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1. EINLEITUNG

1.1. T-zellvermittelte Immunantworten

Protektive Immunitdt gegen infektiose Mikroorganismen wie Viren, Bakterien,
Pilze und Parasiten erfordert effiziente spezifische Immunantworten, die dem
jeweiligen Pathogentyp und der infizierten Gewebeart entsprechen. Fiir die
Entstehung einer addquaten Immunantwort ist oftmals die Interaktion zwischen dem
adaptiven Arm des Immunsystems, der aus antigenspezifischen T- und B-
Lymphozyten besteht, mit Zellen des angeborenen Immunsystems notwendig. Die
Heterogenitidt von T-zellvermittelten Immmunantworten kann die Resistenz oder
Suszeptibilitit des Wirtes gegeniiber Pathogenen bestimmen. Im Jahr 1986 wurden
von Mosmann und Coffman (1) zwei murine CD4*-T-Helfer (Th)-Zellklone
identifiziert, die Thl und Th2 genannt wurden. Diese Th-Subpopulationen, die
spater auch bei Menschen nachgewiesen wurden (2-4), unterscheiden sich durch das
Muster sezernierter Zytokine, welche die biologischen Aktivititen der Zellen
bestimmen. Thl-Effektorzellen sind charakterisiert durch die Produktion von
Interferon (IFN)-y und fordern zellvermittelte Immunantworten gegen intrazellulére
Pathogene wie fakultativ intrazelluldre Bakterien (z.B. Mycobacterium
tuberculosis) oder Protozoen (z.B. Toxoplasma gondii). Thl-sezerniertes IFN-y
fihrt zur Aktivierung von erregerhaltigen Makrophagen, die daraufhin
proinflammatorische Zytokine produzieren (5) und intrazelluldre Pathogene liber
Mechanismen, unter anderem Stickstoffmonoxid-Synthese, eliminieren. Daneben
spielen Th1-Lymphozyten eine wichtige Rolle als Helferzellen fiir die durch CD8*
zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) vermittelte Resistenz gegen virale Infektionen
und Tumore. Ferner fordert IFN-y den Immunoglobulin (Ig)G2a-Isotypwechsel von
B-Zellen und spielt damit auch eine wichtige Rolle bei Immunantworten gegen
bakterielle und virale Pathogene, die antikOrpervermittelte Zytotoxizitét,
Opsonisierung und komplementvermittelte Zelllyse erfordern (6). Th2-
Effektorzellen sind durch die Sekretion von Interleukin (IL)-4, IL-5 und IL-13
gekennzeichnet. Uber die Sekretion von IL-4 begiinstigen Th2-Zellen die IgG1- und
IgE-Produktion von Plasmazellen und fordern iiber die Produktion von IL-5 die

Rekrutierung und Aktivierung eosinophiler Granulozyten (6). Ferner induzieren
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Th2-sezernierte Zytokine Immunantworten gegen extrazelluldre Pathogene wie
Helminthen (7). Die Erkenntnis, dass unterschiedliche CD4*-T-Zellpopulationen
mit qualitativ differenten immunologischen Reaktionen assoziiert sind, er6ffnete die
Moglichkeit, die Polaritdt dieser Immunantworten in vitro und in vivo gezielt zu
beeinflussen. Das Zytokinmilieu, welches wihrend der klonalen Expansion
antigenspezifischer T-Zellen vorherrschend ist, spielt eine entscheidende Rolle bei
der Polarisierung dieser Immunantworten. Dabei fiihrt IL-4 zur Aktivierung Th2-
assoziierter Gene und Expression von Th2-differenzierungsspezifischen
Transkriptionsfaktoren wie GATA-3 und c-Maf (8, 9). Einige Jahre spiter wurde
IL-12 als der entscheidende Faktor fiir die Induktion von Thl-Immunantworten

identifiziert (10-12).

1.2. IL-12-Familie von heterodimeren Zytokinen

IL-12 wurde urspriinglich als Produkt Epstein-Barr Virus transformierter humaner
B-Zelllinien identifiziert, die in der Lage waren, NK-Zellen zu aktivieren,
lymphokinaktivierte Killerzellen zu generieren sowie IFN-y-Produktion und T-
Zellproliferation zu induzieren (10, 13). Vor wenigen Jahren wurde auf der Basis
computergestiitzter DNA-Sequenz-Homologiesuche IL-23 als ein IL-12-verwandtes
Zytokin identifiziert, welches neben der strukturellen Verwandtschaft teilweise

auch dhnliche biologische Eigenschaften wie IL-12 zu besitzen scheint.

1.2.1 Struktur von IL-12 und IL-23

IL-12 ist ein heterodimeres Zytokin bestehend aus zwei tliber Disulfidbriicken
kovalent verbundenen Untereinheiten, die aufgrund ihres Molekulargewichtes p35
(35 kD) bzw. p40 (40 kD) bezeichnet werden (14) (Abbildung 1). Die p40-
Untereinheit weist Homologie auf zu der extrazelluldren Doméne hamatopoietischer
Zytokinrezeptoren, withrend die p35-Untereinheit strukturelle Ahnlichkeit mit IL-6
und G-CSF besitzt (15). Der IL-12-Rezeptor (IL-12R) besteht aus zwei
Untereinheiten 1 und P2, die strukturelle Verwandtschaft mit Typ I-
Zytokinrezeptoren zeigen und Homologie zu der gpl30-Untereinheit des IL-6-
Rezeptors aufweisen (16-18). Die Koexpression beider Rezeptoruntereinheiten ist

fiir eine hochaffine Bindung von IL-12 notwendig (18). Die IL-12p40-Untereinheit
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Abbildung 1: Struktur von IL-12 und IL-23 und ihren Rezeptoren
(modifiziert nach Trinchieri, Nature Rev. Immunol., 2003)

des Zytokins bindet dabei an die IL-12RB1-Kette, die mit der Tyrosinkinase Tyk2
assoziiert ist, wihrend p35 mit der IL-12Rp2-Untereinheit interagiert, die mit Jak2
assoziiert und fiir die Signaltransduktion unterhalb des Rezeptors verantwortlich ist
(19, 20). Der IL-12R wird primédr von NK-Zellen und aktivierten T-Zellen
exprimiert, jedoch wird auch bei dendritischen Zellen IL-12R-Expression
beobachtet (18). Wihrend die IL-12RB1-Untereinheit von mehreren Zelltypen
exprimiert wird, wird die Expression der IL-12Rp2-Kette ausschlieBlich bei Thl-
Zellen beobachtet (21) und unterliegt strenger Regulation bzw. Modulation, u.a.
durch inhibitorische Zytokine wie IL-10 oder TGF-f (22, 23). Die Ligation des IL-
12R durch IL-12p70 induziert Phosphorylierung, Dimerisierung und nukleére
Translokation der Transkriptionsfaktoren STATI1, 3, 4 und 5 (24). Die Aktivierung
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von STAT4 scheint eine Schliisselrolle bei der Vermittlung der spezifischen
zelluldaren Effekte von IL-12 zu spielen, da STAT4-defiziente Méuse einen
identischen Phinotyp (25, 26) mit deutlich verminderter IFN-y-Produktion und
gestorter Thl-Zellentwicklung zeigen wie IL-12p40-defiziente Tiere. IL-12 fiihrt
tiber die Aktivierung von STAT4 und STAT]1 zur Transkription und Expression von
IFN-y sowie dem Thl-differenzierungsspezifischen Transkriptionsfaktor T-bet (27,
28). T-bet induziert die Chromatinumformung des IFN-y-Lokus und die Expression
der IL-12RP2-Kette und optimiert auf diesem Weg die IL-12/STAT4-
Signaltransduktion (27, 29).

Vor wenigen Jahren zeigten Oppmann et al. (30), dass die p40-Untereinheit nicht
nur in Assoziation mit p35 vorliegen kann, sondern auch mit einem anderen
Molekiil, p19, ein heterodimeres Zytokin bilden kann, welches IL-23 genannt
wurde (Abbildung 1). Der IL-23R besteht aus der IL-12R31-Kette, die p40 bindet,
wihrend die p19-Untereinheit des Zytokins mit der IL-23R-Kette assoziiert ist, die
eine strukturelle Ahnlichkeit mit gp130 aufweist (31). Jak 2 ist konstitutiv mit der
zytoplasmatischen Domine des IL-23R assoziiert. Aus der Ligation des IL-23R-
Komplexes resultiert - dhnlich wie bei IL-12 - die Aktivierung von Jak2, Tyk2,
STATI, 3, 4 und 5. Jedoch werden im Gegensatz zu der IL-12R-Ligation
unterschiedliche STAT-Dimere, iiberwiegend STAT3/4-Heterodimere induziert
(31). Der IL-23R wird von T-Zellen, NK-Zellen, NKT-Zellen, Monozyten,
Makrophagen und DCs exprimiert (31).

1.2.2 Regulation der IL-12- und IL-23-Produktion

Die Gene, die beim Menschen p35 und p40 kodieren, sind auf unterschiedlichen
Chromosomen lokalisiert, was zur Folge hat, dass die Proteinexpression der beiden
Untereinheiten  unabhiingig voneinander reguliert wird. Werden beide
Untereinheiten in derselben Zelle koexprimiert, entsteht das biologisch aktive
Heterodimer IL-12p70 (32). IL-12p40 kann in vitro und in vivo als freies Monomer
oder als Homodimer (p40,) vorliegen, wahrend die 1L-12p35-Untereinheit nur in

Assoziation mit der p40-Untereinheit sezerniert wird (10, 13, 33, 34). Die p40-
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Genexpression wird auf transkriptioneller Ebene reguliert. Der humane p40-
Promotor wurde im Detail untersucht und zeigt Bindungsstellen fiir die
Transkriptionsfaktoren IRF-1, IRF-8, c-Rel, NF-xB, C/EBP sowie Mitglieder der
ETS-Familie (35-39). Zwischen der Bindungsstelle fiir ETS und NF-kB wurde eine
Repressorbindungsstelle, genannt GA12, identifiziert, die in unstimulierten Zellen
durch das GA12-bindende Protein besetzt ist (40). Die p40-Expression beschriankt
sich auf phagozytierende Zellen, die IL-12p70 produzieren, wihrend p35 ubiquitér
exprimiert wird. Die Expression von p35 unterliegt sowohl transkriptioneller als
auch translationaler Regulation. Innerhalb des humanen p35-Promotors wurden
Bindungsmotive fiir die Transkriptionsfaktoren SP1, IFN-y-response element (y-
IRE), PU.1 und C/EBP identifiziert (41). Die Transkription des p35-Gens kann an
zwel alternativen Stellen beginnen, so dass mRNA-Transkripte entstehen, die mit
unterschiedlicher Effizienz translatiert werden (42). Obwohl p35-mRNA in
unstimulierten Zellen konstitutiv in geringen Mengen présent ist, wird die
Expression des Proteins durch das Vorhandensein eines inhibitorischen ATG-
Motivs in der 5’-nicht translatierten Region unterdriickt. Die Stimulierung der
Zellen, z.B. mit LPS, fiihrt zur Anderung der Transkriptionsstartstelle, so dass die
inhibitorische Region ausgeschlossen wird und die Translation des Transkripts
moglich ist (42).

Ahnlich wie bei anderen proinflammatorischen Zytokinen wird die IL-12-
Produktion durch eine Vielzahl positiver und negativer Mechanismen reguliert.
Mikrobielle Produkte (pathogenassoziierte molekulare Muster) wie bakterielle
Zellwandbestandteile, CpG-Motive-enthaltende Oligonukleotide sowie einzel- und
doppelstringige RNA, die an definierte Pathogenerkennungsrezeptoren, so
genannte Toll-like-Rezeptoren (TLR) binden, konnen eine T-zellunabhéngige IL-
12-Sekretion bei Zellen des angeborenen Immunsystems wie Monozyten,
Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und DCs hervorrufen (43). Die Kapazitét
unterschiedlicher mikrobieller Stimuli, IL-12-Sekretion zu induzieren, ist
zelltypabhingig, da die TLRs differenziell ~ von  verschiedenen

Phagozytenpopulationen exprimiert werden (43).
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Die IL-12-Produktion kann auch T-zellabhidngig iiber die Wechselwirkung des
CD40-Liganden (CD40L), welcher auf der Oberfliche aktivierter T-Zellen
exprimiert wird, mit CD40 auf Makrophagen und DCs vermittelt werden (44, 45).
Abgesehen von Zell-Zell-Interaktionen fiihren auch Zytokine wie IFN-y zu einer
verstirkten IL-12-Sekretion. Die IFN-y-Wirkung basiert auf einer erhohten
Transkription der p40 und p35-Gene. Dies resultiert in einer deutlich ausgeprigten
Expression des IL-12-Heterodimers (36). Interessanterweise stimulieren auch Th2-
assoziierte Zytokine wie IL-4 und IL-13 die IL-12-Sekretion (46). Friihere
kontroverse Beobachtungen hinsichtlich der IL-4 und IL-13-Wirkung auf die IL-12-
Produktion lassen sich damit erklédren, dass diese Zytokine einen bimodalen Effekt
auf die Expression der p40-Untereinheit besitzen. Kurzfristige Stimulierung mit IL-
4 oder IL-13 fiihrt zur Inhibierung der p40-Produktion, wihrend ldngeranhaltende
Behandlung die p40-Expression verstarkt.

Ferner unterliegt die IL-12-Produktion auch negativer Regulation. IL-10 fiihrt zur
Inhibierung der IL-12-Produktion, indem es die Transkription der p40- und p35-
Gene liber einen bisher nicht genauer bekannten Mechanismus blockiert (47). Auch
TGF-f besitzt eine IL-12-inhibierende Wirkung, die auf der Destabilisierung der
IL-12p40 mRNA beruht (48). Die Bindung von Liganden wie Adenosin oder
Histamin an spezifische G,-Protein-gekoppelte Rezeptoren (G,PCR) resultiert
ebenfalls in der Inhibierung der IL-12-Produktion (49, 50). Dieser Effekt ist primér
auf die Induktion von cAMP zuriickzufiihren (49) und wurde auch mit Choleratoxin
(CT), einem Aktivator der G,-Untereinheit gezeigt (51). Daneben wurde eine
Inhibierung der IL-12-Produktion fiir nicht-G,,PCR-assoziierte Prozesse wie die
Aktivierung von CD47 durch Thrombospondin, Fc-Rezeptoraktivierung durch
Immunkomplexe, Masernvirus-induzierte CD46-Aktivierung oder iC3b-vermittelte

Aktivierung von CR3 gezeigt (43).

Im Gegensatz zu der ausfiihrlich untersuchten Regulation der IL-12p40- und p35-
Expression ist nur wenig Ulber die Mechanismen bekannt, die die IL-23pl19-
Expression beeinflussen. Eine kiirzlich publizierte Studie zeigt, dass c-Rel, ein

Transkriptionsfaktor aus der NF-kB-Familie, die IL-23p19-Genexpression durch
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die Bindung an zwei kB-Stellen innerhalb des p19-Promotors kontrolliert (52). Die
IL-23-Expression ist auf myeloide Zellen beschrinkt (53), wobei die pl9-
Untereinheit, dhnlich wie IL-12p35, nicht in monomerer Form sezerniert, sondern
nur in Assoziation mit p40 als Heterodimer freigesetzt wird (30). IL-23 wird
differenziell durch unterschiedliche mikrobielle Stimuli reguliert. Bei In-Vitro-
Studien mit humanen DCs waren TLR-2-Agonisten (Peptidoglycan aus
Staphylococcus aureus) effektivere Induktoren der IL-23-Sekretion als TLR-4-
Liganden (LPS) (54). Gram-negative (intakte E.coli) (55) sowie Gram-positive
Bakterien (Streptococcus pyogenes) (56) fiihren ebenfalls zur 1L-23-Expression.
Auch  extrazellulires = ATP  erhoht die  IL-23-Expression  humaner
monozytenabgeleiteter DCs in vitro (55). Bordetella pertussis-infizierte humane
DCs sezernieren priferenziell 1L-23 und polarisieren naive T-Zellen in Richtung
einer Thl-Immunantwort (57). PGE,- oder CD40-vermittelte Stimulierung muriner

DCs induziert ebenfalls IL-23-Produktion in vitro (58, 59).

1.2.3 Biologische Funktion von IL-12 und IL-23

IL-12 wird hauptsédchlich von aktivierten inflammatorischen Zellen wie Monozyten,
Makrophagen, Mikroglia, Neutrophilen und DCs sezerniert. Die wichtigste
biologische Funktion von IL-12 besteht in der Regulation adaptiver
Immunantworten (60). Neben der Polarisierung naiver CD4*-T-Lymphozyten in
Th1-Zellen fordert IL-12 die Sekretion von IFN-y durch NK-Zellen, unterstiitzt die
Generierung von CTLs und lymphokinaktivierten Killerzellen und potenziert die
zytotoxische Aktivitit von NK-Zellen und CTLs (61). Dadurch reprisentiert I1L-12
eine funktionale Briicke zwischen friihen antigenunspezifischen angeborenen
Immunreaktionen und den antigenspezifischen Prozessen der adaptiven
Immunantwort. Die Anfiélligkeit von Patienten mit Mutationen der IL-12-
Rezeptoruntereinheiten oder IL-12p40 fiir Infektionen mit Mykobakterien oder
Salmonella spp weist auch bei Menschen auf die Bedeutung des IL-12-Signalweges
fiir die Entstehung protektiver Immunitédt gegen intrazellulidre Pathogene hin (62,
63). Uberraschenderweise zeigen diese Patienten jedoch nicht die breite

Suszeptibilitidt fiir Infektionen mit opportunistischen Pathogenen wie IL-12-
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defiziente Miuse (64). Dies fiihrt zu der Vermutung, dass bei Menschen andere
Mechanismen existieren, die eine IL-12-Defizienz kompensieren konnen.
Moglicherweise spielen hierbei Zytokine wie IFN-o/f3 oder andere Mitglieder der
IL-12-Familie eine wichtige Rolle.

Bislang sind die biologischen Auswirkungen der IL-23-Expression auf das
Immunsystem nur unzureichend verstanden. Im murinen Modell fiihrt IL-23 in vitro
zur Aktivierung von T-Gedéchniszellen, jedoch nicht von naiven T-Lymphozyten
(30). Im Gegensatz dazu aktiviert 1L-23 naive humane T-Zellen und veranlasst
diese zur Sekretion von IFN-y (30). IL-23 ist wirksamer als IL-12 im Hinblick auf
die Induktion lang anhaltender T-zellvermittelter Immunantworten gegen virale
Antigene (65) und zeigt antitumorale und antimetastatische Aktivitdt, indem es
tumorgerichtete CTLs induziert (66). Uberdies fordert IL-23 die Differenzierung
von IL-17-sezernierenden CD4* T-Zellen (Th17) (67), die eine dominante Rolle bei
der  Pathogenese @ von  Autoimmunerkrankungen  wie  experimenteller
Autoimmunenzephalomyelitis (EAE), kollageninduzierter Arthritis (CIA), T-
zellvermittelter Kolitis und Psoriasis vulgaris spielen (68-71). IL-17 wird
liberwiegend von T-Zellen produziert und fordert lokale Entziindungsprozesse,
indem es die Sekretion einer Vielzahl proinflammatorischer Immunmediatoren wie
IL-6, IL-1p, IL-8, CXCL1 und TNF-a induziert, die zur schnellen Rekrutierung von

Neutrophilen an die Infektionsstelle fiihren (72).

1.3.  Dendritische Zellen

Unter den Zellen des angeborenen Immunsystems, die nach Aktivierung in der Lage
sind, die Zytokine der IL-12-Familie zu produzieren, kommt den dendritischen
Zellen (DCs) aufgrund ihres Potentials naive T-Lymphozyten zu aktivieren eine
Schiisselfunktion zu. DCs wurden bereits 1868 von Paul Langerhans in humaner
Epidermis beobachtet, jedoch nahm er aufgrund der Zellmorphologie an, dass es
sich um kutane Nervenzellen handelt. Uber ein Jahrhundert spiter entdeckten
Steinman und Cohn Zellen vom DC-Typ in muriner Milz und nannten diese
aufgrund ihrer spezifischen Morphologie dendritische Zellen (griechisch dendros,

Baum, Abbildung 2).
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Abbildung 2: Charakteristische Morphologie reifer DCs. Immunhistochemische Firbung
monozytenabstammender reifer Rhesusaffen-DCs. (A) p55-spezifische Firbung, der Pfeil zeigt
eine T-Zelle, (B) HLA-DR-spezifische Farbung, aus O’Doherty et al., J. Immunol. Methods, 1997

Diese und viele nachfolgende Studien belegten, dass DCs eine essentielle Rolle bei
der Induktion T-zellvermittelter Immunantworten spielen (73-79).

DCs gehoren neben B-Zellen und Makrophagen zu den professionellen
antigenprasentierenden Zellen (APCs), die durch die Expression von MHC-Klasse-
II-Molekiilen gekennzeichnet sind. Die APCs unterscheiden sich voneinander in
threm Potential zur Antigenprisentation. Die besondere Fahigkeit von DCs als
APCs zu fungieren, spiegelt sich in der Tatsache, dass relativ wenige DCs und eine
geringe Antigenmenge ausreichen, um T-Gedéchniszellen zu stimulieren (80). DCs
sind die einzigen APCs, die naive CD4*-Th-Zellen und CDS8*-CTLs effizient
stimulieren und dadurch Immunantworten gegen Neoantigene auslosen (81-84).
Heute werden DCs aufgrund der Ergebnisse sowohl aus Tiermodellen als auch
Studien mit humanen Zellen als die potentesten APCs fiir die Induktion zelluldrer
Immunantworten betrachtet. Abbildung 3 zeigt schematisch eine DC mit ihren
Charakteristika.

Proliferierende und nicht-proliferierende DC-Vorlduferzellen, die aus dem
Knochenmark stammen (85), lassen sich im peripheren Blut von Primaten finden,
von wo aus sie kontinuierlich, im verstirkten Malle bei Entziindungsprozessen,
auswandern (83). Daneben zirkulieren im Blut ausdifferenzierte DCs, die aufgrund
der Expression differenter Oberflachenmarker in zwei Subtypen unterteilt werden:
CD11c*CD123"Y myeloide DC (MDCs) und CD11¢'CD123* DCs, letztere dhneln
morphologisch Plasmazellen und werden deshalb plasmazytoide DCs (PDCs)

genannt (86). In der Peripherie des Korpers, wie der Haut und der Mukosa, sind
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DCs strategisch giinstig positioniert, um fremdartige Antigene aufzunehmen. Im
Gewebe befindliche MDCs werden aufgrund ihrer anatomischen Lokalisation in
weitere Subtypen unterteilt. So finden sich in der Epidermis Langerhanszellen, die
durch die Expression von Langerin und E-Cadherin charakterisiert sind,
interstitielle oder mukosale DCs exprimieren DC-SIGN, und dermale DCs tragen

CD13 auf ihrer Oberfldche (86, 87).

Adhdésion und Kostimulierung
CD24, CD50, CD54, CD58
CD80, CD86

Homing Sekretion
CD11a, b, c IL-12, IL-23, IL-27,
CD49d, E-Cadherin IL-10, Chemokine, Proteasen

Antigenaufnahme
MMR, DEC-205,
FcyR (CD32, CD64), ASGPR

Antigenprésentation
MHC I, MHC 11, CD1

Spezifische Marker
CD83, p55, M342,
2A1, S100, MIDC-8

Signaltransduktionsmolekiile

TLRs
TNF-R: CD120, CD40, 0X-40
Zytokin-Rezeptoren: GM-CSF, IL-1, IL-10, IL-4, TGF-f3
7-TM-Rezeptoren: CCR7, CCD5, CXCR4, CCR6, CD88
NF«B/Rel

Abbildung 3: Schemazeichnung einer dendritischen Zelle
(modifiziert nach Banchereau und Steinman, Nature, 1998)

In der Peripherie befinden sich DCs in einem so genannten unreifen Stadium, in
dem sie besonders gut zur Antigenaufnahme befihigt sind. Hierbei nehmen sie tiber
Endozytose, Phagozytose, Mikropinozytose und iiber spezifische Rezeptoren
Antigene in Form von Pathogenen, apoptotischen oder nekrotischen Zellen,
Immunkomplexen oder 16slichen Proteinen auf. Unreife DCs wandern fortwihrend
in geringer Anzahl von der Peripherie des Korpers tiber afferente Lymphgeféfe in
die parakortikalen T-Zellareale der jeweiligen drainierenden Lymphknoten und

prisentieren die zuvor zu Peptiden prozessierten Antigene im Kontext von MHC-
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Komplexen (80, 88-91). Ohne die Anzeichen einer Inflammation im peripheren
Gewebe verbleiben DCs im unreifen Stadium, so dass die aufgenommenen
Antigene im Lymphknoten ohne ein geeignetes kostimulatorisches Signal
antigenspezifischen T-Zellen prisentiert werden, was dazu fiihrt, dass die T-Zellen

anerg, deletiert oder regulatorische T-Zellen induziert werden (92-95).

unreife DCs reife DCs
Aktivierung
intrazellulares MHCII*** MHCII -Oberflachenexpression***
Endozytose™* Endozytose*
kostimulatorische Molekile* kostimulatorische Molekule***
CD83-, CCRT- CD83***, CCR7***
T-Zellaktivierung* T-Zellaktivierung***

Abbildung 4: Aktivierungsassoziierte Verinderungen der Eigenschaften von Primaten-DCs

Wird im Gewebe eine Entziindungsreaktion, z.B. durch eingedrungene Pathogene
ausgelost, fiihrt dieses zur Aktivierung der DCs (Abbildung 4). Dieser Prozess wird
von der Abnahme der endozytischen/phagozytischen Kapazitit, verstérkter
Oberfldchenexpression  von  MHC-Molekiilen,  Adhésionsmolekiilen  und
kostimulatorischen Molekiilen (CD40, CD80, CD86) sowie einigen Molekiilen der
TNF/TNF-Rezeptorfamile (OX-40L, CD70, 4-1BB-L), die an der Ausbildung der
immunologischen Synapse zwischen T-Zellen und DCs beteiligt sind, begleitet
(96). Durch Zytoskelettreorganisation entstehen lange Fortsitze, so genannte
Dendriten, die die Interaktion mit T-Zellen erleichtern und den Zellen hohe
Motilitdt verleihen (97). Die Expression von Zytokinen wie IL-12 und IL-23 wird
ebenfalls beeinflusst. Die terminale Aktivierung von DCs resultiert in verminderter
Expression der Chemokinrezeptoren CCR1 und CCRS. Im Gegensatz dazu wird
CCR?7, der fiir die Wanderung der DCs in die Lymphknoten wichtig ist, verstérkt
exprimiert (98-101). All diese phénotypischen Verdnderungen fiihren dazu, dass

reife DCs optimal mit T-Zellen interagieren und diese aktivieren kénnen.
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Die Aktivierung von DCs, die eine Voraussetzung fiir die Induktion effizienter T-
Zellimmunantworten ist (102), kann durch eine Vielzahl von Faktoren induziert
werden. Einen wichtigen Aktivierungsstimulus fiir DCs bildet die Erkennung
mikrobieller Strukturen wie LPS, bakterieller DNA, Flagellin oder doppel- und
einzelstrangiger RNA iiber differente TLRs (103-105). Die mittlerweile elf
bekannten TLRs, die alle zur TLR-IL-1-Rezeptor-Superfamilie gehéren, werden
von den verschiedenen DC-Subtypen differenziell exprimiert. Humane MDCs
exprimieren TLR1 bis TLRS und je nach Subpopulation TLR7 oder TLRS8, wihrend
PDCs TLR1, 7 und 9 exprimieren (103, 106, 107). Neben mikrobiellen Produkten
konnen auch korpereigene (endogene) Faktoren DCs aktivieren. So fiihrt CD40L
(CD154) ebenfalls zur Aktivierung von DCs (108, 109). Daneben besitzt das lokale
Zytokinmilieu, welches wihrend inflammatorischer Prozesse im Gewebe entsteht,
einen wichtigen Einfluss auf die DC-Aktivierung.

Da im humanen peripheren Blut die Frequenz von DCs unter 1% der peripheren
mononukledren Zellen (PBMCs) liegt, war es lange schwierig, die Zellen in
ausreichender Anzahl zu isolieren und zu untersuchen (110). Enormen Fortschritt
auf dem Gebiet der DC-Biologie brachte Mitte der neunziger Jahre des vergangenen
Jahrhunderts die Entwicklung von Ex-Vivo-Methoden fiir die Gewinnung humaner
DCs aus proliferierenden CD34" wund nicht proliferierenden CDI14*
Blutvorlduferzellen mittels Zusatz definierter rekombinanter Zytokine (80, 111-
114). CD14"-Monozyten, die bei Menschen ca. 15 % der PBMCs ausmachen und
somit in hoher Frequenz vorkommen, sind die zugéinglichste Zellpopulation fiir die
Isolierung von DC-Vorléduferzellen. Monozyten lassen sich in vitro unter dem
Einfluss von GM-CSF und IL-4 innerhalb von 6 Tagen zu unreifen DCs
differenzieren. Diese Zellen besitzen phianotypische Merkmale in vivo existierender
unreifer MDCs.

Die  repetitive  Stimulierung  naiver  humaner  CD4"-T-Zellen  mit
monozytenabgeleiteten unreifen DCs fiihrt zur Induktion alloantigenspezifischer
regulatorischer T-Zellen (Tregs) in vitro, die groBe Mengen von IL-10 produzieren
und eine zellkontaktabhingige inhibitorische Aktivitit aufweisen (115). Diese und

nachfolgende Studien legen nahe, dass DCs neben ihrem immunstimulatorischen
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Potential sehr wahrscheinlich auch eine zentrale Bedeutung fiir die Induktion
peripherer Toleranz besitzen. Heute umfasst die Familie der Tregs eine Vielzahl
von T-Zellpopulationen mit unterschiedlichen suppressiven Mechanismen, darunter
die natiirlich vorkommenden CD4*CD25*Foxp3*-Tregs, T-Helfertyp-3-Zellen und
Tregl Zellen (93), die alle der Kontrolle unterschiedlicher tolerogener DCs
unterliegen. Kiirzlich verdffentlichte Studien bringen neue Einblicke hinsichtlich
der Induktion regulatorischer T-Zellen durch DCs. So zeigten Verhasselt et al.
(116), dass LPS-aktivierte humane DCs in vitro zur Expansion CD4"CD25*Foxp3*
regulatorischer T-Zellen fiihren, so dass das bimodale Konzept, bei dem unreife
DCs tolerogene Funktion haben und reife DCs immunogenes Potential besitzen,
unter Umstdnden modifiziert werden muss.

Die aus Monozyten gewonnenen unreifen DCs lassen sich in vitro durch die Zugabe
verschiedener Stimuli zu phénotypisch reifen, funktionell unterschiedlichen DC-
Subtypen differenzieren. Durch die Stimulierung mit den proinflammatorischen
Zytokinen IL-6, TNF-a, IL-18 und PGE, werden reife DCs gewonnen, die groe
Mengen IL-12p40 sezernieren und effizient antigenspezifische T-Zellproliferation
aktivieren (117), wihrend das bioaktive IL-12p70-Heterodimer in der Gegenwart
von PGE, nicht produziert wird (118). Dennoch induzieren solche DCs im
Vergleich mit CD40L-aktivierten DCs eine hoéhere Anzahl IFN-y-produzierender
Thl-Zellen in vitro (119) und wurden in DC-basierenden klinischen
Tumorvakzinierungsstudien eingesetzt, wo sie zur Induktion von Thl- und CTL-
Immunantworten fiihrten (120-123).

Qualitativ unterschiedliche Immunantworten kénnen bei Abwesenheit von IL-12
wihrend der Polarisierungsphase naiver T-Lymphozyten induziert werden. So zeigt
Glatirameracetat (GA, Copolymer-1, Copaxone®), ein synthetisches Kopolymer aus
den Aminosduren L-Alanin, L-Glutamat, L-Lysin, L-Tyrosin, welches als
Medikament fiir die Behandlung der Multiplen Sklerose zugelassen ist, einen Th2-
fordernden Einfluss in vivo (124). Die Inkubation humaner DCs mit LPS in
Anwesenheit von GA fiihrt zur Inhibierung der LPS-induzierten IL-12-Sekretion in
vitro (125). Eine weitere Klasse von Stimuli, die IL-12-Produktion inhibiert, sind

physiologische oder pharmakologische Reagenzien, die iiber den G-Protein-

13



1. Einleitung

Adenylatzyklase-Signalweg zur Erh6hung der intrazelluldren cAMP-Konzentration
fiihren. Dazu gehoren Histamin (50, 126), extrazellulires ATP (55, 127-129),
Agonisten des [3,-adrenergen Rezeptors (130) oder bakterielle Toxine wie CT (131).
CT fiihrt zur Aktivierung humaner DCs, die in vitro die Polarisierung naiver T-
Lymphozyten in Thl-Zellen inhibieren (131). Im Mausmodell induzieren CT-
stimulierte, antigenbeladene DCs nach intravendser Reinjektion in naive
Spendertiere, Immunantworten die durch IgG1- und IgG2a-Antikérperproduktion
sowie antigenspezifische IFN-y-Sekretion stimulierter Splenozyten charakterisiert
sind (132). Dies wiirde eher auf die Induktion gemischter Thl/Th2-

Immunantworten in vivo hindeuten.

14 Zielsetzung der Arbeit

Daten von Patienten mit IL-12p40- oder IL-12R-Immundefekten widersprechen der
uneingeschrinkten Notwendigkeit von IL-12 fiir die Induktion von Thl-
Immunantworten im Menschen (61, 64). Da bisher keine Erkenntnisse beziiglich
der Qualitit von Immunantworten vorliegen, die durch IL-12-defiziente DCs in
vivo im Primaten induziert werden konnen, sollten in der vorliegenden Arbeit
derartige DCs gewonnen und in vitro sowie in vivo hinsichtlich ihrer
immunmodulatorischen Eigenschaften untersucht werden. Hierbei wurde der
Rhesusaffe (Macaca mulatta) aufgrund seiner engen genetischen, physiologischen
und immunologischen Verwandtschaft zum Menschen als Tiermodell gewdhlt.
Rhesusaffen erwiesen sich in zahlreichen Studien als exzellentes Modell fiir
Untersuchungen der Primatenimmunologie und Infektionskrankheiten wie HIV
(133-136). Rhesusaffen-DCs lassen sich aus Blutmonozyten in dhnlicher Weise
gewinnen wie humane DCs und besitzen vergleichbare Oberflichenmolekiile (137,
138). Mit proinflammatorischen Zytokinen aktivierte Rhesusaffen-DCs sezernieren
groe Mengen IL-12p40 und verhalten sich in vitro hinsichtlich ihres T-
zellstimulatorischen Potentials und in vivo im Hinblick auf die Migration und das
Homing in den sekundéren lymphatischen Organen dhnlich wie humane DCs (137,
139). Diese Studien ebneten den Weg fiir Untersuchungen der DC-Biologie im
Primaten und préklinische Vakzinierungsstudien (135, 140-142). Aufgrund
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zahlreicher Gemeinsamkeiten humaner und Rhesusaffen-DCs lassen sich die in
diesem Primatenmodell gewonnen Erkenntnisse wahrscheinlich eher auf die
Situation im Menschen extrapolieren als Resultate aus Experimenten mit
Inzuchtméusen.
Zunichst sollte ein geeigneter Stimulus, der monozytenabgeleitete Rhesusaffen-
DCs aktiviert, ohne eine IL-12-Produktion hervorzurufen, identifiziert werden.
AnschlieBend sollten in vitro folgende phénotypische und funktionelle Parameter
IL-12-defizienter DCs, im Vergleich zu zytokinaktivierten IL-12-produzierenden
DCs, untersucht werden:

- Expression definierter Oberfldichenmarker

- Sekretion von Zytokinen oder Chemokinen, die mit der Th- Zellpolarisierung

oder Aktivierung assoziiert sind

- Antigenaufnahme

- Stimulierung antigenunspezifischer T-Zellen

- Stimulierung antigenspezifischer T-Gedéchniszellen

- Polarisierung naiver CD4* T-Zellen
In vivo sollten die Migrationsfihigkeit IL-12-defizienter Rhesusaffen-DCs, sowie
das Potential dieser Zellen, antigenspezifische T-zellvermittelte Immunanantworten
nach Reinjektion zu induzieren, analysiert werden. Hierzu sollten
antigenspezifische T-Zellproliferation und Zytokinsekretion sowie die Expansion
regulatorischer T-Zellen evaluiert werden.
Um moglichst hohe DC-Zellzahlen fiir die Reinjektionsstudien zu gewinnen,
wurden vorab Studien zur Mobilisierung monozytirer DC-Blutvorlduferzellen
mittels rekombinanter humaner Zytokine durchgefiihrt. Um neben peripheren auch
mukosale Immunantworten nach Reinjektion IL-12-defizienter DCs zu erfassen
wurde auflerdem im Vorfeld untersucht, ob funktional intakte Leukozyten aus

mukosalen Bioptaten oder Resektaten von Rhesusaffen gewonnen werden konnen.
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