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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Immunitét leitet sich aus dem Lateinischen (immunitas) ab und bedeutet das Frei-
sein von Abgaben und Steuern [1|. Im medizinischen Sprachgebrauch bedeutet Im-
munitit die Unempfinglichkeit gegeniiber Krankheitserregern. Dieser Schutz wird
vom Immunsystem gewéhrleistet, das sich aus unterschiedlichen Zellen und Molekii-
len zusammensetzt. Das Immunsystem wird in ein angeborenes sowie ein erworbenes
bzw. adaptives unterteilt. Zusammen sichern beide Komponenten den Schutz des
Korpers vor Pathogenen, also krankheitsauslosenden Mikroorganismen, sowie entar-
teten eigenen Zellen. Die Aufgabe des angeborenen Immunsystems ist die sofortige,
jedoch unspezifische Bekimpfung von Krankheitserregern. Das adaptive Immunsys-
tem bietet einen spezifischen Schutz gegen Krankheitserreger sowie ein immunologi-
sches Gedéchtnis |2, 3.

himatopetische
Stammzelle

myeloische lymphatische
Stammzelle Stammzelle

| |
[ \ \ !

Pri-dendritische >R Tl Pro.NK.7
Megakaryozyt Mpyeloblast B d(,/n(\(lll]({ e Monoblast Proerythroblast Pro-B éells Pro J Zelle I ro ‘\K Lelle
- 7R y . - 4 {
[ ) / \ ¥y =
Thrombozyten Granulozyt Unreife Monozyt Erythrozyt B-Zelle I 'LfllC NK—!XUG

Dendpritische Zelle g P N
s /¢ / {1 N

| / N\
Reife CD4* CD8*

Dendritische Zelle T-Zelle T-Zelle

Abb. 1.1: Himato- und Lymphopoese Abbildung nach [2|, modifiziert.



1 FEinleitung

Alle zelluldren Bestandteile des Blutes entwickeln sich aus pluripotenten hdmato-
poetischen Stammzellen im Knochenmark, die sich in lymphatische und myeloische
Vorlduferzellen teilen (Abb. [L.1). Aus lymphatischen Vorlduferzellen entwickeln sich
Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen), B- und T-Lymphozyten (B- und T-Zellen). T-
Lymphozyten werden in zwei Hauptklassen eingeteilt. Sie werden durch die Zello-
berflachenglykoproteine cluster of differentiation (CD) 4 und 8 unterschieden. Das
Oberflaichenprotein CD4 markiert T-Helferzellen, die sich weiter in unterschiedliche
Subpopulationen differenzieren konnen, CD8 ist auf der Oberfliche von zytotoxi-
schen T-Zellen zu finden. Von myeloischen Vorlduferzellen stammen Granulozyten,
Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen, Erythrozyten sowie Blutpldttchen
ab |2, 3].

1.1.1 Antigenprésentierende Zellen

Zu den antigenprésentierenden Zellen (antigen-presenting cells, APCs) zéhlen Mo-
nozyten, Makrophagen, B-Lymphozyten sowie dendritische Zellen. Sie stellen die
Verbindung zwischen der angeborenen und erworbenen Immunantwort dar. APCs
erkennen und prozessieren Pathogene und préasentieren deren Antigene iiber Haupt-
histokompatibilitatskomplex- (magjor histocompatibility complex, MHC) II-Proteine
den Zellen des adaptiven Immunsystems, die dadurch zur Differenzierung und Pro-
liferation angeregt werden [2].

Dendritische Zellen (dendritic cells, DCs) sind die wichtigsten antigenprisentie-
renden Zellen. Sie werden durch das Oberflichenantigen CDla und die fehlenden
CD-Marker fiir T- (CD3), B- (CD19), NK-Zellen (CD16) und Monozyten (CD14)
charakterisiert. Uberdies besitzen dendritische Zellen lange Plasmafortsitze (Den-
driten), die dieser Zellgruppe ihren Namen gegeben haben. Wéhrend der Korper
sinfektionsfrei ist, ruhen dendritische Zellen in unterschiedlichen Geweben; man
bezeichnet sie als unreif (immature dendritic cells, iDCs) [2]. Dendritische Zellen
kénnen ¢n vitro aus humanen Monozyten durch die Stimulation mit IL-4 und granu-
locyte/makrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) gewonnen werden, da eine

Isolation aus humanem Blut nur bedingt méglich ist |41 [5].

1.1.1.1 Reifung dendritischer Zellen (DCs)

Mit Hilfe bestimmter Rezeptoren erkennen iDCs sogenannte pathogenassoziierte mo-
lekulare Muster (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) und korpereige-
ne schidigungsassoziierte molekulare Muster (damage-associated molecular patterns,
DAMPs). PAMPs und DAMPS werden durch diese mustererkennende Rezeptoren

(pattern recognition receptors, PRRs) gebunden und 16sen unterschiedliche Signal-
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kaskaden aus, die zur Reifung dendritischer Zellen fiihrt (sieche Kapitel [6].
Reife dendritische Zellen (mature dendritic cells, mDCs) sezernieren vermehrt Zy-
tokine, die entweder pro- oder anti-inflammatorische Immunantworten begiinstigen
[7-10]. Des Weiteren werden durch den Kontakt mit bakteriellen Liganden die Rei-
fungsmerkmale CD40, CD80, CD83 und CD86, unterschiedliche Chemokinrezep-
toren, welche die Migration dendritischer Zellen in sekundére lymphatische Organe
regulieren, und Enzyme, beispielsweise Retin-Aldehyddehydrogenasen, erhoht expri-
miert [11]. Auferdem wird die vermehrte Expression von MHC II-Proteinen indu-
ziert, die weitere gebundene Antigene prisentieren. Alternativ konnen iDCs durch
den Kontakt zu inflammatorischen Zytokinen reifen [12]. mDCs aktivieren naive
T-Lymphozyten und initiieren so eine spezifische Immunreaktion. Die Aktivierung
wird durch die Erkennung des mit Antigen beladenen MHC II-Molekiils dendriti-
scher Zellen durch den T-Zell-Rezeptor (T-cell receptor, TCR), kostimulatorische
Oberflachenproteine (CD40, CD80, CD83, CD86) sowie durch DCs sezernierte Zy-
tokine bewerkstelligt [2].
Reife dendritische Zellen synthetisieren Interleukin (IL-) 12, das eine pro-inflamma-
torische Reaktion bewirkt. Es induziert die Differenzierung von T-Helferzellen und
Natiirlichen Killerzellen, welche wichtig fiir die Abwehr von Krankheitserregern sind
[13]. Weiterhin sezernieren mDCs die Zytokine TNF-q, IL-6 und IL-8, was die in-
flammatorische Immunantwort unterstiitzt [9, |14, |15].
Das von dendritischen Zellen ebenfalls sezernierte Interleukin 10 besitzt eine anti-
inflammatorische Wirkung [16]. Es inhibiert die Zytokinsekretion und Effektorfunk-
tionen bestimmter T-Helferzellen [17]. Des Weiteren inhibiert IL-10 die Sekretion
der Interleukine 1 und 2 sowie Interferon-y und unterdriickt die Aktivierung von T-
Zellen [18]. Auberdem triagt es zum Abklingen einer Entziindungsantwort bei, indem
es die Sekretion von IL-12 und TNF-« in aktivierten Immunzellen inhibiert [19-22].
Unter bestimmten Umstdnden entwickeln sich aus iDCs tolerogene dendritische
Zellen (tolerogenic dendritic cells, tDCs). tDCs sind ein wesentlicher Bestandteil
in der Erhaltung der peripheren Toleranz, da sie durch ihre Sekretion von IL-10
und der geringen Expression von Reifungsmerkmalen (MHC II, CD40, CD80, CD83
und CD86) der pro-inflammatorischen Immunantwort entgegen wirken [23]. Ver-
schiedene Faktoren tragen zur Generierung tolerogener DCs bei, z.B. Interleukin
10, Vitamin D, Vitamin A sowie TGF-$ [16, 24-27]. Interessant ist, dass gerade im
Intestinaltrakt, wo die Toleranz gegen taglich aufgenommene korperfremde Stoffe
entscheidend ist, eine hohe Menge an Vitamin A und TGF-f nachweisbar ist [28-
30).
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1.1.1.2 Funktion reifer dendritischer Zellen

Je nach Stimulus entwickeln sich reife oder tolerogene dendritische Zellen (siche
Kapitel . Diese beeinflussen die Differenzierung naiver CD4" T-Zellen zu
unterschiedlichen T-Zell-Subpopulationen. Die wichtigsten T-Zell-Subpopulationen
sind derzeit T-Helferzellen Typ 1 (Tg1-Zellen), Typ 2 (T g2-Zellen), Typ 17 (Ty17-
Zellen) und regulatorische T-Zellen (regulatory T-cells, Tyeqs) (siehe Abbildung|l.2)).
Sie regulieren die Balance zwischen pro- und anti-inflammatorischer Immunantwort
12, 3]

Ty1-Lymphozyten Das durch reife dendritische Zellen sezernierte IL-12 indu-
ziert die Differenzierung von Tpy1-Zellen. Diese sezernieren u.a. die Zytokine Inter-

leukin 2, Tumornekrosefaktor sowie Interferon-vy [3].

Ty2-Lymphozyten Die Differenzierung von T g2-Zellen wird durch 11.-2 und 1L-
10 induziert. Tpy2-Zellen aktivieren iiber die Sekretion von IL-4, IL-5 und IL-13
B-Lymphozyten und eosinophile Granulozyten, die wichtig fiir die Parasitenabwehr
sind. Des Weiteren sezernieren sie IL-10, was die Makrophagenfunktion und Ty1-

Immunantwort unterdriickt [31].

Ty17-Lymphozyten Tp17-Zellen differenzieren aus naiven CD4" T-Lymphozy-
ten unter dem Einfluss von IL-15, IL-6, 1L-21, I1-23 und TGF-3 |32, 33|. Durch
die Sekretion der Interleukine 17, 21 und 22 sind sie verantwortlich fiir die Rekru-
tierung, Aktivierung und Migration neutrophiler Granulozyten. Ferner induzieren
T 17-Zellen die Differenzierung von B-, NK- und zytotoxischen CD8" T-Zellen [34].
Sie sind auferdem beteiligt an der Pathogenese vieler Autoimmunkrankheiten und

inflammatorischer Erkrankungen |2, 35].

Regulatorische T-Lymphozyten Regulatorische T-Zellen (T,.,) spielen eine
entscheidende Rolle in der Regulation bzw. Modulation der Immunantwort und ver-
hindern Autoimmunitét |36, 37]. Es wird zwischen angeborenen (naturally occurring
regulatory T-cells, n'T,.,s) und peripher induzierbaren (inducible regulatory T-cells,
iT,cys) regulatorischen T-Zellen unterschieden [38]. iT,¢,s (im Folgenden auch T,
genannt) konnen durch den direkten Einfluss von IL-10, Retinséure sowie TGF-f3
aus naiven CD4% T-Zellen differenzieren [39]. Auch tolerogene dendritische Zellen
konnen diese Differenzierung induzieren [40, 41|. Thre immunsuppressive Funktion
gewahrleisten sie u.a. durch die Sekretion von TGF-£ und IL-10 und die Modulati-

on von reifen dendritischen Zellen, indem sie ihre Reifung und ihre Zytokinsekretion
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Abb. 1.2: Einfluss dendritischer Zellen auf die T-Zell-Differenzierung Aus

Monozyten differenzierte DCs reifen durch den Kontakt zu bakteriellen

Komponenten

und sezernieren u.a. das pro-inflammatorische Zytokin IL-12. Hierdurch wird die Dif-
ferenzierung von T p1-Zellen begiinstigt, die ihrerseits die inflammatorischen Zytokine
IFN-~, IL-2 sowie TNF-a produzieren. Durch den Einfluss von TGF-3, Retinsdure bzw.
Vitamin D kénnen entweder aus unreifen DCs oder aber direkt aus Monozyten (mit
GM-CSF und IL-4) tolerogene DCs entstehen, die vor allem iiber die Sekretion des anti-
inflammatorischen IL-10 die Differenzierung von T,e4- sowie T 2-Zellen induzieren.

inhibieren. Uberdies kénnen T,egs andere Effektorzellen, wie T-Helferzellen, iiber di-

rekte Zellkontakt-abhéngige Mechanismen inhibieren |25 42].

Je nach Reifung der APCs, prasentiertem Antigen und produzierten Zytokinen

kénnen unterschiedliche T-Zell-Populationen stimuliert werden. Dab

ei geht die Sti-

mulation durch mDCs zumeist mit einer Aktivierung von Tx1- und Tg17-Zellen,
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somit mit einer inflammatorischen Immunantwort, einher [43-45]. tDCs hingegen

bewirken die Differenzierung von T,.,-Zellen [41].

1.1.2 ,,Pathogen Recognition‘“-Rezeptoren

Pathogene werden anhand von ihren Bestandteilen iiber mustererkennende Rezep-
toren antigenprésentierender Zellen erkannt. Diese sind in ihrer Spezifitdt genetisch
festgelegt und erkennen Bestandteile von kérperfremden oder korpereigenen Patho-
genen. Es werden unterschiedliche Rezeptor-Typen beim Menschen beschrieben, da-
von sind Toll-dhnliche Rezeptoren (,Toll-like* receptors, TLRs) sowie Nukleotidbin-
dungs-Oligomerisationsdoménen-ahnliche Rezeptoren (NOD-like receptors, NLRs)
am besten erforscht [2, 44, 46-48].

bakterielles bakterielle

bakterielles LPS Flagellin Lipopeptide,
Peptidoglykan Lipoteichonsiuren
bakterielle
Lipopeptde
TLR4 TLR5
Y TLR2 : TLR6
TLRI1 : TLR2 .
ssSRNA  ssRNA
dsRNA CpG-RNA
MDP I | I |
QU N R R KDY
o I TLR7 TLR8
NOD2 T

TLR3

Abb. 1.3: TLRs und NOD2 sowie ihre Liganden Die dargestellten PRRs erken-
nen unterschiedliche Pathogenbestandteile. Je nach Rezeptortyp befinden sich TLRs
entweder in der Plasmamembran oder in Membranen im Zellinneren. Durch die Bin-
dung ihrer Liganden kommt es zur Homo- bzw. Heterodimerisierung der TLRs. Der in-
trazellulire NOD2-Rezeptor erkennt Muramyldipeptid (MDP). Weitere Abkiirzungen:
LPS, Lipopolysaccharid; ds, doppelstringig; ss, einzelstriangig; RNA, Ribonukleinsiu-
re; DNA, Desoxyribonukleinsdure; CpG, Cytosin-Phosphat-Guanin. Abbildung nach
[2], modifiziert.

TLRs TLRs sind von grofser Bedeutung im angeborenen Immunsystem. Es exis-
tieren insgesamt elf humane TLRs, die sowohl auf der Zelloberfliche, als auch intra-
zellulédr lokalisiert sind. Sie werden von unterschiedlichen himatopoetischen Zellen,

wie DCs, Makrophagen und T- und B-Zellen, aber auch von nicht-hdmatopoetischen
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Zellen wie Epithelien, Endothelien und Fibroblasten exprimiert [2, 46, [47]. TLRs
erkennen strukturell unterschiedliche Komponenten von Mikroorganismen, wie Li-
popolysaccharid (LPS), ein Molekiil auf der &dufseren Membran gramnegativer Bak-
terien, Flagellin (Flag), ein Bestandteil bakterieller Geifleln, und Lipoteichonséure
(lipoteichoic acid, LTA), ein Zellwand-Element grampositiver Bakterien. Des Weite-
ren kénnen auch virale und fungoide Komponenten durch TLRs gebunden werden
[2, |46, |47].

TLRs sind transmembrane Proteine, die nach der Bindung bakterieller Ligan-
den durch eine Dimerisierung zu einer Rekrutierung intrazellulirer Adapterproteine
fiithren |7, 8]. Uber das Adapterprotein MyD88 werden unterschiedliche Signalkas-
kaden aktiviert. Der Transkriptionsfaktors NFxB, der in unstimulierten Zellen an
den Inhibitor von NFxB (IxkB) gebunden vorliegt, wird nach TLR-Stimulation ak-
tiviert. IxkB wird phosphoryliert und NFxB kann in den Nucleus diffundieren und
an die DNA binden |8, 44, |46, 48, 49] Uberdies werden unterschiedliche Mitogen-
aktivierte Protein- (mitogen activated protein, MAP-) Kinasen aktiviert, die zu ei-
ner Aktivierung bzw. Suppression bestimmter Transkriptionsfaktoren fithren (z.B.
AP-1). Zu diesen Kinasen zéhlen beispielsweise die p38-MAP-Kinase [50] und die
Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K), die ihrerseits die Aktivierung der Proteinkinase B
(Akt) vermittelt |8]. Die p38-MAP-Kinase spielt eine grofse Rolle in programmiertem
Zelltod, Differenzierung, Proliferation und Inflammation [51]. Akt ist zusténdig fiir
sowohl pro-inflammatorische |52] als auch fiir anti-inflammatorische |53} |54] Effekte.
Diese drei Signalwege sind in Abbildung dargestellt.

Letztendlich fiihren diese drei Signalwege zur Genexpression unterschiedlicher Zyto-
kine, konnen untereinander interagieren und somit die Immunantwort unterschied-
lich stark beeinflussen [55].

NLRs Neben TLRs fungieren auch Nukleotidbindungs-Oligomerisationsdoméanen-
dhnliche Rezeptoren (NOD-like receptors, NLRs) als Sensoren fiir bakterielle Infek-
tionen |56} 57]. Diese intrazelluldren Proteine binden Bestandteile der bakteriellen
Zellwand [58]. Uber die Stimulation der NOD-Rezeptoren werden ebenfalls Signal-
kaskaden in Gang gesetzt, was zur Ausschiittung pro-inflammatorischer Zytokine
und zur Modulation der Immunantwort fithren kann [49]. Alle NLRs besitzen eine
zentrale Nukleotidbindungs-Oligomerisationsdoméne (nucleotide binding and oligo-
merization domain, NOD- oder NACHT-Doméne) und eine Doméne mit Leucin-
reichen Wiederholungen (leucine-rich repeat domain, LRR) am C-terminalen Ende.
N-terminal befindet sich bei NLRs eine Caspase aktivierende und rekrutierende Do-

méne (caspase activation and recriutment domain, CARD) [59, 60]. Muramyldipep-
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Abb. 1.4: TLR~ und NOD2-Signalwege Die Bindung bakterieller Liganden bewirkt
eine Dimerisierung des Toll-like Rezeptors und damit eine Rekrutierung von MyD8S.
MDP bindet an den NOD2-Rezeptor und bewirkt eine Konformationsénderung der
CAR-Doméne. Die Konformationsianderung zieht die Rekrutierung von RIP2 nach sich.
Beide Rezeptoren induzieren iiber ihre Adapterproteine die PI3K-, MAP-Kinase- und
NFxB-Signalwege. Abbildung nach [46, 48] und [44], modifiziert.

tid (MDP) ist ein Bestandteil von Peptidoglykan, was sowohl von gramnegativen als
auch grampositiven Bakterien produziert und vom NOD2-Rezeptor erkannt wird.
MDP bewirkt nach Andocken eine Konformationsinderung der CARD, die eine Re-
krutierung von receptor-interacting protein kinase 2 (RIP2) nach sich zieht [61].
Dadurch kommt es zu MAP-Kinasen- und NFxB-Signalweg-vermittelten inflamma-
torischen Effekten [62, [63].

Interessant ist aufserdem, dass TLRs und NODs untereinander interagieren und un-
terschiedliche Immunreaktionen auslosen konnen [6467]. Magalhaes et al. konnten

feststellen, dass der NOD2-Signalweg zu einer T g2-Immunantwort fiihrt. Die Kosti-
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mulation von NOD2-Liganden mit TLR2- oder TLR4-Liganden jedoch begiinstigt
eine Ty l-Antwort [68].

1.2 Graft-versus-Host Reaktion (GvHD)

Die Graft-versus-Host Reaktion (graft-versus-host disease, GvHD, GvH-Reaktion)
ist die bedeutendste Komplikation der Knochenmark- und Stammzelltransplanta-
tionen (KMT und SZT). Sie betrifft etwa 40% aller Patienten, die eine KMT oder
SZT erhalten, und endet in bis zu 25% letal |69, [70]. Besonders betroffen sind Haut,
Leber, Lunge und Darm. Gerade diese Organe haben stindigen Kontakt zu Bakte-
rien |71]. Die h#ufigste und fritheste Manifestation ist die Haut-GvHD mit einem
makulopapulésen Ausschlag [70]. Die gastrointestinalen Symptome der Graft-versus-
Host Reaktion sind Ubelkeit und Erbrechen, Dyspepsie [72] sowie Diarrhé |73, [74].
Gerade die gastrointestinale Manifestation ist mit einer erhohten Morbiditat und
Mortalitiat durch die GVHD assoziiert [75]. Eine GvHD der Leber lésst sich anhand
erhohter Bilirubinwerte erkennen [76]. Pulmonale Infiltrate sind ebenfalls mogliche
Folgen einer Stammzelltransplantation [77].

Pathophysiologisch wird die Graft-versus-Host Reaktion in fiinf Stadien unterteilt
[11]. Zu Beginn kommt es durch die Grunderkrankung sowie die Therapie (Polyche-
motherapie und/oder Radiatio) vor der allogenen Knochenmark- oder Stammzell-
transplantation zu Gewebeschiden. Diese Schiden bewirken eine Translokation von
bakteriellen Liganden, PAMPs, aus dem Darm ins Blut sowie die Ausschiittung pro-
inflammatorischer Zytokine (u.a. Interleukin 1, Interleukin 6, TNF-«a) [78|. Gerade
TNF-« steht in Zusammenhang mit der Inzidenz sowie Schwere der Graft-versus-
Host Reaktion [9,|79-81]. Konsekutiv werden antigenpriisentierende Zellen aktiviert.
Die durch den Kontakt zu PAMPs gereiften dendritischen Zellen aktivieren T-Zellen
des Spenders [82-85].

Durch die T-Zell-Proliferation und -Differenzierung werden die Zytokine Interferon-
~ und Interleukin 2 ausgeschiittet, die mit einer T g 1-Zell-Immunantwort assoziiert
sind |82, 86]. Anschliefend migrieren die aktivierten T-Zellen aus den sekundéren
lymphatischen Organen, in denen sie von reifen dendritischen Zellen aktiviert wur-
den, in die Zielorgane der Graft-versus-Host Reaktion [87]. Dort entfalten sie ihre
zytotoxische Wirkung und es kommt zu Untergang des umliegenden Gewebes mit
Freisetzung pro-inflammatorischer Molekiile, die die Entziindung verstérken und auf-
rechterhalten [88].
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1.2.1 Rolle von dendritischen Zellen in der GvHD

Schon 1999 haben Shlomchik et al. die zentrale Rolle von dendritischen Zellen in
der Initiation der Graft-versus-Host Reaktion festgestellt [89], was in den folgenden
Jahren wiederholt bestétigt wurde [82, 83, 90]. Entscheidend hierbei ist wahrschein-
lich die Aktivierung dendritischer Zellen durch Darmbakterien. Van Bekkum et al.
haben schon vor 40 Jahren beobachtet, dass dekontaminierte oder unter keimfreien
Umstinden aufwachsende Mause nach einer Knochenmarktransplantation keine ga-
strointestinalen Lasionen im Sinne einer GVHD entwickelten, woraus folgt, dass der
Kontakt mit bakteriellen Bestandteilen einen wesentlichen Beitrag zu Alloreaktivitit
leistet [91} 92]. Des Weiteren konnte 1988 festgestellt werden, dass eine antibiotische
Dekontamination des Darmes vor einer Knochenmarktransplantation die Schwere ei-
ner Graft-versus-Host Reaktion drastisch reduziert [93|. Diese Erkenntnisse fiihrten
dazu, dass die Darmdekontamination zu einer Standardprozedur vor Knochenmark-
und Stammzelltransplantationen wurde [94]. Andere Studien konnten zeigen, dass
unreife und tolerogene dendritische Zellen eine essenzielle Rolle in der Toleranz ein-
nehmen, indem sie T),.,-Zellen induzieren kénnen [95-97]. Durch den Kontakt zu
Bakterien im Darm wird also entschieden, ob eine alloreaktive oder eine tolerogene
Reaktion folgt |82, 98].

1.2.1.1 Modulation der GvHD durch TLRs und NOD2

TLR-Signalwege konnen die Graft-versus-Host Reaktion sowohl aggravieren als auch
abmildern. Wann und wodurch diese Wirkung erfolgt, ist noch weitestgehend un-
geklart; kritische Faktoren scheinen der Zeitpunkt der TLR-Stimulation sowie der
betroffene Zelltyp zu sein [71]. Eine Antagonisierung von LPS ist mir einer Reduk-
tion klinischer Symptome der GvHD sowie einem erhéhten Uberleben in Miusen
assoziiert [99]. Holler et al. konnten in ihren Experimenten zeigen, dass die LPS-
TNF-Achse als Hauptmechanismus zur Entstehung der GvH-Reaktion beitrigt [100].
Eine Graft-versus-Host Reaktion bei TLR4-knockout-Mausen zeigt sich in Sympto-
men, Mortalitdt sowie histologischem Gewebeschaden deutlich reduziert [101]. M&u-
se mit beschiddigtem TLR2/4 und TLR9-Signalweg weisen eine geringere intestinale
GvHD-Schwere auf [102]. Eine Vorbehandlung von M#usen vor einer Stammzell-
transplantation mit Flagellin, einem TLR5-Stimulus, fiihrte in Experimenten von
Hossain et al. zu einer weniger schweren GvHD sowie verbessertem Uberleben [103].
Das kénnte daran liegen, dass die wiederholte Stimulation mit bakteriellen Liganden
zu einem verminderten Ansprechen auf bakterielle Komponenten fithrt [104].

Diverse Studien haben Mutationen im NOD2-Gen mit chronisch inflammatorischen

gastrointestinalen Erkrankungen assoziiert |61, [105]. Auch eine verminderte NOD2-

10
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Aktivitdt geht mit einer verstdrkten intestinalen Inflammation einher [106]. Es wurde
wiederholt gezeigt, dass bei NOD2-Defizienz im Empfinger die Inzidenz der Graft-
versus-Host Reaktion erhoht ist und mit einer erhéhten Aktivitdt von antigenpra-
sentierenden und T-Zellen verkniipft ist [49, |107, |108|. Des Weiteren konnten Holler
et al. sowie Elmaagacli et al. den Zusammenhang zwischen single nucleotide po-
lymorphisms (SNPs) im Genom fiir den NOD2-Rezeptor von sowohl Empfangern
als auch Spendern mit einer erhéhten Mortalitdt durch die GvH-Reaktion zeigen
[100} (109, 110|. Ferner wurden SNPs im NOD2-Gen mit geringeren Konzentratio-
nen von CD4% T-Zellen sowie erhohter Sekretion inflammatorischer Zytokine iiber
NFxB-Aktivierung und erniedrigter Produktion des immunmodulatorischen Zyto-
kins IL-10 assoziiert |61} [111].

Andererseits gibt es zahlreiche Studien, die keine signifikante Assoziation zwischen
dem NOD2-Gen und der Inzidenz von GvHD beobachten konnten [112-H114]. Das
lasst sich aber durch abweichende Behandlungsprotokolle sowie unterschiedliche Mu-
tationen im NOD2-Gen erkléren |71} 100]. Zusammenfassend scheint sich der NOD2-

Signalweg protektiv auf die Graft-versus-Host Reaktion auszuwirken [71].

1.2.2 Vitamin D3 und seine Wirkung auf die GvHD

Vitamin Dj3 ist neben seinen Effekten auf den Knochen- und Mineralienstoffwech-
sel bekannt fiir seine immunmodulierende Wirkung [3, 115]. Es wird in der Haut
abhéingig von der Lichteinstrahlung (speziell Ultraviolettlicht mit einer Wellenléinge
von 270-300 nm) aus 7-Dehydrocholesterol synthetisiert. In der Leber wird Vitamin
D3 zu 25-Hydroxyvitamin D3 (25(OH) Vitamin D3) iiberfiihrt, welches als inaktiver
Metabolit im Korper zirkuliert. Anschliefend erfolgt die Konversion zu 1,25 Dihy-
droxyvitamin D3 (1,25(OH), Vitamin Dj), der biologisch aktiven Form von Vitamin
D3, in der Niere [116]. Interessant ist, dass die Synthese von 1,25-Dihydroxyvitamin
D3 durch die 25-Hydroxyvitamin D3-1a-Hydroxylase (CYP27B1) nicht nur in der
Niere, sondern auch in Zellen des Immunsystems, insbesondere Monozyten und den-
dritischen Zellen, erfolgt [117H121]. In seiner immunmodulatorischen Wirkung zielt
1,25-(OH), Vitamin D3 sowohl auf dendritische Zellen als auch auf CD4" T-Zellen.
Eine Behandlung unreifer dendritischer Zellen mit 1,25(OH), Vitamin D3 sowie mit
seinem Vorgénger 25(OH) Vitamin Dj fiithrt zu einem persistierenden unreifen Phé-
notyp der DCs mit verminderter Expression von MHC II und kostimulatorischen
Molekiilen, verminderte Sekretion von inflammatorischen Zytokinen wie I1.-12 sowie
verminderter Reaktion auf Kontakt zu bakteriellen Liganden [115| (119, [122-124].
Dariiber hinaus induzieren dendritische Zellen, die unter 1,25-Dihydroxyvitamin

Ds- oder Vitamin D3-Rezeptor-Agonisten-Zugabe kultiviert wurden, T'52- und T,4-

11
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Zellen [125-129]. Da eine schwere GvHD mit geringen Konzentrationen an regula-
torischen T-Zellen assoziiert ist und T,.4-Zellen in Studien eine Graft-versus-Host
Reaktion herauszogern und sogar verhindern kénnen, konnte die Serumkonzentrati-
on von 1,25(OH), Vitamin D3 bzw. 25(OH) Vitamin D3 relevant fiir die Ausprigung
der GvHD sein [130H135|. Auferdem besitzen sowohl 1,25-Dihydroxyvitamin Dy als
auch 25-Hydroxyvitamin Dj einen direkten anti-inflammatorischen Effekt durch die
Inhibition der IT-2- und IFN-y-Produktion allogener T-Zellen [116, (136, |137].

Die positive Wirkung von Vitamin D3 auf die Graft-versus-Host Reaktion wur-
de 2001 von Pakkala et al. beobachtet, die zeigen konnten, dass ein synthetisches
Vitamin D-Analogon die histologische Ausprigung der intestinalen GvHD deut-
lich reduzieren kann [138]. Polymorphismen (SNPs) im Genom fiir den Vitamin
D-Rezeptor gehen einher mit einem erhdhten Risiko fiir eine schwere GvH Reaktion
[139} |140]. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass eine aggravierte Graft-versus-
Host Reaktion nicht nur mit niedrigen Serumkonzentrationen von 1,25-Dihydroxy-

vitamin D3, sondern auch von 25-Hydroxyvitamin D3 einhergeht [135].

1.2.3 Vitamin A und seine Wirkung auf die GvHD

Neben Vitamin D3 hat auch die aktive Form von Vitamin A, Retinséure (retinoic
acid, RA), Einfluss auf das Immunsystem. Eine Vitamin A-Defizienz ist mit einer
erhohten Infektanfilligkeit sowie Defekten in sowohl adaptiver als auch angeborener
Immunantwort assoziiert [141}|142|. Didtetisch aufgenommenes Vitamin A (Retinol)
wird mittels einer Alkoholdehydrogenase zu Retin-Aldehyd (Retinal) oxidiert. Im
Anschluss kénnen dendritische Zellen und Makrophagen Retin-Aldehyd zu dem akti-
ven Metaboliten all-trans Retinsdure mittels Retin-Aldehyddehydrogenasen umwan-
deln |39} 143, |144]. Das menschliche Genom besitzt 19 Gene, die fiir unterschiedliche
Retin-Aldehyddehydrogenasen kodieren [145|. Hierunter zéhlen RALDHI (ALDH1-
Al), RALDH2 (ALDH1A2), RALDH3 (ALDHI1A3) sowie weitere Enzyme, die
je nach DC-Subpopulation unterschiedlich stark exprimiert werden. Die Expressi-
on der aktivsten Isoform der ALDHI1A-Familie, ALDH1A2, wird synergistisch von
GM-CSF und Interleukin 4 induziert. Eine weitere Steigerung konnen auch TLR-
Liganden bewirken [143] |146} |147]. Auch Retinsiure selbst kann durch die Bindung
an seine beiden Rezeptoren retinoic acid receptor (RAR) sowie retinoid x receptor
(RXR) die Expression der RALDH-Familien induzieren [25].

Retinsédure werden sowohl immunsuppressive als auch inflammatorische Eigenschaf-
ten zugeschrieben. Im Rahmen seiner immunmodulatorischen Wirkung férdert Re-
tinsdure mit TGF-f einerseits die Differenzierung tolerogener DCs, die regulato-
rische T-Zellen induzieren kénnen [146| 148-150|. Andererseits kann RA in Kom-

12
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bination mit TGF-5 direkt die Konversion naiver T-Zellen zu FOXP3* T,.,s her-
beifithren |14, 151]. Ohne TGF-3 zeigt sich kein Einfluss von RA auf die direkte
Differenzierung regulatorischer T-Zellen [38, 152]. Auferdem inhibiert Retinséure
die Differenzierung von Tg1- und Ty17-Zellen |14, 153-155].

In einer inflammatorischen Umgebung jedoch férdert Retinsdure die Differenzierung
von Ty1- [156], Ty17- und anderen Effektor-T-Zellen |39, [157H159).

Trotz der einschldgigen Literatur iiber die immunsuppressiven Eigenschaften von
Retinsédure, haben Chen et al. und Aoyama et al. die Beobachtung gemacht, dass
Retinséure eine intestinale GvH-Reaktion in Miusen verstirkt und zu einer erhéhten
Mortalitit fiihrt |75, 160]. Ubereinstimmend stellten Koenecke et al. einen milderen
Verlauf der GvH-Reaktion sowie ein verlingertes Uberleben bei Vitamin A-armer
Ernéhrung in M&usen fest [161]. Ferner konnten Hurst et al. eine IL-6-abhéngige
gastrointestinale Inflammation durch Am80, einen synthetischen RAR-Rezeptor-
Agonisten, zeigen [162]. Interessanterweise haben aber Nishimori et al. unter Ad-
ministration von Am80 eine Abmilderung einer chronischen Graft-versus-Host Re-
aktion beobachtet. Unter der Behandlung mit Am80 wurde die Aktivitdt von Tx1-
und Tx17-Zellen deutlich reduziert [163].

1.2.4 Die Effekte von TGF-{ auf das Immunsystem und die GvHD

Transforming Growth Factor-f (TGF-£) ist ein heterodimeres Protein, das von
CD4™" regulatorischen T-Zellen, aktivierten Makrophagen und anderen Zellen se-
zerniert wird. Es hat sowohl immunmodulatorische als auch inflammatorische Ef-
fekte [28]. TGF-S wirkt anti-inflammatorisch, indem es die Aktivierung von Ma-
krophagen, neutrophilen Granulozyten und Endothelzellen inhibiert. Ferner indu-
ziert es sowohl alleine als auch in Kombination mit Retinsdure die Differenzierung
von regulatorischen T-Zellen |40} {149} 151 164, 165]. Bei TGF-/3-Rezeptor-Defizienz
entwickeln Mause letale Multiorgan-Autoimmunitidten und weisen eine gestorte Ak-
tivierung ihrer T,.,-Zellen auf [166, 167|. Die Zugabe von TGF-S sowohl zu T-
Lymphozyten als auch zu unreifen dendritischen Zellen bewirkt eine im Vergleich
zu pro-inflammatorischen Zytokinen erhdhte Sekretion von IL-10 und macht eine
tolerogene Immunantwort moglich |41} [168|. Des Weiteren sezernieren reife dendri-
tische Zellen, die mit Lipopolysaccharid stimuliert wurden, unter TGF-S-Einfluss
geringere Mengen des proinflammatorischen Zytokins IL-12 [169).

Mou et al. zeigten, dass bei einer Stammzelltransplantation eine Kotransplantation
TGF-p-behandelter, unreifer dendritischer Zellen des Empfiangers im Vergleich zu
reifen dendritischen Zellen eine GvHD hinauszogert [170]. Li et al. sowie Yang et al.

konnten auch den positiven Effekt von TGF-3-vorbehandelten tolerogenen dendriti-
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schen Zellen eines Dritten auf die Graft-versus-Host Reaktion beobachten [168] 171].
Auferdem konnte ein Zusammenhang zwischen Polymorphismen im TGF-81-Gen
und dem Risiko, eine akute oder chronische Graft-versus-Host Reaktion zu entwi-
ckeln, beobachtet werden [172].

Andererseits kann TGF-3 in Kombination mit den inflammatorischen Zytokinen wie
IL-1 und IL-6 die Differenzierung von Ty 17 begiinstigen [173] [174]. Des Weiteren
stimuliert es auch Angiogenese und Gewebereparatur durch die Aktivierung von
Fibroblasten [175].
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2 Zielsetzung

Die Graft-versus-Host Reaktion ist eine der schwersten Komplikationen bei Knochen-
mark- und Stammzelltransplantationen. Da dendritische Zellen entscheidend fiir die
Induktion dieser Erkrankung sind, stellen sie ein vielversprechendes therapeutisches
Ziel dar, um die Immunantwort zu modulieren. Ziel dieser Arbeit war deswegen die
Analyse unterschiedlicher Aspekte zur Generierung tolerogener dendritischer Zellen.
Da dendritische Zellen des Gastrointestinaltraktes stets mit einer Vielzahl an un-
terschiedlichen Bakterien und Fremdstoffen in Kontakt stehen, wurde der Einfluss
unterschiedlicher bakterieller Liganden auf die Tolerogenitit dendritischer Zellen
analysiert. Neben TLR- und NOD-Liganden kamen auch Retinsdure- und Vitamin
D-Metaboliten sowie TGF-f zum Einsatz, da sie eine potente immunmodulierende

Wirkung besitzen.
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3.1 Gerate

Gerit Firma, Ort

Autoklav Walter, Greislingen

Becton Dickinson BD LSR 11 BD Biosciences, Heidelberg
Durchflusszytometer

CASY Zellzdhlgerit

Densitometer ,Molecular Dynamics'
Durchflusszytometer FACSCalibur
Elektrophoreseapparaturen
Elutriator Avanti J-20XP
Halbtrockenzelle fiir Western Blots
Inkubatoren BBD 6220

Kamera AxioCam HRc
Magnetriithrer MR 3001 K
Mikroskope
Mikrotiterplatten-Waschgerét
Mikrowelle Privileg 8020
Multipipettor Multipette plus
NanoDrop ND1000

Netzgeréte

[4

Neubauerzahlkammer

PCR-Thermocycler Modell PTC-200

pH-Meter

pH-Meter, traghar

Photometer

Picofuge

Realplex Mastercycler epGradient S
Schweifigerit flir PCR-Platten

Sterilbank Lamin Air HA 2472
Thermomixer
Trennkammer fiir Gegenstrom-

zentrifugation

Schérfe System, Reutlingen

GE Healthcare, Miinchen

BD Biosciences, Heidelberg
Biometra, Gottingen

Beckmann Coulter, Krefeld
Biometra, Gottingen

Heraeus, Osterode

Zeiss, Jena

Heidolph, Schwabach

Zeiss, Jena

Thermo Electron Corporation
Privileg, Fiirth

Eppendorf, Hamburg

PeqLab, Erlangen

Biometra, Gottingen

Marienfeld, Lauda-Kénigshofen
MJ-Research /Biometra, Gottingen
Knick, Berlin

Hanna Instruments, Kehl am Rhein
MWG-Biotech, Ebersberg
Heraeus, Osterode

Eppendorf, Hamburg

Fermant 400 Josten & Kettenbaum,
Bensberg

Heraeus, Osterode

Eppendorf, Hamburg

Beckmann, Miinchen
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Vortexer

Waage LP1200S
Wallac-Betaplate Counter
Wallac-Harvester
Wasseraufbereitungsanlage
Western-Blot-Kammer
Zentrifuge Avanti J-20XP;
Rotor JE 5.0

Zentrifuge Biofuge fresco
Zentrifuge J6M-E
Zentrifuge Megafuge 3,0 R
Zentrifuge Sigma 2

Scientific Industries, New York, USA
Sartorius, G&ttingen

PerkinElmer, Rodgau

PerkinElmer, Rodgau

Millipore, Eschborn

Biometra, Gottingen

Beckmann, Miinchen

Heraeus, Osterode
Beckmann, Miinchen
Heraeus, Osterode

Sartorius, Gottingen

3.2 Verbrauchsmaterial

Material

Firma, Ort

Adhésionsobjekttriger

Deckglaser

dickwandige Reaktionsgefife (0,1 ml)
Dispenserspitzen fiir Multipette plus
Einmalkaniilen

Einmalpipetten

Einmalspritzen

Filterpapier 3SMM

Fotofilm Hyperfilm ECL

Heat sealing film

Mikrotiterplatten (6, 12, 96 Vertiefungen)
Mikrotiterplatten fiir ELISA
PCR-Platten Twin.tec (96 Vertiefungen)
Pipettenspitzen

Polystyrolrohrchen

PVDF-Membran (5um)
Reaktionsgefafe (0,5 ml; 1,5 ml; 2,0 ml)
Spritzen

Sterilfilter

TopSeal-A Folien

UniFilterplatten

Marienfeld, Lauda-Kénigshofen
Marienfeld, Lauda-Kénigshofen
Sarstedt, Niimbrecht
Eppendorf, Hamburg

Becton Dickinson, Heidelberg
Costar, Cambridge, USA
Becton Dickinson, Heidelberg
Whatman, Dassel

Amersham, Braunschweig
Eppendorf, Hamburg

Falcon, Heidelberg

Costar, Cambridge, USA
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Falcon, Heidelberg

GE Osmonics, Minnetoka, USA
Eppendorf, Hamburg

Becton Dickinson, Heidelberg
Millipore, Eschborn

Perkin Elmar, Rodgau
Perkin-Elmer, Rodgau
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Zellkulturflaschen und -pipetten

Zentrifugenréhrchen

Costar, Cambridge, USA
Falcon, Heidelberg

3.3 Chemikalien

Chemikalie Firma, Ort

[Methyl 3H| Thymidin Amersham, Braunschweig
PFA-Pulver Merck, Darmstadt
AB-Serum Rotes Kreuz, Regensburg
Dulbecco‘s PBS PAA, Pasching, Osterreich
Ficoll 400 Pharmacia, Uppsala, Schweden
Flagellin Invitrogen, Karlsruhe
Fotales Kélberserum PAA, Pasching, Osterreich
GM-CSF Berlex, Leverkusen

IgG Biotest AG, Dreieich

IL-4 Promokine, Heidelberg
L-Glutamin Biochrom AG, Berlin
Tonomycin BD, Heidelberg
Lipopolysaccharid Alexis, Farmingdale, USA
Lipoteichonsdure Sigma, Deisenhofen
Muramyldipeptid Sigma, Deisenhofen

Natrium-Azid

Penicillin /Streptomycin
PMA

QuantiFast SYBR-Green
Random-Decamer-Primer
RPMI 1640
Szintillationslésung
TGF-3

Merck, Darmstadt

Gibco, Eggenstein

BD, Heidelberg

Qiagen, Hilden

Ambion, Darmstadt

PAN Biotech GmbH, Aidenbach
Perkin Elmar, Rodgau
Peprotech, Hamburg
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3.4 Inhibitoren, Enzyme und Kits

Kit Firma, Ort
ALDEFLUOR™ Kit Stemcell Technologies, Grenoble, France
BD Cytofix/Cytoperm ™.-Plus- BD, Heidelberg
/Fixation/Permeabilization Kit

DuoSet ELISA R&D Systems, Wiesbaden
FOXP3 Fix/Perm Buffer Set BioLegend, San Diego, USA
dNTPs NEB, Frankfurt
ECL-Detection-Kit Amersham, Braunschweig
Quantifast SYBR Green-Kit Qiagen, Hilden
Random-Decamer-Primer Ambion, Darmstadt

reverse Transkriptase M-MLV Promega, Mannheim
RNeasy Midi- und Mini-Kit Qiagen, Hilden

3.5 Software und Datenbanken

Software Hyperlink

Ensembl Genome Browser http://www.ensembl.org
Microsoft Office 2010 Microsoft Redmond, USA
PubMed www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez
USCS Genome-Browser www.genome.uscs.edu
(BLAT, in silico-PCR)

Perlprimer Vision 1.1.19 http://perlprimer.sourceforge.net
FACSDiva Software BD Biosciences, Heidelberg
FlowJo Software TreeStar Inc., Ashton, USA
Corel Draw X3 Universitdt Regensburg
SPSS Universitdt Regensburg
GraphPad http://graphpad.com/prism
GNU R http://www.r-project.org
MTEX http://www.latex-project.org
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3.6 Antikorper

3.6.1 Western Blot

AntikSrper

Herkunft

Firma

anti-g-Aktin (human)

anti-phospho-Akt (Ser473) (human)

anti-phospho-p38
(Thr180/Thr182) (human)

anti-ikBa (human)

anti-IgG (HRP-konjugiert) (rabbit)
anti-IgG (HRP-konjugiert) (mouse)

Kaninchen (IgG)

Maus (IgG)

Kaninchen (IgG)

Kaninchen (IgG)

Ziege (IgG)
Ziege (IgG)

Sigma, Deisenhofen

Cell Signaling Technology, Boston, USA

Cell Signaling Technology, Boston, USA

Cell Signaling Technology, Boston, USA
Dako Deutschland GmbH, Hamburg
Dako Deutschland GmbH, Hamburg

3.6.2 Durchflusszytometrie

Spezifitat Isotyp Klon Herkunft Konjugation Firma

CDla IgGy T6 Maus PE Beckman Coulter GmbH,
Krefeld

CD14 IgGayp My4 Maus FITC Beckman Coulter GmbH,
Krefeld

CD3 IgGq UCHT1 Maus APC BD Biosciences, Heidelberg

CD4 IgG1 RPA-T4 Maus V450 BD Biosciences, Heidelberg

CD8 IgGq SK1 Maus PE/Cy7 BioLegend GmbH, Fell

CD25 IgG1 2A3 Maus APC BD Biosciences, Heidelberg

CD80 IgM BB1 Maus FITC BD Biosciences, Heidelberg

CD83 IgGoyp HB15a Maus FITC Beckman Coulter GmbH,
Krefeld

CD86 IgGy 2331 (FUN-1) Maus FITC BD Biosciences, Heidelberg

FOXP3 IgGaq PCH101 Ratte PE eBioscience, Frankfurt

FOXP3 - IgGaq PCH101 Ratte PE eBioscience, Frankfurt

Isotype Contr.

HLA-DR IgGap B8.12.2 Maus FITC Beckman Coulter GmbH,
Krefeld

IFN IgGq B27 Maus FITC BD Biosciences, Heidelberg

1L-2 IgGaq MQ1-17H12 Ratte PE BD Biosciences, Heidelberg

Isotyp 1gG1 IgGq X40 Maus PE BD Biosciences, Heidelberg

Isotyp IgGyes. IgGges. MS- IgG Maus FITC Beckman Coulter GmbH,
Krefeld

Isotyp IgM IgM GC323 Maus FITC Beckman Coulter GmbH,

Krefeld
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3.6.3 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden freundlicherweise von Dr. Michael Kastenberger ent-

worfen und von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) bezogen.

Gen Sequenz 5° — 3’

185 rRNA sense ACCGATTGGATGGTTTAGTGAG
antisense CCTACGGAAACCTTGTTACGAC

ALDHIA1 sense GGCTTATCAGCAGGAGTGTTTACCA
antisense GCACTTACCACGCCATAGCA

ALDH1A2 sense CAATGCAAGCTGGGACTGTTTGG
antisense CTTTACTGTCACCGTCTTAACTTCTGAG

ALDHI1AS3 sense GAGCGAATAGCACCGACTATGGAC

antisense TAAAGCCACCAAATGGAGCCTG
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4.1 Zellbiologische Methoden

4.1.1 Gewinnung humaner Monozyten

Gesunden Spendern wurden durch Leukapherese Blutzellen entnommen. Anschlie-
fend wurden mononukledre Blutzellen (mononuclear cells, MNCs) mittels einer
Dichtegradientenzentrifugation iiber Ficoll/Hypaque (PAN Biotech, Aidenbach) iso-
liert. Dafiir wurden 50 ml Blut mit 150 ml PBS (PAA Laboratories, Pasching, Oster-
reich) verdiinnt. Daraufhin wurden 15 ml der ,Biocoll Separating Solution“ in einem
50 ml Falkon mit 25 ml verdiinntem Blut iiberschichtet und bei 700 g 30 Minuten
lang zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde die Interphase mit den mononu-
kledren Zellen abgenommen, in ein 200 ml Falkon iiberfiihrt und dreimal mit PBS
gewaschen. Im néchsten Schritt wurden die MNCs mit Hilfe einer Gegenstromzen-
trifugation in einer 50 ml-Trennkammer entsprechend ihrer Gréfen und Dichten in
verschiedene Fraktionen getrennt. Hierzu wurden zundchst die Kammer und die mit
ihr verbundenen Schldauche 20 Minuten mit 6% HyO4 sterilisiert, mit PBS gespiilt
und von Luftblasen befreit. Das System wurde bei 600 g und und 4°C mit Hank’s
BSS (PAA Laboratories, Pasching, Osterreich) geeicht und danach mit MNCs bei
einer Flussrate von 52 ml pro Minute gefiillt. Durch die schrittweise Erhéhung der
Flussrate des Systems wurden unterschiedliche Zellfraktionen gesammelt [176]. Diese
Fraktionen und die verwendete Flussrate sind in Tabelle dargestellt.

Die gewonnenen Monozyten wurden bei 300 g und 4 °C fiir 7 Minuten zentrifu-
giert, in RPMI 1640 resuspendiert und gezéhlt. Thre Ausbeute, auf die eingesetzte
Menge an MNCs bezogen, lag zwischen 10 und 20% und war spenderabhingig.
Die Reinheit der erhaltenen Monozytenfraktion betrug im Durchschnitt >85%. Dies
wurde mittels Mikroskop sowie durch die Analyse der CD14 (cluster differentiation)-
Oberflichenexpression mittels Durchflusszytometer iiberpriift. Des Weiteren wurde
routinemafig der Stimulierungsgrad der Monozyten durch die Bestimmung der 11.-
6-Konzentration in Zellkulturiiberstéinden (1 x 10° Monozyten / 2 ml RPMI 1640,
2% humanes AB-Serum) nach Ubernachtinkubation kontrolliert. Dieses Vorgehen
diente der Sicherstellung, dass nur unstimulierte Monozyten fiir die nachfolgenden

Experimente eingesetzt wurden.
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Fraktion | Volumen (ml) | Flussrate (ml/min) | enthaltender Zelltyp
Ia 1000 92 Thrombozyten

Ib 1000 a7

ITa 1000 64 B-und T

I1b 500 74 -Lymphozyten,

Ilc 400 82 Natiirliche Killerzellen
IId 400 92

11 800 130 Monozyten

Tabelle 4.1: Elutriationsparameter und die daraus gewonnenen Zelltypen

4.1.2 Waschen und Ernten

Soweit nicht anders beschrieben, erfolgte die Zentrifugation bei 300 g und 4°C fiir 7

Minuten.

4.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Zellzahl und Vitalitdt der kultivierten Zellen wurden mittels einer Neubauer-Zell-
zéhlkammer im Trypanblau-Ausschlusstest bestimmt. Die Zellsuspension wurde im
1:1-Verhiltnis mit 0,2% Trypanblaulosung verdiinnt und auf die Neubauer-Zihl-
kammer aufgetragen. Im Lichtmikroskop wurde die Vitalitit der Zellen beurteilt.
Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte unter Auszéhlung der Grofquadrate und Be-

rechnung nach der aufgefiihrten Formel.
Zellzahl = N x V x 10*

N = Mittelwert der ungefiarbten oder gefarbten Zellen pro Grofquadrat
V = Verdiinnungsfaktor

benétigte Losungen:
Trypanblaulosung 0,2% (w/v) |0,2g] Trypanblau
ad 100 ml NaCl-Lésung

4.1.4 Differenzierung humaner dendritischer Zellen

Aus der Elutriation gewonnene humane Monozyten wurden 7 Tage lang bei 37°C,
94,4% relativer Luftfeuchtigkeit und 5% CO, inkubiert. Dabei wurden je 20 Millio-
nen Zellen in 30 ml Medium, RPMI 1640, das mit 10% FCS, 2 mmol/1 L-Glutamin,
50 U/ml Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin versetzt war, iiberfithrt. GM-CSF
wurde in einer Konzentration von 224 U/ml und IL-4 in 144 U/ml hinzugefiigt [5].
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4.1.5 Reifung humaner dendritischer Zellen

Zur Reifung wurden iDCs zwei Tage lang mit unterschiedlichen bakteriellen Be-
standteilen stimuliert [177]. Die Stimulation erfolgte, falls nicht anders beschrieben,

nach dem im Folgenden aufgefiihrten Schema.

Stimulus Endkonzentration
Lipopolysaccharid (LPS) 10 ng/ml
Flagellin (Flag) 100 ng/ml
Muramyldipeptid (MDP) 100 ng/ml
Lipoteichonsdure (LTA) 100 pg/ml
TGF-3 5 ug/ml

4.2 Proteinbiochemische Methoden

4.2.1 Isolierung von Proteinen

Zur Isolierung von Proteinen wurden dendritische Zellen gemif Kapitel dif-
ferenziert. An Tag sieben wurden sie in 6-well-Platten ausplattiert und mit den
bakteriellen Bestandteilen LPS, Flag, MDP und LTA einzeln sowie in Kombination
in oben genannten Konzentrationen fiir 0, 10 und 30 Minuten gereift. Anschliefend
wurden die Platten auf FEis gestellt und die unterschiedlich stimulierten Zellen in
15 ml-Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt. Die Zellkulturen wurden bei 300 g und 4 °C
7 Minuten lang zentrifugiert und ihre Uberstand verworfen. Nachdem die reifen DCs
nun in 1,5 ml-Reaktionsgefifse iiberfiihrt worden waren, wurden sie zwei Mal mit
eiskaltem PBS gewaschen und in je 500 ul Puffer B gelost. Nach erneutem Abzen-
trifugieren wurde der Puffer vorsichtig abgesaugt, das verbleibende Zellpellet in 150
pl Puffer C aufsuspendiert und fiir 10 Minuten auf Eis gestellt. Danach wurden die
Proben mit je 150 ul Puffer D versetzt und 10 Minuten lang bei 95°C gekocht und
wahrenddessen geschiittelt. Danach wurden sie auf kleine Aliquots verteilt und bis

zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

Bendtigte Losungen fiir die Proteinisolierung:

Puffer A Tris/HCI (pH 7,9) 10 mM 1 ul
KCl1 60 mM 447 mg
EDTA 1 mM 37 mg
bei 4°C mehrere Monate haltbar

24



4 Methoden

Puffer B EDTA pH 8,0 1,5 mM 3pl
DTT 1 mM 10 @l
EGTA 1 mM 5 pl
5-Glycerophosphat 50 mM 50 pl
NaF 50 mM 50 pul
NaPyrophosphat 25 mM 100 pl
NaOrthovanadat 1 mM 5 ul
Leupeptin 2 pg/ml 2 ul
Pepstatin A 2 pg/ml 2 ul
Aprotinin 2 pg/ml 1 ul
Puffer A 772 pl

vor jeder Anwendung frisch hergestellt

Puffer C NP40 0,40% 40 pl
Chymostatin 100 pg/ml 5 pul
Bestatin 10pg/ml 2 pl
E64 3ug/ml 1l
1,10 Phenathrolin ~ 1mM 1ul
Puffer B 951 pl

vor jeder Anwendung frisch hergestellt

Puffer D Glycerin 20% 10 ml
Tris/HCI (pH 6,8) 125 mM 5 ml
SDS 4% 2g
2-Mercaptoethanol 10% 5 ml
Bromphenolblau 0,02% 10 mg
ad HoOpigest 50 ml

4.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Proteinen wurde die diskontinuierlichen Gelelektrophorese
nach Laemmli verwendet [178]. Ublicherweise erfolgte die Herstellung der SDS-Gele
am Vortag der Elektrophorese. In der vorliegenden Arbeit wurden Stammldsungen
von Trenngel mit einer Acrylamidkonzentration von 12,5 % (v/v) und von Sammel-
gele mit einer Konzentration von 5 % (v/v) verwendet. Die Herstellung der Trenn-

und Sammelgele erfolgte nach unten aufgefiihrtem Schema.
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Benétigte Losungen fiir die Herstellung von Trenn- und Sammelgelen:

zugegebene Losung 12% Trenngel 5% Sammelgel
Trenngelstammlosung (12 %) 6 ml
Sammelgelstammlosung (5 %) 5 ml
TEMED 6 ul 5 4l

APS (10%) 30 pl 40 pl

Fiir die Anfertigung des Trenngels wurde die Trenngelstammlésung mit Ammoni-
umpersulfat (APS) und N,N N’ N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) vermischt.
Die Losung wurde unverziiglich in eine hierfiir vorbereitete Gelkammer iiberfiihrt,
mit Isopropanol iiberschichtet und fiir 30 Minuten ruhen lassen. Im Anschluss wur-
de das Isopropanol abgegossen, die verbleibenden Reste wurden mit Filterpapier
aufgesogen. Das Sammelgel wurde nach dem oben aufgefiihrten Schema hergestellt
und luftblasenfrei auf das nun verfestigte Trenngel gegossen. In das Gel wurde zur
Formung von Probetaschen ein Kamm gedriickt und erneut fiir 30 Minuten ruhen
lassen. Anschliefslend wurde die Gelkammer mit dem Kamm in feuchte Papierhand-
tiicher geschlagen und iiber Nacht im Kiihlschrank zur vollstindigen Polymerisie-
rung aufbewahrt. Am nachfolgenden Tag wurden die feuchten Tiicher entfernt und
die Gelkammer in eine Elektrophoresekammer eingespannt. Die Kammer wurde mit
Laemmli-Elektrodenpuffer (1x) gefiillt, der Kamm vorsichtig entfernt und die Pro-
betaschen mit dem Puffer ausgespiilt. Die zuvor bei -80°C gelagerten Proteinlysate
wurden aufgetaut, 10 Minuten lang bei 95°C erhitzt, gevortext und auf Eis gestellt.
Entsprechende Mengen der Proben wurden in die entsprechenden Probetaschen des
Gels aufgetragen, als Molekulargewichtsstandard dienten 5 ul ,Kaleidoscope Pre-
stained Standard”. Zum Einlaufen in das Sammelgel wurde eine Spannung von 60 V
angelegt, danach wurde auf 100 V erhéht. Sobald die Proben das Sammelgel durch-
laufen hatten, wurde die Spannung auf 110-120 V angehoben. Die Elektrophorese

wurde beendet, sobald die Lauffront den unteren Rand des Gels erreicht hatte.

Benétigte Losungen fiir SDS-Polyacrylamid-Gele:

Sammelgelpuffer Tris/HCI (pH 8,8) 06M 30¢g
HoOpidest ad 500 ml

Trenngelpuffer Tris/HCI (pH 8,8) 1,M 90,83¢g
H2Opidest ad 500 ml

SDS (10 %) SDS 0%  10g
H2Opigest ad 100 ml
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Ammoniumpersulfat (10%) Ammoniumpersulfat 10% 100 mg
H2Opidest ad 1 ml

vor jeder Anwendung frisch hergestellt

Laemmli-Elektrodenpuffer Tris 40mM 15g
(5-fach)
Glycin 0,95M 216g
SDS 0,50% 15¢g
HoObidest ad 3000 ml

Trenngelstammlosung 12%  Sammelgelpuffer -

Trenngelpuffer 25 ml
SDS 10% 1 ml
Acrylamid 30% 40 ml
HoOpidest ad 100 ml
Sammelgelstammlésung 5% Sammelgelpuffer 25 ml
Trenngelpuffer -
SDS 10% 1 ml
Acrylamid 30% 16,65 ml
HoOp;idest ad 100 ml

4.2.3 Western Blot

Der Western Blot ist ein Verfahren, wodurch Proteine auf eine Trigermembran
transferiert werden. Hierbei wird das mittels SDS-PAGE aufgetrennte Proteinge-
misch mit Hilfe eines Halbtrockenverfahren auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF)
- Membran iibertragen [179|. Hierzu wurde eine Halbtrockenzelle von Biometra (Got-
tingen, Deutschland) verwendet. Die PVDF-Membran sowie Filterpapiere wurden
auf die Groke des SDS-Gels zurechtgeschnitten. Die Filterpapiere wurden jeweils
in Puffern A, B und C getriankt, die PVDF-Membran 2 Minuten lang in Methanol
geschwenkt und mit Puffer B angefeuchtet. Es wurden auf die Anode, also den un-
teren Teil der Halbtrockenzelle, drei Lagen in Puffer A, dann drei Lagen in Puffer B
getrankter Filterpapiere und die PVDF-Membran aufeinander gelegt. Anschliefend
wurde das aus der Gelkammer vorsichtig geldste SDS-Gel auf die Membran gebettet
und mit drei Lagen in Puffer C getrinktem Filterpapier bedeckt. Dabei wurde dar-
auf geachtet, dass keine Luftblasen zwischen den einzelnen Schichten verbleiben. Die

Schichten wurden mit der Kathode, dem oberen Teil der Halbtrockenzelle, verschlos-
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sen und eine Stromstérke von 0,8 mA /cm? der Gelfléiche fiir 30-45 Minuten angelegt.

Benétigte Losungen fiir den Western Blot:

Puffer A Tris/HCI (pH 10,4)  0,3M 36,3 g
Methanol 20% 200 ml
HoOpidest ad 1000 ml

Puffer B Tris/HCI (pH 10,4) 25mM 3,03 ¢g
Methanol 20% 200 ml
HsOvidest ad 1000 ml

Puffer C Capronsiure (pH 7,6) 4mM 52¢g
Methanol 20% 200 ml
Hgobidest ad 1000 ml

4.2.4 Immunfirbung von Western Blots

Nachdem der Transfer des gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteingemisches auf
die PVDF-Membran erfolgt war, wurde die Membran vorsichtig von den Filter-
papieren genommen, sofort in eine 5 %-ige Magermilchlésung iiberfiihrt und iiber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Immunférbung erfolgte am néchsten Tag. Die PVDF-
Membran wurde mit in 5%-iger Magermilchlosung verdiinntem Primérantikorper
1,5 Stunden geschwenkt und im Anschluss drei Mal 10 Minuten in ,/Tris-buffered
saline (TBS) and Tween 20¢ (TBST)-Puffer gewaschen. Der sekundére Antikorper,
der fiir den Isotyp des priméren Antikorpers spezifisch und Peroxidase-gekoppelt
war, auch mit 5 %-iger Magermilchlosung verdiinnt und die Membran darin fiir eine
Stunde geschwenkt und im Anschluss wieder drei Mal 10 Minuten mit TBST-Puffer

gewaschen.

Benotigte Antikorper fiir die Immunfarbung:

Antikorper Verdiinnung
anti-#-Aktin (human) 1:2500
anti-phospho-Akt (Ser473) (human) 1:2000
anti-phospho-p38 MAP-Kinase (Thr180/Thr182) (human) 1:2000
anti-ikBa (human) 1:2000
anti-IgG (HRP-konjugiert) (rabbit) 1:2000
anti-IgG (HRP-konjugiert) (mouse) 1:2000
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Die ECL (enhanced chemiluminescence)-Arbeitslosung wurde wie unten aufge-
fiihrt hergestellt und die PVDF-Membran nach dem letzten Waschschritt fiir 1,5
Minuten ihr zugegeben. Die durch diesen Vorgang ausgeloste Chemilumineszenz
wurde durch das Auflegen eines Films, je nach Signalstirke fiir 1 Sekunde bis 30
Minuten, detektiert.

Benétigte Losungen fiir die ECL-Farbung

TBS-Puffer Tris/HCI (pH 7.4) 0,38 M 458 ¢
(10-fach) H2Obidest ad 2000 ml
TBST-Puffer TBS-Puffer (10-fach) 100 ml
Tween 20 0,10% 1 ml
Hgobidest ad 1000 ml
Magermilch 5% Magermilchpulver 5% 5g
TBST-Puffer ad 100 ml
ECL - Lésung A Luminol 250 mM 100 mg
HQObZ‘dest ad 2 ml
ECL - Losung B p-Coumarinséure 90 mM 14,76 mg
DMSO ad 1 ml
ECL - Lésung C Tris/HCI (pH 8.5) 1M 12,11 g
H2Obidest ad 100 ml
ECL - Mix ECL-Lésung A 2 ml
ECL-Lésung B 0,89 ml
ECL-Lésung C 20 ml
HoObidest ad 200 ml
ECL - ECL- Mix 5 ml
Entwickluingslésung Wasserstoffperoxid HoOs  30% 1,5 ul
Re-Blot Mild Solution Re-Blot Mild Solution 1 ml
(1-fach) (10-fach)
H2Obidest ad 10 ml
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4.2.5 Densitometrische Auswertung der Western Blots

Nach Entwicklung der Filme wurde mit Hilfe des Densitometers ,Molecular Dy-
namics* (GE Healthcare, Miinchen) die Stirke der Chemilumineszenz-induzierten

Filmfiarbung relativ zur Hintergrundfirbung ermittelt.

4.3 Immunologische Methoden

4.3.1 Bestimmung von Zytokinen im Zellkulturiiberstand

Zur Bestimmung von Zytokinen in Zellkulturiiberstdnden wurden ,sandwich“-ELISAs
verwendet. Bei dieser Art des ELISAs ist eine feste Phase, beispielsweise eine Mi-
krotiterplatte, mit einem Priméarantikorper, an den das zu untersuchende Antigen
spezifisch bindet, beschichtet. Hierdurch wird das Antigen an die feste Phase fixiert.
Ein Enzym-konjugierter Detektionsantikorper wird nun hinzugegeben, der wiederum
selbst spezifisch an das gesuchte Antigen bindet. Unspezifisch gebundene Detektions-
antikérper werden durch einen Waschschritt entfernt. Ein zugegebenes chromogenes
Substrat wird vom Enzym zu Farbstoff umgewandelt. Die Farbintensitat gibt Riick-
schluss auf die Konzentration des zu detektierenden Antigens [180]. Hierfiir wurden
die Kulturiiberstéande reifer dendritischer Zellen abgenommen und bis zur Bestim-
mung bei -20°C eingefroren. Die Analyse erfolgte mittels ,DuoSet ELISA“ nach
Angaben des Herstellers (R&D Systems, Wiesbaden). Diese Experimente erfolgten
mit, freundlicher Unterstiitzung von Alice Peuker aus der Arbeitsgruppe Prof. Dr.

Marina Kreutz, Universitdt Regensburg.

4.3.2 Mixed Lymphocyte Reaction (MLR)

Bei der allogenen himapoetischen Stammzelltransplantation (HSZT) erkennen frem-
de Spender-T-Lymphozyten die HLA-Antigene der antigenprisentierenden Zellen
des Empfangers. Unter diesen Umstinden wird die T-Zelle aktiviert und proliferiert
unter Sekretion proinflammatorischer Zytokine [82, [86]. Diese Situation lisst sich in
vitro mit Hilfe der Gemischten Lymphozytenreaktion (mized lymphocyte reaction,
MLR) konstruieren [181]. Hierzu werden antigenprésentierende Zellen wie zum Bei-
spiel reife dendritische Zellen (DC) als Stimulator- mit allogenen T-Lymphozyten
als Effektorzellen zusammen inkubiert. Sowohl die dendritischen Zellen als auch die
T-Lymphozyten wurden aus Leukapherisaten gewonnen. DCs wurden aus Monozy-
ten aus Fraktion III der Gegenstromzentrifugation laut Kapitel differenziert,
allogene T-Lymphozyten wurden aus Fraktion Ila der Gegenstromzentrifugation
gewonnen (siehe Kapitel .1.1]). Fiir die MLR wurden reife dendritische Zellen in
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einer 1:2 -Verdiinnungsreihe in eine 96-well-Platte ausgesit und je 10° allogene T-
Lymphozyten hinzugefiigt. Zur Kontrolle wurden dendritische bzw. T-Zellen allein
kokultiviert. Um den Einfluss verschiedener Substanzen auf die Proliferation der
T-Zellen zu testen, wurden die Vitaminvorstufen von Vitaminen A und D entspre-
chend der unten aufgefiihrten Konzentrationen hinzugefiigt. Die Platten wurden
abzentrifugiert und anschliefend fiir fiinf Tage bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert.
Nach der Inkubationszeit wurde zu den Kokulturen *H-Thymidin in einer Dosis von
je 0,5 mCi pro well gegeben und weitere 18 Stunden inkubiert. Darauthin wurden die
Zellen mittels einem Wallac-Harvester auf 96-well-UniFilter-Platten iibertragen, die
freie Radioaktivitat durch Waschen der Filter entfernt, mit 50 ul Szintillationslosung
iiberschichtet und mit TopSeal-A-Folien verschlossen. Die Analyse der Proliferati-
onsrate erfolgte mit Hilfe des Wallac Betaplate-Counter. Diese Experimente wurden
freundlicherweise mit Unterstiitzung von Alice Peuker aus der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Marina Kreutz durchgefiihrt.

Hinzugegebene Vitaminkonzentrationen:

e 25(OH) Vitamin D3 5 x 1078 M/ml
e Retinol 1075 M/ml
e Retinal 1076 M/ml

4.3.3 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren zur Analyse von Zellgréfe, -granularitit
und unterschiedlichen phianotypischen Eigenschaften. Hierfiir werden die Zellen und
ihre zu analysierenden Bestandteile im Vorfeld mit fluoreszenzmarkierten Antikor-
pern gefiarbt. Die Zellen werden vom Durchflusszytometer einzeln angesaugt und
fliefen hintereinander durch eine ,Flusszelle“, die mit fokussiertem Licht angestrahlt
wird. Je nach Grofe, Granularitdt und angefarbter Farbe lenken die Zellen dann den
Lichtstrahl um, was von Laserdetektoren registriert wird. Diese Lichtstreuung wird
dann aufgezeichnet und in Diagramme verarbeitet, wonach man Riickschliisse auf

verschiedene Eigenschaften der Zelle ziehen kann [182).

4.3.3.1 Aldehyddehydrogenasefirbung

Zum quantitativen Nachweis der Aldehyddehydrogenase-Aktivitat in dendritischen
Zellen wurde das ALDEFLUOR™™_Kit der Firma Stemcell Technologies, Grenoble,
verwendet. Die Zellen wurden sieben Tage lang mit GM-CSF und I1.-4 differenziert

und im Anschluss fiir zwei Tage mit verschiedenen bakteriellen Bestandteilen ein-
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zeln oder in Kombination fiir zwei Tage inkubiert. Das Kit beinhaltet das Reagenz
BODIPY™ - Aminoacetaldehyd (BAAA), welches ein fluoreszierendes, nichttoxi-
sches Substrat fiir die Aldehyddehydrogenase (ALDH) ist und frei durch die Wand
intakter und lebender Zellen diffundiert. Im Anwesenheit von ALDH wird das Sub-
strat BAAA zu BODIPY?M- Aminoacetat (BAA) umgesetzt, welches nicht mehr aus
der Zelle diffundieren kann und sich ansammelt. Die Menge des Fluoreszenzreakti-
onsprodukts ist proportional zur ALDH-Aktivitit der Zellen und wird mittels Durch-
flusszytometrie gemessen. Ein ALDH-Inhibitor, Diethylaminobenzaldehyd (DEAB),
wurde zu den Kontrollproben hinzugegeben, um die Hintergrundfluoreszenz mes-
sen zu kénnen. Das aktivierte BAAA-Reagenz wurde strikt nach Produktanweisung
hergestellt. Dabei wurde das inaktive BODIPY?™. Aminoacetaldehyd-Diethylacetat
(BAAA-DA) in die aktive Form BODIPY?M- Aminoacetaldehyd (BAAA) {iberfiihrt
und in 20 pl Aliquots bei -20 °C eingefroren. Die gewaschenen stimulierten dendri-
tischen Zellen wurden in jeweils zwei Polystyrolréhrchen mit der Endmenge von 0,5
Millionen {iberfiihrt. Je eines der beiden Réhrchen wurde mit dem ALDH-Inhibitor
DEAB versetzt und diente der Kontrolle. Anschliefsend wurde in alle R6hrchen das
aktive Substrat BAAA hinzugefiigt, kurz aufsuspendiert und dann fiir 45 Minuten
bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. Darauthin wurden die Zellen bei 300 g und 4 °C fiir
sieben Minuten abzentrifugiert. Nachdem der Uberstand verworfen wurde, wurden
die Zellen in je 500 pl Aldefluor Assay Buffer aufgenommen und bis zur Messung auf
Eis gestellt. Die Messung wurde mit dem Durchflusszytometer LSR II von BD Bios-
ciences und in freundlicher Unterstiitzung von Dr. Katrin Singer und Andrea Kaiser

der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Marina Kreutz, Universitat Regensburg, durchgefiihrt.

4.3.3.2 Analyse von T-Lymphozyten

Zur durchflusszytometrischen Analyse von T-Zellen wurden einerseits die Oberflé-
chenantigene CD3, CD4, CD8 sowie CD25 und das intrazellulire FOXP3, anderer-
seits wurden als Aktivitdtsmarker intrazelluldre Zytokine bestimmt. Mit 10 ng/ml
Lipopolysaccharid gereifte dendritische Zellen (10%) mit allogenen T-Lymphozyten
(105) in 96-well-Mikrotiterplatten in RPMI 1640 mit 5%-igem AB-Serum verteilt.
51078 M/ml 25(OH) Vitamin D3, 10" M /ml Retinal und 10~" M /ml Retinol wur-
den hinzugefiigt, mit Hilfe von einer Pipette aufsuspendiert und fiir fiinf bis sieben
Tage bei 37 °C inkubiert. Am Tag der Farbung wurde ein Teil der Zellen geerntet,
bei 400 g fiir 4 Minuten zentrifugiert, gezdhlt und je 0,5 Millionen Zellen in 5 ml
Polystyrolrohrchen iiberfiithrt und mit FACS-Puffer gewaschen. Fiir die Zytokinfar-
bung wurden T-Zellen mit PMA (20 ng/ml) und Ionomycin (1 pg/ml) aus dem
,BD CytoFix/Cytoperm”™ _Plus- /Fixation/Permeabilization Kit“ (BD Biosiences,
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Heidelberg), welche die Zellen zur Zytokinproduktion stimulierten, versetzt. Durch
die Zugabe von GolgiStop wurde die Freisetzung der Zytokine verhindert. Nach fiinf
Stunden Inkubationszeit bei 37 °C wurden die Zellen geerntet, mit FACS-Puffer
gewaschen und fiir die Oberflaichen- und intrazellulidre Zytokinfarbung in Polysty-

rolrohrchen bereitgestellt.

Benétigte Antikorper fiir die Farbung von T-Lymphozyten; ,FACS-Panel“ :

Fiarbung FITC | PE APC | V450 | PE-Cy7
Oberflichenfarbung CD3 CDla CD25 | CD4 | CD8
Zytokinfarbung IFN~ | IL2 Cbh3 | CDh4 | CD8
FOXP3-Farbung CD3 FOXP3 CD25 | CD4 | CD8
FOXP3-Isotypkontrolle | CD3 RatlgGe, | CD25 | CD4 | CDS8

Antikorper und ihre Menge fiir die Farbung von T-Lymphozyten:

Spezifitit Isotyp | Klon Herkunft | Konjugation | Menge
CD1la IgGy T6 Maus PE 1,5 pl
CD3 IgGy UCHT1 Maus APC 10 pl
CD4 IgGy RPA-T4 Maus V450 5 pl
CDs8 IgGy SK1 Maus PE/Cy7 1,5 ul
CD25 IgGy 2A3 Maus APC 5 pul
FOXP3 IgGo, PCH101 Ratte PE 2,5 ul
FOXP3-Isotyp- | IgGe, | PCHI101 Ratte PE 2,5 pl
Kontrolle

IFN~ IgGy B27 Maus FITC 2,5 pl
IL-2 IgGo, | MQI1-17H12 | Ratte PE 2,5 ul

4.3.3.2.1 Oberflichenantigenfarbung Zur Oberflichenfarbung von T-Lympho-
zyten wurde ein Mastermix fiir die bendtigte Anzahl der Proben aus den benétigten
Antikorpern hergestellt und dann auf alle T-Zellen verteilt. Die Proben wurden fiir
30 Minuten bei 4 °C im Dunkeln inkubiert und anschliefsend mit FACS-Puffer ge-
waschen. Nach diesem Schritt war die Oberflichenfarbung fertig, auf die dann die

Intrazelluldrfirbung folgte.
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Benétigte Losungen zur Herstellung des FACS-Puffers:

FACS-Puffer PBS 500 ml
AB-Serum-Pool 2% 10 ml

4.3.3.2.2 Intrazellulire FOXP3-Farbung Zur Farbung des intrazelluldren

FOXP3-Proteins, eines Transkriptionsfaktors, der charakteristisch fiir T,,-Lympho-
zyten ist, wurden die oberflichengefarbten Zellen mit je 1 ml der Fix/Perm-Losung
des ,FOXP3 Fix/Perm Buffer Sets“ von BioLegend, San Diego, versetzt und fiir
20 Minuten bei 4°C inkubiert. Anschliefend wurden die Réhrchen abzentrifugiert,
der Uberstand verworfen und die Zellen mit 1 ml Perm-Puffer, nach Herstelleran-
leitung angefertigt, gewaschen. Eine Hilfte der R6hrchen wurde mit dem FOXP3-
Antikorper, die andere Hilfte mit dem IgG2a Isotyp versetzt. Nach einer Inkubati-
onszeit von 30 Minuten bei 4°C wurden die Zellen zweifach mit je 1 ml Perm-Puffer
gewaschen, in 500 pl FACS-Puffer aufgenommen und bis zur Messung auf Eis ver-

wahrt.

4.3.3.2.3 Intrazellulire Zytokinfirbung Nach der Oberflichenfarbung (s.o.)
wurden die Zellen mit 500 pl Fixation /Permeabilisation-Losung versetzt und bei 4°C
fiir 30 Minuten inkubiert. Danach wurden alle Zellen mit dem Perm/Wash-Puffer
gewaschen und mit den fluoreszenzmarkierten Antikérpern gegen IL-2 und IFN-v
versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei 4°C wurden die Zellen
erneut mit Perm/Wash-Puffer gewaschen und anschliefend in 500 pl FACS-Puffer
aufgenommen. Bis zur Messung wurden die Proben auf Eis aufbewahrt. Die Zytokin-
firbung erfolgte mit Hilfe des ,BD CytoFix/Cytoperm”™-Plus-/Fixation/Permeabi-
lization Kits“ (BD Biosiences, Heidelberg). Der Perm/Wash-Puffer wurde nach Ge-

brauchsanleitung angefertigt.

4.4 Molekularbiologische Methoden

4.4.1 Isolierung RNNA

Fiir die Analyse der Genexpression reifer dendritischer Zellen erfolgte zunéchst eine
RNA-Isolierung. Hierfiir wurden reife DCs in 15 ml iiberfiihrt und bei 4°C und 300
g fiir sieben Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen
wurden mit eiskaltem PBS gewaschen und in 1,5 ml-Reaktionsgefifie iiberfiihrt. Mit
Hilfe des ,RNeasy Mini-Kits“ oder des ,RNeasy Midi-Kits“ wurde nach Hersteller-
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angaben (Qiagen, Hilden) die RNA isoliert. Mittels Nanodrop ND 1000 wurde die

Konzentration der isolierten RNA photometrisch untersucht.

4.4.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Durch das Verfahren der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction,
PCR) werden sequenzspezifische DNA-Fragmente in vitro amplifiziert. Wahrend
wiederholtem Erhitzen und Abkiihlen werden mit Hilfe einer hitzestabilen DNA-
Polymerase, sequenzspezifischen Oligonukleotid-Primern und einer DNA-Vorlage
(template) zahlreiche Kopien des zu untersuchenden DNA-Abschnitts generiert [183].
In der vorliegenden Arbeit wurde zur quantitativen Analyse der Genexpression eine
spezielle Form der Polymerase-Kettenreaktion verwendet - die real-time quantita-
tive Polymerase-Kettenreaktion (RT-qPCR). Hierfiir wurde die in DCs exprimierte
RNA durch eine reverse Transkription (RT) in komplementére (copy) DNA (cDNA)
umgeschrieben, da die bei der PCR eingesetzten DNA-Polymerasen keine RNA am-

plifizieren kdnnen.

4.4.2.1 Reverse Transkription

Um komplementire DNA (¢cDNA) zu generieren, wurde die isolierte Gesamt-RNA
dendritischer Zellen mit einer reversen Transkriptase (aus einem murinen Leukimie-
Virus, Stamm Moloney, M-MLV), unterschiedlichen Deka-Nucleotid-Primern mit
zufilliger Sequenz (random-decamer-Primer) und 2’-Desoxyribonucleosid-5’-triphos-
phaten (ANTPs) mit einem Gesamtvolumen von 20 pl in einem PCR-Thermocycler

inkubiert.

Reaktionszusammenstellung fiir die Reverse Transkription:

RT-Reaktion: Gesamt-RNA 0,5 pg
random-decamer-Primer 1wl
dNTPs (je 10 uM) 1l
H2Ovusp ad 15 pl

5 Minuten bei 65 °C inkubiert, auf Fis gestellt, abzentrifugiert.

M-MLV-Puffer (5 x) 4 pl
2 Minuten bei 42 °C inkubiert.

M-MLV Reverse Transkriptase 1 ul
50 Minuten bei 42 °C, anschlieffend 15 Minuten bei 70 °C inkubiert.
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4.4.2.2 ,,real time* quantitative PCR

Nach der Generierung von cDNA erfolgte die RT-qPCR. Bei dieser Methode wird
ein Farbstoff verwendet, der sich in doppelstringige DNA einlagert und gebunden
fluoresziert. Nach jedem PCR-Zyklus wird die Fluoreszenz, die proportional zur
Menge der amplifizierten DNA ist, mittels eines PCR-Gerats ermittelt. Fiir jede
gemessene Probe berechnet das PCR-Gerédt einen Wert, bei dem die Fluoreszenz
signifikant den Wert der Hintergrundfluoreszenz iibersteigt. Dieser Wert wird ,cycle
threshold“ (ct)-Wert genannt. Durch die Ermittlung von ct-Werten in Proben mit
bekannten cDNA-Mengen wurde eine Standardgerade erstellt, anhand welcher dem

ct-Wert der Proben eine relative cDNA-Menge zugeordnet werden konnte.

4.4.2.2.1 Reaktionsansatz von RT-qPCR Fiir die RT-qPCR wurde der ,Quan-
tifast SYBR Green-Kit* (Qiagen, Hilden) verwendet. cDNA wurde in einem Ver-
héltnis von 1:5 bzw. 1:10 in HyOpgp verdiinnt und nach dem unten aufgefiihrten
Pipettierschema in PCR-Platten mit 96 Vertiefungen in einem Volumen von 10 ul
angesetzt.

Die PCR-Platte wurde mit einer Siegelfolie verschweifst, kurz abzentrifugiert und
im Realplex Mastercycler EpGradient S verschlossen. Die RT-qPCR wurde dann
nach dem unten aufgefithrten Programm durchgefiihrt. Dieses Experiment wurde
mit freundlicher Unterstiitzung von Frau Romy Freund der Arbeitsgruppe Prof. Dr.
Marina Kreutz, Universitdt Regensburg, durchgefiihrt.

Reaktionsansatz fiir die RT-qPCR-Reaktion:

RT-qPCR-Reaktion

QuantiFast SYBR Green-Mischung (2 x) 5 pl
c¢DNA (1 :5 bzw. 1 : 10 verdiinnt) 1l
Sense-Primer 10 uM 0,5 pl
Antisense-Primer 10 kM 0,5 pl
H2Opss 3 pl
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Programm fiir die ,real-time“ quantitative Polymerase Kettenreaktion:

PCR-Schritt Temperatur  Zeit
1 Zyklus  Initiales Aufschmelzen 95°C 5 min
Aufschmelzen 95°C 8s
45 Zyklen  y-bridisierung, Flongation 60°C 20 s
95°C 15s
1 Zyklus  Schmelzkurve 65°C 15s

65-95°C 10 min

4.5 Statistische Auswertung

Aus den erhaltenen Messwerten wurden Mittelwerte gebildet und Standardfehler
der Mittelwerte (standard error of means, SEM) errechnet. Zur Berechnung der Si-
gnifikanz zwischen zwei unabhéngigen Stichproben wurde der ungepaarte Student’s
t-test mittels der Software ,GraphPad Prism 5 verwendet. p-Werte > 0,05 wur-
den als nicht signifikant (n.s.) gewertet. Ein p-Wert von < 0,05 galt als statistisch
signifikant (%), < 0,01 als sehr signifikant (%), <0,001 als hochsignifikant (sx).
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5.1 Einfluss bakterieller Bestandteile auf die Funktion

dendritischer Zellen

Reife dendritische Zellen spielen eine entscheidende Rolle in der Induktion der Graft-
versus-Host Reaktion [82, |89, 90]. Da sie im Gastrointestinaltrakt in Kontakt mit
unterschiedlichen Bakterien kommen, wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht,
welchen Einfluss bakterielle Komponenten einzeln bzw. in Kombination auf dendri-
tische Zellen besitzen. Hierfiir wurden humane Monozyten n vitro sieben Tage mit
IL-4 und GM-CSF sowie in An- und Abwesenheit von TGF-3 zu unreifen dendri-
tischen Zellen (iDCs) kultiviert. Im Anschluss wurden die bakteriellen Bestandteile
Lipopolysaccharid (LPS), Flagellin (Flag), Muramyldipeptid (MDP) und Lipotei-
chonséure (LTA) und ihre Kombinationen hinzugegeben und die Zellen fiir zwei Tage
inkubiert.

Im Folgenden werden reife dendritische Zellen je nach verwendetem bakteriellen
Stimulus benannt: ,LPS-DCs“, ,Flag-DCs*, ,MDP-DCs"“, ,LTA-DCs"“, ,LPS-+Flag-
DCs*, ,LPS+ MDP-DCs“, ,LPS+LTA-DCs*, ,MDP+Flag-DCs* und ,MDP+LTA-
DCs".

5.1.1 Zytokinanalysen

Dendritische Zellen sezernieren nach Kontakt zu bakteriellen Zellbestandteilen ver-
starkt pro- und anti-inflammatorische Zytokine [10]. Bei diesen Zytokinen handelt es
sich unter anderem um die Interleukine (IL-) 12, IL-6 und IL-8 sowie Tumornekrose-
faktor-a (TNF-«), die eine verstérkte zelluldre Immunantwort induzieren [9, |14, |15
21}, 22, [184]. Das Interleukin 10 hingegen ist ein Modulator des Immunsystems und
supprimiert die Sekretion von IL-12 |16/-20|. Fiir die Analyse der Zytokinsekretion
wurden humane Monozyten mit 224 U/ml GM-CSF sowie 144 U/ml IL-4 zu unreifen
dendritischen Zellen kultiviert und im Anschluss fiir zwei Tage mit 10 ng/ml LPS,
100 ng/ml Flag, 100 ng/ml MDP und 100 pg/ml LTA einzeln sowie in der Kombina-
tion mit LPS bzw. MDP inkubiert. Danach wurden die Zellkulturen abzentrifugiert
und der Uberstand mittels ,sandwich“-ELISAs quantitativ auf die Zytokine IL-12,
IL-10, IL-6, IL-8 und TNF-a untersucht.
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Abb. 5.1: IL-12- und IL-10-Sekretion nach Stimulation mit bakteriellen Be-
standteilen Aus Monozyten differenzierte iDCs wurden 48 h mit 10 ng/ml LPS, 100
ng/ml Flag, 100 ng/ml MDP und 100 pg/ml LTA einzeln und in Kombination inku-
biert. Im Kulturiiberstand wurden die Zytokine mittels ELISA bestimmt. I1L-12- und
IL-10-Sekretion nach kombinierter Stimulation mit LPS (A) + (C) bzw. MDP (B)
+ (D). Dargestellt sind die Mittelwerte aus n = 6 Experimenten + SEM. Die statisti-
sche Analyse erfolgte mittels Student’s t-test (unpaired, two-tailed; xp < 0,05; sxxp <

0,001.)

Wie Abbildung [5.1] A verdeutlicht, fithrte die Kombination von LPS mit verschie-
denen bakteriellen Stimuli nur bei MDP zu einer signifikanten Steigerung der 11.-12-
Sekretion in dendritischen Zellen relativ zu LPS-DCs; LPS+MDP-DCs sezernierten
sowohl zu MDP als auch LPS alleine signifikant vermehrt IL-12. Die Kostimulation
mit LPS+Flag fithrte zwar zu einer signifikanten Erhohung der IL-12-Sekretion im
Vergleich zu Flag alleine, gegeniiber LPS hingegen liefs sich kein Unterschied in der
Produktion von IL-12 beobachten. Die Kombination von LTA mit LPS bewirkte ei-
ne zu LPS alleine tendenziell erhéhte I1.-12-Konzentration in Zellkulturiiberstéinden
(Abb. A). Die Kombination von MDP plus Flag bzw. LTA fiihrte gegeniiber
Flag bzw. LTA alleine zu keiner Verdnderung, MDP plus LTA hingegen induzierte
im Verhéltnis zu MDP alleine tendenziell hohere IL-12-Konzentrationen (Abb.
B).

Abbildung[5.1]C veranschaulicht, dass die Kombination von LPS mit Flag bzw. MDP
eine gegeniiber Flag bzw. MDP alleine leichte Erhéhung der IL-10-Konzentration
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Abb. 5.2: IL-6-, IL-8 und TNF-Sekretion nach Stimulation mit bakteriellen
Bestandteilen Aus Monozyten differenzierte iDCs wurden 48 h mit 10 ng/ml LPS,
100 ng/ml Flag, 100 ng/ml MDP und 100 pg/ml LTA einzeln und in Kombination
inkubiert. Im Kulturiiberstand wurden die Zytokine mittels ELISAs bestimmt. IL-6-,
IL-8 und TNF-Sekretion nach kombinierter Stimulation mit LPS (A) + (C) + (E)
bzw. MDP (B) + (D) + (F). Dargestellt sind die Mittelwerte aus n — 6 Experimenten
+ SEM. Die statistische Analyse erfolgte mittels Student’s t-test (unpaired, two-tailed;
*p < 0,05.)

herbeifiihrte. Die Kombination von MDP plus Flag bzw. LTA bewirkte hingegen
eine geringfiigig gesteigerte IL-10-Produktion im Vergleich zu Flag bzw. LTA alleine
(Abb. D). Die IL-6-Konzentration in den Kulturiiberstinden wurde durch LPS
plus Flag, MDP bzw. LTA im Vergleich zu Flag, MDP bzw. LTA alleine tendenziell
erhoht (Abb. A). MDP hingegen reduzierte in Kombination mit Flag und er-

hohte in Kombination mit LTA die IL-6-Konzentration tendenziell im Vergleich zu

40



5 Ergebnisse

Flag bzw. LTA alleine (Abb. 5.2| B). Die Kostimulation LPS plus MDP steigerte die
Sekretion von IL-8 im Vergleich zu MDP alleine hochsignifikant, wihrend LPS in
Kostimulation mit Flag bzw. LTA keinen Effekt auf die IL-8-Konzentration gegen-
iiber den einzelnen bakteriellen Bestandteilen hatte (Abb. [5.2|C). Wie in Abbildung
D dargestellt, induzierte die Kombination von MDP mit Flag bzw. LTA eine si-
gnifikante Konzentrationssteigerung von IL-8 im Vergleich zu MDP, nicht jedoch zu
Flag bzw. LTA alleine. Die Konzentration von TNF-« in Kulturiiberstdnden wurde
bei der Kombination von LPS mit MDP im Vergleich zu MDP alleine signifikant
und im Vergleich zu LPS alleine tendenziell gesteigert. Im Vergleich zu den einzel-
nen Stimuli Flag bzw. LTA bewirkte die Kombination aus LPS mit Flag bzw. mit
LTA keine Anderung der TNF-a-Sekretion (Abb.[5.2 E). Auch die kombinierte Sti-
mulation von Flag bzw. LTA mit MDP verursachte keine Konzentrationsianderung
im Vergleich zu Flag bzw. LTA alleine (Abb. F).

Insgesamt ist LPS fiir die untersuchten Zytokine der potenteste Stimulus. Nur
in Kombination mit MDP zeigte sich im Falle des IL-12 eine signifikante synergis-
tische Steigerung. Ein Trend fiir diesen synergistischen Effekt konnte auch in der
Sekretion von IL-10 sowie TNF-a, nicht aber bei I1.-6 oder IL-8, beobachtet werden.
Die Kombination von Flag bzw. LTA mit MDP bewirkte in der Zytokinsekretion
keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu den jeweiligen einzelnen Stimuli,
im Verhdltnis zu MDP alleine zeigte sich eine tendenziell h6here Produktion der

untersuchten Zytokine.

5.1.2 Zytokinanalysen unter TGF-4-Einfluss

Da TGF-f ein wichtiger Faktor in der Induktion tolerogener DCs ist [42|, wurde
der Einfluss von TGF-3 auf die Zytokinsekretion reifer DCs untersucht. Hierfiir
wurden humane Monozyten mit 224 U/ml GM-CSF, 144 U/ml IL-4 sowie in An-
bzw. Abwesenheit von TGF-f sieben Tage lang kultiviert. Die so gewonnenen DCs
wurden mit 10 ng/ml LPS; 100 ng/ml Flag, 100 ng/ml MDP und 100 ug/ml LTA
einzeln sowie in Kombination fiir 48 Stunden inkubiert. Im Anschluss wurden die
Zellkulturen abzentrifugiert und ihr Uberstand mittels ,sandwich“-ELISAs auf die
Zytokine 1L-12, IL-10, IL-6, I1.-8 und TNF-« untersucht.

DCs, die unter dem Einfluss von TGF-§ kultiviert worden sind, sezernierten, un-
abhéngig von ihrer Stimulation mit bakteriellen Bestandteilen, kaum IL-12 (Abb.
A). Zwar wurde die IL-10-Sekretion durch DCs durch den Einfluss von TGF-f
auch vermindert, es zeigte sich aber keine nahezu vollkommene Suppression wie bei
IL-12. Daraus lasst sich folgern, dass die Einwirkung von TGF-/3 zu einer deutlichen
Verschiebung des Verhéltnisses von 11.-12 zu I1.-10 in Richtung I1.-10 fiithrt. TGF-£8
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Abb. 5.3: IL-10- und IL-12-Sekretion in Abhingigkeit von der An- und Ab-
wesenheit von TGF-3 bei der Kultivierung von DCs Aus Monozyten differen-
zierte iDCs wurden 48 h mit LPS (10 ng/ml), Flag (100 ng/ml), MDP (100 ng/ml) und
LTA (100 pg/ml) einzeln und in Kombination inkubiert. Die Kulturiiberstinde wurden
mittels ELISAs auf IL-12 (A) und IL-10 (B) analysiert. Abgebildet sind Mittelwerte
aus n = 3 Experimenten (fiir LTA, LPS+LTA und LTA+MDP mit TGF-g n = 2). Die
statistische Analyse erfolgte mittels Student’s t-test (xp < 0,05; **p < 0,01; sxxp <

0,001).

zeigte eine schwichere supprimierende Wirkung auf die Sekretion der Zytokine 1L-6
und IL-8 (Abb. A und B). Die Sekretion von TNF-a durch TGF-g-behandelte
DCs zeigte sich gegeniiber unbehandelten DCs wiederum tendenziell vermindert
(Abb. C).

Zusammenfassend sezernierten DCs, die mit TGF-/ kultiviert worden sind, deut-
lich geringere Mengen der untersuchten Zytokine, ausgenommen IL-6 und IL-8. Fer-

ner zeigte sich eine gegeniiber 11.-12 héhere Sekretion von IL-10 als bei unbehandel-

ten DCs.
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Abb. 5.4: IL6-, IL-8 und TNF-Sekretion dendritischer Zellen unter TGF-53-
Einfluss Mit TGF-$5 7 Tage lang differenzierte iDCs wurden 48 h mit den bakteriellen
Stimuli 10 ng/ml LPS, 100 ng/ml Flag, 100 ng/ml MDP und 100 pg/ml LTA einzeln
und in Kombination gereift. Die Kulturiibersténde wurden mittels ELISAs auf IL6, IL8
und TNF analysiert. Abgebildet sind Mittelwerte aus n > 3 Experimenten + SEM (fiir
LTA, LPS+LTA und LTA+MDP mit TGF-8 n = 2). Die statistische Analyse erfolgte
mittels Student’s t-test (xp < 0,05; xxp < 0,01).

5.1.3 Untersuchung der Signalwege bakterieller Liganden

Der Inhibitor von kB «a (IkBa), die Mitogen-aktivierte Proteinkinase p38 und die
Proteinkinase B (Akt) sind zentrale Bestandteile der Signalkaskaden von ,/Toll-like*
sowie NOD-like Rezeptoren und werden, je nach bakteriellem Liganden, unterschied-
lich stark aktiviert. Dies resultiert im Folgenden in einer Aktivierung oder einer Sup-
pression von Transkriptionsfaktoren [8) 44, 46, 48-53, 185|. Zur Analyse des Effekts
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Abb. 5.5: Einfluss von TLR- und NOD2-Liganden auf die Expression von
IkBa Aus humanen Monozyten differenzierte iDCs wurden 10 und 30 min mit LPS,
Flag, MDP und LTA einzeln und kombiniert gereift. Als Kontrollen dienten 0, 10 und 30
min inkubierte iDCs. Im Proteinlysat wurde die Expression von [kBa mittels Western-
Blots (A) analysiert. Densitometrische Analyse der Blots einzelner (B) und kombinier-
ter Stimuli (C). Dargestellt sind Mittelwerte aus den zu S-Aktin relativen Signalinten-
sitdten dreier Experimente £ SEM (fiir LTA und LPS+LTA n = 2). Die statistische
Berechnung erfolgte mittels Student’s t-test (xp < 0,05; #**p < 0,001).

unterschiedlicher bakterieller Bestandteile auf diese Signalmolekiile wurden aus hu-
manen Monozyten mittels 224 U/ml GM-CSF und 144 U/ml IL-4 sieben Tage lang
differenzierte iDCs mit 10 ng/ml LPS, 100 ng/ml Flag, 100 ng/ml MDP, 100 ug/ml
LTA einzeln sowie in Kombination fiir 10 und fiir 30 Minuten inkubiert. Als Kontrol-
le dienten iDCs, die 0, 10 und 30 Minuten ohne Zusatz inkubiert wurden. Danach
erfolgte eine Proteinisolierung. Anschliefend wurde mittels Western Blots die in-
trazellularen Mengen von IxBa, phospho-p38 (P-p38) sowie phospho-Akt (P-Akt)
analysiert und densitometrisch ausgewertet.

Wie die Abbildungen [5.5|A,[5.6|A und 5.7 A verdeutlichen, zeigten sich Unterschie-
de in den intrazelluliren Mengen der Signalproteine nach 30 Minuten am starksten.
Lipopolysaccharid und Flagellin induzierten eine zu iDCs signifikante Inhibition von
IxkBa und eine deutliche Induktion von phospho-p38 sowie phospho-Akt (Abb.
B, B und [5.7| B). Muramyldipeptid sowie Lipoteichonséure bewirkten hingegen
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Abb. 5.6: Einfluss von TLR- und NOD2-Liganden auf die Expression von
phospho-p38 Aus humanen Monozyten differenzierte iDCs wurden 10 und 30 min mit
LPS, Flag, MDP und LTA einzeln und kombiniert gereift. Als Kontrollen dienten 0, 10
und 30 min inkubierte iDCs. Im Proteinlysat wurde die Expression von P-p38 mittels
Western-Blots (A) analysiert. Densitometrische Analyse der Blots einzelner (B) und
kombinierter Stimuli (C). Dargestellt sind Mittelwerte aus den zu S-Aktin relativen
Signalintensitéiten dreier Experimente £ SEM (fiir LTA und LPS+LTA n = 2). Die
statistische Berechnung erfolgte mittels Student’s t-test (xxp < 0,01; ##*p < 0,001). Im
dargestellten Blot sind mit ,,X*“ markierte Proben nicht gemessen worden.

eine zur unstimulierten Kontrollkultur &hnliche Mengen der drei Signalproteine. Die
Kombination von LPS mit Flag, MDP bzw. LTA rief ein zu LPS dhnliches Signal
hervor (Abb. [5.5/C und [5.7/C). Interessanterweise konnte bei der Kostimulation LPS
plus LTA gegeniiber LLPS alleine tendenziell weniger phopho-p38 detektiert werden,
was fiir einen negativen Effekt von TLR2-Signalen auf den TLR4-induzierten p38-
Signalweg spricht (Abb. 5.6 C).
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Abb. 5.7: Einfluss von TLR- und NOD2-Liganden auf die Expression von
phospho-Akt Aus humanen Monozyten differenzierte DCs wurden 10 und 30 min mit
LPS, Flag, MDP und LTA einzeln und kombiniert gereift. Als Kontrollen dienten 0, 10
und 30 min inkubierte iDCs. Im Proteinlysat wurde die Expression von P-Akt mittels
Western-Blots (A) analysiert. Densitometrische Analyse der Blots einzelner (B) und
kombinierter Stimuli (C). Dargestellt sind Mittelwerte aus den zu (-Aktin relativen
Signalintensitéiten dreier Experimente £ SEM (fiir LTA und LPS+LTA n = 2). Die
statistische Berechnung erfolgte mittels Student’s t-test (xp < 0,05).

5.1.4 Analyse der Genexpression in dendritischen Zellen

Vitamin A wird in dendritischen Zellen durch eine Alkoholdehydrogenase zunéchst
zu Retinal umgewandelt. Um den aktiven Metaboliten Retinsdure aus Retinal her-
zustellen, exprimieren DCs Retin-Aldehyddehydrogenasen. Es wird zwischen den
Retin-Aldehyddehydrogenasen 1 (RALDH1 bzw. ALDH1AI1), 2 (RALDH?2 bzw.
ALDHI1A2) und 3 (RALDH3 bzw. ALDH1AS3) unterschieden, deren Expression
im Mausmodell unter anderem durch TLR-Liganden induziert werden kann |39
143|144} 146, 147]. Die dadurch produzierte Retinséure kann sowohl auto- als auch
parakrin die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine reduzieren und die Differen-
zierung regulatorischer T-Zellen fordern [146, 148, |150|. Ferner wird TGF-5 mit
Retinséure ein synergistischer Effekt zugeschrieben [149]. Aus diesem Grund war es

interessant, auch die Wirkung von TGF-5 auf den Metabolismus von Vitamin A
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Abb. 5.8: Genexpression der Retin-Aldehyddehydrogenasen in reifen DCs in
An- und Abwesenheit von TGF-3 Aus humanen Monozyten in An- bzw. Abwesen-
heit von 10 ng/ml TGF-5 7 Tage lang differenzierte iDCs wurden mit 10 ng/ml LPS, 100
ng/ml Flag, 100 ng/ml MDP sowie 100 pug/ml LTA einzeln und in Kombination fiir 48
h gereift. Danach erfolgten eine RNA-Isolierung und eine Polymerase-Kettenreaktion.
Dargestellt sind Expressionen von ALDHIA1 (A), ALDHIA2 (B) und ALDHI1AS
(C), relativ zur 18S rRNA-Expression. Abgebildet sind die Mittelwerte aus n = 3 Ex-
perimenten + SEM (fiir LTA und MDP+LTA n = 1). Die statistische Analyse erfolgte
mittels Student’s t-test (xp < 0,05; xxp < 0,01; relativ zu iDCs ohne TGF-{).

zu untersuchen. Um den Einfluss von bakteriellen Stimuli sowie von TGF-$ auf die
Genexpression der Aldehyddehydrogenasen zu analysieren, wurden humane Mono-
zyten mit 224 U/ml GM-CSF, 144 U/ml IL-4 in An- bzw. Abwesenheit von 10 ng/ml
TGF-f sieben Tage lang inkubiert. Die so differenzierten iDCs wurden mit 10 ng/ml
LPS, 100 ng/ml Flag, 100 ng/ml MDP und 100 pxg/ml LTA einzeln sowie in Kombi-
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nation fiir 48 Stunden inkubiert. Im Anschluss wurde ihre RNA isoliert und mittels
yreal-time* quantitativer Polymerase-Kettenreaktion analysiert. Dabei wurden alle
gemessenen Expressionslevel auf die Expression von 185 rRNA normalisiert.

Alle bakteriellen Liganden 16sten eine Herabregulation der ALDH1A1-Genex-
pression im Vergleich zur unstimulierten Kontrollgruppe aus (Abb. A). TGF-
pB-behandelte dendritische Zellen exprimierten gegeniiber unbehandelten DCs ge-
ringfiigig hohere Mengen an ALDHIA1-RNA. Wie in Abbildung B dargestellt,
wurde von stimulierten DCs gegeniiber iDCs, ausgenommen MDP-DCs, tendenziell
mehr ALDH1A2 exprimiert, im Vergleich hierzu wiesen TGF-S-behandelte den-
dritische Zellen weniger ALDH1A2-RNA auf. ALDH1A3 wurde von dendritischen
Zellen, die mit LPS oder Flag bzw. der Kombination mit LPS stimuliert wurden, im
Vergleich zu iDCs tendenziell erhoht exprimiert. Die Genexpression von ALDHIAS3
wurde in LPS-DCs und LPS plus Flag, MDP bzw. LTA durch die Vorbehandlung
mit TGF-3 tendenziell weiter erhoht (Abb. C). Insgesamt zeigte sich keine deut-
liche Regulation in der Genexpression von Aldehyddehydrogenasen durch bakterielle
Komponenten bzw. TGF-£.

5.1.5 Aktivitdt von Aldehyddehydrogenasen

Durch die Expression von Retin-Aldehyddehydrogenasen kénnen DCs Retinsdure
produzieren, das eine wesentliche Rolle in der Modulation des Immunsystems ein-
nimmt [39, (143} 144} 146, [147].

Anlehnend an die Analyse der Genexpression von Retin-Aldehyddehydrogenasen
wurden in vorliegender Arbeit reife DCs auf die Aktivitit der Aldehyddehydro-
genasen in einer Kinetik untersucht. Hierfiir wurden humane Monozyten mit 224
U/ml GM-CSF und 144 U/ml IL-4 sieben Tage lang kultiviert. Die so gewonnenen
DCs wurden mit 10 ng/ml Lipopolysaccharid (LPS), 100 ng/ml Flagellin (Flag),
100 ng/ml Muramyldipeptid (MDP) und 100 pg/ml Lipoteichonsdure (LTA) ein-
zeln und in Kombination fiir einen, zwei bzw. drei Tage inkubiert. Nach der In-
kubationszeit wurden die Zellen fiir die durchflusszytometrische Bestimmung der
Aldehyddehydrogenasen-Aktivitit aufgearbeitet. Das ALDEFLUORT™_Kit detek-
tiert die Aktivitdt der unterschiedlichen ALDH-Familien unspezifisch und stellt sie
somit kumulativ dar [145].

Wie Abbildungen A und B verdeutlichen, besteht keine signifikante Aktivi-
tatsinderung der Aldehyddehydrogenasen durch den Kontakt zu bakteriellen Be-
standteilen. Die Untersuchung der Kinetik ergab eine tendenzielle Erhéhung der
Aldehyddehydrogenase-Aktivitit in zwei bzw. drei Tage gereiften DCs gegeniiber

DCs, die nur einen Tag stimuliert wurden. Diese Erhéhung fand sich hingegen nicht
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Abb. 5.9: Kinetik der Retin-Aldehyddehydrogenasen-Aktivitit Aus humanen
Monozyten differenzierte iDCs wurden mit LPS (10 ng/ml), Flag (100 ng/ml), MDP
(100 ng/ml) und LTA (100 pg/ml) und ihren Kombinationen 1, 2 bzw. 3 Tage lang
gereift. Im Anschluss wurden die DCs mit Hilfe des ALDEFLUOR™™-Asgsays gefirbt

und durchflusszytometrisch analysiert. Ubersicht iiber die Kinetik der ALDH-Aktivitét
reifer DCs, die einzeln (A) bzw. in Kombination (B) stimuliert wurden. Dargestellt
sind die Mittelwerte aus n > 4 Experimenten + SEM (fiir DCs mit einem Tag Stimu-
lationsdauer n = 2). Die statistische Analyse erfolgte mittels Student’s t-test.

bei unreifen DCs sowie bei MDP-DCs. In Anbetracht der ermittelten ALDH1A-
Genexpression konnte ferner kein nennenswerter Zusammenhang zwischen Expres-

sion und Aktivitdt der Aldehyddehydrogenasen festgestellt werden.
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5.2 Analyse der allogenen T-Zell-Antwort

Reife dendritische Zellen induzieren Proliferation und Differenzierung naiver T-
Lymphozyten. In der Graft-versus-Host Reaktion wirkt diese Interaktion zwischen
den DCs des Empféangers und den allogenen T-Zellen zum Nachteil des SZT- bzw.
KMT-Empfangers. Es kommt durch eine klonale Expansion von Tpyl-Zellen zur
Inflammation und Destruktion korpereigener Gewebe [82, (86, [88]. Die vorliegende
Arbeit beschéftigte sich aus diesem Grund mit der Mdoglichkeit, die T-Zell-Antwort
zu modulieren. Hierzu wurden sowohl der Einfluss von TLR- und NOD-Liganden,
von TGF-f und von den Vitaminvorstufen 25-Hydroxyvitamin D3, Retinal und Reti-
nol auf die DC-vermittelte Proliferation und Differenzierung naiver T-Lymphozyten

untersucht.

5.2.1 Analysen der T-Zell-Proliferation

5.2.1.1 DC-vermittelte T-Zell-Proliferation in Abhingigkeit von
bakteriellen Liganden und Vitaminvorstufen

Im Gastrointestinaltrakt kommen dendritische Zellen in Kontakt mit verschiede-
nen bakteriellen Bestandteilen und reifen. Im Anschluss migrieren sie in sekundére
lymphatische Organe und induzieren iiber zellvermittelte Mechanismen sowie kosti-
mulatorische Molekiile eine klonale Expansion der T-Lymphozyten [82-86).

Um den Einfluss der TLRs und des NOD2-Rezeptors auf die DC-vermittelte T-
Zell-Proliferation zu untersuchen, wurden humane Monozyten sieben Tage lang mit
224 U/ml GM-CSF und 144 U/ml IL-4 kultiviert. Die so gewonnenen DCs wur-
den mit unterschiedlichen bakteriellen Bestandteilen (10 ng/ml LPS einzeln oder
in Kombination mit 100 ng/ml Flag, 100 ng/ml MDP bzw. 100 ug/ml LTA) zwei
Tage lang inkubiert. Anschliefsend wurden die reifen DCs in absteigender Konzen-
tration mit 105 allogenen T-Lymphozyten fiir fiinf Tage in einer MLR kokultiviert.
Da reife DCs wichtige Enzyme zur Produktion von 1,25-Dihydroxyvitamin D3 und
Retinsdure exprimieren, wurden unter der Annahme, dass DCs Vitaminvorstufen
zu ihren aktiven Metaboliten umsetzen [117, [143] und dadurch einen Einfluss auf
die T-Zell-Proliferation besitzen konnten, 5 x 10 =% M/ml 25(OH) Vitamin Dj,
10" M/ml Retinal, 107 M/ml Retinol zur Kokultur hinzugegeben. Als Kontrolle
diente eine Kokultur aus DCs und T-Zellen. Die Proliferationsrate wurde anhand
des *H-Thymidineinbaus gemessen. Die Durchfiihrung und die Messung der Prolife-
rationsraten wurden freundlicherweise von Alice Peuker aus der Arbeitsgruppe Prof.

Dr. Marina Kreutz iibernommen.

20



5 Ergebnisse

Wie in Abbildung A dargestellt, bewirken LPS-DCs sowie LPS+Flag-DCs,
LPS+MDP-DCs bzw. LPS+LTA-DCs ahnliche T-Zell-Proliferationsraten. Auch der

Zusatz von Vitaminvorstufen zu den Kokulturen bewirkt keine nennenswerte An-
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Abb. 5.10: T-Zell-Proliferation in Abhingigkeit von unterschiedlich gereifter
DCs bei An- und Abwesenheit von Vitaminmetaboliten Aus humanen Mono-
zyten differenzierte iDCs wurden 48 h mit LPS bzw. seiner Kombination mit Flag,
MDP oder LTA gereift. Die reifen DCs wurden in absteigender Konzentration mit
10° allogenen T-Zellen und Vitaminvorstufen (25(OH) Vitamin Dj, Retinal, Retinol
bzw. ohne Zusatz) 5 Tage kokultiviert. Die Proliferationsrate wurde anhand des 3H-
Thymidineinbaus analysiert. Einfluss unterschiedlicher bakterieller Stimuli (A) sowie
von Vitaminmetaboliten auf die DC-vermittelte T-Zell-Proliferation, abhéngig von ih-
rer Reifung mit LPS (B), LPS+Flag (C), LPS+MDP (D), LPS+LTA (E). Dargestellt
sind die Mittelwerte (= SEM) von Triplikatmittelwerten aus n > 3 Experimenten.
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derung der Proliferation allogener T-Lymphozyten, unabhingig von der Reifung
dendritischer Zellen (Abb. B, C, D und E).

5.2.1.2 Einfluss von TGF-/ auf die T-Zell-Proliferation

Da TGF-f eine anti-inflammatorische Immunantwort begiinstigt, war es an dieser
Stelle interessant zu untersuchen, welchen Effekt TGF-£ auf die DC-vermittelte
klonale Expansion allogener T-Lymphozyten besitzt. Hierfiir wurden humane Mo-
nozyten mit 224 U/ml GM-CSF und 144 U/ml IL-4 sowie in An- und Abwesenheit
von 10 ng/ml TGF-3 sieben Tage lang kultiviert und die so gewonnenen DCs im
Anschluss mit 10 ng/ml LPS 48 Stunden lang inkubiert. Nach der Inkubationszeit
wurden 2 x 10% und 10* DCs mit 10° T-Zellen fiinf Tage lang kokultiviert. Ferner
wurde der Einfluss von Vitaminmetaboliten auf die T-Zell-Proliferation in Gegen-
wart von TGF-3 untersucht, indem 5 x 10 =8 M/ml 25(OH) Vitamin D3, 10~7 M /ml
Retinal, 1077 M/ml Retinol zur MLR-Kokultur hinzugegeben wurden. Die T-Zell-
Proliferation wurde anhand der *H-Thymidineinbaurate ermittelt. Die Messung der
Proliferationsraten wurde freundlicherweise von Alice Peuker aus der Arbeitsgruppe

Prof. Dr. Marina Kreutz iibernommen.
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Abb. 5.11: Mit TGF-g kultivierte DCs inhibieren die T-Zell-Proliferation
Aus humanen Monozyten in An- und Abwesenheit von TGF-4 differenzierte DCs
wurden 48 h mit LPS gereift. Anschliekend wurden 10* DCs mit 10° allogenen T-
Lymphozyten und 25(OH) Vitamin D3, Retinal bzw. Retinol fiir 5 Tage kokultiviert.

Die Proliferationsrate wurde anhand des 3H-Thymidineinbaus analysiert. Dargestellt
sind die Mittelwerte von technischen Replikaten (n — 6) zweier Experimente (A) +
(B). Die statistische Analyse erfolgte mittels Student’s t-test (xp < 0,05; s*xp < 0,001)

Wie Abbildung verdeutlicht, induzieren TGF-g-kultivierte DCs im Vergleich
zu unbehandelten DCs einen deutlichen Unterschied in der T-Zell-Proliferation, un-
abhéingig von den zugesetzten Vitaminvorstufen. Diese Wirkung zeigt sich ebenfalls

bei T-Zellen, die mit einer geringeren Menge an DCs kokultiviert wurden (nicht ab-
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5 Ergebnisse

gebildet). Die T-Zell-Proliferation wird durch den Zusatz der Vitaminmetaboliten

hingegen nicht signifikant beeinflusst.

5.2.2 Der Einfluss von Vitaminvorstufen auf T-Zelldifferenzierung unter
An- und Abwesenheit von TGF-(

4.01
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Abb. 5.12: Durchflusszytometrische Analyse von T-Zellen Aus humanen Mo-
nozyten differenzierte unreife dendritische Zellen wurden zwei Tage lang mit 10 ng/ml

Lipopolysaccharid gereift. 10 reife dendritische Zellen wurden mit 10° allogenen
T-Zellen kokultiviert, anschliefend mit Antikérpern gefirbt und durchflusszytome-
trisch analysiert. Abgebildet ist eine repréisentative Analyse des prozentualen Anteils
CD47CD25TFOXP3" Zellen aus n = 13 unabhéngigen Experimenten.

Die aktiven Vitaminmetaboliten 1,25-Dihydroxyvitamin D3 und Retinséure kon-

nen von DCs selbststdndig aus ihren Vorgéngern 25-Hydroxyvitamin D3 und Retinal
bzw. Retinol synthetisiert werden [39, [119-121}, 147, 148|. Beiden Metaboliten wird
zugeschrieben, eine DC-vermittelte T,.,-Zell-Differenzierung zu induzieren und die
Sekretion von IL-2 und IFN-vy zu hemmen |14} [125129, 146, {149, |150].
Zur Untersuchung des Einflusses von Vitaminvorstufen und TGF-3 auf die Diffe-
renzierung naiver T-Lymphozyten wurden humane Monozyten mit 224 U/ml GM-
CSF, 144 U/ml IL-4 und in An- bzw. Abwesenheit von 10 ng/ml TGF-5 sieben
Tage lang differenziert. Die so gewonnenen DCs wurden 48 Stunden mit 10 ng/ml
LPS inkubiert. Danach wurde eine MLR mit 10* LPS-DCs und 10° allogenen T-
Zellen sowie mit 5 x 10 = M/ml 25(OH) Vitamin D3, 1077 M/ml Retinal, 1077
M/ml Retinol bzw. keinem Zusatz fiir fiinf bis sieben Tage durchgefiihrt. Tm An-
schluss wurde eine Antikorperfirbung durchgefiihrt und die prozentualen Anteile
von CD47CD25TFOXP3" sowie IL-27 und IFN-y" der CD4" und CD8" T-Zellen
durchflusszytometrisch ermittelt. Abbildung zeigt eine reprisentative Analyse
der durchflusszytometrischen Ergebnisse.

Wie Abbildung A veranschaulicht, induzierte 25-Hydroxyvitamin D3 eine
gegeniiber der Kontrollkultur tendenziell erhdhte Differenzierung von CD4TCD25%
FOXP3*-Zellen. Ferner fiihrte es zu einem tendenziell geringeren Anteil Interferon-
~* und Interleukin 2% T-Zellen (Abb. B, C und D). Die Vitamin A-Vorstufen
Retinal und Retinol hatten keinen Effekt auf die T-Lymphozyten (Abb. .
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5 Ergebnisse

Unter TGF-§ differenzierte DCs induzierten unter CD4% T-Zellen eine signifikante
Erhohung des Anteils CD4TCD25TFOXP3" und einen deutlich geringeren Anteil
IL-2% sowie IFN-y" CD4" T-Zellen, unabhingig vom Zusatz (Abb. [5.13).
25-Hydroxyvitamin D3 reduzierte den Anteil IL-2t und IFN-y* CD8*% T-Zellen
(Abb. . Retinal sowie Retinol hatten dagegen keinen Effekt. In den Kokul-
turen mit TGF-4-DCs waren tendenziell weniger IFN~* bzw. IL-27 CD8" T-Zellen
vorhanden (Abb. [5.14)).

Des Weiteren wurde untersucht, ob eine vergleichbare Induktion FOXP3* T-Zellen
erreicht wird, wenn TGF-f statt zur DC-Differenzierung an Tag ,0“ zur MLR-
Kokultur an Tag ,,9° hinzugegeben wird. Hierfiir wurden humane Monozyten mit
224 U/ml GM-CSF, 144 U/ml IL-4 und in An- bzw. Abwesenheit von 10 ng/ml
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Abb. 5.13: TGF-3-behandelte DCs erh6hen den Anteil FOXP3" Zellen und
supprimieren den Anteil IL-27 sowie IFN-y" in CD4" T-Zellen Aus humanen
Monozyten in An- und Abwesenheit von 10 ng/ml TGF-3 7 Tage differenzierte DCs
wurden 48 h mit LPS gereift. Danach wurden 10* DCs und 10° allogenen T-Zellen ohne
Zusatz, mit 25(OH) Vitamin Dg, Retinal bzw. Retinol fiir 5 bis 7 Tage kokultiviert.
Im Anschluss wurden die Zellen mit Antikorpern gefarbt und durchflusszytometrisch
analysiert. Dargestellt ist der prozentuale Anteil FOXP3" (A), IL-2% (B), IFN-y* (C)
und IL-2 sowie IFN-yT (D) CD4*" T-Zellen. Abgebildet sind die Mittelwerte aus n >
6 Experimenten + SEM. Die statistische Berechnung erfolgte mittels Student’s t-test
(xp < 0,05; **xp < 0,01).
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Abb. 5.14: TGF-3-behandelte DCs erniedrigen den Anteil von IL-27 und
IFN-y* CD8" T-Zellen Aus humanen Monozyten in An- und Abwesenheit von 10
ng/ml TGF-3 differenzierte DCs wurden 48 h mit LPS gereift. Danach wurden 10%

DCs und 10° allogenen T-Zellen mit keinem Zusatz, 25(OH) Vitamin D3, Retinal bzw.
Retinol fiir 5 bis 7 Tage kokultiviert. Im Anschluss wurden die Zellen mit Antikérpern
gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt ist der prozentuale Anteil IL-
2% (A), IFN-y* (B) und sowohl IL-2 als auch IFN-y* (C) CD8* T-Zellen. Abgebildet
sind die Mittelwerte aus n > 6 Experimenten + SEM. Die statistische Berechnung
erfolgte mittels Student’s t-test (xp < 0,05).

TGF-3 (Zugabe an Tag ,0“) sieben Tage inkubiert. Die differenzierten DCs wurden
48 Stunden mit 10 ng/ml LPS gereift. Daraufhin wurden 10* TGF-8-DCs bzw. 10*
ohne TGF-2 differenzierte DCs mit 10° allogenen T-Zellen mit unterschiedlichen Zu-
siitzen (5 x 10 ~® M/ml 25(OH) Vitamin D3, 10~" M/ml Retinal bzw. 10~ M/ml
Retinol) und in An- oder Abwesenheit von TGF-3 (Zugabe an Tag ,9°) kokultiviert.
Nach fiinf bis sieben Tagen Inkubationszeit erfolgte eine Antikorperfirbung und eine
durchflusszytometrische Analyse auf CD4TCD257FOXP3" T-Zellen.

Wie Abb. p.15darstellt, induzierten TGF-S-behandelte DCs eine deutlich erhohte
Differenzierung FOXP3* T-Zellen, als DCs, denen TGF-/3 erst an Tag ,,9% zur MLR-
Kultur zugegeben worden ist. Diese Ergebnisse implizieren, dass TGF-£ durch den
Einfluss auf die DC-Differenzierung einen mafsgeblichen tolerogenen Effekt auf die
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kein TGF-B
mit TGF-B ab Tag 0 (Zugabe zur DC-Differenzierung)
mit TGF-p ab Tag 9 (Zugabe zur MLR-Kokultur)
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Abb. 5.15: Der Effekt von TGF-3 auf die Differenzierung von T,., Zellen in
Abhiingigkeit vom Zeitpunkt der Zugabe Aus humanen Monozyten differenzierte
DCs wurden 48 h mit LPS gereift. Im Anschluss wurden 10* DCs und 10° alloge-
ne T-Zellen mit 25(OH) Vitamin D3, Retinal, Retinol bzw. keinem Zusatz kokultiviert.
TGF-g wurde entweder an Tag .0 zur DC- oder an Tag 9 zur MLR-Kultur hinzugege-
ben. Als Kontrolle dienten DC- und MLR-Kulturen ohne TGF-3-Zusatz. Im Anschluss
wurden die Zellen mit Antikérpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Die
Abbildungen zeigen den prozentualen Anteil IL-27 (A), IFN-y+ (B) sowie IL-2TTFN-
vt (C) CD8' T-Zellen abhiingig vom Zeitpunkt der TGF-$-Zugabe. Abgebildet sind
Mittelwerte aus n > 3 Experimenten + SEM.

allogene T-Zell-Reaktion besitzt. Die Zugabe von TGF-§ zur Interaktion zwischen
DCs und T-Zellen und somit zur T-Zell-Aktivierung fiihrt zu keinem kurzzeitigen
Effekt auf die zellvermittelte Immunantwort.

Insgesamt zeigt TGF-£ den gréften Einfluss auf die DC-vermittelte T-Zell-Antwort
durch seine Wirkung auf die Differenzierung dendritischer Zellen. Im Vergleich zu rei-
fen DCs bewirken TGF-3-behandelte DCs keine Erhéhung der T-Zell-Proliferation.
Ferner reduzieren die den Anteil der fiir die inflammatorischen Zytokine IFN-vy und
IL-2 positiven CD4" und CD8' T-Zellen und induzieren eine erhohte Differenzie-
rung FOXP3*, also T,.,-Zellen. Einen vergleichbaren Effekt konnten weder 25(OH)
Vitamin D3, noch Retinal bzw. Retinol hervorrufen. LPS und seine Kombinati-
on mit anderen TLR- und NOD2-Liganden zeigten keinen Einfluss auf die T-Zell-

Proliferation.
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6 Diskussion

Bis heute ist die Graft-versus-Host Reaktion (GvH-Reaktion, GvHD) eine gefiirch-
tete Komplikation von Stammzellen- und Knochenmarktransplantationen. Dabei
spielt die Translokation bakterieller Komponenten durch eine geschidigte Epithel-
barriere und die durch sie induzierte Reifung dendritischer Zellen (dendritic cells,
DCs) eine wesentliche Rolle in der Induktion der GVH-Reaktion [82]. Im Folgenden
induzieren diese reifen dendritischen Zellen die allogene T-Zell-Antwort, die fiir den
zytotoxischen Gewebeuntergang verantwortlich ist. Den reifen DCs stehen toleroge-
ne DCs (tDCs) gegeniiber, die eine iiberschieffende Immunreaktion reduzieren oder
sogar verhindern koénnen [23-H26].

Aus diesem Grund befasste sich die vorliegende Arbeit mit der Generierung tole-
rogener dendritischer Zellen in wvitro. Hierbei wurden die Effekte von kombinierten
bakteriellen Bestandteilen auf die Funktion dendritischer Zellen, die Wirkung von
Vitamin A-Metaboliten auf die DC-vermittelte T-Zell-Antwort sowie der Einfluss
von TGF-f auf die Tolerogenitdt dendritischer Zellen untersucht.

6.1 Einfluss bakterieller Liganden auf die Reifung

dendritischer Zellen

Durch den Kontakt zu bakteriellen Bestandteilen reifen dendritische Zellen und fiih-
ren zu einer inflammatorischen T-Zell-Antwort. Da in vivo zumeist Mischpopulatio-
nen unterschiedlicher Bakterien vorzufinden sind, lag es nahe, den Effekt von kom-
binierten bakteriellen Komponenten auf dendritische Zellen zu analysieren. Dabei
wurden die Zytokinsekretion der pro-inflammatorischen Zytokine Interleukin (IL-)
12, IL-6, IL-8 sowie Tumornekrosefaktor (TNF-) o und des anti-inflammatorischen
Zytokins IL-10 untersucht. Des Weiteren wurde der Einfluss der bakteriellen Stimuli
auf die Aktivierung der NFxB-, MAP-Kinase p38- sowie Proteinkinase B (Akt)-
Signalwege analysiert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass der TLR4-Ligand Lipopoly-
saccharid (LPS) am effizientesten die Reifung von Monozyten abstammenden dendri-
tischer Zellen beziiglich der Sekretion inflammatorischer Zytokine sowie der Induk-
tion der oben genannten Signalkaskaden beeinflusste. Dies steht in Einklang mit bis-
her publizierten Arbeiten, die in der Literatur zu finden sind |66, 186-188|. Flagellin
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(Flag, TLR5-Ligand) induzierte in unseren Versuchen eine gegeniiber LPS stark ver-
minderte Zytokinsekretion, was mit den Ergebnissen von Means et al. und Dowling
et al. ibereinstimmt [187, [189]. Zwar konnten Tsujimoto et al. zeigen, dass Flagellin
ein potenter Stimulus zur DC-Reifung ist, sie setzten jedoch murine Knochenmark-
abstammende DCs (bone marrow-derived dendritic cells, BMDCs) und eine zehn-
bis hundertfach hohere Flag-Konzentration in ihren Versuchen ein [190]. Die Unter-
suchung des Effektes des NOD2-Rezeptorliganden Muramyldipeptid (MDP) alleine
auf dendritische Zellen zeigte keine deutliche Induktion von pro-inflammatorischen
Zytokinen sowie Induktion unterschiedlicher Signalwege. Das impliziert die wichtige
Rolle von MDP in der Erhaltung eines unreifen Phanotyps dendritischer Zellen und
somit ihrer Tolerogenitdt. Diese Erkenntnisse korrespondieren mit der aktuellen Li-
teratur [66, 68]. Lipoteichonséure (LTA, TLR2-Ligand) zeigte eine zu LPS dhnliche
Induktion der Signalprotein- und Zytokinproduktion in DCs. Im Gegensatz hierzu
fanden Kim et al. unter LTA-Stimulation unreifer dendritischer Zellen fehlende Rei-
fungsmerkmale sowie geringe Produktion der Zytokine TNF-«, IL-12 und IL-10 [65].
Im Unterschied zu unseren Versuchen jedoch zogen Kim et al. andere Kultivierungs-
und Differenzierungsschemata sowie eine gegeniiber unseren Experimenten zehn- bis
hundertfach geringere Konzentration an LTA heran.

In unseren Experimenten resultierte die Kombination von LPS mit Flag in zu LPS
vergleichbaren Zytokinprofil sowie Expression der Signalproteine. Dies entspricht
den Beobachtungen von Mékeld et al., obwohl im Vergleich zu uns in ihren Versuchen
LPS in einer zehnfach und Flag in einer fiinffach héheren Konzentration eingesetzt
worden ist [191].

In den Arbeiten von Fritz et al., Tada et al. und Magalhaes et al. wurde eine
synergistische Induktion der pro-inflammatorischen Zytokinsekretion von dendriti-
schen Zellen durch LPS+MDP verzeichnet [66, 68, 192]. Unsere Untersuchungen
zeigen auch eine tendenzielle synergistische Induktion von IL-12 und TNF-a sowie
IL-10, obgleich die genannten Arbeitsgruppen entweder verschiedene Zellpopulatio-
nen oder einen anderen Stimulus einsetzten (Fritz et al. verwendeten myeloide DCs
[66], Magalhaes et al. murine DCs [68] und Tada et al. das synthetische Lipid A als
TLR4-Liganden [192]).

Die Kombination LPS+LTA bewirkte in unseren Experimenten eine zu LPS-DCs
dhnliche Zytokinproduktion sowie Aktivierung der NFxB- und Akt-Signalkaskaden.
Die Kostimulation induzierte jedoch eine gegeniiber LLPS alleine geringere Induktion
der MAP-Kinase p38, was eine inhibitorische Wirkung von LTA auf diesen LPS-
induzierten Signalweg impliziert. Sato et al. konnten feststellen, dass der TLR2-

Signalweg die Expression von TLR4 in Makrophagen herunterreguliert [47]. Dies

o8



6 Diskussion

bestatigt, wenn auch in einem anderen Zelltyp, unsere Ergebnisse. Dem gegen-
iiber stehen die Daten von Hirata et al., die im Vergleich zur alleinigen TLRA4-
Stimulation eine synergistisch erhéhte Induktion der p38-MAP-Kinase und der IL-
10-Sekretion durch die kombinierte Stimulation dendritischer Zellen mit TLR4-
und TLR2-Liganden feststellten. Jedoch wurden in den genannten Arbeiten murine
BMDCs und Pam3sCSK, als TLR2-Ligand eingesetzt [64].

Die Kombination MDP+LTA bewirkte eine im Vergleich zu MDP alleine erhéhte
und zu LTA alleine dhnliche Zytokinsekretion. Synergistische Effekte dieser Kombi-
nation, wie sie von Kim et al. und Netea et al. beschrieben werden, konnten nicht
festgestellt werden. Allerdings setzten Kim et al. LTA in einer zehn- bis hundertfach
geringerer und MDP in einer bis zu zehnfach héherer Konzentration als wir und
Netea et al. den TLR2-Liganden Pam3Cys-KKKK ein |65} 67].

Die Fahigkeit, durch den Kontakt zu einzelnen TLR-Liganden gereifter dendri-
tischer Zellen T-Zellen zu aktivieren und ihre Expansion zu induzieren, wurde von
unterschiedlichen Autoren beschrieben [45, [193-195]. Im Bezug auf diese T-Zell-
Interaktion war es von Interesse, den Effekt von kombinierten bakteriellen Kom-
ponenten auf die DC-vermittelte Proliferation allogener T-Zellen mittels einer mi-
zed lymphocyte reaction (MLR) zu untersuchen. Hierbei konnten im Vergleich zu
LPS keine synergistischen Effekte auf die T-Zell-Proliferation durch LPS+Flag,
LPS+MDP bzw. LPS+LTA festgestellt werden. Dies impliziert, dass die T-Zell-
Interaktion durch LPS nicht durch die anderen bakteriellen Bestandteile verstarkt

oder vermindert werden kann.

6.2 Vitamin A /D-Metabolismus in humanen dendritischen

Zellen und sein Einfluss auf die T-Zell-Antwort

Retinsdure werden unterschiedliche Eigenschaften zugeschrieben. Einerseits kann
es pro-inflammatorische Immunreaktionen unterstiitzen [39} [156H159|, andererseits
wurden anti-inflammatorische Effekte beobachtet |14, |146] 148-151, [153H155]. Im
Rahmen der Graft-versus-Host Reaktion bestehen beziiglich Retinsdure auch ge-
gensitzliche Aussagen. Einerseits zeigt sich in den Experimenten von Chen et al.
unter dem Einfluss des Retinsdure-Agonisten eine Exazerbation [75], andererseits
wurde bei Nishimori et al. durch denselben Agonisten auch eine Abschwichung der
gastrointestinalen GvH-Reaktion beschrieben [163]. Beide Studien wurden an Maus-
modellen durchgefiihrt, Chen et al. untersuchten dabei den Effekt von Retinsdure

auf die akute, Nishimori et al. auf die chronische GvH-Reaktion. Aufgrund der wi-
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derspriichlichen Aussagen bleibt die Untersuchung von Vitamin A Mittelpunkt zahl-
reicher Studien.

Durch die Expression der 25-Hydroxyvitamin Ds-1a-Hydroxylase auf den Kontakt
zu bakteriellen Bestandteilen hin besitzen DCs die Fahigkeit, 25(OH) Vitamin Dj
zu 1,25(OH), Vitamin D3 umzuwandeln [118} 120, |196]. Der Einfluss der Vitamin
D-Metaboliten befihigt sie, regulatorische T-Zellen zu induzieren und die T gy 1-Zell-
Antwort zu inhibieren [16]. Beziiglich humaner dendritischer Zellen und der Wir-
kung der Vitamin A-Metaboliten Retinal und Retinol gibt die aktuelle Literatur
wenig Aufschluss. Aus diesem Grund war es interessant, den Metabolismus von Vit-
amin A in DCs und seinen Effekten auf die allogene T-Zell-Antwort zu untersuchen.
Unterschiedliche Autoren beschreiben eine durch den Kontakt zu bakteriellen Be-
standteilen ausgeloste Induktion der Kapazitit dendritischer Zellen, Retinsdure zu
produzieren [39, 143, (147, [197]. Manicassamy et al. konnten eine TLR2-, aber nicht
TLR4-abhéngige Induktion der ALDH1A1 und 1A2-Genexpression sowie eine Pro-
duktionserhthung von Retinséure durch DCs feststellen [146]. Allerdings wurden in
ihren Versuchen murine DCs und Zymosan als TLR-Ligand eingesetzt. Villablanca
et al. konnten eine Induktion der ALDH1A2-Expression durch den TLR2-Liganden
PamzCSK, in murinen DCs zeigen [197]|. Hurst et al. hingegen konnten in murinen
dendritischen Zellen eine Herunterregulation der ALDH1A-Genexpression sowie der
Aktivitat der Aldehyddehydrogenasen als Reaktion auf den Kontakt zu parasitiren
Bestandteilen verzeichnen [198].

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimente zeigten,
dass durch die Reifung humaner dendritischer Zellen, im Unterschied zu Vitamin
D, keine nennenswerte Regulation des Vitamin A-Metabolismus stattfindet. Es fand
sich keine deutliche Korrelation zwischen der Reifung dendritischer Zellen und der
Genexpression sowie der Aktivitdt der Retin-Aldehyddehydrogenasen. Dies konnte
auch von der Arbeitsgruppe Molenaar et al. festgestellt werden, die murine BMDCs
auf die TLR-induzierte RALDH-Expression untersuchten [199]. In unseren Versu-
chen verénderte sich die ALDH-Aktivitat ferner nicht in Abhéngigkeit der ein-, zwei-
bzw. dreitdgigen Stimulationsdauer mit bakteriellen Liganden. Zwar konnten Hurst
et al. in Mausen, die einer parasitire Infektion ausgesetzt worden sind, eine zeit-
lich abhéangige Aktivitdtsinderung der Aldehyddehydrogenasen beobachten, diese
fand jedoch erst nach 42 Tagen post infectionem statt [198]. Uberdies stellten sie
fest, dass sich der Anteil ALDH" DCs nicht signifikant verdnderte, wenn eine zu
geringe Konzentration an parasitiren Bestandteilen eingesetzt worden ist [198]. In

Anbetracht dieser Tatsache wére es fiir zukiinftige Untersuchungen interessant, die
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durch TLR- und NOD-Liganden induzierte ALDH-Aktivitdt in Abhéngigkeit der
eingesetzten Konzentrationen zu untersuchen.

Dariiber hinaus konnte in unseren Experimenten kein Einfluss der Retinséure-
Vorstufen Retinal und Retinol auf die T-Zell-Proliferation sowie die -Differenzierung
festgestellt werden. In Zusammenschau der Ergebnisse ist anzunehmen, dass huma-
ne dendritische Zellen weder durch ihre Reifung noch durch das Beisein der Vit-
amin A-Vorstufen ausreichend Retinsdure produzieren, um eine Wirkung auf die
T-Zell-Antwort zu besitzen. Die unterschiedlichen Aussagen der Literatur und der
vorliegenden Dissertation implizieren, dass sich nicht alle Erkenntnisse beziiglich des
Retinsdure-Metabolismus aus Mausmodellen problemlos auf den Menschen iibertra-
gen lassen [197, 200, 201].

Es ist bekannt, dass dendritische Zellen durch die Expression der 25-Hydroxy-
vitamin Djs-1la-Hydroxylase 25-Hydroxyvitamin Djs in seinen aktiven Metaboliten
1,25-Dihydroxyvitamin Dj iiberfithren kénnen [120, [196]. Unter dem Einfluss von
1,25(OH), Vitamin D3 kénnen dendritische Zellen eine verstirkte Induktion regula-
torischer T-Zellen bewirken, die eine wesentliche Rolle in der Abmilderung der GvHD
einnehmen [127, 128, 130134} [202|. Ferner sind reduzierte Konzentrationen von so-
wohl 1,25-Dihydroxyvitamin D3 als auch seinem Vorgénger 25-Hydroxyvitamin Dj
mit einem erhohten Risiko assoziiert, eine schwere GvH-Reaktion zu entwickeln [135]
203|. Im Hinblick auf diese Erkenntnisse untersuchten wir reife DCs auf ihre Féhig-
keit hin, durch die Metabolisierung von 25(OH) Vitamin D3 die T-Zell-Antwort zu
modulieren.

Wiéhrend sich bei der Untersuchung der DC-vermittelten T-Zell-Proliferation un-
ter 25(OH) Vitamin D3 kein nennenswerter Effekt beobachten lief, konnte im Be-
zug auf die Differenzierung FOXP3* T, -Zellen ein Trend zur Induktion durch den
Vitaminmetaboliten festgestellt werden. Ferner induzierten DCs im Beisein von 25-
Hydroxyvitamin D3 eine deutlich geringere Sekretion von IL-2 und IFN-v durch
T-Lymphozyten als DCs ohne den Vitaminvorgéinger. Jeffery et al. konnten auch
eine DC-vermittelte erhohte Induktion FOXP3" T-Zellen sowie verminderte Pro-
duktion inflammatorischer Zytokine durch die Wirkung von 25-Hydroxyvitamin Dj
zeigen |136], Karthaus et al. hingegen konnten eine im Unterschied zu unseren Daten
deutliche Inhibition der DC-induzierten T-Zell-Proliferation durch Vitamin D zeigen
[204]. Dies kann aber durch die Verwendung eines anderen Zelltyps sowie des aktiven
Metaboliten erklart werden. Im Unterschied hierzu stellten Penna et al. durch den
Zusatz von 1,25(OH), Vitamin D3 zur MLR. blof eine geringfiigige Anderung der T-
Zell-Proliferationsrate fest, wihrend IFN-y von CD4% T-Zellen signifikant weniger

sezerniert wurde [205]. Diese Diskrepanzen beziiglich der Proliferation allogener T-
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Zellen lassen sich jeweils durch einen abweichenden Versuchsaufbau erklaren, sodass
sich trotzdem schlussfolgern lisst, dass der Vitamin D-Stoffwechsel im Menschen

einen grofen Einfluss auf die Modulation der Immunantwort besitzt.

6.3 Einfluss von TGF-$ auf dendritische Zellen

TGF-f ist ein wichtiger Faktor in der Induktion sowohl tolerogener dendritischer als
auch regulatorischer T-Zellen |25, 40, 41}, (149, 151}, {164} 165]. Mutationen im TGF-f-
Signalweg gehen mit einer erhéhten Inflammation, letalen Multiorgan-Autoimmuni-
taten und mit akuten sowie chronischen Graft-versus-Host Reaktionen einher [166,
167,172, 206|. Geissmann et al. und Aiba et al. zeigten, dass die Inkubation von Mo-
nozyten mit [L-4, GM-CSF und TGF-f zur Differenzierung sogenannter Langerhans-
Zellen (langerhans cells, LCs) fiihrt [207, 208]. LCs sind eine Subpopulation den-
dritischer Zellen, die vor allem in der Epidermis aufgrund des Einflusses TGF-(-
sezernierenden Keratinozyten vorzufinden sind [209} 210|. Sie exprimieren auf den
Kontakt zu bakteriellen Bestandteilen hin wenig charakteristische Reifungsmerkmale
wie das Oberflichenglykoprotein CD83 und die Sekretion des pro-inflammatorischen
Zytokins IL-12, induzieren die Differenzierung von T,.,-Zellen und sind somit wich-
tig fiir Erhaltung der peripheren Toleranz [208, 211].

Auch die Erkenntnisse aus der vorliegenden Arbeit bekraftigen die tolerogene
Wirkung von TGF-3. Aus humanen Monozyten unter TGF-3 differenzierte DCs
(TGF-5-DCs), also LC-dhnliche Zellen, zeigten eine reduzierte Sekretion von IL-12,
TNF-a sowie I1.-8 und eine im Verhéltnis zu 11.-12 erhohte 11-10-Produktion. Dies
konnte auch in den Versuchen von Fantini et al., Li et al. und Fainaru et al. gezeigt
werden [41}, 168, 169).
Dariiber hinaus konnten wir beobachten, dass durch TGF-3-DCs die Proliferation
allogener T-Zellen ausblieb. Ferner induzierten TGF-/S-behandelte DCs gegeniiber
unbehandelten DCs einen signifikant hoheren Anteil CD4+tCD25TFOXP3* (T,4-)
Zellen. Dabei war der Zeitpunkt der TGF-3-Zugabe fiir die Induktion von regula-
torischen T-Zellen relevant, denn die Kultivierung dendritischer Zellen mit TGF-3
fithrte zu einem hoheren Anteil von T,¢,-Zellen und somit einem hoéheren immun-
suppressiven Potenzial, als die Zugabe von TGF-f zu schon gereiften dendritischen
Zellen. Eine Inhibition der T-Zell-Proliferation durch TGF-g-behandelte DCs konn-
te von Yang et al. [171], eine Induktion von T,.,-Zellen durch TGF-5-DCs konnte
von van der Aar et al. beobachtet werden [212].

Die Rolle von TGF-3 in der Tumorgenese wird in der aktuellen Literatur kon-

trovers diskutiert [213]. In unterschiedlichen Tumorgeweben konnten Mutationen in
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dem Signalweg von TGF-3 gezeigt werden [214]. Andererseits wurde schon vor 20
Jahren beschrieben, dass Tumorzellen selbst TGF-f5 sezernieren und dendritische
Zellen zur TGF-S-Produktion stimulieren. Sie induzieren hierdurch eine lokale und
systemische Immunsuppression, was eine Tumorinvasion und -metastasierung be-
glinstigt [215] [216]. Dariiber hinaus ist eine hohe Serumkonzentration von TGF-3
mit einer schlechten Prognose unterschiedlicher Tumorerkrankungen assoziiert [217-
221].

Die Experimente von Rajkovic et al. bestirken die Hypothese, dass TGF-(-
kultivierte DCs einen Einfluss auf die Tumorgenese besitzt. Sie konnten eine durch
LCs (TGF-f-differenzierte DCs) im Vergleich zu unbehandelten DCs erhéhte T1.-12-
Produktion sowie eine LC-vermittelte Induktion der IFN-v-Sekretion durch CD4"
T-Zellen beobachten. Daraus schlossen sie eine wichtige Funktion von LCs in der
Tumortherapie [222]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kénnen diese Theorie
nicht stiitzen, da bei der Interaktion mit naiven T-Zellen TGF-g-kultivierte DCs,
also LCs entsprechend, den Anteil der IL-2* und IFN-+* CD4% sowie CD8*" T-
Zellen reduzierten. Die Diskrepanz kénnte damit erkliart werden, dass Rajkovic et
al. TGF-f in geringerer Konzentration einsetzten und die so kultivierten LCs mit
einem pro-inflammatorischen Zytokin-Cocktail stimulierten [222]. Unsere Arbeiten
unterstiitzen die Aussage, dass TGF-f eine fiir das Tumorwachstum giinstige im-
munsupprimierende Umgebung kreiert, insbesondere durch die Induktion toleroge-
ner dendritischer Zellen bzw. Langerhans-Zellen.

Die Vitaminmetaboliten 25(OH) Vitamin D3, Retinal und Retinol konnten keine
zusatzliche tolerogene Wirkung auf die TGF-3-DC-induzierte T-Zell-Antwort be-
wirken. Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass TGF-3 das groftméglich induzierbare
tolerogene Potenzial dendritischer Zellen ausschopft. Dariiber hinaus konnte kein
synergistischer Effekt, der Retinsdure mit TGF-f5 zugeschrieben wird, durch seine
Vorgéanger festgestellt werden [151]. Das ldsst sich in Zusammenschau unserer Expe-
rimente darauf zuriickfiihren, dass die Vitamin A-Metaboliten Retinal und Retinol
von dendritischen Zellen nicht hinreichend zur metabolisch aktiven Retinsidure um-
gewandelt werden konnten.

Zusammenfassend ist in Anbetracht der Ergebnisse vorliegender Dissertation und
der aktuellen Studienlage anzunehmen, dass tolerogene DCs am effizientesten durch

TGF-S generiert werden konnen.
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7 Zusammenfassung

Das Immunsystem ist tagtéiglich an der Erhaltung eines Gleichgewichts zwischen
pro- und anti-inflammatorischen Prozessen beteiligt. Unterschiedliche Faktoren, wie
Infektionen, Tumore oder Allergene, kbnnen zu einer Dysbalance fithren. Anhand der
Graft-versus-Host Reaktion, in deren Induktion reife dendritische Zellen eine essen-
zielle Rolle einnehmen, wird ersichtlich, wie wichtig tolerogene dendritische Zellen
in der Abschwéchung einer Autoinflammation sind. Ziel der vorliegenden Arbeit war
aus diesem Grund die Generierung tolerogener DCs zu untersuchen.

Durch die Erkennung bakterieller Bestandteile iiber ,, Toll-like* und ,,NOD-like“
Rezeptoren (TLRs und NLRs) werden unterschiedliche Signalwege angestofen, die
zur pro-inflammatorischen Zytokinsekretion sowie zur Expression der Signalprote-
ine NFxB, MAP-Kinase p38 sowie Proteinkinase B (Akt) und damit zur Reifung
dendritischer Zellen fiihren. Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse der vorliegen-
den Arbeit, dass Lipopolysaccharid (LPS) im Vergleich zu Flagellin (Flag), Mu-
ramyldipeptid (MDP) bzw. Lipoteichonsiure (LTA) der effizienteste Induktor ei-
ner Inflammation ist. Zwar induzierten die Kombinationen LPS+Flag, LPS+MDP
bzw. LPS-+LTA gegeniiber LPS alleine dhnliche Zytokinprofile, Signalwegaktivierun-
gen und T-Zell-Proliferationen, LTA konnte jedoch eine tendenzielle Inhibition des
MAP-Kinase p38-Signalwegs bewirken, was auf eine hemmende Wirkung des TLR2-
auf den TLR4-Signalweg deutet. Der NOD2-Signalweg, der dafiir bekannt ist, den
unreifen Phénotyp dendritischer Zellen und damit ihre Tolerogenitit zu erhalten,
wurde von der TLR4-induzierten pro-inflammatorischen Immunantwort iiberlagert.
Im Hinblick auf die Sekretion der Zytokine 11-12, TNF-a und IL-10 konnte sogar
ein tendenziell synergistischer Effekt durch die Kombination LPS+MDP verzeichnet
werden.

Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass reife dendritische Zellen 25-Hydroxy-
vitamin D3 zu 1,25-Dihydroxyvitamin D3 metabolisieren und dadurch zu einer In-
duktion der T,.,- und einer Inhibition der Ty1-Zell-Antwort fiihren kénnen. Da
Retinséure, wie auch 1,25(OH), Vitamin Dg, tolerogene Effekte zugeschrieben wer-
den, lag es nahe, den Einfluss des Vitamin A-Metabolismus auf dendritische Zellen
zu untersuchen. Hierbei zeigte sich keine nennenswerte Regulation von Genexpres-
sion und Aktivitit der Retin-Aldehyddehydrogenasen (ALDH1A1, ALDH1A2 und
ALDHI1A3) durch bakterielle Liganden. Die Retinsdure-Vorstufen Retinal und Re-
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7 Zusammenfassung

tinol konnten keinen Einfluss auf die DC-vermittelte T-Zell-Proliferation und auf
die -Differenzierung ausiiben, was auf die nicht hinreichende Verstoffwechselung der
beiden Substrate zu ihrem aktiven Metaboliten Retinséure zuriickzufiihren ist. Da in
der aktuellen Literatur hinsichtlich des Vitamin A-Metabolismus in Mausmodellen
gegeniiber unseren Erkenntnissen an humanen moDCs widerspriichliche Aussagen
bestehen, deutet das darauf hin, dass diesbeziiglich Spezies-spezifische Unterschiede
existieren.

Transforming growth factor (TGF) -3 zeigte in der vorliegenden Dissertation den
effizientesten tolerogenen Effekt auf dendritische Zellen. TGF-3-behandelte DCs, die

gemif des verwendeten Kultivierungsschemas Langerhans-Zellen (LCs) entsprechen,

Monozyt
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14 TGF-B
Unreife Unstimulierte
Dendpritische Zelle LLangerhans®“- Zelle
LPS
LTA Flag
LPS+Flag MDP LPS
LPS+MDP
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Reile Tolerogene .
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Abb. 7.1: Kultivierung reifer und tolerogener DCs und ihr Effekt in der
Interaktion mit naiven T-Zellen Aus humanen Monozyten mittels GM-CSF und
IL-4 differenzierte iDCs reifen durch den Kontakt mit LPS und LTA sowie der Kombi-
nation unterschiedlicher bakterieller Liganden mit LPS. Reife DCs induzieren iiber die
Sekretion von 1L-12 die Differenzierung naiver T-Zellen zu Tgl-Zellen, die ihrerseits
die proinflammatorischen Zytokine IFN-y und IL-2 ausschiitten. 25(OH) Vitamin Dj
kann diese Sekretion tendenziell vermindern und die Induktion von T,..4-Zellen fordern.
Durch den Kontakt zu Flag bzw. MDP produzieren DCs deutlich geringere Mengen an
IL-12. Hieraus ergibt sich die Frage, ob Flag und MDP zu einer Differenzierung von to-
lerogenen DCs fiihren, die Einfluss auf die Induktion von T,.4-Zellen nehmen konnten.
Durch den Einfluss von TGF-f entwickeln sich aus humanen Monozyten LCs. Diese
bewirken durch die im Vergleich zu IL-12 erhdhte Sekretion von IL-10 eine erhohte
Differenzierung von FOXP3™" T,.4-Zellen und eine geringe Produktion an IFN-y und
IL-2.
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wiesen ein reduziertes inflammatorisches Zytokinprofil und eine im Vergleich zu IL-
12 erhohte Produktion des immunmodulierenden IL-10 auf. Sie bewirkten aufserdem
eine geringere Induktion der T-Zell-Proliferation und des Anteils IL-2" und IFN-
vt CD4" und CD8*" T-Zellen als reife unbehandelte DCs. Ferner fiihrten TGF-
B-kultivierte DCs zu einer erhéhten Differenzierung von regulatorischen T-Zellen
(Tyeg-Zellen) im Vergleich zu unbehandelten DCs und DCs, die erst wahrend der T-
Zell-Interaktion in Kontakt zu TGF-/ traten. Dies zeigt die Relevanz des Zeitpunkts
der TGF-B-Zugabe fiir die Generierung tolerogener DCs. Auf die Expression der
Aldehyddehydrogenasen in reifen dendritischen Zellen zeigte TGF-3 hingegen keine
signifikante Wirkung.

Tumorgewebe sezerniert TGF-5 und induziert eine immunsupprimierende Umge-
bung, die die Tumormetastasierung und -invasion begiinstigt. Die vorliegende Dis-
sertation stiitzt die Hypothese, dass Tumorzellen sich vor inflammatorischen Im-
munzellen schiitzen, indem sie durch die TGF-#-Produktion tolerogene dendritische
sowie T,.,-Zellen induzieren und die Ty 1-Zell-Antwort inhibieren.

Diese aus humanen Zellen gewonnenen Erkenntnisse zeigen die zentrale Rolle to-
lerogener DCs in Inflammation und Tumor. Insbesondere TGF-3-DCs bieten in Zu-
kunft interessante Ansétze zur Therapieentwicklung und zur Modulation der Graft-

versus-Host Reaktion sowie unterschiedlicher Tumorerkrankungen.
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