verhindern ***.

Wahrend LRP1 im Hirn, in der Leber und im kardiovaskuldren System lediglich in Bezug auf die
Internalisierung von Proteinen oder Partikeln untersucht wurde, werden zuklnftige Studien die
Bedeutung von LRP1 im Kontext von Autoimmunkrankheiten intensiver analysieren. Von beson-
derem Interesse werden Krankheitsbilder sein, die mit Defekten in der Beseitigung von apoptoti-
schen Zellen, assoziiert sind. Verschiedene Gruppen haben bereits die Relevanz von LRP1 als
Efferozytoserezeptor beschrieben und spekulieren tber die mdgliche Funktion in Autoimmuner-
krankungen wie SLE oder RA. Daruber hinaus wurden erhdhte Mengen an sLRP1, dem Spalt-

produkt der a-Kette, im Plasma von SLE und RA Patienten nachgewiesen '®. Diese Studie
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zeigt, dass sLRP1 einen potenten Immunregulator darstellt und somit einen maglichen therapeu-

tischen Ansatzpunkt liefert %%,
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1.8 Zielsetzung

Die periphere Toleranz stellt einen essentiellen Prozess zur Verhinderung von Autoimmunreak-
tionen dar **. Insbesondere die Beseitigung apoptotischer Zellen durch APC tragt in diesem Zu-
sammenhang in Form der Suppression einer pro-inflammatorischen Antwort zur Toleranzinduk-
tion bei '®. Unabhangig von der Efferozytose kénnen Molekille auf apoptotischen Zellen auch
direkt einen anti-inflammatorischen Effekt auf die myeloide Zelle haben und periphere Toleranz
induzieren. Unsere Gruppe konnte AnxAl als eines dieser immunsupprimierenden Signale iden-
tifizieren und belegen, dass in in vitro-differenzierten humanen oder murinen DC die Zugabe von

rekombinanten AnxA1 die TLR-induzierte Aktivierung supprimiert %,

Eine essentielle und bislang ungeklarte Frage in diesem Kontext ist, an welchen Rezeptor
AnxALl bindet, um die Immunsuppression in myeloiden Zellen zu vermitteln. In Neutrophilen und
Monozyten wurde zwar die FPR-Rezeptorfamilie als Rezeptor fir den N-Terminus von AnxAl

101 “jedoch konnte durch Untersuchungen unserer Gruppe gezeigt werden, dass

beschrieben
diese Rezeptoren fur den von uns beschriebenen immunsuppressiven Effekt in DC keine Rolle
spielen. AuRerdem wurde in weiteren Studien deutlich, dass die Kerndoméane und nicht der N-
Terminus einen suppressiven Effekt in DC induziert (Promotionsarbeit B. Linke, 2011). Dies
lasst darauf schliel3en, dass in DC ein anderer AnxAl-Rezeptor als die FPRs existiert, der wo-

mdoglich sogar verschiedene Annexine bindet.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen AnxAl-Rezeptor auf APC zu identifizieren und zu
analysieren, ob dieser fur die AnxAl-vermittelte Immunsuppression verantwortlich ist. Dieser
Rezeptor wirde das Verstandnis einer durch Efferozytose ausgelésten Immunsuppression er-
weitern und neue Wege fur die Manipulation dieser Signalwege im Kontext von Autoimmunitét

oder der Tumortherapie erdffnen.
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2 Materialien

2.1 Reagenzien & Chemikalien

2 - Materialien

Reagenzien/Chemikalie

Firma

Albumin Standard (BSA)

BCA Protein Assay Reagent

Complete Protease Inhibitor Cocktail
Direct Tail PCR Buffer

Immobilon Western HRP Substrat
Isopropyl -D-1-thiogalactopyranoside (IPTG)
CHAPS

CFSE

Benzonase Nuclease

Kanamycinsulfat

LRP1, human

Lysozym

Mausserum

Para-Benzoylphenylalanin (pBpa)
Para-Azidophenylalanin (pAzf)

PeqGreen
o-Phenylendiaminedihydrochlorid (OPD)
PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktalil
Power SYBR Green PCR Master Mix Protease
PreScission Protease

PRMT®6, human

RAP-GST, human

Triton X-100

Triton X-114

Tween 20

Vybrant DiD

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Roche

PeglLab

Millipore

Roth

AppliChem
Sigma

Novagen
Calbiochem
BioMac

Roche

PAA

Bachem

Bachem

PeqLab

Sigma

Roche

Life Technologies
GE Healthcare
SinoBio

Enzo

Sigma

Sigma

Gerbu

Life Technologies
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2.2 Kits & Zubehor

Kits/Zubehor

Firma

Glutathion Sepharose 4B Beads

IgG Sepharose Beads

IL-12 ELISA (murin)

IL-6 ELISA (murin)

Limulus Amebocyten Lysat (LAL) QCL-1000

NE-PER Nuclear & Cytoplasmatic Extraction Reagents

Protein G Sepharose Beads

GE Healthcare
GE Healthcare
Peprotech

BD Pharmigen
Lonza
Thermo Fisher
GE Healthcare

RNeasy Mini Kit Qiagen
2.3 Gerate & Materialien
Gerate & Materialien Firma

7500 Real Time PCR Systems
ATTANA A100

Chemi-Smart-5100
Durchflusszytometer

EIA/RIA half area 96 well Platten

Filter (0,22um)

Immobilon PVDF Membran

MicroAmp 96 well PCR Platten
Microplate Reader 680

NanoDrop ND-1000 Photospectrometer
PCR-Tube Streifen 0,2ml

PCT-200 DNA-Engine Thermal Cycler
UV-Stratalinker (265 nm & 365 nm)
ZelluTrans Dialyseschlauche (MWCO 8-10 kDa)

Applied Biosystems
ATTANA

Vilber Lourmat
FACS Canto Il, BD
Corning

Greiner

Millipore

Life Technologies
Eppendorf

Peqglab

Starlab

BioRad
Stratagene

Roth
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2 - Materialien

Puffer/Losung Zusammensetzung Mengenangabe
ACK-Puffer Ammoniumchlorid 155 mM
Kaliumbicarbonat 10 mM
EDTA 0,1 mM
Annexin Bindungspuffer (ABP) HEPES 10 mM
NaCl 140 mM
CaCl, 2,5mM
Blocklésung (ELISA) PBS
FCS 10% (v/v)
Blocklésung (Western Blot) Milch oder BSA 5% (wi/v)
TBS-T
Citratpuffer pH 5,0 Zitronensaure 3 mM
Natriumcitrat 7mM
Coatingpuffer | (ELISA Peprotech) PBS
FCS 10% (wi/v)

Coatingpuffer Il (ELISA BD)
Coomassie-L6sung

Coomassie-Entfarber

Lammli-Puffer, 4x

Laufpuffer (SDS-Page)

Liganden-Bindungs-Puffer (LBP)

Lysepuffer, bakteriell nativ

NH4Ac pH 3,4
OPD L6sung

Natriumcarbonat

Coomassie Brilliant Blue
Methanol
Eisessig

Ethanol

Eisessig

Tris, pH 7,4

SDS

DTT

Glyerol
Bromphenolblau
Tris, pH 7,4
Glycin

SDS

TBS

Tween20

CacCl,

TrispH 7,4

NacCl

NaH,PO,
Lysozym

CHAPS
Ammoniumacteat
0-Phenylendiamin
H202

NacCl

NH,PO,

100 mM
0,26% (wiv)
40 % (w/v)
10% (wiv)
30% (w/v)
10% (wiv)
250 mM
8% (w/v)
200 mM
20% (wi/v)
0,05% (w/v)
25 mM

192 mM
0,1 % (wiv)

0,05% (w/v)
5mM

300 mM
50 mM
0,5 mg/ml
1% (wiv)
5mM

0,5 mg/ml
0,1% (w/v)
137 mM
8,1 mM
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Puffer/Lésung Zusammensetzung Mengenangabe
PBS KCI 2,7mM
KH,PO, 1,5mM
RIPA-Lysepuffer TrispH 7,4 50 mM
NaCl 150 mM
NP-40 1% (w/v)
Na-Deoxycholat 1% (w/v)
SDS 0,1% (w/v)
Sammelgel-Puffer Tris pH 6,8 24 mM
Acryamid 5% (w/v)
APS 0,1 % (w/v)
TEMED 0,1 % (w/v)
Spaltungspuffer pH7,0 TrispH 7,0 50 mM
NaCl 150 mM
EDTA 1 mM
DTT 1 mM
TBS Tris 50 mM
NacCl 150 mM
Transfer Puffer (Western Blot) TrispH 7,4 25mM
Glycin 192 mM
Methanol 20% (w/v)
Trenngel-Puffer Tris pH 8,8 37,5 mM
Acryamid 8-10% (wi/v)
APS 0,03% (w/v)
Temed 0,1 % (w/v)
Triton-Lysepuffer TrispH 7,4 30 mM
NaCl 120 mM
Glycerol 10% (wiv)
Triton —X 100 1% (w/v)
CacCl, 2 mM
TST TrispH 7,4 50 mM
NacCl 150 mM
Tween 20 0,05% (v/v)
Verdunnungspuffer (ELISA & FACS) PBS
FCS 10% (viv)
Waschpuffer (ELISA) PBS
FCS 10% (viv)
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2.5.1 Medium fur Bakterien

2 - Materialien

Bakterienmedium

LB Agarplatten LB Medium
Agar

LB Medium Trypton
Hefeextrakt
NaCl

20 g/l
10 g/l
5g/l

10 g/l

2.5.2 Medien fur eukaryotische Zellen

Zellkulturmedium & Zusatze

Medium fur Dendritische Zellen (priméare, murine)
Medium fir JE 6.1

Medium fir L929

Medium fir Makrophagen (primare, murine)
Medium fir Raw264.7

Medium zum Einfrieren

RPMI + 10% FCS + msGM-CSF (20ng/ml)
RPMI + 10% FCS

DMEM + 10%FCS

DMEM + 10% FCS + 30% L929 SN
DMEM + 10% FCS

DMEM/RPMI + 20% FCS + 10% DMSO

MmGM-CSF Immunotools
Penicillin/Streptomycin Gibco
Polymyxin B Sigma
Trypsin-EDTA Gibco

2.6 Biologisches Material

2.6.1 Bakterienstamme

Bakterienstamm

BL21 (DE3) pLysS Novagen

DH10B
Rosetta Gami (DE3) pLysS
KRX

Life Technologies
Novagen

Promega
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2.6.2 Eukaryotische Zelllinien

Zelllinien

L929 (ATCC CCL-1) Fibroblasten (murin)
Raw264.7 (TIB-71) Makrophagen (murin)

MEF-1 (ATCC CRL-2214) LRP1 WT Embryonale Mausfibroblasten
MEF-2 (ATCC CRL-2216) LRP1 KO Embryonale Mausfibroblasten

MEF-2 K4 (hmLRP1 rekonstituiert)

JEG6.1 (ATCC TIB-152)

Prof. P. May, Universitat Dusseldorf

T-Zellen (human)

2.6.3 Mausstamme

Mausstamm

Transgen/Deletion Bezugsquelle

B6.129P2-Lyzs™ @/
B6.Cg-Tg (Itgax-cre)1-1Reiz/J

B6;129S7-Lrp1™*"/g
B6.B10SCN-TIr4™ %'/ 3thJ

Cre Rekombinase unter Lysozym M Prof. Imgard Forstener,
Promotor Universitat Dusseldorf

Cre Rekombinase unter CD11c Pro- Jackson Lab
motor

LRP1 in Exon 2 mit LoxP Seiten Jackson Lab

TIr4 defizient S. Akira, Department of
Host Defense, Osaka
University, Osaka, Japan

2.7 Materialien fur die Molekularbiologie

2.7.1 PCR-Reagenzien

Name Anwendung Firma

SYBR Green gRT-PCR Applied Biosystems
RedTaq Ready Mix Genotypisierung Sigma
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit cDNA Synthese Applied Biosystems
KOD Hot Start DNA Polymerase PCR, Klonierung Promega
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Alle Primer wurden von der Firma Sigma synthetisiert und der Primerstock mit Wasser auf 100
UM eingestellt.

Genotypisierung

Zielgen Forward (5 > 39) Reverse (3 2> 59

CD11cCre ACTTGGCAGCTGTCTCCAAG GCGAACATCTTCAGGTTCTG

LysM Wildtyp CTTGGGCTGCCAGAATTTCTC CTTGGGCTGCCAGAATTTCTC
LysMCre CTTGGGCTGCCAGAATTTCTC CCCAGAAATGCCAGATTACG
LRP1lox CATACCCTCTTCAAACCCCTTCCTG GCAAGCTCTCCTGCTCAGACCTGGA

Quantitative Real-time PCR

Zielgen Forward (5 2> 39) Reverse (3‘ > 59

IL-12b CCCAGAAATGCCAGATTACG GAGGAACGCACCTTTCTGGT
GAPDH AGTGCCAGCCTCGTCCCGTA GCCACTGCAAATGGCAGCCC
LRP1 TGCTCGGATGGACAAGATCG GCGTGAGTTCTGTCACTCCA

Primer fir pBpa-AnxAl Klonierung

Name AS Primer Sequenz (5‘2>3)
E50 N43Amb  fwd GCCCCTACCCTTCCTTCTAGGTATCCTCGGATGTTGC
rev GCAACATCCGAGGATACCTAGAAGGAAGGGTAGGGGC
E51 K53Amb  fwd GGATGTTGCTGCCTTGCACTAGGCTATCATGGTTAAAGG
rev CCTTTAACCATGATAGCCTAGTGCAAGGCAGCAACATCC
E52 E147Amb  fwd GACAACAAGATCTAACTAGCAAATCAGAGAGATTAATAG
rev CTATTAATCTCTCTGATTTGCTAGTTAGATCTTGTTGTC
E53 E158 fwd GATTAATAGAGTCTACAGATAGGAGCTGAAAAGAGATCTGG
Amb rev CCAGATCTCTTTTCAGCTCCT ATCTGTAGACTCTATAATC
E54 E159 fwd GATTAATAGAGTCTACAGAGAATAGCTGAAAAGAGATCTGGCC
Amb rev GGCCAGATCTCTTTTCAGCTATTCTCTGTAGACTCTATTAATC
E55 L192Amb  fwd GGTGACCGTTGTCAGGACTAGAGTGTGAATCAAGATTTGGC

rev

GCCAAATCTTGATTCACACTCTAGTCCTGACAACGGTCACC
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Name AS Primer Sequenz (5‘>3°)
E56 Y207Amb  fwd CAGATGCCAGGGCTTTGTAGGAAGCTGGAGAAAGGAG
rev CTCCTTTCTCCAGCTTCCTACAAAGCCCTGGCATCTG
E57 K242Amb  fwd GTGTTTCAGAATTACGGATAGTACAGTCAACATGAC
rev GTCATGTTGACTGTACTATCCGTAATTCTGAAACAC
E58 Y243Amb  fwd CAGAATTACGGAAAGTAGAGTCAACATGACATGAAC
rev GTTCATGTCATGTTGACTCTACTTTCCGTAATTCTG
E59 N249Amb  fwd GTACAGTCAACATGACATGTAGAAAGCTCTGGATCTGG
rev CCAGATCCAGAGCTTTCTACATGTCATGTTGACTGTAC
E60 K287Amb  fwd GAGAAGCTGTACGAAGCCATGTAGGGTGCCGGAACTCGCC
rev GGCGAGTTCCGGCACCCTACATGGCTTCGTACAGCTTCTC
E61 K317Amb fwd GAAATCAAAGTATTTTACCAGTAGAAGTATGGAATCTCTCTTTGCC
rev GG AAAGAGAGATTCCATACTTCTACTGGTAAAATACTTTGATTTC
E62 K319Amb fwd GTATTTTACCAGAAGAAGTAGGGAATCTCTCTTTGCCAAGCC
rev GGCTTGGCAAAGAGAGATTCCCTACTTCTTCTGGTAAAATAC
E88 K178Amb  fwd CATCTGGAGACTTTCGGTAGGCCTTGCTTGCTCTTGC
rev GCAAGAGCAAGCAAGGCCTACCGAAAGTCTCCAGATG
E89 R204Amb  fwd TTTGGCTGATACAGATGCCTAGGCTTTGTATGAAGCTGGA
rev TCCAGCTTCATACAAAGCCTAGGCATCTGTATCAGCCAAA
Y315 Y315Amb | fwd CGGAAATTGACATGAATGAAATCAAAGTATTT-
TAGCAGAAGAAGTATGGAATC
rev GATTCCATACTTCTTCTGCTAAAATACTTTGATTTCATTCATGTCA-
ATTTCCG
ERGH?)Al fwd GGGAATTCCATATGGCAATGGTATCAGAATTCC
e
mAnxA1l rev CCTGGGATCCCCGATGGTTTCCACCACACAGAGC(C)
(BamHlII)
Vektoren
Name Codiert fur Bezugsquelle

pET4la-FPPmAnxAl

pEVOL-pBpF

pEVOL-pAzF

msAnxAl mit C-terminalen, FLAG B. Linke, DKFZ Heidelberg
Tag, PreScission Protease Schnitt-
stelle, ProteinA Tag

M.j. para-Benzoylphenylalanin RS Prof. Peter G. Schultz,

(2 Kopien +tRNA) Scribbs Research Institute,
San Diego

M.j. para-Azidophenylalanin RS (2 Prof. Peter G. Schultz,

Kopien +tRNA) Scribbs Research Institute,
San Diego
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Antikérper Klon Isotyp Verdinnung Firma

o FLAG M2 Maus 1gG1 1:1000 Sigma

o LRP1 (a-Kette) 8G1 Maus IgG1 1:1000 Progen

o LRP1 (a-Kette) alpha2MRalpha2  Maus IgG1 1:1000 Acris

o LRP1 (B-Kette) EPR3724 Kaninchen 1:20000 Epitomics (Abcam)
o-Tubulin B-1-5-2 Maus IgG1 1:8000 Sigma

o LRP1-FITC (a-Kette) 14C2 Maus 1gG1 1:100 BioMac

o CD11c N418 Hamster IgG  1:200 Biolegend

o F4/80 BM8 Ratte IgG2b  1:200 Life Technologies
o ms AnxAl MAXx 550 Maus IgG2b  1:50 Dr. Heiko Weyd, DKFZ
29 Software

Software Firma

7500 Software v2.0.1 oder hdher
Chemi-Capt 5000 v15.02

FACSDIVA v6.1.2
FlowJo v7.2.4

Light cycler 480 software
Microplate Manager v5.2.1
Microsoft Office 2010 & 2013
NanoDrop 1000 v3.7.1

TraceDrawer

Applied Biosystems

Vilber Lourmat

BD Bioscience

TreeStar

Roche

Bio Rad

Microsoft

Peqglab
ATTANA
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3 Methoden

3.1  Molekularbiologische und immunologische Methoden

3.1.1 Aufreinigung von rekombinanten murinen AnxAl

Rekombinantes murines Annexin A1 wurde gemalR der Promotionsarbeit von B. Linke, 2010,
DKFZ Heidelberg, hergestellt, die die genauen Angaben beinhaltet. Im Folgenden wird lediglich
der generelle Ablauf beschrieben. Kompetente Bakterien wurden mit dem prokaryotischen Ex-
pressionsvektor pET-41aFPP transformiert, in den zuvor murines AnxAl kloniert wurde. Nach
Ausstrich der transformierten Bakterien auf Agarplatten wurden einzelne Kolonien gepickt und
Vorkulturen in LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika angeimpft. Aus diesen Vorkultu-
ren wurden am nachsten Tag 3 L Bakterienkultur hergestellt und bis zu einer OD von 0,5-0,6
wachsen gelassen. Durch IPTG-Zugabe wurde anschlielBend die AnxAl-Expression induziert
und die Kultur fir weitere 3-4 Stunden inkubiert, in der die Bakterien das AnxAl exprimieren.
Nach Zentrifugation der Bakterienkulturen und Lyse des Bakterienpellets erfolgte die Aufreini-
gung Uber IgG Sepharose-Saulen, an die der Protein A Tag des AnxAl-Fusionsprotein bindet.
Anschlieend wurde intensiv mit TBS-Tx-114 gewaschen, um LPS Kontaminationen in der Pré-
paration zu entfernen. Ein weiterer Waschschritt mit TBS Tx-110 entfernt das Tx114, welches in
spateren Anwendungen stéren wirde. Nach Beendigung des Waschens wurde mittels PreScis-
sion Protease das AnxAl von der IgG-Saule geldst und die PreScission danach durch Inkubati-
on mit GSH-Beads entfernt. Im Anschluss wurde gegen PBS dialysiert und das AnxALl steril fil-
triert, aliquotiert und bei -80°C aufbewahrt. Zusatzlich wurde fir jede Praparation der LPS-

Gehalt mittels LAL-Assay gemalR Herstellerprotokoll tberpriift.

3.1.2 Herstellung pBpa-modifizierter AnxAl-Varianten

Fur UV-induzierte Kreuzvernetzungsstudien wurde modifiziertes AnxAl hergestellt, in dem eine
definierte Aminosaure durch die photoreaktive Aminosaure para-Benzoylphenylalanin (pBpa)
ausgetauscht wurde. Hierfur wurde in 3 Teilschritten an gezielt ausgewahlten Stellen in die
murine AnxAl Sequenz im eukarytotischen Expressionvektor pET-4la(+) ein Amber Stopp-
Codon (UAG) eingebaut. Der erste Schritt besteht aus zwei parallelen PCRs. Dabei wurden die

fwd und rev Primer so gestaltet, dass sie an der ausgewahlten Aminosauresequenz ein ,TAG*
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enthalten und am 5 Ende eine Schnittstelle fir ein Restriktionsenzym. Eine PCR besteht aus
dem forward (fw)Primer mit dem TAG und dem reverse (rev) Primer mit Restriktionsschnittstelle.
Fir die andere PCR wird der rev Primer mit TAG und der fwd Primer mit Restriktionsschnittstelle
verwendet. In der zweiten PCR werden die zwei entstandenen PCR Produkte nochmals mittels
der fwd und rev Primer fur die Restriktionsschnittstellen amplifiziert. Sowohl dieses PCR-Produkt
als auch der AnxAl-Expressionsvektor wurden anschlieBend genau mit diesen Restriktions-
enzymen geschnitten und das PCR Produkt aus der zweiten PCR in den Vektor ligiert. Die
Transformation der kompetenten Bakterien erfolgte sowohl mit diesem modifiziertem AnxAl-
Vektor, als auch mit dem pEVOL-Vektor, der fir eine orthogonales tRNA7tRNA Synthetase Paar
codiert, wodurch das pBpa an dem zu einem Amber Stopp-Codon mutiertem Triplett eingebaut
werden kann. Die Bakterienkultur wurde gemarf der reguléren AnxAl Expression angeimpft und
ab einer OD von ~ 0,5 mit 1 mM pBpa versetzt. Nach 2-3 Stunden wurde die Expression des
AnxAl mittels IPTG induziert und die weitere Aufreinigung erfolgte analog zur regularen AnxAl

Aufreinigung.

3.1.3 Zelllyse und Proteinbestimmung

Fir die Herstellung von Zelllysaten wurde entweder RIPA-Puffer oder Triton-X100 Puffer ver-
wendet. Bei der Lyse mit RIPA Puffer wurden die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen und mit
RIPA-Puffer inkl. Proteasen- und Phosphataseninhibitoren 10 Minuten auf Eis lysiert. Anschlie-
end wurden die Lysate fur ca. 10 Sekunden sonifiziert und 15 Minuten bei 13.000 rpm bei 4°C
zentrifugiert. Der Lysat-enthaltende Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR tberfuhrt und
bei -20°C gelagert.

Fir die Herstellung von Triton-X100 Lysaten wurden die Zellen analog zu RIPA-Lysaten in kal-
tem PBS gewaschen und in Triton X-100 Puffer fir 20 Minuten auf Eis lysiert. Nach anschlie-
Render Zentrifugation fir 30 Minuten bei 13.000 rpm bei 4°C wurde der Uberstand in ein neues

Reaktionsgefald tberfuhrt und bei -20°C aufbewahrt.

Die Proteinkonzentration von Zelllysaten wurde mittels BCA-Kit gemaf Herstellerprotokoll be-
stimmt. Die Lysate wurden hierfir in der Regel 1:4 verdiinnt, um eine Konzentration innerhalb
der BSA-Standardkurve von 0,125 — 2 mg/ml zu erhalten. Nach Zugabe des BCA-Reagenz und
20-minutiger Inkubation bei 37°C wurde die Absorption bei 560 nm gemessen und die finale

Proteinkonzentration anhand der Standardkurve errechnet.
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3.1.4 Immunprazipitation

Fur Immunprazipitationen (IP) wurden Protein G- Sepharose Beads, Triton X-100 Zelllysate und
der anti-FLAG Antikérper M2 (Sigma) verwendet. Pro IP wurden 40 pl Protein G Beads in ein
Reaktionsgefald Gberfihrt und 3-mal mit 1 ml Triton X-100 Puffer gewaschen und trocken ge-
saugt. AnschliefRend wurden pro IP 5 pg M2 Antikérper in 100 pl Triton X-100 Puffer zu den Be-
ads pipettiert und fir 1 Stunde bei 4°C geschuttelt. Die Triton-X-100-Lysate wurden tber Nacht
mit den M2-gekoppelten Beads inkubiert und die IP am nachsten Tag finfmal mit Triton X-100
Puffer gewaschen. Fir jeden Waschschritt wurden die Beads mit 1ml Triton X-100 Puffer ver-
setzt und bei 3500 rpm fur 1 Minute zentrifugiert. Nach dem letzten Waschschritt wurden die
Beads vollstandig trocken gesaugt und in 100 pl reduzierendem Probenpuffer fir 10 Minuten bei
80°C gekocht. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefal? Uberfihrt und bei -20° eingefroren oder direkt mittels SDS-Page und Western

Blot analysiert.

3.1.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Proteingemischen nach Gréi3e.
Das Gel besteht aus einem polymerisierten Gemisch aus Acrylamid und Bisacrylamid. Abhangig
vom Verhdltnis der beiden Chemikalien zueinander kann die Porengrof3e des Gels variiert wer-
den und dem Molekulargewicht der aufzutrennenden Proteine angepasst werden. Die denatu-
rierten Proteine werden mit SDS beladen, welches sich an den hydrophoben Rest der Amino-
saurekette anlagert. Bedingt durch die negative Ladung des SDS wandern die Proteine im Gel
Richtung Anode, wobei die Laufweite sich umgekehrt proportional zum Logarithmus der Pro-
teinmasse verhalt. Die Auftrennung im Rahmen dieser Arbeit erfolgte in 8-10%-igen Trenngelen
bei 135V fir ca. 1,5 — 2 h. Im Anschluss wurden die Gele mit Coomassielésung gefarbt oder fur

die Western Blot Analyse verwendet.

3.1.6 Western Blot & Immundetektion

Beim Western Blot werden die zuvor mittels eines SDS-Gel aufgetrennten Proteine elektropho-
retisch auf einen PVDF-Membran transferiert und durch Immundetektion analysiert. Im Rahmen

dieser Arbeit wurde ausschlieBlich das Wet-Blot Verfahren angewendet. Dafir wurde in eine
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Blotkassette zunachst ein Schwammchen und darauf zwei Whatmanpapiere in der Gréf3e des
SDS-Gels gelegt. Auf das Whatmanpaper wurde zuerst das Gel, dann die Membran, dann wie-
der zwei Whatmanpaper und ein Schwammchen gelegt und die Blotkassette geschlossen. Die
PVDF-Membran wurde zuvor fir 10 Sekunden in Methanol aktiviert und kurz mit destilliertem
Wasser gespllt. Die fertige Blotkassette wurde in eine Blotkammer eingesetzt und komplett mit
Blotpuffer bedeckt. Der Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Membran erfolgte 1,5 h lang
bei 400mA und variabler Spannung. Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurden die
Membranen fir 1 h bei Raumtemperatur mit 5% Milch in TBS-T oder 5% BSA in TBS-T inku-
biert. Die anschlieRende Inkubation mit dem Primarantikoper erfolgte wahlweise tber Nach bei
4° oder fur 2 h bei Raumtemperatur auf dem Roller in einem 50 ml Réhrchen mit 3,5 ml Antikoér-
perldsung. Nach der Inkubation mit dem Primarantikérper wurden die Membranen 3-mal fur 10
Minuten mit TBS-T gewaschen und daraufhin mit Peroxidase gekoppelten Sekundarantikérper
inkubiert. Nach erneutem 3-maligen Waschen wurden die Membranen mit Hilfe des ECL Detek-

tionsreagenz inkubiert und die spezifischen Banden in einer Entwicklermaschine dokumentiert.

3.1.7 Zytokin-ELISA

Im Zelluiberstand enthaltene Zytokine wurden mittels ELISA gemessen. Im Rahmen dieser Ar-
beit wurde ein Kit von Peprotech verwendet, um in Makrophagen- oder DC-
Zellkulturiberstéanden IL-12-Konzentrationen zu bestimmen. Alle im Herstellerprotokoll angege-
benen Volumina wurden halbiert, da 96-well-Platten mit halber Flache verwendet wurden. Die
Beschichtung der Platten erfolgt mit Capture Antikdrper in PBS (1:400) tber Nacht bei Raum-
temperatur (RT). Die restliche Durchfiihrung erfolgte gemaf Herstellerprotokoll. Die Entwicklung
erfolgte mit OPD-Substratldsung und wurde nach 5-10 Minuten mit 3 N Schwefelsaure abge-
stoppt. Die Absorption der Proben wurde in einem Multiplate Reader bei 490 nm gemessen und

die finalen Zytokinkonzentrationen mit Hilfe einer Standardkurve berechnet.

3.1.8 LRP1-Bindungsstudien

Zur Detektion von Protein-Protein-Interaktionen im mdglichst nativen Zustand kénnen ELISA-
ahnliche Bindungsstudien durchgefuhrt werden. Dazu wurde entweder humanes LRP1 (2 pg/ml)
oder humanes AnxAl (5 pg/ml) in 0,5M Natriumhydrogencarbonatpuffer (pH 8,6) in die Ldocher

einer 96 Loch Platte pipettiert und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Im Anschluss wurde die Platte
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5-mal mit Ligandenbindungspuffer (LBP) gewaschen und fir 1 h bei Raumtemperatur mit 3%
Milch in LBP blockiert. Als nachstes erfolgte die Inkubation mit dem Interaktionspartner in ver-
schiedenen Konzentrationen fir 1 h bei 37°C. Nach dreimaligem Waschen mit LBP wurden An-
tikdrper gegen den gebundenen Interaktionspartner hinzu pipettiert und die Platte wieder fir 1 h
bei 37°C inkubiert und erneut dreimal mit LBP gewaschen. Anschliel3end erfolgte die Inkubation
mit HRP-gekoppelten Sekundarantikdrpern (1:2000) fir eine weitere Stunde bei 37°C. Die Inter-
aktion wurde im Anschluss mit Hilfe von OPD-Substratlésung sichtbar gemacht und die Absorp-
tion nach dem Abstoppen mit 3 M Schwefelsdure im ELISA-Reader bei 490 nm gemessen.

3.1.9 Liganden / Rezeptor Blot

Der Liganden bzw. Rezeptor Blot ist eine Western Blot-basierte Variante zur Detektion von Pro-
tein-Protein-Interaktionen und wurde insbesondere fiir Interaktionen von sehr grof3en Rezepto-
ren und kleineren Liganden entwickelt. LRP1 oder AnxAl (2-5 pg/ Spur) wurden hierflr mittels
eines Gradientengels elektrophoretisch aufgetrennt und im Anschluss auf eine PVDF-Membran
transferiert. Im Unterschied zum klassischen Western Blot enthalt der Puffer fiir den Ligand Blot
2 mM CaCl, und 0,1% SDS zur besseren Ubertragung von sehr groRen Proteinen wie LRP1.
Der Transfer erfolgte fur 4 h bei 45 V auf Eis und die Membran wurde anschlieRend in 3% Milch
in LBP blockiert. Im néachsten Schritt wurde die Membran mit dem jeweiligen Interaktionspartner
LRP1 (0,5 pg/ml) oder Anx Al (2 pg/ml) in LBP tber Nacht bei 4°C in einem 50 ml Rohrchen auf
einem Roller inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit LBP wurde die Membran analog zur den
ELISA-basierten Bindungsstudien zunachst 1 h bei RT mit einem Primarantikrper gegen den
Interaktionspartner inkubiert und nach erneutem Waschen der HRP-gekoppelte Sekundaranti-
korper fur 1 h bei RT hinzugegeben. Die Interaktion wurde mittels ECL-Reagenz visualisiert und

in einer Entwicklermaschine detektiert.

3.1.10 RNA-Isolation

Die RNA-Isolation aus humanen oder murinen Zellen erfolgte mittels RNeasy Kit (Qiagen) ge-
mal dem Herstellerprotokoll. Die Konzentration der isolierten RNA wurde anschliel3end bei 260

nm gemessen.
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3.1.11 Reverse Transkription von RNA in cDNA

Die zuvor isolierte Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kits (Applied Biosystems) gemal Herstellerprotokolls in cDNA umgeschrieben. Fir jede PCR
wurden 6,8 pl Master Mix zu 0,5 bis 1 pg RNA in 13,2 pl Nuklease-freiem Wasser pipettiert. Die
PCR-Reaktion wurde im PTC-200 DNA Engine Thermal Cycler (Bio Rad) durchgefiihrt. Master
Mix-Zusammensetzung und PCR-Programm sind dem Herstellerprotokoll zu entnehmen.

3.1.12 Quantitative Real-Time PCR

Die quantitative Real-time PCR basiert, ebenso wie die konventionelle PCR, auf der Amplifikati-
on von DNA-Fragmenten. Kurze spezifische Oligonukleotide (Primer) lagern sich hierbei an ei-
nen durch das Design der Primer genau definierten DNA-Abschnitt an und ermdéglichen in der
Anwesenheit von dNTPs und der thermostabilen DNA-Polymerase die Synthese eines komple-
mentdren DNA Stranges. Nach jedem Reaktionszyklus verdoppelt sich hierbei die Menge der
doppelstrangigen DNA (dsDNA), was durch den dsDNA-interkalierenden Reporterfarbstoff
SYBR Green detektiert werden kann. Die Fluoreszenzintensitat wird nach jedem PCR-Zyklus
gemessen und verhalt sich proportional zur Menge der synthetisierten dsDNA wodurch die rela-
tive und absolute Quantifizierung von Transkripten erméglicht wird. Die Amplifikation erfolgte im
7500 Real-Time PCR System und die Detektion mittels 7500 Software v2.0.1. Die Uberpriifung
der Schmelzkurven diente der semi-qualitativen Analyse. Der Master Mix und das PCR-
Programm ist dem Herstellerprotokoll zu entnehmen. Die relative Genexpression wurde mittels

der auf das Referenzgen GAPDH normalisierten Ct-Werte ermittelt.

3.1.13 Herstellung von AnxAl- oder PRMT6-gekoppelten fluoreszierenden Beads

Fur Phagozytoseexperimente wurde an fluoreszierende Beads entweder murines Anx Al oder
das FLAG-getaggte Kontrollprotein PRMT6 gekoppelt. Einen Tag vor dem Phagozytoseexperi-
ment wurden 25 ng Protein pro Million Beads zugesetzt und in 500 pl sterilem PBS tber Nacht
bei 4°C inkubiert. Direkt vor dem Phagozytose-Experiment wurden die Beads fir 10 Minuten bei
13000 rpm bei 4°C abzentrifugiert und noch einmal mit sterilem PBS gewaschen. AnschlieRend

werden die Beads in PBS resuspendiert und direkt vor Zugabe zu den Zellen gevortext
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3.2 Zellbiologische Experimente

3.2.1 Isolation muriner Knochenmarkszellen

Zur Generierung muriner dendritischer Zellen oder muriner Makrophagen werden hamatopoeti-
sche Vorlauferzellen bendtigt, die aus dem Knochenmark der Beinknochen gewonnen werden

koénnen.

Die Mause wurden mittels zervikaler Dislokation getttet und mit den Extremitaten auf einer Un-
terlage fixiert. Als nachstes wurden die Hinterbeine entnommen und von Fell- und Geweberes-
ten befreit und der Oberschenkel- vom Unterschenkelknochen getrennt. Die Knochen wurden an
beiden Enden vorsichtig getffnet und das Knochenmark mittels einer 23G-Kanile und Medium
in eine mit Medium geflllte Petrischale gesplilt. Die Zellsuspension wurde durch ein 40 um-
Zellsieb in ein 50 ml-Réhrchen tberfuhrt und einmal mit Medium gewaschen (10 Minuten, 460 x
g, 4°C). Zur Entfernung von Erythrozyten wurden diese mit 3 ml ACK-Puffer fur 30 s lysiert, ab-
zentrifugiert und die verbleibenden Vorlauferzellen erneut mit Medium gewaschen. Anschlie-

Bend erfolgte die Differenzierung zu dendritischen Zellen oder Makrophagen.

3.2.2 Differenzierung muriner dendritischer Zellen (BMDC)

Hamatopoetische Vorlauferzellen wurden mit einer Dichte von 0,5 x 10° Zellen/ml/Loch in eine
24 well-Platte ausgesat. Dem Differenzierungsmedium wird dabei murines rekombinantes GM-
CSF (20ng/ml) zugesetzt welches die Vorlauferzellen zu unreifen BMDC differenziert. An Tag 2
und 4 nach der Isolation werden jeweils 800 pul Medium abgenommen und neues GM-CSF-
haltiges Medium hinzugegeben. An Tag 6 oder 7 nach Isolation der Vorlauferzellen wurden die
nicht-adhéarenten Zellen vorsichtig von der Platte abgespult und fir die jeweiligen Experimente

ausplattiert.

3.2.3 Differenzierung muriner Makrophagen

Die aus dem Knochenmark isolierten Vorlauferzellen wurden auf eine Konzentration von 1 x 10°
Zellen/ml eingestellt und in Makrophagenmedium, welches den M-CSF haltigen L929- Zelluber-

stand enthalt, in 10 cm Petrischalen in einem Volumen von 10 ml ausgeséat. Nach 7 Tagen wur-
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de das Medium vollstandig entfernt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und mittels Trypsinie-
rung und Abschabens von den Zellkulturplatten gel6st und in ein Rohrchen mit FCS-haltigem
Medium Uberfuhrt und abzentrifugiert (5 min, 1500 rpm, RT). Danach wurden die Zellen in fri-
schem Makrophagenmedium aufgenommen, gezahlt und fur die jeweiligen Experimente ausplat-
tiert.

3.2.4  Kultivierung eukaryotischer Zelllinien

Alle Arbeiten zur Kultivierung eukaryotischer Zellen wurden unter einer sterilen Werkbank
durchgefihrt. Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C, 95% relativer Luftfeuchtigkeit und 5 %
CO; kultiviert. Die Medienzusammensetzung fur die jeweiligen Zellen ist auf Seite x zu finden.
Das Einfrieren der Zellen erfolgte in 1 ml Einfriermedium in einem Spezial-Einfrierbehaltnis®,
welches bei direkter -80°C Lagerung einen linearen Temperaturabfall von 1°C/min gewahrleis-
tet. Das Auftauen der Zellen erfolgte zligig in einem 37°C Wasserbad und anschliel3enden

zweimaligen Waschen und abzentrifugieren (10 ml Medium, 200 x g, 10 min) der Zellen.

Raw264.7 und L929 Zellen sind adharente Zellen und wurden stets so kultiviert, dass sie eine

Konfluenz von ca. 90% besalRen. Fir das Ablésen der Zellen wurde Trypsin-EDTA verwendet.

Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer bestimmt. Hierfir wurden ein Aliquot
der zu zéhlenden Zellen mit Trypan Blau versetzt, was ausschlief3lich tote Zellen anfarbt. Die
lebenden, nicht angefarbten Zellen wurden gezéhlt und die Zellzahl entsprechend der eingesetz-

ten Verdlnnung berechnet.

3.2.5 Apoptose-Induktion

Zur Generierung frih-apoptotischer Zellen wurden Jurkat T-Zellen mit UV-C (265 nm), 50
mJ/cm? bestrahlt (6 well-Platten, 2 ml Zellsuspension pro Loch, 1 x 10° Zellen/ml) und fiir 2,5-3 h
bei 37°C inkubiert.
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3.2.6 Phagozytose-Experimente

Um den AnxAl-Effekt auf die Phagozytose zu analysieren, wurden Experimente mit primaren
murinen Makrophagen, DC oder MEFs durchgefiihrt. Die Makrophagen oder MEFs wurden ei-
nen Tag vorher in 12- oder 24-Loch-Platten ausgesat und direkt vor Beginn des Experiments mit
serumfreien Medium gewaschen. Das Experiment selbst wurde ebenfalls in serumfreien Medium
durchgefiihrt, um Nebeneffekte durch im Serum vorhandene Proteine zu vermeiden. Bei muri-
nen DC war der Serumentzug nicht moglich, da die Zellviabilitat sich ohne Serum deutlich redu-
zierte. Im Rahmen einer 4 bis 8-stiindigen Kinetik wurden anschlieend die zuvor hergestellten
FITC-gekoppelten Beads in einem Volumen 50 ul zu den Zellen gegeben. Nach Beendigung der
Kinetik wurden die Zellen mit einem Zellschaber abgekratzt und in 1,5 ml Reaktionsgefal3e Uber-
fuhrt, gefolgt von zweimaligem Waschen mit 10% FCS/PBS um alle nicht phagozytierten Beads
zu entfernen. Die Phagozytose wurde anschlieRend mittels FACS analysiert, in dem alle leben-
den, FITC-positiven Zellen gemessen wurden. Je nach untersuchtem Zelltyp wurden die Zellen
zusatzlich fur einen Zelltypspezifischen Marker gefarbt und nur die fir diesen Marker positiven
Zellen in die Messung mit einbezogen. Fir DC Messungen wurden CD11c” und fur Makropha-

gen F4/80" Zellen analysiert und deren Menge der FITC-positiven Zellen dargestellt.

3.2.7 Suppressions-Experimente

Um zu untersuchen, ob AnxAl oder frih-apoptotische Jurkat T-Zellen (aJ) einen Einfluss auf die
TLR-induzierte Zytokinsekretion von primaren murinen Makrophagen oder DC ausibt, wurden
sogenannte Suppressions-Experimente durchgefihrt. Hierflr wurden die Zellen in 48-Loch Plat-
ten ausgesét (1 x10°/400 pl) und ca. 4 h ruhen gelassen. AnschlieBend wurden entweder aJ zu
APC im Verhaltnis 5:1 oder murines rekombinantes AnxA1l (250 oder 500 nM) in 100 pl hinzu-
gegeben und dber Nacht (14-16 h) im Brutschrank inkubiert. Danach erfolgte die Stimulation
mittels TLR9 Agonist CpG (10-30 nM) fir 24 h, um im Anschluss die IL-12-Konzentration im
Uberstand mittels ELISA zu bestimmen. Fiir die Analyse auf mMRNA- Level wurden die Zellen in
24 Loch Platten ausgesat (2 x 10° / 900 ml), iiber Nacht mit rekombinantem AnxA1 inkubiert und
am nachsten Tag eine CpG-Kinetik zwischen 0 und 10h durchgefiihrt. Das gesamte Experiment
wurde in Gegenwart von Polymyxin B durchgefiihrt um selbst geringste Kontaminationen LPS im

rekombinanten AnxA1l zu neutralisieren und somit die Endotoxintoleranz zu verhindern.
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3.2.8 Farbung von T-Zellen mit Vybrant DiD

Fir Phagozytosestudien wurden Jurkat T-Zellen vor dem Experiment mit Vybrant DiD gefarbt.
Dieser Farbstoff ist lipophil und lagert sich unspezifisch in die Lipide der Zellmembran an. Die
bendtigte Anzahl an T-Zellen wurde in ein 50 ml Réhrchen tberfuhrt und zweimal mit PBS ge-
waschen. Fir die DID Farbung wurde anschlieRend pro 10° Zellen 5 ul DiD hinzupipettiert und
das Rohrchen fur 10 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Danach wurde die Reaktion mit
serumhaltigen Medium abgestoppt und die Zellen noch einmal mit komplettem Medium gewa-

schen.

3.2.9 UV-Kreuzvernetzung von pBpa-modifiziertem AnxAl

Mit pBpa modifiziertes AnxAl kann durch UV-Bestrahlung eine kovalente Bindung mit dem puta-
tiven Rezeptor ausbilden, was die Interaktion fir den weiteren Aufreiningungsprozess verstarkt.
Die Kreuzvernetzungstudien wurden mit der murinen Makrophagen-ahnlichen Zelllinie
Raw264.7 durchgefuhrt. Die Zellen wurden am Tag vor dem Experiment in 15 cm Petrischalen
ausgesét (1x107), so dass sie nach 24 h ca. eine 90%ige Konfluenz besaRen. Als nachstes wur-
de das Medium entfernt und die Zellen einmal mit serumfreien Medium gewaschen um an-
schlielend 100 pg pBpa-modifiziertes AnxAl in 10 ml Medium dazuzugeben. Dies entspricht
der geringsten suppressiven Konzentration (250 nM), die fiir Zytokinmessungen eingesetzt wur-
de. Damit AnxAl den Rezeptor bindet ohne internalisiert zu werden, wurden die Zellen 30 min
auf Eis mit dem pBpa-AnxAl inkubiert und anschlieend 20 Minuten auf Eis mit bestrahlt UV-A
(365 nm) bestrahlt. Im Anschluss wurde das Medium komplett entfernt und die Zellen zweimal
mit TBS + 2 mM CacCl, gewaschen, um nicht gebundenes AnxAl zu entfernen. Danach wurden

die Zellen in Triton X-100 Puffer lysiert die Lysate fir eine anti-FLAG IP verwendet.

3.2.10 Bestimmung von Bindungsaffinitaten

Fur die Messungen von Bindungsaffinitdten wurde der Gerdt A100 der Firma ATTANA verwen-
det. Auf einem LNB Carboxylchip wurde gemé&R Herstellerprotokoll LRP1 immobilisiert. Daftr
wurde der Chip zunéchst mit EDC/SulfoNHS gemafR Herstellerprotokoll aktiviert und anschlie-
Rend aufgereinigtes LRP1 (5-15 pg/ml) in einem Natriumacetatpuffer mit pH 4,0 auf den Chip

injiziert bis eine Frequenzerhéhung von 70-100 Hz erreicht war. AnschlieRend wurden verblie-
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bene Bindungsstellen auf dem Chip mit zwei Injektionen Ethanolamin abgesattigt und der Chip
in PBS umgepuffert. Fir die Inkubation mit den verschiedenen Annexinen wurden diese in 6
verschiedenen Konzentrationen in PBS angesetzt, die in Triplikaten gemessen wurden. Nach
jeder Anx-Injektion wurde der Chip mit 5 mM EDTA/PBS und 3M NaCl regeneriert bevor die

nachste Anx-Injektion erfolgte.
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4 Ergebnisse

Verschiedene Studien beschreiben den immunsuppressiven Effekt von AnxAl und basieren in
der Regel auf der Bindung des N-terminalen Peptids an Mitglieder der FPR-
Familie 8100101.104.106163 1 ynserer Gruppe konnte jedoch gezeigt werden, dass die Blockade
dieser Rezeptoren nicht zur Aufhebung der Immunsuppression in DC fiihrt. Dartber hinaus
konnten wir nachweisen, dass mehrere Annexine (AnxAl, AnxA5, AnxAl3) in der Lage sind die
TLR-induzierte Aktivierung von DC zu unterdriicken nicht der N-Terminus sondern die Kerndo-
mane fir diese suppressive Funktion verantwortlich ist (Promotionsarbeit B. Linke, 2011). Die
Schlussfolgerung aus diesen Daten war, dass ein bislang unbekannter, weiterer Rezeptor flr

AnxA1l bzw. verschiedene Annexine auf DC existieren muss.

4.1  Strategien zur ldentifikation des AnxAl-Rezeptors

4.1.1 Immunprazipitationen (IP) mit WT AnxAl

Zur ldentifikation des putativen AnxAl-Rezeptors auf DC, wurden bereits viele verschiedene
Methoden angewandt. Dafir wurde WT AnxAl und u.a. die Makrophagen-ahnliche Zelllinie
Raw264.7 verwendet, von der aus friheren Studien (Promotionsarbeit A. Mahr, 2010) bekannt
ist, dass sich die TLR-induzierte Sekretion von pro-inflammatorischen Zytokinen mittels AnxAl
supprimieren lasst. Im Rahmen dieser Arbeit wurden auch Co-IPs mit WT-AnxAl-vor-inkubierten
Raw264.7 durchgefiihrt, die anschlieend massenspektrometrisch analysiert wurden. Aus zwei
voneinander unabhangigen Experimenten resultierte dabei eine Liste interagierender Proteine,
die spezifisch fir die AnxAl enthaltene IP waren (Daten nicht gezeigt). Als Kontrolle dienten in
diesen Experimenten IPs, bei denen Raw264.7 nicht mit AnxAl, deren Lysate aber mit dem anti-

FLAG Antikdrper und Protein G Beads inkubiert wurden.

In der resultierenden Liste wurde nach membranstdndigen Proteinen gesucht und alle DNA-
oder RNA-, sowie Zytoskelett-bindende und intrazellulare Proteine nicht beachtet. Nach der Se-
lektion blieben letztendlich nur die Proteine Stomatin und Nucleolin dbrig, die spezifisch oder

stark angereichert in der AnxAl Probe zu finden waren.

Stomatin wurde urspringlich auf Erythrozyten identifiziert und ist ein transmembranes Protein,

das nach dem Krankheitsbild der vererbbaren hamolytischen Anamie Stomazytose benannt
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173,174

wurde . Im Zusammenhang mit immunologischen Prozessen sind bislang jedoch keine

Funktionen bekannt, und in der Literatur wird es primar als Struktur-gebender Faktor in der

Zellmembran beschrieben 17178,

Nucleolin ist ein vorwiegend nukledres Protein und an der Synthese und Reifung von Riboso-
men beteiligt *’"*"®. In den letzten Jahren konnte allerdings gezeigt werden, dass Nucleolin auch
in einer membranstandigen Form existiert und dort mdoglicherweise fur die Aufnahme von
apoptotischen Zellen eine Rolle spielt *”°. Folglich kommt Nucleolin als AnxA1l-Rezeptorkandidat

in Betracht.

Sowohl fur Nucleolin als auch fur Stomatin konnte mittels Western Blot Analyse bestétigt wer-
den, dass sie grundsatzlich in Raw264.7 exprimiert werden, jedoch konnte keines der beiden
Proteine in einer Co-IP validiert werden (Daten nicht gezeigt). Zu bedenken ist auRerdem, dass
Nucleolin in der MS-Analyse lediglich vermehrt und nicht exklusiv in der AnxAl-IP detektiert
wurde, weshalb die Spezifitat fraglich bleibt. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden Stomatin und

Nucleolin als putative Rezeptorkandidaten nicht weiter untersucht.

Eine Ubersicht der weiteren bislang angewandten methodischen Ansétze ist in Tabelle 4.1 dar-

gestellt.

Tabelle 4.1 - Ubersicht der angewandten Strategien zur Identifikation des AnxAl Rezeptors

Methode Kurzbeschreibung Ergebnis Problematik

1. Co-IP Zellen einer AnxAl-reaktiven Viele cytosolische - Viele der Treffer auch in

2. SDS-PAGE Zelllinie (U937 0. Raw264.7)  Interaktionspartner Isotypkontrolle zu finden

3. MS Analyse wurden mit rekombinantem Membranproteine: - Validierung im Western
AnxAl-FLAG inkubiert und Integrin 32, Stoma-  Blot nicht erfolgreich
AnxAl-Komplexe durch Im- tin, Nucleolin

- Hoher Hintergrund durch

munpréazipitation mit versch. exogenes AnxAl bzw.
Anti-AnxAl Antikdrpern préa- den anti-FLAG Antikérper
zZipitiert
1. Pull Down AnxA1-FLAG wurde an einer  Viele cytosolische Sehr hoher Hintergrund
2. SDS-PAGE Saule immobilisiert, die Sau-  Interaktionspartner durch co-eluiertes AnxAl
3. MS Analyse Ie_ mit BMDC-Zelllysat |nku-_ Einziges Membran- Keine Validierung fur
biert _und gebunder?e Protei- protein: CD44 CD44 im Western Blot
ne mittels pH Gradient elu-
iert
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Methode Kurzbeschreibung Ergebnis Problematik
1. Biotinylierung Die Oberflachenproteine Keine FLAG- Womdglich keine Bindung
von Oberfla- einer AnxAl-reaktiven Zellen  spezifischen Banden von AnxAl an bereits

chenproteinen
2. Streptavidin-IP
3. Western Blot

Protein-Chip

(Raw264.7 0. U937) wurden
biotinyliert und anschlieRend
mit AnxAl inkubiert. Danach
erfolgte eine Streptavidin-
oder FLAG-IP und ein Immu-
noblot gegen FLAG oder
Biotin.

Protein-Chip beschichtet mit
12.000 voll-langen Proteinen
wird mit biotinyliertem AnxAl
inkubiert und die Bindung
mittels Fluoreszenz gekop-
peltem Streptavidin sichtbar-
gemacht und detektiert

in der Streptavidin-
IP, bzw. keine Biotin-
Nachweis in der
FLAG-IP

Diverse cytosolische
Bindungspartner
oder open reading
frames

z.B. Cortaktin

biotinylierte Oberflachen-
proteine

Sehr viele Hits fir open
reading frames bzw. bis-
lang nicht identifizierte
Proteine erschweren Vali-
dierung. Keine Membran-
rezeptoren, Chip ggf.
ungeeignet um Membran-
proteine in nativer Form
binden zu binden

Eine mdgliche Ursache fiur die bislang nicht erfolgreiche Rezeptoridentifikation kann die schwa-
che Bindung zwischen AnxAl und seinem Rezeptor gewesen sein. Diese kann bei folgenden
Waschschritten zum Zerfall des Komplexes und somit zum Verlust des Nachweises der Interak-
tion fuhren. Deswegen wurde eine Methode angewandt, um die AnxAl-Rezeptor-Bindung zu

stabilisieren, indem eine kovalente Bindung zwischen Ligand und Rezeptor induziert wird.

a b
pBpa
0
UV-A
7\ . —
S \/O/'\O 365 nm
H,N~ ~COOH |

Abb. 4.1 - Schematische Darstellung der Induktion einer kovalenten Bindung mittels pBpa. a) Strukturformel
des pBpa. b) Schema der Reaktion eines pBpa-Molekils mit einem Interaktionspartner unter Ausbildung einer durch

UV-Bestrahlung induzierten kovalenten Bindung. (modifiziert nach Hino et al., 2005, Nature)

Hierfir wurde die Inkorporation einer photoreaktiven Aminosaure (AS) in das rekombinante

AnxAl gewahlt. Diese bildet infolge von UV-Bestrahlung ein freies Radikal aus, das eine kova-
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lente Bindung zu Interaktionspartnern in einer Entfernung von 3 A ausbildet (Abb. 4.1a&b). Als
photoreaktives Aminosaurederivat wurde p-Benzoyl-L-phenylalanin (pBpa) verwendet. Dieses
System wurde in der Gruppe von P.G. Schultz etabliert und optimiert ***. Dieses System ver-
sprach gute Erfolgsaussichten, da es bereits mehrfach erfolgreich in Interaktionsstudien ver-

schiedenster Art angewandt wurde %%,

4.2  Inkorporation von p-Benzoyl-Phenylalanin in murines AnxAl

4.2.1 Auswahl der Aminosauren fur die pBpa-Inkorporation

Fur die pBpa-Modifikation des AnxAl wurden gemeinsam mit dem Strukturbiologen Dr. Clemens
Wild vom BZH Heidelberg verschiedene AS innerhalb der AnxAl-Sequenz ausgewahlt, die mit
pBpa substituiert werden sollten. Als Grundlage fir die Auswahl der AS fir die Mutagenese
diente die zum murinen AnxAl Sequenz-homologe porkine AnxAl-Struktur. Die murine AnxAl-
Struktur ist bislang nicht im Calcium-gebundenen Zustand beschrieben. Da jedoch insbesondere
der Calcium-gebundene Zustand bei der Externalisierung auf apoptotischen Zellen eine Rolle
spielt, wurde alternativ die porkine AnxAl-Struktur verwendet, die in Anwesenheit von Calcium
entschlisselt ist. Die stellenweise unterschiedlichen Positionen der jeweiligen AS in der murinen
Sequenz wurden bei der Mutagenese berticksichtigt. Fur die Wahl der AS wurden mehrere Kri-
terien unter der Berlcksichtigung der derzeitigen Erkenntnisse Uber die strukturelle Funktion der
AnxAl-Doméanen festgelegt. Die erste Rationale war die Wahl von AS innerhalb der Kerndoma-
ne. Dies beruht auf den Daten unserer Gruppe, die zeigen dass die Kerndomane fir die Immun-
suppression ausreicht und der N-Terminus hierfir keine Rolle spielt (Promotionsarbeit B. Linke,
2011). Die zweite Rationale fur die Auswahl der zu mutierenden AS war, eine dem pBpa mdg-
lichst strukturell verwandte AS zu mutieren. Die strukturelle Ahnlichkeit ist aufgrund sterischer
Grinde zu bevorzugen, um zu vermeiden, dass durch den grof3en aromatischen Benzoylring
des pBpa Faltungsprobleme im AnxAl auftreten. Ein drittes Kriterium war, dass potentielle Bin-
dungsstellen nicht auf derjenigen AnxAl-Seite liegen, die der Membran der apoptotischen Zelle
zugewandt ist. Da jedoch keines der acht Phenylalanine im AnxAl die oben genannten Kriterien
vollstandig erfillte, wurden die nachst strukturell verwandten AS ausgewahlt oder AS, die sich in
der Kerndoméane und abgewandt von der apoptotischen Zellmembran befinden, sowie exponiert
nach auf’en stehen und somit potentiell einen Rezeptor binden kénnen. Mit Hilfe von Dr. Cle-
mens Wild konnten auf3erdem anhand der 3D-Struktur des AnxAl Areale identifiziert werden,

die einer Bindungstasche gleichen. Eine Ubersicht der ausgewahlten Aminoséduren ist in
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Tabelle 4.2 zu finden. Die ausgewahlten Aminosauren wurden durch das Amber Codon ,UAG*
ersetzt, welches normalerweise ein Stopp-Codon darstellt. Damit genau an dieser Stelle das
pBpa eingebaut werden konnte, musste zuséatzlich zu dem modifizierten AnxAl Expressionsvek-
tor noch ein weiterer Vektor (pEVOL) in die Bakterien transformiert werden. Dieser codiert fur
ein orthogonales tRNA/tRNA-Synthetase-Paar, durch welches die pBpa-Inkorporation an der
Stelle des Amber Codons erfolgt, ohne die Termination der Translation auszulésen. Die AnxAl-
Variante E47 ist prinzipiell Wildtyp (WT) AnxA1l, bei dem das eigentliche Stopp-Codon des WT-
AnxAl in ein anderes (UAA) umgewandelt wurde, um einen Translationsabbruch durch den
pBpa-Einbau am eigentlichen Stopp-Codon des AnxA1l zu verhindern.

Tabelle 4.2 - Ubersicht der pBpa-AnxA1l-Varianten. Angegeben sind die mit einem Amber Codon modifizierten

Aminosauren innerhalb des murinen AnxA1, sowie die Namen der resultierenden AnxAl-Varianten.

Name E47 |E50 |E51 |E52 |E53 |(E54 |ES5 |E56 |E57 | E58 |ES9

Modifizierte AS | - N43 | K53 | E147 | E158 | E159 [ L192 | Y207 | K242 | Y243 | N249
Name E60 |E61 |E62 [(E84 |E86 |E87 |E88 |E89 |EO90 |E91 |[Y315
Modifizierte AS | K287 [ K317 | K319 | D61 | E104 [ D171 | K178 | R204 | S273 | Y283 | Y315

4.2.2 Expression der pBpa-modifizierten AnxAl-Varianten

Nach erfolgreicher Klonierung der verschiedenen Mutanten in den Expressionsvektor fir muri-
nes AnxAl wurde zunachst Uberprift, ob das Expressionssystem generell funktionierte und die
Expression der Mutanten von der Zugabe von pBpa und der Induktion des pEVOL Vektors ab-
hangig ist. In Abb. 4.2a wurde der Bakterienstamm KRX mit dem fur WT codierenden AnxAl
Expressionsvektor sowie dem Vektor pEVOL transformiert und immer je zwei Klone analysiert.
Zur friihzeitigen Uberpriifung der Expression wurden drei Stunden nach der Induktion Lysate
aus den Bakterien hergestellt und dahingehend untersucht, ob sich das exprimierte AnxAl in der
I6slichen Fraktion oder in der unldslichen Membranfraktion befindet. Der Grof3teil des exprimier-
ten AnxAl sollte in der l6slichen Fraktion vorhanden sein. Proteine in der Membranfraktionen
liegen in inclusion bodies vor und muissten vor Verwendung noch einmal riickgefaltet und auf
Ihre Funktion getestet werden. Die Analyse der Proteinexpression erfolgte mittels Western Blot
und der Verwendung des AnxAl-spezifischen Antikdrpers 8D10 oder mittels des anti-FLAG An-
tikorpers. Die zusatzliche Ponceaufarbung der Membranen diente als Ladekontrolle. Der Immu-
noblot zeigt, dass die Proteinexpression von WT AnxAl (B74) allein mittels Rhamnose induziert

wurde und unabhéangig vom orthogonalen tRNA/tRNA-Synthetase Paar erfolgte, welches durch
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Arabinose induziert wird. Auch die zusatzliche Zugabe von pBpa hatte dabei keinen Einfluss auf

die AnxAl-Expression und ist somit nicht toxisch fur die Bakterien selbst.

Im Anschluss wurde die Expression einer der mutierten AnxAl-Varianten (E55) analysiert (Abb.
4.2b). Die Variante E55 enthalt anstatt eines Lysins an Position 192 das Amber Stopp-Codon.
Auch hier wurden zwei Klone der Transformation zum Animpfen einer Bakterienkultur verwendet
und nach der abgeschlossenen Expression Bakterienlysate hergestellt. Der Immunoblot zeigt
deutlich, dass im Fall einer AnxAl-Mutante die alleinige Rhamnose-Zugabe fir die Induktion der
Expression nicht ausreichte. Die Proteinexpression konnte ausschlie3lich durch die zusatzliche
Induktion der Expression des orthogonalen tRNA/tRNA Synthetase Paares mittels Arabinose
und der Zugabe von pBpa induziert werden.

Im nachsten Schritt wurden alle erfolgreich klonierten, modifizierten AnxAl-Varianten im Bakte-
rienstamm KRX exprimiert und vorerst nur die l8sliche Fraktion analysiert. Wie in Abb. 4.2¢ zu
sehen, konnten nur die Mutanten E54 und E55 erfolgreich exprimiert werden. Somit konnten nur
zwei der bis dahin elf klonierten AnxAl-Varianten exprimiert und in der l6slichen Fraktion nach-
gewiesen werden. Um herauszufinden, warum die anderen AnxAl-Mutanten sich schlecht oder
gar nicht exprimieren lassen, wurden im Anschluss auch die Membranfraktionen mittels Western
Blot analysiert (Abb. 4.2d). Dabei wurde deutlich, dass die Abwesenheit von modifiziertem
AnxAl in der Igslichen Fraktion diverse Ursachen haben kann. Fir die AnxAl-Varianten E50
und E51 wird AnxAl zwar generell exprimiert, jedoch handelt es sich dabei um ein verkirztes
AnxAl, was an der geringeren Proteingrof3e zu erkennen ist. Zusatzlich fuhrt die Verkirzung
des Proteins zur nicht korrekten Faltung und der Ablagerung des Proteins in den inclusion bo-
dies. Die Im Falle der AnxAl-Varianten E56 und E57, sowie E60, E61 und E62 hingegen ist die
die Induktion der Expression sehr schwach, da weder in der I6slichen noch in der unléslichen
Fraktion grof3e Mengen des rekombinanten Proteins detektierbar waren. Bei der Variante E58
kann eine starke Degradation des AnxAl beobachtet werden, was sich in niedrigmolekularen
Banden im Western Blot dufRert. Die deutlich sichtbaren Banden von E47, E54, E55 und E74
zeigen dabei jeweils, auf welcher Hohe das vollstidndige AnxAl regulér detektiert werden miiss-
te. Aufgrund der Tatsache, dass viele AnxAl-Mutanten offenbar nicht mittels des bislang ver-
wendeten AnxAl-Expressionsprotokolls (Promotionsarbeit Dr. Bjorn Linke, DKFZ Heidelberg)
exprimiert werden konnten, wurden verschiedene Schritte zur Etablierung und Optimierung des
Expressionssystems durchgefiihrt. Der erste Schritt bestand in der Reduktion der Expressions-
temperatur von 37°C auf 18°C sowie der Verlangerung der Expressionsdauer von 3 auf 16 h
(Abb.4.2e). Dies ist eine generelle Modifikation von Protokollen zur Proteinexpression, um ins-

besondere die korrekte Faltung des Proteins zu fordern Y®!"*. Exemplarisch sind in Abb. 4.2e
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die Mutanten E56, E58 und E62 gezeigt, bei denen diese Anpassung jedoch zu keiner Verbes-
serung der Menge des rekombinanten AnxAl in der I6slichen Fraktion flhrte. E47 und E74 wur-
den als Positivkontrolle fir das Expressionssystem selbst mitgefiihrt.
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172121 212121 2 172121 2121212
—Lm‘. P :__ S
Ponceau
rEEBTEES 33 LK ]
" - < "." - - Anxat
c KRX
E47 E50 E51 E54 ES55 E5S6 ES57 E47 E5S8 E59 E60 E61 E62 B74
-+ - -+ -+ -+ -+ -+ -+ - + -+ - 4+ - + - + - + L-Rham
LT T S S S L - 4+ -+ "+ - + - + - + - + pBpatL-Ara
.-
LEN
Ponceau

‘ o FLAG

—

d
KRX
E47 ES0 E51 E54 ES5 ES6 E5S7 E47 E5S8 E59 E60 E61 E62 B74
-+ -+ - + - + - + - + -+ - 4+ -4+ - + - + - + - + - + L-Rham
-+ -+ -+ -+ - + - + - 4+ - + -+ - + - + - + - + - + pBpa + L-Ara
o FLAG

59



4 - Ergebnisse

E47 ES58 E54 E47 ES56 E62

37°C37°C KRX
37°C  37°C 18°C LF MF  37°C  37°C 18°C 37°C

-+ -+ - -+ -+ -+ -+ -4+ -+-+ -+ -+ - + L-Rham
-+ -+ - -+ -+ -+ -+ -+ -+-+ -+ -+ - + pBpa+L-Ara
171112211 1111 11112211

221122

Ponceau

T T

ES50 E51 E47 E54 E55 E47
T¥ -+ -+ -+ - F-F-% - ¥ -+-4-+-+-+- ¢ LRhamlPTG
-+ -+ -+ -4 -4+-4+4-4 -+ - 4-4+-4+ - +-+ -+ pBpatL-Ara
RX RX

- Ponceau

a ;__' .- ® w w cflAc

IPTG
pBpA + L-Ara

Ponceau

KRX
Rhamnose
pBpA + L-Ara

Ponceau

-,

60



' §

- F
'

-+ -+ o+ o+

extrazellularer
Raum

Zytosol der apoptotischen Zelle

A Q N D O A DO
& & SETLLELSS
P

+ + + + + + +

+ +|<%.o

+
+

4 - Ergebnisse

BL21
N oSV

¢

+ IPTG
+ pBpa+L-Ara

Ponceau

o FLAG

IPTG
pBpA + L-Ara

Ponceau

a FLAG

Struktur aus Sicht der APC

E158

K178  E147 ¢f159

61



4 - Ergebnisse

800
600 -

400 -
um b
0
- + + + + + CpG

- - aJ AnxA1 | AnxA1 | AnxA1
WT E54 E55

MTNF-a [pg/ml]

Abb. 4.2 - Etablierung der Expression von pBpa-AnxAl. a-j) WT oder pBpa-AnxAl wurde in E. coli exprimiert.
,1“ und ,2“ reprasentieren jeweils zwei verschiedene Klone des Transformationsansatzes. 3 h nach Induktion der
Proteinexpression wurden die E. coli lysiert und mittels Immunoblot hinsichtlich der AnxAl-Expression analysiert. Als
Ladekontrolle dienten Ponceau-gefarbte Membranen, die anschlieend mittels FLAG- oder LRP1-spezifischem Anti-
korper analysiert wurden. a) I6sliche Fraktion (LF) und Membranfraktion (MF) der Expression von WT AnxA1 ,B74“ in
Gegenwart von pBpa im KRX-Stamm. L-Rham= L-Rhamnose, L-Ara= L-Arabinose. b) LF und MF der Expression der
Mutante E55 mit pBpa. c) LF der Expression verschiedener Mutanten. d) Western Blot der MF der angegebenen
AnxAl-Mutanten. e) Expression fur 3h bei 37°C oder 16h bei 18°C. f) LF der Expression unter Verwendung der ver-
schiedenen Bakterienstimme KRX, BL21, DH10Ba (DH10). IPTG=B-D-thiogalactopyranosid. g) Zeitversetzte Zugabe
von pBpa und Induktion der Expression im BL21-Stamm. h) Verringerung der pBpa-Konzentration wahrend der Ex-
pression. i) Erhéhung des pH-Wertes von 6,8-7,4 auf 8. j) Reduktion der pBpa-Konzentration. k) Schematische Dar-
stellung der mutierten Aminosauren in der porkinen AnxAl-Struktur. Gezeigt sind die Mutanten, die in ausreichenden
Mengen aufgereinigt werden konnten. Ubersicht der Expression aller klonierten Mutanten. 1) Murine BMDC wurden
mit je 500 nM WT AnxAl, den AnxAl-Mutanten E54 und E55 oder apoptotischen Jurkat T-Zellen (aJE6.1) vorinku-

biert. Nach CpG-Stimulation Giber Nacht wurde die TNF-a-Konzentration mittels ELISA im Uberstand gemessen.

Als nachstes wurden verschiedene genetische Hintergriinde fir die Proteinexpression mittels
der Verwendung verschiedener Bakterienstdamme (KRX, DHB10o oder BL21) getestet (Abb.
4.2f). Dadurch konnte gezeigt werden, dass die AnxAl-Mutanten E50 und E51 generell im BL21
Stamm und nicht in den Stammen KRX oder DHB10a exprimierbar sind. Allerdings handelte es
sich dabei wieder um eine verkirzte Variante, was an einem verringerten Molekulargewicht im
Vergleich zu E47 zu erkennen ist. Auch die restlichen Mutanten lieRen sich durch diese Variati-

on nicht besser exprimieren (Daten nicht gezeigt).

Ein weitere Strategie zu Optimierung der pBpa-AnxAl-Expression bestand darin, den chronolo-
gischen Ablauf der Proteinexpression zu verédndern, indem die Induktion der Expression mittels
L-Rhamnose/L-Arabinose und das pBpa nicht gleichzeitig, sondern im Abstand von mehreren
Stunden hinzugegeben wurden. Die Zugabe von L-Rhamnose bzw. IPTG erfolgte sowohl im
KRX als auch im BL21 Stamm somit drei Stunden vor der pBpa-Zugabe. (Abb. 4.2g und 4.2h).
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In beiden Stdmmen konnten jedoch auf3er bei den Mutanten E54 und E55 keine ausreichenden

Mengen rekombinanten Proteins in der l6slichen Fraktion detektiert werden.

In den vorangegangenen Expressions-Experimenten fiel auf, dass sich nach pBpa-Zugabe ein
leichter Niederschlag in den Bakterienkulturen bildete. Daher kénnte die geringe Léslichkeit und
somit die Verflugbarkeit des pBpa ein Grund fir die schlechte Exprimierbarkeit einiger Mutanten
sein. Somit wurde der pH-Wert von 6,8-7,4 auf 8 erhéht, um die Loslichkeit des pBpa zu verbes-
sern (Abb. 4.2i). Jedoch konnten auch mittels dieser Modifikation keine weiteren AnxAl Mutan-
ten in ausreichenden Mengen detektiert werden. Letztendlich wurde noch die Menge an zuge-
gebenen pBpa verringert, da pBpa in einigen Fallen toxisch fir die Bakterien sein kann’? (Abb.
4.2)). Aber auch diese Verédnderung brachte keine weiteren exprimierbaren Mutanten hervor.
Zusammengefasst lieBen sich somit trotz diverser Optimierungsansétze der Proteinexpression
nur die AnxAl-Mutanten E54 und E55 in ausreichenden Mengen exprimieren. Zu einem spate-
ren Zeitpunkt wurden zusatzliche Mutanten kloniert, von denen sich wiederum nur drei Varianten
exprimieren lie3en (E88, E89, E315). Die raumliche Anordnung der pBpa-Positionen innerhalb
der erfolgreich aufgereinigten AnxAl-Mutante sind schematisch in der 3D Struktur in Abb. 4.1k
gezeigt. Dieses Schema zeigt das AnxAl in der Calcium-gebundenen Form, so wie es an die
Oberflache apoptotischer Zellen bindet (links) bzw. aus der Sicht der APC (rechts).

4.2.3 pBpa-AnxAl Mutanten supprimieren die TLR-induzierte TNF-a-Expression

unverandert zum WT AnxAl

Fur die Identifikation des Rezeptors, der die AnxAl-vermittelte Immunsuppression vermittelt,
sollte das pBpa-modifizierte AnxAl weiterhin suppressiv auf die TLR-induzierte Aktivierung in
APCs wirken. Um dies zu Uberprifen, wurden DC aus Knochenmarksvorlauferzellen (bone
marrow derived dendritic cells, BMDC) mit WT AnxAl oder den pBpa-Mutanten E54 und E55
vorinkubiert und anschlieBend mit CpG stimuliert. Nach 24 Stunden wurde die TNF-a-
Konzentration im Uberstand der Zellen mittels ELISA gemessen. Wie in Abb 4.2| zu sehen ist,
konnte die CpG-induzierte TNF-a Sekretion in BMDC durch die Mutanten E54 und E55 genauso
gut wie durch das WT AnxAl supprimiert werden. Als Positivkontrolle fur die generelle Suppri-
mierbarkeit wurden die BMDC analog zum AnxAl mit frith-apoptotischen Jurkat T-Zellen vorin-
kubiert. Da die Mutanten unverandert suppressiv sind, wirkt sich der pBpa-Einbau in das AnxAl
nicht negativ auf dessen immunsuppressive Funktion aus und die Mutanten sollten potentiell in

der Lage sein, ihren Rezeptor zu binden.
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4.3 Identifikation eines potentiellen AnxAl-Rezeptors mittels UV-
Kreuzvernetzung

4.3.1 Etablierung der UV-Kreuzvernetzungs-IP mit pBpa-AnxAl in Raw264.7

Die kovalente Bindung zwischen dem pBpa-AnxAl und seinem potentiellen Rezeptor bendtigt
UV-A Bestrahlung mit einer Wellenlange von 356 nm. Als erstes wurden deshalb die optimalen
Versuchsbedingungen in Bezug auf Temperatur, Zeit und Bestrahlungsmedium fir diese UV-
Bestrahlung ermittelt (Abb. 4.3a). Das Bestrahlungsmedium sollte mdglichst kein Serum enthal-
ten, um Kreuzvernetzungen mit Serumproteinen auszuschliel3en, weshalb serumfreies Medium
verwendet wurde. Als eine weitere Alternative wurde PBS benutzt. Zur Ermittlung der Zellviabili-
tat unter diesen Bedingungen wurden die Zellen mit PBS oder Medium Uber einen Zeitraum von
5-60 Minuten bei 356 nm bestrahlt.

Im Anschluss erfolgte eine Analyse mittels Durchflusszytometer, die Aufschluss Uber die gene-
relle Zellviabilitat infolge der Bestrahlung geben sollte. Hierflr wurde die PS-Exposition mittels
AnxA5 als Marker fir frih-apoptotische Zellen verwendet, sowie 7-AAD als Marker fir apoptoti-
sche Zellen, deren Membranintegritat bereits zerstort ist. Wie in Abb. 4.3a zu erkennen ist, gab
es keinen Unterschied der Zellviabilitat zwischen PBS und serumfreien Medium. Die doppelt
negative (DN) Population betrug in beiden Fallen ca. 60% und nahm mit zunehmender Bestrah-

lungszeit stetig ab, wahrend der Anteil an einzel- und doppeltpositiven Zellen zunahm.

AnschlieRend wurden Co-IPs mit Raw264.7 und den Mutanten E54 und E55, sowie dem WT
AnxA1l durchgefiihrt und auch hier verschiedene Bestrahlungszeiten getestet. Zusatzlich wurde
Uberprift, ob die Zellen wahrend der Bestrahlung gekihlt werden sollten oder nicht, da durch die
Bestrahlung eine deutliche Erwarmung der Zellen erfolgt. Bei beiden Varianten wurde anschlie-
Bend gegen den FLAG-Tag des AnxAl prazipitiert und FLAG im Western Blot detektiert
(Abb. 4.3b).
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Abb. 4.3 - Etablierung der pBpa-Kreuzvernetzungs-IP mit Raw264.7. a) Raw264.7 wurden in PBS oder serum-

freien Medium fir die angegebenen Zeitraume mit UV-A (365nm) bestrahlt und anschlieend die Zellviabilitdt anhand

der Bindung von AnxAV bzw. der Inkorporation von 7-AAD im Durchflusszytometer analysiert. DN= doppelt negativ
fur AnxAV und 7-AAD. b) Raw264.7 wurden mit WT AnxAl oder den AnxAl-Mutanten E54 und E55 inkubiert und

anschlieend bei Raumtemperatur oder auf Eis flr die angegebenen Zeitraume bestrahlt. Im Anschluss wurde gegen

FLAG prazipitiert und die IPs mittels Western Blot und anti-FLAG Nachweis analysiert. c) Coomassie-gefarbtes Gel

der MS-Analyse 230 und dessen Fragmentierung.
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In allen Proben war auf der Héhe von ca. 37 kDa deutlich préazipitiertes AnxAl zu erkennen,
wobei sich das niedrigmolekulare Spaltprodukt, bei dem der N-Terminus abgespalten wird, mit
zunehmender Bestrahlungsdauer anreichert. Sowohl bei der Bestrahlung auf Eis als auch bei
der bei Raumtemperatur (RT) ist im Bereich zwischen 70 und 100 kDa ebenfalls eine Verande-
rung des Bandenmusters durch die Bestrahlung zu erkennen. Bei den bei RT bestrahlten Zellen,
sind die Banden allgemein schlechter definiert. Dennoch zeigen beide Bestrahlungs-Varianten
auch auf der Hohe von ca. 150-250 kDa eine Bande, die bei den Mutanten E54 und E55 nach
15 und 30 Minuten detektiert wird. Vor dem Hintergrund, dass ein kovalent gebundener AnxAl-
Rezeptorkomplex vermutlich auf einer Héhe von 37kDa + x kDa laufen musste, waren diese
Banden interessante Kandidaten fur die folgende MS-Analyse.

Basierend auf den Erkenntnissen dieser Vorversuche wurden 20 Minuten Bestrahlung auf Eis in
Ca®'-haltigen, serumfreien Medium als Parameter fiir die Bestrahlung gewahlt, die im ersten
Versuch mit der AnxAl Mutante E54 durchgefihrt wurde.

4.3.2 Identifikation von LRP1 als putativen AnxAl-Rezeptor mittels IP und an-
schlieBRender MS-Analyse

Im Anschluss an die Vorversuche erfolgten anti-FLAG-IPs mit AnxAl E54, E55 und E88-
vorinkubierten Raw264.7 mit anschlieBender massenspektrometrischer Analyse (MS-Anlayse)
um den putativen AnxAl-Rezeptor zu identifizieren. Als Kontrolle fungierte eine FLAG-IP mit
Raw264.7, die nicht mit den AnxAl-Mutanten vorinkubiert wurden. Die IPs wurden mittels SDS-
PAGE aufgetrennt, die Gele mit Coomassie gefarbt und anschlieend massenspektrometrisch
analysiert. Hierfiir wurden die Spuren des Gels jeweils in kleine, nummerierte Abschnitte unter-
teilt, so dass spater nachverfolgt werden konnte, auf welcher Hohe das jeweilige Protein identifi-
ziert wurde. Exemplarisch ist in Abb. 4.3c das Coomassie-gefarbte Gel der MS-Analyse der
E55- und E88-IP gezeigt. Fur die Analyse wurden alle Gelfragmente oberhalb von 50 kDa ver-
wendet. Dies erfolgte zum einen, um die groRen Mengen an AnxAl und der schweren Antikor-
perkette des IP Antikdrpers auszulassen, die womdglich andere Proteine Uberlagern wirden.
Zum anderen wurde angenommen, dass ein AnxAl-Rezeptorkomplex vermutlich gro3er als 50
kDa ware, da AnxAl selbst bereits 37 kDa grol} ist. Die resultierende Liste der identifizierten
Proteine aus der MS-Analyse wurde zunachst wieder nach den bereits genannten Kriterien ana-
lysiert. Es wurden alle RNA- und DNA-, sowie Zytoskelett-bindende Proteine ausgeblendet und

dann danach sortiert, welche Proteine ausschlieRRlich in der IP mit AnxAl E54 enthalten waren.
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Tabelle 4.3 - Ubersicht der Ergebnisse der MS-Analysen 027, 044, 187 und 230. Dargestellt ist jeweils die Summe
der einzigartigen Peptide, die in einer IP mit der angegebenen AnxAl-Variante identifiziert wurde. M2= Kontroll-IP
ohne AnxAl und mit anti-FLAG-Antikdrper M2.

Summe einzigartiger Peptide

Probe Kontrolle AnxAl AnxAl Mut
MS Analyse 027 M2 WT

Annexin Al 5 38

Nucleolin 5 16

Stomatin 0 10

MS Analyse 044 M2 WT

Annexin Al 2 36

Nucleolin 0 22

Stomatin 1 15

MS Analyse 187 M2 E54

Annexin Al 0 84

Nucleolin 45 58

LRP1 0 5

MS Analyse 230 M2 ES55 E88
Annexin Al 3 288 292
Nucleolin 25 85 61
LRP1 1 21 26

Eine Ubersicht der MS-Ergebnisse aller durchgefiihrten Analysen nach genannter Selektion ist
in Tab. 4.3 dargestellt. Nach der Selektion blieb lediglich das membranstandige LRP1 ubrig,
welches zwar nur mit finf einzigartigen Peptiden in der AnxAl E54-Probe nachgewiesen wurde,
dafur jedoch in der Kontrolle abwesend war. Nucleolin hingegen war in dieser Analyse sowohl in
der Kontrolle als auch in der AnxAl Probe in groRen Mengen detektierbar. Die anschlie3ende IP
mit den AnxAl-Mutanten E55 und E88 zur Bestatigung der Identifikation von LRP1 als AnxAl-
interagierendem Protein ergab sogar ein deutlicheres Ergebnis. In diesen IPs wurden 21 bzw.
26 einzigartige LRP1-Peptide in der E55 bzw. E88 enthaltenen IP nachgewiesen, wahrend sich
lediglich ein Peptid in der Kontrolle finden lie3. Alle LRP1 Peptide wurden in den obersten zwei
Gelfragmenten (Abb. 4.3c, Gelfragment 13 und 14, sowie 25 und 26) identifiziert, was ein Mole-
kulargewicht von mehr als 260 kDa voraussetzt. Anhand der angegebenen AS-Sequenzen der

LRP1-Peptide, konnten alle identifizierten Peptide der extrazellularen o-Kette des LRP1 zuge-
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ordnet werden. Somit konnte mittels zweier unabhangigen Analysen mit drei verschiedenen
pBpa-modifizierten AnxAl-Mutanten gezeigt werden, dass LRP1 spezifisch in der AnxAl-IP ent-

halten war.

4.4  Validierung der LRP1-AnxAl-Interaktion

4.4.1 LRP1-Expression in verschiedenen Zellytpen

Die Expression von LRP1 ist fur verschiedene Zell- und Gewebetypen beschrieben. Zur Uber-
prifung, ob LRP1 tatsachlich sowohl in Raw264.7 als auch in den fir diese Arbeit relevanten
primaren murinen BMDC und primaren murinen Makrophagen (bone marrow derived macro-
phages, BMDM) exprimiert wird, wurde RNA aus diversen humanen und murinen Zelltypen iso-
liert und die mRNA-Expression von LRP1 mittels qPCR lberprift (Abb. 4.4a). Dabei konnte ge-
zeigt werden, dass LRP1 sowohl in humanen als auch in murinen APCs exprimiert ist und, dass
Jurkat T-Zellen, sowie die humane, Makrophagen-éahnliche Zelllinie U937 auch nach PMA-
Differenzierung wenig bis gar kein LRP1 exprimieren. MEF-2 dienten als Negativkontrolle, da in
dieser murinen Fibroblastenzelllinie LRP1 deletiert wurde, wahrend MEF-2 K4-Zellen mit huma-
nem LRP1 rekonstituiert wurden und somit als Positivkontrolle dienen. Die humane Hepatozy-
tenzelllinie Huh7 und die murine Hepatozytenzelllinie Hepal-6 dienten als weitere Positivkontrol-
len. Aufgrund dieser Expressionsdaten sollten sowohl BMDM als auch BMDC prinzipiell LRP1

Zu exprimieren.

Um die Expression an der Zelloberflache zu uberprifen, wurden Durchflusszytometer-Analysen
durchgefuhrt, bei denen mittels eines FITC-gekoppeltem anti-LRP1-Antikérpers gegen die a-
Kette der extrazellulare Teil des humanen LRP1 nachgewiesen werden kann (Abb. 4.4b). Auf
humanen Monozyten, humanen BMDC und Raw264.7 konnte LRP1 deutlich nachgewiesen
werden, wahrend Jurkat T-Zellen, analog zu den mRNA Analysen, negativ fir LRP1 waren. Bei
den MEF-1 Zellen, die prinzipiell LRP1 haben sollten, war es wiederholt nicht méglich LRP1 an
der Oberflache nachzuweisen, so dass fur diese Zellen auch kein Vergleich zu den LRP-1-
defizienten MEF-2 in Bezug auf die Oberflachenexpression méglich ist. Die LRP1-Defizienz
konnte jedoch im Western Blot bestatigt werden (Daten nicht gezeigt). Auch fir murine BMDC
und BMDM gestaltete sich der LRP1 Nachweis wiederholt schwierig, so dass in der Regel keine
eindeutig positive LRP1-Population im Vergleich zur Isotypkontrolle zu sehen war (Daten nicht
gezeigt). Da kommerziell nur ein guter FACS-Antikérper gegen humanes LRP1 erhaltlich ist,

wurde dieser fir alle Farbungen verwendet.
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LRP1 Expression in verschiedenen Zelltypen. a) Aus den angegebenen Zellen wurde RNA isoliert und

von LRP1 der angegebenen Zellen mittels Durchflusszytometrie.

mittels qPCR die LRP1-Expression in Relation zu GAPDH ermittelt. h=human, m=murin, BM=bone marrow,

BMDM=bone marrow derived macrophages, BMDC=bone marrow dervied dendritic cells. b) Oberflachenexpression

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass LRP1 sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf der
Oberflache von APCs exprimiert wird und diese Zellen somit prinzipiell in der Lage sind, AnxAl
mittels LRP1 zu binden.
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4.4.2 Validierung der LRP1-AnxAl-Interaktion in Raw264.7 und priméaren Makro-
phagen mittels Co-IP

Nachdem gezeigt wurde, dass LRP1 in Raw264.7 exprimiert ist (Abb. 4.4a&b), wurde zur Vali-
dierung der MS-Ergebnisse eine erneute Kreuzvernetzungs-IP mit Raw264.7 und allen bis dahin
verfligbaren AnxAl-Mutanten sowie WT-AnxALl durchgefiihrt und mittels Western Blot analysiert
(Abb. 4.5a). FUr den LRP1-Nachweis wurde ein Antikoérper gegen die intrazellulare LRP1 3-
Kette verwendet, da diese ebenfalls im LRP1-AnxAl Komplex enthalten sein sollte und zur er-
leichterten Analyse im Western Blot nur 85 kDa anstatt 515 kDa grof3 ist. Zusétzlich wurde zur
Uberprufung der anti-FLAG-IP selbst ein FLAG Nachweis durchgefiihrt. Dieser zeigt auf einer
Hohe von ca. 37 kDa, dass AnxAl prinzipiell prazipitiert wurde und dass insbesondere bei den
Mutanten auf einer Héhe von ca. 100 kDa eine zusatzliche Bande nach Bestrahlung detektierbar
war. Eine Ausnahme bildete hier die Mutante E315, sowie das zur Kontrolle mitgefiihrte WT-
AnxAl, die keine zusatzlichen Banden aufwiesen. Bei allen AnxAl-Mutanten konnte mittels
Nachweis der LRP1-R-Kette klar gezeigt werden, dass LRP1 nach 20-minutiger UV-A Bestrah-
lung co-prazipitiert. Ohne Bestrahlung war hingegen nur ein sehr schwacher Schatten auf glei-
cher Hohe detektierbar. Uberraschend ist jedoch, dass auch WT AnxAl durch die UV-
Bestrahlung an LRP1 zu binden scheint, wenn auch deutlich vermindert. Interessanterweise
zeigte die Co-IP mit der Mutante E315 reproduzierbar grundsatzlich den schwachsten LRP1-

Nachweis.

Insgesamt konnte somit anhand der Co-IPs gezeigt werden, dass alle generierten pBpa-
modifizierten AnxAl-Varianten nach UV-Bestrahlung mit LRP1 interagieren und validieren somit

die Daten der MS-Analyse.

Zusatzlich zur der Makrophagen-ahnlichen Zelllinie Raw264.7 sollte tGberprift werden, ob sich
die AnxAl-LRP1-Interaktion auch in primaren Zellen reproduzieren lasst. Hierfir wurden BMDM
exemplarisch mit der pBpa-Mutante E53 und WT-AnxAl inkubiert, mit UV-A bestrahlt und da-
nach eine anti-FLAG—-IP durchgefihrt. Im Anschluss wurde die Interaktion im Western Blot mit-
tels AnxAl- und LRP1-spezifischer Antikorper analysiert (Abb. 4.5b). In der ersten Spur des
Western Blots ist zu erkennen, dass UV-Strahlung in der Abwesenheit von AnxAl nicht dazu
fuhrt, dass LRP1 den anti-FLAG Antikdrper oder die Beads bindet. In der Kombination mit WT
AnxA1l hingegen lasst sich analog zu den IPs in Raw264.7 eine schwache LRP1 Bande detek-
tieren. Eine noch schwéchere, kaum sichtbare LRP1-Co-IP ist mit der pBpa-Mutante E53 ohne
UV-Bestrahlung detektierbar, die jedoch nach Bestrahlung deutlich verstarkt wird. Der FLAG-

Nachweis innerhalb der gleichen IP zeigt, dass AnxAl in den jeweiligen IPs prazipitiert wurde
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und es in der Kombination von WT AnxAl oder pBpa-AnxAl mit UV-Strahlung offensichtlich zu
einer Verminderung von Spaltprodukten des AnxAl kommt.
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Abb. 4.5 - Validierung der Interaktion zwischen AnxAl und LRP1 mittels IP. a) UV-Kreuzvernetzungs-IPs mit
Raw264.7 mit allen exprimierbaren pBpa-AnxAl-Mutanten wurden mittels Immunoblot analysiert und sowohl LRP1
(B-Kette) als FLAG-AnxAl nachgewiesen. b) und ¢) Primare murine BMDM wurden mit der AnxAl-Mutante E53 inku-
biert, bestrahlt und mit den Lysate eine FLAG-IP durchgefiihrt. Der Western Blot der IPs wurde mittels FLAG- oder

LRP1-spezifischem Antikdrper analysiert. BK = Beads Kontrolle.
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In einem analogen Experiment wurde der Unterschied in Bezug auf die hhermolekularen Ban-
den des FLAG-Nachweises zum WT AnxAl noch deutlicher. Die Ausbildung dieser h6hermole-
kularen Banden lief3 sich nur in der Kombination von pBpa-AnxAl mit UV-Bestrahlung erzielen,
wie in Abb. 4.5¢c zu sehen ist. Wiederum bindet LRP1 nicht unspezifisch an die Beads in Abwe-
senheit des anti-FLAG Antikorpers wie die Kontrolle (BK) zeigt. Diese Ergebnisse lieRen sich
exemplarisch auch mit der pBpa-Mutanten E88 reproduzieren (Daten nicht gezeigt). Somit inter-
agiert AnxAl nicht nur in Zelllinien, sondern auch in primaren Zellen spezifisch mit LRP1 intera-

giert, was mit verschiedenen AnxAl-Mutanten bestatigt wurde.

4.4.3 Validierung der Interaktion von LRP1 mit AnxAlim ELISA

Fur die in vitro Validierung der IP-Daten wurden im Folgenden verschiedene Methoden etabliert.
Zunachst wurde ein klassisches ELISA-basiertes Bindungsexperiment entwickelt. Hierflr wurde
l6sliches, aufgereinigtes LRP1 bzw. humanes oder murines AnxAl an eine Mikrotiterplatte ge-
koppelt und anschlieBend mit dem putativen Interaktionspartner (hAnxAl, mAnxAl, LRP1) oder
den Kontrollen PRMT6, BSA inkubiert. PRMT6 wurde als Negativkontrolle verwendet, weil es
ein ahnliches Molekulargewicht (~ 43kDa) wie das rekombinante AnxAl (~39 kDa) und ebenfalls
einen FLAG-Tag besitzt.

Als zusatzliche Positivkontrolle fir die AnxAl-Bindung wurde Phosphatidylserin an die Platten
gekoppelt, von dem bekannt ist, dass es AnxAl bindet 2. Gebundene Interaktionspartner wur-

den anschlielRend mittels spezifischer Antikbrper nachgewiesen (Abb. 4.6a).

Sowohl humanes als auch murines AnxAl bindet konzentrationsabhangig an LRP1 und noch
deutlich starker an die Positivkontrolle PS (Abb. 4.6b). An BSA war keine Bindung nachweisbar
(Abb. 4.6¢c). Umgekehrt konnte dies ebenfalls bestétigt werden, da LRP1 ebenfalls konzentrati-
onsabhéangig an gekoppeltes AnxAl bindet (Abb.4.6d). Dabei scheint es mit etwas grol3erer Af-
finitdt an humanes als an murines AnxAl zu binden und nicht an die Negativkontrollen PRMT6
oder BSA (Abb. 4.6¢c). Somit konnte die AnxAl-LRP1-Interaktion, sowie deren Spezifitdt mittels

der eigens etablierten ELISA-basierten Bindungsstudien bestatigt werden.
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Abb. 4.6 - Validierung der Interaktion zwischen AnxAl und LRP1 mittels ELISA. a) Schema der ELISA-
basierten Bindungsstudien mit Platten-gebundenem Rezeptor. b) LRP1, Phosphatidylserin (PS) oder BSA wurden an
Mikrotiterplatten gekoppelt und mit dem hAnxAl oder mAnxAl in den angegebenen Konzentrationen inkubiert. Die
Detektion erfolgte mittels FLAG-spezifischem Antikodrper. ¢) Schema der ELISA-basierten Bindungsstudien mit Plat-
ten-gebundenem Liganden. d) hPRMT6 oder hAnxAl oder mAnxAl oder BSA wurden an Mikrotiterplatten gekoppelt

und mit hLRP1 inkubiert. Die Detektion erfolgte mittels LRP1-spezifischem Antikdrper.
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4.4.4 Validierung der LRP1-AnxAl-Interaktion im Ligand/Rezeptor Blot

Eine weitere Methode zur Validierung von Protein-Protein-Interaktionen ist der sogenannte Lig-
anden bzw. Rezeptor Blot. Diese Methode wurde in den frihen 1990er Jahren von Brown und
Goldstein insbesondere fir den Nachweis der Interaktion von sehr grof3en Proteinen wie LRP1
entwickelt **°. Die Technik basiert darauf, dass der meist kleinere Ligand mittels SDS-Page auf-
getrennt und per Western Blot auf eine Membran ubertragen wird. Im Anschluss wird diese
Membran mit dem Interaktionspartner inkubiert und dessen Bindung mittels spezifischer Anti-
korper nachgewiesen (Abb. 4.7a). In Abb. 4.7b wurde ein solcher Liganden-Blot durchgefiihrt,
bei dem humanes und murines FLAG-AnxAl, sowie humanes AnxAl ohne FLAG und das
FLAG-Kontrollprotein PRMT6 sowie BSA aufgetragen wurden. Im Anschluss wurde die Memb-
ran mit LRP1 inkubiert und gebundenes LRP1 mittels eines LRP1-spezifischen Antikdrpers
nachgewiesen. Eine Interaktion von humanem und murinen AnxAl und LRP1 konnte dadurch
eindeutig bestatigt werden. Durch die nicht-vorhandene Detektion einer Bindung an PRMT6
konnte auRerdem analog zu den ELISA-Daten bestétigt werden, dass die Interaktion FLAG-

unabhangig ist.

In einem weiteren Liganden Blot wurde Uberprift, ob LRP1 auch an murines AnxA5 bzw.
AnxA13 und die murine AnxAl-Kerndoméne binden kann (Abb. 4.7c). Zuséatzlich wurden wieder
BSA als Negativ- und RAP als Positivkontrolle mitgeftihrt. Anhand dieses Blots liel3 sich nach-
weisen, dass LRP1 neben AnxAl zusatzlich auch an murines AnxA5 und AnxA13, sowie an die
Positivkontrolle RAP aber nicht an BSA bindet.

Um diese Interaktion auch umgekehrt nachweisen zu kénnen, wurden LRP1 und die Negativ-
kontrolle BSA elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Membran Ubertragen, die anschlie-
Bend mit humanem AnxAl inkubiert wurde (Abb. 4.7d). Mittels anti-FLAG und anti-AnxAl Anti-
kérpern konnte hierbei ebenfalls eine Bindung von AnxAl an LRP1, jedoch nicht an BSA nach-
gewiesen werden. Durch den Nachweis von AnxAl in einer Bande auf der Hohe von ca.
500 kDa wurde bestatigt, dass AnxAl an die a-Kette des LRP1 bindet und nicht an die bei 85
kDa sichtbare [3-Kette (4.7¢).

Zusammengefasst lasst sich sowohl mittels Ligand als auch Rezeptor Blot die Interaktion zwi-

schen LRP1 und AnxA1l bestétigen und beweist, dass AnxAl an die a-Kette des LRP1 bindet.
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Abb. 4.7 - Validierung der Interaktion zwischen AnxAl und LRP1 mittels Liganden und Rezeptor Blot. a)
Schematische Darstellung des Liganden Blots. b) hAnxA1-FLAG oder mAnxA1l-FLAG, sowie hAnxAl ohne FLAG,
BSA oder hPRMT6 wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Western Blot auf eine PVDF-Membran Uber-
tragen. Die Membran wurde anschlie@end mit hLRP1 inkubiert und gebundenes LRP1 mittels LRP1-spezifischem
Antikdrper nachgewiesen. c) Liganden-Blot angegebener muriner Annexine, BSA und RAP der mit LRP1 inkubiert
wurde. d) Schematische Darstellung des Rezeptor-Blots. €) LRP1 und BSA, wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt
und durch einen Western Blot auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Membran wurde mit hAnxAl inkubiert und

gebundenes AnxAl sowie beide LRP1-Ketten mittels spezifischer Antikérper nachgewiesen.

45 Bestimmung der Bindungsaffinitaten der Interaktion von LRP1
mit verschiedenen Annexinen

Zur weiteren Charakterisierung AnxAl-LRP1-Interaktion sollten mittels Quartz Crystal Microba-

lance (QCM)-Studien die Bindungsaffinitaten bestimmt werden.

Hierflr wurde ein Carboxyl-Chip verwendet, an den LRP1 Uber die Aminogruppen des Rezep-
tors kovalent gekoppelt wird. Dieser Chip wiederum besteht aus einem Kiristall, der durch Anle-
gen einer Spannung in Schwingung versetzt und dessen Schwingungsfrequenz gemessen wird.
Diese Frequenz verandert sich, wenn ein Ligand an das Chip-gekoppelte Protein bindet, und
wird als Differenz der Frequenz angeben. Diese Frequenzdifferenzen werden im Rahmen einer
Kinetik gemessen. Wahrend der Ligand Gber den Chip flieRt, misst das System in Form der Fre-
guenzdiffernzen wieviel Ligand an dem Chip gebunden bleibt und wieviel wieder dissoziiert. Da-
raus ergibt sich eine Kurve, die sich aus einer sogenannten Assoziationsrate, der ,On-Rate” (k,),
und einer Dissoziationsrate, der ,Off-Rate” (kq), zusammensetzt. Mittels des Programms Trace-

drawer wurde aus dem Koeffizienten ky/k, die Bindungsaffinitat in Form des Kp-Werts berechnet.

Insgesamt wurden zwei unabhangige Messungen mit zwei individuellen LRP1-Chips durchge-
fuhrt. Der erste Chip wurde vor allem genutzt, um die generellen Parameter der Messung des
Kp-Wertes zu bestimmen. Dazu gehdren Puffer, Konzentrationsbereiche und insbesondere auch
die Regeneration, das heif3t das Lésen von LRP1-gebundenem Annexin. Da sich das LRP1 be-
reits in einem Calcium-haltigen Hepes-Puffer (HBST) befindet, wurde dieser auch fur das Kop-
peln des LRP1 an den Chip verwendet. In Abb. 4.8a ist reprasentativ das Koppeln des ersten
Chips gezeigt. Nach Aktivierung des Chips erfolgten mehrere Injektionen von LRP1, dessen
Bindung an den Chip eine Frequenzerhthung bewirkt. Idealerweise sollte diese Erhéhung final
in einem Bereich zwischen 70-120 Hz liegen. Sobald diese Frequenzerhéhung erreicht war,

wurde zweimal Ethanolamin (EtOHNH,) injiziert, um alle noch nicht abgedeckten reaktiven Car-
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boxylgruppen abzuséattigen. Dadurch liegt der Chip inert vor und alle im Anschluss Uber den
Chip flieRenden Proteine binden ausschlief3lich an das gekoppelte LRP1. AnschlielRend wurde
das System in PBS umgepuffert, da sich die rekombinant hergestellten Annexine in PBS befin-
den. Die Puffer sind ein entscheidender Faktor, da minimale Unterschiede bereits sehr grof3e
Effekte auf die Messungen haben kdnnen. Um spater die Calciumabhangigkeit der Bindung
Uberprufen zu konnen, wurde kommerziell erhéltliches PBS mit und ohne CaCl, (1 mM) verwen-
det. Durch hier nicht gezeigte Testmessungen wurde ausgeschlossen, dass diese beiden Puffer
an sich bereits Frequenzunterschiede bewirken. Ein weiterer entscheidender Schritt ist die Re-
generation des LRP1 ohne dabei die LRP1-Struktur bzw. Faltung zu beeinflussen. Da sowohl fur
LRP1 als auch fir Annexine eine Calcium-abhangige Bindung von Liganden beschrieben ist,
wurde in einem der Testlaufe Uberprift, ob sich die Bindung durch Zugabe von 5 mM EDTA-
Lésung wieder losen lasst. Dies erwies sich als geeignete Variante, um LRP1 zu regenerieren.
Die minimalen verbliebenen Reste an gebundenem AnxAl konnten mittels 3M NaCl entfernt
werden, sodass der Chip danach wieder die Ausgangsfrequenz erreichte. Der Konzentrations-
bereich der Annexine wurde aufgrund der Vortests zwischen 400 nM und 13 pM gewahlt und
jede Konzentration in Triplikaten gemessen. Abb. 4.8b-e zeigen die Kurven basierend auf den
Mittelwerten der Triplikate des humanen AnxAl mit und ohne Calcium (Abb. 4.8b&c) und der
humanen AnxAl-Kerndoméne mit Calcium (Abb. 4.8d), sowie des Negativkontrollproteins
PRMT6 (Abb. 4.8e) mit Calcium. Analog dazu wurden auch alle zur Verfiigung stehenden muri-
nen Annexine in An- und Abwesenheit von Calcium gemessen (Abb. 4.8f). In Gegenwart von
Calcium stieg bei allen gemessenen Annexinen die Frequenz so lange an, wie das jeweilige
Annexin Uber den Chip floss. Danach fiel sie zunachst etwas steiler ab, bevor sich der Wert
deutlich oberhalb der Ausgangfrequenz einpendelte. Diese anhaltende Frequenzerhéhung steht
fur gebundenes Annexin und konnte durch die Zugabe von EDTA und anschlieBendem 3M NaCl
wieder auf die Ausgangsfrequenz vor der Messung reduziert werden (Daten nicht gezeigt). Je
hoher dabei die Konzentration des Annexins, desto grof3er wurde auch der Frequenzunterschied
wahrend der Assoziationsphase und desto héher die Frequenz, auf der die Kurve nach Ende der

Annexin-Inkubation stagnierte.
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Abb. 4.8 - Bestimmung der Bindungsaffinitdten mittels quartz crystal microbalance Studien. a) Aufzeichnung
der Frequenz des Chips wahrend des Kopplungsvorgangs mit. Die Pfeile geben an, zu welchen Zeitpunkten die jewei-
ligen Substanzen auf den Chip injiziert wurden. EDC= 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid, NHS= N-
hydroxysuccinimid. b) Bindungskurve fir hAnxAl mit Calcium. c) Bindungskurve fir hAnxAl ohne Calcium d) Bin-
dungskurve fiir die hAnxAl-Kerndoméane (KD) mit Calcium. e) Bindungskurve fir hPRMT6 mit Calcium. f) Bindungs-
kurven fur murine (m) AnxAl, AnxA5, AnxA13 und die murine AnxAl-Kerndoméne (KD) in An- oder Abwesenheit von
Calcium. g) 1:1 2 state Fit (schwarze Kurven) der Bindungskurven des hAnxAl, der hAnxAl KD und des hPRMT6 mit
und ohne Calcium. Jede der schwarzen Kurven entspricht dem Fit fur den Einzelwert einer Konzentration. h) 1:1 2

state Fit (schwarze Kurven) der Bindungskurven aller gemessenen murinen Annexine.

Verglichen mit den Messungen ohne Calcium (Abb. 4.8b-e, rechts), ist der Unterschied zu den
Calcium-haltigen Affinitatsmessungen offensichtlich. Neben einem insgesamt geringeren An-
stieg aller Kurven fallt die Kurve deutlich steiler wieder ab und erreicht dabei fast die Ausgangs-
frequenz. Dies lasst sich durch EDTA auch nur wenig beeinflussen und wird erst mittels NaCl-
Injektion wieder auf Basislevel reduziert (Daten nicht gezeigt). Insgesamt spricht dies fur eine
schwéchere Bindung von AnxAl an LRP1. Im Vergleich zu der Negativkontrolle PRMT6 (Abb.
4.8e) wird jedoch ersichtlich, dass bei den Calcium-freien Messungen dennoch von einer

schwachen Bindung gesprochen werden kann, da der Kurvenverlauf des PRMT6 bespielhaft fir

81



4 - Ergebnisse

ein nicht-bindendes Protein ist. Der drastische Anstieg der Frequenz nach PRMT6-Injektion ist in
diesem Fall sehr wahrscheinlich ein Pufferartefakt, da dieses Protein in einem anders zusam-
mengesetzten PBS geliefert wird. Entscheidend an diesem Kurvenverlauf ist jedoch die Dissozi-
ationsphase, die nach Beendigung der Injektion sofort wieder auf die Startfrequenz zurickfallt
und prinzipiell sogar keine Regeneration bendtigt. Zusammenfassend l&asst sich somit festhalten,
dass sowohl die humanen als auch murinen Annexine generell an LRP1 binden und dass die
Affinitat dieser Bindung stark Calcium-abhangig ist.

Mittels der Analyseprogramms ,Tracedrawer® wurden anschlielend anhand der gemessenen
Kurven die Kp Werte aus dem Koeffizienten ky/k, bestimmt. Fir die Berechnung dieser Werte
wurde ein sogenanntes ,1:1, 2 state“ Modell verwendet. Dieses Modell beruht darauf, dass ein
Annexin-Molekill an ein Molekil LRP1 in zwei verschiedenen Zustdnden bzw. Konformationen
binden kann. Der erste Zustand ist eine eher fliichtige, schwéchere Bindung, wahrend das An-
nexin langsam Uber den Chip flie3t. Der zweite Zustand beschreibt eine gefestigte Bindung an
LRP1, die eventuell auf einer Konformationsanderung des Anx basiert. Die Trendlinie dieser
Berechnungen ist in den Kurvenverlaufen in schwarz dargestellt (Abb. 4.89g).

Mit diesem Modell konnten die Kurven im Vergleich zu anderen Modellen am besten angepasst
und Kp Werte berechnet werden, die in Tabelle 4.4 zusammengestellt sind. Sowohl AnxAl, als
auch murines AnxA5, AnxA13 und die Kerndoméne besitzen in Gegenwart von Calcium Ky Wer-
te im nanomolaren Bereich. Der Calciumentzug fihrt bei allen gemessen Annexinen zu einer

drastischen, teilweise zehnfachen Erhéhung der Kp Werte.

Tabelle 4.4 - Ubersicht der anhand des 1:1 2 state Modells berechneten Assoziations- (k,) und Dissoziations-

konstanten (kq), sowie der Kp-Werte, die sich aus dem Koeffizienten kq/ka ergeben.

PBS +Ca® -ca*

Ka Kd Ko chi? Ka Ka Ko chi®

Protein [(1/M*s)] [1/s] [M] (%] [(1/M*s)] [1/s] [M] (%]

hAnxAl KD 1,7x10* | 95x10° | 3,5x10° | 0,51 - - - -
hAnxA1 44x10* | 3,1x10° | 9,4x10® | 0,25 6,9 x 10° 1,1x10" | 1,5x10% | 0,05

mMANXAL KD 79x10° | 1,9x102 | 2,3x107 | 0,23 3,8x10° 8,7x102 | 8,8x 10° | 0,04

mANxA1 3,8x10% | 36x10° | 95x10° | 0,16 1,2x10* | 86x10° | 7,9x107 | 0,04
mMANXA5 1,3x10* | 24x10% | 43x107 | 0,15 38x10° | 7,4x10% | 3,2x10° | 0,07
mANxA13 9,1x10° | 35x10% | 51x107 | 0,12 73x10° | 58x10%|98x10" | 0,06
hPRMT6 1,2x10* | 20x10" | 3,3x 10" | 10,76 - - - -
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Am starksten bindet die humane AnxAl-Kerndomane mit einem Kp von 35 nM, wahrend huma-
nes und murines AnxAl mit einer &hnlichen Affinitat von ca. 95 nM binden. Murines AnxA5 und
AnxA13 besitzen einen Ky im héheren nanomolaren Bereich und die Negativkontrolle PRMT6
spiegelt mit einem Ky von ungefahr 332 uM deutlich ein tendenziell nicht-bindendes Protein wi-
der. Die Chi’>-Werte geben an, wie groRR die Abweichung der berechneten Fits anhand des 1:1 2
state model zu den Werten der Messung ist. Idealerweise sollte dieser Wert unter 10% liegen.
Mit Ausnahme des PRMT6 befinden sich die Chi>-Werte sogar unter einem Prozent und zeigen

somit eine sehr gute Korrelation der Messwerte mit den errechneten Kp-Werten.

4.6  AnxAl supprimiert die TLR-induzierte Aktivierung in LRP1 KO
BMDM

Nachdem die Interaktion zwischen AnxAl und LRP1 umfassend biochemisch validiert und cha-
rakterisiert wurde, sollte im Anschluss die Funktion der Interaktion identifiziert werden. Dabei
sollte insbesondere geklart werden, ob LRP1 der Rezeptor ist, der die AnxAl-basierte Immun-
suppression auf BMDC vermittelt. Da die Interaktion bislang sowohl in Raw264.7 als auch in
BMDM gezeigt werden konnte, stellte sich zunachst die Frage, ob BMDM deshalb genau wie
BMDC durch AnxAl supprimiert werden kénnen. Hierzu wurde im Vorfeld die Stimulierbarkeit
und Supprimierbarkeit von primaren murinen BMDM Uberprift. AnxAl-vorinkubierte Zellen wur-
den mit CpG stimuliert, um anschlieBend die IL-12 Konzentration im Zelliberstand mittels ELISA
messen zu kénnen. Abb. 4.9a zeigt, dass sich primdre BMDM analog zu den BMDC konzentra-
tionsabhangig mit CpG stimulieren und ebenfalls konzentrationsabhangig durch apoptotische
Jurkat T-Zellen oder murines, rekombinantes AnxAl supprimieren lassen. Dies konnte darlber
hinaus auf mMRNA-Expressionsebene mittels qPCR (Abb. 4.9b) bestétigt werden. Des Weiteren
ist festzuhalten, dass AnxAl allein, ohne Stimulation, keinen Einfluss auf die IL-12 Expression

oder Sekretion besitzt.

Diese Ergebnisse zeigen, dass in BMDM somit die TLR-induzierte pro-inflammatorische Antwort
ebenfalls durch AnxAl supprimierbar ist, weshalb anschlie3end die Bedeutung von LRP1 in
diesem Kontext analysiert werden sollte. Fir diese Analyse standen BMDM-spezifische LRP1
knock out (LRP1 KO) Mause zur Verfligung, in denen die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle
des BMDM-spezifischen Lysozym M (LysM) Promotor steht. Durch die Rekombination mit flox-
LRP1 werden Exon 1 und 2 des LRP1 herausgeschnitten und die Genexpression dadurch ver-
hindert.
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Abb. 4.9 - AnxAl supprimiert LRP1-unabhéngig die TLR-induzierte Aktivierung in primaren murinen BMDM.
a) BMDM wurden uber Nacht mit AnxAl inkubiert und anschlieBend fir 24h mit CpG stimuliert. Die IL-12-
Konzentration in den Zelliberstanden wurde mittels ELISA gemessen. b) BMDM wurden mit AnxA1l vorinkubiert und
anschlieRend fir die angegebenen Zeitrdume mit CpG stimuliert. Die IL-12 mRNA wurde mittels qPCR relativ zu
GAPDH gemessen. c) Western Blot der verwendeten BMDM-Lysate aus LysMCre-LRP1llox (LRP1 WT) und
LysMCre+LRP1lox (LRP1 KO) Mausen mit LRP1 (3-Kette)-Nachweis. d) LRP1 WT- oder KO-BMDM wurden mit
AnxAl vorinkubiert und mit CpG stimuliert. Die IL-12-Konzentration der Zellibersténde wurde anschlieRend mittels

ELISA gemessen. e) Relative Suppression von (d).
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Aus dem Knochenmark dieser Mause wurden BMDM generiert und die IL-12 Sekretion zwi-
schen LRP1 WT und LRP1 KO BMDM in einem Suppressionsexperiment verglichen (Abb. 4.9d).
Dabei stellte sich heraus, dass die CpG-induzierte IL-12 Sekretion sowohl in WT als auch in
LRP1-KO BMDM durch AnxAl supprimierbar ist. Der Western Blot der BMDM-Lysate dient als
Kontrolle fiir den LRP1 KO in den verwendeten BMDM (Abb. 4.9c). Da die Stimulation in LRP1-
KO BMDM hdoher ausfiel als in WT Zellen, wurde zusatzlich die relative Suppression angegeben,
die verdeutlicht, dass die relative AnxAl-vermittelte Suppression in BMDM LRP1 unverandert ist
(Abb. 4.9e). Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass LRP1 nicht essentiell fir die AnxAl-
vermittelte Immunsuppression der TLR-Aktivierung ist.

4.7  AnxAl supprimiert LRP1-unabhangig die TLR-Aktivierung in
BMDC

Obwohl in der Vergangenheit gezeigt wurde, dass BMDM und BMDC viele Eigenschaften tei-
len ", ware es dennoch méglich, dass LRP1 in BMDC eine Rolle fiir die AnxAl-induzierte Im-
munsuppression spielt. Da bislang keine BMDC-spezifische LRP1 knock out Mause existierten,
wurden diese mittels der kommerziell erhaltlichen CD11cCre und LRP1lox Méause selbst gene-
riert. Als Kontrolltiere dienten homozygote flox-LRP1 Mause, die keine Cre-Rekombinase expri-
mieren. Aus dem Knochenmark dieser Mause wurden BMDC differenziert und die LRP1-
Expression mittels Western Blot Analyse Uberprift (Abb. 4.10a). Der LRP1 KO betrug in der
Regel ca. 90%. Wahrend der Differenzierung zu BMDC entsteht auch ein geringer Prozentsatz
Zellen, die keine BMDC sind und somit eventuell auch kein CD11c exprimieren. Diese Zellen
wurden vorher nicht herausselektiert und sind vermutlich fir die im Western Blot sichtbare, ge-
ringe Menge an LRP1 in den KO-Lysaten verantwortlich. Diese diese minimalen Restmengen
LRP1 sind jedoch vernachlassigbar fur das Gesamtergebnis. Die Mause wiesen keinerlei offen-
sichtlichen Phanotyp in Form von Lymphadenopathie oder Splenomegalie auf, der auf eine Au-

toimmunerkrankung hinweisen wirde (Daten nicht gezeigt).

Die LRP1 KO-BMDC wurden zunachst im Hinblick auf ihre generelle Stimulierbarkeit und
Supprimierbarkeit durch apoptotische Zellen untersucht (Abb. 4.10b). Dabei stellte sich heraus,
dass die LRP1 KO-BMDC konzentrationsabhangig ebenso wie WT BMDC mittels CpG stimu-

lierbar sind und dass die IL-12-Sekretion durch apoptotische Zellen supprimiert wird.
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Abb. 4.10 —AnxAl supprimiert LRP1-unabhéngig die TLR-induzierte Aktivierung in priméaren murinen BMDC.
a) Western Blot der BMDC-Lysate aus CD11cCre’LRP1lox (WT) und CD11cCre’LRP1lox (KO) Mausen fir die LRP1
3-Kette. b) BMDC wurden mit apoptotischen Jurkat T-Zellen (aJ) im Verhaltnis BMDC: aJ 1:5 vorinkubiert und an-
schlieBend mit CpG stimuliert. Die IL-12-Konzentration in den Uberstanden wurde mittels ELISA gemessen. c) LRP1
WT- oder LRP1 KO-BMDC wurden mit AnxAl vorinkubiert und mit CpG stimuliert. Die IL-12-Konzentration im Zell-

Uberstand wurde anschlieRend mittels ELISA gemessen. d) Relative Suppression von (c).

Im nédchsten Schritt wurde analog zu den apoptotischen Zellen die AnxAl-vermittelte IL-12-
Suppression analysiert (Abb. 4.10c). Auch hier erwies sich AnxAl als potenter Suppressor der
pro-inflammatorischen Antwort und supprimierte die CpG-induzierte IL-12 Sekretion in LRP1

KO-Zellen genauso effizient wie in LRP1 WT-Zellen (Abb.4.10d).

AbschlieRend fuhren die Daten der Suppressionsexperimente zu dem Schluss, dass LRP1 auch

in BMDC nicht fur die AnxAl-vermittelte Immunsuppression verantwortlich ist.
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4.8 Die Efferozytose in Makrophagen und DC, sowie MEF erfolgt
unabhangig von AnxAl

LRP1 wurde insbesondere auf professionellen Phagozyten wie BMDM und BMDC im Kontext

155,181

der Efferozytose beschrieben . Da AnxAl an die Oberflache von apoptotischen Zellen

transloziert 83106182

, Sollte als nachstes die Interaktion von LRP1 mit AnxAl im Zusammenhang
mit der Aufnahme apoptotischer Zellen analysiert werden. Zusétzlich zu den professionellen
Phagozyten wurde die Relevanz der LRP1-AnxAl-Ineraktion auch auf nicht-professionellen

Phagozyten in Form von MEF-Zellen untersucht werden.

Fir die Studien zur Efferozytose wurden apoptotische Jurkat T-Zellen, die PS auf ihrer Oberfla-
che exponieren, zusatzlich mit murinem AnxAl beschichtet, das an PS bindet. Im Vergleich zu
apoptotischen Jurkat T-Zellen ohne zusatzliches AnxAl konnte dadurch Uberprift werden, ob
eine erhohte Konzentration von AnxAl auf der Oberflache der apoptotischen Jurkat T-Zellen
einen Einfluss auf die Phagozytose dieser Zellen ausibt. Zuvor wurde auf3erdem austitriert, in
welchem Verhéltnis die apoptotischen Jurkat T-Zellen mit den BMDC bzw. BMDM inkubiert wer-
den missen, um im Rahmen einer Kinetik einen linearen Anstieg der Phagozytose messen zu
kénnen (Daten nicht gezeigt). Daraus resultierte ein ideales Verhaltnis der apoptotischen Jurkat
T-Zellen zu BMDM von 0,25-0,5:1 bei BMDM sowie 1-2:1 fir BMDC. Die apoptotischen Jurkat
T-Zellen wurden vor der Apoptose-Induktion mit dem lipophilen blauen Farbstoff DiD gefarbt, so
dass die Phagozytoserate im Rahmen der durchflusszytometrischen Analyse anhand von blau-
fluoreszierenden Phagozyten gemessen werden konnte. Die die zusatzliche Menge an AnxAl in
Relation zu den nicht AnxAl-gekoppelten Jurkat T-Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie

Uberprift und ist reprasentativ fur alle Experimente in Abb. 4.11a dargestellit.

In BMDM & BMDC nimmt der prozentuale Anteil phagozytierender Zellen sowohl bei LRP1 WT
als auch bei LRP1 KO-Zellen im Verlauf der Zeit zu (Abb. 4.11b&c). Dennoch ist generell kein
Unterschied in der Phagozytoserate zwischen LRP1 WT- und KO-Zellen messbar. Auch die zu-
séatzliche Beschichtung der apoptotischen Jurkats mit AnxAl zeigt keinen Einfluss auf die Ef-
ferozytose in BMDM und BMDC (Abb. 4.11b&c). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Efferozyto-
se in BMDM & BMDC unabhangig von der LRP1-AnxAl-Interaktion erfolgt.

Prinzipiell sind die meisten Zellen des Korpers in der Lage zu phagozytieren, auch wenn es pro-
fessionelle Phagozyten wie Makrophagen und DC gibt "*®. Zu den nicht-professionellen Pha-
gozyten gehéren unter anderem Fibroblasten, die ebenfalls in der Lage sind, zu einem gewissen

Grad apoptotische Zellen aufzunehmen **.
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Abb. 4.11 - Die Efferozytose in professionellen und nicht-professionellen Phagozyten erfolgt unabhéngig von
AnxALl. a) Analyse der apoptotischen Jurkat Z-Zellen (aJ) im Durchflusszytometer. Die aJ wurden mit DiD-geférbt und
das zusatzliche gekoppelte mAnxAl mittels MAX550-Antikdrper gefarbt. Das Histogramm der DiD-positiven Populati-
on zeigt die aJ mit zusatzlich gekoppeltem mAnxALl in griin im Vergleich zu den unbehandelten aJ in wei. b) LRP1
WT- oder LRP1 KO-BMDM wurden mit DiD-gefarbten, apoptotischen Jurkat T-Zellen (aJ) im Verhéaltnis BMDM:aJ
1:0,5 fur die angegebenen Zeitrdume inkubiert. Die Efferozytoserate wurde anhand der DiD-positiven BMDM im
Durchflusszytometer analysiert. ¢) LRP1 WT- oder LRP1- KO BMDC wurden mit DiD-geférbten, apoptotischen Jurkat
T-Zellen (aJ) im Verhaltnis BMDC:aJ 1:1 fir die angegebenen Zeitrdume inkubiert. Die Efferozytoserate wurde an-
hand der DiD-positiven BMDC im Durchflusszytometer analysiert. d) LRP1 WT (MEF-1) oder LRP1 KO (MEF-2) wur-
den mit DiD-geféarbten, apoptotischen Jurkat T-Zellen (aJ) im Verhaltnis MEF:aJ 1:5 fur die angegebenen Zeitrdume

inkubiert. Die Efferozytoserate wurde anhand der DiD-positiven MEF im Durchflusszytometer analysiert.
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Mit MEF-1 und MEF-2 existieren zwei Zelllinien, die entweder LRP1 besitzen oder LRP1-
defizient sind. Anhand dieser beiden Zelllinien sollte die Bedeutung des AnxAl-LRP1-
Komplexes im Kontext der Efferoztyose analysiert werden. Wieder wurden DiD gefarbte, apopto-
tische Jurkat T-Zellen mit zusatzlichem AnxAl gekoppelt und Uberprift, ob AnxAl einen Effekt
auf die Efferozytose ausubt. Grundsatzlich konnte hier der bereits beschriebene Unterschied
zwischen MEF-1 und MEF-2 festgestellt werden *°, da die LRP1 defizienten MEF-2 eine prinzi-
piell geringere Efferozytoserate aufweisen (Abb. 4.11d). In Bezug auf zuséatzliches AnxAl auf
den apoptotischen Jurkat T-Zellen zeigte sich jedoch kein Einfluss auf die Efferozytose in MEF,
die somit auch in nicht-professionellen Phagozyten AnxAl-unabhéngig verlauft.

4.9 Die Phagozytose von Beads durch in BMDC und MEF aber
nicht in BMDC ist abhangig vom AnxA1l-LRP1 Komplex

Die in dieser Arbeit verwendeten apoptotischen Jurkat T-Zellen exponieren vermutlich eine Rei-

he weiterer eat me-Signale *

und diese interferieren moglicherweise mit dem AnxAl-Signal
bzw. der LRP1-abhédngigen Phagozytose. Die isolierte Analyse eines eat me-Signals ermdgli-
chen griin-fluoreszierenden Latex-Beads, die mit Proteinen jeglicher Art beschichtet werden
kbénnen. An diese Latex-Beads wurde somit entweder murines AnxAl, das Negativ-
Kontrollprotein PRMT6 oder die Positiv-Kontrolle CRT gekoppelt und die zu analysierenden Zel-
len mit diesen Beads inkubiert. Die Beads selbst wurden hinsichtlich der gekoppelten Menge
Protein mittels Western Blot analysiert, der zeigt, dass gleiche Mengen Protein an die Beads
gekoppelt waren und die Ergebnisse somit untereinander vergleichbar sind (Abb. 4.12a). Wenn
Phagozyten Beads aufnehmen, kann die Phagozytoserate im Durchflusszytometer anhand der
Menge der grin-fluoreszierenden Phagozyten gemessen werden. In BMDM ist jedoch kein Ein-
fluss der AnxAl-beschichteten Beads sowohl in LRP1 WT- als auch in LRP1 KO-BMDM nach-

weisbar. (Abb. 4.12b).

Analog zu den BMDM wurde dieses Experiment auch mit BMDC durchgefihrt. Die generelle
Phagozytoserate der Beads in WT- und KO-Zellen ist sehr &hnlich. In LRP1 WT-BMDC ist eine
Zunahme in der Phagozytoserate beider Sorten Beads zu beobachten, die jedoch fir AnxAl-
gekoppelte Beads stets grol3er ist als die der PRMT6-Beads (Abb. 4.12c).
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Abb. 4.12 —Die Phagozytose von Beads ist abhéngig vom AnxA1-LRP1-Komplex. a) Immunoblot der verwende-
ten Beads. Der Nachweis fir AnxAl- und PRMT6-Beads erfolgte mittels FLAG-Detektion, der CRT Nachweis mittels
eines anti-CRT Antikorpers. b) LRP1 WT- oder LRP1 KO-BMDM wurden mit AnxAl-gekoppelten FITC-Beads inku-
biert im Verhaltnis BMDM:Beads 1:5 fir die angegebenen Zeitraume inkubiert. Die Phagozytoserate wurde anhand
der FITC-positiven BMDM im Durchflusszytometer analysiert. c) LRP1 WT- oder LRP1 KO-BMDC wurden mit AnxAl-
oder PRMT6 gekoppelten FITC-Beads inkubiert im Verhaltnis BMDC:Beads 1:10 fir die angegebenen Zeitraume
inkubiert. Die Phagozytoserate wurde anhand der FITC-positiven BMDC im Durchflusszytometer analysiert. d) LRP1
WT (MEF-1) oder LRP1 KO (MEF-2) wurden mit AnxAl-, PRMT6- oder Calreticulin (CRT)-gekoppelten FITC-Beads
inkubiert im Verhéltnis MEF:Beads 1:10 flur die angegebenen Zeitrdume inkubiert. Die Phagozytoserate wurde an-

hand der FITC-positiven BMDC im Durchflusszytometer analysiert.
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Eine &hnliche Tendenz lasst sich auch bei LRP1 KO BMDC beobachten, wobei der Unterschied
zwischen den phagozytierten AnxAl-Beads zu den PRMTG6-Beads deutlich geringer ist. Wenn
die Phagozytoserate der AnxAl-Beads in WT- mit denen in KO-Zellen verglichen wird, ist deut-
lich erkennbar, dass die Aufnahme in LRP1 WT BMDC héher als in KO-Zellen ist, wéahrend
PRMT6-Beads sehr ahnlich phagozytiert werden. Insgesamt zeigen diese Daten, dass LRP1 in
BMDC die Phagozytose von Beads beeinflussen kann und die Phagozytoserate LRP1-abhéngig
durch AnxAl geftrdert wird.

Auch in Bezug auf die Phagozytose von Beads sollten nicht nur professionelle, sondern auch
nicht-professionelle Phagozyten analysiert werden, in dem MEF als Phagozyten dienten. Hier
gab es zwei Arten von Kontroll-Beads: die Positivkontrolle beschichtet mit Calreticulin (CRT),
beschrieben als Interaktionspartner von LRP1 auf MEFs im Efferozytosekontext *°, und die Ne-
gativkontroll-Beads beschichtet mit PRMT6. Da die prozentuale Phagozytoserate der Beads in
MEFs generell sehr niedrig war (Daten nicht gezeigt), ist in Abb. 4.12d die mittlere Fluores-
zenzintensitat (MFI) dargestellt. In MEF-1 Zellen wurden die PRMT6-Beads kaum phagozytiert,
wahrend AnxAl-Beads nach einer Stunde nahezu doppelt so effizient aufgenommen wurden.
Nur die Positivkontrolle in Form der CRT-Beads wurde noch besser phagozytiert. Im Vergleich
zu den MEF-2 Zellen lasst sich zunachst eine generell reduzierte Aufnahme aller drei Arten Be-

ads feststellen.

Tabelle 4.5 — Relative Phagozytose der AnxAl- oder CRT-Beads. Die Werte geben den Koeffizienten aus der MFI
der mit AnxAl- oder CRT-Beads inkubierten MEF-1 oder MEF-2 und der zugehdrigen PRMT6-MFI an.

Phagozytose relativ zu PRMT6

Beads Zeit MEF-1 MEF-2
AnxAl 0,5h 1,0 1,3
1lh 2,2 1,2
2h 2,1 1,6
4h 1,8 1,3
CRT 0,5h 1,9 29
1lh 2,8 2,7
2h 2,9 2,3
4h 2,6 2,4

Dennoch wurden AnxAl-Beads in MEF-2 besser aufgenommen als PRMT6-Beads und lediglich
CRT-Beads wiesen eine noch hohere Phagozytoserate auf. Vergleicht man nun die Phagozyto-
se der AnxAl-Beads zwischen MEF-1 und MEF-2 ist eine deutliche Reduktion in den LRP1-
defizienten MEF-2 zu sehen. Auch CRT-Beads werden nach 2 h weniger effizient von MEF-2

phagozytiert. Zur Verdeutlichung ist in Tabelle 4.5 die Phagozytose der AnxAl- oder CRT-Beads
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in Relation zu der PRMT6-MFI darstellt. Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass LRP1 in

MEF einen Einfluss auf die Phagozytose von AnxAl-Beads ausibt (Abb. 4.12d), der noch gro-
Rer ist als der Effekt in BMDC (Abb. 4.12c).
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5 Diskussion

Die effiziente Beseitigung apoptotischer Zellen ist ein essentieller Prozess und tragt zur Erhal-
tung der Homoostase eines Organismus bei. Physiologisch auftretende apoptotische Zellen
werden mittels Efferozytose durch Phagozyten entfernt, ohne dabei eine Immunantwort auszu-
[6sen. AnxAl wurde in diesem Kontext als eines der eat me-Signale auf der Oberflache der
apoptotischen Zelle und somit als Efferozytose-fordernd beschrieben **3°. Zusétzlich konnte
gezeigt werden, dass die Inkubation mit rekombinantem AnxAl die TLR-induzierte Aktivierung
der DC in vitro inhibiert . Auch in vivo konnte unsere Gruppe zeigen, dass AnxA1 einen tolero-
genen Phéanotyp in DC induziert, was die Bedeutung von AnxAl im Rahmen der Immunsupp-
ression zusétzlich unterstreicht ®. Der molekulare Mechanismus hinter diesen Prozessen ist
bislang jedoch noch nicht vollstandig geklart. Studien unserer Gruppe zeigten, dass die TLR-
induzierte NF-xB-Aktivierung inhibiert wird und dadurch die Expression pro-inflammatorischer
Proteine supprimiert wird (Promotionsarbeit V. Jahndel, 2013). Die Schliisselfrage in diesem
Kontext war deswegen, welcher Rezeptor durch die Bindung von AnxAl in der Lage ist, die Im-
munsuppression zu vermitteln. Mittels einer in dieser angewandten Form neuen UV- Kreuzver-
netzungsmethode wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmalig ein bislang unbekannter
AnxAl-Rezeptor auf APC identifiziert und sowohl biochemisch als auch funktionell im Hinblick

auf Immunsuppression und Efferozytose charakterisiert.

5.1 Identifikation von LRP1 als neuen AnxAl-Rezeptor

5.1.1 Auswahl der Modellzelllinie

In vorangegangen Studien unserer Gruppe konnte gezeigt werden, dass die bislang auf Mo-
nozyten beschriebenen Mitglieder der FPR-Familie nicht fir die AnxAl-vermittelte Suppression
auf DC verantwortlich sind (Promotionsarbeit B. Linke, 2011). Verschiedene methodische An-
sétze fuhrten jedoch nicht zur Identifikation eines suppressiven AnxAl-Rezeptors auf DC, was
unterschiedliche Ursachen haben kann (Tab. 4.1). Denkbar ware auch, dass grundsatzlich nur
sehr wenige Rezeptormolekile auf der Plasmamembran der DC vorhanden sind, so dass bis-
lang zu geringe Zellzahlen fur die Analysen verwendet wurden. Da DC Tumore sehr selten vor-
kommen ist bis heute leider keine DC-Zelllinie erhéltlich, anhand der auch Studien mit gré3eren

Zellzahlen méglich wéren. Verfiigbare DC-ahnliche Zelllinien spiegeln die Charakteristika einer
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DC nur unvollstandig wider und sind dartber hinaus nicht in groBen Mengen und kostengunstig
kultivierbar. Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Zelllinien getestet, von denen ledig-
lich die humane Zelllinie Mutz-3 und die murine Zelllinie DC2.4 Parallelen zu den priméaren DC
aufweisen (Daten nicht gezeigt). Die Kultivierung dieser Zellen war jedoch sehr aufwendig und
zeitintensiv, so dass sie den primaren DC gegenuber keinen Vorteil boten. Des Weiteren bend-
tigten die Kulturmedien eine Reihe von Zuséatzen bzw. konditioniertem Medium von anderen
Zelllinien, die sich auf die Supprimierbarkeit auswirken konnen. Raw264.7 sind prinzipiell eher
eine Makrophagen-ahnliche Zelllinie und aufgrund ihres adharenten Ph&anotyps von priméren
DC zu unterscheiden. Da aus vorangegangenen Studien unserer Gruppe bekannt war, dass die
TLR-induzierte Aktivierung durch AnxAl supprimierbar war und sie in gro3en Mengen einfach
zu kultivieren waren, wurden sie als bestmdglichstes Modellsystem zur Rezeptoridentifikation

ausgewahlt.

5.1.2 Optimierung der Expression von AnxAl-Mutanten mit pBpa-Inkorporation

Eine mdgliche Ursache flr die bis zu dieser Arbeit nicht erfolgreiche Identifikation eines AnxAl-
Rezeptors konnte eine geringe Bindungsaffinitat oder die Instabilitit des Rezeptor/AnxAl-
Komplexes unter bestimmten Bedingungen sein. Sofern der Rezeptor nur schwach an AnxAl
bindet, kann diese Bindung wahrend der Aufreinigung des Komplexes gelést werden, so dass
der Rezeptor in der anschlieRenden MS-Analyse nicht nachweisbar ist. In Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Felix Wieland (BZH Heidelberg) entstand deshalb der methodische An-
satz, die AnxAl-Rezeptor-Interaktion durch die Ausbildung einer kovalenten Bindung zu stabili-
sieren. Zunachst wurden verschiedene AS fir den Einbau der photoreaktiven AS pBpa in das
murine AnxA1l ausgewahlt (Tab. 4.2) und die Proteinexpression analysiert (Abb. 4.2a-j). Die Ex-
pression der pBpa-Mutanten erwies sich als schwierig, weshalb verschiedene Optimierungsan-
sétze angewandt wurden. Dazu gehorte die Verdnderung der Expressionstemperatur und —
dauer, die Verwendung verschiedener Bakterienstdmme, sowie die Variation der Proteinindukti-
on und pBpa-Zugabe, die Erhohung des pH-Werts und die Verringerung der pBpa-
Konzentration. Dennoch konnte nur ein Drittel aller klonierten Mutanten trotz dieser Optimie-
rungsansétze exprimiert werden (Abb. 4.1k). Ursachlich dafur konnte die GroRRe des pBpa sein,
welches mit seinem Benzoyl-Phenylalanin viel Raum einnimmt, und dass der Einbau teilweise
an Positionen rdumlich kleinerer Aminosauren erfolgte. Diese sterische Hinderung kann zu Fal-
tungsproblemen fihren, so dass das Protein anschlie3end in den inclusion bodies der Memb-

ranfraktion abgelagert wird. Deswegen wurde im Rahmen dieser Arbeit zusétzlich die photoreak-
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tive Aminosaure para-Azido-Phenylalanin (pAzF) in das AnxAl eingebaut, um zu Gberprifen, ob
der Einbau einer kleineren AS zu einer verbesserten Expression fiihrt (Daten nicht gezeigt). Je-
doch konnte auch mittels pAzF keine weitere Mutante exprimiert werden, was darauf hindeutet,
dass die sterische Hinderung womaoglich eine untergeordnete Rolle spielt. Des Weiteren setzt
die Verwendung von pAzF eine UV-Bestrahlung mit einer Wellenlange von 254 nm anstatt der
350 nm beim pBpa voraus. Diese deutlich hoher-energetische UV-Strahlung sollte aufgrund ei-
ner erhohten Apoptoseinduktion in den Zellen ebenfalls vermieden werden. Eine verstarkte
Apoptoseinduktion kann vermehrt letztlich auch zu nekrotischen Zellen fiihren. Diese wirden
intrazellulare Proteine freisetzen, die ebenfalls mit pBpa kreuzvernetzt werden und somit falsch

positive Interaktionen verursachen kénnen.

Letztendlich kdnnen auch die Ladungen der substituierten AS eine Rolle fur die Expressionseffi-
zienz spielen. Optimal ware ein Austausch einer ebenfalls hydrophoben/neutralen AS, um la-
dungsbedingte Wechselwirkungen nicht zu beeinflussen. Leider war dies jedoch nicht mdglich,
so dass die pBpa-Inkorporation auch an polaren AS wie Glycin und Serin oder an sauren AS wie
Glutaminsaure erfolgte. Offensichtlich lasst sich somit aufgrund der Ladung der substituierten
AS keine Vorhersage uber die Exprimierbarkeit treffen.

Ein weiterer kritischer Punkt in diesem System war die Expressionseffizienz, und die damit ver-
bundenen geringen Ausbeuten der Proteinexpression. Die Inkorporation von pBpa in Proteine,
nicht in Peptide, wurde erstmalig 2002 von der Gruppe von P. G. Schultz beschrieben '*. Um
hohere Ausbeuten zu erzielen, ist beispielsweise die Verwendung anderer Expressionsvektoren
maoglich. Prinzipiell ist der in dieser Arbeit verwendete Promotor des pET-Systems (lacUV5-
Promotor) einer der starksten, weswegen eine Steigerung der Expression auch mit anderen Ex-

pressionssystemen nicht zu erwarten ware.

Eine weitere Strategie zur Optimierung der pBpa-AnxAl-Expression bestinde in der Co-
Expression von Chaperonen. Diese Chaperone erhéhen im Allgemeinen die Expressionseffizi-
enz, in dem sie eine korrekte Faltung der Proteine fordern, was letztendlich auch zu einer ver-
besserten Ausbeute der Expression filhrt 3%, Dieses System hatte jedoch fiir jede einzelne
Mutante in der Zusammensetzung der Chaperone optimiert werden mussen. Darlber hinaus
besitzen viele der Chaperon-Expressionssets die gleiche Antibiotikaresistenz wie die des pE-
VOL Vektors fir das orthogonale tRNA/tRNA Synthetase-Paar und waren somit nicht anwend-
bar gewesen. Eine zusatzliche Alternative wéare das Anhangen eines Solubilitatsfaktors (z. B.

MBL oder GST) an das AnxAl gewesen, um die Einlagerung in inclusion bodies zu verhindern.

95



5 - Diskussion

Hierbei ist allerdings zu beachten, dass nicht kalkuliert werden kann, ob der Tag selbst auch

einen Effekt auf die Proteinexpression oder die spétere Funktion des Proteins besitzt.

Um die Integritat des AnxAl mdglichst zu wahren, wurde im Rahmen dieser Arbeit der Ansatz
gewabhlt, praferentiell strukturell &hnliche AS zu substituieren. Grundsatzlich kann jedoch vorab
keine genaue Aussage dariiber getroffen werden, ob sich eine bestimmte photoreaktive Amino-
saure erfolgreich in ein spezielles Protein einbauen lasst und die Expressionseffizienz dabei
unverandert bleibt. Insofern stellen die sieben pBpa-AnxAl-Mutanten erfolgreich exprimierten
und aufgereinigten pBpa-AnxAl-Varianten eine gute Ausbeute (Abb. 4.2k) dar. Dartiber hinaus
ist zu hervorzuheben, dass die pBpa-Inkorporation zu keinem Verlust der immunsuppressiven
Funktion fuhrt (Abb. 4.2]). Des Weiteren sind die sieben mutierten AS der einzelnen pBpa-
AnxAl-Varianten tber das ganze AnxAl-Molekil verteilt, wodurch die Wahrscheinlichkeit sehr
hoch war, ein Areal kreuzuvernetzen, das einen putativen AnxAl-Rezeptor gebunden hat.

5.1.3 Kiritische Parameter der UV-Kreuzvernetzung zur Identifikation eines

AnxAl-Rezeptors

Nachdem sieben pBpa-AnxAl Varianten erfolgreich aufgereinigt werden konnten, sollte als
nachstes der experimentelle Aufbau der IP fir die MS-Analyse optimiert werden. Bislang wurde
die Inkorporation photoreaktiver AS und deren UV-Kreuzvernetzung vor allem fir in vitro Interak-
tionsstudien genutzt, bei denen Proteine ohne zellularen Kontext miteinander inkubiert
wurden *®®. Einige Zeit spater wurde diese Methode auf zellbasierte in vitro Studien erweitert, in
denen intrazellulare Proteine miteinander kreuzvernetzt wurden **’. Dabei wurden Zellen mit den
modifizierten Expressionsvektoren fur die zu untersuchenden Proteine und mit dem Vektor fir
das orthogonale tRNA/tRNA-Synthetase Paar transfiziert. Die photoreaktive AS wird anschlie-
Rend dem Zellkulturmedium zugesetzt, von der Zelle aufgenommen und in das modifizierte Ziel-
protein eingebaut. Durch anschlieRende Bestrahlung kénnen somit intrazelluldre Interaktionen
endogener Proteine in der Zelle stabilisiert werden. Dieser Ansatz kam jedoch fur die Zielset-
zung dieser Arbeit nicht in Frage, da die Studien unserer Gruppe auf der exogenen Zugabe von
rekombinantem AnxAl, bzw. der Interaktion eines putativen Rezeptors auf der Oberflache der
DC mit AnxA1l auf der apoptotischen Zelle beruhen 3. In der vorliegenden Arbeit wurde daher
erstmalig die Strategie verfolgt, einen rekombinanten, pBpa-modifizierten Liganden mit Zellen zu
inkubieren, die den putativen Rezeptor auf der Zelloberflache tragen. Durch dieses Vorgehen

soll die Bindung von AnxAl an seinen Rezeptor im Extrazellularraum nachgestellt werden. Zur
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Stabilisierung der Bindung wurden die Zellen im Anschluss bestrahlt, wodurch eine kovalente
Bindung ausgebildet wurde. Bedingt durch die Inkubation auf Eis, wird der Komplex nicht inter-
nalisiert und in diesem Zustand durch die Bestrahlung stabilisiert. Es gibt jedoch zwei nicht kon-
trollierbare Szenarien im Verlauf dieser Bestrahlung. Das erste Szenario besteht in der Schadi-
gung der Zellmembran und deren daraus resultierender Durchlassigkeit fir intrazellulare Protei-
ne. Wie die durchflusszytometrischen Analysen der Zellviabilitat gezeigt haben (Abb. 4.3a),
nimmt die Membranintegritat selbst wahrend der gewahlten 20 Minuten Bestrahlung deutlich ab,
und es ist davon auszugehen, dass intrazellulare Proteine freigesetzt werden kénnen. Da AnxAl
auch diverse intrazelluldre Proteine binden kann ', kénnen so woméglich auch Interaktionen
mit beispielsweise Proteinen des Zytoskeletts stabilisiert werden, die als falsch-positive Interak-
tionspartner in der MS-Analyse detektiert werden. Falsch-positive Proteine kdnnen in diesem
Fall aber auch prinzipiell die Validitat der Methode bestatigen, wenn die identifizierten Interakti-
onspartner bereits beschrieben sind intrazellulares AnxAl zu binden. Durch die nachfolgende
Selektion von Proteinen mit Transmembrandomane oder Rezeptorassoziation kdnnen diese
falsch-positiven Interaktionspartner wieder verworfen werden. Auf der anderen Seite kénnen
aber auch Proteine nur aufgrund der rdumlichen Nahe an AnxAl kreuzvernetzt werden. Kirzere
Bestrahlungsdauern fihren eventuell zu einer unvollstédndigen Kreuzvernetzung und wurden
vermieden. Daher wurde hier der Kompromiss eingegangen, durch eine etwas langere Bestrah-
lung auch intrazellulare Proteine zu vernetzen. Da die Bindung des pBpa-AnxAl selbst jedoch
auf Eis und im hohen Konzentrationen stattfand, ist davon auszugehen, dass ausreichende
Mengen des AnxAl einen Membranstandigen Rezeptor binden kénnen hat nicht viele AnxAl
Molekdle frei in Losung verbleiben, die zu spéateren Bestrahlungszeiten noch intrazelluléare Prote-

ine binden kénnen.

Das zweite Szenario beschreibt die Kreuzvernetzung von pBpa-AnxAl-Molekiilen untereinander
wodurch multimere pBpa-AnxAl-Komplexe entstehen kénnen. Je nach Lage der kovalenten
Bindung kénnen sie als Multimer entweder schlechter oder sogar besser an einen putativen Re-
zeptor binden. Da bereits bekannt ist, dass auch andere Annexine in multimerer Form vorliegen

kénnen 189-191

, spiegelt diese Komplexformung womdglich eher den physiologischen Zustand
der Interaktion wieder und stellt einen Vorteil fur die Bindung dar. In den initialen 1Ps zur Uber-
prufung des Auftretens hohermolekularer Verbindungen wurde auf Hohe von ungeféhr 100-120
kDa stets eine zusatzliche Bande mit dem anti-FLAG Nachweis detektiert (Abb. 4.3b). Diese
kann entweder auf dem AnxAl-Rezeptor-Komplex, dem trimeren pBpa-AnxAl oder einem an
ein Fragment des Rezeptors gebundenen pBpa-AnxAl basieren. Mit einem direkt gegen AnxAl-

gerichteten Antikorper lie3 sich diese hohermolekulare Bande jedoch nicht nachweisen (Daten
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nicht gezeigt). Die Ursache dafir liegt moglicherweise darin, dass das entsprechende AnxAl-
Epitop fur den Antikorper in diesem Komplex, der entweder aus einem AnxAl-Multimer oder
AnxAl-Rezeptor-Komplex besteht, nicht mehr zugénglich ist. Dieses Ergebnis beweist, dass
infolge der Bestrahlung bei Verwendung der pBpa-AnxAl-Mutanten h6hermolekulare Komplexe
entstehen, die bei einer IP mit WT AnxAl nicht nachweisbar sind (Abb. 4.3b) und somit von gro-

Rem Interesse fur die weitere Analyse waren.

5.1.4 Identifikation von LRP1 als neuen AnxAl-Rezeptor

Im Anschluss an die Optimierung der UV-Kreuzvernetzungs-IP wurden insgesamt drei pBpa-
AnxAl-Varianten (E54, E55 & E58) fir eine IP mit Raw264.7 verwendet und massenspektromet-
risch analysiert. Aus den Daten der MS-Analyse ging LRP1 als einziges membranstandiges Pro-
tein als potentieller AnxAl-Rezeptor hervor (Tabelle 4.3). Zu betonen ist hierbei, dass LRP1 bei
Verwendung von drei verschiedenen pBpa-AnxAl-Mutanten jeweils als potentieller Rezeptor
aus der MS-Analyse hervorging und nicht in der Kontrolle nachgewiesen wurde. Die Peptide des
LRP1 befanden sich exklusiv in den zwei oberen Fragmenten der Gelspur des SDS-Gels, in
denen LRP1 aufgrund des hohen Molekulargewichts (~ 600 kDa) auch zu erwarten ist (Abb.
4.3c). Bei den identifizierten Peptiden handelt es ausschliel3lich um Fragmente der extrazelllula-
ren a-Kette, die auch im physiologischen Kontext der Efferozytose in der Lage wéare, exogenes
AnxAl zu binden. Die verschiedenen Peptide befinden sich sowohl innerhalb der vier beschrie-
benen Bindungsdoméanen des LRP1 als auch in den EGF-Repeats. Dies konnte darauf hindeu-
ten, dass mehrere der vier Ligandenbindungsdomanen im LRP1-Molekil AnxAl binden kénnen.
Auf der anderen Seite ist es aber auch moglich, dass es nur eine oder wenige Bindungsstellen
gibt und dass groRRe, von AnxAl-prazipitierte Fragmente im Rahmen der MS-Analyse weiter
gespalten wurden. Die Abwesenheit jeglicher Peptide der LRP1 [3-Kette belegt die Spezifitat der
Interaktion und bietet Grund zur Annahme, dass die unspezifische Vernetzung mit intrazellularen

Proteinen nur eine untergeordnete Rolle spielt.

Ein interessanter Aspekt im Rahmen der Kreuzvernetzungsstudien ist die unterschiedliche Co-
IP-Effizienz der verschiedenen Mutanten. Wiederholt wurde mit der AnxAl-Mutante E315 die
schwaéchste Interaktion mit LRP1 nachgewiesen. Diese Aminosaure befindet sich auf der Seite,
mit der das AnxAl der Membran der apoptotischen Zelle und somit nicht dem putativen Rezep-
tor zugewandt ist. Somit besitzt das pBpa an dieser Position aus sterischen Grinden wahr-

scheinlich keinen Zugang zum Rezeptor. Dass dennoch eine Interaktion mit LRP1 nachgewie-
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sen werden kann, kénnte wiederum auf einer Art multimerem AnxAl-Komplex beruhen, der

grundsatzlich fur LRP1 affiner ist.

5.1.5 LRP1 bindet auch an WT AnxAl nach UV-Bestrahlung von Raw264.7 und
primaren Makrophagen

Uberraschend ist, dass auch WT-AnxAl infolge von UV-Bestrahlung verstarkt mit LRP1 intera-
giert (Abb. 4.5a-c). Dies deutet auf einen generellen Effekt der UV-Bestrahlung auf Zellen bezie-
hungsweise AnxAl hin. Moéglicherweise entstehen durch die Bestrahlung auch beim WT-AnxAl
Radikale, die oligomerisieren und anschliel3end in der Lage sind, effektiver an LRP1 zu binden.
Die Bestrahlung kénnte auch generell eine Konformationsanderung im LRP1 induzieren, die zur
verbesserten AnxAl Bindung fihrt. Allerdings erfolgt ohne Zugabe von AnxAl oder auch ohne
anti-FLAG Antikorper kein LRP1 Nachweis, so dass zumindest eine unspezifische LRP1-IP in-

folge der Bestrahlung der Zellen auszuschlieRen ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels einer neuen Variante der UV-Kreuzvernetzung somit
erstmalig die Interaktion von AnxAl mit LRP1 beschrieben und deren Spezifitat in weiteren Stu-

dien validiert und charakterisiert.

5.2 LRP1 bindet Calcium-abhéngig verschiedene Annexine
mit hoher Affinitéat

Im Anschluss an die Validierung des LRP1-AnxAl-Komplexes mittels Co-IP sollten weitere Bin-
dungsstudien angeschlossen werden um die Spezifitdt und Affinitat der Interaktion zu charakte-
risieren und auszuschlieRen, dass der FLAG-Tag des AnxAl eine Rolle bei der Bindung spielt.
Die eigens daflrr entwickelten Bindungsexperimente auf ELISA-Basis belegten eindeutig, dass
die Interaktion unabhéngig vom FLAG-Tag des AnxAl erfolgt und humanes LRP1 in diesen Bin-
dungsstudien sowohl humanes als auch murines AnxAl bindet(Abb. 4.6a-d). Aufgrund der Er-
kenntnisse unserer Gruppe, dass Annexine redundant im Bezug auf die immunsuppressive
Funktion wirken, sollte des Weiteren uberprift werden, ob LRP1 womdglich auch andere An-
nexine binden kann. Zur Beantwortung dieser Frage wurde ein Liganden Blot durchgefiihrt, der
deutlich zeigte, dass LRP1 nicht nur an murines AnxAl, sondern auch an murines AnxA5 und

AnxA13 sowie die humane und murine Kerndomane bindet (Abb. 4.7a-c). Dies deckt sich mit
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den Ergebnissen unserer Gruppe, dass Annexine prinzipiell eine redundante Funktion austiben

kénnen (Promotionsarbeit B. Linke, 2011).

Urspringlich wurde spekuliert, dass die Bindungsaffinitat von AnxAl an seinen Rezeptor even-
tuell sehr gering ist und die Bindung deswegen mittels der Inkorporation einer photoreaktiven AS
und anschlieRender UV-Kreuzvernetzung verstarkt werden muss. Nachdem nun die Interaktion
von AnxAl und LRP1 in verschiedenen, qualitativen Studien bestatigt werden konnte, sollten
Affinitdtsmessungen folgen, die die Bindungsstarke genauer beziffern, um einzuschatzen zu
konnen, ob es sich um die erwartete schwache Bindungsaffinitéat handelt. Hierfir wurden Quartz
Crystal Microbalance-Studien durchgefihrt, bei denen humanes LRP1 auf einem Chip immobili-
siert wurde (Abb. 4.8a) und die Affinitdten der Bindung verschiedener Annexine gemessen wur-
den (Abb. 4.8b-k). Im physiologischen Kontext der Apoptose translozieren verschiedene An-
nexine an die Oberflache von apoptotischen Zellen (Promotionsarbeit B. Linke, 2011), wodurch
eine Konformationsanderung des Annexins erfolgt . Aufgrund des im Extrazellularraum phy-
siologisch vorhandenen Calciums (1-2 mM) sollte deswegen zusétzlich die Calciumabhangigkeit
der Bindung von AnxAl an LRP1 analysiert werden. Auch fur LRP1 wurde die calciumabhangi-
ge Bindung an einige Liganden beschrieben **. Die Ergebnisse der Messungen in Anwesenheit
von Calcium widerlegten klar die Annahme von schwachen Bindungsaffinitaten, da diese im
nanomolaren Bereich liegen (Tab. 4.4). Die hdchsten Affinitaten wiesen sowohl die humane
Kerndoméne als auch das humane und murine AnxAl auf, die alle eine Ky von unter 100 nM
besitzen. Die fast identischen Bindungsaffinitaten zwischen der murinen und humanen Form
sind mit der 90%-igen Homologie der beiden Annexine erklarbar. Die starkste Bindung wurde
bei der Interaktion mit der Kerndomane nachgewiesen. Dies unterstreicht die redundante Bin-
dung verschiedener Annexine an LRP1 unabh&ngig vom N-Terminus. Auf Basis der Kp-Werte
erscheint die murine Kerndoméne mit zehnfach geringerer Affinitat (230 nM) zu binden als die
humane (35 nM). Hierbei gilt es jedoch zu beachten, dass es sich bei den ermittelten Kp-Werten
eher um Bereiche von Bindungsaffinititen handelt, die angeben, in welchen Dimensionen sich
die Bindungsstéarke bewegt und wie die verschiedenen Annexine in Relation zueinander binden.
Die murinen AnxA5 und AnxA13 binden weniger affin als AnxAl, die murine Kerndoméane weni-
ger affin als die humane. Im Vergleich zu den Werten in Calciumabwesenheit wird deutlich, dass
die Interaktion zwischen LRP1 und allen Annexinen stark Calcium-abhangig ist. Dieser Effekt ist
bei AnxA13 am wenigsten ausgepragt. In allen anderen Fallen ist mindestens eine Verzehnfa-
chung des Kp-Wertes zu beobachten. Die sehr niedrigen Chi*>-Werte sprechen auRerdem dafiir,
dass das gewahlte 1:1 two state model gut gewahlt ist, um die AnxAl-LRP1-Interaktion zu ana-

lysieren.
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Im direkten Vergleich mit den Bindungskurven der Negativkontrolle PRMT6 deuten die Ergeb-
nisse der Calcium-freien Messungen jedoch immer noch auf eine schwache Bindung hin. Dies
spiegelt sich unter anderem in dem deutlich héheren Kp-Wert (332 uM) und insbesondere in der
Dissoziationskonstanten (k) des PRMT6 wieder. Um die Starke der AnxAl-LRP1-Interaktion
besser einordnen zu kdnnen, kann sie mittels einiger Bespiele mit schwachen oder starken Bin-
dungen verglichen werden. Die in der Regel starksten Bindungen werden mit affinitatsgereinig-
ten oder monoklonalen Antikérpern oder Zytokinen und deren Rezeptoren erreicht. Beispiels-
weise bindet RAP an LRP1 mit einer Affinitat von 1nM **2, TNF-a den TNF-Rezeptor 1 mit einer
Affinitat von 19 pM **3, und hoch affine Antikérper besitzen Kp-Werte bis in den fM-Bereich %,
Mit dem AnxAl-LRP1-Komplex vergleichbare Affinitdten weist die Interaktion von TRAIL mit
dem TRAIL-Rezeptor 1 (Kp ~ 70 nM) auf, wohingegen der Leukozytenrezeptor CD200RLa sei-
nen Liganden CD200 mit einer sehr niedrigen Affinitat von 500 pM bindet **°. Anhand dieser
Beispiele wird deutlich, dass die Bindungsaffinitat von AnxAl an LRP1 im Rahmen von durch-

aus als affin beschriebenen Rezeptor-Ligand-Interaktionen liegt.

Von besonderem Interesse ist der Vergleich der Bindungsaffinititen zu den beschriebenen
AnxAl-Rezeptoren, den FPRs. Da in diesem Kontext der N-Terminus von AnxAl als Bindungs-
domane beschrieben wurde, beziehen sich viele Studien auf die Affinitaten des N-Terminus .
Die Bindungsaffinitat von humanem, endogenen, vollstandigen AnxAl an den humanen FPR
wird mit 0,9 pM angegeben **°, was im Vergleich zu der Bindung an LRP1 eine bis zu Faktor 22
schwachere Bindung darstellt. Somit wurde mit LRP1 ein AnxAl-Rezeptor identifiziert, an den
AnxAl, sowie AnxA5, AnxAl13 und die Kerndomane mit hdherer Affinitat binden, als die bislang

beschrieben AnxAl-Rezeptoren der FPR-Familie.

Stochiometrie des AnxAl-LRP1-Komplexes

Aufgrund der Tatsache, dass die analysierten Annexine mit deutlich héherer Affinitat als zuvor
angenommen an LRP1 binden, stellt sich die Frage, warum diese Interaktion erst mittels UV-
Kreuzvernetzung identifiziert werden konnte. Deswegen ist es sinnvoll, sich die Stéchiometrie
dieser Interaktion genauer anzuschauen. Mittels der an den ATTANA-Chip gekoppelten Menge
LRP1 und den damit gemessenen Kp Werten lasst sich berechnen, wie viele Annexin-Molekile

an wie viele Molekile LRP1 gebunden haben um das Equilibrium zu erreichen.

Ausgehend vom ersten ATTANA-Chip befanden sich max. 1 pg gekoppeltes LRP1 (600 kDa)
und somit ca. 1x10" LRP1 Molekiile (1,7 pmol) auf dem Chip. Die 1 g basieren auf der injizier-
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ten Menge LRP1, von der man jedoch nicht eins zu eins auf die finale Menge gekoppeltes LRP1
schlie3en kann, und geben somit lediglich einen ungefahren Wert an. Aufgrund der molekularen
GroRRe von LRP1 (~600 kDa) ist anzunehmen, dass nicht sehr viele Molekiile auf der Oberflache
einer Zelle exponiert werden kénnen. Fir 1x10* LRP1-Molekille wiirde daher eine groRe Zell-
zahl benotigt werden. Zusammen mit der Annahme, dass nicht jedes LRP1-Molekil von AnxAl
im Rahmen einer IP gebunden wird, kénnte dies eine der Ursachen der schwierigen Identifikati-
on der Interaktion sein. Berechnet man nun beispielsweise anhand der Ky Werte von murinem
oder humanem AnxAl (~ 95 nM) die Menge gebundener AnxAl Molekile im Equilibrium, ergibt
sich ein Wert von ca. 6 x 10 AnxAl-Molekilen (~ 10 pmol), die an die gekoppelten 1x10"
LRP1-Molekiile binden. Dies erscheint durchaus realistisch, da vermutlich viele Annexin-
Molektle in unmittelbarer Nahe auf einer apoptotischen Zelle exponiert werden kénnen. Die
Zahlen deuten an, dass vermutlich mehrere Molekile AnxAl an die lange o-Kette des LRP1
binden und dadurch bei einer IP, selbst mit groRen Mengen AnxAl, verhéltnismaiig wenig

LRP1 prazipitiert wird.

Die stochiometrischen Berechnungen stellen einen Naherungswert der molekularen Verhaltnis-
se der Interaktion zwischen AnxAl und LRP1 dar. Wie bereits erwéhnt, kann die exakte, an den
Chip gekoppelte Menge LRP1 nicht gemessen werden. Vermutlich sind sogar weniger als
1x10% Molekiile an den Chip gekoppelt, was bedeuten wiirde, dass im Verhéltnis noch mehr als
sechs Molekile AnxAl an ein Molekill LRP1 binden kdnnen. Dadurch kann es zu sogenannten
Aviditatseffekten kommen. Aviditatseffekte beschreiben den Zustand, wenn an einem monova-
lenten Molekul, mehrere Bindungsstellen fir den Interaktionspartner existieren. Dadurch ist es
theoretisch moglich, dass der Interaktionspartner von einer Bindungsstelle des Molekiils dissozi-
iert und an dem exakt gleichen Molekil an einer anderen Stelle erneut bindet. Dies erscheint
aufgrund der Grof3e des LRP1 und den vielen Bindungsdoménen als ein naheliegendes Modell
der Interaktion. Daraus folgt, dass fir die berechneten Affinitaten der Interaktion von AnxAl mit
LRP1 von apparenten Bindungsaffinitaten K, gesprochen werden sollte, die die erlauterten Avi-

ditatseffekte bertucksichtigen.
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5.3 Die AnxAl-vermittelte Immunsuppression in Makrophagen und
DC erfolgt LRP1-unabhangig

AnxAl supprimiert die TLR-induzierte Aktivierung in Makrophagen

Studien unserer Gruppe konnten zeigen, dass AnxAl die TLR-induzierte Aktivierung von DC
supprimiert, und Ziel dieser Arbeit war es, den daflr relevanten AnxAl-Rezeptor auf DC zu iden-
tifizieren . Wie in Kapitel 5.1 bereits erlautert wurde, war diese Identifikation bislang vor allem
nicht mdglich, da keine DC-ahnliche Zelllinie verfligbar ist. Aufgrund der Information, dass
AnxAl auch in Raw264.7 immunsuppressiv wirkt (Promotionsarbeit A. Mahr, 2010), wurde diese
murine, Makrophagen-ahnliche Zelllinie fur die Interaktionsstudien zur ldentifizierung des LRP1-
AnxAl-Komplex verwendet. Da Makrophagen genau wie DC durch TLR-Stimuli aktiviert werden
kénnen, sollte Uberprift werden, ob das Phanomen der AnxAl-vermittelten Immunsuppression
auch in primaren, murinen Makrophagen reproduzierbar ist. Darlber hinaus existierten zu dem
damaligen Zeitpunkt lediglich Makrophagen-spezifische LRP1 KO-Mause, die fir die weiteren
Analysen der Supprimierbarkeit durch exogenes AnxAl verwendet werden konnten. Mittels ei-
nes klassischen Suppressionsexperimentes konnte in der vorliegenden Arbeit erstmalig gezeigt
werden, dass die TLR-induzierte pro-inflammatorische Antwort nicht nur in DC, sondern auch in
Makrophagen durch rekombinantes AnxAl supprimiert werden kann (Abb. 4.9a). Genau wie in
DC erfolgt dies bereits auf dem Niveau der reduzierten IL-12 mRNA-Expression (Abb. 4.9b).
Dies deutet womdglich auf den gleichen Signalweg und auf einen identischen Rezeptor fiir beide
Zelltypen hin. Die geringe Restmenge IL-12 sowohl auf mRNA-Ebene als auch im Uberstand
zeigt, dass AnxAl den TLR-Stimulus in der angewandten Konzentration nicht vollstandig unter-
driicken kann. Mdglicherweise wirde sich die IL-12 Induktion jedoch durch die Stimulation mit
geringeren CpG-Konzentrationen vollstandig supprimieren lassen. Studien anderer Gruppen
analysierten bislang lediglich den Einfluss von endogenem AnxAl im Bezug auf die TLR-
induzierte Aktivierung . Die entscheidende Frage war somit, ob die AnxAl-vermittelte Immun-
suppression in Makrophagen LRP1-abhéngig ist. Dies konnte mittels aus Knochenmark diffe-
renzierten Makrophagen aus der Makrophagen-spezifischen LRP1-KO Maus im klassischen
Suppressionsexperiment beantwortet werden. Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die AnxAl-
vermittelte Immunsuppression in Makrophagen LRP1-unabhangig erfolgt (Abb. 4.9d&e). Um
zusatzlich die Frage nach der AnxAl-induzierten Immunsuppression in DC beantworten zu kon-
nen, wurde die bis dato nicht existierende DC-spezifische LRP1 KO-Maus generiert (Abb.
4.10a). Mit aus Knochenmark differenzierten DC dieser Mause wurden Suppressionsexperimen-

te durchgefihrt, deren Ergebnisse zeigten, dass diese DC nach wie vor durch apoptotische Jur-
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kat T-Zellen (Abb. 4.10b) oder AnxAl (Abb. 4.10c&d) supprimierbar sind und der AnxAl-Effekt
somit weder in Makrophagen noch in DC LRP1-abhangig ist.

Bislang beschreiben zwei weitere Veroffentlichungen LRP1 in einem direkt pro- beziehungswei-
se anti-inflammatorischen Kontext. Diese kdnnen jedoch nicht mit der direkten Bindung von
AnxAl an LRP1 in Verbindung gebracht werden. Zurhove et al. zeigen, dass in Raw264.7 die
intrazellulare LRP1 Domane (I1ZD) einen negativen Ruckkopplungsweg zur Beendigung der
LPS-induzierten inflammatorischen Antwort ausldst *°. Somit vermittelt LRP1 zwar einen anti-
inflammatorischen Effekt, jedoch wird die Abspaltung der LRP1-1ZD nicht durch Ligandenbin-
dung an LRP1 ausgeldst, sondern durch einen negativen Rickkopplungsweg infolge des pro-
inflammatorischen Stimulus. In diesem Szenario wirde die direkte Bindung von AnxAl, welches
an den extrazellularen Teil des LRP1 bindet, keine Rolle spielen, da der TLR-Stimulus zeitlich
vorausgeht. Dennoch wurde auch im Rahmen dieser Arbeit tberprift, ob die 1ZD eventuell infol-
ge von CpG-Stimulation in den Nukleus transloziert und der Effekt durch AnxAl verstarkt wer-
den kann. Allerdings war nach CpG-Stimulation bereits die IZD selbst nicht nachweisbar (Daten
nicht gezeigt).

Eine weitere Studie von Gorovoy und Kollegen analysierte die Abspaltung von Fragmenten der
a-Kette '°%. Diese losliche Form von LRP1 (soluble LRP1, sSLRP1) wurde vermehrt in den Seren
von Patienten nachgewiesen, die an einer Autoimmunerkrankung wie SLE oder RA leiden. Des
Weiteren zeigten Gorovoy et al., dass sLRP1 ein potenter Stimulus des pro-inflammatorischen
NF-kB Signalwegs ist. Sofern AnxAl in diesem Zusammenhang eine anti-inflammatorische Wir-
kung ausubt, misste es somit durch die Bindung an die extrazellulare LRP1-Domane die Me-
talloproteinase-induzierte Spaltung von LRP1 in sLRP1 verhindern. Die naheliegendste Erkla-
rung dafir ware die Blockierung der Proteinasenschnittstelle im LRP1 durch AnxAl. Als Voraus-
setzung flr die Analyse der Funktion von AnxAl in diesem Prozess musste sLRP1 infolge von
der in unserer Gruppe standardmaRig verwendeten CpG-Stimulation im Uberstand von Zellen
nachweisbar sein. Trotz Titration der CpG-Konzentration und verschiedenen Kinetiken war es
jedoch nicht moglich, sLRP1 im Uberstand nachzuweisen, so dass der AnxAl-Effekt folglich

nicht analysiert werden konnte (Daten nicht gezeigt).

Zu erwdhnen ist, dass in allen genannten, so wie den eigenen Studien nur die Zytokinkonzentra-
tionen im Zelliberstand und somit Signal 3 fur die T-Zellaktivierung analysiert wurde. Der Ein-
fluss auf Signal 1 und 2, Antigenprasentation sowie Regulation co-stimulatorischer Molekile

wurde bislang noch nicht analysiert. Insofern kdnnten Studien zur Analyse dieser Signale ange-
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schlossen werden, um zu klaren, ob der LRP1-AnxAl-Komplex mdglicherweise selektiv nur ei-

nes der Signale beeinflusst.

Zusammengefasst konnten im Einklang mit der vorliegenden Arbeit bislang keine pro- oder anti-
inflammatorischen Antworten nach direkter Ligandenbindung an LRP1 beschrieben werden.
Erstmalig wurde jedoch gezeigt, dass exogenes, rekombinantes AnxAl die TLR-induzierte Akti-

vierung von Makrophagen supprimieren kann.

5.4 Die Efferozytose in professionellen und nicht-professionellen
Phagozyten erfolgt AnxAl- und LRP1-unabhangig

Die Beseitigung von apoptotischen Zellen ist ein effizienter und essentieller Prozess, um den
Gleichgewichtszustand eines Organismus zu erhalten. Sowohl unsere als auch andere Gruppen
beschrieben Efferozytose durch professionelle Phagozyten als einen generell anti-
inflammatorischen Vorgang, der zur APC-vermittelten Toleranzinduktion in vivo fiihrt 164383197
20 | RP1 wurde bereits frithzeitig aufgrund seiner groRen Ligandendiversitit und seiner endozy-
totischen Funktion mit der Aufnahme von apoptotischen Zellen in Verbindung gebracht *434°,
Diese Studien basieren in der Regel auf der Interaktion von LRP1 auf Makrophagen mit Calreti-
culin (CRT) auf der apoptotischen Zelle, bei der der Komplementfaktor C1q als Briickenmolekiil
fungiert **?°*, Die direkte Interaktion dieser drei Proteine wird jedoch nur unzureichend nachge-
wiesen und wird auch in anderen Studien angezweifelt . Des Weiteren ist an dieser Stelle zu
betonen, dass die Rolle von LRP1 in vielen Studien lediglich unter Verwendung blockierender
Agenzien oder antagonistischer Antikdrper analysiert wurde, da die LRP1 KO-Maus embryonal

lethal ist und erst seit wenigen Jahren gewebsspezifische LRP1 KO-Mause existieren.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Efferozytose in Abhangigkeit der AnxA1-LRP1-
Interaktion sowohl in professionellen (DC & Makrophagen) als auch nicht-professionellen Pha-
gozyten (MEF) analysiert. In den professionellen Phagozyten zeigte sich prinzipiell kein LRP1-
Einfluss auf die Efferozytose (Abb. 4.11b&c). In Makrophagen war eine leichte Erhéhung der
Efferozytose in Abhangigkeit von zuséatzlichem AnxAl auf den apoptotischen Zellen sichtbar,
jedoch war dies auch in LRP1-defizienten Makrophagen zu beobachten. In Bezug auf die Ef-
ferozytose in DC konnte keine LRP1-AnxAl-Abhéngigkeit nachgewiesen werden. Eine nahelie-
gende Ursache dafir ist das groRe Repertoire an Phagozytoserezeptoren dieser Zellen, die re-
dundant wirken und somit moglicherweise den Verlust von LRP1 kompensieren kdnnen. Hinzu-
kommt, dass auch die apoptotischen Zellen eine Vielzahl von eat me-Signalen exponieren, die

andere Rezeptoren auf dem Phagozyten binden kénnen '8, In so einem komplexen System
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herrscht somit eine Redundanz sowohl auf Seiten der Liganden als auch seitens der Rezeptoren
vor, durch die eine Analyse des Effektes einzelner Faktoren schwer mdglich ist. In MEF hinge-
gen konnte zumindest ein prinzipieller LRP1-Einfluss auf die Efferozytose nachgewiesen wer-
den, da hier vermutlich weniger Phagozytoserezeptoren exprimiert werden, die die LRP1-
Defizienz ausgleichen konnten. Die LRP1-Defizienz flihrte zu einer verminderten Efferozytose,
die jedoch weder in in LRP1 WT- noch in LRP1 KO- Zellen abhangig von AnxAl war
(Abb. 4.11d).

LRP1 wurde sowohl in der vorliegenden Arbeit als auch in den Studien von Lillis et al. *** sowie

Subramaniam *°

et al. als Efferozytoserezeptor analysiert. Wahrend in unseren eigenen Studien
sowie in der Studie von Subramaniam und Kollegen friih-apoptotische Zellen (AnxAV*/PI*) mit-
tels UV-C Strahlung generiert wurden, induzierten Lillis et al. die Apoptose mittels Etoposid und
generierten dadurch spat-apoptotische Zellen (AnxV*/PI"). Diese verschiedenen Apoptose-
Stadien koénnen sich unterschiedlich auf die APC auswirken und entweder eine pro- oder anti-
inflammatorische Antwort induzieren®®?*®, Im Kontext der vorliegenden Arbeit wurden jedoch
ausschlie3lich frih-apoptotische Zellen verwendet, fir die beschrieben ist, dass sie eine anti-
inflammatorische Antwort auslésen ?**. Lillis et al. analysierten unter Verwendung Etoposid-
behandelter apoptotischer Jurkat T-Zellen die Efferozytose in LRP WT- oder LRP1 KO-
Makrophagen **!. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit (Abb. 4.11b)
konnte keine LRP1-Abhangigkeit fir die Aufnahme von apoptotischen Zellen nachgewiesen
werden. Auch nach zusatzlicher Kopplung von AnxAl an die apoptotischen Zellen im Rahmen
der vorliegenden Arbeit konnte keine Steigerung der Efferozytoserate erreicht werden. Wie be-
reits erwahnt wurde, gilt es hierbei jedoch zu berlcksichtigen, dass sich die eigenen Daten nicht
zwingend mit denen der Verdffentlichung von Lillis vergleichen lassen, da die apoptotischen

Zellen unterschiedlich generiert wurden und folglich der Apoptosestatus unterschiedlich war.

Insgesamt ist die Analyse einzelner Faktoren, die an der Efferozytose beteiligt sind, nur schwer
nachzuweisen, und auch die eigenen Studien konnten hier keine deutlichen Effekte des LRP1-

AnxAl-Komplex in professionellen und nicht-professionellen Phagozyten nachweisen.

Die Subpopulation der DC ist entscheidend fur Efferozytose- und Kreuzprasentations-
Studien

DC sind eine heterogene Zellpopulation, deren Subpopulationen eine unterschiedliche Effizienz

im Hinblick auf Kreuzpréasentation aufweisen **°. Bereits in Kapitel 1.3 dieser Arbeit wurde er-
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wahnt, dass die CD8a" DC-Subpopulation die effizienteren APC sind, um den CD8" T-Zellen
Selbst-Antigene kreuzzuprasentieren. Subramaniam et al. analysierten die Efferozytose und
Kreuzprasentation in Abhangigkeit von LRP1 in DC anhand von CD8a’ und CD8a” DC aus der
Milz, wobei CD8a" DC deutlich mehr LRP1 auf der Oberflache exprimierten als CD8a™ **°. Die
Daten von Subramaniam et al. zeigen, dass CD8a." Zellen eine wesentlich hohere Efferozytose-
kapazitat und Fahigkeit zur Kreuzprasentation aufweisen, die abhangig von einem trimeren
Komplex aus LRP1, Axl und Ranbp9 ist. In vitro und in vivo konnten sie einen signifikanten Un-
terschied in der Efferozytose detektieren, wenn LRP1 mittels Antikorper oder RAP blockiert wur-
de oder sie LRP1-defiziente DC verwendeten. Des Weiteren konnten sie nachweisen, dass
LRP1 wahrend der Efferozytose spezifisch fur die Internalisierung der apoptotischen Zelle eine
Rolle spielt, aber nicht fur die vorausgehende Bindung der apoptotischen Zelle an den Phagozy-
ten. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden DC mittels GM-CSF aus Knochenmarksvorlau-
ferzellen generiert und exprimieren nahezu kein CD8a (Daten nicht gezeigt). Dadurch stellt sich
die Frage, ob diese DC prinzipiell das richtige System sind, um Efferozytose und Kreuzprasenta-
tion zu analysieren. Mit diesen CD8a” DC konnten weder wesentliche Unterschiede zwischen
LRP1 WT und LRP KO-DC noch eine Abhangigkeit von AnxAl nachgewiesen werden (Abb.
4.11b). Daraus folgt, dass sich die Efferozytosedaten der vorliegenden Arbeit nicht zwingend mit

denen von Subramaniam et al. vergleichen lassen.

Subramaniam und Kollegen postulieren einen trimeren Komplex aus Axl, Ranbp9 und LRP1 der
direkt die Kreuzprésentation beeinflussen wirde. Genauer betrachtet wird jedoch lediglich nur
Efferozytose untersucht und gezeigt, dass infolge negativ beeinflusster Efferoztyose auch die
Kreuzprasentation negativ reguliert ist. Die Kreuzprasentation direkt und unabhangig von der
Efferozytose wurde nicht untersucht. Die intrazellularen Mechanismen, die zur Kreuzprasenta-
tion fuhren, werden in der Studie von Subramaniam et al. nicht weiter analysiert. Generell weist
die gesamte Studie jedoch eine Inkonsistenz in Bezug auf die verwendete DC-Subpopulation
auf. Anfangs wird die Relevanz der CD8a" DC betont, wahrend im spateren Verlauf der Verof-
fentlichung BMDC und keine DC aus der Milz fir Kreuzprasentationsstudien genutzt werden.
Dennoch wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein initiales Experiment durchgefiihrt, bei
dem Beads von CD8a" DC aus der Milz besser phagozytiert wurden als von CD8a” DC (Daten
nicht gezeigt). Zu bedenken ist hierbei, dass in diesen Experimenten die Phagozytose von Be-
ads und nicht die Efferozytose apoptotischer Zellen analysiert wurde, fir die es zu anderen Er-
gebnissen kommen konnte. Insgesamt ist es tUberraschend, dass der in der Studie von Subra-
maniam postulierte LRP1-Komplex einen so grol3en Effekt auf die Efferozytose ausibt. Ausge-

hend von der Anzahl der auf DC exprimierten Phagozytoserezeptoren, wie beispielsweise Tim-3
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oder CD36, ware zu erwarten, dass die Blockade von LRP1 von anderen Phagozytoserezepto-

ren weitestgehend kompensiert werden kann.

In den AnxAl-IPs aus den Raw264.7 und den daraus generierten MS-Daten waren weder
Ranbp9 noch Axl nachweisbar. Dies kann jedoch von den generellen IP-Bedingungen abhangen
sowie auf der Tatsache basieren, dass hier eine Makrophagen-Monozyten-ahnliche Zelllinie

verwendet wurde.

Efferozytose findet in unterschiedlichen Geweben unter der Beteiligung verschiedener Zellen
statt. Zu phagozytierende Zellen treten beispielsweise bei der negativen Selektion von autoreak-
tiven T-Zellen im Thymus oder in Form von Thymozyten, apoptotischer Erythrozyten oder
Darmepithelzellen auf 3. Grundsétzlich stellt sich somit die Frage, welches zellulare System ein
mdoglichst physiologisches Szenario der Efferozytose widerspiegelt und in welchen dieser Sze-
narien die AnxAl-LRP1-Interaktion relevant sein kénnte. Dies hangt letztendlich auch davon ab,
welche der Phagozyten LRP1 exprimieren bzw. welche apoptotische Zellen AnxAl oder andere
Annexine exponieren. Fir die eigenen Studien, sowie der von Lillis und Subramaniam, wurden
apoptotische, humane Jurkat T-Zellen als zu phagozytierende apoptotische Zellen verwendet.
Optimal ware vermutlich die Verwendung apoptotischer, muriner Zellen, auch wenn viele eat
me-Signale zwischen Mensch und Maus mdglicherweise homolog sind. Murine Neutrophile wir-
den sich anbieten, da AnxAl nahezu 4% des Gesamtproteingehalts von Neutrophilen aus-
macht ®® und sie in Kultur bereits einen Tag nach Isolation aus der Maus in die Apoptose gehen.
Idealerweise konnten dann auch Neutrophile aus der AnxAl KO-Maus im direkten Vergleich

analysiert werden.

5.5 Die Phagozytose von AnxAl-gekoppelten Beads ist LRP1-
abhangig

Die beidseitige Redundanz von eat me-Signalen und Phagozytoserezeptoren im Rahmen von
Studien zur Efferozytose erschwert die Analyse der Relevanz einzelner Faktoren. Um den Effekt
dennoch zumindest von Ligandenseite aus isoliert zu untersuchen, wurde AnxAl an grunfluo-
reszierende Beads gekoppelt und deren Phagozytose in Abhangigkeit von LRP1 analysiert. Da-
fur standen wieder sowohl professionelle (Makrophagen & DC) als auch nicht-professionelle
Phagozyten (MEF) zur Verfugung. In Makrophagen war die Phagozytose von AnxAl-

gekoppelten Beads nahezu identisch (Abb. 4.12b). Dies kénnte auf der redundanten Funktion
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anderer Phagozytoserezeptoren der Makrophagen basieren. Die fundierte Studie von Lillis und
Kollegen konnte ebenfalls zeigen, dass LRP1 bei der Aufnahme apoptotischer Zellen keine Rol-
le spielt, wohingegen mit dem LRP1-Liganden RAP gekoppelte Beads effizienter von LRP1 WT-
als LRP1 KO-Zellen aufgenommen wurden '®*. Dies konnte mit AnxA1-gekoppelten Beads nicht
reproduziert werden, da eventuell weitere Rezeptoren existieren, die AnxAl binden konnen.
RAP hingegen bindet vermutlich ausschlief3lich an LRP1.

Erstmalig konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch ein Einfluss von LRP1 auf die Phagozytose
von AnxAl-gekoppelten Beads in DC und MEFs gezeigt werden (Fig. 4.12c & 4.12d). Sowohl
LRP1 WT als auch LRP1 KO-DC waren zwar generell in der Lage, PRMT6- oder AnxAl-Beads
zu phagozytieren, jedoch war die Phagozytoserate von AnxAl-Beads in LRP1 KO-DC sichtbar
reduziert. Diese Ergebnisse erweitern die Studie von Subramaniam und Kollegen, die ebenfalls
die Phagozytose von Beads, jedoch ohne zusatzlich gekoppelten LRP1-Liganden in LRP1 WT-
oder LRP KO-DC analysiert haben.

Interessanterweise konnte der LRP1-abh&ngige AnxAl-Effekt auf die Phagozytose noch we-
sentlich deutlicher in nicht-professionellen Phagozyten (MEF) detektiert werden (Abb. 4.12d).
MEF wurden analog zu den DC Studien mit PRMT6- AnxAl- oder CRT-gekoppelten Beads in-
kubiert mit dem Ergebnis, dass die AnxAl-vermittelte Erhohung der Phagozytoserate in LRP1
KO-DC deutlich weniger nachweisbar ist. Dies kann eventuell darauf zurtickzufiihren sein, dass
nicht-professionelle Phagozyten womoglich ein reduzierteres Phagozytoserezeptor-Repertoire
besitzen und somit der Verlust von LRP1 nicht wie in professionellen Phagozyten kompensiert
werden kann. Somit ist es nachvollziehbar, dass die Bedeutung des AnxAl-LRP1-Komplexes in

diesen Zellen besser nachweisbar ist.

Zusammengefasst erweitern die gezeigten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die Studien von
Lillis und Subramaniam um die Aussage, dass AnxAl die Phagozytoserate inshesondere auf

DC und MEF in Abh&ngigkeit von LRP1 positiv beeinflussen kann.
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5.6 Ausblick

Die effiziente Beseitigung von apoptotischen Zellen ist ein essentieller Prozess, der zur Erhal-
tung der Homoostase eines Organismus und der peripheren Toleranz beitragt. Unsere Gruppe
konnte zeigen, dass AnxAl ein fur die Immunsuppression relevantes Molekul ist und die TLR-

induzierte Aktivierung pro-inflammatorischer Antworten inhibiert %

. Diese Immunsuppression
kann sowohl durch rekombinantes AnxA1l als auch in Verbindung mit der Efferozytose apoptoti-
scher Zellen erfolgen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass LRP1 ein Rezeptor fir
AnxAl auf APCs ist, jedoch nicht direkt die Immunsuppression vermittelt, sondern zur AnxA1l-
abhangigen Phagozytose beitragt. Um den AnxAl-Effekt genauer zu untersuchen, sind weitere
Phagozytosestudien notig, die AnxAl zwar mdglichst isoliert, aber dennoch im physiologischen
Kontext analysieren. Neben den bereits erwdhnten apoptotischen, murinen neutrophilen Gra-
nulozyten oder Splenozyten stellen die in unserer Gruppe etablierten Annexin-exprimierenden
(AnxAl, AnxA5, AnxA13) Insektenzellen Schneider S2, ein elegantes Werkzeug dar (Promoti-
onsarbeit B. Linke, 2011). Aufgrund ihrer groRen phylogenetischen Entfernung von der Maus
exponieren sie mit Ausnahme von PS mdglicherweise wenig weitere Signale, die sich redundant
auf die Efferozytose auswirken und den Anx-Effekt Uberlagern wirden. Da friih-apoptotische S2-
Zellen bedingt durch die exprimierten Annexine immunsuppressiv auf murine DC wirken, sind
sie generell in der Lage, DC zu binden und sollten allgemein flr Phagozytosestudien geeignet

sein.

Ungeachtet der Phagozytosestudien in vitro sollten in vivo Studien angeschlossen werden, die
die Bedeutung der AnxA1-LRP1 Interaktion insbesondere in CD8a" DC analysieren. Da diese
Subpopulation in vitro nicht effizient generierbar ist, konnten AnxAl-gekoppelte Beads oder die
Anx-exprimierenden S2-Zellen in LRP1 WT- oder LRP1 KO-Mé&use injiziert und deren Phagozy-
tose durch CD8a" DC in der Milz ex vivo analysiert werden. Diese Experimente konnten mittels
Immunstimulation (CpG-Injektion) erweitert werden und klaren, ob AnxAl in Abh&angigkeit von

LRP1 die pro-inflammatorische Immunantwort beeinflusst.

Eine interessante Erweiterung der Phagozytosestudien waren auflerdem Experimente zur
Kreuzprasentation. Hierfir kdnnten die bereits erwdhnten S2-Zellen, die neben dem murinen
AnxAl zusatzlich das Modellantigen Ovalbumin (OVA) exprimieren, genutzt und in LRP WT-
oder LRP1 KO-Mé&use injiziert werden. Im Anschluss an die Injektion der apoptotischen S2-
Zellen wirden CFSE-gefarbte, OVA-spezifische CD8" (OT-l) injiziert werden, die durch MHCI-
Prasentation des OVA-Peptids auf APCs aktiviert werden. Die daraus resultierende Proliferation

der T-Zellen kann anschliel3end basierend auf der CFSE-Verdinnung mittels Durchflusszytome-
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ter gemessen werden. Prinzipiell lieRen sich diese Versuche auch mit aus Knochenmark in vitro
generierten DC durchfiihren. Diese sind jedoch CD8a und somit eventuell wenig effizient im

Hinblick auf die Kreuzprasentation.

Sofern die genannten Experimente auch in vivo die Relevanz des AnxAl-LRP1-Komplex besta-
tigen, ware von grofRem Interesse, ob &hnlich wie bei der Immunsuppression auch hier ver-
schiedene Annexine eine redundante Funktion ausiiben. Diverse Bindungsstudien haben im
Rahmen dieser Arbeit bereits belegt, dass auch AnxA5 und AnxAl3 sowie die humane und
murine Kerndomane prinzipiell in der Lage sind, LRP1 zu binden, was auf eine Redundanz der
Funktion hindeutet. Somit sollten sdmtliche Phagozytosestudien auf die anderen Annexine aus-
geweitet werden. Des Weiteren ware die Bindungsdomane der jeweiligen Annexine innerhalb
der LRP1 a-Kette von Interesse. Dies kdnnte Aufschluss darlber geben, ob gemafd der stdchi-
ometrischen Berechnungen mehrere Annexin-Bindungsstellen innerhalb eines LRP1-Molekils
existieren. Die LRP1-Cluster IlI, Ill und IV sind kommerziell als Fc-Chimare erhéltlich und kénn-
ten somit in quartz crystal microbalance Studien oder im ELISA in Kombination mit den ver-

schiedenen Annexinen analysiert werden.

Klinische Relevanz der AnxA1-LRP1 Interaktion

Die Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit tragen zum besseren Verstandnis der molekularen
Ablaufe der Phagozytose bei. Dennoch lassen sie sich schwierig in einem therapeutischen oder
diagnostischen Kontext anwenden. Sowohl die Menge des AnxAl auf apoptotischen Zellen, als
auch die Menge an LRP1 auf dem Phagozyten lasst sich im Organismus von auf3en nur schwie-
rig manipulieren. Hierfir miusste beispielsweise zunédchst der Translokationsmechanismus des
AnxAl auf die Oberflache der apoptotischen Zelle identifiziert werden. Selbst, wenn in einem
Patienten mit Autoimmunerkrankung ein Defekt der Efferozytose festgestellt wird, kann somit die
Beseitigung der akkumulierten apoptotischen Zellen auf Basis der AnxAl-LRP1-Interaktion nicht
beeinflusst werden. Die einzig denkbare Mdglichkeit ware eine induzierte Hochregulation von
LRP1 auf der Phagozytenoberflache im Patienten. Dadurch konnte mehr AnxAl auf der apopto-
tischen Zellen gebunden und dadurch wiederum kénnten mehr apoptotischen Zellen phagozy-
tiert werden. Nilsson und Kollegen zeigten bereits in vitro, dass mittels des Glucocorticoids
Dexamethason die LRP1-Expression positiv reguliert werden kann und dies zu einer erh6hten
Efferozytoserate in primaren murinen Makrophagen filhrt **. Interessanterweise kann auch die
AnxAl-Expression mittels Glucocorticoidverabreichung erhéht werden 81 so dass eventuell mit-

tels einer Dexamethason-Therapie gleichzeitig die Menge beider Interaktionspartner erhdéht wird
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und dadurch die Efferozytose verstarkt werden konnte. Dexamethason wird bereits bei ver-
schiedenen Autoimmunerkrankungen wie SLE und RA erfolgreich angewandt und womoglich

205208 Dje Ergebnisse

basiert ein Teil der Wirkung auf dem Einfluss des AnxAl-LRP1-Komplex
von Nilsson et al., wurden bislang jedoch nicht in vivo validiert und bedurfen somit weiterer Stu-

dien in Hinblick auf eine therapeutische Anwendung.
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Abkulrzung Erklérung Abkiirzung Erklérung
ABC ATP-binding cassette fMLP Formyl-Methionyl-Leucyl-
ACK Ammonium-Chloride-Potassium Phenylalanin
AICD Activated induced cell death FPR Formyl-Peptid-Rezeptor
aJ Apoptotische Jurkat T-Zellen Gas6 Growth-arrest specific protein 6
Amb Amber GM-CSF G'ranulo'cyte—macrophage colony-
stimulating factor
Anx Annexin :
APC - . I GPCR G-protein-coupled-receptor
antigen presenting ce
.g P g GPI Glucose-6-phosphat-Isomerase
AS Aminosaure s
ATP Ad — HEK Human embryoic kidney cells
enosin-Triphosphat
Al Tvios II< L R P UFO ICAM Intrazellulares Adh&sionsmolekdil
- t . .
X yr?sm malls.e ez.ep or. i IDO Indolamin-2,3-Dioxgenase
BAI Brain-specific-angiogenisis-factor Y
i -~ P Immunprazipitation
BMDC Bone marrow derived dendritic cell N B
: 1ZD Intrazellulare Doméane
BMDM Bone marrow derived macrophage I
ot o Ka Assoziationskonstante
Ca Calcium . I
CcCR ch i Kg Dissoziationskonstante
emokinrezeptor
nrezep KO Knock out
CD Cluster of differentiation :
LAL Limulus amoebocyte lysate
CD40L CD40 Ligand - I .
CD62L D62 Ligand LOX Oxidised low density lipoprotein
igan : .
g - . LPC Lysophosphatidylcholin
cDNA Komplementére Deoxyribonuklein- N - .
sAure LRP Low density lipoprotein like protein
CpG Unmethyliertes ODN mit CpG Motiv MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase
CPLA2 Cytosolische Phospholipase A2 MBL Mannose-bindendes Lektin
CRT Calreticulin MEF Mouse embryonic fibroblasts
CSF1-R Colony-stimulating factor 1 receptor Mer-TK Mer-Tyrosinkinase
CXCL3 Chemokin (CXC3 Motiv) Ligand 1 MFG-E8 Milk fat globule EGF factor 8
DC Dendritic cell MHC Major Histocompability Complex
DC-SIGN Dendritic cell-specific intracellular MMP Metalloproteinase
adhesion molecule-3-grabbing non- MmRNA Messenger RNA
Integrin MS Mass spectrometry
DNA Deoxyribonukleinsaure NF-kB nuclear factor 'kappa-light-chain-
SulfoNHS N-hydroxysuccinimid enhancer' of activated B-cells
EDC 1-Ethyl-3-(3- NK Naturliche Killerzellen
dimethylaminopropyl)carbodiimid NOD Non-obese-diabetic
EGF Epidermal growth factor oT-1/I OVA-spezifische CD8/CD4" T-
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Zellen
Assay OVA Ovalbumin
FACS :(I)(?\t/ivn(;ytometry associated cell pAZf Para-Azido-Phenylalanin
pBpa Para-Benzoyl-Phenylalanin
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Abkurzung Erklérung

PCR Polymerase-Ketten-Reaktion

PD-1 Programmed death-1

PDGF Platelet derived growth factor

PD-L1/2 Programmed death ligand 1/2

PRMT6 Protein Arginin Methyltransferase 6

PS Phosphatidylserin

RA Rheumatoide Athritis

Rac Rho GTPasen

Ranbp9 RAN-bindendes Protein

RAP Receptor-associated protein

RNA Ribonucleinsaure

S1P Sphingosin-1-phosphat

SCARF-1 Scavenger receptor class F mem-
ber 1

sec Sekunden

SIRPq, Signal-regulatory protein alpha

SLE Systemischer Lupus Erymathodes

SLRP1 soluble LRP1

SP-A/D Sphingosin-A

sPLA2 Sezernierte Phospholipase A2

SRA Scavenger receptor class A

STAT Signal transducer and activator of
transcription

TAP1/2 Transporter-associated with Anti-
gen Processing 1/2

TGF-3 Tumor-growth-factor 1

Th T-Helferzelle

Tim T-cell-immunglobulin-and-mucin-
domain containing-molecule

TLR Toll-like receptor

TNF-a Tumor-necrosis-factor

TRAIL TNF-receptor-associated in-
teracting ligand

Treg Regulatorische T-Zelle

TSP-1 Thrombospondin-1

TZR T-Zell-Rezeptor

UTP Uracil-Triphosphat

uv Ultraviolett

VLDL Very low density lipoprotein

WT Wildtyp

7 - Abkiirzungsverzeichnis
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