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1 Zusammenfassung 1

1  Zusammenfassung

1.1 In deutscher Sprache

Bei der Interaktion einer cytotoxischen T-Zelle (CTL) mit einer virusbefallenen Zelle oder
Krebszelle wird die CTL Uber den T-Zellrezeptor (engl. t-cell receptor, TCR) und den Ko-Rezep-
tor CD8 stimuliert. Zwischen CTL und Zielzelle (engl. target cell, TC) wird eine Immunsynapse
(IS) ausgebildet und es kommt zu einer Polarisation der cytotoxischen Granula (CGs) zur IS.
SchlieBlich fusionieren CGs an der IS mit Freisetzung ihres cytotoxischen Inhalts wie beispiels-
weise Perforin und Granzyme, um die TC zu zerstoren. Es gibt zwei Klassen von CGs: ,,Single
core granules” (SCGs), die 16sliche cytotoxische Proteine freisetzen, und ,Multi core granules”
(MCGs), die supramolekulare Angriffpartikel (SMAPs) und teilweise auch Exosomen freisetzen.
In den letzten Jahren wurde vermehrt berichtet, dass CTL mittels Freisetzung von extrazellu-
laren Vesikeln (EVs) wie beispielsweise Exosomen einen weiteren Weg zur Kommunikation
und zur Cytotoxizitat nutzen. Bei Exosomen handelt es sich um EVs mit einer GréRe von 30 -
100 nm, die durch Fusion von multivesikularen Kérpern (engl. multivesicular bodies, MVBs)
mit der Plasmamembran freigesetzt werden. Wir wollten herausfinden, ob CD63 ein geeigne-
ter Marker fiir MVBs und Exosomen von CTL ist und ob CTL Exosomen an der IS freisetzen.
Zunachst untersuchten wir in murinen CTL die Lokalisation der Exosomenmarker CD63 und
CD81, welche mit den fluoreszierenden Proteinen pHuji und pHluorin gekennzeichnet waren,
in Bezug auf Granzym B (GzmB) als Marker fur CGs mittels ,Structured illumination“-Mikro-
skopie (SIM). Wir stellten eine signifikant hohere Ko-Lokalisation zwischen CD63 und GzmB als
zwischen CD63 und CD81 oder CD81 und GzmB fest. Aufgrund der interessanten Ko-Lokalisa-
tion zwischen CD63 und GzmB entschieden wir uns dafiir die Fusion CD63-pHuji positiver
Vesikel mit interner Totalreflexions-fluoreszenzmikroskopie (TIRFM) naher zu untersuchen.
Hierfiir saten wir CTL auf Anti-CD3-beschichtete Deckglaser aus, wodurch sie zum Ausbilden
einer IS sowie zur Fusion CD63-pHuji positiver Vesikel stimuliert wurden. Wir stellten zwei
Typen von CD63-pHuji positiven Fusionsereignissen fest: einen Typ mit einem schnellen An-
stieg und einen schnellen Abfall der Fluoreszenzintensitat und einen Typ mit einem schnellen
Anstieg aber einem langsamen Abfall der Fluoreszenzintensitat. Es bestand jedoch ein fliefSen-

der Ubergang zwischen beiden Typen. Weil Calcium eine wichtige Rolle fiir die Exozytose
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verschiedener Vesikel spielt, gingen wir der Frage nach, ob dies auch fiir die Fusion CD63-pHuji
positiver Vesikel gilt und konnten nachweisen, dass signifikant mehr CD63-pHuji positive Fu-
sionsereignisse in extrazellularen [Ca*] von 10 mM als in einer extrazelluldren [Ca?*] von ca.
0,1 uM auftraten. Als nachstes widmeten wir uns der Untersuchung der Position der CD63-
pHuji positiven Fusionsereignisse an der IS. Die ringformige Anreicherung von kortikalem F-
Aktin definiert verschiedene funktionelle Bereiche der IS. Deshalb beobachteten wir gleichzei-
tig die Fusion CD63-pHuji positiver Fusionsereignisse und das mit Lifeact-eGFP markierte F-
Aktin. Es traten signifikant mehr CD63-pHuji positive Fusionsereignisse innerhalb des Aktin-
Rings auf. Zuletzt untersuchten wir in CTL von GzmB-mTFP-Knock-in-Mausen, die CD63-pHuiji
Uberexprimierten, ob bei der Fusion CD63-pHuiji positiver Vesikel GzmB freigesetzt wird. Sig-
nifikant mehr CD63-pHuji positive Fusionsereignisse waren GzmB-mTFP positiv als GzmB-
MTFP negativ. Zusammenfassend lasst sich anhand der Literatur und der Ergebnisse dieser
Arbeit feststellen, dass CD63 kein optimaler Marker fiir MVBs und Exosomen in CTL ist, weil
es sich auch auf CGs befindet. Unsere Daten kdnnen wie folgt interpretiert werden: 1. Bei den
GzmB-negativen CD63-pHuji-positiven Fusionsereignissen handelt es sich am ehesten um
MVBs mit Freisetzung von Exosomen, 2. Bei den CD63-pHuji-positiven Fusionsereignissen mit
Freisetzung von GzmB-mTFP - gekennzeichnet durch einen schnellen Abfall von der mTFP-Flu-
oreszenz - handelt es sich moéglicherweise um SCGs und 3. bei CD63-pHuji-positiven und

GzmB-mTFP-positiven Fusionsereignissen ohne Abfall von mTFP-Fluoreszenz um MCGs.

1.2  Summary of , Quantification of the fusion of CD63-positive ve-
sicles by murine cytotoxic T-cells using real-time microscopy”

When a cytotoxic T cell (CTL) interacts with a virus-infected cell or cancer cell, the CTL is stim-
ulated via the t-cell receptor (TCR) and the co-receptor CD8. An immune synapse (IS) is formed
between the CTL and the target cell (TC) and the cytotoxic granules (CGs) polarize towards the
IS. Eventually, CGs fuse at the IS, releasing their cytotoxic contents such as perforin and
granzymes to destroy the TC. There are two classes of CGs: "single core granules" (SCGs),
which release soluble cytotoxic proteins, and "multi core granules" (MCGs), which release su-
pramolecular attack particles (SMAPs) and sometimes also exosomes. In recent years, there
has been increasing evidence that CTL utilise another pathway for communication and cyto-

toxicity via the release of extracellular vesicles (EVs) such as exosomes. Exosomes are EVs with
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a size of 30-100 nm that are released by fusion of multivesicular bodies (MVBs) with the
plasma membrane. We wanted to find out whether CD63 is a suitable marker for MVBs and
exosomes of CTL and whether CTL release exosomes at the IS. First, we investigated the local-
ization of the exosome markers CD63 and CD81, which were labelled with the fluorescent
proteins pHuji and pHluorin, in murine CTL in relation to granzyme B (GzmB) as a marker for
CGs using structured illumination microscopy (SIM). We found a significantly higher co-locali-
zation between CD63 and GzmB than between CD63 and CD81 or CD81 and GzmB. Due to the
interesting co-localization between CD63 and GzmB, we decided to investigate the fusion of
CD63-pHuiji positive vesicles with total internal reflection fluorescence microscopy (TIRFM).
Therefore, we stimulated CTL by anti-CD3-coated coverslips that induced them to form an IS
and to fuse CD63-pHuji positive vesicles. We detected two types of CD63-pHuji positive fusion
events: one type with a rapid increase and a rapid decrease in fluorescence intensity and one
type with a rapid increase but a slow decrease in fluorescence intensity. However, there was
a fluid transition between the two types. Because calcium plays an important role in the exo-
cytosis of various vesicles, we investigated whether this also applies to the fusion of CD63-
pHuji positive vesicles and were able to demonstrate that significantly more CD63-pHuji posi-
tive fusion events occurred in extracellular [Ca?*] of 10 mM than in an extracellular [Ca%*] of
about 0.1 uM. Next, we investigated the position of CD63-pHuji positive fusion events at the
IS by simultaneously observing the fusion of CD63-pHuji positive fusion events and F-actin
labelled with Lifeact-eGFP. The accumulation of cortical F-actin defines different functional
areas of the IS. Significantly more CD63-pHuiji positive fusion events occurred within the actin
ring. Finally, we studied in CTL of GzmB-mTFP knock-in mice overexpressing CD63-pHuiji,
whether GzmB is released by CD63-pHuiji positive vesicles. Significantly more CD63-pHuji pos-
itive fusion events were GzmB-mTFP positive than GzmB-mTFP negative. In conclusion, based
on the literature and the results of this work, CD63 is not an ideal marker for MVBs and exo-
somes in CTL because it is also present on CGs. Our data can be interpreted as follows: 1. the
GzmB-negative CD63-pHuji positive fusion events are most likely to be MVBs with release of
exosomes, 2. CD63-pHuji-positive fusion events with release of GzmB-mTFP - characterised by
a rapid decrease in mTFP - are possibly SCGs and 3. CD63-pHuji-positive and GzmB-mTFP-pos-

itive fusion events without a decrease in mTFP are MCGs.
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2  Einleitung
2.1 Das Immunsystem

Alle Lebewesen stehen in standigem Kontakt zur AuBenwelt voller potenzieller Krankheitser-
reger, deshalb ist es moglich, dass Pathogene in den Organismus eindringen. Um sich gegen
diese Pathogene zur Wehr zu setzen, verfligen Lebewesen Uber ein Immunsystem, das aus
verschiedenen Mechanismen besteht: Man unterscheidet die angeborene und die erworbene
Immunantwort, auf die ich weiter unten genauer eingehe. Die angeborene Immunantwort
umfasst physikalische, chemische, zellulare und humorale Mechanismen, die von Geburt an
im Kampf gegen Pathogene wie Viren und Bakterien im Einsatz sind. Zu den wichtigsten phy-
sikalischen Mechanismen zahlen Haut und Schleimhaute, welche in intaktem Zustand eine
uniiberwindbare Barriere fir Pathogene darstellen. Wichtige chemische Mechanismen der
angeborenen Immunantwort sind beispielsweise die Magensdure sowie bei Frauen der saure
pH-Wert der Vaginalschleimhaut (Lillmann-Rauch und Asan, 2019). Des Weiteren enthalten
Sekrete wie die Tranenfllssigkeit oder der Speichel mit Lysozym ein Enzym, welches in der
Lage ist Bakterienwande zu spalten. Sollte ein Pathogen all diese Barrieren (iberwunden ha-
ben, kommen zellulare Abwehrmechanismen des angeborenen Immunsystems zum Einsatz.
Einige Abwehrzellen, vor allem phagozytierende Zellen, besitzen bestimmte Mustererken-
nungsrezeptoren (engl. pattern-recognition receptors, PRRs). Diese dienen dazu Pathogene
anhand von bestimmten Oberflachenmolekiilen (engl. pathogen-associated molecular pat-
tern, PAMP), zu erkennen. Wenn ein Phagozyt mithilfe der PRRs ein PAMP erkennt, fiihrt dies
zu einer Entzlindungsreaktion und der Phagozytose des erkannten Pathogens (lwasaki und
Medzhitov, 2015). Ferner kommt es zu einer Aktivierung der erworbenen Immunantwort,
wenn Pathogene durch PPRs auf antigenprasentierenden Zellen (engl. antigen presenting cell,
APC) erkannt werden (lwasaki und Medzhitov, 2015). APC sind besondere Phagozyten. Sie sind
in der Lage phagozytierte Pathogene zu verarbeiten und anschliefend Bestandteile des Pa-
thogens auf ihrer Oberflache T-Zellen oder B-Zellen zu prasentieren. Auf diese Weise wird die
erworbene Immunantwort eingeleitet, die auf zelluldren und humoralen Mechanismen ba-

siert. Je nachdem welche Untergruppe an CD4-positiven T-Zellen vorliegt, werden eher
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zelluldre oder humorale Mechanismen initiiert. Unter Einfluss von durch APC ausgeschiitte-
tem Interleukin-4 (IL-4) differenzieren sich CD4-positive Zellen zu Typ-2-T-Helferzellen (TH,-
Zellen) (Swain et al., 1990). Diese sind wichtig fir humorale Mechanismen der erworbenen
Immunantwort, weil sie B-Zellen dazu anregen Antikdrper zu produzieren. Fiir die zellularen
Mechanismen der erworbenen Immunantwort spielen Typ-1-T-Helferzellen (TH1-Zellen) eine
wichtige Rolle. CD4-positive Zellen differenzieren sich unter Einfluss von Interleukin-12 (IL-12)
ausgeschittet von APC zu THi-Zellen (Hsieh et al., 1993). TH1-Zellen schiitten ihrerseits Inter-
leukin-2 (IL-2) sowie Interferon-y (IFN-y) aus und aktivieren damit die zellulare Immunantwort,
die sich gegen intrazellulare sowie virale Erreger richtet. Zum einen regen Zytokine der TH1-
Zellen Makrophagen dazu an Pathogene zu phagozytieren und zu zerstéren. Zum anderen be-
wirken IL-2 und IFN-y ausgeschiittet von THi-Zellen, dass sich CD8-positive T-Zellen zu aktiven

cytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) differenzieren (Abbas et al., 1996).

2.1.1 Cytotoxische T-Lymphozyten

CTL zahlen zu den T-Zellen, die wie alle Blutzellen im Knochenmark gebildet werden. Anschlie-
Rend reifen T-Zellen im Thymus heran. Im Zuge dieses Reifungsprozesses erhalten T-Zellen
den T-Zellrezeptor (TCR). AulRerdem lernen sie korpereigene Proteine zu erkennen und akzep-
tieren, sowie korperfremde Proteine zu erkennen. Die reifen, naiven T-Zellen verlassen den
Thymus und zirkulieren zwischen Blut und sekundaren lymphatischen Organen hin und her
(Aust, 2020). Man unterscheidet zwei T-Zelllinien anhand ihrer Oberflachenproteine: CD4-po-
sitive T-Helferzellen und CD8-positive CTL. Eine naive CD8-positive T-Zelle wird aktiviert,
indem es zu einem Kontakt mit einer APC kommt. Das (iber den MHC-Klasse-I-Komplex pra-
sentierte Antigen wird von CD8-positiven T-Zellen mit dem TCR/CD3 und dem Co-Rezeptor
CD8 erkannt, es kommt zur Proliferation und Differenzierung der naiven CD8-positiven T-Zel-
len zur aktiven CTL. Zusatzlich spielen von THi-Zellen ausgeschiittete Zytokine eine Rolle bei
der Differenzierung von CTL. Die Aufgabe von CTL besteht darin, virusinfizierte Zellen sowie
Tumorzellen zu erkennen und zu eliminieren. Wenn eine Korperzelle ein virales Protein ent-
halt, kann sie dies auf ihrer Oberflache Gber den MHC-Klasse-I-Komplex prasentieren. Dort
kann es Uber den TCR/CD3 von CTL entdeckt werden. Prasentiert eine Kérperzelle einer CTL
das Antigen, auf welches sie gepragt wurde, bildet sich eine immunologische Synapse (IS) aus

(Abbildung 1) und es kommt zu einer Polarisation des Mikrotubili-Organisationszentrum
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(MTOC) in Richtung Zielzelle (engl. target cell, TC). An Mikrotubuli wandern die cytotoxischen
Granula (CG) entlang zur IS, fusionieren mit der Plasmamembran und setzen ihre cytotoxi-
schen Proteine frei, um die TC zu eliminieren (Dustin, 2014; Stinchcombe et al., 2006; Walzog
und Fandrey, 2019). AuRerdem kann der Zelltod der TC lber den Fas-Ligand/Fas-Signalweg
eingeleitet werden (Waring und Miillbacher, 1999).

a) Zell-zell b) Immunologische
-Interaktion Synapse

Zentrosom Sekretorische
Zone

Abbildung 1: Immunologische Synapse

In Abbildung 1a wird schematisch die Interaktion zwischen CTL und TC dargestellt. Diese fiihrt zur
Ausbildung einer IS, welche in Abbildung 1b gezeigt wird. Hier ist abgebildet, wo dSMAC, pSMAC
und cSMAC innerhalb der IS lokalisiert sind und was sie enthalten. Abbildung modifiziert nach Ritter
et al. (2013).

2.1.2 Immunologische Synapse

Die IS stellt die Verbindung zwischen CTL und TC dar. Ihren Namen verdankt diese Verbindung
der Ahnlichkeit mit einer Synapse im Nervensystem (Dustin und Colman, 2002). Sie entsteht,
wenn es zu einer Interaktion zwischen MHC-Klasse-I-Komplex der TC mit dem TCR/CD3 der
CTL kommt. Die IS kann in mehrere Abschnitte unterteilt werden: In einen zentralen Abschnitt,
den sogenannten zentralen supramolekularen Aktivierungscluster (engl. central supra-

molecular activation cluster, cSMAC), einen umgebenden Abschnitt, den sogenannten
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peripheren SMAC (pSMAC), und einen weiteren, umgebenden Abschnitt, bezeichnet als dis-
taler SMAC (dSMAC) (Dustin, 2014; Monks et al., 1998) (Abbildung 1). Aktin spielt eine
wichtige Rolle, wenn es um die IS geht. Im Kontaktbereich der CTL zur Zielzelle kommt es in
den ersten Minuten zu einer Polymerisation des Aktins. AnschlieBend bewirkt eine Reorgani-
sation des Aktins, dass es einen dufleren Ring bildet, den sog. dSMAC. Der dSMAC besteht aus
einem Lamellopodien-ahnlichen Aktin (Yi et al., 2012). Auch im pSMAC ist Aktin enthalten.
Retrograde Bewegungen des Aktins im dSMAC bewirken, dass TCR-Mikrocluster vom pSMAC
in Richtung cSMAC gelangen (Campi et al., 2005; Varma et al., 2006). Weitere TCR-Mikroclus-
ter gelangen mithilfe des polarisierten Centrosoms auch bekannt als MTOC, zur IS (Das et al.,
2004). Zusatzlich tragt das polarisierte Centrosom dazu bei, dass CGs an den Mikrotubuli ent-
lang zur IS wandern (Geiger et al., 1982; Stinchcombe et al., 2006). Dort kommt es zur Fusion
der CGs in einem definierten Bereich des ¢SMAC, der sogenannten sekretorischen Zone

(Stinchcombe et al., 2001).

2.1.3 Cytotoxische Granula

In der Interaktion mit einer virusbefallenen Zelle oder Tumorzelle setzen CTL im Bereich der
IS mittels Fusion von CGs cytotoxische Proteine wie Perforin und Granzyme frei, um die TC zu
eliminieren. Perforin ist ein cytolytisches Protein, das porenahnliche Lasionen in der Membran
der TC verursacht (Masson und Tschopp, 1985), durch welche Granzyme in die TC gelangen
kénnen. Granzyme zahlen zu den Serinesterasen und fiihren zur Apoptose der TC (Peters et
al., 1991; Shi et al., 1997). In den CGs herrscht ein saurer pH-Wert, sodass sowohl Perforin als
auch Granzyme in den Granula nicht aktiv sind (Burkhardt et al., 1990). Diese Proteine befin-
den sich in dem elektronenmikroskopisch dichten Kern der CGs. Auf der Membran der CGs
befinden sich lysosomale Proteine wie LAMP-1, LAMP-2 und CD63. Aulerdem kdnnen sie |0s-
liche lysosomale Proteine enthalten. Aus diesem Grund kdnnen CGs als sekretorische
Lysosomen (SL) bezeichnet werden (Burkhardt et al., 1990; de Saint Basile et al., 2010; Peters
et al., 1991). Kirzlich wurde gezeigt, dass es morphologisch zwei Klassen von CGs gibt. In der
einen CG-Klasse konnten elektronenmikroskopisch Granula mit einem einzigen Vesikel ausfiil-
lenden, elektronendichten Kern mit einheitlichem Durchmesser nachgewiesen werden (engl.

single core granules, SCG). Die zweite Klasse von CGs kann mehrere kleinere elektronendichte
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Kerne mit unterschiedlichen Durchmessern enthalten und besteht teilweise auch aus einem
multivesikuldaren Anteil (engl. multi core granules, MCG) (Chang et al., 2022). In beiden CG-
Klassen wurde ein hoher Anteil an GzmB nachgewiesen. Die Zusammensetzung von MCG und
SCG unterscheidet sich jedoch: Wahrend in SCG lysosomale Proteine nachgewiesen wurden,
wurden in MCG endosomale Proteine bspw. Rabs nachgewiesen. Mittels interner Totalrefle-
xionsfluoreszenzmikroskopie (TIRFM) konnte gezeigt werden, dass sowohl SCG als auch MCG
an der IS freigesetzt werden und es sich bei MCG um den Ursprungsort von supramolekularen
Angriffspartikeln (engl. supramolecular attack particles, SMAP) handelt (Chang et al., 2022).
SMAPs sind Partikel, die unter anderem aus GzmB und Perforin bestehen. Sie sind in der Lage
selbststandig TC zu zerstéren (Balint et al., 2020). Im Gegensatz zu I6slichem GzmB kénnen
SMAPs fiir einen langeren Zeitraum bestehen, sodass sie vermutlich fir die verzégerte Elimi-

nation von TC zustadndig sind (Balint et al., 2020; Chang et al., 2022).

2.2  Extrazellulare Vesikel und Exosomen

Neben endokriner, parakriner sowie autokriner Kommunikation stellen extrazellulare Vesikel
(engl. extracellular vesicle, EVs), die Proteine, Lipide und Nukleinsduren transportieren
kénnen, einen weiteren, potenten Weg zur Kommunikation zwischen Zellen dar (Yafiez-M¢ et
al., 2015). Extrazelluldre Vesikel konnen je nach GroRRe, Morphologie oder Herkunft in 3
verschiedene Untergruppen eingeteilt werden: Apoptotische Korper, Mikropartikel/
Mikrovesikel (engl. microvesicle, MV) und Exosomen (Abbildung 2). Wie der Name bereits
impliziert, werden apoptotische Korper freigesetzt, wenn sich wahrend der Apoptose die
Plasmamembran der Zelle auflost. Bei MVs handelt es sich um eine Gruppe von Vesikeln mit
einer GroRe von 150 -1000 nm, deren Freisetzung durch Abschniiren von der Plasmamembran
erfolgt. Bei Exosomen handelt es sich um intraluminale Vesikel (engl. intraluminal vesicles,
ILVs) mit einer GroRRe von 30 -100 nm, welche in multivesikuldren Kérpern (engl. multivesicular
bodies, MVBs), auch multivesikuldre Endosomen (MVE) genannt, enthalten sind. Exosomen
werden freigesetzt, indem MVBs mit der Plasmamembran verschmelzen. Zellen sind
vermutlich in der Lage sowohl MVs als auch Exosomen freizusetzen. (Colombo et al., 2014;

Johnstone et al., 1987; Yafiez-Mo et al., 2015).
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Abbildung 2: Extrazelluldre

Mikrovesikel
g Vesikel
N RNA
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schen Korpern, Mikrovesikeln
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Apoptotischer  Alhars und Frithbeis, 2013).
Korper

2.2.1 Biogenese von Exosomen

Wahrend friihe Endosomen zu spaten Endosomen heranreifen, kommt es zur Akkumulation
von ILVs in ihrem Inneren. Aufgrund der akkumulierten ILVs werden spate Endosomen auch
multivesikulare Endosomen (MVE) oder multivesikuldre Kérper (engl. multivesicular bodies,
MVBs) genannt. Einige MVBs werden lysosomal abgebaut, wahrend andere mit der Plasma-
membran verschmelzen und ihren Inhalt freisetzen. Die freigesetzten Vesikel werden
Exosomen genannt (Kowal et al., 2014; Stoorvogel et al., 1991). Exosomen kdnnen mithilfe
von endosomalen Sortierkomplexen, die fiir den Transport benétigt werden (engl. endosomal
sorting complexes required for transport, ESCRT), entstehen oder unabhangig von diesen Sor-
tierkomplexen. Ungefahr 30 Proteine bilden die vier Komplexe (ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II,
ESCRT-III). ESCRT-0 erkennt ubiquinierte Proteine, bildet daraus Frachtbiindel und bindet sie
an die Membran von Endosomen. ESCRT-I und ESCRT-Il sorgen gemeinsam dafiir, dass die
Membran abgeschniirt wird. Zuletzt spaltet ESCRT-III die abgeschniirte Membran zur Bildung

von ILVs (Wollert und Hurley, 2010). Weitere assoziierte Proteine wie das Alix (engl. ALG-2
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interacting protein X) und VPS-4 (engl. vacuolar protein-sorting-associated protein 4) spielen
ebenfalls eine Rolle bei der ESCRT-abhangigen Entstehung von Exosomen (Kowal et al., 2014).
Es existieren zusatzlich ESCRT-unabhdngige Mechanismen, welche ebenfalls eine wichtige
Rolle fiir die Entstehung von Exosomen spielen (Stuffers et al., 2009). Daran beteiligt sind Tet-
raspanine wie CD63 (Van Niel et al., 2011), Lipide wie Phospholipase D2 (PLD2) (Laulagnier et
al., 2004) und Hitzeschockproteine wie hsc70 (engl. heat shock cognate 70) (Shi et al., 2018).

Die Fusion von Exosomen mittels Echtzeit-Mikroskopie wurde bisher selten untersucht. Es ge-
lang Bebelman et al. die Fusion von MVBs mit Freisetzung von Exosomen nach Uberexpression
von Tetraspaninen (TSPANS) gekoppelt an pHluorin in HelLa-Zellen mittels interner Totalrefle-
xionsfluoreszenzmikroskopie (TIRFM) zu untersuchen. Bei pHIuorin handelt es sich um einen
pH-abhangigen Fluoreszenzfarbstoff, der im sauren Milieu in den MVBs kaum sichtbar ist, in
neutralem pH-Wert jedoch stark an Intensitat zunimmt. Hauptsachlich konnte Bebelman et
al. langer andauernde Fusionsereignisse feststellen, jedoch konnten sie auch wenige kiirzere

Fusionsereignisse nachweisen (Bebelman et al., 2020).

2.2.2 Marker und Inhalte von Exosomen

Obwohl Exosomen mit einer Grofle von 30-100 nm sehr klein sind, besitzen sie eine Vielzahl
von Proteinen (Abbildung 3). Darunter sind Proteine des Zytoskeletts (Aktin, Tubulin), cytoso-
lische Proteine wie zum Beispiel Alix, TSG-101 oder Hitzeschockproteine, Membranproteine
beispielsweise die Tetraspanine CD9, CD63 und CD81 sowie Proteine, welche eine Rolle im
Transport von Vesikeln spielen (Yafiez-M¢ et al., 2015). CD9, CD63 sowie CD81 zahlen zu den
Tetraspaninen, bei welchen es sich um eine Gruppe von Membranproteinen mit 4 Transmem-
brandomanen handelt. Tetraspanine besitzen 2 extrazellulare sowie 3 intrazelluldare Regionen
und spielen eine Rolle beim Verkehr von Partnerproteinen. Tetraspanine haben vielfaltige
Funktionen: CD63 beispielsweise ist an der ESCRT-unabhangigen Bildung von Exosomen be-
teiligt (Van Niel et al., 2011) und wird ebenso wie CD9 und CD81 als Marker fiir EVs genutzt
(Charrin et al., 2014; Raposo und Stoorvogel, 2013; Verweij et al., 2018). Neben den genann-
ten Tetraspaninen kdnnen auch Alix oder TSG-101 als Marker fiir Exosomen und andere EVs
genutzt werden. Leider gibt es bisher keinen Marker, welcher spezifisch nur auf Exosomen zu

finden ist. Neben Proteinen enthalten Exosomen verschiedene Nukleinsduren wie intakte
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Messenger-RNA (mRNA) (Baj-Krzyworzeka et al., 2006), Mikro-RNA (miRNA) und ribosomale
RNA (rRNA) (Huang et al., 2013) sowie Desoxyribonukleinsdure in Form von Einzelstrang-DNA
(Waldenstrom et al., 2012), Doppelstrang-DNA (dsDNA) (Thakur et al., 2014) und mitochond-
rialer DNA (mtDNA) (Guescini et al., 2010) (Abbildung 3). Zuletzt sind auch verschiedene Lipide
in Exosomen enthalten, welche ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Funktion von Exosomen

spielen (Yafez-M¢ et al., 2015).

Abbildung 3: Marker von Exosomen
Im oberen Abschnitt des schematisch
dargestellten Exosoms sind mit den
Tetraspaninen CD9, CD63, (D81,
TSG101 und Alix typische Marker von
EVs dargestellt. Aulerdem enthalten
Exosomen verschiedene Nukleinsiu-
ren, Proteine, welche im unteren
Abschnitt der Abbildung gezeigt wer-
den, sowie Lipide (McAndrews und
Kalluri, 2019).

Non-coding

miRNA mMRNA RNA

A VANAVAVAWLY
AN

2.2.3 Funktion von Exosomen

Der Nachweis von Exosomen gelang mittlerweile in vielen verschiedenen Korperflissigkeiten
wie beispielsweise in Blut (Caby et al., 2005), Urin (Pisitkun et al., 2004) und zerebrospinalem
Liquor (Street et al., 2012). Insbesondere der Nachweis in Blut deutet auf eine wichtige Funk-
tion von Exosomen hin: Sie dienen der Kommunikation zwischen Zellen und kénnen Prozesse
inihren Zielzellen beeinflussen, indem sie in ihnen enthaltene Molekiile zu entfernteren Zielen
transportieren kdnnen. Verweij et al. konnte in vivo in Zebrafischembryonen zeigen, dass Exo-

somen, die von Zellen des Dotter-Synzythiums ausgeschiittet werden, zur Kommunikation
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zwischen verschiedenen Organen dienen, indem sie ein CD63-pHluorin-Konstrukt in Zebrafi-
schembryonen Uberexprimierten und CD63-pHluorin-positive Exosomen in vivo verfolgen
konnten. Die nach der Uberexpression von CD63-pHluorin durch Zellen des Dotter-Synzythi-
ums ausgeschiitteten Exosomen gelangten ins Blut der Zebrafischembryonen und wurden
dort von Endothelzellen des kaudalen Venenplexus aufgenommen und endo-lysosomal abge-
baut. Als die Ausschiittung dieser Exosomen gehemmt wurde, konnte festgestellt werden,
dass das Wachstum des kaudalen Venenplexus beeintrachtigt war, was auf eine wichtige Rolle
der von Zellen des Dotter-Synzythiums ausgeschitteten Exosomen fiir das Wachstum des Ve-
nenplexus hindeutet (Verweij et al., 2019). Wie beschrieben, enthalten Exosomen unter
anderem mRNA und miRNA. Beziiglich Letzterer wurde nachgewiesen, dass im zentralen Ner-
vensystem (ZNS) in von Neuronen freigesetzten EVs miRNA enthalten ist, die in Astrozyten zu
einer vermehrten Anzahl von Glutamat-Transporter-1 (GLT-1) fiihrt (Morel et al., 2013). Es
wurde gezeigt, dass von Mastzellen gebildete Exosomen mRNA enthalten und diese an andere
murine oder humane Mastzellen abgeben kénnen. Nach Inkubation von humanen Mastzellen
mit von Maus-Mastzellen abgegebenen Exosomen, konnten Maus-Proteine in den humanen
Mastzellen nachgewiesen werden. So konnte gezeigt werden, dass Exosomen funktionelle
MRNA enthalten und diese mRNA zur Proteinsynthese in den aufnehmenden Zellen fiihren
kann (Valadi et al., 2007). Exosomen werden jedoch nicht nur von gesunden Zellen ausge-
schittet, auch Tumorzellen kdnnen Exosomen freisetzen und mithilfe von Exosomen unter

anderem eine immunsuppressive Wirkung erzielen (Clayton et al., 2008).

2.2.4 Exosomen im Immunsystem

Sowohl fiir viele Zellen der angeborenen Immunantwort als auch der erworbenen Immun-
antwort wurde nachgewiesen, dass diese Exosomen sezernieren: Unter anderem fir NK-Zel-
len (Lugini et al., 2012), dendritische Zellen (DC, engl. dendritic cells) (Zitvogel et al., 1998), B-
Zellen (Raposo et al., 1996) sowie T-Zellen (Blanchard et al., 2002). Im angeborenen Immun-
system konnen EVs sowohl eine proinflammatorische (Oehmcke et al., 2012) als auch eine
antiinflammatorische Wirkung haben (Gasser und Schifferli, 2004). EVs, die von Makrophagen
sezerniert werden, bewirken, dass Monozyten zu Makrophagen differenzieren. AulRerdem be-
wirken diese EVs die Freisetzung weiterer EVs und konnen auf diese Weise lokal das

Immunsystem aktivieren (Ismail et al., 2013). B-Zellen sezernieren Exosomen mit beladenen



2 Einleitung 13

MHC-Komplex-Klasse-lI-Molekiilen. Diese Antigen-Prasentation an CD4-positive T-Zellen flhrt
zu deren Aktivierung, was wiederum eine antigenspezifische erworbene Immunantwort aus-
l6st (Raposo et al., 1996). Es wurde gezeigt, dass durch DC freigesetzte Exosomen MHC-
Komplex-Klasse-l und MHC-Komplex-Klasse-ll enthalten. AuBerdem konnte nachgewiesen
werden, dass T-Zellen bei Ausbildung einer IS mittels CD63-positiver Exosomen antigengesteu-
ert miRNA zur APC transportieren und die Ubermittelte miRNA modulierend auf die

Genexpression der empfangenden APC wirken kann (Mittelbrunn et al., 2011).

2.2.5 Cytotoxische T-Zellen und Exosomen

Bis vor zehn bis finf Jahren gab es wenige Untersuchungen tber EVs und Exosomen, die von
CTL freigesetzt werden. Insbesondere der Interaktion zwischen Tumorzellen und CTL und der
zugehorigen Rolle von Exosomen wurden in den letzten fiinf Jahren viele Untersuchungen ge-
widmet, jedoch gibt es keine Studie, bei der in Echtzeit-Mikroskopie die Ausschittung von
Exosomen durch CTL beobachtet wurde. Die Aktivierung von T-Zellen flihrt zur vermehrten
Freisetzung von Exosomen, welche den TCR/CD3 tragen (Blanchard et al., 2002). Von dendri-
tischen Zellen (DC, engl. dendritic cell) freigesetzte mit Tumorbestandteilen beladene
Exosomen bewirken, dass CTL in vivo angeregt werden und somit Tumorwachstum gehemmt
wird oder es sogar zu einer vollstandigen Tumorrickbildung kommt (Zitvogel et al., 1998).
Beziiglich der Kommunikation zwischen CD8-positiven Zellen wurde gezeigt, dass von er-
schopften CD8-positiven T-Zellen ausgeschiittete Exosomen die Aktivitat und Proliferation von
anderen, nicht-erschépften CD8-positiven T-Zellen reduzieren. Darliber hinaus kénnen diese
von erschopften CD8-positiven T-Zellen ausgeschiitteten Exosomen sogar bewirken, dass
nicht-erschopfte CD8-positive T-Zellen ebenfalls erschopfen, was zu einer reduzierten Aktivi-
tat und somit zu Tumorwachstum fiihren kann (Wang et al., 2019). Von aktivierten CTL
ausgeschittete Exosomen kdnnen intratumoral verabreicht eine Abnahme von mesenchyma-
len Tumorstromazellen bewirken (Seo et al.,, 2018). Qiu et al. gelang der Nachweis, dass
aktivierte CTL Exosomen ausschiitten, die den ,Programmed cell death -1“-Rezeptor (PD-1)
auf ihrer Oberflache tragen. Die Interaktion dieser PD-1-positiven Exosomen mit dem ,,Pro-
grammed cell death“-Ligand-1 (PD-L1) auf der Zelloberfliche von Triple-negativen

Brustkrebszellen oder mit Exosomen, die PD-L1 enthalten, kann dafiir sorgen, dass die durch
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PD-L1 verursachte Unterdrickung der cytotoxischen Aktivitat gegenliber den Tumorzellen ab-
geschwacht wird (Qiu et al.,, 2021). Genetisch veranderten T-Zellen mit einem chimaren
Antigenrezeptor (engl. chimeric antigen receptor, CAR) setzen Exosomen frei, die sowohl CAR
als auch CD63 exprimieren, aber auch Granzym B (GzmB) und Perforin aufweisen. Es konnte
nachgewiesen werden, dass diese CAR-Exosomen eine cytotoxische Aktivitat gegen Krebszel-
len haben und diese nicht durch PD-L1 gehemmt wird (Fu et al., 2019). Wenn CD63 als Marker
fir von CTL freigesetzte Exosomen genutzt wird, muss jedoch bedacht werden, dass CD63

auch auf CGs festgestellt wurde (Peters et al., 1991).

Weil Exozytose in CTL zwar hauptsachlich im Bereich der IS stattfindet, diese aber auch am
distalen Pol der CTL stattfinden kann, fihrten Cespedes et al. den Begriff ,transsynaptische
Vesikel” (engl. trans-synaptic vesicles, tSV) fir im Bereich der IS freigesetzte Vesikel ein. Dazu
zahlen polarisierte Exosomen und synaptische Ektosomen (Céspedes et al., 2022). Polarisierte
Exosomen sind Exosomen, die an der IS freigesetzt werden (Mittelbrunn et al., 2011). Bei sy-
naptischen Ektosomen handelt es sich um MVs im Bereich der IS, die durch Knospung der
Membran freigesetzt werden und T-Zellrezeptor (engl. t-cell receptor, TCR) enthalten (Saliba
et al., 2019). Es konnten tSV mit verschiedenen Markern bspw. CD40, CD81, CD63 und TCR
nachgewiesen werden. Verglichen mit EVs von TH-Zellen und CTL, die ohne Ausbildung einer
IS sondern konstant in die Zellkultur abgegeben wurden, waren tSV im Durchschnitt gréoRRer
und wiesen mehr Inhalt auf. Zum Inhalt der tSV zdhlen unter anderem RNA in unterschiedli-

cher Form bspw. microRNA (Céspedes et al., 2022).

2.3 Ziel der Arbeit

Bei Exosomen handelt es sich um extrazelluldre Vesikel mit einer GroRRe von 30-100 nm, die
durch Fusion von MVBs mit der Plasmamembran freigesetzt werden. Sowohl fiir Zellen der
angeborenen als auch fiir Zellen des erworbenen Immunsystems wurde gezeigt, dass sie Exo-
somen freisetzen. CTL bilden nach Interaktion zwischen TCR/CD3 sowie Ko-Rezeptor CD8 mit
MHC-Klasse-I-Komplex der TC eine IS aus. Durch Fusion von lytischen Granula mit Freisetzung
cytotoxischer Proteine wie Perforin und Granzyme eliminieren CTL die TC. Wir wollten heraus-

finden, ob CTL Exosomen an der IS freisetzen. Mittels TIRFM beobachteten wir die Sekretion
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von CD63-pHuji-positiven Vesikeln durch CTL gewonnen aus der Milz von Wildtypmadusen. Na-
her untersucht haben wir die Kinetik der Freisetzung, ob Calcium einen Einfluss auf die
Sekretion hat und wo in der IS die CD63-pHuji-positiven Vesikel freigesetzt werden. Zuletzt
haben wir mit CTL gewonnen aus der Milz von GzmB-mTFP-Knock-in-Mausen (berprift, ob

CD63-positive Vesikel gemeinsam mit GzmB freigesetzt werden.
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3 Material und Methoden

Flr die Durchfihrung der Experimente waren folgende Materialien und Vorarbeiten notwen-

dig.

3.1 Material

3.1.1 Genutzte Chemikalien

Genutzte Chemikalien Firma

AIMV Gibco (Thermo Fisher)
Beta-Merkaptoethanol Roth

BSA Sigma Aldrich

CaCl Merck

DPBS Gibco (Thermo Fisher)
EDTA Sigma Aldrich

FCS Gibco (Thermo Fisher)
Glucose Merck

Glutamax Gibco (Thermo Fisher)
HEPES Sigma Aldrich

IL-2 Gibco (Thermo Fisher)
KCl Merck

KHCOs3 Sigma Aldrich

MgCl; x 6 H.0 Merck

Mowiol Merck

NaCl Merck

NH4Cl Sigma Aldrich

PBS Gibco (Thermo Fisher)
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Poly-Ornithin Sigma Aldrich

RPMI Gibco (Thermo Fisher)

Tris-Puffer Roth

Triton X-100 Roth

Trypanblau Sigma Aldrich

Water Sigma Aldrich

3.1.2 Genutzte kommerzielle Kits

Kommerzielles Kit fiir die
Zellkultur

Bestandteile

Firma

Dynabeads® FlowComp™

Mouse CD8 Kit

- FIowCompT'VI Dynabeads
(~1x 10 (~10 mg) Beads/mL in
PBS, pH 7,4, mit 0,1% BSA
und 0,02% Natriumazid als

Konservierungsmittel)

- FIowCompT'V| Mouse CD8
Antikorper (Monoklonaler
Anti-Maus CD8 Antikérper in
PBS mit 0,5% BSA und 0,02%

Natriumazid)

- Release Buffer (modifiziertes
Biotin in 0,1% BSA und 2 mM
EDTA)

Invitrogen (Thermo Fisher)

Nucleofection- Kit fur Maus-T

Zellen

Transfektionsmedium
Mouse T Cell NucleofectorTm

Medium 9,1 ml

Lonza
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Komponente A 100 pl
Komponente B 100 pl
FCS 500 pl
Glutamax 200 pl

Dynabeads mouse T-activator
CD3/CD28 fiir die Aktivierung

und Expansion von T-Zellen

4x107 Dynabeads™/ml in | Gibco (Thermo Fisher)

PBS, pH 7,4, mit 0,1 HSA

3.1.3 Kommerzielle Antikorper

Kommerzielle Antikorper

Antikorper Spezies Verdinnung Firma
Alexa-Fluor-647-GzmB | Maus-IgG 1:200 Biolegend
Anti-CD3e Hamster 1:25 BD Pharmingen

3.1.4 Medien und Lésungen

Losungen fiir die Zellisolation Zusammensetzung
RPMI RPMI

- Glutamin

- Phenolrot

+10% FCS

+ 1% Pen/Strep
+ 10 mM HEPES
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Erythrozytenlysepuffer (pH 7.3) NH4Cl 155 mM
KHCOs3 10 mM
EDTA 0,13 mM
Isolationspuffer (pH 7,4) 500 ml PBS

1x BSA 0,5 g, 0,1%
2 ml EDTA (2 mM) aus 0,5 M Vorrat

Losungen fiir die Zellkultur Zusammensetzung

AIMV AIMV-Medium
+ 50 uM Beta-Merkaptoethanol
+10% FCS

IL-2 25 pg IL-2

+ 62,4 ul Essigsaure

- 1:10 verdiinnt mit Isolationspuffer

Losungen fiir die Elektroporation

Zusammensetzung

Isolationspuffer (pH 7,4)

500 ml PBS
1x BSA 0,5 g, 0,1%
2 ml EDTA (2 mM) aus 0,5 M Vorrat

Transfektionsmedium

Mouse T Cell NucleofectorTm-Medium

9,1 ml

+ 100 pl Komponente A
+ 100 pl Komponente B
+500 pl FCS

+ 200 p Glutamax
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AIMV

AIMV-Medium
+ 50 uM Beta-Merkaptoethanol

+10% FCS
Losungen fiir CD3-beschichtete Deckgldser | Firma
Poly-L-Ornithin-Losung Sigma Aldrich
Wasser Sigma Aldrich
DPBS Gibco (Thermo Fisher)

Anti-CD3e-Antikoérper

BD Pharmingen

Losungen fiir die TIRF-Mikroskopie Zusammensetzung

=0,1 uM - Calcium-L6sung NaCl 155 mM
KCl 4,5 mM
HEPES 5mM
MgCl; x 6 H,0 3mM

Glukose (CeH1206) 10 mM

10 mM - Calcium-Losung

NacCl 140 mM
KCl 4,5 mM
HEPES 5mM
MgCl> x 6 H,0 2 mM
CaCl; 10 mM

Glukose (CeH1206) 10 mM
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Losungen fiir die Fixierung von Zellen Zusammensetzung
Paraformaldehyd (PFA) (15% in H.0), pH 7,4 | Paraformaldehyd 15¢g
Wasser MilliQ 10 ml
NaOH (1mM) ca. 20 ul
0,1 DPBS-Triton -100X 10% Triton-100X 2 ml
DPBS 198 ml
0,1 DPBS-Triton 2% BSA 0,1 DPS-Triton 10 ml
BSA 0.2g
Befestigungsmedium Mowiol 4-88 24¢
Glycerin 6g
Wasser (2x destilliert) 6 ml
Tris-Puffer 12 ml

3.1.5 Mausstamme

Wildtyp-Maus

Bei den verwendeten Wildtyp-Mausen zur Gewinnung von cytotoxischen T-Zellen (CTL) aus
der Milz handelte sich um C57BI/6N (Black 6)-Wildtyp-Ma&use, Stamm-Nummer 005304. Die
Wildtyp-Mause wurden vom Charles River Labor erworben. Sie waren zwischen 8 und 20 Wo-

chen alt.

Granzym-B-mTFP-Knock-In-Maus

Die Granzym-B-mTFP-Knock-In-Mause wurden mithilfe der CRISP-Cas9-Technik in Koopera-
tion mit dem Max-Planck-Institut Gottingen erzeugt, zur fluoreszierenden Darstellung von
GzmB als Marker fiir cytotoxische Granula (CG) (Chitirala et al., 2020). Die verwendeten Mause

waren zwischen 8 und 20 Wochen alt.
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3.1.6 Plasmide

pMAX CD63-pHuiji

Der Plasmid, den wir benutzt haben, wurde von (Verweij et al., 2018) erworben. AnschlieRend

klonierte Margarete Klose CD 63 (609 Basenpaare) in einen pMAX-pHuji-Vektor, sodass die
gesamte GrofRe des Vektors 4282 Basenpaare ergab (Abbildung 4).
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Abbildung 4: CD63-pHuji-pMAX-Vektorkarte

Hier dargestellt ist die Vektorkarte des Konstruktes, welches wir fur die Transfektion von priméaren
cytotoxischen Maus-T-Zellen fir verschiedene Experimente genutzt haben. Bei dem Vektor han-

delte es sich um ein pMax-Plasmid, das das fluoreszierende Protein pHuji enthalt. CD63 wurde am
N-Terminus von pHuji eingefiihrt.

pMAX CD81-pHluorin

Der genutzte Plasmid wurde ebenfalls von (Verweij et. al., 2018) erworben. AnschlieRend
wurde CD 81 (711 Basenpaare) von Margarete Klose in einen pMAX-pHIluorin-Vektor kloniert,
sodass die GesamtgroRe des Vektor 4312 Basenpaare ergab (Abbildung 5).
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Abbildung 5: CD81-pHIluorin-pMAX-Vektorkarte

Hier dargestellt ist die Vektorkarte des Konstruktes, welches wir fur die Transfektion von priméaren
cytotoxischen Maus-T-Zellen fiir ein Ko-Lokalisationsexperiment genutzt haben. Von dem in pMAX-
superecliptic-pHluorin-klonierten CD81 ist die Zusammensetzung des Vektors dargestellt.

Lifeact-eGFP
Der genutzte Plasmid eGFP-Lifeact wurde von Addgene erworben (Addgene plasmid # 54610 ;
http://n2t.net/addgene:54610 ; RRID:Addgene_54610).

3.2 Methoden

3.2.1 Positive Isolierung von CD8-positiven T-Zellen

Um T-Zellen fir die Primarkultur zu gewinnen, erfolgte eine positive Isolierung der T-Zellen
aus der Milz von Wildtyp-Mausen oder Granzym-B-Knock-In-Mausen im Alter von 8 bis 20
Wochen mithilfe des ,,Dynabeads® FlowComp™ Mouse CD8 Kit” nach Anweisungen des
Herstellers. Die Mause wurden gemal Tierschutzgesetz (durch CO2 und anschlieRendem

Genickbruch) getoétet. Die Erlaubnis fiir die Durchfiihrung von Experimenten an den Mausen
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durch das Saarlandische Landesamt fiir Gesundheit und Verbraucherschutz (Nummer: 41—
2016) lag vor. Im Anschluss wurde die Milz entnommen und in einer Petrischale mit RPMI-
Medium unter die Sterilbank gebracht. Dort wurde die Milz mithilfe des Spritzenstempels
einer 2 ml-Spritze durch einen 70 um-Filter in vorgewarmtes (37°C) RPMI-Medium gedriickt.
In diesem Medium wurden die Milzzellen gesammelt, mit 8-10 ml vorgewarmtem RPMI-
Medium verdiinnt und dann fir 8 Minuten mit 1100 rpom ohne Bremse zentrifugiert. Um die
Erythrozyten aus dem Zellgemisch zu entfernen, wurde das Zellpellet exakt 30 Sekunden lang
mit 1 ml Erythrozytenlysepuffer gemischt und verdiinnt mit RPMI-Medium 8 Minuten bei
1100 rpm mit Bremse zentrifugiert. Danach wurde das Zellpellet mit 8-10 ml Eis gekiihltem
Isolationspuffer gewaschen und erneut bei 1100 rpm mit Bremse zentrifugiert. Nach dem
Waschen wurden circa 5x107 Milzzellen mit 25 pl Anti-CD8-Antikdrper und 500 pl gekihltem
Isolationspuffer gemischt, 10 Minuten lang auf Eis stehen gelassen, mit 4 ml Isolationspuffer
zum Waschen verdiinnt und 8 Minuten in einer gekihlten Zentrifuge (4°C) mit 1000 rpm
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt, das Zellgemisch mit 75 pl
Dynabeads und 1 ml Isolationspuffer gemischt und 15 Minuten bei 4°C geschittelt. Um die an
die magnetischen Dynabeads gebundenen CD8-positiven T-Zellen zu isolieren, wurde das
Zellgemisch nun 3 Minuten lang in einen Magneten gestellt, sodass die gebundenen CD8-
positiven T-Zellen mit den Dynabeads vom Magneten angezogen an der Wand des Falcons
hangen blieben. Das Zellgemisch in der Mitte des Falcons enthielt folglich keine CD8-positiven
T-Zellen und konnte entfernt werden. Dann wurde 1 ml Freisetzungspuffer (engl. release
buffer) dazu gegeben und das Gemisch 10 Minuten bei Raumtemperatur geschiittelt, um die
CD8-positiven Zellen von den Dynabeads zu losen. Um die magnetischen Dynabeads zu
entfernen, wurde erneut der Magnet eingesetzt, sodass die Dynabeads an der Wand des
Falcons hangen blieben. Die freigesetzten CD8-positiven T-Zellen befanden sich nunmebhr in
der Flussigkeit in der Mitte des Falcons und wurden mit einer Pipette in ein sauberes Falcon
Uberfihrt, mit 4 ml Isolationspuffer gewaschen und 5 Minuten lang mit 1100 rpm
zentrifugiert. Zuvor wurden 10 pl Zellldsung mit 10 ul Trypanblau gemischt und in einer
Neubauer-Zahlkammer die CD8-positiven Zellen gezahlt. Die gewaschenen Zellen wurden mit
vorgewdarmtem AlIMV-Medium gemischt. Die notige Menge an AIMV-Medium ergab sich aus

der Anzahl an Zellen, die mithilfe der Neubauer-Zadhlkammer ermittelt werden konnte.
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3.2.2 Aktivierung von naiven CD8-positiven T-Zellen

Durchschnittlich 7 bis 10x10° CD8-positive T-Zellen konnten bei der Isolierung aus einer
Mausmilz gewonnen werden. Um eine adaquate Zellvermehrung zu erreichen, wurde pro
1x10° Zellen 1 ml AIMV-Medium hinzugegeben. AnschlieBend wurde je 1 ml AIMV-Medium
mit 1x10° CD8-positiven T-Zellen in ein Loch einer 24-Lochplatte Uberfihrt. Dort wurden 20 pl
Dynabeads mouse T-activator CD3/CD28 pro 1 ml Zellgemisch zur Aktivierung der naiven CD8-
positiven T-Zellen zu ausdifferenzierten Effektorzellen hinzugegeben sowie 100 Einheiten IL-2
zur Stimulation der T-Zellen. AnschlieRend wurden die T-Zellen fiir 2 Tage bei 37°C und 5% CO;
inkubiert. Vor einer Transfektion mussten die magnetischen ,Dynabeads mouse T-activator

CD3/CD28” mithilfe eines Magnets entfernt werden.

3.2.3 Zellkultur

Wie oben beschrieben wurden die T-Zellen nach der Isolierung aktiviert und fiir 2 Tage unter
den beschriebenen Bedingungen kultiviert. Am 2. Tag wurden die T-Zellen erneut in der
Neubauer-Zahlkammer gezahlt und nach der Hohe der Zelldichte aufgeteilt. Zusatzlich wurden
die Zellen gewaschen, um etwaige tote Zellen und das alte Medium zu entfernen, sowie
frisches AIMV-Medium und 25 Einheiten IL-2 pro 1 ml Zellgemisch hinzugefiigt. Die Zellen
wurden bis zu 8 Tage kultiviert. Die Transfektion der Zellen erfolgte am 4., 5., 6. oder 7. Tag

und die Experimente wurden am 5., 6., 7. oder 8. Tag durchgefiihrt.

3.2.4 Transfektion von Zellen mittels Elektroporation

Fir die Transfektion von Zellen wurde das Nucleofection-Kit fir Maus-T Zellen der Firma Lonza
sowie das Amaxa’ Nucleofactor®ll Device der Firma Lonza genutzt sowie 3 pg CD 63-pHuji-

DNA, 3 ug CD 81-pHluorin-DNA und 1 pg Lifeact-eGFP-DNA.

Vor der Transfektion wurden die Zellen in der Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Fir jede
Transfektion mittels Elektroporation wurden 3 bis 4x10° Zellen benétigt. Mithilfe eines
Magneten wurden die magnetischen ,Dynabeads mouse T-activator CD3/CD28“ entfernt und
die Zellen in ein frisches Falcon Uberfiihrt. Anschliefend erfolgte eine 6-minditige

Zentrifugation mit 1100 rpm, die Zellen wurden mit 2 ml Isolationspuffer gewaschen und
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erneut mit 1100 rpm 6 Minuten lang zentrifugiert. Danach wurde 100 pl vorgewdrmte Maus-
T-Zell-Nucleofactor-Losung pro Elektroporation mit dem Zellpellet vermischt. Die benétigte
Menge der Plasmid-DNA wurde in eine Kivette pipettiert, die Zellsuspension in die Kiivette
gegeben und fiir wenige Sekunden in das Amaxa® Nucleofactor®ll Device der Firma Lonza
gestellt. Das Gerat erzeugt ein elektrisches Feld, um die Zellmembran permeabel zu machen,
sodass die Plasmid-DNA in die T-Zellen gelangen kann (Shi et al., 2018). Nach Entnahme der
Kivette wurde vorsichtig mit einer Plastikpipette 1 ml vorgewarmtes Transfektionsmedium zu
der Zellsuspension gegeben, diese in ein Loch einer 24-Lochplatte tGberflihrt und bei 32°C und
5% CO; Giber Nacht inkubiert. Nach 10 bis 12 Stunden wurden die Zellen einmal bei 1100 rpm

zentrifugiert und frisches AIMV-Medium dazu gegeben.

3.2.5 Beschichten der Deckglaser

Zuvor mit 70% Ethanol behandelte Glasdeckglaser wurden mit einem 30 pl Poly-Ornithin-
Tropfen (0,1 mg/ml) fur 30 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. AnschlieBend
wurde das Poly-Ornithin mit einer Pipette wieder entfernt und mit PBS gewaschen. Die auf
diese Weise behandelten Deckgldser eigneten sich nun fur Experimente mit Poly-Ornithin-
Deckglasern. Fur die Herstellung von Anti-CD3-beschichteten Deckglasern beispielsweise fiir
TIRFM-Experimente waren weitere Schritte notwendig: Der Tropfen Poly-Ornithin wurde mit
einer Pipette entfernt, mit 30 pl PBS gewaschen und 30 pl Anti-CD3-Antikérper-Losung
(30 pl/ml) auf die Deckglaser pipettiert. Um die passende Konzentration von 30 pl/ml zu
erreichen, wurde fir 6 Deckglaser 5,4 pl Anti-CD3-Antikorper mit 174,2 pl PBS verdiinnt. Nach
2 Stunden bei 37°C wurde der Tropfen mit Anti-CD3-Antikérper mit einer Pipette entfernt. Die
Anti-CD3-beschichteten Deckglaser konnten entweder direkt fiir Experimente verwendet
werden oder bei 4°C in einer mit Paraffin abgedichteten 6-Lochplatte bis zu 1 Woche gelagert

werden.

3.2.6 Fixieren von Zellen und direkte Immunmarkierung

Am Vortag wurden mit Anti-CD3-Antikorper-beschichtete 12 mm Deckglaser sowie am Tag
des Experiments mit Poly-Ornithin-beschichtete 12 mm Deckgldser nach oben beschriebenem

Protokoll vorbereitet und in einer 6-Loch-Platte aufbewahrt. Die Zellen wurden mithilfe der
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Neubauer-Zdhlkammer gezédhlt. Fir 6 Deckglaser wurden ca. 2x10° transfizierte Zellen
genutzt, die 5 Minuten lang mit 1100 rpm zentrifugiert, mit 2 ml PBS gewaschen und erneut
5 Minuten mit 1100 rpm zentrifugiert wurden. Anschliefend wurde das Zellpellet mit 120 ul
AIMV-Medium gemischt und 20 ul Zellsuspension wurde jeweils auf 1 Deckglas in der 6-
Lochplatte gegeben. Es wurden 3 Anti-CD3-beschichtete Deckgldaser und 3 Poly-Ornithin-
beschichtete Deckglaser genutzt. Damit die Zellen sich absetzen, wurden sie abgedunkelt flr
10 Minuten stehen gelassen. Wahrenddessen wurde eine 4%-PFA-Losung aus der 15%-PFA-
Losung vorbereitet. Flir 1 ml 4%-PFA-L6sung wurden zu diesem Zweck 266,66 pl 15%-PFA mit
733,34 pl PBS verdinnt. Pro Deckglas wurde 1 ml 4%-PFA vorbereitet. Nach 10 Minuten
wurde vorsichtig mit einer Pipette das Medium von jedem Deckglas entfernt und jedes
Deckglas vorsichtig mit 4%-PFA bedeckt. Nach 30 Minuten wurde das 4%-PFA entfernt und 2
Mal mit PBS gewaschen. Als ndchstes wurde zum Permeabilisieren der Zellmembran
0,1% Triton-100X in DPBS auf die Deckgldser gegeben und diese 30 Minuten abgedunkelt
stehen gelassen. Nach Entfernen der Permeabilisierungslosung wurde eine
Blockierungslosung mit 0,1% Triton-100X und 2% BSA in DPBS auf die Deckglaser gegeben und
diese flir 15-30 Minuten abgedunkelt stehen gelassen. Danach wurde der Alexa-Fluor-647-
GzmB-Antikorper 1:200 in der Blockierungslosung verdiinnt. Pro Deckglas wurden 50 pl des
verdiinnten Antikérpers auf einen Paraffin-Streifen auf der Arbeitsfliche gegeben.
AnschlieBend wurde mit einer Pinzette das Deckglas aus der 6-Lochplatte genommen,
vorsichtig die restliche Fliissigkeit abtropfen gelassen, das Deckglas mit der oberen Seite nach
unten auf die mit 50 pl verdiinnten Alexa-Fluor-647-GzmB-Antikorper gelegt und fir 1 Stunde
inkubiert. AnschlieBend wurde jedes Deckglas 3 Mal mit PBS gewaschen. Zuletzt wurde pro
Deckglas ein Tropfen Fixiermedium auf einen Objekttrager gegeben und jedes Deckglas mit
der oberen Seite, auf der sich die Zellen befanden, nach unten auf das Befestigungsmedium
(Mounting Medium) gegeben. Nach wenigen Minuten konnten die fixierten Zellen auf dem
Objekttrager fiir Experimente mit einem Mikroskop genutzt werden oder bei 4°C fiir 1 Woche

bis zum Mikroskopieren gelagert werden.

3.2.7 “Structured lllumination”- Mikroskopie

Bei der “Structured Illumination”-Mikroskopie kommt ein Mikroskop mit einer besonders

hohen Auflésung zum Einsatz. Diese Auflésung wird erreicht, indem die Zelle mit einem
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strukturierten Beleuchtungsmuster zur Anregung der fluoreszierenden Strukturen beleuchtet
wird. Das Beleuchtungsmuster wird liber die Probe schrittweise verschoben und verdreht, so
dass insgesamt 15 Rohdaten-Bilder entstehen, die verrechnet werden. Die Verrechnung der
Rohdatenbilder ergibt ein hochaufgeldstes Endbild, bei dem die bisherige Auflésungsgrenze

von 200 nm fast halbiert wird (Gustafsson et al., 2008).

Die Bilder der fixierten Zellen wurden mit einem Elyra PS.1 Mikroskop (Zeiss, Jena,
Deutschland) mit einem 63x Planachromat- Objektiv (NA 1.4) und Laseranregungen bei
488 nm, 561 nm und 635 nm aufgenommen. Danach wurden die Bilder verarbeitet. Zur

Aufnahme wurde die Zeiss Efficient Navigator - Software genutzt (ZEN).

3.2.8 Interne Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie

Zur Untersuchung der Ausschittung der CD63-pHuji positiven Vesikel wurde die interne
Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie (engl. total internal reflection fluorescence
microscopy, TIRFM) verwendet. Das ist ein spezialisiertes Mikroskop, das den Umstand
ausnutzt, dass ein Laserstrahl, der in einem flachen Winkel auf eine Grenzflaiche zwischen
Wasser und Glas fallt, total reflektiert wird. So entsteht im Wasser hinter dem Glas ein
Lichtfeld, dessen Lichtintensitat exponentiell abfallt. Die Eindringtiefe betragt zwischen 100 -
200 nm. Fluoreszierende Strukturen in diesem Bereich werden zur Emission angeregt
(Thompson et al., 1981). TIRFM eignet sich aus diesem Grund gut zur Beurteilung von

Strukturen nahe des Deckglases wie beispielsweise die IS.

Das genutzte TIRFM von Visitron Systems GmbH (Puchheim, Deutschland) besteht aus einem
automatisierten Inversmikroskop IX83 von Olympus, das mit einem Olympus Autofokus,
einem UAPON100XOTIR- NA1.49-Objektiv von Olympus einem 488 nm 100 mW-Laser, einem
561 nm 100 mW-Festkorperlaser, einem iLAS2-Beleuchtungskontrollsystem (Roper Scientific
SAS, Frankreich), einer evolve-Prime95B-Kamera (Teledyne Photometrics) und einem
Filterwiirfel ausgestattet ist. Der Filterwirfel enthdlt einen Semrock-Filter (Rochester, NY,
USA), einen FF444/520/590/Di01 dichroischen Filter und einen FF01-465/537/623
Emissionsfilter. Das TIRFM wurde von der Visiview-Software (Version 4.0.0.11, Visitron GmbH)

gesteuert.
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3.2.9 Genutzte Software

Imagel, National Institutes of Health, Federal Government of USA
Zeiss Efficient Navigator (ZEN) 2012, Carl Zeiss

IGOR Pro 2018, WaveMetrics

Sigmaplot
Office 2016, Microsoft

EndNote 20

3.2.10 Analyse der Daten

Die Analyse der aufgenommenen Bilder erfolgte in Imagel. Fiir die Quantifizierung der Ko-
Lokalisation wurden sowohl der Mander's Uberlappungskoeffizient als auch der Pearson's
Uberlappungskoeffizient mithilfe des JACoP-Plugin in Image) genutzt. Der Schwellenwert
wurde manuell eingestellt. Fiir die Analyse der TIRFM-Aufnahmen wurden in Imagel) die
cytotoxischen T-Zellen (CTL) mit CD63-pHuji positiven Vesikeln als interessante Region (engl.
region of interest, ROI) umkreist und mit einer Nummer, einer sogenannten Zell-ID benannt.
Danach wurde mit dem ,Plot-Z-Axis-Profil“ die Fluoreszenzintensitat gemessen. Weil es sich
bei pHuji um einen pH-sensitiven Farbstoff handelt, steigt bei Fusion eines CD63-pHuji
positiven Vesikels aufgrund des Wechsels des pH-Wertes von sauer zu neutral die
Fluoreszenzintensitat im Bereich der markierten CTL stark an. Auf diese Weise wurden CTL,
die Fusion zeigten, erkannt. AnschlieBend wurden die CD63-pHuji positiven Vesikel zur
genaueren Analyse ebenfalls durch ein ROl markiert. Nach Subtraktion der
Hintergrundfluoreszenz wurde fiir jedes einzelne CD63-pHuji positive Vesikel die
Fluoreszenzintensitdat mit dem ,Plot-Z-Axis-Profil“ gemessen und als Liniendiagramm
dargestellt. Wenn ein schneller Anstieg der Fluoreszenzintensitat festgestellt werden konnte
- also ein Fusionsereignis vorlag, wurde das Fusionsereignis mit einer Fusions-ID benannt. Die
Fluoreszenzintensitatswerte von jedem Fusionsereignis wurden in Excel kopiert und
gespeichert. Mit dem Programm IGOR Pro 2018, WaveMetrics und dem NeuroMatic-Makro

wurden aus dem zeitlichen Verlauf der Fluoreszenzwerte die Kinetik des Verlaufs analysiert.
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Dabei wurde die Anstiegszeit von 10% tber den niedrigsten Punkt bis 90% unter dem héchsten
Punkt berechnet. Die berechnete Abfallzeit entspricht der bendétigten Zeit, in der die
Fluoreszenz auf 36,8% der maximalen Intensitat abfallt. Bei TIRFM-Experimenten mit zwei
verschiedenen Laseranregungen erfolgte in Imagel) ein Alignement der Aufnahmen beider

Laser anhand von aufgenommenen Beads mit dem ,,Cairn Image Splitter Analyser” Plugin.

3.2.11 Statistik

Zur Uberpriifung der Signifikanz wurden bei nicht-normalverteilten Daten der Mann-Whitney-
U-Test sowie der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test und bei Normalverteilung der t-Test in

Sigmaplot durchgefihrt.
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4  Ergebnisse

4.1 Ko-Lokalisation zwischen CD63-pHuji, CD81-pHluorin und

Granzym B

Zunachst haben wir die Lokalisierung der Exosomen in murinen CTLs untersucht. Die
Experimente wurden mit murinen CTL durchgeflhrt, weil dies unter anderem die Moglichkeit
eroffnete Experimente mit den Knock-In-Mausen (bspw. GzmB-mTFP-Knock-In-Maus)
durchzufiihren. Die meist genutzten Markerproteine fiir Exosomen sind CD63, CD81, TSG-101
und Alix (Verweij et al.,, 2018; Willms et al.,, 2016). Leider gab es zum Zeitpunkt der
Experimente fir diese Studie fiir keines dieser murinen Proteine zuverlassige Antikorper.
Daher musste die Lokalisierung der Exosomen durch Uberexpression von Markerproteinen
welche an ein fluoreszierendes Protein gekoppelt wurden, durchgefiihrt werden. Dabei
entschieden wir uns fliir CD63-pHuji und CD81-pHluorin, weil diese nicht nur fir die
Lokalisierung eingesetzt werden kénnen, sondern auch fiir die Untersuchung deren Exozytose
(Verwej et al und Bebelsmann et al). Vor allem interessierte uns, ob zwischen beiden
potentiellen Exosomenmarkern eine Ko-Lokalisation vorliegt und ob eine Ko-Lokalisation mit
Granzym B (GzmB) als Marker cytotoxischer Granula (CG) besteht. Hierflir wurden zunachst
cytotoxische T-Zellen (CTL) aus der Milz von Wildtyp-Mausen (WT) isoliert. 3 bis 6 Tage nach
der Isolation wurden die Zellen mit CD63-pHuji und CD81-pHluorin transfiziert. Die CTL
wurden zur Ausbildung einer Immunsynapse (IS) auf CD3-beschichtete Deckgldser gegeben,
fiir 10 Minuten stehen gelassen, danach fixiert und mit anti-GzmB-Alexa-647 immun-gefarbt.
Die mittels ,Structured illumination“-Mikroskopie (SIM) aufgenommenen Bilder zeigen fir
CD81-pHluorin (gelb markiert), fiir CD63-pHuji (dargestellt in Magenta) und fiir GzmB
(dargestellt in Tirkis) kleine vesikeldahnliche Strukturen. Zwischen den Vesikeln in den
jeweiligen Farbkanilen besteht rein optisch teilweise eine Uberlappung (siehe weiRe Punkte
im Overlay) (Abbildung 6a). Der Grad der Ko-Lokalisierung wurde mit dem Pearson’s
Uberlappungskoeffizient und dem Mander's Uberlappungskoeffizient ermittelt (Abbildung
6b-c). Der Pearson's Uberlappungskoeffizient zwischen CD63-pHuji und CD81-pHluorin betrug
im Durchschnitt 0,15 + 0,03 (Nmaus = 2, Nzellen = 32). ZwWischen CD81-pHluorin und GzmB betrug

der Pearson's Uberlappungskoeffizient durchschnittlich 0,08 + 0,02.
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Abbildung 6: Untersuchung der Ko-Lokalisation von CD81-pHIluorin, CD63-pHuji und Granzym B in
cytotoxischen T-Zellen (CTL) mithilfe von ,,Structured illumination” - Mikroskopie (SIM)

a) Darstellung einer reprdsentativen, stimulierten CTL, die zur Ausbildung einer IS auf ein CD3-be-
schichtetes Deckglas gegeben wurde. Die Zelle tiberexprimiert CD81-pHluorin (gelb) und CD63-pHuiji
(Magenta). Nach Fixierung wurde GzmB mit einem anti-GzmB-Antikérper gekoppelt an Alexa-647
(Tlrkis) gefarbt. Die Aufnahme wurde mit SIM durchgefihrt. MaRstabsbalken: 1 um. b, c) Ko-Loka-
lisationsanalyse mit dem Pearson's Uberlappungskoeffizient (b) und dem Mander's
Uberlappungskoeffizient (c) von CD63, CD81 und GzmB (Nmaus = 2; Nzellen = 32; *** p <0,001).

Dagegen war der Pearson’s Uberlappungskoeffizient zwischen CD63-pHuji und GzmB mit
einem Durchschnitt von 0,47 £ 0,04 (Nmaus = 2, Nzellen = 32) deutlich héher. Dies war mit einem
p-Wert von <0,001 (p-Wert=1.725E-13) im durchgefiihrten t-Test statistisch signifikant
(Abbildung 6b). Der Mander's Uberlappungskoeffizient zwischen CD63-pHuji und CD81-
pHluorin war mit durchschnittlich 0,11 + 0,03 sowie mit durchschnittlich 0,13 + 0,03 zwischen
CD81-pHluorin und CD63-pHuji niedrig. Das Gleiche galt auch fir den Mander's
Uberlappungskoeffizient zwischen CD81-pHluorin und GzmB mit durchschnittlich 0,07 + 0,02
sowie zwischen GzmB und CD81-pHluorin mit durchschnittlich 0,08 + 0,03. Der Mander's
Uberlappungskoeffizient war fiir CD63-pHuji und GzmB mit durchschnittlich 0,39 + 0,04 sowie
flir GzmB und CD63-pHuji mit durchschnittlich 0,53 + 0,04 deutlich hoher. Im durchgefihrten

Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test unter den durchschnittlichen Mander's Uberlappungs-
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koeffizienten zwischen CD63-pHuji und GzmB und CD81-pHluorin und GzmB konnte eine
statistisch signifikant hohere Ko-Lokalisation zwischen CD63-pHuji und GzmB gegeniiber
CD81-pHluorin und GzmB nachgewiesen werden (Nmaus =2, Nzellen =32; ***p<0,001)
(Abbildung 6c). Es besteht daher eine deutlich hohere Ko-Lokalisation zwischen CD63-pHuji
und GzmB als zwischen CD63-pHuji und CD81-pHluorin.

4.2 Interne Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie zur Unter-
suchung der Fusion CD63-pHuji positiver Vesikel an der

Immunsynapse

Aufgrund der interessanten Ko-Lokalisation zwischen CD63-pHuji und Granzym B entschieden
wir uns dafr, die CD63-pHuiji positiven Vesikel naher zu untersuchen und CD63-pHuji positive
Fusionsereignisse mit Echtzeit-Mikroskopie zu beobachten. Hierflir wurden CTL nach 4 bis 7
Tagen Kultivierung mit CD63-pHuji transfiziert. Die Transfektionseffizienz betrug 38,5%
(Nmaus = 1, nzellen = 361). Ab 12 Stunden nach Transfektion wurden die CTL auf einem mit CD3-
beschichteten Deckglas Uber insgesamt 600 Sekunden mit interner Totalreflexions-
fluoreszenzmikroskopie (TIRFM) zuerst in =0,1 uM - haltiger Calciumlésung und dann in
10 mM - haltiger Calciumlésung aufgenommen und die Ausbildung der IS durch die CD63-
pHuji tGberexprimierenden CTL sowie die Fusion CD63-pHuji positiver Vesikel beobachtet
(Abbildung 7a). 32,4 % der CTL, die CD63-pHuji liberexprimiert haben, zeigten CD63-pHuji
positive Fusionsereignisse (Nmaus=1, nzellen= 139). Die Analyse des zeitlichen Verlaufs der
Fluoreszenzintensitdt von CD63-pHuji ergab, dass es zwei unterschiedliche Typen von
Fusionsereignissen gibt (Abbildung 7). Bei dem einen Typ zeigte sich schnell eine starke
Zunahme der Helligkeit des beobachteten und mit einem Pfeil markierten Vesikels mit
Maximum nach 5 Sekunden, gefolgt von einem schnellen Verschwinden (Abbildung 7b). Dies
entspricht einem schnellen Anstieg und einem schnellen Abfall der Fluoreszenzintensitat
(Abbildung 7c). Bei dem zweiten Typ zeigte sich ebenfalls eine schnelle Zunahme der
Helligkeit, entsprechend einem schnellen Anstieg der Fluoreszenzintensitdt, jedoch ein

langsamerer Abfall der Fluoreszenzintensitat (Abbildung 7d und 7e).
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Abbildung 7: Interne Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie (TIRFM) der Fusion von CD63-pHuji
positiven Vesikeln an der Inmunsynapse (IS)

a) Darstellung einer reprasentativen, stimulierten CTL, die CD63-pHuji liberexprimiert. Mittels
TIRFM wurde die Ausbildung einer IS auf einem mit CD3-beschichteten Deckglas sowie die Fusion
CD63-pHuiji positiver Vesikel untersucht. MaRstabsbalken: 5 um. b, d) Darstellung reprasentativer
CD63-pHuji positiver Fusionsereignisse von CTL an der IS zu definierten Zeitpunkten. c, e) Graphische
Darstellungen der Fluoreszenzintensitat in beliebigen Einheiten (engl. arbitrary units, AU) der Fusi-
onen dargestellt in b bzw. d Uber 30 Sekunden. f) Darstellung eines CD63-pHuji positiven
Fusionsereignisses mit Austritt von kleinen vesikuldaren Strukturen im Anschluss an die Fusion, ver-
groRert dargestellt. Um diese zu verdeutlichen wurde der lokale Kontrast durch den ImageJ CLAHE
Plugin erhoht (untere Reihe). g) Graphische Darstellung der Fluoreszenzintensitat der in f dargestell-
ten Fusion.
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Teilweise beobachteten wir CD63-pHuji positive Fusionsereignisse, bei denen das Vesikel, das
bereits Fusion gezeigt hatte, im weiteren Verlauf einen weiteren starken Anstieg der
Fluoreszenzintensitat aufwies. Auflerdem bestand optisch der Eindruck als wiirden aus dem
fusionierten Vesikel fluoreszierende Punkte austreten. Ein Beispiel fiir ein solches CD63-pHuiji
positives Fusionsereignis mit der gemessenen Fluoreszenzintensitat ist in Abbildung 7f und 7g
dargestellt. Flr jedes einzelne Fusionsereignis wurde das Erscheinen des CD63-pHuji positiven
Vesikels im TIRFM-Feld (Abbildung 8a) sowie der Zeitpunkt der Fusion beim Maximum der
Fluoreszenzintensitat (Abbildung 8b) bestimmt. Dabei ist zu sehen, dass CD63-pHuji positive
Vesikel wahrend der gesamten Aufnahmezeit an der IS erscheinen (Abbildung 8a) und
wahrend der gesamten Aufnahmezeit Fusionsereignisse auftreten (Abbildung 8b). Dariber
hinaus wurde der Beginn des Anstiegs der Fluoreszenzintensitat als Start der Fusion und das
Ende des Abfalls der Fluoreszenzintensitat im Liniendiagramm als Ende der Fusion definiert.
Mit dem Erscheinen des CD63-pHuji positiven Vesikels und dem definierten Start der Fusion
wurde die Verweilzeit des Vesikels im TIRFM-Feld vor Fusion berechnet (Abbildung 8e). Die
mittlere Verweilzeit aller CD63-pHuji positiven Vesikel vor Fusion betrug 28,0 + 5,6 Sekunden
(Nmaus = 1; Nzellen = 45; Nrusion = 120). Allerdings fiel eine breite Streuung der Verweilzeit von
wenigen Millisekunden bis iber 100 Sekunden auf. Es wurde auch die Fusionsdauer
ausgerechnet, indem die Zeit zwischen Beginn des Anstiegs der Fluoreszenzintensitat und
Ende des Abfalls der Fluoreszenzintensitat berechnet wurde. Die mittlere Fusionsdauer aller
CD63-pHuji positiven Vesikel betrug 1,7 £ 0,3 Sekunden (Nmaus = 1; Nzellen = 45; Nrusion = 120).
Zur weiteren Quantifizierung der CD63-pHuji positiven Fusionsereignisse wurde die
Anstiegszeit berechnet (Abbildung 8g). Die mittlere Anstiegszeit lag bei 0,36 + 0,04 Sekunden
(Nmaus = 1; Nzellen = 45; Nrusion = 120). Die  Abfallzeit betrug  durchschnittlich
1,27 + 0,36 Sekunden (Abbildung 8h). Interessanterweise besteht zwischen den schnelleren
Fusionsereignissen und den langsameren Fusions-ereignissen ein flieBender Ubergang, wie

man anhand der Verteilung der Abfallzeiten sehen kann.

Es ist zu beachten, dass fir die in Abbildung 8 dargestellten Ergebnisse teilweise
unterschiedliche Zellen analysiert wurden. Fiir die Grafiken 8a-d wurden Zellen aus Kulturen
von 2 Mausen analysiert (Nmaus = 2; Nzellen = 42; Nrusion = 136). Fiir die Grafiken 8e-h wurden

Kulturen aus 1 Maus analysiert (Nmaus = 1; Nzellen = 45; Nrusion = 120).
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Abbildung 8: Analyse der Fusion CD63-pHuji positiver Vesikel von cytotoxischen T-Zellen (CTL) an
der Immunsynapse (IS) in =0,1 uM - und 10 mM - Calciumlésung

a) Darstellung des Erscheinens der CD63-pHuiji positiven Vesikel an der IS benannt mit einer Fusions-
ID Gber 600 Sekunden. Die gestrichelte Linie markiert den Zeitpunkt, an dem 10 mM - Calciumldésung
hinzugefiigt wurde. b) Streudiagramme der Fusionsereignisse von CD63-pHuji positiven Vesikeln an
der IS flr alle CTLs lber die Zeit. Jedes Ereignis ist mit einer Fusions-ID benannt. c) Balkendiagramm
der absoluten Anzahl von CTL, die Fusion gezeigt haben, innerhalb des gesamten Experimentes
(Alle), innerhalb der ersten 300 s bei einer extrazelluldren [Ca%*"] von =0,1 uM bzw. in den letzten
300 s bei einer extrazelluldren [Ca*"] von 10 mM. d) Vergleich der Anzahl an Fusionsereignissen in
=0,1 uM - Calciumlésung und in 10 mM - Calciumlésung in Prozent (Nmaus=2; Nzellen = 42; Neu
sion = 136; *** p <0,001). e) Streudiagramm zum Vergleich der Verweilzeit der CD63-pHuji positiven
Vesikel vor Fusion in =0,1 uM - Calciumlésung und in 10 mM - Calciuml6ésung. f) Streudiagramm zum
Vergleich der Fusionsdauer CD63-pHuiji positiver Vesikel in =0,1 uM - Calciumlésung und in 10 mM -
Calciumlésung. g) Vergleich der Anstiegszeit der Fusion CD63-pHuji positiver Vesikel in =0,1 uM -
Calciumlésung und in 10 mM - Calciumlésung h) Vergleich der Abfallzeit der Fusion CD63-pHuji po-
sitiver Vesikel in =0,1 uM - Calciumlésung und in 10 mM - Calciumlésung dargestellt als
Punktdiagramm. Fir die Grafiken a-d wurden Kulturen aus 2 Mausen analysiert (Nmaus=2; Nze-
len = 42; Neusion = 136). Fir die Grafiken e-h wurden Kulturen aus 1 Maus analysiert (Nwaus=1;
Nzellen = 45; NFrusion = 120)

4.3  Calcium als Trigger der Fusion CD63-pHuiji positiver Vesikel

Weil Calcium einen Einfluss auf die Exozytose verschiedener Vesikel hat, untersuchten wir, ob
Calcium auch einen Einfluss auf die Fusion CD63-pHuiji positiver Vesikel hat. Daher wurden bei
der Untersuchung deren Fusion zwei Konditionen verwendet: =0,1 uM - haltige Calciumlésung
und 10 mM - haltige Calciumldsung. Hierflr wurden 42 CTL von 2 verschiedenen Mausen, die

insgesamt 80 CD63-pHuji positive Fusionsereignisse zeigten, untersucht und analysiert. Wie in
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Abbildung 8a zu sehen ist, fordert die Erh6hung der Calciumkonzentration das Erscheinen von
neuen Vesikeln an der IS. Darliber hinaus zeigte sich, dass signifikant mehr CD63-pHuji positive
Fusionsereignisse nach Zugabe von 10 mM - haltiger Calciumlosung auftraten.
Erstaunlicherweise tauchte eine geringe Anzahl von CD63-pHuji positiven Vesikeln bereits in
=0,1 uM -haltiger Calciumlésung auf, zur Fusion dieser geringen Anzahl CD63-pHuji positiven
Vesikels kam es jedoch erst nach Zugabe der 10 mM - haltigen Calciumlésung. Es traten 22
CD63-pHuji positive Fusionsereignisse in =0,1 uM - haltiger Calciumlésung und 58 in 10 mM -
haltiger Calciumlosung auf. Das ergibt eine Verteilung von 18,6 + 4,8% Fusionsereignisse in
=0,1 uM -haltiger Calciumlésung und 81,4 + 4,8% CD63-pHuiji positiver Ereignisse in 10 mM -
haltiger Calciuml6sung (Abbildung 8d) (Nmaus = 2; Nzellen = 42; Nrusion = 80; ***p < 0,001). Diese
Fusionsereignisse waren wie folgt verteilt: 13 CTL zeigten in =0,1 uM - haltiger Calciumlésung
CD63-pHuji positive Fusionsereignisse und 40 CTL zeigten in 10 mM -haltiger Calciumlésung
CD63-pHuji positive Fusionsereignisse (Abbildung 8c). Davon zeigten 10 CTL in beiden
Konditionen CD63-pHuji positive Fusionsereignisse. Calcium scheint daher ein wichtiger
Trigger CD63-pHuji positiver Fusionsereignisse zu sein. Interessanterweise hatte Calcium
keinen Einfluss auf die durchschnittliche Anzahl an Fusionsereignissen pro CTL: Diese betrug
in beiden Konditionen 3,2+0,7, in =0,1 uM - haltiger Calciumlésung 2,5+0,6 und in
10 mM - haltiger Calciumlésung 2,6 £ 0,5 (Nmaus= 2; Nzellen = 42; Nrusion = 80). Das lasst sich
damit erklaren, dass die Anzahl an CTL, die Fusionsereignisse zeigen, in erhohter
extrazelluldarer Calciumkonzentration deutlich héher ist. Einen signifikanten Einfluss von
Calcium auf die Verweilzeit der CD63-pHuji positiven Vesikel an der IS vor der Fusion
(Abbildung 8e), auf die Fusionsdauer (Abbildung 8f), auf die Anstiegszeit (Abbildung 8g) und
die Abfallzeit (Abbildung 8h) konnten wir nicht nachweisen (Nmaus=1; Nzellen =45;
NFusion = 120).

4.4 Position der Fusion CD63-pHuji positiver Vesikel in der
Immunsynapse

Weil wir bei der Untersuchung der Fusion CD63-pHuji positiver Vesikel optisch den Eindruck
hatten, dass diese im Zentrum der IS stattfand, entschieden wir uns fir ein Experiment mit
einer Doppel-Transfektion der CTL mit CD63-pHuji und Lifeact-eGFP an Tag 5 bis 7 mittels Elek-

troporation. Lifeact-eGFP farbt filamentdses Aktin (F-Aktin) und ermoglicht somit die
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Identifizierung der verschiedenen Zonen der IS: dSMAC, pSMAC und c¢cSMAC. Die Trans-
fektionseffizienz betrug 54,7% (Nmaus = 3, Nzellen =285). Flr die Aufnahmen wurden Lifeact-
eGFP und CD63-pHuji mit einem 488 nm- und einem 561 nm-Laser gleichzeitig angeregt, um
detektiert zu werden. Ab 12 Stunden nach Transfektion konnten so Ausbildung und
Veranderungen der IS anhand des Lifeact-eGFP sichtbar gemacht werden und die Position der
Fusion CD63-pHuji positiver Fusionen in Bezug auf Lifeact-eGFP iber 840 Sekunden -jeweils
420 Sekunden in =0,1 uM -haltiger Calciumlosung und 10 mM -haltiger Calciumlésung - mit
TIRFM untersucht werden. In Magenta dargestellt ist CD63-pHuji, das neben vesikularen

Strukturen auch teilweise membranése Strukturen markiert und das in Gelb dargestellte

Lifeact-eGFP markiert das filamentdse Aktin in der IS (Abbildung 9).

d

Abbildung 9: Beobachtung der Ausbildung und Veranderung der Immunsynapse (IS) einer

cytotoxischen T-Zelle (CTL), die Lifeact-eGFP und CD63 pHuji liberexprimiert

Darstellung einer reprasentativen, stimulierten CTL, die auf ein CD3-beschichtetes Deckglas gegeben

wurde, sodass es zur Ausbildung einer IS gekommen ist. Die CTL Uberexprimiert Lifeact-eGFP (gelb)

zur Markierung des Aktinrings und CD63-pHuji (Magenta). Die Aufnahme erfolgte mit TIRFM Gber

420 Sekunden in =0,1 uM - Calciumlosung und weitere 420 Sekunden in 10 mM - Calciumldsung.
36,5,0% der CTL, die CD63-pHuji und Lifeact-eGFP Uiberexprimierten, zeigten CD63-pHuji po-
sitive Fusionsereignisse (Nmaus = 3, Nzellen = 156). Um die CD63-pHuji positiven Vesikel besser
zu charakterisieren, zahlten wir fiir 56 CTL, die CD63-pHuji positive Fusionsereignisse gezeigt

hatten, eine Gesamtzahl von 1926 CD63-pHuji positiven Vesikel an der IS. Durchschnittlich

34,4 + 3,3 CD63-pHuji positive Vesikel pro CTL waren im TIRFM-Feld sichtbar. Im Durchschnitt
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fusionierten 9,1+ 0,9% der an der IS erschienen CD63-pHuji positiven Vesikel pro CTL
(Nmaus = 3; Nzellen = 56; Nvesikel = 1926; Nfusion = 122).
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Abbildung 10: Analyse der Fusion CD63-pHuji positiver Vesikel von cytotoxischen T-Zellen (CTL),
die zusatzlich Lifeact-eGFP uiberexprimieren, an der Immunsynapse (IS) in =0,1 uM - und 10 mM -
Calciumlésung

a) Darstellung des Erscheinens der CD63-pHuji positiven Vesikel an der IS benannt mit einer Fusions-
ID Uber 840Sekunden. Die gestrichelte Linie markiert den Zeitpunkt, an dem
10 mM - Calciumlésung hinzugefiigt wurde. b) Streudiagramme der Fusionsereignisse CD63-pHuji
positiver Vesikel an der IS flr alle CTLs lber die Zeit. Jedes Ereignis ist mit einer Fusions-ID benannt.
c) Balkendiagramm der absoluten Anzahl von CTL, die Fusion gezeigt haben: In der gesamten
Aufnahmezeit (Alle), innerhalb der ersten 420 s bei einer extrazelluldren [Ca?*] von =0,1 uM bzw. in
den letzten 420s bei einer extrazelluldren [Ca?*] von 10 mM. d) Vergleich der Anzahl an
Fusionsereignissen in =0,1 uM - Calciumlésung und in 10 mM - Calciumlésung in Prozent (Nmaus = 3;
Nzelien = 57; Neusion = 125; *** p <0,001). e) Streudiagramm zum Vergleich der Verweilzeit der CD63-
pHuji positiven Vesikel vor Fusion in =0,1 uM - haltiger Calciumlosung und in 10 mM - haltiger
Calciumlosung. f) Streudiagramm zum Vergleich der Fusionsdauer CD63-pHuji positiver Vesikel in
=0,1 uM - Calciumlésung und in 10 mM - Calciumlésung. g) Vergleich der Anstiegszeit der Fusion
CD63-pHuji positiver Vesikel in =0,1 uM - Calciumlésung und in 10 mM - Calciumldsung. h) Vergleich
der Abfallzeit der Fusion CD63-pHuji positiver Vesikel in =0,1 uM - Calciumlésung und in
10 mM - Calciumldsung dargestellt als Streudiagramm.

Zur Validierung des Ergebnisses, dass Calcium die Fusion CD63-pHuji positiver Vesikel anregt,
erfolgte auch bei diesem Experiment mit CTL, die CD63-pHuji und Lifeact-eGFP Uber-expri-

mierten, eine Untersuchung in Bezug auf die Fusion CD63-pHuji positiver Vesikel in

=0,1 uM - haltiger Calciumlésung und 10 mM - haltiger Calciumlésung. Wie in Abbildung 10a
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zu sehen ist, erschienen auch in diesem Experiment mehr CD63-pHuji positive Vesikel an der
IS nach der Zugabe von 10 mM - haltiger Calciumlosung (Abbildung 10a) und es kam zu mehr

Fusionsereignissen in 10 mM -haltiger Calciumlésung (Abbildung 10b).

Von 125 CD63-pHuji positiven Fusionsereignissen traten 40 in =0,1 uM - haltiger
Calciumlésung und 85 in 10 mM - haltiger Calciumlosung auf. Prozentual ergibt das
32,3+5,9% CD63-pHuji positive Fusionsereignisse in =0,1 uM - Calciumlésung und
67,7 £ 5,9% CD63-pHuji positive Fusionsereignisse in 10 mM - Calciumlésung. Auch wenn das
Ergebnis weniger eindeutig ausfallt, ist es stark statistisch signifikant (Nmaus = 3; Nzellen = 57;
Nrusion = 125; ***p <0,001) (Abbildung 10d). Diese Fusionsereignisse waren folgendermaRen
verteilt: Von 57 CTL zeigten 42 CTL in 10 mM - haltiger Calciuml6sung Fusionsereignisse und
23 CTLin =0,1 uM - haltiger Calciumlésung. Davon zeigten 8 CTL in beiden Konditionen CD63-
pHuji positive Fusionsereignisse. Auch in diesem Experiment konnten wir keinen Einfluss auf
die durchschnittliche Anzahl von CD63-pHuji positiven Fusionsereignissen feststellen: Diese
betrug durchschnittlich 2,2 £ 0,3 CD63-pHuji positive Fusionsereignisse in beiden Konditionen,
in =0,1 uM - haltiger Calciumlésung waren es durchschnittlich 1,9 + 0,5 und in 10 mM -haltiger
Calciumlésung 2,0 £ 0,2 (Nmaus = 3; Nzellen = 57; Nrusion = 125). Die Erklarung hierfir ist, dass
deutlich mehr CTL in einer extrazelluldren [Ca%'] von 10 mM Fusionsereignisse zeigten. Bei
Analyse der Verweilzeit der CD63-pHuji positiven Vesikel im TIRFM-Feld mit Lifeact-eGFP fiel
eine breite Streuung mit Verweilzeiten von wenigen Millisekunden bis zu Verweilzeiten von
Uber 100 Sekunden auf. Einen Einfluss von Calcium auf die Verweilzeit konnten wir jedoch
nicht feststellen (Abbildung 8e). Im Vergleich zum Experiment mit CTL, die lediglich CD63-
pHuji Uberexprimierten, erscheint die Fusionsdauer von CD63-pHuji positiven
Fusionsereignissen von CTL mit Ko-Expression von CD63-pHuji und Lifeact-eGFP mit einer
durchschnittlichen Fusionsdauer von 29,7 + 4,1 Sekunden verlangert. Ein Einfluss von Calcium
auf die Fusionsdauer konnte jedoch nicht nachgewiesen werden (Abbildung 10f). Auch die
durchschnittliche Anstiegszeit mit 0,5+ 0,05 Sekunden (Abbildung 10g) und die
durchschnittliche Abfallzeit mit 10,7 + 1,5 Sekunden (Abbildung 10h) wirkt in diesem
Experiment verlangert. Ein Einfluss von Calcium auf die Anstiegszeit und die Abfallzeit konnte

nicht nachgewiesen werden (Nmaus = 3; Nzellen = 57; Nrusion = 125).
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Abbildung 11: Position der Fusion CD63-pHuji positiver Vesikel in der Immunsynapse (IS)

a) Beispielhafte Darstellung der IS mit Unterteilung in den dSMAC, den pSMAC und den ¢cSMAC
(Dustin et al., 2010). b) Darstellung einer reprasentativen CTL, die Lifeact-eGFP und CD63-pHuiji
Uberexprimiert. Zur Ausbildung einer IS wurde die CTL auf ein CD3-beschichtetes Deckglas gegeben.
Danach wurde mittels TIRFM die Fusion CD63-pHuji positiver Vesikel beobachtet. Zur Analyse der
Position der CD63 positiven Vesikel in der IS wurde der Aktin-Ring von auRen markiert. Anhand des
duReren Aktin-Rings wurden zwei weitere Zonen definiert. c) Verhaltnis in Prozent der Fusionser-
eignisse von CD63 pHuji positiven Vesikel in Bezug auf deren Position zum Aktin-Ring (Nmaus= 3;
Nzetlen = 41; Neysion = 118; *** p <0,001). d) Anzahl der Fusionsereignisse von CD63-pHuji positiven
Vesikeln in den unterschiedlichen Zonen der IS, wie sie in b definiert wurden.

Um die Position der Fusion an der IS zu analysieren, wurde per Auge eingeschatzt, ob die
Fusion des CD63-pHuji positiven Vesikels in der Mitte des Lifeact-eGFP-Rings oder auf dem
Lifeact-eGFP Ring erfolgte. Es mussten CTL aus der Analyse ausgeschlossen werden, weil sich
die Fusion CD63-pHuiji positiver Vesikel per Auge nicht eindeutig zu ordnen lief3, sodass 41 CTL
beurteilt wurden. Von 92 CD63-pHuji positiven Fusionsereignissen traten 9 auf dem Aktin-Ring
und 83 im Zentrum des Aktin-Rings auf. Das ergibt eine Verteilung von 10,2 *+ 3,9% CD63-pHuji
positiven Fusionsereignissen auf dem Aktin-Ring gegeniber 89,8 + 3,9% CD63-pHuji positiven
Fusionsereignissen im Zentrum des Aktin-Rings (Nmaus=3; Nzellen =41; Nrusion =92;
*** p<0,001) (Abbildung 11c). Um die Position der CD63-pHuiji positiven Vesikel genauer zu
untersuchen, definierten wir 3 Zonen in der IS zum Zeitpunkt der Fusion des CD63-pHuji
positiven Vesikels: Wie in Abbildung 11b beispielhaft dargestellt, markierten wir von aullen
den Lifeact-eGFP-Ring, diesen markierten Ring verkleinerten wir um den Faktor 0,7 zum

mittleren Ring und um den Faktor 0,5 zum inneren Ring. Von 52 analysierten CTL mit 118
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CD63-pHuji positiven Fusionsereignissen fanden 8 CD63-pHuji positive Fusionsereignisse in
der duBeren Zone, 30 in der mittleren Zone und 80 in der inneren Zone statt (Nmaus = 3;

NZeIIen = 52, NFusion = 118) (Abb”dung 11d)

4.5 Fusionsereignisse von CD63-pHuji positiven Vesikeln und
Granzym B-mTFP

Nachdem wir im Ko-Lokalisationsversuch eine deutliche Ko-Lokalisation von CD63-pHuji und
GzmB festgestellt und dartber hinaus die Fusion CD63-pHuji positiver Vesikel im Zentrum des
Aktin-Rings beobachteten hatten, entschieden wir uns in einem Versuch mittels Echtzeit-
Mikroskopie genauer zu beobachten, ob bei der Fusion von CD63-pHuji positiven Vesikeln
auch eine Freisetzung von GzmB stattfindet. Hierflir nutzten wir CTL aus der Milz von GzmB-
mTFP-Knock-In-Mausen (Chitirala et al. 2020). 3 bis 6 Tage nach der Isolation wurden die CTL
mit CD63-pHuji transfiziert. Die Transfektionseffizienz lag bei 42,1% (Nmaus = 3; Nzellen = 535).
Ab 12 Stunden nach Transfektion wurden die CTL mittels TIRFM aufgenommen. Mit einem
488 nm- und einem 561-nm-Laser wurden GzmB-mTFP und CD63-pHuji gleichzeitig angeregt,
um detektiert zu werden. 31,1% der CTL, die CD63-pHuiji Giberexprimierten, zeigten insgesamt
176 CD63-pHuji positive Fusionsereignisse (Nmaus = 3; Nzellen=225). CD63-pHuji positive
Fusionsereignisse wurden auf eine Ko-Lokalisation mit GzmB-mTFP untersucht und daraufhin,
ob sowohl CD63-pHuji als auch GzmB-mTFP freigesetzt wurden. Die Freisetzung von GzmB-
mTFP wurde definiert durch einen Abfall von GzmB-mTFP um mindestens 50% in 200
Millisekunden und dessen vollstandiges Verschwinden in 400 Millisekunden. Von 176 CD63-
pHuji positiven Fusionsereignissen waren 139 GzmB-mTFP positiv und 37 GzmB-mTFP negativ.
In Abbildung 12a, 12b sowie 12c werden hierfiir reprasentative Fusionsereignisse, die mit
einem Pfeil markiert wurden, dargestellt sowie jeweils die dazugehoérigen Verlaufe der
Fluoreszenzintensitaten fir CD63-pHuji und GzmB-mTFP. Mit 76,6 + 4,34% GzmB-positiven
gegeniber 23,4 + 4,34% GzmB-negativen Fusionsereignissen waren signifikant mehr CD63-
pHuji positive Fusionsereignisse auch positiv auf GzmB-mTFP (Nmaus = 3; Nzellen= 70;
Nrusion = 176; *** p <0,001) (Abbildung 12d). Bei 139 CD63-pHuiji positiven Fusionsereignissen
mit Nachweis von GzmB-mTFP zeigte sich in 30 Fallen eine alleinige Exozytose von CD63-pHuji
positiven Vesikeln und in 109 Fallen die Exozytose von CD63-pHuji positiven Vesikeln mit

gleichzeitiger Freisetzung von GzmB mTFP. In 22,8 + 4,66% der Falle kam es nur zur Frei-
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setzung von CD63-pHuji und in 77,2 £ 4,66% zur Freisetzung sowohl von CD63-pHuiji als auch
von GzmB-mTFP (Nmaus = 3; Nzellen=60; Nrusion = 139; *** p <0,001). Die zur weiteren
Quantifizierung der CD63-pHuji positiven Fusionsereignisse berechnete mittlere Anstiegszeit
betrug 0,41 £ 0,04 Sekunden (Nmaus = 3; Nzellen = 70; Nrusion = 171) (Abbildung 12e). Mit den
Abfallzeiten von CD63-pHuji und GzmB-mTFP wurde ein Korrelationsplot mit Darstellung der
Abfallzeiten bei Fusion mit gemeinsamer Freisetzung von CD63-pHuji und GzmB-mTFP in
hellgrau, bei alleiniger Freisetzung von CD63-pHuji in Magenta und bei alleiniger Freisetzung
von GzmB-mTFP in Tirkis erstellt (Abbildung 12f) (Nmaus = 3; Nzellen= 70; Nrusion = 173). Hier fallt
auf, dass die Freisetzung von GzmB-mTFP hauptsachlich durch kurze Abfallzeiten bis 1
Sekunde gekennzeichnet sind, wo hingegen es bei der Freisetzung von CD63-pHuji
Abfallzeiten, die tiber 10 Sekunden betragen, gibt. Zu beachten ist, dass in 10 Fallen wo GzmB-
MTFP und CD63-pHuji zusammen freigesetzt wurden, auch bei der Freisetzung von GzmB-

mTFP langere Abfallzeiten beobachtet wurden.
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Abbildung 12: Untersuchung von Fusionsereignissen CD63-pHuji bzw. Granzym B-TFP positiver
Vesikel in cytotoxischen T-Zellen (CTL) mittels interner Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie
(TIRFM) an der Immunsynapse (IS)

a), b), c) Abbildungen von reprasentativen CTL isoliert aus der GranzymB-mTFP-Knock-in-Maus, die
CD63-pHuiji Giberexprimieren. Die CTL wurden zur Ausbildung einer IS auf CD3-beschichtete Deck-
glaser gegeben und mit TIRFM aufgenommen, um zu untersuchen, ob fusionierende CD63 positive
Vesikel auch GzmB-mTFP enthalten. Malstabsbalken: 5 um. In a ist ein reprasentatives Fusionser-
eignis von einem CD63-pHuji positiven, GzmB-mTFP negativen Vesikel dargestellt. Rechts davon
wurde der zeitliche Verlauf der Fluoreszenzintensitdt von CD63-pHuji dargestellt. In b wurde ein
reprasentatives Fusionsereignis eines Vesikels, das CD63-pHuji und GzmB-mTFP positiv ist darge-
stellt. Anhand des zeitlichen Verlaufs (rechts) der Fluoreszenzintensitdt von CD63-pHuji (Magenta)
und von GzmB-mTFP (Tdrkis) ist erkennbar, dass beide Proteine freigesetzt werden. In ¢ wurde ein
reprasentatives Fusionsereignis eines CD63-pHuji und GzmB-mTFP positiven Vesikels dargestellt, in
dem das CD63 freigesetzt wurde, jedoch nicht das GzmB-mTFP. Dies ist anhand des zeitlichen Ver-
laufs der Fluoreszenzintensitdten (rechts) von beiden fluoreszierenden Proteinen erkennbar.
d) Anteil GzmB-positiver (GzmB*) Ereignisse und GzmB-negativer (GzmB’) Ereignisse in Bezug auf alle
CD63-pHuji-Fusionsereignisse in Prozent (Nmaus = 3; Nzellen = 70; Neusion = 174; *** p <0,001). e) Streu-
punktdiagramm der Anstiegszeit der Fluoreszenzintensitat der CD63-pHuji positiven Vesikel.
f) Korrelationsplot der Abfallzeiten der Fluoreszenzintensitdt von GzmB-mTFP und von CD63-pHuji.
In Tiirkis dargestellt sind die Abfallzeiten der GzmB-mTFP positiven Fusionsereignisse ohne Nach-
weis von CD63 pHuji. In Magenta dargestellt sind die Abfallzeiten der CD63 pHuji positiven
Fusionsereignisse ohne Nachweis von GzmB-mTFP. In hellgrau dargestellt sind die Abfallzeiten der
GzmB- und CD63 pHuiji positiven Fusionsereignisse.
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5 Diskussion

5.1 Hohere Ko-Lokalisation zwischen CD63 und Granzym B als
zwischen CD63 und CD81

In den letzten Jahrzehnten ist die Immunologie immer starker in den Fokus des
wissenschaftlichen und medizinischen Interesses gerlickt, unter anderem weil ein Weg
gefunden werden konnte, mithilfe des Immunsystems maligne Zellen zu bekampfen. Aber
auch die Forschung Uber Exosomen hat an Interesse gewonnen: Zum einen kénnen durch
Krebszellen ausgeschiittete Exosomen einen immunsupprimierenden Einfluss auf das
Immunsystem nehmen (Chen et al.,, 2018), zum anderen gibt es Versuche, von T-Zellen
ausgeschittete extrazellulare Vesikel (EVs) fiir die Krebstherapie zu entwickeln (Hong et al.,
2021). Im Rahmen dieser Arbeit haben wir CD63 als moéglichen Marker fiir Exosomen von
cytotoxischen T-Zellen (CTL) untersucht. Zunachst wurde die Ko-Lokalisation von CD63-pHuji
positiven Vesikeln mit CD81 pHluorin und Granzym B (GzmB) als Marker von cytotoxischen
Granula (engl. cytotoxic granules, CG) mittels ,,Structured illumination“-Mikroskopie (SIM) in
CTL untersucht. Sowohl CD63 als auch CD81 gelten als Marker flir Exosomen (Raposo und
Stoorvogel, 2013; Verweij et al.,, 2018), jedoch wurde CD63 auch auf CGs nachgewiesen
(Peters et al., 1991). Insofern war die nachgewiesene hohe Ko-Lokalisation zwischen CD63-
pHuji und GzmB, gefdarbt mit einem anti-GzmB-Antikérper gekoppelt an Alexa-647,
interessant.  Erstaunlicherweise war die Ko-Lokalisation zwischen den beiden
Exosomenmarkern CD63 und CD81 nicht besonders ausgepragt. Jedoch wurde 2021 durch
Han et al. ebenfalls nachgewiesen, dass die Ko-Lokalisation zwischen CD63 und CD81 auf EVs
von HEK293-Zellen, von MCF-Zellen und von B16BL6-Zellen nicht GibermaRig hoch ist: 11% der
EVs waren positiv auf CD63, CD81 und CD9 und weniger als 3% der EVs waren CD63-CD81
positiv und CD9 negativ. Mit 34% war der Anteil an nur CD63 positiven EVs hoch (Han et al.,
2021). Jedoch untersuchten Han et al. bereits ausgeschiittete EVs, wahrend in dieser Arbeit
die Ko-Lokalisation von CD63 und CD81 in intrazelluldren Vesikeln, d.h. in multivesikuldaren
Kérpern (engl. multivesicular bodies, MVBs) oder Multi core granules (MCGs), untersucht
wurde. Somit belegen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass CD63 und CD81 in CTL selten auf

denselben Vesikeln vorkommen.
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5.2 Variable Verweilzeiten von CD63-pHuiji positiven Vesikeln an der
Immunsynapse vor Fusion

Nachfolgend stellte sich die Frage, wie wir die CD63-pHuji positiven Vesikel weiter
untersuchen wollten. Zur Untersuchung von Exosomen ist eine viel genutzte Technik die
Isolation der Exosomen mittels Ultrazentrifugation aus dem Uberstand (Théry et al., 2006).
Mittels interner Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie (TIRFM) untersuchten Verweij et al. an
Hela-Zellen, die mit CD63-pHluorin transfiziert waren, die Fusion von MVBs und somit die
Freisetzung von Exosomen (Verweij et al., 2018). Auch unser Interesse galt der Frage, wie
Echtzeit-Mikroskopie der Fusion CD63-pHuji positiver Vesikel in CTL aussieht und wo diese
Fusionsereignisse stattfinden, sodass wir uns ebenfalls fiir TIRFM entschieden. Mit CD3-
beschichteten Deckglasern werden CTL stimuliert und zum Ausbilden einer Immunsynapse (IS)
auf dem Deckglas angeregt, wo in der sekretorischen Zone Degranulation stattfindet
(Stinchcombe, 2001). Weil sich mit TIRFM Ereignisse nahe des Deckglases besonders gut
beobachten lassen, ist TIRFM ein geeignetes Instrument fiir unsere Fragestellung. Bei der
Beobachtung CD63-pHuji positiver Fusionsereignisse konnten wir feststellen, dass einige
Vesikel lange Zeit vor der Fusion an der IS sichtbar waren, wahrend andere sehr schnell Fusion
zeigten. Die Zeit, die Vesikel an der IS vor Fusion sichtbar waren, haben wir in dieser Arbeit als
Verweilzeit bezeichnet. Man konnte stattdessen auch von Andockzeit der CD63-pHuiji
positiven Vesikel sprechen. Unter angedockten Vesikeln versteht man Vesikel, die an der
Plasmamembran schwach gebunden und somit sichtbar sind, bevor sie fiir die Fusion
vorbereitet werden (engl. priming) und schlieRlich eine Fusionspore bilden, um ihren Inhalt
freizusetzen (Becherer und Rettig, 2006; Verhage und Sgrensen, 2008). Fir CGs wurde durch
Ming et al. eine durchschnittliche Verweildauer von 28,5 Sekunden festgestellt, bei einer
starken Variabilitat von unter 1 Sekunde bis 296 Sekunden (Ming et al., 2015). Auch fiir CD63-
pHuji positive Fusionsereignisse von CTL, die aus der GzmB-mTFP-Knock-In-Maus gewonnen
wurden, fallt eine grolRe Bandbreite der Verweilzeiten zwischen wenigen Millisekunden und
mehr als hundert Sekunden auf bei einer mittleren Verweilzeit von 14,1 +2,4 Sekunden.
Jedoch gab es auch viele Ereignisse, wo es direkt nach Erscheinen des CD63-pHuji positiven
Vesikels zur Fusion kam. Fir Fusionsereignisse unmittelbar nach Erscheinen des Vesikels

wurde von Verhage et al. der Begriff ,,Crash-Fusion” eingefiihrt (Verhage, 2008). Wenn man
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<0,5 Sekunden als Grenzwert fir Crash-Fusion nimmt, betrug der Anteil von ,,Crash“-Fusion
an CD63-pHuiji positiven Fusionsereignissen 41,1 % (Nmaus = 3, Nzellen = 69, Nrusion = 163). Die
Zeit entspricht nicht der Studie von Mahmood et al. bei der die Freisetzung CD63-pHluorin
positiver Exosomen aus MVBs durch A549-Zellen untersucht wurde und eine minimale
Andockzeit von 1 Sekunde nachgewiesen wurde (Mahmood et al., 2023). , Crash-fusion”
Ereignisse fanden sowohl bei doppelt CD63-pHuji und GzmB-mTFP positiven Ereignisse wie
auch bei GzmB-negativen CD63-pHuji positiven Fusionsereignissen statt. Anhand der
Verweilzeit ist eine Zuordnung der CD63-pHuji positiven Fusionsereignisse zu einem
bestimmten Vesikel-Typ daher nicht moglich. Hierfir ist eine weitere Charakterisierung

notwendig.

5.3 Zwei Typen von CD63-pHuji positiven Fusionsereignissen

Bei der Analyse der CD63-pHuji positiven Fusionsereignisse konnten wir hauptsachlich zwei
Typen von Fusionen feststellen. Der erste Typ zeigt einen schnellen Anstieg sowie einen
schnellen Abfall der Fluoreszenzintensitat. Beim zweiten Typ kommt es nach einem schnellen
Anstieg der Fluoreszenzintensitat zu einem langsamen Abfall der Fluoreszenzintensitat. Eine
mogliche Erklarung hierfir ist, dass es sich um die Fusion verschiedener CD63-pHuiji positiver
Vesikel handelt. Estl et al. konnten ebenfalls fir Synaptobrevin2-pHuji als wichtigstem v-
SNARE von CGs kurze Fusionsereignisse und lange Fusionsereignisse mit langsamem Abfall der
Fluoreszenzintensitat von Synaptobrevin2-pHuji beobachten, wobei der Anteil an langen
Fusionsereignissen gering war. Wenn der Schwellenwert bei einer Sekunde liegt, entsprachen
ca. 15% aller Synaptobrevin2-pHuji positiven Fusionsereignisse einem langsamen Abfall (Estl
et al., 2020). In dieser Arbeit zeigten 23% aller CD63-positiven Fusionsereignisse aus den
Experimenten, in dem CD63-pHuji Gberexprimierende CTL aus Wildtyp-Mausen untersucht
wurden, einen langsamen Abfall. Bei den Experimenten mit CTL, die aus der GzmB-Knock-In-
Maus gewonnen wurden, war der Anteil mit langsamem Abfall mit 49% sogar héher. Eine
mogliche Erklarung fiir die Unterschiede zwischen den Versuchsreihen in dieser Arbeit ist die
Variabilitat zwischen den Kulturen (Nmaus = 1, Nzellen = 45, Nrusion = 120 flir die Experimente mit
CD63-pHuji Uberexpression, Nmaus=3, Nzellen= 70, Nrusion = 174 fiir die Experimente mit CD63-
pHuji Uberexpression in GzmB-mTFP-Knock-In-CTL). Bei beiden Versuchsreihen war der Anteil

an Fusionsereignissen mit langsamem Abfall hdher als der von Estl et al. Zwischen denin dieser
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Arbeit beschriebenen schnelleren CD63-pHuji positiven Fusionsereignissen und den schnellen
Synaptobrevin2-pHuji positiven Fusionsereignissen von Estl et al. besteht eine Ahnlichkeit,
sodass es sich bei den schnelleren CD63-pHuji positiven Fusionsereignissen moglicherweise
um die Fusion von SCGs mit Freisetzung l6slicher cytotoxischer Proteine handelt. Bei der
Untersuchung CD63-pHluorin positiver Fusionsereignisse von Hela-Zellen konnten Verweij et
al. nachweisen, dass es sich um die Fusion von CD63-pHIuorin positiven MVBs mit Freisetzung
von CD63-pHluorin positiven Exosomen handelte. Dabei wurden hauptsachlich langer
andauernde Signale von CD63-pHluorin beobachtet (Verweij et al., 2018). In Hela-Zellen
scheint CD63 ein spezifischer Marker fir MVBs und Exosomen zu sein. Fiir CTL wurde CD63
jedoch auf CGs nachgewiesen, weshalb sie auch als sekretorische Lysosomen bezeichnet
werden (Peters et al., 1991; Schmidt et al., 2009). Mittlerweile ist bekannt, dass es zwei
Klassen von CGs gibt: CGs mit einem elektronendichten Kern (engl. single core granules, SCG),
die losliche cytotoxische Proteine freisetzen, und CGs mit mehreren elektronendichten
Kernen und teilweise mit einem multivesikuldren Anteil (engl. multi core granules, MCG), die
supramolekulare Angriffspartikel (engl. supramolecular attack particles, SMAP) und Exosomen
freisetzen (Chang et al.,, 2022). Aufgrund der Beobachtung von hauptsachlich langen
Fusionsereignissen postulierten Verweij et al. eine unterschiedliche Fusionskinetik bei der
Fusion von MVBs mit Freisetzung von Exosomen verglichen mit der Fusionskinetik bei der
Freisetzung l0slicher Proteine (Verweij et al., 2018). Wahrend fiir Synaptobrevin2-pHuiji -
einem Protein auf der CG-Membran - hauptsachlich schnelle Fusionsereignisse von Estl et al.
beobachtet wurden und von Verweij et al. fir MVBs hauptsachlich lange MVB-
Fusionsereignisse nachgewiesen wurden, wurden in dieser Arbeit sowohl schnelle als auch
lange CD63-pHuiji positive Fusionsereignisse beobachtet (Estl et al., 2020; Verweij et al., 2018).
Dies kdonnte dahingehend interpretiert werden, dass es sich bei den CD63-pHuji positiven
Fusionsereignissen mit einer Abfallzeit von <1 Sekunde um die Degranulation von SCGs und
bei den Fusionsereignissen mit Abfallzeiten >1Sekunde um MCGs oder MVBs handelt.
Bebelman et al. berichteten liber unvollstindige MVB-Fusionsereignisse sichtbar gemacht
durch an pHluorin-gekoppelte Tetraspanine (TSPANS), bei denen auf einen Anstieg der
Fluoreszenzintensitat kein oder nur ein unvollstandiger Abfall der Fluoreszenzintensitat folgt.
Sie verglichen diese Ereignisse mit ,Kiss-and-run“-Exozytose von synaptischen Vesikeln, bei

der es lediglich zu einem kurzen Offnen der Fusionspore mit Abgabe des Vesikel-Inhalts aber
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nicht zu einem Verschmelzen des Vesikels mit der Membran kommt. Dieses Phanomen
erklarten sie mit einer unvollstandigen Fusion von MVBs mit keiner oder nur teilweiser
Freisetzung von Exosomen (Bebelman et al., 2020). Auch in dieser Arbeit sahen wir CD63-pHuji
positive Fusionsereignisse ohne Abfall der Fluoreszenzintensitdt oder nur mit einem
unvollstéandigen Abfall der Fluoreszenzintensitat. Da bekannt ist, dass ,Kiss-and-run” bei der
Exozytose verschiedener Vesikel auftreten kann, lasst dies keinen Riickschluss auf die
Zuordnung CD63-pHuji positiver Fusionsereignisse zu. Teilweise beobachteten wir im Bereich
eines CD63-pHuiji positiven Vesikels, das bereits Fusion gezeigt hatte, einen weiteren starken
Anstieg der Fluoreszenzintensitat und einen optischen Austritt von kleineren Vesikeln. Eine
mogliche Erklarung hierfiir ist, dass CD63-pHuji positive Exosomen aus dem Inneren des
fusionierten Vesikels beim Austritt ndaher ans Deckglas diffundieren und daher die
Fluoreszenzintensitat ansteigt. Eine weitere Erkldrung ist, dass es zunachst zu einer
unvollstandigen Fusion gekommen war und im weiteren Verlauf eine vollstandige Fusion
auftritt. Allgemein kann anhand der Fusionskinetik CD63-pHuji positiver Fusionsereignisse
bereits eine erste Zuordnung in SCGs fiir die kurzen Ereignisse und MCGs sowie MVBs fir die

langen Ereignisse vorgenommen werden.

5.4 Calciumist ein Trigger flir CD63-pHuji positive Fusionsereignisse

Calcium ist notwendig fiir die Exozytose verschiedener Vesikel. Der Nachweis, dass Calcium
wichtig fur die Zytolyse durch CTL ist, gelang Plaut et al. bereits in den 1970ern (Plaut et al.,
1976). Es reichen bereits relativ geringe Mengen an Calcium fir die Zytolyse der TC durch CTL
aus. Die gangige Meinung ist, dass die Zytolyse mittels Fas/Fas-Ligand-Signalweg weniger
Calcium bendtigt als die Zytolyse der TC durch Perforin und Granzyme (Kaschek et al., 2021).
Die Freisetzung von CGs ist jedoch ebenfalls in niedriger Calciumlésung mdglich, weshalb
vermutet wurde, dass Calcium eine zweite Welle an CG-Fusionen auslost (Sleiman et al.,
2020). Fur Exosomen konnte nachgewiesen werden, dass Calcium deren Freisetzung
unterstitzt. Dabei spielt sowohl Calcium aus intrazelluldaren Speichern als auch Calcium aus
dem extrazellularen Raum eine Rolle (Savina et al.,, 2003). In dieser Arbeit konnten wir
nachweisen, dass Calcium ein wichtiger Trigger fiir die Fusion CD63-pHuji positiver Vesikel ist.
Es zeigten signifikant mehr CTL CD63-pHuji positive Fusionsereignisse in 10 mM - haltiger

Calciumlésung als in =0,1 uM - haltiger Calciumlésung. Dies lie sich in der ersten
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Versuchsreihe mit TIRFM sehr deutlich nachweisen, in dem CTL nach einer Einzeltransfektion
CD63-pHuji Uberexprimierten. Aber auch CTL mit Ko-Expression von CD63-pHuji und Lifeact-
eGFP  zeigten signifikant mehr  CD63-pHuji  positive  Fusionsereignisse in
10 mM - Calciumlésung als in =0,1 uM - Calciumldsung. Allerdings bestand durchaus eine
Abweichung zwischen beiden Experimenten. Eine mogliche Erklarung hierfir ist, dass es eine
gewisse Variabilitat zwischen den Kulturen gibt (Nmaus = 2, nzellen = 47 flr die Experimente mit
CD63-pHuji-Expression, Nmaus = 3, nzelle = 57 fiir die Experimente mit CD63-pHuji- und Lifeact-
eGFP-Ko-Expression). Interessanterweise war vor allem die Anzahl der CTL, die CD63-pHuji
positive Fusionen zeigte, in 10 mM - haltiger Calciumlésung gegeniiber =0,1 uM - haltiger
Calciumlésung erhoht, wahrend die hohere extrazelluldre Calciumkonzentration keinen
wesentlichen Einfluss auf die durchschnittliche Anzahl der CD63-pHuji positiven
Fusionsereignisse pro CTL hatte. Calcium scheint also mehr CTL zur Fusion CD63-pHuji
positiver Vesikel anzuregen. Da die Fusion von CG und MVBs gleichermaRBen durch eine
intrazelluldare Erhéhung der Calciumkonzentration eingeleitet wird (Kaschek et al., 2021;
Savina et al., 2003), ist die Tatsache, dass Calcium ein Trigger fiir die CD63-pHuji positive
Fusionsereignisse war, nicht ausreichend, um zu klaren, ob diese Fusionsereignisse von CGs

oder MVBs stammen.

5.5 CD63-pHuji positive Fusionsereignisse finden vor allem im
Zentrum des Aktin-Rings statt

In Bezug auf die IS spielt Aktin eine wichtige Rolle: Es ist vor allem im distalen
supramolekularen Aktivierungscluster (dSMAC) und im peripheren supramolekularen
Aktivierungscluster enthalten (pSMAC). Zum einen bewirken retrograde Bewegungen des
Aktins im dSMAC, dass Mikrocluster aus T-Zellrezeptoren (engl. t-cell receptor, TCR) in den
zentralen supramolekularen Aktivierungscluster (cSMAC) gelangen (Yi et al.,, 2012), zum
anderen kann die Dichte des kortikalen Aktins regulierend auf die Degranulation von CGs
wirken (Ritter et al., 2017). Um die Position der CD63-pHuiji positiven Fusionsereignisse in der
IS zuordnen zu konnen, entschieden wir uns fiir eine fluoreszierende Markierung des
filamentésen Aktins (F-Aktin) in lebenden CTL mit Lifeact-eGFP, das in der Echtzeit-
Mikroskopie als Standardmethode fiir die Farbung von F-Aktin eingesetzt wird (Flores et al.,

2019). Mithilfe dieses Experiments konnten wir nachweisen, dass CD63-pHuji positive
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Fusionsereignisse vorwiegend im Aktin-armen Bereich der IS sichtbar waren. Bei dem
beobachteten Bereich kénnte es sich um die sekretorische Zone zwischen den
Adhasionsmolekilen im pSMAC und dem ¢SMAC handeln (Stinchcombe et al., 2001). Fiir CGs
ist bekannt, dass sie in der sekretorischen Zone degranulieren, sodass es sich bei dem geringen
Anteil von 10,2 + 3,9% der CD63-pHuji positiven Fusionsereignissen auf dem Aktin-Ring um

Fusionsereignisse von MVBs handeln kdnnte.

Zu bemerken ist, dass die Uberexpression von Lifeact-eGFP méglicherweise einen Einfluss auf
das Sekretionsverhalten der CTL hatte. Im Vergleich zu der Einzeltransfektion mit CD63-pHuiji,
wo die CTL durchschnittlich 3,2 £0,7 Fusionsereignisse zeigten, wiesen die CTL mit Ko-
Expression von CD63-pHuji und Lifeact-eGFP mit durchschnittlich 2,2 £0,3 Fusionsereignissen
pro Zelle weniger CD63-pHuji positive Fusionsereignisse auf. AuBerdem waren Anstiegszeit
und Abfallzeit der CD63-pHuji positiven Fusionsereignisse von CTL mit Ko-Expression von
CD63-pHuji und Lifeact-eGFP langer, mit einer durchschnittlichen Anstiegszeit von
0,5 +0,05 Sekunden und einer durchschnittlichen Abfallzeit von 10,7 +1,5 Sekunden. Riedl et
al. konnten in vivo und in vitro keinen Einfluss von Lifeact auf filamentdses Aktin feststellen
(Riedl et al., 2008). Jedoch wurde durch Courtemanche et al. ein konzentrationsabhangiger
Einfluss durch Lifeact-mCherry und mEGFP-Lifeact auf Aktinfilamente in Hefezellen
nachgewiesen (Courtemanche et al., 2016). Auch von Flores et al. konnte nach Transduktion
von Lifeact-TagGFP2 in menschlichen mesenchymalen Stammzellen (engl. human
mesenchymal stem cells, hMSCs) eine Veranderung des Aktin-Zytoskeletts und ein Einfluss auf
das Mikrotubuli-Netzwerk beobachtet werden (Flores et al., 2019). Weil sowohl Dichte des
Aktins als auch die Polarisation des Mikrotubuli-Organisationszentrum (MTOC) zur IS fir die
Degranulation von CGs wichtig sind (Dustin et al., 2010; Ritter et al., 2017), ware ein Einfluss

auf CD63-pHuji positive Fusionsereignisse durch Lifeact-eGFP denkbar.

5.6 Einteilung der CD63-pHuji positiven Fusionsereignisse

Bereits seit Jahrzehnten wird untersucht, wie CTL eine Zielzelle (engl. target cell, TC) angreifen
und zerstoren. Der Kontakt einer CTL mit der TC fihrt dazu, dass durch die Fusion von SCGs
an der IS die enthaltenen I6slichen cytotoxischen Proteine wie Perforin und GzmB und durch

die Fusion von MCGs an der IS SMAPs freigesetzt werden, sodass die TC eliminiert wird (Chang
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et al., 2022). AuRerdem kann die TC durch den Fas/Fas-Ligand-Signalweg abgetotet werden
(Waring und Millbacher, 1999). Berichte {iber cytotoxisch wirkende Exosomen,
beispielsweise von genetisch verdanderten T-Zellen mit einem chimaren Antigenrezeptor (engl.
chimeric antigen receptor, CAR) oder natirlichen Killerzellen (NK-Zellen) (Fu et al., 2019; Kim
et al.,, 2023) weisen darauf hin, dass es noch weitere Mechanismen gibt, mit denen
cytotoxische Zellen TC angreifen. Der elektronenmikroskopische Nachweis von einem
vesikuldren Anteil in >20% der MCGs durch Chang et al. spricht dafiir, dass bei der Fusion von
MCGs neben SMAPs auch Exosomen freigesetzt werden kdnnen (Chang et al., 2022). Fir die
in dieser Arbeit untersuchten CD63-pHuji positiven Vesikel, die von CTL ausgeschiittet
werden, gibt es mehrere Moglichkeiten. Die 1. Moglichkeit ist, dass es sich bei den
23,4 + 4,34 % GzmB-mTFP negativen CD63-pHuji positiven Fusionsereignissen um Fusion von
MVB mit Freisetzung von (cytotoxischen) Exosomen handelt. In unserer Arbeitsgruppe gelang
Nadia Alawar der Nachweis von CD63 mittels Westernblot auf von CTL ausgeschitteten
Exosomen, die mit Ultrazentrifugation aus dem Zelliberstand von CTL gewonnen wurden
(mundliche Mitteilung, unpublizierte Daten). Es ist daher nachgewiesen, dass CTL CD63-pHuji
positive Exosomen freisetzen. Um abschlielend zu beweisen, dass diese GzmB-mTFP
negativen, CD63-pHuji positiven Fusionsereignisse tatsachlich Exosomen freisetzen, sind
jedoch weitere Untersuchungen notwendig. Es ware auch interessant zu untersuchen, ob von
CTL ausgeschittete CD63-pHuji positive Exosomen cytotoxisch wirken. Als 2. Moglichkeit
kommt infrage, dass es sich bei den Fusionsereignissen mit Freisetzung von CD63-pHuji
gemeinsam mit GzmB um SCGs, also um herkdémmliche CGs, handelt, bei denen CD63 in der
Vesikelmembran ist (Peters et al., 1991). Als 3. Option kénnte es sich bei den
Fusionsereignissen von CD63-pHuji positiven Vesikeln mit Nachweis von GzmB, aber ohne
Abfall von GzmB-mTFP um die Fusion von MCGs mit Freisetzung von SMAPs handeln, weil
nachgewiesen wurde, dass GzmB in SMAPs (iber einen langeren Zeitraum an der IS sichtbar

sein kann (Chang et al., 2022).

Um von CTL ausgeschiittete CD63-pHuji positive Vesikel weiter zu charakterisieren und
nachzuweisen, dass es sich hierbei tatsachlich teilweise um Exosomen aus MVBs handelt, ist
noch weitere Forschung notwendig. Interessante Fragen, die in der Zukunft untersucht

werden kdnnten, sind: Haben CTL tatsachlich mehrere Untergruppen an CD63-pHuiji positiven
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Vesikeln, wie diese Arbeit nahelegt? Gibt es CD63-pHuiji positive Vesikel mit Nachweis anderer
Exosomenmarker in CTL? Hierfiir waren Experimente mit fixierten CTL, die CD63-pHuji
Uberexprimieren und Immunfarbungen von Exosomenmarkern wie etwa Alix oder TSG-101
geeignet. Es ware interessant zu untersuchen, ob es sich bei CD81 um den spezifischeren
Marker fir MVBs und Exosomen von CTL handelt. Die geringe Ko-Lokalisation von CD81-
pHluorin mit GzmB, die in dieser Arbeit nachgewiesen wurde, kénnte darauf hindeuten. Eine
interessante Frage ist auch, ob CD81-pHluorin positive Fusionsereignisse an der IS auftreten.
Echtzeit-Mikroskopie von stimulierten CTL mit Ko-Expression von CD63-pHuji und CD81-
pHluorin konnte Aufschluss dariiber geben, ob der geringe Anteil von Vesikeln mit Ko-
Lokalisation von CD63-pHuji und CD81-pHluorin gemeinsam an der IS fusioniert und ihren
Inhalt - moglicherweise Exosomen - freisetzt. Sowohl fiir CD81-positive Vesikel als auch fir
CD63- positive Vesikel stellt sich die Frage, ob sie auch auBerhalb der IS beispielsweise am

distalen Pol der CTL fusionieren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen den Schluss zu, dass CD63 in CTL auf beiden Klassen von
CGs und auf MVBs vorkommt und somit fiir CTL kein spezifischer Marker fir MVBs und
Exosomen ist. Auch wenn es sich bei CD63 in CTL nicht um einen spezifischen Marker fiir MVBs
handelt, lassen sich mit den Ergebnissen dieser Arbeit verschiedene Erkenntnisse gewinnen:
1. Die Fusionskinetik flr Fusion von MVBs und MCGs scheint mit einer langsamen Abfallzeit
dhnlich zu sein, wahrend bei der Fusion von SCGs sowohl Anstiegs- als auch Abfallzeit der
Fluoreszenzintensitat kiirzer sind. 2. Durch Calcium werden CTL zur Fusion CD63-pHuji
positiver Vesikel angeregt. 3. CD63-pHuji positive Fusionsereignisse finden vor allem innerhalb

des Aktin-Rings statt.
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