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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Angeborenes und erworbenes Immunsystem

Das Immunsystem des Menschen hat die Aufgabe, potenzielle Krankheitserreger zu erken-
nen und sie zu eliminieren. Dabei steht es vor der Herausforderung, korpereigene von kor-
perfremden Strukturen zu unterscheiden. Sobald ein potenzieller Erreger in den Korper ein-
dringt, wird die Immunantwort meist durch das sogenannte angeborene Immunsystem ein-
geleitet [1]. In erster Linie gehdren dazu (I) physikalische und chemische Barrieren, wie
Epithelien und antibakterielle Molekiile (z.B. Lysozym); auBBerdem (II) phagozytierende
Zellen, wie Makrophagen, Granulozyten, natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) und dendriti-
sche Zellen (DCs); zusitzlich (IIT) 16sliche Komponenten, wie das Komplementsystem, Che-
mokine und Zytokine, welche die Immunantwort unterstiitzen, regulieren und koordinieren
[2]. Das angeborene Immunsystem arbeitet zwar sehr schnell, aber vergleichsweise unspe-
zifisch. Es erkennt mittels Rezeptoren korperfremde Strukturen, die vielen Erregern gemein-
sam sind und sich im Laufe der Evolution nicht verindert haben [1].

Im Gegensatz dazu kann das etwas langsamer agierende, adaptive Immunsystem, dessen
Hauptbestandteile T- und B-Lymphozyten bilden, sehr spezifisch eine groBe Anzahl be-
stimmter Molekiile unterscheiden, auch wenn sich diese sehr dhnlich sind. Ein weiterer Un-
terschied besteht darin, dass die Effizienz und Geschwindigkeit der Immunantwort mit je-
dem Erregerkontakt zunimmt, da das adaptive Immunsystem eine Gedéchtnisfunktion be-

sitzt [2].

1.2 Monozyten als Teil des angeborenen Immunsystems

Monozyten stehen vor allem im Dienst des angeborenen Immunsystems und bilden die Vor-
stufe fiir eine Reihe von Zellen, deren primére Aufgabe die Phagozytose von Erregern oder
beschidigten Zellen ist. Dazu zdhlen insbesondere verschiedene Makrophagen (z.B. Kupf-

fer-Zellen in der Leber, Alveolarmakrophagen in der Lunge, Mikroglia im Gehirn), aber

auch die DCs [3].

1.2.1 Differenzierung und Charakterisierung
Die Bildung der Blutzellen (Hamatopoese) und damit auch der Monozyten (Monopoese)
geht von hidmatopoetischen Stammzellen im Knochenmark aus. Die Differenzierung zu

reifen Monozyten erfolgt dabei liber myeloide Vorlduferzellen [1]. Sobald die Monopoese
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nach etwa zwei Tagen abgeschlossen ist, werden die Monozyten ins Blut ausgeschwemmt
und patrouillieren dort auf der Suche nach Erregern oder beschiddigten Zellen [4]. Nach
wenigen Tagen emigrieren sie transendothelial ins Gewebe (Bindegewebe, Leber, Lunge,

u.a.), wo die weitere Differenzierung zu speziellen Makrophagen oder DCs stattfindet [5].

1.2.2 Aufgaben und Funktionen

Monozyten fungieren aber nicht nur als Vorlauferzellen, sondern erfiillen auch selbst wich-
tige Aufgaben im Auftrag des angeborenen Immunsystems. Ebenso wie DCs besitzen auch
Monozyten eine Reihe von pattern recognition receptors (PRRs) um pathogene Erreger zu
erkennen (s.u.) [2]. Eine Aktivierung der Monozyten via PRRs fiihrt zur Sekretion proin-
flammatorischer Zytokine wie Interleukin (IL) -1, IL-6 und Tumornekrosefaktor (TNF) [5].
Diese induzieren wesentliche Bestandteile einer Immunantwort, etwa die Produktion von
Akutphaseproteinen in der Leber [6] oder die Sekretion von Chemokinen und Zelladhisi-
onsmolekiile (z.B. Selektine, Integrine), welche die Immunantwort koordinieren [3]. Durch
die Aktivierung der entsprechenden PRRs konnen Monozyten ebenso auf virale Erreger mit
der Produktion von Typ-I-Interferonen reagieren, welche die Zytotoxizitit der Immunzellen
gegen viral infizierte und entartete Zellen erhoht [7]. Die Funktion, mit der Monozyten
hauptséchlich in Verbindung gebracht werden, ist die Phagozytose von Erregern, Fremdkor-
pern und apoptotischen Zellen, wofiir sie weitere PRRs wie Scavenger-, C-Typ Lektin-, Fcy-
oder Komplementrezeptoren besitzen [2]. AuBBerdem sind Monozyten via IL-10-Sekretion

in der Lage, einer iiberschieBenden Immunantwort entgegenzuwirken [8].

1.3 Humane dendritische Zellen (DCs)

Im Jahr 1973 wurden DCs erstmals durch Steinman und Cohn in den lymphatischen Organen
der Maus beschrieben [9, 10]. Erst einige Jahre spiter erkannte man die Ahnlichkeit mit den
von Paul Langerhans bereits 1868 beschriebenen Langerhans-Zellen in der Epidermis und
konnte auch in nicht lymphatischen Organen weitere Zellen mit vergleichbaren Phinotyp
identifizieren [11]. Die Zellen konnten nicht zuletzt morphologisch von bisher bekannten
Immunzellen abgegrenzt werden und zeichnen sich dadurch aus, dass sie nach Antigenkon-
takt iiber die Lymphgefife in die lymphatischen Organe einwandern und dort T-Lympho-

zyten durch Prisentation von Antigenen stimulieren [12].
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1.3.1 Charakterisierung humaner DCs

Die von Steinman und Cohn 1973 beschriebenen DCs werden heute als klassische oder kon-
ventionelle DCs (cDCs) bezeichnet und stehen damit den plasmazytoiden DCs (pDCs) ge-
geniiber. Ein spezifischer molekularer Marker, der alle Subtypen der DCs umfasst, existiert
derzeit nicht [13]. Grundsitzlich gilt, dass alle DCs hohe Level an MHC (Haupthistokom-
patibilititskomplex)-Klasse-I1I-Genen, wie z.B. HLA (human leukocyte antigen)-DR expri-
mieren ohne dabei die typischen Marker anderer Leukozyten zu tragen, wie CD (cluster of
differentiation) 3 (T-Lymphozyten), CD19/20 (B-Lymphozyten) oder CD56 (NK-Zellen)
[14].

Die pDCs wurden bereits 1958 entdeckt und aufgrund ihrer Morphologie fiir eine Variante
der Plasmazellen gehalten. Erst spéter erkannte man, dass diese Zellen eine kleine, aber gut
abgrenzbare Subpopulation der DCs darstellen [15]. Sie exprimieren keine myeloiden Anti-
gene und tragen stattdessen lymphoide Marker wie CD123 oder CD303 [14]. Die pDCs
zeichnen sich insbesondere dadurch aus, dass sie nach Viruskontakt eine im Vergleich zu
anderen Zellen gro3e Menge an Interferon-a sezernieren und dadurch eine Virus-gerichtete
T-Zell-Antwort induzieren [15].

¢DCs sind weit hdufiger als pDCs und machen den GroBteil aller DCs aus. Sie exprimieren
typisch myeloide Antigene wie CD11b oder CD11c und tragen daher auch die Bezeichnung
myeloide DCs (mDCs) [14]. Alle DCs stammen von CD34" himatopoetischen Stammzellen
des Knochenmarks ab. Entsprechend ihrer eben erwédhnten Oberfldchenantigene differenzie-
ren sich die pDCs aus lymphoiden und die cDCs aus myeloiden Vorlduferzellen [16]. Sobald
die unreifen DCs ausdifferenziert sind, werden sie aus dem Knochenmark ins Blut ausge-
schwemmt und migrieren transendothelial in die Epidermis (Langerhans-Zellen) oder ins
Interstitium verschiedener Organe (z.B. Gastrointestinaltrakt, Dermis, Lunge, Milz), um dort
ihre Aufgaben zu iibernehmen [2]. Eine weitere spezielle Subpopulation sind DCs, die von
Monozyten abstammen. Urspriinglich zog man Monozyten als wichtigste Vorlduferzellen
der DCs in Betracht, da man sie in vitro direkt aus diesen generieren konnte [17]. In Maus-
Experimenten stellte man fest, dass sich Monozyten in vivo vor allem in infiziertem oder
entziindetem Gewebe zu DCs differenzieren; ebenso konnen sie aber auch in nicht-entziin-
detem Gewebe (z.B. Gastrointestinaltrakt, Lunge) als Vorlduferzellen fungieren [18-20].
Weiterhin lassen sich DCs nach zahlreichen funktionellen Gesichtspunkten, wie reif/unreif
oder tolerogen/immunogen einteilen. Auch anatomische Gesichtspunkte (Haut, Blut, Milz,

u.a.) konnen als Kriterium dienen [21].
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1.3.2 Die Aufgaben der DCs im Immunsystem

DC:s sind ein Teil des angeborenen Immunsystems und befinden sich im unreifen Zustand
vor allem in der Haut (als Langerhans-Zellen) sowie in der Schleimhaut der Atemwege und
des Gastrointestinaltrakts [2]. Damit sind sie strategisch optimal positioniert, um moglichst
frith nach einer Infektion mit dem Erreger in Kontakt zu kommen und die adaptive Immun-
antwort einzuleiten. Im Folgenden soll auf die wichtigsten Funktionen der DCs genauer ein-

gegangen werden.

1.3.2.1 Erkennung und Aufnahme von Antigenen

Um mit Erregern in Kontakt zu treten, nutzt das (angeborene) Immunsystem und damit auch
die DCs ein limitiertes Repertoire an Keimbahn-codierten Rezeptoren, um konservierte mo-
lekulare Muster (molecular patterns) zu erkennen [2]. Diese Muster werden in zwei Kate-
gorien eingeteilt: Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) und damage-associated
molecular patterns (DAMPs) [22]. Wihrend erstere exogenen Ursprungs sind, wie bspw.
Bestandteile von Zellwédnden, Flagellen oder fremdartige Nukleinsiduren, stammen letztere
von korpereigenen Zellen und werden in der Regel nur bei Zellschaden freigesetzt. Zu den
DAMPs gehoren etwa Hitze-Schock-Proteine (HSP) oder extrazelluldres Adenosintriphos-
phat (ATP) [23]. Die bereits erwihnten PRRs erkennen sowohl PAMPs als auch DAMPs.
Diese PRRs befinden sich auf der Zelloberflidche, im Zytoplasma oder in endosomalen Vesi-
keln [2] und werden in verschiedene Subgruppen unterteilt. Zu diesen Subgruppen zéhlen
u.a. die Toll-like-Rezeptoren (TLRs), NOD (nucleotide-binding oligomerization domain)-
like Rezeptoren, C-Typ Lektin-Rezeptoren (CLRs) und Scavenger-Rezeptoren [22]. Die
TLRs sind bei weitem am besten charakterisiert, TLR4 erkennt bspw. Lipopolysaccharid
(LPS) [24], ein Membranbestandteil gramnegativer Bakterien; TLR9 dagegen bindet an
nicht-methylierte Cytosin-Guanin-Basensequenzen, ein allgemeines Charakteristikum pro-
karyotischer DNA-Molekiile [25]. Nachdem ein Erregerantigen mittels PRR erkannt wurde,
wird es in der Regel durch eine unreife DC aufgenommen. Dies erfolgt, soweit bisher be-
kannt, tiber unspezifische Makropinozytose oder Phagozytose und Rezeptor-vemittelte Pha-
gozytose [26] bspw. mittels CLRs, Scavenger-Rezeptoren oder Fcy-Rezeptoren [27]. Dabei
konnen DCs ungebundene Pathogene ebenso effektiv aufnehmen wie opsonierte Partikel
und Immunkomplexe [27], apoptotische Zellen [28], Viren oder HSPs [21, 29]. Eine Akti-
vierung der PRRs hat je nach Rezeptortyp unterschiedliche Bedeutungen fiir die Zelle: TLRs
spielen fiir DCs eine besondere Rolle, denn sie iibermitteln Informationen iiber den Rezep-

torliganden via intrazelluldrer Signalkaskaden an die Zelle und induzieren so die Reifung
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der DCs und die Sekretion proinflammatorischer Zytokine (z.B. IL-12) [30]. CLRs dagegen
dienen hauptsidchlich der Aufnahme eines Pathogens zum Zwecke der Antigen-Prozessie-

rung und -Présentation, ohne dabei eine Reifung zu induzieren [31].

1.3.2.2 Reifung, Migration und Antigen-Prisentation

Es sind eine Vielzahl an Faktoren bekannt, welche die Reifung der DCs induzieren oder
beeinflussen konnen: Dazu gehoren im Wesentlichen (I) Pathogen-assoziierte Molekiile wie
LPS [32], bakterielle DNA [33] oder doppelstringige RNA [34], die vor allem von TLRs
erkannt werden und dadurch den Reifungsprozess in Gang setzen; weiterhin (II) 16sliche
Faktoren, die entweder immunsuppressiv (IL-10, transforming growth factor B [TGF-B],
Prostaglandine) oder reifungsférdernd wirken (TNF, IL-1, IL-6); auBerdem kénnen (III) T-
Zell-abhidngige Signale (z.B. CD40-Ligand) die Reifung induzieren [35]. [21]

Die Reifung der DCs fiihrt zu erheblichen funktionellen und strukturellen Verdnderungen,
die schematisch in Abbildung 1-1 dargestellt sind. Wihrend die unreifen DCs fiir eine effi-
ziente Antigen-Aufnahme und -Verarbeitung ausgestattet sind, ist das molekulare
Equipment der reifen DCs auf eine effektive T-Zell-Stimulation ausgelegt [21]. Dies erklirt,
warum die Reifung der DCs einerseits zu einem fast vollstindigen Verlust der Endozytose-
Aktivitét fiihrt [36, 37], andererseits aber mit einer gesteigerten Expression kostimulatori-
scher Molekiile (z.B. CD40, CD58, CD80, CD86) und Sekretion proinflammatorischer Zy-
tokine (IL-6, IL-12, TNF) einhergeht. Zusitzlich werden MHC-Klasse-II- [38] und MHC-
Klasse-I-Molekiile deutlich stirker exprimiert [39]. Auch die Anpassung ihres Repertoires
an Chemokin-Rezeptoren stellt eine wichtige Voraussetzung fiir eine effektive T-Zell-Sti-
mulation dar: Unreife DCs exprimieren vor allem solche Chemokin-Rezeptoren, wie CC-
Typ-Rezeptor (CCR) 2, CCRS, CCR6, CXC-Typ-Rezeptor (CXCR) 1 und CXCR?2, die pro-
inflammatorische — bspw. durch Keratinozyten sezernierte — Chemokine erkennen [40, 41].
Reife DCs zeigen dagegen eine verminderte Expression dieser Rezeptoren und exprimieren
im Gegenzug den Chemokin-Rezeptor CCR7 verstérkt [42]. Dieser bindet an die Chemokine
CC-Typ-Ligand (CCL) 21, welches von den Endothelzellen der Lymphgefifle exprimiert
wird, und CCL19, welches in den T-Zell-Gebieten der lymphatischen Organe exprimiert
wird [40]. Diese Anpassung erlaubt den reifen DCs den Ort der Entziindung zu verlassen
und iiber afferente Lymphgefifle in die T-Zell-reichen Regionen der sekundéren lymphati-

schen Organe zu migrieren [42].
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Abbildung 1-1: Schematische Darstellung der DC-Reifung und ihre funktionellen Verinderungen

Der Reifungsprozess einer DC wird z.B. durch die Stimulation eines PRR angestofen. Diese fiihrt zu den gezeigten funk-
tionellen Verdnderungen der DC und erméglicht die Initiierung einer T-Zell-Antwort. Symbolerkldarung: + Induktion, ++
starke Induktion, ! Suppression. Abbildung eigens mittels CorelDraw erstellt.

Im Blut oder in der Lymphe geloste Antigene konnen auch ungebunden in die lymphatischen
Organe gelangen und erst dort von unreifen DCs aufgenommen werden. Wihrend des Rei-
fungsprozesses werden die aufgenommenen Antigene in Endosomen zu Peptiden abgebaut,
bevor sie anschlieend an MHC-Klasse-II-Molekiile gebunden und schlieBlich an der Zell-
oberfliche exprimiert werden [2]. Endogene Peptide werden dagegen an MHC-Klasse-I-
Molekiile gebunden und mit Hilfe dieser préasentiert. Das Signal, welches die T-Lymphozy-
ten zur erfolgreichen Aktivierung benétigen, ist das Zusammentreffen des MHC-Peptid-
Komplexes auf DCs mit dem passenden T-Zell-Rezeptor (TCR) auf T-Zellen [43]. Die Ko-
rezeptoren CD4 und CDS8, die sich ebenfalls auf den T-Zellen befinden, bestimmen, ob die
Zelle an MHC-Klasse-I- (CD8) oder MHC-Klasse-II-Komplexe (CD4) bindet. Der interzel-
luldre Kontakt wird durch B-Integrine und andere Zelladhédsionsmolekiile (CD2, CDS50,
CD54 und CDS58) stabilisiert [21]. Das zweite Signal kommt durch die Interaktion kostimu-
latorischer Molekiile der DCs mit ihren jeweiligen Liganden seitens der T-Zellen zustande:

Neben zahlreichen weiteren Signalwegen wird dabei das Zusammenspiel der B7-Molekiile
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B7-1 (CD80) und B7-2 (CD86) mit CD28 als entscheidend angesehen [43]. Ebenfalls gut
untersucht sind kostimulatorische Signale, die von Rezeptoren und Liganden der TNF-
Superfamilie ausgehen [44]. Eine erfolgreiche T-Zell-Stimulation durch DCs fiihrt zur
Proliferation und Differenzierung in Effektor- oder Memory-T-Zellen, welche schlieBlich
Triager der Immunantwort sind. Durch ihre Fihigkeit, Pathogene mittels PRRs zu erkennen,
aufzunehmen und schlielich den T-Zellen stimulierend zu prisentieren, iibernehmen DCs
eine Schliisselrolle im Immunsystem und verbinden dadurch das angeborene mit dem adap-

tiven Immunsystem [2].

1.3.3 Immunologische Toleranz

Die Induktion einer immunologischen Toleranz gehort zu den entscheidenden Aufgaben des
Immunsystems: Dieser Prozess gewéhrleistet, dass Mikroorganismen in unserem Korper er-
folgreich vernichtet werden, korpereigenes Gewebe jedoch gleichzeitig verschont bleibt
[45]. Die Bedeutung dieser Toleranz wurde durch zahlreiche Mausmodelle eindrucksvoll
bestitigt: Dort fiihrte z.B. der Knockout von cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 (CTLA-4) zu
massiven lymphoproliferativen und autoimmunologischen Defekten [46, 47]. CTLA-4
(CD152) ist auf der Oberfldche von T-Zellen zu finden und kann anstelle von CD28 mit B7-
1 (CD80) und B7-2 (CD8&6) auf DCs interagieren [48]. Es gehort zu den sogenannten koin-
hibitorischen Molekiilen, die im Sinne einer Gegenregulation die T-Zell-Antwort bremsen
oder im Falle korpereigener Antigene sogar ganz verhindern sollen [49]. Derartige Mecha-
nismen greifen in den sekundédren lymphatischen Organen und werden unter dem Begriff
periphere Toleranz subsumiert; demgegeniiber bezeichnet man die im Thymus stattfindende
negative Selektion unreifer, selbstreaktiver T-Zellen als zentrale Toleranz [1]. Parallel zur
Stimulation immunreaktiver T-Zellen spielen DCs auch beim Generieren ,,toleranter* T-Zel-
len eine entscheidende Rolle. DCs mit dieser Aufgabe bezeichnet man als tolerogene DCs.
Die Bedeutung dieser Zellen fiir die Toleranzbildung konnte durch Tiermodelle unterstri-
chen werden, in denen eine vollstindige Ablation der DCs massive autoimmunologische
Defekte ausloste [5S0]. Im Folgenden sollen die tolerogenen DCs charakterisiert und deren

Bedeutung fiir die immunologische Toleranz verdeutlicht werden.

1.3.3.1 Charakterisierung tolerogener DCs
Tolerogene DCs zeichnen sich durch eine hohe Expression von MHC Klasse-II-Rezeptoren
und niedrige Expression von kostimulatorischen B7-Molekiilen aus [51]. Dabei fehlt diesen

DCs eine relevante Sekretion proinflammatorischer Zytokine, wie IL-1p, IL-6, IL-12 oder
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TNF [52]. Diesen Phinotyp bezeichnet man auch als ,,semireif”. Neben fehlenden proin-
flammatorischen und kostimulatorischen Signalen zeichnen sich tolerogene DCs durch die
Sekretion immunsuppressiver Faktoren, wie z.B. IL-10 und TGF- aus [53]. AuB3erdem sind
tolerogene DCs Tréger koinhibitorischer Molekiile, wie CTLA-4. Weiterhin werden trotz
Reifung der DCs Proteine hochreguliert, die fiir die Einwanderung in die sekundéren lym-
phatischen Organe verantwortlich sind, so z.B. der Chemokin-Rezeptor CCR7 [54]. Dies ist
notwendig, da auch tolerogene DCs mit den T-Lymphozyten interagieren miissen. Gleich-
zeitig werden solche Proteine supprimiert, deren Aufgabe darin besteht, die Verankerung
der DCs im Gewebe sicherzustellen. Dazu gehoren etwa E-Cadherin oder a6-Integrin [51].
Dies gewihrleistet, dass DCs trotz fehlender Stimulation in die lymphatischen Organe mig-
rieren konnen, um dort mit den T-Zellen in Kontakt zu treten. Daneben spielt auch die In-

duktion verschiedener Stoffwechselwege eine Rolle (s.u.).

1.3.3.2 Wirkung tolerogener DCs auf die T-Zell-Polarisation

Die Hauptaufgabe der tolerogenen DCs besteht darin, die Aktivitidt und Differenzierung der
T-Zellen zu regulieren. Dabei kommt es zu einer Suppression der Ty1-Zellen bzw. zu einer
Induktion regulatorischer T-Zellen (Treg). Reife DCs sezernieren das Zytokin IL-12, welches
mafgeblich an der Initiierung einer Tul-Antwort beteiligt ist [55]. Tolerogene DCs
sezernieren dagegen kein IL.-12, sondern die immunsuppressiven Zytokine IL-10 und TGF-
B. Die Sekretion von IL-10 und TGF-B gehort zu den wesentlichen Mechanismen, wie
tolerogene DCs eine Toleranzbildung hervorrufen [51]. Die beiden Zytokine verhindern zum
einen die vollstindige Ausreifung der DCs und damit eine effektive Tul-Stimulation [56],
zum anderen wird die Differenzierung naiver CD4* T-Zellen in induzierte Tree angestoBen
[57]. Treg iibernehmen selbst wichtige Aufgaben bei der Toleranzbildung, z.B. sind sie in
der Lage Tul-, NK-Zellen [58] und B-Lymphozyten [59] zu inhibieren. Das von Tu1-Zellen
sezernierte Zytokin IFN-v ist in der Lage die Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO)-Expression
in DCs zu verstirken [60]. Dies ist deshalb relevant, weil die IDO-Expression selbst de novo
regulatorische FOXP3* T-Zellen induzieren kann [61]. In Abbildung 1-2 ist ein

schematischer Uberblick zu den erliuterten Effekten tolerogener DCs dargestellt.
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Abbildung 1-2: Schematische Darstellung der T-Zell-Polarisation durch tolerogene DCs

Eine tolerogene, IDO* DC steuert die Polarisierung der T-Zellen iiber die Freisetzung von Kynurenin sowie die Depletion
von Tryptophan. Treg werden zusitzlich iiber die Sekretion von IL-10 und TGF-f induziert. Symbolerkldrung: + Induktion,
++ starke Induktion, I Suppression. Abbildung eigens in Anlehnung an [51] mittels CorelDraw erstellt.

1.3.4 Zusammenhang zwischen Stoffwechsel und Tolerogenitit

1.3.4.1 IDO-Expression in tolerogenen DCs

Das Enzym Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) steht als Schliisselenzym am Anfang des
Tryptophan-Stoffwechsels. Die Metaboliten dieses Stoffwechselwegs sind fiir ihre immun-
regulatorischen Eigenschaften bekannt [62]. Im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt ka-
talysiert IDO die Umwandlung von Tryptophan in N-Formylkynurenin, welches die Aryl-
formamidase darauthin zu Kynurenin verstoffwechselt [62, 63]. Die Expression von IDO ist
ein typisches Kennzeichen tolerogener DCs. Der Entzug von Tryptophan aus dem Mikromi-
lieu bewirkt sowohl eine verminderte Proliferation [64, 65] als auch eine verstirkte Apoptose
der T-Zellen [66]. Daneben wirken auch die Metaboliten des Tryptophan-Stoffwechsels
(z.B. Kynurenin, Chinolinsdure, 3-Hydroxy-Anthralinsdure) immunsuppressiv und scheinen
fiir den tolerogenen Effekt von IDO verantwortlich zu sein: So konnte gezeigt werden, dass
die Metaboliten direkt antiproliferativ und Apoptose-induzierend auf Tul-, nicht aber auf
Tu2-Zellen wirken [67-69]. Weiterhin induziert die IDO-Expression in DCs de novo regu-
latorische FOXP3" T-Zellen [61]. Diese exprimieren wiederum das koinhibitorische Mole-
kiil CTLA-4, welches als Ligand von CD80 und CD86 auf DCs fungieren kann [51]. Auf

diese Weise blockiert es nicht nur solche kostimulatorischen Molekiile, sondern induziert
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auch IDO in DCs [70]. Da IDO erneut regulatorische T-Zellen induzieren kann, ist es mog-
lich, dass hier ein sich-selbst-verstirkender Mechanismus vorliegt; damit wiirden wenige
IDO-kompetente Zellen ausreichen, um eine relevante Toleranzbildung zu bewirken [71].
Es ist bislang noch nicht vollig geklirt, wie die IDO-Expression in DCs die Differenzierung
der naiven T-Zellen zu regulatorischen T-Zellen beeinflusst. Jedoch konnte gezeigt werden,
dass der IDO-Metabolit Kynurenin an den Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AHR) bindet und

damit essentiell fiir die Induktion regulatorischer T-Zellen ist [72, 73].

1.3.4.2 Induktion tolerogener DCs durch Vitamin-D3

Obwohl Vitamin Ds teils mit der Nahrung zugefiihrt werden muss, deckt der menschliche
Korper einen Grofteil seines Bedarfs selbst. Mit Hilfe von UV-Licht wird Vitamin D3 in der
Haut aus 7-Dehydrocholesterin synthetisiert. Darauthin wird Vitamin D3 in der Leber an C-
25 und anschlieBend in der Niere an C-1 hydroxyliert. [74] Die erste Hydroxylierung kann
durch das Enzym Sterol-27-Hydroxylase Cytochrom P450 27A1 (kurz: CYP27A1) [75] oder
durch die Vitamin-D-25-Hydroxylase Cytochrom P450 2R1 (kurz: CYP2R1) [76] erfolgen.
Die zweite Hydroxylierung zu 1,25-Dihydroxy-Vitamin D3 (kurz: 1,25(OH)2D3) wird durch
die 1a-Hydroxylase Cytochrom P450 27B1 (kurz: CYP27B1) katalysiert [77]. Von diesen
Metaboliten bindet nur 1,25(OH)2D3 hochaffin an den intrazelluldren Vitamin-D-Rezeptor
(VDR). Als entscheidendes Effektorhormon im Calciumhaushalt erfiillt es seine wichtigsten
Funktionen in der Niere, im Darm, in den Knochen und in der Nebenschilddriise [74]. Im
Jahr 1987 erschien erstmals eine Publikation, in der beschrieben wurde, dass der VDR auch
von DCs exprimiert wird und eventuell fiir die immunregulatorischen Effekte von
1,25(0OH)2D3 verantwortlich ist [78]. Erst einige Jahre spiter konnte gezeigt werden, dass
1,25(0OH),Ds die Differenzierung und Reifung der DCs verhindert sowie zu einer vermin-
derten Expression von CD80 und CD86 fiihrt und folglich die stimulatorische Wirkung der
DCs auf T-Zellen abschwicht [79-81]. Zudem inhibiert 1,25(OH),D3 die IL-12-Sekretion
und steigert die IL-10-Sekretion durch DCs [82].

1.3.4.3 Einfluss von Prostaglandin E: auf DCs

Ein weiterer immunmodulierender Stoffwechselweg ist der Prostaglandin-Stoffwechsel:
Prostaglandin E> (PGE») gilt als wichtiger Mediator bei Entziindungsvorgingen und wird
nach Stimulation mit proinflammatorischen Stimuli wie LPS oder TNF von verschiedenen
Immunzellen vermehrt sezerniert [83]. Bei der Synthese von Prostaglandinen wird Arach-

idonsdure zunichst aus membrangebundenen Phospholipiden, z.B. mittels Phospholipase
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Ao, freigesetzt und anschlieBend mittels Cyclooxygenase (COX) und Peroxidase zu Prostag-
landin H, (PGH2) umgewandelt. Ausgehend von PGH> erfolgt dann die Synthese der ver-
schiedenen Prostaglandine durch spezifische Enzyme. [84] Die beiden Isoformen der Cyc-
looxygenasen COX1, welche vorwiegend konstitutiv, und COX2, welche vorwiegend adap-
tiv exprimiert wird, iibernehmen die fithrende Rolle bei der Synthese der Prostaglandine
[85]. Beziiglich des Einflusses von PGE; auf DCs sind widerspriichliche Aussagen publi-
ziert: Einerseits wurde beschrieben, dass die Anwesenheit von PGE; bei gleichzeitiger Sti-
mulation mit proinflammatorischen Zytokinen (TNF, IL-1p, IL-6) die Reifung der DCs und
ihre Fahigkeit T-Zellen zu stimulieren, begiinstigt [86, 87]; andererseits zeigen DCs, die mit
PGE: behandelt werden, eine verminderte Produktion von IL-12 und eine vermehrte Pro-
duktion von IL-10 [85, 88]. Da PGE; in DCs auBlerdem IDO induziert [89, 90], scheint es

eher einen tolerogenen DC-Phinotyp zu erzeugen oder zumindest zu unterstiitzen [91].

1.3.4.4 Einfluss des Glukose-Stoffwechsels auf DCs

In der Literatur finden sich nur wenige Informationen dariiber, ob der Glukose-Stoffwechsel
eine Rolle fiir die Tolerogenitit der DCs spielt. Ein zentrales Enzym des Glukose-Stoffwech-
sels ist die Hexokinase, welche die Glukose nach Eintritt in die Zelle phosphoryliert und
somit ihren Eintritt in die Glykolyse steuert [84]. Es ist bisher nicht untersucht, welche Be-
deutung sie fiir DCs haben. Ein weiteres wichtiges Enzym ist die Laktatdehydrogenase
(LDH), die je nach Isoform die Umwandlung von Pyruvat in Laktat oder umgekehrt kataly-
siert [92, 93]. Im Rahmen einer Publikation iiber die Auswirkungen des Tumormilieus auf
den Phénotyp von DCs wurde u.a. der Effekt von Laktat auf DCs untersucht. Dort konnte
gezeigt werden, dass Laktat in der Lage ist, die Differenzierung der DCs zu inhibieren; wei-
terhin inhibierte es die Sekretion von IL-6, IL-12 und TNF, wogegen die Sekretion von IL-
10 unverindert blieb [94].

1.3.5 Immunologische Toleranz und Transplantation

Die Fihigkeiten der DCs immunologische Toleranz zu induzieren, ldsst an neue Moglich-
keiten denken, Autoimmunerkrankungen, Allergien oder AbstoBungsreaktionen zu behan-
deln. Im Gegensatz zu klassischen Immunsuppressiva, welche systemisch wirken und somit
teils lebensgefidhrliche Nebenwirkungen verursachen, konnte die Manipulation einer einzel-
nen Zellentitidt solche unerwiinschten Effekte verringern. In Tiermodellen und in vitro Ex-
perimenten wurden mittlerweile vielfaltige Mechanismen [53] entdeckt, wie tolerogene DCs

ex vivo oder in vitro induziert werden konnen. Unabhingig vom experimentellen Aufbau ist
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festzustellen, dass immunsuppressive Mediatoren wie IL-10, TGF-B, PGE,, Vitamin D3, o-
der vascular endothelial growth factor (VEGF) bei der Induktion tolerogener DCs eine
wichtige Rolle spielen [95-98]. Auch immunsuppressive Medikamente konnen auf den Phi-
notyp der DCs Einfluss nehmen. So wurde u.a. fiir Rapamycin und Dexamethason gezeigt,
dass sie DCs auf verschiedenen Ebenen wie Differenzierung, Antigenaufnahme, Reifung
und Zytokin-Sekretion beeinflussen [99, 100]. In einer vergleichenden Untersuchung [101]
wurden verschiedene immunsuppressive Mediatoren (IL-10, TGF-, Dexamethason, Vita-
min D3, Rapamycin), auf ihre Fahigkeit tolerogene DCs zu induzieren, analysiert. Es zeigte
sich, dass IL-10 am effektivsten tolerogene DCs induzierte und diese einen stabilen Phéno-
typ besalen. Obwohl die ersten Ergebnisse mit tolerogenen DCs bspw. in einem experimen-
tellen Typ-I-Diabetes-Modell vielversprechend waren [102], gibt es noch zahlreiche Hin-
dernisse, die es zu iiberwinden gilt, bis tolerogene DCs im Menschen als Therapeutikum
effektiv eingesetzt werden konnen. So sind intravends injizierte, tolerogene DCs bspw. kaum
in der Lage durch die hochendothelialen Venolen in die sekundédren lymphatischen Organe
zu migrieren [103]. Diese Fihigkeit ist bei IL-10-induzierten DCs besonders schlecht aus-
gepriagt und wird von anderen immunsuppressiven Mediatoren zusétzlich beeinflusst [104].
Weiterhin muss zunéchst geklirt werden, welche Applikationsform (intravends, subkutan,
intraarticuldr, u.a.) optimal ist [105] und ob fiir bestimmte Antigene tolerogene DCs indu-

zierbar sind [53].

1.4 Graft-versus-Host-Disease

Fiir Patienten mit malignen oder auch genetischen Erkrankungen des hamatopoetischen Sys-
tems ist die (allogene) Stammzelltransplantation (SCT) eine etablierte und kurative, jedoch
auch komplikationstrichtige Therapiemoglichkeit. Vor der Transplantation erfolgt zunédchst
eine myeloablative Radio- und Chemotherapie, welche die blutbildenden Zellen und even-
tuell noch vorhandene maligne Zellen zerstoren soll [106]. Nach der Transplantation werden
die Patienten prophylaktisch mit potenten Immunsuppressiva behandelt, um eine Immunre-
aktion gegen die Empfingerzellen zu unterbinden. Trotzdem ist die Graft-versus-Host-Dise-
ase (GvHD) neben den Infektionen die wichtigste Komplikation nach einer SCT. Die Ef-
fektorzellen der GvHD sind die T-Zellen des Spenders im Transplantat, die ihre Immunre-
aktion gegen den antigenfremden Empféanger richten [107]. Doch in gleicher Weise wie beim
gesunden Menschen bediirfen sie einer Aktivierung durch antigenprésentierende Zellen wie
DCs, die ihnen die unbekannten Antigene préasentieren und sie dadurch aktivieren. Anschlie-

Bend erfolgt die zellulidre und inflammatorische Immunantwort gegen den Empfianger [107].
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Bei diesem Modell spielen sowohl die DCs des Empfingers als auch die des Spenders eine
grof3e Rolle [108-110]. Der Einsatz von tolerogenen DCs zur Behandlung der GvHD wurde
im Mausmodell bereits mit positiven Ergebnissen getestet [111-113]. Eine Beeinflussung

der DCs scheint also ein durchaus sinnvoller Ansatz fiir die Behandlung der GVHD zu sein.

1.5 Immunsuppression durch Antithymozytenglobulin (ATG)

ATG wird bereits seit mehreren Jahrzehnten bei allogener SCT zur Prophylaxe einer GvHD
eingesetzt. ATG wird von verschiedenen Herstellern produziert, deren Praparationen sich in
der Art der Immunisierung unterscheiden. In der hier vorliegenden Arbeit wurde ATG
Fresenius S (20 mg/ml) verwendet. Dieses polyklonale IgG-Antikdrpergemisch wird aus
dem Serum von Kaninchen gewonnen, die mit Jurkat-Zellen (CD4" Zelllinie einer T-Zell-
Leukédmie) immunisiert werden [114]. ATG ist bei der Behandlung oder Pravention einer
akuten TransplatatabstoBung oder zur Priavention der akuten GVHD indiziert. Das polyklo-
nale Antikorper-Gemisch ist gegen verschiedene Oberfldchenantigene gerichtet. Mit durch-
flusszytometrischen Analysen konnte eine Teil der Zielantigene identifiziert werden, die
verschiedene Immunzellen exprimieren [115-118]. Dementsprechend heterogen ist das
Spektrum der nachgewiesenen Effekte. Zu den Zielzellen gehdren T-Lymphozyten, B- Lym-
phozyten, DCs und NK-Zellen [119]. Der Effekt, welcher am besten dokumentiert und ver-
mutlich in erster Linie der klinischen Wirkung von ATG zugrundeliegt, ist die Depletion der
T-Lymphozyten mittels Komplement-abhidngiger Lyse oder alternativ mittels Apoptose und
Phagozytose [120].

Neueren Metaanalysen zufolge muss der breite Einsatz von ATG allerdings zunehmend kri-
tisch beurteilt werden. Zwar vermag ATG die Hiufigkeiten der schweren Félle von GvHD
(Grad IIT und IV), jedoch nicht die Gesamthidufigkeit oder die Sterblichkeit nach SCT zu
reduzieren [121-123].
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Zielsetzung

2 Zielsetzung

In fritheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass ATG verschiedene Effekte auf DCs hat.
Moglicherweise spielen diese fiir seine immunsuppressive Wirkung eine wichtige Rolle. In
der vorliegenden Arbeit soll darauf aufbauend die Wirkung von ATG auf DCs néher unter-
sucht werden. Mittels Titration soll zunichst die minimale Wirkkonzentration von ATG auf
DCs ermittelt werden, wobei die verwendeten DCs aus humanen Monozyten in vitro diffe-
renziert wurden. Neben der Analyse der DC-Aktivierung und -Differenzierung (Zytokinant-
wort, Oberflichenantigene, Reifung) sollen verschiedene Stoffwechselwege, insbesondere
der Tryptophan-Stoffwechsel analysiert werden. Im Vergleich zur Analyse der DCs sollen

in gleicher Weise andere myeloische Zellen (z.B. Monozyten) untersucht werden.

14



Material

3 Material

3.1 Geriite
Geriit Hersteller, Firmensitz
CASY® Zellzihlgerat Roche, Mannheim

COs-Inkubatoren BBD 6220
Durchflusszytometer FACS Calibur
Eisbereiter

Elektrische Pipettierhilfe
Elektrophoreseapparaturen
Elutriatir Avanti J-20XP
Entwicklungsmaschine

Image Reader

Magnetrithrer MR 3001 K
Mehrkanalpipetten
Mikroplattenleser
Mikroplattenschweifgerit
Mikroskope
Mikrotiterplatten-Waschgerit
Multipipetten, Pipetten
NanoDrop ND 1000

Netzteil fiir Elektrophorese
Neubauer-Zihlkammer
PCR-Thermocycler PTC-200
Realplex Mastercycler Gradient S
Riittler

Thermoschiittler

Trennkammer fiir Gegenstromzentrifugation
Vortexer

Waage LP 1200S
Wallac-Betaplattenzéhler
Wallac-Harvesters
Wasseraufbereitungsanlage

Western-Blot-Apparatur

Heraeus, Hanau

BD Biosciences, Heidelberg
Scotsman, Mailand (Italien)
Integra Biosciences, Fernwald
Biometra, Gottingen

Beckmann Coulter, Krefeld
AGFA, Kéln

Biorad, Miinchen

Heidolph, Schwabach

Eppendorf, Hamburg

Molecular Devices, Sunnyvale (USA)
Eppendorf, Hamburg

Zeiss, Jena

Thermo Fisher, Waltham (USA)
Eppendorf, Hamburg

Peqlab, Erlangen

Seva, Heidelberg

Marienfeld, Lauda-Konigshofen
Biometra, Gottingen

Eppendorf, Hamburg

Janke & Kunkel, Staufen
Eppendorf, Hamburg

Beckmann, Miinchen

Scientific Industries, New York (USA)
Sartorius, Gottingen

Perkin Emler, Gaithersburg (USA)
Perkin Emler, Gaithersburg (USA)
Millipore, Eschborn

Biometra, Gottingen
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Zentrifuge fiir Mikrotiterplatten

Zentrifugen

3.2 Verbrauchsmaterial

Material

Sigma, Osterode am Harz

Heraeus, Hanau

Hersteller, Firmensitz

Dispenserspitzen vers. Gréfien
Einmalpipetten vers. Gréien
Filterpipettenspitzen vers. Groflen
Fotofilm Hyperfilm ECL
Gel-Blotting-Paper

Immobilon-P Membran, PVDF
Injektionskaniile (20 G)
Injektionsspritze (1,0 ml, 50 ml)
Kryobehilter fiir Kryoréhrchen
Kryorshrchen (2,0 ml)
Magermilchpulver
Mikrotiterplatten (96-Well)
PCR-Platten twin.tec (96-Well)
Pipettenspitzen (0,1 pl bis 10 ul)
Pipettenspitzen vers. Gréfien
Polystyrol-Réhrchen
Reaktionsgefal (0,5 ml)
Reaktionsgefil (1,5 ml)
Reaktionsgefal (2,0 ml)
Siegelfolie fiir PCR-Platten
Spritzenvorsatzfilter vers. Grofien
Teflonbeutel Biofolie 25
Zellkulturflasche
Zellkulturflaschen vers. Grofen
Zellkulturplatte (6-Well)
Zellschaber

Zentrifugenrohrchen (15 ml, 50 ml)

Eppendorf, Hamburg
Corning, Kaiserslautern
Kisker Biotech, Steinfurt
Amersham, Braunschweig
Schleicher & Schuell, Dassel
Merck Millipore, Darmstadt
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Nalgene, Roskilde (Didnemark)
Corning, Kaiserslautern
TSI, Zeven

BD Biosciences, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg
Gilson, Limburg
Eppendorf, Hamburg

BD Biosciences, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg
Brand, Wertheim
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Sartorius, Gottingen
Heraeus Sepatech, Hanau
Corning, Kaiserslautern
Corning, Kaiserslautern
Corning, Kaiserslautern
Sarstedt, Niimbrecht

Greiner Bio-One, Frickenhausen
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3.3 Chemikalien, Substanzen und Proteine

Substanz

Hersteller, Firmensitz

6-Aminocapronsiure
Acrylamid-/Bisacrylamid-Losung
Albumin BSA
Ammoniumperoxidsulfat (APS)
Aqua B. Braun

CASY® ton

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Fetales Kilberserum (FCS)

Ficoll

Glycin

GM-CSF

Humanes AB-Serum

Humanes Immunglobulin
Interferon-y

Interleukin-4
L-Alanyl-L-Glutamin (200 nM)
Lipopolysaccharid (S. abortus equi S-form)
Luminol
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Natriumchlorid (NaCl)
p-Coumarinsiure

Penicillin Streptomycin

Phosphate buffered saline (PBS)
Protease-Inhibitor Tablette, complete
Re-Blot Stripping-Losung
RIPA-Puffer

RPMI 1640 Medium

SDS

Szintillationslosung
TopSeal-A-Folien
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Tween 20

Sigma-Aldrich, Miinchen
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt

B. Braun, Melsungen

Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
PAN Biotech, Aidenbach
PAN Biotech, Aidenbach
Merck, Darmstadt
PeproTech, Hamburg

PAN Biotech, Aidenbach
Octa-pharma, Langenfeld
Bohringer Ingelheim, Ingelheim
PeproTech, Hamburg
Biochrom AG, Berlin

Enzo Life Sciences, Lorrach
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Life Technologies, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Roche, Mannheim

Merck Millipore, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Life Technologies, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Beide Canberra Packard, Schwadorf, Os-
terreich

USB, Cleveland (USA)
Sigma-Aldrich, Miinchen
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3.4 Antikorper

Antikorper Spezies Konjugat Hersteller, Firmensitz
Anti-Maus Ig Kaninchen | HRP Dako, Hamburg
Anti-Mensch CD86 Maus, IgG: | APC R&D Systems, Wiesbaden
Anti-Mensch IDO Maus, IgG: | Alexa Fluor 488 | R&D Systems, Wiesbaden
Anti-Mensch IDO Maus, 1gG: | - Adipogen, San Diego (USA)
Anti-Mensch -Aktin Ziege - Abcam, Cambridge (UK)
Antithymozytenglobulin Kaninchen | - Fresenius, Bad Homburg
Anti-Ziege Ig Kaninchen | HRP Dako, Hamburg
IgG Isotyp Kaninchen | - Molecular Innovations, Novi
(USA)
Isotyp Maus, IgG: | APC R&D Systems, Wiesbaden
Isotyp Maus, IgG; | Alexa Fluor 488 | R&D Systems, Wiesbaden

3.5 Molekularbiologisches Material

3.5.1 Primer fiir die RT-qPCR

Die mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie aufgereinigten Primer fiir die RT-

gPCR wurden von den Firmen Eurofins MWG Operon (Ebersberg) bzw. Metabion (Pla-

negg-Martinsried) bezogen. Das Design der Primer erfolgte gemif3 Kapitel 4.3.3.4.

Gen Sequenz
vorwirts: 5° ACCGATTGGATGGTTTAGTGAG 3¢
185 riickwirts: 5° CCTACGGAAACCTTGTTACGAC 3¢
vorwirts: 5° CTTCATATGTCGTCTAAGGTGTCTGCTG 3°
AHR riickwirts: 5° GGTGGAAGTATTGATCCATCTTTCCC 3°
vorwirts: 5° CTACGAGCAGTTCTTGTTCAACACC 3¢
coxi riickwirts: 5° ATGACATCCACAGCCACATGCAG 3¢
vorwirts: 5° CCAGAGCAGGCAGATGAAATACCAG 3¢
coxz rickwirts: 5° TCGATGTCACCATAGAGTGCTTCC 3¢
vorwirts: 5° GTCTGGCTACCTGCACTTCTTACTG 3¢
CYP27A1 riickwirts: 5° TCAGGGTCCTTTGAGAGGTGGT 3¢
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Gen Sequenz
vorwirts: 5° TGGCAGAGCTTGAATTGCAAATGG 3¢
CYpz7B1 riickwirts: 5° ACTGTAGGTTGATGCTCCTTTCAGGT 3¢
vorwirts: 5° GAGGACTGGACCGTCTGAATGTG 3¢
HKT rickwirts: 5° CGTCTGGTGCATGATTCTGGAG 3¢
vorwirts: 5° TGCCCGCCAGAAGACATTAGAG 3¢
HK T riickwirts: 5° GGTCCAAGGCCAAGAAGTCC 3¢
vorwirts: 5° GGTCATGGAGATGTCCGTAAGGT 3¢
IboI rickwirts: 5° CCAGTTTCTTGGAGAGTTGGCAG 3¢
vorwirts: 5° GCATTCGTCATAGCAAGGAAAGTGG 3¢
Doz riickwirts: 5° CTGTCAGCAAGTGGTCCTGTC 3¢
vorwirts: 5° TGTAGGAGCCAATGAGAAAGAAATAGCCC 3¢
KYNU rickwirts: 5° CGCATACTTTCTTCAATGTTAAGTCCGTG 3¢
vorwirts: 5° GGTTGGTGCTGTTGGCATGG 3¢
LDHA riickwirts: 5° TGCCCCAGCCGTGATAATGA 3¢
vorwirts: 5° GATGGTGGTTGAAAGTGCCTATGAAGTC 3¢
LDHB rickwirts: 5° AGCCACACTTAATCCAATAGCCCA 3¢
vorwirts: 5° GTTGCGCTCCAATGAGTCCTTCAC 3¢
VDR

riickwirts: 5° CAGTCCCACCTGGAACTTGATGAG 3¢

3.5.2 Molekularbiologisches Material

Substanz Hersteller, Firmensitz
2'-Desoxyribonukleosid-5'-triphosphate (ANTPs) Roche, Mannheim
Deca-Nukleotid-Primer (50 pM) Life Technologies, Darmstadt
M-MLYV Reverse Transkriptase Promega, Mannheim
QuantiFast SYBR Green PCR Kit Quiagen, Hilden

RNase-free DNase Set Quiagen, Hilden

RNeasy Mini Kit Quiagen, Hilden
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3.6 Datenbanken und Software

Software Hersteller, Firmensitz

Citavi 4 Swiss Academic Software, Widenswil (Schweiz)
CorelDraw Graphics Suite X6 Corel, Ottawa (Kanada)

Eppendorf Software OCR Eppendorf, Hamburg

FlowJo Tree Star, Ashland (USA)

GraphPad Prism Version 5.02
Image Lab

Microsoft Office Excel 2013
Microsoft Office Word 2013
NanoDrop Software

Perl Primer Version 1.1.21
Softmax

UCSC Genome Browser

GraphPad Software, La Jolla (USA)
Biorad, Miinchen

Microsoft, Redmond (USA)
Microsoft, Redmond (USA)

Peqlab, Erlangen
http://perlprimer.sourceforge.net/
Molecular Devices, Sunnyvale (USA)

http://www.genome.ucsc.edu/
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4 Methoden

4.1 Zellbiologische Methoden

Alle Zentrifugationsschritte wurden, soweit nicht anders beschrieben, bei 4°C, 300g fiir 8
Minuten durchgefiihrt. Die Inkubation der Zellkulturen fand bei 37°C, 5% CO- und 95%
relativer Luftfeuchtigkeit im Brutschrank statt. Alle Tatigkeiten, die keimfreies Arbeiten er-
fordern, wurden unter einer Sterilbank durchgefiihrt. Das Zellkulturmedium setzte sich wie

folgt zusammen:

Medium: RPMI 1640
Glutamin (2 mmol/l)
Penicillin (50 U/ml)
Streptomycin (50 mg/ml)

Je nach Anwendungen wurden dem Medium entweder Fetales Kélberserum (FCS) oder hu-
manes AB-Serum beigefiigt. Ist im Text von Medium A bzw. A* die Rede, so enthilt das
Medium zusitzlich 2% bzw. 5% humanes AB-Serum. Medium B enthilt stattdessen 10%

FCS.

4.1.1 Elutriationszentrifugation: Gewinnung von humanen Monozyten

Die humanen Monozyten wurden mittels Leukapherese von freiwilligen und gesunden Spen-
dern gewonnen. Dabei wurde dem Spender iiber einen periphervenosen Zugang Vollblut
entnommen. Nachdem via Zellseparator die Leukozyten und die Thrombozyten von den
Erythrozyten getrennt wurden, erhielt der Patient die nicht benétigte Erythrozytenfraktion
iber einen weiteren vendsen Zugang wieder zuriick [124]. In einem néchsten Schritt wurde
das Leukapherisat, welches hauptsichlich Leukozyten und Thrombozyten, aber auch einige
Erythrozyten enthilt, mittels Dichtegradientenzentrifugation iiber Ficoll weiter aufgereinigt
und anschlieBend dreimal mit PBS gewaschen [125], so dass die von Granulozyten gerei-
nigte Zellfraktion nur noch die mononukleédren Zellen enthielt. Als letzter Schritt folgte nun
eine Gegenstromzentrifugation, mit der die Zellen nach Gré8e, Dichte und Form separiert
werden konnen [126]. Die Zellen wurden dabei in verschiedene Fraktionen aufgeteilt und
aus dem Schlauch- und Zentrifugensystem gewaschen. Da Monozyten die grofiten und
schwersten Zellen dieser Population darstellen, wurden sie erst am Ende aus dem System
ausgewaschen. Die isolierten Monozyten wurden anschlieBend in RPMI 1640 resuspendiert.

Die Reinheit der Monozyten lag bei > 85% und wurde sowohl mikroskopisch als auch via
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Analyse des Oberflichenantigens CD14 iiberpriift. Weiterhin wurde sichergestellt, dass sich
die Monozyten des Spenders zum Zeitpunkt der Leukapherese in nichtstimulierten Zustand
befanden. Dazu wurde regelmifBlig das proinflammatorische Zytokin IL-6 in Zellkulturiiber-
standen mittels enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) bestimmt. Zu diesem Zweck

wurden die Monozyten identisch zu 4.1.2.2 24 Stunden ohne Stimulus kultiviert.

4.1.2 Kultivierung von humanen Monozyten

4.1.2.1 Einfrieren und Auftauen

Nach abgeschlossener Elutriation konnen die Monozyten entweder sofort in Kultur genom-
men oder zunéchst eingefroren werden, um sie zu einem spiteren Zeitpunkt verwenden zu
konnen. Beim Einfrieren wurden etwa 20 bis 40 Mio. Monozyten in 900 ul Medium B auf-
genommen. Diese Zellsuspension wurde zusammen mit 180 ul DMSO (Endkonzentration
10%) und 720 ul FCS (Endkonzentration 40%) in Kryorohrchen iiberfiihrt. Um ein scho-
nendes Einfrieren der Zellen zu gewihrleisten, wurden die Kryorohrchen anschlieBend fiir
48 h in einem mit Isopropanol gefiilltem Kryogefid3 bei —80°C gelagert, welches eine stu-
fenweise Abkiihlung um etwa 1°C pro Minute ermoglicht. Die Langzeitlagerung fand in
fliissigem Stickstoff statt (—196°C). Beim Auftauen wurden die Kryorohrchen zunichst ei-
nige Minuten auf Eis gelagert. Sobald die Zellsuspension ganz aufgetaut war, wurde sie in
Medium B iiberfiihrt. Die Zellen wurden abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Da-

nach wurde das Zellpellet in Medium B aufgenommen und kultiviert.

4.1.2.2 Zellansatz fiir Protein- und RNA-Lysate

Die Monozyten wurden in Medium A kultiviert und in einer Konzentration von 1 Mio. Zellen
pro ml Medium in 6-Well-Mikrotiterplatten zu je 2 ml Zellsuspension pro Well ausgesiit.
Die Zellen wurden mit ATG (5, 10, 50, 100 und 500 pug/ml), IgG- Kontrolle (100 und 500
pug/ml), LPS (10 ng/ml), IFN-y (100 U/ml), IFN-y (100 U/ml) plus LPS (10 ng/ml) und IFN-
vy (100 U/ml) plus ATG (100 pg/ml) stimuliert. Die Zellen wurden je nach Experiment 24
oder 48 Stunden lang inkubiert.

Da Monozyten nach Stimulation mit LPS oder auch ATG stark adhdrent wachsen und nur
ein geringer Anteil der Zellen in Suspension bleibt, ist eine vollstindige Ernte nur mit dem
Zellschaber moglich. Dafiir wurde das Medium zunéchst vollstidndig in ein 2 ml Tube {iber-
fiihrt und abzentrifugiert. Dann wurde der Uberstand abgenommen, in ein 1,5 ml Tube iiber-

fiihrt und bis zur weiteren Analyse bei —20°C gelagert. Um jegliche Reste des Mediums zu
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entfernen, wurden sowohl das Well als auch das Zellpellet mit 4°C kaltem PBS gespiilt.
Danach wurde der jeweilige Lysepuffer in das Well gegeben. Der Zellteppich war nun mit
dem Lysepuffer bedeckt und wurde mit einem Zellschaber abgekratzt. Dieses Lysat wurde
auf das Zellpellet pipettiert und anschlieBend weiterverarbeitet (siehe dazu 4.2.1 fiir Protein-
Lysate, 4.3.1 fiir RNA-Lysate). Um ausreichende Mengen RNA bzw. Protein zu bekommen,
mussten mehrere Wells gepoolt werden: Fiir Protein-Lysate wurden daher 4 (8 Mio. Mo-

nozyten) und fiir RNA-Lysate jeweils 2 Wells (4 Mio. Monozyten) gepoolt.

4.1.3 Kultivierung und Generierung von humanen DCs

Es ist moglich DCs in vitro aus humanen Monozyten zu generieren. Dazu wurden dem Me-
dium B Interleukin-4 (IL-4, 144 U/ml) und granulocyte macrophage colony-stimulating fac-
tor (GM-CSF, 225 U/ml) hinzugefiigt. AnschlieBend wurden die Monozyten in einer Kon-
zentration von 1 Mio. Zellen pro 1,5 ml Medium 6 Tage lang in Zellkulturflaschen inkubiert.

Im Lichtmikroskop wurde die Differenzierung morphologisch kontrolliert.

4.1.3.1 Stimulation und Ernte fiir Protein-Lysate und Zell-Analyse

Im Anschluss an diesen Differenzierungsprozess wurden die DCs fiir die Analyse der Pro-
teinexpression und fiir die Weiterverarbeitung der unversehrten Zellen (Durchflusszytomet-
rie, Kokultur) direkt in den Zellkulturflaschen stimuliert. Das Medium wurde dabei nicht
gewechselt. Die Zellen wurden 48 Stunden lang mit oder ohne ATG (100 pg/ml), IgG-Kon-
trolle (100 pg/ml), LPS (10 ng/ml), IFN-y (100 U/ml), IFN-y (100 U/ml) plus LPS (10 ng/ml)
und IFN-y (100 U/ml) plus ATG (100 pg/ml) inkubiert. Durch diese Stimulation wurden
besonders die mit ATG oder LPS stimulierten Zellen teilweise adhédrent. Um die Zellen mog-
lichst intakt zu ernten, wurde die Zellsuspension zunéchst aus den Zellkulturflaschen in 50
ml Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt und abzentrifugiert. Wiahrenddessen wurden die Zellkul-
turflaschen mit 20 ml 4°C kaltem PBS gefiillt und so fiir 5 min bei 4°C inkubiert. Dadurch
16sten sich die meisten adhirenten Zellen ab. 1,5 ml des Uberstandes aus dem 50 ml Zentri-
fugenrohrchen wurden in ein entsprechendes Tube iiberfiihrt und bis zur weiteren Analyse
bei —20°C aufbewahrt, der Rest wurde verworfen. Nach anschlieBendem Uberfiihren der
PBS-Zellsuspension in ein Zentrifugenrohrchen wurde ein weiteres Mal zentrifugiert. Das
PBS wurde verworfen und das Zellpellet erneut in 1 bis 2 ml Medium B resuspendiert. Im
Anschluss wurde die Zellkonzentration mittels automatisierter Zellzdhlung bestimmt. Fiir

die Durchflusszytometrie und die Kokultur konnten diese Zellen verwendet werden. Fiir
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Protein-Lysate wurden die Zellen ein weiteres Mal abzentrifugiert, anschlieBend mit 4°C

kaltem PBS gewaschen und dem Lysepuffer ausgesetzt. Einzelheiten siehe dazu 4.2.1.

4.1.3.2 Stimulation und Ernte der DCs fiir mRNA-Analyse

Fiir die Analyse der mRNA-Expression wurden die Zellen im Anschluss an den Differen-
zierungsprozess zunichst aus den Zellkulturflaschen geerntet. Da nicht stimulierte DCs
1.d.R. nicht in den Zellkulturflaschen adhérieren, konnte die Zellsuspension einfach in 50 ml
Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt und abzentrifugiert werden. Nach erneuter Resuspension in
wenigen ml Medium A und automatisierter Zellzdhlung wurden die DCs in einer Konzent-
ration von 1 Mio. Zellen pro ml Medium A in 6-Well-Mikrotiterplatten zu je 2 ml pro Well
ausgesit und identisch zu den Monozyten (siehe 4.1.2.2) stimuliert. Die Zellen wurden 4

oder 24 Stunden inkubiert. Danach wurden sie wie Monozyten geerntet (siehe 4.1.2.2).

4.1.4 Bestimmung der Zellzahl
Sowohl Monozyten als auch DCs wurden i.d.R. mittels automatisierter Zellzihlung gezihlt.

In einigen Experimenten wurde alternativ eine Neubauer-Zahlkammer verwendet.

4.1.4.1 Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauer-Ziahlkammer

Um lebende von toten Zellen unterscheiden zu konnen, wurde die Zellsuspension zunéchst
mit einer 0,2% Trypanblau-Losung verdiinnt (Verdiinnungsfaktor n» meist zwischen 2 und
16). Trypanblau ist nur bei intakter Zellmembran nicht zellgéngig, somit erscheinen lebende
Zellen ungefirbt, tote Zellen und Fragmente sind dagegen bldulich. Im Phasenkontrastmik-
roskop wurde anschlieBend die Zahl der ungefiarbten Zellen in den 4 Grof3quadraten der
Neubauer-Zihlkammer bestimmt und der Durchschnittswert m pro GroBquadrat ermittelt.
Die Zellkonzentration ¢ (in Zellen/ml) berechnet sich dann nach folgender Formel:

c = mn10*

4.1.4.2 Bestimmung der Zellzahl mittels automatisierter Zellzihlung

Eine Alternative zur Zahlkammer stellt die automatische Zellzdhlung dar, wie sie bspw.
durch das Gerit CASY® (Innovatis, Mannheim) ermdglicht wird. Die Zellen werden in einer
isotonen Elektrolytlosung (CASY® ton, Innovatis, Mannheim) verdiinnt und von einer Ka-
pillare angesaugt. Der Durchfluss der Zellen durch diese Kapillare erhoht den Widerstand
und erzeugt einen elektrischen Puls. Das Gerit registriert sowohl die Quantitit als auch die

Qualitét der Pulse und bestimmt damit die Grof3e und Anzahl der registrierten Partikel. Dies
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ermOglicht, Zellfragmente und kleinere oder auch groere Zellpopulationen aus der Zdhlung

auszuschlieBen. Das Gerit wurde entsprechend den Herstellerangaben verwendet.

4.1.5 Kokultur von DCs und T-Zellen

Fiir die Kokultur wurden die DCs, wie in 4.1.3.1 beschrieben geerntet und anschlieB3en ein-
mal mit 4°C kaltem PBS gewaschen. Die allogenen T-Zellen wurden ebenfalls aus der Elut-
riation isoliert, eingefroren und fiir die Kokultur wieder aufgetaut. Sowohl die T-Zellen als
auch die DCs werden im Medium A" suspendiert. Vor Verwendung wurde das Medium drei-
fach filtriert, um Lipide zu entfernen. Die Kokultur wurde in einer 96-Well-Mikrotiterplatte
zu 200 pl pro Well angesetzt. Der Reaktionsansatz bestand aus 100.000 T-Zellen pro Well
und verschiedenen Konzentrationen von DCs (20.000, 10.000, 5.000, 2500, 1250, 625 Zel-
len pro Well). AuBerdem wurde sowohl eine Kontrolle ohne T-Zellen und als auch eine
Kontrolle ohne DCs mitgefiihrt. Jeder Reaktionsansatz wurde dreifach angesetzt. In weiteren
Ansitzen wurden zwei unterschiedlich stimulierte DCs im Verhiltnis 1:2 gemischt. Das
heifit ein Ansatz mit 100.000 T-Zellen und 20.000 DCs enthielt bspw. je 10.000 DCs, die
mit LPS oder mit ATG stimuliert wurden. Die Kokultur inkubierte 5 Tage im Brutschrank.

Im Anschluss wurde ein Proliferationsassay durchgefiihrt.

4.1.6 Proliferationsassays
Um die T-Zell-Proliferation zu quantifizieren wurde die [*H]-Thymidin-Markierung ver-

wendet. Vergleichend dazu wurde weiterhin ein Assay mit BrdU durchgefiihrt.

4.1.6.1 [*H]-Thymidin-Markierung

Die [*H]-Thymidin-Markierung erfolgte im Anschluss an die Inkubationszeit von 5 Tagen
in 96-Well-Mikrotiterplatten. Den Zellen wurde pro Well 0,5 pCi der radioaktiven Losung
zugegeben. Nach einer weiteren Inkubationszeit von 18 bis 20 Stunden wurden die Zellen
mit Hilfe des Wallac-Harvesters auf 96-Well-Filterplatten iibertragen. AnschlieBend wurden
je 50 ul Szintillationslosung die Wells gegeben und die Mikrotiterplatte mit TopSeal-A-Fo-
lien verschweiBt. Zum Schluss wurde die emittierte f™-Strahlung, die vom Einbau des [*H]-
Thymidins in die DNA der T-Zellen herriihrt, mit dem Wallac-Betaplattenzihler registriert.
Die Messergebnisse werden als counts per minute (cpm) ausgegeben. Dies gilt als verlassli-
ches Mabl fiir die Zellproliferation [127]. Die radioaktive Markierung und die Messung der

Signale wurden von Frau Alice Peuker durchgefiihrt.
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4.1.6.2 Bromdesoxyuridin (BrdU)

Vergleichend dazu wurde ein Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric, Roche, Mann-
heim) durchgefiihrt. Der Assay wurde entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Das
Prinzip beruht darauf, dass 5-Bromo-2°‘-desoxyuridin (BrdU) als Thymidin-Analogon in die
zelluldare DNA von proliferierenden Zellen eingebaut wird [128]. Die eingebaute DNA wird
mit Hilfe eines Peroxidase-konjugierten Antikorpers detektiert. Die Peroxidase setzt ein

Substrat um und bewirkt einen Farbumschlag, der photometrisch bestimmt werden kann.

4.1.6.3 Vergleich der [*H]-Thymidin-Markierung mit dem BrdU-ELISA

Im Rahmen einer mixed lymphocyte reaction (MLR) wurden die beiden Assays miteinander
verglichen. Obwohl die [3H]—Thymidin—Markierung bereits etabliert war, schien der ELISA
mit der BrdU-Markierung eine sinnvolle Alternative zu sein, da er billiger und einfacher zu

handhaben war. Zudem fillt dabei kein radioaktiver Abfall an.
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Abbildung 4-1: Vergleich von [*H]-Thymidin-Markierung (A) mit BrdU-Assay (B)
Aus Monozyten generierte DCs wurden fiir 48 Stunden mit oder ohne LPS (10 ng/ml), ATG (100 pg/ml) oder IgG-Kon-
trolle (100 pg/ml) inkubiert. Die jeweiligen DCs werden mit DC, LPS-, ATG- oder IgG-DC bezeichnet. Im Anschluss
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wurden unterschiedliche Konzentrationen von DCs mit je 100.000 T-Zellen in Kokultur gesetzt und fiir 5 Tage inkubiert.
Im Anschluss wurde entweder die [*H]-Thymidin-Markierung (A) oder der BrdU-ELISA (B) durchgefiihrt. Dargestellt
sind die gemittelten cpm-Werte (A) oder Extinktionen (B) + Standardfehler aus jeweils 3 unabhéngigen Experimenten.

Abbildung 4-1 zeigt den Vergleich der beiden Methoden in 3 unabhingigen Experimenten.
Zunichst ist zu sehen, dass der BrdU-ELISA (B) bei den hoheren Zellkonzentration (20.000,
10.000, 5.000) keine Differenzierung der verschiedenen DC-Populationen erlaubt. Mit der
[*H]-Thymidin-Markierung ist die Differenzierbarkeit fiir alle Zellkonzentrationen #hnlich
gut. Bei den niedrigeren Zellkonzentrationen lassen sich die Signale im BrdU-ELISA zwar
etwas besser differenzieren, wobei diese Unterschiede nicht signifikant waren. Daher fiel die

Entscheidung trotz schlechterer Handhabung zugunsten der [°H]-Thymidin-Markierung.

4.1.7 Fluoreszenz-Markierung fiir die Durchflusszytometrie

Fiir die Durchflusszytometrie wurden die DCs, wie in 4.1.3.1 beschrieben, kultiviert und
geerntet. Es wurden das Oberflachenprotein CD86 und das intrazelluldre Enzym Indolamin-
2,3-Dioxygenase (IDO) mit direkt konjugierten Antikorpern gefirbt. Um Fluoreszenz-Sig-
nale zu beriicksichtigen, die durch unspezifische Bindung der Antikorper entstehen, wurde
parallel dazu eine Fiarbung mit Isotyp-Kontrollen durchgefiihrt. Pro Farbung und Ansatz
wurden 0,5 Mio. DCs verwendet. Die entsprechende Menge der Zellsuspension wurde in
Polystyrol-Rohrchen {iiberfiihrt und einmal mit Wasch-/Block-Puffer (500 ml PBS + 5 ml
Natriumazid + 6 ml humanes Immunglobulin [Octa-pharma, Langenfeld]) gewaschen. An-
schlieBend wurde der Anti-CD86-Antikorper bzw. der entsprechende Isotyp dem Datenblatt
entsprechend hinzugegeben. Nach 30 min bei 4°C wurden die Zellen ein weiteres Mal mit
Wasch-/Block-Puffer gewaschen. Daraufhin erfolgte die intrazelluldre Farbung von IDO:
Dazu wurden die Zellen mit 500 pl Fixation Buffer (R&D Systems, Wiesbaden) behandelt.
Nach einer Inkubationszeit von 10 min bei Raumtemperatur, wurden die Zellen zweimal mit
PBS und einmal mit Permeabilisation/Wash-Buffer (R&D Systems, Wiesbaden) gewaschen.
AnschlieBend wurde das Zellpellet in 50 pl desselben Puffers aufgenommen. Nun wurde der
Anti-IDO-Antikorper bzw. der entsprechende Isotyp dem Datenblatt entsprechend hinzuge-
geben. Nach weiteren 30 min bei 4°C wurden die Zellen zweimal mit Permeabilisa-
tion/Wash-Buffer und einmal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit 300
ul 1% Paraformaldehyd fixiert. Die Messung der Proben erfolgte am Durchflusszytometer
FACS Calibur. Die Aufnahme und Auswertung der Daten erfolgte mit der Software Cell-
QuestPro und FlowJo.
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4.2 Proteinbiochemische Methoden

Zur Analyse von Proteinen wurden Zelllysate aus den Zellen isoliert und deren Protein-
menge quantifiziert, um sie mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

aufzutrennen und mittels Western Blot detektieren zu konnen.

4.2.1 Herstellung der Proteinlysate

Um Proteinlysate von den Zellen zu isolieren, wurden ein gebrauchsfertiger Lysepuffer (Ra-
dio-Immunoprecipitation Assay-Puffer [Sigma-Aldrich, Miinchen]) und ein Protease-Inhi-
bitor-Gemisch (Protease-Inhibitor Tablette, complete [Roche, Mannheim]) verwendet. Der
fertige Protein-Lysepuffer wurde bei —20°C gelagert und erst kurz vor Verwendung aufge-
taut. Pro 10 Mio. Monozyten oder 5 Mio. DCs wurden 100 ul Lysepuffer eingesetzt. An-
kniipfend an 4.1.2.2 und 4.1.3.1, wo beschrieben wurde, wie die Zellen fiir ein Protein-Lysat
geerntet werden, wird nun die weitere Verarbeitung des Lysats erldutert. Die jeweiligen Re-
aktionsgefdBe mit Zellpellet und Lysepuffer wurden griindlich gevortext und anschlieBend
fiir mindestens 24 Stunden bei —80°C gelagert. Nach dem Auftauen wurde das Lysat fiir 15
min bei 10.000 g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand mit den geldsten Proteinen wurde in
ein 0,5 ml Reaktionsgefdl} iiberfithrt und gegebenenfalls aliquotiert. Das Pellet mit Resten
von Zellmembran und Zellkernen wurde verworfen. AnschlieBend wurde das isolierte Pro-

tein bei —80°C gelagert.

4.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Um spiter bei der Gelelektrophorese gleiche Mengen an Protein auftragen zu konnen, war
es notwendig die Proteinkonzentration der Lysate zu ermitteln. Dazu wurde der kommerziell
erhiltliche DC Protein Assay (Bio-Rad, Miinchen) verwendet. Das Prinzip dieses Assays
beruht auf der Methode nach Lowry [129]. In alkalischer Losung bildet sich zwischen Cu®*-
Ionen und den Peptidbindungen der Proteine ein blau-violetter Komplex (Biuret-Reaktion).
In einem zweiten Schritt werden die Cu?*- zu Cu*-Ionen reduziert. Diese wiederum reduzie-
ren das gelbliche Folin-Ciocalteu-Reagenz, eine Mischung aus Molybdén- und Wolfram-
Heteropolyséduren, zu Molybdin- und Wolframblau. Die resultierende Blaufarbung kann bei
verschiedenen Wellenldngen vermessen werden. Der Assay wurde nach den Herstelleran-
weisungen in einer 96-Well-Mikrotiterplatte durchgefiihrt. Als Standard wurde Rinderse-
rum-Albumin mit einer Messobergrenze von 1,5 mg/ml verwendet. Die Proben wurden je

nach erwarteter Proteinmenge zwischen 1:5 und 1:20 in PBS verdiinnt.
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4.2.3 Vorbereiten und Auftragen der Proben

Nach erfolgreicher Proteinbestimmung wurden die Proben fiir die Gelelektrophorese vorbe-
reitet. Dazu wurden 20 pg Protein entnommen und mit PBS auf ein Volumen von 20 ul
verdiinnt. Weiterhin wurden 20 ul eines 2-fach konzentrierten Ladepuffers (s.u.) hinzugege-

ben, so dass die Proteinkonzentration 0,5 pug/ul betrug.

Tabelle 4-1: Ladepuffer (2-fach konzentriert)

SDS 20¢g 10%
Bromphenolblau 10 mg 0,02%
TRIS-Puffer 5 ml 107 mM
13,0 g TRIS in 100 ml H;Op;igest (1,07 M)

Glycerin 10 ml 20%
p-Mercaptoethanol 5 ml 10%
H2Onbidest auf 50 ml Gesamtvolumen auffiillen

Der Ladepuffer erfiillt mehrere Zwecke: Das Glycerin sorgt mit seiner hohen Dichte dafiir,
dass das Gemisch leichter in die Probentaschen absinkt und dort verbleibt. Die Einfarbung
mittels Bromphenolblau erméglicht die Verfolgung der Lauffront wihrend der Elektropho-
rese. Das B-Mercaptoethanol ist als starkes Reduktionsmittel in der Lage, die Disulfidbrii-
cken der Proteine zu spalten und diese zu denaturieren. Gleichzeitig lagert sich das negativ
geladene SDS an die Proteine. Durch die AbstoBung benachbarter SDS-Molekiile entfalten
sich die Proteine linear und verlieren damit ihre Sekundir-, Tertidr- und Quartéirstruktur.
Dieser Vorgang wird durch das spitere Aufkochen noch verstirkt. Zusétzlich tiberdeckt das
SDS die Eigenladung der Proteine. Dadurch beeinflussen weder Struktur noch Eigenladung
die Elektrophorese. Stattdessen ist die Auftrennung nur von der Grée und damit von der
Masse der Proteine abhéngig [130].

Die mit dem Ladepuffer versetzen Proben wurden gevortext, fiir 10 min bei 95°C in einem
Thermoschiittler aufgekocht, danach kurz abzentrifugiert und bis zum Auftragen auf Eis ge-
stellt. Je nach Kamm wurden unterschiedliche Mengen an Protein aufgetragen. In einen
Kamm mit 10 oder 11 Probentaschen wurden jeweils 5 ug (£ 10 pl) und in einem mit 16
Probentaschen je 2,5 ug (£ 5 pl) der Probe aufgetragen. Als Molekulargewichtstandard
wurde der Kaleidoscope Prestained Standard (Biorad, Miinchen) verwendet. Hiervon wur-

den pro Gel 5 ul aufgetragen.
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4.2.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei der SDS-PAGE laufen die Proteine vom Minus- zum Pluspol. Sie wandern dabei durch
ein 16chriges, molekulares Netz, welches durch Polymerisation von Acrylamid und Bisac-
rylamid entsteht. In der vorliegenden Arbeit wurde das sogenannte Limmli-System verwen-
det [131]. Dabei handelt es sich um eine diskontinuierliche Gelelektrophorese unter denatu-
rierenden Bedingungen. Diskontinuierlich bezieht sich dabei auf den pH-Sprung zwischen
Sammel- und Trenngel. Dieses System stellt sicher, dass die Proteine im Sammelgel gesta-
pelt werden und gleichzeitig ins Trenngel eintreten konnen. Die verwendeten Sammel- bzw.
Trenngele hatten dabei eine Acrylamidkonzentration von 5% bzw. 12%. Fiir das Gieflen der

Gele wurden folgende Stammldsungen verwendet:

Tabelle 4-2: Stammlosungen fiir...

12 % Trenngel 5% Sammelgel
Trenngelpuffer 25 ml -
91 g TRIS in 500 ml H;Opigesc (PH = 8,8)
Sammelgelpuffer
30 g TRIS in 500 ml HyOpigest (pPH = 6,8) 25 ml
SDS-Losung

10 g SDS in 100 ml H>Opigest I ml tml
Acrylamid-Losung (30%) 40 ml 16,7 ml
H2Opidest 34 ml 57,3 ml

Die Polymerisation wurde durch Zugeben der Ammoniumperoxidsulfat (APS)-Losung als Po-
lymerisationsinitiator und N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED) als Polymerisa-

tionskatalysator entsprechend der folgenden Tabelle gestartet:

Tabelle 4-3: Gellosungen fiir...

12% Trenngel 5% Sammelgel
Trenngelstammlosung 6 ml -
Sammelgelstammldsung - 2,5 ml
TEMED 6 ul 2,5 ul

Die Gellosungen wurden erst unmittelbar vor Verwendung hergestellt. Zunéchst wurde die
Trenngellosung in die vorbereitete Gelkammer gegeben und dann mit H2Opigest tiberschich-
tet. Dies gewdhrleistet eine gleichmif3ige Polymerisation des Gels am Rand. Nach ca. 30
min wurde das Wasser abgegossen und die Sammelgellésung in die Gelkammer gegeben.

Ziigig wurde dann zur Aussparung der Probentaschen ein geeigneter Kamm luftblasenfrei in
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die Gellosung eingebracht. Nach weiteren 30 min war das Gel fertig und wurde sofort ver-
wendet. Das fertige Gel wurde dann samt Gelkammer in die Elektrophoreseapparatur einge-

spannt. Diese wurde mit Laufpuffer gefiillt und auf ihre Dichtigkeit tiberpriift.

Tabelle 4-4: Laufpuffer (5-fach konzentriert)

Glycin 216 g 0,95 M
TRIS 15¢g 40 mM
SDS I5¢g 0,5 %
H2Ovidest auf 3000 ml Gesamtvolumen auffiillen

Nach Entfernen des Kamms wurden die vorbereiteten Proben (siehe 4.2.3) und der Moleku-
largewichtsstandard in die Probentaschen pipettiert. Danach wurde die Apparatur unter
Strom gesetzt. Das Einlaufen der Proteine in das Gel fand bei 80 V statt, das Sammelgel
durchwanderten die Proteine bei 100 V, das Trenngel bei 130 V. Sobald die Lauffront den

unteren Rand erreicht hatte, wurde die Elektrophorese beendet.

4.2.5 Western Blot

Um die elektrophoretisch aufgetrennten Proteinen immunologisch nachweisen zu konnen,
wurden sie vom Gel auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran transferiert. In der
vorliegenden Arbeit wurde dazu das sogenannte Semidry-Blot-System verwendet. Dafiir

wurden zuniéchst drei verschiedene Puffer benotigt:

Tabelle 4-5: Anodenpuffer A

TRIS 36,3¢g 300 mM
Methanol 200 ml 20%
H2Onbidest auf 1000 ml Gesamtvolumen auffiillen

Tabelle 4-6: Anodenpuffer B

TRIS 3,03¢g 25 mM
Methanol 200 ml 20%
H2Onbidest auf 1000 ml Gesamtvolumen auffiillen

Tabelle 4-7: Kathodenpuffer C

6-Aminohexanséiure 52¢g 40 mM
Methanol 200 ml 20%
H2Onbidest auf 1000 ml Gesamtvolumen auffiillen
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Die PVDF-Membran wurde passend fiir das Gel zugeschnitten und in Isopropanol getrinkt,
erst dann ist sie funktionsfihig. Die Blotpapiere (jeweils 1 Blatt) wurden im jeweiligen Puf-

fer getrankt und dann zusammen mit Gel und PVDF-Membran folgendermallen angeordnet:

Kathode

Blotpapier in Kathodenpuffer C

PVDF-Membran

Blotpapier in Kathodenpuffer B

Blotpapier in Kathodenpuffer A

Abbildung 4-2: Schematische Darstellung des Blot-Aufbaus

Die negativ geladenen Proteine ,.Jaufen* von der Kathode zur Anode und sind durch die Blot-Anordnung in der Lage an

der PVDF-Membran zu binden. Die versch. Puffer erleichtern diesen Prozess.

Es war darauf zu achten, dass sich zwischen den Schichten keine Luftblasen befinden und
der Deckel (Kathode) der Blot-Apparatur direkt auf dem obersten Blotpapier aufsitzt. Da-
nach wurde die Blot-Apparatur unter Spannung gesetzt. Es wurde 60 min lang bei 8 V ge-
blottet. Sobald die Apparatur unter Strom gesetzt wird, werden die immer noch stark negativ
geladenen Protein-SDS-Komplexe in Richtung Anode, und damit auf die Membran gezogen.

An dieser bleiben sie dann aufgrund von nicht-kovalenten Wechselwirkungen haften.

4.2.6 Immunologische Firbung und Entwicklung der Membran
Nach erfolgreichem Proteintransfer folgte jetzt die immunologische Detektion der gesuchten

Proteine. Zunichst wurden folgende Puffer benotigt:

Tabelle 4-8: TBS-Puffer (10-fach konzentriert)

TRIS 458¢g 189 mM
NaCl 1755¢g 1,5M

HCl pH = 7,4 einstellen

H2Onbidest auf 2000 ml Gesamtvolumen auffiillen,

Tabelle 4-9: Waschpuffer

TBS-Puffer (10-fach) 100 ml 18,9 mM
Tween 20 1 ml 0,1%
H2Onbidest auf 1000 ml Gesamtvolumen auffiillen
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Um ein unspezifisches Binden der Antikorper an die Membran zu verhindern, wurde die
PVDF-Membran tiber Nacht bei 4°C in 5% Magermilchlosung (5 g Magermilchpulver in
100 ml TBST-Puffer, filtriert) inkubiert. Danach wurde der jeweilige Primirantikorper in
5% Magermilchlosung verdiinnt [Anti-IDO (R&D Systems, Wiesbaden) 1:500; Anti-IDO
(Adipogen, San Diego, USA) 1:1000; Anti-B-Aktin (abcam, Cambridge, UK) 1:1000] und
mit der Membran fiir 90 bis 120 min (s.u.) bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend
wurde die Membran dreimal je 15 min mit Waschpuffer gespiilt, um ungebundene Antikor-
per zu entfernen. Ebenso wurde mit den Meerrettich-Peroxidase-konjugierten Sekundéran-
tikorpern [Anti-Maus (Dako, Hamburg) 1:2500; Anti-Ziege (Dako, Hamburg) 1:2000] ver-
fahren. Danach inkubierte die Membran 2 min lang bei Raumtemperatur in der selbst herge-

stellten Entwicklerlosung [132]:

Tabelle 4-10: Entwicklerlosung (ECL-Mix)

Luminol 100 mg 250 mM
p-Coumarin-Siure 13,14 mg 90 mM
TRIS-HCI (1,0 M)

12,1 g TRIS in 100 ml H,Opigest 20 ml 100 mM
DMSO 2 ml 1%
H2Onbidest auf 200 ml Gesamtvolumen auffiillen

AnschlieBend wurde die Membran in einer Fotokassette fixiert. In einer Dunkelkammer
wurde ein lichtempfindlicher Film auf die Membran gelegt. Abhéngig von der Signalstirke
wurde er unterschiedlich lange aufgelegt und danach entwickelt. Zum Schluss wurde der
fertige Film in die Fotokassette mit der Membran gelegt und der Standard iibertragen. Mit
Hilfe der Reblot Stripping Solution (Merck Millipore, Darmstadt) wurde der gebundene An-
tikorper wieder vollstindig entfernt, so dass auch beim Nachweis von verschiedenen Prote-
inen auf einer Membran keine Doppelbanden zu sehen waren. Die Stripping Solution wurde
gemil den Herstellerangaben verwendet. Im Anschluss daran wurde die Membran wieder

iber Nacht bei in 5% Magermilchlosung inkubiert und erneut gefirbt.

4.2.7 Auswertung der entwickelten Filme

Die entwickelten Filme wurden auf ein weilles Blatt Papier gelegt und so mit Hilfe des Image
Readers (Biorad, Miinchen) und der Software Image Lab (Biorad, Miinchen) eingelesen und
digitalisiert. Dafiir wurde der Modus colorimetric in der Kategorie Blots verwendet. Die

eingelesenen Filme wurden anschlieBend mit der Funktion Volume Tools quantifiziert.
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4.3 Molekularbiologische Methoden

Bei allen molekularbiologischen Arbeiten wurden RNase-/DNase-freie Filterspitzen und

RNase-/DNase-freies H>O verwendet.

4.3.1 Isolierung von RNA aus Zellen

Im Kapitel 4.1.2.2 wurde beschrieben wie die Zellen fiir RNA-Lysate geerntet wurden. Die
RNA-Isolation wurde mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden) gemifl den Herstelleran-
gaben durchgefiihrt. Fiir 2 bis 5 Mio. Zellen wurden 350 ul Lysepuffer verwendet. Der Ly-
sepuffer enthilt u.a. Guanidinisothiocyanat, welches als chaotrope Substanz Zellen lysiert
und Proteine (u.a. RNasen) sehr effektiv denaturiert. Die Isolationsmethode beruht darauf,
dass die RNA zunichst an eine Membransédule gebunden und nach mehreren Waschschrit-
ten, die u.a. Proteine entfernen, mit H>O eluiert wird. Zusétzlich wurde mit dem RNase-free
DNase Set (Qiagen, Hilden) ein DNase-Verdau gemill den Herstellerangaben durchgefiihrt.
Die RNA-Menge wurde mittels NanoDrop 1000 (Peqlab, Erlangen) photometrisch bei einer

Wellenldnge von 260 nm bestimmt. Die isolierte RNA wurde bei —80°C gelagert.

4.3.2 Reverse-Transkriptase-PCR
Mit dem Ziel die Expression bestimmter mRNA-Sequenzen zu quantifizieren, wurde als
nichstes die gesamte RNA in cDNA umgeschrieben. Dazu wurde die Reverse Transkriptase

verwendet. Dafiir wurden folgende Materialen verwendet:

Tabelle 4-11: Zusammensetzung des RT-PCR-Ansatzes

¢ 500 ng der RNA-Probe, mit H>O auf 13 pl aufgefiillt 13 ul

e 2'-Desoxyribonukleosid-5'-triphosphate-Mix (ANTP-Mix, je 10 uM) 1 ul

e Deka-Nukleotid-Primer (,,Random Decamers®) 1 ul

e M-MLV-Puffer (5-fach konzentriert) 4 ul
e M-MLYV Reverse Transkriptase aus dem murinen Leukidmie-Virus, Stamm Moloney

(kurz: M-MLV) 1 ul

20 pl

Die Reaktion umfasste folgende Schritte: Zundchst wurde die auf 13 ul aufgefiillte RNA-
Probe mit dem dNTP-Mix und den Deka-Nukleotid-Primer in einem 0,5 ml Tube vermischt.
Dann wurde dieser Reaktionsansatz im Thermocycler fiir 5 min bei 65°C aufgeheizt und
anschliefend auf Eis gestellt. Dort wurde der M-MLV-Puffer hinzugegeben. Das Reaktions-
gefill wurde weitere 2 min bei 42°C inkubiert, worauthin die Reverse Transkriptase beige-

geben wurde. Nun inkubierte der Ansatz 50 min lang bei 42°C (in dieser Phase findet die
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reverse Transkription statt), gefolgt von 15 min bei 65°C (Inaktivierung der reversen Tran-

skriptase). Die cDNA wurde danach bei —20°C gelagert.

4.3.3 Real-time ,,quantitative‘* PCR (RT-qPCR)

Nach erfolgreicher cDNA-Synthese erfolgte die Quantifizierung der gesuchten mRNA-Se-
quenzen mittels RT-qPCR. Das Prinzip der hier angewandten Methode basiert auf einer Po-
lymerase-Kettenreaktion. Dem Reaktionsansatz wird der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green
I (SG) zugegeben. SG interkaliert in doppelstrangige DNA. Der daraus entstehende DNA-
Farbstoff-Komplex absorbiert und emittiert Licht einer bestimmten Wellenldnge. Sobald die
Amplifikation der gesuchten Sequenz beginnt, steigt auch die gemessene Fluoreszenz an.
Der PCR-Zyklus, in dem die Fluoreszenz einen bestimmten Schwellenwert (threshold) iiber-
steigt, ist der sogenannte cycle threshold-Wert (ct-Wert). Eine Standardgerade mit bekann-
ten cDNA-Mengen und den daraus bestimmten c-Werten ermoglicht die Berechnung einer
relativen cDNA-Menge im Reaktionsansatz. Der Nachteil bei dieser Variante der RT-qPCR
ist, dass der Fluoreszenzfarbstoff unspezifisch in doppelstringige DNA interkaliert. Sobald
bei der PCR artifizielle Produkte entstehen, verfilscht dies die wahre cDNA-Menge. Mit
einer Analyse der Schmelzkurve am Ende der PCR kann man diesen Nachteil ausgleichen

und erkennen, ob mehr als ein Produkt entstanden ist.

4.3.3.1 Reaktionsansatz der RT-qPCR
In der vorliegenden Arbeit wurde der QuantiFast SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Hilden)
verwendet. Die Reaktionen wurden in 96-Well-PCR-Platten angesetzt. Das Reaktionsvolu-

men umfasste 10 ul und setzte sich wie folgt zusammen:

Tabelle 4-12: Zusammensetzung des RT-qPCR-Ansatzes

® QuantiFast SYBR Green Mix Sul
e H,O 3ul
e Sense-/Antisense-Primer (10 uM), jeweils 0,5 ul
e cDNA-Probe (1:10 in H>O verdiinnt, Standardreihe) 1 ul

10 pl

Die Standardwerte wurden als Doppel-, die zu untersuchenden Proben als Dreifachwerte
angesetzt. Die unbekannten Proben wurden 1:10 in H2O verdiinnt. Als Standard wurde je-
weils eine fiir das zu untersuchende Gen (stark) positive cDNA-Probe eingesetzt. Diese

wurde fiir die niedrigste Verdiinnung 1:2 in H>O verdiinnt. Rein deskriptiv wird diese Ver-
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diinnung als ,,unverdiinnter* Standard bezeichnet. Davon ausgehend wurde eine Verdiin-
nungsreihe erstellt, bspw. mit den Schritten ,,unverdiinnt®, 1:10, 1:50, 1:100, 1:500, 1:1000,
1:5000 und 1:10000. Je nach Expressionsstirke des Gens musste eine andere Verdiinnungs-
reihe gewdhlt werden. Des Weiteren wurde eine Negativ-Kontrolle mitgefiihrt, die statt

cDNA H>O enthilt.

4.3.3.2 Eckdaten des PCR-Programms
Die RT-qPCR wurde am Realplex Mastercycler EpGradient S (Eppendorf, Hamburg) durch-

gefiihrt. Das PCR-Programm wurde folgendermal3en konfiguriert:

1 2 3 4 5 6 7

95°C 95°C 95°C 95°C

Abbildung 4-3: PCR-Programm am Realplex Mastercycler EpGradient S
Nachdem in Phase 1 die Doppelstringe aufgeschmolzen werden, werden die Schritte 2 und 3 insgesamt 45-mal wiederholt.
In dieser Phase findet die eigentliche Amplifikation statt. Die Phasen 4 bis 7 dienen der Schmelzkurvenanalyse. Eine Mes-

sung fiir ein zu untersuchendes Gen dauerte ungefihr 60 min.

4.3.3.3 Auswertung der RT-qPCR

Die Software des PCR-Geriits errechnet aus den c-Werten der Standardproben eine Regres-
sionsgerade (= Standardgerade), wobei auf der y-Achse der c~-Wert linear und auf der x-
Achse die relative cDNA-Menge logarithmisch aufgetragen ist. Mit Hilfe dieser Standard-
geraden berechnet die Software die relative cDNA-Menge in den zu untersuchenden Proben.
AuBerdem berechnet die Software die Steigung der Standardgeraden (slope), welche Aus-
druck fiir die Effizienz der PCR ist.

Damit eine objektive Aussage iiber die relative cDNA-Menge in einer Probe getroffen wer-
den kann, bendétigt man ein Mab fiir die gesamte Menge an cDNA in einer Probe. Allgemein
wird davon ausgegangen, dass die Expression der 18S-rRNA proportional zur Menge an
cDNA in der Probe ist (housekeeper). Fiir jede Probenverdiinnung wurde daher die Menge

der 18S-rRNA quantifiziert.
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4.3.3.4 Primer-Design fiir die RT-qPCR
Die verwendeten Primer fiir die RT-qPCR waren entweder innerhalb der Arbeitsgruppe be-
reits etabliert oder wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit neu entworfen. Als Daten-
bank fiir DNA- und mRNA-Sequenzen wurde die Webseite http://www.genome.ucsc.edu/
verwendet. Die Primer wurden mit Hilfe der Software Perlprimer entworfen. Dabei wurden
die folgenden Charakteristika verwendet:

e Schmelztemperatur 65-68°C

e Linge: 18 bis 28 Basenpaare

e GC-Gehalt zwischen 40% und 60%

e Linge des Amplikons: 70 bis 250 Basenpaare

¢ Amplikon umfasst mehr als 1 Exon
Mit Hilfe der Tools BLAT und in-silico-PCR der oben genannten Webseite wurde die Spe-

zifidt der Primer uiberpriift, bevor sie auf dem Gerit getestet wurden.

4.4 Methoden zur Analyse von Metaboliten und Zytokinen

4.4.1 Bestimmung von Zytokinen mittels ELISA

Die Bestimmung von Zytokinen (IL-6, IL-10, IL-12, TNF) im Zellkulturiiberstand erfolgte
mittels ELISA. Dafiir wurde das DuoSet® System (R&D Systems, Wiesbaden) verwendet.
Diese Kits beruhen auf dem sogenannten Sandwich-Verfahren: Dabei wird ein erster Anti-
korper (capture antibody) mit dem Fc-Teil an eine feste Phase (96-Well Mikrotiterplatte)
gebunden. Das zugegebene Antigen wird dann vom capture antibody ,.eingefangen*. Ein
weiterer Antikorper (detection antibody) bindet ebenfalls an das Antigen, allerdings an ein
anderes Epitop. An diesen Antikorper wird ein Enzym gebunden, das in der Lage ist, ein
Substrat so umzusetzen, dass ein Farbstoff entsteht, der photometrisch vermessen werden

kann. Die Durchfiihrung erfolgte gemaf3 Herstellerangaben.

4.4.2 Laktatmessung im Uberstand

Die Messung der Laktatkonzentration in den Zellkulturiiberstanden von DCs wurde nicht
selbst, sondern im Institut fiir Klinische Chemie des Universitdtsklinikums Regensburg
durchgefiihrt. Dort erfolgte die Bestimmung am Analysegeridt ADVIA 1650. Bei dieser Me-
thode wird Laktat durch das Enzym Laktatoxidase zu Pyruvat und Wasserstoffperoxid oxi-
diert. Mittels einer Peroxidase reagiert das Wasserstoffperoxid mit einem Chromogen. Der

gebildete Farbstoff kann mittels Spektrophotometrie gemessen werden.
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4.4.3 Messung von 1,25-Dihydroxy-Vitamin D3

Die Messung von 1,25-Dihydroxy-Vitamin D3 in den Zellkulturiiberstinden wurde vom
Institut fiir Klinische Chemie des Universititsklinikums Regensburg mittels chemilumine-
scence immunoassay (CLIA

) durchgefiihrt.

4.5 Statistik

Die statistische Auswertung der Messwerte erfolgte mit der Software ,,GraphPad Prism 5.
Die Messwerte wurden stets gemittelt, auBerdem wurde der Standardfehler errechnet (stan-
dard error of the mean, SEM). Signifikanztest zwischen zwei verschiedenen Priparationen
erfolgte mit dem ungepaarten, zweiseitigen Student’s t-Test. Bei einem p-Wert < 0,05 wurde
der Unterschied zwischen zwei Ansitzen als signifikant, bei p <0,01 als hochsignifikant und
bei p < 0,001 als hochst-signifikant betrachtet. Bei p > 0,05 wurde der Unterschied als nicht

signifikant (n.s.) bezeichnet.
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5 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die Effekte von Antithymozytenglobulin
(ATG) auf DCs spezifisch sind oder eine unspezifische Reaktion auf den artfremden Anti-
korper ist. Zu diesem Zweck wurde ein polyklonaler IgG-Kaninchen-Antikorper (kurz: IgG-
Kontrolle) als Kontrolle mitgefithrt. In der statistischen Analyse wurden ATG-
Konzentrationen kleiner 50 ug stets der Negativ-Kontrolle (-) gegeniibergestellt. Die beiden
hoheren ATG-Konzentrationen 100 und 500 ug wurden mit der jeweiligen Konzentration
an IgG-Kontrolle verglichen. Die IgG-Kontrolle und die Vergleichsstimuli (LPS, IFN-y,
ATG + IFN-y) wurden immer relativ zur Negativkontrolle analysiert. Dariiber hinaus ist
anzumerken, dass nur statistisch signifikante Unterschiede als solche markiert wurden (* p
<0,05, ** p <0,01, *** p <0,001); nicht signifikante (n.s.) Unterschiede wurden dement-
sprechend nicht gekennzeichnet. Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe des zweiseitigen,

ungepaarten Student’s t-Tests.

5.1 Einfluss von ATG auf den Tryptophan-Stoffwechsel

In klinischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Patienten, die mit ATG behandelt
wurden, vermehrt Tryptophan-Metaboliten (z.B. Kynurenin) im Urin ausscheiden [133]. Es
ist seit lingerem bekannt, dass diese als immunsuppressiv geltenden Metaboliten u.a. von
DCs gebildet werden konnen und fiir ihre Tolerogenitit eine entscheidende Rolle spielen
[62]. Auf diesen Uberlegungen basierend lieferte eine vorausgegangene Arbeit erste Hin-
weise, dass ATG in der Lage ist, IDO in DCs zu induzieren und dadurch die Konzentration
von Tryptophan-Metaboliten zu erhohen. In der vorliegenden Arbeit wurde nun sowohl auf
mRNA- als auch auf Protein-Ebene genauer untersucht, ob dieser Effekt auf IDO spezifisch

durch ATG induziert wird oder auch durch die IgG-Kontrolle ausgeldst werden kann.

5.1.1 Wirkung von ATG auf die Expression von IDOI und IDO?2

Um zunichst den Effekt von ATG auf die mRNA-Expression von IDO! und IDO?2 in DCs
untersuchen zu konnen, wurden die Zellen 4 bzw. 24 Stunden mit fiinf verschiedenen ATG-
Konzentrationen inkubiert. Um zu iiberpriifen, ob der Effekt spezifisch ist, dienten DCs, die
mit der IgG-Kontrolle inkubiert wurden, als Vergleich. Als starker IDO-Stimulus gilt der
TLR4-Ligand LPS [134, 135], der daher als Positivkontrolle eingesetzt und mit ATG, IFN-

v und ATG plus IFN-y verglichen wurde. Nicht stimulierte und damit unreife DCs wurden
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als Negativkontrolle eingesetzt. Zum Vergleich wurden auch Monozyten als Vorlduferzellen

der DCs analysiert.

5.1.1.1 IDO-Expression in DCs

Bereits nach 4 Stunden Inkubation war zu sehen, dass ATG die IDOI-Expression in DCs
konzentrationsabhingig induzierte, die IgG-Kontrolle nicht (Abbildung 5-1A). Dieser Effekt
war fiir eine Konzentration von 100 pg/ml statistisch signifikant. Nach 24 Stunden
(Abbildung 5-1B) war dieser Unterschied noch deutlicher zu sehen und fiir beide Konzent-
rationen (100, 500 pg/ml) signifikant.
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Abbildung 5-1: IDO1-mRNA-Expression nach 4 h (A, C) bzw. 24 h (B, D) Stimulation in DCs

Aus Monozyten generierte DCs wurden fiir 4 h bzw. 24 h ohne (-) oder mit versch. Konzentrationen von ATG oder IgG
inkubiert (A, B). LPS (10 ng/ml), IFN-y (100 U/ml) und IFN-y (100 U/ml) + ATG (100 ug/ml) dienten als Vergleichsstimuli
zu ATG (100 pg/ml) (C, D). Nach Isolation der zelluldren Gesamt-RNA nach 4 h bzw. 24 h wurde mittels RT-qPCR die
IDOI-mRNA- relativ zur /8S-rRNA-Expression ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) aus mindestens 4
unabhéngigen Experimenten.

Die Wirkung von ATG war nach 24 Stunden nicht mehr konzentrationsabhingig, sondern
bereits ab 50 pg/ml voll ausgeprigt. Die IgG-Kontrolle zeigte keinen signifikanten Effekt.
Im Vergleich mit anderen Stimuli stellte sich ATG als durchaus potent heraus (Abbildung
5-1C, D): Es zeigte sich, dass die Wirkung von ATG zwar langsamer als die von LPS eintrat,
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aber nach 24 Stunden dasselbe Expressionsniveau erreicht. IFN-y hatte dagegen eine ver-
gleichsweise geringe Wirkung. Der Zusatz von IFN-y zu ATG verstirkte den Effekt des
Globulins nach 4 Stunden nicht signifikant. Umgekehrt rief der Zusatz von ATG zu IFN-y

nach 24 Stunden eine signifikant stirkere Expression hervor.
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Abbildung 5-2: IDO2-mRNA-Expression nach 4 h (A, C) bzw. 24 h (B, D) Stimulation in DCs

Aus Monozyten generierte DCs wurden fiir 4 h bzw. 24 h ohne (-) oder mit versch. Konzentrationen von ATG oder IgG
inkubiert (A, B). LPS (10 ng/ml), IFN-y (100 U/ml) und IFN-y (100 U/ml) + ATG (100 ug/ml) dienten als Vergleichsstimuli
zu ATG (100 pg/ml) (C, D). Nach Isolation der zelluliren Gesamt-RNA nach 4 h bzw. 24 h wurde mittels RT-qPCR die
IDO2-mRNA- relativ zur /8S-rRNA-Expression ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) aus mindestens 4 un-

abhingigen Experimenten.

IDO2 ist das Isoenzym von IDO1; auf Protein-Ebene ist es meist schwicher exprimiert als
IDO1. Nichtsdestotrotz zeigte sich IDO2 in einer Publikation [136] als elementarer Bestand-
teil der IDO-vermittelten T-Zell-Regulation. Daher wurde die /DO2-Expression ebentalls
analysiert: Wie in Abbildung 5-2 dargestellt ist, zeigte sich nach 24 Stunden ein zu IDOI
vergleichbares Bild. Allerdings war nach 4 Stunden Inkubation weder durch ATG noch
durch die IgG-Kontrolle eine relevante Veridnderung der mRNA-Expression von IDO2 nach-

weisbar. Nach 24 Stunden induzierte ATG IDO?2 signifikant ver-
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glichen mit der IgG-Kontrolle. Letztere zeigte dagegen keinen signifikanten Effekt. Iden-
tisch zu IDO1 war der maximale Effekt von ATG bereits bei 50 pg/ml erreicht. Vergleicht
man ATG mit anderen Stimuli (Abbildung 5-2C, D), ist zu sehen, dass die Wirkung von
IFN-y zwar signifikant ist, aber deutlich schwicher ausfiel als die von ATG. Die Kombina-
tion von ATG und IFN-y verédnderte die Expression im Vergleich zu ATG alleine nicht. Die

Wirkung von LPS war dagegen bereits nach 4 Stunden signifikant.

5.1.1.2 IDO-Expression in Monozyten

Unter den zahlreichen moglichen Antigenen, die ATG binden konnte, befinden sich auch
einige auf Monozyten [115-118]. Bekanntermaflen dienen Monozyten sowohl in vivo als
auch in vitro als Vorlduferzellen fiir DCs. Demzufolge teilen die beiden Zelltypen einige
Oberflachenantigene. Um herauszufinden, ob spezifische Oberflachenproteine auf DCs fiir

die Wirkung von ATG auf DCs verantwortlich sind, wurden auch Monozyten untersucht.
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Abbildung 5-3: IDOI-mRNA-Expression nach 24 h Stimulation in Monozyten

Frisch isolierte humane Monozyten wurden fiir 24 h ohne (-) oder mit versch. Konzentrationen von ATG oder IgG inkubiert
(A). LPS (10 ng/ml), IFN-y (100 U/ml) und IFN-y (100 U/ml) + ATG dienten als Vergleichsstimuli zu ATG (B). Nach
Isolation der zelluldren Gesamt-RNA nach 24 h wurde mittels RT-qPCR die /DOI-mRNA- relativ zur /8S-rRNA-Expres-

sion ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) aus 3 unabhingigen Experimenten.
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In Abbildung 5-3A ist zu sehen, dass die IgG-Kontrolle keinerlei Einfluss auf die IDOI-
Expression in Monozyten hatte. ATG hatte ab einer Konzentration von 50 pg/ml einen nicht
signifikanten Effekt auf die Expression von IDO1.

Im Gegensatz zu den DCs, bei denen IFN-y kaum einen Effekt auf die IDOI-Expression
hatte, bewirkte es bei den Monozyten eine signifikante Steigerung der mRNA-Expression.
Der Effekt von LPS zeigte sich zwar ebenfalls als signifikant, war aber tendenziell schwi-
cher als der von IFN-y. Die Kombination aus IFN-y und ATG war im Vergleich zur Nega-

tivkontrolle hochsignifikant.
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Abbildung 5-4: IDO2-mRNA-Expression nach 24 h Stimulation in Monozyten

Frisch isolierte humane Monozyten wurden fiir 24 h ohne (-) oder mit versch. Konzentrationen von ATG oder IgG inkubiert
(A). LPS (10 ng/ml), IFN-y (100 U/ml) und IFN-y (100 U/ml) + ATG dienten als Vergleichsstimuli zu ATG (B). Nach
Isolation der zelluldren Gesamt-RNA nach 24 h wurde mittels RT-qPCR die /DO2-mRNA- relativ zur /8S-rRNA-Expres-

sion ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) aus 3 unabhingigen Experimenten.

Die IDO2-Expression der Monozyten unter ATG-Stimulation (Abbildung 5-4) unterschied
sich kaum von der IDO1-Expression. Interessant war die fehlende Induktion bei IDO2 im
Vergleich zu IDOI nach LPS-Stimulation. Im Gegensatz dazu verstirkte IFN-y die IDO2-
Induktion signifikant. Auch der Zusatz von IFN-y zu ATG war im Vergleich zu ATG alleine

in der Lage, den Effekt auf ein signifikantes Niveau zu heben. Zusammenfassend lésst sich
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einerseits festhalten, dass ATG eine signifikante und spezifische Wirkung auf die IDO-
Expression von DCs hat, andererseits, dass Monozyten stirker auf IFN-y reagieren, DCs

dagegen stidrker auf LPS.

5.1.2 Wirkung von ATG auf die mRNA-Expression der Kynureninase in DCs

Es gibt Hinweise darauf, dass eine Stimulation der DCs zur Reifung nicht isoliert mit einer
Induktion von IDO einhergeht, sondern gleichzeitig auch andere Enzyme des Tryptophan-
Stoffwechsels betrifft, wie z.B. die Kynureninase [137]. Daher wurde untersucht, ob ATG
auch hier eingreift. Die Kynureninase wird vom Gen KYNU codiert und befindet sich weiter
stromabwirts im Stoffwechselweg. Dieses Enzym katalysiert die Umwandlung von Kynur-
enin in Anthranilsdure und 3-Hydroxykynurenin in 3-Hydroxyanthranilsidure [138, 139]. Die

Analyse der mRNA-Expression erfolgte identisch zu der von IDO1/IDO?2 (siehe 5.1.1).
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Abbildung 5-5: KYNU-mRNA-Expression nach 4 h (A, C) bzw. 24 h (B, D) Stimulation in DCs

Aus Monozyten generierte DCs wurden fiir 4 h bzw. 24 h ohne (-) oder mit versch. Konzentrationen von ATG oder IgG
inkubiert (A, B). LPS (10 ng/ml), IFN-y (100 U/ml) und IFN-y (100 U/ml) + ATG (100 pug/ml) dienten als Vergleichsstimuli
zu ATG (100 pg/ml) (C, D). Nach Isolation der zelluliren Gesamt-RNA nach 4 h bzw. 24 h wurde mittels RT-qPCR die
KYNU-mRNA- relativ zur 18S-rRNA-Expression ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) aus mindestens 4

unabhingigen Experimenten.
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Nach einer Inkubationszeit von 4 Stunden zeigte sich, dass sowohl ATG als auch die 1gG-
Kontrolle die mRNA-Expression von KYNU konzentrationsabhiingig dhnlich stark induzie-
ren konnten (Abbildung 5-5A). Jedoch war nur die ATG-vermittelte Induktion auch nach 24
Stunden stabil. Die statistische Analyse zeigte eine hochsignifikant stirkere KYNU-
Expression unter ATG im Vergleich zur IgG-Kontrolle. IFN-y zeigte sowohl nach 4 als auch
24 Stunden eine schwache, aber signifikante Zunahme der Expression; LPS regulierte die
mRNA-Expression dagegen ebenso hoch wie ATG. Der Zusatz von IFN-y zu ATG zeigte

keine weitere Verdnderung.

5.1.3 Wirkung von ATG auf den Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor

Seit Kurzem ist bekannt, dass der Tryptophan-Metabolit Kynurenin als Ligand des Aryl-
Hydrocarbon-Rezeptors (AHR) fungiert [72]. Weiterhin soll der AHR an dem tolerogenen
Effekt von IDO entscheidend beteiligt sein [73].
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Abbildung 5-6: AHR-mRNA-Expression nach 4 h (A, C) bzw. 24 h (B, D) Stimulation in DCs

Aus Monozyten generierte DCs wurden fiir 4 h bzw. 24 h ohne (-) oder mit versch. Konzentrationen von ATG oder IgG
inkubiert (A, B). LPS (10 ng/ml), IFN-y (100 U/ml) und IFN-y (100 U/ml) + ATG (100 ug/ml) dienten als Vergleichsstimuli
zu ATG (100 pg/ml) (C, D). Nach Isolation der zelluldren Gesamt-RNA nach 4 h bzw. 24 h wurde mittels RT-qPCR die
AHR-mRNA- relativ zur /8S-rRNA-Expression ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) aus mindestens 4 un-
abhingigen Experimenten.
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Daher wurde in Verbindung mit dem Tryptophan-Stoffwechsel auch die AHR-mRNA-
Expression untersucht. Lediglich LPS und die Kombination aus IFN-y und ATG fiihrten
nach 4 Stunden zu einer geringen, aber signifikanten Abnahme der Expression. ATG hatte

dagegen keinen Effekt auf die AHR-Expression.

5.14 ATG-vermittelte IDO-Induktion in DCs und Monozyten auf Protein-Ebene

Als Nichstes sollte die Spezifitidt des ATG-Effekts auch auf Protein-Ebene nachgewiesen
werden. Dazu wurde zunichst ein Western Blot durchgefiihrt. In einem weiteren Schritt
sollte zusitzlich der durchflusszytometrische Nachweis von IDO etabliert und mit dem Wes-
tern Blot verglichen werden. Dafiir wurde der dort verwendete AF488-konjugierte Antikor-
per im Western Blot eingesetzt und mit dem bisherigen Antikorper verglichen. Die Western
Blots wurden anschlieend quantifiziert und sowohl untereinander als auch mit der durch-
flusszytometrischen Analyse verglichen. Dafiir wurden die Zellen 48 Stunden mit ATG in-
kubiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte und mit der IgG-Kontrolle behandelte DCs.
Weitere Ansidtze wurden mit LPS, IFN-y und IFN-y plus LPS inkubiert. Auch hier wurden

zum Vergleich Monozyten untersucht.

5.1.4.1 Nachweis von IDO im Western Blot

Der Nachweis von IDO im Western Blot wurde mit einem unkonjugierten (Adipogen,
Liestal) und einem AF488-konjugierten Antikdrper (R&D Systems, Wiesbaden) durchge-
fiihrt. Zum einen sollte mit diesem Experiment gezeigt werden, dass beide Antikorper IDO
spezifisch nachweisen, zum anderen, dass ATG das Enzym IDO tatséchlich spezifisch indu-

ziert und, dass die IgG-Kontrolle keinen Effekt auf die Expression hat.

Nicht konjugierter Anti- Konjugierter Anti-
korper (Adipogen) korper (R&D Systems)
| 2 o N - |
IDO e -
45 kDa :
B-Aktin | s —

42 kDa £

Abbildung 5-7: Qualitativer Vergleich der beiden Anti-IDO-Antikérper im Western Blot

Aus Monozyten generierte DCs wurde 48 h ohne (-) oder mit LPS (10 ng/ml), ATG (100 pg/ml), IFN-y (100 U/ml), IFN-
v (100 U/ml) + LPS (10 ng/ml) oder IgG-Kontrolle (100 pg/ml) inkubiert. Nach Isolation des zelluliren Gesamt-Proteins
erfolgte im Anschluss an eine SDS-PAGE der immunologische Nachweis von IDO mittels Western Blot. Dafiir wurden
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wie gezeigt 2 versch. Antikorper verwendet. Danach wurde der jeweilige Anti-IDO-Antikorper vom Blot abgeldst, um mit
einer erneuten Fiarbung die Menge an -Aktin als Beladungskontrolle zu bestimmen.

5.1.4.2 Nachweis von IDO und CD86 in der Durchflusszytometrie
Ziel des durchflusszytometrischen IDO-Nachweises war es, die Expression von IDO mit
verschiedenen Reifungsmarkern der DCs in Verbindung zu bringen. Daher wurde zusitzlich

zu IDO der Reifungsmarker CD86 gefirbt.
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Abbildung 5-8: Histogramme der IDO- und CD86-Expression in der Durchflusszytometrie

Aus Monozyten generierte DCs wurde 48 h ohne (Ko) oder mit LPS (10 ng/ml) oder ATG (100 pg/ml) inkubiert. Anschlie-
Bend wurden die Zellen geerntet und mit dem AF488-konjugierten Anti-IDO-Antikorper und dem APC-konjugierten Anti-
CD86-Antikorper (beides R&D Systems, Wiesbaden) gefirbt. Die Messung der gefirbten Zellen erfolgte am Durchflusszy-
tometer FACS Calibur (BD Biosciences, Heidelberg). Die Auswertung wurde mittels der Software FlowJo (Treestar, Ash-
land) durchgefiihrt. Gezeigt sind die Histogramme (IDO, CD86) und die Dot Plots eines repridsentativen Experiments.

In Abbildung 5-8 sind die Histogramme eines repridsentativen Experiments dargestellt. Es
zeigt, dass das IDO-Signal unter LPS und ATG stidrker war als bei der nichtstimulierten
Kontrolle. Die Firbung von CD86 zeigt, dass sowohl LPS als auch ATG die CD86-
Expression im Vergleich zur nichtstimulierten Kontrolle induzierten. In Abbildung 5-9 ist
die Zusammenfassung der Auswertung der IDO- (A) und CD86-Expression (B) aller 6 Ex-

perimente gezeigt. Zunichst ist festzustellen, dass IFN-y und die IgG-Kontrolle sowohl auf
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die IDO- als auch auf die CD86-Expression keinen Effekt hatten. Im Gegensatz dazu konn-
ten LPS bzw. IFN-y plus LPS das Enzym IDO (A) und den Reifungsmarker CD86 (B) sig-
nifikant induzieren. ATG zeigte nur bei CD86 eine signifikante Induktion, wihrend hinge-

gen die IDO-Expression nur tendenziell erhoht war.
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Abbildung 5-9: IDO- (A) und CD86-Expression (B) in der Durchflusszytometrie nach 48 h

Aus Monozyten generierte DCs wurde 48 h ohne (-) oder mit LPS (10 ng/ml), ATG, IFN-y (100 U/ml) oder IFN-y (100
U/ml) + LPS (10 ng/ml) oder IgG inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet und mit dem AF488-konjugierter
Anti-IDO-Antikorper (A) bzw. dem APC-konjugierten Anti-CD86-Antikorper (B) (beide R&D Systems, Wiesbaden) ge-
farbt. Die Messung erfolgte am Durchflusszytometer FACS Calibur (BD Biosciences, Heidelberg). Die Auswertung wurde
mittels der Software FlowJo (Treestar, Ashland) durchgefiihrt. Gezeigt sind die Mittelwerte (+ SEM) der Histogramme

(Median) von insgesamt 6 (IgG nur 3) unabhéngigen Experimenten.

Obwohl die Durchflusszytometrie und der Western Blot durchaus vergleichbare Ergebnisse
liefern, war nur im Western Blot ein signifikanter Effekt von ATG auf IDO zu nachweisbar.
Dafiir ist vermutlich das relativ hohe, unspezifische Signal der nicht stimulierten Zellen in

der Durchflusszytometrie verantwortlich.

5.1.5 IDO-Induktion nach ATG-Stimulation in Monozyten

Die Analyse der mRNA-Expression unter ATG-Stimulation der Monozyten hatte eine nicht-
signifikante Induktion der beiden IDO-Gene gezeigt. Mit einer Western Blot-Analyse sollte
untersucht werden, ob ATG eine IDO-Expression auf Protein-Ebene bewirkt. Abbildung

48



Ergebnisse

5-10 zeigt reprisentativ eines von 3 unabhédngig durchgefiihrten Experimente mit 24- und
48-stiindiger Inkubation: Zunichst ist festzustellen, dass die Inkubationszeit keinen Einfluss
hatte. Ganz im Gegensatz zu den DCs, wo LPS und ATG die IDO-Expression induzierten,
zeigte sich in den Monozyten kein Effekt. Die IgG-Kontrolle hatte erwartungsgemill keine
Wirkung. Interessanterweise bewirkte aber IFN-y eine Induktion von IDO. Damit bestitigte

der Western Blot die Ergebnisse der mRNA-Expression.
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Abbildung 5-10: IDO-Expression nach 24 bzw. 48 h Stimulation in Monozyten

Frisch isolierte humane Monozyten wurde 24 bzw. 48 h ohne (-) oder mit LPS (10 ng/ml), ATG (100 pg/ml), IFN-y (100
U/ml) oder IFN-y (100 U/ml) + LPS (10 ng/ml) oder IgG-Kontrolle (100 pg/ml) inkubiert. Nach Isolation des zellulidren
Proteins erfolgte im Anschluss an eine SDS-PAGE der Nachweis von IDO mittels Western Blot. Dafiir wurde der AF488-
konjugierte Anti-IDO-Antikorper (R&D Systems, Wiesbaden) verwendet. Danach wurde dieser Antikdrper vom Blot ab-

gelost um mit einer erneuten Firbung die Menge an B-Aktin zu bestimmen.

5.2 Einfluss von ATG auf den Vitamin-Ds-Stoffwechsel

Obwohl der Einfluss von Vitamin D auf das Immunsystem schon seit etwa 40 Jahren disku-
tiert wird, wurden vor allem in jlingerer Zeit neue Erkenntnisse gewonnen, welche Rolle der
Vitamin-Ds-Stoffwechsel bei der Inmunmodulation, u.a. in DCs spielt [140]. Fiir Vitamin
D3 und seine Metaboliten wurden vielfiltige Effekte auf Differenzierung, Reifung und Zy-

tokin-Sekretion beschrieben [79-82].

5.2.1 Wirkung von ATG auf die Expression von CYP27B1

In DCs scheint vor allem die 25-Hydroxyvitamin D3 1a-Hydroxylase (Cytochrom P450 Fa-
milie 27, Subfamilie B, Polypeptid 1; kurz: CYP27B1) eine entscheidende Bedeutung zu
haben [81]. Es katalysiert die Hydroxylierung von 25(OH)D3; zum physiologisch aktiven
1,25(OH)2D3. Die mRNA-Analyse erfolgte ebenso wie bei der Untersuchung von /DO/ und
IDO?2 (siehe 5.1.1). Dabei wurden sowohl DCs als auch Monozyten untersucht.
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5.2.1.1 CYP27BI1in DCs

Der Effekt von ATG auf CYP27B1 war vergleichbar mit dem auf /DO: Nach 4 Stunden war
bereits eine nicht signifikante, konzentrationsabhingige Zunahme der Expression zu sehen.
Die IgG-Kontrolle hatte einen @hnlich schwachen Effekt. Nach 24 Stunden war eine ver-
stiarkte Wirkung von ATG feststellbar, die im Vergleich zur IgG-Kontrolle signifikant erhoht
war (100 ug/ml). Ahnlich wie bei anderen bisher betrachteten Enzymen war die Induktion
bereits ab 50 ug/ml voll ausgeprigt, wobei sich fiir die iibrigen Konzentrationen kein signi-
fikanter Unterschied zeigte. Ubereinstimmend mit anderen mRNA-Analysen stimulierte
ATG genauso gut wie LPS, jedoch zeitverzogert. IFN-y hatte keinen signifikanten Effekt
auf die Expression von CYP27B1 und zeigte auch als Zusatz zu ATG keine Wirkung.
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Abbildung 5-11: CYP27B1-mRNA-Expression nach 4 h (A, C) bzw. 24 h (B, D) Stimulation in DCs

Aus Monozyten generierte DCs wurden fiir 4 h bzw. 24 h ohne (-) oder mit versch. Konzentrationen von ATG oder IgG
inkubiert (A, B). LPS (10 ng/ml), IFN-y (100 U/ml) und IFN-y (100 U/ml) + ATG (100 ug/ml) dienten als Vergleichsstimuli
zu ATG (100 pg/ml) (C, D). Nach Isolation der zelluldren Gesamt-RNA nach 4 h bzw. 24 h wurde mittels RT-qPCR die
CYP27B1-mRNA- relativ zur /8S-rRNA-Expression ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) aus mindestens 4

unabhéngigen Experimenten.
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5.2.1.2 CYP27BI in Monozyten

Um die Spezifitdt der Wirkung von ATG auf DCs zu priifen, wurden im Vergleich Monozy-
ten untersucht. Relativ zur nichtstimulierten Kontrolle waren die Effekte von ATG und der
IgG-Kontrolle vernachldssigbar (Abbildung 5-12). Im Gegensatz dazu induzierte LPS die
Expression CYP27B1 deutlich. Wihrend ATG und IFN-y getrennt keine Wirkung zeigten,
filhrte die Kombination aus beiden tendenziell zur Suppression der mRNA-Expression von

CYP27BI.
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Abbildung 5-12: CYP27B1-mRNA-Expression nach 24 h Stimulation in Monozyten

Frisch isolierte humane Monozyten wurden fiir 24 h ohne (-) oder mit versch. Konzentrationen von ATG oder IgG inkubiert
(A). LPS (10 ng/ml), IFN-y (100 U/ml) und IFN-y (100 U/ml) + ATG dienten als Vergleichsstimuli (B). Nach Isolation der
zelluldren Gesamt-RNA nach 24 h wurde mittels RT-qPCR die CYP27B1-mRNA- relativ zur /8S-TRNA-Expression er-
mittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) aus 3 unabhéngigen Experimenten.

5.2.2 Wirkung von ATG auf die Expression von CYP27A1 in DCs

Die Vitamin-D3-25-Hydroxylase (Cytochrom P450 Familie 27, Subfamilie A, Polypeptid 1;
kurz: CYP27A1) ist im Vitamin-D-Stoffwechsel eine Position weiter stromaufwirts lokali-
siert und hydroxyliert das physiologisch inaktive Vitamin D3 zum 25(OH)Ds [75]. Uber
CYP27A1 ist lediglich bekannt, dass es in Monozyten, DCs und Makrophagen exprimiert
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wird. [141]. Um zu priifen, wie spezifisch der Einfluss von ATG auf den Vitamin-D-Stoff-
wechsel ist, wurde CYP27A1 in DCs untersucht.
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Abbildung 5-13: CYP27A1-mRNA-Expression nach 4 h (A) bzw. 24 h (B) Stimulation in DCs

Aus Monozyten generierte DCs wurden fiir 4 h (A) bzw. 24 h (B) ohne (-) oder mit versch. Konzentrationen von ATG oder
IgG inkubiert (A, B). Nach Isolation der zelluldren Gesamt-RNA nach 4 h bzw. 24 h wurde mittels RT-qPCR die CYP27A1-
mRNA- relativ zur /8S-rRNA-Expression ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) aus mindestens 4 unabhén-

gigen Experimenten.

In Abbildung 5-13 ist zu sehen, dass nach 4 Stunden Inkubation mit ATG kein Effekt er-
kennbar war. Nach 24 Stunden nahm die Expression sowohl in den nichtstimulierten als
auch in den mit IgG behandelten Zellen tendenziell zu. Dagegen verhinderte ATG — abhén-
gig von der eingesetzten Konzentration — diese Hochregulation von CYP27A1 nicht signifi-
kant. Diese tendenzielle Suppression steht im Gegensatz zu den bisherigen Ergebnissen bei

IDO und CYP27B1, in denen ATG eine Induktion der mRNA-Expression bewirkte.

5.2.3 Wirkung von ATG auf den Vitamin-D-Rezeptor

Der intrazelluldre Vitamin-D-Rezeptor (VDR) ist entscheidend fiir die Wirkung von
1,25(0OH)2D3. Wird er nicht in ausreichenden Mengen exprimiert, kann die Zelle nicht auf
1,25(0H),Ds reagieren. Aus diesem Grund erfolgte ebenso eine Uberpriifung der mRNA-
Expression des VDR in DCs, wie in Abbildung 5-14 zu sehen ist. Nach 4 Stunden zeigte
keine der verwendeten Substanzen einen Effekt auf die Expression des VDR (Daten nicht
gezeigt). Auch nach 24 Stunden hatten ATG und LPS keinen Effekt auf die mRNA-Expres-
sion des VDR. Auch IFN-y blieb ohne Wirkung.
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Abbildung 5-14: VDR-mRNA-Expression nach 24 h Stimulation in DCs

Aus Monozyten generierte DCs wurden fiir 24 h ohne (-) oder mit versch. Konzentrationen von ATG oder IgG inkubiert
(A). LPS (10 ng/ml), IFN-y (100 U/ml) und IFN-y (100 U/ml) + ATG (100 pug/ml) dienten als Vergleichsstimuli zu ATG
(100 pg/ml) (B). Nach Isolation der zelluldren Gesamt-RNA nach 24 h wurde mittels RT-qPCR die VDR-mRNA- relativ
zur 18S-rRNA-Expression ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) aus mindestens 3 unabhingigen Experimen-

ten.

5.2.4 ATG-induzierte Synthese von 1,25-Dihydroxy-Vitamin D3 in DCs

Nachdem sich in der mRNA-Analyse gezeigt hatte, dass ATG die CYP27BI-Expression in
DCs deutlich hochreguliert, sollte die Frage gekldrt werden, ob die mit ATG stimulierten
DCs dadurch in der Lage sind, signifikante Mengen an 1,25(OH)2D3 zu produzieren. Dazu
wurden DCs mit oder ohne ATG (100 pug/ml) oder IgG-Kontrolle inkubiert. Weiterhin wur-
den mit LPS stimulierte DCs und ein Ansatz ganz ohne Zellen (Medium) analysiert. Zeit-
gleich mit dem Stimulus wurde 25(OH)Ds (50 pmol/l) hinzugegeben. Als Kontrolle wurden
die gleichen Ansitze ohne Zugabe von 25(OH)Ds inkubiert.
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Abbildung 5-15: 1,25(OH)2D3 im Zellkulturiiberstand von DCs nach 24 h Stimulation

Aus Monozyten generierte DCs wurden 24 h lang mit oder ohne IgG-Kontrolle, ATG oder LPS (10 ng/ml) inkubiert. Ein
weiterer Ansatz wurde ohne Zellen inkubiert. Gleichzeitig wurden die Ansiitze mit oder ohne 5-10-% mol/l 25(OH)D3 ver-
setzt. Nach 24 h wurden die Uberstinde abgenommen und bei —20°C eingefroren; im Institut fiir Klinische Chemie des
Universitatsklinikums Regensburg wurde der Gehalt an 1,25(OH).D3 mittels Chemilumineszenz-Immunassay (CLIA) be-
stimmt (Messbereich: 15,6 pmol/l - 504 pmol/l). Gezeigt sind die Mittelwerte (in pmol/l, + SEM) aus 4 unabhéngigen
Experimenten.
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In Abbildung 5-15 ist zunéchst zu sehen, dass das verwendete Medium und die Stimuli den
Gehalt an 1,25(0OH);D3 nicht erhéhen. Ein nicht vorhandener Fehlerbalken ist auf jeweils
gleiche Werte unterhalb der Messgrenze (15,6 pmol/l) zuriickzufiihren. Bei Zusatz von
25(0OH)D3 zeigte sich deutlich, dass die mit ATG stimulierten DCs im Vergleich zur IgG-
Kontrolle signifikante Mengen an 1,25(OH)2Ds produzierten. LPS erzielte denselben Effekt.

5.3 Einfluss von ATG auf den Prostaglandin-Stoffwechsel

Der Prostaglandin-Stoffwechsel gilt ebenfalls als immunmodulierender Stoffwechselweg.
Vor allem fiir Prostaglandin E> (PGE>) ist beschrieben, dass es den Phénotyp der DCs auf
verschiedenen Ebenen, wie Reifung, Zytokin-Sekretion und T-Zell-Stimulation beeinflussen
kann [86-88]. Daher wurde untersucht, ob die COXI- und COX2-Expression in DCs von
ATG beeinflusst werden. Die mRNA-Analyse erfolgte ebenso wie bei der Untersuchung von

IDOI und IDO?2 (siehe 5.1.1).
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Abbildung 5-16: COXI-mRNA-Expression nach 24 h Stimulation in DCs

Aus Monozyten generierte DCs wurden fiir 24 h ohne (-) oder mit versch. Konzentrationen von ATG oder IgG inkubiert
(A). LPS (10 ng/ml), IFN-y (100 U/ml) und IFN-y (100 U/ml) + ATG (100 pug/ml) dienten als Vergleichsstimuli zu ATG
(100 pg/ml) (B). Nach Isolation der zelluldren Gesamt-RNA nach 24 h wurde mittels RT-qPCR die COX/-mRNA- relativ
zur 18S-rRNA-Expression ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) aus mindestens 3 unabhingigen Experimen-

ten.

Nach 4 Stunden hatten sowohl ATG als auch die IgG-Kontrolle keinen Effekt auf die COX1-
Expression (Daten nicht gezeigt). Abbildung 5-16 zeigt die COXI-Expression nach 24 Stun-
den ATG-Einfluss: ATG fiihrte zu einer nicht signifikanten Expressionsminderung. Ebenso
reagierten die DCs auf LPS erst nach 24 Stunden mit einer signifikanten Reduktion der

COXI-Expression. IFN-y hatte keinen Effekt.
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Abbildung 5-17: COX2-mRNA-Expression nach 4 h (A, C) bzw. 24 h (B, D) Stimulation in DCs

Aus Monozyten generierte DCs wurden fiir 4 h bzw. 24 h ohne (-) oder mit versch. Konzentrationen von ATG oder IgG
inkubiert (A, B). LPS (10 ng/ml), IFN-y (100 U/ml) und IFN-y (100 U/ml) + ATG (100 ug/ml) dienten als Vergleichsstimuli
zu ATG (100 pg/ml) (C, D). Nach Isolation der zelluldren Gesamt-RNA nach 4 h bzw. 24 h wurde mittels RT-qPCR die
COX2-mRNA- relativ zur /8S-rRNA-Expression ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) aus mindestens 4
unabhéngigen Experimenten.

Die Untersuchung der COX2-Expression ist in Abbildung 5-17 zu sehen: Nach 4 Stunden
stimulierte sowohl ATG als auch die IgG-Kontrolle die mRNA-Expression von COX2 kon-
zentrationsabhingig. Dabei induzierte ATG COX2 signifikant stirker als die I[gG-Kontrolle.
Nach 24 Stunden war keine signifikante Regulation mehr nachweisbar. Der Effekt von ATG
war tendenziell schwicher als der von LPS und lie8 sich durch den Zusatz von IFN-y nicht
signifikant verstidrken.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass die Effekte von ATG auf die Expression von
COX1 und COX2 gegenliufig sind. ATG supprimierte tendenziell die Expression von COX1
(24 h) und induzierte die Expression von COX2 signifikant. COX2 konnte allerdings auch

durch die IgG-Kontrolle signifikant hochreguliert werden.
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5.4 Einfluss von ATG den Glukose-Stoffwechsel
Es gibt kaum Hinweise darauf, welche Rolle der Glukose-Stoffwechsel in DCs spielt und
wie er reguliert wird. Lediglich fiir Laktat — dem Endprodukt der Glykolyse — gibt es Daten,

die zeigen, dass es die Differenzierung und Reifung der DCs beeinflusst [94].

5.4.1 Hexokinase (HKI, HKII)
Zunachst wurden die mRNA-Expression der Isoenzyme Hexokinase I und II (HKI, HKII)

untersucht. ATG hatte auf keine der beiden Gene einen Einfluss (Daten nicht gezeigt).

5.4.2 Laktatdehydrogenase (LDHA, LDHB)
Weiterhin wurde die Expression von LDHA und LDHB untersucht, welche fiir die M- und
H-Untereinheit der LDH kodieren. Die LDH ist ein tetrameres Enzym, das sich aus Kombi-

nationen der 2 Untereinheiten zusammensetzt.
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Abbildung 5-18: LDHA (A, B) und LDHB (C, D) mRNA-Expression nach 24 h Stimulation in DCs

Aus Monozyten generierte DCs wurden fiir 24 h ohne (-) oder mit versch. Konzentrationen von ATG oder IgG inkubiert
(A, C). LPS (10 ng/ml), IFN-y (100 U/ml), und IFN-y (100 U/ml) + ATG (100 pg/ml) dienten als Vergleichsstimuli (B).
Nach Isolation der zelluldren Gesamt-RNA nach 24 h wurde mittels RT-qPCR die LDHA- bzw. die LDHB-mRNA- relativ
zur 18S-rRNA-Expression ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) aus mindestens 4 unabhéngigen Experimen-
ten.
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Die daraus entstehenden Isoenzyme unterscheiden sich hinsichtlich ihrer katalytischen Ak-
tivitidt: Das Isoenzym LDH-5, welches aus 4 M-Untereinheiten besteht, setzt bevorzugt
Pyruvat in Laktat um. LDH-1 setzt sich aus 4 H-Untereinheiten zusammen und katalysiert
dementsprechend den umgekehrten Reaktionsweg. Nach 4 Stunden hatte keine der einge-
setzten Substanzen einen Effekt auf die LDHA- oder LDHB-Expression (Daten nicht ge-
zeigt). In Abbildung 5-18A und C ist zu sehen, dass ATG sowohl die Expression von LDHA
als auch von LDHB im Vergleich zur IgG-Kontrolle signifikant induzierte. Die IgG-Kon-
trolle hatte keinen signifikanten Effekt. Im Gegensatz dazu stimulierte LPS nur LDHA sig-
nifikant. IFN-y hatte keinen Effekt.

Abbildung 5-19 zeigt die im Zellkulturiiberstand gemessene Menge an Laktat. Wihrend so-
wohl die IgG-Kontrolle als auch ATG keinen Effekt hatten, war der Laktatspiegel unter LPS-
Stimulation signifikant erhoht. Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass ATG die Ex-

pression beider Untereinheiten, LPS dagegen nur LDHA induzierte.
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Abbildung 5-19: Laktat im Zellkulturiiberstand von DCs nach 24 h Stimulation

Aus Monozyten generierte DCs wurden fiir 24 h ohne (-) oder mit ATG, IgG, LPS (10 ng/ml), IFN-y (100 U/ml) und IFN-
¥ (100 U/ml) + ATG (100 pg/ml) inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde der Uberstand abgenommen. Im Institut fiir
Klinische Chemie des Universititsklinikums Regensburg wurde anschliefend mittels Analysegerit ADVIA 1650 der
Laktat-Gehalt bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) aus 4 Experimenten.

5.5 Einfluss von ATG auf die Zytokinsekretion

Zytokine gehoren zu den wesentlichen Mediatoren, durch die tolerogene DCs ihre immun-
suppressiven Eigenschaften vermitteln. Weiterhin sind sie dazu in der Lage, den tolerogenen
Phénotyp in DCs zu induzieren und zu stabilisieren. Zu diesen Zytokinen gehoren in erster
Linie IL-10 und TGF-p, da sie die Ausreifung der DCs supprimieren und die Differenzierung
naiver T-Zellen in regulatorische T-Zellen begiinstigen konnen [57]. IL-10 inhibiert zusétz-

lich die Induktion einer Tul-Immunantwort [56]. Bislang gibt es keine Daten dariiber, ob
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ATG Zytokine in DCs induziert. Es konnte lediglich eine Induktion von Interferon-o nach-
gewiesen werden [142]. Daher wurde parallel zur Untersuchung des Stoffwechsels analy-
siert, ob ATG die Sekretion verschiedener Zytokine beeinflussen kann. Zum einen wurde
IL-10 als Vertreter der immunsuppressiven Zytokine analysiert, zum anderen wurden die
proinflammatorischen Zytokine TNF, IL-6 und IL-12 untersucht, da bspw. die fehlende Sek-
retion von IL-12 ein weiteres Charakteristikum fiir tolerogene DCs ist [52]. Um zu sehen,
wie spezifisch die Wirkung von ATG auf die DCs ist, wurden vergleichend Monozyten be-
trachtet. Fiir die Analyse der Zytokine wurden die DCs fiir 24 Stunden mit denselben Stimuli
wie bei der Untersuchung der mRNA-Expression (siehe 5.1.1) inkubiert. Die Menge des zu
analysierten Zytokins wurde im Zellkulturiiberstand mit Hilfe von DuoSet® System

ELISA’s (R&D Systems, Wiesbaden) bestimmt.

5.5.1 Proinflammatorische Zytokine TNF, IL-6 und IL-12 unter ATG
In Abbildung 5-20 ist die Sekretion von TNF vergleichend in Monozyten und DCs darge-
stellt. Die Daten zeigen, dass in Monozyten weder die IgG-Kontrolle noch ATG einen Effekt
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Abbildung 5-20: TNF-Sekretion in Monozyten (A, C) und DCs (B, D) nach 24 h Stimulation
Frisch isolierte humane Monozyten bzw. aus Monozyten generierte DCs wurden fiir 24 h ohne (-) oder mit versch. Kon-
zentrationen von ATG oder IgG inkubiert (A, B). LPS (10 ng/ml), IFN-y (100 U/ml) und IFN-y (100 U/ml) + ATG (100
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ug/ml) dienten als Vergleichsstimuli zu ATG (100 pg/ml) (C, D). Nach der Inkubationszeit wurde der Kulturiiberstand
abgenommen. Mit Hilfe von ELISAs (DuoSet® System Kits, R&D Systems, Wiesbaden) wurde die Menge an TNF quan-

tifiziert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3 (Monozyten) bzw. mindestens 4 (DCs) unabhingigen Experimenten.

hatten. Nur die Stimulation mit LPS fiihrte zu einer nicht signifikanten Sekretion von TNF
in Monozyten. Im Gegensatz zur IgG-Kontrolle war ATG in der Lage, die TNF-Sekretion
in DCs konzentrationsabhingig zu induzieren, wobei diese allerdings im Vergleich zu LPS
deutlich geringer ausfiel. Sowohl der Effekt von ATG als auch der von LPS waren dabei
nicht signifikant. IFN-y konnte weder als Einzelsubstanz noch als Zusatz zu ATG die TNF-
Sekretion beeinflussen. Im Gegensatz dazu hatte ATG sowohl in Monozyten als auch in DCs
keinen relevanten Einfluss auf die IL-6-Produktion (Abbildung 5-21). Nur LPS konnte die
IL-6-Sekretion signifikant induzieren. Weiterhin ist zu sehen, dass IFN-y bzw. die Kombi-

nation aus IFN-y und ATG keinen Effekt hatte.
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Abbildung 5-21: IL-6-Sekretion in Monozyten (A, C) und DCs (B, D) nach 24 h Stimulation

Frisch isolierte humane Monozyten bzw. aus Monozyten generierte DCs wurden fiir 24 h ohne (-) oder mit versch. Kon-
zentrationen von ATG oder IgG inkubiert (A, B). LPS (10 ng/ml), IFN-y (100 U/ml) und IFN-y (100 U/ml) + ATG (100
ug/ml) dienten als Vergleichsstimuli zu ATG (100 pg/ml) (C, D). Nach der Inkubationszeit wurde der Kulturiiberstand
abgenommen. Mit Hilfe von ELISAs (DuoSet® System Kits, R&D Systems, Wiesbaden) wurde die Menge an IL-6 quan-

tifiziert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3 unabhéngigen Experimenten.
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Wie in Abbildung 5-22 verdeutlicht, war weder ATG noch die IgG-Kontrolle in der Lage,
relevante Mengen an IL-12 in DCs zu induzieren. Die verschiedenen ATG-Konzentrationen
unterschieden sich nicht wesentlich (Daten nicht gezeigt). Auch hier fiihrte nur LPS zu einer
nicht signifikanten Induktion von IL-12. IFN-y zeigte erneut keinen Effekt. Die Kulturiiber-

stinde der Monozyten wurden nicht auf IL-12 untersucht, da Monozyten dieses Zytokin

nicht produzieren.
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Abbildung 5-22: IL-12-Sekretion in DCs nach 24 h Stimulation

Aus Monozyten generierte DCs wurden fiir 24 h ohne (-) oder mit ATG, IgG-Kontrolle, LPS (10 ng/ml), IFN-y (100 U/ml)
oder IFN-y (100 U/ml) + ATG (100 pg/ml) inkubiert. Anschliefend wurde der Kulturiiberstand abgenommen. Mit Hilfe
von ELISAs (DuoSet® System Kits, R&D Systems, Wiesbaden) wurde die Menge an IL-12 quantifiziert. Dargestellt sind

die Mittelwerte aus mindestens 4 unabhingigen Experimenten.

5.5.2 Einfluss von ATG auf die Sekretion von IL-10

Abbildung 5-23 stellt den Einfluss von ATG auf die IL-10-Sekretion in Monozyten und DCs
dar. Wihrend die Monozyten nicht auf die Stimulation mit ATG reagierten, zeigten die DCs
eine — im Vergleich zur IgG-Kontrolle — signifikante Induktion der IL-10-Sekretion. Die
IgG-Kontrolle induzierte IL-10 weder in Monozyten noch in DCs. Der Effekt von LPS er-

wies sich als nicht signifikant.
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Abbildung 5-23: IL-10-Sekretion in Monozyten (A, C) und DCs (B, D) nach 24 h Stimulation

Frisch isolierte humane Monozyten bzw. aus Monozyten generierte DCs wurden fiir 24 h ohne (-) oder mit versch. Kon-
zentrationen von ATG oder IgG inkubiert (A, B). LPS (10 ng/ml), IFN-y (100 U/ml) und IFN-y (100 U/ml) + ATG (100
ug/ml) dienten als Vergleichsstimuli zu ATG (100 pg/ml) (C, D). Nach der Inkubationszeit wurde der Kulturiiberstand
abgenommen. Mit Hilfe von ELISAs (DuoSet® System Kits, R&D Systems, Wiesbaden) wurde die Menge an IL-10 quan-

tifiziert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3 (Monozyten) bzw. mindestens 4 (DCs) unabhéngigen Experimenten.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass ATG keine unspezifische proinflammatorische Ant-
wort hervorrief, sondern selektiv die Sekretion von IL-10- induzierte. Auf die Zytokin-Sek-

retion der Monozyten hatte ATG dagegen keinen Einfluss.

5.6 Mixed lymphocyte reaction

Die unter ATG beobachteten Veridnderungen der DCs konnten eine Suppression der T-Zel-
len zur Folge haben. Dies wiirde bedeuten, dass ATG in der Lage ist, tolerogene DCs zu
induzieren. Um dies zu iiberpriifen, wurde eine mixed lymphocyte reaction (MLR) durchge-
fiihrt. Dazu wurden DCs 5 Tage lang mit allogenen T-Zellen inkubiert. Danach wurde die
von den DCs induzierte Proliferation der T-Zellen durch Zugabe von [*H]-Thymidin ermit-
telt. Alternativ wurde die Proliferation durch Zugabe von Bromdesoxyuridin (BrdU) analy-
siert. Dabei werden [*H]-Thymidin bzw. BrdU in die DNA proliferierender T-Zellen einge-
baut. Da DCs nicht proliferieren, kann damit die Proliferation der T-Zellen bestimmt wer-

den. Ein Vergleich der beiden Methoden ist im Kapitel 4.1.6.3 dargestellt.

5.6.1 Induktion einer T-Zell-Antwort durch ATG-DCs

Zunichst sollte untersucht werden, ob die DCs unter den vorliegenden Versuchsbedingun-
gen iiberhaupt in der Lage sind, die T-Zellen zur Proliferation anzuregen. Bekanntermafen
stimulieren reife DCs (LPS-DCs) die T-Zell-Proliferation sehr gut. Daher wurden LPS-DCs
mit den ATG- und IgG-DCs verglichen. Die DCs wurden fiir 48 Stunden mit den jeweiligen
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Stimuli inkubiert. Danach wurden die gewaschenen DCs in unterschiedlichen Konzentrati-
onen mit jeweils 100.000 allogenen T-Zellen gemischt und fiir 5 Tage inkubiert. Anschlie-
Bend wurde die [*H]-Thymidin-Markierung fiir 24 h durchgefiihrt. In Abbildung 5-24 ist zu
sehen, dass Lymphozyten, die mit ATG-DC oder IgG-DC stimuliert wurden, ein dhnliches
Proliferationsniveau haben wie unreife DCs. Die mit LPS-DCs stimulierten T-Zellen zeigten

dagegen eine deutlich gesteigerte Proliferation.
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Abbildung 5-24: MLR mit verschiedenen DC-Populationen

Aus Monozyten generierte DCs wurden fiir 48 Stunden mit oder ohne LPS (10 ng/ml), ATG (100 ng/ml) oder IgG (100
pg/ml) inkubiert. Danach wurden unterschiedliche Konzentrationen von DCs mit je 100.000 T-Zellen in Kokultur gesetzt
und fiir 5 Tage inkubiert. Im Anschluss wurde die [*H]-Thymidin-Markierung fiir 24 h durchgefiihrt. Gezeigt sind die
gemittelten cpm-Werte (+ SEM) aus 4 unabhingigen Experimenten.

5.6.2 Aktive T-Zell-Supprimierung durch ATG-DCs

Im vorherigen Kapitel hatte sich gezeigt, dass ATG-DCs die T-Zellen im Vergleich zu den
LPS-DCs kaum zur Proliferation anregen. Weiterhin stellte sich nun die Frage, ob ATG-
DCs in der Lage sind, die Proliferation der T-Zellen aktiv zu supprimieren. Zu diesem Zweck
wurden die eingesetzten LPS-DCs mit der gleichen Anzahl an ATG-DCs gemischt und mit
100.000 T-Zellen fiir 5 Tage in Kokultur gesetzt. So enthielt zum Beispiel ein Ansatz mit
20.000 DCs und 100.000 T-Zellen jeweils 10.000 LPS- und ATG-DCs. Zur Kontrolle wur-
den in gleicher Weise LPS- mit nicht stimulierten und IgG-DCs gemischt. Abbildung 5-25A
zeigt eines von 3 unabhingig durchgefiihrten Experimenten: Es ist zu sehen, dass die beiden
Mischpopulationen IgG-DC + LPS-DC bzw. DC + LPS-DC im Vergleich zur Einzelpopu-
lation LPS-DC keinen signifikanten Effekt auf die Proliferation der T-Zellen hatten. Im Ge-
gensatz dazu konnten die ATG-DC die durch LPS-DC induzierte Proliferation supprimieren.
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Zusammenfassend ist allerdings festzuhalten, dass diese 3 Experimente noch keine eindeu-
tige Aussage zulassen. Jedoch liefern sie Hinweise darauf, dass die ATG-DCs in der Lage

sind, die Proliferation der T-Zellen aktiv zu supprimieren.
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Abbildung 5-25: T-Zell-Supprimierung durch ATG-DCs

Aus Monozyten generierte DCs wurden fiir 48 Stunden mit oder ohne LPS (10 ng/ml), ATG (100 ng/ml) oder IgG (100
ug/ml) inkubiert. Im Anschluss wurden unterschiedliche Konzentrationen von DCs mit je 100.000 T-Zellen in Kokultur
gesetzt und fiir 5 Tage inkubiert. Dabei wurden DCs 1:1 gemischt. Danach wurde die [*’H]-Thymidin-Markierung fiir 24 h
durchgefiihrt. Zum Vergleich sind auch Einzelpopulationen (LPS-DC, nicht stimulierte DC) als gestrichelte Linien gezeigt.
Diese wurden im Vergleich zu den Mischpopulationen jeweils um eine Position nach links verschoben, da eine MLR mit
einer Gesamtzellzahl von 10.000 LPS-DC oder nicht stimulierten DC der Mischpopulation entspricht, die eine Gesamtzell-
zahl von 20.000 hat. Denn diese setzten sich bspw. aus je 10.000 LPS-DC und nicht stimulierten DC zusammen. Gezeigt
ist ein reprisentatives Experiment.
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6 Diskussion

6.1 Direkter Einfluss von ATG auf dendritische Zellen

6.1.1 Tryptophan-Stoffwechsel

In einer vorrausgegangen Arbeit konnte festgestellt werden, dass eine Stimulation der DCs
mit ATG zu einer signifikanten Depletion von Tryptophan im Zellkulturiiberstand fiihrte.
Entsprechend konnte dort ebenfalls eine signifikante Zunahme der beiden Tryptophan-Me-
taboliten Anthranilsdure und Kynurenin beobachtet werden. In der vorliegenden Arbeit
konnte zunéchst bestétigt werden, dass ATG eine spezifische Induktion des Enzyms Indola-
min-2,3-Dioxygenase (IDO) in DCs verursacht, die aller Wahrscheinlichkeit nach Ursache
fiir den verstiarkten Katabolismus ist. Konkret konnte nachgewiesen werden, dass ATG so-
wohl die mRNA-Expression der beiden Enzyme IDO/ und IDO?2 als auch die Expression
des Gesamtproteins IDO in DCs spezifisch induzierte. Die verwendete Kontrolle (polyklo-
naler IgG-Antikorper gesunder Kaninchen, kurz: IgG-Kontrolle) hatte keinen Effekt. Ahn-
lich verhielt es sich mit dem Enzym Kynureninase, welches ATG auf mRNA-Ebene eben-
falls spezifisch induzieren konnte. Obwohl Gillet-Hladky er al. eine andere ATG-
Préaparation verwendeten, beobachteten sie in humanen, aus Monozyten generierten DCs
ebenfalls eine Induktion der IDO-mRNA-Expression nach Stimulation mit 100 ug/ml ATG
[142]. Dies deutet darauthin, dass die Wirkung von ATG auf IDO nicht auf eine bestimmte
ATG-Priparation beschrénkt ist. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass alle durch ATG
hervorgerufenen Effekte spitestens bei einer Konzentration von 100 pg/ml voll ausgeprigt
waren und sich durch den Einsatz noch hoherer Konzentrationen nicht weiter steigern lie3en.
Leitner et al. bzw. Michallet et al. verwendeten fiir ihre Bindungsanalysen ebenfalls eine
ATG-Konzentration von maximal 100 pg/ml. Beide Arbeitsgruppen haben verschiedene
ATG-Priéprationen miteinander verglichen, u.a. auch ATG Fresenius [116, 118]. Eine Kon-
zentration von 500 pg/ml ATG Fresenius, wie sie von Ayuk et al. zur Analyse der ATG-
vermittelten Depletion verwendet wurde [143], scheint nicht notwendig oder sinnvoll zu
sein; vor allem unter dem Gesichtspunkt, dass 100 pg/ml ATG mit der in vivo erreichten
ATG-Konzentrationen im Blut von Patienten gut iibereinstimmt [144]. Bei diesen ATG-
Konzentrationen war der Effekt auf IDO dhnlich stark ausgepréagt wie unter LPS-Stimulation

(10 ng/ml). Auch bei Monozyten war eine Konzentration von 100 ug/ml fiir den Effekt,

64



Diskussion

sofern vorhanden, ausreichend; gleiches gilt fiir die Kynureninase in DCs. Wie bereits er-
wihnt, bewirkt diese Hochregulation von IDO tatsdchlich eine Aktivierung des Tryptophan-
Katabolismus. Dies fiihrt zu einer Depletion des Tryptophans und zu einer Anhdufung der
entsprechenden Metaboliten im Kulturiiberstand. Diese Stoffwechselsituation hat {iber ver-
schiedene Mechanismen Einfluss auf T-Zellen. Ein derart aktiver Tryptophan-Stoffwechsel
ist ein typisches Charakteristikum fiir tolerogene DCs [71].

In neueren Veroffentlichungen bringen verschiedene Autoren den Aryl-Hydrocarbon-Re-
zeptor (AHR) mit dem Tryptophan-Stoffwechsel in Verbindung [72, 73, 145-147]. Aus die-
sem Grund wurde die mRNA-Expression des AHR untersucht. Es konnte gezeigt werden,
dass die AHR-mRNA unter ATG gut nachweisbar exprimiert ist, im Vergleich zu nichtsti-
mulierten DCs ATG jedoch keinen Unterschied erzielte. In verschiedenen Publikationen [72,
73] konnte Kynurenin als Ligand des AHR identifiziert werden; weiterhin scheint die Akti-
vierung des Rezeptors durch einen geeigneten Liganden, wie etwa Kynurenin, wichtig fiir
die Aktivierung von IDO1 und IDO?2 zu sein [73, 146]. Dies konnte bedeuten, dass sich z.B.
eine durch ATG vermittelte IDO-Induktion mit nachfolgender Anhdufung von Kynurenin
via autokriner AHR-Bindung selbst verstirkt. Ebenso wire ein parakriner Mechanismus
denkbar: Tolerogene DCs aktivieren durch das Anhdufen von Kynurenin den AHR in unrei-
fen DCs. Als weiterer Rezeptor, der vor allem in Immunzellen exprimiert wird und Kynur-
enin als Ligand akzeptiert, wurde der G-Protein-gekoppelte Rezeptor 35 (GPR35) identifi-
ziert [148]. Zudem werden weitere Effekte der Tryptophan-Metaboliten, die nicht das Im-
munsystem betreffen, dem N-Methyl-D-Aspartat-(NMDA) Rezeptor zugeschrieben [149,
150].

Der durch ATG verstiarkte Tryptophan-Metabolismus ist im Hinblick auf eine Graft-versus-
Host-Disease (GvHD), in der ATG im Einsatz ist, besonders interessant. Verschiedene Au-
toren konnten in Mausmodellen belegen, dass IDO in unterschiedlichen Transplantationssi-
tuationen einen wichtigen Faktor fiir die Akzeptanz des Transplantats darstellt [151-153].
Jasperson et al. konnten mit IDO-defizienten Mdusen nachweisen, dass das Schliisselenzym
des Tryptophan-Stoffwechsel ein entscheidender Faktor bei der Schwere und Ausprigung
der GvHD ist [154, 155]. Damit im Konsens stehen Curti et al., die in IDO einen der wich-
tigsten Regulatoren der GvHD sehen [156]. Unter Betrachtung dieser Gesichtspunkte er-
scheint die Induktion von IDO in DCs als ein moglicher Wirkmechanismus, durch den ATG

seine tolerogene Wirkung in vivo entfalten konnte.
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6.1.2 Vitamin-D-Stoffwechsel

Ahnlich eindeutige Ergebnisse wie der Tryptophan-Stoffwechsel lieferte die Untersuchung
des Vitamin-Ds-Stoffwechsels. Es konnte nachgewiesen werden, dass ATG Fresenius die
Expression der CYP27B1-mRNA deutlich steigerte. Auch hier war eine ATG-Konzentration
von 100 pg/ml vollig ausreichend, um einen signifikanten Effekt zu erzeugen. Weitere Ex-
perimente verdeutlichten die Relevanz dieser Beobachtung: Dabei konnte gezeigt werden,
dass DCs nach Stimulation mit ATG und Zugabe von 25(OH)D3 in der Lage waren,
1,25(0OH)2D3 zu produzieren. In keinem der Experimente konnte ein Effekt der IgG-Kon-
trolle beobachtet werden. In dhnlicher Weise konnten Fritsche et al. nachweisen, dass DCs,
die mit LPS stimuliert wurden, das Enzym CYP27B1 exprimieren und dadurch die Fihigkeit
erlangen, 25(OH)Ds in 1,25(OH)2D3 umzusetzen [157]. In der vorliegenden Arbeit konnte
weiterhin festgestellt werden, dass die mRNA-Expression des Vitamin-D-Rezeptors (VDR)
in DCs exprimiert ist, aber keiner Regulation durch ATG unterliegt. Dies steht im Wider-
spruch zu Hewison et al., die eine zur Expression von CYP27B1 reziproke Regulation des
VDR fordern [158]. Im vorliegenden Fall miisste dies eine verminderte VDR-mRNA-
Expression bei verstiarkter CYP27B1-mRNA-Expression bedeuten; dies war aber nicht der
Fall. Nichtsdestotrotz erscheint die Diskussion iiber einen auto- oder parakriner Mechanis-
mus, wie sie Hewison et al. in diesem Zusammenhang fiihren interessant. Eine reziproke
Regulation lieBe eine autokrine Einflussnahme wegen der geringeren VDR-Expression nicht
plausibel erscheinen [159]. Stattdessen wire ein parakriner Mechanismus wahrscheinlicher,
und zwar in dem Sinne, dass einige wenige 1,25(OH);Ds-produzierende DCs die iibrigen
beeinflussen. Dies wire dann vergleichbar mit dem Tryptophan-Stoffwechsel und der Ex-
pression des AHR. Liegt wie im vorliegenden Fall keine reziproke Regulation vor, erschei-
nen sowohl auto- als auch parakrine Mechanismen moglich. 1,25(OH),D3 wirkt auf DCs,
indem es die Differenzierung und Reifung der DCs inhibiert und damit zu einer verminder-
ten Expression von CD80 und CD86 fiihrt. Folglich schwicht dies die Fihigkeit der DCs,
T-Zellen zu stimulieren [79-81]. Des Weiteren supprimiert 1,25(OH).Ds; die IL-12-
Produktion und steigert die IL-10-Produktion [82]. Damit gehort die Produktion von
1,25(0OH)2D3 genauso wie die Induktion von IDO zu den tolerogenen Eigenschaften, die
ATG vermitteln konnte.

Interessanterweise beobachteten sowohl Correale et al. in einer klinischen Studie mit Pati-
enten, die an Multiple Sklerose (MS) leiden [160], als auch Farias ef al. in Ratten mit expe-

rimenteller autoimmuner Enzephalomyelitis (EAE), einem Krankheitsmodell, welches der
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MS sehr dhnlich ist, [161], dass 1,25(OH)2D3 in der Lage ist, IDO* tolerogene DCs zu indu-
zieren. AuBlerdem sahen sie, dass diese IDO-Induktion mit einer verstirkten Aktivitit des
Transkriptionsfaktors STAT3 einhergeht. Dieser spielt fiir den Signalweg von IDO eine we-
sentliche Rolle [162]. In beiden Modellen korrelierte die Anwesenheit von 1,25(OH)>D3 mit
einer giinstigeren Prognose der Autoimmunerkrankungen.

In einer klinischen Untersuchung konnten Kreutz et al. bereits 2003 eine negative Korrela-
tion zwischen den 1,25(OH)>D3-Serumspiegeln und der Schwere der GvHD nach Stamm-
zelltransplantation beobachten [163]. Diese Feststellung konnte in @hnlicher Weise von
Glotzbecker et al. bestitigt werden [164]: Patienten mit erniedrigten 25(OH)D3 vor der al-
logenen SCT hatten ein signifikant hoheres Risiko eine chronische GvHD zu erleiden.
Ebenso sahen Silva et al. in einer Studie mit nur 12 Patienten dezente Hinweise darauf, dass
die Patienten von einer praventiven Behandlung mit Vitamin-D3 profitieren [165].
Zusitzlich konnte in der vorliegenden Arbeit Hinweise darauf erbracht werden, dass ATG
die mRNA-Expression von CYP27A1 tendenziell inhibierte. Auch hier hatte die IgG-Kon-
trolle keinen Effekt. Fraglich ist, ob dieser Effekt Relevanz hat, da Zhu et al. nachweisen
konnten, dass der Knockout von CYP2R1, einem weiteren Enzym welches die Hydroxylie-
rung von Vitamin D3 zu 25(OH)Ds katalysiert, eine grolere Bedeutung fiir den 25(OH)D:s-
Spiegel hat als der Knockout von CYP27A1 [166]. Ganz im Gegensatz zum Knockout von
CYP27A1 fiihrte der von CYP2R1 zu einer deutlichen Absenkung des 25(OH)Ds-Spiegels.
Entsprechend haben Patienten mit zerebrotendinéser Xanthomatose (CTX), die eine nicht
funktionsfidhige Mutation des CYP27A1-Gens tragen, keinerlei Verdnderungen im Vitamin-
Ds-Stoffwechsel [167]. Die CTX ist eine extrem seltene autosomal-rezessiv vererbte Krank-
heit und fiihrt zu einer massiven Cholestase mit Ablagerungen von Cholesterin und Cho-
lestanol, welche zu schweren u.a. neurologischen Beeintrachtigungen fiithren [168]. Dies
deutet darauf hin, dass der menschliche Korper die Funktion des Enzyms im Vitamin-D3-,
aber nicht im Cholesterin-Stoffwechsel kompensieren kann [169]. Natiirlich konnte das En-
zym in DCs eine andere Bedeutung haben. Um eine Aussage treffen zu konnen, miisste der
Effekt von ATG auf CYP2R1 ebenfalls untersucht werden. Unabhéngig davon muss die
Frage gestellt werden, welchen ,,Sinn*“ eine Herunterregulation von CYP27A1 und eine
Hochregulation von CYP27B1 unter dem Einfluss von ATG hat. Theoretisch wiirde eine
verminderte Expression von CYP27A1 die Synthese von 1,25(0OH)>Ds aus Vitamin D3 trotz
der verstidrkten Expression von CYP27B1 einschrinken. Da aber DCs 25(OH)D3 aus ihrer
Umgebung aufnehmen, ist die Expression von CYP27A1 fiir die Synthese von 1,25(0OH)>D3
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wahrscheinlich nicht von Bedeutung [170-172]. Eine solche Situation wire mit den hier

durchgefiihrten Experimenten vergleichbar, in denen 25(OH)Ds3 zugegeben wurde.

6.1.3 Prostaglandin-Stoffwechsel

Bei der Untersuchung des Prostaglandin-Stoffwechsels der DCs wurde die mRNA-Expres-
sion der beiden Cyclooxygenasen COX] und COX2 unter Einfluss von ATG analysiert. Da-
bei konnte festgestellt werden, dass COX! unter ATG im Vergleich zur IgG-Kontrolle ten-
denziell inhibiert, wohingegen COX?2 signifikant induziert wurde. Die IgG-Kontrolle hatte
keinen Effekt auf COX1, war jedoch in der Lage die Expression von COX2 zu verstirken,
wenngleich der Unterschied zwischen ATG (500 pg/ml) und IgG-Kontrolle (500 pg/ml)
signifikant war. Unklar ist, wie sich die Anderung der Expression der COX-Enzyme auf die
tatsidchliche Produktion von PGE:> durch DCs ist. Fiir die Beantwortung dieser Frage wire
es sinnvoll, die Menge an Prostaglandinen in den Zellkulturiiberstinden zu quantifizieren.
Die paradoxe Wirkung von Prostaglandin E; (PGEz) wurde eingangs bereits erwéhnt: Einer-
seits steigert es zusammen mit TNF die IL-12-Produktion und damit die Moglichkeit der T-
Zell-Stimulation [173]. Andererseits ist PGE> in der Lage die Reifung der DCs und ihre
Fahigkeit der Antigenpréisentation zu minimieren [174]. Dazu passend konnten von Berg-
welt-Baildon et al. eine IDO-induzierende Wirkung von PGE; aufzeigen [90]. Insgesamt
bleibt fraglich, welche Rolle PGE: und die beiden Cyclooxygenasen fiir die Wirkung von
ATG auf DCs spielen.

6.1.4 Glukose-Stoffwechsel

In den hier gezeigten Experimenten induzierte ATG in DCs sowohl LDHA als auch LDHB
signifikant. Die Menge an Laktat im Zellkulturiiberstand blieb allerdings unverédndert, so
dass die verstirkte Expression der LDH-Untereinheiten vermutlich ohne Relevanz bleibt.
Die Ursache dafiir liegt wahrscheinlich in der gleichzeitigen Induktion beider Untereinhei-
ten. LPS induzierte dagegen nur LDHA, was eine signifikante Erhohung des Laktatspiegels

zur Folge hatte. Auf die beiden Isoenzyme der Hexokinase hatte ATG keinen Effekt.

6.1.5 Zytokin-Sekretion
Die Analyse der Zytokin-Sekretion zeigte, dass DCs auf ATG nicht mit einer unspezifischen
proinflammatorischen Antwort reagieren, sondern gezielt bestimmte Zytokine sezernieren.

So konnte gezeigt werden, dass ATG-stimulierte DCs weder IL-6 noch IL-12, aber IL-10
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und nicht signifikante Mengen an TNF sezernieren. Im Gegensatz dazu hatte die IgG-Kon-
trolle keinen Effekt auf IL-6, IL-10 und IL-12, zeigte jedoch fiir eine Konzentration von 500
pug/ml eine signifikante Wirkung auf die TNF-Sekretion der DCs. In Monozyten hatte ATG
dagegen keinen signifikanten Effekt auf die Zytokin-Sekretion. Gillet-Hladky et al. unter-
suchten ebenfalls die Zytokin-Sekretion, da sie allerdings eine andere ATG-Priparation ver-
wendeten, konnen die Daten kaum verglichen werden. Trotzdem konnten sie nach ATG-
Inkubation ebenfalls keine IL-12-Sekretion in DCs beobachten [142]. Dafiir konnten Gillet-
Hladky et al. in ihren Experimenten Interferon-a nachweisen, woraus sie schlossen, dass mit
ATG stimulierte DCs die Ty2-Antwort fordern, wohingegen die Tu1-Antwort supprimiert
wird. Deutlich widerspriichlich sind die Ergebnisse beziiglich IL-10: Wihrend Gillet-Hladky
et al. ATG-Stimulation kein IL-10 nachweisen konnten [142], war das Zytokin in der vor-
liegenden Arbeit in signifikanten Mengen vorhanden. Das Vorgehen bei der Stimulation mit
ATG war jedoch unterschiedlich: Wahren Gillet-Hladky et al. die Monozyten bzw. DCs von
Anfang an mit ATG stimulierten, wurde in der vorliegenden Arbeit ATG erst hinzugegeben,
nachdem die Differenzierung zu DCs abgeschlossen war. IL-10 ist im Hinblick auf ATG
von besonderem Interesse, da es als immunsuppressives Zytokin grof3e Bedeutung fiir to-
lerogene DCs hat. Es blockiert die Ausreifung der DCs und verhindert dadurch eine effektive
Stimulation der T-Zellen [56]. Die Wirkung von ATG auf die IL-10-Sekretion war spezifisch

in DCs, nicht jedoch in Monozyten nachweisbar.

6.1.6 Funktionelle Effekte von ATG-DCs auf T-Zellen

Die bereits dargestellten Ergebnisse iiber den Einfluss von ATG auf den Tryptophan-, Vita-
min-Ds- und Prostaglandin-Stoffwechsel und auf das Zytokinprofil sprechen deutlich dafiir,
dass ATG tolerogene DCs induziert. Daher wurde iiberpriift, wie sich dieser Phinotyp in
vitro auf die Aktivierung von T-Zellen durch DCs auswirkt. Mit ATG stimulierte DCs wur-
den zusammen mit allogenen T-Zellen inkubiert. Dies wird als mixed lymphocyte reaction
(MLR) bezeichnet. Eine solche Situation findet sich auch nach allogener SCT, bei der die
allogenen T-Zellen des Spenders auf die DCs des Empféangers treffen. Als MaB fiir die Ak-
tivitdt der T-Zellen wurde ihre Proliferationsrate bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass
die mit ATG stimulierten DCs kaum in der Lage waren, T-Zellen addquat zur Proliferation
anzuregen. Diese Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit Monti et al.. Obwohl sie eine
andere ATG-Préparation verwendeten, konnten auch sie in einer MLR keine Stimulation der
T-Zellen beobachten [175]. In der vorliegenden Arbeit konnten zusitzlich deutliche Hin-

weise dafiir erbracht werden, dass mit ATG inkubierte DCs in der Lage sind, die Induktion
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und Aktivierung von T-Zellen durch LPS-DC zu inhibieren. Dies sollte in weiteren Experi-
menten ndher untersucht werden.

Weiterhin geht die Induktion von IDO in DCs mit einer verstirkten de novo Differenzierung
regulatorischer T-Zellen einher [61]. Diese Wirkung zeigt auch das immunsuppressive Zy-
tokin IL-10 [57]. Im Gegenzug sezernieren regulatorische T-Zellen ebenfalls IL-10, was zur
Stabilisierung eines tolerogenen Phénotyps beitrdgt. Regulatorische T-Zellen hemmen wie-
derum die Immunantwort der Tyl- und Ty2-Zellen [51, 62]. Unklar ist bisher, wie die IDO-
Expression in DCs zu einer T-Zell-Suppression fiihrt. Die anfiangliche Theorie von Mellor
et Munn besagt, dass der Entzug von Tryptophan aus dem Mikromilieu zu einer funktionel-
len T-Zell-Suppression fiihrt [71]. Eine weitere Theorie von Terness et al. sieht die Metabo-
liten, wie Kynurenin, fiir die Suppression als verantwortlich an [69]. Grohmann ef al. erkla-
ren den Effekt dadurch, dass der intensivierte Metabolismus die Eigenschaften der DCs be-
einflusst, und so die Fihigkeit T-Zellen zu stimulieren, supprimiert [176]. Gonzales sieht die
ersten beiden Theorien als ursichlich fiir die dritte Theorie an [62, 177]. Unabhéngig davon
steht fest, dass ein verstédrkter Tryptophan-Metabolismus die Proliferation von T-Zellen un-
terdriickt [64, 65]. Gleichzeitig induziert er eine verstirkte Apoptose von T- und NK-Zellen
[66-69].

6.1.7 Zusammenfassung der ATG-Effekte auf DCs
In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass ATG vielfiltige Verdanderun-
gen in DCs induziert, nicht jedoch in Monozyten. Abbildung 6-1 versucht, diese Ergebnisse

mit der bisherigen Literatur in Zusammenhang zu bringen.

Induktion einer
tolerogenen DC

tolerogene

IL-10

IL-12, IL-6, TNF

Kynurenin

Tryptophan 1,25(0H),D,

25(0H)D,

CD80/CD86

Abbildung 6-1: Effekte von ATG auf DCs und deren mogliche parakrine Einfliisse auf weitere DCs
Gezeigt sind die potenziellen Effekte, die ATG-DCs auf weitere DCs ausiiben konnte. Erkldrung siehe Text. Abbildung

eigens mittels CorelDraw erstellt.
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Dargestellt sind zunéchst die beobachtete Induktion des Tryptophan- und Vitamin-D3-Stoff-
wechsels, sowie die Sekretion von IL-10. Eine signifikante Sekretion weiterer proinflamm-
atorischer Zytokine (IL-6, IL-12, TNF) konnte nicht festgestellt werden. Entgegen der Er-
wartungen fiihrte die I[gG-Kontrolle zu einer signifikanten Sekretion von TNF. Ohne weitere
proinflammatorische Zytokine fithrt TNF laut Menges et al. zu einer Semi-Reifung der DCs
[178].

Besonders interessant ist der verstirkte Tryptophan- und Vitamin-Ds-Stoffwechsel, mit
nachfolgender Anhdufung von Kynurenin und 1,25(OH),Ds. Fiir beide Stoffwechselpro-
dukte wurde nachgewiesen, dass sie die Expression von IDO stimulieren [146, 161].
1,25(OH).Ds iibt seine Wirkung mutmalBlich via VDR aus, wohingegen Kynurenin als Lig-
and des AHR fungiert [72, 73]. Penna et al. konnten unter Einfluss von 1,25(OH),D3 wei-
terhin eine Induktion der IL-10-Sekretion und eine Inhibierung der IL-12-Sekretion be-
obachten [82]. Zusitzlich supprimiert 1,25(OH).D3 die Differenzierung und die Reifung der
DCs, insbesondere die Expression der kostimulatorischen Molekiile CD80/CD86 und der
MHC-Klasse-II-Molekiile [79-81]. Damit wird die Fahigkeit der DCs, T-Zellen zu stimulie-
ren ebenfalls verschlechtert. Diese Uberlegungen lassen den Schluss zu, dass ATG-DCs ne-
ben ihren Effekten auf T-Zellen auch in der Lage sind, parakrin einen tolerogenen Phinotyp

in weiteren DCs zu induzieren.

6.2 Mogliche Relevanz der ATG-Effekte in vivo

Landfried et al. beobachteten in der Phase vor einer Stammzelltransplantation (SCT), in der
die Patienten mit ATG Fresenius behandelt wurden, einen Anstieg der Tryptophan-Metabo-
liten Kynurenin und Chinolinsdure im Urin [133]. Vermutlich ist die Induktion von IDO und
eventuell nachgeschalteter Enzyme (z.B. Kynureninase) dafiir verantwortlich. IDO wird al-
lerdings in einer Vielzahl von Zellen exprimiert, einschlieBlich Endothel- und glatten Mus-
kelzellen [179-181]. Weiterhin existiert das Enzym Tryptophan-2,3-Dioxygenase (TDO),
welches zwar dieselbe Reaktion katalysiert, aber fast ausschlieBlich in der Leber zu finden
ist [182]. Moglicherweise beeinflusst ATG sowohl TDO als auch IDO in anderen Korper-
zellen, was dann zu einer vermehrten Ausscheidung im Urin fiihrt.

Die entscheidende Frage ist, ob die aufgezeigten in vitro Effekte in vivo eine Rolle spielen
konnen und zur immunsuppressiven und tolerogenen Wirkung von ATG beitragen. Einer-
seits fiihrt ATG zur Depletion von T-Zellen und zerstort damit das eigentliche Ziel der to-

lerogenen DCs. Andererseits reduziert ATG auch die Anzahl der DCs. Fang et al. konnten
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in ihren ex vivo Experimenten nachweisen, dass sich die Anzahl myeloider bzw. plasmazy-
toider DCs im Blut nach Inkubation mit ATG Fresenius und Komplementfaktoren um 80
bzw. 85% reduziert [183]. Selbiges konnten sie mit Patienten, die mit oder ohne ATG be-
handelt wurden, in vivo bestitigen. Daher muss kritisch hinterfragt werden, ob ATG die
Wirkung auf DCs, die in vitro beobachtet werden, in vivo tiberhaupt entfalten kann. Aller-
dings befindet sich nur ein geringer Teil der DCs im Blut, der GroBteil hilt sich in den ver-
schiedenen Gewebetypen (Gastrointestinaltrakt, Leber) oder in der Haut (z.B. Langerhans-
Zellen) auf. Es wire von besonderem Interesse zu wissen, wie die DCs dort auf ATG rea-
gieren, da sich die GVHD in diesen Organen manifestiert [119]. Simpson schreibt, dass ATG,
welches vor der SCT verabreicht wurde, weiterhin im Knochenmark verbleibt und anschlie-
Bend die T-Zellen des Empfiangers und Spenders depletiert [184]. Dies bedeutet, dass ATG
seine Wirkung auch auf die DCs des Transplantats ausiiben kann. Weiterhin zeigen neure
Publikationen, dass ATG in vivo regulatorische T-Zellen induziert [ 185, 186]. Die Induktion
tolerogener DCs konnte ein moglicher Mechanismus sein, wie ATG diese Wirkung vermit-
telt. Besonders interessant an den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Effekten ist die
Moglichkeit, dass die Verdnderung des DC-Phéanotyps moglichweise stabil bleibt und damit
einen langfristigen Effekt von ATG ermdoglicht, ohne dabei die negativen Konsequenzen
einer T-Zell-Depletion zur Folge zu haben. AbschlieBend bleibt festzuhalten, dass ATG
seine immunsuppressive Wirkung vermutlich nicht nur durch die T-Zell-Depletion vermit-
telt, sondern auch durch die vielfiltig beschriebenen Effekte auf andere Immunzellen. Mog-
licherweise gehoren die in der vorliegenden Arbeit aufgezeigten Veridnderungen in DCs

ebenfalls dazu.
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7 Zusammenfassung

Die allogene Transplantation himatopoetischer Stammzellen hat eine grole Bedeutung in
der Therapie maligner himatologischer Erkrankungen. Allerdings wird der Erfolg dieser
Therapieoption durch die Entwicklung einer Graft-versus-Host-Disease (GvHD) be-
schréankt. Prophylaktisch werden daher immunsuppressive Medikamente wie Antithymozy-
tenglobulin (ATG) eingesetzt. Der am besten dokumentierte Effekt von ATG ist die Deple-
tion von T-Zellen via Komplement-abhéngiger Lyse oder alternativ via Apoptose und Pha-
gozytose. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welche Effekte ATG auf humane
Monozyten und dendritische Zellen (DCs) hat.

Zunichst konnte nachgewiesen werden, dass ATG im Gegensatz zu einer polyklonalen
IgG-Kontrolle zu einer signifikant gesteigerten Expression des Enzyms Indolamin-2,3-
Dioxygenase (IDO) in DCs fiihrt. Die Expression von IDO in DCs hat immunregulatori-
sche Effekte, wie z.B. die Induktion regulatorischer T-Zellen. Weiterhin konnte auf
mRNA-Ebene eine verstirkte Expression der Kynureninase, einem weiteren Enzym des
Tryptophan-Stoffwechsels, beobachtet werden. In Monozyten hatte ATG dagegen keine
signifikanten Effekte auf die untersuchten Enzyme.

Weiterhin konnte dargelegt werden, dass ATG die mRNA-Expression des Enzyms 25-
Hydroxyvitamin D3 1a-Hydroxylase induziert. Dieses Enzym katalysiert die Umwandlung
von 25-Hydroxy-Vitamin D3 zu physiologisch aktivem 1,25-Dihydroxy-Vitamin Dj
[1,25(0OH),;D3]. In einem néchsten Schritt konnte nachgewiesen werden, dass ATG zu einer
signifikanten Zunahme von 1,25(OH),D3 im Uberstand der DCs fiihrt. Von 1,25(0H),Ds
ist bekannt, dass es die Reifung und Differenzierung von DCs und somit ihre Féahigkeit T-
Zellen zu stimulieren, inhibiert.

Zudem konnte gezeigt werden, dass ATG in humanen DCs zu einer signifikant gesteiger-
ten Sekretion von IL-10, ohne gleichzeitige Produktion von IL-12 fiihrt. Diese Kombinati-
on ist ein typisches Charakteristikum fiir tolerogene DCs. In Monozyten hatte ATG keinen
Effekt auf die Zytokin-Sekretion. Eine Inkubation der DCs mit allogenen T-Zellen zeigte,
dass mit ATG stimulierte DCs nicht in der Lage sind allogene T-Zellen zur Proliferation
anzuregen. Weiterhin lieferte diese Methode deutliche Hinweise darauf, dass die mit ATG
stimulierten DCs in der Lage sind, die Proliferation von T-Zellen, welche durch reife DCs
induziert wurde, zu inhibieren.

In summa legen die Daten der vorliegenden Arbeit nahe, dass ATG im Gegensatz zu einer

polyklonalen IgG-Kontrolle dazu in der Lage ist, einen tolerogenen DC-Phénotyp zu indu-
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zieren. Dieser Mechanismus konnte fiir die unter ATG beschriebene Induktion regulatori-
scher T-Zellen verantwortlich sein. Neben dem bekannten Effekt der T-Zell-Depletion
konnte ATG seine immunsuppressive Wirkung auch durch die oben beschriebenen Me-
chanismen vermitteln. Ob diese Effekte in vivo allerdings tatsidchlich von Bedeutung sind,

muss erst durch weitere Untersuchungen bestétigt werden.
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Abkiirzung

Bedeutung

1,25(0OH),D3
25(0OH)D3
‘H
AB-Serum
AF488
AHR
APC

APS

ATG
ATP

Bp

BrdU
BSA

CCL
CCR

CD

cDC
cDNA
CLIA
CLR

CO;

COX
Cpm
CTLA-4
ct-Wert
CXCR
CYP27A1

CYP27B1

CYP2R1

1,25-Dihydroxy-Vitamin D3
25-Hydroxy-Vitamin D3

Tritium

Serum von Spendern mit der Blutgruppe AB
Alexa Fluor 488, Farbstoff
Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor
Allophycocyanin, Farbstoff
Ammoniumperoxodisulfat
Antithymozytenglobulin
Adenosintriphosphat

Basenpaare

Bromdesoxyuridin

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
CC-Typ-Ligand, Chemokin
CC-Typ-Rezeptor, Chemokinrezeptor
Cluster of differentiation

Konventionelle dendritische Zelle
Komplementire (complementary) DNA
Chemilumineszenz-Immunassay

C-Typ Lektin-Rezeptoren

Kohlendioxid

Cyclooxygenase

Impulse pro Minute (counts per minute)
Cytotoxic T-Lymphocyte antigen 4

Cycle threshold-Wert

CXC-Typ-Rezeptor, Chemokinrezeptor

Gen fiir Vitamin-Ds-25-Hydroxylase (Cytochrom P450 Familie 27, Sub-
familie A, Polypeptid 1)

Gen fiir 25-Hydroxyvitamin D3 1a-Hydroxylase (Cytochrom P450 Familie
27, Subfamilie B, Polypeptid 1)

Gen fiir Vitamin-Ds-25-Hydroxylase (Cytochrom P450 Familie 2, Subfa-
milie R, Polypeptid 1)
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Abkiirzung Bedeutung

DAMP Beschidigungs-assoziiertes molekulares Muster (damage-associated
molecular patterns)

DC Dendritische Zelle

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure (deoxyribonucleic acid)

DNase Desoxyribonuklease

dNTP 2’-Desoxyribonukleosid-5’-Triphosphat

ECL Verstirke Chemilumineszenz (enhanced chemiluminescence)

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzymgekoppelter Inmunabsorptionstest
(enzyme-linked immunosorbent assay)

FACS Form der Durchflusszytometrie
(fluorescence-activated cell sorting)

Fc Fragment crystallisable

FCS Fetales Kilberserum (fetal calf serum)

FOXP3 Forkhead box protein 3

GM-CSF Granulocyte macrophage colony-stimulating factor

GvHD Transplantat-Wirt-Reaktion (graft-versus-host disease)

h Stunde

H:Opigest Zweifach destilliertes Wasser

HCl1 Salzsdure

HRP Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase)

HSP Hitze-Schock-Protein (heat shock protein)

IDO Indolamin-2,3-Dioxygenase

IFN-y Interferon-y

IgG Immunglobulin G

IL Interleukin

LDH Laktat-Dehydrogenase

LPS Lipopolysaccharid

M Molar

MHC Haupthistokompatibilitidtskomplex
(major histocompatibility complex)

ml Milliliter

M-MLV Muriner Leukdmie-Virus, Stamm Moloney
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Abkiirzung Bedeutung

mRNA Messenger RNA

n.s. Nicht signifikant

NaCl Natriumchlorid

NK-Zellen Natiirliche Killerzellen

NOD Nucleotide-binding oligomerization domain

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PAMP Pathogen-assoziiertes molekulares Muster
(pathogen-associated molecular patterns)

PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline)

pDC Plasmazytoide DC

PGE; Prostaglandin E;

PGH: Prostaglandin H,

PRR Mustererkennungsrezeptor (pattern recognition receptor)

PVDF Polyvinylidendifluorid

RIPA Radio-Immunprizipitationsassay

RNA Ribonukleinsiure (ribonucleic acid)

RNase Ribonuklease

RPMI Entwicklungsort des Mediums (Roswell Park Memorial Institut)

rRNA Ribosomale RNA

RT Reverse Transkription

RT-qPCR Quantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reac-
tion)

s.u. Siehe unten

SCT Stammezelltransplantation (stem cell transplantation)

SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecylsulfate)

SEM Standardfehler (standard error of the mean)

SG DNA-Farbstoff, SYBR Green

TCR T-Zell-Rezeptor (T cell receptor)

TEMED N.N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

TGF-p Transformierender Wachstumstaktor (transforming growth factor f5)

Tu-Zellen T-Helferzellen

TLR Toll-dhnlicher/like Rezeptor (foll-like receptor)

TNF Tumornekrosefaktor

Treg Regulatorische T-Zelle

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
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Abkiirzung Bedeutung

u.a. Und andere

UK Vereinigtes Konigreich (United Kingdom)

USA Vereinigte Staaten von Amerika (United States of America)
VDR Vitamin-D-Rezeptor

VEGF Vascular endothelial growth factor

Versch. Verschiedene

w/o Ohne (without)

z.B. Zum Beispiel
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