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Omar Khayyam, Rubaiyat, 11. Jahrhundert n. Chr.

Das Ratsel dieser Welt |16st weder Du noch ich.
Jene geheime Schrift liest weder Du noch ich.
Wir wissten beide gern, was jener Schleier birgt.

Doch wenn der Schleier fallt, bist weder Du noch ich.

Frei Ubersetzt aus dem Persischen von Friedrich Rosen, 1909
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1. Zusammenfassung

Im Fokus dieser Forschungsarbeit standen einerseits die TLR-Aktivierung auf DC sowie
andererseits die kirzlich zuvor beschriebene eigenstandige Tyl7-Differenzierungslinie,
deren Funktion unter anderem die Abwehr von extrazellularen Bakterien und Pilzen ist.
Dazu wurden Monozyten aus Leukozyten menschlicher Vollblutspenden isoliert und
anschlieRend MoDC sowie MoLC generiert. MoDC entsprechen den peripheren Blut-DC,
wahrend MoLC den spezialisierten Haut-DC, den LC, entsprechen. In Vorversuchen
wurden analog zum Pathogenkontakt in der Haut unterschiedliche TLR-Liganden fir die
Stimulationsphase der DC eingesetzt. Daraufhin wurde das Zytokinprofil der aktivierten
DC bezluglich Tyl7-relevanter Zytokine analysiert. Nach Anlegen von Kokulturen
TLR-aktivierter DC mit naiven CD4" T-Zellen wurden die Zellen und deren
Zellkulturiberstadnde mittels FACS und ELISA auf die spezifischen Expressionsmuster der
Ty-Zelldifferenzierungslinien untersucht.

Es konnte als Ergebnis festgehalten werden, dass MoDC sowie MoLC besonders nach
Aktivierung via TLR2 ein Tyl7-dirigierendes Zytokin-Expressionsmuster aufweisen. Hierzu
produzieren sie signifikant vermehrte Mengen an IL-6, IL-13 und IL-23, wahrend TGF-3
konstitutiv unabhéangig von TLR2-Stimulation sezerniert wird. Es konnte zudem eine
erhohte Expression der Reifungsmarker CCR7 und CD83 nach PGN-Stimulation in MoLC
nachgewiesen werden. Dieser Effekt war ebenfalls mit dem TLR2-blockierenden
Antikdrper T2.5 konzentrationsabhangig inhibierbar. TLR2-aktivierte DC waren in Kokultur
mit naiven CD4" T-Zellen tatséchlich in der Lage, eine signifikante Ty17-Immunantwort zu
generieren, wahrend DC, die zuvor via anderer TLR aktiviert wurden, dies nicht oder nur
unzureichend vermochten. Im direkten Vergleich zeigten MoLC nach TLR2-Stimulation
eine starkere Ty17-Direktion als MoDC. Durch Zugabe von externem IL-6 und/oder TGF-3
zeigte sich eine signifikante Abnahme der IL-17-Sekretion in den Kokulturen. Mittels
MACS selektierte CD4'CD25 T-Zellen zeigten im Vergleich zu ausschlieRlich
CD4-isolierten T-Zellen und positiv isolierten CD4°CD25" eine deutlich starkere
IL-17-Sekretion. Es konnte durch FACS- und ELISA-Versuche mit Hilfe neutralisierender
Zytokin-Antikorper eine bedeutende Rolle von IL-18 und TGF-B wahrend der Tyl7-
Differenzierung nachgewiesen werden.

Durch abschlieRende Versuche mit T2.5 konnte die Rolle des TLR2 in der Differenzierung
von naiven CD4" T-Zellen zu Ty17-Zellen verifiziert werden.

Das nachgewiesene Vorkommen von IFNy zusammen mit IL-17 in Ty-Zellen, steht im

Einklang mit aktuellen Konzepten Uber die Komplexitat der Ty-Zelldifferenzierung.



Demzufolge wird eine gewisse Plastizitat wahrend der Differenzierung von Ty-Zellen

zugrunde gelegt, wobei die Tyl7-Zellen einen Platz zwischen Tyl- und Teg-Zellen

einnehmen®®® %7,



2. Abstract

This research focused on two subjects. First, was the TLR activation on DC; secondly, the
recently described independent differentiation line, Ty17, whose function is, among others,
the resistance of extra-cellular bacteria and fungi. Monocytes from leucocytes of human
full blood donations were isolated. Afterwards MoDC as well as MoLC were generated.
MoDC correspond to the peripheral blood DC, while MoLC correspond to the specified
dermal DC, the LC (Langerhans cells). In pre-experiments different TLR ligands were used
for the stimulation phase of the DC by analogy with the pathogen-contact in skin. As a
result, the cytokine profile of the activated DC was analysed with regard to cytokines
relevant for Ty17. In co-cultures of TLR-activated DC with naive CD4" T cells, the cells and
their cellculture supernatant were examined for the specific expression patterns of each Ty
cell differentiation line by using FACS and ELISA.

It was demonstrated that MoDC as well as MoLC can express cytokines directing towards
Twl7 after activation via TLR2. Moreover, they produce significantly increased amounts of
IL-6, IL-1 B and IL-23, while TGF-3 was secreted constitutively and independently of TLR2
stimulation. Furthermore, a raised expression of the maturation markers CCR7 and CD83
was proven after PGN stimulation in MoLC. This effect could be inhibited with the TLR2
blocking antibody, T2.5, depending on its concentration. TLR2-activated DC were able in
co-culture with naive CD4" T cells to generate a significant Ty17 immune response, while
DC which were activated before via other TLR were not or not sufficiently capable of this.
In a direct comparison, following TLR2-stimulation MoLC showed a stronger Tyl7-
directing capability than MoDC. By addition of external IL-6 and/or TGF-B a significant
decrease of the IL-17 secretion could be shown. In comparison to exclusively CD4"
isolated and positively isolated CD4°CD25" T cells, CD4"CD25 T cells isolated via MACS
showed a clearly stronger IL-17 secretion. An important role of IL-13 and TGF-f during the
Tyl7-differentiation could be proven by FACS and ELISA experiments with the help of
neutralising cytokine antibodies.

The significance of TLR2 in the differentiation of naive CD4" T cells towards Ty17 cells
could be verified by final experiments with T2.5.

The demonstrated occurrence of IFNy simultaneously with IL-17 in Ty cells concurs with
the latest hypotheses about the complexity of the Ty cell differentiation. Therefore, certain
plasticity during the differentiation of Ty cells is assumed, while the Ty17 cells occupy a

place between Tyl and Teq cells.
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3. Einleitung

Der Nebel, der die komplexen Mechanismen des menschlichen Immunsystems umhuillt,
lichtet sich. Die medizinbiologische Grundlagenforschung hat im Bereich der erworbenen
Immunitat in den letzten Jahren bedeutende Fortschritte zu verzeichnen. Durch aktuelle
Forschungsergebnisse erweitert sich stetig unsere Einsicht in die Komplexitat des
menschlichen Immunsystems, sodass bisherige Hypothesen modifiziert oder gar
verworfen wurden. Einige der derzeitigen Forschungsschwerpunkte liegen hierbei auf der
Zell-Zell-Interaktion (z.B. durch Oberflachenmolekille, Chemokine und Zytokine), der
Rezeptorsignaltransduktion sowie der genetischen und epigenetischen Regulation von

Transkriptionsfaktoren unterschiedlicher Immunzellen.

Das menschliche Immunsystem mit der Aufgabe des Schutzes vor potentiellen
Pathogenen wird untergliedert in das unspezifische angeborene Immunsystem und das
spezifische adaptive Immunsystem. AufRerdem kann es funktionell in eine zellulare und
eine humorale Abwehr unterteilt werden. Die Organe des Immunsystems kommunizieren
untereinander mit Hilfe von Zellen und diese wiederum mit Hilfe von Zytokinen,
Chemokinen, Adhasions- und anderen Oberflachenmolekilen auf komplexer Art und
Weise. Meistens erfolgt eine Signaltransduktion eingeleitet durch Rezeptor-Ligand-
Interaktionen und fuhrt Gber eine intrazellulare Kaskade z.B. zu einer Endozytose von
Pathogenen, Exozytose von Hormonen bzw. Enzymen, Uber eine Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren zu einer Modifizierung der Proteinbiosynthese oder in speziellen

Fallen sogar zur Apoptose.

Zum angeborenen Immunsystem gehdren Schutzeigenschaften, die je nach Art des
Erregers unterschiedlich aktiviert werden, jedoch zundchst unabhangig von der
individuellen Spezifitdt des Erregers funktionieren. Dazu gehdren unter anderem der
Séaureschutzmantel der Haut und intakte Epithelien als physikalische Barriere sowie das
Komplementsystem als humorale Barriere. Die zellularen Akteure des angeborenen
Immunsystems bilden Dendritische Zellen (Dendritic Cells, DC), Monozyten,
Makrophagen, Granulozyten und natirliche Killerzellen. Diese Zellen erfassen molekular-
konstante Pathogenbestandteile (Pathogen Associated Molecular Pattern, PAMP) Uber
sogenannte PAMP-Erkennungsrezeptoren (PAMP Recognition Receptors, PRR). Unter
den PRR bilden die Toll-like-Receptors (TLR) eine besondere Gruppe. Nach Ligation des
TLR wird Uber eine intrazellulare Signaltransduktion die betroffene Zelle aktiviert. Das

Resultat der Aktivierung des angeborenen Immunsystems ist der Abbau des Erregers
11



sowie die Freisetzung von unterschiedlichen Substanzen, die unter anderem Gefale
dilatieren, Schmerz verursachen und die Gewebsinfiltration durch weitere Immunzellen
anregen. Es resultiert eine lokale Entziindung und in einigen Fallen eine Aktivierung des

adaptiven Immunsystems.

Das erworbene Immunsystem kann nach spezifischer Aktivierung in zwei unterschiedliche
Hauptrichtungen dirigiert werden: eine humorale und/oder eine zellulare Richtung. Nach
Aufnahme, Prozessierung und Prasentation des Erregers oder dessen Bestandteile des
Makrophagen-Monozyten-Systems  gelangen diese  spezialisierten Zellen als
Antigenprasentierende Zellen (Antigen Presenting Cells, APC) in sekundare lymphatische
Organe wie Lymphknoten, Milz oder Mukosa-assoziierte lymphatische Gewebe (Mucosa-
associated lymphatic tissue, MALT). Dort treten Dendritische Zellen in Wechselwirkung mit
den Zellen des spezifischen Immunsystems: den T- und B-Lymphozyten. Diese Zellen
reagieren hochspezifisch auf das prasentierte Antigen mit klonaler Vervielfaltigung. Die
Regulation dieses Systems erfolgt vorwiegend Uber Zytokine, die von verschiedenen
Immunzellen sezerniert werden.
B-Lymphozyten reifen nach Antigenkontakt mit ihrem Antigen-spezifischen B-Zell-
Rezeptor (B-cell receptor, BCR) zu Plasmazellen und exprimieren zunachst
membranstandiges Immunglobulin M (IgM) sowie Immunglobulin D (IgD) und sezernieren
im weiteren Verlauf auch I6sliches Immunglobulin G (IgG) und Immunglobulin A (IgA).
T-Lymphozyten spielen eine bedeutende Rolle im erworbenen Immunsystem, sie
organisieren die mikrobielle Abwehr im Zusammenspiel mit APC und B-Lymphozyten oder
die Abwehr von Viren und intrazellularen Bakterien direkt durch Zytotoxizitat. Sie besitzen
einen membrangebundenen T-Zell-Rezeptor (T-cell receptor, TCR, im Komplex mit CD3),
dessen  extrazellulare  Antigenbindungsstelle  durch Hypermutationen  einer
aulRerordentlichen genetischen Diversitat unterliegt. Bei ihrer Differenzierung im Thymus
entstehen unterschiedliche T-Zell-Typen: CD4" T-Helferzellen, CD8" zytotoxische T-Zellen
und weitere spezialisierte T-Zellen, die in der Literatur nach Expression verschiedener
Untereinheiten des TCR (z.B. yb-T-Zellen) und nach Oberflachenmolekilen (CD4/CD8’,
CD4'/CD8") benannt werden. Die T-Lymphozyten unterliegen dabei speziellen
Selektionsverfahren, damit kérpereigene und fremde Stoffe unterschieden werden kénnen.
Sowohl B- und T-Lymphozyten sind nach Antigenkontakt in der Lage als so genannten
Gedachtniszellen fortzubestehen. Beim nachsten Kontakt mit dem gleichen oder strukturell
ahnlichen Antigen reagieren diese hochspezialisierten Zellen sofort und kdnnen eine
schnelle sowie gezielte Abwehrreaktion hervorrufen.
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3.1 Dendritische Zellen

1868 wurden von Paul Langerhans, damals Medizin-Student am Pathologie-Institut der
Charité in Berlin unter der Leitung von Rudolf Virchow, erstmals Dendritische Zellen aus
der Haut isoliert’. Falschlicherweise nahm Langerhans aufgrund der Morphologie der
isolierten Zellen und der vermuteten ektodermalen Herkunft eine direkte Verwandtschaft
zu dendritischen Nervenzellen an. Erst vor ca. 50 Jahren erfolgte die Charakterisierung
dieser Zellen als in die Haut eingewanderte immunkompetente Zellen durch Birbeck
et al.%. Einen weiteren groRen Fortschritt auf dem Gebiet der DC-Forschung wurde durch
die in vitro-Generierung von DC aus Monozyten als Vorlauferzellen ca. 20 Jahre spéter
erzielt. Dadurch waren in vitro differenzierte DC in ausreichender Zahl verfiigbar, um

effizient ihre Eigenschaften und Funktionen untersuchen zu kénnen.

3.1.1 DC-Funktionen

Als professionelle APC besitzen DC die Fahigkeit, eine Antwort des adaptiven
Immunsystems durch Aktivierung antigenspezifischer naiver T-Zellen einzuleiten. Auch die
Ausrichtung der adaptiven Immunantwort wird durch die DC-induzierte Polarisierung von
T-Zellen entscheidend dirigiert. Hierbei sind drei DC-abhéngige Faktoren von wesentlicher
Bedeutung: Erstens die Art und der Differenzierungsstatus der bei der Immunreaktion
involvierten DC, zweitens Quantitat und Qualitat DC-aktivierender Signale sowie drittens
das vorliegende Zytokinmilieu*®.

In vivo differenzieren unreife DC zunachst aus hamatopoetischen Vorlauferzellen und
patrouillieren dann als Wachter des Immunsystems im Kérper®. Kérpereigene Antigene
werden von unreifen DC unter nicht-inflammatorischen Bedingungen phagozytiert,
prozessiert und Uber Haupthistokompatibilititskomplexe der Klasse | (Major
Histocompatibility Complex I, MHC [I) den naiven T-Zellen stets prasentiert. Dadurch
kbnnen eigenantigenspezifische und somit potenziell autoreaktive T-Zellen aufgrund von
fehlender Kostimulation und ohne aktivierende Zytokine entweder deletiert oder in einen
anergen Zustand versetzt werden. Somit stellen die Induktion sowie die Aufrechterhaltung
von  Selbsttoleranz  unter  nicht-inflammatorischen  Bedingungen  wesentliche
immunbiologische Funktionen von DC in der Peripherie des menschlichen Kérpers dar’.
Pathogene besitzen so genannte Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMP), z.B.
als Bestandteile ihrer Zellwand. Diese konnen durch DC uber
Mustererkennungsrezeptoren (PRR) gebunden werden®. Die wichtigste Gruppe unter den

PRR bilden die membrangebundenen TLR. Diese werden u. a. von DC exprimiert und
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kénnen anhand ihrer Bindung an PAMPs verschiedener Erreger und der intrazellularen
Signaltransduktion in unterschiedliche TLR-Subtypen gegliedert werden®.

Die Erkennung von in Gewebe eingedrungenen Pathogenen durch unreife DC mithilfe von
TLR oder sogenannten intrazellularen NLR (Nucleotide Oligomerization Domain(NOD)-
Like-Receptors)'®,  fihrt zur  Induktion = PAMP-spezifischer  inflammatorischer
Signaltransduktionskaskaden®. Durch diesen induzierten Transformationsprozess reifen
DC und unterscheiden sich nun beziglich ihrer Immunkompetenz wesentlich von ihren
unreifen Vorlaufern. So ist eine erhohte Expression von MHC-II-Molekile zur
Antigenpréasentation sowie von T-Zell-aktivierender kostimulatorischer
Oberflachenmolekile wie CD40, CD80 und CD86 und des DC-spezifischen
Aktivierungsmarker CD83 nachweisbar’?. Des Weiteren ist eine wesentliche Fahigkeit
reifer DC die Produktion verschiedener proinflammatorischer und T-Zell-aktivierender
Zytokine. Fur die nachhaltige Differenzierung naiver T-Zellen zu T-Effektorzellen werden
nach heutigem Verstandnis  folgende DC-Funktionen benatigt: Erstens
Antigenpréasentation tber MHC-1/1I-Komplexe, zweitens kostimulierende
Oberflachenmolekiile und drittens aktivierende Zytokine®. So wird deutlich, dass reife DC

malf3geblich bei der Einleitung und Direktion adaptiver Immunantworten beteiligt sind.

Zur aktiven Wanderung in Richtung eines Inflammationsherdes exprimieren unreife
myeloiden DC C-Chemokinrezeptor 5 (CCR5) als spezifischen Rezeptor der
proinflammatorischen Chemokine MIP-1a (CCL3) wund MIP-18 (CCL4). Nach
Antigenkontakt aktivierte DC sind hingegen durch Variation ihrer Chemokinrezeptoren in
der Lage, inflammatorische Gewebe zu verlassen und in T-Zell-reiche Areale von
sekundaren lymphatischen Organen einzuwandern. Nach DC-Aktivierung wird auf diesen
Zellen die Expression von CCR7 als spezifischen Rezeptor fiur CCL19 und CCL21
induziert, die beide konstitutiv von Endothelzellen der sekundaren lymphatischen Organe
produziert werden. Diese DC-spezifische Chemokin-Chemokinrezeptor-Interaktion lasst
aktivierte, antigenbeladene DC aus dem Entzindungsbereich tber afferente lymphatische
Gefalle in Richtung Lymphknoten wandern. Mittels Regulation der Chemokinrezeptor-
Expression konnen sich DC im Verlauf ihres Reifungsprozesses den jeweiligen
Anforderungen entsprechend positionieren’®. Die gezielte Migration von DC im

menschlichen Korper ist ein wesentlicher Mechanismus in der Infektabwehr.
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3.1.2 DC-Populationen

Dendritische Zellen stellen in vivo eine heterogene, aus diversen Subpopulationen
zusammengesetzte Leukozytenart dar. Die Herkunftslinien und die Differenzierungswege
humaner DC-Subpopulationen sind zum jetzigen Zeitpunkt nicht eindeutig geklart und
werden kontrovers diskutiert. Die verschiedenen DC-Subpopulationen lassen sich jedoch
schon anhand phéanotypischer Merkmale in mindestens zwei eigenstandige
Hauptdifferenzierungslinien unterteilen™ °.

Myeloide CD11c’ DC bilden eine eigenstandige Differenzierungslinie, da sie sowohl in
vitro als auch in vivo aus myeloiden Vorlauferzellen differenzieren kénnen. Innerhalb der
CD11c" DC-Population sind weitere phanotypisch unterscheidbare Subpopulationen
identifiziert worden, die ausnahmslos negativ fur die Leukozyten-Linienmarker CD3
(T-Zellen), CD14 (Monozyten/Makrophagen), CD19 (B-Zellen) und CD56 (NK-Zellen)
sind!’. Diese peripheren DC des humanen Blutes (BDC) exprimieren jedoch groRe
Mengen an MHC II-Molekiillen (MHC 1I). Es werden auch weitere DC-Subpopulationen
nach Expression spezifischer Oberflachenmolekiile (z.B. BDCA-2/-3/-4) unterschieden®®,
Ein weiterer Typ von myeloiden DC befindet sich im epithelialen Gewebe und exprimiert
CDla wie auch das Typ-ll-Lektin Langerin (CD207). Diese spezialisierten DC der
Epithelien enthalten mikroskopisch sichtbare Birbeck-Granulae und werden nach dem
Entdecker Langerhans-Zellen (LC) genannt®®.

Dem myloiden Zelltyp steht im peripheren Blut ein lymphoider DC-Phénotyp gegeniber.
Die Zellen dieser Linie sind zwar auch MHC II" und negativ fiir andere Linienmarker, es
wird jedoch aufgrund des charakteristischen Oberflaichenmolekilmusters und der
Expression der a-Untereinheit des TCR ein lymphoider Ursprung angenommen?®.
Aufgrund ihrer morphologischen Ahnlichkeit zu Plasmazellen bezeichnet man sie als
plasmazytoide DC (pDC). Wie B- oder T-Zellen haben pDC die Fahigkeit direkt zwischen
Blutbahn und T-Zellzonen der sekundéren lymphatischen Organe durch hochendotheliale
Venolen hindurchzuwandern® 2,

Diverse DC-Subtypen kénnen aus Monozyten bzw. aus CD34" Stammzellen mit Hilfe
explorierter Zytokinkombinationen unter Kulturbedingungen induziert werden. Humane DC
lassen sich in vitro aus Monozyten unter Verwendung von GM-CSF/IL-4%® oder aus
multipotenten CD34" Blutstammzellen mithilfe von GM-CSF/TNFo®*?® differenzieren. In
der Humanimmunologie werden inzwischen vornehmlich Monozyten-generierte DC
(MoDC) zu Forschungszwecken oder bei klinischen Anwendungen eingesetzt.
Konventionelle MoDC, die am ehesten den myeloiden CD11c” BDC entsprechen, werden
nach Sallusto et al. innerhalb von sieben Tagen mithilfe von GM-CSF/IL-4 aus Monozyten
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generiert?®. Durch die Verwendung der Zytokinkombinationen IL-3/IL-4, IL-3/IFNB oder
GM-CSF/IL-15 kénnen innerhalb von finf bis sieben Tagen humane Monozyten zu

verschiedenartigen MoDC differenzieren®*?°,

3.1.3 DC-Aktivierung via TLR

Eine hochkomplexe und variable Expression von immunbiologisch-relevanten Proteinen
fuhrt zur funktionellen Gliederung einzelner DC-Subpopulationen. Hierbei spielt die
TLR-Expression eine wesentliche Rolle.

In vielen Arten von Lebewesen lassen sich Homologe der TLR nachweisen und deuten auf
ihre lange Geschichte innerhalb der Evolution des angeborenen Immunsystems hin. So

werden in Wirbeltieren zwischen 10 und 12 TLR-Subtypen unterschieden®"3?

, wahrend bei
Seeigel mehr als 200 Typen beschrieben werden®®. TLR stellen eine Gruppe von Typ 1
Glykoproteinen der Zellmembran dar, die anhand ihrer PAMP-Bindungsstelle und ihrer
intrazellularen Signaltransduktionsdomane unterschieden werden. Der Mensch verflgt
Uber 10 bisher beschriebene TLR. Sie werden nach ihrer Lokalisation in zwei Gruppen
unterteilt. TLR 1, 2, 4, 5, 6 und 10 sind an der Zelloberflache lokalisiert und werden nach
Bindung des PAMP durch Endozytose Teil des Phagosomensystems. TLR 3, 7, 8 und 9
sind hingegen in der Membran von Endoplasmatischen Retikula und Endosomen
lokalisiert, wobei ihre PAMP-Bindungsstellen luminal gerichtet sind***®. TLR2 bildet mit
TLR1 oder TLR6 einen Heterodimerkomplex an der Zelloberflache, wahrend andere TLR
als Monomere oder Homodimere fungieren. TLR-Liganden, die von Pathogenen gebildet
werden, kdnnen grob in drei Kategorien unterteilt werden: Lipide und Lipoproteine (erkannt
durch TLR2/1, TLR2/6, TLR4), Proteine (TLR5) und Nukleinsduren (TLR3, TLR7, TLRS,
TLR9)*. Fur TLR10 konnte trotz Entschliisselung seines molekularen Aufbaus bisher
noch kein Ligand gefunden werden®’. Weiterhin werden nach ihrer Herkunft drei Gruppen
von TLR-Liganden unterschieden: Bakterien-/Viren-Bestandteile, synthetische und
physiologisch-endogene Stoffe. Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht natirlicher und
synthetischer TLR-Liganden, die in der immunologischen Forschung benutzt werden. Im
Gegensatz zur hoch-selektiven Antigen-Erkennung durch TCR bzw. BCR sind TLR
ausschlie3lich in der Lage, eine begrenzte Gruppe von Struktur-dhnlichen aber in der

Umwelt weit verbreiteten Molekilmustern zu erkennen.
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TLR Bakterien -/Viren -Bestandteile Synthetische Stoffe
TLR2/1 | Triacyl-Lipopeptide Pam;CSK,
Diacyl-Lipopeptide Lipoteichonsaure; Zymosan; | Pam,CSK,
TLR2/6 | porine; MALP2; bakterielles Peptidoglykan ;
Lipoarabinomannan
TLR3 dsRNA Poly I:C; poly A:U
TLRA4 LPS; Mannan; Phospholipide; monophosphoryl lipid A
envelope proteins (viral)
TLR5 Flagellin Unbekannt
SSRNA (viral) GU-reiche Oligoribonucleotide; loxoribin;
TLRY7 Imiquimod; Resiquimod; Adenosin- und
Guanosinderivative
TLRS SSRNA (viral) GU-reiche Oligoribonucleotide; Resiquimod,;
Adenosin- und Guanosinderivative
TLR9 DNA (bakteriell/viral) Deoxynucleotide mit unmethylierten CpG-
Motiven
TLR10 | Unbekannt Unbekannt

Tab. 1: natiirliche und synthetische TLR-Liganden (hervorgehoben sind die von uns benutzten Liganden)®

Aufgrund des vielfaltigen natirlichen Vorkommens von Pathogen-assoziierten
TLR-Liganden ist das TLR-Profil der DC von entscheidender Bedeutung in der Direktion
der T-Zell-lmmunantwort. Nach neueren Erkenntnissen wird zudem die funktionelle
Plastizitdat von DC dadurch erhoht, dass eine selektive bzw. kombinierte Aktivierung
verschiedener TLR auf myeloiden DC unterschiedliche Zytokinprofile und somit differente
T-Zell-Polarisierungen induzieren kénnen®.

So erkennt TLR4 auf MoDC bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) und induziert neben
grolen Mengen proinflammatorischer Zytokine wie TNFa und IL-6 auch
Thl-polarisierendes IL-12p70*. Dieser Effekt lasst sich durch Kombination mit
TLR8-Ligation mittels einzelstrangiger RNA, z.B. aus Viren, synergistisch verstarken®'.
TLR2 in Verbindung mit verschiedenen Adaptermolekilen erkennt diverse Strukturmotive,
wie Lipopeptide (TLR1/-2), Glykolipide (TLR2/-6) oder Zymosan (TLR2/Dektin-1)***2. Im
Gegensatz zu TLR4 bewirkt die Aktivierung von MoDC Uber TLR2 jedoch eine
vergleichsweise geringe Expression von IL-12p70*. Nach Ligation von TLR2 auf MoDC
mit Cholera-Toxin, Zymosan oder mit synthetischem Lipopeptid (z.B. PAM3CSK,) werden
bevorzugt Ty2-Antworten induziert**. Des Weiteren wird durch Aktivierung von TLR2 durch
schistosomale Phosphatedylserine, Yersinia-Antigene oder mycoplasmatische Lipopetide
(MALP2) IL-10 sezerniert®™’. IL-10 als immunregulatorisches Zytokin unterstiitzt die
Aufrechterhaltung von Selbsttoleranz und die Polarisierung naiver T-Zellen in Richtung

regulatorischer T-Zellen*.
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Insgesamt sind die in-vitro-Differenzierungswege der DC aus monozytaren oder CD34"
Vorlaufern fir die unterschiedliche Polarisierung naiver T-Zellen zu Effektor-T-Zellen von
grolRer Bedeutung.*® Ex vivo isolierte pDC sind durch eine selektive Expression von TLR7
und TLRY in ihren endosomalen Kompartimenten gekennzeichnet™® *!. Diese Rezeptoren
erkennen spezifisch bakterielle CpG-Motive sowie Nukleinsdurebestandteile von RNA-
bzw. DNA-Viren, wobei eine Rezeptorligation eine vollstdandige Aktivierung der pDC
auslésen kann®***. So aktivierte pDC produzieren anti-viral wirkende und
Tul-polarisierende Typ I-Interferone®. Daher steht fir pDC die Erkennung und
Bekampfung von Viren sehr wahrscheinlich funktionell im Vordergrund.

Myeloide DC exprimieren TLR1-6, TLR8 und TLR10°* *°; sie sezernieren im Vergleich zu
pDC nur geringere Mengen an Typ I-Interferonen. Das unterschiedliche
TLR-Expressionsmuster in plasmazytoiden und myeloiden DC zeigt eine mdgliche
funktionelle Spezialisierung in Bezug auf die Antigenerkennung und Direktion der
Immunantwort®.

Allerdings ist neben dem TLR-Profil und der DC-Vorlauferzellart auch die Methodik der
DC-Gewinnung entscheidend in der T-Zell-Direktion involviert®®. IL-3/IL-4-differenzierte
MoDC produzieren beispielsweise bei Stimulation nur geringe Mengen an IL-12p70 und
induzieren dadurch eher eine Ty2-Antwort. Mit GM-CSF/IL-15 anstelle von GM-CSF/IL-4
kultivierte MoDC sezernieren hingegen signifikante Mengen an IL-2, womit sie in der Lage
sind, T-Effektorzellen oder NK-Zellen zu regulieren.

Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass IFNy von myeloiden DC selbst
produziert werden kann®’ und somit Messungen des Tyl-Zytokins mittels ELISA
verfalschen kann. In vitro kann allerdings auch unabhéngig von TLR-Aktivierung durch
Ligation von CD40 mit CD40L eine vollstandige Aktivierung von DC mit deutlich Tyl-
polariserendem Zytokinprofil induziert werden®®.

Als zusatzlicher Faktor der Immunantwortdirektion werden inzwischen auch
unterschiedliche DC-Aktivierungsgrade in Betracht gezogen. So kann die Differenzierung
von naiven T-Zellen zu IL-10-produzierenden T,y durch nur teilweise ausgereifte DC
ausgelost werden®. So sind in vivo unter nicht-inflammatorischen Bedingungen so
genannte semi-ausgereifte DC in Lymphknoten nachweisbar, welche zwar MHC [l sowie
T-Zell-kostimulierende Molekiile, jedoch keinerlei proinflammatorische oder polarisierende
Zytokine exprimieren®. Die aktuelle Datenlage zeigt, dass die Orientierung einer
adaptiven Immunantwort ganz entscheidend von der Differenzierungslinie und dem Grad

der Ausreifung der DC sowie von stimulierenden Aktivierungssignalen abhangig ist.
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3.2 CD4" T-Zellen
CD4" T-Helfer-Zellen (Ty) sind essentielle Regulatoren des adaptiven Immunsystems und
spielen somit eine entscheidende Rolle wahrend der Pathogen-Eliminierung. Nach
Aktivierung durch professionelle Antigen-prasentierende Zellen differenzieren naive CD4"
T-Zellen zu Effektor-T-Zellen, die an Hand ihres spezifischen Zytokin-Expressionsmusters
und deren immunologischen Funktionen unterschieden werden. 1986 wurden erstmals
zwei unterschiedliche Typen von CD4"* Effektor-T-Zellen beschrieben® und spéater dann
als Tyl und Tu2 Klassifiziert®. Diese beiden Zelllinien fanden daraufhin ein starkes
Augenmerk in der immunologischen Forschung. Es wurde eine Dichotomie der
Ty-Zelllinien postuliert und lange Zeit verfolgt. Es konnten jedoch weitere Subtypen von
CD4" Effektor-T-Zellen, wie Ty3-Zellen®, regulatorische T-Zellen Typ 1(T.eq1)® oder
follikulare Helfer-T-Zellen (Tew)® unterschieden werden, die aber bisher nicht als
eigenstandige  Zelllinien  etabliert  werden konnten. Eine  Gruppe von
immunmodulatorischen T-Zellen wird heute zu einer eigenstandigen Zelllinie der
regulatorischen T-Zellen (Treg) zusammengefasst®. Hierbei wird zwischen natiirlichen Treg
(NTreg) und TGF-B-induzierten Tyeqg (iITreg) Unterschieden. In jingster Zeit wurden zusatzlich
drei weitere Typen von CD4" Ty-Zellen beschrieben, die Tyl7-, Ty22- und Ty9-Zellen,
welche die spezifischen Zytokine IL-17, IL-22 bzw. IL-9 in hohen Konzentrationen
produzieren®®®. Trotz ungeklarter physiologischer Funktion erfiillen diese Subtypen von
Effektor-T-Zellen alle Kriterien einer eigenstandigen Zelldifferenzierungslinie. Es wird
zudem jedoch eine Differenzierungsplastizitat zwischen allen eigenstandigen Ty-Subtypen
diskutiert.
Um die Definition einer eigenstandigen Ty-Zelldifferenzierungslinie zu erfillen, missen in
vitro sowie in vivo naive CD4" T-Zellen in die jeweilige Linie unabhangig von den anderen
Ty-Zellreihen differenzieren koénnen und dabei ein charakteristisches
Genexpressionsmuster zeigen.
Wahrend der Ty-Zelldifferenzierung unterscheidet man folgende drei Phasen: Die
Induktion, die Amplifikation und die Stabilisierung. Dabei kann zu jedem Zeitpunkt die
Direktion der Ty-Zell-Differenzierung beeinflusst werden. Nach drei bis vier Zellteilungen
verliert ein T-Zell-Klon jedoch seine Fahigkeit zum Ansprechen auf Differenzierungsstimuli,
d.h. die Differenzierung ist dann abgeschlossen™ ™.
Die Phasen gehen flieBend in eine Effektorphase Uber, da parallel zu
Differenzierungsstimuli auch Effektorproteine exprimiert werden koénnen. Die Induktion
bedarf in vivo der Ausbildung einer sogenannten ,immunologischen Synapse“. Wahrend
der Amplifikationsphase spielen das Zytokinmilieu und die Expression von
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Zytokinrezeptoren eine bedeutende Rolle. Zur Stabilisierung dient einerseits die
Potenzierung des eigenen Differenzierungswegs durch eine autokrine positive
Ruckkopplung und andrerseits die Inhibition anderer Differenzierungslinien durch eine
negative Ruckkopplung. Sowohl Amplifikation als auch Stabilisierung geschehen
vornehmlich mittels Zytokinen und deren Rezeptoren Uber bestimmte Signaltransduktoren
und bestimmte Transkriptionsfaktoren, deren Kombination charakteristisch fir die
jeweiligen Zelltypen ist. Zudem werden bestimmte Zytokinrezeptoren an der eigenen
Zelloberflache Uberexprimiert, was wiederum die Sensibilitat gegenliber deren Liganden
erhoht.

Zurzeit werden also folgende Klassen von CDA4" T-Zellen als eigenstandige
Zelldifferenzierungslinien unterschieden: Tyl-, Tu2-, Tul7-, TH9-, Tu22-, Tew- und Treg-
Zellen, wobei die Differenzierungswege von Ty9 und Ty22 noch kontrovers diskutiert
werden. Tabelle 2 zeigt die Spezifitaten dieser Zellreihen, die teilweise in den einzelnen
Kapiteln erklart werden.

AuBerdem ist noch nicht eindeutig geklart, in wie weit bereits differenzierte T-Zellen
umdifferenzieren konnen. Auch die Rolle der Gedachtnis-T-Zellen wéahrend der

Tw-Zell-Differenzierung wird untersucht?.

Tal Tn2 Tul7 T49 Th22 Ten Treg

Zytokinmuster IFNy, LTa, IL-2 IL-4, IL-5, IL-17, IL17F, IL- | IL-9,IL-10 | IL-22 IL-21 TGF-B
IL-13 21, 1L-22

Induktionszytokine IL-12 IL-25 (IL- | TGF-B, IL-6, IL- | TGF-B TNF-a und | IL-6und | TGF-B
17E) 1B, IL-23 und IL-4 IL-6 IL-21 und IL-2

Autokrine Zytokine IFNy IL-4 IL-21 ? ? ? TGF-B

Signaltransduktoren STAT1 STAT4 STAT6 STAT3 STAT6 ? STAT3 STATS

Transkriptionsfaktoren T-bet, HLX GATAS3, RORyT, RORa PU.1, AhR Bcl-6 FOXp3
MAF IRF4

Zytokinrezeptoren IL-12RB2 IL-17RB IL-23R, IL-1R1 ? ? ? ?

Tab. 2: Uberblick tiber die wichtigsten Spezifititen der derzeit unterschiedenen CD4" T-Zellarten’ 68,69,70.73

.2 steht fur ,derzeit keine eindeutigen Forschungsergebnisse verdéffentlicht".

3.2.1 Tyl-Zellen

Tnl-Zellen vermitteln die Immunantwort gegen intrazellulare Pathogene und spielen daher

eine entscheidende Rolle in der Abwehr z. B. von Mykobakterien’®. Es wird ihnen auch

eine entscheidende Funktion bei einer Reihe von Autoimmunerkrankungen

zugeschrieben. Das spezifische Zytokinprofil von Tyl-Zellen setzt sich zusammen aus

IFNy, Lymphotoxin a (LTa) und IL-2. IFNy aktiviert die bakterizide Funktion von
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Makrophagen™. LTa wird als Progressionsmarker bei der Multiple Sklerose (MS)
verwendet und mit der Entstehung dieser Autoimmunerkrankung in Verbindung
gebracht’®. Die physiologische Funktion von LTa ist noch nicht geklart. Die IL-2-Produktion
ist neben der Induktion von Proliferation in die Formung eines immunologischen
Gedéchtnisses involviert’’,

Durch TCR-Ligation wird in Tyl-Zellen die Expression des IL-12R[2 induziert und mittels
IL-12 sowie IFNy aufrechterhalten’®, wahrend die B1-Untereinheit des IL-12-Rezeptors
konstitutiv schon auf naiven CD4" T-Zellen exprimiert wird’”®. Die Hochregulation des
IL-12-Rezeptorkomplexes fuhrt zur IFNy-Induktion und spielt eine wesentliche Rolle
wéahrend der Tyl-Antwort. Die Chemokin-Rezeptoren CXCR3 und CCR5 werden
besonders auf Ty1-Zellen tiberexprimiert®.

Die Transkriptionsfaktoren T-bet und Statl sind verantwortlich flr die Initiation einer
Tul-Zelldifferenzierung®. Uberexpression von T-bet fithrt zur IFNy-Produktion und hemmt
reziprok die IL-4-Expression. In Versuchen mit T-bet” Mausen wurde gezeigt, dass die
Versuchstiere auf Grund einer unzureichenden Tyl-Differenzierung vermehrt
Asthma-ahnliche Erkrankungen aufwiesen®. |IL-12 verstarkt Uber Statd in der
Differenzierungsphase eine Tyl-Antwort, indem es in aktivierten T-Zellen eine
IFNy-Expression induziert®. [L-12/Stat4 fiihrt via Aktivierung von NFKB auch unabhangig
von einer TCR-Stimulation zu einer IFNy-Produktion®’. AuBerdem scheinen die
Transkriptionsfaktoren Runx3 und Hix die IFNy-Expression wahrend einer Tyl-Antwort zu
verstarken®>.

Uber TLR3, TLR4, TLR7, TLR8, TLR9 oder TLR11 aktivierte DC produzieren erhohte
Mengen an IL-12 und leiten somit eine Ty1-Antwort ein®’. Uber eine folgende Induktion der
IFNy-Produktion und der Expression von IL-12RB2 wird die Tyl-Zelldiffenzierung dann

verstarkt®.

3.2.2 Tu2-Zellen

Tu2-Zellen vermitteln die Immunabwehr gegen extrazellulare Parasiten’®. Dariiber hinaus

spielen sie eine wichtige Rolle bei der Entstehung und Aufrechterhaltung von Asthma und

allergischen, IgE-vermittelten Reaktionen insgesamt.

Ty2-Zellen produzieren IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, IL-25 und Amphiregulin. Das

Ty2-spezifische Zytokin IL-4 wirkt als positives Ruckkopplungszytokin und bewirkt die

Umschaltung einer 1gG- zu einer IgE-Produktion in B-Zellen®. IgE fithrt tiber Bindung an

den FceRI auf Basophile Granulozyten oder Mastzellen zu einer Histamin-Ausschittung

und gleichfalls zu allergischen Reaktionen vom Typ IV. IL-5 spielt eine bedeutende Rolle
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in der Rekrutierung von Eosinophilen Granulozyten®. IL-9 induziert die Muzin-Produktion
in Epithelzellen wahrend einer allergischen Reaktion®*. Von T2-Zellen produziertes IL-10
hemmt DCs und eine Tyl-Proliferation®. IL-13 wirkt direkt gegen Parasiten und induziert
Atemwegshypersensitivitat®. IL-25 (auch IL-17E genannt) fiihrt als Ty2-Zytokin tiber den
IL-17-Rezeptor B (IL-17RB) zur Produktion von IL-4, IL-5 und IL-13%. IL-25 wirkt dabei
sowohl initiierend als auch verstarkend auf die Ty2-Zelldifferenzierung. IL-25 induziert
auch die Produktion der Chemokine CCL5 und CCL11 zur Rekrutierung von Eosinophilen
Granulozyten. Amphiregulin gehort zu der Familie der epidermalen Wachstumsfaktoren
(epidermal growth factor, EGF) und induziert wahrscheinlich Uber eine epitheliale
Proliferation eine Atemwegshypersensitivit&t®.

Auf Ty2-Zellen werden die Zytokinrezeptoren IL-4Ra, IL-2Ra und IL-33Ra® hochreguliert
sowie die Chemokinrezeptoren CCR3, CCR4, CCR8 und CRTh2 exprimiert®” %,

Obwohl auch Stat6-unabhéngige Differenzierungswege existieren, ist Stat6é der
Haupttranskriptionsfaktor der Ty2-Zelldifferenzierung®. Eine Stat6-Aktivierung ist fir die
Expression des Ty2-Genpromotors GATA-3 notwendig und fihrt zu einer Initiation und
Aufrechterhaltung der Ty2-Antwort (iber die Sekretion von IL-5 und IL-13%°. AuRerdem
sind die Transkriptionsfaktoren Stat5a/b*®* 192 IRF-4'® und Gfi-1' an der
Tu2-Antwort beteiligt. Die GATA-3 Expression wird  durch IL-4/Stat6 und durch
TCR-Aktivierung in Verbindung mit IL-2/Stat5 gesteigert'®. IL-4 scheint allerdings in vivo

, c-Ma

nicht essentiell fir eine Ty2-Differenzierung zu sein, wahrend GATA-3 in Vvivo
unentbehrlich ist fur eine Ty2-Antwort. Das fuhrt zu der Annahme, dass es einen
IL4-unabh&ngigen Weg der GATA-3-Induktion geben muss'®. Hier wird in der Literatur

zurzeit die Aktivierung tiber Notch-Liganden diskutiert'"’.

3.2.3 Tregy-Zellen
Treg-Zellen sind verantwortlich fir Selbsttoleranz und fir die Suppression von
Immunantworten®®®, Das Fehlen dieser Zellen fiihrt zu iiberschieBenden Immunantworten,
die sich als diverse Autoimmunerkrankungen manifestieren kénnen.
Sakaguchi et al. entdeckten 1995, dass Tg-Zellen auf ihrer Oberflache CD25
exprimieren'®®. Nachdem im Jahr 2001 die Beobachtung gemacht wurde, dass bei
Autoimmun Scurfy Mausen und bei einem Patienten mit IPEX (immune dysregulation
polyendocrinopathy enteropathy X-linked) Foxp3-Mutationen vorlagen'*®, wurde im Jahre
2003 Foxp3 als spezifischer Transkriptionsfaktor fur Teg-Zellen klassifiziert'**. Im selben
Jahr zeigte sich dann, dass Foxp3 naive CD4" T-Zellen durch das Zytokin TGF-B zu
Foxp3" iTeq differenzieren kénnen™?.
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Die immunsuppressive Funktion von Tg-Zellen basiert auf der Produktion der Zytokine
TGF-B, IL-10 und IL-35. In vivo ist TGF-B essentiell flir die Immunsuppression durch
Treg-Zellen, wahrend in bestimmten Konstellationen in vitro auch in Abwesenheit von
TGF-B eine suppressive Aktivitat nachweisbar ist'*®. Die IL-10-Produktion durch
Treg-Zellen wirkt praventiv und kurativ auf entziindliche Darmerkrankungen**. Ein Fehlen
von IL-10 aus Teg-Zellen fuihrt zu spontaner Kolitis und verstarkter Atemwegsinfektionen.
Das von Tg-Zellen exprimierte Zytokin 1L-35 hat strukturelle Ahnlichkeiten zu IL-27 und

115 Obwohl auf nahezu allen aktivierten

IL-12p35 und besitzt suppressive Aktivitat
T-Zellen CD25 exprimiert wird, stellen die Trg-Zellen mit einer konstitutiven Expression
und hoher Rezeptordichte eine Besonderheit dar. Die konstitutive Uberexpression von
CD25, der IL-2Ra-Untereinheit, sowie das Zytokin IL-2 spielen eine besondere Rolle fir
die immunregulatorische Funktion von Tg-Zellen™®. T-Zellen exprimieren auRerdem
CTLA-4 sowie GITR'. Diese Marker dienen der Unterscheidung gegeniiber naiven
T-Zellen, da nur aktivierte T-Zellen diese exprimieren. Tg-Zellen allerdings produzieren
speziell beim Menschen nur sehr wenig oder gar kein CD127 (auch IL-7Ra genannt), so
stellen hohe Expressionslevel von CD25 neben fehlendem CD127 eine gute Anndherung
fiir den Nachweis von Tieg-Zellen dar®,

Eine Uberexpression von Foxp3 in konventionellen T-Zellen berfiihrt diese in eine Art
Treg-Zellen mit anergen und suppressiven Eigenschaften'®. Eine kontinuierliche
Foxp3-Expression ist spezifisch fir suppressive Treg-ZeIIenlzo. TGF-B induziert eine
Foxp3-Expression’?!. Abnehmende Foxp3-Expression kann Treg-Zellen zu Tu2-8hnliche
Zellen umformen. Dies kann fir eine enge Verknupfung zwischen der Trg- und der
Tu2-Differenzierungslinie  stehen'®.  AuBerdem ist eine  Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Stat5 Gber IL-2 fir die Tu2- sowie fur die T.q-Differenzierung von
groRRer Bedeutung'®. Stat5 kann die Foxp3-Induktion durch Bindung an dessen Promotor
verstarken®?,

TGF-B spielt sowohl bei der Differenzierung von iT,eq als auch von nT.4 eine wichtige
Rolle''? ' TGF-B ist daher essentiell fir eine adaquate Immunsuppression durch Tieg.
Aulerdem ist unter Abwesenheit von TGF- in vivo eine schlechte Zelliberlebensrate von
Treg Nachweisbar'®. In Mausversuchen filhrt TGF-B unter nichtentziindlichen Umsténden
zur Differenzierung von naiven T-Zellen zu iTey?. TGF-B aktiviert den
Transkriptionsfaktor Smad3, wahrend TCR-Stimulation NFAT induziert. Smad3 und NFAT
binden zusammen an die Promotorregion des Foxp3-Gens und fuhren zur verstarkten

Expression von Foxp3'’. Zudem ist IL-2-aktiviertes Stat5 fir die Induktion der Foxp3-
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Expression nétig'?®. TGF-B und IL-2 sind also fiir die Differenzierung, das Uberleben und

die Funktion von Te4-Zellen erforderlich.

3.2.4 Tul7-Zellen

Tyl7-Zellen vermitteln Immunantworten gegen extrazellulare Bakterien und Pilze durch
Rekrutierung von Neutrophilen Granulozyten und Makrophagen in entzindliches
Gewebe®. Sie sind auch an der Entstehung einiger organspezifischer
Autoimmunerkrankungen beteiligt. FUr diesen Ty-Zelltyp stellt das namensgebende IL-17
zudem das funktionell bedeutendste Effektorzytokin dar.

IL-17 gehdrt zu einer Familie von sechs Zytokinen und stellt deren Hauptreprasentant dar.
Zu dieser Familie gehoren IL-17A (auch einfach IL-17 genannt), IL-17B, IL-17C, IL-17D,
IL-17E (auch IL-25 genannt) und IL-17F. IL-17A wurde zunachst als CTLA-8 und dessen
genetischer Code als Homolog eines Gens des Herpesvirus saimiri beschrieben. Erst mit
der Entdeckung seines Rezeptors wurde es in IL-17 umgenannt'®. IL-17A und IL-17F
werden genetisch durch die gleiche Locus Control Region (LCR) reguliert. Sie kénnen
sowohl einzeln oder zeitgleich exprimiert werden. Beide Zytokine binden an den IL-17RA,
wobei IL-17A eine deutlich hthere Affinitat aufweist**. IL-17A induziert durch die Bindung
an seinen Rezeptor in der Zielzelle unterschiedliche Entziindungszytokine, IL-6 und
Chemokine wie IL-8 (CXCLS8). IL-17A und IL-17F rekrutieren und aktivieren Neutrophile
Granulozyten wahrend einer Immunantwort gegen extrazellulare Bakterien und Pilze.
IL-17 bindet und funktioniert tGber seinen Rezeptor IL-17RA, der auf unterschiedlichen
mesenchymalen Zellen, wie zum Beispiel Epithelzellen oder Endothelzellen oder
Fibroblasten, exprimiert wird®.
Adaptor-Protein ACT1 die Signaltransduktion via NFkB und MAPK (Mitogen Activated

IL-17RA aktiviert Uber das intrazellular gebundene

Protein Kinase)'*!**, Eine aberrante IL-17-Expression wird mit Rheumatoider Arthritis,
Systemischen Lupus Erythematodes, Asthma und Spenderorgan-AbstoRung in
Verbindung gebracht™®*. In vitro konnte eine Steigerung der Expression von CCL2, CCL7,
CCL20, CXCL1, MMP1, MMP13 durch Maus-Fibroblasten nach IL-17-Stimulation gezeigt
werden™®. IL-17RA-defiziente Mause zeigten zudem eine verminderte Abwehr gegeniiber
Mykobakterien, resultierend aus einer verminderten Produktion von G-CSF und CXCL2 im
Lungengewebe®®,

Tyl7-Zellen produzieren aufl3er IL-17A und IL-17F noch die Zytokine IL-21, IL-22 und
CCL20. IL-21 dient als stimulatorischer Faktor der Tyl7-Zelldifferenzierung und als
Mediator ihrer positiven Feedbackschleife*”. IL-22 wird tiber eine IL-6-vermittlete oder IL-
23-vermittelte Stat3-Aktivierung in Ty17-Zellen produziert'®, wahrend TGF-B diesen Effekt
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unterdrickt. Fur die Expression von IL-22 in Tyl7-Zellen spielt der aryl hydrocarbon
receptor (AhR), ein Dioxin-Rezeptor, eine wesentliche Rolle. IL-22 vermittelt eine IL-23-
induzierte Akanthose sowie weitere Hautentziindungen. Es besitzt einen protektiven Effekt

140

auf Hepatozyten wahrend einer akuten Hepatitis und ist in die Elimination von

bakteriellen Pathogenen involviert**".

Da weitaus mehr Zellen des angeborenen
Immunsystems die Fahigkeit besitzen IL-22 zu produzieren, liegt nahe, dass die
beschriebenen Effekte von IL-22 nicht Ty17-spezifisch sind. Hier wird zurzeit auch die
Rolle einer eigenstéandigen Ty-Zelllinie der Ty22-Zellen diskutiert®®.

Tul7-Zellen exprimieren vor allem den Zytokinrezeptor IL-23R, sowie zusatzlich geringere
Level von IL-1R1 und IL-18Ra'*%. Die Funktion des IL-18Ra ist noch ungeklart, kénnte
aber auf eine Verbindung zu Tyl-Zellreihe hinweisen, wahrend IL-1R1 fur die Produktion
von IL-17 essentiell zu sein scheint**3. Die Chemokinrezeptoren CCR4 und CCR6 werden
von Tw17-Zellen koexprimiert**.

Der Transkriptionsfaktor RORyt bewirkt eine Differenzierung von naiven T-Zellen zu
Thl7-Zellen'*. Eine Uberexpression von RORyt induziert die Produktion von IL-17,
wahrend RORVyt-defiziente Zellen nur geringe Mengen an IL-17 produzieren kénnen. In der
Tat sind RORyt-defiziente Mause teilweise resistent gegentber der Ausbildung einer
Experimentelle Autoimmun-Enzephalitis (EAE), die als Maus-Modell der Multiplen
Sklerose dient. Ein weiterer verwandter Rezeptor, RORa, weist in Tyl7-Zellen eine

14 Obwohl die Deletion von RORa einen minimalen Effekt auf

Uberexpression au
Tul7-Zellen zeigt, wird durch eine kombinierte Deletion von RORa und RORyt jegliche
Produktion von IL-17 unterdrickt. Stat3 ist fur die intrazellulare Signaltransduktion von
IL-6, IL-21 und IL-23 verantwortlich und fir die Produktion von IL-17 unentbehrlich, sodass
durch die Deletion von Stat3 ein Verlust von Ty17-Zellen resultiert**®. Auch die Expression
von IL-23R ist von Stat3 abhangig. Neueste Forschungsergebnisse zeigen, dass der
interferon regulatory factor-4 (IRF-4) eine wesentliche Rolle bei der Differenzierung von
Tul7-Zellen spielt**’. IRF-4-deletierte T-Zellen kénnen kein IL-17 produzieren. EAE kann
in IRF-4” Mausen nicht ausgeldst werden. IRF-4 scheint dabei wesentlich fiir die
Expression von RORyt zu sein. Dem Transkriptionsfaktor RORyt in Maus-Zellen entspricht
RORC2 in menschlichen Zellen und weist ebenfalls einen Tyl7-induzierenden Effekt
auf'*®,

TGF-B ist fur die Differenzierung von Tyl7-Zellen wichtig. TGF-B1l-defiziente Mause

149 |L-6 wird von

besitzen keine Tyl7-Zellen und sind gegeniber EAE resistent
TLR-aktivierten Zellen des angeborenen Immunsystems produziert. Die Kombination von
TGF-B und IL-6 induziert eine T17-Differenzierung™®, die Produktion von IL-21 sowie die
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Expression von IL-23R und RORyt. Dabei kann IL-21 die Rolle des IL-6 teilweise
Ubernehmen und eine Amplifikation der IL-17-Antwort bewirken'®’. IL-23 wurde zwar
anfanglich als Differenzierungsfaktor fur Tyl7-Zellen diskutiert, konnte diesen Effekt
allerdings in naiven CD4" Maus-T-Zellen nicht aufweisen. Doch ist IL-23 wichtig fir das
Uberleben und die Funktion von Ty17-Zellen'®. Zurzeit besteht die Annahme, dass die
Tul7-Immunantwort folgende drei Differenzierungsstufen durchlauft: Eine Initiationsstufe
basierend auf IL-13 und IL-6, eine Amplifikationsstufe vermittelt durch IL-21 sowie eine
Stabilisierungsstufe aufrechterhalten durch [1L-23. Auf allen drei Stufen ist zur
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Signaltransduktion Stat3 unentbehrlich™. Die Rolle des TGF-f in der menschlichen

Tul7-Zelldifferenzierung wird weiterhin kontrovers diskutiert'**°21%3,

3.2.5 Differenzierungsplastizitdt der T y-Zellen

Die ersten Differenzierungsmodelle flr Ty-Zellen gingen von einer strikten Zweiteilung
zwischen Tyl- und Ty2-Zellen aus. Mit der ldentifizierung weiterer, eigenstandiger Ty-
Zelltypen, wurde diese Dichotomie zu einem Differenzierungsmodell mehrerer paralleler
Zelllinien, die unabhangig voneinander zu existieren schienen, erweitert. Nun ist ein
weiterer bedeutender Umbruch im Verstandnis der Differenzierungsmodelle zu
beobachten. Mit der Mdglichkeit der Entdifferenzierung und Umdifferenzierung innerhalb
einer Zellgeneration entstehe eine Flexibilitat, die evolutionstechnisch einer hohen
Effizienz entsprache®. Dies filhrt zu einem dynamischen Differenzierungsmodell, das
eine  Umdifferenzierungsmoglichkeit und eine hierarchische Gliederung mit
unterschiedlichen Stabilitatsniveaus jeweiliger Zelllinien annimmt (Abb. 1). So wird hierfur
postuliert, dass Zelltypen, die eine positive Ruckkopplung bezuglich der eigenen Zelllinie
aufweisen, eine relativ hohe Stabilitdt besaf3en. Die Zelltypen wiederum, die sowohl diese
positive Ruckkopplung als auch eine inhibierende Ruckkopplung gegeniber anderer
Differenzierungswege aufweisen, zeigten eine hohere Stabilitat*>>. Die Riickkopplung ist
parakrin und autokrin auf Zytokinebene sowie auf intrazellularer Transkriptionsebene
maoglich. Am Beispiel von Tgy ist auch eine Inhibition der eigenen Zelldifferenzierung durch
reziproke Hemmung auf Transkriptionsebene mdoglich, woraus die relative Instabilitat
dieser Differenzierungsreihe resultiert. Die Tyl7-Zellen nehmen in diesem Modell einen

156 157 Es wird derzeit auch mit Hilfe eines

Platz zwischen Tul- und Teg-Zellen ein
Computermodells die Ty-Zell-Differenzierung untersucht. Hierbei wird fir die Tyl7-Zellen
ebenfalls eine enge Verbindung mit entre-Zellen beschrieben®8,

Ein Differenzierungsgleichgewicht wird mittels Zell-Zell-Kkommunikation aufrechterhalten
und gesteuert, Mal zu Gunsten dieses, Mal zu Gunsten jenes T-Zelltyps. Naturlich flief3t in
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diesem Gleichgewicht neben der Umdifferenzierung auch die a priori Differenzierung von
naiven T-Zellen einher. Es ist aber auch bekannt, dass T-Zell-Klone nach drei bis vier
Zellteilungen die Maoglichkeit einer Umdifferenzierung verlieren und somit terminal
differenziert sind.
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Abb.1: Plastisches Differenzierungsmodell von T g-Zellen

3.3 Interaktion zwischen DC und T y-Zellen

Zellen des Makrophagen-Monozyten-Systems vollziehen als Vertreter des angeborenen
Immunsystems den primaren Pathogen-spezifischen Kontakt zu Pathogenen im Gewebe.
Uber PRR erkennen sie Pathogen-Bestandteile und aktivieren eine PAMP-spezifische
Signaltransduktionskaskade. Zur ihrer Aktivierung benétigen die DC zusatzlich eine
inflammatorische Umgebung bestehend aus speziellen Gewebefaktoren, wie Chemokinen,
Zytokinen, Eikosanoiden, Hitze-Schock-Proteinen oder Bestandteilen nekrotischer
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Zellen™. Interessanterweise sind die DC nach Aktivierung in der Lage, selbst einige
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solcher Faktoren zu produzieren. Durch Aktivierung der DC resultiert dann ein Pathogen-
spezifisches Proteinbiosynthesemuster, das durch die Produktion von MHCII-Molekulen,
kostimulatorischer Oberflachenmolekile, Enzymen, Chemokinen, Zytokinen sowie deren
Rezeptoren umgesetzt wird.

Nach Aktivierung und Bindung von Antigen an MHCII-Molekile gelangen diese
spezialisierten APC geleitet von Chemotaxis zu Keimzentren von sekundaren
lymphatischen Organen. Hier treten sie als aktivierte Antigen-beladene DC in Kontakt mit
naiven T-Zell-Klonen verschiedener TCR. Antigen-beladene MHCII-Molekile binden aber
nur den passenden TCR eines naiven CD4" T-Zell-Klons mit einer so hohen Affinitat, dass
die Aktivierung der T-Zelle stattfinden kann. Diese Kontaktstelle wird in Anlehnung an die
Zell-Zell-Interaktion von Neuronen auch ,immunologische Synapse® genannt. Wahrend
des Kontakts dienen die molekularen Verbindungen von CD40/CD40L, CD80/CD28,
CD86/CD28, ICOS-L/ICOS (auf DClauf CD4") als kostimulatorische Faktoren'®.
Zusatzlich produzieren die APC ein Pathogen-spezifisches Zytokinmuster, das flr die
Direktion der T-Zell-Antwort eine entscheidende Rolle spielt. Der besagte T-Zell-Klon wird
aktiviert und je nach Stimulusmuster in eine unterschiedliche T-Zell-Differenzierungslinie
dirigiert. Die klonal-vervielfaltigte und differenzierte Effektor-T-Zelle bildet nun mit ihrem
Antigen-spezifischen TCR den Hauptakteur des adaptiven Immunsystems, indem sie ihre

Differenzierungslinien-spezifische Funktion austibt.

3.4  Ziel dieser Arbeit
Potentielle Pathogene aus unserer Umwelt werden erst durch Ausfélle unseres
Abwehrsystems und der Barriere zu Pathogenen, zuvor sind es apathogene Substanzen
oder Lebewesen. Auch unter Abwesenheit von potentiellen Pathogenen kann unser
Immunsystem durch Missregulation seine Funktionen auf unterschiedliche Weise verlieren
und sogar eigene Zellen und eigenes Gewebe angreifen. Das menschliche Immunsystem
vermittelt also ein Spektrum von Toleranz bis Intoleranz gegeniber Fremdem sowie
Eigenem.
Immer spielt die Kommunikation zwischen den einzelnen Akteuren unseres
Immunsystems dabei eine wesentliche Rolle. Eine Ansammlung von Akteuren wird erst
durch deren Kommunikation miteinander zu einer effektiven Gemeinschatft. Je fehlerfreier
diese Kommunikation funktioniert, desto wirkungsvoller ist die Gemeinschaft in ihrer
Funktion. Nun ist die immunologische Kommunikation derzeit noch nicht vollstandig
erforscht und verstanden. Vereinfacht besteht jede Kommunikation aus mindestens einer
Information und mindestens einem Medium zur dessen Ubermittlung. Die Zellen des
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Immunsystems kommunizieren untereinander mittels Oberflachenmolekilen, Zytokinen,
Chemokinen, Hormonen und deren Rezeptoren. Funktioniert eines der
Kommunikationsmedien nicht, sei der Fehler angeboren oder erworben, kommt es zu
einer Verschiebung des Gleichgewichtes und es resultiert eine immunologische bzw.
infektiologische Erkrankung.

Eines der wichtigsten Punkte wahrend einer erfolgreichen Immunantwort ist der Kontakt
zwischen dem angeborenen und adaptiven Immunsystem, die Aktivierung der Ty-Zellen
durch APC. APC Ubermitteln hierbei mittels Oberflachenproteinen und Zytokinen
Informationen Uber die urspriinglichen Spezifitdten des Erregers. Die naive T-Zelle reagiert
auf die Information nach einem vorprogrammierten Ablauf mit einer spezialisierten
Antwort, indem sie zu einem auf den Erreger spezialisierten T-Zelltyp differenziert und
proliferiert. Hier entscheidet sich maf3geblich die Art der Immunantwort und die Immunitat

des Organismus gegeniber einem Pathogen.

Nach Zusammenschau der bis zum aktuellen Zeitpunkt verdffentlichten
Forschungsergebnisse beziglich der Ty-Zelldifferenzierung wurde in dieser Arbeit die
Direktion der Ty-Zellantwort durch TLR-aktivierte APC untersucht. Hierbei interessierte
einerseits die Pathogen-spezifische Aktivierung von APC lber TLR sowie andererseits das
dirigierende Zytokinprofil der aktivierten APC hinsichtlich der mdglichen T-Zellantworten
mit besonderem Fokus auf die Tyl7-Differenzierung. Aufgrund der beschriebenen Ty17-
Funktionen wurden TLR-Liganden von extrazellularen Bakterien eingesetzt, um MoLC
bzw. MoDC zu aktivieren. In diesem Modell stellen MoLC das Aquivalent von LC der Haut
dar, wahrend MoDC die peripheren DC des menschlichen Blutes reprasentieren.

Zu Anfang dieser Arbeit bestand die Aufgabe herauszufinden, welche TLR-Aktivierung in
DC zu einer Sekretion der Tyl7-dirigierenden Zytokine IL-6, IL-1[3, IL-23 und TGF-B fuhrt
und ob dieser Effekt mittels TLR-Blockung inhibierbar ist. AuRerdem war die Expression
der Aktivierungsmarker HLA-DR, CCR7 und CD83 nach TLR-Stimulation auf DC von
Interesse. Um einen direkten Effekt des TLR-Stimulus auf naive CD4" Zellen
auszuschlieBen, wurden Versuche in Abwesenheit von DC mit MicroBeads durchgefhrt.
Es wurde untersucht ob naive CD4" Zellen tatsachlich in der Lage sind in Kokulturen mit
TLR-aktivierten DC das Zytokin IL-17 zu exprimieren und zu sezernieren.
Auch wurde ein durch unsere Arbeitsgruppe vorbeschriebener Unterschied zwischen TLR-
aktivierter MoLC und MoDC hinsichtlich der Ty17-Direktion geprift. Da unterschiedliche
Arbeitsgruppen bei ihren Analysen der Tyl7-Differenzierung externe Zytokinzugaben
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verwenden, wurde in dieser Arbeit auch der Effekt einer externen IL-6- und TGF-3-
Zugabe zu den Kokulturen von naiven CD4" Zellen mit TLR-aktivierten DC beziiglich einer
IL-17-Sekretion analysiert.

Auf nahezu allen aktivierten T-Zellen wird CD25 exprimiert, dabei stellen die Teg-Zellen mit
einer konstitutiven Expression und hoher Rezeptordichte eine Besonderheit dar*'®. Es
wurde hier nun untersucht, ob ausschlie3lich CD4-isolierte T-Zellen, positiv isolierte
CD4'CD25" und negativ isolierten CD4"CD25  T-Zellen bezuglich einer IL-17-Sekretion
einen Unterschied aufweisen. Um die Rolle der vorbeschriebenen Tyl7-dirigierenden
Zytokine IL-6, IL-1p3, IL-23 und TGF-B wahrend einer TLR2-stimulierten Ty17-Direktion zu
verifizieren, wurden Versuchsansatze mit Zytokin-neutralisierende  Antikdrper
durchgefuhrt. AnschlielRend wurde untersucht, ob tatsachlich mittels anti-TLR2-Antikorper
die IL-17-Sekretion inhibierbar ist.

In dieser Arbeit sollten Forschungsergebnisse erzielt werden, welche unter anderem
Erklarungen zu immun-physiologischen sowie immun-pathologischen Ablaufen wahrend
einer Tyl7-Zellantwort bieten.

Um die Funktionsweisen des Immunsystems verstandlich zu machen, missen die
Kommunikationswege zwischen den Akteuren sowie Kommunikationsfehler und dessen
Auswirkungen weiter erforscht werden. Erst dann kdnnen wir Wege suchen um gezielt in
diese Kommunikation einzugreifen, Fehler zu beheben und das Gleichgewicht
wiederherzustellen. Ziel der immunologischen Grundlagenforschung ist es eines Tages die
~Sprache des menschlichen Immunsystems zu verstehen und dazu Uberzugehen das
Verstandene zu verwenden um Leid zu lindern.

Diese Arbeit soll seinen kleinen Teil zur Vervollstindigung unseres Einblickes in die
Komplexitat des menschlichen Immunsystems beitragen. Doch ist, je gréRer unsere
Wissenssammlung wird, die Einheit des einzelnen Wissenszuwachses desto kleiner und
spezieller, sodass der Wert dieser Arbeit sich erst durch die Verwendung ihrer Ergebnisse

zur weiteren Forschung ergibt.
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4. Material und Methoden

4.1  Substanzen und Lésungen

In den folgenden Kapiteln 2.1.1 bis 2.1.5 sind alle haufig verwendeten Ldsungen,
Nahrmedien, Medienzusatze, Zytokine, Antikdrper und TLR-Stimuli tabellarisch aufgefihrt.
Deren Zusammensetzungen laut Herstellerangaben werden parallel aufgelistet.
Materialien, die fir einzelne Methoden bendétigt wurden, sind unter den jeweiligen Punkten
naher beschrieben. Die bei den Methoden aufgefuhrten Konzentrationsangaben beziehen

sich, wenn nicht anders angegeben, auf die Endkonzentration im Versuchsansatz.

4.1.1 Lo6sungen/Medien/Medienzuséatze

Bezeichnung

Zusammensetzung/Hersteller

RPMI 1640 BioWhittaker

mit Ultraglutamin 1, Lonza, Verviers Belgien

Penicillin

Biochrom, Berlin

Streptomycin

Biochrom, Berlin

Fotales Kalberserum (FCS)

Biochrom, Berlin

Phythamagglutinin (PHA)

Histopaque-1077

Dichtegradient aus 5,7 g/dl Ficoll (Typ400,
Sucrose Polymer) und 9,0 g/dI
Natriumdiatrizoat, Sigma, Deisenhofen

FACSClean BD Pharmingen, Heidelberg

FACSRinse BD Pharmingen, Heidelberg

FACSFlow BD Pharmingen, Heidelberg

DPBS (Phosphat-gepufferte Saline, pH 1,5 mM KH,POy4, 2,7 mM KCL, 8,1 mM
7,2-7,4) Na,HPO4, 137 mM NaCL

DPBS/BSA 5 g/l Rinderserumalbumin (BSA) in DPBS

DPBS/BSA/Natriumazid (FACS-Puffer)

0,01 % NaHz in DPBS/BSA

DPBS/BSA/EDTA (MACS-Puffer)

2 mM EDTA in DPBS/BSA

DPBS/Tween (Waschpuffer)

DPBS, 0,05 % Tween-20

Fixierungs-Reagenz 2 % und 18,5 %

DPBS-Puffer mit 2 % bzw. 18,5 %
Paraformaldehyd (w/v), pH 7,0

Permeabilisierungs-Puffer

FACS-Perm-Solution (BD), 1:10 in Aqua dest.

TBS-Puffer

50 mM Tris, 150 mM NacCl

TBST-Puffer

4.1.2 Zytokine

Bezeichnung

50 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,05 % Tween-20

Zusammensetzung/Hersteller

rekombinantes GM-CSF (GM-CSF)

ImmunoTools, Friesoythe, Deutschland

rekombinantes IL-1( (IL-1B)

ImmunoTools, Friesoythe, Deutschland

rekombinantes IL-2 (IL-2)

ImmunoTools, Friesoythe, Deutschland

rekombinantes IL-4 (IL-4)

ImmunoTools, Friesoythe, Deutschland

rekombinantes IL-6 (IL-6)

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt

rekombinantes TGF-B1 (TGF-B)

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt

rekombinantes IFN-y (IFN-y)

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
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4.1.3 Antikorper zur FACS-Farbung
Bezeichnung

Zusammensetzung/Hersteller

CD4-APC (RPA-T4)

InvivoGen, San Diego, USA

Langerin-PE (CD207, DCGM4)

Coulter, Krefeld, Deutschland

IFN-y-APC (25723.11)

BD Biosciences, Heidelberg

IL-17A-PE (eBio64DEC17)

eBioscience, Frankfurt

CD83-PE (HB15e) migG1

BD Pharmingen, Heidelberg

CCR7 (2H4) migM

BD Pharmingen, Heidelberg

IgG1-Isotyp (MOPC-21)

BD Pharmingen, Heidelberg

IgG2b-Isotyp (27-35)

BD Pharmingen, Heidelberg

Anti-lgM-Biotin (G20-127) migG1

BD Pharmingen, Heidelberg

Streptavidin-Allophycocyanin (Sav-APC-
Konjugat)

BD Pharmingen, Heidelberg

HLA-DR-FITC/PE (B8.12.2) migG2b

Coulter, Krefeld

Anti-Biotin-Antikorper

4.1.4 Blockierende Antikorper

Bezeichnung

MicroBeads-konjugiertes 1gG1, Bio3-18E7,
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Zusammensetzung/Hersteller

Anti-IL-6 (6708)

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt

Anti-IL-18 (8516)

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt

Anti-TGF-B (1D11)

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt

Anti-IL-23 p19 (AF1716)

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt

Anti-TLR2 (T2.5)

4.1.5 TLR-Stimuli

Bezeichnung

InvivoGen, San Diego, USA

Zusammensetzung/Hersteller

Ultra-pure S. minnesota LPS (LPS)

TLR4-Ligand, InvivoGen, San Diego, USA

Flagellin aus B. subtilis (Flagellin)

TLR5-Ligand, InvivoGen, San Diego, USA

Peptidoglykan (PGN) aus S. aureus

TLR2-Ligand, Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Buchs, Schweiz

MALP2

Axxora, Lorrach, Deutschland

Endotoxin-freie bakterielle DNA (DNA)

TLR9-Ligand, InvivoGen, San Diego, USA

Poly(l:C)

TLR3-Ligand, InvivoGen, San Diego, USA

ssPolyU/LyoVec (PolyU)

TLR8-Ligand, InvivoGen, San Diego, USA

Pam3;CSK, (Pams)

TLR1/2-Ligand, InvivoGen, San Diego, USA

Pam,CSK, (Pam,)

TLR2/6-Ligand, InvivoGen, San Diego, USA

Gardiquimod TLR7-Ligand, InvivoGen, San Diego, USA
CpG TLR9-Ligand, InvivoGen, San Diego, USA
M-Tripap NOD1/2-Ligand, InvivoGen, San Diego, USA

Muramyldipeptid (MDP)

NOD2-Ligand, InvivoGen, San Diego, USA

BD CaliBRITE PerCP-Cy5.5 Beads

BD Pharmingen, Heidelberg

BD CaliBRITE APC Beads

BD Pharmingen, Heidelberg

BD CaliBRITE 3 Beads

BD Pharmingen, Heidelberg
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4.2 Gerate, Instrumente und Kits

Im Folgenden sind alle Gerate, Instrumente und Versuchskits, die in den Experimenten

benutzt wurden, aufgelistet.

Bezeichnung

Hersteller

Kihlschrank (4 °C), Gefrierschrank (-20 °C)

Privileg, Deutschland

Tiefkiihlschrnak (-80 °C)

Heraeus Instruments, USA

Wasserbad

Kottermann Labortechnik, Deutschland

Sterile Gewebekultur-Schalen (6 cm @)

Cellstar Greiner, Frickenhausen,
Deutschland

Sterile 12-, 24-, 48-, 96-Napf Platten

Costar, Corning Inc., NY, USA

Sterile 2ml-, 5ml-, 10ml-, 25ml-Pipetten

Costar, Corning Inc., NY, USA

Ssterile 15ml-, 50ml-Zentrifugen-Rohrchen

Costar, Corning Inc., NY, USA

Ssterile 100ml-, 250ml-Zellkulturflaschen

Costar, Corning Inc., NY, USA

Sterile Pipettenspitzen(0,1-10ul; 1-200ul;
100-1000ul)

Costar, Corning Inc., NY, USA

Sterile Multistep-Pitpettenspitzen(5ml,
25ml)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf-Pipetten(2,5ul; 10pl; 20ul; 200ul;
1000p)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Accu-Jet Pipettierhilfe

Brand, Deutschland

Stepmate Multistep-Pipette

Scilogex LCC., Berlin, USA

Megafuge 1.0R Zentrifuge

Heraeus

Biofuge pico Zentrifuge

Heraeus

Labovert-Mikroskop

Leitz, Weztlar, Deutschland

Stericult 200 Incubator Brutschrank

Forma Scientific

Bench

BDK, Sonnenbihl-Genkingen, Deutschland

Vortex Genie 2

Bender & Hobein AG, Zlrich, Schweiz

Counter Z1 Zellzahler

Coulter Electronics, England, U.K.

Mini-, Midi-MACS (Magnetischer Zell-
Separator)

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

MACS-Selektionsséaulen (LS, Large Cell
Separation Columns, MS)

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

MACS-Separationsfilter

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

23G Kanile

BD Pharmingen, Heidelberg

MACS Dead Cell Removal Kit

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

MACS Diamond Plasmacytoid Dendritic
Cell Isolation Kit

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

MACS Monocyte Isolation Kit Il

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

MACS CD1c" Dendritic Cell Isolation Kit

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

MACS CD4" T Cell Isolation Kit

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

MACS CD25 MicroBeads

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

MACS CD1c MicroBeads

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
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Deutschland

BD Via Probe Cell Viability Solution

BD Biosciences, Heidelberg

Human IL-4 DuoSet ELISA-Kit

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt

Human MMP-9 DuoSet ELISA-Kit

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt

Human CCL1 DuoSet ELISA-Kit

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt

Human IL-12 p70 DuoSet ELISA-Kit

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt

Human CCL4 DuoSet ELISA-Kit

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt

Human TNF-a DuoSet ELISA-Kit

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt

Human IL-17 DuoSet ELISA-Kit

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt

Human IL-6 DuoSet ELISA-Kit

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt

Human IL-1B DuoSet ELISA-Kit

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt

Human TGF-B1 DuoSet ELISA-Kit

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt

Human IFNy DuoSet ELISA-Kit

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt

Human IL-4 DuoSet ELISA-Kit

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt

Human IL-21 ELISA Ready-SET-Go!

eBioscience, San Diego, USA

Human IL-23 ELISA Ready-SET-Go!

eBioscience, San Diego, USA

Human IL-23 Quantikine ELISA-Kit

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt

Columbus Pro ELISA-Washer

Tecan, Grodig, Osterreich

EMax precision microplate reader

Molecular Devices, Sunnyvale, USA

96-Napf ELISA-Platten

Nunc, Danemark

The Belly Dancer

Storall Life Science, Greensboro, North
Carolina, USA

FACS-Calibur Durchflusszytometer, BD Pharmingen,
Heidelberg

Apple-PC G4 Apple, Macintosh, USA

Windows-PC Microsoft, USA

4.3  Computer-Programme

Mit den unten aufgefiihrten Computer-Programmen und -Betriebssystemen wurden Daten

gesammelt und verarbeitet.

Bezeichnung

Hersteller

Elisa-Reader Programm, Softmax Pro

Molecular Devices, Sunnyvale, USA

BD CellQuest Pro Version 5.2.1

Analyse-Software, BD Pharmingen,
Heidelberg

Microsoft Office 2007

Microsoft, USA

Microsoft Internet Explorer 6.0

Microsoft, USA

Microsoft Windows XP Professional

Microsoft, USA

Apple Macintosh

Apple, USA

4.4  Isolierung, Zahlung, Stimulation und Kultur von Zellen

Jede Arbeit mit menschlichen Zellenreihen wurde unter der Bench durchgefihrt, um
Kontaminationen weitestgehend vorzubeugen. Buffy-Coat-Konserven von gesunden
Spendern wurden ohne vorangegangene Lymphozytenfiltration vom Blutspendedienst des

Deutschen Roten Kreuzes Wannsee-Heckeshorn, Berlin, bezogen.



MoDCs, MoLCs und T-Zellen wurden in RPMI 1640 kultiviert. Dieses Medium wurde mit
100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und mit 10 % FCS versetzt.
Komplementproteine im FCS fur die Zellkultur wurden zuvor bei 56 °C fir 40 min
hitzeinaktiviert. Primare Zellen und Zelllinien wurden in separaten Brutschrdnken unter
Ublichen Bedingungen (37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit) inkubiert. Zur
Bestimmung der Zellzahl in Suspensionen wurde das vollautomatische Counter Z1 der
Firma Coulter Electronics eingesetzt. Es basiert auf der elektronischen Pulsflachenanalyse
und erlaubt die Messung von Zellzahl sowie tot/lebend-Unterscheidung anhand der
ZellgroRe mit einer Messgenauigkeit von 0,1 um. Die zu messende Probe wurde zunachst
1:1000 in PBS verdinnt, der =zu erwartende Grol3enbereich gewahlt (fur
PBMC/MoLC/MoDC > 10 um, fir CD4" Zellen > 7 upm) und die gemessene
Zellkonzentration (pro ml) tber das LCD-Display ausgegeben.

4.4.1 Isolierung von PBMC
Beim Blutspendedienst werden aus  Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin(CPDA)-
stabilisiertem Vollblut nach Zentrifugation aufgrund von Dichteunterschieden Plasma und
Erythrozytenkonzentrat abgetrennt und beide Fraktionen zurtickbehalten. Die Leukozyten-
und Thrombozyten-reiche Zwischenschicht einer Blutspende wird als Buffy-Coat in einen
separaten Satellitenbeutel aufgefangen und fir Forschungszwecke dem Abnehmer zur
Verfligung gestellt.
Nach Eingang wurde die Buffy-Coat-Spende in 50 ml Réhrchen tberfuhrt und direkt bei
400 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit der Pipette vorsichtig von dem roten Pellet
am Boden getrennt. Durch diese dem Gradienten vorausgehende Zentrifugation kdnnen
grol3e Anteile der Erythrozytenpopulation bereits abgetrennt werden.
Die Dichte des Gradienten entspricht mit 1,077 g/ml der von mononukledren Leukozyten
des peripheren Bluts (peripher blood mononuclear cytes, PBMC), so dass Zellen aufgrund
ihrer unterschiedlichen Dichte®®® durch das Natriumdiatrizoat getrennt werden kénnen.
AuBerdem verbinden sich Granulozyten und Erythrozyten wahrend der isopyknischen
Zentrifugation mit der hochpolymeren Methylzellulose des Ficolls und sedimentieren als
schwere Aggregate am Rohrchenboden. Nach Zentrifugation kann die PBMC-
Zellpopulation in der Phase zwischen dem dariber geschichteten Plasma und dem
Erythrozyten-Pellet darunter gewonnen werden. Hierzu wurden die Buffy-Coat-Zellen 1:2
(v:v) mit PBS vermischt, jeweils 25 ml der Zellsuspension vorsichtig auf 15 ml Gradient im
50 ml Réhrchen aufgeschichtet und zentrifugiert (800 g, 20 min bei Raumtemperatur ohne
Bremse). Die leukozytenhaltige Intermediarschicht wurde als weil3liche Interphase mit der
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10 ml Pipette aus der Dichtegradientenschicht vorsichtig abpipettiert. Diese Population der
PBMC wurde in PBS (4 °C) uberfuihrt, zentrifugiert (400 g, 10 min, mit Bremse) und
anschlielRend mehrfach bei 260 g thrombozytenfrei gewaschen. Die Pellets wurden zuletzt
vereinigt und in PBS mit 10 % FCS resuspendiert. Die Zellen wurden gezahlt und nur

Praparationen mit normaler Anzahl an PBMC wurden weiterverarbeitet.

4.4.2 Isolierung von Monozyten

Monozyten aus dem Blut als Ausgangspopulation fir die Generierung Dendritischer Zellen
kénnen Uber ihre Eigenschaft, auf unphysiologischen Oberflachen festzuhaften, gewonnen
werden. Dafir wurde die Anzahl der Monozyten in den PBMC durch Auszéhlung dunkler,
groRRerer Zellen nach 10 min in der Zahlkammer nach Neubauer bestimmt.

In Gewebekultur-Schalen wurden 5 x 10° adharente Zellen in Medium mit 10 % FCS
ausgesetzt. Fur die aktive Adharenz auf der Plastikoberflache wurden die Monozyten unter
wiederholter Bewegung der Schalen fur 40 min bei 37 °C inkubiert. Wenn sich Zellen auf
der Oberflache angeheftet hatten, was durch eine mikroskopische Kontrolle gesichert
wurde, wurde die Gewebekultur-Schale in schrager Position aufgestellt'®?,

Um ein Trockenfallen der adhérenten Zellen zu vermeiden, wurde die Schale durch
mittelstarken Pipettenstrahl mit 50 ml/Schale warmen Mediums gespult und gleichzeitig
der Uberstand mit einer zweiten Pipette abgesaugt. Zeigten sich in der optischen Kontrolle
keine kontaminierenden T- und B-Zellen mehr, wurde je 5 ml Medium mit 10 % FCS zu

den Zellen gegeben und diese im Brutschrank inkubiert.

4.4.3 Generierung von CD1c * MoDCs und MoLCs

Monozyten haben aul3er der Kompetenz, in Zellkultur durch den Einsatz von Humanserum
oder M-CSF zu Makrophagen zu differenzieren, auch die Fahigkeit, Dendritische Zellen zu
generieren. Dabei spielen die beiden Zytokine GM-CSF und IL-4 (oder IL-13) eine

2529 Bej dieser Konversion verlieren die Zellen in der Zellkultur

entscheidende Rolle
charakteristischerweise das CD14-Antigen und verstarken die Expression von MHC-
Klasse-lI-Molekilen. Nach sechsTagen Kultur sind Zellen eines unreifen DC-Phanotyps
differenziert. Dieser Zelle wird die terminal differenzierte Dendritische Zelle
gegenubergestellt. Dieser Phanotyp reifer Dendritischer Zellen kann in vitro durch
Inkubation der unreifen MoDC mit dem Medium von Monozytenkulturen generiert werden.
Dieser Monozyteniiberstand enthalt die Zytokine TNF-a, IL-1B, IL-6 und IFNa®. Nach
einem etablierten Protokoll kénnen unreife Dendritische Zellen nach zwei Tagen Kultur mit
IL-1B, IL-6, TNF-a und PGE, zu reifen MoDC differenzieren'®.
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Fur die Differenzierung von MoDC wurde den adharenten Monozyten in der
Gewebekultur-Schale 100 ng/ml GM-CSF und 10 ng/ml IL-4 erganzt. An Tag 2 und 4
wurden 2 ml Medium von Schalen abgesaugt und 3 ml frisches Medium mit 100 ng/ml
GM-CSF zugegeben. An Tag 6 wurden die nun nicht mehr adhérenten Zellen mit dem
Mediumuberstand abgenommen, gewaschen und in den Experimenten eingesetzt.
LC-ahnliche Zellen (MoLC) kdnnen in vitro wie unreife Dendritische Zellen aus Monozyten
generiert werden. Neben GM-CSF und IL-4 wird zusétzlich TGF-B1 zugesetzt'®®. Unter
dem Einfluss dieses Zytokins kann eine Zellpopulation differenziert werden, die Birbeck
Granulae besitzt sowie Langerin exprimiert. Bei der Generierung von MoLC wurden
zusatzlich 10 ng/ml TGF-B1 in das Kulturmedium gegeben.

Fur direkte Vergleiche wurden in einigen Experimenten CD1c® Zellen aus der
Gesamtpopulation der MoLCs bzw. MoDCs an Tag 6 mittels Biotin-markiertem
Anti-CD1c-Antikorper und Microbeads-konjugiertem Anti-Biotin-Antikorper durch MACS
positiv isoliert. Zur Kontrolle der Zelldifferenzierung wurde nach der Zytokinkultur die
Expression des Monozytenantigens CD14, des von Dendritischen Zellen hochregulierten
Molekils HLA-DR und des LC-spezifischen Langerin-Antigens im Durchflusszytometer

gemessen.

4.4.4 Stimulation der APC und TLR-Blockade
Nach 6 tagiger Kultivierung von MoLC und MoDC wurden diese Zellen mit RPMI/FCS von
den Gewebekulturplatten gewaschen und gezahlt. Sie wurden nach Anzahl der geplanten
Versuchsreihen auf Napfplatten mit 10° Zellen/ml aufgeteilt und, wie folgt, mit
unterschiedlichen Stimuli aktiviert.
Die Zellen wurden entweder mit 20 pg/ml PGN, mit 500 ng/ml LPS, mit 1 pg/ml Pams, mit
0,1 pg/ml Pamy, mit 5 pg/ml Poly(I:C), mit 5 pg/ml DNS, mit 5 pg/ml PolyU, mit 0,1 pg/ml
Flagellin, mit 5 pg/ml CpG, mit 1 pg/ml Gardiquimod oder mit 0,05 pg/ml MALP-2 fiir 48 h
stimuliert. Danach wurde der Kulturiiberstand unverdinnt aus den Napfen abgenommen,
zellfrei gewaschen und fur die Analyse im ELISA direkt verwendet oder bei -80 °C
weggefroren. Die Pellets aus diesem Waschschritt wurden mit den in den Napfen
verbliebenen Zellen vereint, vollstandig aus den Napfen zurtickgewonnen und wiederum
gezahlt.
In einigen Versuchen wurden MoLCs vor Stimulation fur 0,5 h entweder mit einem
Anti-TLR2-Antikorper (T2.5) oder mit einem Kontrollisotypen (MOPC-21) inkubiert. Hierbei
wurden in anfanglichen Versuchen die Konzentrationen des TLR2-Antikbrpers zum
funktionellen Vergleich in steigender Reihenfolge angesetzt.
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4.4.5 lIsolierung von CD4 ™ T-Zellen und CD25-Separierung mittels MACS

Nach Zahlung der PBMCs wurden alle weiteren Arbeitsschritte in Eiswasser bei 4-8 °C
durchgefiihrt, um eine optimale Bindung der Antikérper an die Zellen zu gewahrleisten.
Der verwendete Antikorpermix, die Microbeads-Antikérper, der Magnet und die Trennséule
sind Bestandteile des MACS Cell Isolation Kit. Die notwendigen Mengenverhéltnisse von
Puffer, Antikorperlosung und Zellzahl wurden den Herstellerangaben entsprechend
angewandt.

Die Zellen wurden in MACS-Puffer geldst, 200 pl Hapten-Antikdrper-Cocktail/10® Zellen
hinzugegeben und 10 min kalt inkubiert. Dieser Mix enthalt unterschiedliche Antikorper
(gegen CD8, CD11b, CD16, CD19, CD36 und CD56), die mononukledre Zellen aus
humanem Blut markieren (Monozyten, NK-Zellen, zytotoxische T-Zellen, B-Zellen, unreife
Erythrozyten, Thrombozyten, Dendritische oder basophile Zellen). Diese unterschiedlichen
Antikdrper sind mit Biotin-Hapten markiert, an das weitere Antikdrper binden kdnnen, die
auf eisenhaltigen magnetischen Kugelchen (sog. Microbeads) sitzen. Man erhalt so ein
Konglomerat aus Microbeads und mononuklearen Zellen. Es folgt ein weiterer
Waschschritt, um freie Antikérper zu entfernen. Dann wird die Zellsuspension auf eine
Trennséule gegeben, die in einem starken Magnetfeld positioniert wird. In der Saule
werden die markierten Zellen festgehalten, wahrend die unmarkierten CD4" Zellen als
Negativ-Fraktion ausgewaschen werden konnen. Die erhaltenen CD4" Zellen wurden
erneut gezahlt, in Zellmedium (RPMI 1640 mit 5% Penicillin/Streptomycin) suspendiert und
im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO; gelagert.

In parallelen Zellkulturansétzen wurden Viabilitat (P1) sowie Spezifitdt der Isolierung (CD4)
beurteilt, indem diese in Zellkultur optisch mittels Mikroskop gepruft wurden und zudem
mittels FACS die Fahigkeit der T-Zell-Population, nach Stimulation mit dem polyklonalen

Mitogen Phythamagglutinin (5 pg/ml) zu proliferieren, getestet wurde.
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Abb. 2: Schema der CD4-Zellisolation mittels MACS

Zur Isolierung von CD4'CD25" und CD4'CD25 T-Zellen wurden in gesonderten
Versuchsansatzen nach der oben beschriebenen CD4-Isolierung die gewonnen CD4"
T-Zellen fur 15 min in 90 pl MACS-Puffer und mit 10 pl Anti-CD25-MicroBeads je
10’ Zellen bei 4 °C inkubiert. Nach ausfilhrlichem Waschen wurden die Zellen in 500 pl
MACS-Puffer resuspendiert. Fur die Selektion wurde eine MS-Saule in einen
MiniMACS-Magneten gehéangt. Die Suspension wurde auf die Sdule gegeben und die
CD25" Fraktion aufgefangen. Die CD25" T-Zellen wurden aus der Saule entfernt und in ein
getrenntes Gefald eluiert, indem die Saule aus dem Magnetfeld herausgenommen wurde

und mit MACS-Puffer unter Verwendung des Stempels mehrmals gespiilt wurde.

lCD4+ZeIIEI1

®©
OO O

CD4+CD25-Zellen CD4+CD25+Zellen
Abb. 3: Schema der Isolierung von CD25 * Zellen aus der CD4 * Population mittels MACS
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4.4.6 Kokultur

Nach zweitagiger Stimulation der MoLCs oder MoDCs wurden auf 96-Napf
Rundbodenplatten 2,5x 10* allogene MoLCs bzw. MoDCs in 50 pl RPMI/FCS vorgelegt. In
weiteren 200 pl RPMI/FCS wurden 2,5x 10° naiven CD4" T-Zellen dazugegeben. Als
Kontrollen dienten Ansétze, die nur stimulierte MoLCs bzw. MoDCs, nur CD4" T-Zellen mit
MicroBeads enthielten. Die Kokulturen wurden als Triplikate angesetzt und fur finf Tage
bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Danach wurde der Mediumuberstand unverdiinnt aus
den Napfen abgenommen, zellfrei gewaschen und fir die Analyse im ELISA direkt
verwendet oder bei -80 °C weggefroren.

Die Zell-Pellets aus diesem Waschschritt wurden in RPMI/FCS resuspendiert, gezahlt und
fur FACS-Farbungen genutzt.

45 ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay)
Mit dieser Methode kann die Konzentration von Proteinen gemessen werden. In der
vorliegenden Arbeit wurden die Konzentrationen der Zytokine IL-17, IL-6, IL-1(, IL-4,
IL-23, IL-12p70, TGF-B und IFNy im Zellkulturiiberstand der Stimulationsansétze oder der
Kokulturen bestimmt. Fur samtliche durchgefiihrten ELISA kam das DuoSet ELISA
Development System der Firma R&D Systems zum Einsatz. Die Uberstiande wurden
gewonnen, indem die Zellsuspension nach Stimulation oder Kokultur 5 min bei 5000 U/min
zentrifugiert wurde.
Das Prinzip der Methode wird im Folgenden kurz erlautert: Mittels des
Capture-Antikodrpers, der gegen eine spezielle Struktur (Epitop) im zu untersuchende
Protein gerichtet ist, wird das Protein am Boden der Reaktionsplatte festgehalten. An ein
anderes Epitop des festgehaltenen Proteins bindet der Detection-Antikdrper, welcher mit
Streptavidin markiert ist. An das Streptavidin kann ein weiterer Antikbrper anhaften, der
das Enzym Horsereddish-Peroxidase tragt. Dieses Enzym bewirkt eine chemische
Reaktion, die quantitativ an der Verfarbung (hier Cyan) einer zuvor klaren Indikatorldsung
abgelesen werden kann.
Am Vorabend der Versuche wurden die Reaktionsplatten mit 100 pl/Napf des
Capture-Antikodrpers versetzt, der gegen das gesuchte Protein gerichtet ist. Dieser heftet
sich wahrend der nachtlichen Inkubation am Boden der Platte an. Die einzusetzenden
Konzentrationen richten sich nach dem zu messenden Protein und finden sich in den
Anleitungen der Firma R&D. Am néachsten Morgen wurden die Reaktionsplatten mit einem
Waschpuffer unter Verwendung des Plattenwaschautomaten Columbus-Pro gespdlt.
Danach wurde jeder Napf mit 300 pl Blockpuffer fir eine Stunde gefillt, um spéater
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unspezifische Bindungen von Antikdrpern zu verhindern. In der Zwischenzeit wurde eine
Verdinnungsreihe (von 0 bis 1000 pg/ml, in 8 Stufen) des zu untersuchenden Proteins in
Reagent Diluent angesetzt. Diese Reihe diente spater als Standardreferenz fur die
guantitativen Messungen. Nachdem der Blockpuffer ausgewaschen worden war, wurden
je 100 ul Standard bzw. zu bestimmende Proben aufgetragen. Danach wurde die Platte
zwei Stunden bei Raumtemperatur ruhen gelassen und dann erneut gewaschen. Dann
folgte die Zugabe von 100 pl Detection-Antikorper, der ebenfalls zwei Stunden inkubiert
wurden. Die ungebundenen Antikdrper wurden wiederum ausgewaschen und es wurde
der enzymmarkierte Antikdrper zugegeben, flr weitere zwanzig Minuten ruhen gelassen
und anschlieBend ausgewaschen. Nun erfolgte die Zugabe eines farblosen
Indikator-Gemisches (v/v) aus 50 % H,O, und 50 % Tetramethylbenzidin. Das Enzym
Horsereddish-Peroxidase wandelt dieses Gemisch in einen stark gefarbten Komplex um.
Diese Reaktion wurde nach zwanzig Minuten durch Zugabe einer kleinen Menge
Schwefelsaure (2 N, 50 pl) unterbrochen. Daraufhin konnte die Platte mit einem
ELISA-Plate-Reader bei einer Wellenlange von 450 nm und einer Referenzwellenlange

von 570 nm photometrisch ausgewertet werden.

4.6 Farbemethoden fur FACS (Fluorescence activated cell sorting)
Nach vorausgehender Blockierung der F.-Rezeptoren auf den Zielzellen mittels 50 pl
Blockpuffer (bestehend aus PBS mit 10% humanem Serum) auf 10° Zellen fiir 10 min auf
Eis, wurden die Zellen in FACS-Puffer gewaschen und resuspendiert, wahrend die
eigentliche Farbung der zu untersuchenden Oberflachenmolekile (z.B. CD4) mit den
Fluorchrom-konjugierten  Antikbrpern  vorbereitet wurde. Zun&chst wurden die
Antikdrperverdiinnungen fur den folgenden Schritt in jeweiliger Konzentration (wie vom
Hersteller beschrieben) vorbereitet. Dann wurden in allen Versuchsansatzen 10 pl der
jeweiligen Antikérperverdinnung pipettiert. Die Zellsuspensionen wurden mittels Vortexer
im FACS-Ro6hrchen geschleudert und anschlieBend fur 45 min auf Eis ohne direkte
Lichteinstrahlung inkubiert. Danach wurden 10°/ml Zellen in FACS-Puffer resuspendiert
und zweimal bei 260 G, 4° C und 4 min zentrifugiert und gewaschen. Nach dem letzten
Waschschritt wurde das Zellpellet in 500 pl FACS-Puffer resuspendiert und anschliel3end
sofort gemessen.
Beim Einsatz biotinylierter Antikrper wurden nach der Antikoérperinkubation und den
Waschschritten die Zellen in 50 yl FACS-Puffer mit 0,5 ug/ml Streptavidin-APC 30 min
lang inkubiert. AnschlielRend wurden sie in FACS-Puffer ein letztes Mal gewaschen und
zur Messung verwendet.
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Fur die intrazellulare Farbung hingegen wurden die Zellen in den Kokulturen zunéchst fur
4 h mit 5 ng/ml TPA und 500 ng/ml lonomycin unter Zugabe von 1 pg/ml Brefeldin A
vorbereitet. Dabei simulieren TPA und lonomycin die Stimulation von T-Zellen tber eine
Erhéhung der intrazellularen Ca®**-Konzentration, sodass die T-Zellen unabhéngig von
Differenzierungsgrad und -richtung angeregt werden. Brefeldin A, eine aus Pilzen
extrahierte Substanz, hemmt die Funktion des endoplasmatischen Retikulums und des
Golgi Apparates, sodass produzierte Zytokine nicht sezerniert werden und sich in den
Zellen anreichern. AnschlieBend wurde die Zytokinsekretion der Zellen mit
Fixierungsreagenz, das durch Denaturierung und Prazipitation von Struktur- und
Funktionsproteinen die Zellen fixiert, gestoppt. Daraufhin wurden die Zellen dann 20 min
mit dem Permeabilisierungspuffer, der die Zellwand durch Tenside fur die
Farbe-Antikorper permeabilisiert, behandelt. Schlielich erfolgte die intrazellulare Farbung
mit den jeweiligen Fluoreszenzfarbstoff-Antikérpern fir 30 min abgedunkelt auf Eis.

Fur jede FACS-Messreihe wurden lIsotyp-Farbungen zum Vergleich und zur Kontrolle
durchgefuhrt. Jede Isotyp-Messung diente auch zum Einstellen der FACS-Messfenster auf
eine bestimmte Zellpopulation (z. B. T-Zellen) innerhalb der gefarbten Mischpopulation.
Das voreingestellte Messfenster wurde fir die restlichen FACS-Messungen derselben

Messreihe verwendet.

4.7  Durchflusszytometrie (FACS)
Mit Hilfe der Durchflusszytometrie (FACS, Fluorescence activated cell sorting) kénnen
Zellen anhand ihrer  Lichtstreuungseigenschaften und anhand  emittierter
Fluoreszenzstrahlung auf Einzelzellebene charakterisiert werden. Je nach verwendetem
Gerat konnen derzeit bis zu 13 Parameter (wie beim FACSAria, BD) gleichzeitig bestimmt
werden. Die Zellen werden hierbei mit monoklonalen Antikdrpern, die direkt oder tber
sekundéare Antikorper an Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt sind, wie oben beschrieben
markiert und passieren in einem konzentrierten Flussigkeitsstrom nacheinander
Laserstrahlen unterschiedlicher Wellenlange. Dabei werden die Fluorochrome zur
Emission von Fluoreszenzlicht angeregt; zuséatzlich streuen die Zellen das auftreffende
Laserlicht. Das in einem geringen Winkel (3° bis 10° bzw. 183° bis 190°) gestreute Licht
wird als Vorwartsstreulicht (FSC) bezeichnet und korreliert in erster Naherung mit der
ZellgroRe. Das in einem Winkel um 90° reflektierte Licht wird als Seitwartsstreulicht (SSC)
bezeichnet und korreliert mit der Granularitat und der Membranfaltung der Zelle. Das von
den verschiedenen Fluorochromen emittierte Fluoreszenzlicht wird durch Teilerspiegel und
farbselektive Bandpassfilter in Fluoreszenzspektren aufgetrennt und gelangt dann auf
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photosensitive Detektoren, sog. Photomultipler. Im verwendeten Analysegerat
FACSCalibur stehen drei Sensoren fur 530 nm (Fluoreszenzkanal: FL1), 585 nm (FL2)
und >650 nm (FL3) fir den ersten Laser (Argon, 488 nm) zur Verfugung. Uber einen
zweiten Dioden-Laser (635 nm) kann ein weiteres Fluoreszenzparameter mit einer
anderen Anregungswellenldange zur Verfigung gestellt werden (FL4: 670 nm). Nach
Verstarkung wird das optische Signal zuné&chst in elektrische Stréme und schlie3lich in ein
digitales Signal umgewandelt. FSC- und SSC-Signale werden in linearer, die Fluoreszenz-
Signale in logarithmischer Verstarkung aufgenommen.

Die Auswertung der Messungen erfolgte mit der CellQuest Pro Research Software. Die
Daten wurden als zweidimensionale Punkt-Diagramme (dot-plots) dargestellt. In den
Punktdiagrammen reprasentiert jeder Punkt eine Zelle. Durch das Setzen von
Analysefenstern (gates) kann die Expressionsanalyse auf bestimmte Zellpopulationen

beschrankt werden.

4.8  Statistische Auswertung
Mittelwerte, Standardabweichungen und statistische Signifikanzen wurden mit Hilfe von
SigmaPlot (SPSS) berechnet. Fur die Analyse von Differenzen zwischen experimentellen

Gruppen wurde der student’s t test benutzt.
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5. Ergebnisse

Fur eine aussagekraftige in vitro Untersuchung der Ty17-Zell-Differenzierung wurde ein
Versuchsmodell verwendet, das die zeitliche Abfolge der physiologischen Ereignisse
wahrend einer Immunantwort der Haut gegen Bakterien naherungsweise bericksichtigt.
Es wurden aus Leukozyten verschiedener Spender Monozyten isoliert und 5 Tage lang
aus ihnen unterschiedliche Populationen von Monocytes-derived Langerhans-like
Cells(MoLC) und Monocytes-derived Dendritic Cells(MoDC) generiert. Diese Populationen
wurden dann mit TLR-Liganden stimuliert und nach weiteren zwei Tagen mit CD4" naiven
T-Zellen, mit CD4°CD25" T-Zellen oder mit CD4'CD25 T-Zellen kokultiviert. Das
Verhaltnis von APC zu T-Zellen wurde wéahrend aller Versuche initial auf 1:10 eingestellt.
Nach einer funf-tagigen Kokultur wurden mit Hilfe von ELISA sowie intrazellularer FACS-
Farbung die Zytokin-Sekretion und -Expression untersucht. Die Versuche wurden
mehrmals mit DC und Ty-Zellen verschiedener Spender wiederholt und die Ergebnisse
anschlielend in Diagrammen zusammengefasst.

In dieser Studie konnten gezeigt werden, dass PGN-stimulierte CD1c* MoLC IL-6, IL-1B,
IL-23 und TGF-B sezernieren. Unstimulierte MoLC hingegen sezernieren Kkeine
signifikanten Mengen an IL-6, IL-18 und IL-23. TGF- wird hingegen unabhangig von der
Stimulation sezerniert. CD4" T-Zellen sezernieren in Kokultur mit PGN-stimulierten MoLC
bzw. MoDC IL-17 und IFNy, jedoch kein IL-4. In MoLC-Kokultur erreichen CD4" T-Zellen
eine hohere IL-17-Konzentration als in MoDC-Kokultur. Wéahrend die Zugabe von
TLR2-Liganden zu MoLC in CD4"25 T-Zellen zu einer relativ hohen IL-17-Produktion
fiihrt, konnte eine wenn auch geringe Abnahme fiir naive CD4" und CD4'CD25" T-Zellen
beobachtet werden. Im FACS lieRen sich IFNy’IL-17" T-Zellen und eine Erniedrigung von
IL-17 nach Zugabe von Anti-IL-183, Anti-IL-6 und Anti-IL-23 nachweisen. Es konnte gezeigt
werden, dass die Blockade von TLR2 auf PGN-stimulierten MoLC die Differenzierung von

CD4" T-Zellen zu Tyl7-Zellen vermindern kann.

5.1. TLR-stimulierte MoLC sezernieren IL-6, IL-1 B, IL-23 und TGF- 8

Als Grundlage weiterfihrender Versuche wurde das Zytokinmuster von MoLC nach
Stimulation unterschiedlicher TLR untersucht. Die Untersuchungen beschrankten sich
hierbei auf die Zytokine IL-6, IL-18, IL-23 und TGF-B, welche als essenziell fur die Ty17-
Differenzierung gelten. Phanotypisch homogene, Langerin-exprimierende, von Monozyten
abgeleitete Langerhanszellen (MoLC) wurden mittels CD1c-MACS (CD1c”® MoLC)
angereichert. Diese Zellen wurden fur 48 h mit PGN, MALP2, LPS, bakterieller DNA,

polyl:C und polyU zur Aktivierung von TLR2, TLR4, TLR9, TLR3 und TLR8 stimuliert.
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Mittels ELISA-Analysen der Zellkulturiberstande konnte gezeigt werden, dass die
TLR2-Liganden PGN und MALP2 in MoLC eine IL-6-, IL-1B- und IL-23-Sekretion
induzieren (Abb. 4). PGN konnte hierbei die starkste IL-1B3-Sekretion hervorrufen. Die
spontane Sekretion von TGF-B wurde jedoch durch keinen der obengenannten Stimuli
signifikant beeinflusst. Weiterhin wurde beobachtet, dass bakterielle DNA, Poly(I:C) und
PolyU eine geringe Stimulation der Sekretion von IL-6 bewirken. MoLC sezernieren nach

Stimulation mit Poly(l:C) vergleichsweise geringe Mengen an IL-1f3.
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Abb. 4: TLR-stimulierte CD1 "MoLC sezernieren T y17-induzierende Zytokine. Aus menschlichem Blut
wurden MoLC nach Depletion von CD14 Zellen in einer Zellkultur mit GM-CSF, IL-4 und TGF-B generiert
und anschlieRend mit Hilfe von CD1c-MACS isoliert. Diese Zellen wurden 48 h mit PGN, MALP2, LPS,
bakterieller DNA, Poly(l:C) (I:C) und PolyU (PU) stimuliert, um sie Gber TLR2, TLR2/6, TLR4, TLR9, TLR3,
TLR8 zu aktivieren. Eine Population verblieb zur Kontrolle ohne Stimulus (ohne). Mit Hilfe von ELISA wurden
die Uberstande auf IL-6, IL-1B, IL-23p19 und TGF-B untersucht. Die Balken stellen Mittelwerte +
Standardabweichungen von je vier unabhangigen Experimenten dar.
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5.2 IL-6, IL-1B und IL-23 werden TLR2- abhéngig freigesetzt, TGF- B jedoch nicht
Wahrend TLR2-Liganden eine signifikante Freisetzung von IL-6, IL-1[3, IL-23 und TGF-
induzierten, wurde analysiert, ob dieser Effekt durch einen TLR2-blockierenden Antikdrper
hemmbar ist. Vor der Stimulation der CD1c¢c” MoLC mit PGN wurde TLR2 durch sattigende
Konzentrationen des Antikdrpers T2.5 geblockt. Es konnte gezeigt werden, dass die
Sekretion von IL-6, IL-18 und IL-23 gehemmt wird, wahrend TGF-f TLR2 unabhangig
freigesetzt wird (Abb. 5).
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Abb. 5: Anti-TLR2 blockiert die Sekretion von IL-6, IL-1B und IL-23p19, aber nicht von TGF- .
CD1c-isolierte MoLC wurden dber 0,5 h mit 20 pg/ml, 2 pg/ml und 0,2 pg/ml eines monoklonalen
Anti-TLR2-Antikdrpers (T2.5) oder zur Kontrolle mit 20 pg/ml eines Isotyp-lgG1 (MOPC-21) inkubiert.
AnschlieRend wurde eine Population der CD1c¢” MoLC mit 20 pg/ml PGN uber 48 h stimuliert, wéahrend die
zweite Kontrollpopulation ohne Stimulus (ohne) verblieb. Mit Hilfe von ELISA wurde in den Zellkultur-
Uberstanden IL-6, IL-18, TGF-B und IL-23p19 nachgewiesen. Die S&ulen stellen Mittelwerte
+ Standardabweichung von drei Zellkulturen verschiedener Spender dar.

5.3 HLA-DR, CD83 und CCR7 Expression auf MoLC nach  TLR2-Stimulation

MoLC exprimierenten HLA-DR unabhéngig von TLR2-Stimulation. Der Anteil an CCR7"
MoLC steigt nach PGN-Stimulation von 5 % bis auf 25 %, wahrend der Anteil an CD83"
MoLC einen Wert von 92 % erreichte (Abb. 6). Die CCR7- und die CD83-Expression nach
PGN-Stimulation liel3en sich durch vorangehender Inkubation mit Anti-TLR2-Antikorper
geringfuigig hemmen.
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Abb. 6: Expression von Oberflachenmolekilen nach TL R2-Stimulation und TLR2-Block.

CD1c" MoLC wurden {iber 0,5 h mit 0,2 pg/ml, 2 pg/ml bzw. 20 pg/ml eines monoklonalen Antikérpers gegen
TLR2 prainkubiert. Daraufhin wurden die Zellen auf je zwei Populationen aufgeteilt, von denen eine 48 h mit
20 pg/ml PGN stimuliert wurde. Die Zellen wurden nach Markierung mit FITC- und PE-gekoppelten
Antikoérpern gegen HLA-DR, CCR7 und CD83 durchflusszytometrisch analysiert. Die Dot-Plot-Diagramme
sind mit einem anhand der Isotypfarbung geeichten Koordinatenkreuzes in vier Quadranten geteilt. Die
oberen beiden Quadranten zeigen die HLA-DR®, die unteren beiden HLA-DR™ Ereignisse. In den beiden
rechten Quadranten sind CCR7" bzw. CD83" Ereignisse und in den beiden linken Quadranten sind CCR7"
bzw. CD83" Ereignisse aufgezeichnet. Die Zahlenwerte (in %) stehen gerundet fur den prozentualen Anteil
der Zellen im jeweiligen Quadranten. Die Dot-Plot-Diagramme zeigen zwei unterschiedliche reprasentative
Farbungen eines Versuches, der viermal mit &hnlichen Ergebnissen wiederholt wurde.

54 CD4" T-Zellen benétigen fir die Differenzierung zu T n{l17-Zellen unter
TLR-Stimulation weitere Signale von Dendritischen Z  ellen

Um eine autonome Differenzierung von CD4" T-Zellen zu Tuyl7-Zellen durch
TLR-Stimulation in Abwesenheit von Dendritischen Zellen auszuschlieen, wurden direkt
nach der CD4" T-Zell-Isolation diese Zellen mit PGN beziehungswiese mit Anti-CD3-/Anti-
CD28-gekoppelten MicroBeads stimuliert (Abb. 7). Wahrend PGN-stimulierte CD4"
T-Zellen in Abwesenheit von Dendritischen Zellen kein IL-17 produzierten, konnten wir in
den Ansétzen, die mit Anti-CD3-/Anti-CD28-gekoppelten MicroBeads aktiviert wurden,

eine relativ starke intrazellulare IL-17-Expression nachweisen.
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Abb. 7:Intrazellulare IL-17-FACS-Farbung und Extra  zellulare CD4-FACS-Farbung.

Naive CD4" T-Zellen wurden nach Isolation 5 Tage mit 20 pg/ml PGN und Anti-CD3-/Anti-CD28-gekoppelten
MicroBeads(MB) stimuliert. Die Zellen wurden intrazellular (Anti-IL-17) und extrazellular (Anti-CD4) mit PE-
und APC-konjugierten Antikérpern geféarbt und anschlieBend im Durchflusszytometer analysiert. Die
Punktdiagramme zeigen die Expression von CD4 und IL-17 und stellen drei Experimente mit &hnlichen
Ergebnissen von unterschiedlichen Spendern dar.

5.5 TLR2-aktivierte MoLC induzieren IL-17 und IFN vy, aber kein IL-4 in CD4 *
T-Zellen

Es wurde herausgefunden, dass unstimulierte CD1c* MoLC in Kokultur mit CD4" T-Zellen
im gleichen MaRe IL-17" Zellen induzieren, wie LPS-stimulierte CD1c” MoLC. Es lieR sich
jedoch in den mit LPS stimulierten Ansatzen eine Zunahme der IFNy-Expression
nachweisen. Im Vergleich dazu waren TLR2-Liganden, wie PGN und Pamgs, im Stande
eine starke Tyl7-Antwort zu hervorzurufen. Interessanterweise stieg in diesen

Stimulationsreihen auch die Anzahl an IFNy* Zellen moderat an (Abb. 8).
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Abb. 8: Intrazellulare IL-17- und IFN  y-FACS-Farbung von CD4 " in Kokultur mit stimulierten MoLC.

CD1c’ MoLC wurden mit 20 ug/ml PGN, mit 1 pg/ml LPS oder mit 1 pg/ml Pam; tber 48 h stimuliert und
daraufhin griindlich gewaschen. Stimulierte und unstimulierte CD1c” MoLC wurden 5 Tage mit naiven CD4"
T-Zellen kokultiviert. Die Zellen wurden gewaschen, intrazellular mit FITC- und APC-konjugierten Antikérpern
gegen IL-17 und IFNy geféarbt und anschlieBend im Durchflusszytometer analysiert. Die Punktdiagramme
zeigen die intrazelluldre Expression der Zytokine und stellen drei Experimente mit &hnlichen Ergebnissen
von unterschiedlichen Spendern dar.
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Zur Untersuchung, ob MoLC nach Aktivierung via TLR2 und durch Sekretion von
polarisierenden Zytokinen eine Tyl7-Antwort hervorrufen, wurden IL-17, IFNy und IL-4 in
Kokulturiiberstanden von MoLC mit naiven CD4" T-Zellen gemessen. CD1c* MoLC und
CD1c" MoDC wurden vom selben Spender isoliert und generiert. Die Zellgruppen wurden
je in zwei Populationen aufgeteilt, von denen eine tber 48 h mit 20 pg/ml PGN stimuliert
wurde. Nach dem Waschen der Zellen wurden Kokulturen mit naiven CD4" T-Zellen
angesetzt. Die naiven CD4" T-Zellen wurden zuvor durch eine CD4" MACS-Depletion aus
den Leukozyten eines Spenders isoliert. Nach 5 Tagen wurden die Uberstande auf Ty1-,
Tu2- und Tyl7-typischen Zytokine untersucht. Um ein méglichst naturgetreues System zu
etablieren und reine Zellinteraktionen zu untersuchen, wurde ein Stimulationsprotokoll
verwendet, welches keine externen T-Zell-Signale, blockierende Antikdrper oder einen
Zusatz von IL-2 bzw. anderen Zytokinen beinhaltet. CD4" T-Zellen produzierten in Kokultur
mit TLR2-aktivierten MoLC bzw. MoDC die Zytokine IL-17 und IFNy (Abb. 9). Im Vergleich
von MoLC- und MoDC-Kokulturen zeigte sich eine Veranderung des IL17:IFNy-
Verhaltnisses zu Gunsten von IL-17 fiir CD4" T-Zellen in Kokultur mit MoLC. In diesen
Kokulturen waren sogar die absoluten Hochstwerte der gemessenen |[IL-17-
Konzentrationen hoher. Nicht-stimulierte MoLC beziehungsweise MoDC fiihrten in CD4"
T-Zellen zwar zur Freisetzung von IFNy, jedoch nicht von IL-17. In keinem der Falle
konnten wir das Ty2-Zytokin IL-4 nachweisen.
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Abb. 9: Sekretion von IL-17, IFN y und IL-4 durch T-Zellen aus Kokultur mit TLR2-akti  vierten MoLC
und MoDC.

CD1c" MoLC (oben) und CD1c* MoDC (unten) wurden vom selben Spender isoliert und generiert. Die Zellen
wurden je in zwei Populationen aufgeteilt, von denen eine tber 48 h mit 20 pug/ml PGN stimuliert wurde.
Nach dem Waschen der Zellen wurden Kokulturen mit naiven CD4" T-Zellen angesetzt. Die naiven CD4" T-
Zellen wurden zuvor durch eine CD4"MACS-Depletion aus den Leukozyten eines Spenders isoliert. Die
Saulen reprasentieren die Sekretion von 1L-17 (weiR), IFNy (schwarz) und IL-4 (grau) aus den Uberstanden

dieser Kokulturen nach 5 Tagen. Sie stellen den Mittelwert + Standardabweichung von vier unabhangigen
Spendern dar.

5.6  Zusatz von externem IL-6 und TGF- B verringert die Sekretion von IL-17

Es wurde untersucht, ob der externe Zusatz von IL-6 und TGF-$ die Sekretion von IL-17
durch Tyl7-Zellen verandern kann. Interessanterweise ergab sich, dass die Fahigkeit der
CD4" T-Zellen zur Sekretion von IL-17 mit externem Zusatz der Zytokine IL-6 und TGF-B
in Kokultur mit MoLC bzw. MoDC, die mit LPS, PGN, Pam; oder Pams stimuliert wurden,
sinkt. Im Gegensatz dazu hatte der Zusatz der oben genannte Zytokine in DC-freien CD4"

T-Zellen in Anwesenheit von CD3/CD28-Beads einen positiven Effekt auf die
IL-17-Sekretion (Abb. 10).
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Abb. 10: Externes IL-6 und TGF- B hemmt die Freisetzung von IL-17 durch differenzier  te Ty17-Zellen.
CD1c” MoDC/MoLC eines Spenders wurden iiber 48 h mit PGN, LPS, Pam,CSK, sowie Pam;CSK, aktiviert
und mit CD4" T-Zellen ohne Zusatz von Zytokinen (weiR), mit externem Zusatz von IL-6 (grau) und mit
externem Zusatz von IL-6 und TGF-f3 (schwarz) kokultiviert. Als Kontrolle wurden T-Zellen ohne DC jedoch
mit Anti-CD3/Anti-CD28-benetzten Beads und Zusatz von Zytokinen (gepunktet) stimuliert. Die S&ulen
stellen Mittelwerte der IL-17-Konzentrationen in den Zellkulturiiberstanden + Standardabweichung eines
Spenders dar. Der Versuch wurde dreimal mit ahnlichen Ergebnissen wiederholt.

5.7  Vergleich unterschiedlicher Subpopulationen von Ty-Zellen

Es wurden unterschiedliche Subpopulationen von Ty-Zellen auf die Sekretion von IL-17 in
Kokultur mit MoLC, die mit 10 verschiedenen TLR-Liganden stimuliert wurden, untersucht.
Dazu wurden mit Hilfe von CD4"- und CD25"-MACS drei unterschiedliche Populationen
von CD4" T-Zellen separiert.

Es konnte gezeigt werden, dass CD4"CD25" T-Zellen (ohne Expression der a-Untereinheit

des IL-2-Rezeptors) in allen Fallen die héchsten IL-17-Konzentrationen erzielen (Abb. 11).
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Abb. 11: IL-17 Sekretion durch drei T 4-Zellpopulationen in Kokultur mit TLR-stimulierten MoLC

CD1c’ MoLC wurden {iber 48 h mit den TLR-Liganden PGN, Pam;, Pam,, MALP2, LPS, Flagellin, Poly(I:C),
Gardiquimod (Gdqd), PolyU und CpG stimuliert. Nach wiederholtem Waschen wurden diese
Zellpopulationen jeweils mit naiven CD4" T-Zellen (schwarz), positiv isolierten CD4°CD25" (grau) und
negativ isolierten CD4'CD25 (weiR) Zellen kokultiviert. Es werden Mittelwerte der Zytokinkonzentration *
Standardabweichung von drei unabhéngigen Versuchen gezeigt.

5.8 Blockierung von MoLC-induzierter T  y17-Antwort durch Anti-IL-1 B, Anti-TGF- B
und Anti-IL-23

Um den Einfluss der von TLR2-stimulierten MoLC abgeleiteten Zytokine IL-6, IL-1(, IL-23
und TGF-B auf die Differenzierung von Tyl7-Zellen zu untersuchen, wurden diese
Zytokine mit Hilfe von Antikdrpern selektiv neutralisiert. Vor dem Ansetzen der Kokulturen
mit PGN-stimulierten MoLC wurden die isolierten CD4'CD25" T-Zellen mit Anti-IL-6, -IL-1,
-IL-23 und -TGF-B préainkubiert. Einzeln und in Kombination hemmen Anti-IL-1j3,
Anti-TGF- und Anti-IL-23 die Sekretion von IL-17 (Abb. 12). Die Neutralisation von IL-13
und IL-23 verminderte aulRerdem die Sekretion von IFNy, wahrend Anti-IL-6 und
Anti-TGF-8 keinen signifikanten Effekt auf die IFNy-Sekretion zeigten.
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Abb. 12: Wirkung Zytokin-neutralisierender Antikdrp er auf IL-17-/IFN y-Sekretion

Den Kokulturen von PGN-aktivierten CD1c” MoLC und CD4"CD25 T-Zellen wurden Antikérper zugesetzt,
die IL-6, IL-1B, IL-23p19 und TGF-B blockieren. Nach 5 tagiger Inkubation wurden mit Hilfe von ELISA die
IL-17- und IFNy-Konzentrationen in den Zellkulturiberstdnden gemessen. Das Saulendiagramm zeigt die
Mittelwerte der Zytokinkonzentrationen (+ Standardabweichung) von drei Spendern ohne Stimulation (weil)
und unter Stimulation mit 20 ug/ml PGN (schwarz).
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5.9 IL-17- und IFN y-Expression von CD4 * T-Zellen nach Blockierung von IL-6,
IL-18, TGF-B und IL-23

Es konnte mit Hilfe einer FACS-Farbung gezeigt werden, dass TLR2-aktivierte MoLC
IL-17/IFNy-doppelt-positive CD4" T-Zellen induzieren (Abb. 13). Es konnte nachgewiesen
werden, dass die IL-17-Expression in CD4" T-Zellen mit Hilfe von neutralisierenden
Antikdrpern gegen IL-6, IL-1p3, TGF-B und IL-23 signifikant abnimmt. Hierbei ist allerdings
der Effekt fur Anti-IL-6 am geringsten ausgefallen. Weiterhin konnte der Nachweis erbracht
werden, dass im Vergleich zu den anderen untersuchten Zytokin-Antikdrpern Anti-IL-13
das starkste Potential hat, eine IL-17-Antwort zu unterdriicken. Diese Ty17-Unterdriickung
liel3 sich jedoch nicht signifikant durch eine Kombination von Zytokin-AntikGrpern steigern,
wéahrend sie durch die Kombination mit Anti-IL-6 partiell aufgehoben wurde.

ohne Isotype | {PGN Isotype PGN Anti-IL-6| i PGN Anti-TGF-B

PGN |Anti-IL-23| JPGN Anti-IL-6 PGN  lAnti-IL-6
] Anti- TGF | ] AntiIL1-p

PGN Anti-IL-6 PGN Anti.-TGF-B jPGN. Anti.-TGF-B 3PGN AntiiL1-B
Anti-IL-23]| ] AntidL1-B | ] _Anti-IL-23 ] ~ Anti-IL-23

IFNy-

IL-17

Abb. 13: Wirkung von Zytokin-neutralisierenden Anti kérpern auf IL-17-/IFN y-Expression

Intrazellulare FACS-Farbung von IL-17 und IFNy nach 5 Tagen Kokultur wie in Material und Methoden
beschrieben. Die Punkt-Diagramme zeigen die Ergebnisse eines Spenders von insgesamt drei Spendern.
Die Zahlen in den Quadranten représentieren den prozentualen Anteil von IL-17" und/oder IFNy" Zellen an
der gesamten CD4" T-Zellpopulation.

5.10 TLR-2-Block hemmtdie T y17-Antwort in Kokultur mit MoLC und MoDC

Um eine mdgliche direkte Aktivierung von CD4" T-Zellen durch PGN und eine Umgehung
der T-Zell-Interaktion mit TLR2-aktivierten MoLC bzw. MoDC zu Uuberprifen, wurden
Blockversuche mit TLR2-Antikorper durchgefuhrt. Hierfir wurden MoLC und MoDC mit
Anti-TLR2 prainkubiert, mit PGN stimuliert und nach intensivem Waschen mit CD4" CD25
T-Zellen kokultiviert. Es konnte fur T-Zellen in Interaktion mit TLR2-geblockten PGN-
stimulierten MoLC bzw. MoDC im Vergleich zur ungeblockten Population eine signifikante

Abnahme der IL-17-Sekretion nachgewiesen werden. In den selbigen Versuchsreihen
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wurde der oben genannte Effekt starker in MoLC- als in MoDC-Kokulturen beobachtet

(Abb. 14).
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Abb. 14: Die Blockade von TLR2 auf MoLC hemmt die F  reisetzung von IL-17 aus CD4 * T-Zellen.

CD1c¢" MoLC und CDi1c" MoDC eines Spenders wurden fiur 30 Minuten mit 10 pg/ml Anti-TLR2 (T2.5,
schwarz) oder Kontroll-Isotyp (weil3) inkubiert. Nach 48 stindiger Stimulation mit PGN wurden die Zellen
mehrfach gewaschen und mit naiven CD4" T-Zellen kokultiviert. Nach 5 Tagen wurden in den Uberstéanden
mit Hilfe von ELISA die IL-17 Konzentrationen bestimmt. Die S&ulen stellen die Mittelwerte der IL-17
Konzentrationen (+ Standardabweichung) von drei unabhéngigen Spendern dar.
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6. Diskussion

In dieser Arbeit wurde in vitro die Direktion einer potentiellen Ty-Zell-Antwort durch
Antigen-prasentierende Zellen nach simuliertem Pathogenkontakt untersucht. Gegenstand
der Experimente war die TLR-Aktivierung von DC und die kurzlich zuvor beschriebene
eigenstandige Tyl7-Differenzierungslinie, der unter anderem eine wichtige Rolle bei der
Abwehr von extrazellularen Bakterien und Pilzen zugeschrieben wird.

Die Interaktion zwischen dem angeborenen und dem erworbenen Immunsystem ist fur die
Elimination von Pathogenen sowie fur die Bildung eines immunologischen Gedachtnisses
von entscheidender Bedeutung. Wahrend des ersten Pathogenkontaktes produzieren
Immunzellen und ortsansassige Zellen Gewebshormone sowie Zytokine und l6sen
dadurch eine lokale Entziindungsreaktion aus. Uber PRR, wie z.B. TLR, erkennen
insbesondere DC als zellulare Akteure des angeborenen Immunsystems PAMP. Die
aktivierten DC wandern mit Hilfe von Chemotaxis in anatomisch nachgeschaltete
T-Zell-reiche Areale sekundarer immunologischer Organe, wie Lymphknoten, Milz oder
MALT. Dort treten sie in direkten Kontakt mit Zellen des adaptiven Immunsystems, den
naiven T-Zellen. Eine Vielzahl von naiven T-Zellklonen als Trager spezifischer TCR
interagieren mit den DC mit jeweils unterschiedlichen Bindungsvermdgen. Fremde Peptide
werden in der Bindungsfurche von MHCII-Molekilen durch einen spezifischen TCR
erkannt. Der TCR bildet auf den T-Zellen einen Rezeptorkomplex mit nicht-kovalent
gebundene CD3-Molekllen. Der Co-Rezeptor CD4 stabilisiert durch laterale Assoziation
an MHCII den Rezeptorkomplex. Aul3erdem starken kostimulatorische
Oberflachenmolekiile (z. B. CD28) mittels Rezeptor-Ligand-Prinzip diese direkte Zell-Zell-
Verbindung. Bei ausreichender Affinitdt kommt es zur Ausbildung einer sogenannten
immunologischen Synapse, deren Resultat die Aktivierung und Differenzierung eines
Pathogen-spezifischen T-Zellklons ist. Abhangig von der Pathogen-spezifischen DC-
Aktivierung differenziert die gebundene naive T-Zellen zur Effektorzelle einer
spezialisierten T-Zellreihe, zu denen zur Zeit folgende Typen gezahlt werden: Tyl, Ty2,
Tul7, TH9, Tw22, Tenw und T.g Die individuellen Differenzierungswege dieser
eigenstandigen Zellreihen werden dabei durch verschiedene Stimuluskombinationen
induziert und sind zudem auf verschiedenen Ebenen so miteinander verbunden, dass eine

komplexe Interaktion fur eine Direktion der T-Zellantwort nétig ist.

In dem hier vorgestellten in-vitro-Modell einer potenziellen T-Zellantwort auf
Pathogenkontakt, wurde die immunologischen Kompetenz des groé3ten menschlichen

Organs, der Haut, gezielt eingesetzt. Diese tritt physiologisch nach Verlust der
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physikalischen Barriere auf oder wird auch in der Medizin in Form von subkutanen
Injektionen von Impfstoffen genutzt. Bei den Versuchen wurde darauf geachtet, einerseits
die zeitliche Abfolge eines Pathogenkontaktes sowie andererseits eine mdglichst
unbeeinflusste Situation fur die Direktion der Immunantwort zu bieten, um eine
bestmogliche Anndherung an die physiologischen Ablaufe in vivo zu erreichen. Es wurde
die Rolle der DC-Aktivierung via TLR in der Direktion der potentiellen T-Zellantwort
untersucht. Dazu wurden Monozyten aus Leukozyten menschlicher Vollblutspenden
isoliert und MoDC generiert, die den peripheren Blut-DC, sowie MoLC, die den
spezialisierten Haut-DC, den LC, entsprechen. Analog zum Pathogenkontakt in der Haut
wurden unterschiedliche Pathogen-Bestandteile als TLR-Liganden flr eine zweitagige
Aktivierungsphase der DC verwendet. Es wurde das Zytokinprofil der aktivierten DC
bezuglich Ty1l7-relevanter Zytokine analysiert. Nach Anlegen einwdchiger Kokulturen von
TLR-aktivierten DC mit naiven CD4" T-Zellen wurden die Zellen und deren
Zellkulturiberstdnde mittels FACS und ELISA auf die spezifischen Expressionsmuster der

zu erwartenden Ty-Zelldifferenzierungslinien untersucht.

Zu Beginn der Forschungsreihe wurden unterschiedliche TLR auf MoLC stimuliert und in
Zelliberstanden auf Produktion Tyl7-differenzierender Zytokine detektiert. Ein wichtiges
Ergebnis war, dass insbesondere der TLR2-Ligand PGN ein Tyl7-induzierendes
Zytokinprofil in MoLC hervorrufen kann. MALP2 sowie LPS losten zwar auch die
Freisetzung Tyl7-induzierender Zytokine in MoLC aus, konnten jedoch im direkten
Vergleich zu PGN keine gleichzeitig hohen Zytokinkonzentrationen fur I1L-6, IL-13 und
IL-23 hervorrufen.
Wahrend MALP-2 einen aktivierenden Ligand des TLR2/6-Dimers und LPS des TLR4
darstellen, besitzt PGN die Besonderheit, die Zielzelle Uber unterschiedliche Rezeptoren
aktivieren zu kénnen. PGN, auch Murein genannt, ist die Bezeichnung eines Zellwand-
Makromoleklls von Prokaryoten. Dessen polymere Struktur besteht aus den beiden
B(1,4)-glycosidisch verbundenen Zuckerresten N-Acetylglucosamin und
N-Acetylmuraminsaure. Diese parallelen Zuckerpolymerketten sind untereinander Uber
Oligopeptidketten quervernetzt. AuRerdem beinhaltet PGN Wandteichonsauren (WTA),
welche im PGN verankerte Teichonsaureketten darstellen, und Lipoteichonsduren (LTA),
welche das PGN-Makromolekil an Glykolipide der Zytoplasmamembran binden. Das PGN
als Bestandteil der Bakterienzellwand lasst sich ab einer bestimmten Grol3e mittels Gram-
Farbung lichtmikroskopisch darstellen. Es ist allerdings sowohl bei Gram-positiven als
auch Gram-negativen Bakterien vorhanden. Zu Forschungszwecken wird PGN u. a. aus
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Staphylococcus aureus und Escherichia coli Stammen isoliert, enzymatisch bzw.
thermisch gespalten und je nach Herstellungsweg unterschiedlich gereinigt. Als
Kontamination werden Spuren von potentiellen T-Zell-Superantigenen angesehen, die via
direkter Aktivierung des TCR auch zu einer erhéhten IL-17-Sekretion fiihren kénnten®®.
Das hier eingesetzte PGN wird von Firma Sigma-Aldrich Chemie aus Staphyloccocus
aureus enzymatisch isoliert und nach Fraktionierung und Reinigung der Forschung zur
Verfugung gestellt. Es konnte in den durchgefuhrten Versuchen keine direkte
Superantigen-ahnliche Wirkung auf naive CD4" T-Zellen durch das eingesetzte PGN
nachgewiesen werden.
PGN wird als potenter TLR2-Stimulus beschrieben, dabei wird sowohl eine Aktivierung
von TLR2/1- als auch eine des TLR2/6-Dimers postuliert. In jingster Zeit ist jedoch die
Bedeutung des TLR2 hinsichtlich der Erkennung von PGN durch die Beschreibung von
anderen potentiellen, intrazellularen PGN-Rezeptoren (NOD und PGRP) in eine
Kontroverse geraten. So wird nun beschrieben, dass niedrigmolekulare PGN-Bestandteile
intrazellulare Stimuli von NOD1, NOD2 und PGRP darstellen. Durch Ergebnisse von
Forschungsgruppen, die in ihren Versuchen hochgereinigtes, enzymatisch gespaltenes
und lésbares PGN benutzten, wird die These aufgestellt, dass PGN nicht tber TLR2 die
Zielzelle aktiviert, sondern ausschlieRlich via NOD1/2 oder PGRP®’. In dieser Studie wird
eine dennoch beobachtete Wirkung von PGN am TLR2 durch die Bindung mit
Lipoteichonsaure (LTA) erklart. Um allerdings die intrazellularen NOD-Rezeptoren zu
aktivieren, mussen die potentiellen NOD-Liganden aus dem PGN-Makromolekiil
freigesetzt werden und als niedrigmolekulare Verbindungen in die Zielzelle gelangen.
Interessanterweise sind diesbezlglich Bakterien in der Lage ihre eigene Zellwand mittels
PGN-spaltender Enzyme zu modellieren. Wahrend dieses Vorgangs werden in vivo
I6sliche PGN-Bestandteile frei, die wiederum auch einen intrazellularen Effekt auf
Immunzellen haben kénnten'®®. Um eine Beeinflussung der hier vorgestellten Ergebnisse
durch DC-Stimulation via NOD-Rezeptoren auszuschlieRen, wurden in parallelen
Versuchen MoLC mit MDP(NOD2) und M-Tripap(NOD1/2) stimuliert, wobei keine Sekretion
von IL-6, IL-1B oder IL-12p70 durch MoLC nachgewiesen werden konnte. Neueste
Forschungsergebnisse bestatigen aulRerdem die direkte und aktivierende Bindung von
PGN an TLR2 und konnten zusétzlich eine unterschiedliche Affinitat von TLR2 gegenuber
PGN aus Gram-positiven oder Gram-negativen Bakterien zeigen'®®. Der letztere Effekt
wird mit den unterschiedlichen Anteilen an 2,6-Diaminopimelinsaure und Lysin als
Bestandteile der Oligopeptid-Bricken im PGN-Molekll erklart. Es konnte bereits
nachgewiesen werden, dass humane LC wie auch MoLC das TLR2-Protein exprimieren
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und dessen Stimulation durch Liganden Uber eine Phosphorylierung von IRAK-1 (IL-1R
associated kinase-1) und NFkB zur vermehrten Expression von CD86, CD83 und CCR7
sowie zu einer Sekretion von TNF-a und IL-6 fihrt'’®. Zusétzlich zu IL-6 konnten nun in
diesen Experimenten in den Uberstanden von TLR2-stimulierten MoLC sowohl eine
vermehrte Sekretion von IL-1 als auch von IL-23 nachgewiesen werden. Auch Versuche
mit MoDC zeigten eine Zellreifung nach Stimulation von TLR2 mit mikrobiellen
Lipopeptiden'”*. Es konnte zwar in mit LPS via TLR4 stimulierten MoLC auch eine erhéhte
Sekretion von IL-6 und IL-23 beobachtet werden. Da allerdings TLR4 in menschlichen
Haut-LC nicht nachgewiesen werden konnte, wurden die Untersuchungen auf die
TLR2-Aktivierung ausgerichtet. Die hier erhobenen Versuchsergebnisse legen nahe, dass
die Sekretion von TGF- durch MoLC spontan ohne Regulation durch TLR erfolgt.
Die in MoLC-Uberstanden nachgewiesenen Zytokine IL-1B, IL-6, IL-23 und TGF-B werden
zurzeit als bedeutend fir die Tn17-Differenzierung angesehen®®*®2. |L-18 induziert in
CD4" T-Zellen via RORyt (human: RORC2) die Produktion von IL-17 und IFNy. In
Anwesenheit von IL-6 wird die Expression von RORyt aufrechterhalten und das
Zytokinproduktionsverhaltnis Richtung IL-17 verschoben. TGF-B ist in Mausen fir die
Differenzierung von Tyl7-Zellen wichtig. TGF-B1l-defiziente Mause besitzen keine
Twl7-Zellen und sind gegentiiber EAE resistent'’2. Hingegen konnte fiir menschliche CD4"
T-Zellen durch die Zugabe von TGF-3 eine Inhibition der Differenzierung zu Tyl, Ty2 und
Tul7 nachgewiesen werden™?. Interessanterweise waren dabei menschliche T-Zellen,
die nur IL-17 produzieren, resistenter gegenuber einer Inhibition mittels TGF-B als Zellen,
die IL-17/IFNy oder nur IFNy produzierten. Diese Effekte sind mit der Beobachtung
vereinbar, dass die Kombination von TGF-B und IL-6 eine Tyl7-Differenzierung, die
Produktion von IL-21 sowie die Expression von IL-23R und RORyt induziert'* 44 146
Dabei kann IL-21 die Rolle des IL-6 teilweise Ubernehmen und eine Amplifikation der
Tul7-Antwort bewirken®™’. IL-23 wurde zwar anfanglich als Initiationsfaktor fir die Ty17-
Differenzierung diskutiert. Dieser Effekt konnte allerdings in naiven CD4" Maus-T-Zellen
nicht bestatigt werden. Dennoch ist IL-23 wichtig fiir das Uberleben und die Funktion von
Tul7-Zellen. Wahrend IL-23 in T-Zellen eher eine Aufrechterhaltung als eine Induktion der
Tw17-Differenzierung bewirkt™, konnte in CD8" T-Zellen auch eine Ty17-Induktion durch
IL-23 nachgewiesen werden'’®. Zurzeit besteht die Annahme, dass die Tul7-
Immunantwort folgende drei Differenzierungsstufen durchlauft: Eine Initiationsstufe
basierend auf IL-18 und IL-6, eine Amplifikationsstufe vermittelt durch IL-21 sowie eine
Stabilisierungsstufe aufrechterhalten durch IL-23. Da allerdings in neueren Studien eine
Umdifferenzierungsmoglichkeit und somit eine gewisse Plastizitat auch innerhalb der de-
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novo Ty-Zelldifferenzierung beschrieben wird, sind die Forschungsergebnisse bezlglich
Induktion und Aufrechterhaltung der T-Zelldifferenzierung unter diesem neuen
Gesichtspunkt zu verifizieren. Die Rolle des TGF-B in der menschlichen
Twl17-Zelldifferenzierung wird derzeit weiterhin kontrovers diskutiert*>%°% 172,

Das Zytokinprofil von TLR2-aktivierten MoLC und MoDC in den hier vorliegenden
Experimenten kénnte spezifisch fir einen CD1c” Phenotyp sein, was zu einer Expression
von IL-6 und IL-1f8 in TLR-aktivierten CD1c" im menschlichen Blut zirkulierenden DC*
passt. Es konnte gezeigt werden, dass Bestandteile der bakteriellen Zellwand auch im
Stande sind, in MoLC die Expression von Tyl7-spezifischen Zytokinen zu induzieren.
AulRerdem konnte in den Versuchen nachgewiesen werden, dass die Konzentration von
sezerniertem IL-6, IL-18 und IL-23 in MoLC-Uberstanden signifikant geringer ist als in
MoDC-Uberstanden. Dieser Sekretionsunterschied wurde zuvor fiir IL-6 beschrieben und
mit der Zugabe von TGF-B zur Differenzierung von MoLC in Zellkultur erklart>®. MoDC, die
ohne CD1c-Reinigungsschritt generiert wurden, produzieren nach Aktivierung mit PGN in
unterschiedlich hohen MaRen IL-6*° *"*. Nach Aktivierung mit PamsCSK,4 wurden in diesen
beiden Studien hingegen annahernd gleiche Mengen an IL-6 nachgewiesen.
Diesbezlglich kénnten LC im Vergleich zu peripheren Blut-DC mit geringeren
Konzentrationen parakrin sezernierter Zytokine in ihrem abgegrenzten immunologischen
Versorgungsbereich suprabasaler Keratinozyten auskommen. Es bleibt jedoch endgultig
zu kléaren, ob aus der Haut isolierte LC &ahnliche Mengen an proinflammatorischen
Zytokinen sezernieren wie MoLC in Zellkultur. Dies konnte in dem hier vorgestellten in-
vitro-Modell aufgrund geringer Uberlebensraten humaner Haut-LC in Zellkulturen nicht
Uberpruft werden. Ein moglicher in vivo Ansatz kénnte eine LC Isolierung nach
intrakutaner TLR2-Stimulation sowie eine Sentinel-Lymphknoten-Untersuchung beztglich

Tw-Zelltypen im Mausversuch darstellen®™.

Um die TLR2-Abhangigkeit in der Sekretion der Tyl7-relevanten Zytokine nach
Stimulation von MoLC mit PGN zu verifizieren, wurden Titrationsversuche mit einem
TLR2-blockierenden Antikdrper durchgefuhrt. Tatsédchlich konnte gezeigt werden, dass
bereits geringste Konzentrationen des TLR2-Antikérpers T2.5 von 0,2 pg/ml ausreichen,
um eine signifikante Verringerung der Sekretion von IL-6, IL-23 und IL-1B zu bewirken.
AuRerdem konnten eine nahezu lineare Konzentrationsabhéangigkeit fur die Inhibition des
TLR2 mittels T2.5 im Bereich von 0,2 pug/ml bis 20 pg/ml nachgewiesen werden. Die
Sekretion von TGF-B wird hingegen durch Stimulation mit PGN nicht beeinflusst, somit war
ein Effekt des TLR2-Antikdrpers diesbezlglich unwahrscheinlich. Zuvor konnte unsere
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Arbeitsgruppe zeigen, dass durch Ligation des TLR2 mit dem gleichen Antikdrper die
Sekretion von IL-6 durch LC bis auf das Niveau von nicht-stimulierten LC gesenkt werden

konnte!’®.

Meng et al. konnten bereits 2004 in Mausversuchen zeigen, dass die
systemische Applikation des TLR2-Antikérpers T2.5 von 20 mg/kg Korpergewicht nach
Lipopeptid-Stimulation sowohl die Freisetzung von Entzindungsmediatoren mindert als
auch vor einem fatalen Ausgang eines septischen Schocks schiitzt'”®. AuBerdem konnte
in weiteren Mausversuchen gezeigt werden, dass nach Induktion eines Hirninfarktes die
TLR2-vermittelte Leukozyten/Mikroglia-Infiltration durch TLR2-Inhibition mittels T2.5
herabgesetzt werden kann'’®.

Auch die Sekretion proinflammatorischer Zytokine durch Ito-Zellen der Leber nach
PGN-Stimulation kann mit der Applikation von T2.5 vermindert werden®”’. Ito-Zellen
speichern Vitamin A und spielen in der Pathologie der Leberverfettung und Leberzirrhose
eine wesentliche Rolle.

In aktuellen Studien wird die Produktion sowie die Anwendung eines intrazellularen
TLR2-Antikorperfragments im Endoplasmatischen Retikulum (anti-TLR2 intrabody, aTZ2ib)
Uberpruft. Dabei handelt es sich um ein scFv-Fragment, das aus den variablen Domanen
der schweren und leichten Kette des monoklonalen TLR2-Antikérpers T2.5 synthetisiert
wird. Dieser ist im Stande, in vitro und ex vivo eine TLR2-Ligand-vermittelte Zellaktivierung
spezifisch und effizient zu supprimieren, weswegen eine kinftige therapeutische
Benutzung dieses Antikorperfragments in Betracht gezogen wird'’®. In Einklang mit den in
unserer Gruppe gewonnenen Ergebnissen kann die medizinische Anwendung eines
inhibierenden TLR2-Antikorpers bei diversen Autoimmunerkrankungen allgemein so
gedeutet werden, dass durch eine TLR2-Inhibition die Sekretion proinflammatorischer
Zytokine herabgesetzt wird, wahrend die Produktion von TGF-B als potentem Induktor
immunsuppressiver Teg-Zellen nicht beeinflusst wird. So konnte das immunologische
Gleichgewicht zu Gunsten einer relativen Immunsuppression durch T.eq verandert werden.
Zu beachten ware allerdings das Vorkommen von TLR2 in diversen menschlichen
Zellarten, sodass je nach Ort der Autoimmunerkrankung moglicherweise eine gezielte
topische Anwendung des TLR2-Antikdrpers nétig sein konnte. Beispielsweise ist in
Speicheldrisen von Patienten mit primarem Sjorgen-Syndrom eine TLR2-Aktivierung
nachgewiesen, die firr die Erkrankung ursachlich sein kénnte'”. Die Atiologie der EAE, die
als Forschungséaquivalent der MS in Mausen dient, wird ebenfalls Uber die Aktivierung von
TLR2 und Proliferation von Tpl7-Zellen erklart'®®. Hier konnte im Anfangsstadium der
Erkrankung eine Applikation eines inhibierenden TLR2-Antikorpers den Krankheitsverlauf
verlangsamen oder als tertiare Pravention nach Erstmanifestation dienen.
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Es konnte zudem eine erhdhte Expression von Reifungsmarkern nach PGN-Stimulation in
MoLC nachgewiesen werden. Dieser Effekt konnte fir die beiden Reifungsmarker CCR7
und CD83 beobachtet werden und war ebenfalls mit T2.5 konzentrationsabhangig
inhibierbar, sodass eine Induktion der Zellreifung in MoLC uUber TLR2 mit hoher
Wahrscheinlichkeit angenommen werden kann. Auch in LC, die aus menschlicher Haut
isoliert wurden, konnte die Expression u. a. ebendieser Reifungsmarker via TLR2-
Aktivierung gesteigert werden'’®. Die Expression von HLA-DR (MHCII) auf MoLC konnte
hingegen durch eine Stimulation mit PGN nicht signifikant erhéht werden, da nicht-
stimulierte MoLC bereits in hohem MalRe HLA-DR auf ihrer Oberflache exprimieren. HLA-
DR qilt als Bestandteil der MHC-II-Molekule und Biomarker fur APC, aul3erdem wird es als
Marker fiir den Aktivierungsgrad von MoDC und MoLC herangezogen®®*®. In aktuellen
Westernblot-Untersuchungen von DC nach TLR-Aktivierung wird die Expression von

184 " Funktionell dient die

HLA-DR dennoch nicht als Reifungsmarker berucksichtigt
Hochregulierung der CCR7-Expression nach TLR2-Aktivierung der Steigerung der
migratorischen Eigenschaft von aktivierten LC aus der Epidermis in Richtung anatomisch
nachgeschalteter ~ Lymphknoten'®®.  CD83  stellt  einen  charakteristischen
Zelloberflachenmarker fur vollstdndig ausgereifte Dendritische Zellen dar. Es wird in einer
|6slichen und in einer membrangebundenen Isoform von unterschiedlichen Zelltypen wie
DC, T- und B-Lymphozyten produziert. Wahrend das membrangebundene CD83 auf DC
eine T-Zell-aktivierende Kapazitat als kostimulatorisches Oberflachenmolekil besitzt, dient

die 16sliche Form der Inhibition ebendieser Funktion*®®.

Interessanterweise wird TLR2 aul3er in DC in diversen anderen Zelltypen, wie
Keratinozyten, Endothelzellen sowie T-Lymphozyten exprimiert, was zu der Annahme
fihren konnte, dass PGN direkt TLR2 in CD4" T-Lymphozyten aktiviert und so zu einer
Tul7-Antwort fiihrt. Diesen Effekt beschrieben Reynolds et al. im Jahr 2010'®'. Sie
konnten zusatzlich nachweisen, dass unter allen bekannten Ty-Subtypen die Tyl17-Zellen
die hochste Expression von TLR2 zeigen und dass die Aktivierung von TLR2 mit Pamgs zur
vermehrten Expression von Tyl7-Transkriptionsfaktoren und -Zytokinen fihrt. Die
Ergebnisse dieser Arbeit deuten ebenfalls auf einen direkten Einfluss von TLR2-Liganden
auf naive CD4" T-Zellen hin, allerdings sind in allen Versuchsansatzen
anti-CD3-/anti-CD28-Microbeads fur die unmittelbare Aktivierung von T-Zellen via TLR2
notig. Die benutzten Microbeads simulieren einen Bindungspartner (APC) in einer
immunologischen Synapse, indem sie den TCR (CD3) und CD28, ein kostimulatorisches
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Oberflachenmolekil auf T-Zellen, binden. Sowohl CD3/CD28 als auch TLR2 verwenden
NFkB als Endstrecke in ihrer intrazellularen Signaltransduktion. Die Translokation von
NFkB in den Nucleus naiver T-Zellen fiihrt zu einer proliferativen Aktivierung mit selektiver
Unterdrickung der Treg-Differenzierungslinielss. Aktuelle Forschungsergebnisse belegen
zusatzlich, dass durch die Kooperation der Tyl7-Transkriptionsfaktoren RORyt/-a mit IkB
die IL-17a-Expression gesteigert werden kann'®®. Die hier verwendeten Microbeads wie
auch APC koénnen ohne zusatzliche Stimuli keine signifikante Tyl17-Differenzierung
induzieren. So lasst sich mit hoher Sicherheit daraus schlieRen, dass naive CD4" T-Zellen,
obwohl sie TLR2 exprimieren, ohne zeitgleiche Bindung von APC nicht auf eine
TLR2-Stimulation mit einer Ty17-Differenzierung reagieren konnen. Die Notwendigkeit von
APC flr eine Tyl7-Differenzierung wird ebenfalls von Studien gestitzt, die zeigen, dass
aus Knochenmark abgeleitete DC nach Stimulation in CD4" T-Zellen eine
Tw17-Differenzierung einleiten’®. Um in den hier beschriebenen Experimenten eine
direkte Interaktion des Stimulus mit CD4" T-Zellen auszuschlieRen, wurde vor dem
Ansetzen der Kokulturen von DC und naiven CD4" T-Zellen darauf geachtet, die DC
nach Stimulation ausgiebig zu waschen, um einerseits die Ubrigen TLR-Stimuli in den
DC-Uberstanden zu entfernen und andererseits ein genaues Zellmischungsverhaltnis von
1:10 (DC:CD4" T-Zellen) zu erhalten. Unserer Ansicht nach konnte die direkte
TLR2-Aktivierung auf T-Zellen einerseits der Reaktivierung von Gedéachtnis-T-Zellen sowie
zur positiven Verstarkung wéahrend der de-novo-Differenzierung von Tyl7-Zellen dienen.
Allerdings konnte in diesen Versuchen eine IL-17-Sekretion durch vorgeformte
Gedachtnis-T-Zellen, welche vor kurzem als potentielle IL-17-Produzenten beschrieben

wurden’*, nicht ausgeschlossen werden.

Wie oben beschrieben sind MoLC nach TLR2-Stimulierung in der Lage, IL-6, IL-18 und
IL-23 zu sezernieren sowie vermehrt CCR7 und CD83 zu exprimieren und verfigen somit
theoretisch Uber die Kapazitat, die Differenzierung naiver T-Zellen in Richtung Tyl7 zu
dirigieren. Um letzteres nachzuweisen, wurden 5-tdgige  Kokulturen von
TLR2-/TLR4-stimulierten MoLC und naiven CD4" T-Zellen angesetzt und die tatsachliche
Direktion der T-Zell-Antwort untersucht. Die Zellkulturen wurden wéahrend der
Kokulturphase im Brutschrank nicht manipuliert. Andere Forschungsgruppen verwenden
Zytokine oder Zytokin-Antikorper, um ein dirigierendes Zytokinmilieu fir eine bestimmte

Differenzierungsrichtung vorzugeben®” 138 143

. In den vorliegenden Versuchen konnte
mittels intrazellularer FACS-Farbungen gezeigt werden, dass unstimulierte MoLC in
Kokultur mit naiven CD4" T-Zellen eher eine IFNy- als eine IL-17-Produktion induzieren.
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Das Verhdltnis von IFNy- zu IL-17-Expression lie3 sich durch MoLC-Stimulation mittels
LPS (TLR4) in Richtung IFNy verschieben, wahrend die TLR2-Liganden PGN und Pams
eine Verschiebung in Richtung IL-17 hervorriefen. Interessanterweise wurden in den
TLR2-stimulierten Ansatzen IFNy/IL-17 doppeltpositive Zellen identifiziert, was auf eine
parallele Expressionsmoglichkeit und eine Plastizitat wahrend der Ty-Zelldifferenzierung
hindeutet. Weiterhin konnte mittels ELISA in T-Zell-Kokulturen mit PGN-stimulierten MoLC
oder MoDC eine erhOhte Sekretion von IFNy sowie IL-17, nicht jedoch von dem
Ty2-spezifischen Zytokin IL-4 nachgewiesen werden.

Der direkte Vergleich zwischen MoLC und MoDC zeigt deutlich, dass PGN-aktivierte
MoLC eher eine IL-17-Sekretion in naiven CD4" T-Zellen induzieren, als PGN-aktivierte
MoDC. Bezuglich der IFNy-Sekretion lasst sich ein umgekehrter Effekt beobachten. Eine
andere Forschungsgruppe konnte bereits eine Steigerung der IFNy-Expression durch
IL-2-behandelte T-Zellen in Kokultur mit PGN-stimulierten MoLC (TGF-DC) und MoDC
(IL-4-DC) nachweisen'®. Sie konnten allerdings mit MoLC/MoDC ohne CD1c-Sortierung
nur eine vergleichsmaRig schwache IL-17-Sekretion in CD4" T-Zellen induzieren. Da
dieselbe Arbeitsgruppe mit TLR2-stimulierten CD1c® Blut-DC eine starkere
IL-17-Expression induzieren konnte**?, kann angenommen werden, dass die in dieser
Arbeit beobachtete Sekretion von IL-17 durch CD4" T-Zellen ohne IL-2-Zusatz in
Zusammenhang mit einem CD1c* Phenotyp der MoLC/MoDC in Kokultur steht. AuRerdem
konnten diesbeziglich auch Wang et al. bei der Hauterkrankung Vitiligo herausfinden,
dass die CD1c® Subpopulation von dermalen DC eine signifikant stéarkere
Tw17-Differenzierung induzieren kann*®*.

Interessanterweise sind in diesen Versuchen sowohl MoLC als auch MoDC in der Lage,
ohne zusétzliche TLR-Stimulation in CD4" T-Zellen eine IFNy-Sekretion zu induzieren.
Dieses Phanomen konnte einerseits auf den reaktivierenden Effekt unstimulierter DC auf
praformierte Gedachtnis-T-Zellen beruhen, welche bereits als Kontamination in den
FACS-Untersuchungen nachgewiesen werden konnten. Andererseits kann auch eine
Wirkung durch die Allogenitat der benutzten Zellen in Kokultur nicht ausgeschlossen

werden.

Zur Beantwortung der Frage des Zytokinbedarfs von Tyl17-Zellen konnte gezeigt werden,
dass die externe Zugabe von IL-6 und IL-6/TGF-B zu den Kokulturen von CD4" T-Zellen
mit TLR2/TLR4-stimulierten MoLC bzw. MoDC die Sekretion von IL-17 zunehmend
mindert. Dies wird teilweise durch die Beobachtung erklart, dass eine hohe Konzentration
von TGF-B in CD4" T-Zellkulturen eine Differenzierung zu induzierten Treg-Zellen
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bewirkt'®?, welche ihrerseits mittels eigenstandiger TGF-B-Sekretion die Differenzierung
und Proliferation von Effektor-T-Zellen inhibieren'®®. AuRerdem kann die
Twl7-Differzierungsreihe  durch  TGF-B  via Induktion des  T.g-spezifischen
Transkriptionsfaktors Foxp3 und Inhibition des Tyl7-spezifischen RORyt unterdriickt
werden™®*. Im Gegensatz dazu bewirkt die Zugabe von IL-6/TGF-B zu CD4" T-Zellen mit
Anti-CD3/-CD28-Microbeads eine leichte Steigerung der IL-17 Sekretion nach
PGN-Stimulation. Dies ist mit einem Verlust der inhibitorischen Eigenschaft potentieller
Treg durch eine starke CD3-Bindung'®® erklarbar, so dass die Zytokine IL-6/TGF-B ihre
Twl7-aktivierende Wirkung entfalten kénnen.

Waéhrend der Generierung von MoLC aus isolierten Monozyten ist die Zugabe von TGF-[3
methodisch notwendig. So musste angenommen werden, dass in den MoLC-Kokulturen
dieses Zytokin, obwohl es essentiell fur Tyl7-Zellen zu sein scheint, durch eine
Aktivierung praformierter CD4" CD25" T,eq €ine potentielle Ty17-Direktion von vornherein
abschwacht. CD25 (IL-2-Rezeptor) wird auf Trq und aktivierten T-Zellen exprimiert. Um
einen Effekt dieser CD25" Zellen auf die Direktion einer potentiellen Ty17-Antwort zu
untersuchen, wurden Kokulturen von TLR-aktivierten MoLC mit drei unterschiedlichen
Populationen von T-Zellen angesetzt: CD4*, CD4'CD25", CD4'CD25". Dabei zeigte sich
eindeutig die hochste IL-17-Produktion in der CD4'CD25 T-Zellpopulation. Diese
Beobachtung bestatigt die Annahme, dass in T-Zell-Kokulturen durch praformierte
Treg-Zellen oder durch andere bereits aktivierte T-Zellen, die auch den CD25 exprimieren,
eine Tyl7-Differenzierung geschwécht werden kann.

Im weiteren Verlauf wurde untersucht, wie sich das Abfangen von IL-6, TGF-3, IL-1$ und
IL-23 mittels der jeweiligen Zytokin-Antikorper auf die Produktion von IL-17 und IFNy in
MoLC-Kokulturen nach PGN-Stimulation auswirkt. Es konnte beobachtet werden, dass
Anti-IL-13, Anti-TGF- sowie die Kombination Anti-IL-6/Anti-IL-23 hierbei einen
inhibitorischen Effekt auf die IL-17 Sekretion aufweisen, wohingegen weder Anti-IL-6 noch
Anti-IL-23 separat diesen Effekt auslosen konnten. Im Gegensatz hierzu konnten Acosta-
Rodriguez et al. die Sekretion von IL-17 durch Monozyten mit anti-TGF-f nicht mindern,
wahrend sie in ihren Versuchen mit Anti-IL-23 vergleichbare Ergebnisse erzielten'®?. Als
Ursache hierfur kdnnen unterschiedliche Zytokinprofile von PGN-stimulierten Monozyten
und CD1c® MoLC angenommen werden. Doch zeigten Mausversuche der
Tyl7-Polarisation durch Zytokinzugabe, dass in Abwesenheit von DC IL-6 und die
Kombination IL-23/TGF-B einen vernachléssigbaren Effekt haben'®®. Die vorliegenden

Ergebnisse aus ELISA- und FACS-Versuchen zusammen weisen darauf hin, dass die
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Differenzierung zu Tnl7-Zellen durch TLR2-stimulierte CD1c® MoLC stark von den
Zytokinen IL-18 und TGF- abhangig ist.

Da divergente Ergebnisse bei den ELISA-Untersuchungen der Zellkulturiberstande und
FACS-Untersuchungen der Zellen bezuglich des IL-17/IFNy-Verhaltnisses in Anwesenheit
von Anti-TGF-B oder Anti-IL-23 erzielt wurden, kann eine nicht-lineare Kinetik in der
Expression und Sekretion von IL-17 und IFNy in diesem Versuchsaufbau postuliert
werden. Bei der intrazellularen Fluoreszenzmarkierung des jeweiligen Zytokins fur die
FACS-Untersuchung wird dessen gemessene Konzentration zudem durch die Benutzung
des Golgi-Apparat-Inhibitors Brefeldin A erhoht, der trotz allem zur Markierung methodisch
notwendig ist. Von einer Verzerrung der Ergebnisse kann man dabei jedoch nicht
ausgehen, da die Konzentration aller gemessenen Zytokine gleichermal3en betroffen ist.

Eine methodisch bisher ungeléste Problematik ist méglicherweise in der Benutzung von
Zellen unterschiedlicher Spender fur das Anlegen von DC/CD4-Kokulturen zu sehen. Es
ist nicht eindeutig vorhersagbar, inwieweit die Interaktion von APC mit allogenen naiven
T-Zellen eine Auswirkung auf die Ergebnisse dieser Studien hat. Die Ergebnisse deuten
allerdings auch auf eine Aktivierung in Richtung IFNy-produzierende T-Zellen (am ehesten
Twl-Zellen), nur durch die beschriebene allogene Kokultur ohne zusatzliche Stimulation
durch TLR-Liganden, hin. Es konnten auf Grund der benétigten Zeitdauer von 7 Tagen fur
die Isolierung, Generierung und Stimulation von MoLC bzw. MoDC methodisch keine
naiven T-Zellen aus derselben Vollblutspende isoliert werden, um eine Kokultur autologer
Zellen anzulegen. Es besteht allerdings ein wesentlicher Vorteil in der Benutzung von
allogenen Kokulturen: APC kdnnen autologe im Gegensatz zu allogenen T-Zellen nur in
Anwesenheit eines Antigen-spezifischen TCR aktivieren. Da nun der Anteil an Antigen-
spezifischer CD4" T-Zellen in einer nicht vorselektierten Lymphozytenpopulation sehr
gering ist, kann keine signifikante Aktivierung des gesamten Zellpools stattfinden. So
musste hier die Untersuchung der Rolle von TLR auf APC bei der Direktion einer
T-Zellantwort nicht von einer kleinen Population Antigen-spezifischer T-Zellen abhangig
gemacht werden. Es wurde daher in Kauf genommen, dass die T-Zellen in diesem Modell
einem unphysiologischen Fremdstimulus ausgesetzt sind, welcher auch medizinisch in

Form von Graft-versus-Host-Reaktionen in Erscheinung tritt*®’

. Bei der Durchflhrung
ahnlicher Versuche in Zukunft konnte diese methodische Problematik durch eine
zweimalige Blutabnahme eines einzigen Spenders zur DC und T-Zell-Gewinnung, falls
ethisch vertretbar, beseitigt werden. Allerdings mussten dann mdglicherweise
physiologische Gefahrensignale, wie Bestandteile des Komplementsystems, hinzugefiigt
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werden. Interessant waren auflerdem ahnliche vergleichende Versuche mit Zellen von
unterschiedlichen, jedoch human leukocyte antigen (HLA)-abgeglichenen Spendern.

Um abschlieRend die Rolle des TLR2 auf MoLC bzw. MoDC in der Direktion der
T-Zellantwort in Richtung Ty17 zu verifizieren, wurde TLR2 auf den DC vor Stimulation mit
PGN blockiert, nach ausgiebigen Waschschritten Kokulturen mit naiven CD4" T-Zellen
angesetzt und die Konzentration von IL-17 in den Zellkulturiberstanden bestimmt. Es
zeigte sich sowohl fir MoLC als auch fir MoDC eine deutliche Abnahme der
IL-17-Sekretion nach Blockierung der TLR2 mit T2.5. Wir konnten unseres Wissens als
erste Forschungsgruppe die Induktion von Ty17-Zellen durch PGN-aktivierte CD1c* MoLC
aufzeigen und die Rolle des TLR2 aufzeigen.

In Einklang mit dieser Forschungsarbeit erschienen in jingster Zeit weitere Artikel, die
dem PGN eine pathophysiologische Bedeutung durch Tyl7-Polarisierung einrdumen. DC
von Morbus-Crohn-Patienten sind zum Beispiel durch einen Verlust der
Erkennungsmadglichkeit von intrazellularen PGN-Bestandteilen nicht in der Lage, eine
IL-17 Sekretion hervorzurufen®®®. Auch konnte bereits gezeigt werden, dass Monozyten,
die mit Hyphen von Candida albicans stimuliert wurden, eine Tyl7-Differenzierung
induzieren kénnen®®. Hierfiir konnten aktuelle Forschungsergebnisse, die die Bedeutung
von C. albicans-Bestandteilen als TLR2-Liganden in Verbindung mit PGE;, belegen, eine
Erklarung bieten’®. Mit Hilfe des experimentellen Mausmodells der MS, der
experimentellen Autoimmun-Encephalomyelitis (EAE), ist es Forschungsgruppen
gelungen, die Rolle des TLR2 und der Tyl7-Zellen bei neuroinflammatorischen
Erkrankungen zu erklaren®?. Im experimentellen Modell der ANCA-assoziierten Vaskulitis
konnten Summers et al. zudem feststellen, dass TLR2 via Induktion einer Ty17-Antwort
eine Autoimmunreaktion hervorrufen kann®®?. Die Rolle der TLR2-Aktivierung und eine
einhergehende Tyl7-Antwort wird aul3erdem fur die Entstehung der Wegner
Granulomatose®® und die Elimination von Mycobacterium tuberculosis diskutiert?®*. Auch
Nyirenda et al. konnten die Differenzierung von naiven CD4" T-Zellen zu Tyl7-Zellen

durch eine TLR2-Stimulation nachweisen®®.

In Vergleich zur Aktivierung anderer T-Zellreihen erweist sich die Differenzierung zu
Twl7-Zellen direkt abhangig von einer Aktivierung der APC via TLR2, von der Bildung
einer immunologischen Synapse und der einhergehenden TCR-Aktivierung, von
kostimulatorischen Oberflachenmolekilen sowie von einem dirigierenden Zytokinmilieu. In
dieser Arbeit konnte nun fur LC, an deren Stelle aus methodischen Griinden CD1c" MoLC
verwendet werden mussten, gezeigt werden, dass sie nach TLR2-Stimulation in der Lage
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sind, eine Tyl7-Differenzierung zu induzieren. Insgesamt kann angenommen werden,
dass fur die Initiation einer Tyl7-Antwort TLR2 auf APC von entscheidender Bedeutung
ist, wahrend fir die Aufrechterhaltung sowie Reaktivierung von Gedéachtnis-Ty17-Zellen
TLR2 auf T-Zellen mitverantwortlich sein konnten. Durch die Benutzung des
inhibitorischen anti-TLR2-Antikdrpers T2.5 vor TLR2-Stimulation auf MoLC bzw. MoDC
konnte die Direktion der T-Zellantwort in Richtung Tyl7 signifikant inhibiert werden,
sodass die Annahme bestatigt wurde. In Zusammenschau der oben genannten aktuellen
Publikationen kann davon ausgegangen werden, dass auch die hier vorgestellten
Ergebnisse fir die kinftige Erforschung bzw. Behandlung von Autoimmunerkrankungen,
wie Multiple Sklerose, Morbus Crohn oder Psoriasis, sowie von infektiologischen

Erkrankungen von Bedeutung sein werden.
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