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25VD Calcidiol (25(OH)D3, 25(0OH)Vitamin D3, 25-Hydroxy-Vitamin-Ds)

9cisRA 9-cis-Retinsaure

ABC- ,»ATP binding cassette“-Transporter, Familie von Transmembranproteinen,

Transporter  die energieabhdngig Substrate lber die Zellmembran transportieren

ADH Alkohol-Dehydrogenase

aGvHD Akute GvHD (,graft versus host disease”)

AK Antikorper

ALDH Aldehyd Dehydrogenase

APC Antigenprdsentierende Zelle

APC(-Cy7) Allophycocyanin (Far'bstoff fl’jr Antikorper) bzw. .
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aSZT allogene Stammzelltransplantation

ATP Adenosintriphosphat
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CD ,,Cluster of Differentiation”
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cpm »,Counts” pro Minute (Zerfalle pro Minute)
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DAMP Schadigungs-assoziiertes  molekulares  Muster  (,damage-associated
molecular pattern”)

DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol
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DEAB Diethylaminobenzaldehyd
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FACS »Fluorescence Activated Cell Sorting”

FCS Fotales Kalberserum

FITC Fluoresceinisothiocyanat (Farbstoffkonjugat fiir AK)

FOXP3 ,Forkhead Box P3“, Transkriptionsfaktor regulatorischer Zellen

FSC ,forward s?atter”, Vorwartsstreulicht in der Durchflusszytometrie, abhangig
von der Grof3e der untersuchten Zellen

GM-CSF Granulozyten-Monozyten-Kolonie stimulierender Faktor

GvHD ,,Graft versus Host Disease”

GvL ,,Graft versus Leukemia“
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GvT ,,Graft versus Tumor”

HLA Humanes Leukozytenantigen

H,0, Wasserstoffperoxid

id. idem, hier ,,in derselben Konzentration“/,in denselben Konzentrationen*

iDC Unreife Dendritische Zelle (,immature dendritic cell“), in dieser Arbeit
mittels IL-4 und GM-CSF aus Monozyten gesunder Spender differenziert

IEL Intraepitheliale Lymphozyten

IFNy Interferony

IL Interleukin

IPEX Immundysregulations-Polyendokrinopathie-Enteropathie-X-
chromosomales-Syndrom

LPS Lipopolysaccharid

MALT Mucosaassoziiertes lymphatisches Gewebe

mDC Reife dendritische Zelle (,mature dendritic cell”)

MDP Muramyl-Dipeptid

MHC Haupthistokompatibilitatskomplex (,,Major Histocompatibility Complex“)

MLR Gemischte Lymphozytenreaktion (,Mixed Lymphocyte Reaction®)

MNC Mononukledre Zelle

MO Monozyt

MS Multiple Sklerose

NaCl Natriumchlorid

NLR NOD-ahnlicher Rezeptor (,NOD-like receptor®)

NOD Nukleotidbindende-Oligomerisationsdomane

NOD2 NOD-enthaltender Rezeptor 2

PD-1 Rezeptor auf T-Lymphozyten ,programmed-death-1“

PD-L1 Ligand des PD-1 , programmed-death-ligand 1

PAMP Pathogen-assoziiertes molekulares Muster (,,pathogen-associated molecular
pattern”)

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (,,Phosphate Buffered Solution®)

PE Phycoerythrin (Farbstoffkonjugat flir AK)

PE-Cy5 Tandgmfarbstoffkonjugat fir AK aus Phycoerythrin und dem
Cyaninfarbstoff 5

PE-Cy7 Tandgmfarbstoffkonjugat fir AK aus Phycoerythrin und dem
Cyaninfarbstoff 7

PFA Paraformaldehyd

PMA Phorbol-Myristat-Acetat

PRR Pathogenerkennungsrezeptor (,,pathogen recognition receptor”)

RA Retinsaure

RALDH Retinaldehyddehydrogenase

RAR Retinsaurerezeptor

RARE ,Retinoic Acid Response Elements”
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rpom »,Rotations per minute”

RPMI RPMI 1640 (Zellkulturmedium, Roswell Park Memorial Institute medium)

RT Raumtemperatur

RXR Retinoid-X-Rezeptor

SEM Standardabweichung des Mittelwerts (,,standard error of the mean”)

SNP Einzelnukleotidpolymorphismen (,,single nucleotide polymorphism”)

e »sideward scatter”, Seitwartsstreulicht in der Durchflusszytometrie, u.a.
abhangig von der Granularitat der untersuchten Zellen

Tem Zentrale Memory T-Zelle (,,central memory®)

TCR T-Zellrezeptor (, T-cell receptor”)

Tes Effektor-T-Zelle

Tem Effektor Memory T-Zelle

TGFB Transformierender Wachstumsfaktor B (,,transforming growth factor p*)

TGFB-DC ,TGFB Dendritische Zelle”, in dieset.’ Arbeit. mittels IL-4, GM-CSF und TGFj
aus Monozyten gesunder Spender differenziert

¥:1’7 T2, T-Helfer-1-Zelle, T-Helfer-2-Zelle, T-Helfer-17-Zelle

T-L T-Lymphozyt

TLR Toll-dhnlicher Rezeptor (, Toll-like-receptor”)

TN Naive T-Zelle

Treg Regulatorische T-Zelle

V450 Pacific Blue®, 6,8,Difluoro-7-Hydroxycoumarin (Farbstoffkonjugat fiir AK)

VDR Vitamin D Rezeptor

VDRE ,Vitamin D Response Elements”
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1. Einleitung

1.1. Das Immunsystem

Mikroorganismen wie Bakterien, Viren, Pilze und Parasiten, sowie die Entartung und
unkontrollierte Vermehrung korpereigener Zellen stellen eine stiandige Bedrohung fiir den
Menschen da. Eine ganze Reihe verschiedener Molekiile, Zellen, Gewebe und Organe, die
man zusammen als Immunsystem bezeichnet, sind darauf spezialisiert, diese Gefahr

abzuwenden [1, 2].

Den ersten Schutz gegen das Eindringen von Pathogenen bieten die chemisch-physikalischen
Barrieren der Haut und Schleimhadute [3]. Auch der Besiedelung des menschlichen Korpers
mit etwa 100 Billionen Mikroorganismen muss eine bedeutende Schutzfunktion

zugesprochen werden [4, 5].

Gangige Einteilungsschemata fir das Immunsystem im engeren Sinne unterscheiden
angeborenes und erworbenes Immunsystem, mit jeweils humoralen und zelluldaren Anteilen.
Daneben kdnnen primar lymphatische von sekundar lymphatischen Organen und Geweben
abgegrenzt werden. Knochenmark und Thymus stellen, als Entstehungs- und Pragungsort
der Immunzellen, die primar lymphatischen Organe da. Zu den Sekundaren zdhlen dagegen
die Milz, Lymphknoten und das Mucosa-assoziierte lymphatische Gewebe (MALT). Hier sind
optimale Bedingungen fiir den Kontakt der Immunzellen mit Pathogenen, wie auch fiir den
Kontakt der Zellen untereinander und damit fiir deren Aktivierung und Differenzierung

gegeben [1-3].

Das angeborene oder auch unspezifische Immunsystem ist von Geburt an vorhanden und
steht bei Infektion als erste Verteidigungslinie unmittelbar zur Verfligung. Es differenziert
nur in sehr beschranktem Ausmald zwischen einzelnen Pathogenen. Die wichtigsten Zellen
sind hier Granulozyten (neutrophile, basophile, eosinophile), Monozyten, Makrophagen,
Dendritische Zellen (DCs), Mastzellen und NK-Zellen. DCs sind phagozytotisch aktiv und
spielen an der Schnittstelle zwischen angeborener und erworbener Immunitat eine zentrale
Rolle (siehe Kapitel 1.2.) [3]. Zum humoralen Anteil des angeborenen Immunsystems

gehoren das Komplementsystem, Zytokine, Lysozym und Defensine. Diese I6slichen
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Substanzen aktivieren entweder andere Immunzellen oder bewirken selbst die Abtétung von

Erregern [1-3].

Als |6sliche Anteile des adaptiven, spezifischen oder auch erworbenen Immunsystems sind
vor allem Immunglobuline (Antikorper) sowie verschiedene Interleukine und Chemokine zu
nennen [1, 2]. Den zelluldren Anteil stellen hier B- und T-Lymphozyten. B-Lymphozyten
bekdampfen Pathogene indem sie zu antikdrperproduzierenden Plasmazellen differenzieren.
T-Lymphozyten sind in der Lage veranderte Zellen abzutdten oder die Funktion anderer
Immunzellen durch Zytokine zu modulieren, wodurch sie die resultierende Immunantwort

entscheidend beeinflussen (siehe Kapitel 1.3.) [3].

Adaptive Immunantworten zeichnen sich durch eine hohe Spezifitit gegeniber den
Zielstrukturen aus: jede T-Zelle erkennt tber ihren T-Zell-Rezeptor (TCR) nur ein bestimmtes
Antigen. Gleiches gilt fir B-Zellen und Antikdrper. Durch somatische Rekombination von
Gensegmenten (,rearrangement”) wird die Entstehung einer ungeheuren Vielzahl
verschiedener spezifischer Rezeptoren moglich (Diversitat). Verglichen mit dieser Vielfalt an
Rezeptormolekilen trifft der Mensch in seiner Umwelt nur auf eine geringe Anzahl an
(pathogenen) Antigenen. So ist sichergestellt, dass es gegen jeden Erreger passende
Lymphozyten im Korper gibt. Da die Spezifitat der Lymphozyten durch das Zufallsprinzip der
somatischen Rekombination entsteht, miissen autoreaktive Zellen in Pragungsprozessen im
Knochenmark (B-Lymphozyten) bzw. Thymus (T-Lymphozyten) eliminiert oder durch

Mechanismen der peripheren Toleranz im Zaum gehalten werden [1-3].

1.2. Antigenprasentierende Zellen und MHCs

Um T-Zell-vermittelte Immunantworten in Gang zu setzen muss es zunachst zur Aktivierung
naiver T-Lymphozyten kommen (siehe Kapitel 1.3.1.). Hierzu ist der Kontakt der T-Zell-
Rezeptoren mit sogenannten MHCs (,Major Histocompatibility Complexes”), die beim
Menschen auch als HLAs (Humane Leukozytenantigene) bezeichnet werden, unabdingbar.
MHCs sind Zelloberflachenproteine, die sich interindividuell stark unterscheiden. Sie dienen
der Prasentation kleiner Erregerfragmente oder zelleigener EiweiBbruchstiicke. Es gibt zwei
verschiedene Arten der MHCs, die jeweils von spezialisierten T-Lymphozyten erkannt
werden. Klasse | MHCs, die auf allen kernhaltigen Zellen vorkommen, prasentieren zelleigene

oder im Zytoplasma der Zelle vorhandene Proteinfragmente. Untypische Fragmente finden
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sich bei virusinfizierten oder entarteten Zellen. Dagegen werden Klasse Il MHCs nur von
speziellen sogenannten antigenprasentierenden Zellen (APCs) exprimiert. Drei Zellarten
konnen als APC fungieren: DCs, Makrophagen und B-Lymphozyten. Sie sind in der Lage
Erreger zu phagozytieren und zu zersetzen. Dabei entstehen kurze Peptidfragmente mit

denen die Klasse Il MHCs beladen werden [1-3].

1.2.1. Unreife DCs und deren Reifung zu professionellen APCs

Fir die T-Zell-Aktivierung stellen DCs die potentesten und damit wichtigsten APCs dar. DCs
stammen von hamatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks ab, die unter anderem
Uber Monozytenvorstufen zu DCs differenzieren [1]. In vitro werden DCs aus Monozyten

durch Stimulation mit GM-CSF und IL-4 gewonnen [6].

Aus dem Blut wandern die noch unreifen DCs (iDCs ,immature dendritic cells”) in
verschiedenste Gewebe, wie Haut, Schleimhadute und Organparenchym [7]. Dort bilden sie
mobile Zytoplasmafortsatze aus, was ihnen die typische sternférmige Gestalt verleiht und
namensgebendlwar. Als ,sentinel®” Zellen sind iDCs darauf spezialisiert ihre Umgebung
standig auf eindringende Erreger zu untersuchen und anschliefend zu phagozytieren [8]. Die
Pathogene induzieren die Aktivierung und Reifung der DCs (siehe Kapitel 1.2.2.) [2]. Dabei
verlieren die DCs die ausgepragte Fahigkeit zur Phagozytose, stattdessen erscheinen
innerhalb kirzester Zeit zahlreiche peptidbeladene MHC-II-Komplexe und costimulatorische
Molekile auf der DC-Oberflache. Aufgrund der Fahigkeit naive T-Lymphozyten mittels
Antigen-MHC-Komplex und Costimuli zu aktivieren spricht man nun von mDCs (,mature
dendritic cells”, reife DCs). Durch die Aktivierung sezernieren die mDCs auRerdem
proinflammatorische  Zytokine. Daneben verdndert sich die Ausstattung mit
Adhasionsmolekiilen und Chemokinrezeptoren, weshalb eine Migration der mDCs entlang
der Lymphbahnen in sekundar lymphatische Organe erfolgt. Dort treten sie mit einer

Vielzahl naiver T-Lymphozyten in Kontakt [8—11].

1 e . " .
dendritisch, griech. ,verastelt”, ,verzweigt”

2 .
sentinel, engl. ,,Wachposten”
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Abbildung 1-1: Reifung dendritischer Zellen (DC)

DCs stammen von hamatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks ab, die (iber myeloide Vorlduferzellen und
Monozyten (links) zu unreifen DCs (iDCs, Mitte) differenzieren und tber die Blutbahn in periphere Gewebe gelangen. Dort
suchen die iDCs die Umgebung standig nach Pathogenen und Gefahrensignalen ab. Nach Antigenaufnahme kommt es zur
Reifung und Migration der DCs in sekundar lymphatische Organe. Unter der Einwirkung von Pathogenen oder
Gefahrensignalen entstehen dabei mDCs (rechts oben), die zahlreiche MHC-Komplexe und costimulatorische Molekidile (z.B.
CD80/86) auf ihrer Oberflache tragen und proinflammatorische Zytokine produzieren. Sie sind potente APCs. Werden keine
Gefahrensignale detektiert, kdnnen tolerogene DCs (rechts unten) entstehen, die kaum Zytokine produzieren und weniger
costimulatorische Molekile auf ihrer Oberflache tragen. Stattdessen exprimieren sie coinhibitorische Molekile wie PD-L1.
Abbildung frei nach [1, 2, 7]

DCs sind jedoch nicht nur an der Induktion von Immunantworten beteiligt. Sie spielen auch
in der Vermittlung von Toleranz eine entscheidende Rolle. Im , steady-state”, das heil$t ohne
den Einfluss von Pathogenen und korpereigenen molekularen Warnsignalen
(PAMPs/DAMPs, ,pathogen/danger associated molecular patterns”), nehmen iDCs standig
korpereigene Antigene auf und prasentieren sie an T-Lymphozyten. Diese sogenannten
tolerogenen DCs exprimieren kaum costimulatorische Molekiile. Stattdessen vermitteln sie
mittels Oberflachenproteinen inhibitorische Signale und produzieren toleranzvermittelnde
Zytokine. Neben der Abwesenheit von Reifungsstimuli kann auch der Einfluss regulatorischer
T-Zellen (Trg) oder immunmodulatorischer Zytokine (IL-10, TGFB) die Entstehung
tolerogener DCs bedingen [1, 9, 10, 12-15]. In vitro sollen DCs beispielsweise unter dem

Einfluss von Retinsaure oder TGF tolerogene Eigenschaften entwickeln [16, 17].
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1.2.2. Erkennung von Pathogenen durch PRRs

DCs und andere Zellen, exprimieren zur Erkennung von Pathogenen verschiedene
Mustererkennungsrezeptoren (PRRs, ,pathogen recognition receptors”). Als Teil des
angeborenen Immunsystems sind PRRs in der Keimbahn kodiert und besitzen deshalb nur
begrenzte Diversitat®. Sie sind spezifisch fur Strukturen, die fir Erreger tberlebenswichtig
sind, aber im menschlichen Organismus nicht vorkommen (PAMPs) oder fiir Molekiile, die
Gefahr signalisieren (DAMPs). Zu den bedeutendsten PRRs gehdren unter anderem Toll-like-

Rezeptoren (TLRs) und NOD4—Iike—Rezeptoren (NLRs) [1, 18-20].

,’.'.:-_;5 Abbildung 1-2: PRR-Sighalwege
i' Die Erkennung von Gefahrenstoffen und Pathogenen erfolgt
TLR4 im angeborenen Immunsystem durch die hoch konservierten

MDP %
e’ PRRs. DCs exprimieren unter anderem die hier dargestellten
/ PRRs TLR4 und NOD2. TLR4 detektiert LPS, NOD2 MDP. Uber
NoD2® M ﬂ komplexe, sich teilweise ({berschneidende Signalwege

D80/86 bewirken die bakteriellen Stimuli in DCs einerseits die

C
g \ kmﬂ Produktion inflammatorischer Zytokine, wie IL-1, IL-12 und
4 X
®
[ ]

TNFa. LPS induziert in DCs zudem die Reifung, weshalb an der
DC-Oberflache vermehrt MHC-Ag-Komplexe sowie

zlt k. costimulatorische Molekiile (CD80/86, CD40) erscheinen. Die
oKine

; TNFa Signalwege sind hier stark vereinfacht dargestellt und jeweils
IL-1 :Hj llé;\llélL-G farblich markiert (rot: LPS-, griin: MDP-Signalweg). Abbildung

frei nach [1, 20, 21]

Toll-like-Rezeptoren

Es gibt verschiedene humane TLRs, die unterschiedliche (mikrobielle) Stimuli erkennen [19,
22]. Die meisten TLRs sind auf der Plasmamembran lokalisiert und erkennen als PAMPs vor
allem Oberflachenstrukturen von Bakterien, Pilzen und Parasiten [18—-20]. Die Bindung der
PAMPs an die Transmembranrezeptoren leitet die Signallibertragung Ulber komplex
regulierte Signalwege ein, was unter anderem eine Induktion proinflammatorischer Zytokine

bewirkt [1, 18-20, 22, 23].

LPS (Lipopolysaccharid) wird als Bestandteil der duBeren Wand gramnegativer Bakterien bei
deren Zerfall freigesetzt und ist dann als Endotoxin in der Lage starkste Immunantworten bis

hin zum Kreislaufversagen durch septischen Schock auszulésen. Die Erkennung bereits

* Ca. 1000 verschiedene PAMPs kénnen durch PRRs erkannt werden. Das adaptive Immunsystem kann dagegen
ca. 10’ verschiedene Antigene unterscheiden.

*NOD »nukleotidbindende Oligomerisierungsdomane”
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geringer Mengen an LPS befdhigt das Immunsystem jedoch auch addquat auf Infektionen mit

gramnegativen Bakterien zu reagieren [24-27].

Die TLR-4-Aktivierung durch LPS bewirkt die Reifung der DCs und beeinflusst durch die
induzierten Zytokine die T-Zell-Polarisation (siehe Abbildung 1-2 und Kapitel 1.3.1.) [18, 21].
Jedoch gibt es Hinweise darauf, dass unter gemeinsamen Einfluss von LPS und Vitamin D in
DCs ein deutlich verandertes Zytokinrepertoire induziert und deren Reifung verlangsamt

wird [28, 29].

NOD-like-Rezeptoren

NOD-like-Rezeptoren (NLRs) ermdglichen als zytosolische PRRs die Erkennung intrazellularer
Erregerbestandteile und Gefahrensignale[23, 30-32]. Ein wichtiger bereits genauer
charakterisierter Vertreter ist NOD2, der MDP (Muramyl-Dipeptid) erkennt. MDP ist ein
Abbauprodukt des Peptidoglykans (Mureins), welches Bestandteil der Zellwand

grampositiver, wie auch gramnegativer Bakterien ist [23, 30].

Auch die Bindung von MDP an seinen Rezeptor kann die Bildung proinflammatorischer
Zytokine induzieren (siehe Abbildung 1-2) [20, 31, 32]. Diese beeinflussen die T-Zell-
Polarisation (siehe Kapitel 1.3.1.) und sind an der Ausbildung lokaler und systemischer
entziindlicher Reaktionen beteiligt, beispielsweise durch die Induktion von Fieber oder der

Produktion von Akut-Phase-Proteinen [1].

NLRs erganzen die TLRs in ihrer Funktion auf eingedrungene Erreger angemessen zu
reagieren. Sie kdonnen synergistisch mit TLRs wirken und die Immunantwort verstarken,
kooperativ mit TLRs wirken indem sie Erreger detektieren, die der Erkennung durch TLRs
entgangen sind und sie kdnnen immunregulatorisch wirken da ihre Aktivierung zum Teil

notwendig ist um die volle Wirkung eines TLR-Signals zu ermdglichen [31].

NLRs spielen auch bei der Aufrechterhaltung der Imnmunhomé&ostase eine wichtige Rolle, was
sich in der Assoziation verschiedener entziindlicher und maligner Erkrankungen mit einer

Dysregulation der NLR-Funktion durch SNPs in NOD-Genen zeigt (siehe Kapitel 1.6.3.) [31].
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1.3. Die T-Zell-vermittelte Immunantwort

Als zellularer Teil der adaptiven Immunantwort spielen T-Zellen eine essentielle Rolle in der
Bekampfung von Erregern und entarteten Zellen. Sie sind jedoch auch an der Pathogenese
von TransplantatabstoBungen, Uberempfindlichkeitsreaktionen, chronisch entziindlichen

Erkrankungen und weiteren immunologischen Erkrankungen beteiligt [1-3, 7].

Abbildung 1-3: Aufbau des afTCR
Der af-T-Zell-Rezeptor setzt sich zusammen aus je einer a- und einer B-
Kette, die den variablen Antigenerkennungsrezeptor bilden, dem

assoziierten konservierten CD3-Komplex (bestehend aus y-, -, €-, und C-
Ketten), der die Signallibertragung einleitet, sowie einem Co-Rezeptor CD4

s oder CD8 (hier als CD4 dargestellt), der an der MHC-Bindung und damit
Antigenerkennung beteiligt ist und nach dem T-Zellen in CD4'T-Helfer-
Zellen und CD8'CTL eingeteilt werden. y5-T-Zellrezeptoren sind &hnlich

p

CD3 aufgebaut, statt der a- und B-Ketten finden sich hier je eine y- und eine &-
aBTCR Kette. Sie sollen eine geringere Diversitat aufweisen. Abbildung nach [1, 7],
modifiziert.

T-Lymphozyten tragen auf ihrer Oberflache antigenspezifische T-Zell-Rezeptoren, die sich
i.d.R. aus einer a-Kette, einer B-Kette, dem assoziierten CD3-Komplex und einem Co-
Rezeptor zusammensetzen (siehe Abbildung 1-3). Nach Funktion und Co-Rezeptor teilt man
T-Lymphozyten in CD4" und CD8'T-Zellen ein. CD4'T-Lymphozyten aktivieren durch
Zytokinausschittung weitere Immunzellen und werden daher als T-Helfer-Zellen (Ty)
bezeichnet. CD8'T-Lymphozyten toten infizierte oder verinderte Zellen ab und werden
deshalb zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) genannt. Daneben gibt es geringere Anzahlen
weiterer T-Zell-Subgruppen, darunter die y5-T-Lymphozyten, die, soweit bekannt, gerade in
epithelialen Barrieren wie der Darmschleimhaut, Immunantworten gegen haufige Erreger
auslosen. Insgesamt handelt es sich bei y6-T-Lymphozyten um eine wenig erforschte

Zellpopulation [1-3, 7].

Alle T-Lymphozyten stammen von hdamatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks ab,
die Uber lymphoide Vorldauferzellen im Thymus zu naiven T-Lymphozyten differenzieren. Die
naiven, d.h. antigenunerfahrenen T-Lymphozyten rezirkulieren durch die sekundar
lymphatischen Gewebe um mit einer Vielzahl dendritischer Zellen in Kontakt zu treten.
Dadurch wird die Wahrscheinlichkeit maximiert auf eine DC zu treffen die das passende

Antigen prasentiert [1, 3, 7].
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1.3.1. Stimulation naiver T-Lymphozyten durch Dendritische Zellen

Die wesentlichen Ziele der Aktivierung antigenspezifischer naiver T-Lymphozyten sind die
Generierung einer grofRen Anzahl antigenerfahrener T-Lymphozyten aus einer geringen
Anzahl naiver T-Lymphozyten (klonale Expansion) und die Differenzierung zu Effektor-T-
Zellen (siehe Kapitel 1.3.2.) sowie langlebigen Gedachtnis-T-Zellen (siehe Kapitel 1.3.4.) [1].
Voraussetzungen fir die Aktivierung und Differenzierung naiver T-Lymphozyten sind die
Erkennung des passenden Antigens (Signal 1), ausreichende Costimulation (Signal 2) und der

Einfluss von Zytokinen (Signal 3) [1, 33-37].

Abbildung 1-4: Stimulation naiver T-

Lymphozyten durch DCs

Zur Stimulation naiver T-Lymphozyten durch

DCs sind drei Signale notig (schwarze,

nummerierte Pfeile): 1. die Prasentation des
mDC passenden Antigens mittels MHC an den TCR,

2. ausreichende Costimulation (z.B. CD80/86
cmﬂs der DC an CD28 der T-Lymphozyten), 3.
Einwirkung von Zytokinen (z.B. IL-12). Diese

Signale bewirken in T-Lymphozyten (blaue
cmo\ cnza ® Pfeile) eine Hochregulation von CD40L, das
e

TCR
) ; mit CD40 der DCs interagiert und diese dazu

ylizensiert” noch mehr costimulatorische

Zytokln
Molekile zu produzieren (sog. ,cross-talk”

zwischen DCs und T-Lymphozyten). Daneben

werden T-Lymphozyten zur IL-2-Produktion
und Hochregulation von CD25 angeregt, das
einen Teil des IL-2-Rezeptors darstellt. IL-2
regt T-Lymphozyten zur Proliferation an
wodurch es zur klonale Expansion der
antigenspezifischen T-Lymphozyten kommt.
Abbildung frei nach [1].

Die Antigenerkennung erfolgt durch den TCR und ist begrenzt auf Antigene die Glber MHCs
prasentiert werden [1, 38, 39]. Das obligatorische zweite Signal flir die Aktivierung ist die
Interaktion costimulatorischer Oberflachenmolekiile aktivierter APCs mit stimulatorischen
Oberflachenrezeptoren der T-Lymphozyten [33, 40-42]. Reife DCs exprimieren am meisten
costimulatorische Molekiile, weshalb sie als einzige naive T-Lymphozyten aktivieren kbnnen
[1]. Neben stimulatorischen Rezeptoren, sind auf T-Lymphozyten jedoch auch inhibitorische
Rezeptoren, wie beispielsweise PD-1 (,programmed-death-1“) vorhanden, die mit
Oberflachenmolekiilen, wie PD-Ligand-1 (PD-L1), auf (tolerogenen) DCs interagieren und die

T-Zell-Aktivierung supprimieren kénnen. Das Fehlen costimulatorischer Signale und ein
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Uberwiegen coinhibitorischer Signale resultieren in Apoptose, Anergie oder in der Bildung

regulatorischer T-Zellen (siehe Kapitel 1.3.3.) [1, 33, 43].

Auf die addquate Stimulation eines T-Lymphozyten durch eine mDC hin sezerniert dieser IL-2
und exprimiert unter anderem verstarkt CD25 auf seiner Oberflache. IL-2° stimuliert das
Uberleben, die Proliferation und die Differenzierung der T-Lymphozyten. CD25 ist ein Teil
des IL-2-Rezeptors, weshalb die Hochregulation auf aktivierten T-Lymphozyten deren
Proliferation und Differenzierung weiter steigert (positives Feedback). So kommt es zur
Proliferation der aktivierten T-Lymphozyten, wodurch multiple Klone eines
antigenspezifischen T-Lymphozyten entstehen (klonale Expansion), wohingegen naive T-
Lymphozyten, die nicht antigenspezifisch sind nicht zur Proliferation angeregt werden [1, 44,

45).

Daneben gibt es eine ganze Reihe costimulatorischer und coinhibitorischer Molekiile und
Signalwege. Wie genau die Balance zwischen Stimulation und Inhibition reguliert wird und
wie sich unterschiedliche Umgebungsbedingungen (z.B. lokale Vitamin D Konzentration)

auswirken ist noch nicht vollstandig geklart [33, 46].

Wie in Abschnitt 1.2. beschrieben werden in DCs je nach Erreger unterschiedliche PRR-
Signalwege in Gang gesetzt, was die Expression verschiedener Costimulatoren/Coinhibitoren
und die Sekretion bestimmter Zytokinprofile auslost. Die unterschiedlichen Zytokine
bewirken die Differenzierung (Polarisation) der aktivierten CD4'T-Lymphozyten in
verschiedene Effektor-T-Helfer-Subgruppen, weshalb man auch vom dritten Signal zur T-Zell-
Aktivierung spricht. Die Polarisation in die Subgruppen (Ty1, T2, T417 und regulatorische T-
Zellen: T.g) wird dadurch verstarkt, dass die zugehorigen T-Helfer-Zellen Zytokine
produzieren, die die Entstehung der anderen Subgruppen hemmen und die eigene
vorantreiben (siehe Tabelle 1-1). Tyl entstehen v.a. unter dem Einfluss von IL-12 und IFNy,
Th2 unter dem von IL-4 sowie IL-10 und Tyl7 unter dem gemeinsamen Einfluss von TGFB und
IL-6 oder IL-21. Die Entstehung der T.g soll durch tolerogene DCs mit wenigen
costimulatorischen Molekilen, sowie unter dem Einfluss von TGFB (ohne gleichzeitige

Wirkung proinflammatorischer Zytokine), IL-10 und Retinsaure vermittelt werden [1, 47-51].

> IL-2, auch TCGF, , T-cell growth factor”, T-Zell-Wachstumsfaktor
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Die Aktivierung der T-Lymphozyten fiihrt aullerdem zur Verdanderung ihrer
Adhasionsmolekiile und Chemokinrezeptoren, wodurch die aktivierten, antigenerfahrenen
T-Lymphozyten das lymphatische Gewebe verlassen und in Entziindungsherde im peripheren
Gewebe einwandern. Ein Beispiel ist die Herabregulation des Oberflaichenmarkers L-Selektin
(CD62L), der zuvor die Einwanderung naiver T-Lymphozyten ins lymphatische Gewebe
vermittelt hatte. Manchmal spricht man bei der Veranderung der Migrationseigenschaften

vom vierten Signal im Rahmen der T-Zell-Aktivierung [1, 33].

1.3.2. Effektorfunktionen von T-Lymphozyten

Antigenerfahrene T-Lymphozyten iben ihre Effektorfunktionen im peripheren Gewebe erst
dann aus, wenn ihnen erneut das Antigen, fiir das sie spezifisch sind prasentiert wird. CD4'T-
Lymphozyten sind dabei weiterhin auf APCs und MHC-II, jedoch nicht unbedingt auf DCs
angewiesen, wohingegen CD8'T-Lymphozyten nun von allen kernhaltigen Zellen mit
passendem MHC-I-Ag-Komplex aktiviert werden kénnen. Effektor-CD4'-T-Lymphozyten
sezernieren je nach T-Helfer-Subgruppe verschiedene Zytokine und aktivieren dadurch

andere Immunzellen [1].

Thl Th2 Twl7 Treg CTL
Induzierende
Zytokine, IL-12, L :tg 1&&T $£EB TGEP (& RA), o
Umgebungs- | IFNy 1 10, IL-2 Y
bedingung
Sezernierte Perforin
Zytokine, IFNy IL-4, IL-17, TGFB, Granzvim
Effektor- TNFa/B IL-10 IL-21, IL-22 IL-10 .y ’
.. Fas-Ligand
molekiile
Regulation der .
Abwehr Abwehr Abwehr v.a. Abtotung
. . . .. Immunantwort, e e
Immun- intrazellularer extrazelluldrer | extrazellularer virusinfizierter
. . . Aufrechterhaltung
funktionen Bakterien und | Pathogene, Bakterien und .. und entarteter
Viren wie Parasiten Pilze der Homdostase Zellen
und Selbst-Toleranz
) (a)GvHD, CED, | Asthma (a)GVHD, MS, Organschadigung
Assoziierte . bronchiale, o durch Abtotung
Diabetes . Psoriasis, CED, IPEX
Erkrankungen mellitus Tvp-1 Allergien, Allergien von
yp (c)GvHD g Parenchymzellen

Tabelle 1-1: T-Zell-Subgruppen und deren Funktion

Durch unterschiedliche Umgebungsbedingungen bei der T-Lymphozyten-Aktivierung, z.B. vorherrschendes Zytokinmilieu,
kommt es zur Polarisation der T-Helfer-Zellen in verschiedene Subgruppen: u.a. Tyl, Ty2, Tyl7, T, die bestimmte
Immunfunktionen wahrnehmen, jedoch auch in der Pathogenese von Erkrankungen des Immunsystems entscheidend
beteiligt sind. Von den CD4'Effektor-T-Lymphozyten lassen sich die CD8" zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) abgrenzen.
Abklrzungen: RA: Retinsdure, (a/c)GvHD: (akute/chronische) Graft versus Host Disease, CED: Chronisch Entziindliche
Darmerkrankungen, MS: Multiple Sklerose, IPEX: Immundysregulation, Polyendokrinopathie, Enteropathie, X-
chromosomales-Syndrom. Tabelle nach [51], modifiziert [1].
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Tyl sezernieren v.a. IFNy und induzieren zellvermittelte Immunantworten gegen
intrazellulare Bakterien und Viren durch Starkung der phagozytotischen Aktivitat und
Zytotoxizitat in anderen Immunzellen [1, 51-53]. IFNy gilt als essentieller Faktor in der

Pathogenese vieler Erkrankungen, darunter die akute GvHD (siehe Kapitel 1.6.) [54, 55].

Th2 schaffen durch ihre Zytokine Bedingungen, die fiir die Parasitenabwehr wichtig jedoch
auch der Ausgangspunkt allergischer Reaktionen sind. Zudem sind Ty2 an Wundheilung,
Fibrose und Umbauprozessen (,Remodeling”), z.B. im Rahmen chronischer

Entziindungsreaktionen, beteiligt [1, 51].

Twl7 triggern Entzlindungsreaktionen in denen Neutrophile der vorherrschende Zelltyp sind,
was die Abwehr extrazelluldrer Bakterien und Pilze verstarkt. T417 stimulieren auRerdem die
Barrierefunktion von Schleimhauten und sind in die Pathogenese verschiedenster

entziindlicher Erkrankungen wie z.B. aGvHD und CED involviert [1, 51, 55].

Die T-Helfer-Subgruppen stellen heterogene Zellpopulationen mit zum Teil erheblicher
Plastizitit da. Vor allem Tuyl7 und T, sollen im Rahmen verdanderter
Umgebungsbedingungen, ihr linientypisch sezerniertes Zytokinprofil andern und in andere

Effektor-T-Lymphozyten differenzieren [56—-60].

CTL (Effektor-CD8'T-Lymphozyten) werden durch ihre Zielzellen aktiviert mit denen sie enge
Zellkontakte formieren. Die an diesen Schnittstellen sezernierten zytotoxischen Molekile
oder exprimierten Liganden fiir Todesrezeptoren I6sen in infizierten oder mutierten Zellen
den kontrollierten Zelltod (Apoptose) aus. Die zytotoxische Aktivitat der CTL wird durch die
Erkennung physiologischer Antigen-MHC-I-Komplexe auf gesunden Zellen eingedammt [1, 3,

61].

1.3.3. FOXP3* regulatorische T-Zellen

Regulatorische T-Zellen (T,e) sind eine heterogene Gruppe immunmodulatorischer T-
Lymphozyten. T,z vermitteln (periphere) Toleranz gegeniiber Auto- und Fremdantigenen,
d.h. sie schitzen den Korper vor UberschiefRenden oder inaddaquaten Immunantworten.
AulRerdem begrenzen T, inflammatorische Reaktionen, modulieren die Immunantwort
gegeniliber Organtransplantaten und beeinflussen die Immunprozesse im Rahmen
hdamatopoetischer Stammzelltransplantationen. Sie sind jedoch auch in die Entstehung der

sog. ,tumorspezifischen Toleranz” involviert [1, 62—65].

11
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Charakteristisch fir T, sind die starke Expression des Oberfldichenmarkers CD25 sowie die
Aktivitat des Transkriptionsfaktors Forkhead Box P3 (FOXP3) [1]. FOXP3 vermittelt die Treg-
Entstehung und ist zudem essentiell fiir die Aufrechterhaltung der Funktion der T, [66—69].
Die Wichtigkeit der regulatorischer T-Zellen fir die Aufrechterhaltung der
Immunhomoostase zeigt sich in der Entstehung schwerer Autoimmunkrankheiten (IPEX:
Immundysregulations-Polyendokrinopathie-Enteropathie-X-chromosomales Syndrom) im

Rahmen von Mutationen im FOXP3-Gen [70-72].

Die Induktion der T, erfolgt u.a. durch tolerogene DCs mit wenig costimulatorischen
Signalen (siehe Kapitel 1.2.1.) und ist vom vorherrschenden Zytokinmilieu und weiteren
Umgebungsbedingungen abhangig. In Schleimhaut-assoziierten lymphatischen Geweben
und mesenterialen Lymphknoten spielt Retinsdure in der Induktion von T, eine wichtige
Rolle, in der Haut 1,25-Dihydroxy-Vitamin Ds (siehe Kapitel 1.4. und 1.5.). Die wichtigsten
Zytokine in der Trg-Induktion sind IL-2, TGFB und IL-10. Wirken TGFB und Retinsdure
zusammen, so sollen stabilere und effizientere T,z entstehen als unter der alleinigen

Wirkung von TGFB [13, 73-81].

Die Erhaltung regulatorischer T-Zellen ist ebenfalls von den Umgebungsbedingungen
abhangig. Sie konnen ihre tolerogenen Eigenschaften unter inflammatorischen Bedingungen
verlieren und zu Effektor-T-Lymphozyten differenzieren. Man spricht von Plastizitat der T,

[64, 81, 82].

CD4'CD25'FOXP3'T,,;  vermitteln  ihre  immunmodulatorische =~ Wirkung,  durch
zellkontaktabhangige Suppression von Immunzellen oder durch Zytokinsekretion (v.a. TGF

und IL-10)[1, 65, 81, 83-89].

Neben den hier beschriebenen CD4'CD25FOXP3"* Treg existieren weitere regulatorische T-
Zellpopulationen, denen auch CD8aaT-L und y&T-L zugerechnet werden (siehe Kapitel

1.3.4.)[1, 84, 90, 91].
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TGFB

Viele Zellen sind in der Lage auf das immunmodulatorische Zytokin TGF zu reagieren, so
sind TGFB-Rezeptoren auf T-Lymphozyten und DCs, jedoch auch auf Zellen, die nicht zum
Immunsystem zahlen, wie Fibroblasten und Endo-/Epithelzellen, zu finden. Die Bindung von
TGFB an seinen Rezeptor bewirkt die Aktivierung verschiedener Proteinkinasen und
Transkriptionsfaktoren, was die Expression unterschiedlicher Gene induziert [1, 92—-94].
Abbildung 1-5: TGFB-Sekretion und
—Effektorfunktionen

“’"”"E,i’;e Treg TGFB ist eines der Effektorzytokine
regulatorischer T-Lymphozyten, wird

Eféi‘ﬁ;;t:,:e"en aber auch von tolerogenen DCs,
Fibroblasten  und  Epithelzellen
gebildet (blaue Pfeile). Es starkt die
Bildung und Aktivitdt tolerogener
DCs  und regulatorischer  T-

: Lymphozyten (grine Pfeile).

/ . Fibroblasten Daneben hemmt TGFB die Bildung

und Aktivitat einiger T-Helferzellen

t°'9'°gec';e und zytotoxischer T-Lymphozyten,
supprimiert phagozytotisch aktive

Neutrophile Zellen  wie  Neutrophile und

Makrophagen (rot markiert) und I6st
Gber die Stimulation von
Makrophagen Fibroblasten Wundheilung jedoch
TH CTI_ auch pathologische Umbauprozesse
(,remodeling”) aus (griner Pfeil).
Abbildung frei nach [1].

Treg

TGFB kontrolliert inflammatorische Reaktionen durch Hemmung der T-Lymphozyten-
Proliferation, sowie der T-Helfer- und CTL-Effektorfunktionen. Daneben nimmt TGF( unter
anderem uber die Hochregulation von FOXP3 und Induktion von T, Einfluss auf die T-Zell-

Polarisation (siehe Kapitel 1.3.1. und Tabelle 1-1) [1, 79, 95].

Weitere antiinflammatorische Effekte Gbt TGFB durch die Suppression von Makrophagen
und Neutrophilen aus. AulBerdem soll TGFB die Bildung tolerogener DCs induzieren. Durch
Stimulation von Fibroblasten |6st TGFB zusatzlich Angiogenese und Wundheilung, jedoch

auch pathologische Umbauprozesse (,,remodeling”) aus [1, 92-94, 96-98].

Neben T, sind unter anderem (tolerogene) DCs, Makrophagen und weitere Immunzellen
jedoch auch Fibroblasten und Epithelzellen in der Lage TGFB freizusetzen und so sowohl

auto- als auch parakrin immunmodulatorisch zu wirken [13, 76, 79, 93, 94, 96, 98, 99].

13



14

Einleitung

Durch Knock-Out der TGFB- oder TGFB-Rezeptor Gene entstehen in Mausen
Krankheitsbilder, die dem IPEX bei FOXP3-/T,.;-Defekt dhneln, was die wichtige Stellung des

TGFB im Rahmen T,eg-vermittelter Immunsuppression veranschaulicht [100-103].

1.3.4. CD8aa-T-Zellen

Der Co-Rezeptor zytotoxischer T-Lymphozyten, CD8, besteht in der Regel aus je einer a- und
einer B-Kette. Dieses Heterodimer verstarkt die aB-TCR-abhdngige Signallibertragung. In
verschiedenen Lymphozyten kommen jedoch auch Homodimere aus zwei a-Ketten vor
(CD8aa). Im Unterschied zu den Heterodimeren schwiachen die Homodimere die
Antigensensitivitdt des TCR und damit die Signallibertragung ab. Solche CDaa-positiven
Lymphozyten kommen als intraepitheliale Lymphozyten (IEL) im Darm vor und gelten dort
als mitverantwortlich fur die Immunhomoostase. Zudem scheint CD8aa zusatzlich zu CD4
oder CD8 aktivierungsabhangig transient auf Lymphozyten exprimiert zu werden und die
SignallUbertragung als Co-Repressor zu verringern. Auf diese Weise soll CD8aa bei der
Bildung von Effektor-Memory-Zellen beteiligt sein [104, 105]. Wie Versuche an Mausen
zeigen scheint sowohl die Bildung ,single-positiver” CD8aalEL, als auch die transiente
Expression von CD8aa abhangig von TGF zu sein [106]. Daneben stellt die Anwesenheit des
Vitamin D Rezeptors eine Voraussetzung fiir die Entstehung von CD8aa-positiven T-Zellen da

[107].

1.3.5. Memory-T-Lymphozyten

Das immunologische Gedachtnis bietet optimalen Schutz vor Keimen mit denen das
Immunsystem wiederholt konfrontiert ist. T-Zell-vermittelte Immunantworten gegen ein
Antigen vermitteln die Entstehung von langlebigen Gedachtnis-T-Zellen, die in der Lage sind
auch Jahre nach dem Erstkontakt spezifisch gegen dasselbe Antigen schnelle und effektive
Immunantworten auszul6sen [1, 3, 7].

Memory-T-Zellen tragen als charakteristischen Oberflachenmarker unter anderem CD45RO,
der Antigenerfahrung anzeigt. Den ,Naivitdtsmarker” CD45RA haben sie verloren. Memory-
T-Zellen stellen eine heterogene Zellpopulation da. Neben der Einteilung in CD4" und
CD8 'Memory-T-Zellen kann eine weitere Einteilung anhand ihrer Migrationseigenschaften
und Funktionen in zentrale Gedachtniszellen (Tc¢vw, ,central memory”) und Effektor-

Gedachtniszellen (Tgw, ,,effector memory”) anhand der Expression von CD62L erfolgen. Tem
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exprimieren Chemokinrezeptoren und Adhéasionsproteine (u.a. L-Selektin/CD62L), die fur ihr
,Homing” in sekundar lymphatischen Gewebe verantwortlich sind. Sie haben nur ein
geringes Potential auf Antigenexposition hin Effektorfunktionen zu entwickeln, jedoch regt
der Kontakt mit dem passenden Antigen Tcy zu schneller Proliferation und Generierung
vieler antigenspezifischer Effektorzellen an. Tgy sind dagegen als CD62L-negative Memory-T-
Zellen vor allem im peripheren Gewebe lokalisiert und kdnnen bei Antigenexposition extrem
schnell Effektorfunktionen wie Zytotoxizitdt oder Zytokinsekretion entwickeln, allerdings

proliferieren sie kaum (siehe auch Kapitel 1.6.4.) [1, 108, 109].

sekundar lymphatische Gewebe Peripherie Abbildung 1-6: Zentrale-
und Effektor-Memory-T-

CD45RO CD45R0O
CD62L /0 , Zellen .
Die  CD45RO Memory-T-
Zellen kénnen in
CD62L" Ty und CD62LTey
TCM T unterteilt werden. Auf
EM Antigenkontakt hin bilden

die in der Peripherie

lokalisierten Tg, (rechts)

rasch Effektorfunktionen,
Antigen-Kontakt Antigen-Kontakt wie Zytokinsekretion oder
Expression von Liganden
flir Todesrezeptoren, aus.
Aufgrund der Expression
von CD62L sind Ty in
sekunddr  lymphatischen
Geweben zu finden. Der

TH1 TH2 Kontakt zum passenden
TH1 Antigen regt die Tgy zur

Proliferation Effektorfunktionen Proliferation an, sodass

® 0 eine Vielzahl an

TH17 '.:.' Effektorzellen entsteht.

TH1 TH17 CTL g Abbildung frei nach [1,

Fas-L
\l 108, 109].

1.4. Vitamin D vermittelte Immunmodulation

Im menschlichen Organismus spielt Vitamin D zum einen im Calcium-Phosphathaushalt und
damit im Knochenstoffwechsel eine zentrale Rolle, zum anderen nimmt Vitamin D
entscheidenden Einfluss auf die Zellen sowohl des angeborenen als auch des adaptiven
Immunsystems [110, 111]. Deshalb hat Vitamin D nicht nur durch die klassische Anwendung
in der Rachitisprophylaxe und Osteoporosetherapie klinische Relevanz sondern etabliert sich
zunehmend in der (experimentellen) Therapie und Prophylaxe von Immunerkrankungen (z.B.

Psoriasis, CED, GvHD) [112-115].
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1.4.1. Vitamin D Metabolismus

Uber die Nahrung6 werden in der Regel nur geringe Mengen an Vitamin D aufgenommen.
Der Grofdteil des physiologischen Bedarfs wird durch die UVB-abhingige koérpereigene
Synthese aus 7-Dehydrocholesterol in der Haut gedeckt7 [112, 116, 117]. Dabei entsteht
Cholecalciferol (Ds), eine biologisch inaktive Form von Vitamin D. Aktiviert wird D3 mittels
zweifacher Hydroxylierung. Klassischerweise erfolgt die Erste zum 25(0OH)Ds (Calcidiol, 25VD)
in der Leber und die Zweite in der Niere, wobei das biologisch aktive 1,25(0OH),Ds (Calcitriol,
1,25VD) entsteht [111, 116, 118, 119]. 1,25VD gelangt tiber die Blutbahn an seine Zielorgane
(Darm, Niere, Knochen) und bewirkt eine verstarke Knochenmineralisation sowie Kalzium-
und Phosphatabsorption [116]. Die 24-Hydroxylase, deren Expression durch 1,25VD induziert
wird, baut 1,25VD schlieBlich zu einem inaktiven Metaboliten ab, der Uber die Galle

ausgeschieden wird [111, 116, 120].

25VD zirkuliert in 1000-fach hoherer Konzentration als das aktive Vitamin (1,25VD) im Blut
und bildet die Vitamin-D-Vorkommen im Kérper am genauesten ab [112]. Optimale 25VD-
Serumspiegel liegen zwischen 75-150 nM [116]. Niedrige Spiegel sind mit einem hoheren
Risiko fir eine ganze Reihe haufiger Erkrankungen (Krebs [116, 116, 121], Diabetes [122—
124], Osteoporose [116], Tuberkulose [125], Influenza [126], Morbus Crohn [114, 117] u.a.)
sowie mit einem schlechteren Outcome bei Organ- [127, 128] und
Stammzelltransplantationen [129, 130] assoziiert. Von einem Mangel spricht man ab Werten
unter 50 nM bei denen auch Erkrankungen wie Rachitis bzw. Osteomalazie auftreten {Holick
2007 #1751}[112].

Zusatzlich zu dem oben beschriebenen ,klassischen“ Vitamin-D-Metabolismus kann eine
Aktivierung von Vitamin D auch peripher erfolgen. Neben Organparenchym-, Endothel- und
Epithelzellen exprimieren insbesondere auch einige hamatopoetische Zellen die hierfir
notwendigen Enzyme [131-135]. Durch die lokale 25VD Umsetzung entsteht ein besonders
1,25VD reiches Mikromilieu, das sowohl die Immunzellen selbst (autokrine Wirkung), als
auch diejenigen in der Umgebung (parakrine Wirkung) beeinflusst ohne dabei systemische

Hormoneffekte wie Hyperkalzamie zu erzeugen [110, 136].

® Reich an Vitamin D sind z.B. fettreiche Fischarten wie Lachs, Sardine, Makrele und Thunfisch

7 Eine finf- bis zehnmin(tige Exposition der Hinde, Arme und des Gesichts zwei- bis dreimal pro Woche gilt als
ausreichend.
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Makrophagen, DCs und T-Lymphozyten exprimieren die 25-Hydroxylase zur Aktivierung von
25(OH)VD3 in 1,25(0H),VD3 und zum Teil auch die la-Hydroxylase zur Bildung von
25(OH)VDs aus VD5 [110, 132, 133, 135-137]. Das Ausmall der Expression und Aktivitat
dieser Enzyme hangt von der Differenzierung der Zellen und den Umgebungsbedingungen
ab. Es konnte gezeigt werden, dass Reifungsstimuli (z.B. TLR4-Stimulation mittels LPS, T-L-
Kontakt) in DCs die 1,25VD-Produktion aus 25VD steigern [133, 134, 138]. Gesenkt wird die
1,25VD-Bildung unter anderem durch eine geringere Verfligbarkeit von 25VD, das heif3t
beispielsweise durch niedrigere Serumspiegel [138, 139]. Die lokalen 1,25VD-Spiegel und das
25VD-Angebot werden zudem durch deren Abbau zu inaktiven Metaboliten mittels 24-
Hydroxylase gesenkt. In DCs erhoht 1,25VD im Sinne eines negativen Feedbacks die 24-
Hydroxylase-Expression [29, 135, 139].

7-Dehydro-

cholesterol Nahrung
-y, /
D:

25-Hydroxylase
(Leber)

D:

\‘ 25-Hydroxylase

25VD
la-Hydroxylase

(Niere) 25VD 25VD
la-Hydroxylase la-Hydroxylase
1,25VD - 1,25VD 1,25VD

24-Hydroxylase 24-Hydroxylase ¢ 24-Hydroxylase

inaktive
Metabolite

4

Galle

Abbildung 1-7: Vitamin D Metabolismus

Cholecalciferol (D;), eine inaktive Vorstufe des Vitamin D wird entweder Uber die Nahrung aufgenommen oder UVB-
abhéangig in der Haut synthetisiert. D; wird mittels zweifacher Hydroxylierung tber Calcidiol (25VD) in das biologisch aktive
Vitamin Calcitriol (1,25VD) umgesetzt. Die notwendigen Enzyme (25-Hydroxylase und la-Hydroxylase) werden einerseits in
Leber und Niere (links im Bild) exprimiert, wodurch systemische Vitamineffekte ermdglicht werden. Andererseits besitzen
auch DCs und zum Teil T-Lymphozyten die notigen Enzyme (griine Pfeile). Durch die lokale Aktivierung entsteht ein
besonders 1,25VD-reiches Mikromilieu das auto- und parakrine Effekte vermittelt. Eine weitere Hydroxylierung mittels
CYP24A1 Uberfihrt 1,25VD schlieRlich in inaktive Metabolite, die Uber die Galle ausgeschieden werden konnen. Abbildung
frei nach [110].
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1.4.2. Vitamin D Rezeptor

Vitamin D vermittelt seine Effekte Uber den intrazelluldren Vitamin D-Rezeptor (VDR). Die
Bindung von 1,25VD an den VDR bewirkt eine Heterodimerisierung des VDR-1,25VD-
Komplexes mit RXR (Retinoid-X-Rezeptor) [120, 140, 141]. Die Heterodimere treten mit Co-
Aktivatoren/-Repressoren und den VDRE (,Vitamin D Response Elements”) der DNA in
Kontakt, wodurch mehrere hundert Gene in ihrer Expression beeinflusst werden kénnen

[110, 111, 141, 142].

Der RXR dimerisiert jedoch nicht nur mit dem VDR sondern ist der Bindungspartner fiir ein
Drittel aller humanen nukledren Rezeptoren, darunter auch der Retinsaurerezeptor [141]. Da
im Signalweg von 1,25VD und Retinsaure dieselben Bindungspartner eine Rolle spielen ist

eine gegenseitige Antagonisierung oder Wirkungssteigerung denkbar [110, 143].

Der VDR wurde in diversen humanen Zellen nachgewiesen, unter anderem auch in vielen
Immunzellen, wie DCs und T-Lymphozyten [144-146]. Die VDR-Expression hiangt vom
Differenzierungsstadium und den Umgebungsbedingungen der Immunzellen ab [132, 134,
147]. Eine TCR-abhidngige T-Lymphozyten-Aktivierung bewirkt eine VDR-Hochregulation,
weshalb vor allem Effektor- und Memory-T-Lymphozyten eine hohe Expression aufweisen
[147, 148]. DCs bilden im Zuge ihrer Reifung zu mDCs vermehrt 1,25VD (stdrkere
laHydroxylase-Expression, s.0.) allerdings erfolgt gleichzeitig eine VDR-Herunter-Regulation
[134]. So wirkt 1,25VD vor allem parakrin auf unreife DCs und aktivierte T-Lymphozyten,
wodurch eine adaquate Immunantwort durch die bereits reifen DC ermoglicht, eine

UberschieRende Stimulation weiterer iDCs jedoch verhindert wird [136, 142].

iDC mDC TN TEff

1,25VD-Bildung + +++ + ++

VDR-Rezeptorexpression | +++ + + +++

Tabelle 1-2: 1,25VD wird insbesondere durch mDC gebildet. Effektor-T-Lymphozyten und iDC weisen eine starke VDR-
Expression auf

Im Zuge der Reifung zu mDC exprimieren dendritische Zellen verstarkt die zur 1,25VD-Bildung nétige 1a-Hydroxylase. Auch
aktivierte T-Zellen sollen 1,25VD bilden konnen. Die starkste VDR-Expression weisen unreife DCs (iDC) und Effektor-T-
Lymphozyten (Tg) auf, sodass das insbesondere durch mDC gebildete 1,25VD vor allem parakrin auf iDC und Effektor-T-
Lymphozyten wirkt. Tabelle frei nach [110, 137, 148].



Einleitung

1.4.3. Einfluss von Vitamin D auf dendritische Zellen und T-Lymphozyten

1,25VD hemmt die DC-Differenzierung aus Monozyten und deren Reifung zu professionellen
APCs [134, 149]. Zudem scheint 1,25VD in DCs NOD zu induzieren, was deren Reaktion auf
bakterielle Stimuli beeinflussen soll [150, 151]. Statt mDCs entstehen unter dem Einfluss von
1,25VD tolerogene DCs mit verminderter Expression von MHC-II-Komplexen und
costimulatorischen Molekilen [149, 152—-154]. Die Folgen sind eine verminderte Aktivierung
naiver T-Zellen, Anergie oder Apoptose der T-Lymphozyten [152, 153]. Zudem beschreiben
mehrere Autoren ein unter dem Einfluss von 1,25VD verandertes Zytokinprofil der DCs und
zwar dahingehend, dass vermindert Tyl- und Tyl7-polarisierende und verstarkt

Tregpolarisierende Zytokine sezerniert werden sollen [110, 154, 155].

25VD Abbildung 1-8: Einfluss von
Vitamin D auf DCs und T-
Lymphozyten
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1,25VD umgesetzt. 1,25VD
soll in DCs deren Reifung, die

1,25VD i ) .
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Molekile und MHC-Komplexe
sowie die Sekretion

inflammatorischer ~ Zytokine
hemmen. Stattdessen sollen
Dc T—L vermehrt
toleranzvermittelnde Zytokine
gebildet werden. In T-
Lymphozyten soll 1,25VD die
Proliferation, IL-2-Sektretion,
zytotoxische  Aktivitat wie

5 2 auch Tyl- und Tyl7-
i Proliferation, IL-2 N "

{ Reifun . s Antworten supprimieren.
J,MHC_”g t Zytotoxische Aktivitat zugem soll 1,25vD die
1CD80/86, CDA40 4 IFNy (Tu1) T.gPolarisation stirken und
LiL-12 ! $IL-17 (Tw17) die  Migration der T-

o Lymphotyten in die Haut
t1L-10 t FOXP3' e (Treg) vorantreiben. Abbildung frei

* Migration in die Haut nach [110]

Die Funktion der T-Lymphozyten wird einerseits durch indirekten (DC-abhangigen) Einfluss
andererseits durch direkte 1,25VD-Effekte beeinflusst [147]. Insgesamt bewirkt 1,25VD eine
verminderte Proliferation und zytotoxische Aktivitit der CD8'T-Lymphozyten [156, 157].
Auch CD4'T-Lymphozyten sollen im Sinne verminderter Tyl- und Tu17-Aktivitit weniger
IFNy, IL-2 und IL-17 bilden und stattdessen vermehrt IL-10 und FOXP3 entsprechend
starkerer T,egFunktion [77, 110, 117, 158-162]. Vitamin-D soll durch eine verminderte IL-2-
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Produktion und geringere APC-abhingige Aktivierung die CD4'T-Lymphozyten-Proliferation
hemmen [110]. Unter dem Einfluss von 1,25VD veradndert sich auerdem die Ausstattung mit
,Homing-Rezeptoren”, was eine Migration der Lymphozyten in die Haut bedingen kann [1,

137].

1.5. Vitamin A vermittelte Immunmodulation

Vitamin A ist am Sehvorgang beteiligt und nimmt Einfluss auf Wachstum, Embryogenese,
Reproduktion, Zellproliferation und —differenzierung und die Integritat epithelialer Barrieren,
wie Haut und Schleimhdute [163-168]. Vitamin A Mangel ist mit erhohter
Kindersterblichkeit, Infektanfalligkeit und geringeren Impferfolgen assoziiert, was auf eine
essentielle Rolle von Vitamin A bei der Induktion (adaptiver) Immunantworten hindeutet
[163, 164, 169-172]. Andererseits ist Vitamin A gerade im Darm auch an der
Aufrechterhaltung der Homoostase beteiligt und vermittelt Immuntoleranz [164]. Somit
besitzt Vitamin A im Immunsystem verschiedene, teils gegensatzliche Funktionen [163, 164,

169].

1.5.1. Vitamin A Metabolismus

Vitamin A wird in Form tierischer Retinylester oder pflanzlicher Carotinoide (Provitamin A)
iiber die Nahrung® aufgenommen [173, 174]. Im Darm und der Leber erfolgt die Umsetzung
zu Retinol, welches dann entweder als Ester in der Leber gespeichert wird oder tber das Blut
die Zielgewebe erreicht wo es mittels zweifacher Oxidation in die biologisch aktive
Retinsdaure umgesetzt wird [110, 167, 174, 175]. Um den Serumspiegel konstant bei 1-2uM,
zu halten erfolgt bei Bedarf eine Hydrolyse der in der Leber gespeicherten Ester [173, 176].

Nach intrazellularer Aufnahme von Retinol erfolgt die Umsetzung zu Retinal durch die
ubiquitar exprimierten Alkohol-Dehydrogenasen (ADH) oder Kurzketten-Dehydroreduktasen.
In einem zweiten, irreversiblen und stark regulierten Schritt wird Retinal mittels bestimmter

Aldehyd-Dehydrogenasen (ALDH) in Retinsdure (RA) umgewandelt [110, 173, 175, 177].

Es konnte gezeigt werden, dass intestinale Epithelzellen (IEC), wie auch DCs in Peyer-Plaques

und mesenterialen Lymphknoten die zur Retinsdurebildung noétigen ALDH (oder RALDH,

& Reich an Vitamin A sind z.B. Karotten, SuRkartoffeln, Kirbis, (Rinder-)Leber sowie kinstlich angereicherte
Nahrungsmittel wie Cerealien und Margarine.
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Retinaldehyd-Dehydrogenasen) exprimieren, wodurch im Darm ein RA-reiches Mikromilieu
entsteht [110, 178, 179]. In Versuchen an Mausen konnte eine (R)ALDH-Expression auch in
DCs aus Lunge, Haut und den jeweils assoziierten Lymphknoten nachgewiesen werden [163,
180, 181]. In vitro stimulieren GM-CSF, IL-4, TLR-Liganden und RA die ALDH-Expression in
(intestinalen) murinen DCs, sodass ein positiver Feedback-Mechanismus und eine
gesteigerte RA-Bildung unter inflammatorischen Bedingungen (TLR-Signaling; IL-4 und GM-
CSF aus Granulozyten und Makrophagen) vermutet werden [163, 182, 183]. Andere
Versuche zeigten jedoch, dass einzelne Entziindungsmediatoren und Parasiteninfektionen
die ALDH-vermittelte RA-Produktion vermindern kdénnen. Im inflammatorischen Milieu
scheinen demnach die jeweils beteiligten Zytokine das AusmaR der RA-Bildung zu steuern

[163, 184, 185].

Nahrung Abbildung 1-9: Vitamin A
i Metabolismus
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Abgebaut wird Retinsdure mittels Zytochrom P 450 Enzymen zu wasserl6slicheren
Metaboliten, die dann liber die Galle oder den Urin ausgeschieden werden [110, 167]. Die

metabolisierenden Enzyme werden durch RA im Sinne eines negativen Feedbacks induziert
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und unter dem Einfluss von TGF reprimiert, was zu einer Wirkverstarkung von RA im TGFB-

reichen Milieu fihren soll [164, 186, 187].

1.5.2. Vitamin-A-Rezeptor

Analog zu Vitamin D vermittelt auch Vitamin A seine Effekte Uber intrazellulare Rezeptoren.
Zu den Retinoidrezeptoren gehoren neben den RAR (Retinsdaure-Rezeptoren) auch die RXR
(Retinoid-X-Rezeptoren), die wie oben erwadhnt als Co-Rezeptor vieler nukledrer Rezeptoren
(darunter VDR, RAR) dienen [110, 141, 188-190]. Wie VDRs formieren auch RARs
Heterodimere mit RXRs und treten mit RARE (,retinoic acid response elements”) der DNA in
Kontakt, wodurch Liganden-abhdngig bestimmte Gene in ihrer Expression beeinflusst
werden [141, 164]. Daneben sind Einfliisse von Uber nukledre Fettsaurerezeptoren sowie

Uber RXR-Homo- und verschiedene RXR-Heterodimere moglich [110, 191, 192].

Soweit bekannt werden RXR und RAR ubiquitar exprimiert und unter dem Einfluss von RA
hochreguliert [164, 193]. DCs scheinen durch posttranslationale Mechanismen weniger

Retinoid-Rezeptoren zu exprimieren als Monozyten und Makrophagen [193].

1.5.3. Einfluss von Vitamin A auf dendritische Zellen und T-Lymphozyten

Vitamin A vermittelt abhangig vom lokalen Zytokinmilieu verschiedene, teils gegensatzliche
Effekte [110, 163]. In dendritischen Zellen bewirkt RA eine gesteigerte TGFB-Produktion
sowie eine hohere ALDH-Expression (s.0.), was die lokalen RA-Konzentrationen erhéhen und
zu einer autokrinen und parakrinen Wirkverstarkung fiihren soll [76, 99, 182, 194, 195].
AuBerdem scheinen die Migrationseigenschaften von DCs dahingehend beeinflusst zu
werden, dass sie in Lymphknoten wandern um dort mit naiven T-Lymphozyten in Kontakt zu
treten [196]. RA-produzierende DCs induzieren in T-Lymphozyten Darm-Homing-Rezeptoren

[178].

In einer inflammatorischen Umgebung, bewirkt RA in DCs eine vermehrte Expression von
MHC-II-Komplexen und costimulatorischen Molekiilen, wodurch deren Fahigkeit naive T-
Zellen zu aktivieren verstarkt wird [163, 197, 198]. Zudem scheint RA in einem
inflammatorischen Milieu in DCs die Produktion inflammatorischer Zytokine zu férdern und

damit die Ty1 und Ty17 Polarisation zu triggern [199, 200].



Einleitung

In Abwesenheit inflammatorischer Zytokine soll RA dagegen Apoptose in DCs induzieren
[197]. AuBerdem soll RA zusammen mit TGFB die DC-vermittelte Bildung regulatorischer T-

Lymphozyten steigern und die T417-Entstehung hemmen [76, 99, 201, 202].

RA beeinflusst CD4'T-Lymphozyten einerseits indirekt durch verinderte DC-Eigenschaften,
andererseits vermittelt RA auch direkte Effekte auf T-Lymphozyten. Im entziindungsfreien
»steady-state” verschiebt sich das Tes/Ty1l7-Verhdltnis auch lber direkte FOXP3-Induktion
und Hemmung der Tyl7-polarisierenden Transkriptionsfaktoren zugunsten der T [110,
186, 202-204]. Das Ty1/Ty2-Verhaltnis wird durch RA zugunsten der T2 und den

assoziierten Zytokinen (v.a. IL-4) und Funktionen verschoben [186, 205—-208].

Unter inflammatorischen Bedingungen ist RA dagegen an der Aktivierung naiver T-
Lymphozyten, der Migration der T-Lymphozyten zum Entziindungsherd, der T-Zell-
Proliferation und der Produktion von IFNy durch Tyl sowie IL-17 durch Ty17 beteiligt [163,
169, 199, 209].

In CD8'T-Lymphozyten ist RA fiir die Expression von Darm-Homing-Rezeptoren und die

Bildung von Effektorzellen (CTL) wichtig [210-212].

RA & | , steady-state” Inflammation
T Apoptose T costimulatorische Molekiile, T MHC-II
1 APC-Funktion T APC-Funktion
bC T TGFB-Produktion T Tyl1-Polarisation, T IFNy-Produktion
T Treg / 1 Ty17-Polarisation T Tyl7- / | TiegPolarisation
CD4* T-Zellen T Tree T FOXP3 TT417/ 1 Treg
L1, LIFNy; T T2, TIL-4 T Tyl T IFNy

Tabelle 1-3: Immunmodulatorische Eigenschaften von Retinsdure unter verschiedenen Umgebungsbedingungen

In  Abwesenheit inflammatorischer Umgebungsbedingungen (Spalte ,steady-state”) scheint Retinsdure (RA)
immunmodulatorischen Einfluss auf DCs und CD4'T-Lymphozyten zu nehmen, wohingegen RA in entziindlichen
Umgebungsbedingungen (Spalte ,Inflammation“) DCs und CD4'T-Lymphozyten aktivieren und so proinflammatorisch
wirken soll. Welchen Einfluss RA auf allo-Immunreaktionen nimmt und wie sich ein Zusammenwirken von RA mit Vitamin D
bzw. mit anderen Immunmodulatoren wie TGFB und bakteriellen Stimuli auswirkt ist weitestgehend ungeklart und wird in
dieser Arbeit genauer untersucht. Tabelle nach [163], modifiziert.
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1.6. Die Graft-versus-Host-Disease (GvHD)

Die Transplantation hamatopoetischer Stammzellen ist die einzige kurative Therapie fir eine
Reihe hamatologischer und hamatoonkologischer Erkrankungen wie Hamoglobinopathien,
verschiedene Formen der Knochenmarksinsuffizienz, Immundefekte, Leukdmien und
Lymphome [1, 55, 213, 214]. Am haufigsten wird die allogene hamatopoetische
Stammzelltransplantation in der Therapie akuter Leukdmien und Lymphome eingesetzt
[215]. Eine initiale myelo- und immunsuppressive  (Radio-)Chemotherapie
(Konditionierungsregime) bekampft einerseits die Grunderkrankung, andererseits ermoglicht
sie das Anwachsen des Transplantats (Engraftment) im Knochenmark [1, 55, 213]. Im
Anschluss werden hamatopoetische Stammzellen eines HLA- bzw. MHC-kompatiblen
Spenders auf den Empfanger (bertragen mit dem Ziel einen kompletten
Spenderchimerismus zu erreichen, d.h. eine vollstindige Ubernahme der Himatopoese
(Erythro-, Lympho- und Myelopoese) durch die Spenderzellen [1, 216]. Limitiert wird diese
Therapieform durch das Auftreten von AbstoBungsreaktionen, Transplantatversagen,
Immundefekten nach der Transplantation, Rezidiven und vor allem durch die Graft-versus-
host-disease (GvHD) [1, 213, 214]. Letztere tritt in ca. 40 bis 60% der Transplantationen auf
und endet fiir etwa 15% der transplantierten Patienten letal [55, 217-219]. Die GvHD
entsteht durch Immunreaktionen, die von T-Lymphozyten des Spenders (graft) gegen

Empfangerantigene (host) ausgeldst werden[1, 219-221].

1.6.1. Klinik der GvHD

Nach zeitlichen und histopathologischen Kriterien unterscheidet man eine akute und eine
chronische Form der GvHD. Die akute GvHD (aGvHD) tritt in der Regel innerhalb der ersten
100 Tage nach Transplantation ein und ist durch den Tod epithelialer Zellen vor allem in

Haut, Darm und Leber charakterisiert [1, 213, 219, 222].

Klinisch manifestiert sich die aGvHD der Haut in einem makulopapuldsen, teils
generalisiertem Exanthem bis hin zur Epidermolyse [213, 219, 223]. Die Beteiligung des
Gastrointestinaltrakts macht sich durch Inappetenz, Erbrechen, Gewichtsverlust,
Bauchschmerzen sowie sekretorischen und teils hamorrhagischen Diarrhoen bemerkbar

[213, 214, 219, 224, 225]. In der Leber ist vor allem das Gallengangepithel betroffen,
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wodurch es zum cholestatischen Ikterus (direkte Hyperbilirubindmie) und zur

Transaminasenerhéhung kommen kann [226, 227].

Die chronische GvHD tritt spater ein und ist histologisch durch Fibrose und Atrophie
charakterisiert [1, 55, 228]. Das klinische Bild erinnert an verschiedene Kollagenosen und
zeichnet sich durch Hautveranderungen, Sicca-Symptomatik, Mukositis, Serositis, Beteiligung

der Gelenke und Lunge sowie Leberfunktionsstérungen aus [1, 214, 219, 228].

1.6.2. Pathogenese der akuten GvHD

Die Pathogenese der GvHD wird in mehrere Phasen unterteilt. Zunachst kommt es, in einer
ersten Phase, durch das Konditionierungsregime zur Gewebeschadigung. Hierbei werden
DAMPs sowie gerade an Umwelt-Individuum-Grenzen (z.B. Haut, Gastrointestinaltrakt) auch
PAMPs freigesetzt und konsekutiv die dort lokalisierten antigenpradsentierender Zellen
aktiviert. Unreife DCs werden so unter anderem zur Reifung und damit zur Migration in
sekundar lymphatische Organe, Prasentation von Peptidfragmenten (iber MHCs, Expression
costimulatorischer Molekiile sowie Sekretion proinflammatorischer Zytokine angeregt [55,

219, 229].

In der zweiten Phase treten die mDCs in den sekundar lymphatischen Organen mit naiven
Spender-T-Lymphozyten in Kontakt, die die prasentierten Alloantigene als fremd erkennen.
Es kommt zur klonalen Expansion, Differenzierung und Polarisation, wobei vor allem Ty1 und
Tyl7 entstehen. Es folgt die Migration der Tyl und Tyl7 in die Zielgewebe, wo es zur
weiteren Aktivierung von Effektorzellen durch sezernierte Zytokine (IL-2, IFNy, TNFa, IL-17,
IL-21 u.a.) kommt. Neben Neutrophilen, Makrophagen und CD8'CTL werden auch NK-Zellen
aktiviert [55, 219, 229, 230].

Als Folge kommt es in einer dritten Phase durch Entziindungsmediatoren und zellvermittelte
Zytotoxizitat zur Apoptose und Nekrose in den Zielgeweben [219, 229, 230]. Dies schrankt
die Barrierefunktion weiter ein, wodurch sich die Konzentrationen der DAMPs und PAMPs
weiter erhéhen und es zu einer potenten positiven Feedbackschleife kommt [55, 219, 226,

229].
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Abbildung 1-10: Pathogenese der GvHD

Die Pathogenese der GvHD kann modellhaft in drei Phasen unterteilt werden. Die durch das Konditionierungsregime
geschadigten epithelialen Barrieren werden in der ersten Phase (1) durchlassiger fur DAMPs und PAMPs (wie LPS), die in
nahe gelegenen DCs die Reifung und Aktivierung sowie deren Migration in sekundar lymphatische Gewebe bewirken.
Welchen Einfluss MDP (griin markiert) nimmt ist nicht vollstandig geklart. In den sekundar lymphatischen Geweben treten
die mDCs mit allogenen T-Lymphozyten (T-L) in Kontakt, was in der zweiten Phase (2) deren Aktivierung, Proliferation und
Differenzierung zu Effektor-T-Lymphozyten bewirkt. Die Effektor-T-Lymphozyten migrieren daraufhin in die Zielgewebe und
richten dort in einer dritten Phase (3) durch Zytotoxizitat und die Ausschiittung von Entziindungsmediatoren (Zytokinsturm)
erheblichen Schaden an, was die epithelialen Barrieren zusatzlich schadigt. Abbildung frei nach [219].

1.6.3. Rolle dendritischer Zellen in der GvHD und deren Modulation durch
TLR-, NLR- sowie TGF(3-Signalwege

Dendritische Zellen nehmen aufgrund ihrer Funktion als APCs und potenteste Aktivatoren
der T-Lymphozyten eine wichtige Rolle in der Induktion der GvHD ein [1, 231-233]. Wie in
Kapitel 1.2. beschrieben ist ihr Aktivierungs- und Reifungszustand mafgeblich fir die Art und
das Ausmall der initiierten Immunantwort. Ausschlaggebend hierfir sind die
vorherrschenden Umgebungsbedingungen, wie die Anwesenheit von PAMPs und DAMPs
[10, 12, 14, 219]. So konnte gezeigt werden, dass eine keimfreie Umgebung wie auch die

bakterielle Dekontamination des Darms die GvHD abschwéachen [234-239], weshalb eine
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prophylaktische antibiotische Darmdekontamination mittlerweile zu den Therapiestandards

bei hamatopoetischen Stammzelltransplantationen zahlt [238, 240].

Die Translokation von LPS durch defekte Barrieren mit nachfolgender TLR-4-vermittelter
Freisetzung von TNFa gilt als wichtiger, wenn auch nicht unabdingbarer, Pathomechanismus
bei der GvHD [238, 241-246]. Neben Antibiotika kann der Einsatz von Probiotika die
Konzentration pathogener Bakterienbestandteile wie LPS mindern und so die GvHD
abschwachen [242, 247, 248]. Auch eine direkte LPS-Antagonisierung mittels Antiserum oder

LPS-Inhibitoren zeigte experimentelle Erfolge [241, 243].

Interessanter Weise sind inflammatorische Prozesse im Darm mit verminderter NOD2-
Aktivitat assoziiert [238, 249-251]. So konnten NOD2-Genmutationen mit chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen [242, 252-254] wie auch mit der GvHD in Verbindung
gebracht werden [237, 242, 251, 255—-258]. In Versuchen an Mdusen zeigte sich, dass NOD2-
Defekte mit einer stirkeren APC-Aktivierung, Effektor-T-Lymphozyten-Aktivitat und GvHD
sowie verminderter Anzahl regulatorischer T-Zellen einhergehen [238, 251]. Auch sind NLRs
und TLRs untereinander verkniipft (sog. , cross-talk”), wodurch eine MDP-vermittelte NOD2-
Aktivierung TLR-Signale beeinflussen und eine (iberschieRende Aktivierung vermeiden,

jedoch die nétige Immunitat gegeniliber Krankheitserregern erhalten konnte [259-263].

Obwohl in manchen Studien kein signifikanter Zusammenhang zwischen verschiedenen
NOD2-Genvarianten und der GvHD gefunden wurde [237, 242, 264-267], scheint der NOD2-
Signalweg die Immunantwort eher zu dampfen und protektiv gegen die GvHD zu wirken [55,

237, 238].

Auch TGFB werden immunregulatorische Eigenschaften zugesprochen, was sich auch auf die
GvHD auszuwirken scheint. Versuche an Mausen zeigten positive Effekte TGFB-behandelter
DC auf die GvHD [268]. So lindert die Co-Transplantation TGFB-vorbehandelter Empfanger-
DCs im Rahmen einer Knochenmarktransplantation die GvHD [269]. Ahnlich wirkt sich die
Co-Transplantation TGFB-behandelter DCs eines zweiten Spenders aus [270, 271]. Daneben
verursacht eine Neutralisierung von TGFB mittels Antikdrpern bei Mausen schwere Formen
der akuten GvHD [272]. Humangenetische Studien konnten eine Assoziation von TGFB- und
TGFB-Rezeptor-Mutationen mit einem erhéhten Erkrankungsrisiko an akuter GvHD

nachweisen [273-275]. Die TGFB-Serumspiegel sinken im Rahmen der hdmatopoetischen
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Stammzelltransplantation drastisch ab und steigen nach Wochen gemeinsam mit den
Leukozytenzahlen wieder auf das Ausgangsniveau an [268, 276, 277]. Vor dem Auftreten
einer akuten GvHD kommt es erneut zu einem deutlichen TGFB-Abfall im Serum, weshalb
TGFB als Biomarker fiir die GvHD herangezogen werden kann [268, 277, 278]. Ob die
niedrigen TGFB-Spiegel ein ursachlicher Pathomechanismus der GvHD oder eine Folge der
Erkrankung sind ist noch nicht geklart [277]. TGFp ist durch die Aktivierung von Fibroblasten,
Epithelzellen und glatten Muskelzellen auch an Remodeling, Fibrose und Vernarbung
beteiligt [1, 268]. Bezlglich der chronischen GvHD, die durch derartige Prozesse
gekennzeichnet ist, konnte eine Korrelation zwischen hohen TGFB-Serumwerten und der
Erkrankung festgestellt werden [268, 276]. Eine Neutralisierung von TGFB mittels
Antikorpern schwachte im Mausmodell einige Symptome der chronischen GvHD ab [272].
Als immunmodulierendes Zytokin konnte TGFB eine erhohte Infektanfalligkeit bedingen

[268].

1.6.4. T-Lymphozyten als Effektorzellen der GvHD und des GvL-Effekts

Spender-T-Zellen 16sen die GvHD aus, vermitteln jedoch auch den erwiinschten GvL-Effekt
(,Graft versus Leukemia”, auch GvT: ,Graft versus Tumor®). Die meisten Therapieansatze
lindern zwar die GvHD, schrianken jedoch auch die GvL-Reaktion ein [279, 280]. So ist
beispielsweise bei T-Zell-freien Transplanteten das Risiko fir eine GvHD geringer, jedoch
verschlechtern sich gleichzeitig das Engraftment und die GvL-Effekte [1]. Aus denselben
Grinden ist das Auftreten einer milden GvHD mit geringeren Rezidiv-Raten und einem
verlingertem Uberleben assoziiert [279, 281]. Die Herausforderung bei der Entwicklung
neuer Therapieansdtze ist es Moglichkeiten zu finden, die GvHD und GvL unabhdngig
voneinander zu beeinflussen. Mdégliche Ansatze sind zum Beispiel die Expansion, Depletion

oder funktionelle Modifikation verschiedener T-Zell-Subgruppen [55, 279, 280].

Tyl-Zellen vermitteln mit starke GvHD und GvL-Effekte, wohingegen Ty2-Zellen jeweils eher
schwache Effekte vermitteln [55, 229, 279, 282]. IFNy, das klassische Effektorzytokin der Ty1,
konnte einerseits mit starken GvL-Effekten und weniger schwerer GvHD in Verbindung
gebracht werden, andererseits ist es auch an der GvHD-Induktion beteiligt und nimmt somit
eine komplexe Rolle mit pro- und antiinflammatorischen Eigenschaften sowie einer

Antitumorkomponente ein [54, 55, 279, 283, 284].



Einleitung

Auch die CD62L-negativen-Memory-T-Lymphozyten (Tgy) stellen eine duBerst interessante T-
Zell-Population da, weil sie im Unterschied zu naiven T-Lymphozyten (Ty) und Tgv, in
Versuchen an Mausen bei Stammzelltransplantationen keine GvHD verursachen, jedoch
mitverantwortlich gemacht werden fir den erwiinschten GvL-Effekt [285—-288]. Neben dem
unterschiedlichen Antigen-Repertoire sowie anderen Migrationseigenschaften werden als
Ursachen hierflr auch die spezifischen Eigenschaften der Tgy mitverantwortlich gemacht
[289, 290]. Teym sind in der Lage gegen (verdnderte) Empfanger-Zellen aktiv zu werden, was
den GvL-Effekt erklart. Bei andauerndem allo-Antigenkontakt scheinen Tgy jedoch
aktivierungsabhangig anerg zu werden, d.h. beispielweise weniger Zytokine zu produzieren,
oder anfilliger fiir Apoptose zu werden. Somit koénnen keine prolongierten allo-
Immunreaktion und damit keine GvHD entstehen [289, 291, 292]. Empfanger-fremde
Antigene, wie zum Beispiel Bestandteile pathogener Keime, werden durch Tgy mit passender
Spezifitdit dennoch mit hoher Wahrscheinlichkeit erkannt und eliminiert, sodass ein
hinreichender Schutz vor Infektionen besteht [292]. Des Weiteren sollen Tgy das

Engraftment beschleunigen [286, 292].

Ein weiterer Ansatz ist der Transfer regulatorischer T-Lymphozyten, die in ausreichend
hohen Konzentrationen in Versuchen an Mausen eine GvHD verhindern, wobei die GvL-
Effekte erhalten bleiben [55, 280, 293—-296]. Mittlerweile konnte auch in ersten klinischen
Studien eine Schutzfunktion der T, vor der GvHD nachgewiesen werden [280, 297].
Problematisch bleiben bislang noch die rechtzeitige Expansion und Isolation ausreichender
Mengen an T, und die begrenzte Linienspezifitat der T, (Plastizitat) vor allem im Hinblick

auf eine Umwandlung in Effektorzellen [280, 298].

1.6.5. Einfluss von Vitamin D und Vitamin A auf die GvHD

Vitamin D moduliert T-Zell-vermittelte Immunantworten durch die Induktion tolerogener
DCs sowie regulatorischer T-Lymphozyten, Hemmung T-Zellproliferation, Verschiebung des
Tul/Th2-Gleichgewichts zugunsten der Ty2, Hemmung der Sekretion inflammatorischer
Zytokine und durch Suppression der zytotoxischen Aktivitit von CD8'CTL (siehe Kapitel
1.4.3.) [110, 115, 152, 299]. Deshalb liegt auch ein lindernder Einfluss von Vitamin D auf die
T-Zell-vermittelte GvHD nahe [300].
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In Versuchen an Ratten konnte die GvHD durch ein synthetisches Vitamin D Analogon
deutlich reduziert werden [301]. In humangenetischen Untersuchungen konnte ein
Zusammenhang zwischen Polymorphismen im Vitamin-D-Rezeptor mit dem Auftreten
schwerer GvHD-Formen nachgewiesen werden [302, 303]. Klinische Studien zeigten, dass die
25VD- und 1,25VD-Serumspiegel im Rahmen hamatopoetischer Stammzelltransplantationen
deutlich absinken und sich erst im Verlauf wieder normalisieren. Anhaltend niedrige
Serumspiegel sind mit dem Auftreten einer schweren GvHD assoziiert [129, 304, 305]. Eine
prophylaktische UVB-Bestrahlung im Rahmen der hamatopoetischen
Stammzelltransplantation erhoht die 25VD-Serumspiegel, ist mit einer erhéhten Anzahl
zirkulierender CD4'FOXP3"T,e; und mit einem geringeren Ausmalk der GvHD assoziiert [305].
Auch eine Vitamin-D-Substitution im Rahmen hamatopoetischer

Stammzelltransplantationen scheint sich positiv auf die GvHD auszuwirken [300].

Retinsdure kann (zusammen mit TGFB) ebenfalls T, induzieren und die Sekretion
proinflammatorischer Zytokine hemmen. Unter inflammatorischen Umgebungsbedingungen
soll RA jedoch die DC-Reifung, T-Lymphozyten-Aktivierung, T-Zell-Proliferation, Ty1- und
Tyl7-Polarisation sowie Effektorzytokinsekretion verstarken, was die gegensatzlichen
Funktionen der RA unterstreicht (siehe Kapitel 1.5.3.) [110, 163]. In Versuchen an Mausen
zeigte sich eine aggravierte intestinale GvHD und erhéhte Mortalitdt unter dem Einfluss von
RA [306, 307]. Eine Vitamin-A-arme Erndhrung verldngert analog dazu das Uberleben und
lindert die intestinale GvHD [308]. In anderen Versuchen bewirkte RA jedoch eine Abnahme
der akuten GvHD durch Induktion regulatorischer T-Zellen [309]. Die unterschiedlichen
Ergebnisse lassen sich zumindest teilweise dadurch erklaren, dass RA die
Migrationseigenschaften der T-Lymphozyten beeinflusst (Induktion des Darm-Homing), was

eine Veranderung der Zielorgane der GvHD zur Folge haben kann [308].
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Abbildung 1-11: Modulation der GvHD

Mehrere Einflussfaktoren sollen das Auftreten und die Schwere der akuten Graft-versus-Host Disease (GvHD) modulieren.
Verstarkend sollen der LPS-TLR-4-Signalweg, mDCs, Tyl und Ty, wirken (rot markiert). Lindernde Effekte sind dagegen fiir
den MDP-NOD2-Signalweg, tolerogene DCs, TGFB, 1,25VD, T, und Tgy beschrieben (grin markiert). Wie genau sich
Retinsdure, die Kombination mehrerer Immunmodulatoren (TGFB, Vitamine A und D, LPS, MDP) sowie der lokale Vitamin D
und A Metabolismus (blau markiert) auf die GvHD auswirken ist noch nicht genau geklart und wird in dieser Arbeit genauer
untersucht. Eigene zusammenfassende Abbildung der im Text beschriebenen Effekte.
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Zielsetzung

2. Zielsetzung

Die GvHD limitiert den Erfolg hdmatopoetischer Stammzelltransplantationen. T-Zell-
vermittelte Immunantworten |6sen dabei sowohl die Erkrankung selbst als auch den
erwilinschten GvT-Effekt aus. Um neue Therapieansdtze zu finden ist eine genauere
Charakterisierung der beteiligten Zellen und Einflussfaktoren notig. Versuche an Mausen,
gentechnische Untersuchungen und klinische Studien deuteten auf einen Einfluss der
Vitamine D und A, tolerogener Zellgruppen (tolerogene DCs, T.;) sowie von PRR-

Signalwegen (TLR, NLR) hin.

DCs induzieren T-Zell-vermittelte Immunantworten, wobei das umgebende Mikromilieu die
Zellfunktion und damit Art und Ausmall der Immunantwort entscheidend beeinflusst.
Abhdngig ist dieses Mikromilieu einerseits von der Anwesenheit bakterieller Stimuli,
Zytokine und Vitamine, jedoch auch von der zelleigenen Zytokinproduktion und

Metabolisierung von Vitaminvorstufen.

Ziel dieser Arbeit war es daher T-Zell-vermittelte Immunantworten unter der Einwirkung
verschiedener Umgebungsbedingungen und den Vitamin-Metabolismus dendritischer Zellen
genauer zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurden DCs und T-Lymphozyten verschiedener
Spender zusammengebracht um allogene Immunreaktionen (MLR®) auszuldsen und die
Wirkung der Vitamine A wund D, bakterieller Stimuli (LPS, MDP) sowie eines
Zusammenwirkens mehrerer Umgebungsbedingungen auf die T-Lymphozyten-Proliferation,
deren Polarisation und Effektorfunktionen herauszuarbeiten. Um die Rolle tolerogener DCs
genauer zu charakterisieren wurden die Ergebnisse dieser Versuche verglichen mit weiteren

Ansatzen in denen TGFB-vorbehandelte DCs eingesetzt wurden.

DCs setzen 25VD zum biologisch aktiven 1,25VD um, wodurch das aktive Vitamin im
Mikromilieu seine Effekte ausliben kann. Analog hierzu wurde die Fahigkeit der DCs und
TGFB-DCs untersucht auch Retinal in die biologisch aktive Retinsdure umzusetzen, was die
lokalen Bedingungen und damit die T-Zell-vermittelte Immunantwort entscheidend

beeinflussen konnte.

9 MLR, ,mixed leucocyte reaction”, gemischte Leukozytenreaktion
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3. Material

3.1. Gerate

Gerat

Hersteller

CASY® Modell TT

Innovatis™, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Deckglaschen

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Kénigshofen

Elutriator Avanti® J-20 XP, Rotor JE-5.0

Beckman Coulter® GmbH, Krefeld

FilterMate™ Cell Harvester

PerkinElmer® Inc., Rodgau

Inkubatoren BBD 6220

Krendo Labratory Products,
GmbH, Hanau

Haereaus® Holding

LSR Il analyzer

BD™, Heidelberg

Mikroskope

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena

Multipipette HandyStep®

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim

Multipipette® plus

Eppendorf AG, Hamburg

Neubauer improved Zahlkammer

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Kénigshofen

Pipetboy

Integra Biosciences AG, Zizers, Schweiz

Pipette Research® (fix), 100pl

Eppendorf AG, Hamburg

Pipette Research® (Mehrkanal), 30-300ul

Eppendorf AG, Hamburg

Pipetten Research® (variabel),
0,5-10ul, 10-100pl, 100-1000ul

Eppendorf AG, Hamburg

Sterilbank LaminAir® HA 2472

Haereaus® Holding GmbH, Krendo

Products, Hanau

Labratory

TopCount® NXT™

PerkinElmer® Inc., Rodgau

Trennkammer fir Gegenstromzentrifugation

Beckman Coulter® GmbH, Krefeld

Vortexer

Scientific Industries Inc., New York, USA

Waage LP1200S

Sartorius AG, Gottingen

Zentrifuge Avanti® J-20KP, Rotor JE-5.0

Beckman Coulter® GmbH, Krefeld

Zentrifuge Megafuge 3.0

Krendo Labratory Products,
GmbH, Hanau

Haereaus® Holding

Zentrifuge Sorvall RC 6 plus

Thermo Fisher Scientific™ Inc., Schwerte

Tabelle 3-1: Gerite

3.2. Verbrauchsmaterialien

Artikel

Hersteller

CASY® cups

Innovatis™, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Combitips® und Combitips® plus (Dispenserspitzen
far Multipipette) 0,5ml, 2,5ml, 5ml, 10ml

Eppendorf AG, Hamburg

Einmalfilter Minisart® 0,45um, 0,8um

Sartorius Stedim Biotech GmbH, Goéttingen

Einmalpipetten 2,5ml, 10ml, 25ml, 50ml

Costar®, Corning® Inc., New York, USA

Einmalspritzen

BD Discardit™, Heidelberg

epT.l.P.S.® Pipettenspitzen 20pul,200pul, 300pl, 1000ul

Eppendorf AG, Hamburg
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Artikel

Hersteller

FACS-Rohrchen steril

BD Falcon™, Heidelberg

Konische Zentrifugenrohrchen 50ml, 225ml

BD Falcon™, Heidelberg

Kryogefald

Nalgene™, Thermo Fisher Scientific Inc., New York,
USA

Kryoréhrchen

Nunc™, Thermo Fisher Scientific Inc.,, Roskilde,

Danemark

ReaktionsgefdaRe 1,5ml, 2,0ml

Eppendorf AG, Hamburg

Sterilfilter

Millipore GmbH, Schwalbach/Ts.

U-Boden Mikrotitierplatten 96Well, 6Well

BD Falcon™, Heidelberg

UniFilter-96 GF/C, White 96-well Barex Microplate
with 1.2 um poresize GF/C filter

PerkinElmer® Inc., Rodgau

Zellkulturflaschen 25m?, 75m?, 162m?

Costar®, Corning® Inc., New York, USA

Tabelle 3-2: Verbrauchsmaterialien

3.3. Chemikalien, Flissigkeiten, Farbstoffe

Substanz Hersteller

AB-Serum Rotes Kreuz Miinchen

CASY®blue Innovatis™, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
CASY®ton Innovatis™, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

CompBeads Anti-Mouse Ig, k und
CompBeads Negative Control (FBS)

BD™, Heidelberg

9cis-Retinsaure (9cisRA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

DAPI

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

DMSO

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Dulbecco’s PBS (PBS)

PAA Labratories GmbH, Pasching, Osterreich

FACS Clean Solution

BD FACS™, Heidelberg

FACS Flow Solution

BD FACS™, Heidelberg

FACS Rinse Solution

BD FACS™, Heidelberg

FCS PAA Labratories GmbH, Pasching, Osterreich
GM-CSF Leucomax®, Novartis Pharma GmbH, Niirnberg
H,0, 30% (v/v) Otto Fischer GmbH & Co. KG, Saarbriicken

HANKS-Puffer

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

IFNy, Imukin®, Injektionslésung

Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG,
Ingelheim am Rhein

IL-4 Promokine, PromoCell GmbH, Heidelberg
L-Glutamin Biochrom AG, Berlin

LPS Alexis®, Enzo® Life Science GmbH, Griinberg
[Methyl-3H]Thymidin (1mCi/ml) Amersham™, GE Healthcare GmbH, Braunschweig
MDP Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

MikoScint™-20

PerkinElmer® Inc., Rodgau
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Substanz

Hersteller

0,9% NaCl-Losung

B.Braun Melsungen AG, Melsungen

Pancoll PAN-Biotech GmbH, Aidenbach
PFA Pulver Merck KGaA, Darmstadt
Penicillin Gibco™, Life Technologies GmbH, Darmstadt

2-Propanol 70% (v/v) (Isopropanol)

B.Braun Melsungen AG, Melsungen

Retinal

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

RPMI 1640 w/o L-Glutamine

Life Technologies GmbH, Darmstadt

steriles Wasser

B.Braun Melsungen AG, Melsungen

Streptomycin

Gibco™, Life Technologies GmbH, Darmstadt

TGFB (Recombinant Human TGFB,)

Pepro Tech® GmbH, Hamburg

Trypanblau Gibco™, Life Technologies GmbH, Darmstadt
1,25VD Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
25,VvD Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Tabelle 3-3: Chemikalien, Farbstoffe, Medien

Substanzen die nicht in der Tabelle erwahnt sind wurden von den Firmen Merck KGaA
(Darmstadt) und Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen) bezogen.

3.4. Kits

Substanz

Hersteller

ALDEFLUOR™ kit

Stemcell™ Technologies SARL, Grenoble, Frankreich

Cytofix/Cytoperm™ Plus Fixation/Permeabilization
Kit

BD Cytofix/Cytoperm™, Heidelberg

FOXP3 / Transcription Factor Staining Buffer Set

eBioscience® Inc., Frankfurt

Leukocyte Activation Cocktail, with BD GolgiPlug™

BD Pharmigen™, Heidelberg

Tabelle 3-4: Kits

3.5. Medien, Puffer, Losungen

Bezeichnung

Herstellung

AB-Serum-haltiges Medium (5% v/v)

Standardmedium, 5% AB-Serum

DAPI-Arbeitslésung

PBS, 10ug/ml DAPI

Einfriermedium

Standardmedium, 10% FCS, 10% DMSO

FACS-Waschpuffer

PBS, 10% FCS

FCS-haltiges Medium (10% v/v)

Standardmedium, 10% FCS

H,0,-Losung (6% v/v)

400ml Steriles Wasser, 100ml H,0, (30% v/v)

PFA-LGsung (1% w/v)

5g PFA-Pulver, 500ml PBS

Standardmedium

RPMI 1640 w/o L-Glutamine , 50U/ml Penicillin,
50ug/ml Streptomycin, 2mmol/I L-Glutamin

Trypanblaulésung (0,2% w/v)

0,2g Trypanblau, 100ml 0,9% NaCl-Losung

Tabelle 3-5: Medien, Puffer, Lésungen

35



Material

3.6.

Spenderzellen

Monozyten, Elutriationsfraktion lil

Lymphozyten, Elutriationsfraktion lla

FACS-Expermiment 1  (FOXP3, FACS- Expermiment 1
09.11.2011 Zytokine, Oberflache) 26.09.2011 FACS- Expermiment 2 (Zytokine)
14.11.2011 FACS- Expermiment 2 (FOXP3, | 011 5019 FACS- Expermiment 2
Oberflache)
FACS- Expermiment 2 (Zytokine)
08.12.2011 FACS- Expermiment 3 (FOXP3, | 13.12.2011 FACS- Expermiment 3
Zytokine, Oberflache)
FACS- Expermiment 4 (FOXP3, .
09.01.2011 Zytokine, CD62L) 10.01.2011 FACS- Expermiment 4
10.01.2011 FACS-  Expermiment 5 (FOXP3, | g ) 5014 FACS- Expermiment 5
Zytokine, Oberflache)
06.02.2011 ALDEFLUOR- Expermiment 1 05.03.2012 FACS- Expermiment 6, 8
FACS- Expermiment 6 (FOXP3,
27.02.2012 CD62L, CD8aa) 27.02.2012 FACS- Expermiment 7
ALDEFLUOR- Expermiment 2
FACS- Expermiment 7 (FOXP3)
05.03.2012 ALDEFLUOR- Expermiment 3
FACS- Expermiment 8 (FOXP3,
12.03.2012 Zytokine, CD62L, CD8aa)
ALDEFLUOR- Expermiment 4
19.03.2012 ALDEFLUOR- Expermiment 5
Tabelle 3-6: Spenderzellen
3.7. Antikorper
3.7.1. Spezifische Antikorper
Spezifitit'®  Isotyp Konjugat Ursprung Klon Hersteller
aB-TCR IgM PE Maus T10B9.1A-31 BD Pharmingen™, Heidelberg
y6-TCR 18G1 FITC Maus B1 BD Pharmingen™, Heidelberg
CD1a 1gGy, PE Maus SFCI19Thy1A8 | Beckman Coulter® GmbH, Krefeld
CD3 18G1, APC Maus UCHT1 BD Pharmingen™, Heidelberg
CD3 18G1, APC-Cy™7 Maus SK7 BD Pharmingen™, Heidelberg
CD3 18G5 FITC Maus HIT3a BD Pharmingen™, Heidelberg
CD4 1gG, V450 Maus RPA-T4 BD Horizon™, Heidelberg
. BioLegend® Inc., San Diego,
CD8a 18G4, PE-Cy™7 Maus SK1 Kalifornien, USA
CD8B 18G5« APC Maus 2ST8.5H7 BD Fastimmune™, Heidelberg
CD25 1gG, APC Maus 2A3 BD™, Heidelberg;
CD45R0O 182G ja¢ PE Maus UCHL1 BD™, Heidelberg;

19 Reaktivitst: anti-human (bei allen verwendeten Antikérpern)
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Spezifiti;it10 Isotyp Konjugat | Ursprung  Klon Hersteller

CD45R0O 18G4, PE-Cy™5 Maus UCHL1 BD Pharmingen™, Heidelberg
CD62L 18G4, APC Maus DREG-56 BD Pharmingen™, Heidelberg
(CCDDZ;J (pY142) 18G5 PE Maus K25-407.69 BD Phosflow™, Heidelberg
CD279 (PD-1) 1gGy, FITC Maus MIH4 BD Pharmingen™, Heidelberg
FOXP3 18G5 PE Ratte PCH101 eBioscience® Inc., Frankfurt
IFNy 18G4 FITC Maus B27 BD Pharmingen™, Heidelberg
IL-2 18G5 PE Maus MQ1-17H12 BD Pharmingen™, Heidelberg
Tabelle 3-7: Antikorper

3.7.2. Isotypen

Isotyp  Konjugat  Ursprung  Klon Hersteller

1gGy, APC Maus MOPC-21 BD Pharmingen™, Heidelberg

1gGy, APC-Cy™7 Maus MOPC-21 BD Pharmingen™, Heidelberg

1gGy, PE-Cy™7 Maus MOPC-21 BioLegend® Inc., San Diego, Kalifornien, USA
1gGy, V450 Maus MOPC-21 BD Horizon™, Heidelberg

IgG, PE Ratte k.A. eBioscience® Inc., Frankfurt

18G,a¢ APC Maus G155-178 BD Pharmingen™, Heidelberg

18Gjax PE-Cy™5 Maus G155-178 BD Pharmingen™, Heidelberg

18Gges FITC Maus k.A. Beckman Coulter® GmbH, Krefeld

18Gges PE Maus k.A. Beckman Coulter® GmbH, Krefeld

IgM, PE Maus G155-228 BD Pharmingen™, Heidelberg

Tabelle 3-8: Isotypen
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3.8. Software und Datenbanken

Software / Datenbank

Hersteller / URL

BD FACSDiva™ Software

BD™, Heidelberg

Citavi Team 3.2.0 und Team 4.3.0.15

Swiss Academic Software GmbH, Wadenswil, Schweiz

CorelDRAW Graphics Suit X5

Corel Corporation, UnterschleiBheim

FlowJo

Tree Star Inc., Ashland, Oregon, USA

Gimp 2.8.10

S. Kimball, P. Mattis und das GIMP-Entwicklerteam
Free Software Foundation, Inc., Boston, USA

GraphPad Prism® 5.02

GraphPad Software Inc., La Jolla, Kalifornien, USA

LEO Worterbuch

http://dict.leo.org/ende/index _de.html

Microsoft Office Professional 2010

Microsoft Deutschlang GmbH, Unterschleifheim

Mac OS X Lion 10.7.4

Apple Inc., Cupertino, Kalifornien, USA

PubMed

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

Wikipedia

https://www.wikipedia.de/

Windows® 7, Windows® 8

Microsoft Deutschland GmbH, UnterschleiRheim

Tabelle 3-9: Software
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Methoden

4. Methoden

Sofern nicht gegenteilig beschrieben erfolgte die Zentrifugation von Zellsuspensionen zum

Ernten und Waschen jeweils 8min bei 300xg und 4°C.

4.1. Zahlen von Zellen

Die Ermittlung von Zellkonzentrationen erfolgte, soweit nicht anders angegeben, mithilfe der
Neubauerzdahlkammer. Durch Anfarben mit Trypanblaulésung konnten hierbei tote Zellen

von den vitalen abgegrenzt werden [310].

Aus 50ul Zellsuspension und jeweils 50ul Trypanblauldsung (0,2% w/v) wurde eine
Verdiinnungsreihe hergestellt und im Anschluss die Neubauer ,,improved” Zdhlkammer mit
der starksten Verdinnung beschickt um die vier GroRquadrate der Kammer im
Phasenkontrastmikroskop auszuzahlen. Aus dem Mittewert N der gezdhlten Zellen in den
GroRquadraten (1mm? Flache, 0,1mm Tiefe = 0,1ul Volumen) und dem Verdiinnungsfaktor

V wurde dann die Zellkonzentration c errechnet [311]:

c [10°Zellen/ml] = N x V + 100

4.2. Einfrieren von Lymphozyten

Die aus der Elutriation erhaltene Fraktion lla, die vor allem Lymphozyten enthalt (siehe
Kapitel 4.6.), wurde in zwei 50ml Zentrifugenréhrchen abzentrifugiert, resuspendiert,
zusammengefiihrt und gezahlt. Je 20x10° Lymphozyten in 1,8ml Einfriermedium wurden in
ein Kryorohrchen gegeben. Die Rohrchen wurden in einer Isopropanol-gefiillten Kryobox fir
einige Tage bei -80°C gelagert [310]. Diese Box ermdglicht ein langsames, kontinuierliches
Abkuhlen der Zellen um ca. 1°C/min [312]. Die endgiiltige Aufbewahrung erfolgte schlieRlich
in flissigem Stickstoff bei -196°C.

4.3. Auftauen von Lymphozyten

Um die Lymphozyten wieder aufzutauen wurden die Kryoréhrchen bei Raumtemperatur
erwarmt. Sofort nach dem Schmelzen wurde die Zellsuspension in warmes AB-Serum-
haltiges Medium aufgenommen, anschlieffend abzentrifugiert, resuspendiert und gezahlt

[310].
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4.4. Leukapherese - Gewinnung mononuklearer Zellen

Alle verwendeten Zellen stammen von gesunden Spendern. In der Abteilung fur
Transfusionsmedizin des Uniklinikums Regensburg wurden die Spender dafiir iber ein
Zweischlauchsystem an ein Apherese-Gerat angeschlossen. Einer der Schlauche leitete das
venose Vollblut des Spenders ins Gerat, wobei es zur Antikoagulation mit Natriumcitrat
versetzt wurde. Im Apherese-Gerat erfolgte durch Zentrifugation die Auftrennung der
Blutbestandteile gemal} ihrer Sedimentationsgeschwindigkeit. Entnommen wurden lediglich
ein Konzentrat mononukledrer Zellen (MNC-Konzentrat), sowie eine Plasmakonserve. Die
anderen Blutbestrandteile wurden dem Spender lber den zweiten Schlauch intravends

reinfundiert [313].

4.5. Dichtegradientenzentrifugation

Das gewonnene MNC-Konzentrat wurde mit Hilfe der |||”|”||||“H”'"”Hlm
Dichtegradientenzentrifugation = weiter  aufgereinigt.

Hierzu wurde das Blutkonzentrat zunachst 1:1 mit PBS

verdiinnt. Im Anschluss wurden in mehrere 50ml Plasma
Zentrifugenrohrchen je 15ml Leukozyten- B ?Ersombozyten
Separationslosung (Pancoll, Dichte: 1,077g/l) vorgelegt — & MNCs

und mit 25ml der Blutsuspension beschichtet. Durch

Zentrifugation (30min, 700g, RT) trennten sich vier i — Pancoll
Phasen voneinander ab. Am Boden der Erythrozyten

Granulozyten
Zentrifugenrohrchen setzte sich die dichteste Phase aus
Abbildung 4-1:
Erythrozyten und Granulozyten ab. Die nachsten drei  Dichtegradientenzentrifugation
Nach Zentrifugation mit

Schichten bildeten die Pancollphase, die ihr aufgelagerte  Leukozytenseparationslosung
(Pancoll) trennten sich das MNC-

Interphase, die v.a. MNCs (Lymphozyten und  Konzentratnach Dichte
(Erythrozyten/Granulozyten, Pancoll,

Monozyten) enthielt und der Uberstand mit Plasma, MNCs, Plasma/PBS/ Thrombozyten).
Die Interphase, die die MNCs enthielt

Thrombozyten und dem zugegebenen PBS. Die  (grau) wurde in der Folge
weiterverwendet. Abbildung frei nach
Interschicht wurde vorsichtig abgenommen, zweimal  [314]

gewaschen, in 200ml PBS resuspendiert und gezahlt

[314-316].
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4.6. Gegenstrom-Elutriation - Auftrennung der mononukledren Zellen

Zur weiteren Auftrennung der Spenderzellen erfolgte die Gegenstrom-Elutriation (kurz:
,Elutriation”). Diese Methode trennt die Zellsuspension durch Zentrifugation und einen
zentripetal angelegten Pumpendruck nach GréRe, Dichte und Form der Zellen auf [315]. Die
Zellsuspension stromt durch ein Schlauchsystem von auBen in eine rotierende

doppelpyramidenférmige Kammer ein.

Abbildung 4-2: Elutriation: Rotor

T — In Form eines schematischen Schnittbilds ist hier der zur
Elutriation verwendete Zentrifugeneinsatz (Rotor) dargestellt.
In der Mitte ist die Zentrifugationsachse angetragen und mit
grauen Pfeilen die Rotationsrichtung markiert. Die Kammer
und das angeschlossene Schlauchsystem sind im rechten
Bildteil zu erkennen (weiR). Die griinen Pfeile markieren die
Richtung des angelegten Pumpendrucks und somit die
Flussrichtung. Der im linken Bildteil dargestellte Teil des
Rotors stellt lediglich ein Gegengewicht da. Abbildung frei
nach [317].

Die nach auBen gerichtete Zentrifugalkraft und der angelegte Pumpendruck (Gegenstrom)
sorgen fir die Verteilung der Zellen in der Kammer, wobei sich ein Gleichgewichtzustand
einstellt, in dem die Sedimentationsgeschwindigkeit der Partikel in der Kammer Null ist. Bei
Erhohung des Pumpendrucks stromt die erste Fraktion in die zur Zentrifugationsachse
gerichtete Spitze der Kammer und anschlieBend in den dort befindlichen Abflussschlauch.
Unter schrittweiser Erhohung des Pumpendrucks und somit der Flussrate (Gegenstrom)

lassen sich so verschiedene Fraktionen voneinander abtrennen [314].

..--:9'-‘1?‘"'«"’-‘;-4-.:;"--& Abbildung  4-3: Prinzip der
o ke Elutriation
. Hier ist der Ablauf der Elutriation
(1) schematisch gezeigt. Zunachst
wird die Zellsuspension in die
Zentrifugalkraft % é Gegenstrom Kammer geleitet (1). In (2) ist ein

Gleichgewichtszustand  zwischen
Zentrifugalkraft (rot) und
hohe Gegenstrom (grin) dargestellt.
Zentrifugalkraft Die Zellen haben sich gemaR ihrer
GroRe, Dichte und Form in der
Kammer verteilt. Wird nun der
Gegenstrom schrittweise erhoht
werden die Zellfraktionen zur
Zentrifugationsachse hin aus der
Kammer gedréngt (3).
Abbildung frei nach [317].

niedrige
Zentrifugalkraft

Elutriationsgrenze
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Hierbei wurde wie folgt vorgegangen. Als Vorbereitung erfolgte die Desinfektion des
Schlauch-Kammersystems mit H,0,-Lésung (6% v/v) mit anschlieBender PBS-Spulung. Durch
Zentrifugation (1400xg, 10min, 18°C) wurde die vom Spender entnommene Plasmakonserve
von Zellresten und Thrombozyten gereinigt; je 500m| HANKS-Puffer wurden mit 30ml Plasma
versetzt. Mit der erhaltenen Mischung wurde nun das Schlauch-Kammersystem weiter

gesplilt und im Anschluss die Pumpe auf gewisse Flussraten geeicht.

Nun wurde die aus der Dichtegradientenzentrifugation erhaltene MNC-Suspension unter
definiertem Pumpendruck in das Schlauch-Kammersystem eingeleitet. Unter standiger
Zentrifugation wurde der Pumpendruck gemaR der Eichkurve schrittweise erhéht und die
Uber den Abflussschlauch ausstromenden Fraktionen aufgefangen und gezahlt. Auf diese

Weise konnten folgende Fraktionen voneinander abtrennt werden:

Fraktion Volumen (ml) Flussrate (ml/min) Vorherrschender Zelltyp

la 1000 52 Thrombozyten

Ib 1000 57

lla 1000 64

b 500 24 B- und T- Lymphozyten, natirliche
Killerzellen

llc 400 82

Id 400 92

m 800 130 Monozyten

Tabelle 4-1: Elutriation: Fraktionen, Volumen, Flussrate
Die Tabelle gibt die bei der Elutriation separierten Fraktionen (linke Spalte) mit dem jeweiligen Volumen der Fraktion, der
verwendeten Flussrate des Gegenstroms und des jeweils vorherrschenden Zelltyps wieder.

Die Fraktion lla, die vor allem Lymphozyten enthalt, wurde im Anschluss kryokonserviert

(siehe Kapitel 4.2.) um zu einem anderen Zeitpunkt fiir die MLR zur Verfiigung zu stehen.

Nach zwei Waschschritten wurde die Fraktion Il in 45ml Standardmedium resuspendiert und

die hierin enthaltenen Monozyten gezahlt.

Die Reinheit der MNC und Monozyten, sowie deren Zytokinausschittung wurden im

Rahmen der Laborroutine von Alice Peuker mittels FACS und ELISA getestet.
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4.7. Generierung dendritischer Zellen und TGFB-dendritischer Zellen

Um die aus der Elutriation erhaltenen Monozyten zu unreifen dendritischen Zellen (iDC) zu
differenzieren wurden 20x10° Monozyten in 30 ml FCS-haltigem Serum mit 144U/ml IL-4 und
244U/ml GM-CSF versetzt und in Zellkulturflaschen sieben bis acht Tage bei 37°C, 5% CO,

und 95% relativer Luftfeuchte inkubiert [6].

Um TGFB-dendritische Zellen (TGFB-DC) zu erhalten wurden derselben Mischung zusatzlich

10ng/ml TGFB hinzugefiigt, die Inkubation erfolge in gleicher Weise [318].

4.8. MLR (Mixed Leukocyte Reaction)

In einer MLR werden Leukozyten zweier verschiedener Spender in vitro zusammengegeben.
In dieser Arbeit wurden Lymphozyten eines Spenders mit dendritischen Zellen eines anderen
Spenders zusammengeberacht. Die Lymphozyten wurden durch die fremden MHC-Komplexe
aktiviert und zur Differenzierung und Proliferation angeregt (siehe Abbildung 4-4) [1, 2].

DC .
Abbildung 4-4: MLR

T_L Dargestellt sind

bzw.
schematisch die
TGFB- Vorgdnge in einer
Spender A DC Spender B MLR. Lymphozyten
(T-L) des Spenders B

werden mit DCs
oder TGFB-DCs des

Spenders A
zusammengebracht.
¥
Die Lymphozyten
Spender A werden durch die
- Erkennung der
), \%\% fremden MHC-
M Molekiile zur
Sbender B klonalen Expansion
und Differenzierung
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- . 0.0 ® . .
.. .:.:._ leferennerl;qu ) Tu “eeeis . f\lt]bndung frei nach
[ ] L 2
L™ osellys RN
\Fiﬂ Y % se'ed Tw -'o'.".f:‘.' o
° og el e® eg e 00,
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Die hierfiir benotigten iDC bzw. TGFB-DC wurden wie oben beschrieben aus Monozyten
differenziert und nach sieben bzw. acht Tagen aus den Kulturflaschen entnommen,
abzentrifugiert, resuspendiert und gezahlt. Die Lymphozyten eines anderen Spenders
wurden aufgetaut und ebenfalls gezahlt.

Angesetzt wurde die MLR in AB-Serum-haltigem Medium in 96-Well-U-Boden-
Mikrotiterplatten. Das Endvolumen betrug jeweils 200ul/well. Vor der Verwendung wurde
das Medium filtriert. In jede Vertiefung wurden auBerdem 100000 Lymphozyten sowie

10000 iDC oder 10000 TGFB-DC gegeben.

Um die Wirkung verschiedener bakterieller Stimuli miteinander zu vergleichen, wurden
mehrere MLR Ansdtze pipettiert. Einige dieser Ansatze blieben ohne Stimulus, einige wurden
mit 10ng/ml LPS versetzt, einige mit 100ng/ml MDP und einige mit LPS und MDP in

denselben Konzentrationen.

Des Weiteren wurden vitaminfreie Ansatze verglichen mit solchen, die die Vitaminvorstufen
Calcidiol (25VD, 5x10®mol/l), Retinal (10°mol/l) bzw. eine Kombination aus beiden
Vorstufen in den gleichen Konzentrationen enthielten. Als letzte Vergleichsmoglichkeit
wurden Ansatze erstellt, die die biologisch aktiven Vitamine Calcitriol (1,25VD, 5><10'9mol/l),
Retinsdure (9cisRA, 10'7moI/I), sowie eine Kombination dieser enthielten. Fiir die
Experimente in denen die Proliferation gemessen wurde, wurden die iDC (bzw. TGFB-DC)
zusatzlich in einer Verdinnungsreihe eingesetzt (20000 iDC/Well, 10000 iDC/Well, 5000
iDC/Well, usw.). Nachdem alle Zellen und Zusitze in den jeweiligen Vertiefungen waren
wurden die Mikrotitierplatten abzentrifugiert und fiir vier, sechs bzw. sieben Tage bei 37°C,
5% CO, und 95% relativer Luftfeuchte inkubiert. Die Abbildung 4-5 stellt eine Ubersicht tiber

die verschiedenen MLR-Anséatze sowie die Folgeexperimente dar.
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(A)
MO

+ GM-CSF

+ IL-4

(B)
iDC/

TGFB-DC

()

iDC

TGP

TGFB-DC

()

¢

25VD

LPS

Retinal

+ + MDP

=+[25VD+Retinal

LPS+MDP

1,25VD

9cisRA
1,25VD+9cisRA

T-L

-p 4/7/8d é TL

Zellzahlbestimmung

Proliferationsmessung

Durchflusszytometrie:

&» Oberflichenfirbung (CD25)
&» Zytokinfarbung (IL-2, IFNy)
&» FoxP3-Farbung

&» CD62L-Firbung

&» CD8aa-Farbung

4.9. Bestimmung der Zellzahl mittels CASY®

Abbildung 4-5: Ubersicht Gber die
MLR-Ansétze und Folgeexperimente
(A) Monozyten (MO) wurden 7-8 Tage
mit GM-CSF und IL-4 behandelt und so
zu iDC differenziert. Anderen
Monozyten wurden zuséatzlich 10ng/ml
TGFB zugesetzt. Es entstanden TGFB-
DCs.

(B) Die so erhaltenen iDC und TGFB-DC
wurden nun mit allogenen
Lymphozyten (T-L) in einer MLR
zusammengebracht. Es kamen je nach
Ansatz 10ng/ml LPS, 100ng/ml MDP,
beide bakteriellen Stimuli oder zur
Kontrolle keiner der Stimuli (-), sowie
5x10®°mol/l 25VD, 10°mol/l Retinal,
eine Kombination aus beiden
Vitaminvorstufen oder die biologisch
aktiven Vitamine 1,25VD (5x10’9mol/l),
Retinsdure (9cisRA, 10’7moI/I), eine
Kombination aus beiden aktiven
Vitaminen oder kein Vitamin (-) hinzu.
(C) Am vierten bzw. siebten Tag der
MLR wurden die T-Zellzahl mithilfe des
CASY®  Zellzéhl- und Analysegerat
bestimmt sowie die Zell-Proliferation
im
[Methyl-3H]Thymidin-Proliferationstest
gemessen. Am achten Tag der MLR
wurden verschiedene Farbungen zur
spateren durchflusszytometrischen
Analyse durchgefiihrt.

Anhand der Bestimmung der Zahl enthaltener vitaler Zellen konnten die verschiedenen MLR-
Ansatze an zwei Tagen (Tag vier und Tag sieben der MLR) miteinander verglichen werden.
Die Ansatze wurden hierflr mithilfe einer Mehrkanalpipette im jeweiligen Well vermischt
und anschlieBend in 50ml Zentrifugenrohrchen geerntet. Die Bestimmung der Zellzahl
erfolgte zum einen, wie oben beschrieben, mittels Zahlung im Phasenkontrastmikroskop,
zum anderen wurde die Zellzahl mit Hilfe des CASY® Zellzahl- und Analysegerats bestimmt.
Hierflir wurde eine Verdinnung des Ansatzes in 10ml isotonem Puffer (CASY®ton) erstellt.
Im Menl des Gerats wurden die eingesetzte Verdiinnung und minimaler sowie maximaler
Durchmesser vitaler Zellen sowie die Grundeinstellungen (Messvolumen, Anzahl der
Messzyklen, X- und Y-Achse der Ausgabeanzeige) festgelegt. Diese Parameter wurden fir

alle Folgemesserungen beibehalten.

Das dem CASY® Zellzahl- und Analysegerat zugrundeliegende Messprinzip ist die elektrische
Pulsflachenanalyse mit einer Million Messungen pro Sekunde. In jedem Messzyklus saugt

das Gerat in konstanter Geschwindigkeit ein definiertes Volumen Zellsuspension durch eine
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Messpore in eine Kapillare. Die Flussigkeitssaule durchquert hierbei ein konstantes
Spannungsfeld. Der Durchtritt einzelner Zellen bzw. Partikel durch die Messpore bewirkt
eine Erhohung des Widerstands und somit einen messbar verminderten Stromfluss, der
proportional zum Querschnitt des Partikels ist. Durch die hohe Anzahl an
Pulsflaichenmessungen wird der Querschnitt eines jeden Partikels bei seinem Durchtritt
mehrfach vermessen, wodurch eine relativ genaue Aussage Uber die GroRRe entsteht. Da die
Zellmembran toter Zellen durchlassig fir elektrischen Strom ist misst das CASY® Zellzahl- und
Analysegerat bei deren Durchtritt durch die Messpore einen geringeren Durchmesser als bei

lebendigen Zellen (siehe Abbildung 4-6) [310, 319].

vitale
Zelle

tote Zelle

A

Abbildung 4-6: Messvorgang und Differenzierung vitaler und toter Zellen im CASY®Zellzéhl- und Analysegerdt
Schematische Darstellung des Messvorgangs im CASY® Zellzahl- und Analysegerat. Der obere Teil der Abbildung zeigt den
Durchtritt der Zelle durch die Messpore. Die gelben Pfeile markieren den elektrischen Stromfluss, der durch den
Zellwiderstand verandert wird. Links im Bild ist zu sehen, dass der Widerstand beim Durchtritt toter Zellen nur durch die
GrofRe des Zellkerns entscheidend beeinflusst wird, da die Membran toter Zellen stromdurchlassig ist. Rechts wird deutlich,
dass bei vitalen Zellen die gesamte Zelle den Widerstand erhéht und die Zelle somit groRer vermessen wird. Im unteren
Bildabschnitt ist das GroRenprofil aus der Messung einer fiktiven Zellsuspension angegeben. Der erste Peak bei weniger als
6um Durchmesser entspricht den jeweils enthaltenen Zelltrimmern und anderen kleinen Partikeln, der zweite um 10um
erfasst die toten Zellen (links rot markiert) und nur der dritte Peak ab ca. 14um (rechts griin markiert) enthélt die vitalen
Zellen. In allen folgenden Auswertungen wird auf die vitalen Zellen eingegangen. Abbildung aus [319] modifiziert.

4.10. Proliferationsmessung

Eine andere Moglichkeit die verschiedenen MLR-Ansdtze miteinander zu vergleichen bietet
die Proliferationsmessung mit [Methyl—3H]—Thymidin. Nachdem die MLR, wie oben
beschrieben, entweder vier oder sieben Tage inkubiert worden war wurden die Zellen in 96-
well Barex Microplates Ubertragen und das radioaktiv markierte Thymidin zugegeben
(0,0185 MBqg [Methyl-3H]Thymidin/Well). Die so behandelten Mikrotitierplatten wurden

nochmals 18-20 Stunden inkubiert. In dieser Zeit bauten Zellen [Methyl-3H]-Thymidin in ihre
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neu synthetisierte DNA ein. Nach der letzten Inkubationszeit wurden die Zellen zur
Entfernung des nicht eingebauten [Methyl-3H]-Thymidins mittels FilterMate™ Cell Harvester
auf UniFilter-96 GF/C Ulibertragen. AnschlieRend wurde die Radioaktivitait mit Hilfe der
Szintillationslésung (MicroScint®) sowie dem TopCount®NXT™ Zerfallszahler bestimmt [314].
Alle MLR-Ansdtze wurden in Triplikaten gemessen. Diese Proliferationsanalysen wurden

freundlicherweise von Frau Alice Peuker durchgefiihrt.

4.11. Farbung mit Fluorochrom-konjugierten Antikorpern

Um verschiedene phadnotypische Eigenschaften der aktivierten Lymphozyten in den MLR-
Ansatzen durchflusszytometrisch (s.u.) zu erfassen wurden diese mit verschiedenen
Farbstoff-konjugierten Antikérpern behandelt. Als Konjugate kamen APC, APC-Cy7, FITC, PE,
PE-Cy5, PE-Cy7 und V450 (Pacific Blue) zur Anwendung. Alle Antikorper wurden kurz vor der

Verwendung durch Vortexen gut durchmischt.

4.11.1. Oberflachenfarbung

Die verschiedenen MLR-Ansatze wurden hierzu am achten Tag mittels Mehrkanalpipette im
jeweiligen Well vermischt, geerntet und gezahlt. Je eine Million vitaler Zellen wurde pro
Ansatz und Farbepanel in ein FACS-Rohrchen pipettiert. Nach einem Waschschritt mit FACS-
Waschpuffer (PBS, 10% FCS) wurden alle zur Oberflachenfarbung bendétigten Antikorper in
der vom Hersteller angegebenen Menge in die jeweiligen Réhrchen gegeben und durch

kurzes Vortexen mit den Zellen gemischt. Die Inkubation erfolgte 10min bei 4°C im Dunkeln.

Zwei weitere Waschschritte entfernten die nicht gebundenen Antikérper. AnschlieRend
wurden die gefarbten Zellen entweder einer Farbung intrazellularer Zellbestandteile
zugefiihrt oder mittels PFA-LGsung (1% w/v) fixiert und bis zur durchflusszytometrischen

Analyse am nachsten Tag bei 4°C in Dunkelheit aufbewahrt [314].

4.11.2. Intrazellularfarbung

Fiir die Farbung intrazelluldrer Zellbestandteile mussten die Zellen zunachst fixiert und die
Zellmembran fir die Farbstoff-konjugierten Antikdrper durchlassig gemacht werden. Hierfir

wurde, je nach Farbung, eines von zwei verschiedenen Protokollen angewandt [314].
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Zur Anfirbung des nukledren Proteins FOXP3 wurde das ,FOXP3 / Transcription Factor
Staining Buffer Set” der Firma eBioscience® (Frankfurt) nach Herstellerangaben verwendet.
Die bereits oberflachlich gefarbten Zellen wurden hierbei fir 18 h bei 4°C in Dunkelheit mit
einem Fixations- und Permeabilisierungspuffer inkubiert. Nach zwei Waschschritten mit
Permeabilisierungspuffer erfolgte die Inkubation mit dem fluorochrom-konjugierten
Antikorper bzw. dessen Isotyp. Nach einem weiteren Waschschritt und der Aufnahme in

FACS-Waschpuffer standen die Zellen zur durchflusszytometrischen Analyse zur Verfligung.

Um die intrazelluldren Zytokine IL-2 und IFNy anzufdarben wurden die Zellen bereits vor der
Oberflachenfarbung funf Stunden mit PMA (20ng/ml) und lonomycin (1uM) stimuliert
(Leukocyte Activation Cocktail, BD™, Heidelberg). Um die Sekretion der Zytokine zu
unterdriicken wurde gleichzeitig GolgiPlug™ hinzugegeben. AulRerdem wurden
Kontrollansatze erstellt, die lediglich mit GolgiPlug™, nicht jedoch mit PMA und lonomycin
behandelt wurden. Nach der flinfstlindigen Inkubation wurden die Zellen geerntet und wie
oben beschrieben oberflachlich gefarbt. Im Anschluss wurden sie mittels Cytofix/Cytoperm™
Plus Fixation/Permeabilization Kit nach Herstellerangaben (BD™, Heidelberg) fixiert und
permeabilisiert. Die Inkubation mit dem jeweiligen Antikérper erfolgte 30min bei 4°C in
Dunkelheit. Nach einem abschlieRenden Waschschritt wurden die gefarbten Zellen in PFA-
Losung fixiert. Die Lagerung bis zur Durchflusszytometrie am nachsten Tag erfolgte bei 4°Cin

Dunkelheit.

4.12. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermdglicht die Erfassung verschiedener phanotypische
Eigenschaften mehrerer Tausend einzelner Zellen. Mithilfe einer Tragerflissigkeit wurden
die verschiedenen Zellsuspensionen im Durchflusszytometer (BD™ LSR Il Flow Cytometer,
BD™, Heidelberg) in einem laminaren Probenstrom an einem optischen System aus Lasern,
Linsen, Spiegeln, Filtern und Detektoren vorbeigeleitet. Der Probenstrom war hierbei von so
geringem Durchmesser, dass jeweils nur eine einzelne Zelle vom Laserlicht erfasst wurde
und somit ausschliellich die Eigenschaften dieser einzelnen Zelle fiir die Streuung des
Laserlichts verantwortlich waren. Dadurch dass im Gerdat mehrere Laser verschiedener
Wellenldangen verbaut sind, war es hierbei moglich gleichzeitig mehrere zellgebundene

Antikorper Uber ihre Farbstoffkonjugate zu detektieren. AuBerdem konnten (iber die
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Vorwarts- und Seitwartsstreuung des Laserlichtes (FSC, SSC) die GroRe und Granularitat der
Zellen erfasst werden. Da die untersuchten Zellen mit bis zu sieben verschiedenen Farbstoff-
gekoppelten Antikérpern behandelt worden waren wurden so fir jede Zelle bis zu neun
verschiedene phanotypische Parameter ermittelt. Um Aussagen Uber die jeweilige
Zellsuspension bzw. die verschiedenen enthaltenen Zellpopulationen treffen zu kdnnen
wurden pro Ansatz 20000 Zellen  durchflusszytometrisch  analysiert.  Die
durchflusszytometrischen Messungen und notwendige Kompensation mithilfe gefarbter
Beads (CompBeads, BD ™, Heidelberg) wurden gemeinsam mit Frau Dr. Katrin Peter

durchgefiihrt.

Im Anschluss wurden die gesammelten Daten mit der dafiir vorgesehenen Software FlowJo
ausgewertet. In Abbildung 4-7 ist exemplarisch die , Gating“-Strategie auf CD4" und CD8'T-
Lymphozyten dargestellt. Abbildung 4-9 zeigt die , Gating“-Strategie, die beim ALDEFLUOR™

assay zur Anwendung kam.
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Abbildung 4-7: ,Gating“-Strategie auf CD4* und CD8'T-Lymphozyten

Kleine Partikel wurden mit Hilfe des ersten Gates (linker Plot) ausgeschlossen. Mithilfe des Markers CD3 (TCR) wurden T-
Lymphozyten ausgewshlt (mittlerer Plot), die dann weiter in CD4'T-Lymphozyten und CD8'T-Lymphozyten unterteilt
wurden (rechter Plot).

4.13. Bestimmung  ALDH-Aktivitit  Dendritischer  Zellen  mittels
ALDEFLUOR™ assay

Der ALDEFLUOR™ assay (Stemcell™ Technologies SARL, Grenoble, Frankreich) dient der
Identifizierung von Zellen mit hoher Aktivitat des Enzyms ALDH (Aldehyd-Dehydrogenase).
Dieses Enzym setzt unter anderem die inaktive Vorstufe des Vitamin A (Retinal) in die
biologisch aktive Form Retinsdure um. Das in den Experimenten verwendete fluoreszierende
Substrat BAAA (BODIPY™-Aminoacetaldehyd) diffundiert frei durch die Zellmembran. Es wird
durch die ALDH in das Produkt BAA (BODIPY™-Aminoacetat) umgewandelt, das in den Zellen
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verbleibt. Der aktive Transport aus den Zellen mittels ABC-Transporter wird durch den

ALDEFLUOR™ assay Buffer blockiert.

(A) Abbildung 4-8:
iDC Versuchsaufbau der
MO ALDEFLUOR™ assay
- Experimente

- 2 '(l'éFB 7d . (A) Aus Monozyten (MO)
T AM-5F wurden mittels GM-CSF
+ L4 TGFB-DC und IL-4 innerhalb sieben
Tage DCs bzw. unter
zusatzlicher Zugabe von
TGFR (10ng/ml) TGFB-

5 — iDC und TGFB-DCs wurden im
TGFp-DC LPS ' _/ Anschluss fiir zwei
2d ._.. TGFB-DC

IFNy, 10ng/ml TGFB, oder

zur Kontrolle mit keinem
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[320].

Die hier eingesetzten DCs und TGFB-DCs wurden wie oben beschrieben aus Monozyten
gesunder Spender generiert. Nach sieben Tagen Inkubation wurden 10ng/ml LPS, die
Immunmodulatoren IFNy (1000IU/ml = 50ng/ml) bzw. TGFB (10ng/ml) oder als Kontrolle
kein Zusatz fiir weitere zwei Tage hinzugegeben. Dann wurde die Inkubation fir weitere zwei

Tage in denselben Zellkulturflaschen weiterhin 37°C, 5% CO, und 95% relativer Luftfeuchte.

Am neunten Tag wurde der Inhalt der Zellkulturflaschen in 50ml Zentrifugenréhrchen
Uberfihrt, abzentrifugiert, resuspendiert und die DCs bzw. TGFB-DCs gezdhlt. Je Ansatz
wurde eine Million Zellen in ein FACS-R6hrchen pipettiert, mit ALDEFLUOR™ Assay Buffer

gewaschen und in 1ml Puffer resuspendiert. Nun wurde das activated ALDEFLUOR™
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substrate (BAAA) hinzugegeben und jeweils 500ul der neu erhaltenen Mischung in zwei
FACS-R6hrchen pro Ansatz Uberfiihrt. Jeweils in eines der beiden Rdhrchen (Kontrolle)
wurde zur spezifischen Hemmung der ALDH 5ul DEAB (Diethylaminobenzaldehyd) gegeben,
das andere Réhrchen (Test) blieb ohne Inhibitor. Die Inkubation erfolgte 45min bei 37°C, 5%
CO; und 95% relativer Luftfeuchte. Nachdem in einem Waschschritt das nicht umgesetzte
Substrat entfernt worden war wurden die Zellen in ALDEFLUOR™ Assay Buffer
aufgenommen [320]. Kurz vor der durchflusszytometrischen Messung wurde DAPI (4,6-
Diamidin-2-phenylindol, Endkonzentration 1ug/ml) zugegeben. DAPI ist ein UV-Farbstoff, der
durch die Zellmembran toter Zellen diffundiert, an deren DNA angelagert wird und sie somit
anfarbt. In der spateren Auswertung konnten somit tote und stark geschadigte Zellen

ausgeschlossen werden.

Die weitere durchflusszytometrische Analyse und anschlieBende Auswertung mittels der
Software FlowJo erfolgten wie oben beschrieben. Abbildung 4-9 zeigt exemplarisch die hier

angewandte , Gating“-Strategie.
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Abbildung 4-9: ,Gating“-Strategie in den ALDEFLUOR-Experimenten

Oben abgebildet ist exemplarisch ein Test- und unten ein Kontrollansatz. Im Kontrollansatz wurde wie oben beschrieben
das Enzym ALDH durch DEAB gehemmt. Kleine Partikel wurden mit Hilfe des ersten Gates (linke Plots) ausgeschlossen. Die
DAPI-negativen Zellen der richtigen GroRe wurden im zweiten Gate (,Life Gate”; mittlere Plots) ausgewahlt. In dieser
Population wurde die jeweils Anreicherung mit BAA gemessen (rechte Plots, rot markiertes Gate, ,ALDEFLUOR"™).
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4.14. Statistik

Aus den Messergebnissen mehrerer Einzelexperimente wurden Mittelwerte und die
Standardabweichung des Mittelwerts (SEM, standard error of the mean) errechnet. Mit Hilfe
der Software GraphPad Prism® 5.02 wurden gepaarte Student’s t-Test zur statistischen
Signifikanzprifung durchgefiihrt. P-Werte <0,05 galten als statistisch signifikant (*) und p-
Werte <0,01 als sehr signifikant (**). Ergaben die Tests p-Werte >0,05 wurde dies als

statistisch nicht signifikanter (n.s.) Unterschied bezeichnet.
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5. Ergebnisse

Die Bedeutung der T-Zell-vermittelten Immunantwort im Rahmen der GvHD wurde in Kapitel
1.6.4. beschrieben. Im Rahmen dieser Arbeit wurde analysiert, inwiefern eine allogene
Immunantwort durch bakterielle Stimuli, wie LPS und MDP, durch Vitaminzugaben und
durch TGFB, sowie die Kombination dieser verschiedenen Stimuli und Zusatze moduliert
wird. Zu diesem Zweck wurden frisch isolierte humane Monozyten gesunder Spender Uber
sechs bis acht Tage mit GM-CSF und IL-4 zu unreifen dendritischen Zellen differenziert, die
hier als ,,DCs” bezeichnet werden [6]. Um den immunmodulatorischen Effekt des TGFB auf
diesen Differenzierungsprozess zu untersuchen, wurde weiteren, sonst gleich behandelten
Monozyten TGFB zugesetzt [318]. Die auf diese Weise differenzierten dendritischen Zellen
werden hier ,TGFB-DCs“ genannt. Im Anschluss erfolgte in einer gemischten
Leukozytenreaktion (MLR) die Untersuchung der Immunantwort allogener T-Lymphozyten,
gemessen an deren Proliferation und Differenzierung zu Effektor-T-L-Lymphozyten. Dies
geschah unter Zugabe von LPS und LPS zusammen mit MDP sowie von Vorstufen bzw. den
biologisch aktiven Vitaminen D und A. AuRerdem wurde die Fahigkeit der DCs und TGFB-DCs

Vitamin A Vorstufen in die biologisch aktive Retinsdure umzusetzen untersucht.

5.1. Lymphozyten-Zellzahl nach der MLR

Zur Beurteilung der durch verschiedene DCs hervorgerufenen Proliferation allogener
Lymphozyten sowie zur Analyse des Einflusses verschiedener Zusatze wurde zunachst die

Zahl der Lymphozyten im Anschluss an eine MLR bestimmt.

Wie Abbildung 5-1 zeigt, waren beim Einsatz von DCs (Balken ohne Schraffur) sowohl unter
dem Einfluss von 25VD als auch unter dem von Retinal, signifikant weniger Lymphozyten als
in der Kontrolle ohne Vitaminzusatz nachzuweisen. Dieser Effekt schien sich tendenziell bei
gleichzeitiger Zugabe beider Vitamine noch zu steigern. Wo im vitaminfreien LPS-Ansatz im
Mittel 2x10° Lymphozyten/ml zu messen waren, wurden im Ansatz mit 25VD und LPS
gemittelt 1x10%/ml und mit der Vitaminkombination und LPS im Durchschnitt nur noch
0,75x10°/ml gezahlt. Zwischen den lediglich mit LPS stimulierten Ansitzen (Abbildung 5-1 A)
und denjenigen, die mit LPS und MDP stimuliert wurden (Abbildung 5-1 B) zeigten sich keine

signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 5-1: Verringerung der Zellzahl nach der MLR durch 25VD, Retinal und den Einsatz von TGFB-DC

Um humane Monozyten zu iDC zu differenzieren, wurden diese liber sieben Tage in FCS-haltigem Medium mit GM-CSF und
IL-4 kultiviert. Zur Generierung der TGFB-DCs wurden auRerdem 10ng/ml TGFB hinzugegeben. Am siebten Tag wurden die
DC bzw. TGFB-DC geerntet und je 0,5x10°/ml mit allogenen Lymphozyten (O,5x106/ml) in einer MLR kokultiviert, wobei
jeweils LPS alleine oder in Kombination mit MDP sowie die Vitaminvorstufen 25VD (5x10'8M), Retinal (10"6M), eine
Kombination beider Vitaminvorstufen (25VD 5x10'8M, Retinal 10'6M) oder als Kontrolle kein Vitamin zugesetzt wurden. A
zeigt Ansatze in denen DC bzw. TGFB-DC mit LPS (10ng/ml) und Lymphozyten sowie den angegebenen Vitaminen kultiviert
wurden, B Ansatze mit DC bzw. TGFB-DC, Lymphozyten, LPS (10ng/ml), MDP (100ng/ml) und Vitaminen. Die Messung der
Zellzahl erfolgte am siebten Tag der MLR mithilfe des CASY® Zellzdhl- und Analysegerats. Dargestellt sind Mittelwerte der
Zellzahl in Millionen pro Milliliter (Mio/ml) £ SEM aus sechs (DC) bzw. drei (TGFB-DC) unabhangigen Einzelexperimenten.
Statistische Analysen erfolgten mit Hilfe des Student’s t-Test: *p<0,05, **p<0,01, relativ zur vitaminfreien Kontrolle oder
wie mit Balken markiert.

Die in Abbildung 5-1 jeweils schraffiert dargestellten Balken bilden die Zellzahl nach der MLR
mit TGFB-DCs ab. Sowohl bei Inkubation mit LPS als auch in Gegenwart von LPS und MDP lag
in der Kontrolle ohne Vitamine eine geringere absolute Lymphozytenzellzahl (0,71x10°/ml)

im Vergleich zur MLR mit DC (2x10%°/ml) vor. Unter dem Einfluss von TGFB zeigten sich
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aullerdem keine reprimierenden Vitamineffekte, die Zellzahl war in allen Ansdtzen konstant

niedrig: im Mittel 0,77x10°/ml (+ 0,07x10°%/ml).

Neben den dargestellten Ergebnissen nach sieben Tagen MLR wurden die Zellzahlen an Tag
vier der MLR mit DC bestimmt. Hier kamen die gleichen bakteriellen Stimuli zur Anwendung.
An Tag 4 der MLR zeigten sich, wie erwartet, deutlich niedrigere absolute Zellzahlen, die in
allen Anséatzen bei etwa 0,38><106/ml (+ 0,01x106/ml) lagen. Weder der Zusatz von MDP noch
die Vitaminzusatze veranderten die Zellzahl merklich. Die zugehorigen Graphen sind dem

Anhang (Abbildung 9-1) zu entnehmen.

5.2. Proliferation der Lymphozyten in der MLR

AuRerdem wurde der Einfluss der Vitamine D und A sowie der bakteriellen Stimuli LPS und
MDP auf die Proliferation der allogenen Lymphozyten in der MLR gemessen am Einbau von

[Methyl-3H]-Thymidin bestimmt.
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Abbildung 5-2: Hemmung der Proliferation in der MLR durch die Zugabe von 25VD und Retinal

Um humane Monozyten zu iDC zu differenzieren wurden diese liber sieben Tage in FCS-haltigem Medium mit GM-CSF und
IL-4 kultiviert. Am siebten Tag wurden die DC geerntet und zu je 10*/Well (entsprechend 0,5x10°/ml) mit allogenen
Lymphozyten (105/WeII, O,5x106/ml) in einer MLR kokultiviert, wobei jeweils bakterielle Stimuli sowie die Vitaminvorstufen
25VD (5x10°%M), Retinal (10°M), eine Kombination beider Vitaminvorstufen (25VD 5x10°%M, Retinal 10°M) oder als
Kontrolle kein Vitamin zugesetzt wurden. A zeigt Ansitze in denen DC mit LPS (10ng/ml) und Lymphozyten sowie den
angegebenen Vitaminen kultiviert wurden, B Ansédtze mit DC, Lymphozyten, LPS (10ng/ml), MDP (100ng/ml) und Vitaminen.
Am siebten Tag der MLR wurden die Lymphozyten 18 bis 20 Stunden mit [Methyl*H]-Thymidin inkubiert und der Einbau des
radioaktiv markierten Thymidins in neu synthetisierte DNA mittels Zerfallszahler gemessen, wodurch die Proliferationsrate
der Lymphozyten analysiert wurde. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM aus vier unabhdngigen Einzelexperimenten.
Statistische Analysen erfolgten mit Hilfe des Student’s t-Test: *p<0,05, relativ zur vitaminfreien Kontrolle.

In Abbildung 5-2 sind die Ergebnisse dieser Proliferationsmessung dargestellt. Analog zu den

Zellzahl-Experimenten war eine signifikante Abnahme des Einbaus von [Methyl-3H]-Thymidin
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und damit der Zellproliferation unter der Vitaminkombination (25VD und Retinal) sowohl im
LPS-Ansatz (Abbildung 5-2 A) als auch im Ansatz mit LPS und MDP (Abbildung 5-2 B) zu
verzeichnen. Der Effekt von 25VD konnte lediglich tendenziell im LPS-Ansatz beobachtet
werden. Zwischen den LPS-Ansdtzen und denjenigen mit LPS und MDP waren keine
signifikanten Unterschiede erkennbar. Die scheinbare Diskrepanz zwischen ,,CASY®“-Zahlung
und [Methyl-3H]-Thymidin-Einbau erklart sich dadurch, dass die , CASY®“-Zihlung die
Gesamtproliferation Uber sieben Tage analysiert, wahrend beim [Methyl-3H]-Thymidin-

Einbau nur ein ,,Schnappschuss” der Proliferation von Tag 7 auf Tag 8 gemessen wird.
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Abbildung 5-3: Von der DC-Zellzahl unabhangige Hemmung der allogenen T-Zell-Proliferation durch die Zugabe von 25VD
und Retinal

Um humane Monozyten zu iDCs zu differenzieren wurden diese liber sieben Tage in FCS-haltigem Medium mit GM-CSF und
IL-4 kultiviert. Am siebten Tag wurden die DCs geerntet und mit allogenen Lymphozyten (105/Well, 0,5x106/ml) in einer
MLR kokultiviert, wobei der bakterielle Stimulus LPS (10ng/ml) und die Kombination der beiden Vitaminvorstufen 25VD
(5><10'8M) und Retinal (10'6M) oder als Kontrolle kein Vitamin zugesetzt wurden. Die iDC selbst wurden in einer
Verdinnungsreihe (wie im Graph angegeben, beginnend mit 2x10*/Well entsprechend 10°/ml) eingesetzt. Am siebten Tag
der MLR wurden die Lymphozyten 18 bis 20 Stunden mit [Methyl*H]-Thymidin inkubiert und der Einbau des radioaktiv
markierten Thymidins in neu synthetisierte DNA mittels Zerfallszdhler gemessen, wodurch die Proliferationsrate der
Lymphozyten analysiert wurde. Dargestellt sind Mittelwerte aus vier unabhdngigen Experimenten + SEM. Statistische
Analysen erfolgten mit Hilfe des Student’s t-Test: *p<0,05, relativ zur vitaminfreien Kontrolle bei gleicher DC-Zahl/Well.
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Zusatzlich zu den beschriebenen Ansdtzen wurden die DC, neben der Ublichen Anzahl
(10‘000/Well entsprechend 0,5x105/ml), in einer Verdlinnungsreihe (20°000DC/Well,
10°000DC/Well, 5000DC/Well usw.) eingesetzt, die Lymphozyten dagegen weiterhin in
konstanter Zahl (100000 T-Lymphozyten/Well entsprechend 0,5x10%/ml). Als Kontrollen
wurden DC (nicht dargestellt) und T-Lymphozyten jeweils in Monokultur mit den gleichen
bakteriellen Stimuli und Vitaminen inkubiert; in diesen Kontrollen fand erwartungsgemafd

keine Proliferation statt.

Abbildung 5-3 zeigt, dass der proliferationshemmende Effekt der Kombination der Vitamine
25VD und Retinal unabhidngig von der DC-Zellzahl in der MLR auftrat. Signifikant
unterschieden sich die Proliferation der Lymphozyten in der Kontrolle ohne Vitamin und der
MLR mit beiden Vitaminen bei 2500DC/Well (1,25x10%/ml) und 10‘000DC/Well (0,5x10°/ml).
Ein deutlicher Trend war jedoch ab 2500DC/Well (1,25x104/ml) bis hin zur hochsten
eingesetzten DC-Zahl (20‘000DC/Well, 10°/ml) durchweg zu beobachten. Nicht dargestellt
sind die Ergebnisse der Experimente in denen die Vitaminvorstufen 25VD und Retinal jeweils
einzeln, anstatt wie gezeigt in Kombination, der MLR zugesetzt wurden. Es wurde, wenn
auch schwacher, jeweils ebenfalls ein Trend zur Hemmung der Proliferation, unabhangig von

der eingesetzten DC-Zahl, gemessen.

In den ebenfalls nicht dargestellten Experimenten mit LPS und MDP ergaben sich wiederum

keine deutlichen Unterschiede zu den gezeigten Experimenten mit LPS.

Um die Wirkung von TGFB aus den Zellzahlexperimenten zu bestatigen, wurden aullerdem
MLRs mit TGFB-DCs in derselben Verdiinnungsreihe erstellt. Die Ubrigen Zusatze waren
dieselben (Lymphozyten, LPS oder LPS und MDP, 25VD, Retinal, deren Kombination oder
kein Vitamin). Abbildung 5-4 zeigt die gemessenen Triplikate und Mittelwerte der LPS-TGFp-
DC-Ansatze eines Einzelversuchs. Verglichen mit Abbildung 5-3 kommt die deutlich geringere
Proliferation in den MLRs mit TGFB-DC zum Ausdruck (im Mittel 6821cpm bei 10000 TGFB-
DC/Well im vitaminfreien LPS-Ansatz im Vergleich zu 18959cpm bei 10‘000 DC/Well im sonst
gleichen Ansatz desselben Experiments ohne TGF). Dariiber hinaus hatte auch hier die
Vitaminkombination einen zusatzlichen hemmenden Einfluss auf die Proliferation. Dieser

Effekt zeigte sich, wenn auch schwacher, ebenfalls in den Ansdtzen mit 25VD. Retinal allein
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beeinflusste die Proliferation nicht (nicht dargestellt). Der Einsatz der Kombination aus LPS

und MDP erbrachte auch hier vergleichbare Ergebnisse wie die alleinige Stimulation mit LPS.
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Abbildung 5-4: Verminderte Proliferation in der MLR mit TGFB-DCs

Um humane Monozyten zu TGFB-DCs zu differenzieren wurden diese Uber sieben Tage in FCS-haltigem Medium mit GM-
CSF und IL-4 sowie 10ng/ml TGF kultiviert. Am siebten Tag wurden die TGFB-DCs geerntet und mit allogenen Lymphozyten
(105/Well, 0,5x106/ml) in einer MLR kokultiviert, wobei der bakterielle Stimulus LPS (10ng/ml) sowie die Kombination der
beiden Vitaminvorstufen 25VD (5x10'8M) und Retinal (10'6M) oder als Kontrolle kein Vitamin zugesetzt wurden. Die TGFf-
DC selbst wurden in einer Verdiinnungsreihe (wie im Graph angegeben, beginnend mit 2x10%/Well entsprechend 105/ml)
eingesetzt. Am siebten Tag der MLR wurden die Lymphozyten 18 bis 20 Stunden mit [Methyl*H]-Thymidin inkubiert und der
Einbau des radioaktiv markierten Thymidins in neu synthetisierte DNA mittels Zerfallszdhler gemessen, wodurch die
Proliferationsrate der Lymphozyten analysiert wurde. Dargestellt sind die Triplikate eines Einzelversuchs sowie die
Verbindungslinien der Mittelwerte.

Zur weiteren Untersuchung des Einflusses der bakteriellen Stimuli wurden zusatzlich zu den
beschriebenen LPS-haltigen Ansdtzen MLRs erstellt, die keinen bakteriellen Stimulus oder
nur MDP enthielten. In diesen Experimenten zeigte sich, dass die Proliferation ohne den
Einfluss von LPS schwacher war. Einhergehend mit der niedrigen Proliferationsrate wurden

keine signifikanten Effekte von 25VD und Retinal zu beobachtet (siehe Abbildung 9-2).

AuBerdem wurde die Proliferation in vergleichbaren MLRs an Tag vier gemessen. Hier traten

in allen Ansatzen relativ hohe Proliferationsraten auf aber es lief3en sich keine Unterschiede
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zwischen den verschiedenen Vitaminansatzen bzw. zwischen den verschieden bakteriell
stimulierten MLRs nachweisen (Daten nicht gezeigt). Somit scheint sich der Effekt der

Vitaminzugabe erst in spateren Phasen der Proliferation auszuwirken.

5.3. Oberflacheneigenschaften der T-Lymphozyten

Um die in den gemischten Leukozytenreaktionen aktivierten, proliferierenden T-
Lymphozyten genauer zu untersuchen, wurde die Expression des Aktivierungsmarkers CD25
getestet. CD25 ist die Bezeichnung fir die Alpha-Kette des IL-2-Rezeptors, die dessen
Bindedomane darstellt. Der zugehorige Signalweg ist in der Induktion der T-Zell-Proliferation

und -Differenzierung beteiligt [1].
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Abbildung 5-5: Einfluss von LPS und MDP auf den Prozentsatz von CD25°CD4" oder CD25'CD8 T-Lymphozyten

Um humane Monozyten zu iDC zu differenzieren wurden diese liber acht Tage in FCS-haltigem Medium mit GM-CSF und IL-
4 kultiviert. Am achten Tag wurden die iDCs geerntet und je 0,5x10°/ml mit allogenen Lymphozyten (0,5x10%/ml) in einer
MLR kokultiviert, wobei die bakteriellen Stimuli LPS (10ng/ml), MDP (100ng/ml), LPS (100ng/ml) und MDP (100ng/ml) oder
zur Kontrolle kein Stimulus zugesetzt wurden. Die FACS-Oberflachenfarbung erfolgte am sechsten Tag der MLR. Im Graph
dargestellt ist der Anteil CD25-positiver T-Lymphozyten innerhalb der Population CD4-positiver (A) bzw. CD8-positiver T-
Lymphozyten (B), jeweils als Mittelwerte + SEM aus drei unabhéngigen Einzelexperimenten. Statistische Analysen erfolgten
mit Hilfe des Student’s t-Test: *p<0,05, jeweils relativ zur stimulusfreien Kontrolle.

Die verwendeten DC wurden unter dem Einfluss von GM-CSF und IL-4 Uber acht Tage aus
Monozyten gesunder Spender differenziert. Im Anschluss wurden die DCs in einer MLR mit
allogenen Lymphozyten in An- und Abwesenheit von LPS, MDP sowie der Kombination aus
LPS und MDP inkubiert. Nach sechs Tagen erfolgte die Farbung mit Fluorochrom-
konjugierten Antikorpern, die gegen die Merkmale CD3, CD1a, CD4, CD8 und CD25 gerichtet
waren. AnschlieRend wurden in den jeweiligen CD3"CD1a Populationen (T-Lymphzyten) die

CD4" von den CD8" abgegrenzt und darin jeweils die Expression von CD25 untersucht.
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Wie in Abbildung 5-5 dargestellt, wurden im LPS+MDP-Ansatz, verglichen mit dem
Kontrollansatz ohne bakteriellen Stimulus, sowohl in CD4'T-Lymphozyten (A) als auch in
CD8'T-Lymphozyten (B) signifikant mehr CD25"-Zellen detektiert. In der Kultur mit LPS wurde
ein signifikant hoherer Prozentsatz CD8'CD25'T-Lymphozyten und ein erhdhter Anteil
CD4*CD25'T-Lymphozyten gefunden.
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Abbildung 5-6: Einfluss von LPS, MDP, 25VD und Retinal auf die Expression des IL-2 Rezeptors in CD4'T-Lymphozyten in
der MLR

Um humane Monozyten zu iDC zu differenzieren wurden diese Gber acht Tage in FCS-haltigem Medium mit GM-CSF und IL-
4 kultiviert. Am achten Tag wurden die iDCs geerntet und je 0,5x10°/ml mit allogenen Lymphozyten (0,5x10%/ml) in einer
MLR kokultiviert, wobei die bakteriellen Stimuli LPS (10ng/ml), MDP (100ng/ml), LPS (10ng/ml) und MDP (100ng/ml) oder
zur Kontrolle kein Stimulus sowie die beiden Vitaminvorstufen 25VD (5x10’8M) und Retinal (10'6M) oder als Kontrolle kein
Vitamin zugesetzt wurden. Die FACS-Oberflachenfarbung erfolgte am sechsten Tag der MLR. Dargestellt sind die CD4 gegen
CD25 Plots eines reprasentativen Einzelexperiments. IL-2-Rezeptor-positiv (CD25") ist jeweils die rot markierte Population
im Plot. Die angegebenen Zahlenwerte entsprechen der ,,Frequency of Parent”, d.h. dem prozentualen Anteil der jeweiligen
Population an der (ibergeordneten (hier CD4'T-L).

Vor dem Hintergrund des proliferationshemmenden Effekts der Vitamine 25VD und Retinal,
der in den beiden vorangehenden Kapiteln beschrieben ist, stellt sich die Frage, ob die
beiden Vitamine einen Einfluss auf die CD25-Expression in CD4" und CD8'T-Lymphozyten
ausiben. Deshalb wurden wiederum MLRs mit DC, Lymphozyten, den Vitaminen und

bakteriellen Stimuli angesetzt. Abbildung 5-6 zeigt die Ergebnisse eines reprasentativen
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Experiments. In den LPS-freien Ansdtzen wurde ein negativer Effekt von 25VD auf den Anteil
CD25'T-Zellen im Vergleich zur vitaminfreien Kontrolle festgestellt. Retinal hatte keinen
vergleichbaren Effekt. Auch der hier nicht abgebildete Anteil CD8'CD25'T-Lymphozyten
wurde durch die Vitamine nicht beeinflusst. Diese Ergebnisse wurden in zwei dhnlichen

Experimenten reproduziert (Daten nicht gezeigt).

5.4. IL-2- und IFNy-Gehalt der T-Zellen

Um den Einfluss der unterschiedlichen bakteriellen Stimuli und Vitamine auf die
Zytokinproduktion der Zellen zu analysieren, wurden die Lymphozyten durch PMA und
lonomycin stimuliert und die Sekretion der Zytokine durch GolgiPlug inhibiert. Mittels
intrazellularer Antikorperfarbung und Durchflusszytometrie wurde anschlielend der

intrazelluldre Gehalt an IL-2 und IFNy in CD4" und CD8'T-Lymphozyten untersucht.

A +i + B +i +
55+ IFNY+ in CD4 i IFNy+ in CD8
60 60 -T-
R40- - R 40-
20 20 i
0'-@ T 0"% T T
N o R R N © R
e Q \ Q
VOO s8§ vO® R
q° i
% N

Abbildung 5-7: Der Zusatz von LPS bewirkt eine gesteigerte IFNy-Produktion durch T-Lymphozyten in der MLR

Um humane Monozyten zu iDC zu differenzieren wurden diese {iber acht Tage in FCS-haltigem Medium mit GM-CSF und IL-
4 kultiviert. Am achten Tag wurden die iDCs geerntet und je 0,5x10°/ml mit allogenen Lymphozyten (0,5x10%/ml) in einer
MLR kokultiviert, wobei die bakteriellen Stimuli LPS (10ng/ml), MDP (100ng/ml), LPS (10ng/ml) und MDP (100ng/ml) oder
zur Kontrolle kein Stimulus zugesetzt wurden. Die FACS-Oberflachenfarbung auf CD3, CD4, CD8 sowie die
Intrazellularfarbung auf IL-2 und IFNy erfolgten am sechsten Tag der MLR nach finf Stunden Stimulation mit
PMA/lonomycin. Dargestellt sind Mittelwerte aus drei unabhidngigen Einzelexperimenten + SEM. A gibt den Anteil der
IFNy*Population an den CD4'T-Lymphozyten wieder, B den der IFNy*Population an den CD8T-Lymphozyten. Dieser Anteil
ist jeweils in Prozent der (ibergeordneten Population (,Frequency of Parent”, hier CD4" bzw. CD8'T-Lymphozyten)
angegeben. Statistische Analysen erfolgten mit Hilfe des Student’s t-Test: *p<0,05, relativ zur jeweiligen Kontrolle ohne
bakteriellen Stimulus.

Zunachst wurde in vitaminfreien MLRs die Wirkung verschiedener bakterieller Stimuli (LPS,
MDP, LPS und MDP) mit einer Kontrolle ohne bakteriellen Stimulus verglichen. Bezliglich der
Produktion von IL-2 lieRen sich keine deutlichen Unterschiede erkennen (nicht dargestellt).

Der Anteil IFNy'CD4'T-Lymphozyten stieg sowohl unter LPS als auch unter LPS und MDP
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signifikant an (Abbildung 5-7 A). Auch der Prozentsatz IFNy'CD8'T-Lymphozyte wurde durch
LPS wie auch durch LPS und MDP gesteigert (Abbildung 5-7 B). Unter LPS bzw. LPS+MDP war
auBerdem ein leichter Anstieg der IL-2°IFNy*-Population in den CD4'T-Lymphozyten zu
beobachten (Daten nicht gezeigt). Etwas abgeschwacht zeigte sich dasselbe auch in den

CD8'T-Lymphozyten (ebenfalls nicht dargestellt).

In weiteren Experimenten wurde der Einfluss der Vitamine 25VD und Retinal auf die
Zytokinproduktion untersucht. Dabei lieBen sich fur die IL-2-Produktion, sowie fir die
gleichzeitige Produktion von IL-2 und IFNy keine eindeutigen Unterschiede zwischen den
Vitaminansatzen detektieren (Daten nicht gezeigt). Dagegen zeigte sich in MLRs mit LPS
(Abbildung 5-8 A) wie auch in denjenigen mit LPS und MDP (Daten nicht gezeigt) in CD4'T-
Lymphozyten ein Trend zur schwacheren IFNy-Produktion unter dem Einfluss von 25VD,
Retinal und insbesondere unter dem Einfluss der Vitaminkombination. In den CD8"T-L wurde

die IFNy-Produktion durch 25VD und die Vitaminkombination gesenkt (Abbildung 5-8 B).
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Abbildung 5-8: Verminderte IFNy-Produktion durch T-Lymphozyten unter dem Einfluss von 25VD und 25VD+Retinal

Um humane Monozyten zu iDC zu differenzieren wurden diese Gber acht Tage in FCS-haltigem Medium mit GM-CSF und IL-
4 kultiviert. Am achten Tag wurden die iDCs geerntet und je 0,5x10°/ml mit allogenen Lymphozyten (0,5x10%/ml) in einer
MLR kokultiviert, wobei der bakterielle Stimulus LPS (10ng/ml), sowie die beiden Vitaminvorstufen Calcidiol (25VD, 5x10°
8M) und Retinal (10'6M), eine Kombination der beiden Vitamine (25VD5x10’8M, Retinal 10'6M) oder als Kontrolle kein
Vitamin zugesetzt wurden. Die FACS-Oberflachenfarbung auf CD3, CD4, CD8 sowie die Intrazellularfarbung auf IL-2 und IFNy
erfolgten am sechsten Tag der MLR nach fiinf Stunden Stimulation mit PMA/lonomycin. Gezeigt ist der Mittelwert aus je
drei bis sechs unabhingigen Einzelexperimenten + SEM des Anteils der IFNy Population an den CD4'T-Lymphozyten (A)
bzw. CD8'T-Lymphozyten (B).
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5.5. Anteil FOXP3-positiver T-Zellen

Wie in Kapitel 1.3.3. beschrieben, kann regulatorischen T-Zellen eine entscheidende Rolle in
der Modulation adaptiver Immunantworten zugeschrieben werden. Gerade vor dem
Hintergrund einiger klinischer Studien sowie Experimenten in Mausen wird klar, dass die
Menge und Funktion regulatorischer T-Zellen, das Auftreten und den Verlauf der GvHD
entscheidend beeinflussen [84, 321, 322]. Aus diesem Grund sollten der Einfluss von 25VD
und Retinal sowie der bakterieller Stimuli auf die Generierung regulatorischer T-Zellen

untersucht werden.

Angabe je in % der CD4+CD2'5+- ‘) LPS MDP LPS+MDP
Poplation

A FOXP3™ - Isotyp” 13,86 4,79 19,02 2,08

Expermiment 1 FOXP3" 15,4 7,48 20 4,04
Isotyp” 1,54 2,69 0,98 1,96

A FOXP3" - Isotyp” 18,01 4,27 17,57 0,03

Expermiment 2 FOXP3* 18,5 5,03 18,2 1,06
Isotyp” 0,49 0,76 0,63 1,03

A FOXP3" - Isotyp” 28,81 2,93 23,81 2,1

Expermiment 3 FOXP3* 29,5 3,81 24,4 2,91
Isotyp” 0,69 0,88 0,59 0,81

Tabelle 5-1: Unter LPS sinkt der Anteil FOXP3" an den CD4'CD25 T-Lymphozyten in der MLR

Um humane Monozyten zu iDC zu differenzieren wurden diese lGber acht Tage in FCS-haltigem Medium mit GM-CSF und IL-
4 kultiviert. Am achten Tag wurden die iDCs geerntet und je 0,5x105/ml mit allogenen Lymphozyten (0,5x106/ml) in einer
MLR kokultiviert, wobei die bakteriellen Stimuli LPS (10ng/ml), MDP (100ng/ml), LPS (10ng/ml) und MDP (100ng/ml) oder
zur Kontrolle kein Stimulus zugesetzt wurden. Die FACS-Oberflaichenfarbung auf CD3, CD4, CD8 sowie die
Intrazellularfarbung auf FOXP3 bzw. die FOXP3-Isotyp-Farbung erfolgten am sechsten Tag der MLR. Die angegebenen
Zahlenwerte entsprechen dem Anteil der FOXP3" bzw. Isotyp‘Zellen an der gesamten CD4*CD25 Population (angegeben in
%). ,A FOXP3® - Isotyp™ zeigt die Differenz zwischen FOXP3* und Isotyp'Zellen. Die Ergebnisse entstammen drei
unabhdngigen Experimenten.

Zunichst wurde in vitaminfreien MLRs nach sechs Tagen der Anteil der FOXP3*-Zellen in
CD4'CD25'T-Lymphozyten bzw. CD8'CD25'T-Lymphozyten unter dem Einfluss von LPS, MDP,
LPS und MDP und als Kontrolle ohne Stimulus bestimmt. Wie der Tabelle 5-1 zu entnehmen
ist, fiel der Anteil FOXP3-positiver-CD4'T-Lymphozyten unter LPS in allen drei Experimenten
stark ab. Signifikant niedriger wurde dieser Anteil, wenn zusatzlich MDP hinzukam, obwohl

MDP alleine nicht zu einem Abfall des Anteils FOXP3-positiver Zellen fiihrte.

In den CD8'CD25 T-Lymphozyten (Daten nicht gezeigt) zeigte sich kein einheitlicher Effekt
der bakteriellen Stimuli auf die FOXP3-Expression. Die FOXP3*CD8'CD25'T-Lymphozyten
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kamen auBerdem in deutlich geringerer Zahl vor (2,28% + 1,28%) als die FOXP3*CD4'CD25"T-
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Abbildung 5-9: Einfluss von 25VD, Retinal und TGFB auf den Anteil FOXP3" innerhalb CD4'CD25 T-Lymphozyten in der
MLR

Um humane Monozyten zu iDC zu differenzieren wurden diese Gber acht Tage in FCS-haltigem Medium mit GM-CSF und IL-
4 kultiviert Zur Generierung der TGFB-DCs wurden auRerdem 10ng/ml TGFB hinzugegeben. Am achten Tag wurden die iDCs
bzw. TGFB-DCs geerntet und je 0,5x10°/ml mit allogenen Lymphozyten (0,5x10%/ml) in einer MLR kokultiviert, wobei der
bakterielle Stimulus LPS (10ng/ml) sowie die Vitaminvorstufen 25VD (5x10’8M), Retinal (10'6M), eine Kombination beider
Vitaminvorstufen (25VD 5x10®M, Retinal 10'6M) oder als Kontrolle kein Vitamin zugesetzt wurden. Die FACS-
Oberflachenfarbung auf CD3, CD4, CD8 sowie die Intrazellularfarbung auf FOXP3 bzw. die FOXP3-Isotyp-Farbung erfolgten
am sechsten Tag der MLR. Dargestellt sind jeweils die ,CD4" gegen FOXP3™ bzw. ,CD4" gegen FOXP3-Isotyp*“
reprasentativen Experiments Die Gates erfassen die FOXP3" bzw. FOXP3-IsotypZellen innerhalb der CD4*CD25 Population
(Angabe in %).

tu

-Plots eines

Neben dem Einfluss der bakteriellen Stimuli auf den Anteil regulatorischer T-Zellen in der
MLR wurde die Wirkung von 25VD und Retinal untersucht. Wie Abbildung 5-9 und Abbildung

5-10 A darstellen, wurde in den MLRs mit LPS weder mit 25VD noch mit Retinal ein
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signifikanter Unterschied im Anteil FOXP3*Zellen unter den CD4'CD25'T-Lymphozyten. In
MLRs, die mit der Kombination aus 25VD und Retinal inkubiert worden waren, wurden
jedoch signifikant mehr FOXP3*Zellen in den CD4'CD25'T-Lymphozyten gefunden. Dasselbe
zeigte sich, etwas abgeschwacht, auch in den MLRs mit LPS und MDP (Ergebnisse nicht

dargestellt).

Weiterhin wurden MLRs mit TGFB-DC und Lymphozyten auf den Anteil FOXP3-positiver-T-
Lymphozyten innerhalb der CD4*CD25'T-Lymphozyten hin untersucht. Im Vergleich zu MLRs
ohne TGFB-DCs wurde ein deutlich hoherer Anteil regulatorischer T-Zellen in MLRs mit TGF-
DCs festgestellt (Abbildung 5-9 und Abbildung 5-10 B). Dariiber hinaus war ein leichter Trend
zu verminderten Anteilen FOXP3*Zellen in MLRs mit den Vitaminen zu erkennen. Die nicht
dargestellten Ergebnisse aus den MLRs mit LPS und MDP zeigten eine dhnliche Abhangigkeit

der Entstehung regulatorischer T-Zellen von der Art der eingesetzten dendritischen Zellen.
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Abbildung 5-10: Einfluss von 25VD, Retinal und TGFB auf den Anteil FOXP3" an den CD4°CD25 T-Lymphozyten in der MLR
Um humane Monozyten zu iDC zu differenzieren wurden diese Gber acht Tage in FCS-haltigem Medium mit GM-CSF und IL-
4 kultiviert Zur Generierung der TGFB-DCs wurden auRerdem 10ng/ml TGFB hinzugegeben. Am achten Tag wurden die die
DC bzw. TGFB-DC geerntet und je O,5x105/ml mit allogenen Lymphozyten (O,5x106/m|) in einer MLR kokultiviert, wobei
jeweils der bakterielle Stimulus LPS (10ng/ml) sowie die Vitaminvorstufen 25VD (5x10’8M), Retinal (10'6M), eine
Kombination beider Vitaminvorstufen (25VD 5x10®M, Retinal 10'6M) oder als Kontrolle kein Vitamin zugesetzt wurden. A
zeigt Ansatze in denen DC mit LPS und Lymphozyten sowie den angegebenen Vitaminen kultiviert wurden, B Ansdtze mit
TGFB-DC, Lymphozyten, LPS (10ng/ml) und Vitaminen.

Die FACS-Oberflachenfarbung auf CD3, CD4, CD8 sowie die Intrazellularfarbung auf FOXP3 bzw. die FOXP3-Isotyp-Farbung
erfolgten am sechsten Tag der MLR. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM des prozentualen Anteils (Isotyp abgezogen)
FOXP3"Zellen an der gesamten CD4'CD25'Population aus fiinf (A) bzw. drei (B) unabhéngigen Experimenten. Statistische
Analysen erfolgten mit Hilfe des Student’s t-Test: *p<0,05, relativ zur vitaminfreien Kontrolle.
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5.6. CD8aa-positive T-Zellen

Eine Untergruppe regulatorischer CD8'T-Zellen stellen die CD8aa'TCRaB T-Lymphozyten
dar. Diese kommen in hoher Anzahl unter den intraepithelialen Lymphozyten des Darms
sowie in den mesenterialen Lymphknoten vor. In einem deutlich geringeren Anteil (<1% der
CD8'T-Lymphozyten) sind sie auch in extraintestinalen Lymphknoten und der Milz zu finden.
Die Entstehung, das Auftreten und die regulatorische Funktion dieser Zellen sind noch nicht
genau erforscht [91]. Da im Darm von VDR-knockout Mé&usen weniger CD8aa ' TCRap'T-
Zellen vorkommen gilt ein Einfluss von Vitamin D auf die Entstehung dieser regulatorischen
Zellen als wahrscheinlich [107]. Obwohl von einem sehr geringen Anteil CD8aa' TCRaB*-T-
Lymphozyten im peripheren Blut ausgegangen werden musste, wurden die MLRs auf den
Anteil CD8aa” in aBTCR" hin untersucht, vor allem vor dem Hintergrund einer moglichen

Hochregulation durch 25VD, Retinal oder deren Kombination bzw. durch den Einsatz von

TGFB-DCs.
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Abbildung 5-11: Anteil CD8aa’Zellen in aBTCR*CD8a T-Lymphozyten nach MLRs mit LPS

Um humane Monozyten zu iDC zu differenzieren wurden diese lber acht Tage in FCS-haltigem Medium mit GM-CSF und IL-
4 kultiviert. Zur Generierung der TGFB-DCs wurden auRerdem 10ng/ml TGFB hinzugegeben. Am achten Tag wurden die iDCs
bzw. TGFB-DCs geerntet und je 0,5x10°/ml mit allogenen Lymphozyten (0,5x10%/ml) in einer MLR kokultiviert, wobei die
bakteriellen Stimuli LPS (10ng/ml) sowie die beiden Vitaminvorstufen 25VD (5><10'8M), Retinal (10'6M), eine Kombination
beider Vitaminvorstufen (25VD 5x10°%M, Retinal 10'6M) oder als Kontrolle kein Vitamin zugesetzt wurden. Die FACS-
Farbung auf CD3, CD4, aBTCR, CD8a, und CD8PB erfolgten am sechsten Tag der MLR. Dargestellt ist der Prozentsatz
CD8a'CD8P (CD8aa’) Zellen innerhalb der aBTCR'CD8a" aus einem reprasentativen Einzelversuch.
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In den mit LPS (tMDP) stimulierten MLRs mit DCs und Lymphozyten wurde nur ein sehr
geringer Anteil CD8aa'Zellen in den aBTCR'T-Lymphozyten gefunden. Weder der Zusatz der
Vitamine noch der Einsatz von TGFB-DCs wirkte sich deutlich auf den Anteil der CD8a'CD8pB"
Population aus (Abbildung 5-11 und Abbildung 5-12).
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Abbildung 5-12: Anteil CD8aa'Zellen in TCRap CD8a'T-Lymphozyten nach MLRs mit LPS+MDP

Um humane Monozyten zu iDC zu differenzieren wurden diese Gber acht Tage in FCS-haltigem Medium mit GM-CSF und IL-
4 kultiviert. Zur Generierung der TGFB-DCs wurden auRerdem 10ng/ml TGFB hinzugegeben. Am achten Tag wurden die iDCs
bzw. TGFB-DCs geerntet und je 0,5x10°/ml mit allogenen Lymphozyten (O,5x106/m|) in einer MLR kokultiviert, wobei die
bakteriellen Stimuli LPS (10ng/ml) und MDP (100ng/ml) sowie die beiden Vitaminvorstufen 25VD (5><10'8M), Retinal (10°
6M), eine Kombination beider Vitaminvorstufen (25VD 5x10’8M, Retinal 10’6M) oder als Kontrolle kein Vitamin zugesetzt
wurden. Die FACS-Farbung auf CD3, CD4, afTCR, CD8a, und CD8p erfolgten am sechsten Tag der MLR. Dargestellt ist der
Prozentsatz CD8a CD8B” (CD8aa’) Zellen innerhalb der aTCR'CD8a” aus einem reprasentativen Einzelversuch.

AuBerdem wurden die T-Lymphozyten in den verschiedenen MLRs auf das Auftreten von PD-
1, sowie von TCRyS8" T-Lymphozyten untersucht. Auch hier zeigten sich keine Unterschiede

(Daten nicht gezeigt).

5.7. CD62L-negative T-Zellen

Das auf naiven T-Zellen exprimierte L-Selektin (CD62L) tritt mit P- und E-Selektin auf dem
GefaRendothel hochendothelialer Venolen peripherer lymphatischer Gewebe in Kontakt und
bewirkt das ,Rolling” der Zellen an den Gefallwanden. Dies stellt den ersten Schritt der
Leukodiapedese in sekundar lymphatische Gewebe da, durch die die naiven T-Lymphozyten
rezirkulieren. Aktivierte T-Lymphozyten und Memory-T-Lymphozyten weisen ein anderes
Repertoire an Zelloberflaichenmolekiilen auf als naive T-Lymphozyten. Unter anderem

verlieren Effektor-T-Lymphozyten und Tgy das beschriebene L-Selektin und exprimieren

67



68

Ergebnisse

vermehrt Adhdsionsmolekiile mithilfe derer sie in Entziindungsherde einwandern kénnen

[2].

Da CD62L'T-Lymphozyten als potente Ausléser der GvHD gelten und die CD62L
CD45RO’Effektor Memory T-Lymphozyten (Tem) im Gegensatz dazu bei erhaltener GvL
Wirkung keine GvHD auslosen [286-289, 323], wurde der Einfluss der Vitamine und
bakteriellen Stimuli auf die Expression von CD62L in Lymphozyten aus verschiedenen MLRs

durchflusszytometrisch untersucht.
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Abbildung 5-13: Retinal bewirkt die verminderte Expression von CD62L auf CD4'T-Lymphozyten in der MLR

Um humane Monozyten zu iDC zu differenzieren wurden diese Gber acht Tage in FCS-haltigem Medium mit GM-CSF und IL-
4 kultiviert. Zur Generierung der TGFB-DCs wurden auRerdem 10ng/ml TGFB hinzugegeben. Am achten Tag wurden die iDCs
bzw. TGFB-DCs geerntet und je 0,5x10°/ml mit allogenen Lymphozyten (0,5x106/ml) in einer MLR kokultiviert, wobei der
bakteriellen Stimulus LPS (10ng/ml) sowie die beiden Vitaminvorstufen 25VD (SXIO’SM), Retinal (10’6M), eine Kombination
beider Vitaminvorstufen (25VD 5x10®M, Retinal 10"6M) oder als Kontrolle kein Vitamin zugesetzt wurden. Die FACS-
Oberflachenfarbung auf CD3, CD4, CD8, CD62L und CD45RO erfolgten am sechsten Tag der MLR. Dargestellt sind CD62L"
und CD45RO" Zellen innerhalb der CD4"T-Lymphozyten aus einem représentativen Einzelversuch. Rot markiert ist jeweils
das Gate um die CD62L Population (Angaben in Prozent der CD4T-Lymphozyten).

Die Zugabe von Retinal zur MLR lieR den Anteil CD62L7Zellen sowohl in den CD4'T-
Lymphozyten (Abbildung 5-13) alsauch in den CD8'T-Lymphozyten (Abbildung 5-14) auf
ungefahr das Doppelte ansteigen. 25VD schien keinen Effekt auf die Expression von CD62L
auszuliben. Die Kombination von 25VD und Retinal zeigte nicht mehr Effekt, als Retinal

allein. Die gleichen Ergebnisse lieferten MLRs mit LPS und MDP (nicht dargestellt).
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Abbildung 5-14: Retinal bewirkt die verminderte Expression von CD62L auf CD8'T-Lymphozyten in der MLR

Um humane Monozyten zu iDC zu differenzieren wurden diese Gber acht Tage in FCS-haltigem Medium mit GM-CSF und IL-
4 kultiviert. Zur Generierung der TGFB-DCs wurden auRerdem 10ng/ml TGFB hinzugegeben. Am achten Tag wurden die iDCs
bzw. TGFB-DCs geerntet und je 0,5x10°/ml mit allogenen Lymphozyten (O,5x106/m|) in einer MLR kokultiviert, wobei der
bakterielle Stimulus LPS (10ng/ml) sowie die beiden Vitaminvorstufen 25VD (SXIO’SM), Retinal (10’6M), eine Kombination
beider Vitaminvorstufen (25VD 5x10°M, Retinal 10'6M) oder als Kontrolle kein Vitamin zugesetzt wurden. Die FACS-
Oberflachenfarbung auf CD3, CD4, CD8, CD62L und CD45RO erfolgten am sechsten Tag der MLR. Dargestellt sind CD62L
und CD45RO" Zellen innerhalb der CD8+T—Lymphozyten aus einem reprasentativen Einzelversuch. Rot markiert ist jeweils
das Gate um die CD62L Population (Angaben in Prozent der CD8'T-Lymphozyten).

Auch in MLRs mit TGFB-DC anstatt DC wurde eine deutliche Steigerung des Anteils CD62L
Zellen an den CD4'T-Lymphozyten und CD8'T-Lymphozyten durch Retinal detektiert. Dies
galt ebenfalls sowohl fir MLRs mit LPS (Abbildung 5-13 und Abbildung 5-14), alsauch fur
diejenigen mit LPS und MDP (Daten nicht gezeigt). Auch der Anteil der CD45RO*CD62LT-
Lymphozyten, die als Tgw betrachtet werden kénnen [289], stieg unter dem Einfluss von
Retinal deutlich an.

Der negative Effekt von Retinal auf die Expression von CD62L auf Lymphozyten in der MLR
wurde in mehreren unabhangigen Versuchen reproduziert (siehe Abbildung 5-15).
Interessanterweise zeigte sich unter alleinigem Einfluss von Retinal dabei ein deutlicherer
Anstieg als beim Zusammenwirken von Retinal und 25VD. Unter 25VD und Retinal kam es
zwar wie beschrieben auch zu einem deutlichen Anstieg der CD62L T-Lymphozyten, jedoch
zeigte sich hier eine deutlich gréRere CD45RO CD62L Population als unter alleiniger Wirkung
von Retinal. Der Einsatz von TGFB-DCs anstatt DCs zeigte keinen Einfluss auf die

CD45ROCD62LT-Lymphozyten und damit die Tgw-Polarisation.

69



70

Ergebnisse

A DC B TGF-B-DC
CD62L- in CD4+ CD62L-in CD4+
60f __ * 60-
Wy e
a0 "= o e 40- —
R _Oo_ A xR o
[2)
[ ]
20- 201 ™ ©
G L] 1 L] ] G ] ] ] ]
N Q N N Y Q N
& o & ¢
¥ ¥
B By

Abbildung 5-15: Retinal bewirkt die verminderte Expression von CD62L auf CD4'T-Lymphozyten in der MLR

Um humane Monozyten zu iDC zu differenzieren wurden diese (iber acht Tage in FCS-haltigem Medium mit GM-CSF und IL-
4 kultiviert. Zur Generierung der TGFB-DCs wurden auRerdem 10ng/ml TGFB hinzugegeben. Am achten Tag wurden die DCs
bzw. TGFB-DCs geerntet und je 0,5x10°/ml mit allogenen Lymphozyten (0,5x106/ml) in einer MLR kokultiviert, wobei jeweils
bakterielle Stimuli sowie die Vitaminvorstufen 25VD (5><10'8M), Retinal (10’6M), eine Kombination beider Vitaminvorstufen
(25VD 5><10'8M, Retinal 10'6M) oder als Kontrolle kein Vitamin zugesetzt wurden. A zeigt Ansdtze in denen DC mit LPS
(10ng/ml) und Lymphozyten sowie den angegebenen Vitaminen kultiviert wurden und B Ansdtze mit TGFB-DC,
Lymphozyten, LPS (10ng/m) und Vitaminen.

Die FACS-Oberflachenfarbung auf CD3, CD4, CD8, CD62L und CD45RO erfolgten am sechsten Tag der MLR. Dargestellt sind
die Mittelwerte aus drei (A) bzw. zwei (B) unabhadngigen Einzelexperimenten des prozentualen Anteils der jeweiligen
Population an CD4'T-Lymphozyten. Statistische Analysen erfolgten mit Hilfe des Student’s t-Test: *p<0,05, relativ zur
vitaminfreien Kontrolle.

Erstaunlicherweise bewirkte der Zusatz der biologisch aktiven Retinsdure (9cisRA) anstatt
der inaktiven Vorstufe Retinal in einem Einzelversuch keine weitere Erhohung der CD62L
Zellen an CD4'T-Lymphozyten oder CD8'T-Lymphozyten in den MLRs, sondern zeigte
geringere Effekte, was fir die Wichtigkeit einer lokale Umsetzung von Retinal zum biologisch
aktiven Vitamin spricht. Auch ergab sich kein Unterschied zwischen 25VD und 1,25VD
(Abbildung 9-4 und Abbildung 9-5 im Anhang).

Da die Anwesenheit von Retinal in MLRs unabhangig von sonstigen Veranderungen (TGFB-
DCs vs. DCs, LPS vs. LPS+MDP, mit/ohne zusatzliches Vitamin D) die Expression von CD62L
hemmte, sollte in weiteren Experimenten die Frage geklart werden, ob dendritische Zellen in

der Lage sind die zugegebene Vitaminvorstufe Retinal in die aktive Retinsdaure umzusetzen.
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5.8. Aktivitat der ALDH in Dendritischen Zellen

Die Expression und Aktivitdit der Retinaldehyd-Dehydrogenase (RALDH/ALDH) ist fir
verschiedene murine DCs, insbesondere im Darm, jedoch auch in der Haut und Lunge bzw.
den assoziierten lymphatischen Geweben beschrieben [110, 178, 180, 181]. Durch die
Aktivitat dieses Enzyms entsteht die biologisch aktive Retinsdure (RA) aus der inaktiven
Vorstufe Retinal [164].

Die Quantifizierung der RALDH/ALDH-Aktivitat geschah mit Hilfe des ALDEFLUOR™ Assays,
bei dem ein Substrat durch die ALDH in ein fluoreszierendes Produkt umgesetzt wird, dessen
Anwesenheit durchflusszytometrisch erfasst werden kann. Als Negativkontrolle fungierten
sonst gleich behandelte Ansatze, denen der ALDH-Inhibitor DEAB zugesetzt wurde.
Monozyten aus dem vendsen Blut gesunder Spender wurden mit GM-CSF und IL-4 in sieben
Tagen zu iDC differenziert. Schon die als Kontrolle zwei weitere Tage ohne weiteren Zusatz
inkubierten iDC zeigten eine deutliche Aktivitat der ALDH auf (siehe Abbildung 5-16 A) Etwa
ein Viertel der iDC war in der Lage das Substrat umzusetzen. In DCs, die zwei Tage mit IFNy
oder TGFB inkubiert worden waren stieg der Anteil ALDH-positiver DCs sogar auf fast 40% an
(siehe Abbildung 5-16 A).
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Abbildung 5-16: ALDEFLUOR-positive DC und TGFB-DC nach zwei Tagen Stimulation mit LPS, IFNy oder TGF

Um humane Monozyten zu iDC zu differenzieren, wurden diese tiber acht Tage in FCS-haltigem Medium mit GM-CSF und IL-
4 kultiviert. Zur Generierung der TGFB-DCs wurden auBerdem 10ng/ml TGFB hinzugegeben. Am siebten Tag wurden der
bakterielle Stimulus LPS (10ng/ml) oder die rekombinanten humanen Zytokine IFNy (10001U/ml = 50ng/ml) oder TGFB
(10ng/ml), oder als Kontrolle kein Stimulus oder Zytokin in derselben Zellkulturflasche zugesetzt. Die Farbung der Zellen
mittels ALDEFLUOR™ Kit erfolgte am neunten Tag. Kurz vor der durchflusszytometrischen Messung wurde der Farbstoff
DAPI hinzugegeben. Dargestellt sind Mittelwerte aus funf (bzw. wo mittels n=3 gekennzeichnet drei) unabhéangigen
Experimenten. A zeigt Ansdtze mit DCs und B Ansdtze mit TGFB-DCs. Die angegebenen Zahlenwerte entsprechen dem
Mittelwert + SEM des prozentualen Anteils der ALDEFLUOR'Zellen an der DAPI Population. Statistische Analysen erfolgten
mit Hilfe des Student’s t-Test: *p<0,05, verglichene Werte mit Balken markiert.
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Aullerdem wurden TGFB-DCs auf ihre ALDH-Aktivitat hin untersucht. Wie in Abbildung 5-16
B zu sehen ist, fiel hier ein im Vergleich zu den ohne TGFB generierten DCs ein etwas
geringerer Anteil ALDH-positiver Zellen auf, der durch die Zugabe von IFNy nicht gesteigert
wurde. Nur bei erneuter Zugabe von TGFf (dO und d7) zeichnete sich ein leichter Trend zur
gesteigerten ALDH-Aktivitat im Vergleich zur lediglich an dO mit TGFB versetzten Kontrolle
ab. Die Zugabe von LPS hatte weder in den DC noch in den TGFB-DC Einfluss auf die ALDH-
Aktivitat.
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Abbildung 5-17: ALDEFLUOR-positive DC nach zwei, drei und vier Tagen Stimulation mit IFNy oder TGF

Um humane Monozyten zu iDC zu differenzieren wurden diese liber acht Tage in FCS-haltigem Medium mit GM-CSF und IL-
4 kultiviert. Zur Generierung der TGFB-DCs wurden auRerdem 10ng/ml TGFB hinzugegeben. Am siebten Tag wurden die
rekombinanten humanen Zytokine IFNy (1000IU/ml = 50ng/ml) oder TGFB (10ng/ml) in derselben Zellkulturflasche
zugesetzt. Die Farbung der Zellen mittels ALDEFLUOR™ kit erfolgte am neunten, zehnten bzw. elften Tag. Kurz vor der
durchflusszytometrischen Messung wurde der Farbstoff DAPI hinzugegeben. Dargestellt sind Messergebnisse zweier
unabhéngiger Einzelexperimente. Die angegebenen Zahlenwerte entsprechen dem prozentualen Anteil der ALDEFLUOR"
Zellen an der DAPI Population.
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Des Weiteren wurde die ALDH-Aktivitat in iDC nach zwei, drei und vier Tagen Inkubation mit
den Zytokinen IFNy und TGFB ermittelt. In zwei unabhangigen Versuchen zeigte sich, wie in
Abbildung 5-17 dargestellt, gleichermalRen ein Maximum der ALDH-Aktivitat am dritten Tag
der Stimulation. Abgeschwicht war diese Steigerung auch bei IFNy zu verzeichnen. Ahnlich
zeigte sich dieser Effekt auch in den TGFB-DC (Daten nicht gezeigt). Weder bei iDC noch bei
den mit LPS stimulierten DC bzw. TGFB-DC war ein entsprechender Anstieg der

ALDEFLUOR"Zellen erkennbar.
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6. Diskussion

Die GvHD schrankt die Therapieerfolge durch hamatopoetische Stammzelltransplantationen
ein [1, 213, 214]. Wie der haufig erwlinschte Graft-versus-Tumor Effekt wird auch die GvHD
selbst durch T-Zellen vermittelt [219-221]. Eine angepasste Modulation der T-Lymphozyten-
Funktion stellt deshalb einen wichtigen Ansatzpunkt fir die Therapie der GvHD da [279].
Dafir ist ein moglichst genaues Verstandnis der zellularen und molekularen Einflussfaktoren
notig [279]. T-Lymphozyten werden durch dendritische Zellen aktiviert, die unter dem
Einfluss des umgebenden Mikromilieus entweder stimulierende oder tolerogene
Eigenschaften annehmen [33, 43]. Zielorgane der GvHD sind vor allem Grenzen zur Umwelt
an denen zahlreiche Pathogene vorkommen. Diese |6sen eine Aktivierung der DCs und in der
Folge der T-Lymphozyten aus [219]. Demgegenlber stehen immunmodulatorische
Umgebungsfaktoren wie TGFB oder Vitamin D und A, fiir die in Experimenten eine lindernde
Wirkung auf die GvHD nachgewiesen werden konnte [268, 300, 309]. Um das Verstandnis fir
T-Zell-vermittelte Immunantworten weiter zu verbessern wurde in dieser Arbeit der Einfluss
bakterieller Stimuli (LPS, MDP), toleranzvermittelnder Zytokine (TGFB) sowie der von Vitamin
D und A auf humane DCs und deren Fahigkeit allogene T-Lymphozyten zu aktivieren

untersucht.

6.1. Einfluss der bakteriellen Stimuli LPS und MDP auf dendritische Zellen

und die T-Zell-vermittelte Immunantwort

Dendritische Zellen sind durch ihre PRR in der Lage Pathogene und Gefahrensignale zu
erkennen. LPS aus gramnegativen Bakterien bindet an den TLR-4 der DCs (siehe Kapitel
1.2.2). Die LPS-abhdngige Aktivierung der DCs gilt als einer der bedeutendsten
Pathomechanismen der GvHD [242], was sich in einem Riickgang der klinischen Symptomatik
bei TLR4-Mutationen [324], TLR4-knock-out Mausen [325] oder im Rahmen einer LPS-

Antagonisierung [241] zeigt.

LPS induziert in DCs die Reifung zu professionellen APCs, das heilt die DCs exprimieren mehr
costimulatorische Molekiile und MCH-Komplexe auf ihrer Oberflache, zudem sezernieren sie
vermehrt inflammatorische Zytokine [21, 326-328]. Die Wirkung LPS-stimulierter DCs (LPS-
DCs) auf allogene T-Lymphozyten wurde hier anhand von MLRs genauer untersucht. Unsere

Gruppe konnte bereits in friheren Experimenten eine gesteigerte Proliferation allogener T-
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Lymphozyten beim Kontakt mit LPS-DCs im Vergleich zu nicht stimulierten DCs nachweisen.
In dieser Arbeit wurden bakterielle Stimuli spater als in den vorangegangenen Arbeiten und
zwar erst zu Beginn der MLR zusammen mit den allogenen T-Lymphozyten zugegeben.
Modellhaft entspricht dies einer Exposition eines frisch transplantierten allo-
Stammzellempfangers gegeniber bakteriellen Bestandteilen. Auch unter diesen veranderten
Bedingungen konnte eine deutlich gesteigerte Proliferation der allo-T-Lymphozyten in
denjenigen MLRs beobachtet werden die LPS als Zusatz enthielten (vergleiche hierzu die
Proliferationsmessungen in Ansatzen mit LPS in Abbildung 5-3 mit denjenigen ohne LPS in
Abbildung 9-2). Diese Ergebnisse legen nahe, dass durch LPS auch hier ein reiferer DC-
Phanotyp entsteht und dadurch eine potentere allo-T-Lymphozyten-Aktivierung stattfindet
als in MLRs ohne LPS.

Wie Abbildung 5-5 zeigt konnte zudem nachgewiesen werden, dass sowohl CD4" als auch
CD8'T-Lymphozyten nach Kontakt mit LPS-DCs, verglichen mit nicht bakteriell stimulierten
MLRs, vermehrt CD25 auf ihrer Oberflache exprimieren. Als Teil des IL-2-Rezeptors ist CD25
in T-Lymphozyten direkt an der Vermittlung von Uberlebens- und Proliferationssignalen
beteiligt [1, 329, 330], weshalb die CD25-Hochregulation eine der Ursachen der verstarkten
Proliferation der allo-T-Lymphozyten in MLRs mit LPS-DCs sein kdnnte. Andererseits wird
CD25 in T-Lymphozyten im Sinne eines positiven Feedbacks durch IL-2 hochreguliert [1, 330],
sodass letztlich unklar bleibt ob es sich bei der Beobachtung um eine der Ursachen oder um
eine Folge der T-Zell-Aktivierung durch LPS-DCs handelt. Der IL-2-CD25-Signalweg ist aber
auch fiir das Uberleben und die Funktion regulatorischer T-Zellen wichtig, wobei eine héhere
Treg-Aktivitat die T-Lymphozyten-Proliferation hemmen sollte [1, 73, 81]. Dieser Effekt
kommt vermutlich aufgrund der niedrigen T,g-Zahlen in den MLRs mit LPS-DCs (siehe

Tabelle 5-1) nicht zu tragen.

Unterschiede in der IL-2-Produktion konnten in der vorliegenden und in vorangegangenen
Arbeiten unseres Labors nicht detektiert werden. Da die CD25-Expression, wie bereits
erwahnt, im Sinne eines positiven Feedbacks mit der IL-2-Produktion verknipft ist [1, 330]
konnte aber die hier beobachtete erhohte CD25-Expression der T-Lymphozyten in LPS-
stimulierten MLRs ein indirektes Zeichen fiir eine zumindest zeitweise erhdhte IL-2-
Produktion sein. Hierfiir wiirde auch die gesteigerte T-Lymphozyten-Proliferation sprechen,

die von IL-2 abhangig ist [1]. Die hier durchgefiihrte durchflusszytometrische Bestimmung
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des intrazelluldren IL-2 stellt zudem nur eine Momentaufnahme da. Moglicherweise ware
eine starkere IL-2-Produktion unter dem Einfluss von LPS zu einem friiheren Messzeitpunkt
feststellbar. Fir diese Vermutung spricht, dass der Héhepunkt der IL-2-Produktion acht bis
zwolf Stunden nach Aktivierung der T-Lymphozyten erreicht sein und die Produktion nach 24

Stunden wieder abfallen soll [1].

Im Einklang mit friiheren Arbeiten unserer Gruppe und der Literatur [326, 331, 332] I6sten
LPS-DCs in weiteren MLRs eine verstarkte Ty1-Polarisation, im Sinne einer vermehrten IFNy-
Produktion (Abbildung 5-7) aus. Der ebenfalls beobachtete leichte Anstieg der IL-2 IFNy'T-
Lymphozyten lasst sich am ehesten durch eine anteilsmaBige Zunahme der doppelt positiven
Zellen bei starkem Anstieg der IFNy-Produktion erklaren. Tyl sind fir zellvermittelte
Immunantworten von Bedeutung und schitzen den Organismus einerseits vor Pathogenen
[1, 3, 51], andererseits aktivieren sie im Rahmen der GvHD auch Effektorzellen, die
Gewebeschaden verursachen. Jedoch werden hohe IFNy Konzentrationen auch mit dem
erwinschten GvL-Effekt in Verbindung gebracht [55, 219, 229, 230]. Eine angepasste
Modulation der T-Zell-Polarisation kénnte gute Therapieerfolgte in der GvHD bringen,
weshalb in der Folge aulRerdem der Einfluss weiterer Umgebungsfaktoren (TGFB, Vitamin D
und A, s.u.) auf die T-Lymphozyten-Subgruppen getestet wurde. Regulatorische T-Zellen
gelten als protektiv gegeniliber der GvHD [280, 297]. Unter dem Einfluss von LPS wurde

erwartungsgemall eine verminderte T,,-Polarisation beobachtet (Abbildung 9-3).

Insgesamt stehen die Ergebnisse der MLRs mit LPS (vermehrte T-Lymphozyten-Proliferation,
erhdhte CD25-Expression, vermehrte Tyl- und verminderte T.-Polarisation, siehe Tabelle
6-1 und Abbildung 6-1) im Einklang mit dem Pathogenese-Modell der GvHD in dem die
Translokation bakterieller Bestandteile, wie LPS, (iber geschadigte epitheliale Barrieren die
Erkrankung induziert [55, 219, 229]. Auch korrespondieren sie mit Versuchen an Mausen, die
zeigten, dass genetische TLR-4 Defekte von Spender- und/oder Empfangerzellen eine
verminderte DC- und T-Lymphozyten-Aktivierung sowie milder verlaufende GvHD bewirken
[238, 325]. Genetische Studien, die sich mit SNPs an humanen TLR-4 und deren Auswirkung
auf die GvHD beschaftigten brachten jedoch unterschiedliche Ergebnisse [242, 256, 333].
Einer Antagonisierung des LPS-TLR-4-Signalwegs als potente Therapiemoglichkeit fir die
GvHD stehen ein gesteigertes Infektionsrisiko bei vermindertem Ansprechen auf LPS und die

Gefahr einer Sepsis durch gramnegative Erreger gegentiber [334, 335].
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Abbildung 6-1: Einfluss der bakteriellen Stimuli LPS und MDP auf DCs und die T-Zell-vermittelte Immunantwort

Die Translokation bakterieller Bestandteile iber epitheliale Barrieren gilt als einer der Ausloser der GvHD. In dieser Arbeit
konnten passend zu dieser Annahme eine durch LPS verstarkte allo-T-Lymphozyten-Expansion, eine verstarkte CD25-
Expression, eine vermehrte IFNy-Produktion im Sinne starkerer Ty1-Polarisation und eine verminderte T Polarisation unter
dem Einfluss von LPS nachgewiesen werden (rot markiert). Eine der Ursachen hierfir ist sicherlich die durch LPS gestarkte
APC-Funktion der DCs (vermehrte Expression costimulatorischer Molekile und MHC-Komplexe, vermehrte
Zytokinsekretion). MDP nahm keinen entscheidenden Einfluss (griin markiert). Die Kombination aus LPS und MDP schien
verglichen mit dem alleinigen Einsatz von LPS lediglich die T.gPolarisation noch weiter einzuschréanken (blau markiert).
Eigene zusammenfassende Abbildung der im Text erwahnten Effekte.

MDP ist ein Bestandteil der Zellwand grampositiver und gramnegativer Bakterien. DCs sind
durch NOD2 in der Lage auf MDP zu reagieren [23, 30]. Die erhohte Anfalligkeit flir die GvHD
bei Vorliegen von Mutationen im NOD2-Gen deutet auf eine immunmodulatorische Rolle
des MDP-NOD2-Signalwegs hin [237, 242, 255-257, 336]. In Versuchen unserer
Arbeitsgruppe konnte, entsprechend mehrerer Angaben in der Literatur, kein wesentlicher
Einfluss von MDP auf die Expression costimulatorischer Molekile und MHC-Komplexe in DCs
nachgewiesen werden, was auf die Erhaltung eines unreiferen, tolerogenen DC-Phanotyps
unter MDP-Einfluss hinweist [327, 337, 338]. MDP soll jedoch Einfluss auf die Sekretion
mancher Zytokine durch DCs und damit auf die T-Lymphozyten-Polarisation nehmen [327,
338]. In dieser Arbeit konnte kein eindeutiger Einfluss von MDP auf die T-Lymphozyten-
Proliferation (Abbildung 9-2), CD25-Expression (Abbildung 5-5 und Abbildung 5-6), IL-2-
Produktion, Ty1l-(Abbildung 5-7) oder Tg-Polarisation (Abbildung 9-3) verglichen mit den
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jeweiligen Kontrollen ohne bakterielle Stimuli nachgewiesen werden (Ubersicht in Tabelle
6-1 und Abbildung 6-1). Dies ist mit der oben genannten Annahme, dass DCs, die in Kontakt
mit MDP kommen in einem unreiferen, tolerogenen Zustand bleiben vereinbar, beweist
jedoch keinen Effekt und erklart auch nicht die vermutete immunregulatorische Rolle des

MDP-NOD2-Signalwegs.

Da sich TLR- und NLR-Signalwege teilweise (berschneiden [31, 259, 262] und das
Immunsystem in vivo in der Regel mit mehreren bakteriellen Stimuli gleichzeitig konfrontiert
ist lag es nahe auch Auswirkungen des gemeinsamen Einflusses von LPS und MDP zu
untersuchen. Einige Autoren fanden teils synergistische Effekte der beiden bakteriellen
Stimuli im Hinblick auf die DC-Reifung und Produktion proinflammatorischer Zytokine, was
einer tolerogenen Rolle des MDP-NOD2-Signalwegs widersprache [327, 332, 339]. Jedoch
kdnnte ein Zusammenwirken der bakteriellen Stimuli auch die Produktion
antiinflammatorischer Zytokine vermehren [327, 338] oder die TLR-vermittelte Produktion
proinflammatorischer Zytokine vermindern [259, 262]. Deshalb war in dieser Arbeit von
Interesse wie stabil der vermutete tolerogene Effekt des MDP unter Zugabe von LPS ist.
Beim Vergleich von MLRs mit LPS und MLRs mit LPS und MDP konnten keine klaren
Unterschiede in der Proliferation allogener T-Lymphozyten (gemessen anhand der Zellzahlen
nach sieben Tagen, siehe Abbildung 5-1, sowie mittels [Methyl-3H]-Thymidin-
Proliferationsmessung, siehe Abbildung 5-2) und ebenfalls keine Unterschiede in der CD25-
Expression (Abbildung 5-5) oder der Polarisation zu Tyl (Abbildung 5-7) nachgewiesen
werden. Dagegen schien der Anteil FOXP3+Treg durch die Kombination von LPS und MDP
noch geringer zu werden als unter alleinigem LPS-Einfluss (Abbildung 9-3, Tabelle 5-1), was
gegen das vermutete tolerogene Potential des MDP und stattdessen fiir eine starke, wenn
nicht gar verstarkte allogene T-Zell-vermittelte Immunantwort unter dem gemeinsamen
Einfluss von LPS und MDP spricht. Nach den vorliegenden Daten ist ein vernachlassigbarer
Effekt des MDP beim Zusammenwirken mit LPS wahrscheinlich. Die von anderen Autoren
(s.0.) beschriebenen synergistischen Effekte der beiden Signalwege sind in Anbetracht der

leicht verminderten T,e-Polarisation ebenfalls denkbar.

Die schlechtere Prognose die bei GvHD-Patienten mit NOD2-Mutationen beschrieben ist
[237, 242, 251, 255-258] scheint demnach von anderen, hier bislang nicht mitbetrachteten

Faktoren abhangig zu sein. Ein  moglicher Einflussfaktor sind veranderte
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Migrationseigenschaften der DCs und/oder T-L-Lymphozyten, die in vivo die resultierende
Immunantwort entscheidend beeinflussen, in vitro jedoch nur schwer nachzuvollziehen sind.
In der Literatur werden passend dazu verminderte CD4'Zahlen in der Haut und
Darmschleimhaut von GvHD-Patienten mit NOD2-SNPs beschrieben, wobei vor allem
CD4'FOXP3'T,,; vermindert waren [242, 336]. Um in vitro Aussagen uber die
Migrationseigenschaften der T-Lymphozyten treffen zu kénnen wurde in dieser Arbeit die
Expression des L-Selektins (CD62L) untersucht, das eine Migration naiver T-Lymphozyten in
peripher lymphatische Gewebe vermittelt. Eine Herabregulation von CD62L ermdglicht es
Effektor-T-Lymphozyten die lymphatischen Gewebe zu verlassen und ihre Wirkung am
Entziindungsherd zu entfalten [1, 2, 33]. Es konnte jedoch kein Unterschied in der CD62L-
Expression auf T-Lymphozyten aus MLRs mit LPS und MLRs mit LPS und MDP nachgewiesen
werden. Um einen moglichen Effekt der MDP-NOD2-Achse auf die Migrationseigenschaften
der Immunzellen zu detektieren sind weitere Untersuchungen anderer Homingrezeptoren
sowohl der DCs als auch der T-Lymphozyten oder auch Untersuchungen an Gewebeproben
sinnvoll. Weitere hier methodisch bedingt nicht mitbetrachtete Faktoren, die ursachlich fir
die protektive Rolle des NOD2 sein konnten, sind ein moglicherweise von der PRR-
Ausstattung und -Funktion abhangiges Mikrobiom [259, 340, 341] sowie NOD2-abhangig

verstarkte epitheliale Barrieren [342].

(-) LPS MDP LPS+MDP
Proferstonsmessung | "PeOe |11 i i
T-Lymphozyten Zellzahl n.u. Vergleichsgréfe n.u. -
CD25-Expression Vergleichsgréfie (1) i 1
IL-2-Produktion Vergleichsgrofe - - -
IFNy-Produktion (T,1) | Vergleichsgrie T m T
Anteil CD25'FOXP3™T e, | Vergleichsgrofe ! i L)
Anteil CD62L T-Zellen n.u. VergleichsgréfSe n.u. o

Tabelle 6-1: Zusammenfassung der Effekte von LPS und MDP auf die T-Zell-vermittelte Immunantwort

Die Tabelle zeigt eine Ubersicht iiber die in dieser Arbeit beobachteten und im Text erwahnten Effekte der bakteriellen
Stimuli LPS, MDP sowie deren Kombination (LPS+MDP) im Vergleich zum nicht Stimulierten Ansatz (bzw. im Vergleich zum
LPS-Ansatz, jeweils markiert mit ,VergleichsgroRe”) auf die Ergebnisse der MLRs mit iDC und allo-T-Lymphozyten. Die linke
Spalte benennt die jeweiligen BeobachtungsgréRen, die rechten vier Spalten die Zusatze. Abkirzung: n.u. nicht untersucht.
Symbole: (-) kein bakterieller Stimulus, 11 starke Zunahme, T Zunahme, (1) trendmiRige Zunahme, < kein Effekt, |
Verminderung, {(!) Verminderung bis starke Verminderung.
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Wang et al beschrieben eine verstarkte NOD2-mRNA-Transkription unter dem Einfluss von
1,25VD [151], weshalb vermutet werden kann, dass sich die NOD2-vermittelte
Immunmodulation erst unter dem Einfluss tolerogener Substanzen wie Vitamin D bemerkbar
macht. Deshalb wurden in weiteren Versuchen andere mogliche Einflussfaktoren wie TGFB
und die Vitamine A und D mit einbezogen. Deren Einsatz sollte klaren ob eine oder die
Kombination mehrerer Substanzen (womaglich auch im Zusammenwirken mit MDP) die LPS-
DC-vermittelte starke allo-T-Lymphozyten-Proliferation sowie Tyl-Polarisation vermindert
und stattdessen die T.g-Polarisation verstarkt oder die Migrationseigenschaften der T-

Lymphozyten beeinflusst.

6.2. TGFB-DCs und die T-Zell-vermittelte Immunantwort

Die Wichtigkeit des immunmodulatorischen Zytokins TGFB wird vor dem Hintergrund der
schweren Autoimmunkrankheiten deutlich, die sich bei TGFB- oder TGFB-R-Defekten in
Madusen ausbilden. Die Krankheitsbilder &dhneln denen, die bei FOXP3-/T.g-Defekten
auftreten, was eine Tg-vermittelte immunmodulatorische Wirkung des TGFB nahe legt
[100-103]. Auch auf die GvHD scheint TGFpB Einfluss zu nehmen, was sich in einem Abfall des
Serum-TGFB-Spiegels beim Auftreten der Erkrankung zeigt [268, 277, 278]. Zudem erh6hen
TGFB- und TGFB-Rezeptormutationen das Erkrankungsrisiko an akuter GvHD [273-275]. In
Mausen wird die aGvHD durch Antagonisierung von TGF[ aggraviert [272]. Nach Angaben in
der Literatur soll TGFB die Entstehung tolerogener dendritischer Zellen induzieren,
demzufolge die Fahigkeit der DCs als APC zu fungieren abschwachen, die Entstehung und
Aktivitat von Effektor-T-Zellen (Ty1, Ty2, CTL) hemmen und zusammen mit Retinsdure die
Entstehung von T vorantreiben. Jedoch soll es zusammen mit IL-1, IL-6 und/oder IL-23 die
Entstehung von Ty17 und deren assoziierte Zytokine (siehe Kapitel 1.3.3.) induzieren [1, 51,
64, 95, 96]. Aufgrund der beschriebenen lindernden Wirkungen von TGFB auf die akute
GvHD (in Mausen) sowie der Berichte liber tolerogene Eigenschaften von TGFB-behandelten
DCs wurden in dieser Arbeit die Auswirkungen von TGFB auf die Funktion humaner

dendritischer Zellen und deren Effekte auf allogene-T-Lymphozyten in MLRs untersucht.
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Monozvt Abbildung 6-2: Einfluss von TGFB-DCs auf die T-
Zell-vermittelte Immunantwort

Die mittels GM-CSF, IL4 und TGFB aus

GM-CSF Monozyten differenzierten TGFB-DCs bewirkten

IL-4 in MLRs mit allogenen T-Lymphozyten eine

TGFB verminderte allo-T-Lymphozyten-Expansion und

verstiarkte TgPolarisation (grin  markiert)
verglichen mit MLRs mit konventionellen DCs
(nicht  dargestellt), die wahrend ihrer
Differenzierung aus Monozyten nicht unter dem

TGFB‘DC Einfluss  von  TGFB standen. Eigene
Q“\i( zusammenfassende Abbildung.
%

-
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Monozyten differenzieren unter dem Einfluss von GM-CSF, IL-4 und TGFB zu Zellen, die
morphologisch und funktionell den Langerhans-Zellen der Haut, einer DC-Subpopulation,
ahneln [17, 318, 343]. Wie verschiedene Autoren berichten und auch in unserem Labor
festgestellt werden konnte, exprimieren TGFB-DCs, auf Stimulation mit bakteriellen
Bestandteilen hin weniger Reifungsmerkmale, wie costimulatorische Proteine, MHC-
Komplexe und inflammatorische Zytokine [16, 17, 344, 345]. Deshalb sollten sie weniger
potente APCs sein als DCs die bei ihrer Differenzierung nicht unter dem Einfluss von TGFf
standen. Passend zu dieser Annahme konnte in dieser Arbeit beobachtet werden, dass TGFj3-
DCs in MLRs eine deutlich geringere allogene T-Lymphozyten-Proliferation auslésen als DCs,
die ohne den Einfluss von TGFB entstanden sind. Passend hierzu beschreiben auch Yang et al
eine verminderte allo-T-Lymphozyten-Proliferation unter dem Einfluss von TGFB auf murine
DCs [271]. Einerseits zeigte sich die verminderte allo-T-Lymphozyten-Expansion in der
[Methyl-3H]-Proliferationsmessung, die eine Momentaufnahme der Proliferation tber 24

Stunden darstellt (vergleiche hierzu Abbildung 5-4 mit Abbildung 5-3), andererseits waren
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unter dem Einfluss von TGFB-DCs verglichen mit DCs auch nach sieben Tagen MLR deutlich
geringere absolute Anzahlen allogener T-Lymphozyten nachzuweisen (Abbildung 5-1).
Hierdurch wird deutlich, dass TGFB-DCs die allogene T-Lymphozyten-Expansion nicht nur zu
einem bestimmten Zeitpunkt ([Methyl->H]Thymidin-Proliferationsmessung) sondern
zumindest (iber einen gewissen Zeitraum hinweg so nachhaltig supprimieren, dass die
resultierende T-Lymphozyten-vermittelte Immunantwort durch eine absolut verminderte

klonale Expansion (Zellzahlbestimmung) deutlich abgeschwacht wird.

Weitere Versuche unserer Gruppe zeigten, dass TGFB-DCs in MLRs eine verminderte Ty1-
Polarisation bedingen. Stattdessen bewirkten TGFB-DCs in dieser Arbeit deutlich gesteigerte
allo-Teg Anteile (Abbildung 5-9 und Abbildung 5-10). Da TGFB nicht nur in DCs einen
tolerogenen Phanotyp induzieren [16, 17, 344, 345], sondern auch direkt auf die T-Zell-
Polarisation Einfluss nehmen soll [74, 75, 79, 95] und weil TGFB als eines der
Effektorzytokine der T.g gilt [81] kann ein positiver Feedbackmechanismus vermutet
werden. Ahnlich zu den Ergebnissen dieser Arbeit konnten auch van der Aar et al. feststellen,
dass bei der Polarisation autologer T-Lymphozyten durch humane Langerhans-Zellen
(ahnlich den TGFB-DCs) im Vergleich zu DCs héhere T, Anteile entstehen [346]. Einige
Bakterien und Viren sollen mittels Steigerung der TGFB-Produktion eine Vermehrung
tolerogener DCs sowie FOXP3+Treg bewirken und so spezifische Immunantworten
supprimieren und stattdessen tolerogene Bedingungen fiir ihr Uberleben induzieren [347,
348]. Auch Tumoren sollen durch ein TGFB-reiches Mikromilieu tumor-spezifische T
induzieren und so der Abtétung durch das Immunsystem entgehen [349—-352]. Die in dieser
Arbeit nachgewiesene verminderte allogene T-Lymphozyten-Expansion und verstarkte
Induktion regulatorischer T-Lymphozyten durch TGFB-behandelte DCs (siehe Abbildung 6-2
und Tabelle 6-2) sprechen fiir eine mogliche Modulation der GvHD durch TGFB-DCs, wobei in
Anbetracht der Auswirkungen von TGFB auf die Tumorgenese und die Abwehr von
Pathogenen die Gefahr besteht, dass unter dem Einfluss von TGFB-DCs auch der erwiinschte

GvL-Effekt abgeschwacht und Infektionen beglinstigt werden.

Durch MDP-Zugabe konnte der immunmodulatorische Effekt des TGFB nicht weiter verstarkt
werden. Die immunsuppressiven Effekte der TGFB- und MDP-NOD2-Signalwege scheinen

einander daher nicht gegenseitig zu verstarken.
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Zudem konnten keine Unterschiede in der CD62L-Expression auf allogenen T-Lymphozyten
aus MLRs mit DCs verglichen mit denjenigen aus MLRs mit TGFB-DCs nachgewiesen werden
und damit kein Anhalt fir verdanderte Migrationseigenschaften [1, 2, 33] unter dem Einfluss

von TGFB gefunden werden.

% 7 DO
DC  TGFB-D

e R
e

Anteil CD62L T-Lymphozyten Vergleichsgréfe

Tabelle 6-2: Zusammenfassung der Effekte von TGFB-DCs auf die T-Zell-vermittelte Inmunantwort

Die Tabelle zeigt eine Ubersicht liber die in dieser Arbeit beobachteten und im Text erwidhnten Effekte der TGFB-DCs im
Vergleich zu DCs auf die Ergebnisse der jeweiligen MLRs mit allo-T-Lymphozyten. Die linke Spalte benennt die jeweiligen
BeobachtungsgroRen, die rechte Spalte gibt die Ergebnisse der MLRs mit TGFB-DCs im Vergleich zu DCs (mittlere Spalte,
,VergleichsgroRe”) an. Symbole: 1! stark vermindert, < kein Effekt, TT starke Zunahme.

2.

6.3. Einfluss der Vitamine D und A auf dendritische Zellen und die T-Zell-

vermittelte Immunantwort

Der Abfall der 25VD-Serumspiegel beim Auftreten der GvHD [129, 304, 305] und die
protektive Wirkung einer prophylaktischen UVB-Bestrahlung [305] oder Vitamin-D-
Supplementierung [300] deuten an, dass Vitamin D entscheidenden Einfluss auf die GvHD
nimmt (siehe auch Kapitel 1.6.5.). Ein noch genaueres Verstandnis der Wirkung von Vitamin
D auf Immunzellen, gerade auch im Rahmen eines Zusammenwirkens mit anderen
Substanzen ist n6tig um den therapeutischen Nutzen umfassend zu erklaren und

gegebenfalls durch neue Kombinationspartner sogar noch zu steigern.

Vitamin A werden verschiedene, teils gegensatzliche Wirkungen auf Immunzellen
zugeschrieben [163, 164, 169], was sich beispielsweise in der Beteiligung von Vitamin A an
der Homoostase im Darm [164], teilweise nachgewiesener Abnahme der akuten GvHD durch
RA [309] und im Gegensatz dazu verminderter intestinaler aGvHD unter Vitamin-A-armer
Kost [308] oder einer starkeren aGvHD unter dem Einfluss von Vitamin A [306, 307] zeigt.
Deshalb ist es wichtig genauer zu klaren wie sich dendritische Zellen im Kontakt mit
allogenen T-Lymphozyten unter Vitamin-A-Einfluss verhalten. Die unterschiedlichen Vitamin
A Wirkungen unter inflammatorischen und , steady-state“-Bedingungen [163] weisen auf

eine Verknipfung zwischen PRR- und Vitamin-A-Signalwegen sowie auf einen modglichen

83



84

Diskussion

Einfluss weiterer immunmodulatorischer Substanzen wie TGFB und Vitamin D hin, weshalb
ein moglicher Einfluss des Zusammenwirkens dieser Substanzen Uberprift wurde.
Veranderte Effekte beim Zusammenwirken von Vitamin D und A sind zudem denkbar, da die

Rezeptoren der beiden Vitamine interagieren [110, 143, 353].

Abbildung 6-3 gibt vorab eine schematische Ubersicht (ber die in dieser Arbeit

beobachteten Effekte der Vitamine D und A.

25VD+ :
25VD Retinal = Retinal

1la-Hydroxylase ALDH

DC \

.".'.°"‘-‘. D62L
Sz
029%%¢

T-L T—I_ TH1 .:... Treg T'L

¢! dallo-T-L-Expansion 1§Tu1-Polarisation t4T..Polarisation $CD62L-Expression

Abbildung 6-3: Einfluss der Vitamine D und A auf DCs und die T-zell-vermittelte Immunantwort

Schematische Ubersicht iiber die in dieser Arbeit beobachteten Effekte der Vitamine D und A auf die T-Zell-vermittelte
Immunantwort. Dendritische Zellen setzen den inaktiven Metaboliten 25VD in das biologisch aktive 1,25VD um. Da Retinal
genau wie 25VD in deutlich héheren Konzentrationen im Serum vorhanden ist als die biologisch aktive Retinsdure kann
vermutet werden, dass Vitamin A in vivo nur dann entscheidende Effekte auf DCs und T-Lymphozyten ausiibt wenn analog
zum Vitamin D Metabolismus die inaktiven Vorstufen lokal beispielsweise durch DCs aktiviert werden (mit Fragezeichen
markiert). Durch Zusatz von 25VD (gelb markiert) konnten eine verminderte allo-T-Lymphozyten-Expansion, eine geringere
Tyl-Polarisation und eine stdrkere T,,-Polarisation nachgewiesen werden. Diese Effekte waren unter Einsatz der
Kombination aus 25VD und Retinal (blau markiert) noch ausgepragter. Retinal supprimierte deutlich die Expression des
Oberflachenmarkers CD62L und in geringerem AusmaR die allo-T-Lymphozyten-Expansion (violett markiert). Eigene
zusammenfassende Abbildung.

TGFB wird wie oben beschrieben ebenfalls eine wichtige immunregulatorische Rolle
zugeschrieben. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass dendritische Zellen, die unter
dem Einfluss von TGFB differenziert wurden (TGFB-DCs) eine geringere klonale Expansion
allogener T-Lymphozyten und eine gesteigerte T.g-Polarisation bewirken (siehe Kapitel 6.2.,

sowie Abbildung 5-1, Abbildung 5-4 und Abbildung 5-10). Es gibt zudem Hinweise darauf,
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dass unter dem Einfluss von TGFB der Abbau von Retinsdure supprimiert wird, was zu einer
Wirkverstarkung fuhren soll [164, 186]. Unter der gemeinsamen Wirkung von TGFB und
Retinsdure sollen auflerdem mehr regulatorische T-Zellen entstehen [186, 201, 203, 204].
Daneben gilt TGFB als eines der Effektorzytokine regulatorischer T-Zellen [1, 65], wobei Tyeg
wiederum unter dem Einfluss von Vitamin D vermehrt entstehen sollen [110, 154]. Diese
Punkte legen eine Verknilipfung der Vitamin- und TGFB-Wirkungen nahe, weshalb in dieser

Arbeit auch der Einfluss der Vitamine D und A auf MLRs mit TGFB-DCs untersucht wurde.

6.3.1. 25VD und Retinal hemmen die klonale Expansion der T-Lymphozyten

im Rahmen allogener Immunantworten

Mehrere Autoren beschreiben eine verminderte Proliferation allogener T-Lymphozyten

unter dem Einfluss von Vitamin D [154, 354—-356]

In dieser Arbeit zeigte sich unter dem Einfluss von 25VD eine geringere allogene T-Zell
Expansion. Hierzu wurden zwei Nachweismethoden herangezogen, die Zellzahl nach sieben
Tagen MLR einerseits und die [Methyl-3H]-Thymidin-Proliferationsmessung andererseits. Bei
der zweiten Methode zeigte sich ein deutlicher Trend zur verminderten allo-T-Lymphozyten-
Proliferation unter dem Einfluss von 25VD (siehe Abbildung 5-2 und Abbildung 9-2). Einer
der Grinde dafiir ist vermutlich, dass DC durch 1,25VD einen tolerogenen Phanotyp mit
schwéacherer APC-Funktion ausbilden [149, 152-154, 356]. Manche Autoren konnten eine
deutlich stirkere Hemmung der allo-T-Lymphozyten-Proliferation unter dem Einfluss von
Vitamin D nachweisen. Mogliche Ursachen hierfir sind Unterschiede in der
Nachweismethode [355] oder im Zeitpunkt der Messung [154], sowie der Einsatz des aktiven
1,25VD [153, 154, 355], in zum Teil deutlich hoheren (unphysiologischen) Konzentrationen
[356].

Die Zellzahlung zeigte eine signifikant niedrigere klonale Expansion der allogenen T-
Lymphozyten unter dem Einsatz von 25VD verglichen mit der vitaminfreien Kontrolle (siehe
Abbildung 5-1). Die Zellzahlen unter dem Einfluss von 25VD waren dabei
bemerkenswerterweise dhnlich niedrig wie in MLRs mit TGFB-DCs, was vermuten lasst, dass
TGFB und Vitamin D in DCs einen ahnlich stark tolerogenen Phanotyp induzieren und ein

Zusammenwirken nur noch kleine oder keine weiteren Effekte mehr hat.
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Obwohl 1,25VD die Expression von NOD2 erhohen soll [151] und damit verstdrkte MDP-
vermittelte Effekte denkbar waren, waren unter dem Zusatz von MDP und 25VD keine
eindeutigen Auswirkungen auf die [Methyl-3H]-Thymidin-Proliferationsmessung oder
Zellzahlen zu erkennen. Auch ohne den Einfluss von LPS zeigte sich kein eindeutiger Effekt. In
Zusammenschau mit den Ergebnissen der vitaminfreien MLRs (siehe Kapitel 6.1. und Tabelle
6-1) ist davon auszugehen, dass der MDP-NOD-Signalweg keinen entscheidenden Einfluss

auf die allo-T-Lymphozyten-Proliferation nimmt.

In friheren Arbeiten unserer Gruppe wurden die Vitamine in physiologischen
Konzentrationen den reifen dendritischen Zellen (d.h. nach Stimulation mit bakteriellen
Bestandteilen) zugesetzt und die Auswirkung in MLRs mit allo-T-Lymphozyten untersucht.
Hier erfolgte der Zusatz der Vitamine zu unreifen DC oder TGFB-DCs ebenfalls in
physiologischen Konzentrationen jedoch gleichzeitig mit bakteriellen Stimuli und allo-T-
Lymphozyten um modellhaft die Therapie eines frisch transplantierten allo-
Stammzellempfangers mit Vitaminmetaboliten nachzuahmen. Da unreife dendritische Zellen
und Effektor-T-Lymphozyten, wie in Kapitel 1.4.2. beschrieben eine starke VDR-Expression
aufweisen [134] hatte dieser spatere Zusatz von 25VD die Effekte im Vergleich zu friheren
Arbeiten verstarken kénnen, jedoch zeigte sich kein merklicher Unterschied. Ein moglicher
Grund dafir ist die Tatsache, dass vor allem reife dendritische Zellen Enzyme exprimieren
die 25VD, den inaktiven Vitamin D Metaboliten mit der hochsten Serumkonzentration, in das
biologisch aktive 1,25VD umsetzen [110, 112, 133, 135, 137]. So wird die Expression dieser
Enzyme beispielweise unter dem Einfluss bakterieller Stimuli wie LPS hochreguliert [133,
134, 138]. Somit haben die hier eingesetzten iDC mdéglicherweise weniger vom angebotenen
25VD in das biologisch aktive 1,25VD umgesetzt, weshalb trotz der hohen VDR-Rezeptor-

Expression in iDCs keine starkeren Vitamineffekte zu verzeichnen waren (siehe Tabelle 1-2).

Analog zu Vitamin D sind im Serum die Konzentrationen inaktiver Vitamin A Metabolite
deutlich hoher als die der aktiven Retinsdure [173]. Deshalb scheint die Annahme sinnvoll,
dass in vivo ein Einfluss von Vitamin A auf die Immunantwort nur dann von groRerer
Bedeutung ist, wenn die beteiligten oder umliegende Zellen zur Umsetzung der inaktiven
Metabolite in der Lage sind und damit im Mikromilieu hinreichend hohe Konzentrationen
der aktiven Retinsdure erzeugen [110, 163]. Unter dieser Annahme wurden in der

vorliegenden Arbeit mogliche Auswirkungen des Retinal auf die allogene-T-Zell-Antwort in
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MLRs untersucht. Wie Abbildung 5-2 zeigt konnte in der [Methyl-H]-Proliferationsmessung
analog zu friiheren Arbeiten kein eindeutig hemmender Effekt des Retinals nachgewiesen
werden. Unter dem gemeinsamen Einwirken von Retinal und MDP (zusammen mit LPS) ldsst
sich ein solcher Effekt erahnen. Da es sich bei der [Methyl-3H]-Thymidin-
Proliferationsmessung um eine Momentaufnahme handelt, ist davon auszugehen, dass
Retinal die allogene T-Zell-Expansion nicht wahrend des hier gewahlten
Beobachtungszeitraums (Inkubationszeit mit dem radioaktiv markierten Thymidin) hemmt
sondern seine Effekte zu einem anderen Zeitpunkt vermittelt. In der Zellzahlung nach sieben
Tagen MLR zeigten sich signifikant weniger allogene T-Lymphozyten unter dem Einfluss von
Retinal (Abbildung 5-1), weshalb insgesamt von einer Hemmung der allo-T-Zell-Expansion
durch Retinal auszugehen ist. In der Literatur wird einerseits angegeben, dass der Vitamin-A-
Signalweg notwendig ist um addquate T-Zell-vermittelte Immunantworten zu induzieren
[169, 209], andererseits scheint Vitamin A das Ausmal’ dieser der T-Lymphozyten-Expansion
jedoch auch eindammen zu kénnen [309, 357, 358]. Im Einklang mit der vorliegenden Arbeit
zeigen die Versuche von Yang et al. an Mausen, dass Retinsdure die allo-T-Lymphozyten-
Expansion hemmt [309]. Retinsdure soll die APC-Funktion von DCs hemmen und so deren
allo-stimulatorische Aktivitdit abschwachen [16, 357]. Diese Ergebnisse widersprechen
jedoch den Angaben in der Literatur nach denen Vitamin A in einer inflammatorischen
Umgebung (hier: LPS, allogene Zellen) proinflammatorische Eigenschaften haben soll [163,
197]. Insgesamt bleibt anhand der widersprichlichen Angaben festzuhalten, dass die
Wirkung von Vitamin A auf die allogene T-Lymphozyten-Expansion in MLRs noch nicht
umfassend geklart ist. Diese Arbeit weist jedoch auf eine hemmende Rolle des Retinals hin.
Interessanter Weise war dieser Vitamin-A-vermittelte Effekt schwacher als diejenigen von
25VD und TGFB-DCs (siehe Abbildung 5-1). Unter Zusammenwirken von Retinal und TGFj-
DCs zeigte sich kein starkerer Effekt als unter alleinigem Einsatz der TGFB-DCs. Die Ursache
hierfiir konnte wiederum ein durch die Behandlung mit TGFPB ausgeschopftes tolerogenes
Potential sein. Ein synergistischer Effekt, der fiir TGFB und Vitamin A beispielsweise bei der
Treg-Induktion beschrieben wurde [201-203, 359] konnte damit beziglich der T-
Lymphozyten-Expansion hier nicht gefunden werden. Da eine der Ursachen eines solchen
Synergismus eine TGFB-vermittelte Hemmung des Retinsdurekatabolismus sein soll [186,

187] konnte der Effekt hier jedoch auch deshalb nicht zu tragen kommen, weil der TGFB-
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Zusatz wahrend der DC-Reifung und nicht wahrend der MLR erfolgte und so nur noch
indirekt Gber die TGFB-DCs wirkt. Weitere Versuche kdnnten zeigen ob ein (erneuter) TGFf3-

Zusatz zu Beginn der MLR die Vitamin A Wirkung verstarkt.

Die Kombination von 25VD und Retinal zeigte sowohl in den Proliferationsmessungen als
auch in den Zellzahlexperimenten eine (tendenziell) noch niedrigere T-Zell-Expansion (siehe
Abbildung 5-2, Abbildung 5-3 und Abbildung 5-1), was daflir spricht, dass die Vitamine
synergistisch oder zumindest additiv wirken. Die von einigen Autoren vermutete
gegenseitige Antagonisierung der jeweiligen Effekte aufgrund geteilter Rezeptorbestandteile
[110, 143] bestatigt sich dadurch nicht. Gerade vor dem Hintergrund, dass Vitamin A eine
starkere tolerogene Wirkung im ,steady state” nachgesagt wird [163] scheint eine mogliche

Wirkverstarkung des Retinals unter Einfluss des immunmodulatorischen Vitamin D plausibel.

Zudem schien die Kombination von 25VD und Retinal in MLRs mit TGFB-DCs in der [Methyl-
3H]-Thymidin-Proliferationsmessung eine noch geringere allo-T-Zell-Proliferation zu
bewirken als der alleinige Einfluss von TGFB-DCs (siehe Abbildung 5-4), was darauf
hindeutet, dass die drei Immunmodulatoren zumindest teilweise additiv wirken und selbst in
MLRs mit TGFB-DCs noch diskrete tolerogene Effekte erzielt werden kdnnen. Bei den
Zellzahlexperimenten zeigte sich dieser additive Effekt jedoch nicht. Vermutlich hat der
gemeinsame Einfluss der Immunmodulatoren nur fiir einen gewissen Zeitraum
(Momentaufnahme Proliferationsmessung) eine grofRere tolerogene Wirkung, hemmt die T-
Lymphozyten-Expansion in der MLR jedoch nicht nachhaltiger als der alleinige Einfluss von
TGFB-DCs oder der alleinige Einfluss der Vitaminkombination (Endpunktmessung Zellzahlen).
Die Literatur gibt tGber ein Zusammenwirken der drei Immunmodulatoren oder die maximal
zu erzielenden tolerogenen Effekte wenig Aufschluss, zumal traditionell die Vitamin A
vermittelte Immunmodulation eher dem Darm und die Vitamin D vermittelte eher der Haut
zugeordnet wird [110, 360, 361]. Da in dieser Arbeit biologisch inaktive Vitamine in ihren
physiologischen Serumkonzentrationen eingesetzt wurden, die ubiquitar im Korper
vorkommen [116, 173] und TGFB von vielen Zellen im Korper produziert werden kann [79,
96, 98], ist davon auszugehen, dass in vivo alle Immunmodulatoren aufeinander treffen und
eine therapeutische Anhebung der Serumspiegel auf hochnormale Werte aufgrund der hier
beobachteten verminderten allo-T-Lymphozyten-Expansion (zusammenfassend dargestellt in

Tabelle 6-3) lindernden Einfluss auf die GvHD einen haben kénnte.
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LPS LPS+MDP

. 25VD+ . 25VD+
(-) 25VD | Retinal Retinal (-) 25VD | Retinal Retinal

[Methyl-3H]-Thymidin-
Proliferationsmessung Vergl. (4) “ I
in MLR mit DC

T-Lymphozyten-Zellzahl
nach MLR mit DC

”///////////

Tabelle 6-3: 25VD, R | und der Einsatz von TGFB-DCs hemmen die klonale T- Lymphozyten Expansmn in MLRs

Die Tabelle gibt schematisch die in dieser Arbeit beobachteten Einfllisse von 25VD, Retinal, deren Kombination dem Zusatz
von MDP und des Einsatzes von TGFB-DCs anstatt DCs auf die allogene-T-Lymphozyten-Expansion in LPS-stimulierten MLRs
wieder. Als BeobachtungsgroRen dienten die [Methyl-3H]-Thymidin-Proliferationsmessung und die Zellzahlen nach sieben
Tagen MLR. Jeweils schraffiert dargestellt sind die Ergebnisse beim Einsatz von TGFB-DCs, die im Vergleich zu MLRs mit DCs
(ohne Schraffur) eine deutlich verminderte allo-T-Lymphozyten-Expansion bewirkten. Etwas ausgepragter schien dieser
Effekt in der Proliferationsmessung unter Einfluss von 25VD oder der Vitaminkombination zu sein. Die Kombination aus
25VD und Retinal (blaue Spalten) zeigte ebenfalls bei beiden BeobachtungsgroRen einen hemmenden Einfluss auf die T-
Lymphozyten-Expansion. 25 VD allein (gelbe Spalten) senkte die Zellzahlen deutlich, Retinal allein (violette Spalten) etwas
weniger ausgepragt. Der Zusatz von MDP (rechte vier Spaten) hatte keine klaren Auswirkungen. Abkirzung: Vergl.
VergleichsgréRe. Symbole (-) kein Vitaminzusatz, < kein Effekt, (1) fragliche Abnahme, | Abnahme, ! stirkere Abnahme,
11(1) vermutlich noch starkere Abnahme.

Vergl.

6.3.2. 25VD und Retinal beeinflussen die T-Lymphozyten-Polarisation im

Rahmen allogener Immunantworten

IL-2 wirkt CD25-vermittelt als , T-Zell-Wachstumsfaktor” und verstarkt so die Expansion
naiver T-Lymphozyten. Dagegen konnen inhibitorische Signale (z.B. via PD-1) und
regulatorische  T-Zellpopulationen im  Unterschied zu  Effektor-T-Lymphozyten
immunmodulatorisch wirken [1]. Daher sind mogliche Ursachen der hier beobachteten
verminderten allo-T-Lymphozyten-Expansion unter dem Einfluss der Vitamine D und A eine
verminderte IL-2-Produktion, CD25-Expression, oder Tyl-Polarisation sowie eine gesteigerte
PD-1-Expression oder Bildung regulatorischer T-Zellpopulationen (FOXP3+Treg, CD8aa'T-
Lymphozyten, y§TCR'T-Lymphozyten) [1, 110].

Kein Einfluss der Vitamine D und A auf die IL-2-Produktion und CD25-Expression

Wie in Abbildung 5-6 und Tabelle 6-4 dargestellt zeigte sich jedoch in dieser Arbeit kein
eindeutiger Einfluss der Vitamine D und A auf die IL-2-Produktion und CD25-Expression

durch allo-T-Lymphozyten in LPS-stimulierten MLRs.
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In Versuchen an (murinen) T-Lymphozyten konnten manche Autoren eine Suppression der
IL-2-Produktion durch Vitamin D nachweisen [362—365], die sich hier nicht nachvollziehen
lasst. Andere Autoren beschreiben jedoch analog zu den Ergebnissen dieser Arbeit unter
Vitamin D eine unveranderte IL-2-Sekretion [366]. Im Gegensatz zu Vitamin D soll Vitamin A
nach Angaben in der Literatur die IL-2-Produktion durch T-Lymphozyten eher steigern [367—
369], was sich in dieser Arbeit ebenfalls nicht zeigte. Effekte der Vitamine auf die IL-2-
Produktion kodnnten jedoch analog zu denen des LPS (diskutiert in Kapitel 6.1.)
moglicherweise an einem friiheren Messzeitpunkt feststellbar sein. Insgesamt ist daher nicht
auszuschlieBen, dass die verminderte T-Lymphozyten-Expansion unter Vitamin D oder A mit

einer (voribergehend) reduzierten IL-2-Sekretion zusammenhangt.

Beziglich der CD25-Expression konnte, wie bereits in Kapitel 6.1. beschrieben eine
Steigerung durch LPS nachgewiesen werden, die weder durch die Zugabe von 25VD noch
durch die von Retinal eindeutig beeinflusst wurde. Ahnliche Ergebnisse sind auch der
Literatur zu entnehmen [366, 370], jedoch fanden manche Autoren auch eine 1,25VD-
vermittelt supprimierte [154] oder gesteigerte CD25-Expression [162]. Bemerkenswert ist,
dass die geringere CD25-Expression in LPS-freien MLRs unter Einfluss von 25VD in dieser
Arbeit noch niedriger wurde. Da der Effekt unter dem Einfluss von LPS verschwand, scheint
25VD nur dann die CD25-Expression zu hemmen, wenn keine inflammatorischen
Umgebungsbedingungen vorliegen. Interessant ist dies vor allem vor dem Hintergrund, dass
25VD so CD25-vermittelt immunmodulatorisch wirken kénnte ohne gleichzeitig die
Infektanfalligkeit durch gramnegative Erreger zu erhohen [334, 335]. Retinal schien in
Zusammenwirken mit MDP in zusatzlich LPS-stimulierten MLRs eine geringfligig verminderte
CD25-Expression auf allo-T-Lymphozyten zu bewirken (Abbildung 5-6), was die fraglich
verminderte allo-T-L-Proliferation in gleich behandelten MLRs erklaren kénnte. Da es sich
wenn Uberhaupt um einen schwachen Effekt handelt waren weitere Untersuchungen nétig

um die Ergebnisse statistisch zu verifizieren.

Zusammengefasst konnten keine klaren vitaminvermittelte Effekte auf den IL-2-CD25-
Signalweg festgestellt werden, die die verminderte allo-T-Lymphozyten-Expansion in gleich
behandelten MLRs erklaren wiirden (siehe Tabelle 6-4). Einschriankend ist jedoch zu
bemerken, dass regulatorische T-Zellen, die die Expansion einschranken, eine starke CD25-

Expression aufweisen [1]. Eine vitaminvermittelt verminderte CD25-Expression auf
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konventionellen Effektor-T-Lymphozyten kdnnte in den Experimenten auch deshalb nicht

aufgefallen sein, da méglicherweise gleichzeitig mehr CD25'T,, entstanden sind.

Keine Induktion von CD8aa*T-L, PD-1 oder Vermehrung von y§TCR*T-L durch Vitamin
D, A oder den Einsatz von TGFB-DCs

CD8aa'T-Lymphozyten kommen als intraepitheliale Lymphozyten (IEL) im Darm vor und
werden dort flir die Immunhomdostase mitverantwortlich gemacht [104, 105, 371]. lhre
Entstehung soll von TGFB abhingig sein [106, 349]. Da CD8aa'T-Lymphozyten neben
CD4'FOXP3'T g als regulatorische T-Zell-Population diskutiert werden [91, 105, 372] wire
eine Induktion von CD8aa durch TGFB-DCs oder die Vitamine eine weitere mogliche
Erklarung fur die geringere allo-T-Lymphozyten-Expansion in den MLRs mit 25VD, Retinal
oder TGFB-DCs. In dieser Arbeit konnte jedoch weder in den MLRs mit DCs noch in den MLRs
mit TGFB-DCs eine relevante CD8aa allo-T-Lymphozyten-Population nachgewiesen werden.
Auch eine Zugabe von MDP, 25VD, Retinal oder Kombinationen der Zusatze dnderten diese
Ergebnisse nicht. Die von Nambu et al. beschriebene CD8aa Bildung in murinen T-
Lymphozyten unter dem Einfluss von TGFB und Retinsdure [372] konnte demzufolge hier an
humanen Zellen nicht nachvollzogen werden. Auch der von Bruce et al. beschriebene
Einfluss des Vitamin-D-Signalwegs zeigte sich in dieser Arbeit nicht [107]. Unsere Ergebnisse
deuten eher darauf hin, dass es in MLRs mit humanen DC und allo-T-Lymphozyten zu keiner
relevanten Bildung ,single-positiver“CD8aaT-Lymphozyten kommt. Eine transiente
Hochregulation von CD8aa [105] ist als Mitursache der verminderten Proliferation und
Zellzahlen nicht auszuschlieRen. Wahrscheinlich ist jedoch, dass CD8aa ' T-Lymphozyten, wie
in der Literatur beschrieben, vor allem im Darm als IEL eine Rolle spielen [104-106, 371, 373]

und die hier beobachteten Effekte nicht begriinden.

Auch T-Lymphozyten die y6-T-Zellrezeptoren tragen sollen bei der Darmhomdoostase eine
Rolle spielen und Immunantworten gegen hiufige Pathogene auslésen. Uber y8TCR'T-
Lymphozyten ist insgesamt weniger bekannt als liber konventionelle T-Lymphozyten [1,
374], jedoch werden y8TCR'T-Lymphozyten als mégliche zellbasierte GvHD-Therapie
diskutiert [375, 376] und erhdhte y8TCR'T-Lymphozyten-Zahlen mit geringeren
AbstofRungsreaktionen bei Organtransplantationen wie auch geringeren aGvHD-Inzidenzen
in Verbindung gebracht [377, 378]. In dieser Arbeit konnte in LPS-stimulierten MLRs mit DCs

oder TGFB-DCs und allogenen T-Lymphozyten keine relevanten ySTCR'T-Lymphozyten-
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Populationen nachgewiesen werden. Auch nach Zusatz von MDP, der Vitamine D, A oder
beider Vitamine zeigten sich keine y§TCR'T-Lymphozyten. Da der Anteil ySTCR-positiver T-
Lymphozyten im peripheren Blut nur bei ca. 1-10% aller T-Lymphozyten liegen soll [378-380]
ist eine mogliche Erklarung, dass die verwendeten Spender-Lymphozyten keine hinreichend
groRen y8TCR'T-Lymphozyten-Anteile enthielten und somit keine messbare Expansion

dieser Zellgruppe stattfand.

Neben einer antigenspezifischen Aktivierung Gber MHCs und den TCR (Signal 1) sind die
costimulatorischen Signale (Signal 2) und Zytokine (Signal 3) der DCs nétig um naive T-
Lymphozyten zu Aktivieren und zur Proliferation und Differenzierung anzuregen (siehe
Abbildung 1-4) [1, 33]. Neben den costimulatorischen Signalwegen existieren jedoch auch
coinhibitorische, die die T-Lymphozyten-Aktivierung hemmen. T-Lymphozyten exprimieren
zu diesem Zweck u.a. den inhibitorischen Rezeptor PD-1 [1, 33, 381, 382]. Eine mdgliche
Erklarung der in dieser Arbeit beobachteten immunmodulatorischen Effekte von TGFp,
Vitamin D oder A wére daher eine Hochregulation von PD-1, weshalb die Expression auf T-
Lymphozyten aus MLRs mit verschiedenen Zusatzen untersucht wurde. Hier konnte jedoch
keine gesteigerte PD-1-Expression unter dem Einsatz von TGFB-DCs, MDP oder Vitaminen
detektiert werden, sodass wahrscheinlich ist, dass die hier beobachtete verminderte T-
Lymphozyten-Expansion (siehe Kapitel 6.2 und 6.3.1) nicht durch diesen coinhibitorischen
Signalweg zustande kommen. Einschrankend muss jedoch bemerkt werden, dass eine
moglicherweise veranderte Expression von PD-L auf DCs und TGFB-DCs Einfluss nehmen
konnte [356, 361, 381, 382], weshalb weitere Versuche, die die PD-L-Ausstattung der DCs in

Abhangigkeit der verschiedenen Zusatze liberprifen, sinnvoll waren.

25VD und die Kombination aus 25VD und Retinal hemmen die Ty1l-Polarisation

Analog zu den Angaben in der Literatur konnte in dieser Arbeit eine verstarkte Tyl-
Polarisation unter dem Einfluss von LPS nachgewiesen werden (diskutiert in Kapitel 6.1.) Wie
Abbildung 5-8 und Tabelle 6-4 zeigen verminderte 25VD tendenziell diese Tyl-Polarisation.
Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit friiheren Untersuchungen unserer Gruppe und den
Feststellungen anderer Autoren, bei denen die Vitaminzugaben jedoch jeweils wahrend der
DC-Reifung und nicht wie hier zu Beginn der MLR erfolgten [154]. Weitere Autoren stellten

auch in stimulierten T-Zellkulturen eine Hemmung der Ty1-Polarisation durch Vitamin D fest
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[77, 148, 158, 383]. In Zusammenschau der Ergebnisse dieser Arbeit mit den Angaben der
Literatur ist anzunehmen, dass Vitamin D sowohl durch eine direkte Wirkung auf T-
Lymphozyten als auch DC-vermittelt die Ty1-Polarisation hemmt [299] und zwar sowohl im
Vorfeld als auch zum Zeitpunkt der (allo-)Immunreaktion. Dass in dieser Arbeit die Effekte
etwas geringer ausfielen als in der Literatur unter hohen Konzentrationen 1,25VD
beschrieben [77, 158, 383] kann durch den Einsatz physiologischer Konzentrationen des
biologisch inaktiven Vorlaufers 25VD erklart werden, der und dessen lokale Umsetzung zum

aktiven Vitamin in vivo vermutlich die meisten Vitamin D Effekte bewirken [112].

Die Kombination von 25VD und Retinal schien die Tyl-Polarisation noch starker zu
vermindern als 25VD, wohingegen Retinal allein keinen eindeutigen Einfluss hatte. Im
Gegensatz dazu gibt die Literatur teilweise Hinweise auf eine verminderte Ty1-Polarisation
unter Retinsdure [206]. Neben dem Einsatz muriner Zellen konnte auch der des aktiven
Metaboliten die Unterschiede erklaren. Andere Untersuchungen ergaben, dass Tyl-
Effektorfunktionen unter inflammatorischen Bedingungen Retinsdure-abhangig verstarkt
werden [169, 199], sodass angenommen wird, dass RA nur im ,steady-state”
immunmodulatorisch wirkt [163]. Unter den in dieser Arbeit in LPS-stimulierten MLRs
vorliegenden inflammatorischen Bedingungen konnte zwar kein Einfluss von Retinal auf die
Ty1-Polarisation beobachtet werden, jedoch zeigte sich unter der gemeinsamen Wirkung
von 25VD und Retinal eine abgeschwachte Ty1-Polarisation, weshalb vermutet werden kann,
dass 25VD die notigen ,steady-state“-Bedingungen schafft um Retinal eine
immunmodulatorische Wirkung zu ermdglichen. Wie in Kapitel 6.3.1. diskutiert kdnnte so

auch in der allo-T-Lymphozyten-Expansion beobachtete Effekt erklart werden.

TGFB-DCs, 25VD und die Kombination aus 25VD und Retinal induzieren Tieg

Statt Tyl entstanden unter dem Einfluss von 25VD vermehrt FOXP3"Treg (siehe Abbildung 5-9
und Abbildung 5-10). Eine verstarkte T.gPolarisation unter 1,25VD wurde in der Literatur
bereits beschrieben [77, 81, 110, 162, 366, 384]. Passend zu diesen Ergebnissen gibt es
Hinweise darauf, dass Vitamin D auch in vivo wichtig fir die T, Induktion ist. Beispielsweise
korrelieren héhere 25VD-Serumspiegel und eine UVB-Bestrahlung mit gréfReren T,z Anteilen

[162, 305, 385—-387] und scheinen dadurch protektiv gegeniiber der GvHD zu wirken [305].

93



94

Diskussion

Obwohl an mehreren Stellen fiir Retinsdure eine Tg-induzierende Wirkung beschrieben
wurde [76, 99, 201, 309] hatte in dieser Arbeit Retinal alleine analog zu den Ergebnissen der
Thl-Polarisation keinen Effekt auf die T, Induktion, wohingegen die Vitaminkombination
eine deutliche T Induktion bewirkte. Dies spricht erneut fiir eine 25VD-vermittelt
ermoglichte immunmodulatorische Retinalwirkung. Interessanterweise waren die FOXP3+Treg
Anteile selbst unter der Vitaminkombination beachtlich geringer als diejenigen, die unter
dem Einsatz von TGFB-DCs entstanden (siehe Abbildung 5-10). Der zusatzliche Einsatz der
Vitamine in MLRs mit TGFB-DCs zeigte keine weitere Steigerung der T,z Anteile sondern
schien sie eher zu vermindern. Dies steht im Kontrast zu den Angaben in der Literatur nach
denen die gemeinsame Wirkung von Retinsdure und TGFB die T,z Entstehung vorantreibt
[76, 99, 201, 202, 388, 389]. Womoglich ist dies dadurch zu erklaren dass TGFB in dieser
Arbeit nur noch indirekt wirkt, da der Zusatz bereits bei der Reifung der TGFB-DCs erfolgte.
Da auch eine direkte, DC-unabhdngige Hochregulation von FOXP3 durch TGFB beschrieben
ist [75, 79] kdonnten weitere Experimente mit einem (erneuten) Zusatz von TGFB zum
Zeitpunkt der MLR diesbezlglich Aufschluss bringen. Moglicherweise sind jedoch die
Untersuchungen mit Retinsdure, die an murinen Zellen oder in Mausen durchgefiihrt
wurden [76, 99, 201, 202] nicht gadnzlich auf humane Zellen (ibertragbar beziehungsweise
Experimente in antikorperaktivierten humanen T-Lymphozyten-Kulturen [388, 389] nicht
vollstandig auf allo-Immunreaktionen. Da auch unter gemeinsamer Wirkung von TGFB-DCs
mit 25VD keine erhdhten T, Anteile gefunden wurden bestehen zudem Unterschiede zu
den Ergebnissen von Chambers et al. die unter gemeinsamen Einfluss von TGFB und 1,25VD
eine Vermehrung der T, feststellen konnten. Allerdings handelte es sich auch hier um
antikorperstimulierte T-Lymphozyten-Kulturen, denen TGFB und das aktive Vitamin direkt

zugefligt wurden [366].

Da Trg zellkontaktabhangig oder durch Zytokinsekretion andere Immunzellen hemmen [1,
65, 81, 83, 84], kdnnte die T, Induktion unter dem Einsatz von TGFB-DCs die in dieser Arbeit
beobachtete verminderte allo-T-Lymphozyten-Expansion in MLRs mit TGFB-DCs teilweise
erklaren. Die ebenfalls geringere allo-T-Lymphozyten-Expansion unter dem Einfluss von
25VD und der Kombination von 25VD und Retinal ldsst sich einerseits auch durch die
Induktion von T, erkldren, andererseits scheinen hier jedoch auch andere Mechanismen

eine Rolle zu spielen, da die T,e; Anteile deutlich geringer waren als unter Einsatz von TGF-
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DCs (siehe Abbildung 5-10) die allo-T-Lymphozyten-Expansion aber dhnlich stark vermindert
war (siehe Abbildung 5-1). Ein Mechanismus kdnnte die hier beobachtete vitaminvermittelt
verminderte Tyl-Polarisation sein. Dagegen scheinen die Induktion von CD8ao’ oder
ySTCR'T-Lymphozyten &hnlich wie der coinhibitorische Oberflichenrezeptor PD-1 keine
Rolle zu spielen. Auch unter Zugabe von MDP verdanderten sich die hier beschriebenen
Effekte der Vitamine und TGFB-DCs nicht. Eine Ubersicht {iber die in diesem Kapitel

diskutierten Ergebnisse gibt Tabelle 6-4.

LPS LPS+MDP
. 25VD . 25VD
(-) 25VD Retinal +Retinal (-) 25VD Retinal +Retinal
CD25-Expression 11
Vergl. g o .u. - - 1 .u.
nach MLR mit DC erg f:d *) f:d
IL-2-Produktion Veral - - - - - - -
nach MLR mit DC 9
Anteil CD8aa T-Zellen ,
PD-1'T-Zellen oder Keine. Keine. Keine‘ Keine. Keine. Kel:ne. -~ Kel:ne'
Vergl, Population Population Population Population Population Pop n Pop
TCRy&'T-Zellen bzw. bzw. bzw. & bzw. & bzw. & bzw. & bzw. ©

nach MLR m|t DC

\

IFNy-Produktion (T,1)

nach MLR mit DC vergl. (H) < () ¢ (4) & (1)

Anteil CD25'FOXP3'T,,,

nach MLR mit DC vergl. t

Tabelle 6-4: 25VD und Retlnal beelnflussen dle T- Lymphozyten Polarlsatlon

Die Tabelle gibt schematisch die in dieser Arbeit beobachteten Einflisse von 25VD (gelbe Spalten), Retinal (violette
Spalten), deren Kombination (blaue Spalten), dem Zusatz von MDP (rechte vier Spalten) und des Einsatzes von TGFB-DCs
(schraffiert) anstatt DCs (ohne Schraffur) auf die verschiedene T-Zellpopulationen in MLRs. Keiner der genannten
Einflussfaktoren wirkte sich eindeutig auf die CD25-Expression, IL-2-Produktion oder auf die CD8aa’, PD-1" oder TCRy8'T-
Zell-Populationen aus. 25VD und starker noch die Kombination aus 25VD und Retinal schienen die T,1-Polarisation
gemessen an der IFNy-Produktion zu hemmen, Retinal allein oder der Zusatz von MDP hatten keinen Einfluss. Der Anteil
FOXP3J'Treg stieg unter Zugabe von 25VD und Retinal signifikant, unter alleiniger Zugabe von 25VD nur trendmafig an. Der
Einsatz von TGFB-DCs vermehrte ebenfalls den Anteil FOXP3+T,eg wobei die Vitamin- und MDP-Zugaben keine eindeutige
Anderung mehr bewirkten. Abkiirzung: Vergl. VergleichsgroRe. Symbole: (-) kein Vitaminzusatz, «* kein Effekt, ({)
tendenzielle Abnahme, ({!) tendenziell stirkere Abnahme, T Zunahme, T(T) vermutlich stirkere Zunahme, 11 starkere
Zunahme.

1 25VD schien die CD25-Expression nur in Ansatzen ohne LPS zu supprimieren (siehe Abbildung 5-6)
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6.3.3. Retinal vermindert die CD62L-Expression von CD4* und CD8+*T-
Lymphozyten

Neben Anzahl und Effektorfunktionen der T-Lymphozyten nehmen auch deren
Migrationseigenschaften bedeutenden Einfluss auf die resultierende Immunantwort. CD62L
ist an der Leukodiapedese in sekundar lymphatische Gewebe beteiligt. Dort treffen T-
Lymphozyten auf DCs, die Antigene prasentieren, wodurch die T-Lymphozyten aktiviert
werden. Die Aktivierung bewirkt eine Herabregulation von CD62L, was die T-Lymphozyten
dazu befdhigt in periphere Gewebe zu gelangen und so am Entziindungsherd ihre
Effektorfunktionen auszutiben [1]. Naive T-Lymphozyten, die CD62L exprimieren, gelten als
potente Ausloser der GvHD [285, 289, 323]. Wie Versuche an Mausen zeigten scheint
dagegen die Ubertragung CD62L-negativer allo-T-Lymphozyten keine GvHD auszulésen
[286]. Eine klinische Studie konnte eine reduzierte cGvHD durch Ty-depletierte Transplantate
nachweisen [323]. Umgekehrt scheint eine Vitamin-A-arme Erndhrung in Mausen die GvHD
in einzelnen Organen zu verschlimmern [308], weshalb anzunehmen ist, dass neben einer
Depletion der Ty [323] moglicherweise auch eine medikamentose Beeinflussung der T-Zell-
Migration durch Vitamin A [309] die GvHD lindert. In dieser Arbeit konnte sowohl in CD4" als
auch in CD8'T-Lymphozyten eine Steigerung des Anteils CD62L-negativer T-Lymphozyten
durch Retinal nachgewiesen werden. Diese Vermehrung der CD62L T-Lymphozyten zeigte
sich in allen retinalhaltigen MLRs unabhadngig vom Zusatz von MDP, Vitamin D oder dem
Einsatz von TGFB-DCs anstatt DCs, was vermuten lasst, dass es sich um einen sehr stabilen
Effekt handelt (siehe Tabelle 6-5 sowie Abbildung 5-13, Abbildung 5-14 und Abbildung 5-15).
Unter Retinsdure statt Retinal waren die CD62LT-Lymphozyten zwar ebenfalls erhoht,
jedoch deutlich schwacher als unter Retinal (siehe Abbildung 9-4 und Abbildung 9-5), was
auf die Wichtigkeit der lokalen Umsetzung von Retinal durch DCs hindeutet. Analog zu dieser
Arbeit konnten auch andere Autoren eine verminderte CD62L-Expression unter dem Einfluss
von Retinsdaure nachweisen [201, 390]. Da Retinal die CD62L-Expression hemmt, kbnnte es
Uber eine Veranderung der Migrationseigenschaften der allo-T-Lymphozyten die GvHD
lindern und so einen therapeutischen Nutzen bringen. Allerdings korreliert eine verminderte
CD62L-Expression beispielsweise bei HIV-Patienten mit einer hdheren Viruslast, weshalb
durch die Retinal-vermittelt reduzierte CD62L-Expression auch nachteilige Effekte, wie eine

erhohte Infektanfalligkeit, entstehen konnten [391]. Zudem zeigten der Einsatz von
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Retinsdure und eine Vitamin-A-arme Erndhrung in Versuchen an Mausen verschiedene
Auswirkungen auf die GvHD [306-309]. Weitere Untersuchungen, insbesondere mit dem
biologisch inaktiven Metaboliten Retinal in vivo waren nétig um die Effekte auf die T-
Lymphozyten-Migration, die Auswirkungen auf die GvHD und die Sicherheit einer solchen

Therapie auch im Hinblick auf Nebenwirkungen wie ein erhdhtes Infektionsrisiko zu klaren.

LPS LPS+MDP

. 25VD + . 25VD +
(-) 25VD Retinal Retinal (-) 25VD Retinal Retinal

Anteil CD62LT-Lymphozyten
nach MLR mit DC

Vergl. - T T - o T

B B

Tabelle 6-5: Retinal vermehrt den Anteil CD62LT-Lymphozyten

Die Tabelle gibt schematisch die in dieser Arbeit beobachteten Effekte von Retinal (violette Spalten), 25VD (gelbe Spalten),
deren Kombination (blaue Spalten), MDP (rechte vier Spalten) sowie des Einsatzes von TGFB-DCs (schraffiert) anstatt DCs
(ohne Schraffur) auf die CD62L-Expression in LPS-stimulierten MLRs wieder. Unabhangig von weiteren Zusatzen zeigte sich
eine bedeutende Steigerung der CD62L-negativen T-Lymphozyten unter dem Einsatz von Retinal. Abkiirzung: Vergl.
VergleichsgroRe. Symbole: (-) kein Vitaminzusatz, < keine Verdnderung, 11 deutliche Zunahme.

7

Einige Autoren berichten, dass nicht nur CD45RA’Ty, sondern auch CD45RO'CD62LTem
(zentrale Gedachtniszellen) potente GvHD-Ausloser sind [288, 289, 323]. Dagegen sollen
CD45RO'CD62L Ty (Effektor-Gedachtniszellen) bei erhaltener GvL-Funktion keine GvHD
auslosen [288, 289, 323]. In dieser Arbeit war unter dem Einfluss von Retinal auch die CD62L"
CD45RO'T-Lymphozyten-Population (Tem) groRer. Hier zeigte der alleinige Einsatz von Retinal
ohne zusatzliches Vitamin D eine deutlichere Steigerung als die gemeinsame Wirkung der
Vitamine. Stattdessen entstanden unter gemeinsamen Einfluss von 25VD und Retinal
vermehrt CD62L'CD45RO T-Lymphozyten, was daraus resultieren kénnte, dass 25VD die
Aktivierung naiver T-Lymphozyten zu Effektor- und Memory-T-Lymphozyten hemmt, Retinal
jedoch auch in diesen naiven CD45ROT-Lymphozyten die Migrationseigenschaften
verandert. Die verminderte Aktivierung naiver T-Lymphozyten durch 25VD steht im Einklang
mit den Ubrigen Ergebnissen, die hier fir 25VD festgestellt wurden: geringere T-
Lymphozyten-Expansion und Tyl-Polarisation, vermehrte T.g-Entstehung. Fir Retinal
konnten solche Effekte nur in schwacherem Ausmal’ oder nur im Zusammenwirken mit 25VD
beobachtet werden. Umso interessanter ist daher, dass Retinal durch erhohte Anteile CD62-
negativer T-Lymphozyten die protektiven Effekte des 25VD gegeniiber der GvHD ergdnzen

kénnte.
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6.4. Dendritische Zellen setzen Retinal in Retinsdure um

Aufgrund der verminderten Zellzahlen unter dem Einsatz von Retinal sowie des stark
supprimierenden Effekts des Retinals auf die CD62L-Expression der T-Lymphozyten lag die
Annahme nahe, dass humane DCs Retinal in den aktiven Metaboliten Retinsdure umsetzen.
Der Literatur ist zu entnehmen, dass murine DCs im Darm und vermutlich auch in der Lunge
und Haut die hierflir notwendigen Enzyme exprimieren. Ob alle dendritischen Zellen die
notwendigen Enzyme zur Aktivierung biologisch inaktiver Vitamin A Metabolite besitzen ist

jedoch nicht genau bekannt [110, 163, 178, 180, 181, 392]

6.4.1. iDC produzieren RA, IFNy erhoht die Produktion

Umso Uberraschender waren die Ergebnisse der ALDEFLUOR™ assay-Experimente, die
zeigten, dass etwa ein Viertel der aus humanen Monozyten differenzierten dendritischen
Zellen in der Lage sind Retinal in Retinsdure umzusetzen (siehe Abbildung 5-16). Dies weist
darauf hin, dass dendritische Zellen nicht nur durch ihren lokalen Vitamin D Metabolismus
sondern auch durch Retinsdurebildung entscheidenden Einfluss auf das Mikromilieu
nehmen, welches Art und AusmaR der T-Zell-vermittelter Immunantworten mitbestimmt.
Einzelne Autoren konnten in humanen Monozyten-stammigen DCs analog zu den
Ergebnissen dieser Arbeit ebenfalls die Fahigkeit zur RA-Produktion nachweisen [194, 393].
Far murine DCs wurde eine ALDH-Aktivitat bereits von verschiedenen Autoren beschrieben
[76, 163, 178, 182, 183, 194]. Diese soll durch verschiedene Faktoren verstarkt werden.
Hierzu zahlen hohe lokale Konzentrationen an RA, bakteriellen Stimuli, GM-CSF und IL-4 [18,
182, 183, 194, 392], was insgesamt flir eine gesteigerte RA-Bildung unter inflammatorischen
Bedingungen sprache [163, 182, 183]. Die hier verwendeten DCs wurden wahrend ihrer
Reifung aus Monozyten nach einem gangigen Protokoll mit GM-CSF und IL-4 inkubiert [6],
sodass es wahrscheinlich ist, dass diese beiden Zytokine die ALDH-Aktivitat Uber die

Differenzierung mitinduziert haben [183].

Die Stimulation der iDCs mit LPS und damit deren Reifung zu mDCs zeigte keinen Einfluss auf
die ALDH-Aktivitat. Im Gegensatz dazu wird in der Literatur von einer verstarkten ALDH-
Aktivitat und ALDH-mRNA-Induktion durch bakterielle Stimuli berichtet, allerdings wurden

hier murine DCs und/oder andere TLR-Stimuli verwendet [18, 183, 194]. Andere Autoren
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beschreiben analog zu den Ergebnissen dieser Arbeit eine Unabhangigkeit der RA-Produktion

von TLR-Signalen [394].

Eine deutliche Steigerung der ALDH-Aktivitdt der DCs war hingegen unter Zugabe von IFNy zu
verzeichnen (siehe Abbildung 5-16 und Abbildung 5-17, sowie Tabelle 6-6). Uber den Einfluss
von IFNy auf den Vitamin-A-Metabolismus dendritischer Zellen ist in der Literatur bislang
wenig bekannt. Jedoch wird eine IFNy-abhangige Induktion der Retinsdurebildung
beispielsweise fir Sternzellen der Leber beschrieben [395-397], die eine T,z Expansion und
verminderte allo-Immunreaktionen zur Folge haben soll [397-400]. IFNy gilt als klassisches
inflammatorisches Zytokin, das Ty1-Antworten vorantreibt, welche unter anderem die akute
GvHD vermitteln [1], jedoch wird zunehmend auch eine wichtige Rolle des IFNy in der
Induktion immunologischer Toleranz diskutiert [396, 401-403]. Da RA mit einer vermehrten
Bildung regulatorischer T-Lymphozyten und verminderten Immunreaktionen in Verbindung
gebracht wird [99, 203, 309, 399] kdnnte der in dieser Arbeit beobachtete hemmende
Einfluss des Retinals auf die allo-T-Lymphozyten-Expansion durch eine IFNy-vermittelte
Induktion der Retinsdurebildung in DCs ermoglicht worden sein. Gerade vor dem
Hintergrund, dass RA im Widerspruch zu dieser Annahme unter inflammatorischen
Bedingungen insbesondere proinflammatorische Wirkungen zugeschrieben werden [163,
198] ware in weiteren Versuchen zu klaren ob das Zusammenwirken von IFNy und Vitamin A

allo-Immunantworten nachhaltig eindammen kann.

Festzuhalten bleibt, dass humane dendritische Zellen in der Lage sind Vitamin A Vorstufen in
die biologisch aktive Retinsdaure umzusetzen. In Zusammenschau mit den Auswirkungen des
Retinals auf die Ergebnisse der MLRs scheint dieser lokale Vitamin A Metabolismus in DCs
nicht nur den in der Literatur beschriebenen Effekt der Induktion von Darm-Homing-
Rezeptoren auf T-Lymphozyten [1, 178, 399] zu haben, sondern scheint auch das Ausmald
von allo-T-Lymphozyten-Antworten zu beeinflussen und in T-Lymphozyten einen Verlust von
CD62L zu bewirken. Auf diese Weise konnten DCs durch lokale Bildung von RA die GvHD
lindern [285, 286, 289, 309, 323].
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6.4.2. TGFf steigert die Fahigkeit der DCs RA zu produzieren

Neben DCs war auch ein Teil der TGFB-DCs, die wahrend ihrer Reifung aus Monozyten unter
dem Einfluss von TGFp standen, in der Lage Retinal in RA umzusetzen. Interessanterweise
ergab die durchflusszytometrische Messung dhnliche prozentuale Anteile wie bei den DCs
(siehe Abbildung 5-16, sowie Tabelle 6-6). Da Retinal in MLRs mit TGFB-DCs keine weitere
Minderung der allo-T-Lymphozyten-Zahlen bewirkte (siehe Tabelle 6-3) und die ALDH-
Aktivitat der TGFB-DCs nicht groRer war als die der DCs scheint die lokale RA-Bildung keine
wesentliche Rolle in der allo-T-Lymphozyten-Expansion zu spielen. Dagegen spricht die unter
Retinal deutlich verminderten CD62L-Expression (siehe Tabelle 6-5) zusammengenommen
mit dem Vorhandensein der ALDH-Aktivitat in TGFB-DCs dafiir, dass der lokale Vitamin-A-
Metabolismus sowohl in DCs als auch in TGFB-DCs insbesondere auf die
Migrationseigenschaften der T-Lymphozyten entscheidende Auswirkungen haben koénnte.
Da gerade die CD62L'T-Lymphozyten als potente Ausldéser der GvHD gelten [285, 286, 289,
309, 323] und die CD62L-Expression hier retinalabhdngig supprimiert war konnte eine
Starkung der ALDH-Aktivitat in DCs und TGFB-DCs moglicherweise eine neue therapeutische

Optionen fur die GvHD darstellen.

Im Gegensatz zu DCs war in TGFB-DCs keine Steigerung der ALDH-Aktivitdt unter dem
Einfluss von IFNy nachzuweisen. Vor dem Hintergrund, dass IFNy tolerogene Eigenschaften
vor allem gegenlber aktivierten Zellen zugeschrieben werden [401-403] kdnnte vermutet
werden, dass IFNy auf TGFB-DCs aufgrund ihrer tolerogenen Eigenschaften keinen Einfluss

nimmt.

Dagegen ergab sich eine Steigerung der ALDH-Aktivitat sowohl in DCs als auch in TGFB-DCs
durch den (erneuten) Zusatz von TGFB (siehe Abbildung 5-16, sowie Tabelle 6-6). Die grofite
Aktivitat war jeweils drei Tage nach der TGFB-Zugabe zu verzeichnen (siehe Abbildung 5-17).
In Anbetracht dieser Ergebnisse ware es interessant in weiteren Untersuchungen die Frage
zu kldren ob eine Zugabe von TGF direkt zu den MLRs mit DCs, allo-T-Lymphozyten und den
Vitaminen A und D, modellhaft fir die Therapie eines frisch transplantierten allo-
Stammzellempfangers mit einer Kombination aus Vitaminen und TGFj, die in dieser Arbeit
beobachteten Vitamineffekte verstarkt. Zu vermuten wéaren eine weitere Einschrankung der
allo-T-Lymphozyten-Expansion, eine verstarkte T, Polarisation gegenuber der Tyl-

Polarisation und insbesondere auch ein Einfluss auf die Migrationseigenschaften der T-
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Lymphozyten durch kurzzeitigen TGFB-Zusatz. Fir einen solchen Effekt sprechen die
deutliche Steigerung der ALDH-Aktivitat durch kurzzeitige Inkubation mit TGF (siehe Tabelle
6-6) und Angaben in der Literatur nach denen der Vitamin A Katabolismus durch TGFB
reduziert werden [186, 187] und ein Zusammenwirken von TGFB und RA die T Bildung

verstarken soll [76, 99, 201, 203, 388, 389].

Wie in Kapitel 6.2. diskutiert sind passend zu diesen Annahmen fir TGFB auch in vivo
lindernde Effekte auf die GvHD beschrieben [268, 270-272], jedoch bestehen beim
therapeutischen Einsatz von TGFB Einschrankungen durch eine vermutlich erhohte
Infektanfalligkeit [268], moglicherweise verminderte GvlL-Effekte [404], sowie hoheren

Inzidenzen der cGvHD [268, 272, 276].

Sato et al. beobachteten in ihren Versuchen eine verstarkte Retinsaureproduktion unter dem
Einfluss von 1,25VD in Darm-DCs [360] und Quinn et al. konnten in Makrophagen eine
gesteigerte Ausstattung mit Vitamin-D-metabolisierenden Enzymen durch RA nachweisen
[405], weshalb es interessant ware in zuklnftigen Experimenten zu klaren ob die ALDH-
Aktivitat in DCs nicht nur durch TGFB und IFNy, sondern auch durch Vitamin D gesteigert
werden kann und ob RA die fiir die 1,25VD-Bildung nétige la-Hydroxylase (und 25-
Hydroxylase) induziert. Eine wechselseitige Erhohung der Synthese der beiden aktiven
Vitaminmetabolite 1,25VD und RA in DCs konnte die hier tendenziell beobachteten
kooperativen Effekte (verminderte T-Lymphozyten-Expansion, verminderte Tuyl- und

gesteigerte T, Polarisation) erklaren.

ALDH-Aktivitét in (-) LPS IFNy TGFB

DCs +

///% AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA e B

Tabelle 6-6: DCs und TGFB-DCs setzen Retinal in RA um, IFNy und TGFp steigern die ALDH-Aktivitat

Die Tabelle gibt schematisch die in dieser Arbeit mittels ALDEFLUOR-Assay® nachgewiesene ALDH-Aktivitdt in DCs (ohne
Schraffur) und TGFB-DCs (schraffiert) wider. Dabei zeigten die nicht stimulierten (grau markierte Spalte) DCs und TGFB-DCs
dieselbe ALDH-Aktivitat wie die mit LPS-stimulierten korrespondierenden Ansatze (weile Spalte). Eine Stimulation mit IFNy
(rot markierte Spalte) bewirkte in DCs eine deutliche Zunahme der ALDH-Aktivitdt und der Zusatz von TGFB (blau markierte
Spalte) steigerte die Aktivitdt in DCs wie auch TGFB-DCs. Symbole: (-) kein Stimulus, + Aktivitdt in einigen Zellen
nachgewiesen, ++ Aktivitat in deutlich mehr Zellen nachgewiesen.

+ ++
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7. Zusammenfassung

T-Zell-vermittelte Immunantworten schiitzen den Menschen einerseits vor Infektionen und
Malignomen, andererseits konnen sie auch an der Entstehung von Erkrankungen beteiligt
sein. So vermitteln T-Lymphozyten im Rahmen hamatopoetischer
Stammzelltransplantationen den erwiinschten Graft-versus-Leukamie-Effekt I6sen jedoch

auch die Therapie-limitierende GvHD aus.

T-Lymphozyten werden durch DCs aktiviert, wobei die lokalen Umgebungsbedingungen
entscheidenden Einfluss auf die resultierende Immunantwort nehmen. Einer verstarkten
Aktivierung der DCs und in der Folge der T-Lymphozyten durch bakterielle Stimuli wie LPS
stehen hier immunregulatorische Effekte von Vitamin D oder TGFB gegeniber, die in DCs
einen tolerogenen Phanotyp induzieren und folglich die T-Zell-vermittelte Immunantwort
abschwachen. Der Einfluss anderer Immunmodulatoren wie Vitamin A und MDP ist noch

nicht vollstandig geklart.

Gerade vor dem Hintergrund, dass eine angepasste Modulation der T-Zell-vermittelten
Immunantwort in der Therapie der GvHD klinisch relevant ist, war es Ziel dieser Arbeit den
Einfluss der genannten Substanzen auf allogene Immunantworten genauer zu untersuchen
und zwar anhand von MLRs mit DCs und allo-T-Lymphozyten. Dabei wurde insbesondere auf
mogliche Effekte eines Zusammenwirkens mehrerer Substanzen sowie den Einsatz
physiologischer Konzentrationen der Vitamine und deren lokale Aktivierung geachtet

(zusammenfassend dargestellt in Abbildung 7-1 und Tabelle 7-1).

LPS bewirkte eine gesteigerte allo-T-Lymphozyten-Expansion sowie eine verstarkte CD25-
Expression und Tyl-Polarisation bei gleichzeitig verminderter T, Polarisation. Dies steht im
Einklang mit dem Pathogenesemodell der GvHD bei dem der Translokation bakterieller
Bestandteile wie LPS (iber geschadigte epitheliale Barrieren eine entscheidende Bedeutung
in der Induktion der Erkrankung zugeschrieben werden. Obwohl fiir den MDP-NOD2-
Signalweg ein lindernder Einfluss auf die GvHD beschrieben ist konnte der Zusatz von MDP

die LPS-vermittelten Effekte nicht abschwachen.

Im Gegensatz zu LPS bewirkt TGFB in DCs die Entstehung eines unreiferen, tolerogenen
Phanotyps. Passend hierzu konnten in dieser Arbeit eine deutlich verminderte allo-T-

Lymphozyten-Expansion und eine verstarkte T, Polarisation beim Einsatz von TGFB-DCs
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nachgewiesen werden. Diese Daten weisen auf einen lindernden Effekt der TGFB-DCs auf die
GVHD hin. Da TGFp jedoch auch mit einer verstarkten cGvHD und glinstigen Bedingungen fir
die Tumorgenese und das Uberleben von Krankheitserregern in Verbindung gebracht wird
bleibt noch zu klaren ob sich in vivo ein positiver Effekt der TGFB-DCs auf die GvHD ohne
gleichzeitig erhdhtes Infektionsrisiko und verminderten GvL-Effekt ergibt.

oc TGFB-DC
25D //////

+Retinal

(-) 25VD Retinal

[Methyl-3H]-Thymidin-
Proliferationsmessung

T-lymphozyten-Zellzahl |  Vergl. 1 ) 1 / / // -

///

Anteil CD62LT-L Vergl. - T T

Tabelle 7-1: Einfluss von 25VD und Retinal auf die allo-T-Lymphozyten Antwort in MLRs mit DCs und TGFB-DCs

Die Tabelle zeigt eine Ubersicht tber die in dieser Arbeit beobachteten und im Text erwdhnten Effekte der biologisch
inaktiven Vitaminvorstufen 25VD und Retinal sowie deren Kombination auf die allo-T-Lymphozyten-Antwort in MLRs mit
DCs und TGFB-DCs. Als bakterieller Stimulus wurde LPS hinzugegeben. Die sonst gleichen MLRs mit LPS und MDP lieferten
nahezu gleiche Ergebnisse und sind hier nicht angetragen. In der linken Spalte sind die BeobachtungsgrofRen benannt. In der
zweiten Spalte ist die jeweilige VergleichsgroRe (DCs, allo-T-Lymphozyten, LPS, kein Vitamin) angegeben. Die im Vergleich
dazu beobachteten Effekte unter verschiedenen Vitaminzusatzen (farbig markiert) sowie unter dem Einsatz von TGFB-DCs
(schraffiert) sind in den einzelnen Zellen schematisch mit Pfeilsymbolen angetragen. Abkiirzung: Vergl. VergleichsgroRe.
Symbole: (-) kein Vitaminzusatz, < kein Effekt, (T) trendmaRige Zunahme, T Zunahme, T(T) etwas starkere Zunahme, T1
starke Zunahme, (1) trendmaRige Abnahme, | Abnahme, !l stirkere Abnahme, 1 1(!) stérkere bis noch stirkere Abnahme.

25VD bewirkte in den MLRs eine verminderte allo-T-Lymphozyten-Expansion, Tyl-
Polarisation sowie eine verstarkte T,z Polarisation. Die Ergebnisse dieser Arbeit stehen
damit im Einklang mit der Annahme, dass eine Anhebung der 25VD-Serumspiegel die GvHD
lindern konnte. Retinal schrankte die allo-T-Lymphozyten-Expansion ebenfalls, jedoch in
geringerem Ausmal}, ein. Die Kombination von Retinal und 25VD bewirkte dagegen eine
geringere allo-T-Lymphozyten-Expansion und Tyl-Polarisation sowie stdarkere Tieq
Polarisation als 25VD allein. Da Vitamin A unter verschiedenen Umgebungsbedingungen
verschiedene Immunfunktionen zugeschrieben werden, kann vermutet werden, dass
Vitamin D die notigen Umgebungsbedingungen schafft um eine tolerogene Wirkung des
Vitamin A zu ermdglichen. Eine kombinierte Vitamingabe konnte sich nach diesen

Uberlegungen giinstig im Rahmen der GvHD auswirken.

Die Kombination der Vitamine mit TGFB-DCs zeigte keine zusatzlichen Effekte. Es kann
vermutet werden, dass TGFB in DCs den starkst moglichen tolerogenen Phanotyp induziert

und die Vitamine daher keinen Einfluss mehr nehmen.

Vergl. (1) - 1 ///// L) /%/
IR
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Da CD62L-positive T-Lymphozyten als potente Ausloser der GvHD gelten ist besonders
interessant, dass Retinal eine herausragende Reduktion der CD62L-Expression bewirkte. So
konnte sich Uber eine Verdanderung der Migrationseigenschaften der T-Lymphozyten

moglicherweise eine Abschwachung der GvHD ergeben.

Aufgrund der Effekte des biologisch inaktiven Retinals wurde die Fahigkeit der DCs getestet
Retinal in die aktive Retinsdaure umzusetzen. In der Literatur wird die notige ALDH-Aktivitat
nur fir wenige (murine) DCs beschrieben. Hier konnte eine ALDH-Aktivitat in etwa einem
Viertel der eingesetzten humanen DCs nachgewiesen werden, die sich durch kurzzeitige
Inkubation mit IFNy und starker noch mit TGFp steigern liel. Der Einfluss von TGFB wahrend
der DC-Reifung hatte keinen eindeutigen Einfluss auf deren ALDH-Aktivitat. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass neben dem lokalen Vitamin D Metabolismus auch der lokale Vitamin

A Metabolismus entscheidenden Einfluss auf T-Zell-vermittelte Immunantwort nimmt.
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25VD+

25VD Retinal = Retinal

1u-Hydroxvlase ALDH #ALDH-AKtivitit durch IFNy und TGFB
DC

1,25VD

"o D62L

= T-L Tul ) i ol Treg T-L

Hdallo-T-L-Expansion 14 Tu1-Polarisation % t#T..Polarisation $CD62L-Expression

TGFB -DC

N

TGFB- DC‘
ALDH 4ALDH-Aktivitat durch TGFB

Retinal

Abbildung 7-1: Einfluss von TGFB-DCs sowie der Vitamine D und A auf die T-Zell-vermittelte Inmunantwort

Die Abbildung gibt schematisch die in dieser Arbeit beobachteten und im Text erwahnten Effekte wieder. Die inaktive
Vorstufen der Vitamine D und A werden durch DCs in die biologisch aktiven Metaboliten 1,25VD und Retinsdure umgesetzt.
Die ALDH-Aktivitat (schwarz markiert) steigt in DCs unter dem Einfluss von IFNy und TGFB in TGFB-DCs lediglich durch
nochmalige Stimulation mit TGFB. Die Zugabe von 25VD zu MLRs bewirkte eine verminderte allo-T-Lymphozyten-Expansion,
geringere Tyl-Polarisation und verstérkte Tg-Polarisation (gelb markiert). Teilweise noch stérkere Effekte bewirkte die
Vitaminkombination (25VD und Retinal, blau markiert). Retinal supprimierte deutlich die CD62L-Expression und etwas
schwiécher auch die allo-T-Lymphozyten-Expansion. Unter dem Einsatz von TGFB-DCs (griin markiert) wurden eine deutlich
geringere allo-T-Lymphozyten-Expansion sowie stdrkere T,-Polarisation nachgewiesen als unter dem Einsatz
konventioneller DCs. Eigene zusammenfassende Abbildung.
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Um humane Monozyten zu iDC zu differenzieren wurden diese (iber sieben Tage in FCS-haltigem Medium mit GM-CSF und
IL-4 kultiviert. Am siebten Tag wurden die DC geerntet und je 0,5x 105/ml mit allogenen Lymphozyten (0,5x 106/ml) in einer
MLR kokultiviert, wobei jeweils bakterielle Stimuli sowie die Vitaminvorstufen 25VD (5x10’8M), Retinal (10'6M), eine
Kombination beider Vitaminvorstufen (25VD 5x10®M, Retinal 10’6M) oder als Kontrolle kein Vitamin zugesetzt wurden. A
zeigt Ansatze in denen DC mit LPS (10ng/ml) und Lymphozyten sowie den angegebenen Vitaminen kultiviert wurden, B
Ansatze mit DC, Lymphozyten, LPS (10ng/ml), MDP (100ng/ml) und Vitaminen. Die Messung der Zellzahl erfolgte am vierten
Tag der MLR. Dargestellt sind Mittelwerte aus drei unabhangigen Einzelexperimenten. Alle zugehdrigen SEM sind

angetragen.
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Abbildung 9-2: Einfluss von 25VD und Retinal auf die Proliferation der Lymphozyten in der MLR mit MDP oder ohne
bakteriellen Stimulus

Um humane Monozyten zu iDC zu differenzieren wurden diese liber sieben Tage in FCS-haltigem Medium mit GM-CSF und
IL-4 kultiviert. Am siebten Tag wurden die DCs geerntet und mit allogenen Lymphozyten (10°/Well, 0,5x 10°/ml) in einer
MLR kokultiviert, wobei der bakterielle Stimulus MDP (100ng/ml) oder kein Stimulus sowie die beiden Vitaminvorstufen
Calcidiol (25VD, 5x10'8M), Retinal (10'6M) oder als Kontrolle kein Vitamin zugesetzt wurden. Die iDC selbst wurden in einer
Verdinnungsreihe (wie im Graph angegeben, beginnend mit 2x10*/Well entsprechend 10°/ml) eingesetzt. Am siebten Tag
der MLR wurden die Lymphozyten 18 bis 20 Stunden mit [Methyl*H]-Thymidin inkubiert und der Einbau des radioaktiv
markierten Thymidins in neu synthetisierte DNA mittels Zerfallszdhler gemessen, wodurch die Proliferationsrate der
Lymphozyten analysiert wurde. Dargestellt sind Mittelwerte aus drei unabhdngigen Experimenten + SEM.
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Abbildung 9-3: Einfluss von LPS und MDP auf den Anteil FOXP3" an den CD4°CD25 T-Lymphozyten in der MLR

Um humane Monozyten zu iDC zu differenzieren wurden diese (iber acht Tage in FCS-haltigem Medium mit GM-CSF und IL-
4 kultiviert. Am achten Tag wurden die DCs geerntet und je 0,5x105/ml mit allogenen Lymphozyten (0,5x106/ml) in einer
MLR kokultiviert, wobei die bakteriellen Stimuli LPS (10ng/ml), MDP (100ng/ml), LPS (10ng/ml) und MDP (100ng/ml) oder
zur Kontrolle kein Stimulus zugesetzt wurden. Die FACS-Oberflichenfarbung auf CD3, CD4, CD8 sowie die
Intrazellularfarbung auf FOXP3 bzw. die FOXP3-Isotyp-Farbung erfolgten am sechsten Tag der MLR. Dargestellt sind
Mittelwerte des Anteils FOXP3*Zellen an der gesamten CD4'CD25 Population aus drei unabhingigen Experimenten. Die
angegebenen Zahlenwerte entsprechen der ,Frequency of Parent”, d.h. dem prozentualen Anteil der jeweiligen Population
an der Ubergeordneten, abzlglich dem Isotyp. Alle zugehdrigen SEM sind angetragen. Statistische Analysen erfolgten mit
Hilfe des Student’s t-Test: *p<0,05, **p<0,01; verglichene Werte durch Balken markiert.
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Abbildung 9-4: Einfluss von 25VD, 1,25VD, Retinal und 9cisRA auf die Expression von CD62L auf CD4'T-Lymphozyten in
der MLR

Um humane Monozyten zu iDC zu differenzieren wurden diese (iber acht Tage in FCS-haltigem Medium mit GM-CSF und IL-
4 kultiviert. Zur Generierung der TGFB-DCs wurden auRerdem 10ng/ml TGFB hinzugegeben. Am achten Tag wurden die DCs
bzw. TGFB-DCs geerntet und je 0,5x10°/ml mit allogenen Lymphozyten (0,5x106/ml) in einer MLR kokultiviert, wobei jeweils
LPS alleine oder in Kombination mit MDP sowie die Vitaminvorstufen 25VD (5><10'8M), Retinal (10’6M), eine Kombination
beider Vitaminvorstufen (25VD 5x10°M, Retinal 10'6M), die biologisch aktiven Vitamine 1,25VD (5><10'9M) und Retinsdure
(9cisRA, 10"7M), eine Kombination aus beiden biologisch aktiven Vitaminen (1,25VD 5><10'9M, 9cisRA 10'7M) oder als
Kontrolle kein Vitamin zugesetzt wurden. A zeigt Ansitze in denen DC mit LPS (10ng/ml) und Lymphozyten sowie den
angegebenen Vitaminen kultiviert wurden, B Ansatze mit DC, Lymphozyten, LPS (10ng/ml), MDP (100ng/ml) und Vitaminen,
C Ansdtze mit TGFB-DC, Lymphozyten, LPS (10ng/ml) und Vitaminen und D Ansdtze mit TGFB-DC, Lymphozyten, LPS
(10ng/ml), MDP (100ng/ml) sowie den Vitaminen. Die FACS-Oberflachenfarbung auf CD3, CD4, CD8, CD62L und CD45RO
erfolgten am sechsten Tag der MLR. Dargestellt die Ergebnisse eines reprdsentativen Einzelexperiments. Die angegebenen
Zahlenwerte entsprechen der ,Frequency of Parent*, d.h. dem prozentualen Anteil der jeweiligen Population an den CD4'T-
Lymphozyten.
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Abbildung 9-5: Einfluss von 25VD, 1,25VD, Retinal und 9cisRA auf die Expression von CD62L auf CD8"T-Lymphozyten in
der MLR

Um humane Monozyten zu iDC zu differenzieren wurden diese (iber acht Tage in FCS-haltigem Medium mit GM-CSF und IL-
4 kultiviert. Zur Generierung der TGFB-DCs wurden auRerdem 10ng/ml TGFB hinzugegeben. Am achten Tag wurden die DCs
bzw. TGFB-DCs geerntet und je 0,5x10°/ml mit allogenen Lymphozyten (0,5x106/ml) in einer MLR kokultiviert, wobei jeweils
LPS alleine oder in Kombination mit MDP sowie die Vitaminvorstufen 25VD (SXIO’SM), Retinal (10’6M), die biologisch
aktiven Vitamine 1,25VD (5><10'9M) und Retinsdure (9cisRA, 10'7M), eine Kombination aus beiden biologisch aktiven
Vitaminen (1,25VD 5x10°M, 9cisRA 10’7M) oder als Kontrolle kein Vitamin zugesetzt wurden. A zeigt Ansatze in denen DC
mit LPS (10ng/ml) und Lymphozyten sowie den angegebenen Vitaminen kultiviert wurden, B Ansatze mit DC, Lymphozyten,
LPS (10ng/ml), MDP (100ng/ml) und Vitaminen, C Ansdtze mit TGFB-DC, Lymphozyten, LPS (10ng/ml) und Vitaminen und D
Ansétze mit TGFB-DC, Lymphozyten, LPS (10ng/ml), MDP (100ng/ml) sowie den Vitaminen. Die FACS-Oberflachenfarbung
auf CD3, CD4, CD8, CD62L und CD45RO erfolgten am sechsten Tag der MLR. Dargestellt die Ergebnisse eines
reprasentativen Einzelexperiments. Die angegebenen Zahlenwerte entsprechen der ,Frequency of Parent”, d.h. dem
prozentualen Anteil der jeweiligen Population an den CD8T-Lymphozyte.
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