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Einleitung

1 Einleitung

Capies, tu modo tende plagas.
Du wirst sie fangen, spanne nur die Netze aus!
Ovid (1)

Die Immunologie ist die Lehre vom Schutz der Korperintegritdit. Um diesen zu
gewahrleisten, verteilen sich die Zellen der Immunabwehr, die Leukozyten, im
gesamten Koérper. Daher bildet das Immunsystem ein grof3es und vielseitiges Netz-
werk mit den lymphatischen Organen als Zentren. In der Peripherie Ubernehmen die
Antigen prasentierenden Zellen (APC) die Aufgabe der Uberwachung der Korper-
grenzen (2). So durchziehen die dendritischen Zellen (DC), als wichtigste Vertreter
der APC, mit ihren Zytoplasmaprotrusionen die Epithelien und das darunterliegende
Stroma. Funktionell wie ein Stellnetz sammeln und bewerten sie stetig Antigene: Bei
Aufnahme korpereigener Antigene vermitteln sie Toleranz, bei Aufnahme kdorper-
fremder leiten sie eine Immunantwort ein.

Im Fall einer Infektion oder Entziindung durchlaufen DC einen rapiden Wechsel ihres
Funktionszustands (2). Bei diesem als Reifung bezeichneten Prozess verlieren sie
ihre Wachterfunktion und erlangen immunmodulatorische Fahigkeiten. Uber die
Sekretion von Zytokinen, die Expression von Oberflachenmolekilen und die Antigen-
prasentation orchestrieren sie die Immunantwort — vor allem durch die Induktion von
T-Zellpopulationen. Lokal rekrutieren DC vornehmlich T-Gedachtniszellen zur
Immunabwehr. Zentral in den Lymphknoten interagieren sie mit T- und B-Zellen und
leiten so die adaptive Immunantwort ein. Daher werden DC selber zum Dreh- und
Angelpunkt der Immunantwort. Sie konnen einerseits lokal unter Interaktion mit
Fibrozyten, Makrophagen, Monozyten und naturlichen Killerzellen (NK-Zelle) die
angeborene Immunabwehr aktivieren. Wegen ihrer Kapazitaten zur Antigen-
prozessierung und -prasentation kdnnen sie andererseits die adaptive Antwort mit
antigenspezifischen T-Zellen und passgenauer Antikérperproduktion durch B-Zellen
anstol3en. Deshalb sind DC Grenzganger zwischen der humoralen und zellularen,
der angeborenen und adaptiven, der lokalen und zentralen Immunabwehr. Mit ihren
vielseitigen Eigenschaften sind sie wichtige Akteure bei Infektions-, Autoimmun- und
Krebserkrankungen sowie Allergien und Transplantatabstol3ungen (3). Trotzdem sind

DC rare Zellen und kaum im Blut nachweisbar.
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Vielleicht deshalb konnten DC erst 1973 durch Ralph Steinman und Zanvil Cohn ent-
deckt und als Immunzellen identifiziert werden (4). Dabei wies bereits 1868 an der
Charité der Medizinstudent Paul Langerhans die erste Subpopulation der DC in der
Epidermis nach (5), die spater nach ihm benannten Langerhans-Zellen (LC). Damals
wurden sie jedoch als Neurone verkannt. Ein Grund hierfir war sicherlich, dass die
Interpretation der DC als Vermittler zwischen der Immunabwehr und der Peripherie
ein tiefes Verstandnis immunologischer Prozesse voraussetzt.

Wesentlich zum Verstandnis der DC hat die Erforschung der Toll-like Rezeptoren
(TLR) beigetragen. Die TLR wurden 1985 von der Forschungsgruppe um Christiane
Nusslein-Volhard entdeckt und 1997 durch Medzhitov, Preston-Hurlburt und Janeway
als Teil der Immunabwehr definiert (6, 7). Im Verlauf zeigte sich, dass die Bindung
von bakteriellen, viralen oder korpereigenen Produkten an die TLR zur Reifung der
DC fahrt (8). Damit verfligt die immunologische Forschung tber Rezeptoren, durch
deren Blockierung und Stimulierung der Funktionszustand der DC moduliert werden
kann. Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der simultanen Stimulation
unterschiedlicher TLR auf DC und der anschlieRenden Interaktion der DC mit naiven
T-Zellen.

1.1 Ontogenese der dendritischen Zellen

Ubiquitar im menschlichen Kérper vorkommend formen DC eine heterogene Gruppe
von Leukozyten. Je nach Lokalisation weisen sie unterschiedliche spezifische
Charakteristika auf (9, 10). So beeinflusst das umgebende Gewebe ihre Funktion und
auch ihren Phanotyp. Dennoch ist ihnen allen das Knochenmark als Ursprungsort
gemein. Dort entwickeln sie sich unter dem Einfluss von zwei Wachstumsfaktoren,
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF) und fms-
verwandter Tyrosinkinase-3-Ligand, aus Differenzierungskluster (CD)34 hamato-
poetischen Stammzellen zu Vorlauferzellen. Bemerkenswert ist, dass die Differen-
zierung von DC-Populationen auf einem myeloiden und auf einem lymphoiden Weg
erfolgen kann (10). Aus der Interleukin (IL)-7-Rezeptor positiven lymphoiden Reihe
entstammen vornehmlich an lymphatisches Gewebe gebundene DC, die Uber die
Expression von Fas Ligand eine regulatorische Wirkung auf ihr Umfeld austiben. Die
c-kit'myeloiden Vorlaufer hingegen entwickeln sich zu migratorischen DC, die an den

Grenzen des Korpers zur Umwelt ihre Wachterfunktion aufnehmen und nach
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Antigenaufnahme primare Immunantworten auslosen kdnnen. Unter migratorischen
DC des steady state lassen sich LC der Epidermis und interstitielle DC voneinander
abgrenzen. Denn LC exprimieren gréf3ere Mengen des Birbeck-Granula-assoziierten
Molekils Langerin als andere migratorische DC und lassen sich so anhand des
Phanotyps von ihnen unterscheiden (11).

LC reprasentieren das klassische Modell fur migratorische DC. Sie sammeln Anti-
gene in ihrer Umgebung und migrieren dann mit diesen Antigeninformationen fir das
B- und T-Zell-System zu den Lymphknoten (12). Dort induzieren sie als tolerogene
LC regulatorische T-Zellen (Trg) und die Deletion bzw. Anergie (Inaktivitat) von auto-
reaktiven T-Zellen. Dieser Prozess findet stetig in niedriger Frequenz statt (13). Denn
LC kdnnen bis zu 18 Monate in der Haut verweilen, so dass der Eintritt direkter
Vorlaufer aus dem Blut in den LC-Pfad ein seltenes Ereignis darstellt. Dabei stellen
zwei Typen von Blutkérperchen das Reservoir der LC und auch der interstitiellen DC:
myeloide DC und unter inflammatorischen Bedingungen Monozyten (14).

Daher verwundert es nicht, dass aus CD34"Vorlaufern und Monozyten unter Stimu-
lation mit GM-CSF und beztiglich der Monozyten zusatzlich IL-4 verschiedene Sub-
populationen der interstitiellen DC in vitro erzeugt werden kénnen (15). LC betreffend
erfolgt die Differenzierung entweder durch Stimulation der CD34"Vorlaufer mit
GM-CSF und Tumornekrosefaktor a (TNF-a) (12) oder der Monozyten mit GM-CSF,
IL-4 und transformierendem Wachstumsfaktor B (TGF-B) (17). Die so generierten
Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen (MoDC) und Monozyten-abgeleiteten
Langerhans-Zellen (MoLC) gelten als Modell fur die vermehrte Rekrutierung von DC
aus Monozyten unter inflammatorischen Bedingungen (14).

Denn Monozyten exprimieren schon in der frihen Phase der Hamatopoese TLR,
Rezeptoren zur Erkennung mikrobieller und viraler Produkte (18). Die Stimulation der
TLR kann zu einer Verschiebung des normalen Pfads der Monozyten-Differenzierung
hin zu einer gesteigerten DC-Entwicklung fuhren.

Aquivalent wird die Konversion der plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDC) in ihre
dendritische Form initiiert (19, 20). Diese auch als Interferon (IFN)-produzierende
Zellen bekannte DC-Linie tritt im steady state als Vorstufe der konventionellen
dendritischen Zellen (cDC) auf. So zirkulieren sie zunachst als runde, nicht dendri-
tische und verhaltnismaRig langlebige Vorlaufer-Zellen im Blut, um nach der Stimu-

lation durch Viren oder andere mikrobielle Infektionen eine dendritische Form aus-
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zubilden, Antigen prozessierende und prasentierende Eigenschaften zu erlangen und

grof3e Mengen an Typ-1-IFN zu produzieren.

1.2 Verteilungsmuster und Morphologie

Als wichtiger Teil des Immunsystems kommen DC in nahezu allen Organen und
Geweben des menschlichen Korpers vor. Dennoch sind sie so rar, dass sie selbst
von einem Differentialblutbild nicht erfasst werden. lhr Anteil an den Leukozyten im
Blut betragt nicht mehr als 0,2%, wobei die Gruppe der pDC die grofdte Fraktion
stellt. Aber auch die Vorlaufer der haufig organspezifischen DC gelangen Uber dieses
Transportsystem zu ihren Zielorganen, in denen sie ihren Funktionen nachgehen.
Migratorische DC bevolkern insbesondere jene Orte, an denen das Organsystem
Mensch Kontakt zur Umwelt hat, also in allen mit Epithel verkleideten Organen. Dort
durchziehen sie mit ihren baumartigen Zytoplasmaprotrusionen das Gewebe und
nehmen wie ein groRes Netz Antigene auf, um via Lymphe zu den Lymphknoten zu
migrieren und hier die gesammelten Informationen an ihrer Oberflache den Lympho-
zyten zu prasentieren (21). Hier prasentieren sie die Antigene neben den B-Zellen
auch den T-Zellen, fungieren regulierend oder geben die Antigene an Lymphknoten-
residierende CD8"cDC fiir die Prasentation weiter (10).

Im Respirationstrakt sind DC permanent Luftkeimen ausgesetzt, welche die Barriere
Uberwinden konnen (22). Um diese Aufgabe zu bewaltigen, zeichnen sie sich hier
durch eine hohe Endozytose-Aktivitat aus und operieren intraepithelial. In der Lamina
propria liegende DC sind Ausdruck der Zellwanderung in das und aus dem Epithel.
Im Gastrointestinaltrakt hingegen sind DC nicht im Epithel, sondern nur in der Lamina
propria lokalisiert (23). Hier sitzen sie und ragen mit Auslaufern transepithelial bis in
das Lumen hinein, wo sie unentwegt die gastrointestinale Flora tiberwachen.

Als Modell fur die Verteilung der DC in mit mehrschichtigem Plattenepithel aus-
gestatteten Organen kann die Haut dienen (Abb. 1). Die Kutis gliedert sich in
Epidermis und Dermis. In der Dermis befinden sich interstitielle dermale DC und in
der Epidermis LC, die im Stratum spinosum liegen und mit ihren Auslaufern die
Epidermis durchspannen kénnen (24, 25). Sie kommunizieren Uber Zell-Zell-Kontakte
mit den sie direkt umgebenden und Uber ihre Auslaufer auch mit weiter entfernten
Keratinozyten. So bilden sie mit Hilfe der Phagozytose und Makropinozytose eine
funktionelle Barriere zur Uberwachung der Haut.
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Letztlich sind sie sogar in immunprivilegierten Regionen, wie dem Zentralnerven-
system und der vorderen Augenkammer zu finden, in Geweben, die nicht regenerativ
sind und in denen Lymphdrainage sowie Haupthistokompatibilitatskomplex
(MHC)-I/lI-Molektle fehlen (26, 27). Dennoch zeigte sich fur die vordere Augen-
kammer, dass MHC-freie interstitielle DC und LC, die im physiologischen Status
tolerogen wirken, bei entzindlichen Prozessen MHC-II auf ihrer Oberflache
exprimieren und so sogar eine TransplantatabstoRung bewirken kénnen (27).

Die lymphatischen Organe Thymus und Milz weisen nahezu ausschliel3lich an
lymphatisches Gewebe gebundene DC auf (28). Diese grol3en lymphatischen
Organe sind in die Blutbahn und nicht in die Lymphbahn geschaltet, so dass sie
keine mit der Lymphe drainierten migratorischen DC enthalten kdnnen. In den
Lymphknoten hingegen kommen beide Populationen vor.

Im primar lymphatischen Thymus kontrollieren DC die negative Selektion, das heif3t
sie induzieren die Apoptose von potentiell autoreaktiven T-Zellen (29). Und in den
sekundar lymphatischen Organen Milz, Lymphknoten und Peyer‘'schen Plaques
interagieren DC sowohl mit B- als auch mit T-Lymphozyten (30, 31). So benétigen B-
Zellen der Marginalzone zur Immunglobulin (Ig)M-Produktion in der ersten Phase der
Immunreaktion die Stimulation durch und Interaktion mit DC (30). In den B-Zell-
Zonen sind auch follikulare DC, die weder MHC-II-Proteine exprimieren noch den
Leukozyten angehdren, ansassig. Desweiteren unterscheidet man drei Subtypen
interdigitierender DC in den T-Zell-Zonen: lymphoide CD8", myeloide CD11" und
CD8CD11DC (31). Daruber hinaus werden die Lymphknoten, die die Lymphe
drainieren, stark von myeloiden DC frequentiert.

1.3 Aufnahme und Prozessierung von Antigenen

In der Peripherie tUberwachen migratorische DC in einem unreifen Zustand die
Umgebung (32). In diesem Status sind sie zwar nicht fahig T-Zellen zu stimulieren,
verfugen jedoch Uber auf3ergewdhnliche Kapazitaten, Antigene zu sammeln. Stetig
durchsuchen sie die extrazellulare Flussigkeit durch Makropinozytose und expri-
mieren eine Reihe von Rezeptoren, die Endozytose und Phagozytose von Antigenen
und Pathogenen vermitteln. So nehmen sie durch die Makropinozytose 40% ihres
eigenen Volumens pro Stunde auf, um ihre Umwelt zu kontrollieren. Dartber hinaus

kénnen sie Mikroben und Partikel phagozytieren und Rezeptor vermittelt Antigene
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durch Endozytose aufnehmen (33, 34). Zu diesen Rezeptoren zahlen die C-Typ-
Lektin-Rezeptoren wie der Makrophagen-Mannose-Rezeptor und CD205 sowie
kristallisierbares Fragment (Fc)y- und e-Rezeptoren. LC zeichnen sich durch die
Expression von Langerin aus. Das Zusammenspiel dieser unterschiedlichen Mecha-
nismen fuhrt dazu, dass DC die effizientesten APC sind. Daher reichen Antigen-
konzentrationen im piko- und nanomolaren Bereich aus, um eine ausreichende
Prasentation zu ermaoglichen.

Nachdem die Antigene internalisiert wurden, werden sie zwecks der Prasentation in
Peptidfragmente zerlegt und auf MHC-II- und MHC-I-Molekile geladen (35). Dazu
produzieren DC an einem Punkt ihrer Lebensspanne grof3e Mengen MHC-II, die sich
in MHC-II reichen Kompartimenten in der Zelle organisieren. Diese sind spat endo-
somale Strukturen, die MHC-II-DMA-Produkte enthalten, welche die Bindung der
Antigenpeptide an die MHC-II-Molekiile katalysieren. Wahrend der Reifung zerfallen
diese Strukturen zu nicht-lysosomalen Vesikeln, welche die MHC-II-Peptid-Komplexe
an die Zelloberflache transportieren.

Um aber zytotoxische T-Zellen zu generieren, die es vermdgen, infizierte Zellen,
Transplantate und Tumorzellen zu eliminieren, miissen sie CD8'T-Zellen einen
MHC-I-Peptid-Komplex prasentieren (35). Hierzu werden in den Proteasomen
Proteine zu Peptiden degradiert und anschlie3end von einem Transporter aus dem
Zytosol zum endoplasmatischen Retikulum beférdert, wo sie an MHC-I binden.

Schlief3lich wird der Komplex zur Prasentation an die Zelloberflache transportiert.

1.4 Reifung der dendritischen Zellen

Nun kénnen DC Uber diese Mechanismen sowohl Selbstantigene als auch Fremd-
antigene aufnehmen. Im steady state internalisieren DC Selbstantigene und
vermitteln Toleranz {iber deren Prasentation an CD4" und CD8'T-Zellen (36). Sie
induzieren, wenn T-Zellen auf das prasentierte Antigen reagieren, deren Apoptose,
Anergie oder Differenzierung zu Ty Wahrend dieses Prozesses gelten sie vom
Phanotyp als unreif.

Wenn DC aber einer Entzindung oder Infektion ausgesetzt sind, so setzt ihre
Reifung ein, die zur Migration der DC aus der Peripherie in die Lymphknoten, dem
Ort der Antigenprasentation, fihrt (35, 37). Diese Reifung bringt einen rapiden
Wandel von Morphologie, Phé&notyp und Funktion mit sich. So bilden sie
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charakteristische Zytoplasmaprotrusionen aus, exprimieren Oberflachenmarker
(CD40/CD54/CD80/CD83/CD86), durch die sie sich von unreifen DC unterscheiden,
und produzieren bestimmte Zytokine. Unmittelbar nach dem Reifungssignal nimmt
die Fahigkeit zur Antigenaufnahme und Antigenprozessierung vorribergehend zu,
danach erfolgt ein schlagartiger Verlust dieser Funktion (38). Deshalb verlieren DC
ihre Wachterfunktion und nehmen ihre Funktion als Antigen prasentierende, immun-
stimulatorische Zellen auf.

Um eine hinreichende Immunreaktion hervorzurufen, migrieren DC Uber die Lymph-
bahnen zu den regionalen Lymphknoten und tber das Blut zu den sekundar lympha-
tischen Organen (39). Hierbei folgen sie Chemokinen via CC-Motiv-Chemokin-
rezeptor (CCR)7, der bei dem Prozess der Reifung auf der Zelloberflache hoch

reguliert wird, zu den regionalen Lymphknoten.

1.5 Die Gefahrenhypothese

Die Gefahrenhypothese von Matzinger postuliert, dass die Reifung der DC nicht
allein durch die Aufnahme von Antigenen bzw. Pathogenen induziert werden kdnne
(40). Es musse noch ein endogenes oder exogenes Gefahrensignal vorhanden sein.
Endogene Faktoren sind beispielsweise die Molekile TNF-a, IL-13 und CD40-Ligand
(CD40L), die vom Gewebe bei Stress, Verletzung und Nekrose freigesetzt werden.
Exogene Faktoren sind die Pathogen-assoziierten molekularen Muster (PAMP), die
von den Mustererkennungsrezeptoren (PRR) erkannt und gebunden werden. Dabei
handelt es sich um evolutionér konservierte Rezeptoren, zu denen unter anderem die
C-Typ-Lektin-Rezeptoren und die TLR zahlen (41). So besitzen Viren, Bakterien,
Pilze, Protozoen und moglicherweise Zellen von Metazoen ein breites Spektrum an
Molekulsignaturen, von Proteinen bis hin zu Nukleinsduren, die als Liganden fur
einen oder mehrere TLR dienen kdnnen (8). Zudem werden nach und nach endo-
gene Liganden der TLR identifiziert. Die Bindung der TLR von Zellen der ange-
borenen Immunabwehr, wie Makrophagen und neutrophilen Granulozyten, resultiert
in Inflammation und der Aktivierung antimikrobieller Effektorpfade. In APC, wie den
DC, stof3t sie eine Reifung und dartber hinaus eine T-Zell-Aktivierung an, die vor
allem in Expressionsanalysen kostimulatorischer Molekile und T-Zell-Zytokinen

nachweisbar sind.
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Abb. 1: Lebenszyklus der LC, adaptiert nach Palucka et al. und Nestle et al. (14,
42). LC entwickeln sich aus myeloiden DC und bei Inflammation aus Monozyten, die
durch Diapedese aus Kapillaren in die Epidermis einwandern. Im Stratum spinosum
Uberwachen LC in einem unreifen Zustand die Umgebung und sammeln stetig Anti-
gene. Sobald LC einer Pathogeninvasion ausgesetzt sind, setzt ihre Reifung ein. Die
LC bilden Zytoplasmaprotrusionen aus, exprimieren Oberflachenmarker und sezer-
nieren bestimmte Zytokine. Unmittelbar nach dem Reifungssignal nimmt die Fahig-
keit zur Antigenaufnahme und -prozessierung zu, danach erfolgt ein abrupter Verlust
dieser Funktion. Internalisierte Antigene werden zwecks der Prasentation in Peptid-
fragmente zerlegt und auf MHC-II- und MHC-I-Molekile geladen. An MHC-I binden
degradierte Peptide am endoplasmatischen Retikulum (ER) und werden dann an die
Zelloberflache befordert (grin). MHC-II hingegen ist in spat endosomalen, MHC-II
reichen Kompartimenten organisiert (rosa). Bei der Reifung zerfallen diese Strukturen
zu nicht-lysosomalen Vesikeln, die die MHC-II-Peptid-Komplexe an die Zelloberfla-
che transportieren. Via Lymphe migrieren LC zu den Lymphknoten und prasentieren
die MHC-I- und MHC-II-Peptid-Komplexe CD8'T-Zellen bzw. CD4'T-Zellen. Bei Er-
kennung des individuellen Antigenepitops durch den TCR erfolgt eine klonale Ex-
pansion der spezifischen T-Zellen, die Differenzierung in Effektorzellen und eine
langfristige Steigerung der Vorlauferzelldichte.
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1.6 Toll-like Rezeptoren

Bisher konnten 10 TLR (TLR1-10) in Menschen und 12 TLR (TLR1-9, 11-13) in
Mausen identifiziert werden (43, Tabelle 1). Die TLR sind Typ-1-Transmembran-
Glykoprotein-Rezeptoren, deren extrazellulare Doméne 19-25 aufeinanderfolgende
Leucin-reiche Wiederholungssequenzen enthalt (44). Von diesen ist jedes 24-29
Aminosauren lang und sie sind in die Ligandenbindung involviert. Der intrazellulare
Schwanz enthalt eine hochgradig konservierte Region, den Toll-IL-1-Rezeptor (TIR),
der die Interaktionen zwischen den TLR und den downstream signaling Molekilen
vermittelt. Der TLR3 ist intrazellular, die TLR7-9 sind intrazellular auf endosomalen
Kompartimenten und die TLR1, 2, 4-6 und 10 sind auf der Zelloberflache lokalisiert
(43). Von den erregerklassenspezifischen Liganden sind unter anderem folgende
identifiziert: Peptidoglykan (PGN), Lipoteichonséure und Hitzeschock-Proteine
(HSP)60, 70, 96 werden von TLR2, Polyinosine-Polycytidylsaure (Polyl:C) und
doppelstrangige Ribonukleinsdure (dsRNS) von TLR3, Lipopolysaccharid (LPS)
gramnegativer Bakterien und HSP22, 60, 70, 96 von TLR4, Flagellin von TLR5,
Resiquimod (R848) und Guanosin-reiche, einzelstrangige (ss)RNS von TLR7 und
TLRS8, im Speziellen einzelstrangiges Polyuridin (PolyU) von TLR8, unmethylierte
Desoxyribonukleinsdure (DNS) aus Bakterien und CpG-Oligonukleotide von TLR9
und DNS aus uropathogenen Bakterien von TLR11 gebunden (8, 45, 46, 47, 48, 49,
50). Zur Erkennung bakterieller Triacyllipoproteine und des synthetischen Analogon
N-pamitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propyl]-(R)-Cys-Ser-(Lys)4 (Pam3) koope-
riert TLR2 mit dem strukturell ahnlichen TLR1 und das Diacyllipoprotein
Makrophagen-aktivierendes Lipopeptid-2 (MALP-2) aus Mycoplasma fermentans und
das synthetische S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propyl]-(R)-Cys-Ser-(Lys)4 (Pamy)
werden von Dimeren aus TLR2 und TLR6 erkannt (51, 52, 53). Der Ligand fur TLR10
ist zurzeit noch unbekannt.

Neben der Spezifitat fur bestimmte Liganden unterscheidet die TLR auch die Aktivie-
rung bestimmter Signaltransduktionspfade (54, 55). TLR1, 2, 5-9 sind zur Aktivierung
der downstream signaling Molektle an myeloides Differenzierungsprotein (MyD)88
gekoppelt, wobei der TLR2 zudem TIR-Domane-enthaltendes Adapterprotein
(TIRAP) als Sortierungsadapter zur Lokalisation des MyD88 an der Plasmamembran
benotigt. MyD88 induziert Uber IL-1-Rezeptor-assoziierte Kinase (IRAK)1, 2 und 4
und Tumornekrosisfaktor-Rezeptor-assoziierten Faktor (TRAF)6 die Translozierung
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von Nuklearfaktor (NF)xB und Aktivierung der mitogenaktivierten Proteinkinase
(MAPK) und damit des Transkriptionsfaktors Aktivatorprotein 1 (AP-1) und leitet
somit eine proinflammatorische Antwort ein. Der TLR3 ist an TIR-Doméane-
enthaltendes Adapterprotein-induzierendes IFN-B (TRIF, Alternativname TICAML1)
gekoppelt. TRIF induziert Uber TANK-bindende Kinase 1, IKB Kinase (IKK)e die
Aktivierung von IFN-regulatorischem Faktor (IRF)3 und leitet so die Typ-1-IFN-
Produktion ein, die von IFN-B dominiert wird. Der TLR4 aktiviert sowohl MyD88 als
auch TRIF (54). Neben TIRAP fiur MyD88 benttigt er TRIF-verwandtes Adapter-
molekldl (TRAM) als Sortierungsadapter fur TRIF. Noch an der Plasmamembran
initiiert der TLR4 mit Hilfe des TIRAP-MyD88-Komplexes den proinflammatorischen
Signalpfad. Nach der Internalisierung des Rezeptorkomplexes realisiert TRAM die
Translokation zum Endosom, wo die Typ-1-IFN-Antwort Uber TRAF3 initiiert wird. Die
endosomalen TLR 7-9, die lysosomal degradierte DNS und RNS binden, kénnen im
Gegensatz zu dem membrangebundenen TLR2 eine Typ-1-IFN-Antwort, die durch
die Produktion von IFN-a dominiert wird, induzieren (55). Denn nur hier kann MyD88
mit dem intrazellular lokalisierten TRAF3 interagieren und tUber IRAK und IKKa IRF7
aktivieren.

Das TLR-Profil der DC unterscheidet sich je nach Subtyp. MoDC und MoLC werden
generell als Aquivalente der LC und dermalen DC angesehen (56). Beide Zelltypen
weisen den Phanotyp unreifer DC mit der Expression von humanem Leukozyten-
antigen (HLA)-DR, das Teil des MHC-II ist, und von geringen Mengen CD86 auf.
Trotzdem kénnen MoLC von MoDC anhand der Expression von E-Cadherin und
Langerin unterschieden werden. Das TLR-Profil der MoDC und MoLC entspricht
weitestgehend dem der in vivo anzutreffenden dermalen DC und LC. Sie exprimieren
prinzipiell alle 10 TLR, im besonderen Mal3e jedoch TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR6
und TLR7 (56, 57). TLR5, TLR8, TLR9 und TLR10 werden weniger stark exprimiert.
Von pDC werden nur TLR1, TLR6, TLR7, TLR9 und TLR10 exprimiert, wobei sie
TLR7 und TLR9 besonders stark exprimieren (57, 58, 59).
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Rezeptor | Lokalisation Liganden Adapter- Signal- Effekt
proteine transduktion

Plasma- Triacyllipoproteine, TRAF6, NFkB, .

TLRY2 | Cmbran Pam, MyD8S/TIRAP | o'y proinf
Lipoteichonsaure,
TLR2 Eanmbraan PGN, MyD88/TIRAP XE_A&FG’ NFKB, proinf
HSP60, 70, 96

Plasma- Diacyllipoproteine TRAF6, NFkB, .
TLR2/6 | Cmbran Pam,, MALP-2 MyD8B/TIRAP | o'y proinf

endosomale . TRAF3, IRF3, IFN-B,
TLR3 Kompartimente dsRNS, Polyl:C TRIF NFkB proinf
TLR4 Plasma- LPS, MyD88/TIRAP XE_A&FG’ NFkB, IFN-B,

membran HSP22, 60, 70, 96 | TRIF/TRAM TRAF3, IRF3 proinf

Plasma- : TRAF6, NFkB, .
TLR5 membran Flagellin MyD88 AP-1 proinf

endosomale TRAFG, NFKB, IFN-a
TLR7 Kombpartimente SSRNS, R848 MyD88 AP-1 roinf’

P TRAF3, IRF7 P

endosomale SSRNS, R348, TRAFG, NFKB, IFN-a,

TLR8 Kompartimente | PolyU MyD88 AP-1 proinf
TRAF3, IRF7

endosomale unmethylierte TRAF6, NFkB, IEN-a

TLR9 Kompartimente | N> CPG- MyD88 AP-1 roinf
P Oligonukleotide TRAF3, IRF7 P

Plasma- unbe-

TLR10 membran unbekannt unbekannt unbekannt Kannt

Tabelle 1. Die unterschiedlichen Qualitaten der bekannten humanen TLR.
Proinflammatorisch (proinf), andere Abkirzungen siehe Text.

1.7 Interaktion mit Lymphozyten

DC konnen die Expansion und Differenzierung von Lymphozyten der erworbenen
und angeborenen Immunabwehr auslésen (60). In der frihen Phase der Immun-
antwort des angeborenen Systems stehen sie im Dialog mit NK-Zellen, zytotoxischen
T-Zellen und neutrophilen Granulozyten.

NK-Zellen induzieren die Apoptose Pathogen infizierter Zellen und von Tumorzellen
(61). So kénnen sie einerseits Uber den natirlichen zytotoxischen Rezeptor 3 die
Apoptose von DC, die nicht in der Lage sind, den Reifungsschritt abschliel3end zu
vollziehen, einleiten oder deren Reifung durch die Produktion von TNF-a und IFN-y
stimulieren. Andererseits kdnnen DC die NK-Zellen durch die Freisetzung diverser
Zytokine beeinflussen, wie IL-2, IL-12, IL-18, IL-15 und Typ-1-IFN. In ahnlicher Weise
interagieren DC Uber CD1 und CD40 mit zytotoxischen T-Zellen, Gber CD1 und
TNF-a mit den y/3-T-Zellen und tber CD209 (Alternativname DC-spezifisches, inter-
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zellulares Adhasionsmolekiul (ICAM)3-aufgreifendes Nicht-Integrin (DC-SIGN)) mit
neutrophilen Granulozyten (60, 61, 62). In allen Fallen resultiert dies in der
Expansion und Differenzierung der Populationen und in der Reifung der DC.

Auf dem Feld der erworbenen Abwehr ist die Wirkung auf T-Zellen der bedeutendste
Mechanismus, mit dem DC eine zielgerichtete, adaptive Antwort induzieren kénnen
(Abb. 2). Trotzdem kdnnen sie auch naive B-Zellen ohne den Umweg Uber T-Zellen
aktivieren und deren Proliferation und Isotypenwechsel initileren; dies stellt aber eher
die Ausnahme als die Regel dar (63, 64). Denn der wichtigste Ansprechpartner im
immunologischen Dialog ist die naive T-Zelle (65). Daher befinden sich DC und T-
Zellen in einem standigen Austausch — in der Peripherie und in den T-Zell-Zonen der
lymphatischen Organe. Kanal dieser Kommunikation ist die immunologische
Synapse: eine Bindung, die beide Zellen ausbilden, um Interaktionen zwischen den
prasentierten MHC-Peptid-Komplexen und dem T-Zell-Rezeptor (TCR) zu er-
maoglichen. Dieser Prozess ist essentiell, um T-Zellen mit einem gegen das Antigen-
epitop hochaffinen TCR unter den Milliarden unterschiedlicher Lymphozyten zu
finden. Wenn eine hinreichende Kompatibilitat mit dem zuféllig arrangierten Antigen-
rezeptor besteht, dann wird dies als priming, Erstkontakt mit einem Antigen,
bezeichnet.

Die Erkennung von MHC-Peptid-Komplexen durch TCR wird in der Signal-
terminologie als Signal 1 bezeichnet (38). Wenn dieses Signal allein auftritt, fuhrt es
zur Inaktivierung der naiven T-Zellen durch Anergie, Deletion oder die Determination
in Richtung von Ty, womit Toleranz induziert wird. Tritt nun das Signal 2, die
Kostimulation, hinzu, so vermitteln die beiden Signale gemeinsam Immunitat: Es folgt
eine klonale Expansion, die Differenzierung in Effektorzellen und eine langfristige
Steigerung der Vorlauferzelldichte, also der Ausbildung eines immunologischen
Gedachtnisses. Das Signal 2 beruht auf einer feinen Balance stimulierender und
inhibierender Signale. Hervorzuheben ist dabei die Interaktion von CD28 der T-Zellen
mit CD80 und CD86 der DC. Die Polarisierung naiver T-Zellen in CD4'T-Helfer-
Zellen (Ty) oder in CD8"zytotoxische T-Zellen wird durch das Signal 3 gesteuert, das

zumeist Uber Zytokine oder auch direkte Zell-Zell-Kontakte vermittelt wird.
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1.8 Die unterschiedlichen Populationen der CD4'T-Zellen

Wenn CD4'T-Zellen den Thymus verlassen, unterscheidet man die bereits differen-
zierten Populationen, wie natlrliche Tg, zytotoxische T-Zellen und naive CD4'T-
Zellen, die in der Peripherie im Rahmen immunologischer Prozesse differenzieren
(66). Naive CD4'T-Zellen differenzieren zu Ty-Populationen, die unterschiedliche
Zytokine sezernieren.

Als das urspringliche Konzept der Ty-Zellen 1986 etabliert wurde, unterschied man
nur zwischen Tyl und Tx2 (67). Inzwischen wird die Existenz weiterer Ty-Sub-
populationen, den induzierten Ty, TH9, Thl7 und Ty22 angenommen, die alle tber
spezifische Transkriptionsfaktoren verfligen, welche die Expression der Oberflachen-
molekule, wie der Chemokinrezeptoren, und l6slicher Faktoren, den Zytokinen,
regulieren (66, 68, 69). Sie wirken auf B-Lymphozyten und CD8"zytotoxische Zellen
und aktivieren die Zellen der angeborenen Immunabwehr. Nach Pathogenkontakt
wird eine spezifische T-Zell-Antwort ausgeldst, die einzelne T-Zell-Populationen
dominieren. An inflammatorischen Erkrankungen der Haut sind vor allem die Tyl,
Tn2, Tyl7 und die jingst beschriebenen Ty22 beteiligt (70, 71).

1.8.1 Die CD4'Ty1-Zellen

Die Tyl-Zelldifferenzierung wird von den linienspezifischen Transkriptionsfaktoren
T-box exprimiert in T-Zellen (T-bet) sowie Signalibersetzer und Aktivator der Tran-
skription (STAT)4 gesteuert, welche die Zytokingene aktivieren (66). Die Tyl sezer-
nieren IFN-y, Lymphotoxin a und IL-2 (72). Diese ausgewahlte Zytokinproduktion
ermdglicht es den Tyl, intrazellulare Pathogene, wie Mykoplasmen und Viren, und
Pilze zu eliminieren. Dartber hinaus sind sie auch an Autoimmunerkrankungen
beteiligt, wie z. B. der Multiplen Sklerose, bei der Lymphotoxin a als Progressions-
marker dient. Zielzellen des sezernierten IFN-y sind Makrophagen, deren bakterizide
Funktion aktiviert wird, und DC, die in einem Regelkreis zur weiteren Sekretion von
IL-12 angeregt werden. Die TCR-Bindung durch DC veranlasst die Expression des
IL-12RB2, der mit der B1-Untereinheit den IL-12-Rezeptor bildet. IL-12 wiederum
induziert in den aktivierten T-Zellen Gber den Transkriptionsfaktor STAT4 die IFN-y-
Expression und verstéarkt so die Tyl-Antwort. Dennoch kénnen IL-12 und STAT4

Uber die Aktivierung von NFkB auch unabhéangig von einer Stimulation des TCR die

21



Einleitung

Produktion von IFN-y induzieren. Die Chemokinrezeptoren CXC-Motiv-Chemokin-

rezeptor (CXCR)3 und CCR5 werden besonders auf Tyl-Zellen exprimiert.

1.8.2 Die CD4'Ty2-Zellen

Wahrend der Differenzierung naiver T-Zellen zu Ty2, wird durch STAT6 der
spezifische Transkriptionsfaktor GATA-bindendes Protein (GATA)3 induziert (73). Die
GATAS3-Expression wird durch IL-4, STAT6 und durch die TCR-Aktivierung in Ver-
bindung mit IL-2 und STAT5 hoch reguliert. GATAS3 halt tber die Induktion von IL-5
und IL-13 die Th2-Antwort aufrecht und reguliert die Expression der Zytokin-
rezeptoren IL-4Ra, IL-2Ra und IL-33Ra hoch (72).

Die Ty2 sezernieren spezifisch IL-4, IL-5 und IL-13 und dartber hinaus IL-9, IL-10,
IL-25 und Amphiregulin (72, 73). Mit diesem Tableau an Zytokinen vermitteln sie die
Immunabwehr extrazellularer Parasiten und beteiligen sich an der Entstehung und
Aufrechterhaltung von Asthma, atopischer Dermatitis und anderen allergischen
Reaktionen. IL-4 wirkt autokrin stabilisierend auf die Ty2-Antwort und fahrt zur IgE-
Produktion durch B-Zellen. IgE bindet an den hochaffinen IgE-Rezeptor FceRI auf
basophilen Granulozyten und Mastzellen; bei Kontakt mit multivalenten Liganden
erfolgt die Querverbindung von FceRI und es werden Histamin, Serotonin und
Zytokine wie IL-4, IL-13 und TNF-a sezerniert. Bei allergischen Erkrankungen
induziert IL-9 die Muzin-Produktion in Epithelzellen, IL-13 die Hyperreagibilitdt und
Amphiregulin als epidermaler Wachstumsfaktor die epitheliale Hyperplasie. IL-5 und
IL-25 bewirken die vermehrte Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten. IL-25,
das auch von Lungenepithelien bei Allergenexposition sezerniert wird, reguliert Gber
den IL-17-Rezeptor B auf Ty2 die Produktion von IL-4, IL-5 und IL-13 hoch. Die
Chemokinrezeptoren CCR3, CCR4, CCR8 und Chemoattraktansrezeptor-homologes
Molekul exprimiert auf Ty2 gelten als Ty2-spezifische Oberfachenmolekiile.

1.8.3 Die CD4'T17-Zellen

Tul7-Zellen sind durch die Expression der Oberflachenmolekile CCR6, IL-23-
Rezeptor, IL-12-Rezeptor B2 und CD161 charakterisiert (72). Sie differenzieren sich
aus naiven T-Zellen unter dem Einfluss von TCR und kostimulatorischen Signalen
(74). 1L-6 und IL-1B liefern hierbei das Signal 3, das die Differenzierung zu Ty17-
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Zellen determiniert. Dadurch wird der Transkriptionsfaktor STAT3 aktiviert, was zur
Expression von IL-21 fuhrt. Gleichzeitig kann TGF-f die Expression von T-bet und so
die Polarisierung von Tyl unterdricken, wodurch die Tyl7-Differenzierung indirekt
gefordert wird. IL-21 wiederum stabilisiert die Ty17-Antwort auf autokrinem Weg tber
STAT3 und Retinsaurerezeptor-verwandtem Waisenrezeptor C 2 (RORC2) (75, 76).
RORC?2 gilt als der linienspezifische Transkriptionsregulator der Ty17. Zusammen mit
STATS3 reguliert er die Tyl7-Transkriptionsprogramme hoch. Hierzu zahlt auch die
Expression von IL-23-Rezeptor und IL-1-Rezeptor 1. Uber diese kénnen IL-23 und
IL-18, die beide von APC sezerniert werden, die Ty17-Antwort aufrechthalten und die
IL-17-Produktion in CD4"T-Gedachtniszellen induzieren (77).

Die Tyl7 sezernieren IL-17, IL-17F, IL-21, IL-22 und CC-Motiv-Chemokinligand
(CCL)20 (75). Sie gelten als proinflammatorisch und rekrutieren neutrophile Granulo-
zyten sowie Makrophagen zu infiziertem Gewebe. Damit nehmen sie eine Schlissel-
position in autoimmun vermittelten und entzindlichen Erkrankungen ein. IL-17 und
IL-17F regulieren die Expression von Zytokinen, Chemokinen und Adhasions-
molekilen in Atemwegsepithel, GefalRendothel und Fibroblasten. Sie sind mit
rheumatoider Arthritis, Asthma, systemischem Lupus erythematodes, experimenteller
Autoimmunenzephalomyelitis, allergischer Kontaktdermatitis, atopischer Dermatitis,
Psoriasis und Allograft-Absto3ungen assoziiert (78, 79, 42, 71). IL-22 aktiviert STAT3
und induziert so die Expression antimikrobieller Peptide (42, 80). Zudem vermittelt es
IL-23 induzierte Akanthose sowie dermale und zervikale Entziindungen Uber STAT3.
In Verbindung mit IL-17 oder IL-17F wirkt IL-22 synergistisch auf die Expression von
B-Defensinen und S100 Calcium-bindenden Proteinen in Epithelzellen und sub-
epithelialen Myofibroblasten. 1L-22 wirkt protektiv gegen bakterielle Infektionen der
Lunge, des Darms und der Haut. IL-21 ist ein potenter Regulator der Proliferation von
CD8'T-Zellen (75, 76). Zudem reguliert IL-21 die Differenzierung von CD4'T-Zellen
zu Ty17 auf autokrinem Weg. CCL20 wirkt chemotaktisch und fuhrt zu einer Invasion

von Zellen der Immunabwehr in entziindetes Gewebe.

1.8.4 Die CD4'T22-Zellen

Neben den oben beschriebenen etablierten Ty-Zelllinien wird die Existenz weiterer
Subpopulationen diskutiert. Die Ty22 wurden 2009 von zwei unabhéngigen Gruppen

vorgeschlagen (80, 81). Es handelt sich um eine Ty-Zellpopulation, die IL-22, aber
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kein IL-17 oder IFN-y produziert und weder RORC2 noch T-bet, aber Forkhead-Box-
Protein O4 (FOXO4) und Zinkfingerprotein Basonuklein 2 (BNC2) exprimiert,
wodurch sie von Tyl und Ty17 abgegrenzt werden kann. Dartber hinaus exprimieren
Ty22 die spezifischen Oberflaichenmolekile kutanes Lymphozyten-assoziiertes
Antigen, CCR4, CCR6 und CCR10 und zeigen einen stabilen Phéanotyp. Ihre
Differenzierung aus naiven T-Zellen wird durch IL-6 und TNF-a initiiert. Im Weiteren
fordern IL-6 und IL-23 die Differenzierung humaner Ty22, wahrend TGF- sie hemmt.
Allerdings fordert IL-18 in Verbindung mit IL-6 und TNF-a die Differenzierung naiver
T-Zellen zu Tyl7, die IL-17 und IL-22 produzieren. Insgesamt ist die Ty22/Tyl7-
Balance komplex und speziesspezifisch reguliert.

Die Ty22 sezernieren Fibroblastenwachstumsfaktor (FGF)1 und 5, CCL7, CCL15 und
IL-22 (70). Die FGF1 und 5 regen unter anderem Endothelzellen zur Proliferation an
und partizipieren in unterschiedlichen Stadien der Entwicklung und Morphogenese
sowie in der Angiogenese und Wundheilung. Auch CCL7 ist an der Wundheilung und
Gewebsumgestaltung beteiligt und kann in fibrotischem Gewebe nachgewiesen
werden. Zudem wirkt CCL15 chemotaktisch auf die Migration und Differenzierung
von Endothelzellen und vermittelt so Angiogenese. IL-22 ist ein Zytokin der IL-10-
Familie, das auch von Ty17 und den NK-Zellen 22 sezerniert wird (80). Es wirkt vor-
nehmlich auf Gewebe an den Korpergrenzflachen, wie den Epithelzellen des Gastro-
intestinaltrakts oder des Respirationstrakts und den Keratinozyten der Haut. Dort
fuhrt IL-22 zur Produktion von antimikrobiellen Peptiden und zur Expression von
Genen, die die zellulare Differenzierung und Apoptose regulieren. So aktivieren IL-22
und TNF-a die Keratinozyten der Haut, so dass diese Chemokine und Zytokine, die
weitere T-Zellen rekrutieren und aktivieren, freisetzen (70). Im Speziellen sezernieren
die aktivierten Keratinozyten IL-32, das wiederum die Produktion von TNF-a durch
Zellen der Immunabwehr fordert. Auf3erdem induziert IL-22 in Keratinozyten
promigratorische Gene und foérdert so die Wundheilung. Es kénnen aber auch hohe
Konzentrationen von IL-22 ebenso wie unterschiedliche FGF im hyperplastischen
Epithel bei Psoriasis nachgewiesen werden (42). Uber die genaue Rolle von IL-22
bei anderen Hauterkrankungen wie atopischen Ekzemen und allergischer Kontakt-

dermatitis ist wenig bekannt.
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Abb. 2: Priming naiver CD4'T-Zellen durch DC, adaptiert nach O'Shea und Paul
(66). DC induzieren die Differenzierung unterschiedlicher Ty-Populationen aus
naiven CD4'T-Zellen. Die Erkennung des MHC-II-Peptid-Komplexes durch den TCR
liefert das Signal 1. Das Signal 2 beruht auf einer feinen Balance stimulierender und
inhibierender Signale. Hervorzuheben ist dabei die Interaktion von CD28 der T-Zellen
mit CD80 und CD86 der DC. Die Polarisierung naiver T-Zellen in die unterschied-
lichen Ty-Populationen wird durch bestimmte Zytokine, das Signal 3, gesteuert.
Diese Zytokine sind auf den groRen Pfeilen aufgetragen: induzierende Zytokine
schwarz, stabilisierende kursiv und inhibierende rot. Die Tyl, Ty2, Tyl7 und Tx22
exprimieren linienspezifische Transkriptionsfaktoren und sezernieren ein bestimmtes
Profil von Zytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren. Transkriptionsfaktoren
sind auf die Zellen aufgetragen, durch die Ty freigesetzte Zytokine rechts neben den
kleinen Pfeilen.

1.8.5 T-Zell-Plastizitat

Aktuell wird das Paradigma, nach dem naive CD4'T-Zellen deterministisch und
irreversibel zu einem Ty-Typ polarisiert werden, diskutiert (66). Es wird mehr und
mehr von einer Plastizitat der T-Zellen, wie sie bereits in der Darstellung der einzel-
nen T-Zelllinien angedeutet wurde, ausgegangen. Trotz Beschreibungen, dass die
exklusive Expression von Transkriptionsfaktoren die Linie determiniert, haben

jungere Daten gezeigt, dass die Realitat wesentlich komplexer ist. Die CD4 Tu-
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Populationen scheinen in terminal differenzierte Zellen und sich noch differen-
zierende Zellen, die eine gewisse Flexibilitat zeigen, unterteilt werden zu kénnen. So
exprimieren Tyl7 neben RORC2 auch das Tyl-spezifische T-bet (74). Eine Sub-
population kann IFN-y und IL-17 herstellen und kdnnte somit einen gemischten
Tul/Tyl7-Typ darstellen. Zudem konnen die nur IL-17-produzierenden Tyl7 durch
IL-12 zur Expression von IFN-y angeregt werden. Ebenso konnte eine CD4'Ty-
Population nachgewiesen werden, die sowohl IL-4 als auch IL-17 exprimiert und mit
Asthma assoziiert ist — also eine heterogene Ty2/Tyl7-Population. Alle genannten
Mechanismen zeichnen ein komplexes Bild der Verflechtungen und Flexibilitat der
CD4'T-Zell-Populationen, das wohl auch der Situation in vivo am ehesten entspricht.
Denn in vivo ist die adaptive Immunantwort durch eine heterogene Zusammen-
setzung aus unterschiedlichen Ty und Ty gekennzeichnet, die als Antwort auf

Krankheitserreger und in anderen entziindlichen Reaktionen auftreten.

1.9 Die TLR gesteuerte T-Zell-Differenzierung

Die Polarisation naiver T-Zellen wird maf3geblich von DC gesteuert und die T-Zell-
Antwort auf diese Weise an molekulare Strukturen verschiedener Pathogenklassen
angepasst (35). Um dies zu gewahrleisten, verfugt die DC tber die Potenz, Antigene
auf MHC-I- und MHC-II-Komplexen zu prasentieren und unterschiedlichste Zytokine
und Chemokine zu sezernieren.

Die Prasentation von Antigenen im Komplex mit einem MHC-I-Molekul generiert aus
CD8'T-Vorlauferzellen zytotoxische T-Effektorzellen (35). Diese Zellen vermdgen es,
infizierte Zellen, Transplantate und Tumorzellen zu eliminieren. Werden nun DC von
Viren befallen, so kénnen sie Komplexe aus MHC-I und viralen Peptiden an ihren
Oberflachen prasentieren und so eine zytotoxische T-Zell-Antwort einleiten, die unter
anderem in ihrer eigenen Zerstérung muindet. Werden die Antigene in einem
Komplex mit MHC-II prasentiert, wird die Expansion und Differenzierung CD4 Ty-
Zellen und Tyeg induziert. In diesem Fall determiniert das tber Zytokine und Zell-Zell-
Kontakte vermittelte Signal 3, welche Population von T-Zellen erzeugt wird. Es steht
dabei in Abh&ngigkeit dazu, welches PAMP oder welcher PRR die Reifung der DC
initiiert.

Tul entwickeln sich aus naiven T-Zellen unter dem Einfluss von Zytokinen der 1L-12-
Familie, Typ-1-IFN und CD54 (Alternativname ICAM1) (82). Die Produktion
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relevanter Mengen IL-12p70 durch DC erfolgt bei Stimulation mit nur einem
einzelnen TLR-Agonisten erst, wenn eine Kostimulation durch ein sezerniertes oder
membrangebundenes Signal von T-Zellen oder NK-Zellen, wie IFN-y oder CD40L,
dargeboten wird (55). Nach der Stimulation von TLR3, TLR4 oder TLR7 zeigen die
DC eine grol3e Potenz zur Tyl-Induktion: Der Bindung von dsRNS an TLR3 folgt eine
starke Sekretion von IL-12p70 und Typ-1-IFN (83), der von LPS aus Escherichia Coli
(E. coli) oder Salmonella typhimurium an TLR4 eine etwas geringere Freisetzung von
IL-12p70 (55), die jedoch unter der Anwesenheit von IFN-y hoch reguliert wird. R848
(TLR7/8) fuhrt zu einer Typ-1-IFN vermittelten humoralen und zellularen Antwort, die
von DC zusétzlich durch IL-12p70 und von pDC durch IFN-a in Richtung einer Ty1-
Antwort gesteuert wird (84). Ebenso setzen pDC nach Stimulation des TLR9 mit
CpG-reichen DNS-Motiven variable Mengen an IL-12p70 und IFN-a frei (49).
Demgegenulber zeigt die Bindung der TLR2-Heterodimere nur geringe Effekte auf die
Potenz der DC, eine Tyl-Expansion zu induzieren (85, 86). So bewirkt die Stimu-
lation des TLR1/2 durch Pams und des TLR2/6 durch MALP-2 keine Sekretion der
Twl induzierenden Zytokine. Allerdings folgt der Stimulation mit PGN eine moderate
Sekretion an IL-12p70, die mit der Freisetzung gréf3erer Mengen IL-23 und auch
IL-10 einhergeht (87). Die TLR2-abhangige IL-10-Produktion kann so eine Ty2-
Antwort induzieren.

DC verfugen Uber unterschiedliche Kapazitaten, Tyl oder Ty2 zu aktivieren. So
induzieren epidermale LC vorwiegend die Differenzierung der CD4 T-Zellen zu T2,
wahrend dermale DC vorwiegend eine Tyl-Antwort induzieren (80). Dariliber hinaus
gelten LC als die DC-Population der Haut, die hauptsachlich T417 induzieren kann
(88). Tyl7 sind in die Abwehr extrazellularer Bakterien, von Pilzen sowie in Auto-
immunprozesse und die Bekampfung von Tumoren involviert. Als wichtige Faktoren
ihrer Induktion gelten IL-1(3, IL-6, IL-23 und TGF-B (89, 90). DC sezernieren diese
Zytokine nach Stimulation des TLR2 (PGN) und des TLR4 (LPS) und kénnen so die
Tw17-Differenzierung induzieren (89). Trotzdem induzieren aus der Haut isolierte LC,
dermale DC und aus Monozyten oder CD34'Stammzellen generierte LC-ahnliche
Zellen IL-17 in T-Ged&chtniszellen, jedoch nicht in naiven CD4"T-Zellen (91).

Tu22 sind spezialisierte T-Zellen, die in die Immunitat der Haut involviert sein sollen.
Wahrend ihre Differenzierung wie die der Ty17-Zellen durch IL-6 und IL-23 angeregt
wird, wird sie durch TGF- gehemmt (81). Die Induktion erfolgt vor allem durch TLR9
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(CpG-2006) stimulierte pDC mittels IL-6 und TNF-a, TLR4 (LPS) stimulierte cDC sind
hingegen weniger starke Induktoren.

Auch epidermale LC und dermale DC induzieren Ty22, wobei die epidermalen LC
potenter als dermale DC die Ty22 aus peripheren und naiven CD4'T-Zellen

induzieren (80).

1.10 Die Kooperation der TLR

In einer effektiven Immunantwort auf Mikroorganismen sind viele PRR involviert,
hierunter mafRgeblich auch die TLR. Die Aktivierung der unterschiedlichen PRR fuhrt
zu sich erganzenden, synergistischen und antagonistischen Effekten, die aul3er der
angeborenen Immunabwehr auch die erworbene lenken.

Bei der Abwehr von eindringenden Pathogenen ist die Notwendigkeit einer Rezeptor-
kooperation evident, weil die Erreger unterschiedliche pathogene Strukturen ent-
halten, die von verschiedenen TLR erkannt werden (92). So ist z. B. die Mortalitats-
rate und Infektionslast gegen Salmonella typhimurium in TLR2"TLR4”Mausen und
MyD88”Mausen, denen das dem TLR2 und TLR4 gemeinsame Adaptermolekiil
MyD88 fehlt, wesentlich héher als in einfach TLR2"- oder TLR4"Mausen.

Auf zellularer Ebene kann sich die Kooperation unterschiedlich ausbilden (55). Die
Antworten zweier Zelltypen als Reaktion auf unterschiedliche PAMP kénnen sich
addieren oder auch in zwei unabhéngigen Antworten minden. Ebenso kann ein Zell-
typ nach Stimulation mit einem TLR-Agonisten auf parakrinem Weg die Antwort eines
zweiten Zelltyps auf einen anderen TLR-Agonisten beeinflussen. Schliel3lich kénnen
in einer Zelle durch die Bindung unterschiedlicher TLR ein Synergismus oder
parallele Antworten, die sich auf je einen TLR-Liganden beziehen, hervorgerufen
werden.

Napolitani et al. konnten zeigen, dass die simultane Stimulation des TLR7/8 (R848)
in Kombination mit dem TLR3 (Polyl:C) oder TLR4 (LPS) zur synergistischen Frei-
setzung von IL-12p70 durch humane MoDC und CD1'DC fiihrt (93). Die Sekretion
durch DC erreicht hierbei eine Gréf3enordnung, wie sie bei Stimulation eines TLR
sonst nur bei Kostimulation durch T-Zellen oder NK-Zellen beobachtet wird. Auch
andere Zytokine wie TNF-a, IL-1B, IL-6 und IL-23 unterliegen diesem synergistischen
Effekt. Dadurch wird die Kapazitat der DC, naive CD4'T-Zellen zu polarisieren,
amplifiziert. So korrelierte die Sekretion von IL-12p70 mit der induzierten Tyl-Zell-
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Antwort nach kombinierter Stimulation der MoDC mit LPS und R848. DC seien also
erst nach kombinierter Stimulation von TLR, die endosomal, zytosolisch oder an der
Plasmamembran lokalisiert sind, dazu beféhigt, eine effektive Immunantwort ein-
zuleiten. Durch diese Schwelle kénne gewahrleistet werden, dass erst eine reale
Invasion von Pathogenen eine weitreichende Immunreaktion nach sich zieht. Im
Mausmodell und an Knochenmark-abgeleiteten Makrophagen konnte gezeigt
werden, dass dem Synergismus eine Kooperation der TRIF- und MyD88-Signal-
transduktionpfade zugrunde liegt (94).

Allerdings hangen die TLR-induzierten, synergistischen Effekte in grolRem Mal3e von
den TLR-Liganden, Zelltyp und der Kapazitat der Zelle, ein spezifisches Zytokin zu
exprimieren, ab (95). So nutzen z. B. humane MoDC und Monozyten-abgeleitete
Makrophagen (MoMa) gemeinsame und unterschiedliche Wege, um Gene synergis-

tisch zu aktivieren — auf Ebene der TLR und auf Ebene der Signaltransduktion.

1.11 Aufgabenstellung

In der vorgestellten Arbeit sollte untersucht werden, wie LC und DC auf eine multiple
PAMP-Exposition, wie sie bei Verlust der Barrierefunktion der Haut auftritt, reagieren.
Die Arbeiten von Napolitani et al. legten nah, dass in humanen DC ein Synergismus
von TLR8 in Kombination mit TLR3 oder TLR4 beziglich der Sekretion von IL-12p70
und der Kapazitat zur Induktion einer Tyl-Zell-Expansion in DC vorhanden sei (93).
Desweiteren konnte gezeigt werden, dass sich die Synergismen der TLR in
Abhangigkeit vom Zelltyp, TLR-Ligand und zu untersuchendem Oberflachenmolekil
oder Zytokin unterschiedlich auspragen (95, 96, 97). Es kann daher angenommen
werden, dass dies bezlglich des Zelltyps auch fur LC in Abgrenzung zu
konventionellen DC gilt. Insbesondere konnten fir die Sekretion von IL-6, IL-1f,
IL-12p70, TGF-B und IL-23 und flr die Induktion der Zellen, die unter dem Einfluss
dieser Zytokine differenzieren, Tyl, Tyl7 und Tx22, solche Synergismen ange-
nommen werden.

In dieser Arbeit sollten vornehmlich die Effekte der Stimulation des TLR2, die zur
Sekretion proinflammatorischer Zytokine fihren kdnnen, in Kombination mit der
Stimulation anderer TLR an LC und DC im direkten Vergleich untersucht werden. Die
Versuche sollten in vitro an aus Monozyten generierten LC- und DC-ahnlichen MoLC
und MoDC durchgefuhrt werden. Zunéchst sollte die Isolierung der Monozyten durch
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Adharenz mit der Positivselektion und Depletion per magnetischer Zellsortierung
(MACS) vergleichend untersucht werden. Bei diesem Teil der Experimente sollte
jeder buffy coat eines Spenders in drei Teile fraktioniert und die Monozyten mit den
genannten Methoden isoliert werden. Zytokine, die nach TLR2-Stimulation von MoLC
und MoDC sezerniert werden, sollten identifiziert und im enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA) quantifiziert werden.

Nach der Etablierung der zellbiologischen Arbeitstechniken sollten die Reifung und
Sekretion durch MoLC und MoDC nach Stimulation mit PGN, welches das TLR1/2-
und das TLR2/6-Hetreodimer bindet, mit der Reifung und Sekretion nach Stimulation
mit dem TLR2/6-Liganden Pam, und dem TLR1/2-Liganden Pamgs verglichen
werden. Hierzu sollte die Konzentration der Zytokine IL-6, TNF-a, TGF-3, IL-13 und
IL-12p70 in den Uberstanden per ELISA gemessen werden. Mit Hilfe des Durchfluss-
zytometer (FACS, englisch fluorescence activated cell sorting) sollte nach Ober-
flachenmolekilen gesucht werden, deren Expression auf MoLC nach TLR2-
Stimulation hoch reguliert wird. Durch Gabe der TLR2 blockierenden Antikdrper Anti-
TLR2 T2.5 und 11G7 vor der Stimulation sollte untersucht werden, ob PGN die
Sekretion von Zytokinen spezifisch Gber die Bindung an den TLR2 induziert.
AnschlieBend sollte untersucht werden, wie MoLC und MoDC auf die simultane
Stimulation mit dem TLR2-Liganden PGN und CD40L reagieren und ob sich aus
dieser Kostimulation ein synergistischer Effekt auf die Sekretion der Zytokine ergabe.
Desweiteren sollte neben der Sekretion auch die Expression von Oberflachen-
markern auf MoLC und MoDC gemessen werden, um einen Zusammenhang
zwischen Reifung der Zellen und der Sekretion herstellen zu konnen.

Nach der Stimulation mit verschiedenen TLR2-Liganden und CD40L sollten die
,wahren Umstande®, wie sie in vivo nach Verlust der epidermalen Barrierefunktion
anzutreffen sind, imitiert werden und MoLC und MoDC mit Kombinationen unter-
schiedlicher mikrobieller TLR-Liganden stimuliert werden. Die Stimulation der TLR
auf MoDC und MoLC sollte hierbei simultan erfolgen, um die Entwicklung einer
Kreuztoleranz, wie sie nach sequentieller Stimulation von MyD88-gekoppelten TLR
vorubergehend auftreten kann, zu verhindern (94, 97). Zunachst sollten auf MoLC
der TLR3 mit Polyl:C, der TLR4 mit hoch gereinigtem LPS und der TLR8 mit PolyU
einzeln und in Kombination stimuliert werden, um mogliche Synergismen in der
Sekretion von IL-6, IL-1B, IL-12p70 und TGF-f mit den Untersuchungen von

Napolitani et al. fir humane MoDC und CD1c’DC vergleichen zu koénnen. Des-
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weiteren sollten MoLC und MoDC mit dem TLR2/6-Liganden MALP-2, dem TLR5-
Liganden Flagellin und LPS einzeln und in Kombination stimuliert und die Zytokine
IL-6, IL-1B, IL-12p70 und TGF-B in den Uberstanden per ELISA quantifiziert werden.
Anschlie3end sollte die Wirkung der kombinierten Stimulation mit dem TLR2-
Liganden PGN, dem TLR4-Liganden LPS und dem TLR9-Liganden DNS auf MoLC,
MoDC und pDC hinsichtlich Reifung und Sekretion von IL-6, TGF-B, IL-1[3, IL-12p70
und IL-23 untersucht werden. Auf der Oberflache von MoLC sollte nach
kostimulatorischen Molekulen und Reifungsmarkern, die durch TLR-Synergismen
direkt beeinflusst werden, per FACS gefahndet und so die Reifung und stimula-
torischen Kapazitaten der DC evaluiert werden.

Schliel3lich sollte in der Kokultur der Effekt der mit PGN, LPS und DNS stimulierten
MoLC auf naive CD4'Ty-Zellen studiert werden. Naive CD4 Ty-Zellen sollten hierzu
per MACS hoch rein isoliert werden. Um bei den Untersuchungen mdglichst die
Gegebenheit in vivo zu simulieren, wurde auf die Zugabe von IL-2, blockierenden
Antikdrpern und kostimulatorischen CD3/CD28-beads verzichtet. Es sollten die
Zytokine IFN-y, TNF-a, IL-17 und IL-22 in den Uberstanden der Kokultur per ELISA
gemessen werden. Durch intrazellulare FACS-Farbung der Zytokine, IFN-y, IL-17
und IL-22, in CD4'T-Zellen sollte abschlieRend die Frage geklart werden, welche der
T-Zell-Populationen, Tyl, Tul7 und Tp22, nach multipler TLR-Stimulation

differenzieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellbiologisches Material und Arbeitstechniken

Buffy coat 60 ml, mit Anti-Gerinnungsmittel Citrat-Phosphat-
Dextrose-Adenin (CPDA); Blutspendedienst

RPMI 1640 mit Ultraglutamin 1; Cambrex, Wiesbaden

L-Glutamin Biochrom, Berlin

Penicillin Biochrom, Berlin

Streptomycin Biochrom, Berlin

Fotales Kélberserum (FCS) Biochrom, Berlin

Zellzahler Z1 Beckmann Coulter, Krefeld

Alle Arbeiten mit lebenden menschlichen Zellen erfolgten unter einer Laminar-Flow-
Werkbank der Sicherheitsklasse 2 unter sterilen Arbeitsbedingungen. Die ver-
wendeten buffy-coat-Konserven stammten von gesunden Spendern. Sie wurden
ohne Lymphozytenfiltration vom Blutspendedienst des Deutschen Roten Kreuzes
Wannsee-Heckeshorn, Berlin, bezogen. Hieraus wurden dann Monozyten ge-
wonnen. Diese wurden in RPMI, das mit 200 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin
und mit 10 % FCS versetzt wurde, zu MoLC und MoDC kultiviert. Die Komplement-
proteine im FCS wurden bei 56 °C tber 40 min hitzeinaktiviert. Die Zellen wurden in
Brutschranken bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert.

Die Zellzahl in den Suspensionen wurde durch elektronische Pulsflachenanalyse mit
dem vollautomatischen Zellzahler mit einer Messgenauigkeit von 0,1 um bestimmt.
Ebenso erfolgte die tot/lebend-Unterscheidung anhand der Zellgrél3e (lebende Zellen
bei mononuklearen Zellen aus dem peripheren Blut (PBMC)/MoLC/MoDC > 10 pym,
bei pDC > 8 ym). Zur Messung wurde die Probe 1:1000 mit PBS verdlnnt.
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2.2 Zellisolierung aus buffy coat

2.2.1 Isolierung von PBMC aus buffy coat Uber Dichtegradientenzentrifugation

Buffy coat 60 ml, mit Anti-Gerinnungsmittel CPDA; Blutspende-
dienst
Histopaque-1077 Dichtegradient aus 5,7 g/dl Ficoll (Typ 400, Sucrose

Polymer) und 9,0 g/dl Natriumdiatrizoat; Sigma,
Deisenhofen

PBS Phosphatgepufferte Kochsalzldsung nach Dulbecco,
ohne Ca** und Mg?*; Gibco BRL Life Technologies,

Karlsruhe

Als buffy coat wird die leukozyten- und thrombozytenreiche Schicht bezeichnet, die
nach der Zentrifugation von CPDA-stabilisiertem Vollblut zwischen Plasma und
Erythrozyten liegt. Diese werden separiert, so dass der buffy coat vom Blutspende-
dienst zu Forschungszwecken zur Verfigung gestellt werden kann.

Die Population der PBMC wird mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation isoliert.
Als Gradient wird die Ficoll-Natriumdiazitrat-Lésung verwandt. Wéhrend der
isopyknischen Zentrifugation verbinden sich Granulozyten und Erythrozyten mit der
hochpolymeren Methylzellulose des Ficolls und sedimentieren als schwere
Aggregate am Rohrchenboden. Nach Zentrifugation enthalt die unterste Phase
aggregierte Erythrozyten und Granulozyten. Die PBMC-Zellpopulation sammelt sich
in der Grenzschicht zwischen Plasma- und Ficollphase und kann hier vorsichtig
abgenommen werden.

Um groRRe Teile der Erythrozyten bereits vor der Dichtegradientenzentrifugation
abzutrennen, wurde die buffy-coat-Spende in 50 ml Rohrchen tberfihrt, direkt bei
400 g zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig von dem roten Pellet am Boden
getrennt. Dieses Pellet wurde resuspendiert und die Zellen 1:2 mit PBS vermischt, je
25 ml der Zellsuspension vorsichtig auf 15 ml Gradient in 50 ml Ro6hrchen
aufgeschichtet und zentrifugiert (800 g, 20 min bei Raumtemperatur ohne Bremse).
Die leukozytenhaltige Grenzschicht konnte mit der 10 ml Pipette vorsichtig
abpipettiert werden. PBMC wurden anschlieBend in PBS (4 °C) uberfuhrt, zentri-
fugiert (400 g, 10 min, mit Bremse) und mehrfach bei 260 g, 5 min und 4 °C thrombo-

zytenfrei gewaschen. Die Zellen eines Spenders wurden vereinigt und in PBS mit
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10 % FCS resuspendiert. Die Zellen wurden gezéhlt und nur Praparationen mit

normaler Anzahl an PBMC weiterverarbeitet.

2.2.2 Isolierung von Monozyten aus PBMC durch Adhérenz

Gewebekultur-Schalen 6 cm Durchmesser; Greiner, Frickenhausen
Spulmedium RPMI ohne FCS

Die Isolierung von Monozyten durch Adharenz beruht auf ihrer Eigenschaft, auf
unphysiologischen Oberflachen zu haften. So kénnen sie von anderen Zellen der
PBMC getrennt werden. Fir die Adharenz wurden PBMC gezahlt und je
5x 10° Zellen in Gewebekultur-Schalen mit RPMI und 10 % FCS ausgebracht. Fir
die aktive Adharenz auf der Plastikoberflache wurden die Monozyten unter wieder-
holter Bewegung der Schalen fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Es erfolgte die
mikroskopische Kontrolle, ob sich Zellen angeheftet hatten. Die Gewebekultur-Schale
wurde in schrager Position aufgestellt, mit einem mittelstarken Pipettenstrahl warmen
Mediums, 50 ml, gespilt und gleichzeitig der Uberstand mit einer zweiten Pipette
abgesaugt. Nach mikroskopischer Kontrolle auf Kontamination mit T- oder B-Zellen
wurden 5 ml Medium mit 10 % FCS zu den Zellen gegeben und diese im Brutschrank

inkubiert.

2.2.3 Magnetische Sortierung von Monozyten mit Anti-CD14 Mikrobeads

Anti-CD14 Mikrobeads direkt gekoppelter Mausantikorper (mAKk), IgG2a
LS Séaule Selektionssaule

Isolierungspuffer PBS mit 2 mM EDTA und 0,5 % BSA

MACS Positivselektionssaulen large cell separation columns

Separationsfilter

MiniMACS Magnetischer Zell-Separator; alle Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach
Kanule 23G; BD Biosciences, Heidelberg

Neben der Adhérenz zur lIsolierung von Monozyten wurde die MACS-Technik
eingesetzt. Die Eigenschaften der MoLC und MoDC, die aus den mit den unter-

schiedlichen Techniken isolierten Monozyten differenziert wurden, sollten verglichen
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werden, um im Anschluss den Versuchsaufbau auszurichten. Es sollten Monozyten
durch Anti-CD14 Mikrobeads positiv selektiert werden. Bei dieser Technik sind die
Mikrobeads gegen das fir Monozyten charakteristische Oberflachenmolekil CD14,
ein Molekul, das auch als Rezeptor fur LPS fungiert, gerichtet. Die Bindung des
Isolierungs-mAk Anti-CD14 uber CD14-Kreuzbindung stellt bereits ein Aktivierungs-
signal fur die Zelle dar.

Es wurden 10’ Zellen der Suspension der PBMC in 80ul 4 °C kaltem, entgastem
Isolierungspuffer aufgenommen, mit 20 ul der Anti-CD14 Mikrobeads vermischt und
fur 15 min bei 6-8 °C inkubiert. Nach zwei Waschschritten (siehe 2.2.2) mit
Isolierungspuffer wurden die Zellen in einer Konzentration von 10° Zellen/500 l in
Isolierungspuffer resuspendiert. Die Saule mit einer Kapazitat von 10® Zellen wurde
in dem Einsatz des MiniMACS-Magneten positioniert, oben die Separationsfilter und
unten die Kanllen aufgesetzt. Die Saule wurde dann dreimal mit 500 ul des
Isolierungspuffer vorgespult und anschlieRend tber den Filter mit je 1 ml Zell-
suspension beladen. Die aus der Kanule tretende Zellsuspension wurde als CD14
negative Fraktion in Rohrchen aufgefangen. Nach Absinken des Meniskus der
Flassigkeit in den Saulen auf die Hohe des FlieR3stopps wurde die Saule dreimalig mit
je 1 ml Isolierungspuffer gespult. Die Saule wurde aus dem Einsatz des Magneten
genommen und unter Druck durch einen Stempel mit 1 ml Isolierungspuffer eluiert.

Die positiv isolierten Zellen wurden in einem Réhrchen gesammelt und gezahit.

2.2.4 Isolierung von Monozyten durch Depletion anderer PBMC-Populationen

Monocyte Isolation Kit 11 Biotin-konjugierte Anti-human CD3, CD7, CD16,
CD19, CD56, CD123, Glycophorin A und Anti-Biotin
Mikrobeads, Klon Bio3-18E7, IgG1

LS Séaule Selektionssaule

MiniMACS Magnetischer Zell-Separator; alle Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach

Kanule 23G; BD Biosciences, Heidelberg

Im Rahmen des Vergleichs der unterschiedlichen Isolierungstechniken wurden auch
Monozyten im Zustand von untouched cells isoliert. So wurden Monozyten mittels

Antikorper-Depletion anderer PBMC-Populationen negativ isoliert.
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Mit 100 pl humanem IgG wurden die Fc-Rezeptoren von 10° Zellen blockiert und
zeitgleich mit 100 pl Biotin-Antikdrper-Cocktail fiur 10 min bei 4-8 °C die kontami-
nierenden Blutzellen markiert. Nach sekundarer Bindung mit Anti-Biotin Mikrobeads
wurden PBMC auf Saulen geladen. Die Passagefraktion wurde als Monozyten

zurickgewonnen, wahrend die anderen Zellpopulationen in der Saule verblieben.

2.2.5 Isolierung von pDC durch Depletion anderer PBMC-Populationen und an-

schlieBender Sortierung mit Anti-human CD304 Mikrobeads

Cell Isolation Kit Diamond Plasmacytoid Dendritic Cell Isolation Kit;
Anti-human CD304 (Blut-DC Antigen 4/Neuropilin-1)
Mikrobeads; Biotin-konjugierte Anti-human Antikorper,
die gegen Antigene, die nicht von pDC exprimiert
werden, gerichtet sind; Anti-Biotin Mikrobeads; Anti-
CD304 Mikrobeads direkt gekoppelter mAk, IgG1

LD Saule Selektionssaule

MS Séaule Selektionssaule

MiniMACS Magnetischer Zell-Separator; alle Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach

Kanule 23G; BD Biosciences, Heidelberg

Neben MoLC und MoDC sollten auch pDC als weitere Subpopulation der DC unter-
sucht werden. Die pDC exprimieren charakteristischerweise das Oberflachenmolekiil
CD304 (Blut-DC Antigen 4/Neuropilin-1), dessen Bindung mit den Anti-CD304 Mikro-
beads zu keiner signifikanten Veradnderung der pDC bezuglich ihrer Typl-IFN-
Produktion nach Stimulation mit dem Influenza Virus fuhrt, also kein Aktivierungs-
signal fur die Zellen darstellt.

10® Zellen der PBMC wurden in 400 ul Puffer suspendiert. Die kontaminierenden
Blutzellen wurden mit 100 pl Biotin-Antikérper-Cocktail auf 10° Zellen fiir 10 min bei
4-8 °C markiert. Nach sekundarer Bindung mit Anti-Biotin Mikrobeads wurden PBMC
auf LD-S&aulen geladen. Die Passagefraktion wurde als pDC reiche Fraktion
zurickgewonnen, wahrend die anderen Zellpopulationen in der Saule verblieben.
Anschlie3end wurde die weitere Isolierung und Anreicherung Uber positive Selektion
mit Anti-human CD304 Mikrobeads fortgesetzt. Dafiir wurden 10® Zellen der
Suspension der PBMC in 100ul Anti-human CD304 Diamond Mikrobeads
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resuspendiert und fur 15 min bei 6-8 °C inkubiert. Nach zwei Waschschritten mit
Isolierungspuffer wurden 102 Zellen in 500 pl aufgenommen. Die medium cell Saule
mit einer Kapazitat von 10° Zellen wurde in dem Einsatz des MiniMACS-Magneten
positioniert und oben wurden die Separationsfilter, unten die Kanulen aufgesetzt. Die
Saule wurde dann dreimal mit jeweils 500 pl Isolierungspuffer vorgespult und
anschlieend Uber den Filter mit je 1 ml Zellsuspension beladen. Die aus der Kantile
tretende Zellsuspension wurde als CD304 negative Fraktion in Rohrchen auf-
gefangen. Nach Absinken des Meniskus der Flussigkeit in den Saulen auf die Hohe
des FlieRstopps wurde die Saule dreimal mit 1 ml Isolierungspuffer gespilt. Die
aufgefangene Suspension wurde nochmals auf die Saule gegeben und wie
beschrieben gespiilt. Die Saule wurde aus dem Einsatz des Magneten genommen
und mit 1 ml Isolierungspuffer mit einem Stempel durch Druck steril eluiert. Die

positiv isolierten Zellen wurden in einem Roéhrchen gesammelt und gezahilt.

2.3 Generierung von DC und LC aus Monozyten

Gewebekultur-Schalen Cellstar, 6 cm Durchmesser; Greiner, Frickenhausen
GM-CSF rekombinant; R&D, Wiesbaden-Nordenstadt
IL-4 rekombinant; R&D, Wiesbaden-Nordenstadt
TGF-B rekombinant; R&D, Wiesbaden-Nordenstadt

Aus Monozyten kdnnen in vitro unter Zugabe der Zytokine GM-CSF und IL-4 (oder
IL-13) sogenannte MoDC, unreife DC, generiert werden (33, 98). Zur Kultivierung LC-
ahnlicher Zellen, den MoLC, die Birbeck-Granula und Langerin exprimieren, wird den
Monozyten, abgesehen von GM-CSF und IL-4, TGF-B1 zugesetzt (17). Bei der
Konversion verlieren die Zellen in der Zellkultur das CD14-Antigen und verstarken die
Expression von MHC-Klasse-lI-Molekilen. Nach sechs Tagen Kultur sind Zellen
eines unreifen DC-Phanotyps differenziert. Zur Generierung der MoDC wurde den
Monozyten in der Gewebekultur-Schale 100 ng/ml GM-CSF und 10 ng/ml IL-4
zugegeben. An Tag 2 und 4 wurden 2 ml Medium von den Schalen abgesaugt und
3 ml frisches Medium mit 100 ng/ml GM-CSF zugegeben. An Tag 6 wurden die nicht
adharenten Zellen mit dem Mediumuberstand abgenommen, gewaschen und in den
Experimenten eingesetzt. Bei der Generierung von MoLC wurden zusatzlich 10 ng/ml
TGF-B1 an Tag 0, 2 und 4 in das Kulturmedium gegeben.
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2.4 Stimulation der DC

24-Napf Gewebekultur-Platte
CpG

DNS

Flagellin

LPS

MALP-2

MDP

M'TriDAp

Pam,

Pam;

PGN

Polyl:C

PolyU

sCD40L-Trimer
Anti-TLR2 T2.5 und 11G7

Greiner, Frickenhausen

CpG-Oligonukleotid, TLR9-Ligand; InvivoGen, Toulouse,
Frankreich

Endotoxin-freie bakterielle Desoxyribonukleinsaure,
TLR9-Ligand; InvivoGen, Toulouse, Frankreich

Flagellin aus Bacillus subtilis, TLR5-Ligand; InvivoGen,
Toulouse, Frankreich

Ultra Pure Lipopolysaccharid aus Salmonella minnesota,
TLR4-Ligand; InvivoGen, Toulouse, Frankreich
Makrophagen aktivierendes Lipopeptid-2 aus
Mycoplasma fermentans, TLR2/6-Ligand; Axxora,
Lorrach

Muramyl Dipeptid, NOD2; InvivoGen, Toulouse,
Frankreich

MurNAc-L-Ala-g-D-GlumDAP, NOD1/2; InvivoGen,
Toulouse, Frankreich
S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propyl]-(R)-Cys-Ser-
(Lys)4, TLR2/6-Ligand; InvivoGen, Toulouse, Frankreich
N-pamitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propyl]-(R)-
Cys-Ser-(Lys)4, TLR1/2-Ligand; InvivoGen, Toulouse,
Frankreich

Peptidoglykan aus Staphylococcus aureus; Fluka,
Buchs, Schweiz

Polyinosine-Polycytidylsdure, TLR3-Ligand; InvivoGen,
Toulouse, Frankreich

einzelstrangiges Polyuridin im Komplex mit dem
kationischen Lipid Lyo/Vec (ssPolyU/LyoVec), TLR8-
Ligand; InvivoGen, Toulouse, Frankreich

rekombinant, 16slich; Bender, Wien, Osterreich

IgG1; eBioscience, Frankfurt am Main und Millipore,

Schwalbach am Taunus

Generierte MoLC und MoDC bzw. isolierte pDC wurden zur Stimulation zu

10° Zellen/ml Medium in den Vertiefungen einer Gewebekultur-Platte mit Flachboden

ausgebracht. Sie wurden dann Uber einen Zeitraum von 48 h mit den Stimuli, einzeln
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und in Kombination, aktiviert: mit 5 pg/ml CpG, 5 pg/ml DNS, 0,1 pg/ml Flagellin,
500 ng/ml LPS, 0,05 pg/ml MALP-2, 5 pg/ml Muramyl Dipeptid (MDP), 5 pg/ml
MurNAc-L-Ala-g-D-GIUDAP (M-Tripap), 0,1 pg/ml Pam,, 1 pg/ml Pams, 20 pg/ml
PGN, 5 pg/ml Polyl:C, 5 pg/ml PolyU bzw. 1 pg/ml CD40L. Die Wahl der
Konzentration der Stimuli orientierte sich an der einschlagigen Literatur und
Herstellerempfehlungen oder wurde beziglich PGN nach der Durchfiihrung einer
Kinetik festgelegt. Die Zugabe der Anti-TLR2-Antikorper, T2.5 und 11G7 erfolgte
0,5 h vor der Stimulation.

Nach der zweitagigen Inkubation wurde der unverdinnte Kulturiberstand aus den
N&pfen abgenommen, zellfrei zentrifugiert und fur die Analyse im ELISA direkt
verwendet oder bei -80°C weggefroren. Die Pellets wurden mit den in den N&pfen

verbliebenen Zellen vereint, gezahlt und im FACS analysiert.

2.5 Isolierung und Kultur von CD4'T-Zellen durch Depletion anderer
PBMC-Populationen

CD4'T cell isolation kit Il Biotin-konjugierte Anti-human CD8, CD14, CD16,
CD19, CD36, CD56, CD123, TCR y/6, Glycophorin A
und Anti-Biotin Mikrobeads, mAk IgG1

LS Séaule Selektionssaule

MiniMACS Magnetischer Zell-Separator; alle Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach

Kantle 23G; BD Biosciences, Heidelberg

24-Napf Gewebekultur-Platte Greiner, Frickenhausen

CD4'T-Zellen wurden mittels Antikorper-Depletion anderer PBMC-Populationen
negativ isoliert. Sie befanden sich so im Zustand von untouched cells. Mit 100 pl
humanem IgG wurden die Fc-Rezeptoren von 10° Zellen blockiert und zeitgleich mit
100 ul Biotin-Antikorper-Cocktail fir 10 min bei 4-8 °C die kontaminierenden Blut-
zellen markiert. Nach sekundarer Bindung mit Anti-Biotin Mikrobeads wurden die
PBMC auf die Saulen geladen. Die Passagefraktion wurde als CD4'T-Zellen
zuriickgewonnen, wahrend die anderen Zellpopulationen in der Sdule verblieben. Die
isolierten CD4*T-Zellen wurden zu 10° Zellen/Napf ausgebracht und mit 10* vor-
stimulierten allogenen MoLC in 110ul Medium kokultiviert. Um bei den Unter-

suchungen madglichst die Gegebenheit in vivo zu simulieren, wurde auf die Zugabe
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von IL-2, blockierenden Antikorpern und kostimulatorischen CD3/CD28-beads
verzichtet. Nach 5 Tagen wurde der unverdiinnte Kulturiberstand aus den N&pfen
abgenommen, zellfrei zentrifugiert und fir die Analyse im ELISA direkt verwendet
oder bei -80 °C weggefroren. Die Pellets wurden mit den in den Né&pfen verbliebenen

Zellen vereint, gezahlt und im FACS analysiert.

2.6 Zytokinmessung im Sandwich-ELISA

ELISA-Kit

Washer
Mikrotiterplatte

The Belly Dancer
Folie

Blockpuffer
Waschpuffer
Reagenzverdiinnung

Reagenzverdiunnung (IFN-y, I1L-4)

Reagenzverdinnung (TGF-B1)
Streptavidin-HRP

Substrat-Losung

Human IFN-y DuoSet ELISA-Kit

Human IL-1B/IL-1F2 DuoSet ELISA-Kit

Human IL-4 DuoSet ELISA-Kit

Human IL-6 DuoSet ELISA-Kit

Human IL-12p70 DuoSet ELISA-Kit

Human IL-17 DuoSet ELISA-Kit

Human IL-22 DuoSet ELISA-Kit

Human TGF-B1 DuoSet ELISA-Kit

Human TNF-a DuoSet ELISA-Kit; alle R&D Systems,
Wiesbaden-Nordenstadt

Human IL-23 (p19/p40) (Interleukin-23, IL23) ELISA
Ready-SET-Go! Set; eBioscience, Frankfurt am Main
Columbus Pro washer; Tecan, Grédig, Osterreich
96-Napf mit Maxisorp-Oberflache, Flachboden; Nunc,
Roskilde, Danemark

Stovall Life Science, Asbach

Verdunstungsschutz; R&D Systems, Wiesbaden-
Nordenstadt

PBS, 1 % BSA, 5 % Sucrose, 0,05 % NaNj;

PBS, 0,05 % Tween 20

PBS, 1 % BSA (IL-1B, IL-6, IL-12, IL-17, IL-22, TNF-a)
Tris-gepuffertes Salin (20 mM Trizma-Base, 150 mM
NacCl), 0,1 % BSA, 0,05% Tween

PBS, 1,4 % entfettetes BSA, 0,05 % Tween 20
Meerrettichperoxidase, 1:200 in Reagenzverdinnung
1:1 Farbreagenz A (H,0,) und Farbreagenz B
(Tetramethylbenzidin); R&D Systems, Wiesbaden-

Nordenstadt
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Stopp-Ldsung
Fanger-Antikorper

Detektions-Antikorper

Standard-Protein

2 N H,SO,

Anti-IFN-y aus der Maus (840101), 4 pg/ml in PBS
Anti-IL-18 aus der Maus (840168), 4 ug/ml in PBS
Anti-IL-4 aus der Maus (840107), 4 yg/ml in PBS
Anti-IL-6 aus der Maus (840113), 2 yg/ml in PBS
Anti-IL-12 aus der Maus (840177), 4 pg/ml in PBS
Anti-IL-17 aus der Maus (840713), 4 yg/ml in PBS
Anti-IL-22 aus der Maus (841990), 2 yg/ml in PBS
Anti-TNF-a aus der Maus (840119), 4 uyg/ml in PBS
Anti-TGF-B1 aus der Maus (840116), 2 ug/ml in PBS
Anti-IL-23 aus der Maus (eBio473P19) vortitriert; alle
ohne Carrier-Protein

Anti- IFN-y Biotin aus der Ziege (840102), 50 ng/ml in
Reagenzverdiinnung

Anti-IL-18 Biotin aus der Ziege (840169), 100 ng/ml in
Reagenzverdiinnung

Anti-IL-4 Biotin aus der Ziege (840108), 12,5 ng/ml in
Reagenzverdinnung

Anti-IL-6 Biotin aus der Ziege (840114), 200 ng/ml in
Reagenzverdinnung

Anti-IL-12 Biotin aus der Ziege (840178), 100 ng/ml in
Reagenzverdinnung

Anti-IL-17 Biotin aus der Ziege (840714), 75 ng/ml in
Reagenzverdinnung

Anti-IL-22 Biotin aus der Ziege (841991), 250 ng/ml in
Reagenzverdinnung

Anti-TNF-a Biotin aus der Ziege (840120), 350 ng/ml in
Reagenzverdinnung

Anti-TGF-1 Biotin aus dem Huhn (840117), 300 ng/ml
in Reagenzverdinnung

Anti-IL-23 aus der Maus (C8.6) vortitriert
rekombinantes humanes IFN-y (840103), 1000 pg/ml
rekombinantes humanes IL-1 (840170), 250 pg/mi
rekombinantes humanes IL-4 (840109), 2000 pg/ml
rekombinantes humanes IL-6 (840115), 600 pg/ml
rekombinantes humanes IL-12 (840179), 2000 pg/ml
rekombinantes humanes IL-17 (840715), 1000 pg/ml
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rekombinantes humanes IL-22 (841992), 2000 pg/ml
rekombinantes humanes TNF-a (840121), 1000 pg/ml
rekombinantes humanes TGF-$1 (840118), 2000 pg/ml
alle Standards in Reagenzverdiinnung. 1L-23 2000 pg/ml

Multikanalpipette 200 pl; Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
ELISA-Reader Emax, Molecular Devices; MWG Biotech, Ebersberg
Softmax Software Version SPF2.6; MWG Biotech, Ebersberg

Mittels des ELISA erfolgt die quantitative Messung von Proteinen. Aufgrund seiner
hohen Sensitivitat und Spezifitat eignet er sich zur Analyse der Zellkultur-Uberstande.
Alle Messungen wurden mit dem Sandwich-ELISA durchgefiihrt. Bei diesem erfolgt
die Bestimmung des Proteins indirekt. Der am Boden der Mikrotiterplatte heftende
Fanger-Antikorper bindet ein spezielles Epitop des zu untersuchenden Proteins und
halt dieses fest. Nun bindet der Biotin-gekoppelte Detektion-Antikérper an ein zweites
Epitop des Proteins. Streptavidin, das eine hohe Affinitat gegen Biotin aufweist, wird
im Komplex mit dem Enzym Meerrettichperoxidase (HRP, englisch horseradish
peroxidase) hinzugegeben. Dieses reduziert H,O, zu H,O und fihrt so zur Ver-
farbung des zugegebenen Indikators, Tetramethylbenzidin. Dieser Farbumschlag
wird im ELISA-Reader detektiert und quantitativ anhand des Standards (Standard:
zweifach Verdinnungsreihen) aufgeschlisselt.

Die Napfe der Mikrotiterplatte wurden mit je 100 pl Fanger-Antikorper beftllt, mit
Folie abgedeckt und tGiber Nacht bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Mit dem washer
wurde die Mikrotiterplatte gewaschen und anschlieRend mit je 300 pl Blockpuffer bei
RT fur 1 h inkubiert, um unspezifische Antikérper-Bindungen zu vermeiden. Nach
einem Waschschritt wurden in Doppelansatzen 100 uyl Standard und Proben aufge-
tragen. Die Proben wurden teilweise vorverdinnt und der Faktor bei der Analyse
bericksichtigt. Die Inkubation der Standards und Proben erfolgte abgedeckt fir 2 h
bei RT. Nach einem Waschschritt wurden die Napfe mit je 100 pl des Detektion-
Antikorpers gefillt, abgedeckt und fur 2 h bei RT inkubiert. Nach einem Waschschritt
wurden je 100 pl der Enzymverdinnung in die Napfe pipettiert, die Platte abgedeckt
und fur 20 min bei RT abgedunkelt inkubiert. Nach einem Waschschritt wurden je
100 pl der Substratldsung zugegeben und die Platte fur 20 min bei RT abgedunkelt
inkubiert. Die Farbreaktion wurde schlieBlich mit 50ul Schwefelsaure (H,SO,)
gestoppt. Im Anschluss wurde die Absorption in den einzelnen N&pfen im ELISA-

Reader bei 450 nm und 570 nm Referenzwellenlange gemessen. Die
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Konzentrationswerte der Proben in pg/ml wurden aus der Standardkurve berechnet
und die Mittelwerte gebildet. Der Korrelationskoeffizient der Standards betrug in allen
Versuchen = 0,98.

TGF-B1 wurde zur Messung im ELISA von seiner latenten in seine immunreaktive
Form Uberfuhrt. Dies erfolgte durch die Inkubation von 500 ul Probe mit 100 pl
1 NHCI fur 10 min bei RT und anschlieBender Neutralisierung mit 100 pl
1,2 N NaOH/0,5 M HEPES.

IL-23 aus den Uberstanden wurde mittels eines ELISA Ready-SET-Go! Set nach den

Gebrauchsempfehlungen des Herstellers detektiert.

2.7 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie stellt ein leistungsfahiges Werkzeug zur Analyse von
Oberflachenmolekilen, DNS, Zellzyklen oder auch der Signaltransduktion auf Einzel-
zellebene dar. Die parallele Detektierung und Quantifizierung von derzeit bis zu 17
Oberflachenmolekilen fuldt auf deren Markierung mit Fluorchrom-konjugierten Anti-
kérpern und der anschlieRenden Messung des von ihnen nach Anregung emittierten
Lichts.

Dazu werden die Zellen Uber einen konstanten Flussigkeitsstrom hydrodynamisch
fokussiert und vereinzelt mit einer Genauigkeit von weniger als 1 um am Messpunkt
vorbeigeleitet. Dort trifft der Flissigkeitsstrahl auf das monochromatische Licht eines
Lasers (488 nm Argonionenlaser beim FACS Calibur), das beim Auftreffen auf Zellen
und Partikel im laminaren Probenstrom abgelenkt wird. Um 180° abgelenktes Licht
wird als Vorwartsstreulicht (forward scatter) bezeichnet. Es wird von einer
Photodiode detektiert und korreliert mit der Grol3e der gemessenen Zelle. Mit
zunehmender Anzahl und Grof3e der Organellen in den Zellen wird ein Teil des
Laserlichts verstarkt im 90° Winkel seitlich abgelenkt; es wird als Seitwartsstreulicht
(side scatter) bezeichnet und gilt als Mal3 fur die Granularitat einer Zelle.

Zur Quantifizierung weiterer Eigenschaften konnen die Zellen direkt mit einem
Fluoreszenzfarbstoff gefarbt oder mit Fluorchrom-Antikbrpern markiert werden. Die
Farbstoffe absorbieren das anregende Laserlicht und emittieren anschlie3end Licht
einer hoheren Wellenlange. Dabei sollten die Maxima der Absorptions- und

Emissionsspektren ausreichend voneinander entfernt liegen. Hierbei werden
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Laserquellen mit unterschiedlichen Wellenlangen und Fluorochromen, die Licht

unterschiedlicher Wellenlangen emittieren, eingesetzt.

2.7.1 Farbung der Zellen mit Fluorochrom-konjugierten Antikdrpern

Waschpuffer
Blockpuffer
Mikrotiterplatte

FACS-Ro6hrchen

Antikorper

Substanzen zur intrazelluldren

Farbung

Intrazellulare Antikorper

PBS mit 0,1 % NaN; und 2 % FCS, filtriert, pH 7,4
Waschpuffer mit 10 % Humanserum

96-Napf-Platte mit Rundboden fiir die Ak-Inkubation; BD
Falcon, Heidelberg

12x 75 mm Probenréhrchen; BD Pharmingen,
Heidelberg

CD1a- Allophycocyanin (APCy) (HI149) migG1, CD40-
Phycoerythrin (PE) (5C3) mlgG1, CD80-Fluoreszein-
Isothiocyanat (FITC) (L307.4) migG1, CD83-PE (HB15e)
mlgG1, CD86-PE (FUN-)1 migG1, CD181/CXCR1/IL-
8RA/CD128a-APCy (5A12) migG2, CD182/CXCR2/IL-
8RB/CD128b-FITC (6C6) migG1l, CCR7 (2H4) migM,
IgG1-Isotyp (MOPC-21), IgG2b-Isotyp (27-35), Anti-lgM-
Biotin (G20-127) mlgG1, Streptavidin-APCy (Sav-APCy-
Konjugat); alle BD Pharmingen, Heidelberg

CD54-PE (84H10) migG1, CD207/Langerin-PE
(DCGM4) migG1, HLA-DR-FITC/PE (B8.12.2) migG2b;
alle Coulter, Krefeld

CD11c-FITC (3.9) migG1, CD40-FITC (B-B20) migG1;
alle Dianova, Hamburg

Brefeldin A, Cytofix/Cytoperm; BD Biosciences,
Heidelberg

12-O-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat (TPA), lonomycin;
Sigma-Aldrich, Minchen

IFN-y-APCy (25723.11); BD Biosciences, Heidelberg
IL-9-PE (MH9D1), IL-17A-PE (eBio64DECL17),

IL-22 Alexa Fluor 647 (22URT]I); eBioscience, Frankfurt

am Main

Vor der eigentlichen Farbung der Oberflaichenmolekile der Zellen mit den

Fluorchrom-konjugierten Antikérpern wurden die Zellen mit Serumproteinen, PBS mit

10% humanem Serum, resuspendiert, in FACS-Rohrchen Uberfihrt und zur
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Blockierung der Fc-Rezeptoren inkubiert (50 pl Blockpuffer auf 10° Zellen fur 10 min
auf Eis). AnschlieRBend erfolgte die Farbung: In jeden Ansatz wurden 1-10 pl der
spezifischen Antikorper pipettiert. Die Suspensionen in den FACS-R6éhrchen wurden
mittels des Vortexers vermengt und dann fur 45 min auf Eis abgedunkelt inkubiert.
Danach wurden 10° Zellen mit 1 ml Waschpuffer zweimal bei 260 g, 4°C und 4 min
gewaschen, in 500 pl Waschpuffer resuspendiert und sofort gemessen. Beim Einsatz
biotinylierter Antikdrper wurden die Zellen nach der Antikorperinkubation zweimal
gewaschen und in 50 uyl mit 0,5 pg/ml Streptavidin-APCy fir 30 min inkubiert.

Das Natriumazid im Waschpuffer inhibierte die Endozytose sowie Quervernetzung
von Zelloberflachenproteinen (patching), deren Akkumulation an einem Pol der Zelle
(capping) und den Abwurf der Komplexe.

Fur die intrazellulare Farbung wurden die Zellen in der Kokultur zunachst fur 4 h mit
5 ng/ml TPA und 500 ng/ml lonomycin in Anwesenheit von 1 upg/ml Brefeldin A
restimuliert. TPA und lonomycin simulieren die Stimulation des TCR und Kostimula-
tion, so dass die T-Zellen unabhangig von ihrer Rezeptorspezifitat angeregt werden.
Brefeldin A hemmt die Funktion des endoplasmatischen Retikulums und des Golgi-
Apparates, so dass sich die produzierten Zytokine in den Zellen anreichern.
AnschlieBend wurden die Zellen fur 20 min mit Cytofix/Cytoperm, das Paraform-
aldehyd enthélt, durch Denaturierung und Prazipitation von Proteinen und deren
Seitenketten fixiert und ihre Zellwand durch Detergenzien permeabilisiert. Schlieflich
erfolgte die Farbung mit den jeweiligen Farbstoffen fur 30 min abgedunkelt auf Eis.
Fur jede Stimulations-/Differenzierungssituation der Zellen wurden Isotypen-
Kontrollen durchgefuhrt.

2.7.2 Messung der Zellen und Analyse

FACS Flow Tragerflissigkeit; BD Pharmingen, Heidelberg
FACS-Calibur Durchflusszytometer; BD Pharmingen, Heidelberg
CellQuest Analyse-Software; BD Pharmingen, Heidelberg

Die Messung der Zellen wurde mit dem Durchflusszytometer FACS-Calibur
durchgefihrt. Dieses verfugt Uber einen 480 nm Argonionenlaser, der FITC, PE und
PE-Cyanin5-Fluorochrome anregen kann, sowie Uber einen Dioden-Laser, der APCy-
Farbstoffe bei 635 nm anregt.
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Die Signale der Lichtstreuung nach vorn und zur Seite wurden mit linearer
Verstarkung, die Signale der Fluoreszenz mit logarithmischer Verstarkung detektiert.
Zelltrimmer wurden Uber die Einstellung des threshold-Levels aus der Analyse
ausgeschlossen. Vor den Messungen der Proben wurde die Verstarkung der
Detektoren-Empfindlichkeit Gber die Isotypen-Kontrollen individuell fir jede
Zellpopulation eingestellt, sodass Isotyp-gefarbte Zellen im Histogramm links in der
ersten Dekade lagen. Es wurden die Fluoreszenzsignale von 10* Zellen auf-
genommen bzw. bei Mischpopulationen die Signale von 5x 10° Zellen. Die
Fluoreszenziberlappungen von den Einzelfarbungen wurden elektronisch kom-
pensiert. Die bei Zellen aus der Kultur auftretende Autofluoreszenz wurde durch eine
Region in der zweidimensionalen dot blot-Analyse von den positiven Signalen
subtrahiert. Es wurden der Messwert ,% positive Zellen“ als solche Zellen, die hdhere
Kanalwerte als die Isotypen-Kontrolle hatten, und die Differenz der mittleren
Fluoreszenzintensitaten von Probe zu Isotypen-Kontrolle ausgewertet. Mess-
ergebnisse wurden wie in Publikationen Ublich grafisch als overlay-Histogramm der

Probe Uber die Isotypen-Kontrolle dargestellt.

2.8 Datenverarbeitung und statistische Auswertung

Microsoft Office 2007 Microsoft Deutschland GmbH, UnterschleiRheim

Alle Versuche wurden mindestens viermal durchgefuhrt. Bezuglich der FACS-
Analysen wurden reprasentative Darstellungen ausgewéhlt. Aus den einzelnen
Ergebnissen der Messungen im ELISA wurde das arithmetische Mittel gebildet und
die Standardabweichung von diesem Mittelwert berechnet. Zur Berechnung
statistischer Signifikanzen wurde der zweiseitige t-Test nach Student durchgefihrt.
P-Werte (Signifikanzwert) kleiner als 0,05 wurden als signifikant angesehen. Die
statistische Auswertung und graphische Aufarbeitung wurde mit Excel ausgefuhrt.
Die Graphiken wurden in PowerPoint tUberfuhrt, bearbeitet und schlief3lich in Word

exportiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Vergleich der Methoden Adhéarenz, Positivisolierung und Depletion in
TLR2 stimulierten DC

In der vorliegenden Arbeit wurden MoLC und MoDC aus adharierten Monozyten
generiert. Die Eigenschaften durch Adhérenz isolierter Monozyten sollten mit denen
von Monozyten, die durch die Isolierungsverfahren Positivselektion bzw. Depletion
per MACS gewonnen wurden, verglichen werden. Hierbei wurde der buffy coat eines
Spenders in drei Teile fraktioniert und die Monozyten mit den eingehends genannten

Methoden isoliert.
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Abb. 3: Sekretion von IL-6 und TNF-a durch MoLC und MoDC nach unter-
schiedlichen Methoden der Monozyten-Gewinnung und Stimulation mit PGN,
Pam, und Pams Monozyten wurden erstens durch Adharenz auf sterilen Gewebe-
kultur-Schalen (schwarz), zweitens durch ein positives Selektionsverfahren tber die
Markierung von CD14 mit einem monoklonalen Antikérper per MACS (hellgrau) und
drittens durch ein negatives Selektionsverfahren, bei dem kontaminierende Leuko-
zytenpopulationen mit Magnetbeads-gekoppelten Antikdrpern markiert und im MACS
zuriickgehalten wurden (dunkelgrau), aus PBMC isoliert. AnschlieRend wurden sie
far 48 h mit PGN, Pam, und Pam; stimuliert. Die Balken zeigen Mittelwerte, denen
Standardabweichungen aufgesetzt sind. Sie sind repréasentativ fur drei Experimente
mit Zellen unterschiedlicher Spender, fir ein Experiment wurden PBMC eines
Spenders in drei Teile geteilt und mit den drei Methoden separat prépariert.
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Es zeigten sich bei MoLC und MoDC nach Stimulation mit dem TLR2-Liganden PGN,
dem TLR2/6-Liganden Pam;, und dem TLR1/2-Liganden Pamgs vergleichbare Level in
der Sekretion von IL-6 und TNF-a (Abb. 3).

Insgesamt wurde die Sekretion der Zytokine in aus adharierten Monozyten
generierten MoLC und MoDC starker hoch reguliert und schien sensibler auf die
unterschiedlichen Stimuli zu reagieren, als dies bei isolierten Zellen beobachtet

werden konnte.

3.2 Vergleich unterschiedlicher TLR2-Liganden

3.2.1 Sekretion von IL-6, TNF-a, TGF-B, IL-1B und IL-12p70

Es sollten die Reifung und Sekretion durch MoLC und MoDC nach Stimulation mit
PGN, das sowohl das TLR1/2- als auch das TLR2/6-Hetreodimer bindet, mit der
Reifung und Sekretion nach Stimulation mit dem TLR2/6-Liganden Pam;, und dem
TLR1/2-Liganden Pamgs verglichen werden. Hierzu wurden verschiedene Zytokine
untersucht. Dabei sollte ermittelt werden, in welchen Mengen IL-6, TNF-a, TGF-f,
IL-1B und IL-12p70 durch MoLC nach Stimulation des TLR2 sezerniert werden und in
welchem Ausmald die HLA-DR-, CD40-, CD86-, CDla-, CD80-, CD83-Expression
hoch reguliert wird.

Wie vorher in Abb. 3 gezeigt, setzten MoLC und MoDC IL-6 und TNF-a nach
Stimulation mit den unterschiedlichen TLR2-Liganden frei, fur beide Zelltypen galt:
PGN stimulierte starker als Pam, und Pam, starker als Pamgs die Freisetzung der
Zytokine. Die spontane Sekretion von TGF-f wurde durch keinen der Stimuli
signifikant beeinflusst (Abb. 4, Daten fur MoDC nicht gezeigt). IL-12p70 wurde nach
Stimulation mit PGN von beiden Zelltypen in keinen relevanten Mengen sezerniert
(Daten nicht gezeigt).

Zudem wurde die Sekretion von IL-18 durch MoLC untersucht. Wahrend die
Stimulation mit PGN zur Sekretion signifikanter Mengen von IL-1B fuhrte, wurde es

nach Stimulation mit Pam, oder Pamg nicht freigesetzt.
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Abb. 4: Sekretion von TGF-B und IL-1B durch MoLC nach Stimulation mit unter-
schiedlichen TLR2-Liganden. Nach 48 h Stimulation mit PGN, Pam, oder Pamj
wurde die Konzentration der oben genannten Zytokine im Zellkultur-Uberstand mit
Hilfe des ELISA gemessen. Die Balken geben einen Mittelwert wieder, dem eine
Standardabweichung aufgesetzt ist. Sie sind reprasentativ fur vier Experimente mit
Zellen unterschiedlicher Spender.

3.2.2 Expression von HLA-DR, CD40, CD86, CD1a, CD80 und CD83 auf MoLC nach

Stimulation mit PGN, Pam, und Pams

Die Oberflachenmolekille HLA-DR, CD40, CD86, CD1la, CD80 und CD83 wurden auf
MoLC bei Aktivierung hoch reguliert detektiert (Abb. 5). Hierbei lieBen sich mit
groRen Anteilen positiver Zellen und hohen mittleren Fluoreszenzintensitaten die
deutlichsten Effekte nach der Stimulation mit dem TLR2-Liganden PGN beobachten.
Nur beziglich HLA-DR war der positive Anteil der gemessenen Zellen nach
Stimulation mit dem TLR1/2-Ligand Pams; am grof3ten. Zudem war Pams ein
moderater Induktor von CD1a und CD80. Dagegen war der TLR2/6-Ligand Pam; ein
moderater von CD40, CD86 und CD83.
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Abb. 5: HLA-DR-, CD40-, CD86-, CD1a-, CD80-, CD83-Expression auf MoLC bei
Stimulation mit unterschiedlichen TLR2-Liganden. Nach 48 h Stimulation mit
PGN, Pam, und Pams; wurden die Oberflachenmarker im FACS gemessen. Das ins
Bild eingefligte Zahlenkreuz zeigt die prozentuale Verteilung der MoLC-Population in
den Quadranten. Die nach dem Isotyp festgelegten Quadranten ermdglichen die
Unterscheidung von dem Oberflachenmolekil nach positiven und negativen Zellen:
Der untere linke Quadrant zeigt die doppelt negativen Zellen, der obere linke und der
untere rechte die einfach positiven und der obere rechte die doppelt positiven Zellen.
Die Dotplot reprasentieren Ergebnisse von n=4 Versuchen mit unterschiedlichen
Spendern.

3.2.3 Stimulation mit PGN bei Blockade des TLR2

Durch Gabe eines TLR2 blockierenden Antikérpers vor der Stimulation sollte unter-
sucht werden, wie PGN Uber den TLR2-Rezeptor gebunden spezifisch die Sekretion
von Zytokinen beeinflusst. Dazu wurden zwei unterschiedliche Antikorper, die von

den Herstellern als TLR2 blockierend beschrieben wurden, verwendet. Nur der T2.5-
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Antikorper fihrte zu einer signifikanten Reduktion der Sekretion von IL-6 und TNF-a
(Abb. 6). Dagegen wurde die Sekretion von TNF-a nach Blockierung mit dem Anti-
korper 11G7 in geringem Mal3e und die Sekretion von IL-6 gar nicht beeinflusst.
Desweiteren sollte eine Partizipation der NOD1/2-Rezeptoren, an die PGN prinzipiell
binden kann, durch die Stimulation der MoLC mit M-Tripap (NOD1/2) und MDP
(NOD2) untersucht werden. Die Stimulation des NOD1/2-Rezeptors mit M-Tripap und
des NOD2 mit MDP fuhrte zu keiner relevanten Sekretion von IL-6, IL-13 oder
IL-12p70 (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 6: Die Sekretion von IL-6 und TNF-a nach Stimulation mit PGN nach vor-
angegangener Inkubation der MoLC mit TLR2-Rezeptor blockierenden Anti-
kdrpern T2.5 und 11G7. MoLC wurden fur 30 min mit einem Isotyp oder TLR2-
Rezeptor blockierenden Antikérpern T2.5 bzw. 11G7 in drei unterschiedlichen
Konzentrationen inkubiert. Danach wurden die Zellen fir 48 h mit PGN zur Sekretion
von IL-6 bzw. TNF-a angeregt und die Konzentration im ELISA gemessen. Die
Balken geben einen Mittelwert an, dem eine Standardabweichung aufgesetzt ist. Sie
sind reprasentativ fur vier Experimente mit Zellen unterschiedlicher Spender.

3.2.3 Resimee

Insgesamt erwies sich PGN unter den verwendeten TLR2-Liganden als starkster
Induktor der Sekretion proinflammatorischer Zytokine und der Hoch-Regulierung der
Reifungsmarker auf MoLC. Der sekretorische Effekt von PGN auf MoLC liel3 sich

durch die Blockierung des TLR2 unterdricken.
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3.3 Stimulation von MoLC und MoDC mit PGN und CD40L

3.3.1 Sekretion von IL-6, TNF-a, TGF-B, IL-12p70 und IL-13 durch MoLC und MoDC
nach Stimulation mit PGN und CD40L

Nachdem in den oben genannten Versuchen Stimulation und Blockierung des TLR2
etabliert worden waren, sollte untersucht werden, wie MoLC und MoDC auf die
simultane Stimulation mit dem TLR2-Liganden PGN und CD40L reagierten und ob
sich aus dieser Kostimulation ein synergistischer Effekt auf die Sekretion der
Zytokine und Chemokine ergabe. Desweiteren sollte neben der Sekretion auch die
Expression von Oberflachenmarkern auf MoLC und MoDC gemessen werden, um
einen Zusammenhang zwischen Reifung der Zellen und der Sekretion herstellen zu
kénnen.

Beide Zelltypen sezernierten nach Stimulation mit PGN IL-6 und TNF-a (Abb. 7). Die
simultane Stimulation mit PGN und CD40L fihrte zu keiner Hoch-Regulierung der
freigesetzten Menge an IL-6 oder TNF-a durch MoDC und MoLC. Weiter wurde die
spontane Sekretion von TGF-B weder durch PGN noch durch die Kombination von
PGN und CDA40L signifikant beeinflusst. IL-12p70 wurde bei Stimulation mit PGN
allein durch MoLC und MoDC nicht freigesetzt. Jedoch fuhrte die simultane
Stimulation mit PGN und CD40L sowohl bei MoLC und MoDC zu einer signifikanten
Hoch-Regulierung des freigesetzten IL-12p70. Nur MoDC sezernierten IL-12p70 in
einer biologisch relevanten GroR3enordnung aus. Die Freisetzung von IL-13 wurde
bereits durch die Stimulation mit PGN in MoLC und MoDC induziert. Allein in MoLC
wurde die Sekretion von IL-1B durch die Kostimulation mit PGN und CD40L
signifikant hoch reguliert.
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Abb. 7: Sekretion von IL-6, TNF-a, TGF-B, IL-12p70 und IL-18 durch MoLC und
MoDC nach Stimulation mit PGN bzw. PGN und CD40L. MoLC und MoDC wurden
fur 48 h mit PGN bzw. PGN und CD40L stimuliert. Danach wurde die Konzentration
der oben genannten Zytokine im Uberstand mit Hilfe des ELISA gemessen. Die
Balken geben einen Mittelwert wieder, dem eine Standardabweichung aufgesetzt ist.
Sie sind repréasentativ fur vier Experimente mit Zellen unterschiedlicher Spender.

3.3.2 Expression der Reifungsmarker CD86, HLA-DR, CD83 und CD80 auf MoLC
und MoDC nach Stimulation mit PGN und CD40L

Um die Effekte auf die Sekretion in einen Zusammenhang mit der Reifung der DC

setzen zu kdnnen, wurde die Expression von Reifungsmarkern auf MoLC und MoDC
nach Stimulation mit PGN und CD40L untersucht.
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Abb. 8: CD86-, HLA-DR-, CD83- und CD80-Expression auf MoLC und MoDC.
MoLC und MoDC wurden fir 48 h mit PGN bzw. mit PGN und CD40L stimuliert, die
Zellen anschliel3end mit gegen CD86, HLA-DR, CD83 und CD80 gerichteten fluores-
zenzgekoppelten Antikdrpern gefarbt und die Fluoreszenzintensitat auf den MoLC
und MoDC im FACS gemessen. Das ins Bild eingefligte Zahlenkreuz zeigt die pro-
zentuale Verteilung der MoLC- bzw. MoDC-Population in den Quadranten. Die nach
der Farbung mit Isotyp festgelegten Quadranten ermoglichen die Unterscheidung
von dem Oberflachenmolekil nach positiven und negativen Zellen: Der untere linke
Quadrant zeigt die doppelt negativen Zellen, der obere linke bzw. der untere rechte
die einfach positiven und der obere rechte die doppelt positiven Zellen. Die Dotplot
reprasentieren Ergebnisse von n=3 Versuchen mit unterschiedlichen Spendern.

Auch beziiglich der Expression der mit der Reifung von DC assoziierten Oberflachen-
molekile CD86, HLA-DR, CD83 und CD80 zeigten MoLC und MoDC ein ahnliches,
jedoch nicht Gbereinstimmendes Verhalten: Beide exprimierten nach Stimulation mit
PGN die oben genannten Oberflachenmolekile (Abb. 8). Dieser Effekt wurde durch
die Kostimulation mit CD40L noch verstarkt. Bei MoLC steigerte sich der Prozentsatz
der fur CD86 und HLA-DR doppelt positiven Zellen von 80% auf 91% und der flr
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CD83 und CD80 doppelt positiven Zellen von 69% auf 88%. Im Gegensatz dazu
waren MoDC bezlglich der Expression von CD86 und HLA-DR schon durch die
Stimulation mit PGN voll aktiviert (100%). Der Anteil der fir CD83 und CD80 doppelt
positiven Zellen stieg von 87% auf 94% an. Als Ergebnis lie3 sich festhalten, dass
sich MoLC und MoDC bis auf die vollstandige Aktivierung der MoDC beziglich der
Expression von CD86 und HLA-DR gleichsinnig verhalten.

3.3.3 Resimee

Insgesamt verhielten sich MoLC und MoDC durchaus gleichsinnig. So fihrte die
kombinierte Stimulation mit PGN und CD40L in beiden Zelltypen zu einer
signifikanten Hoch-Regulierung der Reifungsmarker und der IL-12p70-Sekretion. IL-6
und TNF-a blieben von diesem Effekt unberthrt. IL-1p hingegen konnte nur in MoLC

induziert werden.

3.4 Sekretion von Zytokinen nach simultaner Stimulation der DC mit LPS

und anderen TLR-Liganden

3.4.1 Simultane Stimulation der MoLC mit LPS, Polyl:C und PolyU

In den bisher vorgestellten Versuchen wurden MoLC und MoDC nach Stimulation mit
verschiedenen TLR2-Liganden und nach der simultanen Kombination mit dem
TLR2-Liganden PGN und CD40L untersucht. Nun sollte die Wirkung der kom-
binierten Stimulation mit unterschiedlichen TLR-Liganden auf MoLC und MoDC hin-
sichtlich der Sekretion unterschiedlicher Zytokine untersucht werden. Die kombinierte
Stimulation der TLR sollte hierbei simultan erfolgen, um die Entwicklung einer
Kreuztoleranz, wie sie vorubergehend nach sequentieller Stimulation von
MyD88-gekoppelten TLR auftreten kann, zu verhindern. Zunachst sollten auf MoLC
der TLR3 mit Polyl:C, der TLR4 mit hoch gereinigtem LPS aus Salmonella minnesota
(S. minnesota) und der TLR8 mit PolyU einzeln und in Kombination stimuliert werden
und die Sekretion von IL-6, IL-1B, IL-12p70 und TGF-B in den Uberstanden
gemessen werden.

Die Einzelstimulation mit Polyl:C fihrte nur bezuglich IL-18 zu einer signifikanten
Sekretion durch MoLC, nicht bei IL-6 und IL-12p70 (Abb. 9). Unter der Stimulation mit
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PolyU wurden weder IL-6, IL-1 noch IL-12p70 freigesetzt. Die kombinierte
Stimulation der MoLC mit Polyl:C und PolyU flihrte zu einer relevanten Sekretion von
IL-6, die nicht groRer als der additive Wert der Einzelstimuli war. Die simultane
Stimulation mit Polyl:C und LPS fuhrte zu einer signifikanten Hoch-Regulierung der
Freisetzung von IL-6 durch MoLC im Sinne eines Synergismus — die sekretierte
Menge an IL-6 nach kombinierter Stimulation war also groR3er, als die Summe der
Einzelstimuli zu erwarten lie3. Die kombinierte Stimulation der MoLC mit LPS und
PolyU oder mit Polyl:C, PolyU und LPS fihrten zu keiner relevanten Veranderung
der freigesetzten Menge an IL-6. Ebenso wurde IL-1p nach Stimulation mit Polyl:C
und LPS vermehrt sezerniert, wahrend die gleichzeitige Gabe aller drei Stimuli

keinen Synergismus zeigte.
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Abb. 9: Sekretion von IL-6, TGF-B, IL-1B und IL-12p70 durch MoLC und MoDC
nach Einzelstimulation und Stimulation in Kombination mit unterschiedlichen
TLR-Liganden. MoLC wurden 48 h mit LPS, Polyl:C (pIC) undPolyU (pU) einzeln
und in Kombination stimuliert. Anschlieend wurde die Konzentration von IL-6,
TGF-B, IL-1B und IL-12p70 im Uberstand mit Hilfe des ELISA gemessen. Die Balken
geben einen Mittelwert wieder, dem eine Standardabweichung aufgesetzt ist. Sie
sind reprasentativ fur vier Experimente mit Zellen unterschiedlicher Spender.

Die Sekretion von IL-12p70 wurde durch die Stimulation der MoLC mit LPS induziert;
nach Stimulation mit Polyl:C oder PolyU wurden keine relevanten Mengen an
IL-12p70 sezerniert. Die simultane Stimulation der MoLC mit LPS in Kombination mit
Polyl:C oder PolyU fihrte zur Sekretion grof3er Mengen an IL-12p70. Die Sekretion
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wurde nach simultaner Stimulation mit LPS, Polyl:C und PolyU gegeniber der nach
Stimulation mit LPS und Polyl:C nicht weiter hoch reguliert. Die sekretierte Menge an
TGF-3 anderte sich nach Stimulation der TLR nicht.

3.4.2 Kostimulation der MoLC und MoDC mit LPS, MALP-2 und Flagellin

Im Vergleich der Einzelstimuli wurde bezuglich MoLC die grofite Menge an IL-6 nach
Stimulation mit LPS sezerniert; die sezernierte Menge nach Stimulation mit dem
TLR2/6-Liganden MALP-2 betrug etwa ein Drittel (Abb. 10). Nach der Stimulation mit
Flagellin aus Bacillus subtilis fand keine signifikante Sekretion von IL-6 statt. Bei
kombinierter Stimulation der MoLC mit LPS und MALP-2 wurde die freigesetzte
Menge an IL-6 synergistisch hoch reguliert. Die dreifache Stimulation mit LPS,
MALP-2 und dem TLR5-Liganden Flagellin fihrte zu keiner signifikanten Hoch-
Regulierung der sezernierten Menge IL-6 gegentuber der Kostimulation mit LPS und
MALP-2. Flagellin schien im Allgemeinen keinen Effekt auf die durch MoLC frei-
gesetzte Menge an IL-6 auszulben.

Ahnlich wurde die Sekretion von IL-1B in MoLC durch die Stimulation mit LPS,
MALP-2 und Flagellin beeinflusst. MoLC setzten erst nach der simultanen Stimulation
mit LPS und MALP-2 bzw. LPS, MALP-2 und Flagellin gro3e Mengen IL-1f frei. Die
sekretierte Menge an IL-13 war hierbei im Sinne eines Synergismus groRRer, als die
Summe der Einzelstimuli erwarten liel3. Dartber hinaus zeigte die Kombination von
LPS und Flagellin einen synergistischen Effekt auf die Sekretion von IL-18 durch
MoLC. Hingegen sezernierten MoLC bei kombinierter Stimulation mit LPS und
MALP-2 keine relevanten Mengen an IL-12p70.

Bezuglich der von MoDC sezernierten Menge IL-6 konnte bei keiner Kombination von
LPS mit MALP-2 oder Flagellin eine signifikante Anderung der unter Einzelstimulation
sezernierten Menge beobachtet werden. MALP-2 in Kombination mit Flagellin schien
die Sekretion zu hemmen.

Die Sekretion von IL-1f durch MoDC wurde durch die Kombination von LPS und
MALP-2 sowie die Dreierkombination aus LPS, MALP-2 und Flagellin synergistisch
hoch reguliert. Die dreifache Stimulation mit LPS, MALP-2 und Flagellin fihrte hierbei
zu keiner Hoch-Regulierung der sezernierten Menge IL-13 gegeniber der simultanen
Stimulation mit LPS und MALP-2. Die Sekretion von IL-12p70 in MoDC wurde nur
durch die kombinierte Stimulation mit LPS und MALP-2 synergistisch hoch reguliert.

57



Ergebnisse

6000 - 2500 -
5000 1 2000 1
= 4000 - = |
% E) 1500
2 3000 - oy
© ®H MolLC L 1000 - ®MolLC
= i 5}
2000 = MoDC = = MoDC
1000 - 500 -
0 —- e e o ™ W/ &Rl Rl &R & = =
ohne LPS MALP Flag LPS LPS MALP LPS ohne LPS MALP Flag LPS LPS MALP LPS
MALP Flag Flag MALP MALP Flag Flag MALP
Flag Flag
600 - 250 -
200 -
= 400 | £
E S 150
> =
i o
IS
=) = \MoLC & 100 ®MoLC
4 —
= 200 EMoDC = MoDC
J [ t [ "]
0 +=== HI & - BT HT N. =T 0 , , , . .
ohne LPS MALP Flag LPS LPS MALP LPS ohne LPS MALP Flag LPS LPS MALP LPS
MALP Flag Flag MALP MALP Flag Flag MALP
Flag Flag

Abb. 10: Sekretion von IL-6, TGF-B, IL-1B und IL-12p70 durch MoLC und MoDC
nach Einzelstimulation und Stimulation in Kombination mit unterschiedlichen
TLR-Liganden. MoLC und MoDC wurden 48 h mit LPS, MALP-2 (MALP) und
Flagellin einzeln und in Kombination stimuliert. AnschlieBend wurde die
Konzentration von IL-6, TGF-B, IL-1B und IL-12p70 im Uberstand mit Hilfe des ELISA
gemessen. Die Balken zeigen Mittelwerte, denen Standardabweichungen aufgesetzt
sind. Sie sind reprasentativ flir vier Experimente mit Zellen unterschiedlicher
Spender.

3.4.3 Resiimee

Bei der simultanen Stimulation mehrerer TLR zeigte sich, dass die Kombination der
Stimulation des TLR3 und des TLR4 eine synergistische Wirkung auf die Sekretion
von IL-6, IL-18 und IL-12p70 und die des TLR3 und TLR8 eine synergistische auf die
Sekretion von IL-12p70 durch MoLC ausibt.

Die kombinierte Stimulation des TLR2 und TLR4 mit MALP-2 und LPS unterschied
sich in ihrem Effekt je nach stimuliertem Zelltyp. Bei kombinierter Stimulation mit LPS
und MALP-2 wurde in MoLC die freigesetzte Menge an IL-6 und IL-1B synergistisch
hoch reguliert, wahrend diese Kombination in MoDC zur synergistischen
Hoch-Regulierung von IL-18 und IL-12p70 fihrte. Der zu beobachtende Effekt auf die
Sekretion variiert also je nach stimulierten Rezeptoren, Zelltyp und gemessenem
Zytokin.
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3.5 Stimulation von DC mit unterschiedlichen TLR-Liganden in

Kombination

3.5.1 Der Effekt der kombinierten Stimulation mit PGN, LPS und DNS auf die
Zytokinsekretion durch MoLC, MoDC und pDC

Nach der Identifikation einer synergistischen Wirkung der Kombination des TLR2/6-
Liganden MALP-2 und des TLR4-Liganden LPS auf die Sekretion durch MoLC und
MoDC sollte die Wirkung der kombinierten Stimulation mit dem TLR2-Liganden PGN,
dem TLR4-Liganden LPS und dem TLR9-Liganden DNS auf MoLC, MoDC und pDC
hinsichtlich Reifung und Sekretion von IL-6, TGF-B, IL-1B, IL-12p70 und IL-23
untersucht werden.

Bei MoLC, MoDC und ebenso pDC fiihrte der TLR4-Ligand LPS als Einzelstimulus
zur groéRten Freisetzung von IL-6, dessen Sekretion nach Stimulation mit dem TLR9-
Liganden DNS ausblieb (Abb. 11). Die simultane Stimulation mit DNS in Kombination
mit PGN oder LPS fiihrte zu keiner relevanten Hoch-Regulierung der Sekretion von
IL-6, TGF-B und IL-12p70 in MoLC, MoDC und pDC. Die sezernierte Menge an IL-6
wurde bei der Zweierkombination von PGN und LPS gegeniber der Einzelstimulation
fur MoLC, MoDC und pDC signifikant hoch reguliert, die Sekretion durch MoLC im
Sinne eines Synergismus. Eine signifikante Hoch-Regulierung der Freisetzung von
IL-6 nach der kombinierten Stimulation mit PGN, LPS und DNS im Vergleich zur
simultanen Stimulation mit PGN und LPS fand ausschlief3lich in MoDC statt; die Frei-
setzung durch MoLC und pDC anderte sich nicht.

Die Sekretion von IL-18 wurde in den verschiedenen DC-Populationen unter-
schiedlich stark induziert. Grundséatzlich war MoLC, MoDC und pDC gemeinsam,
dass sie groRere Mengen an IL-1B nach der Stimulation mit PGN und keines nach
der Stimulation mit DNS freisetzten. Dabei war sowohl fir MoLC als auch MoDC
PGN der starkste Einzelstimulus. Fur pDC war dies LPS. Mit LPS stimulierte MoDC
setzten nur geringe Mengen IL-1B frei. Desweiteren flihrte die kombinierte
Stimulation der MoDC zu keiner Anderung der sezernierten Mengen an IL-1B. Die
Sekretion von IL-18 durch pDC und MoLC hingegen wurde nach der simultanen
Stimulation mit PGN und LPS hoch reguliert; die Sekretion der MoLC wurde sogar
synergistisch hoch reguliert. Die kombinierte Stimulation mit PGN und DNS fuhrte nur

bei MoLC zu einer signifikanten Hoch-Regulierung des freigesetzten IL-13. Bei der
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gleichzeitigen Stimulation mit PGN, LPS und DNS war die sezernierte Menge an
IL-1B bezuglich MoLC im Vergleich zur simultanen Stimulation mit PGN und LPS
nicht signifikant gréRer und beztglich pDC sogar kleiner.

Die spontane Sekretion von TGF-f wurde wie in den vorangegangenen Versuchen
von der Stimulation nicht beeinflusst. Die Menge an freigesetztem TGF-$ war bei

MoLC und MoDC vergleichbar und bei pDC am geringsten.
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Abb. 11: Sekretion von IL-6, TGF-B und IL-18 durch MoLC, MoDC und pDC nach
Einzelstimulation und Stimulation in Kombination mit diversen TLR-Liganden.
MoLC, MoDC und pDC wurden 48 h mit PGN, LPS bzw. DNS (DNA) einzeln und in
Kombination stimuliert. AnschlieBend wurde die Konzentration der oben genannten
Zytokine im Uberstand mit Hilfe des ELISA gemessen. Die Balken geben einen
Mittelwert wieder, dem eine Standardabweichung aufgesetzt ist. Sie sind
reprasentativ fur vier Experimente mit Zellen unterschiedlicher Spender.

Nach Stimulation der MoLC mit PGN, LPS und DNS wurde keine relevante Frei-
setzung von IL-12p70 beobachtet (Abb. 12). MoDC hingegen sezernierten nach der
Stimulation mit LPS und mit LPS in Kombination mit PGN und/oder DNS gré3ere
Mengen IL-12p70. Die Kombination von LPS und DNS zeigte keinen Unterschied zur
Einzelstimulation mit LPS. Jedoch wurde die Sekretion von IL-12p70 durch MoDC
nach der simultanen Stimulation mit LPS und PGN synergistisch hoch reguliert. Die
gleichzeitige Gabe von LPS, PGN und DNS fuhrte zu Kkeiner weiteren

Hoch-Regulierung.
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Abb. 12: Sekretion von IL-12p70 durch MoLC und MoDC nach Einzelstimulation
und Stimulation in Kombination mit unterschiedlichen TLR-Liganden. MoLC
und MoDC wurden 48 h mit PGN, LPS und DNS (DNA) einzeln und in Kombination
stimuliert. AnschlieBend wurde die Konzentration von IL-12p70 im Uberstand mit
Hilfe des ELISA gemessen. Die Balken geben einen Mittelwert wieder, dem eine
Standardabweichung aufgesetzt ist. Sie sind reprasentativ fur vier Experimente mit
Zellen unterschiedlicher Spender.

Auch die Sekretion von IL-23 wurde nach der kombinierten Stimulation der MoLC
und pDC hoch reguliert (Abb. 13). So fuhrte die simultane Gabe von PGN und LPS
zu einer synergistischen Hoch-Regulierung der Sekretion durch MoLC. Nach der
Stimulation mit DNS setzten MoLC keine relevanten Mengen IL-23 frei. Die Kombina-
tion von PGN oder LPS mit DNS zeigte keinen Effekt auf die Sekretion im Vergleich
zur Einzelstimulation. Demgegeniber wurde bei Einzelstimulation der pDC die gréf3te
Menge IL-23 nach Gabe von DNS sezerniert, wahrend PGN nur eine geringe
sekretorische Wirkung zeigte. Andererseits fihrte auch bei pDC die kombinierte
Stimulation mit PGN und LPS zu einer synergistischen Hoch-Regulierung der
Sekretion bis auf das Niveau nach kombinierter Stimulation mit LPS und DNS. In der

Dreierkombination fiel die Sekretion auf das Niveau der Einzelstimuli zurtick.
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Abb. 13: Sekretion von IL-23 durch MoLC und pDC nach Einzelstimulation und
Stimulation in Kombination mit verschiedenen TLR-Liganden. MoLC und pDC
wurden 48 h mit PGN, LPS und DNS (DNA) einzeln und in Kombination stimuliert.
AnschlieBend wurde die Konzentration von IL-23 im Uberstand per ELISA gemessen.
Die Balken geben einen Mittelwert wieder, dem eine Standardabweichung aufgesetzt
ist. Sie sind reprasentativ fur vier Experimente mit Zellen unterschiedlicher Spender.
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3.5.2 Der Effekt der kombinierten Stimulation mit PGN, LPS und DNS auf die Ex-
pression kostimulatorischer Molekile und Reifungsmarker auf MoLC

Ebenso wie in der vorangegangen Untersuchung der Zytokinsekretion durch DC
fuhrte die Kombination unterschiedlicher TLR-Liganden zu einer Hoch-Regulierung
der Expression kostimulatorischer Molekile und Reifungsmarker auf der Oberflache
von MoLC.

In Bezug auf die Chemokinrezeptoren CXCR1 und CXCR2 zeigten sich zwar
keinerlei Veradnderungen der Expression nach Stimulation; jedoch wurde die
Expression der Reifungsmarker CD86 und CD80 sowie des Chemokinrezeptors
CCRY7 hoch reguliert (Abb. 14). So waren nach Gabe von PGN und LPS als Einzel-
stimuli 65% bzw. 62% der gemessenen Zellen fir HLA-DR und CD86 doppelt positiv
gegenuber 8% ohne Stimulation. Und nach Kombination der beiden Stimuli waren
sogar 74% der Zellen doppelt positiv. Die Kombination mit DNS, das als
Einzelstimulus keinen Effekt gezeigt hatte, zeigte einen positiven Effekt: Bei der
kombinierten Stimulation mit PGN und DNS waren es 70% und mit LPS und DNS
67% doppelt positive Zellen. Die meisten doppelt positiven wurden dann auch bei der
Kombination aller drei Stimuli detektiert: Hier waren es 80%.

Bei der Anderung der Expression von CD86 lieRen sich nur geringe prozentuale
Anderungen des Anteils positiver Zellen beobachten. Denn bereits bei der Einzel-
stimulation lag der relative Anteil der CD86 positiven Zellen bei 98% (PGN) und
99% (LPS). Dennoch liel3 sich auf einen Effekt der kombinierten Stimulation
bezlglich der Expression von CD86 schlie3en. So lasst sich bei Betrachtung der
Verschiebung und Konzentration der Zellpopulation erkennen, dass diese an Dichte
gewann und sich immer weiter in den positiven Bereich verschob. Am deutlichsten
lield sich dies bei der kombinierten Stimulation mit PGN, LPS und DNS erkennen. Am
geometrischen Mittel (Geo Mean) zeigte sich die Hoch-Regulierung der Expression
von CD86 auf den MoLC bei kombinierter Stimulation mit PGN und LPS und mit
PGN, LPS und DNS im Vergleich zu der Einzelstimulation mit PGN oder LPS (siehe
Tabelle des Geo Mean in Abb. 14).
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Abb. 14: Expression von HLA-DR, CD80, CXCR1, CD86, CCR7 und CXCR2 auf
MoLC. MoLC wurden 48 h vor der Messung im FACS mit PGN, LPS bzw. DNS
(DNA) einzeln und in Kombination stimuliert und anschlieRend die oben genannten
Oberflachenmarker im FACS gemessen. Das ins Bild eingefligte Zahlenkreuz zeigt
die prozentuale Verteilung der MoLC-Population in den Quadranten. Die nach dem
Isotyp festgelegten Quadranten ermoglichen die Unterscheidung von dem Ober-
flachenmolekil nach positiven und negativen Zellen: Der untere linke Quadrant zeigt
die doppelt negativen Zellen, der obere linke bzw. der untere rechte die einfach
positiven und der obere rechte die doppelt positiven Zellen. Die Tabelle gibt den
geometrischen Mittelwert auf der Abszisse(CD86) bzw. Ordinate(CXCR1) aus dem
rechtsoben stehenden Diagramm wieder. Die Dotplot repréasentieren Ergebnisse von

n=4 Versuchen mit unterschiedlichen Spendern.

Die Hoch-Regulierung der Expression des CCR7 liel3 sich an dem Prozentsatz der

positiven Zellen nachvollziehen (Abb. 14). Zun&achst waren nur 11% der gemessenen

Zellen ohne Stimulation positiv. Unter der Gabe von PGN und LPS stieg der Anteil
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der CCR7 exprimierenden Zellen auf 58% (PGN) und 64% (LPS) an. Nach der
simultanen Stimulation mit PGN und LPS exprimierten bereits 76% der Zellen CCRY7.
Und auch die Stimulation mit DNS, das als Einzelstimulus keine Auswirkungen auf
die Expression hatte, fuhrte in Kombination mit PGN oder LPS zu einer Zunahme der
CCRY7 positiven MoLC im Vergleich zur Einzelstimulation: 68% positiver Zellen in
Kombination mit PGN und 73% in Kombination mit LPS. Wiederum liel3 sich der
starkste Effekt nach der Dreierstimulation beobachten. Dabei stieg der Anteil der
positiven Zellen auf 85% an.

Die Expression von CD54 und bedingt auch die von CD40 wurde auf MoLC nach der
kombinierten Stimulation hoch reguliert (Abb. 15). So stieg der Anteil CD54 positiver
Zellen von 32% nach Stimulation mit PGN uber 48% nach kombinierter Stimulation
mit PGN und LPS und 47% nach der mit PGN und DNS bis auf 83% nach der
kombinierten Stimulation mit PGN, LPS und DNS an.

Ein weniger einheitliches Bild ergab sich fir die Expression von CD40. In der
CD40-gegen-CCR7-Farbung war nach der simultanen Stimulation mit PGN und LPS
der Anteil LPS CD40 positiver Zellen mit 77% am grol3ten. Bei Einzelstimulation mit
PGN waren 41% CD40 positiv und bei der mit LPS 45%. Zudem wurde auch nach
kombinierter Stimulation mit PGN und DNS die Expression von CD40 auf MoLC hoch
reguliert: Es waren 68% der gemessenen Zellen CD40 positiv. Demgegenuber fihrte
die Dreierstimulation nur bei 63% der Zellen zur Expression von CD40. Und wie auch
schon bei der CXCR2-gegen-CCR7-Farbung zeigte sich eine Hoch-Regulierung der
Expression von CCR7 nach kombinierter Stimulation. Diese Uberschritt beztglich der
Stimulation mit PGN in Kombination mit LPS oder DNS die additiv zu erwartende

relative Menge an CCRY7 positiven und doppelt positiven Zellen.

3.5.3 Resimee

In Zusammenschau von Zytokinsekretion und Expression der Oberflachenmolekile
zeigte sich, dass die Kombination der Stimuli PGN und LPS zu einer Hoch-
Regulierung der Sekretion von IL-6, IL-13 und IL-23 und der Expression von CD40,
CD80, CD86 und CCR7 in MoLC fuhrte. In MoDC wurde die Sekretion von IL-12p70
und in den pDC die von IL-23 nach der Stimulation mit LPS und PGN synergistisch
hoch reguliert. Die kombinierte Stimulation mit PGN, LPS und DNS fihrte zu keiner
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weiteren Hoch-Regulierung. Auch hier zeigte sich, dass die synergistischen Effekte je

nach Zelltyp und Zytokin variieren.
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Abb. 15: CD54-, CD80-, CD86-, CD40- undCCR7-Expression auf MoLC nach
Stimulation mit unterschiedlichen TLR-Liganden einzeln und in Kombination.
MoLC wurden 48 h vor der Messung im FACS mit PGN, LPS bzw.DNS (DNA)
einzeln und in Kombination stimuliert und anschlieBend die oben genannten Ober-
flachenmarker im FACS gemessen. Das ins Bild eingefligte Zahlenkreuz zeigt die
prozentuale Verteilung der MoLC-Population in den Quadranten. Die nach dem
Isotyp festgelegten Quadranten ermdglichen die Unterscheidung von dem Ober-
flachenmolekil nach positiven und negativen Zellen: Der untere linke Quadrant zeigt
die doppelt negativen Zellen, der obere linke bzw. der untere rechte die einfach
positiven und der obere rechte die doppelt positiven Zellen. Die Tabelle gibt den
geometrischen Mittelwert auf der Abszisse (CD86) bzw. Ordinate (CD40) aus dem
rechtsoben stehenden Diagramm wieder. Die Dotplot repréasentieren Ergebnisse von
n=3 Versuchen mit unterschiedlichen Spendern.
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3.6 Kombiniert TLR stimulierte MoLC und CD4'T-Zellen in Kokultur

3.6.1 Der Effekt kombiniert TLR stimulierter MoLC auf CD4T-Zellen in der Kokultur

Nachdem der Effekt der kombinierten Stimulation mit unterschiedlichen TLR auf die
Zytokinsekretion und Reifung der MoLC untersucht worden war, sollte nun in der
Kokultur der Effekt der so stimulierten MoLC auf CD4'Ty-Zellen studiert werden. Um
bei den Untersuchungen moglichst die Gegebenheit in vivo zu simulieren, wurde auf
die Zugabe von IL-2, blockierenden Antikbrpern und Kkostimulatorischen
CD3/CD28-beads verzichtet.
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Abb. 16: IL-17, IFN-y, IL-22 und TNF-a in den Uberstinden der Kokultur aus
CD4'T-Zellen und TLR stimulierten MoLC. MoLC wurden 48 h mit PGN, LPS und
DNS (DNA) einzeln und in Kombination stimuliert. AnschlieRend wurden die MoLC
gewaschen und in eine Kokultur mit allogenen CD4'T-Zellen uberfuhrt. Nach finf
Tagen Kokultur wurde die Konzentration der oben genannten Zytokine im Uberstand
mit Hilfe des ELISA gemessen. Die Balken geben einen Mittelwert wieder, dem eine
Standardabweichung aufgesetzt ist. Sie sind reprasentativ fur vier Experimente mit
Zellen unterschiedlicher Spender.

IL-17 und IFN-y konnte bereits in der Kokultur nicht stimulierter MoLC und CD4'T-
Zellen nachgewiesen werden (Abb. 16). Bei der Einzelstimulation konnten die grof3-
ten Mengen IL-17 und IFN-y nach Stimulation mit LPS und die gré3ten Mengen IL-22
und TNF-a nach Stimulation mit PGN nachgewiesen werden. Nur nach der kombi-
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nierten Stimulation mit LPS und DNS wurde die Sekretion von IL-17 signifikant hoch
reguliert. Die Sekretion von IFN-y wurde durch kombinierte Stimulation im Vergleich
zur Einzelstimulation mit LPS oder PGN nicht hoch reguliert. Nur LPS fihrte zum
prozentualen Anstieg der gemessenen IL-17°IFN-y*Zellen, der mit einer Abnahme
des Anteils der IL-17"Zellen und einer Zunahme der IFN-y*Zellen einherging (Abb.
17). Wahrend der Anteil der IFN-y*Zellen nach kombinierter Stimulation mit LPS und
DNS zunahm, wurde die Sekretion von IFN-y nicht hoch reguliert (Abb.17, Abb. 16).

ohne . PGN LPS . DNA
N~
—
_II PGN LPS LPS DNA | PGN DNA PGN LPS DNA
A ohne PGN LPS DNA
m' PGN LPS PGN LPS DNA
= 5]2

IL-22 >

Abb. 17: Intrazellulare Farbung von IL-17, IFN-y, IL-9 und IL-22 in CD4'T-Zellen
nach Kokultur mit TLR stimulierten MoLC. MoLC wurden 48 h mit PGN, LPS und
DNS (DNA) einzeln und in Kombination stimuliert. Anschlie3end wurden die MoLC
gewaschen und in eine Kokultur mit allogenen CD4'T-Zellen uberfuhrt. Nach finf
Tagen Kokultur erfolgte die intrazellulare Farbung von IL-17, IFN-y, IL-9 und IL-22
und die anschlieliende Analyse im FACS. Das ins Bild eingefligte Zahlenkreuz zeigt
die prozentuale Verteilung der CD4'T-Zellen in den Quadranten. Die nach dem
Isotyp festgelegten Quadranten ermoglichen die Unterscheidung von positiven und
negativen Zellen: Der untere linke Quadrant zeigt die doppelt negativen Zellen, der
obere linke bzw. der untere rechte die einfach positiven und der obere rechte die
doppelt positiven Zellen. Die Dotplot repréasentieren Ergebnisse von n=3 Versuchen
mit unterschiedlichen Spendern.
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Die kombinierte Stimulation mit PGN und LPS fiuhrte zu einer Hoch-Regulierung der
freien Mengen an 1L-22 und TNF-a in den Uberstéanden der Kokultur (Abb. 16). Die
kombinierte Stimulation mit PGN, LPS und DNS fluhrte zu keiner weiteren Hoch-
Regulierung. Auch bei der intrazellularen Farbung stieg der Anteil IL-22 positiver
Zellen nach Stimulation mit PGN an (Abb. 17). Und die kombinierte Stimulation mit
PGN und LPS fuhrte zu einer noch starkeren Induktion IL-22 positiver Zellen. Zellen,
die ausschlief3lich IL-9 exprimierten, konnten nach der Stimulation mit LPS detektiert
werden. Der Anteil der IL-9 positiven Zellen wurde durch die Kombination von LPS
mit PGN oder DNS nicht beeinflusst. In den Uberstanden der Kokulturen mit den IL-9
oder IL-22 positiven Zellen konnte mit Hilfe des ELISA kein IL-4 nachgewiesen

werden (Daten nicht gezeigt).

3.6.2 Resimee

Die Ergebnisse zeigten keine Korrelation zwischen intrazellular in den T-Zellen
nachweisbaren Zytokinen und der Menge in den Uberstanden der Kokultur. Die
kombinierte Stimulation mit LPS und DNS fiuhrte zur Hoch-Regulierung des freien
IL-17 und des Anteils der IFN-y*Zellen, wahrend der Anteil der IL-17"Zellen und die
Sekretion von IFN-y nicht hoch reguliert wurden. Die kombinierte Stimulation mit
PGN und LPS hingegen fuhrte zu einer Hoch-Regulierung der freien Mengen an
IL-22 und TNF-a und starken Induktion IL-22 positiver Zellen.

68



Diskussion

4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollten die Effekte von Kombinationen unterschiedlicher
TLR-Liganden auf Reifung und Zytokinsekretion von MoLC und MoDC untersucht
werden. Weiter sollte die Fahigkeit von DC betrachtet werden, Ty-Zellen zu aktivieren
und dadurch ein Zytokinmilieu in vitro zu erzeugen, wie es auch bei den ent-
zundlichen Erkrankungen der Haut Psoriasis, atopischer Dermatitis und allergischer

Kontaktdermatitis gefunden werden kann (42).

MoDC und MoLC werden generell als Aquivalente der epidermalen LC bzw. der-
malen DC angesehen. Sie weisen einen unreifen Phanotyp mit geringer Expression
von CD83 und CD86 auf (56). Diese Zellen reifen unter dem Einfluss externer
Stimuli, zu denen mikrobielle Bestandteile zahlen, die von den TLR erkannt werden.
Epidermale LC und dermale DC exprimieren in besonderem MalRRe TLR1, TLR2,
TLR3, TLR4, TLR6 und TLR7, wahrend die Expression von TLR9 vor allem fur pDC
charakteristisch ist (57, 59). Der TLR9 wird ebenso wie der TLR5 und TLR8 nur in
geringer Rezeptordichte von LC und DC exprimiert (57, 59). Um in vivo Situationen,
wie sie nach Verlust der epidermalen Barrierefunktion anzutreffen sind, zu imitieren,
wurden Kombinationen unterschiedlicher TLR-Liganden in direkter Exposition
gegenuber den Zellen eingesetzt. Diese multi-PAMP-Exposition der DC wurde mit
der Stimulation mit dem TLR2/6-Agonisten MALP-2, dem TLR4-Agonisten LPS und
dem TLR5-Agonisten Flagellin, mit der Stimulation mit dem TLR3-Liganden Polyl:C,
LPS und dem TLR8-Liganden PolyU, und mit der Stimulation mit dem TLR2-
Liganden PGN, LPS und dem TLR9-Liganden bakterielle DNS simuliert. Diese
Kombinationen sind gegen Rezeptoren des endosomalen Kompartiments und der
Zelloberflache gerichtet. Von den in dieser Arbeit relevanten Rezeptoren ist der TLR9
intrazellular in endosomalen Kompartimenten und die TLR2 und 4 auf der
Zelloberflache lokalisiert (55).

PGN bindet im Gegensatz zu anderen Lipopeptiden sowohl das TLR1/2-Dimer als
auch das TLR2/6-Dimer, wahrend MALP-2 und das synthetische Analogon Pam; nur
das TLR2/6-Dimer und Pam3 nur das TLR1/2-Dimer bindet (45, 52, 43). Der gemein-
same Signaltransduktionsweg der TLR2-Komplexe fuhrt Gber MyD88 zur Phos-
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phorylierung von IRAK1, 2 und 4 und mundet in der Aktivierung von Transkriptons-
faktoren wie NF-kB (86). Beide Stimulationswege induzieren eine Sekretion der
proinflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a durch MoLC und MoDC. Desweiteren
wurde die Expression der Reifungsmarker CD40, D80, CD83, CD86 und HLA-DR
durch CD1a positive MoLC induziert (52). Durch Inhibition der Rezeptorfunktion mit
einem gegen TLR2 gerichteten Antikdrper (Klon T2.5) konnte die Menge des sezer-
nierten IL-6 und TNF-a bei Ligand stimulierten Zellen bis auf das Niveau von nicht
stimulierten Zellen gesenkt werden. In Ubereinstimmung mit diesen in vitro Befunden
ist fur den T2.5-Antikérper bereits eine Verhinderung von TLR2-induzierten, dem
septischen Schock ahnlichen Syndromen in klinischen Studien nachgewiesen
worden (52, 99). Mit dem vom Hersteller als blockierend beschriebenen Antikorper-
klon 11G7 konnte keine signifikante Senkung der Sekretion erreicht werden. Daher
ist anzunehmen, dass die vom Antikdrper 11G7 gebundenen Epitope keinen
funktionalen Einfluss auf nachgeschaltete Reaktionen wie Zytokinsekretion und T-
Zell-Differenzierung haben.

Desweiteren fihrte neben der Stimulation mit PGN nur die Stimulation mit dem
TLR2/6-Liganden MALP-2 zu einer signifikanten Sekretion von IL-1[. Dies legt einen
TLR2/6-abhangigen Mechanismus in der Induktion der IL-1B3-Freisetzung nahe. IL-6
und TNF-a hingegen werden sowohl nach Stimulation des TLR1/2 als auch des
TLR2/6 sezerniert (52). Dennoch kann Uber die detaillierten Prozesse der Zytokin-
induktion und die differenzierte Aktivierung bedingt durch strukturelle Unterschiede
der beiden TLR2-Heterodimere nur spekuliert werden. Denn zur weiteren Aufklarung
der Frage, in welchem Ausmall die jeweiligen TLR2-Heterodimere an der Induktion
der IL-1B-Sekretion nach Stimulation mit PGN beteiligt sind, bedirfte es weiterer
Untersuchungen mit spezifisch TLR1/2 und TLR2/6 blockierenden Antikérpern und
weiteren TLR2-Agonisten. Andererseits konnten sich intrazellular gelegene PGN-
Erkennungsrezeptoren an der Stimulation von MoLC durch PGN beteiligen, im Sinne
einer Induktion. Eine Partizipation von NOD21/2-Rezeptoren scheint allerdings
unwahrscheinlich, da M-Tripap (NOD1/2) und MDP (NOD2) IL-18 in unseren und
anderen Untersuchungen (52,100) nicht induzierten. Die extrazellularen PGN-
Erkennungsproteine (PGLYRP) erkennen spezifisch das MurNAc-Pentapeptid-
Fragment des PGN (101). PGLYRP-1, PGLYRP-3 und PGLYRP-4 wirken direkt
bakterizid, wahrend PGLYRP-2 PGN hydrolisiert. PGLYRP-1, PGLYRP-3 und
PGLYRP-4 sollen an das PGN der bakteriellen Zellwand binden und Zwei-
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komponentensysteme aktivieren, die extrazytoplasmatische, falsch gefaltete Proteine
erkennen. Die Zweikomponentensysteme CssR-CssS in grampositiven und CpxA-
CpxR in gramnegativen Bakterien wiirden eine Membrandepolarisation und OH'-
Produktion induzieren, was zur Inhibition der Makromolekilsynthese und dem Zelltod
fuhre. Die PGLYRP kénnen tUber TLR2 und TLR4 bzw. IL-18 und TNF-a in Epithel-
zellen bzw. in der Leber induziert werden (102, 103). Eine Sekretion durch DC ist
jedoch nicht bekannt. Ebenso ist keine direkte Wirkung der PGLYRP auf Zellen der
Immunabwehr bekannt. Somit scheint eine Mitwirkung der PGLYRP an der Zytokin-
sekretion und Aktivierung von DC und im Folgenden der T-Zell-Differenzierung in der
vorgestellten Arbeit sehr unwahrscheinlich.

Die Sekretion von TGF-B wurde durch die Stimulation des TLR2 nicht signifikant
beeinflusst. Sie erscheint bereits konstitutiv durch MoLC und MoDC in gleich gro3en
Mengen zu erfolgen und wurde durch zusatzliche Stimulation nicht weiter beeinflusst.
Ein Bias in Folge des Einsatzes von TGF- zur Generierung der MoLC ist aufgrund
der erfolgten extensiven Waschschritte zwischen Generation und Stimulation aus-
zuschlieRen. Dass LC (104) und DC (105) TGF-B produzieren, ist bekannt. Es wird
vermutet, dass unreife DC durch die Sekretion von TGF- unter Ausbleiben weiterer
Zytokinsekretion im steady state T-Zell-Anergie gegentber nicht-Pathogen-assozi-

ierten Antigenen vermitteln (106).

In der Interaktion von DC und T-Zellen wirkt die Bindung des CD40-Rezeptors wie
eine Ruckmeldung (38, 107). Aktivierte T-Zellen exprimieren CD40L auf ihrer Ober-
flache, dessen Bindung zur Reifung der DC flhrt: Die Antigenaufnahme wird herunter
reguliert, kostimulatorische Molekile und Reifungsmarker werden ebenso wie MHC-II
auf der Zellmembran hoch reguliert. Diese Effekte fihren insgesamt zu einer Steige-
rung der Antigenprasentation und der Potenz, T-Zellen zu stimulieren. In diesem
Zusammenhang ist bereits ein Synergismus des CD40L und bakterieller Noxen
beschrieben worden (108, 109). So fuhrt die Kokultur von TLR stimulierten DC mit
CD4'Ty-Zellen bei paralleler CD40L-CD40 Interaktion zu einer deutlichen Verviel-
fachung des sekretierten IL-12p70 und damit zu einer Steigerung der Induktion einer
Tul-Antwort (109). Dieser Synergismus ist dabei abhangig vom applizierten
Stimulus: Wahrend der Effekt des starken IL-12p70-Induktors LPS nur in geringem
AusmaR durch CD40L verstarkt wird, konnte in Ubereinstimmung mit den hier

vorgestellten Ergebnissen eine deutliche Multiplikation der Zytokinsekretion und
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Induktion von Tyl-Zellen durch PGN stimulierte DC bei Zugabe von CD40L beob-
achtet werden (110). Die Stimulation des TLR2 in Verbindung mit CD40 auf MoLC
beeinflusste vornehmlich die Expression des kostimulatorischen CD86 und des
Reifungsmarkers CD83. Selbst bei hoheren Konzentrationen von PGN wurden CD83
und CD86 auf MoLC weniger stark hoch reguliert als auf MoDC vom selben Spender.
Erst bei Kostimulation mit CD40L konnten &hnliche Expressionsniveaus von CD83
und CD86 auf MoDC und MoLC beobachtet werden. Das Hsp70 wird in Publika-
tionen sowohl als CD40L als auch als TLR2/6- und TLR4-Agonist beschrieben (8). In
Arbeiten zu MoDC, die mit Hsp70 als CD40L und dem TLR-4-Agonisten Ribomunyl
unter hyperthermen Bedingungen (39,5°C) stimuliert werden, fihrte die Kostimulation
ahnlich wie bei den vorliegenden Befunden zu keiner signifikanten Hoch-Regulierung
der Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a und IL-6 (111). Allerdings
zeigte sich im Kontrast zu dieser Studie ein synergistischer Effekt von PGN und
CDA40L bezuglich der Freisetzung von IL-13 durch MoLC.

Dies gibt bereits erste Hinweise darauf, dass die Fahigkeit von MoDC und MoLC,
CD4'T-Zell-Antworten zu induzieren, insbesondere durch die Sekretion von IL-1B,
IL-6 und IL-12p70, multifaktoriell und auch differenziert reguliert wird. Zusammen mit
der Aktivierung durch bakterielle Noxen greifen verschiedene Mechanismen.
Bezogen auf den CD40-Rezeptor ist dies die Ruckkopplung in der Interaktion mit T-
Zellen oder die Aktivierung durch Hsp in pathologischen Situationen. Dabei wirkt
auch die Sekretion ahnlich wie auf autokrinem Weg, wenn IL-1 die Freisetzung von
IL12p70 durch die CD40L stimulierten MoLC steigert (112).

Obwohl DC nach der Exposition gegentuber bakteriellen Produkten und der Kostimu-
lation mit CD40L als voll ausgereift gelten, konnten Napolitani et al. zeigen, dass die
simultane Stimulation mit verschiedenen TLR-Agonisten zu synergistisch Effekten in
DC fuhrt (93). Dieser Synergismus auf3ert sich in der Hoch-Regulierung der Zytokin-
Sekretion Uber den additiven Wert der einzelnen Stimuli und einer hoch regulierten
Potenz zur Induktion von Ty-Zell-Antworten. Die Kombination der TLR-Liganden
kann hierbei zu einer synergistischen Sezernierung von TNF-a, IL-183, IL-6, IL-10,
IL-12p70 und IL-23 flhren. Microarray-Analysen zeigten, dass bei Stimulation mit
mehreren TLR-Liganden nur etwa 1% der Gene, die potentiell durch Stimulation mit
nur einem TLR-Liganden induziert werden koénnen, in ihrer Expressionsstarke

beeinflusst wird.
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Nach simultaner Stimulation des endosomal lokalisierten TLR8 und des an Zell-
oberflachen gelegenen TLR4 oder des endosomalen TLR3 werden Zytokine
synergistisch durch DC sezerniert (93). In humanen MoDC und MoMa wird die
Sekretion von IL-6, IL-1B und IL-12p70 synergistisch beeinflusst, wenn sie mit LPS
(TLR4) oder Polyl:C (TLR3) in Kombination mit dem TLR7/8-Liganden R848
stimuliert werden (93, 95).

Neben der Lokalisation unterscheiden sich diese TLR auch in der Signaltransduktion.
Der TLR3 ist an TRIF, TLR4 an TRIF und MyD88 und TLR8 nur an MyD88 gekoppelt
(54). Im Modell mit C57BL/6, C3H/HeJ und C57BL/6 MyD88-knockout Mausen und
Knochenmark-abgeleiteten Makrophagen konnte gezeigt werden, dass die TRIF- und
MyD88-Signaltransduktionspfade synergistisch auf die Kerntranslokation von NFkB
und im Folgenden auf die transkriptionelle Regulation und Sekretion von IL-6 und
TNF-a wirken (94). Untersuchungen an humanen MoDC und MoMa, die aus ad-
harierten Monozyten generiert wurden, zeigen Synergien zwischen TLR3 (Polyl:C)
oder TLR4 (LPS aus E. coli (0111:B4)) und TLR8 (R848), aber keine Synergie bei
Kombination des TLR4 (LPS) mit TLR1/2 (Pam3) oder TLR5 (Flagellin) (95). In MoMa
wird lediglich die Expression der Zytokin-mRNS hoch reguliert, die Sekretion von IL-6
und IL-12p70 hingegen bleibt unverandert. Unter den gleichen Bedingungen weisen
MoDC eine verstarkte Sekretion von IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-23 und TNF-a auf.

Die hier vorgestellten Untersuchungen wurden mit MoLC, die LC sehr ahnlich sind,
und MoDC als direkte Kontrolle durchgefihrt. Der Synergismus der TLR3, 4 und 8
bezuglich der Sekretion von IL-6, IL-12p70 und IL-1B durch MoLC wich von den an
MoDC beobachteten Synergismen ab. Ahnlich wie MoDC in der Studie von
Napolitani et al. sezernierten MoLC nach Stimulation des TLR4 mit hoch gereinigtem
LPS grofe Mengen IL-6 und geringe Mengen IL-18 und IL-12p70 (93). Die zeit-
gleiche Stimulation des TLR4 (LPS aus S. minnesota) und des TLR8 (PolyU) auf
MoLC fuhrte jedoch allein zu einem Synergismus beziiglich der Sekretion von
IL-12p70. In den bisherigen Studien an MoDC und MoMa, die den TLR4 mit LPS aus
E. coli (055:B5 und 0111:B4) und den TLR7/8 mit R848 stimulierten, erstreckte sich
der Synergismus auf IL-6, IL-12p70 und IL-18 (93, 95). Im Weiteren wurde bei
kombinierter Stimulation des TLR3 (Polyl:C) und TLR4 (LPS aus S. minnesota) die
Sekretion von IL-6, IL-12p70 und IL-1B durch die MoLC synergistisch hoch reguliert.
Die zeitgleiche Stimulation des TLR3 (Polyl:C), TLR4 (LPS aus S. minnesota) und
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TLR8 (PolyU) fuhrte zu einem Synergismus in der Sekretion von IL-12p70 gegenuber
der Stimulation mit nur zwei TLR-Liganden.

Die Sekretion der MoLC bei Stimulation eines TLR entsprach besonders bei Einsatz
von hoch gereinigtem LPS weitgehend dem fur MoDC beschriebenen Zytokinmuster.
Jedoch zeigten sich deutliche Unterschiede im Verhalten der MoLC gegentiber den
MoDC bei kombinierter Stimulation.

Zwar wurden in der vorliegenden Arbeit andere TLR-Liganden als bei Napolitani et al.
verwendet, aber es wurde auch Polyl:C als TLR3-Agonist und mit hoch gereinigtem
LPS, wenn auch aus S. minnesota und nicht E. coli, ebenfalls ein TLR4-Agonist
eingesetzt (93). Einzig PolyU als TLR8-Agonist unterscheidet sich in seiner Spezifitat
von R848, das als TLR7/8-Agonist gilt. Napolitani et al. fiihrten eine CD14"-Selektion
mit magnetischen Mikrobeads zur Gewinnung der Monozyten durch. Trotz der in der
vorgestellten Arbeit erfolgten optischen Kontrolle kann eine Kontamination der MoLC
mit B- und T-Zellen im Allgemeinen nicht vollstandig ausgeschlossen werden.
Dennoch ist eine Kontamination durch T-Zellen unwahrscheinlich, da die FACS-
Analysen in den scatter-Plots keine T-Zell-Population anzeigten und T-Zellen in
Kultur bereits bei der Stimulation der MoLC mit nur einem TLR-Liganden die Frei-
setzung grol3er Mengen IL-12p70 begunstigt hatten (113).

Schlief3lich wurden die Versuche an aus adharierten Monozyten generierten MoLC,
also einer Subpopulation von DC, die phanotypisch und funktionell LC entsprechen,
durchgefiihrt. Es ist bekannt, dass synergistische TLR-Effekte abhéngig vom ein-
gesetzten Zelltyp und der Art des TLR-Liganden sind und die Auswirkungen auf
Genexpression und Zytokinfreisetzung selektiv variieren. So benutzen zum Beispiel
Makrophagen und DC gemeinsame und unterschiedliche TLR und Signalpfade, um
Zytokingene zu aktivieren (95). Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Signal-
transduktionswege in MoLC im Detail anders als in MoDC und Makrophagen
kooperieren und folglich andere Synergismen hervorbringen. So zeigte TLR4 als
Schnittstelle zwischen der Signaltransduktion von TRIF und MyD88 Synergismen mit
dem TRIF-assoziierten TLR3 in MoLC, wahrend in MoDC eine synergistische
Kooperation des TLR4 mit den MyD88-assoziierten TLR7 und 8 stattfindet (93). Die
spezifische Induktion der Signaltransduktion kann dabei durch Unterschiede in der
TLR-Rezeptordichte auf MoLC und MoDC beeinflusst werden.

Diese Beobachtung wird weiter dadurch gestitzt, dass in der vorgestellten Arbeit

unterschiedliche MyD88-Induktoren mit LPS synergistisch kooperierten. Dieser
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Mechanismus wurde bereits an MoDC und anderen APC wie Knochenmark-abge-
leiteten DC und Knochenmark-abgeleiteten Makrophagen aus der Maus nach-
gewiesen (93, 94). Hier existiert eine Synergie zwischen den MyD88-assoziierten
TLR2 (Peptidoglykan-assoziiertes Lipoprotein), TLR1/2 (Pam3), TLR9 (CpG) und
TLR5 (Flagellin) und dem TRIF-assoziierten TLR4 (LPS aus E. Coli (0111:B4)) in der
Produktion von IL-6 und TNF-a. Die sequentielle Stimulation mit unterschiedlichen
MyD88-Induktoren fiihrte dabei zu keiner Synergie, allerdings zur Kreuztoleranz mit
Ausnahme von LPS (94).

Im Speziellen wird in peritonealen Makrophagen von C57BL/BJ Mausen nach simul-
taner Stimulation des TLR2/6 (MALP-2) und TLR4 (LPS aus S. minnesota (Re595)
oder E. coli (055:B5)) die Sekretion von TNF-a und Transkription von IL-6-mRNS
hoch reguliert (97). In den vorgestellten Untersuchungen sezernierten humane
MoLC, die Uber den TLR2 (PGN) und im Speziellen das Heterodimer TLR2/6
(MALP-2) in Kombination mit dem TLR4 (LPS aus S. minnesota) stimuliert wurden,
synergistisch IL-6, IL-1B und IL-23. Bei humanen MoDC wurde die Sekretion von
IL-12p70 durch simultane Stimulation des TLR2 und TLR4 synergistisch hoch
reguliert.

Bisherige Studien an humanen MoDC und MoMa hatten keinen Synergismus
zwischen dem TLR4 (LPS aus E. coli) und dem TLR-Heterodimer TLR1/2 (Pams)
gezeigt (95). Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass das TLR-Heterodimer TLR2/6
von kritischer Bedeutung fir die synergistischen Effekte auf die Zytokinsekretion ist.
Denn auch die Stimulation des TLR4 in Kombination mit anderen MyD88-gekop-
pelten TLR, dem TLR1/2 (Pams) (Daten nicht gezeigt), dem TLR5 (Flagellin) und
TLR9 (bakterielle DNS), fiuhrte zu keiner synergistischen Zytokinsekretion in MoLC,
MoDC oder pDC (95). Ausschlief3lich die simultane Stimulation des TLR2 (PGN) und
TLR4 (LPS) fuhrte zu einer synergistischen Hoch-Regulierung der Sekretion von
IL-23 in pDC.

In Bezug auf PGN ist auch alternativ zu TLR2 die Bindung an intrazellulare NOD-
Rezeptoren moglich. Der NOD1-Agonist FK565 und der NOD2-Agonist MDP wirken
in Kombination mit Polyl:C (TLR3), Lipid A (LA-15-PP, synthetisch hergestellt vom
E. Coli-Typ) (TLR4) und CpG (TLR9) synergistisch auf die Sekretion von IL-12p70
und IFN-y durch humane MoDC (114). Allerdings kdnnen die NOD-Rezeptoren nur
durch kleine Fragmente des PGN, nach dessen Degradierung durch PGN-Iytische

Enzyme, aktiviert werden. Eine solche Lyse wurde in der hier vorgestellten Arbeit
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nicht forciert und ist daher unwahrscheinlich. Zudem ist eine Ol-Wasser-Emulsion als
Vehikel notwendig, um die NOD-Agonisten an die intrazellular gelegenen Rezeptoren
zu fuhren.

Eine TLR-abhangige, synergistische Zytokingenexpression kann aus Uberschnei-
dungen und Verflechtungen der Signaltransduktionspfade der TLR resultieren. Es
werden prinzipiell der MyD88- und TRIF-Pfad unterschieden (55). TLR1, TLR2,
TLR5, TLR6, TLR8 und TLR9 sind an MyD88 gekoppelt, wobei der TLR2 zudem
TIRAP als Sortierungsadapter-Protein zur Lokalisation des MyD88 an der Plasma-
membran bendtigt. MyD88 induziert Uber die Aktivierung von MAPK und NFkB eine
proinflammatorische Antwort. TLR3 ist an TRIF gekoppelt. TRIF induziert tber
TANK-bindende Kinase 1 und IKKe die Typ-1-IFN-Produktion. Der TLR4 aktiviert
sowohl MyD88 als auch TRIF, der TLR4 ist wie der TLR2 auf der Zelloberflache
lokalisiert. TRAM dient als Sortierungsadapter fir TRIF.

Napolitani et al. konnten zeigen, dass durch den TRIF-Pfad induziertes IFN-B die
Synergismen der TLR nicht erklart; denn exogen zugefuhrtes IFN-B fuhrte zu keinen
synergistischen Sekretionszunahmen (93). Vielmehr erzeugt die simultane Stimu-
lation des MyD88- und des TRIF-Pfads eine gesteigerte Aktivierung und Kooperation
von NFkB, IRF, MAPK, Phosphoinositid-3-Kinase und STAT Signalpfaden. So
werden Synergismen in der IL-12p70-Produktion in mit NFkB-, MAPK p38- und
Phosphoinositid-3-Kinase-Inhibitoren-behandelten MoDC unterdrickt (95). Zum
anderen konnten Lombardi et al. zeigen, dass die Expression des TLR7, der unter
normalen Bedingungen in MoDC nicht nachweisbar ist, durch die Stimulation des
TLR4 (LPS) hoch reguliert wird (96). Auch dieser Mechanismus kann eine wichtige
Rolle in TLR-vermittelten Synergismen spielen.

Napolitani et al. vermuten, dass der erste Kontakt mit einem TLR ein temporales
Fenster Offne, in dem weitere TLR-Liganden das Signal intensivieren, komplettieren
und verstarken kénnen (93). Diese Vorstellung trdgt dem Umstand Rechnung, dass
bei sequentieller Stimulation der MyD88-gekoppelten TLR und des TLR4 eine Kreuz-
toleranz induziert wird, der eine hemmende Wirkung des ersten Stimulus auf die
Signalpfade des folgenden zugrundeliegt (94, 97). Erst die kombinierte Stimulation
mehrerer TLR fihrt zu einer nachhaltigen Zytokinproduktion (115). Hierbei wird die
Kapazitat der APC, CD4'T-Zellen zu polarisieren, amplifiziert und so eine effektive
Immunantwort ermdglicht. Die notwendige Integration unterschiedlicher TLR-Stimuli,

die an der Plasmamembran und intrazellularen Kompartimenten wirken, wird von
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Napolitani et al. als kombinatorischer Sicherheitscode bezeichnet (93). Dieser sorge
dafir, dass starke Effektorzellen nur als Reaktion auf eine tatsachliche Invasion von
Pathogenen generiert wirden.

Neben den Synergismen bezuglich der Zytokinsekretion wurden auch die Reifungs-
marker und kostimulatorischen Molekiile CD40, CD54, CD86, CCR7 und HLA-DR bei
Stimulation mit Kombinationen auf MoLC vermehrt exprimiert. Diese Molekule vermit-
teln Antigenprasentation und Kostimulation und sind zur vollstandigen T-Zell-Aktivie-
rung und Einleitung der Populationsexpansion notwendig. Darliber hinaus treiben
IL-18, IL-6, IL-12p70 und IL-23 die Generierung von potentiell gefahrlichen Effektor-
zellen voran und mussen folglich unter strikter Kontrolle gehalten werden (93).

In der vorgestellten Arbeit konnte auf Ebene der DC-Reifung und Sekretion von Tyl,
Twl7 und Tx22 polarisierenden Zytokinen ein starker Synergismus der kombinierten
Stimulation der TLR beobachtet werden. Folglich kann eine Stimulationshierarchie,
welche die Ubertragung der Reifungssignale der DC auf T-Zellen umfasst, postuliert
werden. So korreliert die Sekretion von IL-12p70 mit der induzierten Ty1-Zell-Antwort
nach Stimulation des TLR4 (LPS) und TLR7/8 (R848) von MoDC (93). Neben den
sezernierten Zytokinen gehoéren auch direkte Zell-Zell-Kontakte zu den Mecha-
nismen, tiber die CD4"T-Zellen aktiviert werden kénnen. Als Beispiel seien die Notch-
Liganden genannt, deren Expression auch in Folge der kombinierten Stimulation des
TLR4 und des TLR7/8 reguliert wird: Wahrend der Notch-Ligand Delta-4 als Ty1-
Promotor hoch reguliert wird, wird der Ty2-férdernde Notch-Ligand Jagged-1
herunter reguliert. Dies fuhrt zu einer Verschiebung der Ty1/Ty2-Balance und fordert
die Expansion der IFN-y-produzierenden Ty-Zell-Population, wahrend die Expansion
der IL-4-produzierenden Population gehemmt wird. In der vorgestellten Arbeit konnte
gezeigt werden, dass die simultane Stimulation mit PGN, LPS oder DNS zu einer
Hoch-Regulierung der Expression von CD40, CD54, CD86, CCR7 und HLA-DR auf
der Plasmamembran von MoLC im Vergleich zur Einzelstimulation fihrt. Dies ist als
ein Indiz dafir zu werten, dass die Reifung der MoLC unterstitzt wird und diese eine
groRere Potenz zur Induktion einer T-Zell-Antwort erlangen. An dieser Stelle ist vor
allem DNS (TLR9) hervorzuheben. DNS zeigte allein kaum einen Effekt auf die
Sekretion der Zytokine, aber forderte in Kombination die Expression von CD40,
CD54, CD80 und CCRY7.

77



Diskussion

LC gelten als die DC-Population der Haut, die Tyl7 am effektivsten induzieren
kénnen (88). Hierbei ist zu beachten, dass unberthrte LC und dermale DC noch
keine IL-17-produzierende T-Zellen aktivieren (80). Erst die geeignete Stimulation der
LC und dermalen DC verleiht ihnen die Fahigkeit, die IL-17-Produktion in CD4'T-
Zellen zu induzieren. Als Einzelstimuli forderten LPS und PGN die MoLC-induzierte
Sekretion von IL-17 durch CD4'T-Zellen. Ein synergistischer Effekt konnte fur die
Kombination von LPS und DNS nachgewiesen werden. Den Umstand berick-
sichtigend, dass keine Antikérper zur Inhibition der Tyl- und Tp2-Generierung
verwendet wurden, kdénnen 1,5 ng/ml IL-17 als physiologisch relevant angesehen
werden. IFN-y hingegen wurde nicht durch die kombinatorische Stimulation der TLR
beeinflusst. Als Einzelstimulus und in Kombination fuhrte LPS zu einer Hoch-
Regulierung der IL17°IFNy*Zellen, die einen gemischten Tyl/Tyl7-Phéanotyp
reprasentieren kénnen. So kénnen zum Beispiel Ty17 in vivo die Fahigkeit zur IFN-y-
Produktion erwerben (66).

Es Uberraschte, dass die kombinierte Stimulation des TLR4 (LPS) und TLR9 (DNS)
der MoLC zur stérksten Induktion der IL-17-Produktion fiihrte und damit die Sekretion
von IL-6, IL-1B und IL-23 durch MoLC nicht mit der IL-17-Produktion der CD4'T-
Zellen korrelierte. Denn Untersuchungen an humanen naiven CD4'T-Zellen zeigten
eine Korrelation der Polarisation RORC2 exprimierender Ty17 mit der Sekretion von
IL-18, IL-6, IL-23 durch PGN und LPS stimulierte APC (91, 89). IL-23 gilt als
wichtiger Faktor fur die Aufrechterhaltung des Tyl7-Phanotyps und fir die Tyl7-
Gedachtniszell-Aktivierung (77). Duraisingham et al. konnten jedoch zeigen, dass
TLR stimulierte LC und dermale DC im Gegensatz zu MoDC die Induktion der IL-17-
und IFN-y-Produktion in T-Ged&achtniszellen in Gegenwart nur geringer Mengen
sekretierter Faktoren wie IL-12p70 und IL-23 effizient einleiten kénnen (91). Diesem
Phanomen liegt moéglicherweise ein direkter Zellkontakt als Mechanismus der IL-17-
Induktion zugrunde.

Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass IL-17 und RORy auch in Abwesenheit
von DC und LC durch direkte Stimulation des TLR2 in T-Zellen hoch reguliert werden
kénnen (116). Hierbei ersetzen aber die polarisierenden Zytokine TGF-3 und IL-6 in
Verbindung mit Anti-IFN-y und Anti-IL-4 die APC und stellen einen Differenzierungs-
grad der Ty17 her, der eine direkte Stimulation durch TLR-Agonisten erst ermoglicht.
Twl7-Zellen kdnnen auch IL-22 sezernieren und dies in deutlich gréfierem Umfang
als IL-22-produzierende Tyl (80, 66). AuRerdem existieren Ty-Zellen, die IL-22,
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jedoch nicht IL-17 produzieren (66). Epidermale LC und dermale DC polarisieren
diese Tp22 aus naiven CD4'T-Zellen, wobei die LC die potenteren Induktoren sind
(80). Vorausgesetzt, dass IL-22 de novo in naiven CD4'T-Zellen durch allogene
MoLC induziert wird, missten CD4'T-Zellen zur IL-22-Produktion durch TLR
stimulierte MoLC aktiviert werden kénnen. Tatsachlich wurden in den vorgestellten
Untersuchungen bis zu 30 ng/ml IL-22 nach der kombinierten Stimulation mit PGN,
LPS und DNS der MoLC und Kokultur sezerniert gefunden. Die simultane Stimulation
des TLR2 und TLR4 oder des TLR2, TLR4 und TLR9 zeigte synergistische Effekte.
Durch die intrazellulare Farbung des IL-22 gegen IL-9 konnte eine leichte Expansion
der Ty22 gezeigt werden. Aber ob die Hoch-Regulierung der IL-22-Sekretion direkt
mit der Induktion einer gro3eren Ty22-Population zusammenhangt oder ob die IL-22-
Produktion in einer konstanten Subpopulation verstarkt hoch reguliert wurde, bleibt
offen. Die IL-22-Produktion korrelierte mit dem durch MoLC freigesetzten IL-6 und
dem TNF-a. Und sowohl IL-6 als auch TNF-a konnten als essentielle Faktoren der
Polarisierung von Ty22 aus naiven T-Zellen durch pDC identifiziert werden (81). Das
TNF-a in den Uberstanden der Kokultur wurde wahrscheinlich durch MoLC
sezerniert, weil CD4'T-Zellen keine gréReren Mengen TNF-a sezernieren (66). Die
Sekretion von IL-9 unterlag keinem synergistischen Effekt. Zellen mit einer
exklusiven Expression von IL-9 waren nach Stimulation mit LPS vorhanden. Sowohl
Ty2 als auch Tyl7 koénnen IL-9 produzieren (66). Allerdings konnte in den
Uberstanden der Kokulturen, die IL-9 enthielten, kein IL-4 nachgewiesen werden.
IL-4 gilt aber als Ty2-spezifisches Zytokin und seine Abwesenheit ist ein Indiz gegen
Ty2 als Quelle des IL-9 (66).

In humanen Hauterkrankungen wie Psoriasis, atopischer Dermatitis und allergischer
Kontaktdermatitis sind unterschiedliche Mengen an Ty17- und Ty22-Zellen nachweis-
bar, was eine krankheitsspezifische Partizipation dieser Subpopulationen nahelegt
(70, 71). Bei Psoriasis und allergischer Kontaktdermatitis auftretende Hautlasionen
enthalten sowohl Tyl7 als auch Ty22. Die Pathogenese der atopischen Dermatitis
geht sogar mit noch gréf3eren Vorkommen ausschliel3lich IL-22-produzierender T-
Zellen einher (80). Bezlglich der Aktivierung der Ty22 wurde die Hypothese
aufgestellt, dass LC die Hauptinduktoren seien (80). In einem in vitro Ansatz konnte
hier gezeigt werden, dass unter der simultanen Stimulation des TLR2 und TLR4 die

freigesetzte Menge IL-22 und TNF-a in den Uberstéanden der Kokultur synergistisch
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hoch reguliert wird und die zusatzliche Stimulation mit DNS zu einer weiteren Hoch-
Regulierung von IL-22 fuhrt. Die Sekretion von IL-17 und IFN-y wurde durch die kom-
binierte Stimulation nicht signifikant beeinflusst. Die Diskrepanz der Sekretion von
IL-17 und IL-22 lasst sich dadurch erklaren, dass die Induktion der IL-22-Produktion
laut publizierter Befunde geringere Mengen an TGF-§ als die der IL-17-Produktion
verlangt (75). Die Sekretion von TGF-f unterlag im Gegensatz zu der von IL-1[3, IL-6
und IL-23 keiner Regulation durch die Stimulation mit TLR.

IL-17 und IL-22 kooperieren in wichtigen Mechanismen der Immunabwehr der Haut.
Sie stimulieren die Expression proinflammatorischer Zytokine und Chemokine in
Makrophagen, Endothelzellen und Epithelzellen, wodurch T-Gedé&chtniszellen und
neutrophile Granulozyten mobilisiert und aktiviert werden (71). Uber diesen Mecha-
nismus werden wahrend der frihen Hautreaktion auf Pathogene und Allergene
schnell spezifische T-Zellen rekrutiert, welche die dermale Entziindung fordern. IL-22
sowie IL-17 induzieren in Epithel und speziell in Keratinozyten die Produktion
antimikrobieller Proteine, der Defensine, und partizipieren in der frihen Abwehr
mikrobieller Pathogene (42, 80). In der Haut vermittelt IL-22 die Proliferation von
Keratinozyten und epidermale Hyperplasie durch die Inhibition der terminalen
Differenzierung der Keratinozyten. Ein weiterer wichtiger Faktor ist IL-23, das die
Proliferation und Sekretion der Ty17 und Ty22 beeinflusst. Diese drei Zytokine IL-17,
IL-22 und IL-23 sind offensichtlich entscheidende Faktoren der Entstehung und
Progression inflammatorischer Hauterkrankungen (71). Bei der Psoriasis im Spezi-
ellen seien IL-22 und IL-23 von entscheidender Bedeutung fir die Pathogenese,
wahrend IL-17 nur eine untergeordnete Rolle einnehme (117, 118).

Bei Erkrankungen, die mit epidermaler Akanthose einhergehen, ist IL-22 wohl das
wichtigste Effektorzytokin. In vitro induziert IL-22 Akanthose und Hypogranulose und
supprimiert die terminale Ausdifferenzierung der Epidermis (42, 80). Im Mausmodell
konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von IL-22 zur Hyperplasie und
Entzindung der Haut fuhrt (119). Diese ahnelten den bei Psoriasis und anderen
ekzematosen Hauterkrankungen vorzufindenden Hautlasionen. Zur Pathogenese der
Psoriasis tragen eine Vielzahl von Umwelt- und genetischen Faktoren bei, die zu
einer Dysregulation der Immunabwehr der Haut fihren. Unter anderem kénnen auch
bakterielle Infektionen einen Schub der Psoriasis-assoziierten Hautldsionen
auslosen. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die kombinierte
Stimulation des TLR2, TLR4 und TLR9 auf MoLC zu einer Expansion der

80



Diskussion

IL-22-produzierenden CD4'T-Zellen fiihrt. Desweiteren war in den Uberstanden der
Kokulturen mit IFN-y, TNF-qa, IL-17 und IL-22 ein Zytokinmilieu nachweisbar, wie es
auch in der Haut bei Psoriasis anzutreffen ist (42). Zudem wurde die Sekretion von
IL-6 synergistisch beeinflusst, was, wie im Mausmodell anhand der simultanen
Stimulation des TLR3 (Polyl:C) und des TLR7/8 (R848) bereits gezeigt, zum Durch-
brechen der Teg-vermittelten Suppression von CD4" und CD8'T-Zellen beitragen
konnte (115). Es ist also mdglich, dass die epidermalen LC als Aquivalent der MoLC
in vivo an der Entstehung und Progression der Psoriasis und anderer entztindlichen
Hauterkrankungen mitwirken. Diese Hypothese wird auch durch die exponierte Lage
der LC in der Epidermis gestutzt. Hier kdnnen die LC die Produktion der oben ge-
nannten T-Zell-Zytokine in direkter Umgebung zu den Zielzellen, den Keratinozyten,
induzieren. Zudem sind die LC in hohem Mafl3e dazu befahigt, IL-22-produzierende
T-Zellen in der Umgebung zu aktivieren (80). Weitere Untersuchungen insbesondere
hinsichtlich der gegenseitigen Einflussnahme der LC und Keratinozyten sowie
Versuche an Mausen in vivo konnten die Rolle der TLR und der LC bei Homb6ostase
und Erkrankungen der Haut weiter aufklaren.

Die hier vorgestellten Ergebnisse sind nicht nur in Bezug auf entztindliche Erkran-
kungen der Haut relevant. Auch andere inflammatorische Erkrankungen wie Morbus
Crohn oder rheumatoide Arthritis weisen &hnliche Pathomechanismen auf. Speziell
bei der rheumatoiden Arthritis sind der TLR2, der TLR4 und der TLR7 in der Synovia
hoch reguliert (96, 120). Eine kombinierte Stimulation der TLR auf DC kénnte die
synoviale Entziindung fordern. Diese ist durch einen massiven Einfall von T-Zellen,
B-Zellen, Makrophagen und eben DC gekennzeichnet und fuhrt in der Folge zum
Zerfall des Knorpels und zur Schadigung des Knochens.

Eine genaue Definition der an den genannten Erkrankungen beteiligten T-Zell-
Populationen, Zytokinen und DC-Subpopulation sowie deren Interaktion kdnnte zur
weiteren Aufklarung der Pathomechanismen bei Haut- und Autoimmunerkrankungen
und zur Entwicklung spezifischer therapeutischer Strategien beitragen. Denn die
TLR-Agonisten und Antagonisten konnen die Induktion, Férderung und Suppression
von Ty-Antworten vermitteln (8). In der pharmazeutischen Forschung werden TLR-
Agonisten und Antagonisten praklinisch und klinisch evaluiert. Sie sollen bei aller-
gischen Erkrankungen, Neubildungen, Infektionskrankheiten und Autoimmun-

erkrankungen zum Einsatz kommen (121).
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Die vorgestellten Ergebnisse legen nahe, dass gegen den TLR2, 4 oder 9 gerichtete
Antagonisten die Krankheitsaktivitat der Psoriasis, atopischen Dermatitis und
allergischen Kontaktdermatitis modulieren kdnnten. Bei der Psoriasis wird neben
dem TNF-a blockierenden Antikérpern bereits der gegen IL-12p40 gerichtete,
blockierende Antikoérper Ustekinumab (Experimentalname CNTO 1275) erfolgreich
zur Therapie eingesetzt (122). Dieser bindet an die IL-12p40-Untereinheit des IL-23-
Heterodimers und blockiert die Ty17 und Ty22 induzierende Wirkung des IL-23 (118).
In der vorgestellten Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Sekretion von IL-6, IL-13
und IL-23 durch MoLC nach der kombinierten Stimulation des TLR2, 4 und 9
synergistisch hoch reguliert wird. Und im Folgenden konnten in den Uberstanden der
Kokultur der stimulierten MoLC und naiven CD4'T-Zellen IFN-y, IL-22 und TNF-a
synergistisch hoch reguliert gemessen und IL-17 nachgewiesen werden. Alle
genannten Zytokine sowie die Tyl, Tyl7 und Ty22 werden mit der Pathogenese der
Psoriasis in Verbindung gebracht (118). Mit der atopischen Dermatitis sind neben
IL-6, IL-23, IL-22, TNF-a und Ty22 auch die Ty2 und in der chronischen Phase die
Tyl assoziiert (125). An der Pathogenese der allergischen Kontaktdermatitis sind
neben IL-17, IL-22, I1L-23, Tyl, Tyl7 und Ty22 besonders IL-1B und TNF-a beteiligt
(70, 71, 123). Daruber hinaus konnte im Kontakthypersensitivititsmodell an knockout
Mausen gezeigt werden, dass der TLR2 und der TLR4 bei der Entstehung der
allergischen Kontaktdermatitis kooperieren (124). Es ist also moéglich, dass die Akti-
vierung des TLR2, 4 und 9 auf LC an der Pathogenese der Psoriasis, atopischen
Dermatitis und allergischen Kontaktdermatitis beteiligt ist. Mit der Inhibition des
TLR2, 4 und 9 kénnte man bereits einen Schritt vor der Inhibition von IL-23 oder
TNF-a bei der Therapie dieser Erkrankungen ansetzen. Denn die TLR stehen am
Anfang der immunologischen Kaskade und durch ihre Blockierung kénnten die
inflammatorischen Reaktionen im Ansatz gehemmt werden. Ein &hnlicher Therapie-
ansatz wird bereits bei der Behandlung des systemischen Lupus erythematodes und
der rheumatoiden Athritis verfolgt. Hier reduziert Hydroxychloroquin, ein Inhibitor des
TLR9 und in geringerem MalRe des TLR7 und 8, die Zahl der Autoantikérper und
lindert die Symptomatik (126). Aufgrund der Lage der LC in der Epidermis kAdme eine
topische Gabe der Inhibitoren des TLR2, 4 und 9 in Frage. Die Antagonisten
mussten hierzu in der Lage sein, die Hornschicht bis zu den Zielzellen, den LC, in der
Epidermis zu durchdringen. In diesem Anwendungsbereich waren somit kleine

inhibierende Molektile den Antikdrpern Uberlegen. Die topische Anwendung wiese
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gegenuber einer systemischen den Vorteil der Reduktion der systemisch wirksamen
Dosis und damit der Toxizitat und unerwinschten Nebenwirkungen auf. Ein Beispiel
fur die topische Anwendung eines TLR-Liganden an der Haut ist Imiquimod (127).
Dieser TLR7/8-Agonist ist fur die Therapie von mit dem humanen Papillomvirus
assoziierten Warzen, Basalzellkarzinomen und der aktinischen Keratose zugelassen

und in klinischer Erprobung.

Desweiteren konnten die vorgestellten Ergebnisse fir die Entwicklung neuer
Adjuvantien zur Vakzination von Relevanz sein. So werden zur Steigerung des
Impferfolgs bereits TLR-Agonisten als Adjuvantien eingesetzt: der TLR4-Agonist
ASO04 bei den Impfungen gegen humanes Papillomvirus-16 und -18 und Hepatitis B
und der TLR2-Agonist Tripalmitoyl-S-glyceryl-Cystein bei der Impfung gegen Borrelia
burgdorferi (121, 127). In Vorbereitung der Zulassungsstudien untersuchten Chen et
al. die Sepsisvakzine J5dLPS-OMP, einen Komplex aus LPS von E. coli O111:B4
(J5dLPS) und AuRenmembranproteinen von Neisseria meningitidis der Gruppe B,
und dessen Adjuvans CpG, das Oligodesoxynukleotide enthélt (128). Sie konnten
zeigen, dass erst die kombinierte Stimulation des TLR2, 4 und 9 durch J5dLPS-OMP
und das Adjuvans CpG grol3e Mengen polyklonaler Antikorper gegen Epitope des
Glykolipidkerns des LPS gramnegativer Bakterien induziert. Hierbei bewegt sich der
Effekt im Spannungsfeld zwischen Impfverstarkung und unerwiinschten Neben-
wirkungen wie Pruritus, Fieber, Myalgie oder sogar septischem Schock. In der
vorgestellten Arbeit konnte ein Synergismus der TLR auf die MoLC und MoDC
nachgewiesen werden. Ubertragen auf die Verwendung unterschiedlicher TLR-
Adjuvantien bei einer Impfung kénnte die hervorgerufene verstarkte Immunreaktion
beim Gesunden uberschieRend, beim Immunsupprimierten jedoch erwiinscht sein.
Beim Immunsupprimierten ist eine adaquate Impfreaktion aufgrund der supprimierten
Abwehrzellen nur schwer zu erzielen. Durch eine Kombination unterschiedlicher
TLR-Adjuvantien koénnte die Impferfolgsrate in dieser Patientengruppe gesteigert

werden.

Auch in der Krebsimmuntherapie werden TLR zielgerichtet stimuliert. Bereits 1893
begrindete William Coley die Krebsimmuntherapie, als er Patienten mit inoperablem
Krebs eine Mixtur aus Toxinen abgetOteter Bakterien der Arten Streptococcus

pyogenes und Serratia marcescens direkt in den Tumor injizierte, um eine Tumor-
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regression zu erreichen (121). Das Bacillus Calmette-Guérin, das den TLR2, 4 und 9
stimuliert, wird zur Durchbrechung der lokalen Immunsuppression beim Blasen-
karzinom intravesikal eingesetzt (126). Ein anderer Ansatz in der Krebsimmun-
therapie beruht auf der Entwicklung von Krebsvakzinen (129). Hierbei werden zum
einen tumorspezifische Antigene und zum anderen Zellen der Immunabwehr als
Vakzine genutzt. Bei beiden Ansatzen werden DC als Zielzellen in Studien genutzt.
Beim DC-targeting wird das tumorspezifische Antigen an einen Anti-DC-Rezeptor-
Antikorper gekoppelt, um so das Antigen direkt zur DC zu bringen. An Mausen
konnte gezeigt werden, dass das targeting von DC und LC zu einer Potenzierung der
antigenspezifischen CD4" und CD8'T-Zell-immunitat fuhrt und eine therapeutische
Antitumorimmunitat generieren kann. Beim zweiten Ansatz werden reife, antigen-
beladene DC injiziert, die eine antigenspezifische T-Zell-Antwort anregen sollen
(129). In diesem Bereich werden die ex vivo generierten DC mit einer Kombination
von Zytokinen und TLR stimuliert. So konnte gezeigt werden, dass die Gabe von
LPS, IFN-y und IL-4 als Reifungssignale zu einer stabilen, langanhaltenden
IL-12p70-Produktion im DC-Mausmodell fuhrt (130). Sowohl bei dem DC-targeting
als auch bei der Verabreichung antigenbeladener DC werden Adjuvantien fir die
Induktion einer nachhaltigen Immunitat und der Uberwindung der lokalen Immun-
suppression durch den Tumor gebraucht (129).

DC sollen CD4'T-Effektorzellen induzieren, welche die Tumorprogression und
Metastasierung Uber folgende Mechanismen eindammen: Induktion der Expansion
tumorantigenspezifischer zytotoxischer T-Zellen, Aktivierung von Makrophagen und
aktive Elimination von Tumorzellen (129). Durch Tyl und Ty17 sezernierte IFN-y und
IL-17 stimulieren die Expression der Chemokine, CXCL9 und CXCL10, welche die
Einwanderung weiterer Tyl, zytotoxischer CD8'T-Zellen und NK-Zellen vermitteln
(131). Tul7 werden aber durch lokale T.q supprimiert und stellen nur eine kleine
Fraktion der T-Zellen bei epithelialen Malignomen, obwohl hohe Konzentration der
Twl7 induzierenden Zytokine, IL-6, TGF-B und IL-18, in der Tumorumgebung nach-
gewiesen werden konnen (131, 132). Und Untersuchungen an DC aus der Milz von
Mausen zeigten, dass die Stimulation des TLR2 eher Ty und keine Tyl oder Tyl17
induziere und somit als Adjuvans ungeeignet sei (129, 133). In der vorliegenden
Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass MoLC nach kombinierter Stimulation mit
PGN, LPS und DNS groRe Mengen immunstimulierenden IL-6, IL-23, IL-1f und
TNF-a sezernieren und die Produktion von IFN-y, IL-17 und IL-22 in naiven CD4'T-
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Zellen induzieren. Bei Tumoren der Haut wie Melanomen kénnte also eine Gabe
eines TLR2-Agonisten in Kombination mit TLR4- und TLR9-Agonisten bei der
Krebsimmuntherapie von Nutzen sein, um die lokale Immunsuppression zu durch-
brechen und eine zellulare Immunantwort mit Ty1, zytotoxischen CD8'T-Zellen und
NK-Zellen zu induzieren. Desweiteren vermitteln aktivierte LC nicht nur regionale
Immunitat, sondern migrieren auch in die drainierenden Lymphknoten und kénnen
dort eine antigenspezifische T-Zell-Expansion und humorale Immunantwort
induzieren (134). Die Migration der LC in die regionalen Lymphknoten kénnte also
bei den frih metastasierenden Melanomen zur Einddmmung der Tumorzell-
ausbreitung beitragen. Es erscheint also moglich, TLR2-Agonisten in Kombination
mit TLR4- und TLR9-Agonisten als Adjuvans bei der Tumorvakzination und zur
topischen Immunstimulation ahnlich Bacillus Calmette-Guérin einzusetzen. Aufgrund
der exponierten Lage der LC in der Epidermis ware zur topischen Therapie eine
Creme oder eine intrakutane Injektion der TLR2-, 4- und 9-Agonisten von Vortell.
Zunachst sollte in Versuchen der Effekt auf CD4" und CD8'T-Zellen detaillierter
untersucht werden. In einem zweiten Schritt kénnte man die Wirkung der
kombinierten Stimulation des TLR2, 4 und 9 auf LC aus dem exidierten Gewebe von
Melanom- und Basaliompatienten untersuchen. Nach Prufung der Toxizitat wére in
weiteren Studien zu untersuchen, ob diese in vivo eine geeignete Immunantwort
auslost, die folgende Kriterien umfasst: die Induktion zytotoxischer T-Zellen und einer
geeigneten CD4 ' Ty-Antwort, die Suppression von T, und die Durchbrechung der

Immunsuppression durch den Tumor (129).

Die kommenden Jahre werden Weiterentwicklungen in der Immunologie mit sich
bringen. Wie jungst die Antikérper werden neue immunologische Therapieansatze,
seien es TLR-Antagonisten oder die extrakorporale DC-Stimulation, Einzug in den
breiten Klinikalltag halten. Diese neuen Techniken zu entwickeln und zu etablieren,
wird eine grofRe Herausforderung fir Forscher und praktizierende Mediziner sein.
Sicherlich werden viele Ruckschlage auftreten, aber ebenso werden sich

Behandlungsverfahren zum Wohle der Patienten herauskristallisieren.
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5 Zusammenfassung

Die Antigen prasentierenden Zellen der Haut sind die dermalen DC und die
epidermalen LC. Obwohl LC die erst beschriebenen DC darstellen und in vielen
Versuchen als Modell fur diese fungieren, ist wenig tber ihre physiologische Funktion
und Partizipation bei Erkrankungen der Haut bekannt.

Nun koénnen bei inflammatorischen Erkrankungen wie Psoriasis, atopischer
Dermatitis und allergischer Kontaktdermatitis vermehrt Ty17- und Ty22-Zellen in der
Haut nachgewiesen werden. Besonders die Psoriasis wird mit einem bestimmten
Zytokinmilieu, bestehend aus IFN-y, TNF-q, IL-17 und IL-22, assoziiert. In Versuchen
an LC konnte bereits nachgewiesen werden, dass diese prinzipiell dazu befahigt
sind, Tyl7- und Ty22-Zellen zu induzieren. Speziell die Stimulation des TLR2 fihrt
zur Sekretion induktionskritischer Zytokine, wie IL-6 und IL-13.

In der vorliegenden Arbeit wurde an aus adharierten Monozyten generierten MoLC
und MoDC die multi-PAMP-Exposition, wie sie in vivo bei Verlust der epidermalen
Barrierenfunktion und direkter Exposition der Erreger anzutreffen ist, untersucht. Es
konnte auf Ebene der DC-Reifung und Sekretion von Tyl, Tyl7 und Ty22 indu-
zierenden Zytokinen, wie IL-6, IL-18 und IL-23, ein Synergismus unterschiedlicher
TLR-Liganden nachgewiesen werden. Dieser hatte eine synergistische Hoch-
Regulierung der Sekretion von TNF-a und IL-22 in der Kokultur der MoLC mit CD4'T-
Zellen zur Folge. Die Induktion der IL-17-Produktion in CD4'T-Zellen korrelierte nicht
mit der Sekretion von IL-6, IL-1p oder IL-23 durch die MoLC.

Es konnte gezeigt werden, dass die Sekretion der proinflammatorischen Zytokine
IL-6, TNF-a sowie IL-12p70, IL-23 und IL-18 nach TLR2-Stimulation in MoDC und
MoLC unterschiedlich reguliert wird. Interessanterweise fehlte MoLC im Gegensatz
zu MoDC die Fahigkeit zur Produktion von IL-12p70. Nach Stimulation mit PGN in
Verbindung mit CD40L sezernierten MoLC geringe Mengen IL-12p70. Die Frei-
setzung von IL-1p wurde synergistisch beeinflusst. In MoDC hingegen wurde die
Sekretion von IL-12p70 und nicht IL-1B synergistisch hoch reguliert. Auch die
kooperativen Effekte unterschiedlicher TLR-Agonisten bei simultaner Stimulation
pragten sich in MoDC und MoLC verschieden aus. So fuhrte die gleichzeitige

Stimulation des TLR4, der Schnittstelle zwischen der Signaltransduktion von TRIF
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und MyD88, mit LPS und des TRIF-assoziierten TLR3 mit Polyl:C in MoLC zur
synergistischen Sekretion von IL-6, IL-18 und IL-12p70 und damit zu einem
Synergismus, der sich bei bisherigen Untersuchungen anderer DC-Populationen
nicht einstellte. Ebenso konnte erstmalig an humanen Zellen ein synergistischer
Effekt der simultanen Stimulation des TLR2 und des TLR4 nachgewiesen werden.
MoLC, die tUber den TLR2 durch PGN oder im Speziellen das Heterodimer TLR2/6
durch MALP-2 in Kombination mit dem TLR4 durch LPS stimuliert wurden, setzten
synergistisch IL-6, IL-1B und IL-23 frei. In MoDC wurde die Sekretion von IL-12p70
und in pDC die Sekretion von IL-23 durch simultane Stimulation des TLR2 und TLR4
synergistisch hoch reguliert. Das Heterodimer TLR2/6 schien hierbei von kritischer
Bedeutung fur die synergistischen Effekte zu sein. Die Stimulation anderer MyD88-
gekoppelter TLR, wie des TLR1/2 durch Pams, des TLR5 durch Flagellin oder des
TLR9 durch bakterielle DNS, zeigten bei gleichzeitiger Stimulation des TLR4 durch
LPS keine Synergismen. Wie die Synergismen auf Signaltransduktionsebene und ob
sie durch eine mogliche Hoch-Regulierung der TLR-Expression entstehen, wird in
weiteren Studien zu untersuchen sein. Neben den Synergismen bezlglich der
Zytokinsekretion wurde auch die Expression der Reifungsmarker und
kostimulatorischen Molekule CD40, CD54, CD86, HLA-DR und CCR7 auf der
Plasmamembran der MoLC bei kombinierter Stimulation durch PGN mit LPS oder
DNS hoch reguliert.

In der Kokultur forderten LPS oder PGN stimulierte MoLC die IL-17-Produktion durch
CD4'T-Zellen. Ein synergistischer Effekt konnte fir die Kombination von LPS und
DNS nachgewiesen werden, was eine Uber Zell-Zell-Kontakte vermittelte Induktion
der IL-17-Produktion suggeriert. IFN-y hingegen wurde nicht durch die kombi-
natorische Stimulation der TLR beeinflusst. Als Einzelstimulus und in Kombination
fuhrte LPS zu einer Hoch-Regulierung der IL-17'IFN-y*Zellen, die einen gemischten
Tul/Tyl7-Phanotyp reprasentieren kdnnen. Die simultane Stimulation des TLR2 und
TLR4 oder des TLR2, TLR4 und TLR9 zeigte synergistische Effekte auf die
Expansion der Ty22-Population und die Hoch-Regulierung der IL-22-Sekretion. Die
IL-22-Produktion korrelierte mit TNF-a und dem durch MoLC freigesetzten IL-6, zwel
essentiellen Faktoren der Ty22-Differenzierung.

PGN und LPS, zwei Moleklile der Bakterienzellwand, zeigten insgesamt stark
unterstitzende Wirkung in der Aktivierung von DC und der nachgeschalteten Ty-

Differenzierung und Zytokinfreisetzung.
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