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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem im Zentrum des klinischen Interesses

Seit 1954 erstmals eine Niere erfolgreich transplantiert wurde, hat die
Transplantationschirurgie zunehmend an Bedeutung gewonnen [4]. So wurde 1963
erstmals eine Leber und 1967 von Christiaan Barnard erstmals ein Herz beim
Menschen transplantiert [4]. Die chirurgischen Operationstechniken konnten in den
letzten Jahrzehnten verbessert und standardisiert werden, sodass inzwischen
Transplantationen von Herz, Leber und Niere mit vertretbarem Operationsrisiko
maoglich sind und regelmafiig durchgefiihrt werden. Langzeiterfolge sind aber nur bei
Beherrschung der mit einer Organtransplantation einhergehenden immunologischen
Schwierigkeiten méglich.

Durch die Fortschritte in der Transplantationsmedizin werden heute fir Patienten in
fast jedem Lebensalter neue therapeutische Moglichkeiten ertffnet. So wurde im
Oktober 2008 unter Leitung von Professor Schlitt am Universitatsklinikum
Regensburg die erste Lebertransplantation bei einem Neugeborenen in Bayern
durchgefuihrt [5]. Vor kurzem konnten unter Leitung von Professor Biemer in
Munchen sogar zwei Arme erfolgreich transplantiert werden [6]. Dies ist sowohl
operationstechnisch, als auch immunologisch aufgrund der groRen Hautanteile und
der damit verbundenen starken Neigung zu AbstoRungsreaktionen eine besondere
Herausforderung.

Um Absto3ungsreaktionen zu vermeiden, wurden in den letzen Jahrzehnten
unterschiedliche Behandlungsschemata entwickelt, wobei in der Regel eine
lebenslange immunsuppressive Therapie erforderlich ist. Ein wesentlicher
Meilenstein fur die Transplantationschirurgie war die Entdeckung der
immunsuppressiven Wirkung von Cyclosporin A im Jahre 1976 [7]. Durch die
klinische Einfuhrung dieser Substanz im Dezember 1980 konnte ein langerfristiges
Uberleben vieler transplantierter Organe erreicht werden [8]. Neben Tacrolimus ist
Cyclosporin A der wichtigste Vertreter der Calcineurin Inhibitoren, die bis heute bei
der Behandlung von organtransplantierten Patienten eine wichtige Rolle spielen [7].
Daneben kommen viele weitere Substanzklassen zum Einsatz, die
immunsuppressive Potenz zeigen. Dies sind neben Steroiden auch Antimetabolite

wie Methotrexat, mTOR Inhibitoren wie Rapamycin, Antikérper und Small molecules
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[7]. Durch diese Substanzen kénnen hyperakute oder akute AbstoRungsreaktionen
meist gut beherrscht werden. Weniger erfolgreich sind diese TherapiemalRnahmen
bei der Eindammung der chronischen AbstofRungsreaktion, welche oft begrenzend
auf die Langzeitfunktion von Transplantaten wirkt. Weiterhin wird der Langzeiterfolg
von Organtransplantationen durch die oft erheblichen Nebenwirkungen der meist
lebenslang zu verabreichenden immunsuppressiven Medikation bestimmt [7]. In
diesem Zusammenhang ist die Nephrotoxizitdt von Calcineurin Inhibitoren, das
Auftreten von Diabetes und Osteoporose durch Steroidgabe, sowie die durch einige
Immunsuppressiva begilnstigte HCV Reinfektion von transplantierten Lebern zu
nennen [7]. Aulerdem ist eine erhOhte Rate von Infektionskrankheiten [9] und
Malignomen [10] bei Transplantatpatienten bekannt.

Wie bei Organtransplantaten findet sich auch bei Autoimmunerkrankungen eine fur
den Patienten schadliche Form der Immunreaktion. Wahrend bei der
Organtransplantation das transplantierte Gewebe vom Immunsystem korrekterweise
als ,fremd* erkannt und bekampft wird, kommt es bei Autoimmunerkrankungen dazu,
dass korpereigene Gewebeanteile nicht als ,eigen“ akzeptiert werden und ebenfalls
einer immunologischen Zerstérung zum Opfer fallen. In ihrer Konsequenz sind beide
Reaktionen fir den Patienten negativ und kénnen beide durch immunsuppressive
Medikamente behandelt werden. Da dadurch auch die gewinschte Immunreaktion
gegen Pathogene unterdrickt wird, kann eine vollstandige Suppression der
pathologischen Immunreaktion nur selten erreicht werden. Um die Prognose beider
Patientengruppen verbessern zu kénnen, muss zum einen Grundlagenforschung
durchgefiihrt werden, um die Physiologie und die Pathophysiologie des
Immunsystems besser zu verstehen. Zum anderen muss nach neuen
immunsuppressiven oder immunmodulatorischen Therapien gesucht werden, die
gezielt nur den pathologischen Anteil der Immunreaktion unterdriicken und somit
weniger Nebenwirkungen im klinischen Einsatz zeigen. Das Ziel dieser Bemihungen
ist ein Verzicht auf eine lebenslange Medikamentengabe durch eine
.,Reprogrammierung” des Immunsystems. Dadurch kdnnten neben der Verbesserung
der Lebensqualitat der Patienten auch Kosten im Gesundheitssystem eingespart
werden und die Transplantationsmedizin kdnnte grol3eren Teilen der

Weltbevolkerung zuganglich gemacht werden.



Ein  vielversprechender immunmodulatorischer Ansatz ist die zellulare
Immuntherapie. Hutchinson et al. konnten in Zusammenarbeit mit Geissler et al.
zeigen, dass durch die Transfusion von speziell differenzierten Makrophagen die
erforderliche Menge an Immunsuppressiva bei allogen nierentransplantierten
Patienten deutlich reduziert werden kann [11, 12]. In ersten klinischen Pilotstudien
wurden aus der Milz von hirntoten Organspendern beziehungsweise aus dem Blut
von Lebendspendern monozytare Zellen isoliert. Die so gewonnenen Zellen wurden
anschlieRend in vitro kultiviert und dann den Organempfangern, in einer Studie vor,
in der anderen nach erfolgter Transplantation injiziert. Die Vertraglichkeit dieses
Therapieansatzes konnte in vivo nachgewiesen werden. Weiterhin konnte bei den
meisten Patienten der beiden Studien eine Reduktion der immunsuppressiven
Therapie durchgefuhrt werden, ohne dass es zunadchst zu AbstoRungsreaktionen
kam [11, 12]. Allerdings handelte es sich hier um ein sehr kleines Patientenkollektiv

und auch der Mechanismus der beobachteten Reaktion blieb weitgehend unbekannt.

Daher ermutigen diese Ergebnisse auf dem Gebiet der zellularen Immuntherapie,
weitere Forschungen durchzufiihren, um die beteiligten Mechanismen zu verstehen
und neue Therapien fur den klinischen Alltag etablieren zu kdnnen.

In der vorliegenden Arbeit sollen daher die von Fandrich, Hutchinson und Geissler
differenzierten monozytaren Zellen genauer charakterisiert werden. Zunachst soll im
Rahmen einer Kultur aus murinen Zellen die Wirkungsweise dieser von der
Arbeitsgruppe als self tolerance inducing cells (STIC) bezeichneten Zellen genauer
untersucht werden. Es sollen Mechanismen identifiziert werden, mit deren Hilfe diese
Zellen ihre Effekte vermitteln, wobei besonderes Augenmerk auf die produzierten
Zytokine gelegt wird. Weiterhin soll auf m-RNA-Ebene nach immunologisch

relevanten Anderungen der Genexpression der STIC Zellen gesucht werden.

1.2 Makrophagen und ihre Stellung im Immunsystem

Bei den oben beschriebenen STIC Zellen handelt es sich um eine besondere Art von
Makrophagen [13]. Deswegen ist es erforderlich, sich mit den verschiedenen
bekannten Makrophagenpopulationen und deren Abgrenzung zu den STIC Zellen zu

beschaftigen.



Nach funktionellen Gesichtspunkten lasst sich das Immunsystem in das angeborene
und das erworbene Immunsystem einteilen [1, 14, 15]. Bei der Verknupfung dieser
beiden Systeme haben Makrophagen eine Schlisselstellung. Sie nehmen bei ihrer
Funktion, Pathogene zu phagozytieren und mit Hilfe von Enzymen und toxischen
Chemikalien wie H,O, abzutdten, eine wichtige Rolle im angeborenen Immunsystem
wahr [1]. AulRerdem sind sie, ebenso wie Dentritische Zellen, dazu in der Lage,
verschiedene Epitope von phagozytierten Antigenen tber MHC Klasse Il Molekule zu

prasentieren und so naive T-Zellen zu aktivieren (Abbildung 1) [1, 16].

Pathogen - e ©
TLR j

Pathogen

PRR
Naive T-Zelle

CD80/ CD28

86
Antigenprasentierende Zelle (APC)

Abbildung 1: Immunologische Synapse

Makrophagen und Dendritische Zellen (DC) gehéren zur Gruppe der antigenprasentierenden Zellen (APC). Dargestellt ist
die Interaktion einer APC mit einer naiven T-Zelle. Der Kontakt mit einem Pathogen fihrt zur Aktivierung der APC uber toll
like Rezeptoren (TLR) und pattern recognition Rezeptoren (PRR). Es kommt zur Phagozytose und Prozessierung des
Pathogens und schlieBlich zur Prasentation von Oberflachenstrukturen des Pathogens iber major histocompatibility
complex Il (MHC-Il) Rezeptoren. Eine naive T-Zelle mit einem zu der prasentierten Oberflachenstruktur passenden T-Zell
Rezeptor (TCR) kann nun an den MHC-II Rezeptor binden. Zur optimalen Aktivierung der T-Zelle sind neben der
Stimulation Glber MHC-II auch die costimmulatorischen Rezeptoren CD 80/86 sowie aktivierende Zytokine, wie etwa IL-12
notwendig. Die Verbindung aus APC und T-Zelle wird auch als immunologische Synapse bezeichnet und ist eine wichtige
Schnittstelle zwischen der angeborenem und der erworbenen Immunantwort.

Verandert nach [2].

Die Gesamtheit aus Makrophagen, Monozyten und Dendritischen Zellen wird als
.,mononukleares Phagozytensystem® (MPS) bezeichnet [2]. Diese Zellen machen in
manchen Organen bis zu 15 % der gesamten Zellpopulation aus [17]. Das MPS
nimmt im Geflige des Immunsystems eine bedeutende Stellung ein. Als Teil des
angeborenen Immunsystems ist es fiur die Phagozytose von Mikroorganismen
bedeutsam, dagegen gehdren Funktionen, wie die  Sekretion von
Entzindungsmediatoren und die  Ausbildung einer antigenspezifischen
Immunantwort durch die Aktivierung von Zellen, wie CD4" T-Lymphozyten, zum
erworbenen Immunsystem. Aufgrund ihrer Fahigkeit zur Antigenprasentation und
Aktivierung von T-Zellen werden die Zellen des MPS zu den antigenprasentierenden

Zellen (APC) gezahlt. Durch die Schlusselrolle in der Verbindung der angeborenen



mit der erworbenen Immunantwort kommt den mononukledren Phagozyten aber
auch eine wichtige Bedeutung dabei zu, das Ausmal} der Immunantwort, die
Gewichtung zwischen Tyl und Ty2 Reaktion sowie die Beendigung der
Immunreaktion zu regulieren. Diese immunregulatorische Bedeutung des MPS ist
weit weniger genau verstanden als dessen proinflammatorische Wirkungen [2]. Die
von uns untersuchten STIC Zellen konnten als Teil des MPS fir dessen

immunregulatorische Fahigkeiten von Bedeutung sein.

Die Funktionsweise von Dendritischen Zellen ist in der Literatur sehr umfangreich
und detailliert beschrieben [18-20], wahrend vor allem die immunregulatorischen
Funktionen von Makrophagen nur unzureichend erforscht sind [13]. Die
grundlegenden Aufgaben von Makrophagen und Dendritischen Zellen im Bezug auf
Phagozytose und T-Zell Aktivierung unterscheiden sich nicht wesentlich
voneinander. In der Literatur wird trotzdem haufig zwischen Makrophagen und
Dendritischen Zellen unterschieden. Daneben existieren auch Quellen, die eine zu
strenge Unterscheidung dieser Zelltypen nicht fir sinnvoll halten und es vorziehen,
von einem einheitlichen ,mononukledren Phagozytensystem® zu sprechen, in dem
lediglich unterschiedlich differenzierte Zellen der gleichen Linie zusammengefasst
sind [17]. Hierfur spricht vor allem, dass sowohl Monozyten, Makrophagen als auch
Dendritische Zellen die Fahigkeit zur Phagozytose, zur Antigenprasentation und zur

Aktivierung von T-Zellen besitzen [17, 20].

Monozyten entstehen aus Promonozyten des Knochenmarkes und machen etwa 1-
6% der Leukozyten des peripheren Blutes aus (Abbildung 2). Sie verweilen etwa 1
bis 4 Tage im Blut und wandern dann ins Gewebe ein, wo sie sich zu den
verschiedenen Typen von Makrophagen differenzieren und ganz unterschiedliche
Aufgaben wahrnehmen [2]. So stammen zum Beispiel Kupffer Zellen der Leber oder
Osteoklasten im Knochen von monozytaren Vorlauferzellen ab (Abbildung 2) [2].
Lokale Mediatoren im Gewebe beeinflussen in hohem Mal3e den Phanotyp wie auch
die Funktion von Makrophagen. Wichtige Wachstumsfaktoren sind zum Beispiel der
Macrophage Colony Stimulating Factor (M-CSF) und das Interferon-y (IFN-y), die zur
Aktivierung der Makrophagen beitragen. Interleukin-10 (IL-10) hat dagegen vor allem

supprimierende Wirkungen [2]. Makrophagen sind aber auch selbst hochaktiv im



Sezernieren von biologisch aktiven Mediatoren, mit denen sie auf grof3e Teile des

angeborenen und erworben Immunsystems Einfluss nehmen [2].

Knochenmark peripheres Blut
Stammzelle Monoblast Promonozyt Monozyt
Gewebe ‘l'
Knochen ZNS Lunge Leber Bindegewebe Milz

Osteoklast Mikroglia Zelle  Alveolarmakrophage Kuppfer Zelle Histiozyt Makrophagen der Milz

Abbildung 2: Verschiede Makrophagen und ihre Vorstufen

In der oberen Halfte der Abbildung ist die Bildung von Monozyten des peripheren Blutes aus ihren Vorstufen im
Knochenmark dargestellt. Wandern die Monozyten aus dem Blut ins Gewebe ein, so werden sie als Makrophagen
bezeichnet. Die untere Halfte der Abbildung zeigt eine Auswahl verschiedener Gewebemakrophagen mit ihren
Eigennamen.

Verandert nach [3].

In den meisten Quellen wird zwischen zwei funktionellen Differenzierungen von
Makrophagen unterschieden. M1 polarisierte oder ,klassisch aktivierte“ Makrophagen
werden durch IFN-y und mikrobielle Stimuli wie Lipopolysaccharide (LPS) induziert
[21]. Sie sezernieren proinflammatorische Zytokine, téten Mikroorganismen ab und
sind somit wichtig fur die Einleitung einer Entziindungsreaktion [22]. Dagegen bildet
sich die heterogenere Gruppe der M2 polarisierten, ,alternativ aktivierten®
Makrophagen unter dem Einfluss von IL-4, IL-13 und dem transforming growth factor
B (TGF-B) [21]. Die M2 Makrophagen produzieren antiinflammatorische Mediatoren
und sind somit fur die Begrenzung der Entziindungsreaktion verantwortlich [22].

Da standig neue Vertreter der Gruppe der M2 Makrophagen beschrieben wurden, die
sich in ihren biochemischen und physiologischen Eigenschaften zum Teil sehr
deutlich unterscheiden, schlagen Mosser und Edwards eine Einteilung in drei
Gruppen vor (Abbildung 3), entsprechend der grundlegenden Aufgaben, welche die

Makrophagen in der Gewebehomotostase wahrnehmen [3]. So werden neben den
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klassisch aktivierten M1 Makrophagen die Wundheilungsmakrophagen und die

Regulatorischen  Makrophagen unterschieden. Die beiden

letztgenannten

entsprechen den M2 Makrophagen. Die drei beschriebenen Gruppen sind aber nicht

als vollig voneinander getrennte Zellpopulationen zu verstehen, sondern als

Extremformen eines kontinuierlichen Differenzierungsspektrums [3].

NK Zelle

Produktion
proinflamatorischer Zytokine
(IL-1, IL-6, IL-12, IL-23, IL-27)

Ty 1 Zelle

Zytotoxizitat steigt
APC

— Klassisch
aktivierter
Makrophage
(mikrobizide Aktivitat)

Gewebeverletzung

N

Hid

IL-12

Gewebemakrophage

T,,2 Zelle

\ Granulozyt

— Wundheilungs-
makrophage
(Gewebereparatur)

Regulatorische T-Zelle Immunkomplexe
Prostaglandine
Glucokortikoide

Apoptotische Zellen
IL-10
IL-1 0

Gewebemakrophage

Gewebemakrophage

Regulatorischer
Makrophage

Aktivitat)

\

IL-10

(anti-inflammatorische

Abbildung 3: Einteilung der Makrophagen in drei Gruppen

Die Abbildung zeigt die Einteilung der bis jetzt charakterisierten Makrophagen in drei Gruppen nach Mosser und Edwards
[3]. Dargestellt ist, welche anderen Zellen durch verschiedene Signale zur Bildung der jeweiligen Makrophagentypen

fuhren. Ferner sind verschiedene Effektorzytokine der jeweiligen Makrophagen aufgezeigt.

APC: antigenprasentierende Zelle; TLR: toll like receptor; NK Zelle: natiirliche Killerzelle, TNF: Tumor Nekrose Faktoren

Verandert nach [3].
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Fur die Bildung von Klassisch Aktivierten Makrophagen (Abb. 3a) aus ruhenden

Gewebemakrophagen ist die Wirkung der Zytokine Interferon-y (IFN-y) und Tumor-
Nekrose Faktor (TNF) erforderlich. IFN-y wird zu Beginn der Immunreaktion vor
allem von Zellen des angeborenen Immunsystems, wie Naturlichen Killerzellen (NK
Zellen), sezerniert. Spater ist die IFN-y Produktion von Zellen des erworbenen
Immunsystems, wie etwa von Tyl differenzierten T-Helferzellen erforderlich, um die
Aktivitat der klassisch aktivierten Makrophagen aufrecht zu erhalten [3].

TNF, das zweite wichtige Zytokin fur die klassische Aktivierung von Makrophagen
wird vor allem von Makrophagen selbst in auto- und parakriner Weise bereitgestellt.
Durch mikrobielle Stimuli, wie zum Beispiel LPS, wird tber Toll-like Rezeptoren
(TLR) der APCs die Transkription von TNF Genen induziert. Zusatzlich kann durch
die TLR Aktivierung die Bildung von Interferon- (IFN-B) eingeleitet werden. Dieses
kann die Wirkung von IFN-y ersetzen und die Makrophagenpopulation somit von der
Zytokinproduktion durch T- und NK-Zellen unabhangig machen [3].

Klassisch  aktivierte ~ Makrophagen  sezernieren eine  grolle  Menge
proinflammatorischer Zytokine und Mediatoren wie IL-1, IL-6 und IL-23. Daneben
wird IL-12 freigesetzt, was die Polarisierung von T-Helferzellen in Richtung Tyl
verschiebt, welche ihrerseits wiederum die Differenzierung von Makrophagen zu
klassisch aktivierten Makrophagen fordern. AulRerdem steigern die klassisch
aktivierten Makrophagen ihre Fahigkeit, Mikroorganismen oder Tumorzellen
abzutéten, indem sie mehr radikale Sauerstoff- und Stickstoff-Metaboliten
produzieren. Klassisch aktivierte Makrophagen sind also wichtige Effektoren der
zellular  vermittelten  Immunitat.  Eine  Ubersteigerte  Produktion  ihrer
proinflammatorischen = Mediatoren  kann jedoch auch zu vielféltigen

Autoimmunerkrankungen fihren [3].

Eine zweite Gruppe von Makrophagen sind die Wundheilungsmakrophagen (Abb.

3b), welche wichtige Aufgaben bei der Geweberegeneration erfillen und unter
anderem zur Produktion von Extrazellularer Matrix beitragen. Sie bilden sich unter
dem Einfluss des Zytokins IL-4 aus Gewebsmakrophagen. In vivo gibt es zwei
bedeutende Quellen fur IL-4. Es wird zum einen von Basophilen Granulozyten und
Mastzellen bei Gewebeverletzungen oder durch Exposition mit Chitin freigesetzt.
Zum anderen fuhren vor allem die T2 polarisierten T-Zellen wahrend der adaptiven

Immunantwort zur Freisetzung von IL-4 [3].
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Wundheilungsmakrophagen tragen nicht zur Immunabwehr im klassischen Sinne bei.
Bei in vitro Experimenten konnte gezeigt werden, dass Wundheilungsmakrophagen
kaum proinflammatorische Zytokine produzieren, keine Antigenpréasentation an T-
Zellen zeigen und aufgenommene Pathogene nicht effizient verdauen kénnen [3, 23].
Dafur haben sie eine wichtige Aufgabe bei der Reparatur von verletztem Gewebe
und der Gewebehomdostase. lhre Fahigkeit, zum Aufbau der extrazellularen Matrix
beizutragen, kann aber auch negative Folgen fur den Organismus haben. So kénnen
diese Makrophagen bei GberschieRender Aktivitat zur Gewebefibrose fihren, was bei

Mausen mit experimentell induziertem Asthma gezeigt werden konnte [3].

Zur Induktion der dritten bekannten Makrophagenpopulation, den Regulatorischen

Makrophagen (Abb. 3c), sind verschiedene Stimuli noétig, wie zum Beispiel

Glukokortikoide, Immunkomplexe, Prostaglandine, apoptotische Zellen oder das
immunsuppressiv. wirkende Zytokin IL-10. Fir eine effektive Differenzierung in
Regulatorische Makrophagen sind aber zwei der genannten Stimuli gleichzeitig
erforderlich. Physiologischerweise kommt es im spateren Verlauf der adaptiven
Immunantwort zum Anstieg von Regulatorischen Makrophagen. Sie fuhren hier vor
allem zu einer Dampfung der Immunantwort und zur Begrenzung der
Entztindungsreaktion [3].

Regulatorische Makrophagen bilden hohe Spiegel des Zytokins IL-10, welches die
Produktion  vieler proinflammatorischer  Zytokine  blockiert und  somit
immunsuppressiv wirkt. Die IL-10 Produktion ist die wichtigste Eigenschaft der
Regulatorischen Makrophagen. Aul3erdem zeigen sie eine stark reduzierte IL-12
Produktion [3].

Die genaue Abgrenzung der in dieser Arbeit untersuchten STIC Makrophagen von
den drei vorgestellten Gruppen ist Gegenstand der aktuellen Untersuchungen. Die
Analyse der Oberflachenmarker sowie der funktionellen Eigenschaften fuhren zu der
Hypothese, dass sich die STIC Zellen nicht in eine der drei oben beschriebenen
Gruppen einordnen lassen, sondern dass es sich dabei um einen zuvor nicht
beschriebenen Makrophagentyp handelt [13]. So entsprechen die STIC Zellen keinen
klassisch aktivierten bzw. M1 polarisierten Makrophagen, obwohl sie unter &hnlichen
Bedingungen generiert werden. Da die STIC Zellen nicht unter Zugabe von IL-4 oder
IL-13 erzeugt werden und sich auch von ihrem Oberflachenmarker Profil von M2
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Makrophagen unterscheiden, kann man STIC Zellen auch nicht in die Gruppe der M2
Makrophagen einordnen [13]. Hinzu kommt die Fahigkeit der STIC Zellen, in
Cokulturen mit Lymphozyten zu einer Anreicherung an regulatorischen T-Zellen (Treg)
zu fuhren. Auch diese funktionelle Eigenschaft unterscheidet sie von anderen
Makrophagen [13].

1.3 STIC Zellen

Diese von uns untersuchten Interferon-y-stimulated monocyte-derived cells (IFNy-
MdC) werden in unserer Arbeit als self tolerance inducing cells (STIC) bezeichnet.
Daneben wird auch die Bezeichnung transplant accepance inducing cell (TAIC) und
entsprechend der Erzeugung der Zellen IFNy-MdC in Publikationen verwendet.

STIC Zellen sind Makrophagen in einem speziellen Aktivitatsstatus und kénnen, wie
oben beschrieben, anhand ihrer biologischen Funktion, ihrer Oberflachenmarker und
ihrer Herstellungsweise von den bekannten M1 und M2 differenzierten Makrophagen
abgegrenzt werden. STIC Zellen kénnen in Anwesenheit von CD4" T-Zellen, M-CSF
und IFN-y aus monozytaren Zellen von Milz, Blut und Knochenmark in vitro
differenziert werden. In Cokultur mit Lymphozyten flhren sie zu einer Zerstérung von
aktivierten T-Zellen und zu einer Anreicherung von CD4" CD25" Foxp3*
regulatorischen T-Zellen (T.y Zellen) [13]. Diese Effekte werden fur die
immunmodulatorischen und immunsuppressiven Eigenschaften der STIC Zellen
verantwortlich gemacht. So konnte in Untersuchungen an Tieren, wie auch an
Menschen gezeigt werden, dass die Zellen therapeutisches Potential fur die
Behandlung von Autoimmunerkrankungen sowie fir die zellulare Immunsuppression
bei Organtransplantationen haben [11, 13]. Neben den eingangs beschriebenen
Studien am Menschen [11, 12] konnte die Arbeitsgruppe von Professor Geissler
zeigen, dass eine experimentell induzierte Colitis bei Mausen durch die i.v.
Applikation von STIC Zellen klinisch und histologisch deutlich gemildert werden
konnte [13].

Um das Potential dieser zellularen Immuntherapie besser nutzen zu kénnen, soll die
vorliegende Arbeit dazu beitragen, die Rolle der STIC Zellen im Geflige des
Immunsystems weiter zu charakterisieren und es wird versucht, die Mechanismen zu

identifizieren, mit deren Hilfe die Zellen ihre Wirkungen vermitteln. Dabei soll im
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Besonderen nach hierbei beteiligten Zytokinen gesucht werden. Da, wie oben
beschrieben, die regulatorischen T-Zellen bei der Wirkung der STIC Zellen von
Bedeutung sind, sollen weiterhin die Zusammenhénge zwischen STIC Zellen und

Treg Zellen ndher untersucht werden.

1.4 Regulatorische T-Zellen

1.4.1 Selbsttoleranz im Immunsystem

Eine ganz entscheidende Eigenschaft des Immunsystems ist seine Fahigkeit,
zwischen ,selbst* und ,fremd“ zu unterscheiden und so den Korper vor Pathogenen
zu schitzen, ohne aber seine eigenen Strukturen anzugreifen. Die Selbst-Toleranz
ist gestort bei Autoimmunerkrankungen wie Colitis, bei denen es zu
Immunreaktionen gegen koérpereigene Strukturen kommt. Weiterhin werden
transplantierte Organe physiologischerweise als ,fremd“ erkannt, obwohl hier die
Immunreaktion fur den Organismus nicht sinnvoll ist.

Die immunologische Selbst-Toleranz wird beim Menschen durch die negative
Selektion autoreaktiver T-Lymphozyten im Thymus erreicht [24]. Epithelzellen im
Mark des Thymus exprimieren mit Hilfe des Transkriptionsfaktors Autoimmune
Regulator (AIRE) verschiedenste Proteine der peripheren Gewebe [25, 26].
Unterschiedliche Epitope dieser Proteine werden den T-Lymphozyten Uber MHC
Molekile prasentiert [26]. Lymphozyten, die auf diese reagieren, kdnnen somit
erkannt und ausgeschaltet werden. Der beschriebene Mechanismus wird als zentrale
Toleranz bezeichnet. Es gibt aber immer Lymphozyten, die dieser negativen
Selektion entkommen und so werden bei jedem Individuum autoreaktive T-
Lymphozyten in der Peripherie gefunden. Da offensichtlich aber nicht jeder unter
Autoimmunerkrankungen leidet, muss es auch periphere Toleranzmechanismen
geben, die diese autoreaktiven Zellen unter Kontrolle halten. Ein wichtiger
Mechanismus hierfiir ist die T-Zell Anergie. Zur Aktivierung einer naiven T-Zelle
durch eine APC sind zusatzlich zur Stimulation Gber den T-Zell Rezeptor (TCR)
weitere, sogenannte costimulatorische Signale erforderlich. Der bedeutendste
costimulatorische Ligand ist CD 80/86, der den CD 28 Rezeptor von T-Zellen aktiviert
[27]. Kommt es bei fehlender Costimulation zur Aktivierung des TCR, geht die T-Zelle
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in einen inaktiven Zustand Uber, der als Anergie bezeichnet wird [28]. Durch diesen
Mechanismus wird verhindert, dass T-Zellen, durch Selbstantigene aktiviert werden.

Auch den regulatorischen T-Zellen (Tg) kommt eine Schllsselrolle bei der Induktion
der Selbsttoleranz zu [24]. Ty haben verschiedene immunmodulatorische
Aufgaben. Sie verhindern eine UberschieRende Immunantwort und sind durch ihren
Beitrag bei der Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz auch bei der Einddmmung
chronisch entztndlicher Krankheiten, wie chronisch entzundlicher
Darmerkrankungen  (CED), malRgeblich  beteiligt [29]. Bei allogenen
Organtransplantaten kann durch die Wirkung der Teq Zellen die Abstof3ungsreaktion
reduziert werden [2]. Neben diesen fur den Organismus winschenswerten Effekten
kdnnen T Zellen aber auch negative Prozesse, wie etwa die Suppression von anti-
Tumor Immunitat oder die Verhinderung der totalen Eradikation eines Pathogens
bewirken [29]. Eine denkbare therapeutische Beeinflussung dieser Wirkungen von
Teg Zellen kénnte zu véllig neuen Behandlungsmdoglichkeiten verschiedener
Immunpathologien fiihren. Diese Perspektive erklart das gegenwartig grof3e
wissenschaftliche Interesse an diesem Zelltyp. So fihren die von uns untersuchten
STIC Zellen in vitro zu einer Anreicherung von T,y Zellen, was eine mdgliche

Erklarung fur ihre immunsuppressiven Wirkungen ist [13].

1.4.2 Charakterisierung und Isolierung von T,eq Zellen

Es steht schon lange im Fokus des immunologischen Interesses, Oberflachenmarker
zu identifizieren, mit denen sich Teg Zellen in hoher Reinheit isolieren lassen [29]. Bei
Mausen sind diese Bemihungen mit der ldentifikation der Oberflachenmarker CD4
und CD25, sowie dem Transkriptionsfaktor forkhead box P3 (Foxp3) erfolgreich
gewesen. Beim Menschen sind diese Marker allerdings nicht hinreichend zur
ldentifikation aller T.eg Zellen. Da unsere Untersuchungen sich auf murine Zellen
beziehen, kénnen wir CD4" CD25" Foxp3" Zellen als Ty Zellen bezeichnen [29].
Aul3erdem exprimieren T, Zellen den Oberflachenmarker cytotoxic T-lymphocyte
antigen 4 (CTLA-4) [29] und zeigen im Vergleich zu nicht regulatorischen CD25"
Effektor T-Zellen eine reduzierte Expression des Interleukin 7 Rezeptors (CD127)
[30].
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Die Bedeutung des Transkriptionsfaktors Foxp3 fur die Funktion der T Zellen wird
durch die seltene Immunkrankheit ,Immundysregulations, Polyendokrinopathie und
Enteropathie X-linked Syndrom® (IPEX) aufgezeigt. Dabei kommt es aufgrund von
Mutationen im Foxp3 Gen und konsekutiver Ty Zelldysfunktion zu weitreichenden
Pathologien. Dies sind etwa Dermatitis, Diarrhd, Kachexie, Typ 1 Diabetes,
Thyreoiditis und viele weitere [31]. Die Krankheit konnte auch im Mausmodell an
Foxp3 knock out Mausen untersucht werden. Diese, als ,scurfy mice bezeichneten
Versuchstiere, zeigen ahnliche Krankheitszeichen und haben eine beschrankte

Lebenserwartung von nur 0-4 Wochen [29, 31, 32].

1.4.3 Naturally occuring und induced T,eg Zellen

Nach heutigem Kenntnisstand konnen zwei verschiedene Typen von T,y Zellen
unterschieden werden. Naturally occurring Treq Zellen (nTreg) (CD4™ CD25" Foxp3®)
entwickeln sich im Thymus und haben eine besondere T-Zell Rezeptor (TCR)
Ausstattung, welche im Gegensatz zu gewohnlichen TCRs spezifisch Selbst-
Antigene erkennt [29, 33]. Fur ihre Bildung sind zwei Signale entscheidend. Zum
einen die Stimulation ihrer TCR Uber hoch affin bindende ,Selbst-Peptide®, zum
anderen eine starke Costimulation Uber CD28 [34]. Bei der Maus konnte gezeigt
werden, dass die nTy Zellen kurz nach der Geburt aus dem Thymus in die
Peripherie Ubertreten. Eine drei Tage nach der Geburt durchgefiihrte Thymektome

fuhrt so zu schweren Autoimmunerkrankungen [24].

Neben diesen naturally occuring T.eq Zellen kommen auch ,adaptive“ oder ,induced*
Treg Zellen (iTreg) vor, die sich wahrend einer Entziindungsreaktion im peripheren
Gewebe aus CD25" Effektor T-Zellen bilden kdnnen [24, 29, 35]. Die Gruppe der iT g
Zellen ist heterogen und besteht aus CD4", CD8" sowie NK T-Zellen. Fur die
immunologische Homeostase sind vor allem diejenigen, welche den
Transkriptionsfaktor Foxp3 ausbilden, von Bedeutung [34]. Die bisher am besten
untersuchten CD4" iT,eq Zellen entstehen in den peripheren lymphatischen Organen
unter dem Einfluss der Zytokine IL-2 und TGF-B aus naiven CD4" T-Zellen. Im
Gegensatz zu den starken Signalen, die fur die Bildung der nTeg Zellen erforderlich
sind, ist fur die Bildung von CD25" Foxp3® iTey Zellen aus CD4" CD25

Vorlauferzellen eine suboptimale Stimulation des TCR notwendig [34]. Zusatzlich ist
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eine Costimulation durch den inhibitorischen Rezeptor cytotoxic T-Lymphocyte
antigen-4 (CTLA-4) essentiell erforderlich [34, 36]. CTLA-4 interagiert wie CD28 mit
den Liganden CD80 und CD86 der antigenprasentierenden Zellen. Trotz struktureller
Ahnlichkeiten von CD28 und CTLA-4 ist ihre Funktion beinahe entgegengesetzt.
Wahrend ersterer flr die Aktivierung von Effektor T-Zellen wichtig ist, werden
letzterem vor allem inhibitorische Wirkungen zugeschrieben [36]. Zuséatzlich ist zur
Bildung von T,y Zellen die Anwesenheit der Zytokine IL-2 und TGF-B erforderlich.
Mause, die einen Defekt im IL-2 oder TGF-B Gen haben, entwickeln schwere
Autoimmunkrankheiten. Wahrend bei ihnen nT.y Zellen nachweisbar sind, kénnen
sie durch den Mangel an den genannten Zytokinen keine Foxp3™ iT.y Zellen
erzeugen [34].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sowohl die nonredundante Wirkung
von IL-2 und TGF-B als auch die Costimulation tber CTLA-4 zusammen mit einem
suboptimal zum TCR passenden Antigen fur die Erzeugung von iT,g Zellen im
peripheren lymphatischen Gewebe erforderlich sind. Welche weiteren Faktoren bei
der Induktion von T,y Zellen eine Rolle spielen und inwieweit diese in vitro
Ergebnisse auf die Situation in vivo Ubertragbar sind, muissen weitere
Untersuchungen zeigen [34]. Wie Brem-Exner et al. zeigen konnten, fihren die von
uns untersuchten STIC Zellen bei einer Cokultur mit Lymphozyten zu einer
Anreicherung an CD4" CD25" Foxp3® Ty Zellen [13]. Die Identifikation der daran

beteiligten Zytokine soll Gegenstand der vorliegenden Arbeit sein.

1.5 Zytokine

Zytokine sind Proteine, die von vielen Zellen — aber besonders von Zellen des
Immunsystems — gebildet werden. Sie konnen in autokriner Weise auf die
sezernierende Zelle selbst oder in parakriner Weise auch auf raumlich benachbarte
Zellen wirken. Einige Zytokine sind auch in der Lage, in die Zirkulation einzutreten
und endokrin auch auf weit entfernte Zellen einzuwirken [1]. Es ist bekannt, dass
viele immunologische Vorgange durch Zytokine reguliert werden. So ist auch die
Bildung von regulatorischen T-Zellen abhangig von der Wirkung bestimmter Zytokine
[34]. Andererseits sind die verschiedenen Subtypen von T-Zellen neben APCs auch

eine wichtige Quelle von Zytokinen. Naive CD4" T-Zellen kénnen sich zu einer Reihe
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von Effektorzellen mit unterschiedlichen Funktionen differenzieren. Dies sind neben
den oben beschriebenen T,y Zellen Tyl, Tu2 und Txl7 Zellen [1]. Tyl Zellen
sezernieren Interferon-y (IFN-y), Granulozyten-Monozyten Kolonie stimulierenden
Faktor (GM-CSF) und Tumornekrosefaktor-B (TNF-B), was zur Aktivierung von
Makrophagen fihrt und die Immunreaktion somit in die Richtung einer zellularen
Immunreaktion polarisiert. Ty2 Zellen sezernieren vor allem IL-4, IL-5, IL-9, IL-13,
was zur Aktivierung von B-Zellen fuhrt und damit die humorale Immunreaktion
fordert. AulBerdem produzieren Ty2 Zellen IL-10, was einer Aktivierung von
Makrophagen entgegenwirkt [1]. T417 Zellen sezernieren die Zytokine IL-17 und IL-6
welche neutrophile Granulozyten anlocken und aktivieren. Somit sind Tyl7 Zellen

wichtig fur die Immunreaktion gegen extrazellulare Bakterien [1].

Durch unsere Experimente sollen diejenigen Zytokine identifiziert werden, die die
Anreicherung von Teg Zellen in den Cokulturen mit den STIC Zellen erklaren konnen.
AuBBerdem sollen die Zellkulturen auf diejenigen Zytokine untersucht werden, die
selbst immunsuppressive Wirkungen zeigen. Deswegen haben wir uns fur die
Untersuchung der Zytokine IL-2, IL-4, IL-10, IL-12, TGF-B und IFN-y entschieden [1,
2,29, 32, 34, 37].

2 Fragestellung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, ob die beobachteten
Wirkungen der STIC Zellen durch von diesen Zellen gebildete Zytokine erkléart
werden kénnen. Dazu soll die STIC Zellkultur zu verschiedenen Zeitpunkten auf die
Anwesenheit von immunregulatorisch relevanten Zytokinen untersucht werden.
Dabei soll besonders nach Zytokinen gesucht werden, welche die beobachtete
Anreicherung an T4 Zellen in den STIC Zellkulturen erklaren kénnen.

Zusatzlich wird analysiert, ob sich im Profil der m-RNA Expression der STIC Zellen
weitere Hinweise auf immunologisch wichtige Proteine finden. Aul3erdem sollen die
Ergebnisse auf Proteinebene mit denen auf Ebene der Genexpression korreliert

werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Praparation und Kultur der STIC Zellen

Praparation der STIC Zellen am Tag dO

Fur die Praparation der STIC Zellen werden Mause der Stdmme BALB/c und
C57BL/6 verwendet (Charles River, Sulzfeld). Die Tiere werden mittels CO,
Inhalation getttet. Danach wird ihnen das Blut mit Hilfe einer mit Heparin benetzten
Spritze aus der Vena cava inferior entnommen. Die Milz, sowie Ober- und
Unterschenkelknochen werden entfernt und in HBSS (PAA, Pasching, Osterreich)
asserviert. Alle anschlielenden Arbeitsschritte werden unter einer Sterilbank
durchgefuhrt.

Zunachst werden die Milzen homogenisiert und in HBSS aufgenommen. Dabei
werden sie mit einer Schere zerkleinert und mit dem Stempel einer Spritze durch ein
Metallsieb gedrickt. Unter Verwendung einer 27G Kanile wird das Knochenmark
durch Ausspilen von Femur und Tibia der Tiere mit HBSS entnommen und ebenfalls
in diesem Medium aufgenommen. Die Zellsuspensionen aus Milz und Knochenmark
werden mit einem Falcon Cell Strainer 100um (BD Biosciences, Franklin Lakes,
USA) gefiltert. Das Blut wird mindestens im Verhéltnis 1:2 mit PBS (PAA, Pasching,
Osterreich) verdiinnt. Die gewonnenen Zellsuspensionen werden auf mehrere mit je
20 ml Biocoll (Biochrom AG, Berlin) gefullte 50 ml Falcon Tubes aufgeschichtet und
fur 20 Minuten bei 2400 Umdrehungen pro Minute (rpm) und Raumtemperatur (RT)
in einer Megafuge 1.0R (Heraeus Instruments, Hanau) zentrifugiert (mit deaktivierter
Bremse). Die Zellschichten werden abpipettiert und in 50 ml PBS resuspendiert. Die
Suspensionen werden fir 8 min bei 1300 rpm und RT zentrifugiert, wodurch sich die
Zellen am Boden der Tubes ansammeln. Nach Absaugen des Uberstandes werden
die Zellpellets von Milz, Knochenmark und Blut in insgesamt 50 ml PBS gel6st. Nach
erneuter Zentrifugation fir 8 min bei 1300 rpm und RT kann das Zellpellet im 37°C
warmen Kulturmedium 1 (GIBCO RPMI + 10% FCS + 1% Penicillin — Streptomycin +
1% L-Glutamin + 0,5 ug/ml M-CSF) resuspendiert werden. Dabei werden fur die
Zellen von vier Mausen 5 ml Kulturmedium 1 verwendet. Die Zellen werden nun in

eine 100 mm Petrischale ausplattiert. Die Schale wird danach im Brutschrank (37°C,
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5% CO,, 90% Luftfeuchtigkeit) unter sterilen Standardbedingungen kultiviert (O-
Schalen). Der Tag, an dem diese Kulturen angesetzt werden, soll als Tag dO
bezeichnet werden. Aus der Kultur wird eine Probe genommen, diese mit
Tryptanblau gefarbt und mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer unter einem inversen

Mikroskop die Zellzahl bestimmt um eine erfolgreiche Zellpraparation nachzuweisen.

STIC Zellkultur d1 - d5

Am néachsten Tag (d1) sollen nicht adhéarente Zellen auf eine neue Platte Gbertragen
werden. Um eine Probe von zellfreiem Kulturmedium entnehmen zu kénnen, ist ein
Zwischenschritt notwendig. Dazu wird das Kulturmedium der O-Schalen in ein Falcon
Tube pipettiert und dieses wird dann fur 8 min bei 1300 rpm und RT zentrifugiert.
Von dem zellfreien Uberstand kann nun 1 ml in ein Eppendorf Cup pipettiert und
tiefgefroren werden. In dieser Probe kdnnen spater die zu untersuchenden Zytokine
mittels ELISA nachgewiesen werden. Das Zellpellet im Falcon Tube wird in frisches
Kulturmedium 1 resuspendiert und auf eine neue Petrischale pipettiert (U-Schalen).
O- und U-Schalen werden mit frischem Medium 1 wieder auf 5 ml aufgefillt und
erneut im Brutschrank fur 2 Tage inkubiert.

Am Tag d3 wird mit den U-Schalen der gleiche Zwischenschritt durchgefiihrt wie fiir
die O-Schalen am Tag d1 beschrieben. Eine Probe des Uberstands der U-Platten
wird gefroren und mit der restlichen Suspension werden analog zum oben
beschriebenen Vorgehen die UU-Platten erstellt. AuRerdem wird eine Probe des
Kulturmediums der O-Platten entnommen und nach vorherigem Zentrifugieren
eingefroren. Daraufhin wird das Medium der O-Platten gewechselt. O-, U-, und UU-
Schalen werden erneut flr einen Tag im Brutschrank inkubiert.

Am Tag d4 wird das Medium der UU-Schalen gewechselt. Dabei wird wie oben
beschrieben verfahren und eine Probe des zellfreien Uberstandes entnommen und
eingefroren. Der restliche Uberstand und das Zellpellet knnen verworfen werden.
Die UU-Schalen werden anschlieRend mit frischem Medium 1 aufgefiillt. Danach wird
allen Schalen 12,5 ul IFN-y (Merck Millipore, Billerica, USA) in der Konzentration 10
pMg/ml zugegeben und sie werden fir einen weiteren Tag im Brutschrank inkubiert.
Am Tag d5 werden die Zellen der STIC Zellkultur ,geerntet. Das Medium aller
Schalen wird dazu entnommen und wie oben beschrieben zentrifugiert. Eine zellfreie
Probe wird jeweils zur spateren Analyse eingefroren. Das restliche Medium kann

verworfen werden. Mit einem Zellschaber werden die adharenten Zellen vom Boden
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der Petrischalen geldst und in 50 ml PBS suspendiert. Danach werden die Zellen von
O-, U- und UU-Schalen eines Mausstamms in einem Falcon Tube vermischt. Das
Tube wird far 8 min bei 1300 rpm und RT zentrifugiert. Der Uberstand wird
verworfen, das Pellet in 0,5 ml Kulturmedium 2 (GIBCO RPMI + 10% FCS + 1%
Penicillin — Streptomycin + 1% L-Glutamin) resuspendiert und die Zellzahl wie oben
beschrieben bestimmt. Die Suspension wird jetzt bis zur weiteren Verarbeitung auf
Eis gestellt.

Nochmals erwéhnt sei, dass sich in dieser Suspension die ehemals an den Schalen
adharenten Zellen befinden. Die Eigenschaften dieser als STICs bezeichneten Zellen

sollen im Folgenden untersucht werden.

3.1.2 Cokultur mit Splenozyten

Zur Cokultur mit den STICs werden aus genetisch identischen Mausen Splenozyten
und Monozyten isoliert. Am Tag d5 der Zellkultur werden zu diesem Zweck Milz und

Knochenmark, wie im Kapitel 3.1.1 beschrieben, den Tieren entnommen.

Praparation der Splenozyten

Zur Praparation der Splenozyten werden die Milzen wie beschrieben homogenisiert
und dann die Zellen in HBSS suspendiert. Die Losung wird gefiltert und dann fir 5
min bei 1500 rpm und 4°C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet
wird in 1 ml NH4ClI-Lysis-Puffer (Lonza AG, Basel, Schweiz) resuspendiert und darin
fur 1-2 min inkubiert. Daraufhin wird die Losung mit 20 ml HBSS aufgefullt und fir 5
min bei 1500 rpm und 4°C zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wird jetzt in 10 ml
HBSS resuspendiert und die LOsung daraufhin durch einen 100um Filter (BD
Biosciences, Franklin Lakes, USA) in ein neues Falcon Tube uberfihrt. Es wird
erneut fir 5 min bei 1500 rpm und 4°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
das Zellpellet in 10 ml HBSS resuspendiert. Wie oben beschrieben, wird jetzt die
Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Lésung wird daraufhin
auf 2 Tubes aufgeteilt; 3 ml der Loésung werden in ihrem Zustand belassen (Splenos
normal), wahrend die anderen 7 ml einer CFSE Farbung unterzogen werden. Beide

Tubes werden nun fir 5 min bei 1500 rpm und 4°C zentrifugiert und der Uberstand
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wiederum verworfen. Die ,Splenos normal“ werden in 1 ml Kulturmedium 2
resuspendiert und auf Eis gestellt. Die Zellzahl wird erneut bestimmit.

Mit dem anderen Tube wird die CFSE Farbung durchgefihrt. Die Methode wird im
Kapitel 3.1.3 im Detail dargestellt. Zunéchst wird auf das Zellpellet pro 1 x 10° Zellen
0,5ul CFSE Féarbelésung und 50yl 37°C warmes PBS gegeben und dieses
resuspendiert. Die Lésung wird jetzt fir 5 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wird
mit 2 ml FCS (Biochrom AG, Berlin) abgestoppt und fur 1 min inkubiert. Daraufhin
werden die Zellen zweimal mit je 15 ml Kulturmedium 2 gewaschen; dabei wird
jeweils fur 5 min bei 1500 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wird nun in 5 ml
Kulturmedium 2 resuspendiert und fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Die Zellen werden
noch einmal wie oben beschrieben in 15 ml Kulturmedium 2 gewaschen. Das
Zellpellet wird daraufhin in 2 ml Kulturmedium 2 resuspendiert und die Zellzahl, wie
oben beschrieben, bestimmt. Die Zellen kdénnen nun bis zu ihrer weiteren

Verwendung auf Eis gestellt werden.

Praparation der Monozyten

Die Monozyten werden aus dem Knochenmark der Tiere isoliert. Das Knochenmark
wird dazu, wie im Kapitel 3.1.1 beschrieben, entnommen und in HBSS suspendiert.
Die Losung wird gefiltert und fir 5 min bei 1500 rpm und 4°C zentrifugiert. Das
Zellpellet wird nun in 1 ml NH4Cl-Lysepuffer resuspendiert und fir etwa 4 min
inkubiert. Danach werden 20 ml HBSS hinzugegeben und erneut fir 5 min bei 1500
rpm und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wird in 10 ml HBSS geldst und anschlie3end
wird die Suspension nochmals gefiltert. Die Zellzahl der erhaltenen Lésung wird
bestimmt. Daraufhin wird die Lésung fur 5 min bei 1500 rpm und 4°C zentrifugiert
und das Zellpellet in 4°C kaltem MACS-Puffer (195 ml PBS + 5 ml Humanes Albumin
(20%) + 0,8 ml EDTA (0,5M)) zusammen mit CD11b MicroBeads (Miltenyi Biotec
GmbH, Bergisch Gladbach) resuspendiert. Dabei werden pro 1 x 10° Zellen 9 pl
MACS-Puffer und 1 yl CD11b MicroBeads verwendet. Die Methode wird im Abschnitt
3.1.4 im Detail dargestellt. Die Losung wird bei 4°C fir 15 min inkubiert und dann mit
MACS-Puffer auf 25 ml aufgeflllt. Das Tube wird nun, wie oben beschrieben,
zentrifugiert und das Pellet in 3 ml MACS-Puffer aufgenommen. Die Zellsuspension
[Auft nun durch MACS Saulen (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach) in
entsprechenden Midi MACS Magneten (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach).
Dabei werden die CD11b positiven Monozyten und Makrophagen in den S&ulen
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durch magnetische Krafte festgehalten. CD11b negative Zellen durchlaufen die
Saulen und werden verworfen. Die Séaulen werden dann vom Magneten getrennt und
die CD11b" Zellen mit 5 ml MACS-Puffer ausgespiilt (Abb. 4). Die Losung wird auf
15 ml mit MACS-Puffer aufgeftllt und far 5 min bei 1500 rpm und 4°C zentrifugiert.
Das erhaltene Pellet wird in PBS resuspendiert und nochmals zentrifugiert. Nun wird
das Zellpellet in 1 ml Kulturmedium 2 aufgenommen und auf Eis gestellt. Die Zellzahl

wird, wie oben beschrieben, bestimmt.

Ansetzen der Cokulturen
Fur die Cokultur der STIC Zellen mit den Splenozyten werden fir jeden Mausstamm
zwei verschiedene Kulturreihen angelegt. Zum einen werden Kulturen fur die
Zellzahlung (Counts) angelegt, zum anderen Kulturen far die
durchflusszytometrischen Untersuchungen (FACS). Fur beide Untersuchungsreihen
werden jeweils folgende Versuchsansatze gemacht:

- Splenozyten

- Splenozyten + Monozyten

- Splenozyten + STICs

- STICs
Bei den Counts Kulturen werden von jeder Zellpopulation 3,0 x 10> Zellen in einem
Gesamtvolumen von jeweils 1 ml Kulturmedium 2 geldst und in 24-well Platten
(Corning Inc., New York, USA) inkubiert; es werden ausschlieSlich die CFSE
gefarbten Splenozyten verwendet. Die FACS Kulturen erhalten je 7,5 x 10° Zellen in
2,5 ml Kulturmedium 2 geldst und werden in 12-well Platten inkubiert (Corning Inc.,
New York, USA); hier werden ungefarbte Splenozyten verwendet. Die Platten
werden im Brutschrank bis zum Tag d7 (Counts) bzw. d8 (FACS) inkubiert.

3.1.3 CFSE Farbung

Carboxyfluorescin Diacetat Succinimidyl Ester (CFDA SE) ist ein Farbstoff, mit dem
lebende Zellen markiert werden koénnen. Das zunachst farblose und nicht
fluoreszierende CFDA SE diffundiert passiv in die zu farbenden Zellen. Im
Zytoplasma spalten zelleigene Esterasen die beiden Acetat-Gruppen des CFDA SE
ab, wodurch das aktive Molekul Carboxyfluorescin Succinimidyl Ester (CFSE)
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entsteht. Das stark fluoreszierende CFSE geht mit freien Amino-Gruppen
intrazellularer Proteine kovalente Bindungen ein und kann somit die markierten
Zellen nicht mehr verlassen. Die gefarbten Zellen kdnnen fir einen Zeitraum von bis
zu mehreren Wochen mittels Fluoreszenzmikroskopie oder im Durchflusszytometer
nachgewiesen werden. Auch die nach einer Mitose entstehenden Tochterzellen
enthalten den CFSE Farbstoff. In unseren Versuchen wird die beschriebene Methode
zur Markierung von Splenozyten verwendet. Wir verwenden dazu das Vybrant CFSE
Cell Tracer Kit der Marke Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, USA. Nach
Cokultur mit den STIC Zellen oder Monozyten werden die Uberlebenden Zellen, wie
oben beschreiben, mit Hilfe der Fluoreszenz Mikroskopie (Axiotech IlI, Zeiss,
Gottingen) ausgezahlt.

Zur Herstellung der CFDA SE Farbelésung sind folgende Schritte notwendig.
Zunachst wird jeweils ein Cup des CFDA SE Pulver (Component A) und der
Dimethylsulfoxid (Componet B) Losung (DMSO) aufgetaut. Die 500 ug des Pulvers
werden nun in 90 pl des organischen Losungsmittels DMSO gelost. Die so
hergestellte 10 mM CFSE Stock Solution wird nun je nach Charge nach Angabe des

Herstellers mit PBS verdinnt um die CFDA SE Farbeldsung zu erhalten.

3.1.4 MACS

Das Magnetic Cell Sorting (MACS) ist eine Standardmethode zur Isolierung
spezifischer Zellpopulationen. Sie basiert auf der Verwendung von MACS
MicroBeads, MACS Saulen und MACS Magneten. Bei unseren Versuchen werden
Séaulen vom Typ LS und die Magneten Midi MACS und Quadro MACS verwendet.
MACS MicroBeads sind etwa 50nm grol3e magnetische Partikel, die fur unsere
Zwecke mit Anti CD11b Antikérpern gekoppelt sind. Die CD11b MicroBeads werden
von der Firma Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach bezogen. Sie binden an ein Epitop
des CD11b/CD18 Heterodimers an der Oberflache von Zellen. Dieses Antigen
kommt in hoher Dichte auf Monozyten und Makrophagen der Maus vor.

Wir verwenden die Methode des ,Direct magnetic cell labeling® und fuhren eine
positive Selektion von CD11b* Zellen durch. Dazu werden, wie oben beschrieben,
die CD11lb MicroBeads auf die in MACS Puffer geloste Suspension von
Knochenmarkzellen gegeben. Die MicroBeads binden dann an die CD11b" Zellen.

25



Die gesamte Suspension lauft danach durch eine im MACS Magneten platzierte
MACS Saule. Durch die magnetischen Wechselwirkungen zwischen MicroBeads und
dem groRen MACS Magneten werden die magnetisch markierten CD11b"* Zellen in
der Saule zurickgehalten, wahrend alle anderen Zellen die Saule ungehindert
passieren kénnen. Nach Entfernung der Sdule vom MACS Magneten kdnnen die zu
isolierenden Zellen aus der Saule ausgespilt werden. Die experimentelle Anordnung
des MACS Sortings ist aus Abbildung 4 zu entnehmen.

Stempel
markierter Antikérper
»
'( Zielzelle
Q/ i Magnet
O\ Zielzelle
(wird
fest-
gehalten)
kontaminierende _> _>
Zellen \
\@ .
Zielzelle 1
\o \—Q
& -/
Ausspllen Ausspllen der Zielzellen
der kontaminierenden

Zellen

Abbildung 4: Magnetic Cell Sorting (MACS)

Schematisch dargestellt ist der Ablauf des Magnetic Cell Sorting zum Trennen von Mischkulturen. Nachdem ein
magnetisch markierter Antikérper an Oberflachenstrukturen der Zielzelle gebunden hat, lasst man die Zellsuspension
durch ein Magnetfeld flieRen. Die magnetisch markierten Zielzellen werden festgehalten, wahrend kontaminierende Zellen
ausgespllt werden. SchlieZlich kénnen nach Entfernung des Magneten die Zielzellen ausgespult werden.

Verandert nach Manuals der Firma Miltenyi Biotec.

Die CD11lb MicroBeads verandern laut Herstellerangaben weder Struktur noch
Funktion und Aktivitatsstatus der markierten Zellen. Aul3erdem bestehen die
MicroBeads aus einer biologisch abbaubaren Matrix aus Eisenoxid und
Polysacchariden, so dass sie in der Zellkultur nach einigen Tagen nicht mehr
nachweisbar sind. Es kdnnen also sofort nach Beendigung des MACS Cell Sortings

weitere Experimente mit den isolierten Zellen durchgefiihrt werden.
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3.1.5 Bestimmung der Splenozytenzahl

Die Zellz&hlung der ,Counts-Kulturen wird am Kulturtag d7 durchgefuhrt. Dazu
werden zunachst die am Kulturtag d5 angelegten 24-well Platten aus dem
Warmeschrank entnommen. Folgende Cokulturen werden bei der anschlieRenden
Zellzahlung untersucht:

- Splenozyten (CFSE gefarbt)

- Splenozyten (CFSE geféarbt) + Monozyten

- Splenozyten (CFSE geféarbt) + STICs
Die am Boden der Wells adharenten Zellen werden mit Kunststoffspateln geldst und
der Inhalt der einzelnen Wells in 15 ml Falcon Tubes gegeben. Die Tubes werden fur
8 min bei 1300 rpm und RT zentrifugiert. Vom Uberstand werden jeweils 700 pl in
Eppendorf Cups fir die spatere Zytokinbestimmung eingefroren. Der restliche
Uberstand wird bis auf etwa 350 ul, die im Tube verbleiben, abgesaugt und
verworfen. Nun wird das Zellpellet in den Tubes mit Hilfe einer Pipette resuspendiert,
mit der auch das exakte Volumen in den Falcon Tubes gemessen wird.
AnschlieBend wird eine Probe aus jedem Tube auf eine Brightline Neubauer
Zahlkammer gegeben. Die Neubauer Zahlkammer ist eine etwa 3 mal 8 cm grol3e
Glasplatte, auf deren Mitte quadratische Felder von definierter Gro3e aufgezeichnet
sind (Zahlflache). Durch seitliche Auflagen wird ein Deckglas in bekannter Hohe tber
der Zahlflache gehalten. Wird nun die Zellsuspension zwischen Zahlkammer und
Deckglas gegeben, befindet sich in jedem quadratischen Feld ein definiertes
Volumen.
Mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskopes (Axiotech Il, Zeiss, Goéttingen) werden nun
die zuvor CFSE gefarbten Splenozyten in der Zahlkammer ausgezéhlt. Aus der
Anzahl der fluoreszierenden Zellen pro Feld kann dann die Splenozyten Zellzahl pro
Volumeneinheit errechnet werden. In den Proben, die Splenozyten alleine enthalten,
werden auch morphologisch verdnderte Zellen mitgezahlt. Bei den Kulturen von
Splenozyten zusammen mit Monozyten oder STIC Zellen werden nur Splenozyten,
die keinen direkten Kontakt zu den ungefarbten Monozyten bzw. STIC Zellen haben,
bei der Zé&hlung bericksichtigt. Die Auswertung erfolgt mit Hilfe einer Tabelle in
Microsoft Excel.
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3.1.6 FACS/Durchflusszytometrie

Am Kulturtag d8 erfolgt die durchflusszytometrische Analyse der Zellkulturen zum
Nachweis von regulatorischen T-Zellen mit Hilfe des fluorescence activated cell
sorting (FACS). Diese Untersuchungen wurden von Frau Dr. Kronenberg und den
MTAs der Abteilung durchgefuhrt. An dieser Stelle mdchte ich nochmals fur die zur
Verfugung Stellung dieser Daten danken.

Die Durchflusszytometrie (FACS) ermdglicht die quantitative Bestimmung von
Oberflachenmolekilen und intrazellularen Proteinen sowie von Nukleinsauren. Das
Grundprinzip ist eine Antigen-Antikorper-Reaktion, die mit fir definierte Zellstrukturen
spezifischen Antikdrpern durchgefuhrt wird [1, 38].

Es werden i. d. R. fluoreszenzmarkierte Antikdrper benutzt, um an fir bestimmte
Zellpopulationen spezifische Zellstrukturen, bei Immunzellen haufig
Oberflachenmarker, zu binden. Die so markierten Zellen werden uber Laser
detektiert. Wenn die Zellen den Laser passieren, wird ein Teil des Lichtes gestreut.
Der Anteil des gestreuten Lichts korreliert mit der Gré3e und mit der Granularitat der
Zellen. So streuen homogene Zellen wie Lymphozyten deutlich weniger Licht als
Zellen wie Granulozyten, die zahlreiche Vesikel enthalten. Dadurch kénnen die
Zellen voneinander unterschieden werden. Das Vorwartsstreulicht (FSC, forward
scatter) ist ein Mal3 fur die Beugung des Lichts im flachen Winkel und abhéangig vom
Zellvolumen. Das Seitwartsstreulicht (SSC, sideward scatter) ist ein Mal3 fur die
Brechung des Lichts im rechten Winkel, welche von der Granularitat der Zelle und
von GrofRe und Struktur ihres Zellkerns abhéngt. FSC und SSC von analysierten
Zellen koénnen in Form eines Dot-Plots dargestellt werden. Dabei entspricht jeder
Punkt auf dem Plot einer analysierten Zelle. Die Position der Punkte auf der x- bzw.
der y-Achse im Dot-Plot entspricht den gemessenen FSC und SSC Werten [1, 38].
Neben der Streuung des eingestrahlten Lichtes wird zusétzlich die Fluoreszenz der
an die Antikorper gekoppelten Farbstoffe gemessen. Dabei entspricht die Starke des
Fluoreszenzsignals der Menge an gebundenem Antikdrper. Somit ist eine
guantitative Aussage Uber die Expression verschiedener Marker mdglich. Durch die
Verwendung mehrerer Fluoreszenzfarbstoffe und Laser kann die Expression
mehrerer Marker pro Zelle gleichzeitig analysiert werden [38]. Bei unseren
Experimenten wurden Antikorper fir die Oberflachenmarker CD4 und CD25 sowie
den intrazellularen Transkriptionsfaktor Foxp3 verwendet. Zellen, die fur alle drei
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Marker positiv sind, werden per Definition als regulatorische T-Zellen bezeichnet.
Analog zur Darstellung der FSC und SSC Werte wird die Expression der Marker CD4
und CD25 auf der x- und y-Achse von Dot-Plots dargestellt. Die Expression des
Markers Foxp3 der verschiedenen Zellpopulationen ist in Form von Histogrammen
dargestellt.

Neben dem Nachweis von regulatorischen T-Zellen in den Kulturen wurden die STIC
Zellen mit Hilfe des FACS auf die Expression der im Microarray identifizierten
Proteine GITRL, OX40L und CD301 untersucht. Dadurch sollte untersucht werden,
ob die auf m-RNA-Ebene detektierte Hochregulation der Genexpression auch zur

Proteinexpression in den entsprechenden Zellpopulationen fihrt.

3.2 ELISA

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein molekularbiologisches
Verfahren, das zum Nachweis von gelésten Proteinen in niedrigen Konzentrationen
verwendet wird [39]. Dabei wird die Fahigkeit von Antikdrpern genutzt, sich spezifisch
an bestimmte Proteine binden zu konnen. Es ist moglich, an diese Antikorper ein
Enzym zu koppeln, welches ein farbloses Substrat in ein farbiges Reaktionsprodukt
umsetzen kann. Kommt es nach Zugabe des Substrates zu einer Farbanderung im
Reaktionsgefal3, so kann daraus auf die Anwesenheit des nachzuweisenden
gelésten Proteins geschlossen werden. Vergleicht man den Farbumschlag der
Proben mit dem Farbumschlag einer definierten Verdinnungsreihe des
nachzuweisenden Proteins, so ist auch ein quantitativer Nachweis, also eine
Konzentrationsbestimmung des gesuchten Proteins moglich. Dieser Nachweis kann
mit automatischen Photometern erfolgen [39].

Bei unseren Versuchen wird die Technik des direkten Sandwich-ELISA verwendet.
Dabei wird auf eine Kunststoffplatte (Corning Inc., New York, USA), die 96
Vertiefungen enthalt (96-well Platte), zunachst ein erster Antikorper (Coating
Antibody) gegeben, der sich passiv an die Wande der Reaktionsgefal3e — also der
einzelnen wells — anlagert. Zwischen den einzelnen Schritten werden immer wieder
Waschungen durchgefiihrt, um nicht gebundene Proteine zu entfernen. Als néchstes
werden die zu untersuchenden Proben und Standard Verdinnungsreihen des

gesuchten Proteins in die Reaktionsgefal3e gegeben. Die Coating Antibodies binden
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nun spezifisch das zu untersuchende Protein. Daraufhin wird ein zweiter Antikorper
(Detection Antibody) hinzugegeben, an den ein Enzym gebunden ist. Auch dieser
bindet an das nachzuweisende Protein — allerdings an ein anderes Epitop. Weil nun
zwei Antikdrper an das Protein gebunden sind, spricht man von einem Sandwich-
ELISA. Gibt man nun das Substrat zu, kommt es je nach Menge des gebundenen
Detection Antibodies und damit auch je nach Menge des nachzuweisenden Proteins
zu einem unterschiedlich starken Farbumschlag. Dieser wird photometrisch
gemessen [39]. Eine schematische Darstellung eines Sandwich-ELISAs zeigt
Abbildung 5.

Streptavidin-HRP Substrat (Farbumschlag)
Biotin
‘ aviv4,
) | Y«
5 Y Y
Zielprotein Bifaction Ab ‘ o
Capture Ab ) \
a5 1.
S < < ~_
S . S . S R N S .
S — = ~ S 5 . N >

Wand des ReaktionsgefaRes

Abbildung 5: Sandwich ELISA

Schematisch dargestellt ist der Ablauf eines Sandwich ELISAs. Der an die Wand des Reaktionsgefal3es angelagerte
Capture Antibody bindet an ein Epitop des Zielproteins. Ein anschlieRend zugegebener Detection Antibody bindet an ein
anderes Epitop des Zielproteins. Das daraufhin hinzugefiigte Enzym Streptavidin-HRP bindet an einen Biotin-Rest des
Detection Antibodies. Streptavidin-HRP katalysiert die Umsetzung eines farblosen Substrates zu einem farbigen
Reaktionsprodukt. Dieser Farbumschlag kann photometrisch detektiert werden.

Verandert nach [1] und Manuals der Firma R&D.

Die Puffer, in denen die jeweils verwendeten Coating- oder Detection-Antibodies
gelést werden, haben die Aufgabe, die passive Adsorption an die im Assay
vorhandenen Proteine zu verhindern, wahrend eine immunologisch spezifische
Bindung moglich sein muss [39]. Dies kann zum Einen durch andere Proteine
erreicht werden, die dem Puffer in hoher Konzentration zugesetzt sind und so den
Antikorper kompetitiv an einer unspezifischen Bindung mit der festen Phase hindern.
Andererseits ist es moglich, ein Detergenz in einer niedrigen Konzentration

zuzugeben, was einen vergleichbaren Effekt hat [39].

Bei den einzelnen von uns durchgefiihrten ELISAs wurde entsprechend der
Protokolle der jeweiligen Hersteller verfahren. Das generelle Vorgehen wird im
Folgenden beschrieben. Zu Beginn wird eine 96-well Kunststoffplatte (Corning Inc.,
New York, USA) tUber Nacht mit einem Capture Antibody inkubiert. Es kommt zur
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passiven Anlagerung der in Puffer gelésten Antikorper an die Kunststoffoberflache
der 96-well Platte [39]. Nicht gebundene Antikdrpermolektle werden daraufhin durch
Spulen mit einem Wash Buffer entfernt. Als nachstes wird ein Block Buffer
hinzugegeben. Die darin enthaltenen Proteine binden an noch nicht mit Capture
Antibodies gesattigte Strukturen der 96-well Platte. Somit wird sichergestellt, dass
sich die nachzuweisenden Proteine nur spezifisch an die freien Enden der Capture
Antibodies anlagern und nicht unspezifisch mit freiliegendem Kunststoff interagieren
kénnen. Nun werden die Uberstande der zu untersuchenden Zellkulturen, sowie die
Standard Verdinnungen der nachzuweisenden Zytokine auf die Platte pipettiert.
Nach erneuter Inkubation und Waschung mit Wash Buffer zur Entfernung der
ungebunden Proteine kann der geloste Detection Antibody hinzugegeben werden.
Die verwendeten Detection Antibodies sind mit Biotin gekoppelt. Nach einem
weiteren Inkubations- und Waschschritt wird das Streptavidin-HRP hinzugegeben
(Abb. 5). Streptavidin ist ein aus vier identischen Untereinheiten bestehendes
tetrameres Protein, das mit sehr hoher Affinitat vier Biotinmolekule binden kann [40].
Streptavidin ist mit dem Enzym Horseradisch Peroxidase verbunden, welches die
Farbanderung des Substrates hervorruft. Nach einem letzten Inkubations- und
Waschvorgang kann nun die TMB Substrate Solution Losung (BD Biosciences,
Franklin Lakes, USA) hinzugegeben werden. Durch Anderung des pH-Wertes des
Systems (Zugabe von 50ul H,SO,4) wird die Reaktion nach einer definierten Zeit
abgestoppt. Die 96-well Platte wird daraufhin in einem Emax precision microplate
reader Photometer (Molecular Devices, Sunnyvale, USA) ausgelesen. Die Daten
werden abgespeichert und mit Hilfe der Photometer Software ausgewertet.

In den Abschnitten 3.2.1 bis 3.2.5 wird das genaue Vorgehen bei den einzelnen

ELISAs entsprechend der Vorgaben des Herstellers beschrieben.

3.2.1 Durchfuhrung des IL-10 ELISA

Vorbereitungen

Zunachst werden die benétigten Puffer und Losungen angesetzt. Fur den Coating
Buffer werden 5,9 g Na,HPO, und 8,05 g NaH,PO, in 500 ml destilliertes Wasser
gegeben. Durch Rihren werden die Salze gel6st. Die Losung wird daraufhin steril
filtriert. Zur Erstellung des Assay Diluent werden 50 ml FCS (Biochrom AG, Berlin) in
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500 ml PBS gelost. Die Lésung wird ebenfalls steril filtriert. Wie bei allen anderen
verwendeten ELISA Kits wird auch hier als Wash Buffer eine Mischung aus 500 ml
PBS und 250 pl Tween-20 (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) verwendet. Diese wird
zum Waschen der 96 Well Platten in eine Spritzflasche gefillt. Als Stop Solution

kommt 1 molare H,SO, zum Einsatz.

Coating Buffer (IL-10) Wash Buffer
e 500 ml H,O (dest.) e 500ml PBS
e 59gNa; HPO, e 250 ul Tween-20
e 8,05gNa H; PO,
Assay Diluent (IL-4 / 1L-10) Stop Solution
e 500ml PBS e 1M H,SO,4
e 50ml FCS

Tabelle 1: Puffer fur IL-10 ELISA (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA)

Zur Herstellung der erforderlichen Verdinnung des IL-10 Standards wird je nach
Charge des Herstellers entsprechend der beiliegenden Anleitung verfahren. In dem
verwendeten Produkt werden 175 ng des rekombinanten Maus-IL-10 in 1 ml
destilliertem Wasser geldst. Daraufhin werden je 20 ul dieser Losung in Eppendorf
Cups aliquotiert und bei -80°C eingefroren. Die ebenfalls bendtigten Capture- und
Detection-Antikorper, sowie das Enzyme Reagent, welches das Streptavidin-HRP
enthalt, werden bereits in geléster Form geliefert und im Kuhlschrank bei 4°C
aufbewahrt. Alle Puffer und Lésungen werden bei Bedarf unter der Sterilbank aus

den Behéltnissen entnommen.

Coating der Platte

Zur Durchfuhrung des ELISA werden zunachst 44 pl des Capture Antibody in 11 ml
des Coating Buffers geldst. Daraufhin werden je 100 ul dieser Losung in alle Wells
einer neuen 96-well Platte gegeben. Dazu wird, wie auch fur die folgenden
vergleichbaren Pipettierschritte eine automatische Pipette (Eppendorf, Hamburg)
verwendet. Die Platte wird mit einer Klebefolie verschlossen und tber Nacht bei 4°C

im Kihlschrank inkubiert.
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Durchfiihrung des ELISA

Nach Ende der Inkubationszeit wird die Losung aus den Wells abgeschuttet und die
Platte mit Wash Buffer gewaschen. Dabei wird eine Spritzflasche verwendet, um
jedes einzelne Well vollstandig mit Wash Buffer zu fullen. Danach wird der Wash
Buffer wieder abgeschuttet. Dieser Waschvorgang wird dreimal wiederholt. Die 96-
well Platte wird nun auf saugfahigem Papier ausgeklopft, um die Reste des Wash
Buffers mdglichst vollstandig aus den Wells zu entfernen. Daraufhin werden in jedes
Well 200 pl Assay Diluent pipettiert, die Platte wird wieder mit der Klebefolie
verschlossen und 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Wahrend der Inkubationszeit werden die zu untersuchenden Proben bei
Raumtemperatur aufgetaut und eine Verdiunnungsreihe des IL-10 Standards erstellt.
Dazu wird zunachst ein 20 pl Standard Aliquot aufgetaut. Daraufhin werden 12 ul des
IL-10 Standards in 1 ml Assay Diluent gelost. Diese Losung enthalt IL-10 in einer
Konzentration von 2000 pg/ml und wird als S1 bezeichnet. Es wird eine
Verdinnungsreihe im Verhaltnis 1:2 mit 7 FACS Roéhrchen (Sarstedt, Numbrecht)
erstellt (S1 — S7). Somit enthalt das S2 Réhrchen eine IL-10 Konzentration von 1000
pg/ml, das S7 Réhrchen noch eine Konzentration von 31,25 pg/ml. Das Roéhrchen S8

wird nur mit 500 pl Assay Diluent geflllt und dient spater als Leerwert.

Bevor die aufgetauten Proben aus den Eppendorf Cups entnommen werden kénnen,
missen sie zuerst mit einem Vortex Gerat durchmischt werden. Anschlieend
werden je 120 pl der zu untersuchenden Proben und der Standard
Verdinnungsreihe (S1 — S8) auf eine separate 96-well Platte mit Rundboden
pipettiert. Dieser Zwischenschritt wird durchgefuhrt, um die einzelnen Proben dann
moglichst zeitgleich auf die definitive ELISA Platte pipettieren zu kénnen. Um
Messungenauigkeiten zu minimieren, wird eine Dreifachbestimmung des Standards
verwendet. Drei weitere Wells auf der Platte werden fir die IL-10 Bestimmung im
Kulturmedium 2, welches fiur die Zellkultur verwendet wurde, benutzt. Die hier
ermittelten Ergebnisse muissen spater von den Werten der Proben abgezogen
werden.

Nach Ende der einstindigen Inkubationszeit wird die 96-well ELISA Platte, wie oben
beschrieben, dreimal gewaschen. Daraufhin werden je 100 ul der Proben und des IL-
10 Standards von der 96-well Rundbodenplatte auf die ELISA Platte pipettiert. Diese

wird wieder mit der Folie verschlossen und 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
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Danach wird die 96-well Platte, wie oben beschrieben, funfmal gewaschen.
Daraufhin werden 44 ul Detection Antibody und 44 pyl Enzyme Reagent in 11 ml
Assay Diluent gelost und die erhaltene Losung vermischt. Vom so erhaltenen
Working Detektor werden 100 pl / Well auf die ELISA Platte pipettiert. Die Platte wird
verschlossen, eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und danach siebenmal, wie
oben beschrieben, gewaschen. Als nachstes wird die Substrate Solution (BD
Biosciences, Franklin Lakes, USA) vorbereitet, welche sich aus zwei Reagentien
zusammensetzt. Dafir werden 6 ml des Reagenz A mit 6 ml des Reagenz B
vermischt. Je 100 ul der fertig gemischten Substrate Solution werden in jedes Well
der ELISA Platte pipettiert. Die Platte wird nun fir 30 min ohne Abdeckung in
Dunkelheit inkubiert. Dabei wird etwa alle 10 min der Farbumschlag beobachtet, um
die Reaktion vorzeitig abstoppen zu kénnen, falls sich eine zu intensive Farbung
einstellt. Nach der Inkubationszeit wird die Farbungsreaktion mit 50 ul / Well Stop
Solution (1M H,SO,) abgestoppt. Die ELISA Platte wird mit einem Emax precision
microplate reader bei 450 nm mit Wellenlangenkorrektur bei 540 nm ausgewertet.

Die Daten werden mit einer Software erfasst und abgespeichert.

3.2.2 Durchfuhrung des IL-4 ELISA

Vorbereitungen
Zunachst werden die bendtigten Puffer und Losungen angesetzt. Das Vorgehen ist
analog zum IL-10 ELISA.

Coating Buffer (IL-4) Wash Buffer
e 500 ml H,O (dest.) e 500ml PBS
e 4,2gNaHCO;3 e 250 ul Tween-20
e 18 g Na,CO3
e pH95
Assay Diluent (IL-4 /IL-10) Stop Solution
e 500ml PBS e 1M H,SO,4
e 50ml FCS

Tabelle 2: Puffer fiir IL-4 ELISA (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA)

Zur Herstellung der erforderlichen Verdinnung des IL-4 Standards wird, je nach

Charge des Herstellers, entsprechend der beiliegenden Anleitung verfahren. In dem
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verwendeten Produkt werden 125 ng des rekombinanten Maus-IL-4 in 1 ml
destilliertem Wasser gelost. Daraufhin werden je 25 pul dieser Losung aliquotiert und

eingefroren.

Coating und Durchfliihrung des ELISA

Zur Durchfuhrung des ELISA werden zunachst 44 pl des Capture Antibody in 11 ml
des Coating Buffers gelost. Daraufhin werden je 100 pl dieser Losung in alle Wells
einer neuen 96-well Mirkrotiter Platte gegeben. Die Platte wird mit einer Klebefolie
verschlossen und Uber Nacht bei 4°C im Kuihlschrank inkubiert. Nach Ende der
Inkubationszeit wird die Platte dreimal mit Wash Buffer gewaschen. Daraufhin
werden in jedes Well 200 pl Assay Diluent pipettiert, die Platte wird wieder mit der
Klebefolie verschlossen und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Wahrend der Inkubationszeit werden die zu untersuchenden Proben bei
Raumtemperatur aufgetaut und eine Verdinnungsreihe des IL-4 Standards erstellt.
Dazu wird zunachst ein 25 pl Standard Aliquot aufgetaut. Daraufhin werden 20 ul des
IL-4 Standards in 5 ml Assay Diluent gelost. Diese Ldosung enthélt IL-4 in einer
Konzentration von 500 pg/ml und wird als S1 bezeichnet. Es wird eine
Verdunnungsreihe im Verhaltnis 1:2 mit 7 FACS Rohrchen erstellt (S1 — S7). Somit
enthalt das S2 Rohrchen eine IL-4 Konzentration von 250 pg/ml. Das Rohrchen S8

wird nur mit 500 ul Assay Diluent gefillt und dient spater als Leerwert.

Bevor die aufgetauten Proben aus den Eppendorf Cups entnommen werden kénnen,
missen sie zuerst mit einem Vortex Gerat durchmischt werden. Anschlielend
werden je 120 pl der zu untersuchenden Proben und der Standard
Verdinnungsreihe (S1 — S8) auf eine separate 96-well Platte mit Rundboden
pipettiert. Es wird eine Dreifachbestimmung des Standards verwendet. Drei weitere
Wells auf der Platte werden fiir die IL-4 Bestimmung im Kulturmedium, welches fir
die Zellkultur verwendet wurde, benutzt. Die hier ermittelten Ergebnisse muissen
spater von den Werten der Proben abgezogen werden.

Nach Ende der Inkubationszeit wird die 96-well ELISA Platte dreimal gewaschen.
Daraufhin werden je 100 pl der Proben und des IL-4 Standards von der 96-well
Rundbodenplatte auf die ELISA Platte pipettiert. Diese wird wieder mit der Folie
verschlossen und 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wird die 96-well
Platte funfmal gewaschen. Daraufhin werden 44 pl Detection Antibody und 44 pl
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Enzyme Reagent in 11 ml Assay Diluent gel6st und die erhaltene Lésung vermischt.
Vom so erhaltenen Working Detektor werden 100 ul / Well auf die ELISA Platte
pipettiert. Die Platte wird verschlossen, eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert
und danach siebenmal gewaschen. Als nachstes wird die Substrate Solution
vorbereitet, welche sich aus zwei Reagentien zusammensetzt. Dafur werden 6 ml
des Reagenz A mit 6 ml des Reagenz B vermischt. Je 100 ul der fertig gemischten
Substrate Solution werden in jedes Well der ELISA Platte pipettiert. Die Platte wird
nun far 30 min ohne Abdeckung in Dunkelheit inkubiert. Nach der Inkubationszeit
wird die Farbungsreaktion mit 50 ul / Well Stop Solution (1M H,SO,) abgestoppt. Die
ELISA Platte wird mit einem Lesegeréat bei 450 nm mit Wellenlangenkorrektur bei
540 nm ausgewertet. Die Daten werden mit einer Software erfasst und

abgespeichert.

3.2.3 Durchfuhrung des IL-12 ELISA

Vorbereitungen

Zunachst werden die bendtigten Puffer und Losungen angesetzt. Das Vorgehen ist
analog zum IL-10 ELISA. Bei diesem ELISA System mussen, wie bei allen von uns
verwendeten Produkten der Firma R&D, zunachst Standard, Capture- und Detection

Antibody gel6st und aliquottiert werden.

Standard (IL-12) Reagent Diluent (1L-12)
e Fertiges Pulver e 500 ml PBS
e 0,5 ml Reagent Diluent (IL-12) e 5gBSA
e Aliquottieren von je 42 ul
e Tiefgefrieren bei -80°C

Capture Antibody (IL-12) Wash Buffer
e Fertiges Pulver e 500ml PBS
e 1mlPBS e 250 ul Tween-20
¢ Aliquottieren von je 65 ul
e Tiefgefrieren bei -80°C

Detection Antibody (IL-12) Stop Solution
e Fertiges Pulver e 1M H,SO,
¢ 1 ml Reagent Diluent (IL-12)
e Aliquottieren von je 65 u/
o Tiefgefrieren bei -80°C

Tabelle 3: Reagentien und Puffer fur IL-12 ELISA (R&D Systems, Minneapolis, USA)
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Coating und Durchfliihrung des ELISA

Zur Durchfihrung des IL-12 ELISA werden zunéachst 61 ul eines zuvor aufgetauten
Capture Antibody Aliquotts in 11 ml des PBS gel6st. Daraufhin werden je 100 pl
dieser Losung in alle Wells einer neuen 96-well Mirkrotiter Platte gegeben. Die Platte
wird mit einer Klebefolie verschlossen und tber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach Ende der Inkubationszeit wird die Platte dreimal mit Wash Buffer gewaschen.
Daraufhin werden in jedes Well 200 pul Reagent Diluent pipettiert, die Platte wird
wieder mit der Klebefolie verschlossen und 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Wahrend der Inkubationszeit werden die zu untersuchenden Proben bei
Raumtemperatur aufgetaut und eine Verdiinnungsreihe des IL-12 Standards erstellt.
Dazu wird zunachst ein 42 pl Standard Aliquot aufgetaut. Daraufhin werden 42 ul des
IL-12 Standards zu 958 ul Reagent Diluent dazupipettiert. Diese Losung enthalt IL-12
in einer Konzentration von 2500 pg/ml und wird als S1 bezeichnet. Es wird eine
Verdunnungsreihe im Verhaltnis 1:2 mit 7 FACS Rohrchen erstellt (S1 — S7). Somit
enthalt das S2 Rohrchen eine IL-12 Konzentration von 1250 pg/ml. Das Rohrchen S8

wird nur mit 500 ul Assay Diluent gefillt und dient spater als Leerwert.

Bevor die aufgetauten Proben aus den Eppendorf Cups entnommen werden kdénnen,
missen sie zuerst mit einem Vortex Gerat durchmischt werden. Anschlie3end
werden je 120 pl der zu untersuchenden Proben und der Standard
Verdinnungsreihe (S1 — S8) auf eine separate 96-well Platte mit Rundboden
pipettiert. Es wird eine Dreifachbestimmung des Standards verwendet. Drei weitere
Wells auf der Platte werden fur die IL-12 Bestimmung im Kulturmedium, welches fur
die Zellkultur verwendet wurde, benutzt. Die hier ermittelten Ergebnisse missen
spater von den Werten der Proben abgezogen werden.

Nach Ende der Inkubationszeit wird die 96-well ELISA Platte dreimal gewaschen.
Daraufhin werden je 100 ul der Proben und des IL-12 Standards von der 96-well
Rundbodenplatte auf die ELISA Platte pipettiert. Diese wird wieder mit der Folie
verschlossen und 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wird die 96-well
Platte dreimal gewaschen. Daraufhin werden 61 pl Detection Antibody in 11 ml
Reagent Diluent geldst. Vom so erhaltenen Working Detektor werden 100 ul / Well
auf die ELISA Platte pipettiert. Die Platte wird verschlossen, 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert und danach dreimal gewaschen. Nun werden an einem

sterilen Arbeitsplatz 55 pl der Streptavidin-HRP Ldsung in 11 ml Reagent Diluent
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geldst. Von der so erhaltenen Lésung werden 100 ul / Well auf die ELISA Platte
pipettiert. Die Platte wird nun fur 20 min ohne Abdeckung in Dunkelheit inkubiert und
nach Ende der Inkubationszeit dreimal gewaschen. Als nachstes wird die Substrate
Solution vorbereitet, welche sich aus zwei Reagentien zusammensetzt. Daflir werden
6 ml des Reagenz A mit 6 ml des Reagenz B vermischt. Je 100 pl der fertig
gemischten Substrate Solution werden in jedes Well der ELISA Platte pipettiert. Die
Platte wird nun fur weitere 20 min ohne Abdeckung in Dunkelheit inkubiert. Nach der
Inkubationszeit wird die Farbungsreaktion mit 50 ul / Well Stop Solution (1M H,SO,)
abgestoppt. Die ELISA Platte wird mit einem Lesegerat bei 450 nm mit
Wellenlangenkorrektur bei 540 nm ausgewertet. Die Daten werden mit einer
Software erfasst und abgespeichert.

3.2.4 Durchfuhrung des IFN-y ELISA

Vorbereitungen

Zunachst werden die bendétigten Puffer und Losungen angesetzt. Das Vorgehen ist
analog zum IL-10 ELISA. Bei diesem ELISA System mussen, wie bei allen von uns
verwendeten Produkten der Firma R&D, zundchst Standard, Capture- und Detection

Antibody gel6st und aliquottiert werden.

Standard (IFN-y) Reagent Diluent (IFN-vy)
e Fertiges Pulver e 500 ml Tris buffered saline
¢ 0,5 ml Reagent Diluent (IFN-y) e 059BSA
e Aliquottieren von je 33 ul e 250 ul Tween-20
o Tiefgefrieren bei -80°C e pH7,33

Capture Antibody (IEN-y) Wash Buffer
e Fertiges Pulver e 500ml PBS
e 1mlPBS e 250 ul Tween-20
e Aliquottieren von je 65 ul
e Tiefgefrieren bei -80°C

Detection Antibody (IEN-y) Stop Solution
e Fertiges Pulver e 1M H,SO,

e 1 ml Reagent Diluent (IFN-y)
e Aliquottieren von je 65 ul
o Tiefgefrieren bei -80°C

Tabelle 4: Reagentien und Puffer fur IFN-y ELISA (R&D Systems, Minneapolis, USA)
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Coating und Durchfliihrung des ELISA

Zur Durchfuhrung des IFN-y ELISA werden zunachst 61 ul eines zuvor aufgetauten
Capture Antibody Aliquotts in 11 ml des PBS gel6st. Daraufhin werden je 100 pl
dieser Losung in alle Wells einer neuen 96-well Mirkrotiter Platte gegeben. Die Platte
wird mit einer Klebefolie verschlossen und tiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach Ende der Inkubationszeit wird die Platte dreimal mit Wash Buffer gewaschen.
Daraufhin werden in jedes Well 200 yl Reagent Diluent pipettiert, die Platte wird
wieder mit der Klebefolie verschlossen und 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Wahrend der Inkubationszeit werden die zu untersuchenden Proben bei
Raumtemperatur aufgetaut und eine Verdinnungsreihe des IFN-y Standards erstellt.
Dazu wird zunachst ein 33 pl Standard Aliquot aufgetaut. Daraufhin werden 33 ul des
IFN-y Standards in 1 ml Reagent Diluent gel6st. Diese Lésung enthalt IFN-y in einer
Konzentration von 2000 pg/ml und wird als S1 bezeichnet. Es wird eine
Verdunnungsreihe im Verhaltnis 1:2 mit 7 FACS Rd6hrchen erstellt (S1 — S7). Somit
enthalt das S2 Rohrchen eine IFN-y Konzentration von 1000 pg/ml. Das Rohrchen

S8 wird nur mit 500 ul Assay Diluent geflillt und dient spater als Leerwert.

Bevor die aufgetauten Proben aus den Eppendorf Cups entnommen werden kdnnen,
missen sie zuerst mit einem Vortex Gerat durchmischt werden. Anschlie3end
werden je 120 pl der zu untersuchenden Proben und der Standard
Verdinnungsreihe (S1 — S8) auf eine separate 96-well Platte mit Rundboden
pipettiert. Es wird eine Dreifachbestimmung des Standards verwendet. Drei weitere
Wells auf der Platte werden fur die IFN-y Bestimmung im Kulturmedium, welches fir
die Zellkultur verwendet wurde, benutzt. Die hier ermittelten Ergebnisse missen
spater von den Werten der Proben abgezogen werden.

Nach Ende der Inkubationszeit wird die 96-well ELISA Platte dreimal gewaschen.
Daraufhin werden je 100 pl der Proben und des IFN-y Standards von der 96-well
Rundbodenplatte auf die ELISA Platte pipettiert. Diese wird wieder mit der Folie
verschlossen und 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wird die 96-well
Platte dreimal gewaschen. Daraufhin werden 61 pl Detection Antibody in 11 ml
Reagent Diluent geldst. Vom so erhaltenen Working Detektor werden 100 ul / Well
auf die ELISA Platte pipettiert. Die Platte wird verschlossen, 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert und danach dreimal gewaschen. Nun werden an einem

sterilen Arbeitsplatz 55 pl der Streptavidin-HRP Ldsung in 11 ml Reagent Diluent
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geloést. Von der so erhaltenen Lésung werden 100 ul / Well auf die ELISA Platte
pipettiert. Die Platte wird nun fur 20 min ohne Abdeckung in Dunkelheit inkubiert und
nach Ende der Inkubationszeit dreimal gewaschen. Als nachstes wird die Substrate
Solution vorbereitet, welche sich aus zwei Reagentien zusammensetzt. Dafiir werden
6 ml des Reagenz A mit 6 ml des Reagenz B vermischt. Je 100 pl der fertig
gemischten Substrate Solution werden in jedes Well der ELISA Platte pipettiert. Die
Platte wird nun fur weitere 20 min ohne Abdeckung in Dunkelheit inkubiert. Nach der
Inkubationszeit wird die Farbungsreaktion mit 50 ul / Well Stop Solution (1M H,SO,)
abgestoppt. Die ELISA Platte wird mit einem Lesegerat bei 450 nm mit
Wellenlangenkorrektur bei 540 nm ausgewertet. Die Daten werden mit einer
Software erfasst und abgespeichert.

3.2.5 Durchfuhrung des TGF-B ELISA

Vorbereitungen

Zunachst werden die bendétigten Puffer und Losungen angesetzt. Das Vorgehen ist
analog zum IL-10 ELISA. Bei diesem ELISA System mussen, wie bei allen von uns
verwendeten Produkten der Firma R&D, zunadchst Standard, Capture- und Detection

Antibody gel6st und aliquottiert werden.

Standard (TGF-B) Reagent Diluent (TGF-8)
Fertiges Pulver 500 ml PBS

e 0,5 ml Reagent Diluent (TGF-38) e 7 g delipized bovine serum
e Aliquottieren von je 25 ul e 250 ul Tween-20
o Tiefgefrieren bei -80°C e pH73
Capture Antibody (TGF-() Block Buffer (TGF-B)
e Fertiges Pulver e 500 ml PBS
e 1mlPBS e 25ml Tween-20
e Aliquottieren von je 65 u/ e 2.5 ml NaN3 Losung (10%)
e Tiefgefrieren bei -80°C
Detection Antibody (TGF-() Wash Buffer
e Fertiges Pulver e 500 ml PBS
e 1 ml Reagent Diluent (TGF-B) e 250 ul Tween-20
e Aliquottieren von je 65 ul
o Tiefgefrieren bei -80°C

Stop Solution
e 1M HzSO,

Tabelle 5: Reagentien und Puffer fir TGF-B ELISA (R&D Systems, Minneapolis)
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Aktivierung der Proben

Das Zytokin TGF-B hat die Besonderheit, dass es aufgrund seiner Bindung an das
latency-associated peptide (LAP) in einer inaktiven Form von der Zelle freigesetzt
wird (latentes TGF-B), in der es nicht an seinen Rezeptor binden kann und somit
auch keinen biologischen Effekt zeigt [41]. Durch verschiedene Mechanismen, wie
etwa durch Proteasen oder — wie bei unseren ELISAs — durch extreme pH Werte,
kann latentes TGF-B in seine aktive Form uUberfihrt werden, welche nur eine
Halbwertszeit von etwa 3 Minuten hat [42]. Aus diesem Grund wird in unseren
Versuchen das latente TGF- gemessen.

Um das latente TGF-B in seine aktive Form zu Uberflhren, ist bei dem von uns
verwendeten ELISA Set eine Aktivierung der zu untersuchenden Proben erforderlich.
Zunachst werden die Proben bei Raumtemperatur aufgetaut und mit einem Vortex
Gerat durchmischt. Nun werden auf je 100 pl Probe 20 pyl 1N HCI gegeben und 10
min inkubiert. Daraufhin wird zur Neutralisierung der Saure zu jeder Probe 20 pl 1,2N
NaOH gegeben. Bei der Berechnung der Konzentrationen muss somit spater ein

Verdunnungsfaktor von 1,4 berlcksichtigt werden.

Coating und Durchfuthrung des ELISA

Zur Durchfiihrung des TGF- ELISA werden zunachst 61 ul eines zuvor aufgetauten
Capture Antibody Aliquotts in 11 ml des PBS geldst. Daraufhin werden je 100 pl
dieser Losung in alle Wells einer neuen 96-well Mirkrotiter Platte gegeben. Die Platte
wird mit einer Klebefolie verschlossen und tiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach Ende der Inkubationszeit wird die Platte dreimal mit Wash Buffer gewaschen.
Daraufhin werden in jedes Well 200 ul Block Buffer pipettiert, die Platte wird wieder
mit der Klebefolie verschlossen und 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Wahrend der Inkubationszeit wird eine Verdinnungsreihe des TGF-f Standards
erstellt. Dazu wird zun&chst ein 25 pl Standard Aliquot aufgetaut. Daraufhin werden
6,9 yl des TGF-B Standards in 1 ml Reagent Diluent gelost. Diese Losung enthalt
TGF-B in einer Konzentration von 1000 pg/ml und wird als S1 bezeichnet. Es wird
eine Verdunnungsreihe im Verhaltnis 1:2 mit 7 FACS Roéhrchen erstellt (S1 — S7).
Somit enthédlt das S2 Rohrchen eine TGF-B Konzentration von 500 pg/ml. Das
Rohrchen S8 wird nur mit 500 ul Assay Diluent geflllt und dient spater als Leerwert.
Anschliefend werden je 120 pl der zuvor aktivierten Proben und der Standard
Verdinnungsreihe (S1 — S8) auf eine separate 96-well Platte mit Rundboden
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pipettiert. Es wird eine Dreifachbestimmung des Standards verwendet. Drei weitere
Wells auf der Platte werden fur die TGF-B Bestimmung im Kulturmedium, welches fur
die Zellkultur verwendet wurde, benutzt. Die hier ermittelten Ergebnisse missen
spater von den Werten der Proben abgezogen werden.

Nach Ende der Inkubationszeit wird die 96-well ELISA Platte dreimal gewaschen.
Daraufhin werden je 100 ul der Proben und des TGF- Standards von der 96-well
Rundbodenplatte auf die ELISA Platte pipettiert. Diese wird wieder mit der Folie
verschlossen und 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wird die 96-well
Platte dreimal gewaschen. Daraufhin werden 61 ul Detection Antibody in 11 ml
Reagent Diluent geldst. Vom so erhaltenen Working Detektor werden 100 ul / Well
auf die ELISA Platte pipettiert. Die Platte wird verschlossen, 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert und danach dreimal gewaschen. Nun werden an einem
sterilen Arbeitsplatz 55 pl der Streptavidin-HRP Ldsung in 11 ml Reagent Diluent
gelost. Von der so erhaltenen Losung werden 100 pl / Well auf die ELISA Platte
pipettiert. Die Platte wird nun fur 20 min ohne Abdeckung in Dunkelheit inkubiert und
nach Ende der Inkubationszeit dreimal gewaschen. Als nachstes wird die Substrate
Solution vorbereitet, welche sich aus zwei Reagentien zusammensetzt. Daflir werden
6 ml des Reagenz A mit 6 ml des Reagenz B vermischt. Je 100 pl der fertig
gemischten Substrate Solution werden in jedes Well der ELISA Platte pipettiert. Die
Platte wird nun fir weitere 20 min ohne Abdeckung in Dunkelheit inkubiert. Nach der
Inkubationszeit wird die Farbungsreaktion mit 50 ul / Well Stop Solution (1M H,SO,)
abgestoppt. Die ELISA Platte wird mit einem Lesegerdt bei 450 nm mit
Wellenlangenkorrektur bei 540 nm ausgewertet. Die Daten werden mit einer

Software erfasst und abgespeichert.

3.3 DNA/RNA Microarray

Seit der Einfuhrung von DNA Microarrays vor etwa 15 Jahren konnte diese
Technologie entscheidend weiterentwickelt werden. So sind standardisierte Arrays
etwa fiur Genotypisierung, Analysen der Genexpression oder Comparative
Genomische Hybridisierung (CGH) kommerziell erhaltlich [43].

Das Grundprinzip eines Microarrays ahnelt dem eines ELISAs. An eine feste Phase

sind ,capture Molekule“ gebunden, welche spezifisch an die einzelnen, in der Probe
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nachzuweisenden Moleklile binden. Sind diese zum Beispiel mit einem
fluoreszierenden Farbstoff markiert, kobnnen die gebundenen Molekile nach einem
Waschvorgang sichtbar gemacht werden. Die hohe Leistungsfahigkeit von
Microarrays kommt dadurch zustande, dass auf einem einzelnen Array mehrere
zehntausend ,capture Molekule“ in kleinen raumlichen Abstanden untergebracht sein
kbnnen. Dies ermdglicht zum einen, dass eine Probe gleichzeitig auf die
Anwesenheit einer eben so hohen Zahl an Zielmolekilen untersucht werden kann.
Zum anderen braucht die Probe nur kleine Mengen der nachzuweisenden Substanz
zu enthalten, um ein positives Ergebnis zu erhalten [43].

Wendet man die Methode des Microarray zum Nachweis von Nukleinsauren an, so
lasst sich damit zum Beispiel das gesamte Transkriptom einer Zelle, also alle etwa
40.000 transkribierten m-RNA (messanger RNA) Molekile einer Zelle, erfassen.
Hierbei kommen als ,capture Molekile“ synthetisch erzeugte Oligonukleotide von 60
Basen Lange zum Einsatz. Die m-RNA wird aus den zu untersuchenden Zellen
isoliert und in cDNA umgeschrieben. Diese wird quantitativ amplifiziert und mit
fluoreszierenden Farbstoffen markiert. Die Hybridisierung wird mit Hilfe einer
zentrifugalen Durchmischung beschleunigt. Dadurch wird die Diffusion der cDNA
Molekule zu allen ,capture Molekulen® auf dem Array ermdglicht. Nachdem
unspezifisch gebundene Molekile durch Waschen entfernt worden sind, wird der
Array elektronisch ausgelesen [43].

Die so in den Proben nachgewiesenen m-RNA Konzentrationen korrelieren haufig
mit den Proteinkonzentrationen in der Zelle nach der Translation. Dies muss jedoch
nicht immer so sein, da m-RNA Moleklle haufig vielfaltigen posttranskriptionellen
Modifikationen unterworfen sind. Diese Modifikationen werden mit einem DNA
Microarray nicht erfasst. Da leistungsfahige Protein Microarrays noch nicht
kommerziell erhaltlich sind, werden zum Nachweis der funktionstiichtigen Proteine
klassische Techniken wie Western Blot, ELISA oder Durchflusszytometrie
angewendet [43].

In unseren Versuchen wurde zur Analyse der m-RNA Expression der STIC Zellen
der Whole Mouse Genome Oligo Microarray der Firma Agilent Technologies
verwendet. Er ermdglicht die simultane Analyse von etwa 21.000 m-RNA
Expressionswerten. Der Assay wurde von Prof. Rehli aus der Klinik fir Hamatologie
und Onkologie der Universitat Regensburg durchgefuhrt. Die Ergebnisse wurden uns

zur weiteren Analyse auf einem Datentrager zur Verfigung gestellt.
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3.4 Statistik

Ergebnisse aus Experimenten sind als Mittelwerte mit Standardfehler (Standard error
of the mean = SEM) angegeben. Statistische Analysen wurden unter Verwendung
des t-Tests des Programms IBM SPSS Statistics Version 19 durchgefuhrt. Werte von
P < 0,05 werden als statistisch signifikant angesehen und sind mit * gekennzeichnet,
Werte von P< 0,001 werden als hochsignifikant angesehen und mit **

gekennzeichnet.

4 Ergebnisse

Die Arbeitsgruppen an den Universitaten Regensburg und Kiel [13, 44] konnten
zeigen, dass die STIC Zellen immunsuppressive Eigenschaften aufweisen. Erste
Ergebnisse Uber die zellularen Vorgange, die dabei eine Rolle spielen, lieferten die
Arbeiten von Brem-Exner et al. [13]. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es,
Immunbotenstoffe zu identifizieren, welche die Wirkung der STIC Zellen erklaren
koénnen.

Zunachst wurden im Rahmen einer Zellkultur Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe
reproduziert, welche aufzeigen, dass die STIC Zellen bei einer Cokultur mit
Lymphozyten zu einem Ruckgang der Lymphozyten-Zellzahl fihren. In dieser Kultur
wurde aulBerdem die Zahl der regulatorischen T-Zellen mit Hilfe der
Durchflusszytometrie (von MTAs durchgefiihrt) bestimmt. Unsere Ergebnisse zeigen
eine Anreicherung an regulatorischen T-Zellen in der Zellkultur der STIC Zellen.
(Abschnitt 4.1) Diese wurde im weiteren Verlauf als Qualitatskontrolle unserer

Zellkulturen benutzt.

Wir stellten die Arbeitshypothese auf, dass l6sliche Immunbotenstoffe (Zytokine) bei
den beobachteten Wirkungen der STIC Zellen eine Rolle spielen konnten. Deshalb
wurden mit Hilfe von ELISAs die Konzentrationen von potentiell bedeutsamen
Zytokinen im Zeitverlauf bestimmt. Da aufgrund der hohen Anzahl der bekannten
Zytokine nicht alle zu bestimmen waren, haben wir uns auf diejenigen beschréankt,
die immunsuppressive Eigenschaften haben. Die beschriebene Anreicherung von
regulatorischen T-Zellen veranlasste uns aufRerdem, nach solchen Botenstoffen zu

suchen, von denen bekannt ist, dass sie die Bildung von regulatorischen T-Zellen
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induzieren konnen. In Anbetracht dieser Uberlegungen wahlten wir folgende Zytokine
aus: IL-2, IL-4, IL-10, IL-12, TGF-B, IFN-y [1, 2, 29, 32, 34, 37].

Bei den Ergebnissen dieser Versuche (siehe Abschnitt 4.2) fiel uns der sehr
deutliche Anstieg der IL-10 Konzentration in der Cokultur von STIC Zellen und
Lymphozyten auf. Diese Ergebnisse in Verbindung mit der Tatsache, dass IL-10 eine
Rolle bei der Bildung der Ty Zellen spielt [45, 46], veranlasste uns zur Aufstellung
der Arbeitshypothese, dass die von uns beobachtete Anreicherung der T.q Zellen
durch die Wirkung des Zytokins IL-10 vermittelt sein konnte.

Zur Uberprifung dieser Hypothese, verwendeten wir kommerziell erhaltliche IL-10
knockout Mause, um mit ihren Zellen die gleichen Kulturen durchzufihren wie mit
den Wildtyp-Tieren. Durch die Beobachtung, dass bei den Zellkulturen der knockout
Tiere eine vergleichbare Anreicherung von T,y Zellen stattfindet, konnten wir die
Hypothese falsifizieren (Abschnitt 4.3).

Um nach weiteren Immunbotenstoffen und anderen potentiell bedeutsamen
Genprodukten zu suchen, entschieden wir uns, eine Analyse des
Genexpressionsmusters der STIC Zellen mit Hilfe eines Microarrays durchzufihren.
Durch diese Methode konnten wir einen grof3en Teil des Transkriptoms der STIC
Zellen darstellen und die Genexpressionen der STIC Zellen mit denen anderer
Makrophagen vergleichen. Dies erméglichte uns zum einen das Screening einer viel
gréReren Zahl an Zytokinen, wie dies bei Analysen auf Proteinebene mdglich
gewesen ware. Zum anderen konnten wir auch nach Substanzen suchen, fir die
noch keine Antikorper kommerziell erhaltlich sind oder nach solchen, die aufgrund
ihres intrazellularen Vorkommens mittels Immunoassays und Duchflusszytometrie

nur schwer nachzuweisen sind. Die Ergebnisse sind in Abschnitt 4.4 dargestellt.

Um die mittels Microarray gefundenen Anderungen in der Genexpression der STIC
Zellen zu verifizieren, wurde auf Proteinebene nach einigen der zuvor identifizierten
Genprodukte gescreent. Dazu wurden nochmals durchflusszytometrische
Untersuchungen durchgeftihrt (von Frau Dr. Kronenberg und MTAs durchgefthrt).
Dabei konzentrierten wir uns bei den hochregulierten Proteinen der STIC Zellen auf
solche, die auf der Zelloberflache vorkommen und denen in der Literatur [47-53]

immunregulatorische Eigenschaften zugeschrieben werden. Wir mussten uns dabei
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auf Proteine beschranken, fur die kommerziell fir die Durchflusszytometrie geeignete

Antikorper erhaltlich sind. Die Ergebnisse sind im Abschnitt 4.5 dargestellt.

4.1 Zellzdhlung und Durchflusszytometrie der STIC Zellkultur

Der genaue Versuchsaufbau der Zellkultur zur Differenzierung der STIC Zellen ist in
Abschnitt 3.1 dargestellt. STIC Zellen werden in einer Kultur von priméaren
Mausleukozyten unter dem Einfluss von M-CSF und IFN-y generiert [13].

Nach der Gewinnung der an die Kulturschalen adharenten Zellen am Kulturtag d5
(Abbildung 6) werden diese Zellen mit frisch isolierten Splenozyten aus neuen
Méausen des jeweils gleichen Stammes in Cokultur genommen. Die Pré&paration
dieser Splenozyten enthalt hauptsachlich Lymphozyten. Bei der Bestimmung der
Splenozytenzahlen in den Kulturen werden, bedingt durch die Farbemethode, nur die
Lymphozyten erfasst, wahrend cokultivierte nicht lymphozytare Zellen nicht
mitgezahlt werden. Deswegen werden die Splenozyten im Folgenden auch als
Lymphozyten bezeichnet. Es ist zu beachten, dass das als ,STICs“ bezeichnete
Zellgemisch neben den eigentlichen makrophagenahnlichen STIC Zellen auch
andere Zellpopulationen enthélt. Dies liegt daran, dass aus der Kultur die
monozytaren Zellen nicht speziell separiert werden. Die der Zellkultur am Tag d5
zugesetzten Splenozyten werden am Kulturtag d7 ausgezahit. Die Zellzahlen werden
mit einer Cokultur von Splenozyten und Monozyten sowie einer alleinigen
Splenozytenkultur als Referenzgruppe verglichen.

Eine vereinfachte Ubersicht der Zellkultur ist der Abbildung 6 zu entnehmen.
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Abbildung 6: Zeitlicher Ablauf der STIC Zellkultur
Dargestellt ist eine vereinfachte Ubersicht der von uns durchgefiihrten STIC Zellkultur. Von links nach rechts ist der zeitliche
Verlauf in Tagen aufgezeigt. Die Kultur lasst sich in zwei Teile gliedern. Im ersten Teil werden die STIC Zellen aus Blut-,
Knochenmark-, und Milzzellen von Mausen differenziert, im Teil 2 werden die verschiedenen Cokulturen durch Zellz&hlung
und durchflusszytometrische Analyse weiter untersucht. Am Kulturtag d5 werden aus ,neuen“ Mausen Splenozyten und
Monozyten isoliert. Am gleichen Tag werden diese Zellen mit den STIC Zellen in Cokultur genommen. Die Zuordnung der
Zellen zu den am Tag dO und den am Tag d5 getoteten Tieren ist farblich gekennzeichnet.

Bei unseren Experimenten werden Zellen aus den Mausstammen BALB/c und
C57BL/6 verwendet. Fur die Verwendung dieser beiden Stdmme haben wir uns
entschieden, weil Brem-Exner et al. bereits erfolgreich nachweisen konnten, dass
sich aus diesen STIC Zellen differenzieren lassen [13].

Die Auswertung der Zellzdhlungen hat ergeben, dass die Anwesenheit von STICs zu
einem Rickgang der Splenozyten Zellzahl bei beiden Mausstammen fuhrt (Abb. 7).
Die nachfolgende Grafik zeigt die Splenozytenzahlen nach der Durchfiihrung von
drei unabhangigen Experimenten am Kulturtag d7 der STIC Zellkultur.

Beim ersten Experiment enthalt die Splenozytenkultur der BALB/c Zellen ohne
cokultivierte STIC Zellen eine Zellzahl von 0,32 x 10° pro Well (Standardfehler 0,55).
Diese Splenozyten Zellzahl entspricht im Bezug auf die Zellzahlen der weiteren
Cokulturen 100%. Bei der Cokultur der Splenozyten mit STIC Zellen zeigt sich mit
0,07 x 10° Zellen pro Well (Standardfehler 0,06), bzw. 20% der Zellzahl der
Splenozyten Monokultur, eine deutlich niedrigere Splenozytenzahl. Durch den hohen
Standardfehler wird das statistische Signifikanzniveau jedoch nicht erreicht. Die
Zellzahl der Cokultur von Splenozyten und Monozyten liegt mit 0,14 x 10° pro Well
(Standardfehler 0,15), bzw. 42% der Zellzahl der Splenozyten Monokultur, hdher. Die
Werte fiur die C57BL/6 Zellen verhalten sich ahnlich und sind der Abbildung 7 zu
entnehmen. Bei den weiteren in Abbildung 7 gezeigten Experimenten wird das

statistische Signifikanzniveau zum Teil erreicht.
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Abbildung 7: Splenozytenzahlen am Kulturtag d7
Dargestellt sind die Werte der Splenozyten Zellzahlen von 3 unabhangigen Experimenten am Kulturtag d7.Die beiden
untersuchten Mausstdmme BALB/c und C57BL/6 sind grafisch gekennzeichnet. Die jeweils linke Abbildung zeigt die
absoluten Zellzahlen wéhrend die rechten Abbildungen die prozentualen Zellzahlen in den verschiedenen Cokulturen
zeigen. Die Zellzahl der alleinigen Kultur von Splenozyten wird dabei als 100% festgelegt. Die Ausgangszellzahl am
Kulturtag d5 betrug jeweils 3 x 10°.
In der Cokultur mit STICs kommt es in allen drei Experimenten zum deutlichsten Riickgang der Splenozyten Zellzahl. Bei

der Cokultur von Splenozyten mit Monozyten andert sich die Zahl der Splenozyten dagegen nicht signifikant.
Die Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler. Bei Experiment 1 abweichende Skalierung.

* Kennzeichnet einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe ,Splenos + Monos* mit P< 0,05.

** Kennzeichnet einen hochsignifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe ,Splenos + Monos* mit P< 0,001.
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Die Ursachen flir den beobachteten Rickgang der Lymphozyten in der Cokultur mit
den STIC Zellen sind bisher nicht hinreichend bekannt. Es ware denkbar, dass die
STIC Zellen direkt Einfluss auf das Uberleben der Lymphozyten nehmen. So spielt
nach Brem-Exner et al. die Phagozytose dabei eine Rolle [13]. Daneben kénnte man
sich vorstellen, dass entweder lsliche Immunbotenstoffe oder auch Zell-Zell Kontakt
vermittelte Signale — worauf Brem-Exner et al. ebenfalls Hinweise finden konnten —
von Bedeutung sind. Weiterhin ist denkbar, dass die Zellen ihre Wirkungen nicht
direkt, sondern mit Hilfe anderer Zellen ausiiben. Brem-Exner et al. konnten zeigen,
dass Lymphozytenpopulationen, die in Cokulturen mit STIC Zellen Uberleben, eine
Anreicherung an regulatorischen T-Zellen (T.eg) aufweisen [13]. Deswegen soll im
Weiteren auch nach Mediatoren gesucht werden, die zur Bildung von T.g Zellen
fihren und somit die beschriebene Anreicherung an Ty Zellen in der STIC Cokultur

erklaren konnten.

Um die oben genannten Ergebnisse von Brem-Exner et al. zu reproduzieren und um
die Daten fur die hier durchgefuhrten Experimente als Qualitatskontrolle zu
verwenden, wurde am Kulturtag d8 von MTAs der Abteilung eine
durchflusszytometrische Untersuchung zum Nachweis von Teg Zellen durchgefihrt.
In Abbildung 8 ist exemplarisch ein reprasentatives Ergebnis einer solchen
Durchflusszytometrie dargestellt. Abbildung 8a zeigt die Cokultur aus den am
Kulturtag d5 gewonnen STIC Zellen zusammen mit frisch isolierten Splenozyten. Bei
Abbildung 8b handelt es sich um eine Kultur, die nur Zellen der STIC Zellkultur
enthélt, also nur aus seit dem Tag dO in Kultur befindlichen Zellen besteht (siehe
Abbildung 6).
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Abbildung 8a (Splenos + STICs)
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Abbildung 8b (STICs alleine)
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Abbildung 8: Nachweis von regulatorischen T-Zellen in der STIC Zellkultur

Am Tag 8 (d8) der Zellkultur wird eine durchflusszytometrische Untersuchung durchgefiihrt. Dargestellt sind hier die Ergebnisse
der Zellen des BALB/c Stammes.

Abb. 8a zeigt die Cokultur von STICs und Splenozyten, Abb. 8b die alleinige STIC Kultur ohne dass am Kulturtag d5
Splenozyten hinzugegeben wurden.

Der jeweils linke Dot-Plot zeigt ein Gate (umrandetes Feld) der zu untersuchenden Zellen anhand von Gré3e und Granularitat.
Der jeweils rechte Dot-Plot zeigt das Ergebnis der weiteren Analyse dieser Zellen. Auf der x-Achse ist die Expression von CD
25 und auf der y-Achse die Expression von CD 4 dargestellt. Dabei kénnen CD4" CD25" Zellen (linkes gate) und CD4"
CD25"" Zellen (rechtes gate) nachgewiesen werden.

Unterhalb der Dot-Plots ist jeweils die Expression von Foxp3 in Form von Histogrammen dargestellt. Dabei zeigt das erste
Histogramm die fiir den Isotypen des verwendeten Antikdrpers gemessene Signalintensitéat, welche als Negativkontrolle dient.
Dementsprechend wird das Gate der als positiv betrachteten Signalwerte definiert. Das zweite Histogramm zeigt die Foxp3
Expressionswerte fir CD4* CD25' Zellen und das dritte diejenigen fiir CD4* CD25™" Zellen. Dabei ist jeweils der Prozentsatz
der als positiv eingestuften Zellen angegeben.

Es zeigt sich, dass nur die CD4* CD25"" Zellen einen relevanten Anteil an Foxp3" Zellen aufweisen. Diese CD4" CD25
Foxp3® Zellen kénnen als regulatorische T-Zellen bezeichnet werden.

high

Im jeweils linken Dot-Plot ist ein Gate definiert, das aus der Gesamtheit der in der
Zellkultur vorkommenden Zellen die Lymphozyten auswahlt. Diese Lymphozyten
werden dann auf die Expression von CD4 und CD25 untersucht. Bei diesen, im
jeweils rechten Dot-Plot gezeigten Ergebnissen, ist vor allem das rechte Gate von
Bedeutung. Die darin dargestellten CD4" CD25"%" Zellpopulationen sind zu einem
hohen Prozentsatz auch Foxp3 positiv. Wie in der Einleitung dargestellt, erfullen
diese CD4* CD25"9" Foxp3* Zellen somit die Kriterien fur regulatorische T-Zellen.
Die CD4" CD25"" Zellen machen am Kulturtag d8 einen Anteil von 39,8% (Splenos
+ STICs) bzw. 46,9 % (STICs alleine) aller Lymphozyten aus. Der Anteil an Foxp3
positiven Zellen der CD4* CD25"9" Zellpopulationen liegt bei 75,3% (Splenos +
STICs) bzw. 68,3 % (STICs alleine). Ergebnisse von Frau Dr. Kronenberg haben
gezeigt, dass am Kulturtag dO der Anteil der T,y Zellen nur etwa 10 % betragt
(Personliche Mitteilung), die T,y Zellen also im Laufe der Kultivierung gebildet
werden, beziehungsweise sich anreichern.

Als Kontrolle wurden analoge durchflusszytometrische Untersuchungen mit einer

Zellkultur der Splenozyten alleine durchgefuihrt (Abb. 9).
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Abbildung 9: Nachweis von regulatorischen T-Zellen in der Zellkultur (Splenos alleine)

Am Tag 8 (d8) der Zellkultur wird eine durchflusszytometrische Untersuchung durchgefiihrt. Dargestellt sind hier die Ergebnisse
der Zellen des BALB/c Stammes bei alleiniger Verwendung von an Kulturtag d5 gewonnenen Splenozyten.

Der linke Dot-Plot zeigt das Gate (umrandetes Feld) der zu untersuchenden Zellen anhand von Gréf3e und Granularitét.

Der rechte Dot-Plot zeigt das Ergebnis der weiteren Analyse dieser Zellen. Auf der x-Achse ist die Expression von CD 25 und
auf der y-Achse die Expression von CD 4 dargestellt. Dabei kénnen keine CD4" CD25™" T-Zellen nachgewiesen werden. (vgl.
Abb. 8)

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Abbildung 8 zeigt sich in Abbildung 9, dass
die alleinige Kultur der am Tag d5 frisch in Kultur genommenen Splenozyten keine
nachweisbare Anzahl an CD4" CD25" T-Zellen enthalt. Diese Tatsache lasst
vermuten, dass die in Abbildung 8 nachgewiesenen regulatorischen T-Zellen aus der
am Kulturtag dO angesetzten STIC Zellkultur stammen. Fir diese Hypothese spricht
aul3erdem, dass in der Kultur STICs + Splenozyten (Abb. 8a) &hnlich hohe Anteile an

regulatorischen T-Zellen vorkommen wie in der alleinigen STIC Zellkultur (Abb. 8b).

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass durch die Anwesenheit von STIC Zellen in
der STIC Zellkultur de novo T,y Zellen aus naiven T-Zellen entstehen. Auf3erdem
ware denkbar, dass von Anfang an in der Kultur vorhandene Ty Zellen selektiv
Uberleben, wahrend andere T-Zellen durch die Wirkung der STIC Zellen abgetéttet

werden.

4.2 Zytokine in der STIC Zellkultur (ELISA)

Bisher ist nicht genau bekannt, Gber welche Wirkmechanismen die STIC Zellen ihren
regulatorischen Effekt auf das Immunsystem ausiben. Es liegt daher nahe, in der
STIC Zellkultur nach Botenstoffen zu suchen, die immunsuppressiv wirken.

AulRerdem lassen die oben gezeigten Ergebnisse auf eine mdgliche Beteiligung von
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regulatorischen T-Zellen an der Wirkung der STIC Zellen schliel3en. Deswegen
erscheint es sinnvoll, auch nach Zytokinen zu suchen, die bei der Bildung von Treg
Zellen eine Rolle spielen und somit die Anreicherung dieser Zellen in der Kultur
erklaren konnten. Aufgrund dieser Uberlegungen haben wir uns, unter
Bericksichtigung der Datenlage in der Literatur, flr die Analyse der Zytokine IL-2, IL-
4, IL- 10. IL-12 und TGF- mittels ELISA Assays entschieden [1, 2, 29, 32, 34, 37].
AulRerdem wurde die Konzentration von IFN-y gemessen, weil dieses Zytokin in
unseren Versuchen fir die Herstellung der STIC Zellen verwendet wurde. Sollten
also die STIC Zellen IFN-y produzieren, ware denkbar, dass sie selbst die Bildung
weiterer STICs aus ruhenden Makrophagen induzieren kbénnen. Da am Tag d4 der
STIC Zellkultur (Abbildung 14) IFN-y hinzugegeben wird und danach nicht mehr
identifiziert werden kann, ob im ELISA nachgewiesenes IFN-y von den in der Kultur
vorhandenen Zellen stammt, wurden nur Proben der Zellkultur vor dem Tag d4 auf

IFN-y untersucht.

Bei jedem Mediumwechsel wurden Proben aus den Uberstanden der STIC Zellkultur
entnommen und zur spateren Analyse eingefroren. Mit diesen Proben wurden
ELISAs durchgefiuhrt, um die Konzentrationen der genannten Zytokine zu messen.

Bei den Zytokinen IL-2, IL-10 und TGF-f zeigt sich deutlich, dass diese vor allem in
Anwesenheit der STIC Zellen gebildet werden (Abbildungen 10 bis 13). Allerdings
konnten in den Zellkulturen der beiden Mausstdmme zu keinem untersuchten
Zeitpunkt die Zytokine IL-4, IL-12 und IFN-y nachgewiesen werden (Tabelle 6). Somit
kann festgestellt werden, dass die STIC Zellen weder IL-4 noch IL-12 oder IFN-y

produzieren.

Expression der zZytokine IL-4, IL-12, IFN-y

BALB/c C57BL/6
IL-4 unter Nachweisgrenze unter Nachweisgrenze
IL-12 unter Nachweisgrenze unter Nachweisgrenze
IFN-y unter Nachweisgrenze unter Nachweisgrenze

Tabelle 6: Keine Expressionen von IL-4, IL-12 und IFN-y nachweisbar

Mit Hilfe von ELISAs werden die Zytokin-Konzentrationen in den Zellkulturen an
verschiedenen Kulturtagen bestimmt. Eine Expression von IL-4, IL-12 und IFN-y konnte nicht
nachgewiesen werden.
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Abbildung 10a
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Abbildung 10b
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Abbildung 10: Ergebnisse des IL-2 ELISAs an den Tagen d7 und d8 der STIC Zellkultur

Mit Hilfe von ELISA Assays werden die Zytokin-Konzentrationen in den Zellkulturen an den Kulturtagen d7 (Abb. 10a) und d8
(Abb. 10b) bestimmt. Im Gegensatz zu kaum nachweisbaren IL-2 Werten in der Kultur von Splenozyten bzw. von Splenozyten
+ Monozyten finden sich in Anwesenheit der STIC Zellen hohe IL-2 Werte. Aufféllig ist die starkere (Signifikanzanalyse wegen
zu geringer Probenzahl n=3 nicht mdglich) IL-2 Expression in der BALB/c Zellkultur. Die Daten fir Abb. 10a bilden den
Mittelwert aus 3 (BALB/c) bzw. 5 (C57BL/6), die Daten fir Abb. 10b aus 3 (BALB/c) bzw. 6 (C57BL/6) unabh&ngigen

Experimenten.

Die Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler.

* Kennzeichnet einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe ,splenos” mit P< 0,05.

** Kennzeichnet einen hochsignifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe ,splenos® mit P< 0,001.
Abb. 10b: Zu geringe Fallzahl (n=3 Proben) bei BALB/c fiir Signifikanzanalyse.
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Abbildung 11a

IL-10 Konzentration der STIC Zellkultur am Kulturtag d7
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Abbildung 11b
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Abbildung 11: Ergebnisse des IL-10 ELISAs an den Tagen d7 und d8 der STIC Zellkultur
Mit Hilfe von ELISA Assays werden die Zytokin-Konzentrationen in den Zellkulturen an den Kulturtagen d7 (Abb. 11a) und d8
(Abb. 11b) bestimmt. Im Gegensatz zu kaum nachweisbaren IL-10 Werten in der Kultur von Splenozyten bzw. von Splenozyten
+ Monozyten finden sich in Anwesenheit der STIC Zellen hohe IL-10 Werte. Aufféllig ist die starkere IL-10 Expression bei den
BALB/c Tieren. Die Daten fiir Abb. 11a bilden den Mittelwert aus 7 (BALB/c) bzw. 3 (C57BL/6), die Daten fir Abb. 11b aus 6

(BALBY/c) bzw. 3 (C57BL/6) unabhéangigen Experimenten.

Die Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler.
* Kennzeichnet einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe ,splenos* mit P< 0,05
** Kennzeichnet einen hochsignifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe ,splenos” mit P< 0,001.
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Abbildung 12a

TGF-B Konzentration der STIC Zellkultur am Kulturtag d7
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Abbildung 12b
TGF-B Konzentration der STIC Zellkultur am Kulturtag d8
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Abbildung 12: Ergebnisse des TGF-B ELISAs an den Tagen d7 und d8 der STIC Zellkultur

Mit Hilfe von ELISA Assays werden die Zytokin-Konzentrationen in den Zellkulturen an den Kulturtagen d7 (Abb. 12a) und d8
(Abb. 12b) bestimmt. In allen Cokulturen lasst sich TGF-B nachweisen. Die hochsten Werte finden sich jedoch in Anwesenheit
der STIC Zellen. Die Daten fiir Abb. 12a bilden den Mittelwert aus 4 (BALB/c) bzw. 3 (C57BL/6), die Daten fiir Abb. 12b aus 4
(BALBY/c) bzw. 5 (C57BL/6) unabhangigen Experimenten.

Die Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler.
* Kennzeichnet einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe ,splenos” mit P< 0,05
** Kennzeichnet einen hochsignifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe ,splenos® mit P< 0,001.
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Die Abbildungen 10 bis 12 zeigen die Ergebnisse der Konzentrationsbestimmungen
der Zytokine IL-2, IL-10 und TGF- an den Kulturtagen d7 und d8. Am Tag d7 sind
die Zytokinkonzentrationenen fir die Cokulturen ,splenos®, ,splenos + monos® und
,Splenos + STICs" flr beide untersuchte Mausstdmme dargestellt. Am Tag d8
werden zusatzlich die Werte flr eine Monokultur der STIC Zellen (,STICs alone®)
dargestellt. Diese zusatzliche Kultur ist angesetzt worden, um bei den
Durchflusszytometrischen Bestimmungen der T,y Zellen am Tag d8 einen Vergleich
der Cokultur ,splenos + STICs“ mit der Monokultur der STIC Zellen ,STICs alone® zu
haben.

Bei der Bestimmung der IL-2 Konzentrationen (Abbildung 10a) zeigt sich am Tag d7
in der Cokultur ,splenos + STICs" mit 38,9 pg/ml (SEM 12,5) bei den Balb/c Zellen
bzw. 14,5 pg/ml (SEM 0,9) bei den B57BL/6 Zellen jeweils eine zur Kontrollgruppe
,Splenos” signifikante Steigerung der IL-2 Konzentration. Die gemessenen IL-2
Konzentrationen der ,splenos“ bzw. der ,splenos + monos“ liegen bei beiden
untersuchten Mausstammen im Bereich der Nachweisgrenze. Am Tag d8 (Abbildung
10b) zeigt sich ein ahnliches Bild mit hohen IL-2 Konzentrationen in den Kulturen
,splenos + STICs" und ,STICs alone®. Bei beiden Kulturen kommt es im Vergleich zu
der Kontrollgruppe ,splenos” zu einem hochsignifikanten Konzentrationsanstieg bei
den C57BL/6 Zellen. Bei den Balb/c Zellen lasst sich aufgrund der geringen
Probenzahl (je eine Probe aus 3 unabhangigen Experimenten) keine
Siginifikanzanalyse durchfiihren.

Bei der Bestimmung der IL-10 Konzentrationen zeigt sich ebenfalls, dass zur
Kontrollgruppe ,splenos® signifikant gesteigerte Werte nur in Anwesenheit der STIC
Zellen nachgewiesen werden kénnen. So findet sich am Tag d7 (Abbildung 11a) in
den Cokultur ,splenos + STICs" bei den Balb/c Zellen eine IL-10 Konzentration von
106,9 pg/ml (SEM 27,1) bzw. bei den C57BL/6 Zellen eine Konzentration von 19
pg/ml (SEM 2,2), was jeweils einer hochsignifikanten Steigerung zur Kontrollgruppe
,Splenos” entspricht. Der Unterschied der IL-10 Werte in den Cokulturen ,splenos +
STICs* zwischen den Balb/c und den C57BL/6 Zellen ist dabei hochsignifikant
(P<0,001). In der Cokultur ,splenos + monos* finden sich IL-10 Werte im Bereich der
Nachweisgrenze und damit keine signifikante Steigerung zur Kontrollgruppe
,Splenos®. Die IL-10 Konzentrationsbestimmungen am Tag d8 (Abbildung 11b)
ergeben ein &hnliches Bild mit hohen Werten bei Anwesenheit der STIC Zellen.
Dabei ergibt sich eine hochsignifikante Konzentrationssteigerung zur Kontrollgruppe
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,Splenos” nur bei den C57BL/6 Zellen, wahrend bei den Balb/c Zellen aufgrund
schwankender Messwerte das statistische Signifikanzniveau nicht erreicht wird.

Bei den Bestimmungen der TGF-B Konzentrationen zeigt sich am Tag d7 (Abbildung
12a) in der Cokultur ,splenos + STICs* bei den Balb/c Zellen mit 243,3 pg/ml (SEM
66,3) bzw. bei den C57BL/6 Zellen mit 123,3 pg/ml (SEM 53,4) der hdochste Wert. Ein
statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe ,splenos® wird jedoch nur bei
den Balb/c Zellen erreicht. Der Konzentrationsunterschied zwischen Balb/c und
C57BL/6 Zellen ist statistisch nicht signifikant. Bei den Messungen am Tag d8
(Abbildung 12b) zeigen sich die hochsten TGF-B Werte in Anwesenheit der STIC
Zellen. Statistisches Signifikanzniveau wird jedoch nicht erreicht.

Im Gegensatz zu den beiden Zytokinen IL-2 und IL-10 zeigten die TGF-B ELISAs
also weniger deutliche Unterschiede der Konzentrationen des Zytokins zwischen den
Cokulturen mit und ohne Anwesenheit der STIC Zellen (Abbildung 12). Um
auszuschlie3en, dass diese Beobachtung durch Messfehler bei der Durchfuhrung
der ELISAs oder durch Lagerung und Auftauen der Proben zu erklaren ist,
wiederholten wir die TGF-B Bestimmung mit Uberstdnden aus neuen STIC
Zellkulturen, wobei nur C57BL/6 Zellen verwendet wurden. Dabei wurde darauf
geachtet, das Zeitintervall zwischen dem Einfrieren und Analysieren der
Mediumproben so kurz wie méglich zu gestalten und die Proben nur einmal zum
Messen aufzutauen. Auf diese Weise sollten durch Aktivitatsverlust bei der Lagerung
entstandene Ungenauigkeiten minimiert werden. Die Ergebnisse dieser Analysen
zeigt die Abbildung 13. Es zeigt sich, dass die Resultate der erneuten TGF-
Messungen der C57BL/6 Kulturen vergleichbar mit denen der Abbildung 12 sind.
Ungenauigkeiten in der Praparation und Messung kdénnen somit als Ursache fur die
fehlende Konzentrationssteigerung bei Anwesenheit der STIC Zellen weitgehend
ausgeschlossen werden.

Abbildung 13a zeigt, dass am Tag d7 in der Cokultur ,splenos + STICs" mit 125,9
(SEM 15,5) bei den C57BL/6 Zellen die hdochsten TGF-B Konzentrationen erreicht
werden. Dieser Wert ist zur Kontrollgruppe ,splenos® signifikant hoher. Bei den
Messungen am Tag d8 (Abbildung 13b) werden jedoch keine statistisch signifikanten
Konzentrationsunterschiede zwischen den einzelnen Gruppen gefunden, es zeigt
sich aber eine Tendenz zu héheren TGF-B Konzentrationen bei Anwesenheit der
STIC Zellen.
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Abbildung 13a

TGF-B Konzentration der STIC Zellkultur am Kulturtag d7
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Abbildung 13b
TGF-B Konzentration der STIC Zellkultur am Kulturtag d8
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Abbildung 13: Ergebnisse des TGF-B ELISAs an den Tagen d7 und d8 der STIC Zellkultur
Mit Hilfe von ELISA Assays werden die Zytokin-Konzentrationen in den Zellkulturen an den Kulturtagen d7 (Abb. 13a) und d8
(Abb. 13b) bestimmt. In allen Cokulturen lasst sich TGF-f nachweisen. Die hochsten Werte finden sich jedoch in Anwesenheit
der STIC Zellen. Die Daten bilden den Mittelwert aus jeweils aus 4 unabh&angigen Experimenten.
Die Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler.
* Kennzeichnet einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe ,splenos” mit P< 0,05

** Kennzeichnet einen hochsignifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe ,splenos” mit P< 0,001.
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Die Abbildungen 10 und 11 zeigen, dass IL-2 und IL-10 praktisch nur in Anwesenheit
der STIC Zellen sezerniert werden. Die Unterschiede sind in den meisten
Messungen statistisch signifikant (*) bzw. hochsignifikant (**).

Dagegen wird TGF- auch in der alleinigen Kultur von Splenozyten bzw. der Cokultur
von Splenozyten und Monozyten in nachweisbaren Konzentrationen gebildet (Abb.
12 und 13). Bei Anwesenheit der STIC Zellen wird der Wert allerdings erhoht, in den
Abbildungen 12a und 13a wird wie oben ausgefihrt die statistische Signifikanz
P< 0,05 erreicht.

Auffallig ist, dass alle Zytokinkonzentrationen bei den BALB/c Zellen meist hdher
liegen als bei den C57BL/6 Zellen. Statistisch signifikant ist jedoch nur der

Konzentrationsunterscheid bei IL-10.

Durch diese Experimente kann allerdings nicht sicher nachgewiesen werden, ob die
gebildeten Zytokine auch tatséchlich von den STIC Zellen selbst stammen, oder von
anderen Zellen, wie etwa den durch die STIC Zellen induzierten und in der Kultur

angereicherten regulatorischen T-Zellen.

Die oben dargestellten Messungen der Zytokinkonzentrationen in den Cokulturen an
den Kulturtagen d7 und d8 (Abb. 10 — 13) zeigen, dass die untersuchten Zytokine vor
allem in Anwesenheit der STIC Zellen in hohen Konzentrationen gebildet werden.
Deswegen wurde beschlossen, zusatzlich den Verlauf der Zytokinkonzentrationen
wahren der Erzeugung der STIC Zellen an den Kulturtagen d1 bis d5 zu messen. Der
detaillierte Ablauf dieser ersten Phase der STIC Zellkultur (d1 — d5) ist in Abbildung
14 dargestellt.
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Abbildung 14: Zeitlicher Ablauf der STIC Zellkultur d1 — d5

Dargestellt ist eine Ubersicht der Kulturtage d1 bis d5 der von uns durchgefithrten STIC Zellkultur. Von links nach rechts ist
der zeitliche Verlauf in Tagen aufgezeigt. Die als ,0-Schale” bezeichnete Kulturschale am Tag dO enthalt Blut-,
Knochenmark-, und Milzzellen von Mausen. Das Ansetzen der weiteren Kulturschalen (U und UU), die Mediumwechsel
(MW) sowie die Inkubationszeiten sind dargestellt. Unter ,Uberstand” ist die Ubertragung nur der im Uberstand gelésten
Zellen zu verstehen. Das Kulturmedium wird dabei verworfen Wird der Uberstand einer Kulturschale auf eine neue Schale
gegeben, so wird die urspiingliche Schale wieder mit frischem Kulturmedium aufgefillt. Bei jedem Mediumwechsel wird eine
Probe fir die spatere Zytokinbetimmung entnommen. Am Tag d4 wird dem Kulturmedium aller Schalen IFN-y zugesetzt.

Die Gesamtiibersicht iber die STIC Zellkultur ist im Abschnitt 3.1 dargestellt.

Bei jedem Mediumwechsel, sowie beim Ubertragen der im Uberstand gelosten Zellen
auf eine neue Kulturplatte wird eine Probe des Mediums zur Zytokinbestimmung
eingefroren. Die Ergebnisse dieser Messungen fur die Zytokine IL-2, IL-10 und TGF-

B sind in der folgenden Abbildung 15 aufgezeigt.
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Abbildung 15a

IL-2 Konzentration der STIC Zellkultur von Kulturtag d1 - d5
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Abbildung 15b

IL-10 Konzentration der STIC Zellkultur von Kulturtag d1 - d5
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Abbildung 15¢

TGF-B Konzentration der STIC Zellkultur von Kulturtag d1 - d5
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Abbildung 15: Zytokinkonzentrationen der STIC Zellkultur an den Tagen d1 bis d5

Mit Hilfe von ELISA Assays werden die Zytokin-Konzentrationen in der STIC Zellkultur an den Kulturtagen d1, d3, d4 und
d5 bestimmt. Dabei zeigt Abb. 15a die Werte fir IL-2, Abb. 15b die furr IL-10 und Abb. 15c die fur TGF-B.

Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler.

In Abb. 15a ist die letzte Saule (UU d5 C57BL/6) wegen des niedrigen Wertes nicht sichtbar.

Um die in Abbildung 15 gezeigten Zytokinkonzentrationen interpretieren zu kénnen,
muss man sich nochmals mit dem Verlauf der STIC Zellkultur auseinandersetzen.
Die O-Schalen enthalten die am Tag dO angesetzte STIC Zellkultur. Beim ersten
Mediumwechsel und Erstellen der U-Schalen am Tag d1 werden die in Lésung
befindlichen Zellen der O-Platten auf die U-Schalen ubertragen. Die adharenten
Zellen verbleiben auf den O-Schalen und werden mit frischem Kulturmedium
versorgt. Analog wird bei Erstellung der UU-Schalen mit Hilfe der I6slichen Zellen der
U-Schalen verfahren. Bei den an den Tagen d3 (O-Schalen) und d4 (UU-Schalen)
durchgefiihrten Mediumwechseln werden die im Uberstand befindlichen Zellen
entfernt und nur noch die Adh&renten weiter kultiviert.

Bei den IL-2 Werten fur die BALB/c Zellen zeigt sich, dass diese am Tag d1, also
nach 24h Kultur sehr niedrig liegen. Die nachste Messung der O-Schalen am Tag d3
geschieht 48h nach dem letzten Mediumwechsel. Obwohl damit die Inkubationszeit
nur doppelt so hoch liegt wie bei der Messung am Tag d1, zeigt sich ein vier-fach

erhohter IL-2 Wert (Abb. 15a). Eine Erklarung fir diese Tatsache kdnnte sein, dass
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die Zellen in der Kultur nach ihrer Gewinnung aus primaren Mauszellen am Tag dO
erst nach einer gewissen Zeit ihre normale metabolische Tatigkeit wieder
aufnehmen. Denkbar ist auch, dass in der Kultur eine Proliferation der IL-2
produzierenden Zellen stattfindet. Eine andere Hypothese ist, dass die Erzeugung
der STIC Zellen in der Kultur — welche dann das Zytokin IL-2 produzieren — eine
gewisse Zeit in Anspruch nimmt. Daftr spricht auch, dass die IL-2 Werte am Tag d3
von O- und von U-Schalen &hnlich hoch sind.

Zusammenfassend lasst sich konstatieren, dass die untersuchten Zytokine in allen
drei Kulturschalen (O, U und UU) zu allen untersuchten Zeitpunkten gebildet werden.
Man kann also davon ausgehen dass in allen Kulturen relativ &hnliche
Zellpopulationen vorhanden sind. Diese Tatsache rechtfertigt auch das Pooling der

adharenten Zellen aller drei Kulturschalen am Kulturtag d5.

Weiterhin wird in der Abbildung 16 der zeitliche Konzentrationsverlauf der Zytokine
IL-2, IL-10 und TGF-B in der ersten Phase der STIC Zellkultur dargestellt. Dabei sind
die Werte der O-Schalen an den Kulturtagen d1, d3 und d5 aufgezeigt. Der erste
Wert (d1) zeigt die Zytokinkonzentrationen 24h nach Ansetzten der Zellkultur.
Zwischen den drei Messwerten (d1, d3 und d5) liegen jeweils 48h (vgl. Abb. 14).
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Abbildung 16a (BALB/c)
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Abbildung 16b (C57BL/6)
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Abbildung 16: Verlauf der Zytokinkonzentrationen der STIC Zellkultur

Mit Hilfe von ELISA Assays werden die Zytokin-Konzentrationen in der STIC Zellkultur an den Kulturtagen d1, d3 und d5
bestimmt. Zeitpunkt d1 ist 24h nach Ansatzen der Kulturen. Zwischen d1, d3 und d5 liegen je 48h. Es sind nur die Werte
der O-Schalen dargestellt. Abbildung 16a zeigt die Ergebnisse der BALB/c Tiere, Abbildung 16b die der C57BL/6 Tiere.

* Kennzeichnet einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe ,O d1* mit P< 0,05
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In Abbildung 16 zeigt sich, dass nur bei den BALB/c Tieren ein Anstieg aller
untersuchten Zytokine in den ersten 5 Tagen der Zellkultur zu erkennen ist.
Allerdings sind nur die Veranderungen der IL-2 Konzentration an den Tagen d3 und
d5 im Vergleich zum Tag d1 statistisch signifikant (Abb. 16a). So liegen die IL-2
Werte der O-Schalen der Balb/c Zellkulturen an den Tagen d3 und d5 mit je 220
pg/ml (Standardfehler 29) signifikant hoher als am Tag dl1 mit 24 pg/ml
(Standardfehler 5). Die IL-10 Werte der Balb/c Kulturen zeigen mit 248 pg/ml
(Standardfehler 156) am Tag d5 ihren hoéchsten Wert im Vergleich zu 43 pg/ml
(Standardfehler 2) am Tag d1 und 35 pg/ml (Standardfehler 9) am Tag d3. Die
gemessenen Konzentrationsunterschiede sind jedoch statistisch nicht signifikant
(Abb. 16a). Auch bei TGF-3 zeigt sich mit 814 pg/ml (Standardfehler 188) am Tag d5
der hochste Wert. Der Unterschied zu den Tagen d1 mit 597 pg/ml (Standardfehler
143) und d3 mit 505 pg/ml (Standardfehler 230) sind auch hier statistisch nicht
signifikant (Abb. 16a).

Abbildung 16b zeigt die Verlaufe der Zytokinkonzentrationen der C57BL/6 Zellen.
Dabei lasst sich bei allen drei untersuchten Zytokinen keine deutliche
Konzentrationssteigerung im zeitlichen Verlauf nachweisen. Aufl3erdem sind die

Unterschiede der Messwerte statistisch nicht signifikant.

Von den untersuchten Zytokinen zeigen IL-2 und IL-10 den deutlichsten
Konzentrationsanstieg in Anwesenheit der STIC Zellen (Abb. 10 und 11), sowie
einen Anstieg der Konzentration im Verlauf der Kulturtage d1 bis d5 (Abb. 16a).
Diese Ergebnisse, zusammen mit der Tatsache, dass in der Literatur die Bedeutung
von IL-10 fur die Bildung der iTq Zellen beschrieben ist [45, 46], haben uns
veranlasst, die Arbeitshypothese aufzustellen, dass IL-10 fir die beobachtete

Anreicherung der Teq Zellen in der STIC Zellkultur verantwortlich sein kénnte.

4.3 Bedeutung des Zytokins IL-10

Um die Bedeutung von IL-10 weiter zu untersuchen, haben wir die STIC Zellkultur
(Abb. 6) mit Zellen von IL-10 knockout Mausen auf BALB/c Hintergrund und mit
Wildtyp BALB/c Kontrollzellen durchgefuhrt. Bei den knockout Kulturen stammen die
STIC Zellen von IL-10 defizienten Tieren, wahrend die Splenozyten und Monozyten

fur die Cokulturen von Wildtyp Tieren stammen. Am Kulturtag d7 erfolgte eine
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Zellzahlung der Splenozytenzahlen. Dabei zeigte sich, dass die Unfahigkeit der
knockout Zellen, das Zytokin IL-10 zu bilden, keinen Einfluss auf die Splenozyten
Zellzahlen in der Cokultur von Splenozyten mit STIC Zellen hat. Aul3erdem zeigen
am Tag d8 durchgefuhrte durchflusszytometrische Untersuchungen, dass in Kulturen
der knockout Tiere die Anreicherung der T,eg Zellen ebenso wie bei den Zellkulturen

der Wildtyp Tiere messbar ist.

Um zu bestatigen, dass in den Kulturen der IL-10 defizienten STIC Zellen keine
nennenswerten IL-10 Spiegel vorliegen, wurden analog zur regularen STIC Zellkultur
ELISA Assays bei jedem Mediumwechsel durchgefuhrt. In Abbildung 17 sind die
Ergebnisse der IL-10 Messungen der Cokulturen der Wildtyp und der IL-10 knockout
Zellen an den Kulturtagen d7 und d8 dargestellt. Wie erwartet zeigt sich, dass in den
Kulturen der knockout Zellen im Gegensatz zu den Wildtyp BALB/c Zellen keine
relevanten IL-10 Konzentrationen vorhanden sind. Auffallig ist, dass die IL-10
Messwerte bei den knockout Zellen nicht bei allen Cokulturen gleich Null sind. So
liegt etwa der IL-10 Wert der Cokultur ,splenos + STICs* am Tag d7 bei den
knockout Zellen bei 1,2 pg/ml (Abb. 17 a). Auch am Tag d8 (Abb. 17b) lassen sich
bei den Kulturen der IL-10 defizienten STIC Zellen sehr niedrige IL-10 Werte
detektieren. Diese Tatsache wird mit einer unspezifischen Bindung von IL-10
Antikdrpern wahrend des ELISAs erklart. AuBerdem ist denkbar, dass geringe IL-10
Mengen von den Wildtyp Splenozyten bzw. Monozyten gebildet werden. Wir kénnen
also trotz der schwach positiven IL-10 Messwerte davon ausgehen, dass die STIC
Zellen in den knockout Kulturen nicht zu einer IL-10 Bildung imstande sind.

67



Abbildung 17a

IL-10 Konzentration der STIC Zellkultur am Kulturtag d7
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Abbildung 17b
IL-10 Konzentration der STIC Zellkultur am Kulturtag d8
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Abbildung 17: Ergebnisse des IL-10 ELISAs an den Tagen d7 und d8 der STIC Zellkultur mit IL-10 knockout Tieren
Dargestellt ist die IL-10 Konzentration in den verschiedenen Cokulturen an den Kulturtagen d7 (Abb. 17a) und d8 (Abb. 17b).
Bei den IL-10 knockout Tieren wurde die IL-10 Konzentration nur in den Cokulturen Splenozyten + STIC Zellen sowie STIC
alone gemessen. Erwartungsgemaf wird das Zytokin IL-10 nur von den Wildtyp BALB/c Zellen produziert, welche ein intaktes
IL-10 Gen haben. Die IL-10 knockout Tiere zeigen praktisch keine Produktion von IL-10.

Gezeigt sind die zusammengefassten Daten von zwei unabhéngigen Experimenten.

Die Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler.

Keine Signifikanzberechnung wegen zu geringer Probenzahl.
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Abbildung 18 zeigt die Splenozyten Zellzahlen am Kulturtag d7. Bei den IL-10
knockout Zellen wurde aus Kostengrinden nur die Cokultur ,splenos + STICs®
angesetzt. Von den Kontrollen aus Balb/c Wildtyp Zellen sind alle drei Cokulturen
durchgefuhrt worden. Bei der Cokultur ,splenos + STICs* zeigt sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Wildtyp und den IL-10 knockout Zellen. Die Unfahigkeit
zur IL-10 Bildung hat also keinen Einfluss auf die Fahigkeit der STIC Zellen in

Cokulturen mit Splenozyten zu einem Riickgang von deren Zellzahlen zu fuhren.

Zellzahlen d7 (1L-10 KO Experiment)

0,15 —— BALB/c
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_|_ M |L-10 KO

Splenos Splenos + STICs Splenos + Monos

Abbildung 18: Zellzahlung der Splenozyten am Kulturtag d7 bei BALB/c und bei IL-10 KO (knockout) M&usen

Bei den BALB/c Mausen (Kontrollgruppe) wurden die Cokulturen von Splenozyten, von Splenozyten + STIC Zellen sowie von
Splenozyten + Monozyten durchgefiihrt. Bei den IL-10 knockout Tieren wurde hingegen nur die Cokultur der Splenozyten +
STIC Zellen angesetzt. Es zeigt sich, dass die Splenozytenzahlen in Anwesenheit der STIC Zellen bei den Versuchstieren und
der Kontrollgruppe annéhernd gleich sind.

Dargestellt sind die Ergebnisse von zwei unabhangigen Experimenten.

Aufgrund der Bedeutung des Zytokins IL-10 fur die Erzeugung von T4 Zellen [45,
46] wurden analog zu den in Abbildung 8 gezeigten Untersuchungen am Kulturtag d8
durchflusszytometrische Untersuchungen mit IL-10 knockout Zellen im Vergleich zu
Zellen aus Wildtyp BALB/c Mausen durchgeftihrt (Abb. 19). Damit sollte analysiert
werden, ob der Mangel des Zytokins IL-10 in den Kulturen der knockout Zellen die
bei den Wildtyp Kulturen beobachtete Anreicherung an regulatorischen T-Zellen (vgl.
Abbildung 8) beeinflusst.
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Abbildung 19: Nachweis von regulatorischen T-Zellen bei Wildtyp Zellen und IL-10 knockout Zellen

Am Tag 8 (d8) der Zellkultur wird eine durchflusszytometrische Untersuchung durchgefuhrt. Der jeweils linke Dot-Plot zeigt das
Gate (umrandetes Feld) der zu untersuchenden Zellen anhand von Gréf3e und Granularitat.

Der jeweils rechte Dot-Plott zeigt das Ergebnis der weiteren Analyse dieser Zellen. Auf der x-Achse ist die Expression von CD
25 und auf der y-Achse die Expression von CD 4 dargestellt. Dabei kénnen bei beiden Mausestammen CD4" CD25"" Zellen
(rechtes gate) in vergleichbarer Anzahl nachgewiesen werden. Diese Zellen sind ebenfalls Foxp3 positiv (Daten nicht gezeigt)
und kénnen somit als regulatorische T-Zellen bezeichnet werden.

Bei diesen Untersuchungen zeigte sich, dass in der STIC Zellkultur bei Wildtyp
Zellen und bei IL-10 knockout Zellen beinahe identische Zahlen an regulatorischen
T-Zellen nachweisbar sind. Unsere Arbeitshypothese, dass IL-10 fur das
Zustandekommen der Anreicherung von T Zellen in Kulturen mit STIC Zellen von
Bedeutung ist, konnte somit falsifiziert werden.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass trotz unterschiedlicher IL-10
Sekretion in den untersuchten Kulturen das Zytokin weder Einfluss auf die Zellzahlen

der Lymphozyten noch auf die Anzahl der regulatorischen T-Zellen hat.
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4.4 Veranderung der Gentranskription bei STIC Zellen

Weiterhin sollte ein Screening mit dem Focus auf die Expression immunologisch
relevanter Proteine durchgefihrt werden. Zu diesem Zweck wurde mit einem RNA-
Microarray die m-RNA-Expressionen der STIC Zellen mit denen von unbehandelten
Makrophagen (MP unb.) und von IFN-y stimulierten Makrophagen (MP IFN-y)
verglichen. Die Préparation der m-RNA wurde von Frau Dr. Kronenberg, Herrn Dr.
James Hutchinson und Herrn Dr. Doenicke durchgefihrt. Der Assay wurde von Prof.
Rehli durchgefihrt und ausgewertet. Dabei wurde der Whole Mouse Genome Oligo
Microarray der Firma Agilent Technologies verwendet. Die m-RNA-Expressionen des
gesamten analysierbaren Transkriptoms wurden uns dann zur Analyse auf einem
Datentrager ubermittelt. Von der Gesamtheit der Uber 21.000 vorliegenden
Genexpressionenswerte wurden zunachst die klassischen Zytokine betrachtet.
Tabelle 7 zeigt eine nach Zytokin-Familien angeordnete Auswahl der analysierten
Zytokine. Wir suchten dabei (jetzt auf Genebene) erneut nach Zytokinen, mit denen
die STIC Zellen ihre Wirkungen vermitteln konnten. Deswegen legten wir besonderes
Augenmerk auf Proteine, deren Genexpressionen bei den STIC Zellen eine
Steigerung erfahren haben. Wir definierten dabei als relevante Steigerung der
Genexpression, wenn das Verhaltnis der Werte der STIC Zellen zu denen der IFN-y
stimulierten Makrophagen (STIC / MP IFN-y) grol3er als der Faktor 2 ist (Tabelle 7,
letzte Spalte).

s &

s I £ £ = 2

c & @ -~ ~ n

= = O O O o

o o i = = o

Familie Zytokin Gen Name = = ) ) ) N
IL-4 lia 31 17 21 07 12 nen
IL-6 lle 00 142 03 160 00 nein

IL-7 17 06 17 23 3,9 1,4 nein

G-CSF Csf3 05 63 05 1,1 0,1 nein

IL-15 115 01 10 12 111 1,2 nein

GM-CSF  Csf2 06 10 27 4,7 27 ja

OSM Osm 0,7 30 11 15 0,4 nein

LIF Lif 05 06 05 1,0 0,8 nein

M-CSF Csfl 00 04 11 488 300 ja

IFN-y Ifng 08 10 134 159 132 |a
B IFN-o Ifnal 06 06 17 3.1 29 a
B FN-B Ifnbl 00 08 16 1075 200 ja
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Familie Zytokin Gen Name = = v v ) N
IL-12 Familie IL-21a l112a 02 21 0,7 2,9 0,3 nein
IL-12b 1112b 0,0 10,4 0,8 52,0 0,1 nein
B 23 li23a 08 10 10 1.2 1,0 nein
B (L27 127 02 13 08 3,3 0,6 nein
IL-10 Familie IL-10 1110 0,2 0,3 1,7 9,1 6,7 ja
TNF Familie TNF-a Tnf 01 24 0,5 3,8 0,2 nein
TNF-B Tnfrsflb 01 11 15 12,3 1,3 nein
LT-B Ltb 0,3 08 10,1 35,4 12,9 ja
CD40L Tnfrsf5 00 15 2,0 84,6 1,3 nein
CD30L Tnfsf8 0,0 0,0 0,1 2,9 3,9 ja
4-1BBL Tnfrsf9 05 1,2 1,6 34 1,3 nein
Trail Tnfsfl10 0,0 1,0 1,4 140,5 1,4 nein
OPG-L Tnfrsflla 15 0,7 1,3 0,9 1,8 = nein
APRIL Tnfsf13 0,8 0,2 1,1 1,3 7,2 ja
LIGHT Tnfsf14 16 01 0,6 0,4 4,3 ja
TWEAK Tnfsf12 0,7 04 1,2 1,6 3,2 ja
BlyS Tnfsf13b 03 28 1,9 7,1 0,7 nein
Weitere TGF-p1 Tgfbl 14 09 12 0,9 1,2 nein
Zytokine TGF-B3 Tgfb3 21 1,2 0,8 0,4 0,7 nein
Inhibin Inhba 0,0 5,2 5,6 555,4 1,1 nein
Inhibin Inhbe 10 13 0,9 0,9 0,7 nein
IL-1a l11a 0,0 6,1 1,8 145,2 0,3 nein
IL-1B I11b 0,0 44 0,2 24,8 0,1 nein
IL-1RA l11rn 0,0 3,0 1,9 52,5 0,6 nein
MIF Mif 26 44 1,6 0,6 0,4 nein
IL-16 1116 12 01 0,6 0,5 6,5 ja
IL-17 l117d 0,7 0,6 0,5 0,7 0,8 nein
IL-18 1118 0,1 0,6 1,5 11,0 24 ja
IL-18 bp 1118bp 0,0 64 4,0 116,0 0,6 nein
IL-33 9230117N10Rik 04 73 133 34,6 1,8 nein

Tabelle 7: Expressionswerte einer Auswahl der im Microarray analysierten Zytokingene

Dia Tabelle zeigt immunregulatorisch bedeutsame Zytokine. Diese sind in Gruppen zusammengefasst. Es sind die
Expressionswerte fur unbehandelte Makrophagen (MP unb.) und fur Interferon-y stimulierte Makrophagen (MP IFN-y)
dargestellt. Weiterhin finden sich die Werte fur adharente (STIC adh.)

Es wurde das Verhéltnis aus STIC Zellen zu unstimulierten Makrophagen (STIC / MP unb.) und aus STIC Zellen zu IFN-y
stimulierten Makrophagen (STIC / MP IFN-y) gebildet. In der letzten Spalte wird aufgezeigt, ob die jeweilige Genexpression
bei den STIC Zellen um mehr als den Faktor 2 im Vergleich zu IFN-y stimulierten Makrophagen gesteigert ist.

Das Gen fur das Zytokin IL-2 wurde nicht analysiert.
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Um weitere potentiell fur die Immunregulation wichtige Proteine im Transkriptom der
STIC Zellen zu identifizieren, haben wir aus den im Microarray gewonnenen Daten
diejenigen Gene ausgewahlt, deren Transkription bei den STIC Zellen im Vergleich
zu unstimulierten und zu IFN-y stimulierten Makrophagen hochreguliert wurde. Die

am starksten hochregulierten Genexpressionen sind in Tabelle 8 dargestellt.

= x>
s &

s I 5 = =

> = @) @) ©)

a o E = =
Gen Name = =2 o v ¥ Kodiertes Protein
Ngp 0,1 0,1 42,3 625 819 neutrophilic granule protein (Ngp)
Ltf 0,0 0,0 10,8 251 493 lactotransferrin (Ltf)
Chi3l4 0,1 0,0 201 379 406 chitinase 3-like 4 (Chi3l4)
Chi3I3 0,1 0,1 220 286 395 chitinase 3-like 3 (Chi3I3)
S100a9 0,0 0,0 16,1 420 357 S100 calcium binding protein A9 (calgranulin B) (S100a9)
Hp 0,0 0,1 318 1196 282  haptoglobin (Hp)
Ltf 0,1 0,0 13,0 173 279 lactotransferrin (Ltf)
Chi3ll 0,2 02 450 294 245  chitinase 3-like 1 (Chi3I1)
1100001G20Rik 0,1 0,1 202 284 212 RIKEN cDNA 1100001G20 gene (1100001G20Rik)
Ccl6 0,3 0,0 4,8 18 189 chemokine (C-C motif) ligand 6 (Ccl6)
Padi4 0,2 0,0 31 16 150 peptidyl arginine deiminase, type IV (Padi4)
TC1500960 0,2 0,0 3,1 19 132 PDI4_MOUSE (Q97183) Protein-arginine deiminase type IV
LOC238447 0,1 0,2 20,2 151 126 similar to immunoglobulin heavy chain variable region
Itgb2l 0,2 0,2 23,3 151 121  integrin beta 2-like (ltgb2l)
Mogat2 0,2 0,2 21,2 139 115 monoacylglycerol O-acyltransferase 2 (Mogat2)
Klk11 0,0 0,0 2,2 122 103 kallikrein 11 (KIk11)
Pglyrpl 0,2 0,3 31,2 138 97 peptidoglycan recognition protein 1 (Pglyrpl)
LOC381240 3,2 0,2 17,8 6 95 similar to guanine nucleotide exchange factor |
Ly6c 0,0 03 252 719 93 lymphocyte antigen 6 complex, locus C (Ly6c)
Camp 0,0 05 47,0 1301 91 cathelicidin antimicrobial peptide (Camp)
Pdlim1 0,7 0,1 6,0 9 85 PDZ and LIM domain 1 (elfin) (Pdlim1)

partial m-RNA for immunoglobulin heavy chain constant

Igh-6 0,3 0,0 0,9 8 84 region
Mgl1l 0,1 0,0 0,8 14 83 macrophage galactose N-acetyl-galactosamine spec. lectin 1
Mgl2 0,0 0,1 3,4 68 68 macrophage galactose N-acetyl-galactosamine spec. lectin 2

Tabelle 8: Hochregulierte Gene bei STIC Zellen

Von denen im Microarray analysierten Genexpressionen sind diejenigen dargestellt, die bei den STIC Zellen im Vergleich zu
den IFN-y stimulierten Makrophagen am starksten hochreguliert sind. Das jeweils kodierte Protein ist in der letzten Spalte
aufgezeigt.

Es sind die Expressionswerte fir unbehandelte Makrophagen (MP unb.) und fir Interferon-y stimulierte Makrophagen (MP
IFN-y) dargestellt. Weiterhin finden sich die Werte fiir adharente (STIC adh.)

Weiterhin wurde das Verhéltnis aus STIC Zellen zu unstimulierten Makrophagen (STIC / MP unb.) und aus STIC Zellen zu
IFN-y stimulierten Makrophagen (STIC / MP IFN-y) gebildet.

Genauso wie uber die Hochregulation bestimmter Genprodukte kdnnen Zellen auch
Uber die Herunterregulation von Genexpressionen immunologische Wirkungen

vermitteln. So kdnnten die in der STIC Zellkultur beobachteten Effekte auch dadurch
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verursacht sein, dass die Produktion von bestimmten Immunbotenstoffen reduziert

wird. Um herauszufinden, welche Gene dabei eine Rolle spielen kénnten, haben wir

die Microarray Daten nach Genen durchsucht, deren Expression bei den STIC Zellen

stark herunterreguliert werden (Tabelle 9).

) &)
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Gen Name = = n = = Kodiertes Protein
Pcp4 0,4 269,1 1,0 0,4 262,0 Purkinje cell protein 4 (Pcp4)
Pcsk1 1,2 2,7 0,1 21,4 48,5 proprotein convertase subtilisin/kexin type 1 (Pcskl)
116 0,0 14,2 0,3 0,1 41,8 interleukin 6 (116)
Indo 0,1 69,1 2,0 0,0 34,5 indoleamine-pyrrole 2,3 dioxygenase (IDO)
Col18al 1,0 02 0,0 85,8 20,8 procollagen, type XVIII, alpha 1 (Col18al)
Pdzk6 0,7 26,6 1,3 0,6 20,0 PDZ domain containing 6 (Pdzké)
TC1536702 0,0 54,2 29 0,0 18,7 predicted protein (Methanosarcina acetivorans C2A;)
Hmga2 3,6 0,5 0,0 138,3 18,1 high mobility group AT-hook 2 (Hmga2)
111b 0,0 44 0,2 0,0 17,6 interleukin 1 beta (l11b)
Col18al 1,0 02 0,0 78,7 16,5 procollagen, type XVIII, alpha 1 (Col18a1)
Mageel 1,1 4,5 0,3 3,8 15,4 melanoma antigen, family E, 1 (Mageel)
AK052777 0,2 4,5 0,3 0,8 15,1 0 day neonate kidney cDNA, clone:D630049N15
Clics 0,0 24,6 1,9 0,0 13,3 chloride intracellular channel 5 (Clic5)
1112b 0,0 104 0,8 0,0 12,8 interleukin 12b (l112b)
Ptgs2 0,0 77 0,6 0,0 12,5 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (Ptgs2)
B3gnt4 0,6 15,9 1,3 0,5 12,5 UDP-GIcNAc:betaGal beta-1,3-N-acetylglucosaminyltransf. 4
Edil3 0,9 0,7 0,1 15,7 12,3 EGF-like repeats and discoidin I-like domains 3 (Edil3)
Csf3 0,5 6,3 0,5 0,9 12,2  colony stimulating factor 3 (granulocyte) (Csf3)
Kalrn 0,6 18,9 1,6 0,4 12,2  kalirin, RhoGEF kinase, m-RNA (cDNA clone IMAGE:6432820)
Ptgs2 0,0 71 0,6 0,0 11,6 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (Ptgs2)
Nap1l2 0,3 4,6 0,4 0,7 11,4 nucleosome assembly protein 1-like 2 (Nap1l2)
Dmwd 32,8 41,7 4,0 8,2 10,5 dystrophia myotonica-containing WD repeat motif (Dmwd)
Ctgf 0,9 1,7 0.2 54 10,1 connective tissue growth factor (Ctgf)
Antxrl 0,2 6,0 0,6 0,4 10,1 anthrax toxin receptor 1 (Antxrl)
Slc17a8 0,4 16,3 1,6 0,3 10,1 solute carrier family 17 member 8 (Slc17a8)
Filip1l 1,0 12,0 1,2 0,8 9,7 PREDICTED: filamin A interacting protein 1
Park2 2,1 49 05 4,1 9,7 parkin (Park2)
Dcn 0,6 6,7 0,7 0,8 9,6 decorin (Dcn)

Tabelle 9: Herunterregulierte Gene bei STIC Zellen
VVon denen im Microarray analysierten Genexpressionen sind diejenigen dargestellt, die bei den STIC Zellen im Vergleich zu
den IFN-y stimmulierten Makrophagen am starksten herunterreguliert sind. Das jeweils kodierte Protein ist in der letzten
Spalte aufgezeigt.
Es sind die Expressionswerte fiir unbehandelte Makrophagen (MP unb.) und fir Interferon-y stimulierte Makrophagen (MP
IFN-y) dargestellt. Weiterhin finden sich die Werte fiir adharente (STIC adh.)

Weiterhin wurde das Verhaltnis aus STIC Zellen zu unstimulierten Makrophagen (STIC / MP unb.) und aus STIC Zellen zu

IFN-y stimulierten Makrophagen (STIC / MP IFN-y) gebildet.

Aus den in Tabelle 9 gezeigten Genexpressionswerten sollen einige im Folgenden

genauer betrachtet werden. So zeigen die ruhenden, unbehandelten Makrophagen
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(MP unb.) keine Expression des proinflammatorischen [1] Zytokins IL-6, wahrend die
IFN-y  aktivierten  Makrophagen (MP  IFN-y) erwartungsgemal®  hohe
Expressionswerte aufzeigen. Bei den STIC Zellen (STIC adh.) zeigt sich dagegen
eine deutlich niedrigere Expression.

Auch ist die Expression des Proteins Indoleamine-pyrrole 2,3 dioxygenase (IDO) bei
den STIC Zellen im Vergleich zu den IFN-y aktivierten Makrophagen deutlich
erniedrigt. Diese Tatsache spricht dafir, dass die von uns untersuchten STIC Zellen
nicht mit den von Munn et al. beschriebenen, IDO exprimierenden Makrophagen [54,
55] gleichzusetzen sind. Diese Beobachtungen bestatigen die von unserer
Arbeitsgruppe auf Proteinebene durchgefuhrten Untersuchungen der STIC Zellen
[13].

Mit Hilfe der Gen-Datenbank von pubmed wurden aus den Daten des Microarrays
Gene ausgewahlt, bei denen andere Arbeitsgruppen eine Beteiligung der jeweiligen
Genprodukte bei der Immunregulation aufzeigen konnten und die aul3erdem eine
deutlich hochregulierte Genexpressionen bei den STIC Zellen zeigen. Diese in
Tabelle 10 angefiihrten Genprodukte kénnten fur die Vermittiung der Effekte der

STIC Zellen ebenfalls eine Rolle spielen.

. > c

E Z c
Gen o o =
Name = = v Kodiertes Protein
Gzma 1,3 15 3,2 granzyme A
Gzmb 0,8 0,9 30,8 granzyme B
Gzmc 0,4 0,5 3,6 granzyme C
Ltb 0,3 0,8 10,1 lymphotoxin B
Mgl1l 0,1 0,0 0,8 mp gal. N-acetyl-galactosamine specific lectin 1 (CD301a)
Mgl2 0,0 0,1 3,4 mp gal. N-acetyl-galactosamine specific lectin 2 (CD301b)
Ngp 0,1 0,1 42,3 neutrophilic granule protein
Pdcdl 0,3 0,4 2,9 programmed cell death 1 (PD-1)
Pdcd2 1,5 1,1 14 programmed cell death 2 (PD-2)
Pdcdllg2 0,2 3,2 30,4 programmed cell death 1 ligand 2 (PD-L2)
S100a8 0,1 0,6 26,5 S100 calcium binding protein A8 (calgranulin A)
S100a9 0,0 0,0 16,1 S100 calcium binding protein A9 (calgranulin B)
Tnfsf18 0,5 0,7 9,0 TNF (ligand) superfamily member 18 (GITRL)
Tnfsf4 0,1 0,6 9,8 TNF (ligand) superfamily member 4 (OX40L)

Tabelle 10: Hochregulierte und immunologisch relevante Gene bei STIC Zellen

Von denen im Microarray analysierten Genexpressionen wurden bekanntermaf3en immunologisch relevante Gene
néher betrachtet. In der Tabelle sind nur die Gene dargestellt, die aul3erdem eine deutliche Hochregulation in den
STIC Zellen erfahren haben. Das jeweils kodierte Protein ist in der letzten Spalte gezeigt.
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4.5 Oberflachenmarker der STIC Zellen

Nach der Auswertung der Ergebnisse des Microarray sollte fir einige als potentiell
wichtig erachtete Proteine untersucht werden, ob die gemessene Steigerung der
Transkription auch tatsachlich mit einer nachweisbaren Expression der
entsprechenden Proteine einhergeht. Dabei wurden Proteine ausgewahlt, die sich an
der Zelloberflache nachweisen lassen und fur die kommerziell AntikGrper erhéltlich
sind, welche fur die Durchflusszytometrie geeignet sind. In Tabelle 11 sind die von

den MTAs der Abteilung durchflusszytometrisch untersuchten Proteine dargestellt.

. > c
Gen o o =
Name = = v Kodiertes Protein
0,1 0,0 0,8 mp gal. N-acetyl-galactosamine specific lectin 1 (CD301a)
0,0 0,1 34 mp gal. N-acetyl-galactosamine specific lectin 2 (CD301b)
0,5 0,7 9,0 TNF (ligand) superfamily member 18 (GITRL)
0,1 0,6 9,8 TNF (ligand) superfamily member 4 (OX40L)

Tabelle 11: Genprodukte zur durchflusszytometrischen Untersuchung
Es sind die Genprodukte aus Tabelle 10 aufgezeigt, die nachfolgend durchflusszytometrisch untersucht wurden.

Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchung (von Frau Dr.
Kronenberg durchgefihrt) der in Tabelle 11 aufgefihrten Proteine sind in Abbildung
20 dargestellt. Obwohl alle drei untersuchten Proteine auf m-RNA Ebene eine
deutliche Hochregulation der Genaktivitat erfahren haben (Tabelle 10 und 6), kommt
es nur bei OX40L zu einer schwachen und bei CD301 zu einer starken Expression

auf der Zelloberflache, wahrend sich das Protein GITRL dort nicht nachweisen lasst.
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Abbildung 20: Durchflusszytometrische Untersuchung der STIC Zellen auf Oberflachenmarker

Die Genprodukte einer Auswahl (Tabelle 11) der im Microarray identifizierten Gene werden in der Durchflusszytometrie
analysiert. Dabei wird die Expression der Oberflichenmarker GITRL, OX40L und CD301 (Mgl) auf den STIC Zellen
aufgezeigt. Der Wert fir GITRL (rote Kurve) entspricht dem Isotypen des verwendeten Antikdrpers (graue Kurve) und ist somit
als negativ anzusehen. Es zeigt sich eine schwache Expression von OX40L und eine starke von CD301.
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5 Diskussion

5.1 Charakterisierung der STIC Zellen

Wie in der Einleitung dargestellt, haben STIC Zellen immunregulatorische
Eigenschaften, welche von Brem-Exner et al. erstmals umfangreich beschrieben
worden sind [13]. So kommt es in Cokulturen von STIC Zellen mit Lymphozyten zu
einem Rickgang der Lymphozyten Zellzahl und auerdem zu einer Anreicherung
von regulatorischen T-Zellen (Teg). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass chronisch
entzundliche Darmerkrankungen bei Mausen durch die Applikation von STIC Zellen
gebessert werden kénnen [13]. Weitere Studien [11, 12] konnten aufzeigen, dass
sich die in vitro und im Tierexperiment beobachteten immunsuppressiven
Eigenschaften der STIC Zellen auch auf den Menschen ubertragen lassen und eine
klinische Applikation dieser Zellen prinzipiell praktikabel ist.

Fur die Bildung von STIC Zellen in den Kulturen der gemischten Zellen aus
Knochenmark, Milz und Blut sind verschiedene Signale wichtig. Neben den
Zytokinen M-CSF und IFN-y ist die Aktivierung des CD40 Rezeptors der
Makrophagen erforderlich, damit sie sich zu STIC Zellen differenzieren [13]. Der
CD40 Signalweg wird mit Hilfe von CD154 aktiviert, welches sich auf CD4" T-Zellen
findet [1]. Bei Abwesenheit von CD4" Zellen unterbleibt trotz experimenteller
Aktivierung des CD40 Signalweges mit einem loslichen CD40 Liganden die Bildung
funktionsfahiger STICs. Es muss also neben dem CD40 Signalweg noch weitere, fur
die STIC Bildung essentielle Faktoren der CD4" T-Zellen geben. Im Gegensatz zu
der wichtigen Rolle der CD4" T-Zellen hat die Deletion von CD8" T-Zellen oder von
B-Zellen aus den Mischkulturen keinen Effekt auf die STIC Bildung. Fir die Bildung
von STIC Zellen in vitro ist also die Anwesenheit von M-CSF, IFN-y und CD4" T-
Zellen erforderlich [13]. Die erforderliche Anwesenheit von CD4" T-Zellen bei der
Erzeugung der STIC Zellen grenzt sie von den von Munn et al. beschriebenen
regulatorischen Makrophagen ab. Diese entstehen bei Abwesenheit von CD4" T-
Zellen und Zugabe von |6slichem CD40 Ligand [13, 54, 55].

Brem-Exner et al konnten weiterhin durch durchflusszytometrische Untersuchungen
von Oberflachenmarkern aufzeigen, dass es sich bei den als STICs bezeichneten
Zellen um Makrophagen handelt. Die weiteren beobachteten Eigenschaften dieser

Zellen lassen keine Zuordnung zu einem bereits beschriebenen Subtyp von
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Makrophagen zu. Deswegen muss davon ausgegangen werden, dass es sich hier
um einen neu entdeckten Funktionszustand von Makrophagen handelt [13].

Es muss festgestellt werden, dass es sich bei den von uns am Kulturtag d5
geernteten und als STICs bezeichneten Zellen um ein Zellgemisch handelt, das
neben den Makrophagenéhnlichen STIC Zellen noch weitere Zellpopulationen
enthélt. Die beobachteten Effekte konnen also nicht ohne weitere Untersuchungen
den STIC Makrophagen zugeschrieben werden, sondern mussen als Wirkungen des
STICs enthaltenden Zellgemisches verstanden werden.

Charakterisiert sind die STIC Zellen durch ihre Fahigkeit in Cokultur mit Lymphozyten
deren Zellzahl zu reduzieren und auf3erdem in den Kulturen zu einer Anreicherung
von regulatorischen T-Zellen zu fuhren. Es ist bekannt, dass STIC Makrophagen den
Adhasionsmarker CD11b exprimieren. Um auszuschliel3en, dass ein unbekannter, in
der Zellkultur enthaltener Zelltyp fur die Fahigkeit der T,y Bildung und
Lymphozytenreduktion verantwortlich ist, wurden von Brem-Exner et al. am Tag d5
die CD11b" Zellen deletiert. Dies fiihrte dazu, dass beide Wirkungen nicht eintraten.
Dagegen bildeten sich in einer Kultur aus am Tag dO selektionierten und dann
cokultivierten CD11b" und CD4" Zellen voll funktionstiichtige STIC Zellen. Somit
konnte gezeigt werden, dass die adharenten CD11b" Zellen zusammen mit CD4" T-
Zellen fur die oben beschriebenen Effekte essentiell sind [13].

5.2 Lymphozyten Zellzahlen

Die Intention zur genauen Untersuchung der Eigenschaften und vor allem der
Wirkungsweise der STIC Zellen liegt in ihrem beobachteten immunsuppressiven
Potential. In verschiedenen Veroffentlichungen konnten die Arbeitsgruppen um
Professor Fandrich und Professor Geissler diese aufzeigen. So sind i.v. verabreichte
STIC Zellen dazu in der Lage, in intestinales lymphatisches Gewebe, intestinale
Mucosa und Payersche Plaques einzuwandern und zu einer histologisch und klinisch
nachweisbaren Besserung von entztindlichen Darmerkrankungen bei Mausen zu
fuhren [13]. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass die Verabreichung von STIC
Zellen bei humanen Nierentransplantationen erfolgreich und sicher durchgefuhrt
werden kann. Diese aus Zellen der Organspender differenzierten STICs erlaubten
eine deutliche Reduktion der immunsuppressiven Medikamente bei den
Organempfangern [11, 12].
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Diese Beobachtungen zeigen, dass STIC Zellen prinzipiell ein therapeutisches
Potential beim  Menschen haben und sowohl die Therapie von
Autoimmunerkrankungen als auch die Moglichkeiten der Immunsuppression bei
allogenen Organtransplantationen bereichern kdénnten. Um diese Zellen oder ihre
immunologischen Mediatoren routinemafig anwenden zu kdnnen, ist jedoch ein

besseres Verstandnis der Wirkungsweise der STIC Zellen erforderlich.

Wie Brem-Exner et al. zeigen konnten, fihren die STIC Zellen in Cokulturen mit
Splenozyten zu einem Rickgang der Splenozyten Zellzahlen [13]. Diese Ergebnisse
konnten durch unsere Versuche mit Zellen der Mausstamme BALB/c und C57BL/6
bestéatigt werden. Die Splenozyten Zellzahl wurde als Test fur die erfolgreiche
Bildung der STIC Zellen in den Kulturen verwendet. Wahrend in der Cokultur von
Splenozyten mit Monozyten kein wesentlicher Rickgang der Splenozyten Zellzahl
festzustellen ist, kommt es bei Anwesenheit der STIC Zellen zu einem signifikanten
Ruckgang der Splenozytenzahlen (Abbildung 7).

Diese Beobachtung lasst vermuten, dass STIC Zellen die in Cokultur befindlichen
Lymphozyten aktiv abtdten oder dazu bringen, in Apoptose zu gehen. Hierbei kdnnte
man sich vorstellen, dass entweder Iosliche Immunbotenstoffe oder auch durch Zell-
Zell Kontakt vermittelte Signale eine Rolle spielen. Weiterhin ist denkbar, dass die
STIC Zellen die Lymphozyten Reduktion nicht direkt, sondern mit Hilfe anderer
Zellen erreichen.

Obwohl der genaue Mechanismus der Wirkung der STIC Zellen nach wie vor
unbekannt ist, liegen durch die Arbeiten von Brem-Exner et al. erste Hinweise vor,
welche Faktoren dabei von Bedeutung sind. So konnte wahrend der am Mikroskop
durchgefiihrten Zellzahlungen am Kulturtag d7 beobachtet werden, dass STIC Zellen
in engem radumlichen Kontakt zu den am Kulturtag d5 zugesetzen Lymphozyten
stehen [13]. Diese Beobachtungen konnten durch Versuche im Rahmen der
vorliegenden Arbeit bestatigt werden. Durch Verwendung einer speziellen Transwell
Kulturkammer, die die STIC Zellen von den zugegeben Lymphozyten rdumlich trennt
und nur einen Austausch von loslichen Botenstoffen erlaubt, wurde gezeigt, dass ein
direkter Zell-Zell Kontakt fur den Rickgang der Lymphozytenzahl notwendig ist.
Durch Zugabe eines Caspase Inhibitors konnte gezeigt werden, dass der sonst
beobachtete Riuckgang der Lymphozytenzahl ausbleibt. Dies fuhrt zu der Annahme,
dass Apoptose dabei eine wichtige Rolle spielt. Weiterhin stellten Brem-Exner et al.
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die Hypothese auf, dass apoptotische Lymphozyten von STIC Zellen phagozytiert
werden, da sich bei der Mikroskopie der STIC Zellen Partikel der Lymphozyten
Farbung innerhalb der STICs zeigten [13].

Die in vivo beobachteten immunsuppressiven Wirkungen der STICs [11-13] kdnnten
somit auf die Reduktion von proinflammatorischen Lymphozyten zuriickzufthren

sein.

5.3 Regulatorische T-Zellen

Weiterhin haben Brem-Exner et al. herausgefunden, dass Lymphozytenpopulationen,
die in Cokulturen mit STIC Zellen tberleben, eine Anreicherung an regulatorischen
T-Zellen (T.g) aufweisen [13]. Diese Ergebnisse konnten wir durch unsere
durchflusszytometrischen Untersuchungen am Kulturtag d8 bestéatigen, wie die
Abbildungen 8 und 9 zeigen. Weiterhin haben wir die Anreicherung an T,y Zellen
ebenso wie den Rickgang der Lymphozytenzahl als Qualitatskontrolle fur die STIC
Kulturen verwendet.

Wie in der Einleitung bereits dargestellt, kann man zwei unterschiedliche Typen von
regulatorischen T-Zellen unterscheiden. Neben den im Thymus gebildeten und
bereits kurz nach der Geburt peripher nachweisbaren nT.y Zellen existieren iTyeg
Zellen, die in der Peripherie aus CD25" Effektor T-Zellen entstehen [24, 29, 35].
Wahrend nTy Zellen eine relativ stabile Foxp3 Expression zeigen, nimmt die der
iTreg Zellen in Abwesenheit von IL-2 und TGF-B sehr schnell ab. Die Zytokine sind
also neben der Erzeugung auch fur die Aufrechterhaltung der regulatorischen
Eigenschaften der iT.eg Zellen wichtig [34]. Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass
sich nTeg Und iTreg Zellen auch in ihrer Reaktion auf das Zytokin IL-6 unterscheiden.
Wahrend sich nT,eq Zellen durch die Wirkung von IL-6 in proinflammatorische, IL-17
produzierende Tyl7 Zellen umwandeln lie3en, konnten iT.eg Zellen nicht konvertiert
werden. Sollten diese in vitro Ergebnisse auch in vivo zutreffen, wirde dies darauf
hindeuten, dass die Funktionen beider T.g Zellpopulationen in der Modulation der
adaptiven Immunantwort unterschiedlich sind [34]. Verschiedene Arbeitsgruppen
konnten belegen, dass in vitro durch IL-2 und TGF-B induzierte iT.q Zellen
therapeutisches Potential haben. So konnte gezeigt werden, dass ein Transfer dieser
polyklonalen iT,eq Zellen in Versuchstiere mit Autoimmunerkrankungen eine deutliche

Besserung der Pathologien bewirken konnte [34, 56].
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5.3.1 Wirkung der T,eq Zellen

Die Fahigkeit, in Zellkulturen zu einer Anreicherung von T Zellen zu fihren, ist eine
entscheidende Eigenschaft der STIC Zellen [13]. Somit liegt die Vermutung nahe,
dass Trq Zellen auch bei der Vermittlung der immunsuppressiven Wirkungen der
STICs eine Rolle spielen. Deswegen ist in diesem Zusammenhang eine Diskussion
der Wirkung von regulatorischen T-Zellen notwendig.

Zum heutigen Zeitpunkt sind vier verschiedene Wege bekannt, tber die Tg Zellen
ihre immunsuppressiven Wirkungen an Effektorzellen vermitteln. Zunéchst sind sie in
der Lage, die Zytokine IL-10 und TGF-B zu bilden und diese sowohl frei zu
sezernieren als auch an ihren Zellmembranen zu prasentieren [29]. Asseman et al.
konnten zeigen, dass von T.g Zellen gebildetes IL-10 gemeinsam mit TGF-B
entscheidenden Einfluss auf die Kontrolle von intestinalen Infektionen und von
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen nimmt [57]. Aul3erdem ist bekannt, dass
IL-10 bei vielen anderen Pathologien, wie zum Beispiel bei Entzindungen der
Atemwege, protektive Funktionen hat und sogar fur die feto-maternale
Immuntoleranz wichtig ist [29]. Neben ihren bekannten immunsuppressiven
Wirkungen wird den Zytokinen IL-10 und TGF- auch die Fahigkeit zugeschrieben,
an der Bildung von iT.eg Zellen mitzuwirken [29]. Daneben wurde vor Kurzem das
inhibitorische Zytokin IL-35 beschrieben [58]. Es konnte eine hohe Expression des
Gens Epstein-Barr-virus-induced gene 3 (Ebi3), welches das Zytokin IL-27 kodiert,
und des Interleukin-12 alpha gene (1112a) in Foxp3 positiven T,y Zellen der Maus
gezeigt werden. Weiterhin wurde nachgewiesen, dass diese T Zellen einen Ebi3 —
IL-12a Heterodimer sezernieren, welcher offiziell als IL-35 bezeichnet wurde [58].
Man erkannte dartber hinaus, dass IL-35 in vitro die Proliferation von Effektor T-
Zellen inhibiert und fir die maximale Aktivitat von Ty Zellen erforderlich ist [29, 58].
Zusammenfassend kann man IL-10, TGF-f und IL-35 als bedeutendste bisher
bekannte Zytokine der Teg Zellen bezeichnen.

Der zweite Suppressionsmechanismus von Teq Zellen funktioniert Gber die Sekretion
von Granzymen und Perforin. Diese Form der Cytolyse wurde lange Zeit nur CD8" T-
Lymphozyten und NK-Zellen zugeschrieben. Inzwischen ist bekannt, dass auch Teg
Zellen dadurch Effektorzellen, wie zum Beispiel B-Zellen zerstéren kbnnen [29].
Weitere immunsuppressive Funktionen von T,y Zellen konnen als ,metabolische
Stérung“ der Effektorzellen subsumiert werden. Es wird kontrovers diskutiert, ob die

hohe Expression der a-Kette des IL-2 Rezeptors (CD25) zur lokalen Bindung von IL-
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2 fahrt und proliferierenden Effektor T-Zellen dieser wichtige Wachstumsfaktor somit
entzogen wird [29, 34]. Durch gleichzeitige Expression der Ektoenzyme CD39 und
CD73 koénnen Ty Zellen perizellulares Adenosin erzeugen. Dieser kurzlebige
Mediator unterdriickt die Funktion von Effektor T-Zellen durch die Aktivierung des
Adenosin Rezeptors 2A (A2aR). Der aktivierte AzaR fuhrt aufl3erdem zu einer
verstarkten TGF-B Sekretion und einem Riuckgang der IL-6 Produktion. Diese
Verdnderung des Zytokinprofils der Effektor T-Zellen fihrt zu einer verstarkten
Bildung von iT\eg Zellen, da TGF-B die Bildung von Ty Zellen férdert, wahrend IL-6
diese inhibiert [29]. Zuséatzlich kdnnen T.q Zellen durch direkten Zell-Zell Kontakt
Uber Gap Junctions mit Effektor T-Zellen in Kontakt treten. Durch diese kdnnen die
Treg Zellen den inhibitorischen second messenger cAMP direkt in das Cytosol der
Effektor T-Zellen einschleusen und diese dadurch supprimieren [29]. Welche
Bedeutung diesen Mechanismen jeweils in vivo zukommt, ist allerdings noch nicht
hinreichend geklart [29].

Zuletzt soll unter den bekannten Mechanismen der T,y Zellen noch die direkte
Beeinflussung von Antigen prasentierenden Zellen (APC), wie Dentritischen Zellen
(DC) und Makrophagen, erwahnt werden. Durch Intravitalmikroskopie konnte gezeigt
werden, dass Trq Zellen in vivo auch in engem Kontakt mit APCs stehen [29]. Es
wird vermutet, dass T,y Zellen so die Fahigkeit der APCs, die Effektor T-Zellen zu
aktivieren herunterregulieren und unreifen DCs die Fahigkeit verleihen, iTeq Zellen zu
induzieren. Auf welche Weise die T Zellen hier ihre Wirkungen vermitteln, ist noch
nicht ausreichend geklart. Es wird vermutet, dass neben Zytokinen zelloberflachen-
gebundenes Neurophilin-1 hierbei eine Rolle spielt [29, 34].

5.3.2 Wechselwirkungen zwischen STICs und T,eq Zellen

Unsere Ergebnisse zeigen, dass in Kulturen mit STIC Zellen eine deutliche
Anreicherung an regulatorischen T-Zellen zu beobachten ist. Wie erwartet lassen
sich in der Zellkultur, die lediglich Splenozyten enthalt, keine T4 Zellen nachweisen
(Abb. 9) wahrend die Kulturen in Anwesenheit der STIC Zellen einen prozentualen
Anteil an Teq Zellen von etwa 30 % aufweisen (Abb. 8 a und b). Es ist also gezeigt,
dass die Anreicherung von Ty Zellen in unseren Kulturbedingungen an die
Anwesenheit der STIC Zellen gebunden ist. Anhand der obigen Ausfiihrungen wére

denkbar, dass es sich dabei um Ty Zellen handelt, welche sich unter dem Einfluss
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der STIC Zellen aus in der Kultur vorhandenen naiven T-Zellen bilden. Eine andere
Mdoglichkeit ist, dass durch STIC Zellen keine neuen T,y Zellen gebildet werden,
sondern die regulatorischen T-Zellen, die schon am Tag dO in der Zellkultur
vorhanden waren, die Cytotoxizitat der STIC Zellen selektiv tGiberleben und eventuell
durch Wirkungen der STIC Zellen zur Vermehrung angeregt werden. Die genauen
Mechanismen mussen den Ergebnissen weiterer Untersuchungen vorbehalten
bleiben. Auch zeigen die obigen Ausfuhrungen, dass T,y Zellen selbst vielfaltige
Wirkungen auf APCs und somit moglicherweise auch auf die STIC Zellen haben.
Dadurch wird verstéandlich, dass zwischen den in der STIC Zellkultur enthaltenen
Zelltypen vielfaltige Wechselwirkungen zu erwarten sind, was das Aufdecken der

genauen immunologischen Vorgénge erschwert.

Wie bereits erwdhnt konnten wir also aufzeigen, dass die STIC Zellen zu einer
Reduktion von zugegebenen Lymphozyten fihren und dass es sich bei den
verbleibenden Lymphozyten zum grof3en Teil um regulatorische T-Zellen handelt.

Die vermutete Fahigkeit der STIC Zellen, die Bildung von regulatorischen T-Zellen zu
induzieren, stellt einen vielversprechenden Ansatz in der Transplantatimmunologie
dar. Wahrend bisherige Therapieverfahren darauf abzielen, die proinflammatorischen
Lymphozyten abzutdten oder in ihrer Funktion zu hemmen, kann durch die
antiinflammatorischen Wirkungen der T4 Zellen die immunologische Akzeptanz von
Transplantaten induziert werden, ohne wesentlichen Einfluss auf die Infekt- und

Tumorabwehr des Organempfangers zu nehmen.

5.4 Zytokine

STIC Zellen entstehen in vitro unter dem Einfluss der Zytokine M-CSF und IFN-y. Um
Ruckschlisse auf den Wirkmechanismus der STIC Zellen ziehen zu kdnnen, haben
wir in der Literatur nach Zytokinen gesucht, die zum einen immunsuppressive
Wirkungen haben und zum anderen zu einer Bildung von Teg Zellen fihren kdnnen.
Wir haben uns dabei fur die Analyse der Zytokine IL-2, IL-4, IL-10, IL-12, TGF-B und
IFN-y in den STIC Zellkulturen entschieden [1, 2, 29, 32, 34, 37].
Unsere Ergebnisse zeigen, dass in der STIC Zellkultur die Zytokine IL-2, IL-10 und
TGF-B gebildet werden, wahrend keine Expression der Zytokine IL-4, IL-12 und IFN-
y gesehen wurde. Im Folgenden werden die untersuchten Zytokine einzeln diskutiert.
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Dabei soll mit den in unseren Versuchen nicht nachgewiesenen Zytokinen begonnen

werden.

5.4.1 IL-4

In den von uns durgefiihrten ELISA Assays aus Proben der STIC Zellkultur lagen die
IL-4 Spiegel stets unterhalb der Nachweisgrenze (Tabelle 6). Das Zytokin IL-4 wird
von Ty2 polarisierten T-Zellen, Basophilen Granulozyten und Mastzellen gebildet [3].
Die Tatsache, dass diese Zellen in unseren Kulturen nicht in wesentlichen Anteilen
vorhanden sind, kann das Fehlen dieses Immunbotenstoffes erklaren. IL-4 ist wichtig
bei der Differenzierung von Makrophagen zu M2 polarisierten Makrophagen oder
Wundheilungsmakrophagen [3, 21]. Somit deckt sich das Fehlen von IL-4 in der
STIC Zellkultur mit der Annahme, dass es sich bei den STIC Makrophagen um einen

Aktivierungszustand handelt, der sich von den beiden genannten unterscheidet.

5.4.2 IL-12

Auch das Zytokin IL-12 konnte in den von uns analysierten Proben der STIC
Zellkulturen nicht nachgewiesen werden (Tabelle 6). IL-12 ist neben weiteren
Zytokinen, wie IL-1, TNF-a und IL-6 ein von klassisch aktivierten Makrophagen
gebildeter Mediator. IL-12 aktiviert NK-Zellen und fuhrt zu einer Differenzierung der
CD4" T-Zellen in Richtung Tyl Zellen [1, 3]. Die Abwesenheit von IL-12 in unseren
Kulturen bestéatigt unsere Hypothese, dass es sich bei den STIC Zellen um
Makrophagen handelt, die sich nicht in einem klassischen Aktivierungszustand
befinden. Daneben zeigen die von Mosser et al. beschriebenen regulatorischen
Makrophagen eine im Gegensatz zu klassisch aktivierten eine stark reduzierte 1L-12
Produktion, allerdings eine deutliche Produktion von IL-10 [3, 59]. Diese
Beobachtungen sprechen daflir, dass es sich bei den STIC Makrophagen eher um
einen regulatorischen Typen handelt, als um klassisch aktivierte Makrophagen. Dies

steht im Einklang mit den Ergebnissen von Brem-Exner et al. [13].
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5.4.3 IL-2

Das Glykoprotein Interleukin-2 (IL-2) ist neben TGF-B fur die Bildung von iTyeg
Zellen aus naiven CD4" T-Zellen in den peripheren lymphatischen Organen
verantwortlich [34]. Da die STIC Zellen unter anderem durch ihre F&higkeit
charakterisiert sind, in Zellkulturen zu einer Anreicherung von T4 Zellen zu fuhren,
ist der positive Nachweis von IL-2 in unseren Kulturen (Abbildung 10) von
besonderem Interesse. IL-2 hat eine komplexe Stellung in der Regulation des
Immunsystems und vermittelt neben proinflammatorischen auch regulatorische
Wirkungen [32]. Gebildet wird es neben aktivierten CD4" T-Zellen und CD8" T-Zellen
auch von Dendritischen Zellen nach Stimulation mit bakteriellen Antigenen [32].
Entsprechende IL-2-Rezeptoren finden sich unter anderem auf B- und T-Zellen, NK-
Zellen, neutrophilen Granulozyten und mononuklearen Phagozyten. Drei
transmembrane Ketten (a, B und y) bilden den IL-2-Rezeptor. Die a-Kette (CD 25)
wird verstarkt von aktivierten T-Zellen ausgebildet, wahrend die B-, und y-Ketten
konstitutiv exprimiert werden [2]. Wahrend die a-Kette nur eine sehr kleine
intrazellulare Domane hat, sind die B- und die y-Kette fur die intrazellulare
Signaltransdiktion verantwortlich [32]. Um eine hoch affine IL-2 Bindung zu
ermdglichen, sind alle drei Ketten erforderlich. Die a- sowie die B-Kette alleine
kénnen IL-2 mit geringer Affinitat binden, wahrend die y-Kette, die auch Bestandteil
anderer Zytokinrezeptoren (IL-4, IL-7, IL-9, IL-15) ist und deswegen auch y.-Kette
genannt wird, alleine keine IL-2 Bindung ermdglicht [2, 32]. IL-2 wirkt vor allem als
auto- und parakriner Wachstumsfaktor fur reife T-Lymphozyten. So kommt es zu
einer Reduktion der Zelltodrate, zu gesteigerter Proliferation und klonaler Expansion
und zu erhohter Zytokinproduktion dieser Zellen [32].

Im Gegensatz zu diesen proinflammatorischen Effekten zeigt IL-2 jedoch auch
verschiedene regulatorische Wirkungen. So ist IL-2 zum Beispiel fur die Induktion
des activation-induced cell death (AICD) mit verantwortlich. Dabei kommt es durch
wiederholte T-Zell Aktivierung in Anwesenheit von IL-2 zur Hochregulation von Fas
(CD 95) und Fas Ligand (CD 95L) und damit zur Induktion von Apoptose [2, 32].
AulRerdem konnte gezeigt werden, dass IL-2 bei der intrathymischen Entwicklung
von CD4" CD25" Foxp3™ nT.y Zellen sowie bei der Induktion von iT.q Zellen in der
Peripherie mal3geblich beteiligt ist [2, 32], was mdglicherweise fur die Anreicherung
von Teg Zellen in den STIC Zellkulturen mit von Bedeutung ist. Verantwortlich fur die

Induktion der iT\eg Zellen ist wahrscheinlich der Transkriptionsfaktor STAT-5, der an
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der B-Kette des aktivierten IL-2 Rezeptors dimerisiert und in den Zellkern transloziert.
Dort fuhrt er unter anderem zur Transkription des Foxp3 Gens, welches fur die
Funktion von T Zellen essentiell ist [32]. Im Gegensatz zu ihrer Induktion spielt fir
die Wirkung der T,y Zellen, also die Suppression von Effektor T-Zellen, IL-2 aber
wohl keine wesentliche Rolle [32]. Die Bedeutung von IL-2 fir die Entwicklung von
Treg Zellen wurde auch durch verschiedene in vivo Experimente untersucht. So
zeigten IL-2 defiziente Mause erstaunlicherweise keinen Rickgang der absoluten
Treg Zellzahlen. Diese Beobachtung erklart man sich durch die Redundanz der mit
dem IL-2 Rezeptor in Beziehung stehenden Zytokinen (IL-4, IL-7, IL-9, IL-15), die wie
IL-2 alle die y.-Kette in ihrem Rezeptorkomplex aufweisen. Allerdings kam es bei den
IL-2 defizienten Versuchstieren zur Entwicklung von diversen
Autoimmunerkrankungen [32], was eventuell auf eine gestorte Funktionalitat der Tieq
Zellen hindeuten kdénnte. Mause, denen die B-Kette des IL-2 Rezeptors fehlt, zeigten
dagegen einen deutlich starkeren Mangel an nT.y Zellen und vor allem an iTeq
Zellen. Konnte aber die y.-Kette, die auch bei den Rezeptoren fir IL-4, IL-7, IL-9 und
IL-15 beteiligt ist, nicht ausgebildet werden, zeigten Versuchstiere nTg und iTreq
Zellenzahlen unter der Nachweisgrenze [32].

Tiere, die weder Foxp3 noch die IL-2 Rezeptor a-Kette ausbilden konnten, zeigten
erstaunlicherweise weniger gravierende Symptome als Tiere, die nur Foxp3 defizient
waren. FUr diese Ergebnisse sind wohl die bereits erwéhnten proinflammatorischen
Wirkungen von IL-2 verantwortlich, die in den Versuchstieren ja ebenfalls wegfallen,
wahrend die Induktion von T4 Zellen schon durch den Mangel an Foxp3 unmdglich
ist [32]. IL-2 ist also gerade durch seine so gegensatzlichen Wirkungen ein
interessantes Zytokin, dessen weitere Erforschung zu einem besseren Verstandnis
von immunologischen Regulationsvorgangen beitragen kdnnte [32].

Unsere Ergebnisse zeigen deutlich, dass das Zytokin IL-2 nur in Anwesenheit der
STIC Zellen in den Kulturen nachzuweisen ist. So zeigen die
Konzentrationsmessungen an den Tagen d7 und d8 nur in den Kulturen ,splenos +
STICs* und ,STICs alone relevante IL-2 Spiegel (Abbildung 10). Betrachten wir den
Konzentrationsverlauf von IL-2 wéhrend der ersten Phase der STIC Zellkultur, also
vom Tag d1 bis zum Tag d5, so lassen sich weitere Aussagen treffen. Zunéchst kann
festgestellt werden, dass es vom Tag dl1 zu den Tagen d3 bzw. d5 zu einem
statistisch signifikanten Anstieg der IL-2 Konzentrationen in Kulturen der Balb/c
Zellen kommt (Abbildung 16). Dieser Anstieg ware mit einer zunehmenden Bildung
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von STIC Zellen in der Kultur zu erklaren, welche ja eine potentielle Quelle des IL-2
darstellen.

Bei der Interpretation der Abbildung 15a stellt man weiterhin fest, dass die Werte fur
die BALB/c Zellen am Tag d1, also nach 24h Kultur sehr niedrig liegen. Die nachste
Messung der O-Schalen am Tag d3 geschiehnt 48h nach dem letzten
Mediumwechsel. Obwohl damit die Inkubationszeit nur doppelt so hoch liegt wie bei
der Messung am Tag d1, zeigt sich ein etwa vier-fach erhodhter IL-2 Wert (Abbildung
15a). Eine mogliche Erklarung dafir ist, dass die Zellen in der Kultur nach ihrer
Praparation am Tag dO erst nach einer gewissen Zeit ihre normale metabolische
Tatigkeit wieder aufnehmen. Eine andere Hypothese ist, dass die Erzeugung der
STIC Zellen in der Kultur — welche, wie erwahnt, die mogliche Quelle des IL-2
darstellen — eine gewisse Zeit in Anspruch nimmt. Daflr spricht auch, dass die IL-2
Werte am Tag d3 von O- und von U-Schalen &hnlich hoch sind.

Durch unsere Versuchsanordnung kann jedoch nicht sicher aufgezeigt werden, ob
das nachgewiesene IL-2 von den STIC Zellen stammt. Wie oben beschrieben, ist das
Zytokin IL-2 fur die Bildung von T4 Zellen von besonderer Bedeutung [34]. Diese
Tatsache fuhrt zu der Annahme, dass das in der Kultur nachweisbare IL-2 von den
STIC Zellen gebildet wird und moglichweise fur die beobachtete Anreicherung an
regulatorischen T-Zellen mit verantwortlich ist. Andererseits ware denkbar, dass IL-2
von einer anderen Zellpopulation, wie etwa den regulatorischen T-Zellen selbst
gebildet wird. Gegen diese Uberlegung spricht jedoch, dass IL-2 nicht zu den
klassischen, in der Literatur beschriebenen Effektorzytokinen der T,y Zellen gezahit
wird [29, 34]. Dies lasst die Hypothese zu, dass es sich bei den STIC Zellen
tatsachlich um die Quelle des im Kulturmedium nachweisbaren IL-2 handelt. Diese
Hypothese zu Uberprifen, muss Gegenstand weiterer Untersuchungen, zum Beispiel

mit IL-2 defizienten Zellen sein.

5.4.4 IL-10

Die Messungen der IL-10 Konzentrationen in der Zellkultur an den Tagen d7 und d8
zeigen analog zu den Ergebnissen bei IL-2, dass IL-10 praktisch nur in Anwesenheit
der STIC Zellen gebildet wird (Abbildung 11).

Interleukin-10 (IL-10) ist ein etwa 17 — 21 kD grol3es Peptid [2] und eines der

wichtigsten  Zytokine mit  immunsuppressiven und  antiinflammatorischen
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Eigenschaften [37]. In vivo wird es vor allem von T-Lymphozyten, insbesondere von
Treg Zellen, aber auch von B-Zellen, dendritischen Zellen und Makrophagen gebildet.
Der IL-10 Rezeptor ist unter anderem an Makrophagen, Lymphozyten, NK-Zellen
und Mastzellen zu finden [2].

Die Wirkungen von IL-10 auf seine Zielzellen sind vielfaltig und im Detail nicht immer
vollstandig bekannt. So werden durch Aktivierung des IL-10 Rezeptors an T-
Lymphozyten second messenger aktiviert, die in die Signaltransduktionskaskade des
CD28 hemmend eingreifen. Damit wird die costimulatorische Wirkung des CD28 bei
der Interaktion der T-Zellen mit APCs reduziert und dadurch die T-Zell-Aktivierung
gehemmt. Neben dieser Wirkung auf die T-Zellen fuhrt IL-10 an den APCs zu einer
reduzierten Expression von MHC-II und CD80/86 und damit ebenfalls zu einer
reduzierten T-Zell-Aktivierung [2].

Weitere immunsuppressive Wirkungen des IL-10 kommen durch eine Hemmung der
Bildung proinflammatorischer Zytokine wie IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a und -B in
aktivierten Makrophagen zustande. Daneben induziert IL-10 in diesen Zellen die
Bildung des IL-1-Rezeptor-Antagonisten und blockiert somit zusatzlich die
proinflammatorische IL-1 Wirkung. Auf3erdem wird durch IL-10 die zytotoxische
Wirkung aktivierter Makrophagen reduziert [2]. Weiterhin kann IL-10 die
Differenzierung von Gewebsmakrophagen zu klassisch aktivierten Makrophagen
verhindern [37, 60]. Die Bedeutung des Zytokins IL-10 in der Immunregulation zeigt
sich auch daran, dass IL-10 defiziente Mause spontan inflammatorische
Darmerkrankungen entwickeln [61].

Fiur unsere Untersuchungen konnten vor allem folgende Wirkungen des IL-10 von
Bedeutung sein. Effektor T-Zellen, die in Gegenwart des fir sie spezifischen
Antigens mit hohen Konzentrationen von IL-10 und TGF-B in Kontakt kommen,
konnen in einen Zustand der funktionellen Anergie ibergehen. Ebenso kann ein IL-
10 Kontakt von APCs eine Anergie von T-Zellen induzieren. Diese wird dabei durch
die fehlende costimulatorische Wirkung von CD80/86 bei der Antigenprasentation
bewirkt [2].

Bei einer regelrecht ablaufenden Immunreaktion ist die Quelle des IL-10 und damit
vor allem der Zeitpunkt seiner Freisetzung von entscheidender Bedeutung. So
konnen zu frih ansteigende IL-10 Konzentrationen bei hoch virulenten Pathogenen
zur Ausbreitung der Infektion fuhren, wahrend ein verspéteter Anstieg bei niedrig
pathogenen Erregern zu unnotig starker Gewebeschadigung fiuhrt [37].
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass IL-10 das Ausmal} der
Immunantwort bei vielen Infektionen hemmt und dadurch eine Ubermalige
immunologische Gewebeschéadigung verhindert [2].

In den von uns durchgefihrten Zellkulturen sind relevante IL-10 Werte nur in
Anwesenheit der STIC Zellen nachzuweisen. So zeigen die Messungen an den
Tagen d7 und d8 (Abbildung 11), dass in den Kulturen ,splenos + STICs“ sowie
,ST1lCs alone“ deutliche IL-10 Spiegel — bei den Balb/c Zellen stets tiber 100 pg/ml —
vorhanden sind. Dagegen liegen die Messwerte der Kulturen ,splenos“ sowie
,Splenos + monos“ bei beiden untersuchten Mausstdmmen unter 0,9 pg/ml
(Abbildung 11).

Neben den Konzentrationsmessungen an den Kulturtagen d7 und d8 wurden auch
Zytokinbestimmungen in der ersten Phase unserer Kulturen durchgefihrt. Abbildung
16 zeigt, dass es bei den Balb/c Zellen vom Tag d3 zum Tag d5 zu einem Anstieg
der IL-10 Konzentration kommt, der allerdings statistisch nicht signifikant ist. Bei den
C57BL/6 Zellen ist keine eindeutige Tendenz des Konzentrationsverlaufes
abzulesen. Man kdnnte den Anstieg der IL-10 Werte bei den Balb/c Zellen zum einen
mit einer zunehmenden Bildung von STIC Zellen in der Kultur erklaren, welche eine
maogliche Quelle des IL-10 darstellen. Zum anderen wére denkbar, dass die
zunehmend in der Kultur angereicherten regulatorischen T-Zellen fur die IL-10
Sekretion verantwortlich sind.

Die in Abbildung 15b dargestellten Konzentrationswerte zeigen auf, dass IL-10
wahrend der gesamten ersten Phase der STIC Zellkultur von beiden untersuchten
Mausstammen gebildet wird. Auffallig ist der starke Anstieg am Kulturtag d5 bei den
O und U Platten der Balb/c Zellen.

Wie bereits oben beschrieben, ist bekannt, dass IL-10 ein wichtiges Effektorzytokin
von regulatorischen T-Zellen ist [29]. Eine Erklarung fir die hohen IL-10 Spiegel in
unseren Zellkulturen ware also die Produktion des Zytokins durch die regulatorischen
T-Zellen, die wie oben beschrieben, in den STIC Zellkulturen angereichert werden.
Aus diesen Daten konnte man schliel3en, dass es in den Kulturen nicht nur zu einer
Anreicherung von CD4" CD25" Foxp3® Zellen kommt (Abbildung 8), sondern dass
diese auch ein Zytokinprofil von kompetenten regulatorischen T-Zellen zeigen und
somit in der Lage sind, auch tatsachlich immunsuppressive Wirkungen auszufuhren.
Andererseits ware aber auch denkbar, dass das IL-10 von den STIC Zellen gebildet

wird und dass diese ohne Beteiligung von T,y Zellen direkt immunsuppressive
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Wirkungen auf Effektor Lymphozyten ausiben. So konnte etwa bei den von Mosser
et al. beschrieben regulatorischen Makrophagen eine direkte IL-10 Bildung gezeigt
werden [3]. Es ware also durchaus vorstellbar, dass die STIC Zellen fur die Bildung
des in der Kultur nachweisbaren IL-10 verantwortlich sind oder zumindest mit dazu
beitragen. Allerdings kdnnen unsere Ergebnisse nicht sicher aufzeigen, ob das
Zytokin in den Kulturen tatséachlich von den STIC Zellen direkt oder von anderen
Zellpupulationen wie den T,eg Zellen gebildet wird.

Da es in der Literatur Evidenz gibt, dass IL-10 auch fir die Bildung von
regulatorischen T-Zellen eine Rolle spielt [45, 46], wollten wir Gberprufen, ob sich
eine Unfahigkeit der STIC Zellen, das Zytokin IL-10 zu bilden, auf die Anteile der
regulatorischen T-Zellen in der Zellkultur auswirkt. Aus diesem Grund haben wir die
STIC Zellkultur mit Zellen aus IL-10 knockout Mausen durchgefiihrt. Unsere
Messungen zeigen, dass in diesen Kulturen keine nachweisbaren IL-10 Spiegel
vorhanden sind (Abbildung 17). Trotzdem kommt es in den Kulturen zu einer
Anreicherung an regulatorischen T-Zellen, die mit jener von Wildtyp Kulturen
vergleichbar ist (Abbildung 19). Daraus kénnen wir schlieBen, dass IL-10 fur die
beobachtete Anreicherung an regulatorischen T-Zellen nicht essentiell ist. Auch hat
die Zellzahlung am Kulturtag d7 (Abbildung 18) ergeben, dass es bei Kulturen aus
Wildtyp Zellen und bei solchen aus IL-10 knockout Zellen zu einem vergleichbaren
Abfall der Lymphozyten Zellzahlen kommt. Aus dem bisher gesagten kdnnen wir
schlussfolgern, dass in unseren Kulturen das immunsuppressive Zytokin IL-10 weder
fur die Anreicherung der regulatorischen T-Zellen noch fir den beobachteten
Ruckgang der Zahl an Effektorlymphozyten verantwortlich ist. Dennoch ist mdglich,
dass in vivo die Wirkung des Zytokins IL-10 fir die beobachteten
immunmodulatorischen und immunsuppressiven Effekte der STIC Zellen [11-13] von

Bedeutung ist.

5.4.5 TGF-B

Die Ergebnisse der Konzentrationsbestimmungen von TGF-B sind nicht so deutlich
wie diejenigen fur IL-2 oder IL-10. Zwar zeigen sich auch bei TGF-$ die héchsten
Werte in Anwesenheit der STIC Zellen (Abbildung 12), dennoch lassen sich auch in
den Kulturen von Lymphozyten und von Lymphozyten und Monozyten deutliche

TGF-B Spiegel nachweisen. Diese Tatsache hat uns zunachst dazu geflihrt, unser
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Vorgehen beim Durchfihren der Zellkultur und vor allem bei der Messung der
Zytokinkonzentrationen kritisch zu hinterfragen. Bedingt durch die Tatsache, dass wir
in den Uberstanden der STIC Zellkulturen verschiedene Zytokine bestimmt haben,
wurden die Proben an verschiedenen Tagen aufgetaut, um die ELISA Assays
durchzufiihren. Die Proben wurden daraufhin wieder eingefroren. Die Proben, mit
denen die TGF-B Bestimmungen durchgefuhrt wurden, hatten somit mehrere Auftau-
und Gefrierungsvorgange, sowie eine mehrwochige Lagerungszeit hinter sich. Um
festzustellen, ob es dadurch zu einer Verfalschung der Ergebnisse kommt, haben wir
erneut STIC Zellkulturen durchgefiihrt, die entsprechenden Uberstande eingefroren
und die TGF-B Konzentrationen in den Proben nach nur einem Auftauvorgang
bestimmt. Wir konnten aufzeigen, dass die gemessenen Ergebnisse (Abbildung 13)
denen unserer ersten Messreihe sehr ahnlich waren. Eine Beeinflussung unserer
Daten durch Praparation und Lagerung der Proben konnten wir somit weitgehend
ausschliel3en.

Transforming growth factor B (TGF-B) wurde urspringlich als ein von Tumorzellen
gebildeter Wachstumsfaktor beschrieben [2]. Im Zentrum heutiger Forschungen steht
vor allem die negative immunregulatorische Wirkung von TGF-f, die unter anderem
durch Proliferationshemmung verschiedener Leukozyten entsteht [2].

Die drei bekannten Formen von TGF- (B1-B3) gehodren zu einer Familie von mehr
als 30 in der Evolution gut konservierten Polypeptiden. Diese TGF-B-Familie umfasst
daneben auch die Aktivine und die Bone morphogenic proteins (BMP), welche beide
wichtige Funktionen in der Organogenese wahrnehmen [2, 62].

TGF-B1 ist das fur das Immunsystem wichtigste Mitglied der TGF-B-Familie [2]. TGF-
B wird als Prapropeptid synthetisiert, welches posttranslationell einer komplexen
proteolytischen Reifung unterworfen ist und in seiner reifen Form als Homodimer
vorliegt [42]. Besonders wichtig ist dabei die Abspaltung des C-terminal gelegenen
Propeptids. Dieses dimerisiert ebenfalls, lagert sich nichtkovalent an das reife TGF-3
an und bildet dadurch das latency-associated peptide (LAP) [41]. TGF-B wird also
durch die Bindung an LAP in einer inaktiven Form von der Zelle freigesetzt (latentes
TGF-B), in der es nicht an seinen Rezeptor binden kann und somit auch keinen
biologischen Effekt zeigt [41].

Durch verschiedene Mechanismen kann latentes TGF-B im Extrazellularraum in
seine aktive Form Uberfuhrt werden, welche nur eine Halbwertszeit von etwa 3

Minuten hat. So kann zum Beispiel das LAP durch verschiedene Proteasen
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abgespalten werden oder die Struktur von LAP wird so verdndert, dass das aktive
Zentrum von TGF-$ freigelegt wird [42]. AuRerdem konnen extreme pH Werte
latentes TGF-B aktivieren [42], womit bei den von uns durchgefuhrten ELISA Assays
der Nachweis des Zytokins ermdglicht wurde.

Von den 6 bis jetzt identifizierten Rezeptoren fir TGF- sind die Typen | bis Ill am
genausten untersucht [42]. Der TGF- Rezeptor Typ Il (TR RIII) ist nicht in der Lage,
nach Ligandenbindung ein Signal nach intrazellular zu transduzieren. Er ermdglicht
jedoch eine lokale Konzentration von TGF- und dadurch eine verstarkte Aktivierung
der Typ | und Il Rezeptoren [2], welche fur die Signaltransduktion verantwortlich sind
[63].

Die biologische Wirkung von TGF-B ist von der Zielzelle und deren
Differenzierungsgrad abhangig. Bei hamatopoetischen und lymphoiden Zellen
hemmt TGF-B die Proliferation und Differenzierung [2]. Bei Makrophagen reduziert
TGF-B die Bildung von proinflammatorischen Zytokinen und Sauerstoffradikalen,
sowie die Hochregulation von MHC Klasse-II Molektlen. Durch diese Mechanismen
hemmt TGF-B die Immunantwort und die Vorgange bei Entziindungen [2].

Daneben spielt TGF- auch bei der Aufrechterhaltung der peripheren T-Zell Toleranz
eine wichtige Rolle. So ist TGF-B fur die Bildung von T,y Zellen von entscheidender
Bedeutung [34]. AuBerdem kann von APCs oder T,y Zellen gebildetes TGF-3
hemmend auf autoreaktive Effektor T-Zellen wirken. Zum Beispiel erkennen
Phosphatidylserin Rezeptoren bei der Apoptose freigesetzte Phosphatidylserine und
aktivieren bei der APC die Freisetzung von TGF-B [2]. Werden nun Reste einer
apoptotischen Zelle von einer APC phagozytiert, fihrt dies dazu, dass Selbst-Peptide
Uber das MHC-System der APC prasentiert werden. Autoreaktive T-Zellen, welche
die so prasentierten Selbst-Antigene erkennen, werden nun Uber zwei Mechanismen
gehemmt. Zum einen fehlen bei der APC die costimulatorischen Molekile CD80/86
und zum anderen wirkt das freigesetzte TGF-B direkt hemmend auf die T-Zelle [2].
Aufgrund der sehr kurzen Halbwertszeit des aktiven TGF-B ist unter
Berlcksichtigung der Zeit von der Probenentnahme bis zur Durchfihrung des
ELISAs nicht zu erwarten, dass in den von uns analysierten Proben noch
wesentliche Mengen von aktiven TGF- enthalten sind [42]. Deswegen soll in den
Proben die Konzentration des latenten TGF bestimmt werden. Dazu wird in den von
uns durchgefiihrten ELISA Assays latentes TGF-B durch Veranderung des pH

Wertes in seine aktive Form Uuberfuhrt, welche dann gemessen wird. Die
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angegebenen Werte sind also als Konzentrationen des latenten, experimentell durch
pH Anderung aktivierten TGF-B zu interpretieren.

TGF-B wird wahrend der gesamten ersten Phase unserer STIC Zellkultur in relativ
konstanten, hohen Konzentrationen gebildet (Abbildung 15c). Nur bei der
Betrachtung der O Platen bei den Balb/c Zellen (Abbildung 16a) lasst sich eine
leichte, statistisch nicht signifikante Steigerung der TGF-B Spiegel im Zeitverlauf
erkennen. Aus diesen Daten lasst sich die Hypothese ableiten, dass die
monozytaren STIC Zellen schon sehr frih mit der Produktion des Zytokins TGF-3
beginnen. Dies wird vor allem deutlich, wenn man zum Vergleich den Verlauf der IL-2
Konzentration heranzieht (Abbildung 15a). Am Tag d1 ist, wie oben beschrieben, der
IL-2 Spiegel deutlich niedriger als am Kulturtag d3. Somit kann vermutet werden,
dass die sich in der Kultur differenzierenden STIC Zellen ihre TGF-B Produktion
bereits steigern, bevor es zu einer Steigerung anderer Zytokine, wie etwa von IL-2
kommt. Es kann allerdings nicht sicher ausgeschlossen werden, dass zumindest ein
Teil der TGF-B Produktion von Zellpopulationen gebildet wird, welche die STIC
Kulturen kontaminieren.

Wie bereits erwahnt, zeigen unsere Messungen in der zweiten Phase der Zellkultur,
dass an den Tagen d7 und d8 die hochsten TGF-3 Spiegel in Anwesenheit der STIC
Zellen erreicht werden (Abbildung 12).

Aufgrund der obigen Ausfihrungen ist denkbar, dass die Wirkung des Zytokins TGF-
B fur die Anreicherung der T4 Zellen in unseren Zellkulturen eine wichtige Rolle
spielt. Um diese genauer zu untersuchen, sind weitere Experimente, wie etwa die
Verwendung von TGF-3 oder TGF-B Rezeptor negativen Zellen aus entsprechenden

Mausstammen erforderlich.

5.4.6 M-CSF

Der Makrophagen-Kolonie-stimulierende Faktor (M-CSF) gehort wie  der
Granulozyten-Makropahen- und der Granulozyten-Kolonie-stimulierende Faktor (GM-
CSF und G-CSF) zur Gruppe der Kolonie-stimulierenden Faktoren (CFS) [64]. M-
CSF kommt in verschiedenen Isoformen vor. Wahrend die Glykoprotein- und die
Proteoglykan-lsoformen im Blutkreislauf zirkulieren, wirkt die

Zelloberflachengebundene-lsoform lokal auf Zielzellen [64]. Der M-CSF Rezeptor
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bildet bei Substratbindung Homodimere aus und gehort zu der Gruppe der
Thyrosinkinase-Rezeptoren [64].

M-CSF fordert das Uberleben von Monozyten und Makrophagen und steigert ihre
Reaktionsbereitschaft gegendber proinflammatorischen Stiumli, wie etwa dem
Lipopolysaccharid (LPS). AuBerdem stimuliert M-CSF die Differenzierung von
unreifen monozytaren Vorlauferzellen im Knochenmark und fuahrt zu einer
Freisetzung von Monozyten und anderen myeloiden Zellpopulationen in die Blutbahn
[2]. M-CSF wird in vivo von verschiedenen Zellen, wie Fibroblasten, Endothelzellen
oder Knochenmarkstromazellen gebildet [2]. Bei Infektionen oder verschiedenen
Autoimmunerkrankungen kommt es zu einem Anstieg aller CSF und damit zu einer
verstarkten Rekrutierung und Aktivierung von monozytaren Zellen [64].

Es wird angenommen, dass viele gewebestéandige Makrophagenpopulationen
normalerweise unter dem Einfluss von M-CSF stehen, welches vom umgebenden
Gewebe gebildet wird. Dadurch werden die Makrophagen in einem M2 &hnlichen
Zustand gehalten, in dem sie nur eingeschrénkte Fahigkeiten zur Produktion
proinflammatorischer Zytokine haben [64]. Bei Infektionen kommt es vor allem zu
einem Anstieg der GM-CSF Konzentration und zur Freisetzung weiterer
proinflammatorischer Stimuli wie IFN-y und LPS. Diese Mediatoren Uberwiegen Uber
die M-CSF Wirkung und fihren bei den monozytaren Zellen zu einer M1 ahnlichen
Polarisation und damit zur verstarkten Produktion proinflammatorischer Zytokine.
Interessanterweise konnen steigende M-CSF Spiegel einer so eingeleiteten
Entziindungsreaktion entgegenwirken, indem sie die Polarisation der Makrophagen
wieder in Richtung M2 verschieben [64].

In unseren Experimenten wurde M-CSF neben IFN-y zur Erzeugung der STIC Zellen
verwendet (Abbildung 6). Konzentrationsmessungen von M-CSF in den Zellkulturen
wurden allerdings nicht durchgefuhrt. Die Ergebnisse des RNA Microarray zeigen
jedoch bei den STIC Zellen im Vergleich zu den IFN-y stimulierten Makrophagen
eine Steigerung der M-CSF Expression um den Faktor 3 (Tabelle 7). Ob diese
Steigerung der Genexpression auch auf Proteinebene nachweisbar ist, missen
weitere Untersuchungen zeigen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass M-CSF zum Teil gegensatzliche
Wirkungen aufweist. Auf der einen Seite fuhrt es zu einer verstarkten Freisetzung
von Makrophagen aus dem Myelon und einer verstarkten Aktivierung von
monozytaren Zellen. Auf der anderen Seite gibt es vielfaltige Hinweise, dass eine
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weitere physiologische Funktion des M-CSF die Abschirmung der Makrophagen von
zu starken proinflammatorischen Signalen darstellt [64]. Sicherlich sind weitere
Untersuchungen notwendig, um das komplexe Zusammenspiel der Kolonie-
stimulierenden Faktoren bei der Regulation der monozytaren Funktionen besser zu

verstehen und eventuell therapeutisch eingreifen zu kénnen.

5.4.7 Interferon-y

Neben M-CSF wurde auch Interferon-y (IFN-y) zur Erzeugung der STIC Zellen in
unseren Kulturen verwendet (Abbildung 6). IFN-y ist der einzige Vertreter der Typ Il
Interferone, die strukturell nicht mit den Typ | Interferonen verwandt sind [65]. Das
homodimere Zytokin [66] besitzt antivirale und immunregulatorische Eigenschaften
und wird hauptsachlich von CD4" und CD8" Lymphozyten, von NK-Zellen und auch
von APCs gebildet [2]. Wahrend am Anfang einer Entziindungsreaktion das IFN-y im
Wesentlichen von APCs gebildet wird, die sich damit in auto- und parakriner Weise
selbst aktivieren, werden die T-Lymphozyten im spateren Verlauf der adaptiven
Immunantwort zur Hauptquelle des Zytokins [65].

Die Wirkungen von IFN-y auf seine Zielzellen sind vielfaltig. Im Vordergrund steht
sicherlich dessen stimulierende Wirkung auf Makrophagen [2], was es auch zu
seinem fruheren Namen ,Makrophagen aktivierender Faktor® brachte [65]. So wird
durch die Wirkung des Zytokins die Expression von MHC Molekilen und
costimulatorischen CD80/86 erhdht und somit die Antigenprasentation und T-Zell
Aktivierung verbessert. Parallel dazu wird die Produktion proinflammatorischer
Zytokine gesteigert und die Makrophagen werden zu einer verstarkten Antwort auf
bakterielle Produkte wie LPS angeregt [2]. Der ,oxidative burst® wird durch IFN-y
mehr als 10°> mal starker aktiviert als durch andere Makrophagen-aktivierende
Zytokine wie TNFa oder Typ | Interferone [67]. Unter anderem deswegen ist die IFN-
y Wirkung vor allem fur die effektive Zerstbrung von intrazellularen Erregern
verantwortlich [67].

Daneben beeinflusst IFN-y auch viele andere Zellen. So aktiviert es neutrophile
Granulozyten und NK-Zellen und induziert bei Endothelzellen die vermehrte
Expression von Adhasionsmolekilen. Das Zytokin fordert die Produktion von

Antikdrpern und fihrt zu einer Verschiebung der Polarisation peripherer T-Zellen von
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Tu2 zu Tyl [2]. Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass IFN-y die Ausbildung
einer vor allem von Makrophagen gekennzeichneten Entziindungsreaktion fordert [2].
Um zu untersuchen, ob die Zellen in der STIC Zellkultur selbst IFN-y produzieren,
haben wir Proben der Kulturen vor dem Kulturtag d4 auf IFN-y untersucht. Am Tag
d4 wurde IFN-y der STIC Zellkultur zugesetzt (Abbildung 14). Weil danach nicht
mehr identifiziert werden kann, ob im ELISA nachgewiesenes IFN-y von den in der
Kultur vorhandenen Zellen stammt, wurden nur Proben der Zellkultur vor dem Tag d4
auf IFN-y untersucht. Die ELISAs haben ergeben, dass in den Kulturen kein IFN-y
nachweisbar ist (Tabelle 6). Deswegen kénnen wir feststellen, dass die STIC Zellen
bis zum Kulturtag d4 kein IFN-y produzieren. Um zu uUberprufen, ob nach dem Tag
d4 eine IFN-y Produktion stattfindet, sind weitere Experimente erforderlich.

5.5 Microarray

Die Durchfuhrung und Auswertung des RNA Microarrays hat uns die Untersuchung
von weitaus mehr potentiell immunologisch relevanten Proteinen erméglicht, als dies
bei Analysen auf Proteinebene denkbar gewesen ware. Aus den umfangreichen,
durch den Microarray generierten Daten haben wir zun&chst eine Zusammenstellung
wichtiger Zytokine angefertigt (Tabelle 7).

Die Tabelle zeigt Genexpressionswerte von unbehandelten, ruhenden Makrophagen,
von klassisch mit IFN-y aktivierten Makrophagen und von adharenten STIC
Makrophagen. Mdogliche Steigerungen der Genexpression bei den STIC Zellen
konnen also im Bezug zu den unbehandelten, oder zu den IFN-y aktivierten
Makrophagen gesehen werden. Wir halten dabei die Steigerung im Vergleich zu den
klassisch aktivierten Makrophagen fur den bedeutenderen Faktor.

Deswegen sind diejenigen Zytokine, deren Genexpression bei den STIC Zellen im
Vergleich zu klassisch durch IFN-y aktivierten Makrophagen um mehr als den Faktor
2 hochreguliert sind, in der Tabelle besonders gekennzeichnet. Damit soll aufgezeigt
werden, wie sich das Zytokinprofil der STIC Zellen von dem von klassisch aktivierten
Makrophagen unterscheidet.

Es fallt sofort auf, dass Steigerungen der Genexpression im Microarray nicht
zwangslaufig mit dem Nachweis des entsprechenden Zytokins in der STIC Zellkultur
einhergehen mussen. So ist die Genexpression der Interferone a, § und vor allem y

bei den STIC Zellen deutlich gesteigert. Dennoch zeigen unsere ELISA Assays, dass
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auf Proteinebene keine Expression von IFN-y nachzuweisen ist. Diese
Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass es vielfaltige posttranskriptionelle
Modifikationen gibt, bis die m-RNA tatséachlich in ein Protein translatiert wird.
Weiterhin wird dadurch aufgezeigt, dass im Microarray gefundene Steigerungen in
der Genexpression erst auf Proteinebene verifiziert werden missen, bevor dem
entsprechenden Protein eine Bedeutung bei der Wirkung der STIC Zellen
zugeschrieben werden kann.

Neben den bereits erwahnten Interferonen zeigt die Tabelle 7, dass es zu einer
Steigerung der Expressionen der Kolonie stimulierenden Faktoren M-CSF und GM-
CSF kommt. AulRerdem sind die Expressionen der Zytokine IL-10, IL-16 und IL-18
gesteigert. Weiterhin kommt es zur Expressionssteigerung bei einigen Mitgliedern
der TNF Familie.

IL-16 ist ein proinflammatorisches Zytokin, das bei vielen Autoimmunerkrankungen
wie SLE, chronisch entziindlichen Darmerkrankungen, atopischer Dermatitis und
neurodegenerativen Erkrankungen eine Rolle spielt [68, 69]. IL-16 wirkt unter
anderem durch eine Hochregulation von CD25 sowie durch eine
Proliferationsférderung von Zielzellen, bei denen es sich vor allem um CD4" T-Zellen
handelt [68].

IL-18 ist ein proinflammatorisches Zytokin, das zur IL-1 Familie gez&hlt wird. Die IL-
18 Wirkung fuhrt bei Tyl polarisierten T-Zellen zu verstarkter Proliferation und IFN-y
Sekretion [70]. Ob die gesteigerte m-RNA Expression der Zytokine IL-16 und IL-18
bei den STIC Zellen auch zu einer Sekretion der Zytokine fihrt und ob diese zu den
STIC Wirkungen beitragt, missen weitere Experimente zeigen.

Hochregulierte Genexpressionswerte, bei denen wir nach Literaturrecherchen eine

immunologische Relevanz vermuten, sind in Tabelle 10 dargestellt.

5.5.1 NGP

Die STIC Zellen zeigen die deutlichste Steigerung in der Bildung der m-RNA fiir das
Protein Neutrophilic Granule Protein (NGP). Wahrend der dimensionslose
Genexpressionswert bei den unstimulierten und bei den IFN-y stimulierten
Makrophagen jeweils bei 0,1 liegt, findet sich bei den STIC Zellen mit 42,3 ein etwa

400-fach gesteigerter Expressionswert (Tabelle 8). Bis heute liegen nur wenige
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Arbeiten vor, die Aussagen uber die Wirkung von NGP treffen. Es gibt Hinweise,
dass es sich dabei um ein von T2 Zellen gebildetes Zytokin handelt [47]. NGP zeigt
Homologien zu der Cystatin Superfamilie, welcher immunmodulatorische Wirkungen
zugeschrieben werden. Untersuchungen von Xie et al. konnten zeigen, dass NGP
vor allem im Zytoplasma der untersuchten humanen Ziellinien (HeLa) vorkommt [47].
Diese Tatsache erschwert einen moglichen Nachweis des Proteins mit Hilfe von
ELISAs oder der Durchflusszytometrie. Aus den bisher vorliegenden Informationen
ergeben sich aber keine konkreten Hinweise auf eine Bedeutung von NGP bei der
Wirkung der STIC Zellen.

5.5.2 S100a8 und S100a9

Die Expression der m-RNA der Proteine S100a8 und S100a9 ist bei den STIC
Zellen ebenfalls stark gesteigert. So liegt der Wert fir S100a8 bei den STICs mit 26,5
deutlich héher als bei den unstimulierten Makrophagen mit 0,1 und den IFN-y
stimulierten mit 0,6. Wahrend die S100a9 Expression bei den beiden Kontrollgruppen
bei O liegt, zeigen die STICs auch hier einen hohen Expressionswert von 16,1. Beide
Proteine kénnen zum Ca?* bindenden Calgranulin dimerisieren und spielen eine
Rolle in der Immuntoleranz gegentber Tumoren [48]. Calgranulin findet sich im
Zytoplasma von myeloiden Zellen und kann auch sezerniert werden. Durch seine
intrazytoplasmatischen Wirkungen kann Calgranulin die Differenzierung von
Dendritischen Zellen und Makrophagen inhibieren [48]. Wird es sezerniert fihrt es
zum Recruitment von Leukozyten in Tumoren oder Entziindungen. Dadurch kommt
es zu einer Akkumulation von immunsuppressiven myeloiden Zellen wie
Makrophagen, Dendritischen Zellen und myeloiden Vorlauferzellen in Neoplasien
[48]. Diese Zellen werden auch als myeloid-derived suppressor cells (MDSC)
bezeichnet. Cheng et al. konnten aufzeigen, dass es in Tumoren von S100a9
knockout Méausen zu keiner Akkumulation der MDSC Zellen kommt. Weiterhin
zeigten diese Tumoren im Vergleich zu denen von Wildtyp Tieren eine verstarkte
Infiltration von CD4" und CD8" T-Zellen, sowie eine gesteigerte Nekrose- und
Apoptoserate [48]. Die Tatsache, dass die Zytokine IL-10 und M-CSF zu einer
Hochregulation der S100a9 Expression fuhren [48], ist eine mdgliche Erklarung fir
die bei den STICs gemessenen Expressionswerte. Es ist durchaus denkbar, dass die
Expression der Proteine S100a8 und S100a9 zur Wirkung der STIC Zellen beitragt.
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So wie sich diese Proteine im Umfeld von Neoplasien immunsuppressiv auswirken,
ware ebenso vorstellbar, dass sie auch bei Autoimmunerkrankungen und bei
Transplantaten die beschriebenen suppressiven Wirkungen auf Leukozyten
ausuben. Weitere Erkenntnisse kénnte ein erfolgreicher Nachweis von S100a8 und

S100a9 bei den STIC Zellen auf Proteinebene in kiinftigen Experimenten bringen.

5.5.3 MGL1 und MGL 2

Bei den STIC Zellen kommt es zu einer Steigerung der m-RNA Expression der
Oberflachenproteine macrophage galactose N-acetyl-galactosamnine specific lectin
1 (MGL1, CD301a) und MGL2 (CD301b). So liegt die Expression von MGL1 bei den
STICs mit 0,8 hoher als bei den unstimulierten Makrophagen mit 0,1 und den IFN-y
stimulierten mit 0. MGL2 zeigt bei den STICs einen Expressionswert von 34,
wahrend dieser bei den Kontrollgruppen bei 0 beziehungsweise 0,1 liegt (Tabelle
10).

Saba et al. konnten die Rolle des an der Zelloberflache vor allem von Makrophagen
vorkommenden MGL1 Rezeptors aufzeigen [49]. Dieser ist dazu in der Lage,
Kohlenhydrat Strukturen auf der Oberflache von Bakterien zu erkennen und bei den
Makrophagen eine verstarkte IL-10 Sekretion zu induzieren. Der verwandte MGL2
Rezeptor unterscheidet sich von MGL1 durch seine Spezifitat fir andere Kohlehydrat
Strukturen [49]. Die von Saba et al. untersuchten MGL1 knockout Mause zeigten
nach oraler DSS Gabe eine deutlich starkere Colitis als die Wildtyp Tiere, wahrend
die IL-10 Genexpression bei den MGL1 defizienten Tieren um den Faktor 2,6
niedriger lag [49]. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass MGL1 vermittelte 1L-10
Sekretion in der intestinalen Mucosa einen wichtigen Beitrag zur Immuntoleranz von
kommensalen Darmbakterien leistet und dadurch vor dem Auftreten chronisch
entzindlicher Darmerkrankungen (CED) schutzt [49]. Die Arbeitsgruppe um Saba
konnte weiterhin aufzeigen, dass es nach der Etablierung einer experimentellen
Colitis zu einer Herunterregulation der MGL1 Expression in den intestinalen
Makrophagen kommt und somit ein Mangel an MGL1" Makrophagen bei etablierter
Colitis besteht [49]. Unter dem Hintergrund dieser Ergebnisse ist die bei den STIC
Zellen beobachtete deutliche Hochregulation der Genexpression von MGL1 und
MGL2 (Tabelle 10) von besonderem Interesse. Durchflusszytometrische

Untersuchungen konnten auferdem aufzeigen, dass MGL1 und MGL2 auch
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tatsachlich auf der Zelloberflache der STIC Zellen ausgebildet werden (Abbildung
20). Auch die von Saba et al. beschriebene IL-10 Bildung kann in unseren STIC
Zellkulturen beobachtet werden. Weiterhin zeigen die Ergebnisse von Brem-Exner et
al., dass die Verabreichung von STIC Zellen an Versuchstiere, die unter einer CED
leiden, zu einem Ruckgang der Entziindung fuhrt [13].

Aus dem Gesagten lasst sich die Hypothese ableiten, dass die MGL1 und MGL2
Rezeptoren fur die Wirkung der STIC Zellen von Bedeutung sein konnten. So ist
denkbar, dass in die intestinale Mucosa und in mesenteriale Lymphknoten
einwandernde STIC Zellen [13], vermittelt Uber die MGL Rezeptoren, zu einer
verstarkten [L-10 Produktion fihren. Die STIC Zellen konnten also den
beschriebenen Mangel an MGL1" Makrophagen in der Mucosa kompensieren und

somit zur Wiederherstellung der intestinalen Immunhomeostase beitragen.

5.5.4 PD-1, PD-2, PD-L1 und PD-L2

Die Expressionswerte der programmed cell death 1 (PD-1) und PD-2 Rezeptoren,
sowie des Liganden PD-L2 sind der Tabelle 10 zu entnehmen. Die PD-L1 m-RNA
wurde im Microarray nicht untersucht. Wahrend der PD-2 Rezeptor vor allem eine
Rolle bei der Embryogenese spielt [71], hat der PD-1 Rezeptor und seine Liganden
PD-L1 und PD-L2 hauptsachlich eine Bedeutung bei der Aufrechterhaltung der
peripheren Toleranz [50, 72]. So fuhrte eine PD-1 Defizienz bei Versuchstieren zur
Ausbildung von Autoimmunkrankheiten. Der PD-1 Rezeptor kommt auf Effektorzellen
des Immunsystems wie CD4" und CD8" T-Zellen, B-Zellen und Makrophagen vor.
Wahrend PD-L1 von vielen Zelltypen wie etwa B-Zellen, T-Zellen, Makrophagen,
aber auch vielen parenchymatdsen Zellen ausgebildet wird, ist die PD-L2 Expression
auf aktivierte Makrophagen und Dendritische Zellen beschrankt. Es gibt Hinweise,
dass die Expression von PD-L1 in parenchymatdsen Organen die Aktivierung von T-
Zellen inhibieren kann und so einen wichtigen Beitrag zur Aufrechterhaltung der
peripheren Toleranz leistet. Dagegen ist Uber die physiologische Funktion von PD-L2
kaum etwas bekannt [50]. Menke et al. konnten jedoch aufzeigen, dass eine PD-L2
Defizienz bei Mausen zu einer Verschlechterung von Autoimmunerkrankungen der
Niere fuhrt. Weitere Untersuchungen dieser Arbeitsgruppe fiihrten zu der Hypothese,
dass von Makrophagen ausgebildetes PD-L2 fur die Kontrolle von renalen

Entztindungsreaktionen von besonderer Bedeutung ist [50]. Zhang et al. konnten in
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vitro zeigen, dass APCs von PD-L2 knockout Mausen zu einer starkeren Aktivierung
von Effektor T-Zellen fuhren als Zellen von Wildtyp Tieren [73]. Diese Arbeitsgruppe
hat weiterhin Hinweise fir eine wichtige Rolle von PD-L2 bei der Induktion einer T-
Zell Toleranz gegeniber oral zugefiihrten Antigenen gefunden. Die orale Toleranz ist
eine klassische Form der peripheren Toleranz [73].

Es ist bekannt, dass eine IFN-y Stimulation bei humanen Monozyten zu einer
verstarkten PD-L1 und PD-L2 Experssion fuhrt [72]. So haben Brem-Exner et al.
bereits aufgezeigt, dass PD-L1 auch von STIC Zellen gebildet wird [13]. Die
Expression des entsprechenden Genes war in dem von uns durgefiihrten Microarray
allerdings nicht erfasst. Wir konnten jedoch zeigen, dass es bei den STIC Zellen im
Vergleich zu den anderen untersuchten Makrophagen zu einer starken Erhéhung der
Genexpression von PD-1 wie auch seines Liganden PD-L2 kommt (Tabelle 10). Die
Tatsache, dass eine PD-L2 Defizienz zu einer Verschlechterung von
Autoimmunerkrankungen der Niere fahrt, ist vor dem Hintergrund der in vivo
beobachteten  immunsuppressiven  Wirkungen der STIC  Zellen  Dbei
nierentransplantierten Menschen besonders interessant [11, 12]. Weitere
Untersuchungen sind erforderlich, um die Rolle von PD-1 und seiner Liganden PD-L1

und PD-L2 bei der Wirkung der STIC Zellen besser zu verstehen.

5.5.5 Granzyme

Unsere Untersuchungen haben bestatigt, dass es in der STIC Zellkultur zu einem
Ruckgang der Zellzahlen der sich in Cokultur mit den STICs befindenden
Lymphozyten kommt (Abbildung 7). In Ubereinstimmung mit den Hypothesen von
Brem-Exner et al. sehen wir die Ursache fir diese Beobachtung in einer direkten
zytotoxischen Wirkung der STIC Zellen [13], wobei der genaue Mechanismus bisher
nicht aufgedeckt werden konnte. Weiterhin konnten Brem-Exner et al. zeigen, dass
ein direkter Zell-Zell Kontakt erforderlich ist, damit es zu einem Absterben der
cokultivierten Lymphozyten in den STIC Kulturen kommt [13].

Vor dem Hintergrund dieser Uberlegungen ist die Steigerung der Genexpression der
Granzyme A,B und C bei den STIC Zellen von besonderem Interesse (Tabelle 10).
Gondek et al. konnten aufzeigen, dass regulatorische T-Zellen mit Hilfe von Granzym
B bei CD25" Effektorzellen Apoptose auslésen [51]. So zeigten Zellen von Granzym

B defizienten Versuchstieren in vitro eine reduzierte immunsuppressive Potenz.
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Normalerweise ist flir die Granzym abhéangige Apoptoseinduktion die Anwesenheit
von Perforinen erforderlich, welche den Granzymen die Penetration ins Zytoplasma
der Zielzellen erméglicht [1, 51]. Interessanterweise zeigten die Untersuchungen von
Gondek et al. mit Perforin knockout Mausen, dass die Granzym B abhangige
Suppression von Effektorzellen von Perforin unabhéngig ist [51]. Die Arbeitsgurppe
postuliert also, dass Ty Zellen zu einer kontaktvermittelten Granzym B abhangigen,
Perforin unabhangigen Suppression von Effektorzellen imstande sind [51].

Dartber hinaus konnten Gondek et al. 2008 aufzeigen, dass die Granzym B
Expression von Teg Zellen fur die Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz und das
Langzeitiberleben von Transplantaten essentiell ist [74]. So fuhrte ein Granzym B
Mangel in vivo zu einer deutlich verkirzten Transplantat Uberlebenszeit, wahrend
der Verlust des Apoptose induzierenden Fas Liganden keinen Einfluss auf das
Transplantatiberleben hatte [74].

Bei den von uns untersuchten STIC Zellen zeigt Granzym B die starkste
Expressionssteigerung unter den Granzymen (Tabelle 10). Deswegen stellen wir die
Hypothese auf, dass bei den STIC Zellen ahnliche Granzym abhéngige zytotoxische
Mechanismen aktiviert sein konnten wie dies bei T\ Zellen bereits beschrieben ist
[51, 74].

Treg Zellen schitzen sich mit Serin Protease Inhibitor 6 (Spi-6) vor einer Granzym
induzierten Apoptose [74]. Diese Tatsache ware eine mdgliche Erklarung dafir, dass
in unseren STIC Zellkulturen — wie oben beschrieben — vor allem Effektor T-Zellen
von den STICs getdtet werden, wéhrend die regulatorischen T-Zellen tberleben und
sich somit in den Kulturen anreichern.

Die obigen Ausfuhrungen sind ein weiterer Hinweis dafir, dass die STIC Zellen ihre
immunsuppressiven Wirkungen sowohl tber die Induktion von T4 Zellen als auch

direkt austiben konnten.

5.5.6 GITRL

Der glucocorticoid-induced tumor-necrosis-factor receptor (GITR) und sein Ligand
GITRL stellen einen costimulatorischen Parhway zur T-Zell Aktivierung dar. Neben
regulatorischen T-Zellen wird GITR in niedriger Dichte auch von CD4" CD25 Effektor
T-Zellen exprimiert [52]. Da die Aktivierung von GITR sowohl auf Ty Zellen als auch

auf Effektor T-Zellen wirkt, ist nicht klar, welcher der beiden gegensatzlichen Effekte
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Uberwiegt. Die Untersuchungen zur immunologischen Rolle von GITRL gestalten
sich somit als schwierig [52]. Obwohl der Ligand GITRL vor allem von APCs gebildet
wird, findet man auf gew6hnlichen APCs nur eine geringe GITRL Expression [52].
Unsere Untersuchungen auf genomischer Ebene zeigen dagegen, dass die m-RNA
Transkription von GITRL bei den STIC Zellen gegeniber anderen Makrophagen
deutlich erhoht ist. So liegt der Expressionswert bei den STIC Zellen mit 9,0 hoher
als bei den unstimulierten Makrophagen mit 0,5 und den IFN-y stimulierten mit 0,7
(Tabelle 10). Dennoch lieR sich bei den daraufhin durchgeflhrten
durchflusszytometrischen Untersuchungen das GITRL Protein nicht auf der
Zelloberflache der STIC Zellen nachweisen (Abbildung 20). Diese Beobachtung
macht erneut deutlich, dass auf m-RNA Ebene detektierte Veranderungen im
Anschluss auf Proteinebene verifiziert werden muiussen. Wir konnen somit
postulieren, dass das GITRL Protein fur die Wirkungen der STIC Zellen keine Rolle
spielt.

5.5.7 OX40L

0OX40, ein Mitglied der TNF Rezeptor Familie, spielt eine wichtige Rolle als
costimulatorischer Rezeptor fiir T-Zellen [53]. So konnte OX40 auf aktivierten CD4"
und CD8" T-Zellen, jedoch nicht auf naiven T-Zellen gefunden werden. Daneben
kénnen auch Ty Zellen, NK Zellen und neutrophile Granulozyten OX40 ausbilden
[75]. Die OX40 Aktivierung fordert Proliferation, Uberleben und Zytokinproduktion der
aktivierten T-Zellen. Daneben scheint OX40 der Bildung von regulatorischen T-Zellen
aus CD4" CD25 T-Zellen entgegenzuwirken. So fiihrt ein Mangel an OX40 zu einer
verstarkten Foxp3 Induktion in CD4" T-Zellen. Weiterhin filhrt die OX40 Aktivierung
zu einem Ruckgang der immunsuppressiven Fahigkeiten der Ty Zellen [53, 75].
OX40L, der Ligand des OX40 Rezeptors wird vor allem von APCs ausgebildet [75].

Unsere Untersuchungen zeigen, dass es bei den STIC Zellen zu einer verstarkten
Genexpression von OX40L kommt. So ist die OX40L Genexpression bei den STIC
Zellen mit einem Wert von 9,8 im Vergleich zu unstimulierten Makrophagen mit 0,1
und IFN-y stimulierten mit 0,6 gesteigert (Tabelle 10). Die hohen OX40L
Expressionswerte der STIC Zellen sind zunachst lberraschend, da OX40L der
beobachteten Anreicherung von T4 Zellen in den STIC Zellkulturen entgegenwirken

musste.
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Die daraufhin durchgefuhrte Duchflusszytometrie zeigt, dass es nur zu einer sehr
schwachen Expression von OX40L auf der Oberflache der STIC Zellen kommt
(Abbildung 20), so dass wir davon ausgehen konnen, dass OX40L bei der Wirkung
der STIC Zellen keine wesentliche Rolle spielt. Diese Ergebnisse korrelieren gut mit
der starken, durch STIC Zellen hervorgerufenen Anreicherung von T.g Zellen in

unseren Kulturen.

5.5.8 Herunterregulierte Genexpressionen

Neben  den hochregulierten kénnten auch die herunterregulierten
Genexpressionswerte (Tabelle 9) fur die Funktionsweise der STIC Zellen von
Bedeutung sein. Im Folgenden sind die beiden immunologisch bedeutsamen
Proteine IL-6 und IDO genauer betrachtet, deren m-RNA Expression bei den STICs

herunterreguliert ist.

IL-6 ist ein proinflammatorisches Zytokin, das neben APCs auch von nicht
hamatopoetischen Zellen wie Epithelzellen und Fibroblasten gebildet wird [76]. IL-6
hat eine antiapoptotische Wirkung auf T-Zellen, induziert die Proliferation von B-
Zellen, aktiviert Granulozyten und fiuhrt zu einer Akuten-Phase-Reaktion der Leber.
Neben Patienten mit chronisch entzindlichen Darmerkrankungen wurden erhéhte IL-
6 Spiegel auch bei rheumatoider Arthritis, Glomerulonephritis und Sepsis gefunden
[77].

Nur wenige Zellen wie etwa Makrophagen, Hepatozyten oder Epithelzellen
exprimieren den membrangebundenen IL-6 Rezeptor und kdnnen somit direkt durch
IL-6 aktiviert werden [77]. Daneben kann IL-6 noch auf eine weitere Weise auf
vielfaltige Zielzellen wirken, die als IL-6 trans-signaling bezeichnet wird. Dabei bindet
IL-6 an den l6slichen IL-6 Rezeptor, welcher zum Beispiel von Makrophagen
sezerniert wird [77]. Der Komplex aus IL-6 und dem ldslichen IL-6 Rezeptor kann
dann an den gpl30 Rezeptor binden, der auf allen Korperzellen vorkommt. Die
Aktivierung von gpl30 fuhrt dber den second messenger STAT-3 zu
antiapoptotischen Wirkungen auf Zielzellen. Dieser Signalweg spielt bei der Wirkung
von IL-6 auf CD4" T-Zellen bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen eine
wichtige Rolle [77]. Daneben kann IL-6 trans-signaling die Foxp3 Induktion bei T-

Zellen verhindern und dadurch der Erzeugung von iTeq Zellen entgegenwirken [76].
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Dagegen kommt es durch die Wirkung von IL-6 zur Bildung von
proinflammatorischen, IL-17 produzierenden Tyl7 Zellen aus naiven T-Zellen [78].
Die Tyl7 Zellen haben eine Schlisselrolle bei der Entstehung vieler
Autoimmunerkrankungen. Somit fuhrt die Wirkung von IL-6 zu einer Autoimmunitét
beglnstigenden Immunreaktion und wirkt einer Immuntoleranz entgegen [78].

Bei der Auswertung der Ergebnisse des Microarrays ist die deutliche
Herunterregulation der IL-6 m-RNA Expression bei den STIC Zellen aufgefallen
(Tabelle 9). So liegt der dimensionslose IL-6 Expressionswert der STICs mit 0,3
deutlich niedriger als der der IFN-y stimulierten Makrophagen mit 14,2 und beinahe
so niedrig wie derjenige der unbehandelten Makrophagen mit 0,0. Die niedrige IL-6
Expression der STIC Zellen grenzt diese von den klassisch aktivierten IFN-y
stimulierten Makrophagen ab und steht im Einklang mit ihren antiinflammatorischen
Wirkungen und mit ihrer Fahigkeit, in Zellkulturen zu einer Anreicherung an

regulatorischen T-Zellen zu fuhren.

Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) wurde urspringlich als Tryptophan abbauendes,
intrazellulares Enzym beschrieben. 1998 konnten Munn et al. erstmals aufzeigen,
dass die IDO Expression daruber hinaus entscheidend zur feto-maternalen
Immuntoleranz beitragt [79, 80]. Seitdem ist bekannt, dass IDO neben dem reinen
Tryptophan Metabolismus wichtige immunregulatorische Funktionen wahrnimmt [79,
81]. Proinflammatorische Zytokine wie IFN-y fuhren zu einer IDO Aktivierung vor
allem in APCs. Die verstarkte IDO Aktivitat fuhrt zu einem lokalen Rickgang der
Tryptophan Konzentration, was wiederum zu einem Zellzyklus Arrest von T-Zellen
fuhrt [81]. Weiterhin kommt es zu einem Anstieg der Konzentration von Tryptophan
Abbauprodukten, die auch als Kynurenine bezeichnet werden. Diese Kynurenine
haben immunregulatorische Effekte [79]. So konnten in vitro Experimente zeigen,
dass sie direkt toxisch auf T-Zellen wirken [81].

Die Ergebnisse des von uns durchgefiihrten Microarrays zeigen einen IDO
Expressionswert der STICs von 2.0 (Tabelle 9). Dieser liegt etwa 35-fach niedriger
als der der IFN-y stimulierten Makrophagen mit 69,1 und nahe des
Expressionswertes der unbehandelten Makrophagen mit 0,1. Es kommt also bei den
STIC Zellen nicht zu einer Hochregulation der m-RNA Expression des IDO Proteins,
obwohl die IFN-y Stimulation der STIC Zellen wahrend der Zellkultur dieses erwarten

lassen wirde. Des Weiteren zeigen die Experimente von Brem-Exner et al., dass
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STIC Zellen aus IDO knockout Mausen voll funktionsfahig sind [13]. Diese
Ergebnisse sind ein Hinweis darauf, dass die Wirkung des Enzymes IDO fur die
Funktion der STIC Zellen nicht von Bedeutung ist [13]. Weiterhin zeigen diese
Ergebnisse, dass es sich bei den STIC Zellen um einen Zelltyp handelt, der sich von
den von Munn et al. beschriebenen immunregulatorischen Makrophagen, deren
Wirkung IDO abhangig ist, unterscheidet [13, 54, 55].

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass durch die Auswertung der Daten des
Microarrays einige potentiell fur die Wirkung der STIC Zellen bedeutsame Gene
identifiziert werden konnten. Dabei muss man sich jedoch immer bewusst machen,
dass eine Veranderung der Genexpression nicht zwangslaufig mit einer Veranderung
der Expression des kodierten Proteins einhergehen muss. Beispielsweise kann eine
posttranskriptionelle Modifikation oder der Abbau der m-RNA dazu fuhren, dass
gesteigerte Genexpressionen nicht zu einer erhdhten Proteinbiosynthese fuhren.
Somit missen — wie teilweise auch schon durchgefihrt — die gefundenen

Anderungen der m-RNA Bildung auf Proteinebene verifiziert werden.

6 Wertung und Ausblick

Die bisherigen Ausfihrungen haben 4 verschiedene mdgliche zellulare Wege
aufgezeigt, Uber die die STIC Zellen ihre in vitro und in vivo beobachteten [11-13]
immunsuppressiven Effekte austiben kénnten.

Zunachst ware eine direkte Abtotung von Effektorlymphozyten durch Phagozytose
denkbar, wofur Brem-Exner et al. bereits verschiedene Hinweise gefunden haben
[13]. AuRBerdem ware eine andere, durch Zell-Zell-Kontakt vermittelte Abtétung von
Effektorzellen mdglich. So lassen etwa die Ergebnisse unseres Microarrays die
Hypothese zu, dass Granzym B induzierte Apoptose bei der Wirkung der STIC Zellen
von Bedeutung sein kénnte.

Weiterhin ist denkbar, dass die STIC Zellen durch die Produktion
antiinflammatorischer Zytokine wie etwa IL-2, IL-10 oder TGF-B direkte hemmende
Wirkung auf Effektorlymphozyten austiben. Die Anwesenheit dieser Zytokine in den
STIC Zellkulturen konnte durch die von uns durchgefihrten ELISA Assays aufgezeigt

werden.
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Dartber hinaus ist auch vorstellbar, dass STIC Zellen ihre suppressiven Wirkungen
auf immunologische Effektorzellen indirekt, also unter Vermittlung eines anderen
Zelltypen ausiuben. So konnten die in den STIC Kulturen angereicherten
regulatorischen T-Zellen zur immunsuppressiven Wirkung der STICs beitragen.

Naturlich sind auch bis jetzt unbekannte immunologische Mechanismen bei der
Vermittlung der STIC Wirkungen moglich. Auch um diese durch kinftige Experimente
aufdecken zu konnen, wurde der Microarray durchgefuhrt. Dabei wurden
verschiedene immunologisch interessante hochregulierte Genexpressionswerte
detektiert. Die weitere Analyse der entsprechenden Genprodukte kdnnte zusatzliche
Erkenntnisse zur Funktionsweise der STIC Zellen liefern. Dazu bietet sich ein
direkter Nachweis der entsprechenden Substanzen auf Proteinebene, sowie die
Durchfiihrung von Zellkulturen aus entsprechenden knockout Tieren an, sofern diese

erhaltlich sind.

Um zweifelsfrei zu klaren, ob die in den Kulturen durch unsere ELISA Assays
nachgewiesenen Zytokine auch tatsachlich von den STIC Zellen gebildet werden,
und nicht von anderen in der Kultur vorkommenden Zellpopulationen, wie etwa den
Treg Zellen, sollten weiterfihrende Experimente durchgefiihrt werden. So erscheint es
sinnvoll, monozytare Zellen und T-Zellen in der STIC Zellkultur mit Hilfe des
magnetic cell sorting aufzutrennen und die jeweiligen Subpopulationen isoliert far
einige Tage in Kultur zu nehmen. Daraufhin sollte von den getrennten Kulturen
erneut eine Zytokinbestimmung durchgefiihrt werden. Somit kénnten die STIC Zellen
eindeutig als Quelle der nachgewiesen Zytokine identifiziert werden.

Wenn die zellularen Vorgange besser bekannt sind und somit Wirkungen
vorhersehbar sind, kann ein klinischer Einsatz von STIC Zellen erfolgen.

Nach der Identifikation der Wirkungsweise dieser neuartigen Makrophagenpopulation
sollte das Ziel weiterer Forschungen sein, zellulare Therapieverfahren wie etwa die
Behandlung mit STIC Zellen zu etablieren, um Patienten mit Organtransplantaten
oder Autoimmunerkrankungen effektiver und nebenwirkungsarmer behandeln zu

konnen.
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7 Zusammenfassunq

STIC Zellen sind monozytare Zellen, die in vitro und in vivo immunsuppressive
Fahigkeiten besitzen [11-13]. So fihren sie in Cokulturen mit Lymphozyten zu einem
Ruckgang der Lymphozyten Zellzahl. Aul3erdem kommt es in den STIC Kulturen zu
einer Anreicherung von regulatorischen T-Zellen [13].

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, STIC Zellen naher im Bezug auf ihr Zytokin- und
Genexpressionsprofil zu charakterisieren. Dadurch sollte dieser Zelltyp besser
definiert werden und Hinweise auf dessen immunmodulatorischen Wirkmechanismus
gefunden werden.

Dazu wurden Zellkulturen der STIC Zellen mit Hilfe von ELISA Assays auf die
Zytokine IL-2, IL-4, IL-10, IL-12, IFN-y und TGF-f untersucht. Dabei zeigte sich, dass
die Zytokine IL-2, IL-10 und TGF-B in den STIC Kulturen gebildet werden. Um unsere
Hypothese zu Uberprifen, dass IL-10 fur die in den Zellkulturen beobachtete
Anreicherung von regulatorischen T-Zellen verantwortlich ist, fuhrten wir die STIC
Zellkulturen mit Zellen von IL-10 knockout Mausen durch. Unsere Ergebnisse zeigen,
dass IL-10 flr die Anreicherung der T,eq Zellen keine Rolle spielt.

Um zusatzliche potentiell immunologisch bedeutsame Proteine der STIC Zellen zu
identifizieren, haben wir einen RNA Microarray durchgefuhrt. Zur Auswertung haben
wir die Daten nach Genexperssionswerten durchsucht, die bei den STIC Zellen im
Vergleich zu unstimulierten und zu klassisch aktivierten Makrophagen entweder
hoch- oder herunterreguliert sind und denen in der Literatur immunregulatorische
Eigenschaften zugeschrieben werden. So vermuten wir bei den Proteinen NGP,
S100a8, S100a9, MGL1, MGL2, PD-L2, Granzym B, GITRL und OX40L eine
maogliche Beteiligung bei der Wirkung der STIC Zellen. Zusatzlich durchgefiihrte
durchflusszytomtrische Untersuchungen auf die Proteine GITRL, OX40L, MGL1/2
haben ergeben, dass GITRL auf der Oberflache der STIC Zellen nicht exprimiert
wird, wahrenddessen OX40L eine schwache, MGL1/2 aber eine starke Expression
zeigt.

Die von uns identifizierten Verdnderungen der Genexperssion bei den STIC Zellen

sind ein maglicher AnknUpfungspunkt fir weitere Untersuchungen auf Proteinebene.
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10 Abklrzungsverzeichnis

A2AR
AICD
AIRE
APC
BMP
CED
CTLA-4
DC
Ebi3
ELISA
FACS
Foxp3
FSC
GITRL
GM-CSF
HCV
IDO
IFN
IFNy-MdC
IL

IPEX

iTreg

LAP

LPS
M-CSF
MDSC
MGL
MHC
MP IFN-y
MP unb.
MPS
NGP
NK-Zelle
NTreg
PD-1 /-2
PD-L1/ -
L2

PRR
Spi-6

adenosine receptor 2A

activation-induced cell death

autoimmune regulator

antigenprasentierende Zelle

bone morphogenic protein

chronisch entziindliche Darmerkrankungen

cytotoxic T-lymphocyte antigen 4

Dendritische Zelle

Epstein-Barr-virus-induced gene 3

enzyme linked immunosorbent Assay

fluorescence activated cell sorting

forkhead box P3

forward scatter

glucocorticoid-induced tumor-necrosis-factor receptor ligand
Granulozyten, Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor
Hepatitis C Virus

indolamin-2,3-dioxygenase

Interferon

Interferon-y-stimulated monocyte-derived cells

Interleukin

Immundysregulations, Polyendokrinopathie und Enteropathie X-linked
Syndrom

induced regulatory T-cell

latency-associated peptide

Lipopolysaccharid

Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor
myeloid-derived suppressor cells

macrophage galactose N-acetyl-galactosamnine specific lectin
major histocompatibility complex

IFN-y stimulierte Makrophagen

unbehandelte bzw. unstimulierten Makrophagen
mononukledres Phagozytensystem

neutrophilic granule protein

naturliche Killerzelle

naturally occurring regulatory T-cell

programmed cell death 1 / 2 receptor

programmed cell death ligand 1/ 2

pattern recognition receptor
serin protease inhibitor 6
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SSC sideward scatter

STIC self tolerance inducing cell

TAIC transplant acceptance inducing cell
TCR T-Zell Rezeptor

TGF transforming growth factor

TLR toll like Rezeptor

TNF Tumor Nekrose Faktor

Treg regulatorische T-Zelle

11 Chemikalien- und Gerateverzeichnis

Chemikalienverzeichnis

Name im Text
HBSS

PBS
Tween-20

FCS/FBS
Biocoll
CFSE Farbung

IFN-y

CD11b MACS
AK

NHA4CI Lysis
Puffer

MACS Puffer

Humanes
Albumin (20%)
EDTA (0,5M)

Kulturmedium
1

Name nach Hersteller

Hank’s BSS

Dulbecco’s PBS

Tween-20

fetal bovine serum

Biocoll Separating Solution
Vybrant CFDA SE Cell Tracer Kit

enthdlt:

Component A CFDA SE

Component B DMSO

recombinant mouse interferon-y IFO05

MACS CD11b MicroBeads

BioWhittaker Cell Culture ACK Lysing Buffer

10-548E
195 ml PBS

+5 ml Humanes Albumin (20%)
+0,8 ml EDTA (0,5M)
Humanalbumin 20% octalbin

GIBCO UltraPure 0.5M EDTA, pH 8.0

GIBCO RPMI
+10% FCS

+ 1% Penicillin — Streptomycin

+ 1% L-Glutamin
+0,5 pug/ml M-CSF

Hersteller
PAA

PAA
Sigma Aldrich

Biochrom AG
Biochrom AG
invitrogen

Merck
Millipore

Miltenyi

Biotec GmbH
Lonza AG

octapharma

invitrogen

Ort

Pasching,
Osterreich
Pasching,
Osterreich

St. Louis, Missouri,
USA

Berlin

Berlin

Carlsbad,
California, USA

Billerica,
Massachusetts,
USA

Bergisch Gladbach

Basel, Schweiz

Langenfeld

Carlsbad,
California, USA
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Kulturmedium
2
= Kulturkontrolle

GIBCO RPMI GIBCO RPMI 1640

FCS/FBS fetal bovine serum

Penicillin - Penicillin - Streptomycin Solution P0781-

Streptpmycin 100ML

L-Glutamin L-Glutamine 200mM

M-CSF Macrophage-Colony Stimulating Factor
M9170

ELISAs

IL-2 ELISA Mouse IL-2 ELISA Ready-SET-Go! 88-7024 /
Sensitivity: 2pg/ml

IL-4 ELISA Mouse IL-4 ELISA Set 555232

IL-10 ELISA Mouse IL-10 ELISA Set 555252

IL-12 ELISA mouse IL-12 p70 DuoSet ELISA DY419

IFN-y ELISA mouse IFN-y DuoSet ELISA DY485

TGF-B1 ELISA mouse TGF-B1 DuoSet ELISA DY1679

Substrate TMB Substrate Reagent Set 555214,

Solution Reagent A and B

Microarray

RNA- Agilent Whole Mouse Genome Oligo

Microarray Microarray Kit

FACS Antikorper

anti CD4 APC-H7 Rat anti-Mouse CD4 RM4-5

anti CD25 PE Rat anti-Mouse CD25 PC61

anti Foxp3 FITC Conjugated Anti-mouse/rat Foxp3

MGL1/2 rat anti mouse CD301: Alexa Fluor 488

GITRL Phycoerythrin (PE) anti-mouse GITRL

0OX-40L PE anti-mouse OX40 Ligand

GIBCO RPMI

+10% FCS

+ 1% Penicillin — Streptomycin
+ 1% L-Glutamin

invitrogen

Biochrom AG
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

eBioscience

BD
Biosciences
BD
Biosciences
R&D Systems

R&D Systems
R&D Systems

BD
Biosciences

Agilent
Technologies

eBioscience

BD
Biosciences
eBioscience

AbD serotec
eBioscience

eBioscience

Carlsbad,
California, USA
Berlin

St. Louis, Missouri,
USA

St. Louis, Missouri,
USA

St. Louis, Missouri,
USA

San Diego,
California, USA
Franklin Lakes,
New Jersey, USA
Franklin Lakes,
New Jersey, USA
Minneapolis,
Minnesota, USA
Minneapolis,
Minnesota, USA
Minneapolis,
Minnesota, USA
Franklin Lakes,
New Jersey, USA

Santa Clara,
California, USA

San Diego,
California, USA
Franklin Lakes,
New Jersey, USA
San Diego,
California, USA
Dusseldorf
San Diego,
California, USA
San Diego,
California, USA
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Mause

Balb/c BALB/cAnNCrl male Charles River  Sulzfeld

C57BL6 C57BL/6J male Charles River  Sulzfeld

IL-10KO C.129P2(B6)-IL10"™€"/J (BALB/c) JAX Mice Bar Harbor, Maine,
USA

Gerate- und Materialienverzeichnis

Nameim Text Name nach Hersteller Hersteller Ort
Zentrifge Megafge 1.0R Heraeus Hanau
Instruments
MACS Midi MACS Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach
Magneten GmbH
ELISA Emax precision microplate reader  Molecular Sunnyvale, California, USA
Photometer Devices
gelber Filter Falcon Cell Strainer 100pm Nylon BD Biosciences Franklin Lakes, New Jersey,
USA

FACS Rohrchen RF 55.1579 Tubes Sarstedt Nimbrecht
24well Platte costar 24 Well Cell Culture Cluster  Corning Inc. New York, USA

3524
96well ELISA costar 96 Well Cell Culture Cluster Corning Inc. New York, USA
Platte 3595
Pipetten Eppendorf Hamburg
Fluoreszenz Axiotech Il Zeiss Gottingen
Mikroskop

Die restlichen Chemikalien stammen von namhaften Herstellern wie Merck und
Sigma.
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