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3. ERGEBNISSE 

 
3.1. Methodische Vorarbeiten 
3.1.1. Isolierung mukosaler Leukozyten 

Für die Analyse mukosaler Immunantworten sind die Untersuchungsmaterialien 

(Bioptate oder Resektate) oftmals nur begrenzt verfügbar. Um neben peripheren 

auch mukosale Immunantworten erfassen zu können, wurde zunächst eine Methode 

für die Isolierung mukosaler Leukozyten aus Magenbioptaten von Rhesusaffen 

etabliert. Es wurden hierzu drei Isolierungsprotokolle, die sich im Wesentlichen in 

der Collagenase D-Konzentration unterschieden, verglichen (siehe 2.2.1.19) 
 

Tabelle 1: Vergleich unterschiedlicher Isolierungsmethoden mukosaler Leukozyten 
aus Magenbioptaten von Rhesusaffen 

 
Methode Zellzahl* Anteil lebender 

 Zellen‡  (%) 
 

Anteil CD3+ 
Zellen  (%) 

CD3+-Zellen 
absolut 

I 6,2x104 100 32 2x104 
II 3,42x106 5 41 7x104 
III 1,07x106 43 53 3,2x105 

  * isoliert aus 18 Magenbioptaten  
  ‡ bestimmt nach Trypanblaufärbung 

 

Dabei wurden die besten Ergebnisse hinsichtlich der Reinheit der Zellpopulation 

und der absoluten Anzahl von CD3+-Zellen mit 400 U/ml Collagenase D und 2-

stündiger Einwirkzeit erzielt (Methode III, Tabelle 1). Dementsprechend erfolgte 

die Isolierung mukosaler Leukozyten aus Magenbioptaten in späteren Experimenten 

nach dieser Methode. Die Inkubation der isolierten Zellen mit rhIL-2 in 

Kombination mit rhIL-7, welche als Überlebens- und Wachstumsfaktoren für 

mukosale Lymphozyten beschrieben wurden (151), führte nicht zur Expansion 

dieser Zellpopulation (Daten nicht gezeigt). Aufgrund der niedrigen Zellzahlen und 

unzureichenden Reinheit der isolierten Zellen sind Magenbioptate von Rhesusaffen 

nicht geeignet als Ausgangsmaterial für funktionelle Untersuchungen von 

Schleimhautimmunantworten. 
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Die Isolierung mukosaler Lymphozyten aus Magen-, Jejunum-, Ileum-, Colon- oder 

Rektumresektaten lieferte bessere Ergebnisse. Hier lagen die gewonnenen 

Zellzahlen deutlich höher und die Reinheit der isolierten T-Lymphozyten über 45% 

(Tabelle 2), so dass Lamina propria Lymphozyten (LPL) und intraepitheliale 

Lymphozyten (IEL) getrennt isoliert und analysiert werden konnten. 

 
Tabelle 2: Isolierung mukosaler LPLs aus Magenresektaten 

 
Tiernummer Zellzahl* CD3+ 

Zellen (%) 
 

CD3+CD4+ 
Zellen (%)  

CD3+CD8+ 

Zellen (%)  
CD20+ 

Zellen (%)  

7743 3,4x106 56,5 32,9 29,3 12,7 
9048 4,3x106 45,1 19,7 13,4 23,1 
8156 6,9x106 59,1 27,1 29,2 30,3 
9050 8,5x106 56,9 18,6 30,4 9,2 

    *isoliert aus 4x4 cm Magenresektaten  
 

 

Abbildung 6: Phänotyp mukosaler Leukozyten aus Resektaten von Rhesusaffen. 
LPLs aus (A) Magen-, (B) und (D) Ileum-, (C) und (E) Rektum sowie (F) IELs aus Ileum. 
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Die aus Magen, Ileum oder Rektum isolierten LPLs zeigten keine wesentlichen 

phänotypischen Unterschiede und bestanden alle aus CD4+ und CD8+ T-

Lymphozyten, CD20+ B-Lymphozyten sowie Subpopulationen CD103-

exprimierender CD8+ und CD4+-Lymphozyten. Die LPL-Zellen aus Ileum und 

Rektum wiesen eine kleine Population CD14+-Monozyten auf (Abbildung 6 D und 

E). γδ-TCR positive CD4+ oder CD8+-T-Lymphozyten wurden in den LPL-

Zellpopulationen nicht nachgewiesen (Abbildung 6 A, B, C). Im Gegensatz dazu 

zeigte die durchflusszytometrische Analyse aus dem Ileum isolierter IELs neben 

CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten auch γδ-TCR exprimierende CD4+ und CD8+ T-

Zellpopulationen (Abbildung 6 F).  
 

 
Abbildung 7: Antigenunspezifische Stimulierung mukosaler Leukozyten. 

Mukosale Leukozyten wurden aus Resektaten isoliert und 1x105 Zellen mit den jeweiligen Stimuli 
inkubiert. Die T-Zellproliferation der (A) LPLs und (B) IELs wurde nach 3 Tagen durch 3H-
Thymidineinbau gemessen. (SI, Stimulationsindex, 3H-Thymidineinbau stimulierter Zellen 
dividiert durch Hintergrundinkorporation nicht stimulierter Zellen) 
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Aufgrund der deutlich höheren Zellzahlen, die aus den Resektaten gewonnen 

werden konnten, war es möglich, neben der phänotypischen Charakterisierung der 

isolierten Zellen auch funktionelle Eigenschaften zu untersuchen. Alle LPL-

Zellpopulationen konnten antigenunspezifisch durch Zugabe von ConA oder SEB 

aktiviert werden (Abbildung 7 A), wobei die Stärke der T-Zellproliferation in den 

Zellisolaten aus Magen, Jejunum, Colon und Rektum deutlich höher lag als bei 

Ileumisolaten. Inkubation der LPLs mit anti-CD28 mAb führte nur bei Zellen aus 

der Rektumschleimhaut zur Aktivierung. Die IELs aus Magen, Colon und Rektum 

zeigten nach Stimulierung mit ConA, SEB oder anti-CD28 mAb eine im Vergleich 

zu den LPLs deutlich geringere Aktivierung (SI-Werte<3, Abbildung 7 B), weshalb 

nachfolgende Untersuchungen bezüglich antigenspezifischer Schleimhaut-

immunantworten nur mit LPLs durchgeführt wurden. 

Der Zugang zu Tieren parallel laufender SIV-Vakzinierungsprojekte ermöglichte 

die Analyse SIV-spezifischer mukosaler Immunantworten. Die Tiere waren mit 

SIVmac239Δnef immunisiert und anschließend einer Belastungsinfektion mit 

SIVmac251-Wildtypvirus ausgesetzt worden.  
 

 

Abbildung 8: Nachweis SIV-spezifischer IFN-γ-sezernierender Zellen in PBMCs und 
mukosalen Leukozyten von Rhesusaffen. Die PBMCs wurden aus heparinisiertem Blut 
gewonnen, mukosale Leukozyten aus Rektum- und Jejunum-Resektaten isoliert. Die Zellen wurden 
mit dem jeweiligen Stimulus für 24 h in einer ELISPOT-Zellkulturplatte mit 96 Vertiefungen 
inkubiert und anschließend der ELISPOT-Assay nach Vorschrift des Herstellers entwickelt. 
Dargestellt sind die Mittelwerte berechnet aus den Einzelwerten von drei gleichbehandelten 
Vertiefungen (Tier 11106). Vergleichbare Ergebnisse wurden mit SIV-spezifischen Antigenen bei 
zwei weiteren Tieren beobachtet. 
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Nach einer Beobachtungszeit wurden die Tiere getötet und periphere sowie 

mukosale SIV-spezifische Immunantworten untersucht. LPLs aus Jejunum und 

Rektum sezernierten nach in vitro Stimulation mit SIV-Peptiden IFN-γ, das im 

ELISPOT-Assay nachgewiesen wurde (Abbildung 8, (152)).  

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die etablierte Methode die Isolierung 

mukosaler Leukozyten aus Resektaten von Rhesusaffen erlaubt und die isolierten 

Zellen für funktionelle Untersuchungen antigenspezifischer Schleimhaut-

immunantworten verwendet werden können. 

 

3.1.2. Behandlung von Rhesusaffen mit GM-CSF oder G-CSF zur In-Vivo-

Mobilisierung von DC-Vorläuferzellen  

Die Anzahl von DCs, die aus einer Blutprobe gewonnen werden können, stellt bei 

In-Vivo-DC-Reinjektionsstudien im Rhesusaffen einen kritischen Parameter für die 

Durchführbarkeit der Experimente dar, da die aus monozytären Blutvorläuferzellen 

gewonnenen DCs in der Zellkultur nicht proliferieren (138, 153). Somit ist die 

Anzahl von DCs durch die maximal zu gewinnende Monozytenzahl limitiert. 

Adulte Rhesusaffen wiegen, je nach Alter und Geschlecht, zwischen 4 und 10 kg, 

und das maximale Blutvolumen, welches den Tieren innerhalb von vier Wochen 

entnommen werden kann, ohne dass die Tiere gesundheitliche Schäden davon 

tragen, beträgt ca. 10 ml/kg Körpergewicht. Außerdem bestehen beträchtliche 

interindividuelle Unterschiede zwischen den Tieren in der Anzahl von PBMCs, 

Monozyten und der sich daraus differenzierenden DCs pro Volumeneinheit Blut 

(Tabelle 3). 
 

Tabelle 3: Zellzahlen von PBMCs, daraus isolierten Monozyten und unreifen DCs 
 

Tiernummer PBMCs* Monozyten unreife DCs 
2019 7,5x107 7,6x106 9,2x105 
12740 5,9x107 2,1x106 4,3x105 
12741 1,5 x108 6,4x106 9,7x105 
10142 1,2 x108 4,1x106 5,9x105 
12744 1,1x108 1,5x106 9,1x105 

                       * gewonnen aus 45 ml Heparinblut 
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Daher sollte in weiteren Vorstudien die Anzahl der Monozyten durch die In-Vivo-

Behandlung potentieller Spendertiere mit rekombinanten Zytokinen erhöht werden. 

Naiven Rhesusaffen wurde rhGM-CSF oder rhG-CSF subkutan über 9 Tage 

appliziert und der Prozentsatz monozytärer Zellen im Blut bestimmt. Die 

Verabreichung von rhGM-CSF führte am neunten Tag der Behandlung zu einem 

über 30-fachen Anstieg von Monozyten (Abbildung 9 A; (154)). Eine zweite 

Behandlung mit rhGM-CSF blieb jedoch bei vorbehandelten Tieren ohne Effekt. 

Die Ursache dafür lag in der Induktion neutralisierender anti-GM-CSF-Antikörper 

(Abbildung 9 B-G; (154)). 
 

 

Abbildung 9: Behandlung von Rhesusaffen mit rhGM-CSF zur Steigerung der 
Monozytenzahlen im peripheren Blut. Die Tiere wurden über 9 Tage subkutan mit einer 
täglichen Dosis von 15 µg/kg rhGM-CSF behandelt. (A) Die Absolutzahlen von CD11b+-
Blutmonozyten rhGM-CSF-behandelter Tiere wurden am Tag 0, 1, 3, 6, 9, 13 und 17 (Tiere 9546, 
10037, 9306, 10120) oder am Tag 0 und 9 (Tiere 1964, 10036, 10122, 11110) anhand der Zellzahl 
von PBMCs und des durchflusszytometrisch ermittelten Prozentanteils CD11b+ Zellen berechnet. 
(B-E) Nachweis von anti-GM-CSF-Antikörpern im Plasma der behandelten Tiere. rhGM-CSF 
(MW=14,4 kD; enthält humanes Serumalbumin, MW=66 kD) wurde über SDS-PAGE aufgetrennt, 
auf NC-Membran geblottet und die NC-Membran mit Plasma eines Tieres (B) vor, (C-D) nach der 
ersten, (E) nach der zweiten rhGM-CSF-Behandlung inkubiert. (F-G) Neutralisierender Effekt des 
Plasmas rhGM-CSF-behandelter Tiere. Humane CD14+-Monozyten wurden in Gegenwart von 
rhGM-CSF und rhIL-4 zu DCs differenziert. Zu den Zellkulturen wurde das Plasma (F) eines PBS-
behandelten Kontrolltieres oder (G) eines Tieres nach der zweiten rhGM-CSF-Behandlung 
hinzugefügt und nach 6 Tagen die Zellgröße, Granularität und CD14-Expression der Zellen 
durchflusszytometrisch analysiert.  
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Dagegen führte eine Behandlung mit rhG-CSF zu einer deutlich geringeren 

Erhöhung der Monozytenzahl (Abbildung 10 A, mittlerer Monozytenanstieg 2,8-

fach) als eine rhGM-CSF-Behandlung, mehrmalige Behandlungen der Tiere, die zu 

einem Monozytenanstieg führten, waren jedoch möglich (Abbildung 10 B, 

Eisenblätter et al., Manuskript in Vorbereitung). Zwar wurden nach der zweiten 

rhG-CSF-Behandlung bei dem Tier 1984 im Plasma anti-G-CSF-Antikörper 

nachgewiesen (Daten nicht gezeigt), jedoch schienen diese nicht neutralisierend zu 

sein, da weiterhin ein monozytenmobilisierender Effekt beobachtet wurde 

(Abbildung 10 B). Vor Gewinnung der Blutproben im Rahmen der In-Vivo-

Experimente (siehe 3.3) wurden die Tiere daher mit rhG-CSF behandelt. 

 

 

Abbildung 10: Monozytenanstieg im peripheren Blut der Rhesusaffen nach rhG-CSF-
Behandlung. Die Tiere erhielten über 9 Tage subkutane Injektionen mit einer täglichen Dosis von 
15 µg/kg rhG-CSF. Die Absolutzahlen von CD14+-Blutmonozyten wurden am Tag 0 und 9 anhand 
der Zellzahl von PBMCs und des durchflusszytometrisch ermittelten Prozentanteils CD14+ Zellen 
berechnet. Anstieg der Absolutzahlen von Monozyten während (A) der ersten, (B) der zweiten 
rhG-CSF-Behandlung. 

 
3.2. In-Vitro-Gewinnung und Charakterisierung reifer IL-12-

defizienter DCs von Mensch und Rhesusaffe 
 
3.2.1. Einfluss von Glatirameracetat auf die Aktivierung von DCs 

Die in dieser Arbeit untersuchten DCs wurden aus peripheren CD14+ 

Blutmonozyten gewonnen. Die Reinheit der CD14+ Zellen wurde routinemäßig 

durchflusszytometrisch analysiert und lag über 85%. Die Differenzierung der 
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Monozyten in DCs wurde durch Zugabe von GM-CSF und IL-4 induziert, und nach 

6 Tagen wurden unreife DCs gewonnen.  

Um die Qualität von Immunantworten, die durch IL-12-defiziente DCs in vitro und 

in vivo induziert werden, zu untersuchen, wurde zunächst ein geeigneter Stimulus 

identifiziert, der DCs aktiviert ohne eine IL-12 Produktion zu induzieren. Da 

humane DCs in größerer Anzahl gewonnen werden können als Rhesusaffen-DCs 

und dieses das simultane Austesten mehrerer Reifungsstimuli erlaubt, wurden diese 

Experimente zunächst mit humanen DCs durchgeführt. Als geeigneter Kandidat für 

einen Reifungsstimulus, der die IL-12-Sekretion von DCs inhibiert, wurde das 

synthetische Polypeptid Glatirameracetat (GA) betrachtet. Unreife humane DCs 

wurden mit GA für 48 h stimuliert und anschließend mittels 

durchflusszytometrischer Analyse die Expression ausgesuchter 

Oberflächenmoleküle, die charakteristisch für aktivierte DCs sind, untersucht. Als 

Positivkontrolle für die Aktivierung wurden mit Zytokinen stimulierte DCs 

mitgeführt, als Negativkontrolle dienten DCs, die im Medium ohne Stimuluszugabe 

kultiviert wurden.  

 

 
Abbildung 11: GA führt nicht zur Aktivierung humaner DCs. Humane DCs wurden für 48 h 
mit GA inkubiert und anschließend durchflusszytometrisch analysiert. Die Zahlenwerte 
entsprechen dem prozentualen Anteil CD25-, CD83- bzw. CD86-HLA-DR-doppeltpositiver 
Zellen. Vergleichbare Ergebnisse wurden in Experimenten mit DCs von drei verschiedenen 
humanen Spendern erzielt. 
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Das Expressionsniveau von CD25, CD83 und CD86 blieb bei GA-stimulierten 

DCs, verglichen mit nicht stimulierten Zellen, unverändert (Abbildung 11). Die 

Zugabe von GA führte somit nicht zur DC-Aktivierung. Die zytokinbehandelten 

DCs wiesen eine deutliche Erhöhung der Expression dieser Moleküle auf 

(Abbildung 11). 

 
3.2.2. d-cAMP-Enhancer als DC-Aktivierungsstimuli 

Da reife DCs Voraussetzung für die Induktion effizienter T-zellvermittelter 

Immunantworten in vivo sind (94, 102, 155-158), war ein Stimulus notwendig, der 

zur DC-Reifung führt und gleichzeitig den bekannten IL-12-inhibierenden Effekt 

von GA unterstützt. Hierfür boten sich Substanzen an, die den intrazellulären 

cAMP-Spiegel erhöhen. Diese können die Aktivierung humaner DCs induzieren 

und besitzen gleichzeitig einen inhibierenden Effekt auf die IL-12-Freisetzung 

(159). Unreife humane DCs wurden daher mit den cAMP-Enhancern Choleratoxin 

(CT), Forskolin oder einem synthetischen zellpermeablen cAMP-Derivat 

(dibutyryl-cAMP, d-cAMP) stimuliert. Die Konzentrationen der Stimuli orientierten 

sich an zuvor bei humanen DCs eingesetzten Mengen (159). Nach 24 – 48 h wurde 

die Überlebensrate der Zellen mittels Trypanblaufärbung bestimmt und die 

Aktivierung der DCs anhand der CD25-, CD83- und CD86-Expression 

durchflusszytometrisch analysiert. CT führte verglichen mit nicht stimulierten 

Zellen zu einer Erhöhung der CD25- und CD86-Expression, während die CD83-

Expression nicht erhöht wurde (Abbildung 12 A). 10 µM Forskolin induzierte eine 

leichte Erhöhung der CD83- und CD86-Expression, die CD25-Expression blieb 

jedoch nahezu auf dem Expressionsniveau nicht behandelter Kontrollzellen. Eine 

höhere Konzentration von Forskolin (100 µM) führte zwar zu einer geringen 

Zunahme der CD25-Expression, gleichzeitig nahm aber die CD83-Expression im 

Vergleich zu nicht behandelten Kontrolle ab. Die d-cAMP-stimulierten DCs zeigten 

die beste phänotypische Reifung mit der ausgeprägtesten Expression von MHC 

Klasse II- (HLA-DR), CD25-, CD83- und CD86-Molekülen auf der Oberfläche. 

Die Expressionsstärke dieser Reifemoleküle war vergleichbar mit derjenigen 

zytokinaktivierter Zellen (Abbildung 12 A).  
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Abbildung 12: d-cAMP ist ein effektiver Induktor phänotypischer Aktivierung von DCs.  
(A) Humane DCs wurden für 48 h mit CT, Forskolin oder d-cAMP inkubiert und anschließend 
durchflusszytometrisch analysiert. Als Positivkontrolle für die Aktivierung dienten mit Zytokinen 
inkubierte DCs, Zellen im Medium ohne Stimuluszugabe dienten als Negativkontrolle. Die 
Zahlenwerte entsprechen dem prozentualen Anteil CD25-, CD83-, CD86-HLA-DR-
doppeltpositiver Zellen. Vergleichbare Ergebnisse wurden in Experimenten mit DCs von drei 
verschiedenen Spendern erzielt. (B) Überlebensrate der DCs nach 24 h (graue Balken) und 48 h 
(schwarze Balken) Inkubation mit dem jeweiligen Stimulus. Dargestellt sind Mittelwerte aus drei 
unabhängigen Experimenten. 
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Die mittlere Überlebensrate d-cAMP-aktivierter DCs (42 % nach 24 h, 33 % nach 

48 h-Inkubation, Abbildung 12 B) lag vergleichen mit CT- und Forskolin-

stimulierten Zellen niedriger. 
 

3.2.3. GA und d-cAMP aktivieren Rhesusaffen-DCs 

Um den Effekt von GA und d-cAMP auf Rhesusaffen-DCs zu evaluieren, wurden 

unreife Zellen mit GA, d-cAMP und der Kombination aus GA und d-cAMP 

behandelt. Anschließend wurde mittels Durchflusszytometrie die 

Oberflächenexpression von CD25 und CD83 analysiert. Als Positivkontrolle für die 

Aktivierung wurden mit Zytokinen stimulierte DCs verwendet.  

 

 
 

Abbildung 13: GA/d-cAMP aktiviert Rhesusaffen-DCs. (A) Unreife DCs wurden mit GA, d-
cAMP, GA/d-cAMP oder Zytokinen inkubiert. Nach 48 h wurde die Expression von CD25 und 
CD83 durchflusszytometrisch analysiert. Die Zahlenwerte entsprechen dem prozentualen Anteil 
CD25-, CD83-HLA-DR-doppeltpositiver Zellen. Repräsentatives Ergebnis von zwei unabhängigen 
Experimenten. (B) Überlebensrate d-cAMP- und zytokinaktivierter Rhesusaffen-DCs nach 48 h 
Inkubation mit dem jeweiligen Stimulus. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardabweichung aus 
fünf unabhängigen Experimenten, p > 0,05. 
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Die mit d-cAMP oder GA in Kombination mit d-cAMP inkubierten Rhesusaffen-

DCs zeigten einen aktivierten Phänotyp mit einer ausgeprägten Expression von 

CD25 und CD83 (Abbildung 13 A). Das Expressionsniveau von CD25 und CD83 

war vergleichbar mit demjenigen zytokinbehandelter DCs, während GA alleine 

keine Aktivierung induzierte. Die Überlebensrate d-cAMP-aktivierter Rhesusaffen-

DCs lag höher (59 %, Abbildung 13 B) als die vergleichbar stimulierter humaner 

DCs (33 %, Abbildung 12 B). Im Hinblick auf die Überlebensrate unterschieden 

sich d-cAMP-aktivierte Rhesusaffen-DCs nicht signifikant von zytokinaktivierten 

Zellen (Abbildung 13 B). 

GA/d-cAMP-stimulierte Rhesusaffen-Zellen zeigten unter dem Lichtmikroskop 

eine für reife DCs typische Morphologie mit einem großen Zellkörper und davon 

ausgehenden Ausläufern (Abbildung 14 B), wie zuvor für aktivierte DCs 

beschrieben (160). Eine vergleichbare Morphologie war auch bei den 

zytokinstimulierten Zellen zu beobachten (Abbildung 14 A).  

 

 
Abbildung 14: Lichtmikroskopische Aufnahmen (A) zytokin- und (B) GA/d-cAMP-
stimulierter Rhesusaffen-DCs in Kultur. Nach 48 h Inkubation mit dem jeweiligen Stimulus 
wurden die DCs unter dem Lichtmikroskop fotografiert. Vergrößerung 400x. Repräsentatives 
Ergebnis von zehn unabhängigen Experimenten. 
 

Eine weitergehende durchflusszytometrische Analyse GA/d-cAMP- und 

zytokinaktivierter Rhesusaffen-DCs zeigte im Hinblick auf die Expression von 

Oberflächenmolekülen einen nahezu identischen Phänotyp. Beide DC-Populationen 

exprimierten CD40, CD80, CD86 sowie CD83 und CCR7 (Abbildung 15 A). Bei 

beiden DC-Typen war ein niedriges Expressionsniveau von CD11b, CD16 und 
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CD64 zu beobachten, sowie eine moderate Expression von CD11c und CD32 

(Abbildung 15 B). Ein ähnlicher Phänotyp wurde in identisch stimulierten humanen 

DC-Kulturen beobachtet (Daten nicht gezeigt). 

 

 
 

Abbildung 15: GA/d-cAMP-stimulierte Rhesusaffen-DCs exprimieren Oberflächenmarker 
aktivierter DCs. DCs wurden aus monozytären Blutvorläuferzellen gewonnen und ab Tag 6 in 
Gegenwart von Zytokinen oder GA/d-cAMP inkubiert. Nach 48 h wurde der Phänotyp mittels 
Durchflusszytometrie analysiert. Die Zahlenwerte entsprechen dem prozentualen Anteil von 
Zellen, die simultan HLA-DR und das jeweilige oben indizierte Oberflächenmolekül exprimieren. 
Repräsentatives Ergebnis von vier unabhängigen Experimenten. 
 

3.2.4. Reduzierte Antigenaufnahme durch GA/d-cAMP-aktivierte DCs 

Unreife DCs zeichnen sich durch hohe phagozytotische Aktivität aus, welche im 

Laufe des Reifungsprozesses herunterreguliert wird, während die Fähigkeit, 

Antigene rezeptorvermittelt aufzunehmen in geringem Umfang aufrecht erhalten 

bleibt (90, 161). Um den Einfluss von GA/d-cAMP auf die Endozytosekapazität 

von Rhesusaffen-DCs zu untersuchen, wurden die Zellen in Gegenwart von 

fluorochrommarkiertem Dextran (Aufnahme über Makropinozytose) und 

Transferrin (rezeptorvermittelte Endozytose) inkubiert. Für eine simultane Reifung 
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und Antigenaufnahme, welche die Antigenbeladung von DCs für 

Reinjektionsexperimente widerspiegelt, wurden unreife DCs mit den jeweiligen 

Stimuli behandelt und gleichzeitig für 30 min bei 37°C mit Dextran-FITC oder 

Transferrin-FITC inkubiert. Die durchflusszytometrische Analyse dieser Zellen 

zeigte, dass sowohl GA/d-cAMP- als auch zytokinstimulierte DCs Dextran und 

Transferrin in vergleichbarem Umfang endozytierten (Abbildung 16 A). Folglich 

hat GA/d-cAMP keinen negativen Einfluss auf die Antigenaufnahme unreifer 

Rhesusaffen-DCs. 

 

 
 

Abbildung 16: Antigenaufnahme GA/d-cAMP- oder zytokinaktivierter Rhesusaffen-DCs.  
(A) Unreife Rhesusaffen-DCs wurden für 30 min mit Zytokinen oder GA/d-cAMP stimuliert und 
simultan mit Dextran-FITC oder Transferrin-FITC inkubiert. (B) Unreife Rhesusaffen-DCs wurden 
für 48 h mit dem jeweiligen Stimulus aktiviert und anschließend mit Dextran- oder Transferrin-
FITC inkubiert. Anschließend wurde die Fluoreszenzintensität der markierten Zellen mittels 
Durchflusszytometrie analysiert. grüne Linie = Inkubation mit fluorochrommarkierten Molekülen 
bei 37°C; violette Linie = Inkubation ohne fluorochrommarkierte Moleküle bei 37°C, violette 
Fläche = Inkubation mit fluorochrommarkierten Molekülen bei 4°C. Repräsentatives Ergebnis von 
drei unabhängigen Experimenten. 
 

Um die Antigenaufnahme reifer DCs zu testen, wurden die Zellen für 48 h mit 

GA/d-cAMP oder Zytokinen aktiviert und anschließend für 30 min bei 37°C mit 

Dextran-FITC oder Transferrin-FITC inkubiert. Diese Zellen zeigten einen 

vollständigen Verlust der Aufnahme von Dextran, während die rezeptorvermittelte 
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Endozytose von Transferrin reduziert wurde aber dennoch nachweisbar war 

(Abbildung 16 B). Stoffwechselinaktive, da bei 4°C inkubierte DCs, zeigten keine 

Antigenaufnahme (Abbildung 16 A und B). Die beobachtete Antigenaufnahme war 

somit ein aktiver Prozess, und GA/d-cAMP- und zytokinstimulierten DCs 

unterschieden sich hierin nicht. 

 

3.2.5. Die p38-MAP-Kinase ist bei GA/d-cAMP-Stimulierung von DCs inaktiv 

Aufgrund von Studien mit humanen DCs ist bekannt, dass die über die Ligation von 

CD40 oder über TNF-α induzierte IL-12p40 Sekretion über den p38-MAP-Kinase-

Signalweg vermittelt wird (162). Deswegen wurde zunächst der 

Phosphorylierungsstatus der p38-MAP-Kinase in Zelllysaten GA/d-cAMP- bzw. 

zytokinstimulierter DCs mittels Western-Blot untersucht.  

 

 
 

Abbildung 17: GA/d-cAMP-Stimulierung humaner DCs führt nicht zur Aktivierung der p38-
MAP-Kinase. Unreife humane DCs wurden bei 37°C mit GA/d-cAMP oder Zytokinen für 15, 30 
und 60 min inkubiert und anschließend lysiert. (A) Die phosphorylierte Form und (B) die 
Gesamtform der p38-MAP-Kinase wurden mittels Western-Blotanalyse nachgewiesen. 
 

Hierfür wurden DCs humanen Ursprungs verwendet, da die Zellzahl von 

Rhesusaffen-DCs nicht ausreichend war, um konzentrierte proteinhaltige Zelllysate 

zu gewinnen. Die Stimulierung unreifer humaner DCs mit Zytokinen führte zu einer 

transienten, deutlichen Phosphorylierung der p38-MAP-Kinase mit einem 

Maximum bei 15 min, welche innerhalb von 60 min wieder abnahm (Abbildung 17 

A). Im Gegensatz dazu zeigten GA/d-cAMP-stimulierte DCs keine Aktivierung der 

p38-MAP-Kinase (Abbildung 17 A). Die Reifung von Kontrollzellen beider DC-

Populationen wurde nach 48 h durchflusszytometrisch nachgewiesen (Daten nicht 

gezeigt). 
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3.2.6. GA/d-cAMP-aktivierte DCs zeigen eine reduzierte IL-12-Sekretion  

Um zu testen, ob der inaktive Zustand der p38-MAP-Kinase in der GA/d-cAMP-

stimulierten DC-Population mit einer reduzierten IL-12-Sekretion korreliert, wurde 

IL-12p40 in Zellkulturüberständen, die 48 h nach Stimulierung von Rhesusaffen-

DCs mit Zytokinen oder GA/d-cAMP gewonnen wurden, quantifiziert. GA/d-

cAMP-aktivierte Zellen sezernierten signifikant weniger IL-12p40 (p<0,001) als 

zytokinbehandelte Zellen (Abbildung 18 A), und ein vergleichbarer Effekt wurde in 

gleichartig stimulierten humanen DCs beobachtet (Daten nicht gezeigt). Somit 

korrelierte der inaktive Zustand der p38-MAP-Kinase mit einer niedrigen IL-12p40-

Produktion der GA/d-cAMP-stimulierten DCs. Im Gegensatz dazu wurde CCL3 in 

vergleichbaren Konzentrationen von beiden DC-Populationen sezerniert (Abbildung 

18 B), während IL-10 in den Zellkulturüberständen beider DC-Populationen nicht 

nachgewiesen werden konnte.  

 

 

 
Abbildung 18: IL-12p40- und CCL3-Produktion zytokin- und GA/d-cAMP-aktivierter DCs. 
Unreife Rhesusaffen-DCs wurden für 48 h in der Gegenwart von GA/d-cAMP oder Zytokinen 
kultiviert. Anschließend wurden Zellkulturüberstände entnommen und die Konzentrationen von 
(A) IL-12p40 und (B) CCL3 bestimmt. Die Punkte repräsentieren die Zytokinkonzentration der 
Einzelexperimente, die horizontale Linie indiziert den Mittelwert der Zytokinkonzentration.  
 

3.2.7. Induktion antigenunspezifischer T-Zellproliferation durch GA/d-

cAMP-aktivierte DCs in xenogenen MLRs 

Um zu untersuchen, ob die GA/d-cAMP induzierte Aktivierung zu einer für reife 

DCs typischen erhöhten T-zellstimulatorischen Kapazität führt, wurde die Fähigkeit 

der DCs, xenogene T-Zellen antigenunspezifisch zu aktivieren und zur Proliferation 
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anzuregen, in gemischten Leukozytenreaktionen bestimmt. Hierzu wurden GA/d-

cAMP-, zytokinstimulierte oder im Medium ohne Stimuluszugabe inkubierte 

Rhesusaffen-DCs mit humanen T-Lymphozyten kokultiviert und nach 5 Tagen die 

T-Zellproliferation gemessen (137, 138). Sowohl GA/d-cAMP- als auch 

zytokinaktivierte DCs regten die T-Zellproliferation effizienter an als nicht 

aktivierte Zellen (Abbildung 19). Ähnliche Ergebnisse wurden mit humanen DCs 

erzielt (Daten nicht gezeigt). Demzufolge sind GA/d-cAMP-aktivierte DCs in der 

Lage, T-Zellen unspezifisch zu aktivieren. 

 

 
 

Abbildung 19: Antigenunspezifische T-Zellstimulierung durch GA/d-cAMP-aktivierte 
Rhesusaffen-DCs in xenogener MLR. GA/d-cAMP- oder zytokinaktivierte Rhesusaffen-DCs 
wurden in absteigendem Zahlenverhältnis mit 2x105 humanen T-Lymphozyten kokultiviert. Nicht 
behandelte DCs (Medium) desselben Spendertieres dienten als Kontrolle. Die T-Zellproliferation 
wurde nach 5 Tagen durch 3H-Thymidineinbau gemessen. Gezeigt ist ein repräsentatives Ergebnis 
von drei unabhängigen Experimenten. 
 

3.2.8. Antigenspezifische Aktivierung peripherer T-Zellen durch GA/d-

cAMP-stimulierte DCs 

Um das Potential GA/d-cAMP-aktivierter DCs hinsichtlich der Aktivierung 

antigenspezifischer CD4+ T-Gedächniszellen in vitro zu untersuchen, wurden DCs 

aus Monozyten zuvor KLH-immunisierter Rhesusaffen gewonnen und mit GA/d-

cAMP oder Zytokinen in Gegenwart von KLH aktiviert. Anschließend wurden die 

DCs in absteigendem Zahlenverhältnis mit autologen T-Lymphozyten kokultiviert 

und nach 5 Tagen die T-Zellproliferation gemessen. GA/d-cAMP-aktivierte 
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Rhesusaffen-DCs induzierten in einem vergleichbaren Ausmaß wie 

zytokinbehandelte Zellen KLH-spezifische T-Zellproliferation (Abbildung 20 A). In 

den Zellkulturüberständen der Kokulturen von T-Lymphozyten sowohl mit GA/d-

cAMP- als auch zytokinstimulierten DCs wurde IFN-γ-Sekretion nachgewiesen 

(Abbildung 20 B), während IL-4 oder IL-10 in keinem der Zellkulturüberstände 

vorhanden waren. 

 

 
 

Abbildung 20: GA/d-cAMP-aktivierte DCs induzieren antigenspezifische T-Zellproliferation 
und IFN-γ-Sekretion. Unreife DCs wurden mit GA/d-cAMP- oder Zytokinen inkubiert und 
simultan mit Proteinantigenen beladen (Rhesusaffen-DCs: 10 µg/ml KLH, humane DCs: 5 µg/ml 
PPD). DCs, die mit dem jeweiligen Stimulus inkubiert, jedoch nicht mit Proteinantigenen beladen 
wurden, dienten als Kontrolle. Nach 48 h wurden die DCs in absteigendem Verhältnis mit 2x105 
autologen T-Lymphozyten kokultiviert. Nach 5 Tagen wurden Zellkulturüberstände entnommen, 
bevor die Zellen mit 3H-Thymidin für 16 h inkubiert wurden. (A) 3H-Thymidineinbau in 
Rhesusaffen-DC-T-Zellkokulturen. (B) IFN-γ-Sekretion in Zellkulturüberständen der Rhesusaffen-
DC-T-Zellkokulturen. (A) und (B) Gezeigt ist ein repräsentatives Ergebnis von zwei unabhängigen 
Experimenten. (C) 3H-Thymidineinbau in Kokulturen humaner DCs und T-Lymphozyten. (D) IFN-
γ-Sekretion in Zellkulturüberständen humaner DCs und T-Lymphozyten. (C) und (D) Gezeigt sind 
die Mittelwerte ± Standardabweichung aus drei unabhängigen Experimenten beim gleichen 
Spender. 
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Ähnliche Ergebnisse wurden in Experimenten mit humanen GA/d-cAMP- oder 

zytokinaktivierten PPD-beladenen DCs als antigenpräsentierende Zellen und 

autologen T-Lymphozyten eines BCG-immunisierten Spenders beobachtet 

(Abbildung 20 C). Auch hier waren bei beiden Aktivierungsstimuli ähnlich hohe 

IFN-γ-Konzentrationen in den Zellkulturüberständen nachweisbar (Abbildung 20 

D), während IL-4 oder IL-10 von den Zellen nicht produziert wurden. 

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass GA/d-cAMP- und zytokinaktivierte DCs 

mit vergleichbarer Effektivität bereits existierende antigenspezifische Th1-Zellen in 

vitro aktivieren. 
 

3.2.9. Th-Polarisierung naiver T-Zellen durch GA/d-cAMP-aktivierte DCs 

Da IL-12 die Differenzierung naiver T-Lymphozyten zu Th1-Zellen induziert, 

wurde der Effekt GA/d-cAMP-aktivierter DCs auf die In-Vitro-Polarisierung naiver 

CD4+ T-Lymphozyten untersucht. GA/d-cAMP- oder mit Zytokinen aktivierte 

Rhesusaffen-DCs wurden mit naiven, aus humanem Nabelschnurblut stammenden 

CD4+ T-Zellen inkubiert. Im Vergleich zu zytokinaktivierten Zellen war der 

prozentuale Anteil IFN-γ-positiver aktivierter T-Lymphozyten signifikant geringer, 

wenn naive CD4+ T- Zellen durch GA/d-cAMP-aktivierte DCs stimuliert wurden 

(Abbildung 21). Demzufolge induzieren GA/d-cAMP-stimulierte DCs weniger 

Th1-Lymphozyten aus naiven T-Zellen in vitro als zytokinstimulierte DCs.  
 

 

Abbildung 21: Reduzierte Polarisierung naiver T-Lymphozyten zu Th1-Zellen durch GA/d-
cAMP-aktivierte DCs. GA/d-cAMP- oder zytokinaktivierte Rhesusaffen-DCs wurden mit naiven 
CD4+-T-Zellen inkubiert. Die T-Lymphozyten wurden ab Tag 5 der Kokultur mit IL-2 expandiert. 
Nach weiteren 9 Tagen wurde die IFN-γ-Produktion aktivierter T-Lymphozyten nach 
Restimulierung mit PMA und Ionomycin durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt sind die 
Mittelwerte ± Standardabweichung aus fünf unabhängigen Experimenten.  
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3.3. In-Vivo-Untersuchungen GA/d-cAMP-aktivierter DCs 
 
Für die nachfolgenden In-Vivo-Studien wurden die Tiere zur 

Monozytenmobilisierung mit rhG-CSF wie unter 3.1.2 beschrieben behandelt. Am 

neunten Tag der Behandlung wurde den Tieren ca. 50 ml Blut entnommen und 

daraus unreife DCs gewonnen. 
 

3.3.1. In-Vivo-Migration GA/d-cAMP-stimulierter DCs  

Ein für die biologische Funktion von DCs wichtiges Merkmal ist die Fähigkeit von 

der Peripherie über afferente Lymphgefäße in die T-Zellareale der regionären 

Lymphknoten zu wandern. Um die Wanderung GA/d-cAMP-aktivierter 

Rhesusaffen-DCs nach Reinjektion zu untersuchen, wurden unreife DCs von zwei 

Tieren während der letzten 24 h ihrer Differenzierung mit GA/d-cAMP inkubiert. 

Zytokinaktivierte DCs desselben Spendertieres wurden als Kontrolle mitgeführt. 

Die kürzere Inkubationszeit im Vergleich zu den vorherigen In-Vitro-Experimenten 

mit 48 h-aktivierten DCs ergab sich aus der Überlegung, dass DCs in vivo nur 

kurzzeitig einem Aktivierungsstimulus ausgesetzt sind und während der Wanderung 

in die Lymphknoten unter dem Einfluss von z.B. Bestandteilen der extrazellulären 

Matrix vollständig ausreifen. In früheren Primaten-Studien wurde die Migration von 

Schimpansen-DCs (163) und zytokinaktivierter Rhesusaffen-DCs (139) in die 

drainierenden regionären Lymphknoten nach subkutaner Injektion dokumentiert. 

Daher wählten auch wir diese Administrationsroute. Nach Aktivierung mit GA/d-

cAMP oder Zytokinen wurden die DCs mit unterschiedlichen 

Vitalfluoreszenzfarbstoffen (CMFDA, grün oder CMTMR, orange) markiert, um 

eine simultane Untersuchung der Wanderung beider DC-Subpopulationen zu 

ermöglichen. Die fluorochrommarkierten DCs wurden den Spendertieren in der 

angegebenen Anzahl (Tabelle 4) subkutan an drei unterschiedlichen Stellen in ca. 1 

bis 2 cm Entfernung von axillären oder inguinalen Lymphknoten injiziert. Ein 

Aliquot der gefärbten Zellen wurde bis zum Zeitpunkt der Entnahme der regionären 

drainierenden Lymphknoten (36 h) in vitro weiter inkubiert und anschließend zur 

Kontrolle der Fluoreszenzfarbstofffärbung und des Reifegrades der DCs 
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durchflusszytometrisch analysiert. Diese Zellen zeigten eine relativ geringe 

Expression der DC-Aktivierungsmarker CD83 oder CD86 (Tabelle 4). 

 
Tabelle 4: Anzahl und Reifegrad subkutan injizierter Rhesusaffen-DCs 

 
Tiernummer DC-Stimulus Markierung Zellzahl Reifegrad  

Zytokine CMFDA 5,3 x 105 41%* 
10682 

GA/d-cAMP CMTMR 4,2 x 105 27%† 
Zytokine CMTMR 1,66 x 106 70%† 

10941 
GA/d-cAMP CMFDA 1,89 x 106 51%* 

           * prozentualer Anteil CMFDA/CD83-positiver Zellen 
           † prozentualer Anteil CMTMR/CD86-positiver Zellen 
 

36 h nach Injektion fluorochrommarkierter DCs wurde 1 drainierender 

Lymphknoten in der Nähe der Injektionsstelle chirurgisch entfernt. Nach 

Aufarbeitung wurden die Lymphknotenpräparate fluoreszenzmikroskopisch 

untersucht. Es wurden keine grün- oder orangefluoreszierenden Zellen in diesen 

Präparaten gefunden. Daraufhin entschieden wir, DCs intradermal zu applizieren, 

da CD40L-aktivierte Rhesusaffen-DCs (164) und zytokinaktivierte humane DCs 

(165) nach intradermaler Injektion ebenfalls in die Lymphknoten gewandert sind. 

Dazu wurden zwei Tieren sowohl GA/d-cAMP- als auch zytokinaktivierte 

fluorochrommarkierte DCs simultan appliziert, bei einem weiteren Tier wurden 

aufgrund der niedrigen Zellzahl lediglich GA/d-cAMP-aktivierte Zellen injiziert. 

Diese Zellen zeigten im Vergleich zu den zuvor subkutan injizierten DCs eine 

deutlich höhere Expression von CD83- oder CD86 (Tabelle 5). Die 

fluoreszenzmikroskopische Analyse der drainierenden Lymphknoten 36 h nach 

Injektion ergab für die Tiere 12741 und 12744 sowohl grün- als auch 

orangefluoreszierende Zellen und bei dem Tier 12745 grüne Profile in den 

Lymphknotenschnitten (Abbildung 22). Folglich wandern sowohl GA/d-cAMP als 

auch zytokinaktivierte Rhesusaffen-DCs nach intradermaler Injektion in die 

regionären drainierenden Lymphknoten.  
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Tabelle 5: Anzahl und Reifegrad intradermal injizierter Rhesusaffen-DCs  
 

Tiernummer DC-Stimulus Markierung Zellzahl Reifegrad  
Zytokine CMFDA 5,2 x 105 50%* 

12741 
GA/d-cAMP CMTMR 9,8 x 105 93%† 

Zytokine CMTMR 7,7 x 105 96%† 
12744 

GA/d-cAMP CMFDA 1,15 x 106 63%* 
12745 GA/d-cAMP CMFDA 7,5 x 105 72%* 

           * prozentualer Anteil CMFDA/CD83-positiver Zellen 
           † prozentualer Anteil CMTMR/CD86-positiver Zellen 
 

 
 

Abbildung 22: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der drainierenden Lymphknoten 
nach Injektion (A) GA/d-cAMP-aktivierter CMFDA-markierter DCs (Tier 12744), (B) 
zytokinaktivierter CMTMR-markierter DCs (Tier 12744), (C) GA/d-cAMP-aktivierter CMFDA-
markierter DCs (Tier 12745), (D) GA/d-cAMP-aktivierter CMTMR-markierter DCs (Tier 12741), 
Orginalvergrößerung 200x.  
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Um die DCs innerhalb der Lymphknoten genauer zu lokalisieren, wurden GA/d-

cAMP-aktivierte, CMFDA-markierte DCs erneut drei Tieren intradermal appliziert 

(Tabelle 6 und Abbildung 23). Die drainierenden Lymphknoten wurden nach 36 h 

entfernt und anschließend CMFDA-positive DCs in den aufgearbeiteten 

Lymphknotenpräparaten mit Hilfe eines anti-Fluoreszein mAbs 

immunhistochemisch nachgewiesen. Mittels Gegenfärbung mit Hämalaun wurde 

der Gewebehintergrund dargestellt, was die Lokalisation der markierten DCs 

innerhalb der Lymphknoten erleichterte. 

 
Tabelle 6: Anzahl und Reifegrad intradermal injizierter DCs  

 
Tiernummer DC-Stimulus Markierung Zellzahl Reifegrad*  

12741 GA/d-cAMP CMFDA 2,1 x 106 52% 
12744 GA/d-cAMP CMFDA 9,3 x 105 50% 
12745 GA/d-cAMP CMFDA 5,5 x 105 79% 

            * prozentualer Anteil CMFDA/CD83-positiver Zellen  
 

 

 
 

Abbildung 23: Durchflusszytometrische Analyse CMFDA-markierter Rhesusaffen-DCs. 
Rhesusaffen-DCs wurden für 24 h mit GA/d-cAMP stimuliert, anschließend mit CMFDA-markiert 
und den Tieren in der Nähe der axillären oder inguinalen Lymphknoten intradermal appliziert. Ein 
Aliquot der markierten DCs wurde für weitere 36 h in vitro kultiviert und mittels 
Durchflusszytometrie die Oberflächenexpression von CD80, CD83, CD86 und CCR7 bestimmt. 
(A) Tier 12741, (B) Tier 12744, (C) Tier 12745. 
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Abbildung 24: Wanderung GA/d-cAMP-stimulierter Rhesusaffen-DCs in die drainierenden 
Lymphknoten. Rhesusaffen-DCs wurden mit GA/d-cAMP für 24 h aktiviert. Die DCs wurden 
anschließend mit CMFDA gefärbt und den Spendertieren intradermal in der Nähe von axillären 
oder inguinalen Lymphknoten injiziert. 36 h nach DC-Injektion wurden die Lymphknoten in der 
Nähe der Injektionsstelle entfernt und immunhistochemisch analysiert. Fluoreszein-positive DCs 
(rot) im Bereich (A) des Marginalsinus, (T= T-Zellzone, B= B-Zellfollikel, Orginalvergrößerung 
630x), (B) der T-Zellzone (Orginalvergrößerung 100x). Gezeigt ist eine repräsentative 
immunhistochemische Färbung (Tier 12745) nach Injektion von 5,5 x 105 GA/d-cAMP-aktivierten 
CMFDA-markierten DCs. 
 

In den Lymphknoten aller drei Tiere wurden Fluoreszein-positive Zellen 

nachgewiesen. Die CMFDA-markierten DCs gelangten offenbar über den 

Marginalsinus in die drainierenden Lymphknoten (Abbildung 24 A). Dort waren sie 

überwiegend in den T-Zellzonen angesiedelt (Abbildung 24 A und B), während die 

B-Zellfollikel frei von markierten Zellen waren (Abbildung 24 A).  

 
Abbildung 25: In die drainierenden Lymphknoten eingewanderte GA/d-cAMP-stimulierte 
DCs sind aktiviert und zeigen eine ähnliche Lokalisation wie residente DCs. (A) 
Doppelfärbung Fluoreszein-positiver (rot) und CD83+ DCs (blau) in der T-Zellzone (die Pfeile 
zeigen doppeltpositive Zellen). (B) Färbung Fluoreszein-positiver DCs (rot) und CD1a-
exprimierender Zellen (blau) in der T-Zellzone (Orginalvergrößerung 630x). Gezeigt ist eine 
repräsentative immunhistochemische Färbung (Tier 12744) nach Injektion von 9,3x 105 GA/d-
cAMP-aktivierten CMFDA-markierten DCs. 
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Um die eingewanderten Zellen zu charakterisieren, wurde eine 

immunhistochemische Doppelfärbung mit mAbs gegen reife (CD83+) und unreife 

(CD1a+) DCs durchgeführt. Bei den Fluoreszein-positiven Zellen handelte es sich 

überwiegend um CD83+ DCs (Abbildung 25 A), während eine Doppelfärbung mit 

CD1a nicht zu beobachten war (Abbildung 25 B). Die Fluoreszein-positiven DCs 

zeigten eine ähnliche Lokalisation innerhalb des Lymphknotengewebes wie 

residente DCs (Abbildung 25 A und B, blaue, einfach positive Zellen). Eine 

ähnliche Verteilung Fluoreszein-positiver Zellen wurde bei den zwei anderen mit 

DCs injizierten Tieren nachgewiesen. Diese Ergebnisse veranschaulichen, dass 

GA/d-cAMP-aktivierte Rhesusaffen-DCs nach intradermaler Injektion in die T-

Zellzonen der regionären drainierenden Lymphknoten wandern. 
 

3.3.2. Periphere Immunantworten nach Applikation antigenbeladener GA/d-

cAMP-aktivierter DCs 

Nach Dokumentation der Wanderung GA/d-cAMP-aktivierter DCs in die 

regionären Lymphknoten wurde deren Fähigkeit, Immunantworten gegen 

Proteinantigene in vivo zu induzieren, untersucht.  

 
Tabelle 7: Zellzahlen und Zeitpunkte der Applikation KLH-beladener DCs. 

 
Tiernummer 

 
DC-Stimulus DC-Applikation† Zellzahl Reifegrad* 

12741 GA/d-cAMP w 0 1,2 x 106 85 % 
  w 10 1,0 x 106 26 % 
  w 16 1,0 x 106 72 % 

12745 GA/d-cAMP w 0 1,0 x 106 83 % 
  w 14 1,5 x 106 34 % 
  w 20 1,2 x 106

 60 % 

12743 Zytokine w 0 1,2 x 106 83 % 
  w 10 1,0 x 106 51 % 
  w 16 1,2 x 106 68 % 

12744 Zytokine w 0 6 x 105 91 % 
  w 16 1,0 x 106 89 % 

      † Wochen nach 1. DC-Applikation 
      * CD83/HLA-DR-doppeltpositive Zellen 
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Hierzu wurden unreife DCs von je zwei KLH-naiven Tieren mit GA/d-cAMP oder 

Zytokinen für 24 h in der Gegenwart von KLH inkubiert. Am Tag der Injektion 

wurden die Zellen mit PBS gewaschen, um die Stimuli sowie nicht endozytiertes 

KLH zu entfernen, und anschließend den Spendertieren in der Nähe der axillären 

oder inguinalen Lymphknoten intradermal injiziert. Die Injektionen mit KLH-

beladenen autologen DCs wurden bis zu dreimal wiederholt (Tabelle 7). 

 

3.3.2.1. Frequenz CD4+Foxp3+ peripherer regulatorischer T-Zellen 

Zur Untersuchung, ob die DC-Immunisierungen einen Einfluss auf die Frequenz 

regulatorischer T-Zellen im peripheren Blut hatten, wurde in wöchentlichen 

Abständen nach den DC-Applikationen die Anzahl CD4+Foxp3-exprimierender 

Zellen innerhalb der PBMCs durchflusszytometrisch bestimmt.  

 

 

Abbildung 26: Expansion CD4+Foxp3+ regulatorischer T-Zellen. 
PBMCs wurden in wöchentlichen Abständen nach den DC-Applikationen gewonnen und der 
Anteil CD4+Foxp3+-exprimierender T-Zellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Prozentualer 
Anteil CD4+Foxp3+ T-Zellen nach (A) erster, (B) zweiter, (C) dritter DC-Applikation, (D) 
maximaler Anstieg der CD4+Foxp3+ T-Zellen. 
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Nach der ersten DC-Applikation wurde keine Zunahme der Anzahl CD4+Foxp3+-T-

Lymphozyten beobachtet, wohingegen ein deutlicher Anstieg dieser Zellpopulation 

vier Wochen nach der zweiten DC-Immunisierung bei dem Tier 12744 (3,9-fach) 

und eine Woche nach der dritten DC-Applikation bei den Tieren 12741 (7,2-fach), 

12745 (3,1-fach) und 12743 (2,9-fach) zu verzeichnen war (Abbildung 26). Somit 

führten die Injektionen sowohl GA/d-cAMP- als auch zytokinaktivierter DCs zur 

Expansion regulatorischer T-Zellen im peripheren Blut. 

 

3.3.2.2. Antigenspezifische T-Zellproliferation und Zytokinsekretion 

KLH-spezifische periphere Immunantworten wurden zum einen in 

Proliferationsassays analysiert. Nach erster Immunisierung zeigte kein Tier 

proliferative Immunantworten, während nach zweiter und dritter DC-Applikation 

schwache T-Zellproliferation bei jeweils einem Tier aus der Gruppe der 

Empfängertiere GA/d-cAMP- (Tier 12745) bzw. zytokinaktivierter DCs (Tier 

12743) zu beobachten war (Tabelle 8, Stimulationsindex>2).  

 
Tabelle 8: KLH-spezifische proliferative Immunantworten stimulierter PBMCs nach 

Applikation KLH-beladener GA/d-cAMP- oder zytokinaktivierter DCs 
 

                                                                                Wochen nach DC-Immunisierung 
Immunisierung 0 1 2 3 4 

Nummer DC-Stimulus Tiernummer Stimulationsindex* 
12741 1,1 0,3 1,1 0,7 0,9 

GA/d-cAMP 
12745 1,3 1,3 0,7 1,2 1,6 
12743 1,7 1,7 1,5 1,6 1,2 

1 
CKT 

12744 1,7 1,9 1,2 1,6 1,1 
12741 0,8 0,9 1,2 1,4 0,8 

GA/d-cAMP 
12745 2,1 1,1 1,9 0,8 2,9 
12743 1,2 1,4 1,2 2,7 1,1 

2 
CKT 

12744 1,0 0,6 1,5 1,1 1,2 
12741 0,9 1,9 0,8 1,3 1,3 

GA/d-cAMP 
12745 1,3 2,1 0,8 2,9 1,5 3 

CKT 12743 1,4 4,6 1,4 4,7 1,8 
 
*3H-Thymidininkorporation durch PBMCs, die für 5 Tage mit 100 µg/ml KLH stimuliert wurden 
dividiert durch Hintergrundinkorporation nicht stimulierter Zellen 
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Zum anderen wurden Zytokine in Zellkulturüberständen KLH-stimulierter PBMCs 

quantifiziert. Hierbei zeigte Tier 12743, welches zytokinaktivierte DCs erhalten 

hatte, nach der ersten DC-Applikation KLH-spezifische IFN-γ-Sekretion (38,1 

pg/ml; Abbildung 27 A). IFN-γ wurde auch in den Zellkulturüberständen KLH-

stimulierter PBMCs der Tiere 12741 und 12743 zwei Wochen nach der dritten 

Injektion GA/d-cAMP- bzw. zytokinstimulierter DCs nachgewiesen (Abbildung 27 

C). IL-2-Sekretion wurde bei allen Tieren unabhängig von dem Stimulus, der zur 

DC-Aktivierung verwendet wurde, nach der zweiten und noch deutlicher, nach der 

dritten DC-Immunisierung nachgewiesen (Abbildung 27 B und C).  

 

 

Abbildung 27: Zytokinsekretion in Zellkulturüberständen KLH-stimulierter PBMCs. 
PBMCs wurden in Gegenwart von 100 µg/ml KLH stimuliert. Zellen im Medium ohne KLH 
dienten als Kontrolle. Nach 48 h wurden die Zellkulturüberstände entnommen und die jeweiligen 
Zytokine mittels ELISA quantifiziert. KLH-spezifische Zytokinproduktion nach (A) erster, (B) 
zweiter, (C) dritter DC-Applikation. 
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Tier 12741, welches drei Immunisierungen mit KLH-beladenen GA/d-cAMP-

stimulierten DCs erhielt, zeigte nach jeder DC-Applikation eine erhöhte TNF-α- 

Produktion (Abbildung 27 A, B und C). Eine schwache TNF-α-Sekretion wurde 

ebenfalls bei dem Tier 12745 eine Woche nach der ersten Applikation GA/-d-

cAMP-aktivierter DCs festgestellt (Abbildung 27 A). IL-4 oder IL-10 wurden bei 

keinem der behandelten Tiere in den Zellkulturüberständen nachgewiesen, während 

diese Zytokine in den Zellkulturüberständen SEB- oder ConA-stimulierter Kontroll-

PBMCs messbar waren (Daten nicht gezeigt).  
 

3.3.2.3. Zytokinproduktion KLH-spezifischer T-Zelllinien 

Um die KLH-spezifischen Immunantworten genauer zu untersuchen, wurden zwei 

bis sechs Monate nach der letzten DC-Applikation wiederholt CD4+ T-Zelllinien 

von den injizierten Tieren generiert (146) und die Zytokinproduktion dieser Zellen 

mittels intrazellulärer Durchflusszytometrie analysiert. Zwar variierte die Frequenz 

der jeweiligen zytokinproduzierenden Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach 

der Immunisierung, dennoch zeigten alle vier Tiere ein ähnliches 

Zytokinsekretionsmuster. Der Großteil der CD4+ T-Lymphozyten produzierte IFN-

γ, wobei der Anteil IFN-γ-positiver Zellen bei den Tieren 12741 und 12743 höher 

lag als bei den Tieren 12744 und 12745 (Abbildung 28 A). Dies korrelierte mit den 

Resultaten vorangehender Assays, bei denen höhere IFN-γ-Konzentrationen in 

Zellkulturüberständen KLH-stimulierter PBMCs der Tiere 12741 und 12743 

nachgewiesen wurden (Abbildung 27 C). Der Anteil IL-4-produzierender Zellen lag 

bei allen vier Tieren insgesamt niedrig (Abbildung 28 B). Bei zwei KLH-

spezifischen T-Zelllinien wurde zusätzlich die IL-10- und TNF-α-Produktion 

analysiert und es waren keine signifikanten Unterschiede zwischen Empfängertieren 

GA/d-cAMP- bzw. zytokinaktivierter DCs nachweisbar (IL-10, 12741: 5,1 und 

7,9%; 12745: 4,2 und 1,4%; 12743: 3,8 und 1,6%; 12744: 0,8 und 3,9 %; TNF-α, 

12741: 20,6 und 32,7%; 12745: 14,6 und 16,2%; 12743: 20,6 und 21,9%; 12744: 

10,9 und 25,9%). 
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Abbildung 28: Intrazelluläre Analyse der Zytokinproduktion KLH-spezifischer T-Zelllinien. 
PBMCs wurden in Gegenwart von KLH stimuliert und die T-Zellen vom Tag 5 bis 19 in durch 
Zugabe von rhIL-2 expandiert. Am Tag 20 wurden die Zellen mit PMA/Ionomycin für 6 h 
restimuliert und nach 1 h Brefeldin A hinzugegeben. Die Zytokinproduktion wurde auf 
intrazellulärer Ebene durchflusszytometrisch analysiert. Es wurden 104 kleine, wenig granulierte 
Zellen akquiriert. (A) IFN-γ-produzierende, (B) IL-4-produzierende CD3+CD8- T-Lymphozyten, 
hell- und dunkelgraue Balken= Messergebnisse der einzelnen Zelllinien, schwarze und weiße 
Balken= Mittelwerte ± Standardabweichung ermittelt aus den Einzelwerten der drei Zelllinien. 
 

Diese Beobachtungen zusammen mit den vorherigen Ergebnissen legen nahe, dass 

IL-12-defiziente GA/d-cAMP-stimulierte DCs und IL-12-produzierende 

zytokinaktivierte DCs nach Reinjektion qualitativ ähnliche T-zellvermittelte 

Immunantworten gegen Proteinantigene in vivo induzieren. 

 

3.3.2.4. GA/d-cAMP-stimulierte DCs sezernieren IL-12p40 und IL-23 nach 

Restimulierung mit CD40-Ligand  

Eine mögliche Erklärung für die Induktion qualitativ ähnlicher T-zellvermittelter 

Immunantworten in vivo durch IL-12-defiziente bzw. IL-12-sezernierende DCs 

könnte darin liegen, dass während der Wanderung von der Peripherie in die 
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Lymphknoten unterschiedliche Faktoren wie z.B. Bestandteile der extrazellulären 

Matrix sowie Signale, die von T-Zellen stammen, die Zytokinproduktion der DCs 

beeinflussen können. So führt z.B. die Ligation von CD40 zur IL-12-Sekretion 

durch humane DCs (109). Um zu überprüfen, ob IL-12-defiziente DCs nach 

Interaktion mit CD40-Ligand (CD40L) IL-12 produzieren, wurden Rhesusaffen-

DCs für 24 h mit GA/d-cAMP aktiviert und anschließend mit multimerisiertem 

Rhesusaffen-CD40L restimuliert. Jetzt sezernierten zuvor IL-12-defiziente GA/d-

cAMP-stimulierte DCs IL-12p40 und unterschieden sich diesbezüglich nicht von 

CD40L-restimulierten, zytokinaktivierten DCs (Abbildung 29 A).  
 

 
 

Abbildung 29: Zytokinsekretion GA/d-cAMP- und zytokinaktivierter Rhesusaffen-DCs nach 
Restimulierung mit multimerisiertem CD40-Liganden. Unreife Rhesusaffen-DCs wurden für 24 
h mit GA/d-cAMP oder Zytokinen aktiviert und anschließend mit Rhesusaffen-CD40-Ligand 
(schwarze und hell graue Balken) oder GFP als Kontrollprotein (dunkel graue und weiße Balken) 
für 48 h inkubiert. Die Sekretion von (A) IL-12p40 und (B) IL-23 wurde mittels ELISA in den 
Zellkulturüberständen der DCs bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardabweichung aus 
vier unabhängigen Experimenten. 
 

Da die mAbs des verwendeten ELISAs das p40-Molekül erkennen, das Bestandteil 

von IL-12 und IL-23 ist, wurden IL-12p70 und IL-23 mittels spezifischer ELISA in 

den Zellkulturüberständen CD40L-restimulierter GA/d-cAMP- bzw. 

zytokinaktivierter DCs quantifiziert. Da kein ELISA-Antikörper kommerziell 

verfügbar ist, der Rhesusaffen-IL-12p70 spezifisch erkennt, wurde IL-12p70 in 

Zellkulturüberständen in gleicher Weise stimulierter humaner DCs bestimmt. 

Sowohl GA/d-cAMP- als auch zytokinaktivierte DCs sezernierten kein IL-12p70. 
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Im Gegensatz dazu wurde IL-23 in vergleichbaren Konzentrationen in den 

Zellkulturüberständen sowohl CD40L-restimulierter GA/d-cAMP- als auch 

zytokinaktivierter Rhesusaffen-DCs nachgewiesen (Abbildung 29 B).  

 

3.3.2.5. IL-17-Sekretion in den Zellkulturüberständen KLH-spezifischer T-

Zelllinien 

IL-23-Sekretion kann CD4+ IL-17 produzierende T-Lymphozyten stimulieren, die 

von Bedeutung bei Autoimmunreaktionen sind (166). Aufgrund der Beobachtung, 

dass Rhesusaffen-DCs nach In-Vitro-Restimulierung mit CD40-Ligand-Multimeren 

IL-23 sezernieren, wurde IL-17 nachträglich in den Zellkulturüberständen der zuvor 

analysierten KLH-spezifischen T-Zelllinien (siehe 3.3.2.3) quantifiziert. 

Unabhängig vom Aktivierungsstimulus der applizierten DCs, war IL-17 in den 

Zellkulturüberständen der T-Zelllinien bei allen vier immunisierten Tieren 

nachzuweisen (Tabelle 9).  
 

Tabelle 9: IL-17-Sekretion (pg/ml) in Zellkulturüberständen 
KLH-spezifischer T-Zelllinien 

 
Stimulus Tiernummer Zelllinie 1 Zelllinie 2 Zelllinie 3 

12741 567 930 2234 GA/d-cAMP 
12745 447 347 1320 
12743 41 286 1021 

Zytokine 
12744 123 810 281 

 
 

 


