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1 Einleitung 
 

1.1 Das Immunsystem 

 

Alle Organismen sind permanent Einflüssen ihrer Umwelt ausgesetzt, von denen eine 

Vielzahl als potenziell schädlich einzustufen ist. Hierzu gehören unter anderem Bakterien, 

Pilze, Viren und Toxine. Als biologischen Abwehrmechanismus gegen diese Einflüsse haben 

Organismen ein Immunsystem entwickelt. 

Das Immunsystem setzt sich funktionell aus zwei interagierenden Teilsystemen zusammen, 

dem angeborenen und dem adaptiven Immunsystem. Hauptaufgabe des evolutionär älteren, 

angeborenen Immunsystems ist eine sofortige Abwehr ohne vorherigen Kontakt mit dem 

jeweiligen Erreger 1. Die adaptive Immunität reagiert im Gegensatz dazu wesentlich 

langsamer, ist aber spezifischer und besitzt eine immunologische Gedächtnisfunktion.  

Der Immunologe Paul Ehrlich postulierte zum Ende des 19. bzw. am Anfang des 20. 

Jahrhunderts das Prinzip des Horror autotoxicus, was soviel wie „Furcht vor 

Selbstzerstörung oder Selbstvergiftung“ bedeutet. Nach dieser Theorie richtet sich die 

Immunabwehr des Körpers nur gegen Fremd-Antigene. Eine Immunreaktion gegen Selbst-

Antigene war nach diesem Prinzip nicht möglich, da sie fatale Folgen hätte, die im 

Widerspruch mit dem Leben ständen. Solche autoimmunologischen Prozesse werden laut 

Ehrlich durch körpereigene Schutzmechanismen verhindert, die solche Reaktionen generell 

nicht zulassen.  

Nach heutigem Forschungsstand ist die Differenzierung zwischen Selbst- bzw. harmlosen 

Antigenen, die toleriert werden und Fremd-Antigenen, die in der Induktion einer 

Immunantwort resultieren, eine essentielle Eigenschaft des Immunsystems. Ein Verlust 

dieser Toleranz kann unter anderem zu Autoimmunerkrankungen und allergischen 

Reaktionen führen 2,3. 

 

 

1.1.1 Das angeborene Immunsystem 

 

Die Haut bzw. die verschiedenen Schleimhäute des Körpers bilden zusammen eine erste 

physikalische Barriere für eindringende Pathogene. Wird diese überwunden, trifft der 

Krankheitserreger zunächst auf Komponenten des angeborenen Immunsystems 4. Das 

Prinzip dieser ersten Immunreaktion beruht auf der Detektion konservierter 

pathogenassoziierter molekularer Muster (pathogen associated molecular patterns, PAMPs) 

durch bestimmte Mustererkennungsrezeptoren (pathogen recognition receptors, PRRs), die 
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von professionellen antigenpräsentierenden Zellen (APCs) exprimiert werden 5,6. Mikrobielle 

Moleküle, die als PAMPs erkannt werden, sind unter anderem Lipopolysaccharide (LPS), 

Mannane, bakterielle DNA, doppelsträngige RNA und Glykane. Nach Erkennung der PAMPs 

durch die jeweiligen PRRs kommt es unter anderem zur Phagozytose von Pathogenen 7.  

Toll-ähnliche Rezeptoren (toll-like receptors, TLRs) gehören zu den wichtigsten 

signalgebenden PRRs. Sie werden von professionellen APCs wie Makrophagen, 

dendritischen Zellen (DCs) und B-Zellen exprimiert. Mikrobielle Moleküle, die von TLRs als 

PAMPs erkannt werden, sind neben weiteren LPS (TLR4), bakterielle Lipoproteine und 

Lipoteichonsäuren (TLR2), Flagelline (TLR5), unmethylierte CpG DNA von Bakterien und 

Viren (TLR9), doppelsträngige RNA (TLR3) und einzelsträngige, virale RNA (TLR7) 8. Die 

Aktivierung dieser PRRs führt zur Induktion von Signaltransduktionskaskaden, in deren 

Verlauf eine verstärkte Expression kostimulatorischer Moleküle und die Produktion 

proinflammatorischer Zytokine und Chemokine erfolgt. Dieser Ablauf führt zur Auslösung 

einer Entzündungsreaktion und ist eine Voraussetzung für die Induktion einer adaptiven 

Immunantwort 1. 

Alle PRRs sind keimbahnkodiert und damit unveränderlich. Da diese lediglich der effizienten 

Erkennung allgemeiner Molekülstrukturen dienen, kann die angeborene Immunität von vielen 

Pathogenen unterwandert werden 9. Erfolgt die Ausbreitung einer Infektion unter anderem 

über das lymphatische System, wird eine adaptive Immunantwort eingeleitet.  

 

 

1.1.2 Das adaptive Immunsystem 

 

Die Aktivierung PRR-tragender Zellen ist ein wichtiger Schritt in der Initiierung einer 

nachfolgenden adaptiven Immunantwort, in deren Verlauf Pathogene durch humorale und 

zellvermittelte Komponenten wirksam bekämpfet werden. 

Im Gegensatz zu den keimbahnkodierten Rezeptoren der angeborenen Immunität sind die 

antigenspezifischen Rezeptoren des adaptiven Immunsystems genetisch nicht vollständig 

festgelegt und somit hochgradig variabel. Grundlage dieser Variabilität sind Rearrangements 

verschiedener Gensegmente, somatische Hypermutationen und Genkonversionen 9. Diese 

somatisch rearrangierten Rezeptoren des adaptiven Immunsystems sind T-Zell- und B-Zell-

Rezeptoren (TCRs, BCRs), die durch ihre Diversität ein großes Spektrum an Antigenen 

erkennen 7. Bindet ein antigenspezifischer Rezeptor eines Lymphozyten an sein spezifisches 

Antigen, so kommt es gezielt zur Aktivierung und Proliferation dieser Subpopulation. Nach 3-

5 Tagen ist diese Population ausreichend expandiert und zu Effektorzellen differenziert 1. 

Dieses Prinzip der klonalen Selektion bildet die Basis der erworbenen Immunität 9. 
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Die Induktion einer adaptiven Immunantwort erfolgt durch DCs, die das angeborene und das 

erworbene Immunsystem miteinander verbinden 9,10. DCs gehören zur Gruppe der 

professionellen APCs 11. Im unreifen Zustand nehmen sie Antigene in der Peripherie auf, 

reifen bei Vorliegen eines Aktivierungsstimulus (TLR-Ligand, proinflammatorische Zytokine) 

aus und wandern in das lokale Lymphgewebe oder in die Milz. Dort präsentieren sie den 

zirkulierenden T-Zellen die zuvor prozessierten Antigenfragmente 12. 

Die zellvermittelte Immunantwort wird durch antigenspezifische T-Zellen getragen. T-Zellen 

können ihr spezifisches Antigen nur dann binden, wenn es als Peptid im Kontext mit MHC- 

(major histocompatibility complex) Molekülen auf der Oberfläche von APCs präsentiert wird. 

Zusätzlich zu dieser hochaffinen Bindung wird ein zweites, antigenunabhängiges 

kostimulatorisches Aktivierungssignal von der APC vermittelt. Dies geschieht durch 

verschiedene Oberflächenmoleküle 13, wie zum Beispiel CD80, CD86 und CD40, die mit den 

T-Zell-Oberflächenrezeptoren CD28 bzw. CD40-Ligand interagieren 14,15. Die Kontaktstelle 

zwischen den beiden Zellen wird als immunologische Synapse bezeichnet, in deren innerer 

Zone ringartig MHC-Antigen-Komplexe bzw. TCRs sowie kostimulatorische Rezeptoren bzw. 

kostimulatorische Liganden vorliegen, während adhäsionsvermittelnde Moleküle in einem 

äußeren Ring organisiert sind 16. Die Aktivierung und klonale Proliferation 

antigenspezifischer T-Zellen erfolgt ausschließlich wenn beide Aktivierungssignale vorliegen. 

In diesem Rahmen wird dann Interleukin 2 (IL-2) als autokriner Wachstumsfaktor 

exprimiert 17. Nach ihrer Aktivierung kontrollieren T-Zellen andere Komponenten der 

adaptiven Immunantwort wie Makrophagen und B-Zellen 1.  

Die zweite Komponente der adaptiven Immunantwort ist die humorale Immunität, in deren 

Rahmen B-Zellen durch T-Helferzellen (TH) aktiviert werden. Erstere produzieren und 

sezernieren im aktivierten Zustand Antikörper, die auf verschiedene Weise die Immunantwort 

modulieren. Durch Bindung dieser Antikörper an Antigene werden letztere neutralisiert und 

können nicht mehr mit körpereigenen Zellen wechselwirken. Im Rahmen der Opsonierung 

wird durch Anlagerung von Antikörpern an Oberflächenmoleküle von Bakterien deren 

Aufnahme durch Phagozyten erleichtert. Außerdem können Antikörper nach Bindung an 

Antigenstrukturen auf Mikroorganismen das Komplementsystem aktivieren, indem die 

gebundenen Antikörper einen Rezeptor für das erste Protein des Komplementsystems 

bilden 18. 

 

 

1.2 Komponenten des Immunsystems 

 

Alle zellulären Bestandteile des Immunsystems stammen von pluripotenten 

hämatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks ab. Aus diesen entwickeln sich 



1   Einleitung 

4 
 

zunächst myeloide und lymphoide Vorläuferzellen, die durch ein eingeschränktes Potential 

gekennzeichnet sind 19,20. 

Myeloide Vorläuferzellen differenzieren zu Granulozyten, Mastzellen und Monozyten. Die 

Granulozyten unterteilen sich in drei Untergruppen, die alle an unspezifischen 

Immunreaktionen beteiligt sind. Basophile Granulozyten sind Effektorzellen allergischer 

Reaktionen, die vasoaktive und immunregulatorische Mediatoren produzieren und ins Blut 

oder den extra-zellulären Raum sezernieren 21,22. Eosinophile sind an der Bekämpfung 

eingedrungener Parasiten beteiligt 23 und Neutrophile sind phagozytisch in der Abwehr 

bakterieller Pathogene im Rahmen der angeborenen Immunität aktiv 24,25.  

Mastzellen sind frühe Effektorzellen, die TNF-α (tumor necrosis factor), Histamin und 

vasoaktive Substanzen zur Erhöhung der Gefäßpermeabilität freisetzen und so zu akuten 

Entzündungsreaktionen beitragen. Histamin ist dabei an der Freisetzung von TNF-α aus 

Makrophagen beteiligt 6,26. Monozyten differenzieren nach Eintritt in das periphere Gewebe 

zu Makrophagen oder zu myeloiden dendrititischen Zellen (ausführliche Darstellung in 

Abschnitt 1.6) 27-29. Neben ihrer Funktion als APCs sind Makrophagen innerhalb der 

unspezifischen Immunabwehr phagozytisch aktiv. Sie exprimieren verschiedene PRRs und 

spüren daher beginnende mikrobielle Invasionen direkt auf 6,30. DCs sind wie Makrophagen 

professionelle APCs 31. Immature DCs sind auf die Aufnahme und Prozessierung von 

Antigenen aus der Peripherie spezialisiert. Die Antigenfragmente werden dann T-Zellen in 

den lymphatischen Geweben präsentiert. Als potenteste APCs sind DCs im aktivierten 

Zustand auf diese Weise in der Lage, naive T-Zellen zu stimulieren und dadurch eine 

Immunantwort zu induzieren 12,32. DCs spielen sowohl bei der T-Zell vermittelten 

Immunantwort als auch bei der Induktion der immunologischen Toleranz eine tragende 

Rolle 33.  

Lymphoide Vorläuferzellen entwickeln sich zu Lymphozyten, die zu B-Zellen 34, T-Zellen 35, 

Natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) oder plasmacytoiden DCs 36 differenzieren. Myeloide und 

plasmacytoide DC-Populationen besitzen auf Grund ihrer unterschiedlichen 

hämatopoetischen Abstammung abweichende phänotypische Merkmale, jedoch sind alle 

DCs in der Lage, antigenspezifisch T-Zellen zu aktivieren und deren Proliferation zu 

induzieren 37.  

B-Zellen differenzieren vollständig im Knochenmark aus. Sie exprimieren auf ihrer 

Oberfläche membrangebundene Immunoglobuline, die den BCR darstellen. Dieser Rezeptor 

erkennt antigene Proteine in ihrer nativen Form. Spezifisch gebundene Antigene werden 

internalisiert und deren Degradationsprodukte im MHCII-Antigen-Komplex auf der B-Zell-

Oberfläche präsentiert. Dieser Komplex wird von TH-Zellen erkannt, die einen spezifischen 

TCR für das entsprechende Antigen besitzen 38. Als weitere Aktivierungssignale sind 

kostimulatorische CD40/CD40-Ligand Interaktionen sowie die Produktion von Zytokinen 
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durch die TH-Zelle notwendig 39. Aktivierte B-Zellen differenzieren terminal zu Plasmazellen. 

Diese produzieren und sezernieren Antikörper, die spezifisch gegen das Antigen gerichtet 

sind und tragen so zur humoralen Immunantwort bei 40. 

Im Gegensatz zu B-Zellen ist für die vollständige Enzwicklung von T-Zellen ein 

Reifungsprozess im Thymus essentiell. Weiterhin unterscheiden sich beide Lymphozyten-

Typen auf Ebene ihrer Rezeptoren. T-Zellen erkennen Antigene über ihren TCR nur in 

prozessierter Form als Peptid im Kontext mit MHC-Molekülen auf der Oberfläche von 

APCs 35,41. Gleichzeitig ist ein kostimulatorisches Signal, vermittelt durch kostimulatorische 

Moleküle auf der APC (z.B. CD40, B7-Moleküle), zur Aktivierung naiver T-Zellen notwendig. 

Sind beide Signale vorhanden, kommt es im Rahmen der Aktivierung zur klonalen Expansion 

und Differenzierung der naiven T-Zelle zur T-Effektorzelle.  

T-Effektorzellen lassen sich auf Grund ihrer exprimierten Korezeptoren in zwei 

Subpopulationen einteilen. CD8+ T-Zellen erkennen Antigen im Kontext mit MHCI-Molekülen. 

Nach Aktivierung durch Antigenkontakt differenzieren sie zu zytotoxischen T-Zellen 

(cytotoxic T lymphocytes, CTLs). Diese sind an der Erkennung und Beseitigung 

intrazellulärer Erreger beteiligt, die körpereigene Zellen infizieren und in deren Zytosol 

replizieren (z.B. Viren). Aktivierte CTLs sezernieren unter anderem Perforin-1 42, das Poren 

in der Membran der Zielzelle bildet und Granzyme 43, die Apoptose in den infizierten Zellen 

auslösen. Außerdem können sie unter anderem IFN-γ (interferon), TNF-α und GM-CSF 

(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) sekretieren 44, was zur Attraktion und 

Aktivierung von Makrophagen und NK-Zellen führt. 

Die als TH-Zellen bezeichneten CD4+ T-Zellen erkennen degradierte Proteine, die über 

MHCII-Moleküle präsentiert werden. Abhängig von Faktoren, wie Art der APC und Ausmaß 

der Kostimulation oder APC-seitig ausgeschütteten Zytokinen werden CD4+ T-Zellen zu TH1-

Zellen oder TH2-Zellen polarisiert 45-48. Neben den anderen genannten Faktoren scheint das 

Zytokinmilieu das wichtigste Signal bei der TH-Differenzierung zu zellulären oder humoralen 

Effektorzellen zu sein. IL-6, das unter anderem von reifen Typ 2-DCs sekretiert wird, 

polarisiert antigenspezfische TH-Zellen in Richtung TH2-Zellen 49. Aktivierte TH2-Zellen 

produzieren IL-4, welches als autokriner Wachstumsfaktor fungiert und die 

Ausdifferenzierung anderer T-Zell-Subpopulationen inhibiert 50. IL-4 bewirkt über die 

Aktivierung des Transkriptionsfaktors (TF) STAT6 (signal transducers and activators of 

transcription) die Differenzierung in Richtung TH2 51. Aktivierte, IFN-γ polarisierte Typ 1-

DCs 52 sezernieren IL-12, das über den Transkriptionsfaktor STAT4 zur Polarisierung in 

Richtung TH1 beiträgt 51,53. TH1-Zellen produzieren IFN-γ und TNF-α, welche zur Aktivierung 

von CTLs, Makrophagen, Neutrophilen sowie NK-Zellen beitragen und somit zu einer 

zellulären Immunantwort führen 9. Aktivierte TH2-Zellen schütten vor allem IL-4, IL-5, IL-10 

und IL-13 aus 54. Zusammen mit den genannten Effektormolekülen aktivieren TH2-Zellen B-
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Zellen, die im weiteren Verlauf eine humorale Immunantwort auslösen 55,56. Außerdem wird 

die Ausreifung und Rekrutierung von Eosinophilen induziert 50,57. 

NK-Zellen entwickeln sich vollständig im Knochenmark und zirkulieren anschließend im Blut. 

Im Gegensatz zu B- und T-Zellen weisen sie keine Antigenspezifität auf. Jedoch reagieren 

sie schnell auf eindringende Pathogene, was sie zu einem wichtigen Teil der angeborenen 

Immunantwort macht 6. Wie CTLs sezernieren NK-Zellen Perforin, das in die Membran der 

infizierten Zelle eingebaut wird. Anschließend wird durch die Freisetzung von Granzymen 

und IFNγ die Apoptose der Zelle induziert 58,59. 

 

 

1.3 Die Toleranz 

 

Eine essentielle Eigenschaft des Immunsystems ist die Unterscheidung zwischen Selbst- 

und Fremd-Strukturen bzw. zwischen harmlosen und schädlichen Antigenen. Der Verlust der 

Toleranz gegenüber Selbst- und harmlosen Antigenen kann zu Autoimmunerkrankungen und 

allergischen Reaktionen führen. Die immunologischen Toleranzvorgänge werden in zentrale 

und periphere Toleranz eingeteilt 2,3,60. Realisiert wird die Toleranz durch die Eleminierung, 

die funktionelle Inaktivierung und die Suppression potentiell autoreaktiver Lymphozyten.  

Die Deletion unreifer, autoreaktiver Lymphozyten in den primären lymphatischen Organen ist 

der Kernmechanismus der zentralen Toleranz. Autoreaktive B-Zellen werden im 

Knochenmark und T-Zellen im Thymus durch Apoptose eliminiert 41,61. 

Immature B-Zellen, die einen funktionsfähigen BCR exprimieren, der mit hoher Affinität an 

Autoantigene bindet, werden mit Hilfe von Stromazellen negativ selektioniert. Sie 

durchlaufen entweder den Prozess der Apoptose oder werden inaktiviert 62. Anerge B-Zellen 

reagieren nicht auf Antigene und können nicht mehr durch antigenspezifische T-Zellen 

aktiviert werden 7.  

T-Lymphozyten werden zunächst positiv selektioniert, indem nur T-Zellen überleben, die 

Peptid-beladene Eigen-MHCI- 63 oder –MHCII-Moleküle 64 erkennen, die von cTECs (cortical 

thymic epithelial cell) präsentiert werden 65,66. Überlebende Zellen differenzieren von doppelt 

positiven CD4+CD8+-Zellen zu einfach positiven T-Zellen. Im Rahmen der folgenden 

Negativselektion werden alle Zellen eliminiert, die Autoantigen:MHCI/II-Komplexe mit einer 

zu hohen Affinität (Bindungsstärke) oder Avidität (Summe der Bindungsstärken) binden und 

somit autoreaktiv sind 9,67. T-Zellen, die eine intermediäre Affinität zu Autoantigenen 

aufweisen, differenzieren zu einer Population CD4+CD25+ regulatorischer T-Zellen (Treg) 68. 

Dieser Selektionsvorgang stellt die Toleranz neu gebildeter T-Zellen gegenüber 

körpereigenen Antigenen sicher und findet in der kortiko-medullaren Grenzregion sowie in 

der Medulla selbst statt. Während residente DCs und Makrophagen primär im Thymus 
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exprimierte Antigene präsentieren, sind mTECs (medullary thymic epithelial cell) essentiell 

für die Präsentation von TSAs (tissue-specific antigen) 69-71. In den spezifischen Epithelzellen 

der Medulla ist die individuelle Regulation der Genexpression partiell außer Kraft gesetzt und 

mit Hilfe des TF AIRE (autoimmune regulator) werden von dieser Zellpopulation zahlreiche 

Proteine, die nur in bestimmten Geweben oder in definierten Entwicklungsstadien exprimiert 

werden, im Thymus generiert und präsentiert 72. Darüber hinaus können DCs TSAs 

aufnehmen und kreuzpräsentieren, wodurch die Anzahl TSA-präsentierender Zellen weiter 

erhöht wird 73. Bonasio und Mitarbeiter 74 demonstrierten, dass antigenbeladene DCs aus der 

Milz in den Thymus wandern und dort ebenfalls eine Deletion antigenspezifischer T-Zellen 

induzieren.  

Ein weiterer Mechanismus, der zur Präsentation körpereigener Antigene beiträgt, ist die 

Autophagie 75. Dieser Prozess bezeichnet die Degradation zelleigener zytoplasmatischer 

Komponenten (Zellorganellen, langlebige Proteinaggregate) 76, die im Anschluss von den 

DCs über MHCII-Moleküle auf der Oberfläche präsentiert werden und so zur zentralen sowie 

zur peripheren Toleranzinduktion gegenüber intrazellulären Proteinen beitragen. Vor allem 

immature DCs weisen erhebliche Autophagieaktivitäten auf 77.  

Der Mechanismus der zentralen Toleranz ist nicht in der Lage, alle potentiell autoreaktiven 

Zellen zu deletieren. Dies kann unter anderem darauf basieren, dass nicht alle 

körpereigenen Peptide aus den peripheren Geweben in den primären lymphatischen 

Geweben präsentiert werden. An diesem Punkt folgt ein zweiter Selektionsvorgang – die 

periphere Toleranz, die sich aus immunologischer Ignoranz, Induktion von Anergie, klonaler 

Deletion und Suppression durch Tregs zusammensetzt 78:  

Zahlreiche autoreaktive T-Zellen können unter physiologischen Bedingungen gar nicht mit 

ihrem spezifischen Antigen in Kontakt treten, da dieses entweder in zu geringen Mengen für 

eine T-Zell-Aktivierung auftritt 79,80 oder unter homöostatischen Bedingungen nicht zugänglich 

ist 81,82. Dieser Prozess der immunologischen Ignoranz birgt jedoch auch Gefahren. Kommt 

es zu einer Störung der Homöostase, kann eine Exposition dieser vorher nicht zugänglichen 

Antigene erfolgen, wodurch eine T-Zell-Aktivierung stattfindet. Ein alternativer Mechanismus 

ist die Deletion autoreaktiver T-Zellen durch eine Induktion des AICD (activation-induced cell 

death) 83,84. Dieser erfolgt nach einer Interaktion von Fas und Fas-Ligand, die beide von 

aktivierten T-Zellen exprimiert werden 85-87. T-Zellen, die ein Stimulationssignal über ihren 

TCR ohne gleichzeitige Kostimulation erhalten, gehen in einen anergen Zustand über oder 

durchlaufen den Prozess der Apoptose. Anerge T-Zellen sind nicht mehr in der Lage, auf ihr 

spezifisches Antigen zu reagieren und können auch bei vollständiger Immunstimulation nicht 

mehr aktiviert werden 88. Unvollständige Aktivierungssignale entstehen unter anderem bei 

der Stimulation von T-Zellen durch immature DCs, die kaum kostimulatorische Moleküle 
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exprimieren 89. Außerdem kann eine Antigenpräsentation durch immature APCs zur T-Zell 

Deletion führen 90.  

Wie bereits erwähnt, entstehen im Thymus nicht nur konventionelle T-Zellen, die infolge 

einer Aktivierung eine Immunantwort induzieren, sondern auch Tregs, die die Aktivierung 

konventioneller und in diesem Kontext autoreaktiver T-Zellen inhibieren 91. Somit sind Tregs 

maßgeblich an der Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz in der Peripherie und der Regulation 

von Immunantworten beteiligt 92,93. Sie verhindern die Ausbildung von 

Autoimmunerkrankungen und schädlichen Entzündungsreaktionen wie Asthma 94,95, da sie 

unter anderem Immunantworten aktiv supprimieren können. Zusätzlich können verschiedene 

Treg-Subpopulationen mit suppressiven Eigenschaften in der Peripherie durch eine 

Interaktion von T-Zellen mit tolerogenen DCs entstehen (vergleiche Abschnitt 1.5; 1.6) 96. 

Diese Induktion von Tregs durch spezifische DC-Populationen ist essentiell für die 

Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz 97 und gewährleistet eine Toleranz gegenüber 

harmlosen Umweltantigenen 98. 

 

 

1.4 Regulatorische T-Zellen 

 

CD4+ T-Zellen mit regulatorischen Eigenschaften lassen sich in drei Subpopulationen 

untergliedern. Neben den am intensivsten erforschten, natürlich vorkommenden CD4+CD25+ 

Tregs existieren die IL-10-sekretierenden TR1-Zellen und TGF-β- (transforming growth factor 

β) sekretierenden TH3-Zellen, die zu den induzierten oder auch adaptiven Tregs 

gehören 95,99. CD4+CD25+ Tregs können durch zellkontaktabhängige Mechanismen die 

Proliferation und Zytokinausschüttung von T-Effektorzellen inhibieren, während der 

regulatorische Charakter von TR1- und TH3-Zellen durch die jeweils sekretierten 

immunsuppressiven Zytokine vermittelt wird 95,100. Adaptive Tregs erwerben ihre 

suppressiven Eigenschaften während einer primären Immunantwort in der Peripherie. Zu 

ihnen gehören neben den genannten Zellpopulationen auch γ/δ T-Zellen 101, CD4-CD8- T-

Zellen 102,103, CD8+CD28- T-Zellen 104 und NKT-Zellen. NKT-Zellen unterscheiden sich von 

allen anderen T-Zellen, da sie keine MHC-Peptid-Komplexe erkennen, sondern Antigene, die 

durch das MHC-Klasse I ähnliche Molekül CD1d präsentiert werden. Wie andere Tregs sind 

auch sie an der Suppression von Autoimmunerkrankungen beteiligt 105.  

Charakteristisch für die im Thymus entstandenen natürlichen Tregs ist die hohe Expression 

von CD25, der α-Kette des IL-2-Rezeptors 106,107. Ein weiterer spezifischer Marker ist der TF 

Foxp3 (forkhead box P3), der in der Maus fast ausschließlich von dieser Zellpopulation 

exprimiert wird. Foxp3 ist essentiell für die Entwicklung und Funktion von Tregs – Foxp3-

defiziente Mäuse entwickeln keine natürlichen Tregs und weisen verschiedene 
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Autoimmunerkrankungen auf 108-110. Wird FoxP3 in konventionellen CD4+ T-Zellen transgen 

exprimiert, entstehen funktionell aktive CD25+ T-Zellen, die in vitro und in vivo suppressive 

Eigenschaften aufweisen 109-111. Weitere Treg-assoziierte Oberflächenmoleküle sind CTLA-4 

(cytotoxic T lymphocyte antigen-4) und GITR (glucocorticoid-induced tumour necrosis factor 

receptor) 96,106. CTLA-4 bindet in Konkurrenz mit CD28 an die kostimulatorischen 

Oberflächenmoleküle CD80 und CD86 von APCs und hat einen inhibitorischen Einfluss auf 

APCs und T-Zellen 93,112. Generell ist zwar die Aktivierung von Tregs antigenspezifisch, die 

von ihnen vermittelte Suppression aber antigenunspezifisch 113,114.  

 

 

1.5 Dendritische Zellen 

 

DCs sind von besonderem immunologischen Interesse, da sie als einzige in der Lage sind, 

Antigene in der Peripherie aufzunehmen und sie zur antigenspezifischen Aktivierung naiven 

T-Zellen in den sekundären Lymphorganen zu präsentieren 115. Sie gehen aus 

hämatopoetischen Stammzellen im Knochenmark hervor. Diese DC-Vorläufer zirkulieren 

zunächst im Blut und wandern im Folgenden in die peripheren Gewebe ein 116. 

Immature DCs (iDC), die auf die Aufnahme von Antigenen spezialisiert sind, befinden sich 

als eine Art Wachtposten in nahezu allen Geweben und sondieren dort ständig ihre 

Umgebung nach Antigenen 117. Unter homöostatischen Bedingungen sind iDCs durch eine 

kontinuierliche endozytotische Aktivität 118 und eine geringe Oberflächenexpression von 

MHC-Molekülen und kostimulatorischen Rezeptoren gekennzeichnet. Somit sind iDCs auf 

Grund ihrer phänotypischen Eigenschaften nicht in der Lage, T-Zellen effektiv zu 

aktivieren 119. Generell bilden diese DCs eine heterogene Zellpopulation und können im 

Wesentlichen in zwei verschiedene Subpopulationen eingeteilt werden, die sich in ihrer 

Morphologie und der Expression von Oberflächenmarkern unterscheiden. Myeloide DCs 

weisen eine Monozyten-ähnliche Morphologie auf und exprimieren die myeloiden Marker 

CD11c, CD13 und CD33 120. Plasmazytoide DCs sind ebenfalls mononukleäre Zellen, jedoch 

wesentlich kleiner als myeloide DCs. Außerdem exprimieren sie die zuvor genannten 

myeloiden Marker entweder gar nicht oder lediglich in sehr geringen Mengen 121. Murine 

plasmazytoide DCs exprimieren den Marker B220 122. Die Differenzierung in die 

unterschiedlichen Subpopulationen wird durch die Kombination verschiedener Zytokine und 

Transkriptionsfaktoren kontrolliert 123. 

Entsprechend ihrer Funktion weisen iDCs zur Aufnahme exogener Antigene ein hohes Maß 

an Makropinozytose, Phagozytose und Rezeptor-vermittelter Endocytose auf 116,118. In 

diesem Kontext werden unter anderem der Mannose-Rezeptor, DEC-205 124 und Rezeptoren 

für die Fc-Domäne von Immunoglobulinen zur Antigenaufnahme exprimiert. Exogene 
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Antigene werden in Endosomen aufgenommen, die mit Lysosomen fusionieren. 

Anschließend werden die Proteine durch Proteasen degradiert 125. Endogene Antigene 

werden im Zytosol ubiquitinyliert und innerhalb von Proteasomen prozessiert 126. Die 

entstandenen Peptide werden anschließend auf MHC-Moleküle geladen und auf der 

Oberfläche präsentiert 127.  

Ein Bruchteil der ruhenden iDCs erlangt unter stationären Bedingungen einen semi-maturen 

Status und migriert in die drainierenden sekundären lymphoiden Organe. Charakteristisch für 

semi-mature DCs ist eine starke Oberflächenexpression von MHCII sowie kostimulatorischen 

Molekülen. Sie sekretieren jedoch keine proinflammatorischen Zytokine, die für eine effektive 

T-Zell-Aktivierung notwendig sind 89,128,129. Auf Grund ihres spezifischen tolerogenen 

Phänotyps sind diese DCs in der Lage, in autoreaktiven T-Zellen, die der negativen Selektion 

im Thymus entkommen sind, Apoptose, Anergie oder einen regulatorischen Status zu 

induzieren 130. 

In Gegenwart proinflammatorischer Mediatoren oder von Bakterienkomponenten, wie 

beispielsweise LPS, kommt es zur Ausreifung von iDCs 4,131. Im Rahmen der Reifung wird 

die Expression von Molekülen für die Antigenerkennung, -aufnahme und –

prozessierung 132,133 sowie die Neusynthese von MHCII-Molekülen 134 runterreguliert. 

Charakteristisch für mature DCs (mDC) ist eine vermehrte Expression von MHCI-, MHCII- 

und kostimulatorischen Molekülen (u.a. CD40, CD80, CD86, OX40-Ligand, 4-1BB-Ligand) 

auf der Zelloberfläche. Eine auffällige phänotypische Veränderung von mDCs ist die 

Ausbildung dendritischer Fortsätze. Essentiell für die Generierung der Dendriten ist das 

Aktinbündelungsprotein Fascin, welches in diesen Strukturen akkumuliert 135,136. Sowohl 

humane als auch murine DCs weisen eine reifeinduzierte Fascinexpression auf 136-138. 

Gleichzeitig kommt es zu einer veränderten Expression von Chemokinrezeptoren, was zur 

Auswanderung der DCs aus dem infizierten Gewebe hin zu den T-Zell-Bereichen der 

drainierenden Lymphknoten führt 139. Dort präsentieren mDCs die prozessierten 

Antigenpeptide naiven T-Zellen 116. Eine effiziente Stimulation naiver T-Zellen ist nur bei 

gleichzeitiger Bindung von kostimulatorischen Molekülen an die entsprechenden 

kostimulatorischen Liganden möglich. Dieses Signal führt außerdem zu einer weiteren 

Maturierung der DCs 140. Auf Grund ihrer Fähigkeit, naive antigenspezifische T-Zellen effektiv 

zu stimulieren, stellen vollständig aktivierte DCs die potentesten APCs dar 141.  
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1.6 Tolerogene dendritische Zellen und ihre Generie rung durch 

pharmakologische Substanzen 

 

DCs sind nicht nur an der Induktion primärer Immunantworten, sondern auch an der 

Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz beteiligt, da sie entscheidend zur Induktion 

adaptiver Tregs und zur Homöostase aller Treg-Populationen beitragen 142. Immature und 

semi-mature DCs üben eine tolerogene Funktion aus, indem sie speziell zur Induktion von T-

Zell-Anergie, T-Zell-Apoptose und der Generierung von Tregs beitragen 36,143. Ob und in 

welchem Ausmaß eine DC immunogene oder tolerogene Immunantworten auslöst, ist von 

ihrem Reifungsstatus, der Antigendosis und dem Zytokinmilieu abhängig 144.  

Ein tolerogener DC-Status kann durch eine Behandlung mit immunsuppressiven und 

immunmodulatorischen Agenzien 142 sowie durch die Behandlung mit verschiedenen 

Zytokinen herbeigeführt werden. Diese Substanzen beeinträchtigen die Ausreifung von DCs, 

die Aufregulierung kostimulatorischer Moleküle in Reaktion auf eine Stimulierung, die 

Aktivität essentieller TFs wie NF-κB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated 

B-cells) sowie die Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie IL-12 145. Zusätzlich kann 

eine verstärkte Expression inhibitorischer Moleküle, wie beispielsweise ILT3 

(immunoglobulin-like transcript) und ILT4, induziert werden 146.  

Tolerogene oder auch sogenannte regulatorische DCs können in vitro durch die DC-

Differenzierung humaner Monozyten in Gegenwart von IL-10 generiert werden 147. IL-10- und 

TGF-β-behandelte DCs sind in der Lage, T-Zell-Anergie und Tregs zu induzieren 144,148. 

Unter homöostatischen Bedingungen vermitteln verschiedene DC-Subpopulationen 

tolerogene Einflüsse, indem sie das potente antiinflammatorische Zytokin IL-10 produzieren. 

IL-10 wirkt sowohl autokrin, indem es die Differenzierung und Reifung von DCs inhibiert, als 

auch parakrin, durch die Induktion der Differenzierung von naiven T-Zellen in Tregs 139,149,150. 

Innerhalb einer fortschreitenden Immunantwort fungiert IL-10 als negativer 

Rückkopplungsmechanismus, um die Stärke und Dauer der inflammatorischen 

Immunantwort zu begrenzen 151. TGF-β1, welches auch von DCs produziert wird, fördert in 

vitro die frühe Entwicklung dendritischer Zellen und supprimiert die Aktivierung und 

Ausreifung von iDCs 152,153. Dabei wird die Hochregulation der kostimulatorischen Moleküle 

CD83 und CD86 bei humanen DCs 154 bzw. CD80 und CD86 bei murinen DCs 155 inhibiert, 

wodurch deren T-Zell-Aktivierungspotenzial reduziert ist. Die Behandlung mit suppressiven 

pharmakologischen Substanzen wie Corticosteroiden 11,156,157, Vitamin D3 158 oder 

Nacystelyn 159 zeigt einen ähnlichen Effekt auf den Phänotyp und die Funktion von DCs wie 

deren Behandlung mit verschiedenen Zytokinen.  

Immunologisch interessant innerhalb der Gruppe der Corticosteroidhormone sind die 

Glucocorticoide (GCs). Das antiinflammatorische GC Cortisol ist eine der Komponenten, die 
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innerhalb verschiedenster negativer Rückkopplungsmechanismen den transienten Charakter 

einer Immunantwort kontrollieren. Die Sekretion von GCs wird über einen hormonellen 

Regelkreis, die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse, gesteuert. Wird diese 

durch proinflammatorische Zytokine stimuliert, kommt es zu eine erhöhten 

Cortisolproduktion 160. In akuten Stresssituationen wird die Cortisolsekretion zur Limitierung 

der ablaufenden Immunreaktionen um das 10-fache gesteigert 161. Synthetische GCs werden 

auf Grund ihrer antiinflammatorischen Wirkung oft zur Behandlung allergischer und 

autoimmuner Erkrankungen genutzt 162.  

GCs binden an einen im Zytoplasma lokalisierten, im Ruhezustand inaktiven 

Glucocorticoidrezeptor (GR) und induzieren seine Konformationsänderung. Im aktivierten 

Zustand kann der GR durch ein als Cross-Talk bezeichnetes Wirkungsprinzip, das auf Pro-

tein-Protein-Wechselwirkungen beruht, die Aktivität von TFs (NF-κB, AP-1 (activating 

protein)) direkt beeinflussen 163. Außerdem agiert der GR als ligandenaktivierter TF und 

bindet an spezifische Promotorelemente, die so genannten GREs (glucocorticoid response 

element) 164,165. Auf diese Weise wird die Expression von Genen für proinflammatorische 

Produkte wie TNF-α, IL-1β, IL-2, und IL-6 vermindert 166 und die von Genen für 

antiinflammatorische Produkte wie CC10 (clara cell protein), IL-1 Rezeptor-Antagonist (IL-

1RA), IL-10 und MKP-1 gesteigert 167,168.  

Entsprechend ihrer Wirkeigenschaften können GCs die Differenzierung und Reifung 

humaner 169 und muriner DCs 170 negativ beeinflussen, was auf eine veränderte Aktivität der 

TFs NF-κB 171 und AP-1 172 zurückzuführen ist, die an der Expression und Regulation 

zahlreicher zuvor genannter Gene beteiligt sind. Zusätzlich treten GR-vermittelte 

Genexpressionsveränderungen auf. Die Behandlung von DCs mit dem synthetischen GC 

Dexamethason (DEX) inhibiert die Expression kostimulatorischer Moleküle und 

proinflammatorischer Zytokine wie IL-12 145,169,170. Gleichzeitig weisen DEX-behandelte 

Zellen eine verminderte Expression von MHCII-Molekülen und der kostimulatorischen 

Moleküle CD40 und CD86 auf 173, was in einer eingeschränkten T-Zell-

Stimulierungskapazität resultiert. Die Stimulierung von Zellen der murinen myeloiden DC-

Linie SP37A3 in der Gegenwart von DEX führt zur Induktion eines semi-maturen 

Phänotyps 157. In vitro können diese Zellen Tregs induzieren.  

 

 

1.7 Toleranzassoziierte Moleküle 

 

In der Literatur sind zahlreiche Gene beschrieben, deren Produkte zum regulatorischen 

Status sowie zur tolerogenen Funktion von DCs beitragen. Insgesamt können die auf 

verschiedene Weisen identifizierten, potentiell toleranzassoziierten Moleküle in die Gruppen 
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inhibitorische Oberflächenrezeptoren, intrazelluläre Regulatorproteine sowie sekretierte 

Zytokine kategorisiert werden. Von besonderem Interesse für die vorliegende Arbeit sind 

innerhalb der genannten Kategorien die Oberflächenmoleküle PD-L1, B7-H2, B7-H3 und 

FcγRIIB, die intrazellulären Proteine IκBα, MKP-1, SOCS-1 und STAT3 sowie die 

sekretierten Mediatoren IL-10, IL-21, IL-1RA und TGF-β1. 

 

 

1.7.1 Inhibitorische Oberflächenrezeptoren 

 

Einer der entscheidenden Faktoren für die von DCs induzierten Immunantworten ist die 

Balance kostimulatorischer und koinhibitorischer Oberflächenmoleküle. Es ist in diesem 

Zusammenhang allgemein bekannt, dass B7-Mitglieder eine zentrale Rolle in der positiven 

und negativen Regulation antigenspezifischer, T-Zell-vermittelter Immunantworten spielen, 

indem sie an entsprechende Rezeptoren auf T-Zellen binden 174-176. 

PD-L1 (programmed death ligand-1, auch als B7-H1 bezeichnet) wird konstitutiv in geringen 

Mengen von verschiedenen nicht-hämatopoetischen Zellen 177 sowie von T- und B-Zellen, 

myeloiden Zellen und DCs exprimiert und im Rahmen einer Zell-Aktivierung 

aufreguliert 178,179. Bisher sind zwei Bindungspartner für PD-L1 identifiziert worden. Es 

handelt sich hierbei um den PD-1 (programmed cell death) Rezeptor, der von aktivierten T- 

und B-Zellen und myeloiden Zellen exprimiert wird 180-182 sowie um CD80, dessen Expression 

in T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen und DCs durch mikrobielle Infektionen induziert wird 183. 

Die Rolle von PD-L1 in der Regulation der T-Zell-Aktivierung und -Funktion ist divergent. 

Zum einen wurde gezeigt, dass die Ligation von PD-L1 und PD-1 zur Induktion eines 

koinhibitorischen Signals in aktivierten T-Zellen führt und so deren Deletion bzw. 

Apoptose 184,185 oder Anergie fördert 186,187. In ähnlicher Weise liefert auch die PD-L1-CD80 

Interaktion inhibitorische Signale in Richtung aktivierter T-Zellen 183. Somit kann eine PD-L1-

vermittelte Kostimulation zu einer effektiven Inhibition von Immunantworten beitragen 180,188. 

In Übereinstimmung damit resultiert die Blockade von PD-L1 Molekülen auf DCs in einer 

verstärkten Aktivierung von T-Zellen, welche durch eine erhöhte Produktion von Zytokinen 

gekennzeichnet ist 189. In einer aktuellen Studie wurde gezeigt, dass PDL1-/- DCs CD4+ T-

Zellen effektiver stimulieren als Wildtyp-DCs und dass PDL1-/- CD4+ T-Zellen in vitro eine 

stärkere Zytokinproduktion aufweisen als die entsprechenden Wildtyp-T-Zellen 190. Allerdings 

ist PD-L1 aber auch als ein Kostimulator für die T-Zell-Proliferation und Zytokinproduktion 

während der frühen T-Zell-Antwort beschrieben worden 191. Insgesamt legen diese Daten 

nahe, dass PD-L1 auf T-Zellen und APCs eine kritische Rolle im Kontext der Toleranz spielt. 

Das Molekül B7-H2, auch bekannt als ICOS- (inducible costimulator) Ligand, wird von B-

Zellen, Monozyten, DCs und nicht-professionellen APCs wie Fibroblasten und 
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Endothelzellen exprimiert 192-194. Es bindet an den T-Zell-spezifischen Rezeptor ICOS, 

welcher ein Homolog der Rezeptoren CD28 und CTLA-4 darstellt 195,196. Die Bindung von B7-

H2 an ICOS stimuliert die T-Zell-Proliferation sowie die Zytokinproduktion 194,195. Obwohl die 

Kostimulation von T-Zellen durch ICOS die Produktion sowohl von TH1-, als auch von TH2-

Zytokinen induziert, scheint der Schwerpunkt im Wesentlichen auf einer Stimulierung der 

Funktionalität von TH2-Effektorzellen zu liegen 197,198. Wird diese Ligation durch 

Fusionsproteine oder Antikörper blockiert, kommt es zu einer verminderten DC-vermittelten 

allogenen Antwort und proteinantigenspezifischen T-Zell-Proliferation 199. Der genetische 

Knock-out von ICOS in Mäusen führt zu schweren Defiziten in der T-Zell-abhängigen B-Zell-

Antwort, einer beeinträchtigten Ausbildung von Keimzentren und zu einer verminderten 

Sekretion der TH2-Zytokine IL-4 und IL-13 200-202. Andererseits wurde im humanen System 

gezeigt, dass nach einer Blockade der B7-H2-ICOS-Ligation tolerogene DCs in vitro nicht 

mehr in der Lage sind, einen anergen und suppressiven Zustand in kokultivierten CD4+ T-

Zellen zu induzieren 203.  

B7-H3 ist auf Proteinebene in ruhenden Lymphozyten nicht nachweisbar. Erst nach einer 

Aktivierung können signifikante Mengen an B7-H3 auf T-Zellen 204, NK-Zellen, Monozyten 

sowie DCs und Makrophagen detektiert werden 205,206. Die Rolle von B7-H3 im Immunsystem 

scheint ambivalent – je nach experimentellem Design variieren die Ergebnisse deutlich. Auf 

der einen Seite wurde in humanen Studien gezeigt, dass B7-H3 als Kostimulator aktivierter 

T-Zellen fungiert und so die Proliferation von CD4+ und CD8+ T-Zellen fördert sowie selektiv 

die IFN-γ Sekretion steigert 207. Andererseits inhibiert B7-H3 sowohl human als auch murin 

die CD4+ T-Zell-Aktivierung und die Produktion von Effektorzytokinen 208,209. Zusätzlich 

führen eine B7-H3-Gendeletion oder die Blockade mit Antikörpern in vivo zu verstärkten 

Autoimmunantworten 205.  

Neben den genannten Mitgliedern der B7-Familie tragen auch die Moleküle PirB (paired Ig-

like receptor-B) und FcγRIIB zu einer Inhibition der T-Zell-Antwort bei. Der inhibitorische 

Rezeptor PirB wird von verschiedenen hämatopoetischen Zelltypen wie Makrophagen 210, 

Granulozyten, B-Zellen 211, Mastzellen, Megakaryozyten und DCs exprimiert, jedoch nicht 

von T-Zellen und NK-Zellen 212. Das Molekül besteht aus einem ungeladenen 

Transmembransegment und einer langen zytoplasmatischen Domäne, die vier potentielle 

ITIMs (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) enthält. Diese ITIMs wiederum 

können die Protein-Tyrosin-Phosphatasen SHP-1 213-215 und wahrscheinlich auch SHP-2 216 

rekrutieren und auf diese Weise die Zell-Aktivierung inhibieren. Weiterhin wurde gezeigt, 

dass im Mikromillieu der immunologischen Synapse zwischen antigenpräsentierenden DCs 

und antigenspezifischen T-Zellen eine Konkurrenz der Moleküle PirB und CD8 um MHCI 

stattfindet. Bindet PirB in cis oder trans an MHCI, so ist der Zugang für CD8-Moleküle 

blockiert und die Aktivierung von CTLs wird negativ reguliert 217,218. In Übereinstimmung 
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damit induzieren PirB-defiziente DCs wesentlich effizienter CTLs, wodurch es zu einer 

verstärkten Abstossung von Transplantaten und Tumoren kommt.  

Die zytoplasmatische Domäne des inhibitorischen Fcγ-Rezeptors FcγRIIB enthält ebenfalls 

ein ITIM-Motiv, welches mit der SHIP Inositol-Phosphat-5´-Phosphatase interagieren und so 

die Phagozytose IgG-gekoppelter Partikel 219, die Calcium-Mobilisation und zelluläre 

Proliferation 220,221 sowie die Zell-Aktivierung inhibieren kann 222-224. Fcγ-Rezeptoren 

übermitteln Signale von IgG-Immunkomplexen an APCs, B-Zellen und Effektorzellen und 

sind somit an vielen Immunantworten beteiligt, die durch diese Liganden induziert werden 225. 

FcγRIIB, welcher auf APCs exprimiert wird, spielt außerdem eine entscheidende Rolle für die 

Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz, da eine Deletion dieses Rezeptors in einer 

Produktion von Autoantikörpern und in einem erhöhten Auftreten von Autoimmunität 

resultiert 226-228. 

 

 

1.7.2 Intrazelluläre Regulatorproteine 

 

Die Ausreifung von DCs kann durch verschiedenste Stimuli erfolgen, die jeweils mittels 

spezifisch definierter Signaltransduktionskaskaden integriert werden. Wachstumsfaktoren, 

inflammatorische Zytokine wie IL-1, IL-18 und TNF-α und chemisch-physikalische Noxen 

können in einer Induktion des TF NF-κB resultieren 229,230. LPS sowie andere bakterielle und 

virale Komponenten aktivieren DCs via TLRs 1,231, die durch nachgeschaltete 

Signaltransduktionswege ebenfalls zu einer Aktivierung dieses TF führen. NF-κB spielt eine 

Schlüsselrolle in der Transkription von Genen, die an angeborenen und adaptiven 

Immunantworten 232,233, Zellproliferation 234,235, Entzündungsreaktionen 236,237, Apoptose 238 

sowie der Aktivierung bzw. Maturierung von Zellen beteiligt sind 239. Die NF-κB-Familie setzt 

sich aus den fünf Proteinen RelA (p65) 240,241, RelB 242, c-Rel 243, NF-κB1 (p50 und dessen 

Vorläufer p105) 244,245 und NF-κB2 (p52 und dessen Vorläufer p100) 246,247 zusammen, die 

sowohl Homo- als auch Heterodimere bilden können. Die transkriptionale Aktivität von RelA-, 

RelB- und c-Rel-enthaltenden Dimeren wird durch IκB-Proteine reguliert, wobei IκBα das 

effektivste ist. Deren Bindung an NF-κB-Dimere resultiert in einer Bildung stabiler, inaktiver 

IκB-NF-κB-Komplexe im Zytoplasma. Auf Grund maskierter NL- (nuclear localization) Signale 

können die NF-κBs nicht in den Nukleus translozieren und dort an die DNA binden 248,249. Als 

Reaktion auf die zuvor genannten Stimuli werden IκB-Proteine durch aktivierte IκB-Kinasen 

(IKK) phosphoryliert, was zur Ubiquitinylierung von IκB und anschließend zu dessen 

Degradation durch das 26S Proteasom führt 250,251. Freigesetztes NF-κB, das in den Nukleus 

transloziert, kann nun die Transkription von Zielgenen im Nukleus initiieren 252. In 

Übereinstimmung damit kann NF-κB in aktivierter Form im Nukleus von mDCs 
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nachgewiesen werden 253. Die Blockade von NF-κB durch pharmakologische Substanzen 

kann Entzündungsreaktionen vermindern und eine funktionelle Veränderung von DCs 

herbeiführen 254-257. Eine adenovirale Überexpression von IκBα (AdvIκBα) in humanen DCs 

resultiert in einer potenten Inhibition der Expression kostimulatorischer Moleküle, einer stark 

reduzierten Sekretion des proinflammatorischen Zytokins IL-12 und einem Verlust der T-Zell-

Stimulierungskapazität 258. Weiterführende Studien zeigten, dass eine Überexpression 

dieses inhibitorischen Proteins auch die antigenspezifische T-Zell-Antwort im humanen 

System negativ reguliert 259. Stimulierte murine AdvIkBa-DCs zeigen eine stark limitierte IL-6 

Produktion und sind ebenfalls durch eine eingeschränkte T-Zell-Stimulierungsfähigkeit 

gekennzeichnet 260. Im in vivo-Modell der allergischen Kontaktdermatitis zeigen stimulierte 

AdvIkBa-DCs deutliche immunsuppressive, das heißt tolerogene, Effekte. 

Einer der zentralen Signaltransduktionswege, die durch externe Stimuli wie Stress oder 

mikrobielle Infektionen induziert werden, ist der MAP–Kinase Weg 261. Die Integration der 

Signale erfolgt über die MAP- (mitogen-activated protein) Kinasen (MAP-Ks) JNK (c-Jun N-

terminal kinases) 262, p38 263 und ERK (extracellular signal-regulated kinases) 264. Aktivierte 

MAP-Ks translozieren in den Nukleus und stimulieren dort die Genexpression zahlreicher 

Zytokine, Chemokine und anderer inflammatorischer Mediatoren 265-267 und somit letztendlich 

auch die Immunantwort 261,268. Die Regulation der Transkription erfolgt durch eine Beteiligung 

an Chromatinremodulierungsaktivitäten und die Phosphorylierung von TFs wie AP-1 269. 

Weiterhin regulieren MAP-Ks die Proteinexpression durch Veränderungen von Stabilität, 

Transport und Translation von ARE- (AU-rich elements) enthaltenden mRNA-

Transkripten 261. Alle drei genannten MAP-Ks unterliegen einem negativen 

Rückkopplungsmechanismus durch MAP-Kinase Phosphatasen (MKP), einer Gruppe von 11 

dual-spezifischen Phosphatasen, die MAP-Ks an ihren regulatorischen Threonin- und 

Serinresten dephosphorylieren 270. MKP-1-/- Makrophagen zeigen eine verlängerte p38- und 

JNK-Aktivität nach einer Stimulation mit LPS, wohingegen die Kinetik der ERK-Aktivität 

unverändert bleibt 271,272. In LPS-stimulierten murinen BM-DCs führt der Knock out von MKP-

1 zu einer starken Veränderung des Zytokinprofils; die proinflammatorischen Zytokine TNF-α 

und IL-6 sowie das antiinflammatorische Zytokin IL-10 werden in verstärkter Menge 

produziert, während zeitgleich signifikant verminderte Mengen IL-12 sekretiert werden 273. 

Die adenovirale Überexpression von MKP-1 in THP-1 Zellen, die als Modell-Zelllinie für 

Monozyten verwendet wurden, führt zu einer Hyporeaktivität gegenüber LPS 271.  

Zytokine, Hormone und Wachstumsfaktoren leiten ihre biologischen Informationen durch 

Bindung an ihre spezifischen Rezeptoren weiter. Diese Rezeptoren sind in vielen Fällen mit 

Tyrosinkinasen der JAK- (janus kinase) Familie assoziiert 274,275. Aktivierte JAKs induzieren 

unter anderem die Phosphorylierung von STATs 276,277, die dann in den Nukleus 

translozieren und dort die Expression von Zielgenen modulieren. JAK- und STAT-Proteine 



1   Einleitung 

17 
 

sind essentielle Komponenten diverser Signaltransduktionskaskaden, die in das Überleben, 

die Proliferation, die Differenzierung und die Apoptose von Zellen involviert sind 278. Die 

Familie der STATs besteht aus sieben Mitgliedern, die alle an der Integration von Signalen 

beteiligt sind, welche durch Zytokine vermittelt werden 279. Im Gegensatz zu allen anderen 

STAT-Familienmitgliedern, führt der Knock out von STAT3 zu einem frühen Tod während der 

Embryogenese 280. Schon der Verlust von STAT3 in embryonalen Stammzellen ist 

lethal 281,282. Im murinen System führt das Fehlen von STAT3 in myeloiden Zellen wie 

Makrophagen, Neutrophilen und DCs zur Entwicklung chronischer Enterokolitis sowie einer 

gesteigerten TH1-Antwort 283. Eine erhöhte STAT3-Aktivität in DCs reduziert deren 

funktionale Aktivität durch die Suppression der Expression von MHCII und 

kostimulatorischen Molekülen 284. Diese DCs sind weiterhin durch eine limitierte T-Zell-

Stimulierungskapazität gekennzeichnet.  

Die Dauer und Intensität zytokininduzierter Signale unterliegen einem negativen 

Rückkopplungsmechanismus, dessen Mediatoren intrazelluläre SOCS- (suppressors of 

cytokine signaling) Proteine sind 285-287. Ihre inhibitorische Funktion beruht auf einer direkten 

Interaktion mit Zytokinrezeptoren und/oder JAK-Kinasen, wodurch die Rekrutierung von 

STATs zum Signalkomplex verhindert wird 288. Soweit bekannt, werden SOCS-Proteine 

durch α-helikale Zytokine wie IL-6, IL-2 und G-CSF (granulocyte-colony stimulating 

factor) 289, durch Stimulatoren des angeborenen Immunsystems wie LPS 290 und durch 

inflammatorische Zytokine wie TNF-α und IL-1 induziert 291. SOCS-1-defiziente Makrophagen 

produzieren in Folge einer Stimulation mit LPS stark erhöhte Mengen proinflammatorischer 

Zytokine wie TNF-α und IL-12 und weisen eine beeinträchtigte LPS-Toleranz auf 292,293. In 

DCs führt der Verlust dieses inhibitorischen Proteins zu einer Hyperresponsivität auf IFN-γ 

und IL-4 294. Darüber hinaus wurde gezeigt, dass SOCS-/- DCs TH1-Hyperreaktionen 

fördern 295. Die Überexpression von SOCS-1 in der Makrophagen-Zelllinie RAW 264.7 

resultiert in einer Suppression der maturierungsassoziierten Aufregulation von MHCII 

Molekülen 296. 

 

 

1.7.3 Sekretierte regulatorische Zytokine 

 

Unter den zahlreichen Faktoren, die die DC-Reifung inhibieren können, sticht vor allem IL-10 

als eines der potentesten immunsuppressiven Zytokine hervor. Anfangs wurde IL-10 als ein 

von TH2-Zellen sekretierter Faktor identifiziert 297. Mittlerweile wurde nachgewiesen, dass 

dieses Zytokin auch von B-Zellen 298, Mastzellen, Eosinophilen, Makrophagen, DCs 299 und 

weiteren T-Zell-Subpopulationen wie CD8+ T-Zellen 300 sowie natürlichen CD25+Foxp3+ 301,302 

und induzierten CD4+ Tregs 2,303 produziert wird. Dieses potente immunregulatorische 
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Zytokin inhibiert unerwünschte Immunantworten des angeborenen und erworbenen 

Immunsystems 304 und fungiert als negativer Rückkopplungsmechanismus, der das Ausmaß 

und die Dauer inflammatorischer Antworten reguliert 151. Es wurde nachgewiesen, dass unter 

homöostatischen Bedingungen verschiedene DC-Subpopulationen ihre tolerogene Funktion 

durch die Sekretion von IL-10 vermitteln, welches dann sowohl autokrin durch die 

Aufrechterhaltung eines maturierungsresistenten DC-Phänotyps 150, als auch parakrin durch 

die verstärkte Induktion von Tregs 139 agiert. Die Kultivierung von DCs in Gegenwart von IL-

10 inhibiert deren T-Zell-Aktivierungskapazität in vitro 305,306 und in vivo 128,307. Außerdem wird 

durch IL-10 der Transport Peptid-beladener MHCII-Moleküle zur Zelloberfläche humaner 

Monozyten 308 und DCs 309 verhindert. Solchermaßen behandelte Zellen weisen während der 

Induktion der Reifung eine stark verminderte maturierungsassoziierte Aufregulation 

kostimulatorischer Moleküle 147,310 sowie eine reduzierte Produktion proinflammatorischer 

Zytokine 306,310 auf. Die Transduktion humaner 311 oder muriner DCs 312 mit IL-10-

Expressionskonstrukten resultiert in einem vergleichbaren Phänotyp wie bei einer 

Kultivierung der Zellen in Gegenwart dieses Zytokins. DCs, die in Gegenwart von IL-10 

kultiviert 147,305 oder genetisch dergestalt modifiziert wurden, dass sie das 

antiinflammatorische Zytokin überexprimieren 313, können antigenspezifisch eine T-Zell-

Anergie induzieren. Darüber hinaus wurde gezeigt, dass IL-10-überexprimierende DCs die 

Transplantatabstossung verhindern 314 und das Überleben im murinen Sepsismodell 

verlängern 315. 

Während die antiinflammatorische Funktion von IL-10 im Immunsystem als fest etabliert gilt, 

wird die biologische Rolle von IL-21, welches auf Grund seiner strukturellen Ähnlichkeiten 

anfangs als IL-10-related T cell-derived inducible factor IL-TIF bezeichnet wurde 316,317, 

kontrovers diskutiert. Die Produktion von IL-21 wurde in TH2-Zellen 318, follikulären T-

Helferzellen (TFH) 319, NKT-Zellen 320 sowie TH17-Zellen 321,322 nachgewiesen. Der IL-21 

Rezeptor (IL-21R) wird von CD4+ und CD8+ T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen, DCs, 

Makrophagen sowie Keratinozyten 323,324 exprimiert. IL-21 ist, ähnlich wie IL-10, in der Lage, 

die Ausreifung von DCs zu inhibieren 325. Werden murine DC-Vorläuferzellen in Gegenwart 

von IL-21 kultiviert, exprimieren sie deutlich weniger MHCII auf ihrer Oberfläche und 

sekretieren signifikant verminderte Mengen proinflammatorischer Zytokine. Weiterhin 

inhibiert diese Behandlung die DC-vermittelte T-Zell-Aktivierung und die Induktion einer 

Kontakt-Hypersensitivität durch haptenkonjugierte DCs in vivo 326. Im Gegensatz dazu 

begünstigt IL-21 die Aktivierung von Makrophagen 327. Weiterhin wurde gezeigt, dass IL-21 

die Proliferation von NK-Zellen stimuliert 323 oder inhibiert 328 und, abhängig vom 

experimentellen Kontext, deren Aktivität fördert 329 oder vermindert 330. Unter 

homöostatischen Bedingungen limitiert IL-21 die Anzahl an CD4+ und CD8+ T-Zellen, aber 

unterstützt gleichzeitig deren mitotische Aktivität 331. Außerdem ist dieses Zytokin essentiell 
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für die Induktion von TFH-Zellen, die wesentlich zur Ausbildung von Keimzentren beitragen 
332,333. Zusätzlich wurde gezeigt, dass IL-21 im Kontext mit TGF-β, die Induktion von TH17-

Zellen steigert 334. Ein erhöhter IL-21-Spiegel wurde in zahlreichen Autoimmunerkrankungen 

beobachtet 335 und es wurde nachgewiesen, dass eine systemische Blockade von IL-21 den 

Krankheitsverlauf der rheumatoiden Arthritis mildert 336. Übereinstimmend damit wurde 

demonstriert, dass dieses Zytokin die Empfindlichkeit naiver T-Zellen gegenüber der 

suppressiven Kapazität natürlicher Tregs im Diabetismodell reduziert 337. Im Gegensatz dazu 

weisen IL-21 sowie IL-21R Knock out Mäuse einen verschlimmerten Krankheitsverlauf im 

Modell der EAE (experimental autoimmune enzephalomyelitis) auf 338. Weiterhin ist IL-21 

essentiell für die korrekte Aktivierung natürlicher Tregs und somit für die Prävention als auch 

die Remission einer EAE 339.  

Der Interleukin-1 Rezeptor-Antagonist IL-1RA gehört zur IL-1 Familie und bindet an TypI und 

II IL-1 Rezeptoren, ohne dabei eine zelluläre Antwort zu induzieren 340,341. Auf diese Weise 

wird der inflammatorische Effekt der beiden Zytokine IL-1α und IL-1β kompetitiv 

antagonisiert 342. Sekretiert wird IL-1RA von diversen Immunzellen wie Makrophagen 343, 

Neutrophilen 344 und Mastzellen 345 sowie von epithelialen Zellen 346, Keratinozyten der 

Haut 347, Bindegewebszellen 348,349, Hepatozyten 350 und Adipozyten 351. Eine komplette 

Inhibition der biologischen Aktivität von IL-1 erfordert einen mehr als 100-fachen Überschuss 

an IL-1RA 340,352. Die Gabe von IL-1RA-neutralisierenden Antikörpern führt zu einem früheren 

Beginn und einem schwerwiegenderen Verlauf von Krankheiten in verschiedenen 

Tiermodellen wie beispielsweise der LPS-induzierten Arthritis in Kaninchen 353 oder der 

Bakterien-induzierten Hepatitis in Mäusen 354. Gentherapeutische Maßnahmen zur 

Überexpression von IL-1RA zeigen überzeugende Resultate. Synoviale Zellen, die mit einem 

für IL-1RA kodierenden retroviralen Vektor ex vivo transduziert und anschließend in das 

Kniegelenk von Kaninchen injiziert werden, verhindern eine IL-1-vermittelte 

Leukozyteninfiltration, ein Anschwellen des Gelenks sowie den Verlust von Proteoglykan aus 

dem Knorpel 355,356. Außerdem wurde gezeigt, dass in Kaninchen auch eine antigeninduzierte 

Arthritis durch eine ex vivo-Gentherapie mit IL-1RA deutlich verbessert wird 357. Weitere 

erfolgreiche Anwendungsgebiete für eine IL-1RA-Gentherapie ist die Suppression der 

kollageninduzierten Arthritis 358, eine Inhibition der IL-1-vermittelten Beschädigung von 

pankreatischen Inselzellen in vitro 359 sowie der murinen viralen Myokarditis in vivo 360.  

TGF-β1 gehört zu einer Familie evolutionär konservierter Moleküle mit pleiotropen Effekten 

auf multiple Zelltypen, wodurch diverse biologische Prozesse wie beispielsweise 

Immunantworten betroffen sind 361. Dieses multifunktionale Zytokin ist hierbei unter anderem 

in Abläufe der Zellzyklus-Kontrolle und Zelldifferenzierung 362,363, der Immunmodulation sowie 

der Apoptose 364 involviert. Im Speziellen ist TGF-β1 einer der wichtigsten 

antiinflammmatorischen Mediatoren, der das Wachstum und die Differenzierung von T- und 
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B-Zellen sowie die Aktivierung von DCs und Makrophagen supprimiert 365. Produziert wird 

TGF-β1 von fast allen Zelltypen des Immunsystems und agiert sowohl autokrin, als auch 

parakrin. Die wohl dominanteste Rolle von diesem Zytokin im Immunsystem ist die Induktion 

von Toleranz 366. DCs, die in Gegenwart von TGF-β1 kultiviert werden, sind resistent 

gegenüber einer Ausreifung mit LPS und zeigen unter bestimmten experimentellen 

Bedingungen eine verminderte TLR4-Expression 153. Darüber hinaus reguliert diese 

Behandlung die allostimulatorische Funktion humaner APCs gegenüber naiven sowie 

vorstimulierten T-Zellen negativ 367. In mehreren Studien wurde gezeigt, dass die Inhibition 

der in vitro-Aktivierung von DCs durch TGF-β1 mit einer verminderten Aufregulation 

kostimulatorischer Moleküle und einer reduzierten Antigenpräsentation einhergeht 368,369. 

Außerdem scheint dieses Zytokin DCs in Richtung eines Phänotyps zu leiten, der die 

Entwicklung von Tregs fördert 370. DCs, die mit TGF-β1-kodierenden Vektoren transduziert 

wurden, weisen ebenfalls eine erhöhte Tolerogenität und in Übereinstimmung damit ein 

vermindertes allogenes T-Zell-Stimulierungspotential auf 371. In Bezug auf T-Zellen kann 

TGF-β1 als positiver Regulator für TH2-Zellen sowie als Suppressor für TH1-Zellen 

fungieren 372,373. Weiterhin trägt dieses Zytokin im Rahmen der Entwicklung von CD4+ T-

Zellen zu einer Polarisierung in Richtung eines Treg- oder TH17-Phänotyps bei 374. 

 

 

1.8 Genetische Modifikation dendritischer Zellen du rch lentivirale 

Transduktion 

 

Ein großer Nachteil der Generierung tolerogener DCs durch die Behandlung mit 

pharmakologischen Substanzen sind ungewollte pleiotrope Effekte, wie eine verminderte 

Lebensfähigkeit der Zellen und eine eingeschränkte Zellwanderung 375. Aus den genannten 

Gründen ist die Identifikation von Schlüsselmolekülen, die direkt an der tolerogenen Funktion 

von DCs beteiligt sind sowie deren gerichtete Modulation ein attraktiver neuer 

Forschungsansatz zur Modifikation dendritischer Zellen. In verschiedenen Studien wurde 

gezeigt, dass durch Transfektion mit mRNA in vitro und Plasmid-DNA in vivo genetisch 

veränderte DCs transgene Antigene erfolgreich prozessieren und präsentieren 376,377. 

Hierdurch wurden gentechnisch modifizierte DCs generiert, die immunmodulatorische 

Moleküle mit autokrinen Effekten auf die DCs selbst und/oder parakrinen Effekten auf die T-

Zell-Differenzierung bzw. -Polarisierung produzieren 378.  

Der effiziente Gen-Transfer in DCs ohne zytotoxische oder andere ungewollte Nebeneffekte 

stellt sich als äußerst schwierig dar 379,380. Da die Transfektionseffizienz von DCs mit nicht-

viralen Methoden sehr gering ist 377,381, wurden zahlreiche Protokolle zur viralen Transduktion 

von DCs etabliert. In verschiedenen Studien wurden für murine DCs Transduktionsraten 
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zwischen 50 % und 80 % unter Anwendung viraler Methoden beschrieben 382. Die 

Verwendung von retroviral-abgeleiteten Vektoren als Quelle für Transgene wurde erstmals 

1983 von Mann und Mitarbeitern 383 beschrieben. Die beiden am häufigsten zur Transduktion 

verwendeten Systeme waren zu Beginn der vorliegenden Arbeit adenovirale und MMLV- 

(molony murine leukaemia virus) Vektoren, die sich jedoch nicht für die Manipulation muriner 

BM-DCs eignen.  

Die Verwendung adenoviraler Vektoren ermöglicht eine effiziente Transduktion von DCs 384-

386, führt jedoch zu einer Aktivierung des NF-κB-Signalwegs, was in einer erhöhten 

Produktion proinflammatorischer Zytokine und in der Ausreifung von DCs resultiert 387-389. 

Zusätzlich stellt der adenovirale Vektor selbst einen Aktivator der angeborenen Immunität 

dar, da die CpG-Motive innerhalb des adenoviralen Genoms mittels eines TLR9/MyD88-

abhängigen Signalwegs zur Induktion von Typ-1 Interferonen in DCs führen 390. Tuettenberg 

und Mitarbeiter 391 demonstrierten das Auftreten vektorspezifischer Immunantworten infolge 

einer adenoviralen Transduktion humaner DCs. Die wesentlichen Einschränkungen des 

MMLV-Systems sind die Instabilität der viralen Partikel 392, die geringen viralen Titer 393 und 

die Unfähigkeit, nicht proliferierende Zellen zu transduzieren 394.  

Um diese Defizite der beiden genannten Transduktionssysteme zu überwinden, wurden 

lentiviral-abgeleitete Vektoren entwickelt 395. Mit Hilfe des lentiviralen Transduktionssytems 

können sowohl ex vivo als auch in vivo verschiedenste Zelltypen, unabhängig von ihrem 

Proliferationsstatus, transduziert werden 395-398. Vorteil dieser Methode ist neben der hohen 

Effizienz auch die Vermeidung ungewollter Nebeneffekte, wie sie unter Verwendung 

adenoviraler Vektoren auftreten 399. Lentivirale Vektoren sind replikationsinkompetente 

Transportsysteme für genetische Informationen, die sich aus dem Kapsid und den Enzymen 

von Lentiviren und den Hüllproteinen anderer Viren zusammensetzen 400. Als Hüllproteine 

werden meist Proteine des vesikulären Stomatitisvirus verwendet 401. Diese Form der 

Pseudotypisierung bedeutet eine immense Vergrößerung des Wirkungsspektrums, da nicht 

ein spezifisches Rezeptorprotein, sondern allgemeine Phospholipide in der Plasmamembran 

als Bindestelle für virale Partikel dienen. Auf diese Weise ist eine Infektion diverser 

Zellpopulationen möglich 402. Im Verlauf einer Infektion mit lentiviralen Viruspartikeln werden 

die Zielzellen stabil transduziert, was bedeutet, dass die übertragene genetische Information 

bei Zellteilungen im Genom der Zellen erhalten bleibt 400. Die Integration in das Genom 

erfolgt hierbei über LTR- (long terminal repeat) Integrationssequenzen 403.  

Das zurzeit effektivste System für humane 404-406 und murine DCs 398,407,408 ist die 

Verwendung der zuvor genannten lentiviralen Vektoren. Je nach Vektor, Protokoll und DC-

Subpopulationen werden für humane 409,410 und murine 408,411 DCs Effizienzen von 70 - 90 % 

beschrieben. Darüber hinaus behalten lentiviral transduzierte humane DCs ihren immaturen 

Phänotyp bei, sind in der Lage auf Maturierungssignale zu reagieren 412 und erhalten sowohl 
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in allogenen als auch im syngenen System ihr immunstimulatorisches Potential aufrecht 413-

415. Inwieweit der Phänotyp und die APC-Funktion unstimulierter muriner BM-DCs durch eine 

lentivirale Transduktion moduliert wird, wurde bisher nicht untersucht. 

Neben der effizienten Transduktion von DCs in vitro können lentivirale Vektoren DCs auch in 

Folge einer in vivo-Applikation transduzieren und stabile antigenspezifische Immunantworten 

hervorrufen 398. Im Rahmen solcher Forschungskonzepte ist eine DC-fokussierte 

Genexpression von besonderem Interesse. Ein möglicher Promotor für diese Fokussierung 

ist der des Aktinbündelungsprotein Fascin 376,416, das essentiell für die Ausbildung der 

Dendriten reifer DCs ist 136,138. In nicht-hämatopoetischen Zellen ist die Expression des 

Proteins im Wesentlichen auf neuronale Zellen und Endothelialzellen beschränkt 417. DCs 

sind die einzigen hämatopoetischen Zellen, die Fascin exprimieren, wobei die 

Promotoraktivität mit dem Aktivierungsstatus der Zelle korreliert 376,416. Eine DC-fokussierte 

Transgenexpression unter der Kontrolle des murinen Fascin-Promotors in Folge von 

Immunisierungen mit einer Genpistole wurde bereits nachgewiesen 376,418.  
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1.9 Zielsetzung der Arbeit 

 

Die Generierung tolerogener APCs erfolgt in den meisten Fällen durch eine Behandlung mit 

pharmakologischen Substanzen oder die Verwendung antiinflammatorischer Zytokine. Der 

große Nachteil dieser Methoden sind ungewollte pleiotrope Effekte, wie eine verminderte 

Lebensfähigkeit der Zellen und eine eingeschränkte Migration. Aus den genannten Gründen 

ist die Identifikation und gerichtete Modulation von Schlüsselmolekülen, die unmittelbar an 

der tolerogenen Funktion von DCs beteiligt sind, von großem Interesse.  

Im ersten Abschnitt der Arbeit sollten zunächst diejenigen Moleküle identifiziert werden, die 

einen potentiellen Beitrag zum tolerogenen Status muriner APCs leisten. Als Modell für 

tolerogene APCs sollten murine Knochenmarkszellen unter BM-DC-differenzierenden 

Bedingungen in Anwesenheit des Glucocorticoids Dexamethason (DEX) kultiviert werden. 

Die generierten DEX-APCs sollten phänotypisch durch differentielle 

Genexpressionsanalysen DC-relevanter sowie bekannter Glucocorticoid-responsiver 

Moleküle charakterisiert werden. Weiterhin sollten die T-Zell-aktivierenden und- 

polarisierenden Eigenschaften von DEX-APCs durch Kokulturen mit allogenen T-Zellen in 

Proliferations- und Zytokintesten evaluiert werden.  

Da DCs non-viral kaum transfiziert werden können, sollte parallel eine lentivirale 

Transduktionsmethode für murine BM-DCs etabliert und optimiert werden. Die 

Transduktanden waren im Vergleich zu nicht-transduzierten DCs phänotypisch und 

funktional zu charakterisieren, um methodenassoziierte Veränderungen der Zellen zu 

erfassen. Im Folgenden sollten dann die offenen Leserahmen derjenigen Gene kloniert 

werden, die in tolerogenen DEX-APCs deutlich stärker als in Kontroll-BM-DCs exprimiert 

werden und daher gegebenenfalls zum tolerogenen APC-Status beitragen.  

Anschließend sollten BM-DCs mit den verschiedenen generierten lentiviralen 

Expressionskonstrukten transduziert werden. Die Transduktanden waren hinsichtlich der 

Expression des jeweiligen Transgens und der Auswirkung auf den zellulären Phänotyp zu 

untersuchen. Im Rahmen funktioneller Analysen sollten die Transduktanden mit allogenen T-

Zellen kokultiviert werden. Hierbei sollte neben der T-Zell-Proliferation auch die T-Zell-

Polarisierung durch Zytokinnachweise verifiziert werden. Für Transgene, die das allo-T-Zell-

Aktivierungspotential der DCs deutlich inhibieren, sollte in syngenen Kokulturen mit TCR-

transgenen T-Zellen ein antigenspezifischer, proliferationsinhibierender Effekt untersucht 

werden. Weiterhin sollte durch Zytokinnachweise in diesen Kokulturen die T-Zell-

Polarisierung evaluiert werden.  

Im Hinblick auf eine mögliche therapeutische Anwendung sollte für Transduktanden, die eine 

deutlich reduzierte T-Zell-Aktivierung vermitteln, deren kuratives Potential im murinen 

Krankheitsmodell der haptenvermittelten Kontaktallergie untersucht werden.  
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2 Material und Methoden 
 

2.1 Material 

 

2.1.1 Laborgeräte 

 

Gerät  Modell  Hersteller  

Agarosegel-Kammer Wide Mini-Sub Cell GT Cell; 

VARIA 1, Elektrophorese-

Kammer 

Bio-Rad, München 

Roth, Karlsruhe 

 

Analysenwaage Precisa 120A Sartorius AG, Göttingen 

Autoklav V-150 Systec GmbH, Wettenberg 

Bakterienschüttler RBI-112 Benchtop Incubator 

Shaker 

Infors, Bottmingen, Schweiz 

Bakterienbrutschrank BF Binder, Tutlingen 

Bestrahlungsgerät Gammacell 2000 Mølsgaard Medical, Risø, 

Dänemark 

Brutschrank CB 150, CB 210 Binder, Tutlingen 

Digitalwaage Basic Typ 1202 Sartorius AG, Göttingen 

Dispensor Polytron PT 2100 Kinematica AG, Littau, 

Schweiz 

Durchflusszytometer FACScan Becton Dickinson, Franklin 

Lakes, USA 

Elektroporator Gene PulserTM Bio-Rad, München 

ELISA-Washer Ultrawash plus Dynex, Chantilly, USA 

Hämozytometer Neubauer Improved 

Bright Line, 0,1 mm 

AO Spencer, Buffalo, USA 

Imaging-System E.A.S.Y enhanced analysis 

system 

Herolab, Wiesloch 

Magnetpartikelkonzentrator DYNAL MPC® -1 

BD IMagnet™ Cell Separtion 

Magnet 

DYNAL, Hamburg 

BD Biosciences 

Pharmingen, Heidelberg 

Magnetrührer IKAMAG® REO Janke & Kunkel, Staufen 

Mehrkanalpipette m 300: 30 – 300 µl Biohit, Rosbach 

Mikrometer  Mitutoyo, Tokyo 

Mikroskop Labormikroskop CH-2 (4-40x), 

Inverses Routinemikroskop  

CK-2 (4-20x) 

 

Olympus, Hamburg 
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Gerät  Modell  Hersteller  

Mikroskop Inverses Fluoreszenzmikroskop 

IX70, ausgestattet mit DXC-

950P Digitalkamera (Sony 

Electronics ; New Jersey, USA) 

Olympus, Hamburg 

Mikrowelle Microchef FM 2915 Q Moulinex 

pH-Meter CG 840 mit Einstabmesskette 

N2042 

Schott, Hofheim am Taunus 

Pipetten Finnpipetten: 

1 - 10 µl, 10 - 100 µl,  

30 - 300 µl, 200 - 1000 µl 

Finpipette, Helsinki, Finnland 

Pipettierhilfe pipetus®-akku Hirschmann Laborgeräte, 

Eberstadt 

Präparierbesteck − Hammacher, Solingen 

Präzisions Mikroplatten Leser − MWG Biotech, Ebersberg 

Spannungsgerät 

 

Electrophoresis constant power 

supply ECPS 3000/150 

Pharmacia Biotech, Freiburg 

 

Spektrophotometer Ultrospec 1100 rp Pharmacia, Freiburg 

Sterile Werkbank Heraeus Air® Heraeus, Hanau 

Stickstofftank BT 40 L´air liquid, Wiesbaden 

Szintilationszähler 1205 Betaplate LKB Wallac, Freiburg 

Thermocycler 7300 Real-Time PCR  

System, 

DNA Thermocycler 480 

Applied Biosystems, Foster 

City, USA 

Perkin Elmer, Zaventem, 

Belgien 

Vortexer Vortex Genie 2TM Bender & Hobein, Zürich, 

Schweiz 

UV-Leuchtkasten N90 MW 312 NB Faust, Schaffhausen, Schweiz 

Waage Basic Sartorius, München 

Wasserbad GFL Typ 1012 Gesellschaft für Labortechnik, 

Burgwedel 

Wasserdeionisierungsanlage Aktivkohlepatrone, 

2 x Reistharz-Patrone, 

Membranfilterkerze 0,2 µm 

Milipore, Bergisch-Gladbach 

Zählhilfe Laboratory Counter Becton Dickinson 

Zellerntegerät 1295-001 Cell Harvester LKB Wallac, Freiburg 

Zentrifuge Sorvall (Modelle RT 6000D und 

RC5C) 

Multifuge 1 L-R 

Mikrozentrifuge SIGMA 1-14 

Du Pont, Bad Homburg 

 

Heraeus, Wiesbaden 

Sigma, Osterode 
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2.1.2 Material 

 

Material  Modell  Hersteller  

Abdeckfolie für Realtime-PCR-

Platten 

 Thermo-Abgene, Hamburg 

Bakteriologische Petrischalen Ø 94mm, Höhe 16mm  

(no 633161) 

Greiner Bio-one GmbH, 

Frickenhausen 

Dispensiergerät-Aufsatz PD-Tips (0,5 ml, 2,5 ml) Brand, Wertheim/Main 

Einfrierdose CN5100-0001 Nalge, Meckenheim 

Einmalspritzen 10 mL, DiscarditTM II Becton Dickinson GmbH,  

Heidelberg 

ELISA-Platten 96-Loch-Flachbodenplatten; 

high binding 

Greiner Bio-one GmbH, 

Frickenhausen 

FACS-Röhrchen Falcon 5 ml 

Rundbodenröhrchen 

Becton Dickinson, USA 

Filtermembran − Perkin Elmer, Wellesley, USA 

Glaspipetten Precicolor: 5 ml und 10 ml HBG Henneberg-Sander,  

Giessen 

Handschuhe Sempercare® Semperit, Österreich 

Kanülen 0,7 x 30 mm, 

 

0,4 x 12 mm 

Becton Dickinson, Franklin 

Lakes, USA 

B. Braun, Melsungen 

Kulturflaschen 25 cm2, 75 cm2, 175 cm2 Greiner Bio-one GmbH, 

Frickenhausen 

Kulturschalen Cellstar: 

Tissue Culture Plate, 

96 well, Flat Bottom, 

Tissue Culture Plate (6 well und 

24 well) 

Greiner Bio-one GmbH, 

Frickenhausen 

Küvetten Einmal-Küvetten, 1,5 ml 

 

Brand GmbH & Co.KG, 

Wertheim 

Mattrandobjektträger − Diagonal GmbH & Co. KG, 

Münster 

Nylonwolle MKN-100 Nylon Wool Fiber Kisker Biotech, Steinfurt 

Pasteurpipetten − Roth, Karlsruhe 

PCR-Reaktionsgefäße  Greiner Bio-one GmbH, 

Frickenhausen 

Pipettenspitzen Weiße Spitzen: bis 200 µl 

Gelbe Spitzen: bis 200 µl 

 

Roth, Karlsruhe 

Sarstedt, Nümbrecht 
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Material  Modell  Hersteller  

Pipettenspitzen Blaue Spitzen: bis 1000 µl Greiner Bio-one GmbH, 

Frickenhausen 

Plastikpipetten Costar 2 ml, 5 ml, 10 ml,  

25 ml 

Corning Incorporated, Corning, 

USA 

Reaktionsgefäße 15 ml, 50ml, 

12 ml Rundboden 

Greiner Bio-One, 

Frickenhausen 

Sicherheitsreaktionsgefäße 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml Eppendorf, Hamburg 

Spritzen Omnifix® 1 ml, 

Terumo® Syringen 10 ml 

Braun, Melsungen 

Terumo Europe, Leuven,  

Belgien 

Sterilfilter 0,45 µm 

 

0,2 µm 

Schleicher & Schuell GmbH, 

Dassel 

Sarstedt AG, Nürnbrecht 

Thermo-96-Loch-Platten 96-Loch-Mikrotestplatte, 

Thermowell® GOLD 

Corning Incorporated, Corning, 

USA 

Zellsieb Ø 40 µm B&D Bioscience,  

Erembodegem, Belgien 

 

 

2.1.3 Chemikalien 

 

Substanz  Hersteller  

Aceton Riedel-de Haen, Seelze 

Agarose Invitrogen, Groningen, Niederlande 

Alkopharm 70 (70%iger (v/v) Alkohol) Brüggemann, Heilbronn 

Ammoniumchlorid Roth, Karlsruhe 

Ammoniumsulfat  Roth, Karlsruhe 

Ampicillin Ratiopharm, Ulm 

Bacto-Agar Difco, Hedinger, Stuttgart 

Bacto-Trypton Difco, Hedinger, Stuttgart 

Borsäure Roth, Karlsruhe 

Bovines Serum Albumin (BSA) PAA Laboratories, Cölbe 

Bromphenolblau, Na-Salz Roth, Karlsruhe 

Calciumchlorid Roth, Karlsruhe 

Chloroquindiphosphat Sigma-Aldrich, Steinheim 

Dieethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma-Aldrich, Steinheim  

Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth, Karlsruhe 

Dikaliumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt 

DNBS (2,4-Dinitrobenzolsulfonsäure) Sigma-Aldrich, Steinheim 
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Substanz  Hersteller  

DNFB (2,4-Dinitrofluorbenzol) Sigma-Aldrich, Steinheim 

Essigsäure Roth, Karlsruhe 

Ethanol (96%ig) BDH, Karlsruhe 

Ethidiumbromid, 1 %ige (v/v) Lösung Roth, Karlsruhe 

Ethyldiamintetraessigsäure, Na2-Salz x 2 H2O 

(EDTA) 

Roth, Karlsruhe 

ExtrAvidin Sigma-Aldrich, Steinheim 

Fötales Kälberserum (FCS) PAA, Pasching, Östereich,  

PAN-Biotech, Aidenbach 

Glycerol Roth, Karlsruhe 
3H-Thymidin (3HTdR) Amersham Biosciences GmbH, Freiburg 

Hefe-Extrakt Gibco BRL, Erlangen 

HEPES  Roth, Karlsruhe 

Isopropanol (2-Propanol) Roth, Karlsruhe 

L(+)-Glutamin Roth, Karlsruhe 

Kaliumacetat Merck, Darmstadt 

Kaliumchlorid Merck, Darmstadt 

Kaliumhydrogencarbonat Riedel-de Haën, Seelze 

Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt 

Kanamycinsulfat Roche 

Lipopolysaccharid (LPS) Sigma-Aldrich, Steinheim 

Methanol Roth, Karlsruhe 

2-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe 

Morpholinopropansulfonsäure (MOPS) Roth, Karlsruhe 

Natrium-Acetat Roth, Karlsruhe 

Natriumazid Roth, Karlsruhe 

Natriumchlorid Roth, Karlsruhe 

Natrium-Citrat Roth, Karlsruhe 

Natriumhydrogencarbonat Merck KGaA, Darmstadt 

Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat Roth, Karlsruhe 

Natriumhydroxid Roth, Karlsruhe 

Ortho-Phenylendiamin-Dihydrochloride (OPD) Sigma-Aldrich, Steinheim 

Paraformaldehyd (PFA) Merck KGaA, Darmstadt 

Penicillin/Streptomycin Cambrex, Charles City, USA 

Pepton Sigma-Aldrich, Steinheim 

Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) Roth, Karlsruhe 

Protaminsulfat vom Hering, Grade III Sigma-Aldrich, Steinheim 

D(+)-Saccharose Roth, Karlsruhe 

Salzsäure, 37 %ig  Roth, Karlsruhe 
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Substanz  Hersteller  

Schwefelsäure, 95 %ig Roth, Karlsruhe 

SYBR Green 490 Q-PCR Mastermix Abgene, Hamburg 

Szintillatorflüssigkeit Perkin Elmer, Rodgau-Jügesheim 

Tri-Natriumcitrat Roth, Karlsruhe 

Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan) Sigma-Aldrich, Steinheim 

Tris/HCl Roth, Karlsruhe 

Trypanblau Sigma-Aldrich, Steinheim 

Triton X-100 Sigma-Aldrich, Steinheim 

Tween®-20 Sigma-Aldrich, Steinheim 

Wasser (steril, pyrogenfrei) Braun, Melsungen 

Wasserstoffperoxid Merck, Darmstadt 

 

 

2.1.4 Größenstandards 

 

DNA  

Gene RulerTMDNA Ladder Mix #SM0331 MBI Ferments, St. Leon-Rot 

 

 

2.1.5 Enzyme 

 

2.1.5.1 Allgemeine Enzyme 

 

Tab. 1: Im Rahmen der Arbeit verwendete allgemeine Enzyme 

Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP) MBI Ferments, St. Leon-Rot 

„Extravidin“, Streptavidin-Peroxidase Konjugat Sigma-Aldrich, Steinheim 

GoTaq DNA Polymerase Promega, Heidelberg 

Klenow Fragment MBI Ferments, St. Leon-Rot 

Nukleotide Sigma-Aldrich, Steinheim 

RNAse MBI Ferments, St. Leon-Rot 

SYBR Green 490 Q-PCR Mastermix Thermo-Abgene, Hamburg 

T4-DNA-Ligase MBI Ferments, St. Leon-Rot 

 
Die 10-fach konzentrierten Reaktionspuffer für die jeweiligen Enzyme wurden von den 

entsprechenden Herstellern bezogen. 
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2.1.5.2 Restriktionsendonukleasen 

 

Tab. 2: Im Rahmen der Arbeit verwendete Restriktionsendonukleasen 

Restriktionsendonuklease  Erkennungssequenz 1 Hersteller  

Acc65I G/GTACC MBI Ferments, St. Leon-Rot 

ApaI GGGCC/C MBI Ferments, St. Leon-Rot 

BamHI G/GATCC MBI Ferments, St. Leon-Rot 

BcuI A/CTAGT MBI Ferments, St. Leon-Rot 

BglII A/GATCT MBI Ferments, St. Leon-Rot 

BshT1 A/CCGGT MBI Ferments, St. Leon-Rot 

BspHI T/CATGA NEB, Ipswich 

Bsp119I TT/CGAA MBI Ferments, St. Leon-Rot 

Ecl136II GAG/CTC MBI Ferments, St. Leon-Rot 

EcoRI G/AATTC MBI Ferments, St. Leon-Rot 

EcoRV GAT/ATC MBI Ferments, St. Leon-Rot 

FspBI C/TAG MBI Ferments, St. Leon-Rot 

HindIII A/AGCTT MBI Ferments, St. Leon-Rot 

NdeI CA/TATG MBI Ferments, St. Leon-Rot 

NcoI C/CATGG MBI Ferments, St. Leon-Rot 

NheI G/CTAGC MBI Ferments, St. Leon-Rot 

PauI G/CGCGC MBI Ferments, St. Leon-Rot 

PstI CTGCA/G MBI Ferments, St. Leon-Rot 

SalI G/TCGAC MBI Ferments, St. Leon-Rot 

SmaI CCC/GGG MBI Ferments, St. Leon-Rot 

XbaI T/CTAGA MBI Ferments, St. Leon-Rot 

XhoI C/TCGAG MBI Ferments, St. Leon-Rot 

1 Die Schnittstelle innerhalb der Restriktionsenzym-Erkennungssequenz ist durch einen Schrägstrich 
(/) gekennzeichnet. 
 

Die 10-fach konzentrierten Reaktionspuffer für die jeweiligen Restriktionsendonukleasen wurden von 

den entsprechenden Herstellern bezogen.  

 

 

2.1.6 Vektoren 

 

Tab. 3: Im Rahmen der Arbeit verwendete Vektoren 

Vektor 1 Hersteller bzw. Referenz  Verwendungszweck  

pCDH1-MCS1 (AmpicilinR) System Biosciences, 

Mountain View 

Lentiviraler Klonierungsvektor 
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Vektor  Hersteller bzw. Referenz  Verwendungszweck  

pCDH1-MCS1-EF1-copGFP 

(AmpicilinR) 

System Biosciences, 

Mountain View 

Lentiviraler Klonierungsvektor, enthält 

EGFP-Reportergen 

pCI Promega, Mannheim Subklonierung 

pCMV∆R8.91 (AmpicilinR) Zufferey et al., 1997 Lentivirales Verpackungsplasmid 

pDsRed2-N1 ClonTech, Mountain View Amplifikation der DsRed2-Kassette zur 

Klonierung 

pMD.G (AmpicilinR) Follenzi et al., 2002 Kodiert für lentivirale Hüllproteine 

pIRES-EGFP (AmpicilinR) 

(IRES: internal ribosome entry 

side) 

ClonTech, Mountain View Amplifikation der IRES-EGFP-Kassette 

zur Klonierung 

pJET (AmpicilinR) MBI Ferments Subklonierung 

pUC19 (AmpicilinR) MBI Ferments Subklonierung 

pZero-2 (KanamycinR) Invitrogen Subklonierung 

1 Der jeweilige strukturelle Aufbau der aufgeführten Vektoren ist im Anhang bzw. in Abschnitt 3.3.1 
dargestellt.  
 

 

2.1.7 Oligonukleotide 

 

Sämtliche Oligonukleotide wurden von den Firmen Operon und MWG-Biotech bezogen. 

 

Tab. 4: Oligonukleotide, die zur Klonierung und Sequenzierung verwendet wurden 

Bezeichnung  Oligonukleotid -Sequenz (5‘ - 3‘)1 Verwendungszweck  

DsRED-as-Bglll AAAGATCTCTACAGGAACAGGTGGTGGC Amplifikation der EF1α-

DsRed2-Kassette 

EF1α-s-BamHI AAGGATCCAGGATCTGCGATCGCTCCG Amplifikation der EF1α-

DsRed2-Kassette 

IRESEGFP-s GGAGATCTATGCATCTAGGGCGGCCAATTCCGC Amplifikation der IRES-

EGFP -Kassette 

IRESEGFP-as GGGTCGACAGCTCTAGGGCCGCTTTACTTGTAC Amplifikation der IRES-

EGFP -Kassette 

mIL21-ORFNhe-s GGGCTAGCAGTTCTGGTGGCATGGAGAG Amplifikation IL-21-ORF 

mIL21-ORFBsp-as GGTTCGAAGGGAATCTTCTCGGATCCTC Amplifikation IL-21-ORF 

mIL10-ORFNhe-s GGGCTAGCCTTGCAGAAAAGAGAGCTCCA Amplifikation IL-10-ORF 

mIL10-ORFBsp-as GGTTCGAATGGAGTCCAGCAGACTCAAT Amplifikation IL-10-ORF 

mIkB-ORFNhe-s GGGCTAGCCGCACAGCCATGTTTCAG Amplifikation IkBα-ORF 

mIkB-ORFBam-as GGGGATCCGCCACTTTCCACTTATAATGTCAG Amplifikation IkBα-ORF 

mIkB-ORFBsp-as GGTTCGAAGCCACTTTCCACTTATAATGTCAG Amplifikation IkBα-ORF 
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Bezeichnung  Oligonukleotid -Sequenz (5‘- 3‘)1 Verwendungszweck  

mPDL1-ORFNhe-s GGGCTAGCAGTCTCCTCGCCTGCAGATA Amplifikation PD-L1-

ORF 

mPDL1-ORFEco-as GGGAATTCGAGGGTTCAACACTGCTTACG Amplifikation PD-L1-

ORF 

mPirb-ORFNhe-s GGGCTAGCGCCATGTCCTGCACCTTCAC Amplifikation Pir-b-ORF 

mPirb-ORFBsp-as GGTTCGAATCATTGCTCCACATCCTT Amplifikation Pir-b-ORF 

mStat3-ORFNhe-s GGGCTAGCAGACAGTCGAGACCCCTGAC Amplifikation STAT3-

ORF 

mStat3-ORFEco-as GGGAATTCGCAGCTTCTGGTTTCAGCTC Amplifikation STAT3-

ORF 

pCDH1-s CAACGGGACTTTCCAAAATG Sequenzierung pCDH1-

MCS1, pCDH1-MCS1-

EF1-copGFP 

pCDH1-as GGCATTAAAGCAGCGTATCC Sequenzierung pCDH1-

MCS1 

pCDH1EF1-as TCTCTAGGCACCCGTTCAAT Sequezierung pCDH1-

MCS1-EF1-copGFP 

1 Durch Primer eingeführte Schnittstellen sind unterstrichen. 
ORF: Open reading frame, offener Leserahmen; s: sense; as: antisense 
 

 

Tab. 5: Oligonukleotide, die in der quantitativen PCR verwendet wurden 

Murines Zielgen  Oligonukleotid -Sequenz (5‘ - 3‘) 

ANXA1 Sense:      GGTGACCGTTGTCAGGACTT 

Antisense: CATTCACGTCTGTCCCCTTT 

4-1BBL Sense:      CAACAGGGCTCTCCTGTGTT 

Antisense: TGGCCTGTGTTTGTGAATGT 

B7-DC Sense:      TGTGCTGCCTTTTCTGTGTC 

Antisense: ATTCTCTGCGGTCAAAATCG 

B7-H1 Sense:      AGTCTCCTCGCCTGCAGATA 

Antisense: ACCACTAACGCAAGCAGGTC 

B7-H2 Sense:       AGCCTCAAGAACCCCAGATT 

Antisense: GAACCCGCTAGAAACATGGA 

B7-H3 Sense:       AGTCTGGCACAGCTCAACTC 

Antisense: CAAAGTCCTGGATGCTCACA 

Bax Sense:       TGCAGAGGATGATTGCTGAC 

Antisense: GATCAGCTCGGGCACTTTAG 

Bcl-2 Sense:       CTCCCGATTCATTGCAAGTT 

Antisense: TCTACTTCCTCCGCAATGCT 
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Murines Zielgen  Oligonukleotid -Sequenz (5‘ - 3‘) 

Bcl-x1 Sense:       GGTGAGTCGGATTGCAAGTT 

Antisense: TGTCTGGTCACTTCCGACTG 

Bid Sense:       TCACAGACCTGCTGGTGTTC 

Antisense: GTCTGGCAATGTTGTGGATG 

CC10 Sense:      GCCTCCAACCTCTACCATGA 

Antisense: CTCTTGTGGGAGGGTATCCA 

CCR7 Sense:      GATGTCCCGGAGATTCAAGA 

Antisense: TTCCCATCATAGAGACCCAA 

CD4 Sense:      AGGAAGTGAACCTGGTGGTG 

Antisense: CTCCTGCTTCAGGGTCAGTC 

CD8 Sense:      TCAGTTCTGTCGTGCCAGTC 

Antisense: ATCACAGGCGAAGTCCAAT 

CD40 Sense:      CCTGGCTTTGGAGTTATGGA 

Antisense: CCGGGACTTTAAACCACAGA 

CD54 Sense:      TTCACACTGAATGCCAGCTC 

Antisense: GTCTGCTGAGACCCCTCTTG 

CD80 Sense:       CCATGTCCAAGGCTCATTCT 

Antisense: TTCCCAGCAATGACAGACAG 

CD83 Sense:       GCCTCCAGCTCCTGTTTCTA 

Antisense: TTGGATCGTCAGGGAATAGG 

CD86 Sense:       CAGTTACTGTGGCCCTCCTC 

Antisense: ACTCTGCATTTGGTTTTGCT 

c-Rel Sense:       TTACCAGAAATGCCCAGGTC 

Antisense: GAGTGTTCCCGCTGAGAAAG 

FcγRIIB Sense:       CCAAAGGCTGTGGTCAAACT 

Antisense: TGCTCCATTTGACACCGATA 

Foxp3 Sense:       CTTATCCGATGGGCCATCCTGGAAG 

Antisense: TTCCAGGTGGCGGGGTGGTTTCTG 

Fscn Sense:       AACCCCTTGCCTTTCAAACT 

Antisense: CATGGAAAGAAGGGGACAGA 

GAPDH Sense:      CCATCACCATCTTCCAGGAG 

Antisense: TTTCTCGTGGTTCACACCC 

GATA3 Sense:       AAGGCAGGGAGTGTGTGAAC 

Antisense: AGGATGTCCCTGCTCTCCTT 

GILZ Sense:      CGAGCTCCAGAAGGAGAAGA 

Antisense: GAATCCTGGCGCATTATGTT 

HO-1 Sense:      GAGCCTGAATCGAGCAGAAC 

Antisense: AGCCTTCTCTGGACACCTGA 
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Murines Zielgen  Oligonukleotid -Sequenz (5‘ - 3‘) 

ICAM-1 Sense:      TTCACACTGAATGCCAGCTC 

Antisense: GTCTGCTGAGACCCCTCTTG 

IFN-γ Sense:      TTTGGGTTCTCTTGGCTGTT 

Antisense: TCTTTTGGATGCTCTGGTCA 

IL-1ß Sense:      GCCCATCCTCTGTGACTCAT 

Antisense: AGGCCACAGGTATTTTGTCG 

IL1R2 Sense:      GCATCATTGGGGTCAAGACT 

Antisense: GATCCTCCCTTGTGACTGGA 

IL-1RA Sense:      CCAGCTCATTGCTGGGTACT 

Antisense: TTCTCAGAGCGGATGAAGGT 

IL-4 Sense:      ACAGGAGAAGGGACGCCAT 

Antisense: TGTTCTTCGTTGCTGTGAGG 

IL-6 Sense:      CCGGAGAGGAGACTTCACAG 

Antisense: CAGAATTGCCATTGCACAAC 

IL-10 Sense:      TTTTCACAGGGGAGAAATCG 

Antisense: TCTCTTCCCAAGACCCATGA 

IL-12b Sense:       CATCTGCTGCTCCACAAGAA 

Antisense: CGCCATTCCACATGTCACTGC 

IL-17A Sense:      TCCAGAAGGCCCTCAGACTA 

Antisense: AGCATCTTCTCGACCCTGAA 

IL-21 Sense:      CGCCTCCTGATTAGACTTCG 

Antisense: TGTTTCTTTCCTCCCCTCCT 

IDO Sense:      AAGGGCTTCTTCCTCGTCTC 

Antisense: AAAAACGTGTCTGGGTCCAC 

LIGHT Sense:      GCATCAACGTCTTGGAGACA 

Antisense: TAAGATGTGCTGCTGGGTTG 

MIF Sense:      CCATGCCTATGTTCATCGTG 

Antisense: AGGCCACACAGCAGCTTACT 

MKP-1 Sense:      GAGCTGTGCAGCAAACAGTC 

Antisense: CTTCCGAGAAGCGTGATAGG 

NF-κb1 Sense:      CTGACCTGAGCCTTCTGGAC 

Antisense: GCAGGCTATTGCTCATCACA 

NF-κb2 Sense:      TGACTGTGGAGCTGAAGTGG 

Antisense: GCCTTTAGAAGGAGGCGAGT 

OX40L Sense:      GCTAAGGCTGGTGGTCTCTG 

Antisense: ACCGAATTGTTCTGCACCTC 

PirB Sense:      GCTCCGTCTTGGACTGACTC 

Antisense: TGTTTGCTGGCTTCTGTTTG 
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Murines Zielgen  Oligonukleotid - Sequenz (5‘ - 3‘) 

RelA Sense:      GGCCTCATCCACATGAACTT 

Antisense: CACTGTCACCTGGAAGCAGA 

RelB Sense:      TGATCCACATGGAATCGAGA 

Antisense: CAGGAAGGGATATGGAAGCA 

RORgT Sense:      TGCAAGACTCATCGACAAGG 

Antisense: AGGGGATTCAACATCAGTGC 

SGK-1 Sense:      AGGGCAGTTTTGGAAAGGTT 

Antisense: CAGAACATTCCGCTCTGACA 

SLAM Sense:      TCGAGTCCATGGATGCAATA 

Antisense: GCAGGGGTCCTGATCTGTTA 

SOCS-1  Sense:      ACACTCACTTCCGCACCTTC 

Antisense: GAAGCCATCTTCACGCTGAG 

STAT3 Sense:      GACCCGCCAACAAATTAAGA 

Antisense: TCGTGGTAAACTGGACACCA 

T-bet Sense:      GGTGTCTGGGAAGCTGAGAG 

Antisense: GAAGGACAGGAATGGGAACA 

TGFβ-1 Sense:      TTGCTTCAGCTCCACAGAGA 

Antisense: TGGTTGTAGAGGGCAAGGGC 

TLR2 Sense:      CTCCCACTTCAGGCTCTTTG 

Antisense: AGGAACTGGGTGGAGAACCT 

TLR3 Sense:      ATATGCGCTTCAATCCGTTC 

Antisense: CAGGAGCATACTGGTGCTGA 

TLR4 Sense:      GGCAGCAGGTGGAATTGTAT 

Antisense: AGGCCCCAGAGTTTTGTTCT 

TLR7 Sense:      CGGTTTTCTGTTGCCTTCTC 

Antisense: CGTGTCCACATCGAAAACAC 

TLR9 Sense:      ACCCTGGTGTGGAACATCAT 

Antisense: CTGTACCAGGAGGGACAAGG 

TNF-α Sense:      CCCCAAAGGGATGAGAAGTT 

Antisense: CACTTGGTGGTTTGCTACGA 

UBC Sense:      GTCTGCTGTGTGAGGACTGC 

Antisense: CAGGGTGGACTCTTTCTGGA 
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Tab. 6: Oligonukleotide, die zur Bestimmung der endogenen Genexpression in transduzierten Zellen  
 verwendet wurden 

Murines Zielgen 1 Oligonukleotid - Sequenz (5‘ - 3‘) 

IL1RA[466]-s 

IL1RA[652]-as 

GATGGTTCCTCTGCACAACA 

CCCTGCAAAAGTTGTTCCTC 

IL10[543]-s 

IL10[648]-as 

GGCCATGAATGAATTTGACA 

TGGAGTCCAGCAGACTCAAT 

IL21[361]-s 

IL21[566]-as 

GGAGGGGAGGAAAGAAACAG 

TATAGTGTCCGGCGTCTCCT 

mB7H2[1065]-s 

mB7H2[1235]-as 

GTCCCCACCGAAGCTATACA 

CTCGTTGTCCTCTGTCACCA 

mB7H3[1011]-s 

mB7H3[1222]-as 

CGTGTGCTGGAGAAAGATCA 

TCGCATTGAAGCTCAACACT 

mFcgRIIB[981]-s 

mFcgRIIB[1163]-as 

CTGGAAGAAGCTGCCAAAAC 

TACAGCATCCCTTGGACCAG 

Mkp1[1205]-s 

Mkp1[1429]-as 

ACCTTAAAAGCCCCATCACC 

TGCGGTCAAGTCATTGTTGT 

mPDL1[873]-s 

mPDL1[1070]-as 

GGAGAAATGTGGCGTTGAAG 

AGGCTCCTCTCCCAACACTT 

Nfkba[951]-s 

Nfkba[1102]-as 

ACAGAGGATGAGCTGCCCTA 

TGTACAAATATACAAGTCCACATTCTT 

PirB[2450]-s 

PirB[2637]-as 

CAGCAGGACACTCAGACAGG 

AAAGTGCAGTCACGTTTCCA 

Socs1[745]-s 

Socs1[954]-as 

CTTAACCCGGTACTCCGTGA 

GAGGTCTCCAGCCAGAAGTG 

Stat3[2316]-s 

Stat3[2521]-as 

GGAGGAGGCATTTGGAAAGT 

CTCCGAGGTCAGATCCATGT 

TGFβ1[23616]-s 

TGFβ1[2521]-as 

GTCCTTGCCCTCTACAACCA 

GGGTGCAGGTGTCCTTAAAT 

1 Angaben in den Klammern bezeichnen die jeweils erste Base, an die der jeweilige Primer bindet.  
s: sense; as: antisense. 
 

 

Tab. 7: Oligonukleotide, die zur Bestimmung der exogenen Genexpression in transduzierten Zellen  
            verwendet wurden 

Murines Zielgen 1 In Kombination mit 1,2 Oligonukleotid - Sequenz (5‘ - 3‘) 

pCDHEF[2383]-as 

 

Socs1[745]-s, 

Stat3[2316]-s 

ACTTCTCGGGGACTGTGG 

pCDHEF[2394]-as 

 

IL10[543]-s AGGGCACCCGTTCAATTGCCGA 
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Murines Zielgen 1 In Kombination mit 1,2 Oligonukleotid - Sequenz (5‘ - 3‘) 

pCDHEF[2336]-as 

 

IL21[361]-s, 

IL1RA[466]-s, 

mB7H2[1065]-s, 

mB7H3[1011]-s, 

mFcgRIIB[981]-s, 

Mkp1[1205]-s, 

mPDL1[873]-s, 

Nfkba[951]-s, 

PirB[2450]-s, 

TGFβ1[23616]-s 

ACCGGAGCGATCGCAGATCCT 

pCDHEF[2383]-as 

 

Socs1[745]-s, 

Stat3[2316]-s 

ACTTCTCGGGGACTGTGG 

pCDHEF[2394]-as 

 

IL10[543]-s AGGGCACCCGTTCAATTGCCGA 

1 Angaben in den Klammern bezeichnen die jeweils erste Base, an die der jeweilige Primer bindet. 
2 Primersequenzen sind in Tabelle 6 angegeben. 
s: sense; as: antisense. 
 

 

2.1.8 Lentivirale Konstrukte zur Transduktion murin er BM-DCs 

 

Tab. 8: Im Rahmen der Arbeit generierte lentivirale Konstrukte zur Transduktion muriner BM-DCs 

Konstrukt  Verwendete Schnittstellen  Insertgröße (bp)  

pCDH1-MCS1-IRES-EGFP 

(über IRES gekoppeltes Reportergen) 

BamHI bzw. BglII, SalI 1322 

pFscn-pCDH1-MCS1 

(Austausch von CMV-Promotor gegen 

murinen Fascin-Promotor) 

BamHI bzw. BcuI, NheI 2600 

pFscn-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP 

(Austausch von CMV-Promotor gegen 

murinen Fascin-Promotor) 

EcoRI, Acc65I 2600 

pFscn-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP 

(Austausch von CMV-Promotor gegen 

murinen Fascin-Promotor, über IRES 

gekoppeltes Reportergen) 

pFscn: BamHI bzw. BcuI, NheI 

und 

IRES-EGFP: BamHI bzw. BglII, 

SalI 

2600 

und 

1322 

pCDH1-MCS1-EF1-DsRed2 

(DsRed2 statt copGFP als Reportergen) 

BamHI, BglII 684 

pCDH1-MCS1-IRES-DsRed2 

(DsRed2 statt copGFP als Reportergen, über 

IRES gekoppeltes Reportergen) 

IRES-DsRed2: BamHI, BglII 1269 
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Konstrukt  Verwendete Sc hnittstellen  Insertgröße (bp)  

pFscn-pCDH1-MCS1-IRES-DsRed2 

(Austausch von CMV-Promotor gegen 

murinen Fascin-Promotor , DsRed2 statt 

copGFP als Reportergen) 

IRES-DsRed2: BamHI, BglII 1269 

B7H2-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP NheI, BamHI 968 

B7H3-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP NheI, EcoRI 950 

FcγRIIB-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP NheI, EcoRI 881 

IKBα-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP NheI, BamHI 970 

IL10-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP NheI, BamHI 450 

IL21-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP NheI, Bsp119I 496 

IL1RA-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP NheI, BamHI 536 

PDL1-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP NheI, EcoRI 872 

PirB-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP NheI, Bsp119I 2534 

SOCS1-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP NheI, EcoRI 638 

STAT3-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP NheI, EcoRI 2312 

TGFβ1-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP NheI, EcoRI 1172 

B7H2-pCDH1-MCS1 NheI, BamHI 968 

B7H3-pCDH1-MCS1 NheI, EcoRI 950 

FcγRIIB-pCDH1-MCS1 NheI, EcoRI 881 

IKBα-pCDH1-MCS1 NheI, BamHI 970 

IL10-pCDH1-MCS1 NheI, BamHI 450 

IL21-pCDH1-MCS1 NheI, Bsp119I 496 

IL1RA-pCDH1-MCS1 NheI, BamHI 536 

PDL1-pCDH1-MCS1 NheI, EcoRI 872 

PirB-pCDH1-MCS1 NheI, Bsp119I 2534 

SOCS1-pCDH1-MCS1 NheI, EcoRI 638 

STAT3-pCDH1-MCS1 NheI, EcoRI 2312 

TGFβ1-pCDH1-MCS1 NheI, EcoRI 1172 

B7H2-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP NheI, EcoRI 968 

B7H3-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP NheI, EcoRI 950 

FcγRIIB-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP NheI, EcoRI 881 

IKBα-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP NheI, Bsp119I 970 

IL10-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP NheI, Bsp119I 450 

IL21-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP NheI, Bsp119I 496 

IL1RA-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP NheI, EcoRI 536 

PDL1-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP NheI, EcoRI 872 

PirB-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP NheI, Bsp119I 2534 

SOCS1-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP NheI, EcoRI 638 
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Konstrukt  Verwendete Schnittstellen  Insertgröße (bp)  

STAT3-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP NheI, EcoRI 2312 

TGFβ1-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP NheI, EcoRI 1172 

pFscn-B7H2-pCDH1-MCS1 NheI, EcoRI 968 

pFscn-B7H3-pCDH1-MCS1 NheI, EcoRI 950 

pFscn-FcγRIIB-pCDH1-MCS1 NheI, EcoRI 881 

pFscn IKBα-pCDH1-MCS1 NheI, Bsp119I 970 

pFscn-IL10-pCDH1-MCS1 NheI, Bsp119I 450 

pFscn-IL21-pCDH1-MCS1 NheI, Bsp119I 496 

pFscn-IL1RA-pCDH1-MCS1 NheI, EcoRI 536 

pFscn-PDL1-pCDH1-MCS1 NheI, EcoRI 872 

pFscn-PirB-pCDH1-MCS1 NheI, Bsp119I 2534 

pFscn-SOCS1-pCDH1-MCS1 NheI, EcoRI 638 

pFscn-STAT3-pCDH1-MCS1 NheI, EcoRI 2312 

pFscn-TGFβ1-pCDH1-MCS1 NheI, EcoRI 1172 

pFscn-B7H2-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP NheI, EcoRI 968 

pFscn-B7H3-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP NheI, EcoRI 950 

pFscn-FcγRIIB-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP NheI, EcoRI 881 

pFscn-IKBα-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP NheI, Bsp119I 970 

pFscn-IL10-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP NheI, Bsp119I 450 

pFscn-IL21-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP NheI, Bsp119I 496 

pFscn-IL1RA-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP NheI, EcoRI 536 

pFscn-PDL1-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP NheI, EcoRI 872 

pFscn-PirB-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP NheI, Bsp119I 2534 

pFscn-SOCS1-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP NheI, EcoRI 638 

pFscn-STAT3-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP NheI, EcoRI 2312 

pFscn-TGFβ1-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP NheI, EcoRI 1172 

pFscn-B7H2-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP NheI, EcoRI 968 

pFscn-B7H3-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP NheI, EcoRI 950 

pFscn-FcγRIIB-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP NheI, EcoRI 881 

pFscn-IKBα-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP NheI, Bsp119I 970 

pFscn-IL10-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP NheI, Bsp119I 450 

pFscn-L21-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP NheI, Bsp119I 496 

pFscn-IL1RA-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP NheI, EcoRI 536 

pFscn-PDL1-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP NheI, EcoRI 872 

pFscn-PirB-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP NheI, Bsp119I 2534 

pFscn-SOCS1-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP NheI, EcoRI 638 

pFscn-STAT3-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP NheI, EcoRI 2312 

pFscn-TGFβ1-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP NheI, EcoRI 1172 
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Das MKP1-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP-Konstrukt wurde freundlicherweise von Herrn Dr. 

Matthias Bros zur Verfügung gestellt. 

 

 

2.1.9 Antikörper 

 

2.1.9.1 Primärantikörper für FACS-Färbungen 

 

Tab. 9: Primäre Antikörper, die für die FACS-Färbungen verwendet wurden 

Antikörper  Isotyp  Klon  Markierung  Verdünnung  Hersteller  

B7-H2 Ratte-IgG2b, κ 10F.9G2 PE 1:100 BioLegend, San Diego 

B7-H3 Ratte-IgG2a M3.2D7 PE 1:100 eBioscience, San Diego 

CD16/32 Ratte-IgG2a, λ 93 PE 1:100 eBioscience, San Diego 

CD40 Ratte-IgG2a, κ 1C10 PE 1:100 eBioscience, San Diego 

CD80 Hamster-IgG1, κ 16-10A1 PE 1:100 eBioscience, San Diego 

CD86 Ratte-IgG2a, κ GL1 PE 1:100 BD Biosciences 

Pharmingen, Heidelberg  

I-A/I-E 

(MHCII) 

Ratte-IgG2b M5/114.1 

5.2 

PE 1:500 eBioscience, San Diego 

PD-L1 Ratte-IgG2a, κ HK5.3 PE 1:100 BioLegend, San Diego 

PE: Phycoerythrin 
 

Zur Absättigung der Fc-Rezeptoren wurde der Antikörper des Hybridoms 2.4G2 verwendet, 

der für FcγRII/III (CD16/32) spezifisch ist. Das Hybridom war von Frau Dr. Helga Huber 

(Hautklinik Mainz) zur Verfügung gestellt worden.  

 

 

2.1.9.2 Isotyp-Kontrollantikörper für FACS-Färbunge n 

 

Tab. 10: Antikörper, die als Isotypkontrolle für FACS-Färbungen verwendet wurden 

Antikörper  Klon  Markierung  Verdünnung  Hersteller  

Ratte-IgG2a R35-95 PE 1:50 BD Biosciences 

Pharmingen, Heidelberg 

Ratte-IgG2b A95-1 PE 1:50 BD Biosciences 

Pharmingen, Heidelberg 

Hamster-IgG1 A19-3 PE 1:50 BD Biosciences 

Pharmingen, Heidelberg 

PE: Phycoerythrin 
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2.1.9.3 Antikörper zur Zellseparation 

 

Tab. 11: Antikörper, die zur Separation von Zellen verwendet wurden 

Antikörper  Isotyp  Klon  Hersteller bzw. Beschreibung  

Anti-Maus CD25 Ratte-IgG1 PC61.5.3 ImmunoTools, Friesoythe 

I-Ad/I-Ed  Ratte-IgG2a 2G9 Das B-Zell-Hybridom für die Gewinnung des 

Antikörpers wurde freundlicherweise von Dr. 

M. Mohammadzahdeh, Hautklinik Mainz, zur 

Verfügung gestellt 419 

 

 

2.1.9.4 Primärantikörper für ELISA  

 

Tab. 12: Primäre Antikörper, die für Zytokin-ELISA verwendet wurden 

Primärantikörper  Isotyp  Klon  Konzentration  

(Einsatzkonzentration) 

Hersteller  

Anti-Maus IFN-γ Ratte-IgG1 R4-6A2 (1:1000 verdünnt in 0,1 M 

NaHCO3) 

Eigenproduktion in 

der Arbeitsgruppe 

Anti-Maus IL-5 Ratte-IgG1 11B11 0,5 mg/ml 

(1 ng/ml in 0,1 M 

NaHCO3) 

BD Biosciences 

Pharmingen,  

Heidelberg 

Anti-Maus IL-10 Ratte-

IgG2b, κ 

JESS-16E3 0,5 mg/ml 

(1 µg/ml in 1x PBS) 

eBioscience, San 

Diego 

Anti-Maus IL-17 Ratte-IgG2a 50101 0,5 mg/ml 

(5 µg/ml in 1 x PBS) 

R&D Systems,  

Minneapolis 

Anti-Maus IL-21 Goat IgG -1 72 µg/ml 

(0,4 µg/ml) 

R&D Systems,  

Minneapolis 

Rekombinante 

humane TGF-β 

sRII/Fc Chimäre 

-1 -1 0,5 mg/ml 

(0,2 µg/ml in 1x PBS) 

R&D Systems,  

Minneapolis 

1: Vom Hersteller nicht angegeben. 
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2.1.9.5 Detektionsantikörper für ELISA 

 

Tab. 13: Biotinylierte Detektionsantikörper, die für Zytokin-ELISA verwendet wurden 

Detektions -

antikörper 

Isotyp  Klon  Konzentration  

(Einsatzkonzentration) 

Inkubation 

Hersteller  

Anti-Maus IFN-γ, 

biotinyliert 

Ratte-IgG1 AN18.17.24 (1:5000 verdünnt) 

60 min, 37° 

Eigenproduktio

n in der 

Arbeitsgruppe 

Anti-Maus IL-5, 

biotinyliert 

Ratte-IgG2a TRFK4 0,5 mg/ml 

(1 µg/ml) 

60 min, 37° 

BD Biosciences 

Pharmingen, 

Heidelberg 

Anti-Maus IL-10, 

biotinyliert 

Ratte-IgG1, κ JESS-2A5 0,5 mg/ml 

(0,5 µg/ml) 

60 min, RT 

eBioscience, 

San Diego 

Anti-Maus IL17, 

biotinyliert 

Ziege-IgG -1 50 µg/ml 

(0,25 µg/ml) 

2 h, RT 

R&D Systems, 

Minneapolis 

Anti-Maus IL21, 

biotinyliert 

Ziege-IgG -1 72 µg/ml 

(0,4 µg/ml), 

zusätzlich 2 % 

hitzeinaktiviertes 

Ziegenserum, 

2 h, RT 

R&D Systems, 

Minneapolis 

Anti-Mensch 

TGFβ, biotinyliert 

Huhn-IgY -1 50 µg/ml 

(0,1 µg/ml) 

2 h, RT 

R&D Systems, 

Minneapolis 

Alle Detektionsantikörper wurden in 1 x PBS/1 % BSA (w/v) verdünnt. 
1: Vom Hersteller nicht angegeben.  
 

 

2.1.9.6 Antikörper für Restimulations- bzw. Suppres sionsexperimente 

 

Tab. 14: Antikörper, die in Restimulations- bzw. Suppressionsexperimenten eingesetzt wurden 

Antikörper  Konzentration bzw. 

eingesetzte Gesamtmenge 

Hersteller  

Anti-CD3 5 µg BioLegend, San Diego 

Anti-CD28 5 µg BioLegend, San Diego 

Anti-CTLA-4 5 µg/ml BioLegend, San Diego 

Anti-IL-10 5 µg/ml BioLegend, San Diego 
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2.1.10 Zytokine und andere Substanzen 

 

Tab. 15: Zytokine, die im ELISA zur Konzentrationsbestimmung als Standard mitgeführt wurden 

Zytokin  Konzentration  

(Einsatzkonzentration) 

Hersteller  

rm IFN-γ 2 µg/ml 

(5 ng/ml) 

BD Biosciences Pharmingen, 

Heidelberg 

rm IL-5 10 µg/ml 

(2 ng/ml) 

NatuTec, Frankfurt 

rm IL-10 5 µg/ml 

(20 ng/ml) 

NatuTec, Frankfurt 

rm IL-17 10 µg/ml 

(2 ng/ml) 

R&D Systems, Minneapolis 

rm IL-21 110 ng/ml 

(4 ng/ml) 

R&D Systems, Minneapolis 

rh TGF-β1 2 µg/ml 

(10 ng/ml) 

Tebu-bio, Offenbach 

rm: rekombinant murin; rh: rekombinant human 
 
 
Tab. 16: Zytokine, die in Restimulations- bzw. Suppressionsexperimenten und in T-Zell-Kulturen  

  eingesetzt wurden 
Zytokin  Konzentration  Hersteller  

IFN-γ 20 ng/ml ImmunoTools, Friesoythe 

IL-1β 20 ng/ml ImmunoTools, Friesoythe 

IL-2 0,5 U/ml ImmunoTools, Friesoythe 

IL-4 20 ng/ml ImmunoTools, Friesoythe 

IL-6 20 ng/ml ImmunoTools, Friesoythe 

IL-15 20 ng/ml ImmunoTools, Friesoythe 

TNF-α 20 ng/ml ImmunoTools, Friesoythe 

 
 
Tab. 17:  Weitere im Rahmen der Arbeit verwendete Substanzen 

ConA Concanavalin A, Sigma-Aldrich, Steinheim 

Dexamethason Sigma-Aldrich, Steinheim 

GM-CSF (Granulozyten-Makrophagen-koloniestimulierender Faktor) für die BM-DC-

Kultur. Verwendet in Form von Kulturüberstand der GM-CSF-produzierenden 

Zelllinie X63-GM-CSF 420. Diese Zelllinie wurde freundlicherweise von Dr. B. 

Stockinger (National Institue for Medical Research, London) zur Verfügung 

gestellt. 

MOG35-55 Peptid Myelin-Oligodendrozyten-Glycoprotein (MOG), Neosystems, Straßburg 
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2.1.11 Immunmagnetische Partikel zur Zellseparation  

 

Tab 18: Immunmagnetische Partikel, die zur Separation von Zellen verwendet wurden 

Immunmagnetische Partikel  Hersteller  

Dynabeads® M-450 Schaf-anti-Ratte-IgG Dynal®, Biotech, Hamburg 

Anti-Maus CD4 Partikel-DM BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg 

Anti-Maus CD8a Partikel-DM BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg 

 

 

2.1.12 Fertigsysteme 

 

Tab. 19: In der Arbeit verwendete Fertigsysteme 

System  Hersteller  

CloneJET™ PCR Cloning Kit MBI Ferments, St. Leon-Rot 

GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit MBI Ferments, St. Leon-Rot 

iScriptTMcDNA Synthesis Kit Bio-Rad, München 

Lenti-X™ qRT-PCR Titration Kit ClonTech, Mountain View 

NucleoSpin® RNAII Total RNA Isolation Kit Macherey-Nagel, Düren 

NucleoSpin® RNA Virus Kit Macherey-Nagel, Düren 

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden 

QIAGEN Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden 

QIAGEN Plasmid Mega Kit Qiagen, Hilden 

QIAGEN Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden 

QIAGEN Plasmid Mini Kit Qiagen, Hilden 

RNeasy Mini Kit in Kombiantion mit QIAshredder Qiagen, Hilden 

 

 

2.1.13 Puffer und Lösungen 

 

Alle Puffer und Lösungen wurden mit entsalztem Wasser aus der hauseigenen 

Entsalzungsanlage (Millipore, Molseim, Frankreich) angesetzt und, soweit nicht anders 

angegeben, bei Raumtemperatur (RT) gelagert. 

 

Allgemeine Puffer und Lösungen 

50 x TAE-Puffer 2 M Tris, 1 M Eisessig, 0,5 mM Na2EDTA; pH 8,5 

1 x TBE-Puffer 89,15 mM Tris; 89 mM Natriumborat; 1,25 mM Na2EDTA; pH 8,3 

1 x TE-Puffer 10 mM Tris-HCl (pH 8,0); 1 mM Na2EDTA  

1 x PBS  0,14 M NaCl; 0,01M NaH2PO4; pH 7,4 
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DNA-Analyse 

Bromphenolblau 4 M Harnstoff, 50% (v/v) Saccharose; 0,1 M Na2EDTA; 0,1% 

Bromphenolblau 

FACS 

FACS-Medium 2% (v/v) FCS (PAN), sterilfiltriert in 1 x PBS; 4 °C 

Fixierlösung 0,7% (w/v) Paraformaldehyd in 1 x PBS 

 

 

Plasmidisolierung 

Puffer 1 50 mM Tris/HCl; 10 mM Na2EDTA; pH 8,0; 100µg/ml RNase; 4 °C 

Puffer 2 0,2 M NaOH; 1% (v/v) SDS 

Puffer 3 3 M Kaliumacetat 

QC 1 M NaCl; 50 mM MOPS; pH 7,0; 15% (v/v) Isopropanol 

QBT 0.75 M NaCl; 50 mM MOPS; pH 7,0; 15% (v/v) Isopropanol; 0,15% 

(v/v) Triton X-100 

QF 1,25 M NaCl; pH 8,5; 15% (v/v) Isopropanol 

 

Transfektion von HEK 293T 

Chloroquinphosphat 100 mM in 1 x PBS, sterilfiltriert, 4 °C 

Kalziumchlorid 2,5 M in H20, sterilfiltriert, 4 °C 

2 x HBS  281 mM NaCl; 100 mM HEPES; 1,5 mM NaH2PO4; pH 7,12; 

sterilfiltriert, -20 °C 

 

Transduktion von BM-DC 

Polybren 8 µg/µl, sterilfiltriert, 4 °C 

Protaminsulfat 4 µg/µl, sterilfiltriert, 4 °C 

 

Kontaktallergie 

DNBS DNBS wurde 0,2 oder 0,4 %ig in einem Gemisch aus 4 Teilen 

Aceton und 1 Teil Olivenöl gelöst 

DNFB 5 µM in 1 x PBS, sterilfiltriert 

 

Zellzahlbestimmung 

Trypanblau 0,01% (w/v) Trypanblau; 0,001% (w/v) Na-Azid in 1 x PBS 

 

Erythrozyten-Lyse  

Gey´s Lyse Puffer 10 mM KHCO3; 155 mM Ammoniumchlorid; 100 µM EDTA; pH 7,5; 

sterilfiltriert; 4 °C 
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ELISA 

Blockierungspuffer 1 % BSA (w/v) in 1 x PBS, 4 °C 

(bei IL-17 zusätzlich 5 % (w/v) Sacharose) 

Beschichtungspuffer 0,1 M NaHCO3 in H20; pH 8,2 

OPD-Substratpuffer 0,2 M NaH2PO4 x 2 H2O; 0,1 M Na-Citrat x H2O; 1 mg/ml OPD;  

1 µl/ml H2O2 

Stoplösung 1 M H2SO4 

Waschpuffer 0,1% (v/v) Tween 20 in 1 x PBS 

 

 

2.1.14 Medien 

 

Medien für Escherichia coli 

Luria-Bertani-Medium (LB-Medium) 

1% (w/v) 

0,5% (w/v) 

1% (w/v) 

 

1,5% (w/v) 

Trypton 

Hefe-Extrakt 

NaCl, pH 7,5 

Bacto-Agar bei Festmedien 

für Selektivmedien: Ampicillin (100 µg/ml), Kanamycin (50 mg/ml) 

 

Medien für Zellkultur  

Mediumzusätze in der Zellkultur 

β –Mercaptoethanol 40 µl β–Mercaptoethanol in 114 ml IMDM; sterilfiltriert, 4 °C 

Glutamin 200 mM L(+)-Glutamin in 1 x PBS; sterilfiltriert, 4 °C 

Pen/Strep 104 I.U.(international unit)/ml Penicillin; 10 mg/ml Streptomycin; 4 °C 

 

Kulturmedium für HEK 293T 

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Lonza), versetzt mit  

10% (v/v) 

2 mM 

50 µM 

100 U/ml 

100 µg/ml 

FCS (PAA Laboratories) 

L-Glutamin 

β-Mercaptoethanol 

Penicillin 

Streptomycin 

 

Waschmedium (allgemein in der Zellkultur verwendet)  

EMEM (Eagle´s Minimum Essentiell Medium, Bio Whittaker/Cambrex), versetzt mit 

2% (v/v) 

100 U/ml 

100 µg/ml 

FCS (PAN-Biotech) 

Penicillin 

Streptomycin 
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Kulturmedium für BM-DCs 

IMDM (Iscove´s Modified Dulbecco´s Media, Gibco/Invitrogen), versetzt mit 

10% (v/v) 

2 mM 

50 µM 

100 U/ml 

100 µg/ml 

5% (v/v) 

FCS (PAA Laboratories) 

L-Glutamin 

β-Mercaptoethanol 

Penicillin 

Streptomycin 

GM-CSF 

Medium für mature BM-DCs: LPS (1 µg/ml) zusätzlich 

 

Waschmedium (allgemein in der Zellkultur verwendet)  

EMEM (Eagle´s Minimum Essentiell Medium, Bio Whittaker/Cambrex), versetzt mit 

2% (v/v) 

100 U/ml 

100 µg/ml 

FCS (PAN-Biotech) 

Penicillin 

Streptomycin 

 

Kulturmedium für T-Zellen 

IMDM (Iscove´s Modified Dulbecco´s Media, Gibco/Invitrogen), versetzt mit 

5% (v/v) 

2 mM 

50 µM 

100 U/ml 

100 µg/ml 

FCS (PAN-Biotech) 

L-Glutamin 

β-Mercaptoethanol 

Penicillin 

Streptomycin 

 

 

2.1.15 Bakterienstamm 

 

Stamm  Genotyp  

Escherichia coli 

TOP10 

F’{proAB, lacIq, lacZDM15, Tn10 (TetR)} mcrA, D(mmr-hsdRMS-mcrBC), 

φ80lacZDM15, DlacX74, deoR, recA1, araD139, D(ara-leu)7697, galU, galK, 

rspL(StrR), endA1, nupGl- 

 

 

2.1.16 Zelllinie 

 

HEK 293T: Diese Zelllinie ist von humanen fetalen Nierenzellen abgeleitet 421, die mit 

gescherter Typ 5-Adenovirus-DNA transformiert wurden. Zusätzlich wurden die Zellen mit 

dem großen T-Antigen aus SV40 stabil transfiziert, so dass Plasmide mit dem SV40-

Replikationsursprung nach der Transfektion in diesen Zellen amplifizieren 422. 
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2.1.17 Versuchstiere 

 

Alle Experimente wurden mit Inzuchtmäusen der Stämme BALB/cJ (Genotyp H-2d) und 

C57BL/6 (Genotyp H-2b) im Alter zwischen zwei bis vier Monaten durchgeführt. Für syngene 

Kokulturen wurden 2D2 T-Zell-Rezeptor transgene Mäuse verwendet, welche 

freundlicherweise von Herrn Dr. V. Kuchroo (Center for Neurologic Diseases, Brigham and 

Women´s Hospital, Boston) zur Verfügung gestellt wurden. Dieser Rezeptor erkennt 

spezifisch das MOG-Peptid MOG35-55 
423. Die Mäuse wurden in der zentralen 

Versuchstiereinrichtung der Universität Mainz gezüchtet und unter pathogenfreien 

Bedingungen gehalten. 
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2.2 Molekularbiologische Methoden 

 

Sämtliche bakteriologischen Arbeiten wurden mit sterilisierten Arbeitsgeräten, sterilen 

Verbrauchsmaterialien sowie autoklavierten oder sterilfiltrierten Lösungen durchgeführt  

 

 

2.2.1 Anzucht von Escherichia coli 

 

Die Anzucht von E. coli Zellen erfolgte unter aeroben Bedingungen über Nacht in LB-

Flüssigmedium bei 220 upm und einer Temperatur von 37 °C.  

Zur Selektion von Transformanten wurde dem Medium entweder Ampicillin mit einer 

Endkonzentration von 100 µg/ml oder Kanamycin mit einer Endkonzentration von 50 mg/ml 

hinzugefügt. 

E. coli wurden auf LB-Agarplatten (mit oder ohne Zusatz von Antibiotika) angezüchtet, um 

Kolonien, die jeweils auf einen einzelnen Klon zurückgehen, zu isolieren. Hierzu wurden 

100 µl Bakteriensuspension auf der Agaroberfläche mit Hilfe eines Trigalzki-Spatels 

gleichmäßig ausgestrichen. Die beimpften Platten wurden mit der Schalenunterseite nach 

oben über Nacht bei 37 °C inkubiert. Zur Aufbewahru ng wurden die Platten bei 4 °C gelagert. 

 

 

2.2.2 Herstellung elektrokompetenter E.coli TOP10 Zellen 

 

Für die Generierung elektrokompetenter Bakterien wurden zunächst E.coli TOP10 Zellen auf 

LB-Agarplatten ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Zum Animpfen der 

Flüssigkultur wurden aus Einzelkolonien Vorkulturen von 50 ml angeimpft und über Nacht bei 

220 upm und 37 °C inkubiert. Mit dieser Vorkultur w urde am nächsten Tag 1 L LB-Medium 

angeimpft und bei 37 °C und 220 upm inkubiert.  

Die Zellen wurden bei Erreichen der mittleren logarithmischen Wachstumsphase (OD600 von 

0,4-0,6) in zwei eisgekühlte Zentrifugenbecher überführt, 30 min auf Eis inkubiert und 

anschließend abzentrifugiert (15 min, 2000 x g, 4 °C). Die Zellsedimente wurden zweimal mit 

500 ml eisgekühltem Wasser gewaschen und abzentrifugiert (15 min, 2000 x g, 4 °C). 

Abschließend wurden die Zellsedimente in 4 ml eisgekühlter 10 %iger (v/v) Glyzerollösung 

resuspendiert und auf Eis aliquotiert. Die Aliquote wurden in flüssigem Stickstoff eingefroren 

und bei -80 °C gelagert. 
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2.2.3 Transformation elektrokompetenter Bakterienze llen 

 

Als Transformation wird das Einschleusen replikationsfähiger zirkulärer DNA in einen 

Wirtsorganismus bezeichnet. In der Regel besteht die Fremd-DNA aus einem Klonierungs- 

oder Expressionsvektor, der ein Integrat tragen kann. Diese Fremd-DNA wird dann unter 

Nutzung der DNA-Synthesemaschine des Wirts amplifiziert. 

Bei der hier verwendeten Elektroporation wird für 4 bis 5 Millisekunden ein elektrisches Feld 

aufgebaut, wodurch kurzzeitig Löcher in der Zellmembran entstehen und Fremd-DNA in die 

Bakterienzelle eindringen kann.  

Die bei -80 °C konservierten elektrokompetenten E. coli TOP10 Zellen (40 µl) wurden auf Eis 

aufgetaut, mit 100 ng Plasmidpräparation bzw. 5 µl oder 10 µl eines gefällten 

Ligationsansatzes (vgl. 2.2.11) versetzt und für 2 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde 

die Zellsuspension in eine eisgekühlte 0,1 cm Elektroporationsküvette überführt und bei 

2,1 kV, 125 µF und 200 Ω transformiert. Danach wurden die Zellen sofort in ein 15 ml 

Plastikröhrchen überführt und mit 600 µl LB-Medium versetzt. Zur Regeneration der Zellen 

und der Induktion der Expression der plasmidkodierten Antibiotikum-Resistenz wurden die 

Zellen bei 37 °C und 220 upm inkubiert. Nach einer Stunde wurden die Zellen sedimentiert, 

in 100 µl LB-Medium resuspendiert, auf Selektivmedium ausplattiert und über Nacht bei 

37 °C inkubiert. 

 

 

2.2.4 Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterienzel len 

 

2.2.4.1 Plasmid-Isolierung im Kleinmaßstab 

 

Diese modifizierte Form der Plasmid-Isolierung nach Beuken und Mitarbeitern 424 ermöglicht 

auf effiziente Weise eine schnelle Kontrolle einer großen Anzahl von Transformanten nach 

einer Klonierung. Durch gelelektrophoretische Auftrennung können derart isolierte Plasmide 

an Hand ihrer Laufweiten voneinander unterschieden werden und Klone mit potentiell 

positivem Integrat für nachfolgende Analysen ausgewählt werden. 

250 µl einer Flüssigkultur wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und sedimentiert 

(5 min, 10000 x g). Das Zellsediment wurde mit 30 µl Bromphenolblau und 15 µl Phenol-

Chlorophorm-Isoamylalkohol durch Vortexen gemischt und zur vollständigen Zelllyse für 

5 min bei RT inkubiert. Anschließend wurde das Gemisch zur Phasentrennung für 5 min bei 

10000 x g zentrifugiert. 15 µl der Nukleinsäure-haltigen blauen Phase wurden 

gelektrophoretish aufgetrennt. 
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2.2.4.2 Isopropanol-Minipräparation von Plasmid-DNA  

 

Durch diese Methode ist eine vergleichsweise saubere Isolierung von Plasmid-DNA im 

Kleinmaßstab ohne Verwendung eines kommerziellen Fertigsystems möglich. 

2 ml einer Flüssigkultur wurden in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt und sedimentiert 

(5 min, 10000 x g). Das Zellsediment wurde in 250 µl Puffer P1 resuspendiert. Durch Zugabe 

von 250 µl Puffer P2 und mehrmaliges Invertieren des Reaktionsgefäßes erfolgte die 

alkalische Lyse der Zellen. Nach 5 min Inkubation bei RT wurde der Lyseprozess durch 

Zugabe von 350 µl des Neutralisierungspuffers P3 und gutes Schütteln des 

Reaktionsgefäßes beendet. Die entstandenen Zellfragmente wurden für 10 min bei 

10000 x g abzentrifugiert. Der plasmidhaltige Überstand wurde in ein neues 2 ml 

Reaktionsgefäß überführt und mit 1 ml Isopropanol gemischt. Die Fällung der Plasmid-DNA 

erfolgte für 30 min bei -20 °C. Anschließend wurde die Plasmid-DNA durch 30 min 

Zentrifugation bei 10000 x g ausgefällt und mit 70 %igem Ethanol gewaschen. Das erhaltene 

DNA-Sediment wurde für ca. 5 min bei RT getrocknet. Zuletzt wurde die ausgefällte DNA in 

20 µl doppelt deionisiertem H2O gelöst und bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert . 

 

 

2.2.4.3 Plasmid-Isolierung in präparativen Mengen 

 

Die Isolierung von DNA in präparativen Mengen erfolgte mit Hilfe verschiedener 

Fertigsysteme (QIAGEN Plasmid Mini Kit, QIAGEN Plasmid Midi Kit, QIAGEN Plasmid Maxi 

Kit, QIAGEN Plasmid Mega Kit) der Firma Qiagen. Soweit nicht anders angegeben, erfolgte 

die Durchführung in allen Fällen nach Angaben des Herstellers. 

Je nach benötigter Menge an Plasmid-DNA erfolgte die Isolierung aus 5 ml, 250 ml, 500 ml 

oder 1 L Flüssigkulturen. Die isolierte DNA wurde in allen Fällen in doppelt deionisiertem 

H2O gelöst. 

 

 

2.2.5 Bestimmung von DNA-Konzentrationen 

 

Die Bestimmung der DNA-Konzentration einer Lösung erfolgte photometrisch durch Messen 

der Absorption der Lösung bei einer Wellenlänge von 260 nm, da sich hier das 

Absorptionsmaximum von Nukleinsäuren befindet. Hierzu wurde 1 µl einer Lösung 1:100 in 

100 µl Endvolumen mit doppelt deionisiertem H2O verdünnt.  

Die Konzentration (c) doppelsträngiger DNA in µg/ml ergibt sich nach dem Lambert 

Beer’schen Gesetz aus dem Produkt der Extinktion der Lösung bei 260 nm (E260) und dem 
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Extinktionskoeffizienten ε, wobei eine Extinktion von 1 bei doppelsträngiger DNA einer 

Konzentration von ca. 50 µg/ml entspricht.  

c[DNA] = E260 x Verdünnungsfaktor x ε 

Damit auch die Reinheit der Präparationen beurteilt werden konnte, wurde zusätzlich die 

Extinktion bei einer Wellenlänge von 280 nm (E280), bei der sich das Absorptionsmaximum 

von Proteinen befindet, bestimmt. Der Quotient der Extinktionen E260/E280 gibt das Verhältnis 

von Nukleinsäuren zu Proteinen in einer Lösung an. Ein Verhältnis von 1,8 - 2,0 zeigt eine 

reine Nukleinsäurelösung an.   

 

 

2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese von DNA 

 

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese ist es möglich, DNA-Fragmente nach ihrer 

molekularen Größe im elektrischen Feld aufzutrennen. Die polyanionische DNA bewegt sich 

in einem Spannungsfeld durch die Agarosematrix von der Kathode zur Anode. Dabei 

wandern kleine Fragmente schneller zur Anode als größere, wodurch sie voneinander 

separiert werden.  

Die Auftrennung erfolgte in 1 %igen (w/v) Agarosegelen. Hierzu wurde die abgewogene 

Agarose mit der entsprechenden Menge TAE-Puffer aufgekocht. Zur Visualisierung wurde 

den Gelen vor dem Aushärten Ethidiumbromid zugefügt, welches in die DNA interkaliert. 

Ethidiumbromid wird durch UV-Licht einer Wellenlänge von 254 bis 366 nm angeregt und 

emittiert dann Licht im orange-roten Bereich (590 nm). Als Gel- sowie als Laufpuffer wurde 

1 x TAE-Puffer verwendet. Die angelegte Spannung betrug zwischen 90 und 250 Volt. 

 

 

2.2.7 DNA-Elution aus Agarosegelen 

 

Die Rückgewinnung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte, soweit nicht anders 

angegeben, mit dem QIAquick Gel Extraction Kit der Firma Qiagen nach Angaben des 

Herstellers. Die gereinigte DNA wurde mit doppelt deionisiertem H2O eluiert. 

 

 

2.2.8 Hydrolyse von DNA mit Hilfe von Restriktionse ndonukleasen 

 

Doppelsträngige DNA kann sequenzspezifisch von bakteriellen Endonukleasen 

(Restriktionsenzymen) durch hydrolytische Spaltung der Phosphodiesterbindungen 

geschnitten werden. Die hydrolytische Spaltung von DNA wurde im Wesentlichen zur 
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Vorbereitung von Vektoren für eine nachfolgende Ligation eingesetzt. Durch den Einsatz 

ausgewählter Restriktionsenzyme wurden spezifische DNA-Enden generiert, die zueinander 

komplementär waren und eine gerichtete Ligation eines DNA-Fragments in einen Vektor 

ermöglichten. 

Des Weiteren diente die Methode zur Charakterisierung von Transformanten. Hierzu wurde 

deren Plasmid-DNA isoliert, mit den entsprechenden Restriktionsenzymen hydrolytisch 

gespalten und anschließend elektrophoretisch in einem Agarosegel aufgetrennt. Das sich 

dabei ergebende Fragmentmuster konnte dann zur Beurteilung der Transformanten 

herangezogen werden. 

Restriktionsanalysen erfolgten zumeist in einem Gesamtvolumen von 20 µl. Je nach DNA-

Konzentration wurden 500 ng bis 1 µg DNA mit 10 U der jeweiligen Restriktionsenzyme unter 

den vom Hersteller angegebenen Pufferbedingungen für 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Bei 

präparativen Ansätzen für eine nachfolgende Ligation wurden zumeist 25 µg DNA in einem 

Gesamtvolumen von 50 µl restringiert. Die Inkubation der Ansätze erfolgte über Nacht bei 

37 °C. 

 

 

2.2.9 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten 

 

Während einer Ligation besteht nicht nur die Möglichkeit, dass der eingesetzte Vektor mit 

dem DNA-Fragment kovalent verbunden wird, sondern auch, dass dieser religiert. Dies 

geschieht in Fällen von linearisierten Vektoren mit kompatiblen Enden. 

Um die Religation von linearisierten Vektoren zu unterbinden, wurden diese vor Verwendung 

in einem Ligationsansatz mit Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP) nach Angaben des 

Herstellers dephosphoryliert. Dieses Enzym hydrolysiert 5´-endständige Phosphatgruppen 

freier DNA-Enden, wodurch eine Religation nicht mehr möglich ist. 

 

 

2.2.10 Auffüllen von freien DNA-Enden 

 

Das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I verfügt über eine 5´-3´-Polymerase- sowie 

eine 3´-5´-Exonuklease-Aktivität. Durch diese Kombination ist es in der Lage, überstehende 

3´-Enden eines DNA-Fragments zu entfernen und überstehende 5´-Enden aufzufüllen. 

Hier wurden die Eigenschaften des Enzym genutzt, um nach einer Restriktion die 

überstehenden Enden (sticky ends) eines Fragments zu glatten Enden (blunt ends) 

aufzufüllen. Solchermaßen behandelte Fragmente wurden im Folgenden für blunt-end-
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Ligationen verwendet. Das Auffüllen freier DNA-Enden mit dem Klenow Fragment erfolgte 

stets nach Angaben des Herstellers. 

 

 

2.2.11 Ligation 

 

Mit Hilfe der Ligationsreaktion wurden DNA-Fragmente, die durch hydrolytische Spaltung mit 

den entsprechenden Restriktionsendonukleasen komplementäre überhängende oder glatte 

Enden aufwiesen, kovalent miteinander verknüpft. Die Verknüpfung dieser Enden durch 

Bildung neuer Phosphodiesterbindungen zwischen der 3´-Hydroxylgruppe des einen Endes 

und der 5´-Phosphatgruppe des anderen Endes wird durch das ATP-abhängige Enzym T4-

Ligase katalysiert 425. 

Für die Ligation wurden linearisierter Vektor und zu integrierendes DNA-Fragment in einem 

molaren Verhältnis von 1:3 bis 1:10 eingesetzt. Bei Ligationsreaktionen wurden 200 ng 

linearisierte Vektor-DNA, die entsprechende Menge zu integrierendes DNA-Fragment, 10 % 

(v/v) T4-Ligase-Puffer (10 x konzentriert; enthielt 10 mM ATP als Ligase-Kofaktor) und 100-

300 Weiß-Einheiten T4-DNA-Ligase vereinigt und mit doppelt deonisiertem H2O auf ein 

Gesamtvolumen von 50 µl eingestellt. Die Ligationsansätze wurden über Nacht bei 4 °C 

inkubiert. 

 

 

2.2.12 Polymerase-Kettenrektion ( polymerase chain reaction, PCR) 

 

Durch die Polymerase-Kettenreaktion ist die exponentielle in vitro Amplifikation spezifischer 

DNA-Fragmente möglich 426. Hierzu wird zunächst die doppelsträngige DNA-Matrize bei 95-

98 °C hitzedenaturiert. In der Annealing-Phase, nach Erniedrigung der Reaktionstemperatur 

auf 55-70 °C, bindet ein jeweils sequenzkomplementä res Oligonukleotid an jeden 

Einzelstrang. Von dem freien 3´-Hydroxyl-Ende des Primers aus findet die Neusynthese der 

DNA mit Hilfe des Enzyms DNA-Polymerase statt. Das Temperaturoptimum der DNA-

Polymerase liegt bei 72 °C. Als Ergebnis des ersten  PCR-Zyklus werden somit beide 

Einzelstränge der DNA-Matritze ab der Primer-Bindungsstelle jeweils zu Doppelsträngen 

aufgefüllt. Im zweiten PCR-Zyklus fungieren die zuvor neu synthetisierten Einzelstränge 

ebenfalls als DNA-Matrizen, wodurch die Anzahl der DNA-Fragmente mit jedem PCR-Zyklus 

exponentiell erhöht wird.  

Die PCR-Reaktionen wurden jeweils in einem Volumen von 100 µl nach Angaben des 

Herstellers mit der GoTaq DNA-Polymerase von der Firma Promega, Heidelberg, 

durchgeführt. 
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Um die Spezifität der Polymerase-Kettenreaktion zu erhöhen, wurde in allen Fällen eine so 

genannte Touch-Down-Reaktion durchgeführt. Grundlage ist hierbei die höhere 

Primerspezifität bei höherer Temperatur. Auf diese Weise kann zu Beginn der Reaktion, 

wenn lediglich eine geringe Menge Matrizen-DNA vorhanden ist, eine Fehlbindung der 

Primer vermindert werden. Steigt die Menge der Matrizen-DNA im Verlauf der PCR an, kann 

durch ein Senken der Annealing-Temperatur die Primerbindung erleichtert werden. 

 

Zusammensetzung der PCR-Reaktionsansätze 

 

Reagenz Volumen 

DNA-Matrize (500 ng – 1µg) 1 µl 

dNTP-Mix (je 10 mM) 1 µl 

5 x Reaktionspuffer (enthält MgCl2) 20 µl 

Primer sense (10 pmol/µl) 5 µl 

Primer antisense (10 pmol/µl) 5 µl 

DNA-Polymerase 1 µl 

doppelt deionisiertes H2O ad 100 µl 

 

PCR-Zyklus-Parameter 

Amplifikation von PirB und STAT3 

Temperatur Zahl der Zyklen Dauer 
95 °C 
70 °C 
72 °C 

 
1 

1 min 
1 min 
2 min 

95 °C 
69 °C 
72 °C 

 
1 

1 min 
1 min 
2 min 

95 °C 
68 °C 
72 °C 

 
1 

1 min 
1 min 
2 min 

95 °C 
67 °C 
72 °C 

 
1 

1 min 
1 min 
2 min 

95 °C 
66 °C 
72 °C 

 
36 

1 min 
1 min 
2 min 

95 °C 
66 °C 
72 °C 

 
1 

1 min 
1 min 
7 min 
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Amplifikation aller anderen Gensequenzen 

Temperatur Zahl der Zyklen Dauer 
94 °C 
60 °C 
72 °C 

 
1 

1 min 
1 min 

1:30 min 
94 °C 
59 °C 
72 °C 

 
1 

1 min 
1 min 

1:30 min 
94 °C 
58 °C 
72 °C 

 
1 

1 min 
1 min 

1:30 min 
94 °C 
57 °C 
72 °C 

 
33 

1 min 
1 min 

1:30 min 
94 °C 
57 °C 
72 °C 

 
1 

1 min 
1 min 
7 min 

 

 

2.2.13 DNA-Sequenzanalyse 

 

Die Bestimmung der DNA-Sequenz erfolgte nach der Kettenabbruch- bzw. Didesoxy-

Methode 427, bei der durch den Einbau von fluoreszenzmarkierten 2´, 3´ Didesoxynucleosid-

triphosphaten unterschiedlich lange DNA-Fragmente erzeugt werden. 

Bei dieser Methode wird die DNA-Polymerisierungsreaktion repetitiv mit nur einem Primer 

durchgeführt, wodurch nur der Gegenstrang der Matrize (linear) amplifiziert wird. Da den 

Didesoxynucleosid-triphosphaten in der 3´-Position die Hydroxylgruppe für die Verknüpfung 

mit der nächsten Base fehlt, terminiert die DNA-Synthese bei deren Einbau (Kettenabbruch). 

Die Sequenzierungsreaktionen wurden jeweils in einem Volumen von 20 µl mit dem Big Dye 

Terminator Kit Version 1.1 Cycle von der Firma Applied Biosystems (Darmstadt) nach 

Angaben des Herstellers durchgeführt. 

 

Zusammensetzung der PCR-Sequenzierungsreaktion 

 

Reagenz Volumen 

DNA-Matrize (200 ng) 1 µl 

Primer (10 pmol/µl) 1 µl 

Big Dye Mix (enthält Taq-DNA-Polymerase, 

dNTPs, fluoro-ddNTPs) 

6 µl 

Sequenzierungspuffer 5 µl 

steriles, doppelt deionisiertes H2O 7 µl 

 Σ: 20 µl 
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Sequenzier-PCR-Zyklus-Parameter 

 

Temperatur Zahl der Zyklen Dauer 
94 °C 1 2 min 
94 °C 
57 °C 
72 °C 

 
1 

45 sek 
45 sek 
45 sek 

94 °C 
56 °C 
72 °C 

 
1 

45 sek 
45 sek 
45 sek 

94 °C 
55 °C 
72 °C 

 
30 

45 sek 
45 sek 
45 sek 

94 °C 
55 °C 
72 °C 

 
1 

45 sek 
45 sek 
7 min 

 

Die Produkte der Sequenzierungs-PCR wurden bei 10000 x g mit Isopropanol ausgefällt und 

mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen. Anschließend wurde das DNA-Sediment bei RT 

getrocknet. Zuletzt wurde die ausgefällte DNA in 25 µl Template Suppression Reagenz 

(TSR) gelöst und bis zur Sequenzierung bei -20 °C g elagert. 

Die aufbereiteten Sequenzierprodukte wurden vom Sequenzierservice des Instituts für 

Rechtsmedizin der Johannes Gutenberg-Universität Mainz aufgearbeitet. Das erhaltene 

Sequenzchromatogramm wurde manuell editiert und die Basensequenz EDV-gestützt 

ausgewertet. 

 

 

2.2.14 Präparation von Gesamt-mRNA 

 

Der Aufschluss der Zellen erfolgte mittels QIAshredder-Säulchen. Die Präparation von 

zellulärer Gesamt-mRNA erfolgte, soweit nicht anders angegeben, mit dem RNeasy Mini Kit 

von der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers. Die isolierte RNA wurde in allen Fällen 

mit RNase-freiem H2O eluiert. 

 

 

2.2.15 Präparation von viraler RNA 

 

Die Isolierung viraler RNA aus virushaltigem Überstand von HEK 293T-Zellen erfolgte, 

soweit nicht anders angegeben, mit dem NucleoSpin® RNA Virus Kit von der Firma 

Macherey-Nagel nach Angaben des Herstellers. Die isolierte RNA wurde in allen Fällen mit 

RNase-freiem H2O eluiert. 
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2.2.16 Reverse Transkription 

 

Im Rahmen der reversen Transkription von RNA erfolgt die Synthese 

sequenzkomplementärer DNA (cDNA) mit Hilfe einer RNA-abhängigen DNA-Polymerase. 

Als Matrize hierfür dient isolierte Gesamt-mRNA 428. 

Die reverse Transkription erfolgte mit dem iScriptTMcDNA Synthesis Kit der Firma Bio-Rad 

nach Angaben des Herstellers. Grundlage des Fertigsystems sind zwei verschiedene Arten 

von Primern; Oligo(dT)-Primer, die an den Poly(A)-Schwanz der mRNA hybridisieren und 

Random Hexamer-Primer, die statistisch verteilt an eine RNA-Sequenz binden. 

 

Zusammensetzung der cDNA-Synthesereaktion 

 

Reagenz Volumen 

RNA-Matrize 10 µl 

5 x iScript Reaktions-Mix (enthält Primer und 

Reaktionspuffer) 

4 µl 

Reverse Transkriptase 1 µl 

Nuclease-freies H2O 5 µl 

 Σ: 20 µl 

 

cDNA-Synthese-Zyklus-Parameter 

 

Temperatur Zahl der Zyklen Dauer 
25 °C 1 5 min 
42 °C 1 60 min 
85 °C 1 5 min 

 

Nach Abschluss der Synthese wurde der cDNA-Gehalt photometrisch bestimmt und die 

Probe bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert. 

 

 

2.2.17 Quantitative PCR ( Real-time-PCR) 

 

Mit Hilfe der Real-time-PCR ist eine präzise und sensitive Analyse der Expression 

interessierender Gene möglich. Grundlage der Methode ist eine kontinuierliche Messung der 

entstehenden PCR-Produkte 429,430.  

In dieser Arbeit erfolgte die Quantifizierung der DNA-Menge über Fluoreszenz-Messungen. 

Hierzu wurde der DNA-Farbstoff SYBR-Green verwendet, welcher in die neu synthetisierten 
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PCR-Produkte interkaliert. Die Fluoreszenzintensität korreliert dabei mit der Menge 

doppelsträngiger DNA – je größer die neu synthetisierte DNA-Menge, desto stärker ist die 

Fluoreszenz. 

 

Zusammensetzung der Real-time-PCR Reaktion 

 

Reagenz Volumen 

cDNA (200 ng) 1 µl 

SYBR Green 490 Lösung (enthält Reaktionspuffer, dNTPs, 

Taq-Polymerase, Fluoreszenzfarbstoffe) 

12,5 µl 

Primer-Mix (sense + antisense, je 1 pmol/µl) 1,75 µl 

steriles, doppelt deionisiertes H2O 9,75 µl 

 Σ: 25 µl 

 

Die SYBR-Green 490 Lösung enthält weiterhin den Fluoreszenzfarbstoff ROX, der als 

Beladungskontrolle dient.  

 

Real-time-PCR-Zyklus-Parameter 

 

Temperatur Zahl der Zyklen Dauer 
95 °C 1 15 min 
95 °C 
60 °C 

 
50 

15 sek 
1 min 

95 °C 
60 °C 
95 °C 

 
1 

30 sek 
30 sek 
15 sek 

 

Die Auswertung der quantitativen PCR erfolgte mit der 7300 System Software Version 1.4.0, 

die vom Hersteller des verwendeten Thermocyclers (7300 Real-Time PCR System, Applied 

Biosystems) gestellt wurde. 

 

 

2.2.18 Bestimmung lentiviraler RNA-Titer 

 

Die Bestimmung des Virustiters im Kulturüberstand transfizierter HEK 293T-Zellen erfolgte, 

soweit nicht anders angegeben, mit dem Lenti-X™ qRT-PCR Titration Kit von der Firma 

ClonTech nach Angaben des Herstellers. Bei diesem Verfahren wird statt der Menge 

infektiöser Partikel der Gesamt-Titer lentiviraler RNA bestimmt. 
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2.3 Zellbiologische Methoden 

 

Sämtliche zellbiologischen Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer sterilen 

Werkbank mit sterilisierten Arbeitsgeräten, sterilen Verbrauchsmaterialien sowie 

autoklavierten oder sterilfiltrierten Lösungen durchgeführt.  

 

 

2.3.1 Bestimmung der Zellzahl 

 

Die Anzahl lebender Zellen in einer Zellsuspension wurde durch Verdünnung eines Aliquots 

mit Trypanblau ermittelt. Dieser Farbstoff kann selektiv durch die permeabilisierte Membran 

toter Zellen eindringen und deren Zytoplasma, bzw. die geladenen zytosolischen Proteine 

blau anfärben. Tote Zellen wurden bei der Bestimmung der Zellzahl nicht berücksichtigt. Die 

Verdünnung der Zellsuspension betrug in den meisten Fällen 1:10 oder 1:20. Für die 

Bestimmung der Zellzahl wurde jeweils 1 Großquadrat (enthält 16 Kleinquadrate) des 

Hämozytometers ausgezählt.  

Die Berechnung der Zellzahl erfolgte mit folgender Formel: Zellzahl/ml = Ermittelte Zellzahl x 

Verdünnungsfaktor x Kammerfaktor (104). 

 

 

2.3.2 Arbeiten mit HEK 293T-Zellen 

 

Die von humanen fetalen Nierenzellen abgeleitete adhärente Nierenkarzinom-Zelllinie HEK 

(human embryonic kidney) 293T wurde in dieser Arbeit ausschließlich für die Produktion 

lentiviraler Partikel verwendet. 

 

2.3.2.1 Kryokonservierung von HEK 293T-Zellen 

 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden große Mengen an HEK 293T-Zellen für die 

Produktion lentiviraler Viruspartikel benötigt. Die Langzeitlagerung dieser Zellen erfolgte in 

kleinen Aliquoten in flüssigem Stickstoff. 

Alle Arbeitsschritte zur Vorbereitung der Zellen für eine langfristige Lagerung erfolgten auf 

Eis und mit 4 °C gekühltem Medium. Zunächst wurden die Zellen aus den Kulturflaschen 

geerntet, sedimentiert (10 min, 300 x g, 4 °C), res uspendiert und die Zellzahl bestimmt. 

Anschließend wurden die Zellen mit einer Konzentration von 106 Zellen pro 1 ml mit 

Einfriermedium (70 % DMEM, 20 % FCS, 10 % DMSO) eingestellt. DMSO verhindert die 
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Bildung von Eiskristallen während des Einfrierens. Nachdem je 1 ml der Zellsuspension in 

ein auf Eis vorgekühltes Einfrierröhrchen aliquotiert worden war, wurden diese sofort in eine 

mit Isopropanol befüllte, auf 4 °C vorgekühlte Einf rierdose gestellt. Die Einfrierdose wurde 

über Nacht bei -80 °C gelagert, wodurch ein langsam es Einfrieren der eukaryotischen Zellen 

gewährleistet wurde. Die Einfrierröhrchen wurden am folgenden Tag in Behälter mit 

flüssigem Stickstoff überführt. 

Das Auftauen solchermaßen kryokonservierter HEK 293T-Zellen erfolgte bei 37 °C im 

Wasserbad, bis nur noch ein kleiner Teil der Suspension gefroren war. Die Zellen wurden 

dann sofort in ein 50 ml Reaktionsgefäß überführt, in dem 20 ml eisgekühltes Waschmedium 

vorgelegt wurden. Nach der Überführung der Zellen in das Gefäß wurden weitere 10 ml des 

eisgekühlten Mediums zugefügt. Anschließend wurden die Zellen sedimentiert (8 min, 

300 x g, 4 °C) und zwei Mal mit 50 ml Waschmedium g ewaschen. Die sedimentierten Zellen 

wurden in 10 ml HEK 293T-Kulturmedium resuspendiert und in eine 25 cm2-Kulturflasche 

überführt. In den ersten acht Stunden nach dem Auftauen wurde das Kulturmedium alle zwei 

Stunden gewechselt, um tote Zellen aus der Kultur zu entfernen. 

 

 

2.3.2.2 Kultivierung von HEK 293T-Zellen 

 

Die Kultivierung der adhärenten HEK 293T-Zellen erfolgte in 175 cm2-Kulturflaschen mit 

35 ml Kulturmedium bei 37 °C, 5 % CO 2 und einer gesättigten Wasserdampfatmosphäre. Die 

Zellen wurde alle 4 - 6 Tage 1:100 bis 1:200 verdünnt. Hierzu wurden die Zellen vorsichtig 

mit Hilfe einer 10 ml Plastikpipette vom Boden der Kulturflasche abgespült und im Medium 

resuspendiert. Ein Teil dieser Zellsuspension wurde dann in eine neue 175 cm2-Kulturflasche 

mit 35 ml auf 37 °C vorgewärmten Kulturmedium überf ührt.  

Für Transfektionsexperimente wurden die Zellen maximal bis zur 15. Passage verwendet. 

 

 

2.3.2.1 Transiente Transfektion von HEK 293T-Zellen  für die Produktion 

lentiviraler Partikel 

 

Im Rahmen der transienten Transfektion eukaryotischer Zellen werden DNA-Konstrukte oder 

mRNA in den Zellkern eingebracht. Die kodierten Gene werden mit Hilfe der zellulären 

Transkriptions- bzw. Translationsmaschinerie extrachromosomal exprimiert 431. Infolge von 

Abbauprozessen werden die Nukleinsäuren degradiert und die Expression der Fremd-Gene 

bricht ab. Ein weiterer Effekt ist die Verdünnung der transgenen DNA durch Zellteilungen. 
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HEK 293T-Zellen lassen sich effektiv mit Calcium-Phosphat-Präzipitaten transient 

transfizieren 432. Hierbei bindet die DNA in einem Gemisch aus Calciumchlorid und 

Natriumphosphat an ausgefallene Calciumphosphat-Kristalle, die von den adhärenten HEK 

293T-Zellen durch Phagozytose aufgenommen werden 433. 

Vierundzwanzig Stunden vor der Transfektion wurden 3,5 x 106 HEK 293T-Zellen in 10 cm 

Gewebe-Kulturschalen in einem Volumen von 10 ml Kulturmedium ausgesät. Am folgenden 

Tag wurde zwei Stunden vor der Transfektion der Kulturüberstand gegen 10 ml frisches 

Kulturmedium ausgetauscht. 

Die Herstellung der Calcium-Phosphat-Präzipitate erfolgte in 12 ml Rundboden-Gefäßen. Die 

zur Virusproduktion notwendigen Plasmide (hier ein lentiviraler Expressionsvektor sowie 

zwei akzessorische Verpackungsplasmide) wurden in einem festen Mengenverhältnis 

kotransfiziert: 13,2 µg Expressionsvektor (in allen Fällen pCDH1-MCS1-basiert), 

  10 µg pCMV∆8.91 (Verpackungsplasmid), 

   4 µg pMD.G (kodiert für Hüllproteine). 

 

Zusammensetzung HEK 293T-Transfektionsansatz 

 

Reagenz Volumen 

Plasmid-DNA (Verhältnis wie oben angegeben) x µl 

2,5 M CaCL2 50 µl 

H20 : 0,1 x TE (1:3) ad 500 µl 

 

Zu diesem Gemisch wurden unter kontinuierlichem Vortexen 500 µl 2 x HBS-Puffer mit einer 

Geschwindigkeit von ca. einem Tropfen pro Sekunde zugegeben. Die fertige Lösung wurde 

für 10 bis 20 min bei RT inkubiert. 

In der Zwischenzeit wurden die HEK 293T-Zellen zur Erhöhung der Transfektionseffizienz 

mit Chloroquin (Endkonzentration 100 µM) behandelt. Anschließend wurden die Calcium-

Phosphat-Präzipitate in das Medium der zwei Stunden zuvor frisch versorgten HEK 293T-

Zellen gegeben und durch vorsichtiges Schwenken der Gewebe-Kulturschale gleichmäßig 

auf den adhärenten Zellen verteilt. Die Zellen wurden mit den Calcium-Phosphat-Präzipitaten 

über Nacht bei 37 °C, 5 % CO 2 und einer gesättigten Wasserdampfatmosphäre inkubiert. 

Nach 14-16 Stunden wurde zur Entfernung der nicht von HEK 293T-Zellen phagozytierten 

zytotoxischen Calcium-Phosphat-Präzipitate das gesamte Medium aus den Gewebe-

Kulturschalen entfernt. Für die Produktion viraler Partikel wurden die Zellen anschließend mit 

5 ml frischem, auf 37 °C vorgewärmtem Kulturmedium versorgt. 24 und 48 Stunden nach 

dem Wechsel des Mediums wurde der virushaltige Überstand geerntet und möglicher 
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Zelldebris sedimentiert (10 min, 350 x g, RT). Die Überstände wurden vereinigt, in 15 ml 

Reaktionsgefäße aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. 

 

 

2.3.3 Arbeiten mit knochenmarksabgeleiteten dendrit ischen Zellen 

(bone marrow-derived dendritic cells, BM-DCs) 

 

2.3.3.1 Isolierung von Knochenmarks-Vorläuferzellen  aus Knochenmark 

 

Die Isolierung und Kultivierung knochenmarksabgeleiteter dendritischer Zellen wurde wie 

von Scheicher und Mitarbeitern 434 beschrieben und von Lutz und Mitabeitern 435 modifiziert 

durchgeführt. Die Generierung der BM-DCs erfolgte aus isoliertem Knochenmark von 

C57BL/6-Mäusen. Hierzu wurden Femur und Tibia beider Hinterläufe der Mäuse steril 

präpariert und verbleibende Muskelreste mit einem in 70 %igen Ethanol getränkten 

Papiertuch abgerieben. Anschließend wurden zur Freilegung der Knochenkanäle an beiden 

Enden die Gelenkköpfe mit einer Schere entfernt. Das Knochenmark wurde mit Hilfe einer 

Spritze (Kanülendurchmesser 0,45 mm) ausgespült und in 20 ml kaltem Waschmedium 

resuspendiert. Die erhaltene Zellsuspension wurde über ein Zellsieb (Ø 40 µm) in ein 50 ml 

Reaktionsgefäß überführt und die Zellen sedimentiert (8 min, 300 x g, 4 °C). Die in der 

Zellsuspension enthaltenen Erythrozyten wurden durch Zugabe von Gey´schem Lyse-Puffer 

lysiert (1 ml pro Knochenmark einer Maus). Die Lyse erfolgte für eine Minute und wurde 

durch Zugabe von gekühltem Waschmedium gestoppt. Die isolierten Zellen wurden zwei 

weitere Male mit gekühltem Waschmedium gewaschen und anschließend in auf 37 °C 

vorgewärmtem Kulturmedium resuspendiert. 

 

 

2.3.3.2 Kultivierung von BM-DC Vorläuferzellen 

 

Die aus Knochenmark isolierten Vorläuferzellen wurden in einer Dichte von 2 oder 2,5 x 106 

Zellen in einem Volumen von 10 ml BM-DC-Kulturmedium in bakteriologische Petrischalen 

eingesät. An Tag drei nach Isolierung der Zellen aus dem Knochenmark wurden pro 

Petrischale 5 ml frisches, auf 37 °C vorgewärmtes K ulturmedium hinzugefügt. An Tag sechs 

der Kultur wurden pro Petrischale 5 ml Kulturmedium entnommen, in ein 50 ml 

Reaktionsgefäß überführt und die darin enthaltenden Zellen sedimentiert (8 min, 300 x g, 

RT). Der Überstand wurde verworfen und die Zellen in frischem, vorgewärmten 

Kulturmedium resuspendiert. Anschließend wurden die Zellen, mit insgesamt 5 ml frischem 
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Kulturmedium pro Schale, in die ursprünglichen Petrischalen eingesät. Für Zellen, die in 

nachfolgenden Experimenten unstimuliert eingesetzt werden sollten, wurde der 

Mediumaustausch in dieser Form an Tag acht wiederholt. 

Die Kultivierung der Zellen erfolgte über maximal neun Tage bei 37 °C, 10 % CO 2 und 

gesättigter Wasserdampfatmosphäre. 

 

 

2.3.3.3 Ausreifung von BM-DCs 

 

Die Ausreifung immaturer BM-DCs erfolgte in allen Fällen durch Stimulierung der Zellen mit 

LPS. Hierzu wurden die nicht-adhärenten Zellen einer Kultur geerntet und sedimentiert. 

Anschließend wurden die Zellen in frischem, auf 37 °C vorgewärmtem, Kulturmedium 

resuspendiert und in Gewebe-Kulturschalen überführt. LPS wurde den Kulturen in einer 

Endkonzentration von 1 µg/ml zugesetzt. Die Zellen wurden für weitere 24 h bei 37 °C und 

10 % CO2 im Brutschrank inkubiert. 

Lentiviral zu transduzierende BM-DCs wurden an Tag fünf von den adhärenten Zellen einer 

Kultur getrennt und in bakteriologische 6-Loch-Platten eingesät (vgl. 2.3.5.6). In diesem Fall 

wurde LPS mit einer Endkonzentration von 1 µg/ml an Tag acht direkt in die Kulturen in den 

6-Loch-Platten gegeben. 

 

 

2.3.3.4 Behandlung von BM-DC-Vorläufern mit Dexamet hason 

 

Die Konditionierung von BM-DCs mit der immunmodulatorischen Substanz Dexamethason 

(DEX) erfolgte ab dem dritten Tag der Kultur. DEX wurde den Kulturen in einer 

Endkonzentration von 10-6 M zugesetzt. Bei jeder Versorgung mit frischem Kulturmedium 

wurde der Kultur entsprechend des Volumens auch DEX zugefügt. Die Kultivierung der 

Zellen in Gegenwart der immunmodulatorischen Substanz erfolgte maximal über einen 

Zeitraum von sechs Tagen. 

 

 

2.3.3.5 Ernten von BM-DCs 

 

Nach maximal neun Kulturtagen wurden BM-DCs für die jeweils nachfolgenden Experimente 

geerntet. Hierzu wurden die nicht-adhärenten Zellen einer Kultur in ein 50 ml Reaktionsgefäß 

überführt, sedimentiert (8 min, 300 x g, RT) und einmal mit vorgewärmten Kulturmedium 
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gewaschen. Anschließend wurden die Zellen in frischem Kulturmedium resuspendiert und 

die Zellzahl bestimmt.  

 

 

2.3.3.6 Transduktion von BM-DCs mit lentiviralen Ve ktoren 

 

Transduktion bezeichnet die Überführung von Teilen der DNA eines Donors in das Genom 

eines Rezipienten durch temperente bzw. virulente Phagen oder andere Viren als Vehikel. 

Im lentiviralen Transduktionssystem dient der durch Transfektion von HEK 293T-Zellen 

generierte virale Partikel als Vehikel.  

Replikationsdefiziente lentivirale Vektoren haben gegenüber anderen viralen Vektoren den 

Vorteil einer sehr effizienten Transduktion verschiedener Zelltypen, sowohl in vitro als auch 

in vivo, unabhängig von deren Proliferationsstatus 395-397. Außerdem handelt es sich hierbei 

um eine stabile Transduktion, was bedeutet, dass die übertragene genetische Information 

bei Zellteilungen im Genom der Zellen erhalten bleibt 400. 

In Vorbereitung auf die lentivirale Transduktion wurden BM-DCs an Tag fünf der Kultur wie 

bereits beschrieben geerntet (Abschnitt 2.3.3.5), sedimentiert (8 min, 300 x g, RT), in BM-

DC-Kulturmedium resuspendiert und mit einer Dichte von 0,75 x 106 Zellen pro Loch in 

einem Volumen von 500 µl in bakteriologische 6-Loch-Platten eingesät. Für die eigentliche 

Transduktion wurden die Zellen jeweils mit 2 ml des entsprechenden virushaltigen Mediums 

versetzt. Den Kulturen wurde zusätzlich zur Erhöhung der Transduktionseffizienz 

Protaminsulfat in einer Endkonzentration von 4 µg/ml hinzugefügt. Die viralen Partikel 

wurden für 10 min bei 350 x g und RT auf die Zielzellen zentrifugiert. Fünf Stunden nach der 

Transduktion wurde pro Loch je 1 ml des Mediums entnommen und die darin enthaltenden 

Zellen sedimentiert (8 min, 300 x g, RT). Anschließend wurden die Zellen in 1 ml frischem 

vorgewärmten Kulturmedium resuspendiert und erneut in die ursprünglichen 6-Loch-Platten 

eingesät. Zu diesem Zeitpunkt betrug die Menge an Medium pro Loch 2,5 ml. 

Am Folgetag wurde die Transduktion nach dem zuvor beschriebenen Protokoll wiederholt, 

wobei dann die Gesamtmenge Medium pro Loch 4,5 ml betrug. Abweichend davon wurden 

die Kulturen am Ende der zweiten Transduktion pro Loch je 2 ml des Mediums entnommen 

und zentrifugiert (8 min, 300 x g, RT). Die sedimentierten Zellen wurden anschließend 

resuspendiert und zusammen mit pro Loch je 5 ml frischem, vorgewärmtem Kulturmedium in 

die ursprünglichen 6-Loch-Platten eingesät. Das Endvolumen betrug nach Abschluss beider 

Transduktionsrunden pro Loch somit 7,5 ml.  

Transduzierte BM-DC-Zellen wurden am dritten Tag nach der zweiten Transduktion für die 

jeweiligen Experimente verwendet.  
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2.3.3.7 Nachweis der copGFP- und DsRed2-Expression transduzierter 

BM-DCs 

 

Alle im Rahmen der Arbeit verwendeten lentiviralen Vektoren enthielten entweder ein 

copGFP- oder ein DsRed2-Reportergen zur Bestimmung der jeweiligen 

Transduktionseffizienz. Der Nachweis der Reportergenexpression erfolgte entweder 

fluoreszenzmikroskopisch oder zytofluorometrisch drei Tage nach der zweiten Transduktion.  

Bei fluoreszenzmikroskopischer Auswertung wurden die Zellen in den 6-Loch-Platten 

belassen und Photographien bei Durchlicht und unter Fluoreszenzanregung aufgenommen. 

Die Aufnahmen erfolgten mit 10- oder 20-facher Vergrößerung unter Verwendung des 

Fluoreszenzmikroskops Olympus IX70, das mit einer DXC-950P Digitalkamera und der 

AnalySIS 3.00 Software ausgestattet war.  

FACS-Analysen zum Nachweis der Transduktionseffizienz wurden in allen Fällen mit 

unfixierten Zellen durchgeführt. Hierzu wurden die Zellen wie beschrieben geerntet 

(Abschnitt 2.3.3.5), sedimentiert (10 min, 300 x g, RT) und in 300 µl kaltem 1 x PBS 

aufgenommen. Pro Probe wurden jeweils 20000 Zellen gemessen (Abschnitt 2.3.15).  

 

 

2.3.4 Präparation von Lymphknotenzellen 

 

An Tag sieben nach dem Auslösen einer CHS (Abschnitt 2.3.13) erfolgte bei allen 

Versuchstieren eine Präparation der drainierenden Lymphknoten. Hierzu wurden die 

mediastinalen, bronchialen, axialen sowie inguinalen Lymphknoten entnommen und für die 

nachfolgenden Experimente vereinigt. 

Die unter sterilen Bedingungenen entnommenen Lymphknoten wurden in eine mit 2 ml 

kaltem Waschmedium gefüllte Petrischale überführt und zwischen den rauen Seiten zweier 

abgeflammter Objektträger zerrieben. Die solchermaßen vereinzelten Zellen wurden über ein 

Zellsieb (Ø 40 µm) in ein 15 ml Reaktionsgefäß überführt, sedimentiert (8 min, 300 x g, RT) 

und zwei weitere Male mit Waschmedium gewaschen. Anschließend wurden die Zellen in 

Kulturmedium für T-Zellen resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. 

 

 

2.3.5 Präparation von Milzzellen 

 

Die unter sterilen Bedingungen entnommenen Milzen wurden in eine mit 20 ml kaltem 

Waschmedium gefüllte Petrischale überführt und zwischen den rauen Seiten zweier 
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abgeflammter Objektträger zerrieben. Die solchermaßen vereinzelten Zellen wurden über ein 

Zellsieb (Ø 40 µm) in ein 50 ml Reaktionsgefäß überführt. Die in der Zellsuspension 

enthaltenen Erythrozyten wurden durch Zugabe von Gey´schem Lyse-Puffer lysiert (1 ml pro 

Milz). Die Lyse erfolgte für eine Minute und wurde durch Zugabe von gekühltem 

Waschmedium gestoppt. Anschließend wurden die isolierten Zellen sedimentiert (8 min, 300 

x g, RT), zwei weitere Male mit gekühltem Waschmedium gewaschen und in 1 ml warmem 

Waschmedium pro Milz aufgenommen. 

Aus CHS-Versuchstieren isolierte Milzzellen wurden für nachfolgende Proliferationstests 

nicht in Waschmedium, sondern in T-Zell-Kulturmedium resuspendiert, und die Zellzahl 

wurde bestimmt. 

 

 

2.3.6 Aufreinigung von T-Lymphozyten aus der Milz 

 

Die Aufreinigung von T-Zellen aus einer heterogenen Milzzellsuspension erfolgte über 

Nylonwolle-Säulen. Grundlage dieses Prinzips ist die Adhärenz vieler Leukozytenarten (B-

Lymphozyten, Makrophagen und DCs) sowie von Zelltrümmern an die Oberfläche der 

Nylonwolle. T-Zellen hingegen binden nicht an Nylonwolle und können somit effizient aus 

einem heterogenen Leukozyten-Zellgemisch angereichert werden 436. 

Für die Herstellung solcher Säulen wurden 0,6 g Nylonwolle fein gezupft und in eine 10 ml 

Spritze überführt, die in einem 50 ml Reaktionsgefäß autoklaviert wurde. 

Vor Beladung der sterilen Säulen mit der Milzzellsuspension wurde diese mit 20 ml warmem 

Waschmedium äquilibriert und eventuelle Luftblasen mit einer Pinzette entfernt. Das 

Volumen der Nylonwolle in den Spritzen wurde in diesem Schritt auf 6 ml eingestellt und die 

Säulen wurden für 45 min bei 37 °C im Wasserbad ink ubiert. Nach der Inkubation wurden die 

Säulen erneut mit 10 ml warmem Waschmedium äquilibriert. Anschließend wurden die 

präparierten Milzzellen auf die Nylonwolle-Säule geladen – pro Säule das Äquivalent von 

maximal zwei Milzen. Auf die beladenen Säulen wurde zum Abschluss jeweils 1 ml warmes 

Waschmedium gegeben, damit alle Zellen in die Nylonwolle einsickern. Die Säulen wurden 

für 45 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. 

Nach der Inkubation folgte die Elution der T-Zellen mit warmem Waschmedium. Hierzu 

wurde die Nylonwolle-Säule auf eine Kanüle gesteckt (0,7 x 30 mm), die durch den Deckel 

eines 50 ml Reaktionsgefäßes gestochen wurde. Die T-Zellen wurden mit einem Volumen 

von 20 ml und einer Fließgeschwindigkeit von ungefähr einem Tropfen pro Sekunde eluiert. 

Anschließend wurden die Zellen sedimentiert, in warmem Kulturmedium ohne GM-CSF 

resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. 
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Der Anreicherungsgrad an T-Zellen in der Zellsuspension nach einer Aufreinigung über 

Nylonwollesäulen wurde mittels durchflusszytometrischer Analyse exemplarisch kontrolliert 

und lag bei durchschnittlich 70 % (persönliche Mitteilung von Herrn Dipl.-Biol. Timo Castor). 

 

 

2.3.7 Depletion natürlicher CD25 + regulatorischer T-Lymphozyten 

 

Die Depletion natürlich vorkommender CD25+ regulatorischer T-Zellen aus einer 

heterogenen T-Zell Suspension erfolgte mit Hilfe immunmagnetischer Dynabeads. In derart 

depletierten T-Lymphozyten-Populationen ist der Nachweis einer de novo-Induktion 

regulatorischer T-Zellen durch konditionierte BM-DCs möglich. 

Das Prinzip dieser Aufreinigung beruht auf supramagnetischen Kügelchen. Die hier 

verwendeten Dynabeads M-450 (Dynal®, Biotech, Hamburg) haben Schaf-anti-Ratten-IgG 

kovalent auf ihrer Oberfläche gebunden. An diese Antikörper können Ratten-IgG-Antikörper, 

die gegen ein Oberflächenprotein auf der zu separierenden Zellpopulation gerichtet sind, 

binden. Wird die Zellsuspension anschließend mit derart gekoppelten Dynabeads inkubiert, 

binden an den jeweiligen Ratten-IgG-Antikörper die spezifischen Zellen und können dann mit 

Hilfe eines Magneten isoliert werden.  

Die Depletion von CD25+ T-Zellen erfolgte mit Hilfe eines anti-Maus CD25 Antikörpers. Pro 

106 Zellen wurde 1 µg Antikörper zur Depletion eingesetzt, wobei davon ausgegangen 

wurde, dass es sich bei maximal einem Zehntel aller aus einer Milz isolierten T-Lynphozyten 

um CD25+ T-Zellen handelt. Die entsprechende Menge Antikörper wurde zunächst an die 

Dynabeads gekoppelt, wobei pro zu depletierende Zelle 4 Beads einkalkuliert wurden. Die 

entsprechende Menge Beads wurde zweimal mit kaltem TC-Iso Puffer (1 x PBS, 1 % 

Pen/Strep, 2 % (v/v) FCS (PAN Biotech)) gewaschen, in 2 ml des Puffers resuspendiert, in 

ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt und mit der jeweiligen Menge anti-CD25-Antikörper 

versetzt. Die Kopplung erfolgte für 30 min bei 4 °C  über Kopf drehend. Anschließend wurde 

die Suspension in ein 12 ml Rundboden Reaktionsgefäß überführt, und die gekoppelten 

Beads wurden unter Verwendung eines Magneten zweimal mit 5 ml kaltem TC-Iso Puffer 

gewaschen. Die zuvor über Nylonwolle-Säulen isolierten T-Zellen wurden sedimentiert, in 

TC-Iso Puffer resuspendiert und zu den gekoppelten Beads gegeben. Das Volumen wurde 

so gewählt, dass die gesamte Suspension eine Konzentration von 2 x 107 Beads pro ml 

hatte. Die Bindung der Zellen erfolgte für 30 min bei 4 °C über Kopf drehend. Nach der 

Inkubation wurde das Reaktionsgefäß in den Dauer-Magneten gestellt und der Überstand 

abgenommen. Dieser Überstand wurde noch zwei weitere Male über den Magneten 

gereinigt, die darin enthaltenen Zellen sedimentiert (8 min, 300 x g, 4 °C) und anschließend 

in warmem Kulturmedium ohne GM-CSF resuspendiert. Die Reinheit der Aufreinigung wurde 
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mittels durchflusszytometrischer Analysen kontrolliert. Sie lag bei den fünf durchgeführten 

Analysen jeweils zwischen 95 und 98 %.  

 

 

2.3.8 Primäre MLR (gemischte Leukozyten Reaktion) 

 

Werden zwei Populationen allogener Leukozyten gemischt, so wird die daraus resultierende 

T-Zell Proliferation als gemischte Leukozyten-Reaktion (MLR) bezeichnet. Den stärksten 

Stimulus stellen dabei die Zelloberflächenantigene des Hauptgewebeverträglichkeits-

komplexes (MHC) dar. Die alloreaktiven T-Zellen des einen Mausstamms erkennen für sie 

fremde Peptide in Kombination mit allogenen MHC-Molekülen auf den APCs des anderen 

Mausstamms und werden dadurch zur Proliferation und Lymphokinproduktion stimuliert 437.  

Die Proliferation der T-Zellen wird über den Einbau tritium-markierten Thymidins (3HTdR) in 

die DNA der sich teilenden Zellen gemessen. Da nur die Proliferation der alloreaktiven T-

Zellen gemessen werden sollte, wurden die APCs vor Verwendung in einer MLR mit 3000 

rad bestrahlt. Hierdurch werden Doppelstrangbrüche in die DNA eingeführt, die eine weitere 

Proliferation der Zellen verhindern. Die APCs sind jedoch weiterhin in der Lage, 

antigenspezifische T-Zellen zu aktivieren. 

In dieser Arbeit wurden mit DEX konditionierte sowie mit verschiedenen 

Expressionskonstrukten transduzierte C57BL/6 BM-DCs als APCs in einer MLR verwendet. 

Die DCs wurden wie zuvor beschrieben geerntet (Abschnitt 2.3.3.5) und nach Bestimmung 

der Zellzahl bestrahlt. Alle MLR-Experimente wurden in 96-Loch-Platten durchgeführt. 

Bestrahlte APCs wurden in Triplikat-Ansätzen 15 x seriell 1:3 verdünnt, wobei mit einer 

Zellzahl von 5 x 104 pro Loch begonnen wurde. Wurden transduzierte BM-DCs als APCs in 

eine MLR eingesetzt, wurde mit einer Zellzahl von 1,67 x 104 pro Loch begonnen. 

Allogene T-Zellen wurden wie zuvor beschrieben aus den Milzen von Balb/c-Mäusen 

aufgereinigt (Abschnitt 2.3.6) und entweder als Gesamtpopuation oder nach einer Depletion 

von CD25+ T-Zellen in der MLR eingesetzt. Die T-Zellen wurden mit einer Zellzahl von 

3 x 105 pro Loch zu den zuvor titrierten APCs gegeben. Das Gesamtvolumen pro Loch 

betrug 200 µl. 

Als Negativkontrolle dienten Ansätze der verwendeten APCs ohne T-Zellen sowie der T-

Zellen ohne APCs. 

Die 96-Loch-Platten wurden für 72 Stunden bei 37 °C  und 10 % CO2 inkubiert. Anschließend 

wurden zu den Ansätzen 0,25 µCi/Loch 3HTdR gegeben und die Zellen für weitere 16 

Stunden kultiviert. Bis zur Messung der Radioaktivität wurden die Platten bei -20°C gelagert. 

Primäre MLRs wurden im 6-Loch-Format durchgeführt, wenn ausreichend große Mengen 

vorstimulierter T-Zellen für nachfolgende Analysen generiert sollten. Bestrahlte C57BL/6 
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APCs wurden in einer Dichte von 106 Zellen pro Loch mit 6 x 106 Gesamt- oder CD25+ 

depletierten T-Zellen in einem Gesamtvolumen von 4 ml Kulturmedium ohne GM-CSF pro 

Loch kokultiviert. Die Kokulturen wurden für sieben Tage bei 37 °C und 10 % CO 2 inkubiert. 

Wurden transduzierte BM-DCs als APCs in einer MLR eingesetzt, wurden 3,33 x 105 

bestrahlte DCs mit 6 x 106 Gesamt-T-Zellen kokultiviert. Diese Kokulturen wurden für drei 

Tage bei 37 °C und 10 % CO 2 inkubiert. Anschließend wurden die Ansätze geerntet und die 

APCs immunmagnetisch von den T-Zellen getrennt. Die Depletion der APCs aus diesen 

Kokulturen erfolgte analog zum Prinzip der im Abschnitt 2.3.7 beschriebenen Depletion 

CD25+ natürlicher regulatorischer T-Zellen. Pro 106 zu depletierender Zellen wurden in 

diesem Fall 50 µl des MHCII-Antikörpers 2G9 (Ratte-anti-I-Ab/I-Eb) eingesetzt. Die 

Kalkulation der Dynabeads sowie der Ablauf des Protokolls erfolgten wie zuvor beschrieben. 

Die negativ angereicherten, vorstimulierten T-Zellen wurden nach der Bestimmung der 

Zellzahl mit einer Dichte von 6 x 106 Zellen pro Loch in einem Volumen von 4 ml in eine 6-

Loch-Platte eingesät. Zusätzlich wurden die T-Zellen mit 0,5 U IL-2 pro ml versetzt. Die 

Kulturen wurden für weitere vier Tage bei 37 °C und  10 % CO2 inkubiert. 

 

 

2.3.9 Syngene Stimulation von MOG-reaktiven 2D2 T-Z ellen 

 

Im Rahmen syngener Kokulturen kann die stimulatorische Kapazität von DCs in einem 

proteinantigenspezifischen Kontext analysiert werden. Als Modellantigen in diesem System 

wurde das Myelin-Oligodendrozyten-Glycoprotein (MOG) verwendet. T-Zellen aus 2D2 T-

Zell-Rezeptor transgenen Mäusen erkennen spezifisch das MOG-Peptid MOG35-55. 

In dieser Arbeit wurden mit verschiedenen Expressionskonstrukten transduzierte BM-DCs 

als APCs in syngenen Kokulturen eingesetzt. Analog zur allogenen MLR wurden die Zellen 

wie zuvor beschrieben geerntet und bestrahlt. Anschließend wurden die Zellen für 4 h bei 

37 °C mit MOG 35-55-Peptid in einer Konzentration von 10 µM inkubiert. Die Zellsuspension 

wurde dabei alle 30 min geschüttelt. Ungebundenes Peptid wurde durch dreimaliges 

Waschen mit 10 ml BM-DC-Medium entfernt. Anschließend wurden die Zellen sedimentiert, 

in Kulturmedium ohne GM-CSF resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Alle Kokultur-

Experimente wurden in 96-Loch-Platten durchgeführt. Bestrahlte und mit Peptid beladene 

APCs wurden in Triplikat-Ansätzen 15 x seriell 1:3 verdünnt, wobei mit einer Zellzahl von 

0,75 x 104 pro Loch begonnen wurde. Syngene T-Zellen wurden wie zuvor beschrieben aus 

den Milzen von 2D2-Mäusen angereichert (Abschnitt 2.3.6). Diese wurden mit einer Zellzahl 

von 4,5 x 104 pro Loch zu den zuvor titrierten APCs gegeben. Das Gesamtvolumen pro Loch 

betrug 200 µl. 
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Als Negativkontrolle dienten Ansätze der verwendeten APCs ohne T-Zellen sowie der T-

Zellen ohne APCs. Zusätzlich wurden APCs, die nicht mit Peptid beladen wurden, mit 

syngenen 2D2 T-Zellen kokultiviert  

Die 96-Loch-Platten wurden für 72 Stunden bei 37 °C  und 10 % CO2 inkubiert. Anschließend 

wurden zu den Ansätzen 0,25 µCi/Loch 3HTdR gegeben und die Zellen für weitere 16 

Stunden kultiviert. Bis zur Messung der Radioaktivität wurden die Platten bei -20°C gelagert. 

 

 

2.3.10 Separation vorstimulierter CD4 + bzw. CD8+ T-Lymphozyten 

 

Durch verschieden konditionierte BM-DCs können im Verlauf einer primären MLR sowohl 

CD4+ sowie auch CD8+ regulatorische T-Lymphozyten de novo induziert werden. Daher 

wurden beide Zellpopulationen voneinander separiert werden, um ihre unterschiedlichen 

phänotypischen und funktionellen Eigenschaften getrennt zu analysieren. 

Die Separation erfolgte mit Hilfe immunmagnetischer Partikel, die bereits mit spezifischen 

Antikörpern gekoppelt bezogen wurden. 

Sieben Tage nach Ansetzen der MLR wurden die stimulierten T-Zellen geerntet, sedimentiert 

(8 min, 300 x g, 4 °C), einmal mit kaltem Waschmedi um gewaschen und ihre Zellzahl 

bestimmt. Anschließend wurden die T-Zellen sedimentiert (8 min, 300 x g, 4 °C) und einmal 

mit kaltem TC-Iso Puffer gewaschen. Die entsprechende Menge an anti-Maus CD8a 

Partikel-DM (BD Bioscience) wurde direkt auf das Zellsediment gegeben. Pro 1 x 107 T-

Zellen wurden 50 µl Partikel eingesetzt. Die Bindung der Zellen erfolgte für 30 min bei 4 °C. 

Nach der Inkubation wurde die Suspension in 5 ml TC-Iso Puffer aufgenommen und in ein 

12 ml Rundboden Reaktionsgefäß überführt. Dieses wurde in den Dauer-Magneten gestellt 

und der Überstand abgenommen. Die Partikel wurden zwei weitere Male in je 5 ml TC-Iso 

Puffer aufgenommen, die Reaktionsgefäße in den Dauer-Magneten gestellt und die 

Überstände gesammelt. Die immunmagnetischen Nanopartikel mit den daran gebundenen 

CD8+ T-Zellen wurden in vorgewärmtes Kulturmedium ohne GM-CSF aufgenommen. 

Der gesammelte Überstand, in welchem unter anderem die CD4+ T-Zellen enthalten waren, 

wurde sedimentiert und mit der entsprechenden Menge anti-Maus CD4 Partikeln-DM für 

30 min bei 4 °C inkubiert. Pro 1 x 10 7 T-Zellen wurden 50 µl Partikel verwendet. Die 

magnetische Isolierung der CD4+ T-Zellen erfolgte analog zur bereits beschriebenen 

Isolierung von CD8+ T-Zellen. Die immunmagnetischen Nanopartikel mit den daran 

gebundenen CD4+ T-Zellen wurden in vorgewärmtes Kulturmedium ohne GM-CSF 

aufgenommen. 

Die Reinheit der Separation wurde auf Grund der geringen Zellzahlen mittels quantitativer 

PCR bestimmt. Hierzu wurden zunächst in Vorexperimenten naive T-Zellen, wie in diesem 
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Abschnitt beschrieben, mit Hilfe immunmagnetischer anti-CD4- bzw. anti-CD8-gekoppelter 

Partikel separiert und die jeweilige Reinheit der Zellpopulationen durchflußzytometrisch 

bestimmt. Anschließend wurden Zellen beider Populationen in bekannten Verhältnissen 

miteinander vermischt und die jeweilige Expression an CD4 bzw. CD8 mittels quantitativer 

PCR nachgewiesen. Anhand dieses Standards wurde in nachfolgenden Experimenten die 

Reinheit der vorstimulierten und anschließend separierten T-Zell-Subpopulationen ermittelt. 

Der Reinheitsgrad der Separationen lag durchschnittlich bei 90 %.  

 

 

2.3.11 Sekundäre MLR 

 

Im Rahmen der sekundären MLR ist eine phänotypische und funktionelle Charakterisierung 

der in der primären MLR durch unterschiedlich konditionierte APCs vorstimulierten T-Zellen 

möglich. In zwei getrennten Experimentalansätzen kann analysiert werden, ob diese T-Zellen 

einen anergen bzw. suppressiven Phänotyp aufweisen. 

Die Anergie wurde in einem Restimulationsansatz bestimmt, in dem die vorstimulierten T-

Zellen mit allogenen APCs restimuliert wurden. Das suppressive Potential unterschiedlich 

vorstimulierter T-Zellen wurde in einem Suppressionsansatz ermittelt. Hierbei wurden die 

vorstimulierten T-Zellen mit frisch isolierten syngenen naiven T-Zellen und allogenen APCs 

kokultiviert, und es wurde analysiert, ob die Proliferation der naiven T-Zellen inhibiert werden 

konnte. 

Sieben Tagen nach Ansetzen einer primären MLR im 6-Loch-Format wurden die stimulierten 

T-Zellen geerntet, sedimentiert (8 min, 300 x g, 4 °C), einmal mit kaltem Wachmedium 

gewaschen und in warmem Kulturmedium ohne GM-CSF resuspendiert. Diese Zellen 

wurden entweder als heterogene Gesamtzellpopulation oder separiert in CD4+ bzw. CD8+ T-

Lymphozyten in der sekundären MLR eingesetzt. Alle sekundären MLR-Experimente wurden 

in 96-Loch-Platten durchgeführt. 

Im Restimulationsansatz wurden die vorstimulierten T-Zellen in Triplikatansätzen 15 x seriell 

1:2 verdünnt, wobei mit einer Zellzahl von 3 x 105 pro Loch begonnen wurde. Als APCs 

wurden Milzzellen von C57BL/6-Mäusen verwendet, die wie zuvor beschrieben frisch isoliert 

wurden (Abschnitt 2.3.5). Diese wurden mit 3000 rad bestrahlt und in einer Dichte von 

3 x 105 Zellen pro Loch zu den zuvor verdünnten T-Zellen gegeben. Das Gesamtvolumen 

pro Loch betrug 200 µl. 

Der Suppressionsansatz setzte sich analog zum Restimulationsansatz zusammen. 

Zusätzlich wurden pro Loch 3 x 105 naive T-Zellen zugegeben, die wie zuvor beschrieben 

aus BALB/c-Mäusen isoliert wurden. Das Gesamtvolumen pro Loch betrug 200 µl. 



2   Material und Methoden 

73 
 

Als Negativkontrollen in beiden Experimenten dienten Ansätze der als APCs verwendeten 

Milzzellen ohne T-Zellen sowie der T-Zellen ohne Zusatz von Milzzellen. Als Positivkontrollen 

wurden naive T-Zellen, in den Verhältnissen 1:1 und 2:1, mit C57BL/6-Milzzellen kokultiviert. 

Sowohl in den Restimulations- als auch in den Suppressionsexperimenten mit durch 

immature BM-DCs vorstimulierten T-Zellen wurden Triplikatansätze des jeweils ersten 

Titrations-Verhältnisses der MLR mit Antikörpern gegen Oberflächenmoleküle oder 

verschiedenen Zytokinen versetzt, um zu analysieren, ob sich die Anergie der Zellen bzw. 

die vermittelte Supression aufheben lässt. Hierzu wurden den Kokulturen entweder anti-

CTLA4 bzw. anti-IL-10 Antikörper (je 5 µg/ml) sowie IL-4, IL-6, IL-1β, IL-15 oder TNF-α 

(jeweils 20 ng/ml) zugefügt.  

Die 96-Loch-Platten wurden für 5 Tage bei 37 °C und  10 % CO2 inkubiert. Anschließend 

wurden zu den Ansätzen 0,25 µCi/Loch 3HTdR gegeben und die Zellen für weitere 

16 Stunden kultiviert. Bis zur Messung der Radioaktivität wurden die Platten bei -20°C 

gelagert. 

Weiterhin wurden 3 x 106 durch immature BM-DCs oder DEX-APCs vorstimulierte T-Zellen in 

anti-CD3 und anti-CD28 beschichteten 24-Loch-Platten inkubiert. Auf diese Weise ist eine 

direkte Stimulation von T-Zellen ohne APCs möglich. Die Antikörperadhäsion an die 

Plastikoberfläche (5 µg anti-CD3, 2,5 µg anti-CD28) erfolgte für mindestens 1 h bei 37 °C im 

Brutschrank. Die Inkubation der T-Zellen in den mit den beiden Antikörpern beschichteten 

Löchern fand für 24 h bei 37 °C und 10 % CO 2 statt. Die anti-CD3 und anti-CD28 stimulierten 

T-Zellen wurden anschließend für Genexpressionsanalysen verwendet. 

 

 

2.3.12 Messung von Radioaktivität 

 

Um den Einbau von tritium-markiertem Thymidin (3HTdR) in die genomische DNA mitotisch 

aktiver Zellen zu bestimmen, wurden die Zellen aus den 96-Loch-Platten im Zellerntegerät 

mit Hilfe von destilliertem Wasser auf eine Filtermembran übertragen. Hierbei lysieren die 

Zellen und die DNA wird auf der Filtermembran präzipitiert. Diese wurde anschließend für 

3 min in der Mikrowelle getrocknet und zusammen mit 10 ml Szinzillationsflüssigkeit in eine 

Folie eingeschweißt. Die Radioaktivität auf den Filtern wurde im Strahlungszähler als cpm 

(counts per minute) gemessen. 
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2.3.13 Murines Krankheitsmodell der haptenvermittel ten Kontaktallergie 

(contact hypersensitivity, CHS) 

 

Die Kontaktallergie ist eine durch T-Zellen vermittelte Immunreaktion, die den verzögerten 

oder auch Typ IV-Reaktionen zugeordnet wird. Es handelt sich hierbei um eine 

Überempfindlichkeitsreaktion der Haut gegenüber niedermolekularen, chemisch reaktiven 

Substanzen (Hapten). Sie äußert sich in Form eines Hautekzems, das bei einer bestehenden 

Sensibilisierung gegen ein Hapten ca. 48 h nach der Applikation des gleichen Haptens seine 

maximale Ausprägung erreicht. Das murine Krankheitsmodell der haptenvermittelten 

Kontaktallergie wurde in diesem Kontext verwendet, um das therapeutische Potential von 

BM-DCs zu analysieren, die mit verschiedenen Expressionskonstrukten transduziert wurden. 

 

 

2.3.13.1 Durchführung des Ohrschwellungstests 

 

Alle in dieser Arbeit durchgeführten in vivo-Experimente (Injektion der bereitgestellten 

transduzierten, gepulsten/ungepulsten Zellen bzw. PBS sowie Messung der Ohrschwellung) 

wurden freundlicherweise von Herrn Dipl.-Biol. Timo Castor durchgeführt. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die experimentelle Kontaktallergie durch DNFB 

induziert. Weibliche C57BL/6 Mäuse wurden durch die epikutane Applikation von 17 µl einer 

0,4 %igen (v/v) DNFB-Lösung in Aceton/Olivenöl (4:1) an zwei aufeinander folgenden Tagen 

(Tag 0 und Tag 1) auf das zuvor rasierte Abdomen sensibilisiert. Nach 4 Tagen (Tag 5) 

erfolgte die Injektion transduzierter BM-DCs. Hierzu wurden die DCs zunächst wie zuvor 

beschrieben geerntet (Abschnitt 2.3.3.5) und bestrahlt. Anschließend wurden die Zellen in 

einer Dichte von 5 x 106/ml für 10 min bei 37 °C mit DNBS in einer Konzentr ation von 5 µM 

inkubiert. Überschüssiges Hapten wurde durch dreimaliges Waschen mit 50 ml 1 x PBS 

entfernt. Anschließend wurden die Zellen sedimentiert, in 1 x PBS resuspendiert und die 

Zellzahl bestimmt. 5 x 105 haptengepulste Zellen in 100 µl 1 x PBS wurden jeweils subkutan 

in den Nacken der zuvor sensibilisierten Mäuse injiziert. Tieren der Kontrollgruppe wurden 

100 µl 1 x PBS injiziert. Damit durch die verschiedenen DC-Populationen induzierte 

Veränderungen in der Immunantwort ausgeschlossen werden konnten, wurden in parallelen 

Experimenten 5 x 105 ungepulste Zellen in 100 µl 1 x PBS jeweils subkutan in den Nacken 

der zuvor sensibilisierten Mäuse injiziert.  

An Tag 12 erfolgte die Provokation durch die epikutane Applikation von 8 µl einer 0,2 %igen 

DNFB-Lösung (in Aceton/Olivenöl) auf jede Ohrfläche beider Ohren. Die Ohrschwellung 

wurde mit Hilfe eines Mikrometers in 24 h Abständen über einen Zeitraum von 96 h blind 

gemessen. Die Berechnung der Ohrschwellung erfolgte aus der Differenz zwischen der 
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Ohrdicke vor der Provokation und den Messwerten zu den verschiedenen Zeitpunkten nach 

der Provokation.  

An Tag sieben nach dem Auslösen einer CHS wurden die Versuchstiere für nachfolgende in 

vitro-Experimente getötet und die Lymphknoten sowie Milzen entnommen. 

 

 

2.3.13.2 T-Zell-Proliferationstest 

 

Mit Hilfe dieses Tests wurde in vitro die antigenspezifische Restimulierbarkeit der isolierten 

Lymphknoten- und Milzzellen aus Mäusen nach Induktion einer CHS überprüft.  

Hierzu wurden Lymphknoten- bzw. Milzzellen in Triplikatansätzen mit einer Zellzahl von 

2 x 105 pro Loch in eine 96-Loch-Platte eingesät. Als APCs wurden Milzzellen von C57BL/6-

Mäusen verwendet, die wie zuvor beschrieben frisch isoliert wurden (Abschnitt 2.3.5). Diese 

wurden nach der Bestrahlung (3000 rad) für 10 min bei 37 °C mit DNBS in einer 

Konzentration von 5 µM inkubiert. Überschüssiges Hapten wurde durch dreimaliges 

Waschen mit 50 ml 1 x PBS entfernt. Anschließend wurden die Zellen sedimentiert, in 

Kulturmedium für T-Zellen resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Die APCs wurden mit 

einer Dichte von 2 x 105 pro Loch zu den zuvor eingesäten Zellen gegeben. Das 

Gesamtvolumen pro Loch betrug 200 µl.  

In zusätzlichen Triplikatansätzen wurde den Kokulturen ConA in einer Konzentration von 

5 µg/ml zugefügt. Das Lektin ConA, das unter anderem in der Zellwand von Bakterien 

vorkommt und zu einer antigenunspezifischen Aktivierung von T-Zellen führt, wurde in 

diesem experimentellen Kontext als Positivkontrolle eingesetzt. Als Negativkontrolle dienten 

Ansätze der verwendeten Lymphknoten- und Milzzellen ohne APCs sowie der 

haptenbeladene APCs ohne Lymphknoten- oder Milzzellen.  

Die 96-Loch-Platten wurden für 72 Stunden bei 37 °C  und 10 % CO2 inkubiert. Anschließend 

wurden zu den Ansätzen 0,5 µCi/Loch 3HTdR gegeben und die Zellen für weitere 16 

Stunden kultiviert. Bis zur Messung der Radioaktivität wurden die Platten bei -20°C gelagert. 

 

 

2.3.14 ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) 

 

Als ELISA wird ein immunologisches Testverfahren bezeichnet, mit dem ein Nachweis 

verschiedener Substanzen möglich ist. Mit Hilfe spezifischer Antikörper gegen die 

nachzuweisende Substanz und einer nachfolgenden enzymatischen Farbreaktion ist eine 

quantitative Konzentrationsbestimmung möglich. In dieser Arbeit wurde die Methode zum 

quantitativen Nachweis zum Zytokinen im Überstand von Zellen verwendet. 
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Die Adsorption des Capture-Antikörpers an ELISA-Platten erfolgte je nach Antikörper in 

0,1 M NaHCO3 bzw. 1 x PBS in einem Volumen von 50 µl pro Vertiefung bei 4 °C über 

Nacht. Nach der Inkubation wurde die überschüssige Antikörper-Lösung ausgewaschen. Die 

Absättigung freier Bindungsstellen fand durch 150 µl Blockierungspuffer pro Loch für eine 

Stunde bei RT statt. Die Lösung wurde durch Ausklopfen aus der Platte entfernt. 

Kulturüberstände, in denen der Gehalt an TGF-β1 bestimmt werden sollte, wurden einer 

Vorbehandlung unterzogen. Hierzu wurden 120 µl der jeweiligen Probe mit 2-3 µl 1N HCl bis 

auf pH3 angesäuert und 30 min bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden die Proben durch 

Zugabe von 3-5 µl 1N NaOH neutralisiert (mindestens pH7). Die neutralisierten Proben 

wurden direkt für den endgültigen Probenauftrag verwendet. Der Zytokinstandard und die 

verschiedenen Überstände wurden zur Erstellung einer Verdünnungsreihe seriell 1:2 in 1 x 

PBS/1 % (w/v) BSA (wurde ebenfalls als Leerwert verwendet) verdünnt. Die Bindung der 

nachzuweisenden Zytokine an den jeweiligen Capture-Antikörper erfolgte bei 4 °C über 

Nacht. Die Lösung wurde durch zwei Waschschritte entfernt. Im Anschluss erfolgte die 

Bindung zytokinspezifischer, biotinylierter Detektions-Antikörper in einem Volumen von 50 µl 

pro Loch für eine Stunde bei 37 °C bzw. zwei Stunde n bei RT. Überschüssiger Detektions-

Antikörper wurde durch zweimaliges Waschen entfernt. Im nächsten Schritt wurden 50 µl pro 

Loch einer 1:2000 Verdünnung von ExtraVidin, einer streptavidin-konjugierten Meerrettich-

Peroxidase, die an Biotin bindet, auf die Platten gegeben. Die Bindung erfolgte für 45 min bei 

RT. Nach der Inkubation wurde überschüssiges Enzym durch drei Waschschritte entfernt. 

ExtraVidin katalysiert die Umwandlung des farblosen Substrats OPD 

(Orthonitrophenoldiamin) in ein photometrisch messbares Produkt. Hierzu wurden pro Loch 

50 µl OPD (1 mg/ml Substratpuffer, versetzt mit 1 µl/ml H2O2) auf die Platten gegeben. Die 

Reaktion wurde mit 50 µl Stopplösung pro Loch abgestoppt.  

Die Extinktion wurde bei 490 nm im Spektralphotometer gemessen. Die Extinktionswerte des 

Leerwerts wurden von den Messwerten der Proben abgezogen. Mit den Extinktionswerten 

der Proben und des Standards wurden lineare Regressionsanalysen durchgeführt. Die 

Zytokinkonzentration des Standards und die Verdünnung der Probe bei einer optischen 

Dichte (OD) von 0,2 wurden zur Berechnung der Zytokinkonzentration in den Proben in 

Bezug gesetzt. 

 

 

2.3.15 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse, fluorescence activated cell 

sorter) 

 

FACS-Analysen (fluorescence activated cell sorter) ermöglichen einen quantitativen 

Nachweis oberflächengebundener Proteine auf Einzelzellebene. Hierzu werden 
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Zelloberflächenmoleküle mit epitopspezifischen Antikörpern markiert. Alle im Rahmen dieser 

Arbeit verwendeten Antikörper waren direkt mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt. 

Die durchflusszytometrischen Analysen wurden in einem FACScan (fluorescence activated 

cell scanner) durchgeführt. Die Zellen werden dabei einzeln an einem Laserstrahl 

vorbeigeführt, der den Fluoreszenzfarbstoff anregt. Gemessen wird die Intensität der 

Fluoreszenzemission. Parallel werden Streuung bzw. Adsorption gemessen, die die Größe 

und Granularität der Zellen angeben. 

Alle FACS-Färbungen zur Bestimmung der Oberflächenexpression von Molekülen wurden 

mit nicht fixierten BM-DCs durchgeführt. Die Zellen wurden wie zuvor beschrieben geerntet 

(Abschnitt 2.3.3.5), in FACS-Medium resuspendiert und bis zur Färbung auf Eis gehalten. 

Alle nachfolgenden Schritte wurden auf Eis und mit gekühlten Lösungen durchgeführt. 

Die Zellen wurden in einer Menge von 3 - 5 x 105 Zellen auf FACS-Röhrchen aufgeteilt und 

mit je 1 ml FACS-Medium gewaschen. Anschließend wurden die Zellen zur Absättigung der 

Fc-Rezeptoren FcγRII/III für 10 min bei 4 °C mit 50 µl 1:5 verdünnte m 2.4G2 Antikörper 

inkubiert. Überschüssiger Antikörper wurde durch Waschen mit 1 ml FACS-Medium entfernt. 

Die Färbung erfolgte mit je 50 µl des entsprechend verdünnten Antikörpers für 20 min bei 

4 °C. Nach der Inkubation wurden die Zellen einmal mit 1 ml FACS-Medium gewaschen und 

mit 350 µl 1 x PBS/0,7 % PFA fixiert. Die Proben wurden bis zur Messung bei 4 °C im 

Dunkeln gelagert.  

Die Justierung der Empfindlichkeit des Durchflusszytometers erfolgte für jeden Antikörper mit 

Hilfe einer entsprechend mitgeführten Isotypkontrolle. Die eigentliche Messung erfolgte nach 

Ausgrenzung von toten Zellen über Größe (FSC, forward scatter) und Granularität (SSC, 

side scatter) der Zellen. Pro Probe wurden jeweils 20000 Ereignisse gemessen, die mit Hilfe 

der CellQuestTM-Software (BD Biosciences) analysiert wurden. Die Auswertung der 

Ergebnisse erfolgte mit der FlowJo7 Software. 

 

 

2.3.16 Grafik und Statistik 

 

Die grafische und statistische Auswertung der experimentellen Daten erfolgte mit Hilfe der 

Programme SigmaPlot 2001 und Exel. Die mit dem student´schen T-Test bestimmten 

signifikanten Unterschiede wurden durch entsprechende Symbole gekennzeichnet (*,+,# p < 

0,05; **,++,## p < 0,01; ***,+++,### p < 0,001). 
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3 Ergebnisse 
 
3.1 Phänotypische und funktionelle Charakterisierun g von in 

Gegenwart von Dexamethason generierten APCs 

 

Im ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit sollten Moleküle identifiziert werden, die einen 

potentiellen Beitrag zum tolerogenen Status muriner APCs leisten. Als Modell für tolerogene 

APCs wurden Knochenmarkszellen unter DC-differenzierenden Bedingungen in 

Anwesenheit des Glucocorticoids (GC) Dexamethason (DEX) generiert (DEX-APCs). 

Endogen werden GCs als Komponenten eines negativen Rückkopplungsmechanismus bei 

Entzündungsreaktionen gebildet 160. Das synthetische GC DEX moduliert die DC-

Differenzierung und -Funktion 169,170. Weiterhin wurde für DEX eine toleranzinduzierende 

Wirkung auf DCs nachgewiesen 157,438.  

In verschiedenen Studien wurde bereits dokumentiert, dass immature DCs 439 sowie DEX-

DCs 157 im Rahmen von Kokulturen Tregs induzieren. Eine de novo-Induktion von Tregs 

durch die verschiedenen APC-Populationen wurde bisher nicht beschrieben. Aus diesem 

Grund wurde zunächst das tolerogene Potential von unstimulierten BM-DCs sowie DEX-

APCs durch Kokulturen mit CD25+ depletierten allogenen T-Zellen (die somit keine 

natürlichen regulatorischen T-Zellen enthalten) evaluiert. Die in diesem experimentellen 

Ansatz kokultivierten T-Zellen wurden funktionell in Restimulierungs- und 

Suppressionsexperimenten sowie durch Analyse ihrer Genexpressions- und Zytokinprofile 

charakterisiert. Anschließend erfolgte die Identifikation potentieller toleranzinduzierender 

Schlüsselmoleküle durch Analysen der Genexpressionsänderung von DC-relevanten sowie 

Glucocorticoid-responsiven Molekülen in unstimulierten und stimulierten DEX-APCs im 

Vergleich mit unstimulierten (immaturen) sowie LPS-stimulierten (maturen) BM-DCs.  

 

 

3.1.1 DEX-APCs weisen, unabhängig von ihrem Aktivie rungszustand, 

ein stark vermindertes T-Zell-Aktivierungspotential  auf 

 

Wie bereits in der Einleitung erwähnt, führt eine Behandlung mit DEX zu einer 

phänotypischen und funktionellen Veränderung von DCs 169,170. Kollektiv führen diese, durch 

GCs induzierten Veränderungen im DC-Status, zu einer verminderten T-Zell-

Stimulierungskapazität von DCs, wie sie bereits in verschiedenen Studien nachgewiesen 

wurde 157,170. Anknüpfend an diese Untersuchungen wurde im Rahmen dieser Arbeit 

zunächst mittels gemischter Leukozyten-Reaktionen (MLR) analysiert, inwieweit die in dieser 
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Arbeit generierten DEX-APCs eine gegenüber BM-DCs veränderte T-Zell-

Stimulierungskapazität aufweisen und das Potential haben, in allogenen Gesamt-T-Zellen 

sowie CD25+ depletierten T-Zellen eine hypoproliferative Antwort zu induzieren.  

Immature BM-DCs besitzen, wie in Abbildung 1A gezeigt, lediglich ein moderates allogenes 

T-Zell-Aktivierungspotential, wohingegen mit LPS ausgereifte, mature BM-DCs die T-Zellen 

in hohem Maße zur Proliferation anregen können. Im Gegensatz dazu vermitteln sowohl 

immature als auch LPS-stimulierte DEX-APCs eine signifikant verminderte T-Zell-

Proliferation. Die durch unstimulierte und stimulierte DEX-APCs induzierte Proliferation 

befindet sich jeweils signifikant unterhalb des Niveaus immaturer Kontroll-DCs. 

Werden die verschiedenen BM-DC Populationen mit allogenen, CD25+ depletierten T-Zellen 

kokultiviert, so zeichnen sich DEX-APCs, unabhängig von ihrem Aktivierungszustand, 

ebenfalls durch ein stark vermindertes T-Zell-Aktivierungspotential aus (Abbildung 1B). Die 

durch unstimulierte sowie LPS-stimulierte DEX-APCs induzierte T-Zell-Proliferation liegt 

ebenfalls unterhalb des Niveaus immaturer Kontroll-DCs.  

In beiden experimentellen Ansätzen führt somit die Stimulierung von DEX-APCs zu keiner 

signifikant erhöhten T-Zell-Aktivierungsfähigkeit im Vergleich zu unstimulierten DEX-APCs. 

 

1/6 1/18 1/54 1/162 1/486 1/1458 1/4374 1/13122

T-
Z

el
l-P

ro
lif

er
at

io
n 

(c
pm

)

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

35000

40000

45000

50000

55000

60000

DC
DEX-APC
DC + LPS
DEX-APC + LPS

***

***

***

**

**

**+++ +++
+++++ +++ ++++

+++

+++
++

++ ++

APC / TC APC / TC

1/6 1/18 1/54 1/162 1/486 1/1458 1/4374 1/13122

T-
Z

el
l-P

ro
lif

er
at

io
n 

(c
pm

)

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

35000

40000

45000

50000

55000

60000

DC
DEX-APC
DC + LPS
DEX-APC + LPS

***

***

***

** *
+++ +++ ++++ ++

+++
+++

+++ + ++**

 
Abbildung 1:  In Gegenwart von Dexamethason generierte APCs zeich nen sich durch ein stark 
vermindertes T-Zell-Aktivierungspotential aus.  Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen 
isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 3 wurde 
Aliquoten der Kultur 10-6 M DEX zugesetzt. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml 
LPS für 24 h. Die verschiedenen APC-Populationen wurden bestrahlt, in Triplikaten seriell verdünnt 
und mit jeweils 3 x 105 T-Zellen für 4 Tage kokultiviert. Hierbei wurden entweder (A) Gesamt-T-Zellen 
oder (B) CD25+ depletierte T-Zellen aus BALB/c Mäusen verwendet. Die T-Zell-Proliferation wurde 
anhand der Aufnahme von [3H]-Thymidin während der letzten 16 h der Kultur gemessen. Die Daten 
repräsentieren den Mittelwert der Triplikatansätze ± Standardfehler und sind für jeweils 3 Experimente 
repräsentativ. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen stimulierten und unstimulierten APCs 
bzw. DCs (*) sowie zwischen DEX-APCs und BM-DCs (+) sind angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; 
***,+++ p<0,001). 
 

A B 
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3.1.2 Unstimulierte BM-DCs und DEX-APCs haben das P otential, de 

novo Tregs zu induzieren 

 

In früheren Studien wurde gezeigt, dass allogene naive T-Zellen in Kokulturen mit GM-CSF-

differenzierten, unstimulierten BM-DCs einen anergen Zustand erlangen 440. Eine 

Restimulation dieser vorstimulierten T-Zellen führt im Vergleich mit stimulierten naiven T-

Zellen zu einer hypoproliferativen Antwort. Inwieweit hierbei expandierte natürliche Tregs 

oder de novo induzierte Tregs (iTregs) beteiligt sind, war nicht bekannt. Aus diesem Grund 

wurde in der vorliegenden Arbeit ein experimentelles Design gewählt, bei dem die Depletion 

natürlich vorkommender CD25+ regulatorischer T-Zellen aus der heterogenen T-Zell-

Suspension mit Hilfe immunmagnetischer Dynabeads erfolgte. In derart depletierten T-

Lymphozyten-Populationen ist der Nachweis einer de novo-Induktion von Tregs durch 

verschiedene APC-Gruppen möglich. Da sowohl immature BM-DCs, als auch unstimulierte 

und stimulierte DEX-APCs eine hypoproliferative T-Zell-Antwort im Rahmen primärer MLRs 

induzieren (Abbildung 1), wurde das Potential aller drei Gruppen analysiert, de novo Tregs 

zu induzieren. In Restimulierungsansätzen wurde zunächst verifiziert, inwiefern die 

Hypoproliferation der allogenen BALB/c T-Zellen, die mit den verschiedenen APC-

Populationen kokultiviert wurden, auf die Induktion von T-Zell-Anergie zurückzuführen ist. 

Hierzu wurden die über 7 Tage in einer primären MLR vorstimulierten CD25- T-Zellen 

(primed T-cell, pTC) durch allogene C57BL/6-Milzzellen restimuliert.  

T-Zellen, die aus einer primären Kokultur mit unstimulierten BM-DCs zurückgewonnen 

wurden, zeigen im Vergleich zu naiven BALB/c T-Zellen eine signifikant verminderte 

proliferative Antwort nach einer Restimulation mit C57BL/6 Milzzellen (Abbildung 2A). Auf 

diese Weise vorstimulierte CD25- T-Zellen zeichnen sich somit durch einen anergen 

Phänotyp aus. Analog zu immaturen BM-DCs sind unstimulierte DEX-APCs ebenfalls in der 

Lage, CD25- T-Zellen derart vorzustimulieren, dass sie nicht mehr durch allogene Milzzellen 

effizient restimuliert werden können (Abbildung 2B). Die induzierte Proliferationsrate der 

durch DEX-APCs vorstimulierten pTCs liegt ebenfalls signifikant unterhalb derer naiver T-

Zellen. Beide APC-Populationen sind demzufolge in der Lage, einen vergleichbar anergen 

Status in CD25--T-Zell-Populationen zu induzieren. Restimulierungsansätze mit pTCs aus 

Kokulturen mit LPS-stimulierten DEX-APCs zeigen, dass auch diese APCs in CD25+ 

depletierten T-Zell-Populationen einen hypoproliferativen Status induzieren (Abbildung 2C). 

Dabei ist es für die genannte pTC-Gruppe charakteristisch, dass die induzierte Proliferation 

in allen durchgeführten Experimenten jeweils nur geringfügig signifikant unterhalb derer von 

3 x 105 naiven T-Zellen lag. Im Vergleich zu immaturen BM-DCs (Abbildung 2A) und 

unstimulierten DEX-APCs (Abbildung 2B) ist das Potential stimulierter DEX-APCs, einen 

anergen Status in T-Zellen zu induzieren, somit wesentlich geringer. 
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Abbildung 2: Immature BM-DCs und DEX-APCs induziere n in CD25 - T-Zell-  Populationen einen 
anergen Status. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 
9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 3 wurde Aliquoten der Kultur 10-6 M DEX 
zugesetzt. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Bestrahlte Zellen 
(106) wurden für 7 Tage mit 6 x 106 CD25+ depletierten T-Zellen aus BALB/c Mäusen in 6-Loch-Platten 
in einem Volumen von 4 ml kokultiviert. Durch (A) immature BM-DCs, (B) unstimulierte und (C) 
stimulierte DEX-APCs vorstimulierte T-Zellen wurden anschließend in Triplikaten seriell verdünnt und 
mit jeweils 3 x 105 bestrahlten C57BL/6 Milzzellen für 6 Tage restimuliert. Als Kontrolle wurden 3 x 105 
naive BALB/c T-Zellen mit 3 x 105 bestrahlten C57BL/6 Milzzellen kokultiviert. Die T-Zell-Proliferation 
wurde anhand der Aufnahme von [3H]-Thymidin während der letzten 16 h der Kultur gemessen. Die 
Daten repräsentieren den Mittelwert der Triplikatansätze ± Standardfehler und sind für jeweils 6 
Experimente repräsentativ. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen vorstimulierten und naiven 
T-Zellen sind angegeben (**p<0,01; ***p<0,001). 
 
 
Da bekannt ist, das durch verschiedene APC-Populationen sowohl CD4+ als auch CD8+ 

Tregs induziert werden können 441, wurden im Folgenden die durch unstimulierte BM-DCs 

sowie durch unstimulierte oder stimulierte DEX-APCs de novo induzierten Tregs näher 

charakterisiert. Hierzu wurden beide Zellpopulationen mit Hilfe immunmagnetischer 

Dynabeads voneinander separiert (positive Anreicherung), um ihre funktionellen und 

phänotypischen Eigenschaften zu analysieren. 

Sowohl durch immature BM-DCs, als auch durch unstimulierte DEX-APCs generierte CD4+ 

(Abbildung 3A, Abbildung 3C) und CD8+ pTCs (Abbildung 3B, Abbildung 3D) reagieren im 

Vergleich mit naiven T-Zellen mit einer signifikant verminderten Proliferation auf eine 

B C 

A DC iTreg 

DEX-APC iTreg DEX-APC + LPS iTreg 
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Restimulation mit allogenen Milzzellen. Die durch die beiden APC-Gruppen induzierten CD4+ 

und CD8+ T-Zellen zeigen ein stärkeres anerges Niveau, also eine schwächere proliferative 

Antwort, als die entsprechend vorstimulierten unseparierten T-Zellen (Abbildung 2A, 

Abbildung 2B).  

Im direkten Vergleich zeigen alle vier genannten separierten T-Zell-Populationen einen 

ähnlichen anergen Status. 
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Abbildung 3: Immature BM-DCs und unstimulierte DEX- APCs induzieren CD4 + und CD8 + T-
Zellen mit anergem Status in CD25 - T-Zell-Populationen. Knochenmarkszellen wurden aus 
C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An 
Tag 3 wurde Aliquoten der Kultur 10-6 M DEX zugesetzt. Bestrahlte Zellen (106) wurden für 7 Tage mit 
6 x 106 CD25+ depletierten T-Zellen aus BALB/c Mäusen in 6-Loch-Platten in einem Volumen von 4 ml 
kokultiviert. Die verschieden vorstimulierten T-Zellen wurden anschließend geerntet und CD4+ und 
CD8+ T-Zellen immunmagnetisch angereichert. Durch immature BM-DCs vorstimulierte (A) CD4+ und 
(B) CD8+ T-Zellen sowie durch unstimulierte DEX-APCs vorstimulierte (C) CD4+ und (D) CD8+ T-
Zellen wurden anschließend in Triplikaten seriell verdünnt und mit jeweils 3 x 105 bestrahlten C57BL/6 
Milzzellen für 6 Tage restimuliert. Als Kontrolle wurden 3 x 105 naive BALB/c T-Zellen mit 3 x 105 
bestrahlten C57BL/6 Milzzellen kokultiviert. Die T-Zell-Proliferation wurde anhand der Aufnahme von 
[3H]-Thymidin während der letzten 16 h der Kultur gemessen. Die Daten repräsentieren den Mittelwert 
der Triplikatansätze ± Standardfehler und sind für jeweils 6 Experimente repräsentativ, wobei A und B 
(und Abbildung 2A) bzw. C und D (und Abbildung 2B) aus jeweils dem gleichen Experiment stammen. 
Statistisch signifikante Unterschiede zwischen vorstimulierten und naiven T-Zellen sind angegeben 
(***p<0,001). 
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Im Vergleich zu den durch stimulierte DEX-APCs vorstimulierten heterogenen CD25- T-

Zellen (Abbildung 2C), weisen die entsprechenden separierten CD4+ (Abbildung 4A) und 

CD8+ T-Zellen (Abbildung 4B) einen weitaus stärkeren anergen Status auf. Auf dieser Ebene 

der Analyse zeigen stimulierte DEX-APCs eine ähnliche tolerogene Kapazität wie die beiden 

anderen analysierten APC-Gruppen, während sich auf Ebene der CD25- Gesamt-T-Zell-

Population ein eingeschränktes tolerogenes Potential für diese APC-Gruppe 

herauskristallisierte. 
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Abbildung 4: Stimulierte DEX-APCs induzieren CD4 + und CD8 + T-Zellen mit anergem Status in 
CD25- T-Zell-Populationen. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels 
GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 3 wurde Aliquoten der Kultur 10-6 M 
DEX zugesetzt. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Bestrahlte 
Zellen (106) wurden für 7 Tage mit 6 x 106 CD25+ depletierten T-Zellen aus BALB/c Mäusen in 6-Loch-
Platten in einem Volumen von 4 ml kokultiviert. Die verschieden vorstimulierten T-Zellen wurden 
anschließend geerntet und CD4+ und CD8+ T-Zellen immunmagnetisch angereichert. Durch stimulierte 
DEX-APCs vorstimulierte (A) CD4+ und (B) CD8+ T-Zellen wurden anschließend in Triplikaten seriell 
verdünnt und mit jeweils 3 x 105 bestrahlten C57BL/6 Milzzellen für 6 Tage restimuliert. Als Kontrolle 
wurden 3 x 105 naive BALB/c T-Zellen mit 3 x 105 bestrahlten C57BL/6 Milzzellen kokultiviert. Die T-
Zell-Proliferation wurde anhand der Aufnahme von [3H]-Thymidin während der letzten 16 h der Kultur 
gemessen. Die Daten repräsentieren den Mittelwert der Triplikatansätze ± Standardfehler und sind für 
jeweils 6 Experimente repräsentativ, wobei A und B (und Abbildung 2C) aus dem gleichen Experiment 
stammen. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen vorstimulierten und naiven T-Zellen sind 
angegeben (***p<0,001). 
 
 
Anergie ist eine der Schlüsseleigenschaften regulatorischer T-Zellen 97. Als weiterer Faktor 

zur Identifikation dieser speziellen T-Zellen gilt per Definition die suppressive Aktivität. Aus 

diesem Grund wurden alle bereits beschriebenen vorstimulierten T-Zell-Populationen 

(sowohl CD25- Gesamt-T-Zellen, als auch positiv angereicherte CD4+ und CD8+ T-Zellen) in 

Suppressionstesten auf ihre suppressive Fähigkeit hin untersucht. Bei diesen 

experimentellen Ansätzen wurden CD25- T-Zellen, die über 7 Tage mit den 

unterschiedlichen allogenen APC-Populationen vorstimuliert wurden, mit frisch isolierten 

naiven T-Zellen in Anwesenheit allogener Milzzellen als APCs kokultiviert und die 

Proliferationsrate der T-Zellen bestimmt. 

A B DEX-APC + LPS CD4+ iTreg DEX-APC + LPS CD8+ iTreg 
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Im Rahmen dieser Kokultur-Experimente zeigte sich, dass durch immature BM-DCs 

vorstimulierte CD25- T-Zellen das Potential haben, die Proliferation naiver T-Zellen Dosis-

abhängig zu inhibieren (Abbildung 5A). Bei den nTC/pTC-Verhältnissen 30:30, 30:15 und 

30:7,5 liegt die induzierte Proliferation signifikant unterhalb derer von 3 x 105 naiven T-Zellen 

allein sowie derer von 6 x 105 naiven T-Zellen, die eine Zelldichte-Kontrolle widerspiegeln. 

Resultierend aus diesen Ergebnissen ergibt sich, dass immature BM-DCs in vitro die 

Kapazität haben, in einer CD25- Zellpopulation de novo Tregs (iTregs) zu induzieren. 

 
T-

Z
el

l-P
ro

lif
er

at
io

n 
(c

pm
)

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000

16000

18000

20000

22000

24000

26000

28000

30000

32000

34000

36000

38000

40000

42000

naive TC (x104)
primed TC (x104)

 30      60     30     30     30     30    30      30      0  
  --       --      30     15     7,5    3,8   1,9     1,0    30

***

**
***

**
+++

+++

++

++

++

***
+++

*

*
++

 

T-
Z

el
l-P

ro
lif

er
at

io
n 

(c
pm

)

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000

16000

18000

20000

22000

24000

26000

28000

30000

32000

34000

36000

38000

40000

42000

naive TC (x104)
primed TC (x104)

 30      60     30     30     30     30    30      30      0  
  --       --      30     15     7,5    3,8   1,9     1,0    30

***
**** **+++

+++ +++ +++ +++
+++

***
+++

T-
Z

el
l-P

ro
lif

er
at

io
n 

(c
pm

)

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000

16000

18000

20000

22000

24000

26000

28000

30000

32000

34000

36000

38000

40000

42000

naive TC (x104)
primed TC (x104)

 30      60     30     30     30     30    30      30      0  
  --       --      30     15     7,5    3,8   1,9     1,0    30

*** ******
***

***

**
+++ +++ +++ +++

+++
+++ **

+++

 
Abbildung 5:  CD25- T-Zellen, die durch immature BM-DCs oder DEX-APCs vorstimuliert 
wurden, inhibieren Dosis-abhängig die Proliferation  naiver T-Zellen. Knochenmarkszellen wurden 
aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An 
Tag 3 wurde Aliquoten der Kultur 10-6 M DEX zugesetzt. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 
mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Bestrahlte Zellen (106) wurden für 7 Tage mit 6 x 106 CD25+ depletierten T-
Zellen aus BALB/c Mäusen in 6-Loch-Platten in einem Volumen von 4 ml kokultiviert. Durch (A) 
unstimulierte BM-DCs, (B) unstimulierte oder (C) stimulierte DEX-APCs vorstimulierte T-Zellen wurden 
anschließend in Triplikaten seriell verdünnt und mit jeweils 3 x 105 bestrahlten C57BL/6 Milzzellen und 
3 x 105 naiven BALB/c T-Zellen für 6 Tage kokultiviert. Als Kontrolle wurden 3 x 105 bzw. 6 x 105 
(Zelldichte-Kontrolle) naive BALB/c T-Zellen mit 3 x 105 bestrahlten C57BL/6 Milzzellen kokultiviert. 
Die T-Zell-Proliferation wurde anhand der Aufnahme von [3H]-Thymidin während der letzten 16 h der 
Kultur gemessen. Die Daten repräsentieren den Mittelwert der Triplikatansätze ± Standardfehler und 
sind für jeweils 6 Experimente repräsentativ. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen naiven T-
Zellen, die mit pTCs kokultiviert wurden und 3 x 105 naiven (*) bzw. 6 x 105 naiven T-Zellen (+) sind 
angegeben (* p<0,05; **,++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). 
 

B C 

A DC iTreg 

DEX-APC iTreg DEX-APC + LPS iTreg 
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Unstimulierte (Abbildung 5B) und stimulierte DEX-APCs (Abbildung 5C) induzieren ebenfalls 

suppressive Tregs in CD25- T-Zell-Populationen. Im nTC/pTC-Verhältnis 30:30 ist jedoch 

das suppressiver Potential von pTCs, die durch unstimulierte oder stimulierte DEX-APCs 

vorstimulierte wurden, gegenüber naiven T-Zellen weniger stark als dasjenige von pTCs, die 

durch immature BM-DCs vorstimuliert wurden (Abbildung 5A). Auf der anderen Seite sind die 

durch unstimulierte wie auch durch stimulierte DEX-APCs vorstimulierten pTC-Populationen 

in der Lage, die Proliferation naiver T-Zellen bis zu einem nTC/pTC-Verhältnis von 30:3,8 

vergleichbar stark zu unterdrücken. Durch immature BM-DCs induzierte pTCs hingegen 

inhibieren die Proliferation naiver T-Zellen nur in den ersten beiden nTC/pTC-Verhältnissen 

in vergleichbarer Stärke. Weiterhin charakteristisch für durch stimulierte DEX-APCs 

vorstimulierte pTCs ist, dass die im Rahmen einer Restimulation induzierte Proliferation 

dieser Zellen in Abwesenheit von naiven T-Zellen in keinem der durchgeführten Experimente 

unterhalb derer des ersten nTC/pTC-Verhältnisses der entsprechenden 

Suppressionsansätze lag. Dies gilt so für keine andere analysierte pTC-Population. 

Insgesamt zeigen die durchgeführten Analysen, bezüglich Anergie und Suppression, dass 

unstimulierte und stimulierte DEX-APCs das Potential haben, in vitro in einer CD25- 

Zellpopulation de novo iTregs zu induzieren. 

Wie zuvor bei der Analyse der Restimulierbarkeit unterschiedlich vorstimulierter T-Zellen 

wurden auch die suppressiven Eigenschaften der differentiell vorstimulierten CD4+ und CD8+ 

T-Zellen getrennt voneinander evaluiert. 

Beide durch immature BM-DCs vorstimulierten T-Zell-Subpopulationen inhibieren effektiv die 

Proliferation naiver T-Zellen (Abbildung 6). Wie bereits zuvor für derart vorstimulierte CD25- 

Gesamt-T-Zellen gezeigt, ist diese Wirkung sowohl für CD4+ (Abbildung 6A), als auch für 

CD8+ T-Zellen (Abbildung 6B) erkennbar Dosis-abhängig. Desweiteren kristallisiert sich in 

allen durchgeführten Experimenten deutlich heraus, dass die CD8+ iTreg-Subpopulation ein 

erheblich größeres Potential hat, die Proliferation naiver T-Zellen zu inhibieren, als die 

entsprechenden CD4+ iTregs. Bei allen nTC/pTC-Verhältnissen liegt die Proliferation naiver 

T-Zellen, die mit durch immature BM-DCs induzierten CD8+ iTregs kokultiviert wurden, 

signifikant unterhalb derer beider naiver T-Zell-Kontrollansätze. CD4+ iTregs sind im 

Vergleich dazu ab einem nTC/pTC-Verhältnis von 30:3,8 nicht mehr in der Lage, die 

Proliferation naiver T-Zellen signifikant zu inhibieren. Dieser Unterschied zwischen den 

beiden Subpopulationen hat sich auf Ebene der zuvor durchgeführten Anergie-Analysen 

nicht offenbart, da sie in fast identischem Maße refraktär gegenüber einer Restimulierung mit 

allogenen C57BL/6 Milzzellen waren (Abbildung 3).  

Unstimulierte und stimulierte DEX-APCs sind ebenfalls in der Lage, CD25+-Treg-depletierte 

T-Zellen derart vorzustimulieren, dass die jeweilig induzierten CD4+ und CD8+ T-Zell-

Subpopulationen die Proliferation naiver T-Zellen im Rahmen von Suppressionsansätzen 
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effektiv inhibieren können (Abbildung 7). Für alle analysierten iTreg Populationen gilt, dass 

dieser suppressive Effekt, wie schon zuvor für durch immature BM-DCs generierte CD4+ und 

CD8+ iTreg gezeigt (Abbildung 6), stark Dosis-abhängig ist. Weiterhin übereinstimmend mit 

den Daten für durch immature BM-DCs induzierte iTregs ist der durch die jeweilige CD8+ 

iTreg-Subpopulation vermittelte suppressive Effekt stärker als der durch die entsprechenden 

CD4+ iTregs. CD8+ iTregs, die durch unstimulierte DEX-APCs induziert wurden, supprimieren 

die Proliferation naiver T-Zellen in dem nTC/pTC-Verhältnis 30:30 stärker als die 

entsprechende CD4+ iTreg-Population. In allen anderen nTC/pTC-Verhältnissen 

unterscheiden sich die beiden iTreg Subpopulation in ihrem suppressiven Potential nicht 

voneinander. Durch stimulierte DEX-APCs induzierte CD8+ iTregs supprimieren die 

Proliferation naiver T-Zellen signifikant im Vergleich zu 3 x 105 naiven T-Zellen über mehr 

Titrationsstufen als die entsprechenden CD4+ iTregs. Dieser Unterschied im suppressiven 

Potential der iTreg-Subpopulationen zeigte sich innerhalb aller durchgeführten Experimente. 
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Abbildung 6 : Immature BM-DCs induzieren suppressive CD4 + und CD8 + T-Zellen in CD25 - T-
Zell-Populationen. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF 
über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. Bestrahlte Zellen (106) wurden für 7 Tage mit 6 x 106 
CD25+ depletierten T-Zellen aus BALB/c Mäusen in 6-Loch-Platten in einem Volumen von 4 ml 
kokultiviert. Die verschieden vorstimulierten T-Zellen wurden anschließend geerntet und CD4+ und 
CD8+ T-Zellen immunmagnetisch angereichert. Durch immature BM-DCs vorstimulierte (A) CD4+ und 
(B) CD8+ T-Zellen wurden anschließend in seriell dreifach verdünnten Ansätzen mit 3 x 105 
bestrahlten C57BL/6 Milzzellen und 3 x 105 naiven BALB/c T-Zellen für 6 Tage kokultiviert. Als 
Kontrolle wurden 3 x 105 bzw. 6 x 105 (Zelldichte-Kontrolle) naive BALB/c T-Zellen mit 3 x 105 
bestrahlten C57BL/6 Milzzellen kokultiviert. Die T-Zell-Proliferation wurde anhand der Aufnahme von 
[3H]-Thymidin während der letzten 16 h der Kultur gemessen. Die Daten repräsentieren den Mittelwert 
der Triplikatansätze ± Standardfehler und sind für jeweils 6 Experimente repräsentativ, wobei A und B 
(und Abbildung 5A) aus dem gleichen Experiment stammen. Statistisch signifikante Unterschiede 
zwischen naiven T-Zellen, die mit pTC kokultiviert wurden und 3 x 105 naiven (*) bzw. 6 x 105 naiven 
T-Zellen (+) sind angegeben (* p<0,05; **,++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). 
 
 
Während beide durch DEX-APCs vorstimulierten CD25- Gesamt-T-Zell-Populationen die 

Proliferation naiver T-Zellen auf vergleichbarem Niveau inhibieren (Abbildung 5B, C), enthüllt 

die getrennte Analyse der iTregs ein voneinander abweichendes suppressives Potential. 

A B DC CD4+ iTreg DC CD8+ iTreg 
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Durch unstimulierte DEX-APCs induzierte CD4+ (Abbildung 7A) und CD8+ iTregs (Abbildung 

7B) sind lediglich bei nTC/pTC-Verhältnissen von maximal 30:15 in der Lage, die 

Proliferation naiver T-Zellen signifikant zu inhibieren. Im Vergleich dazu zeigen durch 

stimulierte DEX-APCs induzierte CD4+ und CD8+ iTregs ein wesentlich höheres 

suppressives Potential. Diese beiden Populationen inhibieren die Proliferation naiver T-

Zellen signifikant bis zu einem nTC/pTC-Verhältnis von 30:1,9 (CD4+) bzw 30:1 (CD8+). 
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Abbildung 7: Unstimulierte und stimulierte DEX-APCs  induzieren suppressive CD4 + und CD8 + 
T-Zellen in CD25 --T-Zell-Populationen. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert 
und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 3 wurde Aliquoten der 
Kultur 10-6 M DEX zugesetzt. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. 
Bestrahlte Zellen (106) wurden für 7 Tage mit 6 x 106 CD25+ depletierten T-Zellen aus BALB/c Mäusen 
in 6-Loch-Platten in einem Volumen von 4 ml kokultiviert. Die verschieden vorstimulierten T-Zellen 
wurden anschließend geerntet und CD4+ und CD8+ T-Zellen immunmagnetisch angereichert. Durch 
unstimulierte DEX-APCs vorstimulierte (A) CD4+ und (B) CD8+ T-Zellen sowie durch stimulierte DEX-
APCs vorstimulierte (C) CD4+ und (D) CD8+ T-Zellen wurden anschließend in seriell dreifach 
verdünnten Ansätzen mit 3 x 105 bestrahlten C57BL/6 Milzzellen und 3 x 105 naiven BALB/c T-Zellen 
für 6 Tage kokultiviert. Als Kontrolle wurden 3 x 105 bzw. 6 x 105 (Zelldichte-Kontrolle) naive BALB/c 
T-Zellen mit 3 x 105 bestrahlten C57BL/6 Milzzellen kokultiviert. Die T-Zell-Proliferation wurde anhand 
der Aufnahme von [3H]-Thymidin während der letzten 16 h der Kultur gemessen. Die Daten 
repräsentieren den Mittelwert der Triplikatansätze ± Standardfehler und sind für jeweils 6 Experimente 
repräsentativ, wobei A und B (und Abbildung 5B) bzw. C und D (und Abbildung 5C) aus jeweils dem 
gleichen Experiment stammen. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen naiven T-Zellen, die mit 
pTC kokultiviert wurden und 3 x 105 naiven (*) bzw. 6 x 105 naiven T-Zellen (+) sind angegeben 
(* p<0,05; ** p<0,01; ***,+++ p<0,001). 

A B 

C D 

DEX-APC CD4+ iTreg DEX-APC CD8+ iTreg 

DEX-APC + LPS CD4+ 
iTreg 

DEX-APC + LPS CD8+ 
iTreg 
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Innerhalb der Restimulierungs- bzw. Suppressionsansätze mit durch unstimulierte BM-DCs 

induzierten CD4+ iTregs wurden Triplikatansätze des jeweils ersten Titrationsverhältnisses 

mit verschiedenen Antikörpern bzw. Zytokinen versetzt, um so zu testen, durch welche 

Agenzien sich die Anergie der Zellen bzw. deren vermittelte Suppression aufheben lässt.  

Es gibt diverse Mediatoren und Signaltransduktionswege, über die Tregs ihre suppressiven 

Effekte vermitteln können. Einer dieser Mediatoren ist das antiinflammatorische Zytokin IL-

10, welches unter anderem von TR1-Zellen gebildet wird und als Schlüsselfaktor für deren 

suppressive Funktion gilt 442-444. Somit kann die Neutralisierung von IL-10 mit den 

entsprechenden Antikörpern zu einem Verlust der suppressiven Funktion von Tregs führen. 

Die Zugabe von anti-IL10-Antikörpern zu Restimulierungsansätzen mit durch unstimulierte 

BM-DCs induzierten CD4+ Tregs führt zu einer zwar signifikanten, aber dennoch geringen 

Steigerung der Eigenproliferation, die immer noch eindeutig unterhalb derer von 3 x 105 

naiven T-Zellen liegt (Abbildung 8). Das suppressive Potential dieser iTreg-Population wird 

durch die Blockade von IL-10 nicht inhibiert, womit dieses Zytokin vermutlich nicht zu den 

essentiellen Mediatoren gehört.  

Innerhalb des klassischen TH1/TH2 Paradigmas gilt IL-4, dass von aktivierten T-Zellen und 

einigen Zellen des angeborenen Immunsystems produziert wird, als das Schlüsselzytokin, 

das die TH2-Differenzierung fördert 51. Weiterhin wurde in einer aktuellen Studie gezeigt, 

dass IL-4 in T-Zellen via GATA3 die Expression von Foxp3 in vitro und in vivo limitiert und 

somit die Induktion von iTregs inhibiert 445. Der anerge Status der CD4+ iTregs wird durch 

das Hinzufügen von IL-4 partiell aufgehoben. Im Vergleich mit allen anderen Substanzen 

bricht IL-4 den Proliferationsblock innerhalb dieser iTreg-Population am effizientesten. Aber 

auch hier befindet sich die induzierte Proliferation signifikant unterhalb derer der 

Kontrollgruppe. Das suppressive Potential wird durch IL-4 nicht beeinflusst. 

Das Zytokin IL-6 unterstützt unter anderem die Proliferation von T-Lymphozyten sowie die 

Differenzierung von zytotoxischen T-Zellen und die IL-2 Produktion 446. Hinzukommend trägt 

IL-6 zu der Differenzierung proinflammatorischer TH17-Zellen bei 447,448. In diesem Kontext 

verhindert IL-6 die Expression von Foxp3 und damit die Generierung von Tregs bei 

gleichzeitiger Förderung der Entstehung von TH17-Zellen 374,449. Die Zugabe von IL-6 hat 

keine Auswirkung auf die Anergie und die suppressive Funktion der CD4+ iTregs.  

Die proinflammatorischen Zytokine IL-15, IL-1β und TNF-α steigern in der vorliegenden 

Arbeit geringfügig, aber signifikant die Eigenproliferation der analysierten iTreg-Population, 

während sie gleichzeitig deren suppressive Aktivität nicht negativ verändern. Die Zugabe von 

IL-15 verstärkt in diesem experimentellen System sogar die durch die CD4+ iTregs 

vermittelte Suppression. IL-15 weist eine ähnliche Bioaktivität wie IL-2 auf und die Signale 

der beiden entsprechenden Rezeptoren werden jeweils über die sogenannte gemeinsame γ-

Kette (common gamma chain, γc) integriert 450. Unter anderem induziert IL-15 die 
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Proliferation und Zytokinproduktion von T-Zellen 451,452 und steigert deren Lokomotion und 

Chemotaxis 453,454. TNF-α ist in der Lage, die suppressive Funktion sowohl von nTregs, als 

auch von iTregs zu inhibieren 455. 
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Abbildung 8: Keines der getesteten Zytokine und kei ner der Antikörper ist in der Lage, das 
suppressive Potential von durch unstimulierte BM-DC s induzierten CD4 + iTregs zu vermindern. 
Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu 
myeloiden BM-DCs differenziert. Bestrahlte Zellen (106) wurden für 7 Tage mit 6 x 106 CD25+ 
depletierten T-Zellen aus BALB/c Mäusen in 6-Loch-Platten in einem Volumen von 4 ml kokultiviert. 
Die verschieden vorstimulierten T-Zellen wurden anschließend geerntet und CD4+ T-Zellen 
immunmagnetisch angereichert. Im Restimulierungsansatz wurden 3 x 105 CD4+ T-Zellen mit 3 x 105 
bestrahlten C57BL/6 Milzzellen in Triplikatansätzen für 6 Tage kokultiviert. Für die Suppression 
wurden den Restimulierungsansätzen zusätzlich 3 x 105 naive BALB/c T-Zellen zugefügt. Die 
verschiedenen Triplikate wurden entweder ohne oder mit Zugabe von 5 µg/ml anti-IL10 Antikörper, 
5 µg/ml anti-CTLA-4 Antikörper, 20 ng/ml IL-6, 10 ng/ml IL-4, 1 µg/ml LPS, 20 ng/ml IL-1ß, 20 ng/ml 
TNF-α oder 20 ng/ml IL-15 angesetzt. Die Zugabe der entsprechenden Kontroll-Antikörper zu den 
jeweiligen Ansätzen hatte keinen Einfluss auf die T-Zell-Proliferation (Daten nicht gezeigt). Als 
Kontrollen wurden 3 x105 (1 x nTC) naive T-Zellen mit 3 x 105 bestrahlten C57BL/6 Milzzellen 
kokultiviert. Die T-Zell-Proliferation wurde anhand der Aufnahme von [3H]-Thymidin während der 
letzten 16 h der Kultur gemessen. Die Daten repräsentieren den Mittelwert der Triplikatansätze ± 
Standardfehler und sind für 2 Experimente repräsentativ. Statistisch signifikante Unterschiede 
zwischen Restimulierungs- und Suppressionsansätzen und 3 x 105 naiven (*) bzw. Ansätzen mit und 
ohne Zugabe von Zytokinen oder Antikörpern (+) sind angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; 
***,+++ p<0,001). 
 
 
Erfolgt eine Kostimulation von T-Zellen nicht über CD28, sondern über CTLA-4, kommt es zu 

einer Verminderung der T-Zell-Proliferation 456,457. Eine Blockade der inhibitorischen Signale, 

die über diesen Rezeptor vermittelt werden, führt zu einer verstärkten T-Zell-Antwort und 

induziert in vielen Tiermodellen Tumorabstoßungen 458,459. Tregs besitzen weiterhin 

funktionale TLRs, sodass eine direkte Erkennung von LPS erfolgen kann. TLR-Signale 

modulieren die suppressiven Eigenschaften von Tregs sowohl positiv, als auch negativ 460-

462. Die Blockade von CTLA-4 mittels Antikörpern sowie die Zugabe von LPS beeinflussen 

weder den anergen Status noch die suppressiven Eigenschaften der CD4+ iTregs. 
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3.1.3 Durch unstimulierte BM-DCs und DEX-APCs induz ierte iTregs 

sind insbesondere durch eine erhöhte mRNA-Expressio n von 

Foxp3 und LIF gekennzeichnet  

 

Die durch die verschiedene APC-Populationen de novo induzierten Tregs wurden nicht nur 

auf funktioneller Ebene im Rahmen von Restimulierungs- und Suppressionsansätzen 

charakterisiert (Abschnitt 3.1.2), sondern auch phänotypisch hinsichtlich der 

Genexpressionsprofile für bestimmte Oberflächenproteine, intrazelluläre Moleküle sowie 

sekretierte Mediatoren analysiert. 

Durch unstimulierte BM-DCs de novo induzierte CD4+ (Abbildung 9A) und CD8+ Tregs 

(Abbildung 9B) zeigen jeweils eine signifikant erhöhte LAG3 (lymphocyte activation gene-3) 

mRNA-Expression, die bei CD8+ iTregs wesentlich stärker ausfällt als bei CD4+ iTregs. LAG3 

ist ein transmembranes, CD4-verwandtes Protein, das transient auf aktivierten T-Zellen, aber 

wesentlich stärker und beständiger nach der Aktivierung von Tregs exprimiert wird 463. In 

einer aktuellen Studie wurde gezeigt, dass die Bindung von LAG3 an MHCII auf DCs deren 

Aktivierung inhibiert und Tregs unter anderem auf diese Weise ihre suppressiven Effekte 

vermitteln können 464.  

Weiterhin zeigen beide iTreg-Populationen eine verminderte BTLA (B and T lymphocyte 

attenuator) mRNA-Expression. Es handelt sich hierbei um ein CD28-Homolog 465, dass mit 

seinem Liganden HVEM (herpesvirus entry regulator) interagiert 466 und so zur Aktivierung 

inhibitorischer Signalkaskaden in T-Effektorzellen führt 467.  

Der mRNA-Gehalt von CTLA-4 ist sowohl in durch unstimulierte BM-DCs induzierten CD4+, 

als auch in CD8+ iTregs vermindert. Dieses Protein prägt den Phänotyp natürlicher Tregs 

und interagiert mit CD80 und CD86 wesentlich stärker als deren alternativer Ligand CD28 468-

470. Durch Bindung von CTLA-4 an diese Rezeptoren werden T-Zellen der CD28-vermittelten 

Kostimulation entzogen und es kommt zu einer Reduktion der Proliferation und 

Zytokinproduktion, was zu einer Beendigung der Immunantwort führt 456,457. Auf diese Weise 

können Tregs Immuntoleranz und/oder Anergie vermitteln 471,472.  

In beiden iTreg-Populationen findet eine erhöhte mRNA-Expression des TF Foxp3 statt. 

Obwohl es mehrere Biomarker gibt, die für die Identifizierung von Tregs in verschiedenen 

physiologischen und pathologischen Bedingungen nützlich sind, repräsentiert Foxp3 den 

wohl eindeutigsten und am meisten verwendeten Marker. Einzigartig für diesen Treg-Marker 

ist seine Beteiligung an der Entwicklung und der Vermittlung der suppressiven Funktion in 

diesen Zellen im murinen System 109-111. Zusätzlich scheint Foxp3 das molekulare Muster 

von Tregs festzulegen, indem es an der Anergie und damit assoziiert der Unfähigkeit, IL-2 

oder andere zum Überleben wichtige Zytokine zu produzieren, beteiligt ist 473-476. 
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Abbildung 9:  Durch unstimulierte BM-DCs und DEX-APCs de novo induzierte CD4 + und CD8 + 
Tregs zeigen eine verstärkte Foxp3 und LIF mRNA-Exp ression. Knochenmarkszellen wurden aus 
C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An 
Tag 3 wurde Aliquoten der Kultur 10-6 M DEX zugesetzt. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 
mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Bestrahlte Zellen (106) wurden für 7 Tage mit 6 x 106 CD25+ depletierten T-
Zellen aus BALB/c Mäusen in 6-Loch-Platten in einem Volumen von 4 ml kokultiviert. Die verschieden 
vorstimulierten T-Zellen wurden anschließend geerntet und CD4+ und CD8+ T-Zellen 
immunmagnetisch angereichert. Die relative mRNA-Expression von Genen in durch immature BM-
DCs induzierten (A) CD4+ und (B) CD8+ iTregs, in durch unstimulierte DEX-APCs induzierten (C) 
CD4+ und (D) CD8+ iTregs sowie in durch stimulierte DEX-APCs induzierten (E) CD4+ und (F) CD8+ 
iTregs wurde mit Hilfe der quantitativen Real-time-PCR bestimmt. Die interne Normalisierung erfolgte 
über das Haushaltsgen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). Die Daten geben die 
relative Änderung der Genexpression in den jeweiligen de novo induzierten Tregs bezogen auf das 
Expressionsniveau in naiven CD4+CD25- (A, C, E) bzw. CD8+CD25- T-Zellen (B, D, F) an. Die Daten 
repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 3-6 Experimenten, die in Duplikaten 
durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen iTregs und den entsprechenden 
naiven T-Zellen sind angegeben (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). n.d.: nicht detektiert.   
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DC CD4+ iTreg DC CD8+ iTreg 
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In beiden durch immature BM-DCs induzierten iTreg-Populationen ist die Expression von 

RGS (regulator of G-protein signalling) Transkripten signifikant runterreguliert. RGS-Proteine 

inhibieren intrazelluläre Signalereignisse, die durch G-Proteine vermittelt werden, indem sie 

deren intrinsische GTPase Aktivität erhöhen. Diese Reaktion ist direkt für die Deaktivierung 

von G-Proteinen verantwortlich 477-479. Es wurde gezeigt, dass die Hochregulation von RGS 

Molekülen in Tregs deren Chemokinrezeptoren, die intrazelluläre Signale mittels G-Proteinen 

integrieren, desensibilisieren und so zu einer verminderten Migration führen 480. 

Weiterhin weisen diese CD4+ und CD8+ iTregs ein erhöhtes LIF (leukaemia inhibitory factor) 

mRNA-Transkriptionsniveau auf. LIF ist ein neurotrophes Zytokin 481 und gleichzeitig ein 

Regulator für Stammzellen. Im Model der Transplantattoleranz wurde gezeigt, dass im Fall 

von Toleranz selektiv LIF sekretiert wird 482. Außerdem produzieren klonale regulatorische T-

Zellen ebenfalls große Mengen an LIF 483. 

Im Gegensatz zur entsprechenden CD8+ iTreg-Population findet man in durch unstimulierte 

BM-DCs induzierten CD4+ iTregs eine verminderte mRNA-Expression für das 

antiinflammatorische Zytokin IL-10. Die Sekretion solubler Faktoren wie IL-10 und TGF-β ist 

eine weitere Möglichkeit für Tregs, ihre suppressiven Effekte an andere Zellen zu 

vermitteln 304,365,484,485. 

Übereinstimmend mit durch unstimulierte BM-DCs induzierten CD4+ iTregs, zeigen durch 

unstimulierte DEX-APCs differenzierte CD4+ iTregs (Abbildung 9C) eine reduzierte BTLA, 

RGS und IL-10 mRNA-Expression. Außerdem ist diese iTreg Population ebenfalls durch eine 

erhöhte mRNA-Transkriptmenge des Treg-Markers Foxp3 gekennzeichnet. Im Gegensatz zu 

durch unstimulierte BM-DCs induzierten CD4+ iTregs kann zwar keine signifikant verstärkte 

LAG3 Expression detektiert werden, dafür aber eine signifikante Hochregulation von LIF. In 

der entsprechenden CD8+ iTreg-Population (Abbildung 9D) werden analog zu durch 

unstimulierte BM-DCs differenzierten CD8+ iTregs die beiden Faktoren LAG3 und LIF in 

signifikant erhöhten Mengen transkribiert. Weiterhin zeichnen sich diese de novo induzierten 

Tregs durch eine gesteigerte mRNA-Menge an Foxp3 und eine verminderte Expression von 

RGS und IL-10 aus. 

CD4+ (Abbildung 9E) und CD8+ Tregs (Abbildung 9F), die durch stimulierte DEX-APCs 

induziert wurden, weisen jeweils in allen Experimenten eine vergleichbar reduzierte CTLA-4 

mRNA-Expression auf, wie sie bei keiner der anderen analysierten Treg Populationen 

festgestellt wurde.  

Ein signifikant vermindertes mRNA-Niveau des PD-1 Rezeptors wurde ebenfalls 

ausschließlich in diesen beiden Subpopulationen gefunden. PD-1 gehört zur CD28/CTLA-4 

Familie und vermittelt negative Signale in Folge einer Antigenstimulation 486,487. Sowohl für 

PD-1 als auch für dessen Liganden PD-L1 wurde gezeigt, dass sie auf Tregs exprimiert 

werden, wobei jedoch bisher nicht bekannt ist, inwieweit sie die Treg-Funktion 
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beeinflussen 488-490. Es wird postuliert, dass die Bindung von PD-1 an seine Liganden PD-L1 

und PD-L2, die von zahlreichen hämatopoetischen Zellen exprimiert werden, einen 

möglichen Mechanismus zur Kontrolle der peripheren Toleranz darstellen könnte 491-495. 

Zusätzlich wurde gezeigt, dass humane und murine Tregs deutlich geringere Mengen an PD-

1 Molekülen auf der Oberfläche tragen als aktivierte CD4+ T-Zellen 496. In Folge einer 

antigenunspezifischen Stimulierung wird die Oberflächenexpression von PD-1 nur bei 

konventionellen CD4+ T-Zellen, nicht aber bei Tregs hochreguliert 497. 

Eine bis auf ein nicht mehr detektierbares Niveau reduzierte mRNA-Expression von NRP 

(neutropilin) trat ebenfalls nur in den beiden durch stimulierte DEX-DCs induzierten iTreg-

Populationen auf. NRP-1 ist ein Semaphorin III-Rezeptor 498, der an der Wegfindung von 

Axonen beteiligt ist 499 und eine essentielle Komponente der humanen immunologischen 

Synapse darstellt 500. NRP-1 wird spezifisch von Tregs, aber nicht von naiven TH-Zellen 

exprimiert. Weiterhin korreliert dieser Faktor mit der Expression von Foxp3 und in vitro mit 

der suppressiven Funktion von Tregs 501. 

Analog zu allen anderen analysierten iTreg-Populationen findet auch in diesem Fall eine 

signifikante Hochregulation der LIF und der Foxp3 Expression sowie zeitgleich eine deutlich 

verminderte RGS-Expression statt.  

In Übereinstimmung mit den beiden anderen analysierten CD4+ iTreg-Populationen ist in 

durch stimulierte DEX-APCs differenzierten CD4+ iTregs die IL-10 mRNA-Menge signifikant 

geringer als in naiven T-Zellen. Diese starke Reduktion der IL-10 Expression tritt in den 

entsprechenden CD8+ iTregs nicht auf. 

Demgegenüber konnte in den entsprechenden CD8+ iTregs, analog zu allen anderen de 

novo induzierten CD8+ iTreg-Population, eine deutlich verstärkte Expression von LAG3 

mRNA nachgewiesen werden. Damit ist eine Hochregulation der LAG3 mRNA bevorzugt in 

CD8+ iTregs zu beobachten. Lediglich durch immature BM-DCs induzierte CD4+ iTregs 

zeigen eine verstärkte LAG3 mRNA-Expression, wobei in diesen die Hochregulation nicht so 

stark ist wie in CD8+ iTregs.  

Im Rahmen einer Stimulation von Tregs kann es zur Aufhebung ihres anergen Status bzw. 

der vermittelten Suppression kommen. Auch wenn dieses nicht eintritt, könnte im Rahmen 

einer Stimulation eine Veränderung im Genexpressionsprofil der Tregs stattfinden. Für 

entsprechende Genexpressionsanalysen wurden die iTregs mit anti-CD3- und anti-CD28-

Antikörpern stimuliert. Durch anti-CD3 erfolgt die Stimulation des T-Zell-Rezeptors und durch 

anti-CD28 gleichzeitig die notwendige Stimulation des CD28 Moleküls. Somit ist durch eine 

Kombination beider Antikörper eine direkte Stimulation von T-Zellen ohne APCs möglich. 

Die Stimulation der verschiedenen iTreg-Populationen durch anti-CD3- und anti-CD28-

Antikörper führt jeweils zu einer reduzierten Expression des Treg-Markers Foxp3 (Abbildung 

10). Dieser wurde zuvor in allen iTreg-Populationen signifikant stärker exprimiert als in der 
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entsprechenden naiven T-Zell-Population (Abbildung 9). Auffällig ist weiterhin, dass es in 

Folge der Stimulation bei allen analysierten iTreg-Gruppen zu einer gesteigerten Expression 

der RGS mRNA kommt. In keiner der iTreg-Populationen kommt es zu einer signifikanten 

Veränderung des NRP mRNA-Gehalts. Die mRNA-Expression von BTLA wird lediglich in 

durch unstimulierte DEX-APCs induzierten CD8+ iTregs (Abbildung 10D) runterreguliert, alle 

anderen iTreg Populationen bleiben diesbezüglich unbeeinflusst. In allen CD8+ iTreg-Popu-

lationen wird die Menge an LAG3 mRNA im Zuge der Stimulation vermindert. Das Verhalten 

der CD4+ iTregs ist dabei inhomogener. CD4+ iTregs, die durch unstimulierte (Abbildung 

10C) oder stimulierte DEX-APCs (Abbildung 10E) induziert wurden, reagieren mit einer 

verstärkten LAG3 mRNA-Expression, während durch unstimulierte BM-DCs induzierte CD4+ 

iTregs (Abbildung 10A) keine wesentlich veränderte Expression dieses Gens aufweisen. Die 

mRNA-Expression von LIF wird in den meisten iTreg Populationen durch die Stimulation 

kaum moduliert. Lediglich CD8+ iTregs, die durch unstimulierte BM-DCs induziert wurden 

(Abbildung 10B), reagieren mit einer runterregulierten LIF mRNA-Expression. Die Expression 

von PD-1 mRNA findet in beiden durch immature BM-DCs induzierten iTreg-Gruppen 

(Abbildung 10A und B) sowie vor allem in CD4+ iTregs, die durch stimulierte DEX-APCs 

induziert wurden, in verminderter Form nach der Stimulation statt. In den anderen induzierten 

Treg-Gruppen unterliegt die PD-1 mRNA-Menge keiner stimulierungsabhängigen Regulation. 

Eine Steigerung der Expression des antiinflammatorischen Zytokins TGF-β1 in Folge einer 

Stimulation ergibt sich in allen CD8+ iTreg-Populationen sowie in CD4+ iTreg, die durch 

unstimulierte DEX-APCs differenziert wurden (Abbildung 10C). In den beiden anderen CD4+ 

iTreg-Populationen tritt diese stimulierungsassoziierte Modulation der TGF-β1-Transkription 

nicht auf. Auch die mRNA-Expression von CTLA-4 wird in der Mehrzahl der iTreg-Gruppen 

positiv reguliert. Mit Ausnahme von iTregs, die durch immature BM-DCs induziert wurden, 

weisen alle analysierten iTreg-Populationen nach einer kombinierten anti-CD3- und anti-

CD28-Stimulation eine verstärkte Expression dieses Gens auf.  

Die Regulation der mRNA-Expression von IL-10 in Reaktion auf eine Stimulation ist 

innerhalb der verschiedenen CD8+ und CD4+ iTreg-Gruppen jeweils homogen. In allen CD8+ 

iTreg-Populationen (Abbildung 10B, D, F) wird die IL-10-Expression in Reaktion auf eine 

Stimulierung vermindert, während alle CD4+ iTreg-Gruppen im Gegensatz dazu mit einer 

verstärkten IL-10 mRNA-Expression reagieren (Abbildung 10A, C, F).  

Zusammenfassend zeigt sich also, dass alle de novo durch immature BM-DCs und DEX-

APCs induzierten iTreg-Populationen einheitlich durch eine signifikant erhöhte Expression 

der Treg-assoziierten Marker Foxp3 und LIF gekennzeichnet sind, ansonsten aber stark 

divergierende Genexpressionsprofile aufweisen. In Reaktion auf eine Stimulation findet in 

allen analysierten iTreg-Populationen eine spezifische, teilweise überlappende Modulation 

der Genexpression statt. 
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Abbildung 10: Die Stimulation von de novo induzierten CD4 + und CD8 + Tregs mit anti-CD3- und 
anti-CD28-Antikörpern führt zur einer Veränderung d er Genexpression. Knochenmarkszellen 
wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs 
differenziert. An Tag 3 wurde Aliquoten der Kultur 10-6 M DEX zugesetzt. Die Ausreifung der Zellen 
erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Bestrahlte Zellen (106) wurden für 7 Tage mit 6 x 106 
CD25+ depletierten T-Zellen aus BALB/c Mäusen in 6-Loch-Platten in einem Volumen von 4 ml 
kokultiviert. Die verschieden vorstimulierten T-Zellen wurden anschließend geerntet und CD4+ und 
CD8+ T-Zellen immunmagnetisch angereichert. Die Stimulation der verschiedenen Tregs erfolgte für 
24h mit anti-CD3- und anti-CD28-Antikörpern. Die relative mRNA-Expression von Genen in durch 
immature BM-DCs induzierten (A) CD4+ und (B) CD8+ iTregs, in durch unstimulierte DEX-APCs 
induzierten (C) CD4+ und (D) CD8+ iTregs sowie in durch stimulierte DEX-APCs induzierten (E) CD4+ 
und (F) CD8+ iTregs wurde mit Hilfe der quantitativen Real-time-PCR bestimmt. Die interne 
Normalisierung erfolgte über das Haushaltsgen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
(GAPDH). Die Daten geben die relative Änderung der Genexpression in den jeweiligen de novo 
induzierten Tregs bezogen auf das Expressionsniveau in naiven CD4+ (A, C, E) bzw. CD8+ T-Zellen 
(B, D, F) an. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 3-4 Experimenten, 
die in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen Tregs und den 
entsprechenden naiven T-Zellen sind angegeben (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). n.d.: nicht 
detektiert.  
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3.1.4 Durch unstimulierte BM-DCs und DEX-APCs de novo induzierte 

Tregs zeigen divergierende Zytokin-Antworten 

 

Die durch die verschiedenen APC-Populationen de novo induzierten Tregs weichen nicht nur 

in ihren funktionellen Eigenschaften, wie der Stärke des anergen Status und dem 

suppressiven Potential voneinander ab (Abschnitt 3.1.2), sondern divergieren auch in ihren 

Genexpressionsprofilen (Abschnitt 3.1.3). Auf Grund der genannten Resultate ist es sehr 

wahrscheinlich, dass auch die jeweiligen iTreg-Zytokinprofile voneinander abweichen. Diese 

wurden im Folgenden für die unterschiedlichen T-Zell Populationen experimentell bestimmt. 

Die Analyse der Zytokinproduktion von T-Zellen, die für 7 Tage mit den unterschiedlich 

behandelten APC-Populationen kokultiviert wurden, demonstriert signifikant divergente 

Profile (Abbildung 11).  
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Abbildung 11:  In Kokulturen allogener CD25 - T-Zellen mit unstimulierten und stimulierten DEX-
APCs ist die Konzentration von T H1- und T H2-Markerzytokinen geringer als in Kokulturen mit 
immaturen BM-DCs. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF 
über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 3 wurde Aliquoten der Kultur 10-6 M DEX 
zugesetzt. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Bestrahlte Zellen 
(106) wurden für 7 Tage mit 6 x 106 CD25+ depletierten T-Zellen aus BALB/c Mäusen in 6-Loch-Platten 
in einem Volumen von 4 ml kokultiviert. Anschließend wurden die Kulturüberstände geerntet und der 
Gehalt von (A) IFN-γ, (B) IL-5 und (C) IL-10 mittels ELISA bestimmt. Die Daten repräsentieren den 
Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 3 Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. 
Statistisch signifikante Unterschiede gegenüber T-Zellen, die mit unstimulierten BM-DCs kokultiviert 
wurden (*) sowie zwischen T-Zellen, die mit unstimulierten oder stimulierten DEX-APCs kokultiviert 
wurde (+) sind angegeben (+ p<0,05; ** p<0,01). n.d.: nicht detektiert.  
 
 
In Kokulturen allogener CD25- BALB/c T-Zellen mit unstimulierten oder LPS-stimulierten 

DEX-APCs ist die Konzentration des TH1-Markerzytokins IFN-γ deutlich geringer als in den 

entsprechenden Kokulturen mit immaturen BM-DCs (Abbildung 11A). Die signifikant 

geringste IFN-γ Konzentration weisen Kokulturen mit unstimulierten DEX-APCs auf. 

Zusätzlich sind mit unstimulierten oder stimulierten DEX-APCs kokultivierte T-Zellen im 

Vergleich zu durch unstimulierte BM-DCs aktivierten T-Zellen durch eine jeweils signifikant 

A B C 
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geringere Produktion des TH2-Markerzytokins IL5 charakterisiert (Abbildung 11B). Nach einer 

Kokultivierung CD25+ depletierter T-Zellen mit einer der beiden DEX-APC-Populationen ist 

das ambivalente TH2/Treg-Markerzytokin IL-10 im entsprechenden Überstand jeweils nicht 

nachweisbar (Abbildung 11C). Demgegenüber wird dieses Zytokin in Kokulturen mit 

unstimulierten BM-DCs in geringen Mengen detektiert.  

Neben dem Zytokinprofil unterschiedlich vorstimulierter CD25- Gesamt-T-Zell-Populationen 

wurde weiterhin die Zytokinantwort positiv angereicherter, de novo induzierter CD4+ und 

CD8+ iTregs in Restimulationsansätzen sowie das Zytokinmuster in den entsprechenden 

Suppressionsansätzen mit naiven T-Zellen analysiert. 

CD4+ iTregs, die durch LPS-stimulierte DEX-APCs induziert wurden, sekretieren infolge einer 

allogenen Restimulation signifikant höhere Mengen des TH1-Markerzytokins IFN-γ als durch 

unstimulierte BM-DCs oder unstimulierte DEX-APCs induzierte CD4+ iTregs (Abbildung 12A). 

Der signifikant geringste IFN-γ-Gehalt ist in Restimulierungsansätzen mit durch unstimulierte 

BM-DCs differenzierten CD4+ iTregs nachgewiesen worden. Unabhängig von der zur 

Induktion verwendeten APC-Gruppe produzieren alle CD4+ iTreg-Populationen vergleichbare 

Mengen des TH2-Markerzytokins IL-5 (Abbildung 12C). Die signifikant stärkste Produktion 

des ambivalenten TH2/Treg-Markerzytokins IL-10 in Reaktion auf eine Restimulation weisen 

durch stimulierte DEX-APCs induzierte CD4+ iTregs auf. Im Gegensatz dazu sind durch 

unstimulierte BM-DCs und DEX-APCs induzierte CD4+ iTregs durch eine geringere bzw. eine 

nicht vorhandene IL-10 Sekretion gekennzeichnet (Abbildung 12E).  

Im Gegensatz zu den entsprechenden CD4+ iTregs ist die IFN-γ-Sekretion von durch 

unstimulierte BM-DCs oder unstimulierte DEX-APCs induzierten CD8+ iTregs vergleichbar 

stark (Abbildung 12B). Interessanterweise sekretieren diese beiden Zellpopulationen nach 

einer Restimulation kein IL-5 (Abbildung 12D). Während durch immature BM-DCs induzierte 

CD8+ iTregs in Restimulierungsansätzen IL-10 produzieren, wird dieses Zytokin von CD8+ 

iTregs, die durch unstimulierte DEX-APCs induziert wurden, nicht sekretiert (Abbildung 12F). 

Eine Inhibition der IFN-γ Produktion kokultivierter naiver T-Zellen wird durch CD4+ iTregs 

vermittelt, die durch immature BM-DCs oder stimulierte DEX-APCs induziert wurden. 

Unabhängig von der zur Induktion verwendeten APC-Population ist in allen 

Suppressionsansätzen mit CD4+ iTregs der IL-5-Gesamtgehalt jeweils signifikant reduziert im 

Vergleich zu den Kontrollansätzen mit 3 x 106 naiven T-Zellen (Abbildung 12A und C). 

Zusätzlich supprimieren durch unstimulierte BM-DCs und DEX-APCs induzierte CD4+ iTregs 

effektiv die IL-10 Produktion naiver T-Zellen (Abbildung 12E). Im Gegensatz dazu ist die IL-

10 Konzentration in Suppressionsansätzen mit durch stimulierte DEX-APCs induzierten 

CD4+ iTregs nur geringfügig geringer als in der entsprechenden Kontrolle. 
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Abbildung 12: Durch verschiedene APCs induzierte CD 4+ und CD8 + iTregs zeigen infolge einer 
Restimulation ein jeweils spezifisches Zytokinprofi l und supprimieren die Zytokinantwort 
naiver T-Zellen in unterschiedlicher Weise. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen 
isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 3 wurde 
Aliquoten der Kultur 10-6 M DEX zugesetzt. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml 
LPS für 24 h. Bestrahlte Zellen (106) wurden für 7 Tage mit 6 x 106 CD25+ depletierten T-Zellen aus 
BALB/c Mäusen in 6-Loch-Platten in einem Volumen von 4 ml kokultiviert. Die verschieden vorstimu-
lierten T-Zellen wurden anschließend geerntet und CD4+ und CD8+ T-Zellen immunmagnetisch ange-
reichert. Für die Restimulation wurden 3 x 106 durch die verschiedenen APC-Populationen differen-
zierte (A, C und E) CD4+ und (B, D und F) CD8+ iTregs mit 3 x 106 bestrahlten C57BL/6 Milzzellen in 
einem Volumen von 2 ml für 6 Tage kokultiviert. Für die Suppression wurden den Restimulierungs-
ansätzen zusätzlich 3 x 106 naive BALB/c T-Zellen zugefügt. Als Kontrollen wurden 3 x 106 (1 x nTC) 
bzw. 6 x 106 (2 x nTC) naive T-Zellen mit 3 x 106 bestrahlten C57BL/6 Milzzellen in einem Volumen 
von 2 ml kokultiviert. Anschließend wurden die Kulturüberstände geerntet und der Gehalt an (A und B) 
IFN-γ, (B und D) IL-5 und (E und F) IL-10 mittels ELISA bestimmt. Die Daten repräsentieren den 
Mittelwert ± Standardfehler von je 4 Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch 
signifikante Unterschiede in Restimulierungsansätzen gegenüber durch unstimulierte DCs induzierten 
iTregs (*) und zwischen iTregs, die durch unstimulierte oder stimulierte DEX-APCs induziert wurden 
(+) sowie in Suppressionsansätzen mit unterschiedlichen iTregs gegenüber 1 x nTCs (*) und 2 x nTCs 
(+), sind angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). n.d.: nicht detektiert. 
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CD8+ iTregs, die durch unstimulierte BM-DCs oder DEX-APCs induziert wurden, haben im 

Gegensatz zu den entsprechenden CD4+ iTreg-Populationen keine regulatorische Wirkung 

auf die IFN-γ Produktion kokultivierter naiver T-Zellen (Abbildung 12B). Andererseits ist die 

IL-5 Konzentration in den Suppressionsansätzen beider CD8+ iTreg-Populationen im 

Unterschied zu Kontrollansätzen mit 3 x 106 naiven T-Zellen signifikant reduziert (Abbildung 

12D). In Ansätzen mit CD8+ iTregs, die durch unstimulierte DEX-APCs induziert wurden, ist 

dieses Zytokin nicht mehr nachweisbar. Darüber hinaus supprimieren beide CD8+ iTreg-

Populationen signifikant die IL-10 Produktion, wobei auch dieses Zytokin in 

Suppressionsansätzen mit durch unstimulierte DEX-APCs induzierten CD8+ iTregs nicht 

mehr detektiert wird (Abbildung 12F).   

 

 

3.1.5 DEX-APCs zeichnen sich phänotypisch durch ein  protolerogenes 

Genexpressionsprofil aus 

 

In den vorhergehenden Abschnitten dieses Kapitels wurde gezeigt, das DEX-APCs, 

unabhängig von ihrem Aktivierungszustand, das Potential haben, de novo iTregs zu 

induzieren und somit eine tolerogene Funktion besitzen. Auf Basis einer Analyse des 

Genexpressionsprofils dieser Modell-APCs sollte im Folgenden eine Identifikation potentieller 

toleranzassoziierter Schlüsselmoleküle für eine gerichtete genetische Modifikation in BM-

DCs erfolgen. 

In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass die entzündungsinhibierende Wirkung von 

GCs unter anderem auf einer reduzierten Aktivität der Transkriptionsfaktoren (TF) NF-κB 171 

und AP-1 172 basiert. Zusätzlich wirkt der aktivierte Glucocorticoidrezeptor selbst als TF und 

reguliert so direkt die Transkription verschiedener Gene 164,502. Die durch unterschiedliche 

Mechanismen übertragene GC-abhängige Modulation der Genexpression resultiert in DCs in 

einer veränderten mRNA-Transkription von Oberflächenrezeptoren, proinflammatorischen 

Zytokinen sowie DEX-responsiven Genen 157,503. 

TLRs spielen eine entscheidende Rolle in der angeborenen Verteidigung des Immunsystems 

gegen Mikroorganismen, indem sie an der Erkennung konservierter molekularer Muster 

mikrobiellen Ursprungs, den sogenannten PAMPs, beteiligt sind 504,505. Als erstes identifiziert 

und bis heute am besten untersucht ist TLR4, der Signal-Transducer für LPS 506. Die 

Liganden für TLR2 sind Lipoproteine und Peptidoglykane 507, für TLR3 doppelsträngige 

RNA 508, für TLR7 einzelsträngige RNA 509 und für TLR9 nicht-methylierte CpG DNA 510. Eine 

Aktivierung von TLRs resultiert in der Initiation von Signaltransduktionskaskaden, die 

wiederum zu inflammatorischen Immunantworten führen 511-513.  
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Im Rahmen der Ausreifung mit LPS weisen BM-DCs gegenüber unstimulierten BM-DCs eine 

unveränderte (TLR2, TLR3, TLR4, TLR9) oder sogar verminderte Expression (TLR7) 

verschiedener TLR mRNAs auf (Abbildung 13A). In unstimulierten DEX-APCs ist im 

Vergleich zu der entsprechenden Kontroll-Population ohne DEX-Behandlung die Expression 

von TLR4 und TLR7 signifikant höher, während TLR9 signifikant vermindert exprimiert wird. 

Die Stimulierung von DEX-APCs mit LPS führt bei keiner mRNA-Spezies außer TLR2 zu 

einer Steigerung der Expression. 
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Abbildung 13: In Gegenwart von Dexamethason generie rte APCs weisen eine veränderte 
Genexpression von Toll-like Rezeptoren und NF- κB Familien-Mitgliedern auf.  
Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu 
myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 3 wurde Aliquoten der Kultur 10-6 M DEX zugesetzt. Die 
Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die relative mRNA-Expression von 
Genen, die für (A) TLRs und (B) NF-κB Familien-Mitglieder kodieren, wurde mit Hilfe der quantitativen 
Real-time-PCR bestimmt. Die interne Normalisierung erfolgte über das Haushaltsgen Ubiquitin C 
(UBC). Die Daten geben die relative Änderung der Genexpression in DEX-APCs, LPS-stimulierten 
BM-DCs und LPS-stimulierten DEX-APCs bezogen auf das Expressionsniveau in unstimulierten BM-
DCs an. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 3-8 Experimenten, die 
in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen unstimulierten und 
stimulierten DEX-APCs bzw. DCs (*) sowie zwischen DEX-APCs und DCs in beiden 
Aktivierungszuständen (+) sind angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). 
 
 
In Säugerzellen besteht die NF-κB-Familie aus fünf Mitgliedern: RelA, RelB, NF-κB1, NF-κB2 

und c-Rel 252. NF-κB TFs sind evolutionär konservierte Signalmoleküle, die unter anderem 

eine essentielle Rolle in der angeborenen sowie der adaptiven Immunität spielen 232. In 

A 

B 
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diesem Kontext agieren NF-κB-Komplexe entweder als Aktivatoren oder Repressoren der 

Genexpression 514. Die Aktivierung von DCs via TLRs oder Zytokinrezeptor-Liganden führt 

zur Translokation von Mitgliedern der NF-κB-Familie in den Nukleus 515 und dort unter 

anderem zu deren verstärkter Expression 171.  

Dementsprechend sind LPS-stimulierte BM-DCs durch eine signifikant erhöhte Expression 

aller NF-κB-Familienmitglieder auf mRNA-Ebene gekennzeichnet, die nur im Fall von NF-

κB2 nicht signifikant ist (Abbildung 13B). DEX-APCs weisen eine deutlich verringerte 

Expression dieser Moleküle auf, die auch im Rahmen der Stimulierung jeweils nur moderat 

erhöht wird. Im stimulierten Zustand weisen DEX-APCs, mit Ausnahme von RelA, signifikant 

verminderte Expressionsniveaus der NF-κB-Komponenten im Vergleich zur entsprechenden 

Kontroll-DC-Population auf. 

Die Behandlung von DCs mit DEX resultiert in einer verminderten Expression der 

kostimulatorischen Moleküle CD40 und CD86 sowie von MHCII-Molekülen 173. Die 

Interaktion von CD80 und CD86 mit CD28 oder CTLA-4 auf T-Zellen ist der am besten 

charakterisierte regulatorische Wirkmechanismus, der in der Aktivierung bzw. Inhibierung 

von T-Zellen resultiert 470,516,517. CD40 ist ein weiteres Oberflächenmolekül, das essentiell für 

den Crosstalk zwischen T-Zellen und APCs ist. Die Stimulation von DCs durch CD40/CD40L 

Interaktion führt zur Hochregulation von MHCI-, MHCII und akzessorischen Molekülen wie 

CD80/CD86 sowie zu einer Produktion von Zytokinen wie IL-12 140 und IL-1. In der Summe 

führen diese Faktoren zu einer erhöhten Kapazität der DCs, T-Zellen effektiv zu 

stimulieren 518,519. Für die Expression kostimulatorischer Moleküle ist die Aktivität des TF NF-

κB, dessen Komponenten durch eine Stimulierung mit LPS erhöht exprimiert werden 

(Abbildung 13B), unerlässlich. 

In Übereinstimmung damit wird die Expression der kostimulatorischen Moleküle CD40, CD80 

und CD86 sowie darüber hinaus von 4-1BB-Ligand, OX40-Ligand sowie SLAM (signaling 

lymphocyte activation molecule) in stimulierten BM-DCs signifikant hochreguliert (Abbildung 

14A). 

Signale, die durch 4-1BBL vermittelt werden, resultieren in einer Induktion der Proliferation 

von CD8+ T-Zellen 520. In neueren Studien wurde gezeigt, dass mittels 4-1BB-Ligation sowohl 

die klonale Expansion, als auch das Überleben von CD8+ T-Zellen reguliert wird 521,522. 

Demgegenüber führt die Interaktion von OX40L mit seinem Bindungspartner OX40 zur 

Induktion der Proliferation von CD4+ T-Zellen 523 und stimuliert die Produktion unter anderem 

von IL-2 und IL-4 524. Bei dem Oberflächenmolekül SLAM handelt es sich um einen Selbst-

Ligand-Rezeptor, der auf der Oberfläche von aktivierten T- und B-Zellen, Lymphozyten, 

Makrophagen und DCs zu finden ist 525-527. Die Oberflächenexpression von SLAM wird durch 

verschiedene Maturierungsstimuli (z.B. TLR Agonisten, proinflammatorische Zytokine, CD40-

Ligation) in DCs hochreguliert 528-530. Die Funktion von SLAM-SLAM-Interaktionen wird 
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kontrovers diskutiert; es gibt Studien, die einen proinflammatorischen 530 bzw. 

antiinflammatorischen Effekt 531 belegen. 
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Abbildung 14:  In Gegenwart von Dexamethason generierte APCs weise n eine veränderte 
Genexpression von kostimulatorischen und koinhibito rischen Rezeptoren auf. 
Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu 
myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 3 wurde Aliquoten der Kultur 10-6 M DEX zugesetzt. Die 
Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die relative mRNA-Expression von 
Genen, die für (A) kostimulatorische und (B) koinhibitorische Rezeptoren kodieren, wurde mit Hilfe der 
quantitativen Real-time-PCR bestimmt. Die interne Normalisierung erfolgte über das Haushaltsgen 
Ubiquitin C (UBC). Die Daten geben die relative Änderung der Genexpression in DEX-APC, LPS-
stimulierten BM-DC und LPS-stimulierten DEX-APC bezogen auf das Expressionsniveau in 
unstimulierten DC an. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 3-8 
Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen 
unstimulierten und stimulierten DEX-APCs bzw. DCs (*) sowie zwischen DEX-APCs und DCs in 
beiden Aktivierungszuständen (+) sind angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). 
 
 
Unstimulierte DEX-APCs zeigen , im Vergleich zu unstimulierten BM-DCs eine signifikant 

verminderte mRNA-Expression aller genannten, für kostimulatorische Moleküle kodierenden 

Gene. Im Rahmen der Stimulierung mit LPS steigt lediglich die Expression von CD40 und 

CD80 in DEX-APCs signifikant an. Interessanterweise liegen die mRNA-Transkriptmengen 

fast aller analysierten kostimulatorischen Moleküle bei stimulierten DEX-APCs unterhalb des 

Niveaus unstimulierter BM-DCs.  

Im Unterschied zu den vorgenannten Transkripten ist die Expression von LIGHT mRNA in 

unstimulierten DEX-APCs signifikant stärker als in unstimulierten BM-DCs. Dieser Effekt wird 

A 

B 
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auch durch die Stimulierung der Zellen mit LPS nicht weiter erhöht, jedoch liegt das 

Gesamtniveau in stimulierten DEX-APCs geringfügig, aber signifikant über dem stimulierter 

BM-DCs. Die immunologische Rolle von LIGHT ist bisher nicht klar. In verschiedenen 

Studien wurde gezeigt, dass eine Blockade von LIGHT die frühe T-Zell-Proliferation und 

Zytokinsekretion in allogenen MLRs inhibiert 532-534. Im Gegensatz dazu sind LIGHT-

defiziente DCs uneingeschränkt in der Lage, in vitro die Proliferation von CD4+ und CD8+ T-

Zellen in allogenen MLRs zu stimulieren 535. 

Neben kostimulatorischen Molekülen besitzen DCs auch Zelloberflächenmoleküle, die 

inhibitorische Funktionen erfüllen. Zwei dieser Moleküle, B7-DC 536 und PD-L1 537, stellen die 

Liganden des PD-1 Rezeptors dar. Beide Moleküle scheinen sowohl positive 

kostimulatorische als auch negative Signale zu vermitteln 538,539. Neuere Studien zeigen, 

dass B7-DC und PD-L1 in vivo an der Runterregulierung von T-Zell Antworten und an der 

Aufrechterhaltung der T-Zell-Toleranz beteiligt sind 540,541. Der Bindungspartner von B7-H2 ist 

ICOS, welches von aktivierten T-Zellen exprimiert wird 195. Die Interaktion der beiden 

Moleküle führt zur Induktion der T-Zell-Proliferation sowie zur Sekretion von IL-4, IFN-γ und 

IL-10 194,195, nicht jedoch zur Produktion des potenten TH1-Zytokins IL-2. Der Schwerpunkt 

einer B7-H2-Kostimulation scheint trotz einer Induktion der Produktion von TH1- und TH2-

Zytokinen auf einer Stimulierung der Funktionalität von TH2-Effektorzellen zu liegen 197,198. Da 

die Expression von B7-H3 in murinen DCs durch IFN-γ verstärkt und durch IL-4 vermindert 

wird 209, besteht die Möglichkeit, dass dieses Molekül Immunantworten reguliert, die durch 

TH1-Zellen vermittelt werden 205. PirB, ein MHCI-Rezeptor, reguliert die Aktivierung von 

CTLs, indem es den Zugang von CD8-Molekülen zu MHCI blockiert 218. 

Die Expression von PD-L1, B7-H2, B7-H3 und PirB befindet sich in immaturen BM-DCs und 

unstimulierten DEX-APCs auf vergleichbarem Niveau (Abbildung 14B). Einzig der mRNA-

Gehalt von B7-DC ist in DEX-APCs signifikant geringer. Die Expression dieses Moleküls wird 

weder in BM-DCs noch in DEX-APCs durch LPS beeinflusst. In stimulierten BM-DCs ist die 

Expression von PD-L1 hochreguliert, bei gleichzeitig reduziertem B7-H2 und B7-H3 mRNA-

Niveau und gleichbleibendem PirB-Niveau. Bei DEX-APCs führt eine Stimulierung mit LPS 

zu einer signifikant verringerten Expression von PD-L1 und einer höheren Expression von 

B7-H2 im Vergleich zu maturen BM-DCs. 

Die APC-vermittelte Polarisierung von T-Zellen wird unter anderem durch die Sekretion von 

Zytokinen und anderen solublen Mediatoren getragen. Einer dieser Faktoren ist das 

proinflammatorische Zytokin IL-12, ein heterodimeres Protein (bestehend aus IL-12a (p35) 

und IL-12b (p40)), das im Wesentlichen von aktivierten myeloiden DCs produziert wird 542. 

Dieses Zytokin spielt eine entscheidende Rolle bei der Differenzierung und Expansion von 

TH1-Zellen 53,543,544. IL-6 ist ein proinflammatorisches Zytokin, das die Differenzierung von B-

Lymphozyten in Plasma-Zellen sowie die Proliferation von T-Lymphozyten, die 
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Differenzierung von CTLs und die IL-2 Produktion induziert 446. Ein weiterer wichtiger 

Mediator ist TNF-α, ein Mitglied der TNF-Familie, die alle Liganden von TNFRs (TNF 

receptor) umfasst 545. TNF-α wird von verschiedenen Immunzellen exprimiert und vermittelt 

zahlreiche inflammatorische und immunregulatorische Effekte 546. 

Im Vergleich zu immaturen BM-DCs weisen unstimulierte DEX-APCs entweder unveränderte 

(TNF-α) oder signifikant verminderte (IL-1β, IL-6, IL-12b) mRNA-Mengen für die genannten 

proinflammatorische Zytokine auf (Abbildung 15A). Die Ausreifung unbehandelter BM-DCs 

resultiert in einer signifikanten Hochregulation aller analysierten Transkripte. In DEX-APCs 

wird als Antwort auf eine Stimulierung mit LPS die Expression von TNF-α und IL-1β 

signifikant erhöht, während der mRNA-Gehalt von IL-6 und IL-12b unverändert bleiben. In 

allen Fällen, außer bei TNF-α, befinden sich die erreichten Werte unterhalb des Niveaus in 

maturen BM-DCs. 

Neben den bereits erwähnten inflammatorischen Zytokinen gibt es innerhalb der Gruppe der 

sekretierten Moleküle auch solche mit antiinflammatorischen Eigenschaften, wie zum 

Beispiel IL-1RA. Die IL-1 Familie besteht im Wesentlichen aus proinflammatorischen 

Zytokinen, die an der Regulation inflammatorischer Prozesse des Immunsystems und des 

endokrinen Systems beteiligt sind 547. Innerhalb dieser Gruppe ist IL-1RA ein negativer 

Regulator, der autokrin die IL-12 Produktion in DCs limitiert 548.  

Die Expression von IL-1RA wird in BM-DCs durch eine Ausreifung mit LPS nicht verändert 

(Abbildung 15B). Im Gegensatz dazu weisen DEX-APCs eine leicht gesteigerte (nicht 

statistisch signifikant) Expression dieses Moleküls auf, die im Rahmen der LPS-vermittelten 

Stimulierung noch signifikant erhöht wird. Die IL-1 Rezeptor Typ II (IL-1R2) mRNA wird von 

immaturen BM-DCs sowie unstimulierten DEX-APCs in nahezu identischem Grad exprimiert. 

In maturen BM-DCs ist die IL-1R2 Expression signifikant runterreguliert, während sie in 

stimulierten DEX-APCs unverändert bleibt. 

Das antiinflammatorische Zytokin TGF-β1 kann die Proliferation und Differenzierung von B-

Lymphozyten vermindern 549 sowie die T-Zell-Proliferation durch Runterregulierung der IL-2 

Rezeptor Expression inhibieren 550. Zusätzlich verhindert dieses Zytokin in vitro die 

Produktion von IL-1, IFN-γ und TNF in Monozyten sowie Makrophagen 551,552. 

Alle vier analysierten APC-Populationen zeigen sowohl unter basalen Bedingungen ohne 

Stimulation, als auch nach einer Stimulierung mit LPS jeweils vergleichbare Mengen an 

TGF-β1 mRNA.  

Autokrin limitiert das antiinflammatorische Zytokin IL-10 in Monozyten, Makrophagen und 

DCs die Expression proinflammatorischer Zytokine wie TNF-α 553, IL-1β 554, IL-6 555 und IL-

12 556 sowie die Oberflächenexpression von MHCII 557 und CD80/CD86. Parakrin inhibiert IL-

10 die Produktion von IFN-γ und IL-2 in TH1-Zellen 297 sowie von IL-4 und IL-5 in TH2-

Zellen 558,559. 
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Im Vergleich zu immaturen BM-DCs ist die Expression von IL-10 mRNA in unstimulierten 

DEX-APCs signifikant höher. Im stimulierten Zustand zeigen BM-DCs und DEX-APCs eine 

deutliche Hochregulation der IL-10 Expression. 

 

IL-12b IL-6 IL-1ß TNF-a

   
 R

el
at

iv
e 

m
R

N
A

-E
xp

re
ss

io
n 

(n
or

m
ie

rt
 a

uf
 u

ns
tim

ul
ie

rt
e 

D
C

s)

0,001

0,01

0,1

1

10

100

DC
DEX-APC

DC + LPS
DEX-APC + LPS

+++

***

+++
**

+

+ ++

***

***

+++

*** ***

 

IL-1RA IL-1R2 TGF-ß1 IL-10

   
 R

el
at

iv
e 

m
R

N
A

-E
xp

re
ss

io
n 

(n
or

m
ie

rt
 a

uf
 u

ns
tim

ul
ie

rt
e 

D
C

s)

0,001

0,01

0,1

1

10

100

1000

+++
*

*++

***
***

 
Abbildung 15: In Gegenwart von Dexamethason generie rte APCs weisen eine veränderte 
Genexpression von proinflammatorischen und antiinfl ammatorischen Zytokinen auf. 
Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu 
myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 3 wurde Aliquoten der Kultur 10-6 M DEX zugesetzt. Die 
Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die relative mRNA-Expression von 
Genen, die für (A) proinflammatorische und (B) antiinflammatorische Zytokine kodieren, wurde mit 
Hilfe der quantitativen Real-time-PCR bestimmt. Die interne Normalisierung erfolgte über das 
Haushaltsgen Ubiquitin C (UBC). Die Daten geben die relative Änderung der Genexpression in DEX-
APC, LPS-stimulierten BM-DC und LPS-stimulierten DEX-APC bezogen auf das Expressionsniveau in 
unstimulierten DC an. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 3-8 
Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen 
unstimulierten und stimulierten DEX-APCs bzw. DCs (*) sowie zwischen DEX-APCs und DCs in 
beiden Aktivierungszuständen (+) sind angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). 
 
 
Neben den Oberflächenmolekülen und Zytokinen erfolgte auch eine Analyse weiterer, in die 

DC/T-Zell-Interaktion involvierter Moleküle. Unter diesen ist das Aktinbündelungsprotein 

Fascin (FSCN1) essentiell für die Ausbildung der Dendriten reifer DCs 136,138. Adhäsive 

Interaktionen unter der Beteiligung des Adhäsionsmoleküls ICAM-1 (CD54) sind grundlegend 

von Bedeutung für die Aktivierung von T-Zellen, bei der die ICAM-1-Bindung ein 

koaktivierendes Signal darstellt und für die transendotheliale Migration von Leukozyten 560. 

A 

B 
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CCR7 ist ein Chemokinrezeptor, der wichtig für die Kolokalisierung maturer DCs und T-

Zellen in den lokalen drainierenden Lymphknoten in verschiedenen Geweben ist 561-563. 

Die Analyse der verschiedenen DC/T-Zell-Interaktionsmoleküle zeigte, dass DEX-APCs im 

Vergleich zu immaturen BM-DCs signifikant reduzierte mRNA-Mengen von FSCN1, ICAM-1 

und CCR7 exprimieren (Abbildung 16A). Die Stimulation mit LPS bewirkt in BM-DCs eine 

signifikant verstärkte Expression der genannten Moleküle, während in stimulierten DEX-

APCs lediglich die ICAM-1-Expression signifikant gesteigert wird. Bemerkenswert ist, dass 

die Absolutwerte der FSCN1 und CCR7 mRNA-Expression in stimulierten DEX-APCs 

deutlich unterhalb des Niveaus in immaturen Kontroll-DCs liegen. 

Das Enzym Hämoxygenase 1 (HO-1), welches antiinflammatorische Eigenschaften besitzt, 

katalysiert die Degradation von Häm, einem potenten Oxidans, wobei Biliverdin-IXα, Eisen 

und CO entstehen 564. Biliverdin-IXα wird in Bilirubin-IXα umgewandelt, welches ein potentes 

endogenes Antioxidans 565 mit antiinflammatorischen Eigenschaften darstellt 566. CO hat 

verschiedenste biologische Funktionen, zu denen unter anderem auch antiinflammatorische 

Effekte zählen 567,568.  

HO-1 wird in DEX-APCs, unabhängig von ihrem Aktivierungsstatus, signifikant stärker 

exprimiert als in der jeweils entsprechenden Kontroll-DC-Population.  

Bei der Indolamin-2,3-dioxygenase (IDO) handelt es sich um ein Tryptophanabbau-

vermittelndes Enzym, dessen Induktion in einer Inhibition der T-Zell-Proliferation 

resultiert 569,570. Beide unstimulierten APC-Populationen weisen eine vergleichbare IDO 

Expression auf, die durch die Stimulierung mit LPS auch in beiden Fällen gleichermaßen 

hochreguliert wird.  

Neben den Expressionsanalysen für DC-relevante mRNA-Spezies, wurde auch die mRNA-

Expression von Molekülen mit potentiell immunologischen Funktionen untersucht, für die 

bekannt ist, dass sie in anderen Zelltypen GC-responsiv sind. Annexin A1 (ANXA1) ist eines 

der Moleküle, das als endogener Mediator der antiinflammatorischen Wirkung von GCs 

identifiziert wurde 571. In experimentellen Entzündungsmodellen führt die Verabreichung von 

ANXA1 zu einer potenten Inhibition aller Prozesse, die mit der Zellmigration in Verbindung 

stehen 572,573. Die Sekretion des Makrophagen Migrations-Inhibitions-Faktors MIF kann 

ebenfalls durch GCs begünstigt werden 574,575. MIF bindet an seinen Rezeptor CD74 und 

stimuliert die Expression und Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie TNF-α, IL-1ß, IL-6 

und IL-8 576.  

Die Expression von ANXA1, MIF und SOCS-1, einem Regulator des JAK/STAT-

Signalweges 577,578, ist in DEX-APCs, unabhängig von ihrem Aktivierungsstatus vergleichbar 

stark (Abbildung 16B). Im Gegensatz zu den beiden anderen Molekülen wird MIF in 

unstimulierten DEX-APCs auf geringerem Niveau exprimiert als in unstimulierten BM-DCs.  
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Auch der TF GILZ (glucocorticoid-induced leucine zipper) gehört zur Gruppe der DEX-

responsiven Moleküle. Dieser interagiert direkt mit Ras 579 sowie mit Raf-1 580 und ist so in 

die Regulation der MAP-Kinase Signaltransduktionswege involviert. Ein weiterer Regulator 

dieses Signalwegs ist die MAP-Kinase Phophatase MKP-1, die die Aktivität der MAP-

Kinasen p38 und JNK negativ beeinflusst 272,581,582. 
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Abbildung 16: In Gegenwart von Dexamethason generie rte APCs weisen eine veränderte 
Genexpression von Molekülen, die in die DC/T-Zell I nteraktion involviert sind sowie von DEX-
responsiven Molekülen auf.  Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels 
GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 3 wurde Aliquoten der Kultur 10-6 M 
DEX zugesetzt. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die relative 
mRNA-Expression von Genen, die für (A) Moleküle, die an der DC-T-Zell Interaktion involviert sind 
und (B) DEX-responsive Moleküle kodieren, wurde mit Hilfe der quantitativen Real-time-PCR 
bestimmt. Die interne Normalisierung erfolgte über das Haushaltsgen Ubiquitin C (UBC). Die Daten 
geben die relative Änderung der Genexpression in DEX-APC, LPS-stimulierten BM-DC und LPS-
stimulierten DEX-APC bezogen auf das Expressionsniveau in unstimulierten DC an. Die Daten 
repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 3-8 Experimenten, die in Duplikaten 
durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen stimulierten und unstimulierten 
APCs bzw. DCs (*) sowie zwischen DEX-APCs und BM-DCs (+) sind angegeben (*,+ p<0,05; 
**,++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). 
 
 
DEX-APCs weisen im Vergleich zu unstimulierten Kontroll-DCs signifikant höhere 

Expressionsniveaus für GILZ, MKP-1, den inhibitorischen Fc Rezeptor FcγRIIB, und das 

antiapoptotische Molekül SGK-1 (serum- and glucocorticoid-regulated kinase-1) auf. Im 

aktivierten Zustand werden diese Gene in BM-DCs entweder runterreguliert (FcγRIIB) oder 

A 
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bleiben unverändert (GILZ, SGK-1). Lediglich für MKP-1 wurde eine maturierungsassoziierte 

Hochregulation in BM-DCs nachgewiesen. Verglichen mit maturen BM-DCs sind die mRNA-

Mengen der zuvor genannten Moleküle in stimulierten DEX-APCs signifikant erhöht. 

Zusammenfassend ist das Genexpressionsprofil von DEX-APCs somit durch eine reduzierte 

mRNA-Expression kostimulatorischer Oberflächenrezeptoren, proinflammatorischer Zytokine 

sowie von DC-Maturierungsmarkern geprägt. Von besonderem Interesse in dieser Arbeit ist 

jedoch das deutlich erhöhte Transkriptionsniveau toleranzassoziierter Moleküle wie HO-1, 

GILZ, MKP-1, FcγRIIB, SGK-1 (jeweils in unstimulierten und stimulierten DEX-APCs), B7-

H2, IL-1RA (jeweils in stimulierten DEX-APCs) und IL-10 (in unstimulierten DEX-APCs) in 

dieser Modell-APC-Population.  

 

 

 

3.2 Physikalischer Stress und der Kontakt mit lenti viralen Partikeln 

beeinflussen den Phänotyp und die APC-Aktivität von  BM-DCs 

 
Die Generierung tolerogener DCs durch eine Behandlung mit pharmakologischen 

Substanzen führt meist zu ungewollten pleiotropen Effekten, wie einer verminderten 

Lebensfähigkeit oder einer eingeschränkten Zellmigration 375. Eine Alternative zu diesem 

Konzept ist die gerichtete genetische Modifikation der Expression von Schlüsselmolekülen, 

die an der tolerogenen Funktion von DCs beteiligt sind. Die Identifizierung möglicher 

Kandidatenmoleküle ist in Abschnitt 3.1 der vorliegenden Arbeit beschrieben.  

Humane und vor allem murine DCs können non-viral auf Grund der geringen 

Transfektionseffizienz kaum manipuliert werden 377,381, weshalb in dieser Arbeit zunächst die 

Etablierung sowie Optimierung eines effizienten lentiviralen Transduktionssystems 

notwendig war. Da bisher die Nebeneffekte dieser Methode nur für transduzierte DCs nach 

einer Stimulierung bestimmt wurden 408,583, sollte zeitgleich eine Analyse potentieller 

Einflüsse auf unstimulierte DCs erfolgen.  

Weiterhin ist bekannt, dass murine DCs sensitiv gegenüber physikalischem Stress sind und 

darauf mit einer Aufregulation von MHCII und kostimulatorischen Molekülen (CD80, CD86) 

reagieren 584. Es galt daher zu klären, inwieweit der physikalische Stress beim Ernten und 

Einsäen der DCs in Vorbereitung auf die virale Transduktion den Phänotyp und die 

antigepräsentierende Funktion muriner BM-DCs verändert. 
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3.2.1 Durch lentivirale Transduktion erfolgt ein ef fizienter Gentransfer 

in murine BM-DCs 

 

In den meisten Studien, die sich mit der lentiviralen Transduktion muriner BM-DCs befassen, 

werden Effizienzen von rund 80 % erreicht 382. Nur in wenigen Fällen werden 

Transduktionseffizienzen von 90 % oder mehr beschrieben 408. Als Reporter wurde in diesen 

Experimenten tNGFR (truncated form of the nerve growth factor receptor) verwendet, 

welches über entsprechende Antikörper mittels FACS nachgewiesen wurde. Ein Problem bei 

der Verwendung dieses Reporters ist der Prozess der Pseudotransduktion (eine 

Übertragung des auch in den Verpackungszellen exprimierten Markerproteins auf 

Zielzellen) 585, der bei Verwendung des eGFP-Proteins nicht auftritt 586.  

Da eine der vorliegenden Arbeitsstrategien den Einsatz genetisch tolerogenisierter DCs in 

bereits bestehenden Immunantworten wie Autoimmunerkrankungen vorsieht, scheint eine 

Selektion der Transduktanden, zum Beispiel mittels FACS, vor der Applikation äußerst 

wichtig zu sein. Eine zweite Lösung dieses Problems ist eine Erhöhung der 

Transduktionseffizienz innerhalb dieses Systems durch Variierung verschiedener Parameter.  

Die Transduktion muriner BM-DCs erfolgte mit dem selbst-inaktivierenden lentiviralen Vektor 

pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV) der sogenannten dritten Generation, der als Reporter ein 

alternatives GFP-Protein (copGFP) unter der Kontrolle des ubiquitär konstitutiv aktiven EF1-

Promotors enthält (Abbildung 17).  

 

  
RSV/5´LTR gag RRE CMV EF1a copGFP WPRE 3´∆∆∆∆LTRcPPT MCS pCDH1-EF1-copGFP (=LV)

A

 
Abbildung 17: Struktur des lentiviralen Vektors pCD H1-MCS1-EF1-copGFP, der sowohl als 
Kontrolle, als auch für die Klonierung ausgewählter  Transgene verwendet wurde. RSV/5´LTR, 
chimärer RSV Promotor/U5 long terminal repeat von HIV-1; gag, Verpackungssignal; RRE, rev 
response element; cPPT, zentraler Polypurin-Trakt; CMV, human immediate early cytomegalovirus-
Promotor; MCS, multiple cloning site; EF1a, human elongation factor 1 alpha-Promotor; copGFP, 
copepod green fluorescent protein; WPRE, woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory 
element; 3´∆LTR, selbst-inaktivierender 3´LTR mit einer Deletion in der U3 Region. 
 
 
Für die Generierung viraler Partikel wurden zwei weitere Plasmide, die für strukturelle Gene, 

Replikationsgene und regulatorische Gene (pCMV∆8.91) bzw. für die Hüllproteine des 

Vesikulären Stomatitis Virus (Glykoproteine des Vesikulären Stomatitis Virus; VSV.G) zur 

Pseudotypisierung (pMD.G2) kodieren, verwendet. 

Anfänglich wurden unter Verwendung eines etablierten Protokolls für die Generierung 

lentiviraler Partikel, das freundlicherweise von Herrn Dr. Manuel Grez zur Verfügung gestellt 

wurde, BM-DC-Transduktionseffizienzen von rund 70 % erreicht (Daten nicht gezeigt). 

pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (=LV) 
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In verschiedenen Veröffentlichungen wurde demonstriert, dass eine Erhöhung der DNA-

Konzentrationen der für die Produktion der viralen Partikel verwendeten Vektoren oder eine 

Zunahme der für die Transduktion verwendeten MOI (multiplicity of infection) die Effizienz 

der Virenproduktion bzw. die Transduktionseffizienz maßgeblich erhöhen kann. Auch eine 

Kozentrifugation von DCs mit den viralen Partikeln im Transduktionsansatz sowie eine 

Wiederholung des Transduktionsvorgangs können die lentivirale Transduktionsrate für DCs 

positiv beeinflussen 406,410,587. Analog zu diesen Studien wurden die verschiedenen für die 

Generierung der viralen Partikel und die Transduktion von DCs essentiellen Parameter 

optimiert (Daten nicht gezeigt) und ein Protokoll etabliert, das durchweg zu 

Transduktionseffizienzen von über 90 % führt (Abbildung 18).  

 

       Mock-DC       LV-DC 

      

      

 

Abbildung 18: Ein optimiertes Protokoll für die Her stellung lentiviraler Partikel und die 
Transduktion von murinen BM-DCs ist hoch effizient.  Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 
Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 
wurden Aliquote der Kultur entweder pseudo-transduziert (Mock-DC) oder mit dem lentiviralen Vektor 
pCDH1-MCS1-EF1-copGFP transduziert (LV-DC). Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 
µg/ml LPS für 24 h. An Tag 9 wurde die Transduktionseffizienz mittels FACS-Analyse des copGFP-
Proteins bestimmt. Die Graphiken sind repräsentativ für 7 voneinander unabhängige Experimente.  
 
 
Dies gilt sowohl für unstimulierte als auch für mit LPS-stimulierte murine BM-DCs, wie mit 

FACS Analysen des copGFP-Proteins ermittelt wurde. Als Negativkontrolle wurden 

unstimulierte und LPS-stimulierte, mit dem Überstand nicht-transfizierter HEK 293T-Zellen 

pseudo-transduzierte DCs (mock-transduced DC, Mock-DC) verwendet, die der gleichen 
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Transduktionsprozedur unterzogen wurden wie mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP 

lentiviral transduzierte DCs (LV-DC), jedoch keinen Kontakt mit lentiviralen Partikeln hatten.  

Da mit dem im Rahmen dieser Arbeit etablierte Protokoll konstante Transduktionseffizienzen 

von über 90 % erreicht werden ist somit eine Aufreinigung der Transduktanden für 

nachfolgende Analysen nicht erforderlich. 

Erwähnenswert bei der Verwendung des alternativen GFP-Proteins copGFP als Reportergen 

zur Ermittlung der Transduktionseffizienz ist, dass eine fluoreszenzmikroskopische Detektion 

der copGFP Expression (Abbildung 19) in murinen BM-DCs generell erst am dritten Tag 

nach der zweiten Transduktion möglich war. Aus diesem Grund erfolgten auch alle FACS-

Analysen zum Nachweis positiver Transduktanden mittels der copGFP Proteinexpression 

ebenfalls am dritten Tag nach dem zweiten Transduktionsvorgang. Ob und in welcher Stärke 

die Reportergenexpression im FACS schon zu einem früheren Zeitpunkt detektierbar ist, 

wurde in dieser Arbeit nicht weiter analysiert.  

 

           

Abbildung 19: Erst an Tag 3 nach der zweiten Transd uktion ist die copGFP Expression in 
murinen BM-DCs fluoreszenzmikroskopisch detektierba r. Knochenmarkszellen wurden aus 
C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An 
Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Zellen mit dem lentiviralen Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP 
transduziert. Die (A) Durchlichtaufnahme sowie die entsprechende (B) fluoreszenzmikroskopische 
Aufnahme immaturer transduzierter BM-DCs bei 10-facher Vergrößerung erfolgten an Tag 3 nach der 
zweiten Transduktion. 
 

 

3.2.2 Der mit der lentiviralen Transduktion assozii erte physikalische 

Stress resultiert in einer partiellen Ausreifung vo n BM-DCs 

 

Das Protokoll für eine optimale lentivirale Transduktion von BM-DCs sieht vor, dass die nicht-

adhärenten Zellen einer Kultur geerntet und erneut eingesät werden. Außerdem sind im 

Rahmen dieser Methode mehrere Zentrifugations- und Waschschritte essentiell für eine 

hohe Transduktionseffizienz (Materialien und Methoden, Abschnitt 2.3.5.6). Die 

verschiedenen Schritte stellen jeweils einen physikalischen Stressmoment für DCs dar. Da 
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bekannt ist, dass physikalischer Stress zu einer Aufregulation von MHCII und 

kostimulatorischen Molekülen (CD80, CD86) in DCs führt 584, besteht die Möglichkeit, dass 

die technische Prozedur der Transduktion von DCs als Maturierungsstimulus 

wahrgenommen wird. Aus diesen Gründen wurde die T-Zell-Stimulierungsfähigkeit 

unbehandelter DCs (DC), pseudo-transduzierter DCs (Mock-DC) sowie lentiviral 

transduzierter DCs (LV-DC) vergleichend analysiert.  

Unstimulierte BM-DCs sind durch ein moderates allostimulatorisches Potential 

gekennzeichnet, welches in Folge einer Stimulierung mit LPS signifikant gesteigert wird 

(Abbildung 20A). Im Gegensatz dazu induzieren Mock-DCs, in beiden 

Aktivierungszuständen, eine signifikant stärkere proliferative T-Zell-Antwort als ihr jeweils 

unbehandeltes Pendant. Der Kontakt mit lentiviralen Partikeln führt zu keiner weiteren 

Aktivierung von DCs, da LV-DCs eine vergleichbare T-Zell-Proliferation wie Mock-DCs 

induzieren. Dies gilt sowohl im unstimulierten Zustand, als auch nach einer Ausreifung mit 

LPS (Abbildung 20B). 
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Abbildung 20: Physikalischer Stress, wie er mit der  lentiviralen Transduktion assoziiert ist, 
verstärkt das T-Zell-Aktivierungspotential von BM-D Cs. Knochenmarkszellen wurden aus 
C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An 
Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Kultur entweder unbehandelt gelassen (DC), pseudo-transduziert 
(Mock-DC) oder mit dem lentiviralen Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP transduziert (LV-DC). Die 
Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die verschiedenen BM-DC 
Populationen wurden bestrahlt, in Triplikaten seriell verdünnt und mit jeweils 3 x 105 T-Zellen aus 
BALB/c Mäusen für 4 Tage kokultiviert. Die T-Zell-Proliferation wurde anhand der Aufnahme von [3H]-
Thymidin während der letzten 16 h der Kultur gemessen. Die Daten geben die relative T-Zell 
Proliferation (bezogen auf die durch 16,7 x 103 (A) Mock-DCs + LPS bzw. (B) LV-DCs + LPS 
induzierte Proliferation), berechnet als Mittelwert ± Standardfehler von drei (A) und fünf (B) 
voneinander unabhängigen Experimenten wieder, die jeweils in Triplikatansätzen durchgeführt 
wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen (A) Mock-DCs und unbehandelten DCs 
gleichen Aktivierungszustandes (+) sowie zwischen stimulierten und unstimulierten DCs (*) sind 
angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; *** p<0,001). (B) Unstimulierte sowie stimulierte Mock-DCs und 
LV-DCs zeigen statistisch signifikante Unterschiede in jedem Datenpunkt (p<0,05). 
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Somit weisen unstimulierte und stimulierte, lentiviral transduzierte BM-DCs eine gesteigerte 

T-Zell-Stimulierungskapazität auf, die aus dem physikalischen Stress, der mit der 

Transduktionsprozedur verbunden ist, resultiert. 

Je nach experimenteller Fragestellung, wie zum Beispiel dem murinen Krankheitsmodell der 

haptenvermittelten Kontaktallergie, sollen lentiviral transduzierte BM-DCs auch in einem 

syngenen Rahmen eingesetzt werden. Es war daher zwingend notwendig zu validieren, 

inwieweit der Kontakt mit viralen Partikeln das syngene T-Zell-Aktivierungspotential muriner 

BM-DCs verändert. Hierzu wurden Mock-DCs und LV-DCs mit MOG35-55-Peptid gepulst und 

anschließend mit MOG-reaktiven 2D2 T-Zellen kokultiviert. 

Wie schon zuvor für allogene Kokultursysteme gezeigt (Abbildung 20B), führt die lentivirale 

Transduktion per se nicht zu einer Erhöhung des syngenen T-Zell-Aktivierungspotentials 

muriner BM-DCs (Abbildung 21). 
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Abbildung 21: Der Kontakt mit lentiviralen Partikel n führt zu keiner Erhöhung des syngenen T-
Zell-Aktivierungspotentials von BM-DCs verglichen m it physikalisch gestressten Mock-DCs. 
Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu 
myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Kultur entweder pseudo-
transduziert (Mock-DC) oder mit dem lentiviralen Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP transduziert (LV-
DC). Die Ausreifung erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die verschiedenen bestrahlten, 
MOG35-55 Peptid gepulsten BM-DC Populationen wurden in Triplikaten seriell verdünnt und mit jeweils 
4,5 x 104 MOG35-55-reaktiven 2D2 T-Zellen für 4 Tage kokultiviert. Die T-Zell-Proliferation wurde 
anhand der Aufnahme von [3H]-Thymidin während der letzten 16 h der Kultur gemessen. Die Daten 
geben die relative T-Zell Proliferation (bezogen auf die durch 7,5 x 103 LV-DCs + LPS induzierte 
Proliferation), berechnet als Mittelwert ± Standardfehler von drei (A) und fünf (B) voneinander 
unabhängigen Experimenten wieder, die jeweils in Triplikatansätzen durchgeführt wurden, an. 
Unstimulierte sowie stimulierte Mock-DCs und LV-DCs zeigen statistisch signifikante Unterschiede in 
jedem Datenpunkt (p<0,05). 
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3.2.3 Hauptsächlich physikalischer Stress, aber auc h der Kontakt mit 

lentiviralen Partikeln verändert das Genexpressions profil von DCs 

 

Physikalischer Stress führt nachweislich zu einer partiellen Aktivierung von BM-DCs, was 

unter anderem in einem signifikanten Anstieg des T-Zell-Aktivierungspotentials von DCs 

resultiert (Abschnitt 3.2.2). Darüber hinaus besteht die Möglichkeit, dass die Einwirkung 

physikalischer Stressmomente auf DCs zu einer Modulation ihrer Genexpression führt. Aus 

diesem Grund wurde das Expressionsprofil immunrelevanter Gene (vergleiche Abschnitt 

3.1.5) von unbehandelten DCs, pseudo-transduzierten DCs und lentiviral transduzierten DCs 

vergleichend analysiert.  

Unstimulierte Mock-DCs weisen gegenüber unbehandelten BM-DCs signifikant erhöhte 

mRNA-Mengen für die kostimulatorischen Rezeptoren CD80 und OX40L (Abbildung 22A) 

sowie für das proinflammatorische Zytokin IL-6 und die Toleranzmarker IL-1RA (Abbildung 

22B) und MKP-1 (Abbildung 22C) auf. Gleichzeitig ist die Expression der kostimulatorischen 

Moleküle CD86, 4-1BBL und SLAM sowie der Toleranzmarker IL-1R2, IDO und GILZ 

signifikant reduziert. Interessanterweise ist auch die mRNA-Expression des DC-

Maturierungsmarkers FSCN1 in unstimulierten Mock-DCs signifikant vermindert. 

Der zusätzliche Kontakt mit lentiviralen Partikeln hat bei den meisten der analysierten 

Moleküle im Vergleich zur Expression in Mock-DCs keinen weiteren Einfluss. Allerdings 

werden einige mRNA-Spezies (CD40, CD86, IL-1β, IL-6) in LV-DCs in geringerem Maße als 

in Mock-DCs exprimiert. Einzig die mRNA-Expression von GILZ wird durch die zusätzliche 

lentivirale Transduktion in BM-DCs hochreguliert. 

Eine Stimulierung mit LPS führt in den verschiedenen DC-Populationen zu einer 

signifikanten Hochregulation der mRNA-Expression von kostimulatorischen Molekülen, 

Zytokinen und Maturierungsmarkern. Lediglich die Gene der Toleranzmarker IL-1R2, 

FcγRIIB und GILZ werden nicht verstärkt transkribiert. Die mRNA-Expressionsniveaus von 

CD40, den Zytokinen IL-1β, IL-6, IL-12b sowie von MKP-1 waren vergleichbar in stimulierten 

DCs, stimulierten Mock-DCs sowie stimulierten LV-DCs. Allerdings findet die normalerweise 

maturierungsassoziierte Aufregulation der Genexpression von 4-1BBL, SLAM, IL-10, CCR7, 

FSCN1 und IDO in maturen Mock-DCs und maturen LV-DCs nur eingeschränkt statt. 

Weiterhin werden im direkten Vergleich zu stimulierten Mock-DCs signifikant reduzierte 

mRNA-Mengen von CD80, OX40L und IL-1R2 in stimulierten LV-DCs gebildet. Als einzige 

Ausnahme wird CD80 signifikant am stärksten in stimulierten Mock-DCs exprimiert. 

Interessanterweise wird die mRNA-Expression von IL-1RA, die unter basalen Bedingungen 

in den beiden behandelten DC-Populationen Mock- und LV-DCs signifikant gegenüber 

unbehandelten BM-DCs hochreguliert ist, im Rahmen der Ausreifung mit LPS in 

vergleichbarem Maße verstärkt.  
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Abbildung 22: Sowohl physikalischer Stress, als auc h der Kontakt mit lentiviralen Partikeln 
beeinflussen die Genexpression von kostimulatorisch en Molekülen, solublen Mediatoren sowie 
Maturierungs- und Toleranzmarkern in BM-DCs. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 
Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 
wurden Aliquote der Kultur entweder unbehandelt gelassen (DC), pseudo-behandelt (Mock-DC) oder 
mit dem lentiviralen Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP transduziert (LV-DC). Die Ausreifung der 
Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die relative mRNA-Expression von Genen die für 
(A) kostimulatorische Moleküle, (B) soluble Mediatoren sowie (C) Maturierungs- und Toleranzmarker 
kodieren, wurde mit Hilfe der quantitativen Real-time-PCR bestimmt. Die interne Normalisierung 
erfolgte über das Haushaltsgen Ubiquitin C (UBC). Die Daten geben die relative Änderung der 
Genexpression in den verschiedenen DC-Populationen bezogen auf das Expressionsniveau in 
unstimulierten DCs an. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 3-6 
Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede gegenüber 
unbehandelten DCs in beiden Aktivierungszuständen (#), gegenüber Mock-DCs in beiden 
Aktivierungszuständen (+), sowie zwischen stimulierten und unstimulierten DCs (*) sind angegeben 
(*,#,+ p<0,05; **,##,++ p<0,01; ***,### p<0,001). 
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Insgesamt legen diese experimentellen Daten nahe, dass physikalischer Stress zu einer 

deutlichen Veränderung des Genexpressionsprofils muriner BM-DCs führt, welches durch 

den Kontakt der Zellen mit lentiviralen Partikeln noch weiter moduliert wird.  

 

 

3.2.4 Die lentivirale Transduktion vermindert die m aturierungs-

assoziierte Zunahme der Oberflächenexpression von E ffektor-

molekülen in BM-DCs 

 

Der Kontakt von BM-DCs mit lentiviralen Partikeln führt zu einer nicht sehr ausgeprägten, 

aber nachweislich signifikanten Modulation des Genexpressionsprofils, wie im direkten 

Vergleich von Mock-DCs und LV-DCs im Rahmen dieser Arbeit gezeigt wurde (Abschnitt 

3.2.3). Diese Variierung der mRNA-Expression könnte zu einer veränderten Menge des 

jeweiligen Proteins führen. Aus diesem Grund wurde die Zelloberflächenexpression 

verschiedener DC-typischer Maturierungsmarker von Mock-DCs und LV-DCs mittels FACS 

ermittelt (Abbildung 23). 

 
          MHCII    CD80                    CD86 CD86CD80M HCII
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Abbildung 23: Der Kontakt mit lentiviralen Partikel n verändert den Phänotyp muriner BM-DCs.  
Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu 
myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Kultur entweder unbehandelt 
gelassen, pseudo-behandelt (Mock-DC) oder mit dem lentiviralen Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP 
transduziert (LV-DC). Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die 
verschiedenen DC-Populationen wurden mit spezifischen Antikörpern für MHCII, CD80 oder CD86 
(jeweils PE-gekoppelt) behandelt und mittels FACS analysiert. Die Histogramme repräsentieren die 
spezifische Antikörper-Bindung auf der Oberfläche von Mock-DCs (unterbrochene Linie) und LV-DCs 
(durchgezogene Linie). Die Bindung des jeweils entsprechenden Isotyp Kontroll-Antikörpers ist 
angegeben (dünne, gepunktete Linie). Die jeweils entsprechende mittlere Fluoreszenzintensität von 
Mock-DCs (normale Schrift) und LV-DCs (fette Schrift) ist angegeben. Die Graphiken sind jeweils für 3 
voneinander unabhängige Experimente repräsentativ.  
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Unter basalen Bedingungen werden MHCII sowie die kostimulatorischen Moleküle CD80 und 

CD86 von beiden DC-Populationen in vergleichbarer Menge exprimiert (Abbildung 23, 

obere Reihe).  

In Folge einer Stimulierung mit LPS wird die Oberflächenexpression aller drei Marker in 

beiden DC-Populationen hochreguliert, wobei diese Zunahme bei stimulierten LV-DCs im 

Fall von MHCII und CD86 weniger stark ausfällt (Abbildung 23, untere Reihe). Dieses 

Ergebnis entspricht den Befunden der zuvor ermittelten verminderten CD86 mRNA-

Expression in LPS-stimulierten LV-DCs (Abbildung 22). Im Gegensatz zu den Resultaten der 

Genexpressionsanalysen wird der kostimulatorische Rezeptor CD80 infolge einer Stimulation 

auf der Oberfläche von LV-DCs nicht geringer exprimiert als auf der Oberfläche von Mock-

DCs. 

Insgesamt ergibt sich aus diesen Analysen, dass der Kontakt von murinen BM-DCs mit 

lentiviralen Partikeln die LPS-vermittelte Aufregulation der getesteten Oberflächenmoleküle 

in variablem Maße moduliert. 

 

 

3.2.5 Der Kontakt mit lentiviralen Partikeln steige rt die IL-10 Produktion 

in LPS-stimulierten BM-DCs 

 

Das antiinflammatorische Zytokin IL-10 ist einer der wichtigsten solublen Mediatoren zur 

Regulation von Immunantworten sowie zur Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz. Der 

mit der lentiviralen Transduktion assoziierte physikalische Stress limitiert die 

maturierungsassoziierte Aufregulation der IL-10 Transkription in DCs, die auch durch den 

Kontakt mit lentiviralen Partikeln nicht weiter moduliert wird (Abschnitt 3.2.3). Die 

Überprüfung dieses Ergebnisses auf Proteinebene erfolgte durch die Bestimmung der 

Konzentration an IL-10 Protein im Kulturüberstand von Mock-DCs und LV-DCs mittels 

ELISA. 

Mock-DCs und LV-DCs zeichnen sich unter basalen Bedingungen durch eine vergleichbare 

moderate Sekretion des Zytokins IL-10 aus (Abbildung 24). Im Rahmen der Ausreifung mit 

LPS wird diese Produktion in Mock-DCs nicht signifikant hochreguliert. Demgegenüber findet 

in LV-DCs eine signifikante maturierungsassoziierte Steigerung der IL-10 Produktion statt.   

Auf Proteinebene zeigt sich somit, dass der Kontakt von BM-DCs mit lentiviralen Partikeln 

die IL-10 Produktion auf Proteinebene reguliert. 
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Abbildung 24: Der Kontakt mit lentiviralen Partikel n resultiert in einer maturierungsassoziierten 
Steigerung der IL-10 Produktion in BM-DCs.  Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen 
isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden 
Aliquote der Kultur entweder unbehandelt gelassen, pseudo-behandelt (Mock-DC) oder mit dem 
lentiviralen Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP transduziert (LV-DC). Die Ausreifung der Zellen 
erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Anschließend wurden die Kulturüberstände geerntet und 
der Gehalt von IL-10 mittels ELISA bestimmt. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± 
Standardfehler von 6 Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante 
Unterschiede zwischen stimulierten und unstimulierten DCs sind angegeben (*** p<0,001). 
 

 

3.2.6 Physikalisch gestresste und lentiviral transd uzierte BM-DCs 

induzieren unterschiedliche Zytokinantworten in Kok ulturen mit T-

Zellen 

 

Da der Kontakt von BM-DCs mit lentiviralen Partikeln in einer modulierten LPS-induzierten 

Hochregulation der Maturierungsmarker MHCII, CD80 und CD86 auf der Zelloberfläche 

resultiert (Abschnitt 3.2.4), wurde ebenfalls analysiert, inwieweit sich Mock-DCs und LV-DCs 

auf Ebene der sekretierten Zytokine in ihren T-Zell-polarisierenden Eigenschaften 

unterscheiden.  

In Kokulturen unstimulierter Mock-DCs oder LV-DCs mit allogenen BALB/c T-Zellen wurde 

eine jeweils vergleichbare Konzentration des TH1-Markerzytokins IFN-γ nachgewiesen 

(Abbildung 25A). Eine Kokultivierung LPS-stimulierte Mock-DCs mit allogenen T-Zellen 

resultiert in einer deutlich verstärkten IFN-γ Produktion, während sich die Menge dieses 

Zytokins in Ansätzen mit stimulierten LV-DCs ungefähr auf dem Niveau mit derjenigen in 

Kokulturen mit unstimulierten Mock-DCs und LV-DCs befindet. 

Im Gegensatz zu Kokulturen mit Mock-DCs wurde in Ansätzen mit unstimulierten LV-DCs 

eine geringe Produktion des TH2-Markerzytokins IL-5 detektiert (Abbildung 25B). LPS-

stimulierte Mock-DCs vermitteln eine ähnlich geringe Produktion dieses Zytokins wie 

unstimulierte LV-DCs. Im Gegensatz dazu ist die IL-5 Konzentration in Kokulturen mit 

stimulierten LV-DCs, verglichen mit allen anderen APC-Populationen, drastisch erhöht. 
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Abbildung 25: Die lentivirale Transduktion von BM-D Cs verändert das Zytokinprofil 
kokultivierter allogener T-Zellen. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und 
mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der 
Kultur entweder unbehandelt gelassen, pseudo-transduziert (Mock-DC) oder mit dem lentiviralen 
Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP transduziert (LV-DC). Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 
mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Bestrahlte Mock-DCs und LV-DCs im unstimulierten und stimulierten 
Zustand (jeweils 1,67 x 105) wurden für 4 Tage mit 3 x 106 T-Zellen aus BALB/c Mäusen in einem 
Volumen von 2 ml kokultiviert. Anschließend wurden die Kulturüberstände geerntet und der Gehalt 
von (A) IFN-γ, (B) IL-5 und (C) IL-10 mittels ELISA bestimmt. Die Daten repräsentieren den Mittelwert 
± Standardfehler von jeweils 3-6 Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch 
signifikante Unterschiede zwischen Mock-DCs und LV-DCs in beiden Aktivierungszuständen (+) sowie 
zwischen stimulierten und unstimulierten DCs (*) sind angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; 
*** p<0,001). 
 
 
Eine jeweils übereinstimmende Produktion des ambivalenten TH2/Treg Markerzytokins IL-10 

wurde in Ansätzen mit unstimulierten Mock-DCs oder LV-DCs sowie stimulierten Mock-DCs 

oder LV-DCs nachgewiesen (Abbildung 25C).  

Konträr zu den Ergebnissen im allogenen System, ist die IFN-γ Produktion in Kokulturen mit 

Mock-DCs oder LV-DCs, unabhängig von ihrem Aktivierungszustand, und syngenen 2D2 T-

Zellen jeweils vergleichbar stark (Abbildung 26A).  

Weiterhin abweichend ist die vergleichbar starke Induktion der IL-5 Produktion in Ansätzen 

mit unstimulierte Mock-DCs oder LV-DCs (Abbildung 26B). Dienen LPS-stimulierte Mock-

DCs als APCs in der syngenen Kokultur, werden signifikant reduzierte Mengen IL-5 

produziert, wohingegen stimulierte LV-DCs eine Zytokinproduktion auf dem Niveau der durch 

die beiden unstimulierten DC-Populationen induzierten Menge vermitteln. 

In Überständen von Kokulturen unstimulierter Mock-DCs oder LV-DCs und syngener T-

Zellen wurde eine jeweils vergleichbar stark ausgeprägte Produktion des Zytokins IL-10 

detektiert (Abbildung 26C). Anders als im allogenen System, tritt in Ansätzen mit LPS-

stimulierten Mock-DCs und LV-DCs keine weitere Erhöhung der IL-10 Konzentration auf: In 

beiden Fällen ist die Gesamtmenge des Zytokins stark vermindert, wobei in Kokulturen mit 

stimulierte LV-DCs, im direkten Vergleich zu denjenigen mit stimulierten Mock-DCs, eine 

signifikant höhere IL-10 Produktion stattfindet (Abbildung 26C). 

A B C 
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Abbildung 26: Die lentivirale Transduktion von BM-D Cs verändert das Zytokinprofil 
kokultivierter syngener 2D2 T-Zellen. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert 
und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote 
der Kultur entweder unbehandelt gelassen, pseudo-transduziert (Mock-DC) oder mit dem lentiviralen 
Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP transduziert (LV-DC). Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 
mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Bestrahlte, MOG35-55 Peptid gepulste Mock-DCs und LV-DCs im 
unstimulierten und stimulierten Zustand (jeweils 1,5 x 105) wurden für 4 Tage mit 4,5 x 105 MOG35-55-
reaktiven T-Zellen aus 2D2 Mäusen in einem Volumen von 2 ml kokultiviert. Anschließend wurden die 
Kulturüberstände geerntet und der Gehalt von (A) IFN-γ, (B) IL-5 und (C) IL-10 mittels ELISA 
bestimmt. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 3-6 Experimenten, die 
in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen Mock-DCs und LV-
DCs in beiden Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen stimulierten und unstimulierten DCs (*) sind 
angegeben (*,+ p<0,05; ** p<0,01). 
 

 

 

3.3 Generierung lentiviraler Expressionskonstrukte für die 

Transduktion von BM-DCs  

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden durch die phänotypische Analyse von DEX-APCs 

verschiedene Moleküle identifiziert, die an der tolerogenen Funktion der DEX-APCs beteiligt 

sein könnten (Abschnitt 3.1). Fünf der auf transkriptionaler Ebene evaluierten Moleküle, die 

in DEX-APCs entweder im unstimulierten (IL-10), im LPS-stimulierten (B7-H2, IL-1RA) oder 

in beiden Aktivierungszuständen (MKP-1; FcγRIIB) signifikant stärker exprimiert werden als 

in der entsprechenden unbehandelten BM-DC-Population, wurden für eine lentivirale 

Überexpression ausgewählt. Erweitert wurde diese Auswahl um acht Moleküle, die ebenfalls 

einen potentiellen Beitrag zum tolerogenen Status muriner APCs leisten können und 

basierend auf intensiven Literaturrecherchen selektiert wurden. Hierbei handelt es sich um 

die Moleküle STAT3, PirB, SOCS-1, PD-L1, B7-H3, TGF-β1, IκBα sowie das in BM-DCs 

nicht vorkommende IL-21.  
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3.3.1 Generierung lentiviraler Expressionskonstrukt e, bei denen sowohl 

Transgen, als auch Reportergen jeweils unter der Ko ntrolle eines 

ubiquitär konstitutiv aktiven Promotors stehen 

 

Die offenen Leserahmen aller ausgewählten Moleküle sollten zunächst in die beiden 

kommerziell erwerbbaren lentiviralen Expressionsvektoren pCDH1-MCS1 (Abbildung 27A) 

und pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (Abbildung 27B) der Firma System Biosciences kloniert 

werden.  

            

 
Abbildung 27: Schematische Darstellung der lentivir alen Expressionsvektoren pCDH1-MCS1 
und pCDH1-MCS1-EF1-copGFP, von denen ausgehend alle  anderen im Rahmen dieser Arbeit 
verwendeten Konstrukte generiert wurden. (A) Der pCDH1-MCS1-Vektor wurde im Folgenden für 
verschiedene Anwendungen weiter variiert. (B) Der pCDH1-MCS1-EF1-copGFP wurde wie hier 
abgebildet zur Transduktion und Transgenexpression in BM-DCs verwendet. RSV/5´LTR, chimärer 
RSV Promotor/U5 long terminal repeat von HIV-1; gag, Verpackungssignal; RRE, rev response 
element; cPPT, zentraler Polypurin-Trakt; CMV, human immediate early cytomegalovirus-Promotor; 
MCS, multiple cloning site; EF1a, human elongation factor 1 alpha-Promotor; copGFP, copepod green 
fluorescent protein; WPRE, woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element; 3´∆LTR, 
selbst-inaktivierende 3´LTR mit einer Deletion in der U3 Region; SV40 poly-A, 
Transkriptionsterminations- und Polyadenylierungssignal; SV 40 ORI, Replikationsursprung in 
eukaryotischen Zellen; pUC ORI, Replikationursprung in E. coli; AmpR, Ampicilinresistenz.  
 
 
Die Vektoren unterscheiden sich im Wesentlichen nur auf Ebene des Reportergens. 

Während der pCDH1-MCS1-Vektor keinen Reporter enthält, befindet sich im pCDH1-MCS1-

EF1-copGFP-Vektor zusätzlich die Sequenz des alternativen GFP-Proteins copGFP. 

Demzufolge können Transduktanden mittels FACS ermittelt werden. Der Vorteil des pCDH1-

MCS1-Vektors besteht darin, dass, je nach experimenteller Fragestellung, der Promotor 

ausgetauscht und/oder ein variables Reportergen eingeführt werden kann. Ein solcher 

Austausch ist generell auch bei dem pCDH1-MCS1-EF1-copGFP-Vektor möglich, jedoch ist 

in diesem Fall die Entfernung der Reportergenkassette auf Grund fehlender Schnittstellen 

zwischen dem EF1-Promotor und dem copGFP-Gen deutlich diffiziler. Durch den Austausch 

einzelner Vektorkomponenten können zum Beispiel Konstrukte generiert werden, bei denen 

das Transgen unter der Kontrolle eines DC-spezifischen Promotors zur gezielten Expression 

in BM-DCs steht oder ein zu copGFP alternatives Reportergen für die Ermittlung von 
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Doppeltransduktanden verfügbar ist. Wird der ubiquitär konstitutiv aktive CMV-Promotor 

gegen einen zelltypspezifischen ausgetauscht, ist es erstrebenswert, dass das jeweilige 

Reportergen ebenfalls nur in dieser einen Zellpopulation exprimiert wird. Die einfachste 

Möglichkeit ist hierbei die Kopplung des Reportergens über eine IRES (internal ribosome 

entry site), so dass kein zweiter Promotor (im Fall des vorliegenden pCDH1-MCS1-EF1-

copGFP-Vektors der ubiquitär konstitutiv aktive EF1-Promotor) für die Transkription 

notwendig ist. Die verschiedenen, in der hier vorliegenden Arbeit generierten, Varianten 

werden in den folgenden Abschnitten detaillierter erläutert und experimentell beschrieben. 

Die offenen Leserahmen der Moleküle TGF-β1, IL-1RA, SOCS-1, FcγRIIB, B7-H2 und B7-H3 

lagen zu Beginn der Arbeit bereits als pZero-2-Konstrukte vor. Sie mussten somit nicht zuvor 

mittels PCR aus einem cDNA-Pool amplifiziert werden. In 3´-Orientierung standen bei allen 

pZero-2-Konstrukten die Restriktionsschnittstellen für BamHI, EcoRI, NotI, XbaI und EcoRV 

zur Auswahl.  

Damit eine gerichtete Klonierung der Gene in die genannten Zielvektoren erfolgen konnte, 

musste zunächst eine weitere, in 5´-Orientierung des jeweiligen offenen Leserahmens 

liegende, kompatible Restriktionsschnittstelle in den pZero-2-Konstrukten generiert werden. 

Hierzu wurde in allen Fällen eine vorhandene HindIII-Restriktionsschnittstelle in eine NheI-

Restriktionsschnittstelle umgewandelt. Der Verdau der Konstrukte mit der 

Restriktionsendonuklease HindIII führte zur Generierung zweier freier, überhängender 

Enden. Diese freien Enden wurden nachfolgend unter Verwendung des Enzyms Klenow-

Fragment mit Nukleotiden aufgefüllt, wodurch es zur Entstehung glatter Enden kam. 

Nachfolgend wurden diese glatten Enden religiert und somit, durch die neu entstandene 

Nukleotidsequenz, eine Restriktionsschnittstelle für NheI innerhalb der pZero-2-Vektoren 

generiert. Die Generierung der neuen Restriktionsschnittstelle wurde in allen Fällen durch 

eine Linearisierung des jeweiligen pZero-2-Konstrukts mit der Restriktionsendonuklease 

NheI, die durch eine anschließende elektrophoretische Auftrennung in einem analytischen 

Agarosegel überprüft wurde, kontrolliert (Daten nicht gezeigt). Im Anschluss konnten dann 

die offenen Leserahmen über zwei Enzyme, die jeweils überhängende und zum Zielvektor 

komplementäre Enden bilden, exzisiert und umkloniert werden. In allen Fällen wurde dafür in 

5´-Orientierung des offenen Leserahmens die neu generierte NheI-Restriktionsschnittstelle in 

Kombination mit einer in 3´-Orientierung-liegenden BamHI- (IL-1RA, B7-H2) oder EcoRI-

Restriktionsschnittstelle (TGF-β1, FcγRIIB, SOCS-1, B7-H3) verwendet. Nach der Hydrolyse 

mit den jeweiligen beiden Restriktionsendonukleasen wurden die Restriktionsansätze 

elektrophoretisch in einem 1 %igen TAE-Agarosegel aufgetrennt und die gewünschten 

Fragmente mittels Gelextraktion aufgereinigt. 

Weiterhin standen die Moleküle PirB, PD-L1 und IL-10 als pCI-Konstrukte zur Verfügung. 

Aus den Konstrukten PirB-pCI und PD-L1-pCI wurde der jeweilige offene Leserahmen mittels 
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PCR mit spezifischen Primern amplifiziert. In beiden Fällen wurden durch die jeweils 

verwendeten Primer neue Restriktionsschnittstellen am 5´- und 3´-Ende in die 

Gensequenzen eingeführt, die zur direkten Umklonierung in die Zielvektoren verwendet 

werden konnten. In 5´-Orientierung wurde jeweils eine NheI-Restriktionsschnittstelle in 

Kombination mit einer in 3´-Orientierung-liegenden Bsp119I- (PirB: mPirb-ORFNhe-s und 

mPirb-ORFBsp-as) oder EcoRI-Restriktionsschnittstelle (PD-L1: mPDL1-ORFNhe-s und 

mPDL1-ORFEco-as) verwendet. Der offene Leserahmen des Moleküls IL-10 wurde mit Hilfe 

der Restriktionsendonukleasen NheI und BamHI aus dem Konstrukt IL-10-pCI exzisiert.  

Die Gensequenzen aller anderen im Rahmen der Arbeit verwendeten Moleküle wurden 

mittels PCR mit spezifischen Primern aus verschiedenen cDNA-Pools amplifiziert. Die 

Amplifikation der offenen Leserahmen von IκBα und STAT3 erfolgte aus cDNA von 

unstimulierten und stimulierten BM-DCs, die als Matrize in der PCR im Verhältnis 1:1 

eingesetzt wurden. Da IL-21 von BM-DCs nicht exprimiert wird, wurde als Matrize cDNA aus 

mit stimulierten BM-DCs vorstimulierten T-Zellen verwendet. Für eine nachfolgende 

Umklonierung wurden bei allen Gensequenzen durch die in der PCR eingesetzten Primer 

neue Restriktionsschnittstellen eingefügt. Hierbei wurde erneut eine NheI-

Restriktionsschnittstelle mit einer BamHI- (IκBα: mIkB-ORFNhe-s und mIkB-ORFBam-as), 

einer EcoRI- (STAT3: mStat3-ORFNhe-s und mStat3-ORFEco-as) oder einer Bsp119I-

Restriktionsschnittstelle (IL-21: mIL21-ORFNhe-s und mIL21-ORFBsp-as) kombiniert.  

In allen Fällen konnten durch die in Abschnitt 2.2.12 angegebenen Bedingungen die 

gewünschten PCR-Produkte amplifiziert und durch Agarose-Gelelektrophorese 

nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Alle generierten PCR-Produkte wurden direkt 

im Anschluss an die Amplifikation mit den beiden jeweiligen Restriktionsendonukleasen 

hydrolysiert. Anschließend wurden alle Restriktionsansätze elektrophoretisch in einem 

1 %igen TAE-Agarosegel aufgetrennt und die DNA mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit 

von Qiagen aus dem Agarosegel isoliert. 

Die beiden Zielvektoren pCDH1-MCS1 und pCDH1-MCS1-EF1-copGFP wurden ebenfalls 

jeweils mit den beiden Restriktionsendonukleasen NheI und BamHI, NheI und EcoRI oder 

NheI und Bsp119I hydrolysiert, über ein 1 %iges TAE-Agarosegel elektrophoretisch aufge-

trennt und mittels Gelextraktion aufgereinigt. Auf diese Weise sind linearisierte Vektoren ent-

standen, die überhängende, zu den zu inserierenden DNA-Fragmenten komplementäre 

Enden aufweisen. Für die nachfolgende Ligation wurden linearisierter Vektor und zu 

inserierendes DNA-Fragment in einem molaren Verhältnis von 1:3 bis 1:10 eingesetzt. Die 

verschiedenen Ligationsansätze wurden zur Transformation elektrokompetenter E. coli 

TOP10-Zellen eingesetzt. Eine Selektion der Transformanten erfolgte durch eine plasmid-

kodierte Ampicillinresistenz. Aus den erhaltenen Transformanten wurde die Plasmid-DNA 

mittels Isopropanol-Minipräparation isoliert und in einer Restriktionsanalyse mit den jeweils 
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zur Klonierung verwendeten Restriktionsendonukleasen überprüft. In Tab. 20 sind die in der 

Kontrollrestriktion erwarteten Fragmentlängen der verschiedenen Moleküle sowie die für die 

Klonierung und ebenfalls zur Kontrolle verwendeten Restriktionsschnittstellen angegeben. 

 
Tab. 20:  Fragmentlängen der offenen Leserahmen verschiedener Moleküle, die über die 
angegebenen Restriktionsschnittstellen in die lentiviralen Vektoren pCDH1-MCS1 und pCDH1-MCS1-
EF1-copGFP kloniert wurden 
 

Murines Gen  Fragmentlänge (bp)  Zur K lonierung verwendete 
Restriktionsschnittstellen 

B7-H2 968 NheI, BamHI 
B7-H3 950 NheI, EcoRI 

FcγRIIB 881 NheI, EcoRI 
IκBα 970 NheI, BamHI 
IL-10 450 NheI, BamHI 
IL-21 496 NheI, Bsp119I 

IL-1RA 536 NheI, BamHI 
PD-L1 872 NheI, EcoRI 
PirB 2534 NheI, Bsp119I 

SOCS-1 638 NheI, EcoRI 
STAT3 2312 NheI, EcoRI 
TGF-β1 1172 NheI, EcoRI 

 

Die Restriktionsanalysen zeigten bei allen isolierten pCDH1-MCS1- (Abbildung 28) und 

pCDH1-MCS1-EF1-copGFP-Konstrukten (Abbildung 29) das erwartete Restriktionsmuster. 

Im Rahmen einer Restriktionsanalyse als potentiell richtig detektierte Konstrukte wurden 

anschließend zur eindeutigen Identifizierung im Institut für Rechtsmedizin der Johannes 

Gutenberg- Universität Mainz sequenziert.  

 

 

 

 
 

 
 
Abbildung 28: Restriktionsanalyse der generierten p CDH1-MCS1-Konstrukte. Die verschiedenen 
aus E. coli TOP10-Transformanten isolierten pCDH1-MCS1-Konstrukte wurden mit den jeweils zur 
Klonierung verwendeten Restriktionsendonukleasen hydrolysiert und in einem 1 %igen TAE-
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Bestimmung der Fragmentgrößen erfolgte jeweils mit 
Hilfe des auf der linken Seite angegebenen Größenstandards. Die erwarteten Fragmentgrößen sowie 
die verwendeten Restriktionsschnittstellen sind in Tab. 20 angegeben.  
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Die verschiedenen pCDH1-MCS1-EF1-copGFP-Konstrukte wurden im weiteren Verlauf der 

Arbeit zur lentiviralen in vitro-Transduktion von BM-DCs eingesetzt. Die pCDH1-MCS1-

Konstrukte, welche das copGFP-Reportergen nicht enthalten, wurden im Rahmen dieser 

Arbeit nicht verwendet, stehen aber für spätere in vivo-Experimente zur Verfügung. 

 

 
 
 

 

 

 

 

 
 
Abbildung 29: Restriktionsanalyse der generierten p CDH1-MCS1-EF1-copGFP-Konstrukte. Die 
verschiedenen aus E. coli TOP10-Transformanten isolierten pCDH1-MCS1-EF1-copGFP-Konstrukte 
wurden mit den jeweils zur Klonierung verwendeten Restriktionsendonukleasen hydrolysiert und in 
einem 1 %igen TAE-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Bestimmung der Fragmentgrößen 
erfolgte jeweils mit Hilfe des auf der linken Seite angegebenen Größenstandards. Die erwarteten 
Fragmentgrößen sowie die verwendeten Restriktionsschnittstellen sind in Tab. 20 angegeben. 
 

 

3.3.2 Generierung alternativer lentiviraler Vektore n, die eine DC-

fokussierte Transgenexpression und/oder eine IRES-g ekoppelte 

Reportergenexpression ermöglichen 

 

Da lentivirale Vektoren in der Lage sind, DCs in Folge einer in vivo-Applikation effektiv zu 

transduzieren und stabile antigenspezifische Immunantworten hervorzurufen 398, ist eine DC-

fokussierte Transgenexpression von besonderem experimentellen Interesse. Diese 

transkriptionale Restriktion auf DCs sollte durch den Promotor des Aktinbündelungsproteins 

Fascin erfolgen, der in der Gruppe der hämatopoetischen Zellen einzig in DCs aktiv ist. 

Hierbei korreliert die Aktivität des Promotors mit dem Aktivierungszustand der Zellen 136,138. 

Damit auch das für den Nachweis positiver Transduktanden notwendige Reportergen 
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ebenfalls nur innerhalb einer bestimmten Zellpopulation exprimiert wird, sollte es unter die 

Kontrolle einer IRES gestellt werden. Es handelt sich hierbei um eine spezifische 

Sekundärstruktur der mRNA, die ohne weitere Initiationsfaktoren direkt als Bindungsstelle für 

Proteine des Translationsapparats fungiert. Auf diese Weise kann die Bildung des 

Reporterproteins ohne einen zweiten Promotor erfolgen und ist direkt abhängig von der 

Aktivität des im Vektor vorhandenen Transgen-Promotors. 

Aus den genannten Gründen sollten im Rahmen dieser Arbeit, ausgehend von den 

lentiviralen Vektoren pCDH1-MCS1 und pCDH1-EF1-copGFP, alternative Konstrukte 

generiert werden, bei denen der ubiquitär konstitutiv aktive Promotor CMV, der die 

Expression des Transgens kontrolliert, gegen den DC-spezifischen Fascin-Promotor ersetzt 

wird. In weiteren Varianten sollte außerdem der ubiquitär konstitutiv aktive EF1-Promotor der 

Reportergenkassette durch eine IRES ausgetauscht werden. Damit eine Identifikation von 

Doppeltransduktanden möglich ist, wurden zusätzlich Vektoren generiert, bei denen das 

copGFP-Protein gegen den alternativen Reporter DsRed2 ausgetauscht wurde. 

Zunächst erfolgte die Generierung des Vektors pCDH1-IRES-EGFP (Abbildung 30), bei dem 

das Reportergen EGFP durch eine IRES an die Aktivität des CMV-Promotors gekoppelt ist. 

Hierzu wurde die IRES-EGFP-Kassette mittels PCR amplifiziert, wobei der Vektor pIRES-

EGFP als Matrize verwendet wurde. Durch die beiden in der PCR-Reaktion verwendeten 

spezifischen Primer, IRESEGFP-s und IRESEGFP-as, wurde am 5´-Ende der Gensequenz 

eine BglII- und am 3´-Ende eine SalI-Restriktionsschnittstelle generiert. Die entstandenen 

DNA-Fragmente wurden mit den genannten Restriktionsendonukleasen hydrolysiert und 

über ein 1 %iges TAE-Agarosegel aufgereinigt. Der Zielvektor pCDH1-MCS1 wurde mit den 

Enzymen BamHI und SalI restringiert, deren Erkennungssequenzen nahe am 3´-Ende der 

MCS liegen. Somit bleibt innerhalb des neu generierten Vektors ein Großteil der 

ursprünglichen MCS zur Klonierung von Transgenen erhalten. Da durch die Restriktion mit 

BglII bzw. BamHI überhängende kompatible kohäsive Enden entstanden sind, konnte eine 

gerichtete Ligation der IRES-EGFP-Kassette in den lentiviralen Zielvektor erfolgen.  

 

 
Abbildung 30: Schematische Darstellung des lentivir alen Expressionsvektors pCDH1-MCS1-
IRES-EGFP. In Rechtecken dargestellt sind der CMV- (human immediate early cytomegalovirus) 
Promotor, wobei die Transkriptionsrichtung durch einen Pfeil gekennzeichnet wurde, die IRES 
(internal ribosomal entry side) sowie das gekoppelte Reportergen EGFP (enhanced green fluorescent 
protein). Weiterhin sind die in der MCS (multiple cloning side) des Vektors enthaltenen 
Restriktionsschnittstellen angegeben. 
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Der isolierte murine Fascin-Promotor lag bereits in Form des pFascin-pZero-2-Konstrukts zu 

Beginn der Arbeit vor. Für dessen einseitig gerichtete Klonierung in den lentiviralen Vektor 

pCDH1-MCS1 wurde das pFascin-pZero-2-Plasmid zunächst mit der 

Restriktionsendonuklease BamHI hydrolysiert und das entstandene überhängende Ende 

mittels Klenow-Fragment aufgefüllt. Anschließend erfolgte die Exzision des Fascin-

Promotors (ca. 2600 bp) durch Restriktion des bereits linearisierten Plasmids mit dem Enzym 

NheI. Analog zu dem isolierten DNA-Fragment wurde der Zielvektor zunächst mit dem 

Enzym BcuI verdaut und das entsprechende überhängende Ende mit Hilfe des Klenow-

Fragments geglättet. Nachfolgend wurde durch die Hydrolyse des Vektors mit der 

Restriktionsendonuklease NheI der CMV-Promotor entfernt und ein zum zu inserierenden 

Fascin-Promotor komplementäres überhängendes Ende generiert. Durch die Ligation der 

beiden entsprechend vorbereiteten DNA-Fragmente konnte die Generierung des Vektors 

pFscn-pCDH1-MCS1 (Abbildung 31) stattfinden. 

 

 
Abbildung 31: Schematische Darstellung des lentivir alen Expressionsvektors pFscn-pCDH1-
MCS1. Der Fascin-Promotor ist als Rechteck dargestellt, wobei die Transkriptionsrichtung durch einen 
Pfeil gekennzeichnet wurde. Das vorliegende Konstrukt enthält keinen Reporter zur Ermittlung der 
Transduktionseffizienz. Weiterhin sind die in der MCS (multiple cloning side) des Vektors enthaltenen 
Restriktionsschnittstellen angegeben. 
 
 
Die Ligationsansätze für die Generierung der beiden lentiviralen Vektoren pCDH1-MCS1-

IRES-EGFP und pFscn-pCDH1-MCS1 wurden zur Transformation elektrokompetenter E. coli 

TOP10-Zellen eingesetzt, wobei deren Selektion durch eine plasmidkodierte 

Ampicillinresistenz stattfand. Aus den erhaltenen Transformanten wurde die Plasmid-DNA 

mittels Isopropanol-Minipräparation isoliert. 

Die Kontrolle des pCDH1-MCS1-IRES-EGFP-Vektors erfolgte durch eine Hydrolyse mit den 

Enzymen EcoRI und SalI, deren Erkennungssequenzen sich 5´-bzw. 3´-flankierend zur 

inserierten Expressionskassette befinden. Das dabei entstehende IRES-EGFP-Fragment hat 

eine Länge von 1322 bp (Abbildung 32A). Der Nachweis des Fascin-Promotors erfolgte mit 

der Restriktionsendonuklease XbaI, die an zwei Stellen in der Gensequenz des Promotors 

restringiert, wodurch ein 1419 bp Fragment entsteht (Abbildung 32B). 

Damit bei Verwendung des pFscn-pCDH1-MCS1-Vektors eine Bestimmung der 

Transduktionseffizienz möglich ist, muss ein adäquater Reporter im Plasmid enthalten sein. 

Aus diesem Grund wurde der genannte Vektor mit Anteilen des pCDH1-MCS1-EF1-copGFP-

Vektors fusioniert, um das Expressionsplasmid pFscn-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP zu 

generieren (Abbildung 33). 
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Abbildung 32: Restriktionsanalyse der generierten l entiviralen Expressionsvektoren pCDH1-
MCS1-IRES-EGFP und pFscn-pCDH1-MCS1. (A) Die Kontrolle des pCDH1-MCS1-IRES-EGFP-
Vektors erfolgte durch eine Restriktion mit den Enzymen EcoRI und SalI. (B) Der Nachweis positiver 
pCDH1-MCS1-pFscn-Konstrukte fand durch eine Hydrolyse mit der Restriktionsendonuklease XbaI 
statt. Anschließend wurden die Restriktionsansätze in einem 1 %igen TAE-Agarosegel 
elektrophortisch aufgetrennt. Die Bestimmung der Fragmentgrößen erfolgte jeweils mit Hilfe des auf 
der linken Seite angegebenen Größenstandards.  
 
 
In Vorbereitung auf die nachfolgende Klonierung wurden die beiden Ausgangsvektoren 

pFscn-pCDH1-MCS1 und pCDH1-MCS1-EF1-copGFP mit den Restriktionsendonukleasen 

EcoRI und Acc65I hydrolysiert und über ein 1 %iges TAE-Agarosegel aufgereinigt. Der 

größte Anteil des neuen Konstrukts stammt aus dem pFscn-pCDH1-MCS1-Vektor (8199 bp) 

und enthält alle Elemente bis auf die MCS und das WPRE Fragment. Durch die Wahl der 

beiden angegebenen Restriktionsschnittstellen wurde aus dem pCDH1-MCS1-EF1-copGFP-

Vektor ein 1945 bp langes Fragment isoliert, das die MCS, den EF1-Promotor, das copGFP-

Reportergen und das WPRE Fragment enthält. Die aus dem Gel isolierten DNA-Fragmente 

wiesen überhängende, zueinander komplementäre Enden auf, wodurch eine gerichtete 

Ligation erfolgen konnte. 

 

 
Abbildung 33: Schematische Darstellung des lentivir alen Expressionsvektors pFscn-pCDH1-
MCS1-EF1-copGFP. In Rechtecken dargestellt sind der Fascin- und der EF1- (human elongation 
factor 1 alpha) Promotor, wobei die Transkriptionsrichtung jeweils durch einen Pfeil gekennzeichnet 
wurde, sowie das Reportergen copGFP (copepod green fluorescent protein). Weiterhin sind die in der 
MCS (multiple cloning side) des Vektors enthaltenen Restriktionsschnittstellen angegeben. 
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Auch der pFscn-pCDH1-MCS1-Vektor wurde um das Reportergen EGFP, das über eine 

IRES an die Aktivität des Fascin-Promotors gekoppelt ist, erweitert und somit der pFscn-

pCDH1-MCS1-IRES-EGFP-Vektor (Abbildung 34) generiert. Die einfachste Variante zur 

Erstellung des Vektors pFscn-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP war der Austausch des CMV-

Promotors gegen den Fascin-Promotor in dem bereits zuvor generierten pCDH1-MCS1-

IRES-EGFP-Vektor. Dieser Umbau erfolgte analog zu demjenigen, der im Abschnitt der 

Generierung des pFscn-pCDH1-MCS1-Vektors beschrieben wurde, nur dass das pCDH1-

MCS1-IRES-EGFP-Konstrukt statt dem pCDH1-MCS1-Vektor als Zielplasmid eingesetzt 

wurde. 

 

 
Abbildung 34: Schematische Darstellung des lentivir alen Expressionsvektors pFscn-pCDH1-
MCS1-IRES-EGFP. In Rechtecken dargestellt sind der Fascin-Promotor, wobei die 
Transkriptionsrichtung durch einen Pfeil gekennzeichnet wurde, die IRES (internal ribosomal entry 
side) sowie das gekoppelte Reportergen EGFP (enhanced green fluorescent protein). Weiterhin sind 
die in der MCS (multiple cloning side) des Vektors enthaltenen Restriktionsschnittstellen angegeben. 
 
 
Mit den verschiedenen Ligationsansätzen wurden E. coli TOP10-Zellen elektroporiert. Die 

Selektion potentiell positiver Transformanten erfolgte mittels der plasmidkodierten 

Ampicillinresistenz. Aus diesen wurde dann die Plasmid-DNA mit Hilfe von Isopropanol-

Minipräparationen isoliert. 

Die Kontrolle der beiden Vektoren pFscn-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP und pFscn-pCDH1-

MCS1-IRES-EGFP erfolgte jeweils durch eine Hydrolyse mit der Restriktionsendonuklease 

ApaI. Restriktionsschnittstellen für dieses Enzym befinden sich in den Sequenzen des 

Fascin-Promotors, des copGFP-Reportergens sowie der der IRES-EGFP-Kassette. Im Fall 

des pFscn-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP-Vektors (Abbildung 35A) entsteht durch die 

Restriktion ein Fragment mit einer Länge von 2287 bp und im Fall des pFscn-pCDH1-MCS1-

IRES-EGFP-Vektors (Abbildung 35B) ein 1220 bp langes Fragment. 

Damit neben dem copGFP-Protein ein alternativer Reporter für die Ermittlung von 

Doppeltransduktanden zur Verfügung steht, wurde der pCDH1-MCS1-Vektor um eine EF1-

DsRed2- (red fluorescent protein) Kassette erweitert und der lentivirale Vektor pCDH1-

MCS1-EF1-DsRed2 (Abbildung 36) generiert. Es handelt sich hier um ein Konstrukt, bei dem 

die Expression des DsRed2-Gens durch den ubiquitär konstitutiv aktiven EF1-Promotor 

kontrolliert wird. 
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Abbildung 35: Restriktionsanalyse der generierten l entiviralen Expressionsvektoren pFscn-
pCDH1-MCS1-EF1-copGFP und pFscn-pCDH1-MCS1-IRES-EGF P. Die Kontrolle des (A) pFscn-
pCDH1-MCS1-EF1-copGFP-Vektors sowie die des (B) pFscn-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP-Vektors 
erfolgte jeweils durch eine Hydrolyse mit der Restriktionsendonuklease ApaI. Anschließend wurden 
die Restriktionsansätze in einem 1 %igen TAE-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die 
Bestimmung der Fragmentgrößen erfolgte jeweils mit Hilfe des auf der linken Seite angegebenen 
Größenstandards. 
 
 
Für die Generierung dieses Vektors wurde zunächst die EF1-DsRed2-Kassette mit den 

spezifischen Primern EF1α-s-BamHI und DsRED-as-Bglll im Rahmen einer PCR amplifiziert. 

Als Matrize wurde in dieser Reaktion der Vektor pDsRed2-N1-EF1 eingesetzt, der 

freundlicherweise von Frau Dipl.-Biol. Yvonne Höhn, klinische Forschergruppe Allergie, zur 

Verfügung gestellt wurde. Mit Hilfe der angegebenen Primer wurde am 5´-Ende der 

Gensequenz eine BamHI- und am 3´-Ende eine BglII-Restriktionsschnittstelle generiert. Die 

Produkte der PCR-Reaktion wurden direkt im Anschluss mit den entsprechenden 

Restriktionsendonukleasen hydrolysiert und über ein 1 %iges TAE-Agarosegel aufgereinigt. 

Der Zielvektor pCDH1-MCS1 wurde mit dem Enzym BamHI restringiert und nachfolgend zur 

Vermeidung einer Religation dephosphoryliert. Da durch die Restriktion mit dem Enzym BgIII 

ein überhängendes Ende entstanden ist, das zu dem durch das Enzym BamHI generierten 

kompatibel ist, fand eine gerichtete Ligation der EF1-DsRed2-Kassette in den lentiviralen 

Zielvektor statt. 
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Abbildung 36: Schematische Darstellung des lentivir alen Expressionsvektors pCDH1-MCS1-
EF1-DsRed2. In Rechtecken dargestellt sind der CMV- (human immediate early cytomegalovirus) und 
der EF1- (human elongation factor 1 alpha) Promotor, wobei die Transkriptionsrichtung jeweils durch 
einen Pfeil gekennzeichnet wurde, sowie das Reportergen DsRed2 (red fluorescent protein). 
Weiterhin sind die in der MCS (multiple cloning side) des Vektors enthaltenen 
Restriktionsschnittstellen angegeben. 
 
 
Die lentiviralen Vektoren pCDH1-MCS1-IRES-DsRed2 (Abbildung 37A) und pFscn-pCHDH1-

MCS1-EF1-DsRed2 (Abbildung 37B) wurden analog zum pCDH1-MCS1-EF1-DsRed2-

Vektor generiert. Die IRES-DsRed2-Kassette wurde mit den Primern IRESEGFP-s und 

DsRED-as-Bglll in einer PCR-Reaktion amplifiziert, wobei der ebenfalls von Frau Dipl.-Biol. 

Yvonne Höhn zur Verfügung gestellte Vektor pDsRed2-N1-IRES als Matrize eingesetzt 

wurde. Auch bei diesem DNA-Fragment wurde durch die eingesetzten Primer am 5´-Ende 

der Sequenz eine BamHI- und am 3´-Ende eine BglII-Restriktionsschnittstelle eingeführt. 

Nach der Restriktion der PCR-Produkte mit den beiden genannten Enzymen wurden diese 

über ein 1 %iges TAE-Agarosegel aufgereinigt Die beiden Zielvektoren pCDH1-MCS1 und 

pFscn-pCDH1-MCS1 wurden mit der Restriktionsendonuklease BamHI hydrolysiert und im 

Anschluss zur Unterbindung ungewünschter Religationsereignisse dephosphoryliert. In 

beiden Fällen war die Ligation auf Grund der ausgewählten Restriktionsschnittstellen 

ungerichtet. 

 

 

 
Abbildung 37: Schematische Darstellung der lentivir alen Expressionsvektoren pCDH1-MCS1-
IRES-DsRed2 und pFscn-pCDH1-MCS1-IRES-DsRed2. In Rechtecken dargestellt sind der CMV- 
(human immediate early cytomegalovirus) und der Fascin-Promotor, wobei die Transkriptionsrichtung 
jeweils durch einen Pfeil gekennzeichnet wurde, sowie das Reportergen DsRed2 (red fluorescent 
protein). Weiterhin sind die in der MCS (multiple cloning side) des Vektors enthaltenen 
Restriktionsschnittstellen angegeben. 
 
 
Alle Ligationsansätze wurden für die Transformation elektrokompetenter E. coli TOP10-

Zellen verwendet. Eine Selektion der Transformanten erfolgte bei allen drei Vektoren mittels 

einer plasmidkodierten Ampicillinresistenz. Die Plasmid-DNA wurde aus den Transformanten 

durch eine Isopropanol-Minipräparation isoliert. 

A 

B 
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Zwischen der IRES bzw. dem EF1-Promotor und dem Reporter DsRed2 befindet sich eine 

Restriktionsschnittstelle für das Enzym BshTI, welche zur Kontrolle der isolierten Plasmide 

verwendet wurde. Hierfür wurden potentiell positive pCDH1-MCS1-EF1-DsRed2- und pFscn-

pCDH1-MCS1-IRES-DsRed2-Konstrukte mit den beiden Restriktionsendonukleasen BshTI 

und NotI hydrolysiert, wodurch jeweils das 684 bp große DsRed2-Fragment entsteht. Im 

Gegensatz dazu wurde der pCDH1-MCS1-IRES-DsRed2-Vektor zur Kontrolle mit den 

beiden Enzymen BamHI und NotI restringiert, wobei das IRES-DsRed2-Fragment mit einer 

Größe von 12464 bp entsteht. Mit Hilfe der durchgeführten Restriktionsanalysen konnten für 

alle zu generierenden lentiviralen Expressionskonstrukte potentiell positive Plasmide 

identifiziert werden (Abbildung 38). Diese Plasmide wurden anschließend durch 

Sequenzierungen im Institut für Rechtsmedizin der Johannes Gutenberg-Universität Mainz 

verifiziert. 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

                                                                             
 

Abbildung 38: Restriktionsanalyse der generierten l entiviralen Expressionsvektoren pCDH1-
MCS1-EF1-DsRed2, pCDH1-MCS1-IRES-DsRed2 und pFscn-p CDH1-MCS1-IRES-DsRed2.  Die 
Kontrolle des (A) pCDH1-MCS1-EF1-DsRed2- und des (C) pFscn-pCDH1-MCS1-IRES-DsRed2-
Vektors erfolgte jeweils durch eine Hydrolyse mit den Restriktionsendonukleasen BshTI und NotI. Der 
(B) pCDH1-MCS1-IRES-DsRed2-Vektors wurde mit Hilfe der Enzyme BamHI und NotI kontrolliert. 
Anschließend wurden die Restriktionsansätze in einem 1 %igen TAE-Agarosegel elektrophoretisch 
aufgetrennt. Die Bestimmung der Fragmentgrößen erfolgte jeweils mit Hilfe des angegebenen 
Größenstandards. 
 
 
Die Vektoren pCDH1-MCS1-IRES-EGFP, pFscn-pCDH1-MCS1, pFscn-pCDH1-MCS1-EF1-

copGFP und pFscn-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP wurden im folgenden zur Klonierung der 

verschiedenen in Abschnitt 3.3.1 angegebenen Transgene verwendet. 
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3.3.3 Generierung lentiviraler Konstrukte zur DC-fo kussierten 

Transgenexpression und/oder IRES-gekoppelter Report ergen-

expression 

 

Die vier lentiviralen Expressionsvektoren pCDH1-MCS1-IRES-EGFP, pFscn-pCDH1-MCS1, 

pFscn-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP und pFscn-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP, die im Rahmen 

der vorliegenden Arbeit generiert wurden (Abschnitt 3.3.2), wurden analog zu den 

kommerziell erworbenen Vektoren pCDH1-MCS1 und pCDH1-MCS1-EF1-copGFP 

(Abschnitt 3.3.1) für die Klonierung der offenen Leserahmen potentiell tolerogener Moleküle 

verwendet. Auf diese Weise ist es möglich, die Transgen- und/oder die 

Reportergenexpression auf die DC-Population zu restringieren. Je nach experimenteller 

Fragestellung (zum Beispiel in vitro- oder in vivo-Transduktion) kann somit der am besten 

geeignete Satz an Expressionsvektoren ausgewählt werden. 

Die Generierung der verschiedenen pFscn-pCDH1-MCS1-Konstrukte (Abbildung 40) fand für 

alle Gene analog zur Generierung der pCDH1-MCS1- bzw. der pCDH1-MCS1-EF1-copGFP-

Konstrukte (Abschnitt 3.3.1) statt. So erfolgte die Amplifikation von Genfragmenten mit den 

gleichen Primern und die Klonierungen fand in allen Fällen unter Verwendung der bereits 

zuvor angegebenen Restriktionsschnittstellen statt. Zusammengefasst sind diese Angaben in 

Tabelle 21.  

 

Tab. 21:  Fragmentlänge der offenen Leserahmen verschiedener Moleküle, die über die angegebenen 
Restriktionsschnittstellen in die lentiviralen Vektoren pFscn-pCDH1-MCS1, pFscn-pCDH1-MCS-EF1-
copGFP, pCDH1-MCS1-IRES-EGFP und pFscn-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP kloniert wurden 
 

Murines 
Gen 

Fragment -
länge (bp) 

Zur K lonierung in die nachstehenden Vektoren verwendete 
Restriktionsschnittstellen 

  pFscn-
pCDH1-
MCS1 

pFscn-pCDH1-
MCS-EF1-copGFP 

pCDH1-MCS1-IRES-EGFP, 

pFscn-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP 

B7-H2 968 NheI, BamHI NheI, BamHI NheI, EcoRI 
B7-H3 950 NheI, EcoRI NheI, EcoRI NheI, EcoRI 

FcγRIIB 881 NheI, EcoRI NheI, EcoRI NheI, EcoRI 
IκBα 970 NheI, BamHI NheI, BamHI NheI, Bsp119I 
IL-10 450 NheI, BamHI NheI, Bsp119I NheI, Bsp119I 
IL-21 496 NheI, Bsp119I NheI, Bsp119I NheI, Bsp119I 

IL-1RA 536 NheI, BamHI NheI, EcoRI NheI, EcoRI 
PD-L1 872 NheI, EcoRI NheI, EcoRI NheI, EcoRI 
PirB 2534 NheI, Bsp119I NheI, Bsp119I NheI, Bsp119I 

SOCS-1 638 NheI, EcoRI NheI, EcoRI NheI, EcoRI 
STAT3 2312 NheI, EcoRI NheI, EcoRI NheI, EcoRI 
TGF-β1 1172 NheI, EcoRI NheI, EcoRI NheI, EcoRI 

 
 
Auch die Herstellung der pFscn-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP-Konstrukte (Abbildung 40) fand 

zum Großteil entsprechend der bereits zuvor beschriebenen Strategie unter Verwendung der 

gleichen Primer und Restriktionsendonukleasen statt. Jedoch wurde dazu der offene 
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Leserahmen des Moleküls IL-10 nicht aus dem Konstrukt IL-10-pCI exzisiert, sondern mit 

Hilfe der spezifischen Primer mIL10-ORFNhe-s und mIL10-ORFBsp-as in einer PCR-

Reaktion amplifiziert. Auf diese Weise wurde am 5´-Ende eine NheI- und am 3´-Ende eine 

Bsp119I-Restriktionsschnittstelle in die Gensequenz eingeführt. 

Direkt nach der Amplifikation erfolgte die Restriktion der entstandenen DNA-Fragmente mit 

Hilfe der beiden entsprechenden Enzyme. Die Isolierung des offenen Leserahmens von IL-

1RA aus dem Konstrukt IL-1RA-pZero-2 wurde mit den Restriktionsendonukleasen NheI und 

EcoRI durchgeführt und nicht wie für die vorherigen Konstrukte beschrieben mit NheI und 

BamHI. 

 
 
 
 

 

 

              

 
Abbildung 39: Restriktionsanalyse der generierten p Fscn-pCDH1-MCS1-Konstrukte. Die 
verschiedenen aus E. coli TOP10-Transformanten isolierten pFscn-pCDH1-MCS1-Konstrukte wurden 
mit den jeweils zur Klonierung verwendeten Restriktionsendonukleasen hydrolysiert und in einem 
1 %igen TAE-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Bestimmung der Fragmentgrößen 
erfolgte in beiden Fällen mit Hilfe des auf der linken Seite angegebenen Größenstandards. Die 
erwarteten Fragmentgrößen sowie die verwendeten Restriktionsschnittstellen sind in Tabelle 21 
angegeben. 
 
 
Da sich innerhalb der IRES-EGFP-Expressionskassette eine BamHI-Restriktionsschnittstelle 

befindet, konnte dieses Enzym nicht für die Generierung überhängender Enden zur 

nachfolgenden Ligation mit den Zielvektoren pCDH1-MCS1-IRES-EGFP und pFscn-pCDH1-

MCS1-IRES-EGFP verwendet werden. Soweit möglich, erfolgte die Generierung der 

verschiedenen Konstrukte (Abbildung 41) analog zu dem im (Abschnitt 1.3.1) beschriebenen 

Vorgehen. Jedoch fand bei den Konstrukten B7-H2-pZero-2 und IL-1RA-pZero-2 die 

Exzision des jeweiligen offenen Leserahmens unter Verwendung der Enzymkombination 

NheI und EcoRI statt, so dass am 3´-Ende eine zu BamHI alternative Restriktionsschnittstelle 

zur Klonierung in die beiden Zielvektoren verwendet werden konnte. Weiterhin abweichend 
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wurde die Amplifikation des offenen Leserahmen von IκBα mit einem alternativen Primer 

(mIkB-ORFNhe-s und mIkB-ORFBsp-as) durchgeführt, sodass am 3´-Ende der 

Gensequenzen keine BamHI- sondern eine Bsp119I-Restriktionsschnittstelle eingeführt 

wurde. Damit die Generierung von IL-10-Expressionskonstrukten ohne die Verwendung der 

BamHI-Restriktionsschnittstelle erfolgen konnte, war es notwendig, die Gensequenz dieses 

Moleküls mittels der spezifischen Primer mIL10-ORFNhe-s und mIL10-ORFBsp-as in einer 

PCR-Reaktion zu amplifizieren. 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

              
 

Abbildung 40: Restriktionsanalyse der generierten p Fscn-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP-
Konstrukte. Die verschiedenen aus E. coli TOP10-Transformanten isolierten pFscn-pCDH1-MCS1-
EF1-copGFP-Konstrukte wurden mit den jeweils zur Klonierung verwendeten Restriktionsendo-
nukleasen hydrolysiert und in einem 1 %igen TAE-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die 
Bestimmung der Fragmentgrößen erfolgte in beiden Fällen mit Hilfe des auf der linken Seite 
angegebenen Größenstandards. Die erwarteten Fragmentgrößen sowie die verwendeten 
Restriktionsschnittstellen sind in Tabelle 21 angegeben. 
 
 
In allen Fällen wurden die verschiedenen DNA-Fragmente direkt im Anschluss an die PCR-

Reaktion mit den jeweils entsprechenden Enzymen restringiert und nachfolgend über ein 

1 %iges TAE-Agarosegel aufgereinigt. 

Die vier Zielvektoren pCDH1-MCS1-IRES-EGFP, pFscn-pCDH1-MCS1, pFscn-pCDH1-

MCS1-EF1-copGFP und pFscn-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP wurden ebenfalls jeweils mit den 

beiden Restriktionsendonukleasen NheI und BamHI, NheI und EcoRI oder NheI und Bsp119I 

hydrolysiert, über ein 1 %iges TAE-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und mittels 

Gelextraktion aufgereinigt. 
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Abbildung 41: Restriktionsanalyse der generierten p CDH1-MCS1-IRES-EGFP- und pFscn-
pCDH1-MCS1-IRES-EGFP-Konstrukte. Die verschiedenen aus E. coli TOP10-Transformanten 
isolierten (A) pCDH1-MCS1-IRES-EGFP- und (B) pFscn-pCDH1-MCS1-IRES-EGFP-Konstrukte 
wurden mit den jeweils zur Klonierung verwendeten Restriktionendonukleasen hydrolysiert und in 
einem 1 %igen TAE-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Bestimmung der Fragmentgrößen 
erfolgte jeweils mit Hilfe des auf der linken Seite angegebenen Größenstandards. In (B) ist zur 
Orientierung die 3000 bp Bande angegeben und in (C) die 1000 bp Bande. Die erwarteten 
Fragmentgrößen sowie die verwendeten Restriktionsschnittstellen sind in Tabelle 19 angegeben. 
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Die auf diese Weise linearisierten Vektoren wurden in der nachfolgenden Ligation mit dem 

zu inserierenden DNA-Fragment in einem molaren Verhältnis von 1:3 bis 1:10 eingesetzt. Mit 

diesen Ligationsansätzen wurden dann E. coli TOP10-Zellen elektroporiert, wobei die 

Selektion der Transformanten mittels der plasmidkodierten Ampicillinresistenz stattfand. Aus 

diesen wurde dann die Plasmid-DNA isoliert und in einer Restriktionsanalyse mit den jeweils 

zur Klonierung verwendeten Restriktionsendonukleasen überprüft. Diese sind, ebenso wie 

die erwarteten Fragmentlängen, in Tabelle 21 angegeben. 

Bei allen isolierten Plasmiden zeigten die durchgeführten Restriktionsanalysen die jeweils 

erwarteten Fragmentmuster (Abbildung 39, Abbildung 40, Abbildung 41). Die definitive 

Identifizierung positiver Plasmide erfolgte durch anschließende Sequenzierungen im Institut 

für Rechtsmedizin der Johannes Gutenberg-Universität Mainz. 

 

 

3.3.4 Sowohl der DC-spezifische Fascin-Promotor, al s auch der 

alternative Reporter DsRed2 stellen geeignete Kompo nenten 

lentiviraler Expressionsvektoren dar 

 

In früheren Studien wurde bereits gezeigt, dass ein 2,5 kb langer 5´-flankierender 

Sequenzabschnitt des ersten Exons des murinen Fascin-Gens als Promotor mit Spezifität für 

ausreifende und reife DCs agiert und so die Transgenexpression von DNA-Vakzinen nach 

einem biolistischen Transfer in vivo ermöglicht 376. Im Hinblick auf eine Applikation lentiviraler 

Partikel, die in vivo eine DC-spezifische Expression des Transgens gewähren, wurde das 

Potential des murinen Fascin-Promotors im lentiviralen Kontext eruiert. Hierzu wurde als 

Modelltransgen das antiinflammatorische Zytokin IL-10 ausgewählt, welches sowohl auf DCs 

als auch auf interagierende T-Zellen ausgeprägte Toleranz-induzierende Auswirkungen 

hat 313.  

Die lentivirale Transduktion von BM-DCs mit den beiden für IL-10 kodierenden lentiviralen 

Expressionskonstrukten IL10-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP und pFscn-IL10-pCDH1-MCS1-

EF1-copGFP, bei denen das Transgen unter der Kontrolle des ubiquitär konstitutiv aktiven 

CMV-Promotors bzw. des DC-spezifischen Fascin-Promotors steht, führte jeweils zu einer 

vergleichbar hohen Rate copGFP-positiver Zellen (Abbildung 42). Diese entsprachen in 

beiden Fällen den für Leervektor transduzierte DCs ermittelten Transduktionseffizienzen 

(Abschnitt 3.2.1, Abbildung 18).  
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       Mock-DC                 pFscn-IL10-pCDH1-           IL10-pCDH1-MCS1-EF1- 
            MCS1-EF1-copGFP-DC       copGFP 

              

              
 
 

Abbildung 42: Unabhängig vom verwendeten IL-10-kodi erenden lentiviralen Expressions-
konstrukt findet ein zu LV-DCs vergleichbarer effiz ienter Gentransfer in murine BM-DCs statt. 
Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu 
myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Kultur entweder pseudo-
transduziert (Mock-DC) oder dem Konstrukt IL10-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP oder dem Konstrukt 
pFscn-IL10-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP lentiviral transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an 
Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. An Tag 9 wurde die Transduktionseffizienz mittels FACS-Analyse des 
copGFP-Proteins bestimmt. Die Graphiken sind repräsentativ für drei voneinander unabhängige 
Experimente. 
 
 
Die Überprüfung der Funktionalität des Fascin-Promotors erfolgte durch Bestimmung der 

Menge an IL-10 im Kulturüberstand entsprechend transduzierter DCs. Im Vergleich zu LV-

DCs vermittelte der Fascin-Promotor in beiden Aktivierungszuständen eine signifikant 

erhöhte IL-10 Produktion, wobei die Stimulierung mit LPS keinen Einfluss auf die gebildete 

Menge dieses Zytokins hat (Abbildung 43). Wie erwartet aktiviert der starke virale CMV-

Promotor die IL-10 Produktion wesentlich effizienter als der zelluläre Fascin-Promotor. Ein 

weiterer Unterschied zwischen diesen beiden Promotoren ist die, wenn auch nicht 

signifikante, Steigerung der Aktivität des CMV-Promotors nach einer Stimulierung der 

betreffenden Zellen mit LPS. 

Ein interessanter Aspekt der durchgeführten ELISA-Analysen ist die robuste Aktivität des 

Fascin-Promotors in unstimulierten Transduktanden, die sich durch eine Stimulierung der 

Zellen mit LPS nicht weiter steigern lässt. In vorherigen Studien wurde belegt, dass die 

Expression des Aktinbündelungsproteins Fascin in DCs mit deren Aktivierungszustand 

copGFP 
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S
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korreliert. Zusammengefasst mit einem innerhalb der hämatopoetischen Zelltypen exklusiv 

auf DCs limitierten Expressionsmuster kann das Protein Fascin als Maturierungsmarker für 

murine 136 und humane 138 DC-Studien bezeichnet werden. Da also der Promotor des 

Maturierungsmarkers Fascin in unstimulierten transduzierten DCs aktiv ist, kann dieses 

Resultat als weiterer Hinweis darauf gewertet werden, dass durch den mit der lentiviralen 

Transduktion verbundenen physikalischen Stress eine partielle Aktivierung muriner DCs 

ausgelöst wird (Abschnitt 3.2). 
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Abbildung 43: Der DC-spezifische Fascin-Promotor er möglicht eine effiziente Transgen-
expression lentiviraler Konstrukte. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und 
mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der 
Kultur mit den Vektoren pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC), IL10-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP oder 
IL10-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP lentiviral transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 
mit 1 µg/ml LPS für 24 h. An Tag 9 wurden die Kulturüberstände geerntet und der Gehalt von IL-10 
mittels ELISA bestimmt. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 3 
Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen 
IL10-pCDH1-MCS-EF1-copGFP- bzw. pFscn-IL10-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP-DCs und LV-DCs (+) 
und zwischen IL10-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP- und pFscn-IL10-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP-DCs 
(#) sowie zwischen stimulierten und unstimulierten DCs (*) sind angegeben (++,## p<0,01; 
***,+++ p<0,001). 
 
 
Die Eignung des Proteins DsRed2 als alternativer Reporter im lentiviralen Kontext wurde 

mittels FACS-Analysen überprüft. Hierzu wurden unstimulierte BM-DCs entweder pseudo-

transduziert (Mock-DC) oder mit dem Konstrukt pCDH1-MCS1-EF1-DsRed2 lentiviral 

transduziert (Abbildung 44).  

Es zeigte sich, dass auch mit diesem Reporter positive BM-DC Transduktanden eindeutig 

identifiziert werden können, wobei die ermittelte Transduktionseffizienz ungefähr derjenigen 

von pCDH1-MCS1-EF1-copGFP tranzduzierten DCs entsprach (Abschnitt 3.2.1, Abbildung 

18). Allerdings ist die mittlere Fluoreszenzintensität von DCs infolge einer Transduktion mit 

einem DsRed2-Reportergen geringer als bei Verwendung des copGFP-Reportergens. Der 

pCDH1-MCS1-EF1-copGFP-Vektor stellt das kommerziell erwerbbare Pendant des hier 



3   Ergebnisse 

140 
 

getesteten pCDH1-MCS1-EF1-DsRed2-Konstrukts dar, wobei sich beide Vektoren lediglich 

in ihrem Reportergen unterscheiden. 

 

     Mock-DC     pCDH1-MCS1-EF1-DsRed2 

                  
 

Abbildung 44: Das Protein DsRed2 ist ein geeigneter  alternativer Reporter im lentiviralen 
Kontext. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage 
zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Kultur entweder pseudo-
transduziert (Mock-DC) oder mit dem Konstrukt pCDH1-MCS1-EF1-DsRed2 lentiviral transduziert. Die 
Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. An Tag 9 wurde die 
Transduktionseffizienz mittels FACS-Analyse des DsRed2-Proteins bestimmt. Die Graphiken sind 
repräsentativ für drei voneinander unabhängige Experimente. 
 

 

 

3.4 Die Überexpression Oberflächen-gebundener Molek üle führt zu 

einer moderaten funktionellen Veränderung muriner B M-DCs 

 

Das Grundkonzept der vorliegenden Arbeit beruht auf der genetischen Modifikation der 

Expression von toleranzassoziierten Schlüsselmolekülen in murinen BM-DCs. Potentielle 

Kandidatenmoleküle wurden zunächst, wie in Abschnitt 3.1 beschrieben, durch die 

phänotypische Analyse von DEX-APCs und durch intensive Literaturrecherchen identifiziert. 

Die entsprechenden offenen Leserahmen dieser Kandidatengene wurden in lentivirale 

Expressionsvektoren kloniert (Abschnitt 3.3). Fünf dieser Moleküle sind 

oberflächengebundenen. Unter ihnen befinden sich PD-L1 (B7-H1), B7-H2 und B7-H3, die 

alle der B7-Familie koregulatorischer Liganden angehören. Weiterhin wurden die potentiell 

inhibitorischen Oberflächenrezeptoren PirB und FcγRIIB für eine Überexpression in DCs 

ausgewählt. 
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3.4.1 Die transgenvermittelte exogene Expression vo n Oberflächen-

molekülen erhöht die jeweilige Gesamt-mRNA-Menge in  

entsprechend transduzierten DCs  

 

Die wie in Abschnitt 3.3.1 beschrieben generierten Expressionskonstrukte PDL1-, B7H2-, 

B7H3-, FcγRIIB- oder Pirb-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP wurden nachfolgend für die 

lentivirale Transduktion von BM-DCs verwendet. Die Ermittlung positiver Transduktanden 

erfolgte mittels FACS-Analyse des copGFP-Proteins. Unabhängig von Größe und Sequenz 

des kodierten Transgens, erfolgte für alle Plasmide ein effizienter Transfer in DCs (Abbildung 

45, Abbildung 46). In allen Fällen lagen die Transduktionseffizienzen sowohl im 

unstimulierten als auch im LPS-stimulierten Zustand bei über 90 % und befanden sich somit 

auf einem zu LV-DCs vergleichbaren Niveau. 

 

    Mock-DC         LV-DC     FcgRIIB-DC        Pirb-DC  

    

    

 

Abbildung 45: Unabhängig vom Transgen werden die fü r Oberflächenmoleküle kodierenden 
Expressionsvektoren effizient in BM-DCs transferier t. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 
Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 
wurden Aliquote der Kultur entweder pseudo-transduziert (Mock-DC), mit dem Vektor pCDH1-EF1-
copGFP (LV-DC) oder mit den Konstrukten FcγRIIB- (FcgRIIB-DC), PirB- (Pirb-DC), PDL1-pCDH1-
MCS1-EF1-copGFP (PDL1-DC) lentiviral transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 
1 µg/ml LPS für 24 h. An Tag 9 wurde die Transduktionseffizienz in unstimulierten (jeweils obere 
Reihe) sowie LPS-stimulierten (jeweils untere Reihe) DC-Populationen mittels FACS-Analyse des 
copGFP-Proteins bestimmt. Die Graphiken sind repräsentativ für 3-6 voneinander unabhängige 
Experimente. 
 
 
Eine Analyse der Transgenexpression in PDL1-, B7H2-, B7H3-, FcgRIIB- und Pirb-DCs 

erfolgte zunächst auf mRNA-Ebene. Gleichzeitig wurde bei diesem Nachweisverfahren nicht 

nur die exogene, das heißt transgenvermittelte, sondern auch die jeweilige endogene 
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Genexpression eruiert. Dies ist vor allem deshalb von Interesse, da für zahlreiche Gene 

bekannt ist, dass sie ihre Expression autoregulieren. 

 

           PDL1-DC             B7H2-DC            B7H3-DC 

      

                

 

Abbildung 46: Unabhängig vom Transgen werden alle f ür B7-Oberflächenmoleküle 
kodierenden Expressionsvektoren effizient in BM-DCs  transferiert. Knochenmarkszellen wurden 
aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An 
Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Kultur entweder pseudo-transduziert (Mock-DC), mit dem Vektor 
pCDH1-EF1-copGFP (LV-DC) (vergleiche Abbildung 45) oder mit den Konstrukten PDL1- (PDL1-DC), 
B7H2- (B7H2-DC) oder B7H3-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (B7H3-DC) lentiviral transduziert. Die 
Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. An Tag 9 wurde die 
Transduktionseffizienz in unstimulierten (jeweils obere Reihe) sowie LPS-stimulierten (jeweils untere 
Reihe) DC-Populationen mittels FACS-Analyse des copGFP-Proteins bestimmt. Die Graphiken sind 
repräsentativ für 3-6 voneinander unabhängige Experimente. 
 
 
Der Nachweis beider Expressionsformen erfolgte mit dem identischen sense Primer, der, je 

nach Bedarf, mit einem in der 3´-untranslatierten Region bindenden antisense Primer 

(endogene Expression) oder einem im EF1-Promotorbereich bindenden antisense Primer 

(exogene Expression) kombiniert wurde (Abbildung 47). 

Infolge eines lentiviralen Transfers werden die Transgene PD-L1 (Abbildung 48A), B7-H2 

(Abbildung 48B), B7-H3 (Abbildung 48C), FcγRIIB (Abbildung 49A) und PirB (Abbildung 49B) 

in den entsprechenden unstimulierten und stimulierten BM-DC-Populationen auf 

vergleichbarem Niveau exprimiert. Die exogene mRNA-Expression von PD-L1, B7-H2, B7-

H3 sowie FcγRIIB hat in entsprechend transduzierten BM-DCs keinen Einfluss auf die 

jeweilige endogenen mRNA-Expression.  

Im Gegensatz dazu wird die endogene PirB mRNA-Menge durch eine exogene mRNA-

Expression moduliert (Abbildung 49B). Im Vergleich zu LV-DCs resultiert die 

transgenvermittelte PirB Expression in unstimulierten Pirb-DCs in einer geringfügen, aber 
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statistisch signifikanten Erhöhung der endogenen Transkription. Dieses Phänomen tritt nach 

der Aktivierung der Zellen mit LPS nicht auf, hier ist die endogene PirB Expression in LV-

DCs und Pirb-DCs vergleichbar stark. 

 

                           
 

                                                         
Abbildung 47: Schematische Darstellung der getrennt en Analyse der endogenen und exogenen 
mRNA-Expression lentiviral in BM-DCs tranferierter Transgene. Die jeweilige Primerkombination 
zur Bestimmung der endogenen bzw. exogenen mRNA-Expression unterscheidet sich im 
verwendeten antisense Primer, der entweder im 3´-UTR oder im EF1-Promotorbereich bindet. Der 
sense Primer bindet jeweils im ORF des betreffenden Transgens. UTR, untranslated region; ORF, 
open reading frame; PEF1, human elongation factor 1 alpha Promotor; copGFP, copepod green 
fluorescent protein; (A)n, Polyadenylierung.  
 
 
Die Gesamtmenge an PD-L1 (Abbildung 48D), B7-H2 (Abbildung 48E), B7-H3 (Abbildung 

48E), FcγRIIB (Abbildung 49C) mRNA ist in den entsprechenden unstimulierten und 

stimulierten BM-DC-Populationen durch die jeweils zusätzliche exogene mRNA-Expression 

signifikant gegenüber LV-DCs erhöht. Die effektivste transgenvermittelte Überexpression 

wurde dabei für die Moleküle B7-H2 und B7-H3 detektiert, gefolgt von PD-L1 und 

abschließend von FcγRIIB. 

Infolge einer Stimulierung mit LPS nimmt die B7-H3 Gesamt-mRNA-Expression in LV-DCs 

signifikant ab. Diese maturierungsassoziierte Regulation der Genexpression tritt in 

stimulierten B7H3-DCs nicht auf; hier wurde kein statistisch signifikanter Unterschied 

zwischen der B7-H3 mRNA-Expression in unstimulierten und stimulierten B7H3-DCs 

detektiert. In FcgRIIB-DCs findet im Gegensatz zu LV-DCs in Reaktion auf eine Stimulierung 

keine signifikante Aufregulation der FcγRIIB Gesamt-mRNA-Expression statt. 
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Abbildung 48: Die exogene Expression von PD-L1, B7- H2 und B7-H3 resultiert in einem 
deutlichen Anstieg der jeweiligen Gesamt-mRNA-Menge . Knochenmarkszellen wurden aus 
C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An 
Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-
DC) oder mit den Konstrukten (A, D) PDL1- (PDL1-DC), (B, E) B7H2- (B7H2-DC) oder (C, F) B7H3-
pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (B7H3-DC) lentiviral transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an 
Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die endogene, exogene und Gesamt-mRNA-Expression wurden mit 
Hilfe der quantitativen Real-time-PCR bestimmt. (A, B, C) Die relative endo- und exogene mRNA-
Expression ist als prozentualer Anteil der Expression des Haushaltsgen Ubiquitin C (UBC) 
angegeben. Die Distinktion der endo- und exogene mRNA-Expression erfolgte durch die Verwendung 
unterschiedlicher antisense Primer (Abbildung 47). (D, E, F) Die relative Gesamt-mRNA-Expression 
wurde intern über UBC normalisiert und ist auf die Expression in unstimulierten LV-DCs normiert. Die 
Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 3 Experimenten, die in Duplikaten 
durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen transgenexprimierenden DCs (tr.-
exp.-DC) und LV-DCs in beiden Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen stimulierten und 
unstimulierten DCs (*) sind angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; +++ p<0,001). n.d.: nicht detektiert. 
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Die Gesamtmenge an PirB mRNA (Abbildung 49D) ist in unstimulierten und stimulierten Pirb-

DCs im Vergleich zu LV-DCs nicht erhöht, obwohl eine effiziente exogene Genexpression 

vorliegt und keine negative Regulation der endogenen PirB Transkription detektiert wurde. 
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Abbildung 49:  Die transgenvermittelte exogene Expression von PirB  beeinflusst dessen 
endogenes Expressionsniveau in DCs. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert 
und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote 
der Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit den Konstrukten 
(A, C) FcγRIIB- (FcgRIIB-DC), (B, D) oder PirB-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (Pirb-DC) lentiviral 
transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die endogene, 
exogene und Gesamt-mRNA-Expression wurden mit Hilfe der quantitativen Real-time-PCR bestimmt. 
(A, B) Die relative endo- und exogene mRNA-Expression ist als prozentualer Anteil der Expression 
des Haushaltsgen Ubiquitin C (UBC) angegeben. Die Distinktion der endo- und exogene mRNA-
Expression erfolgte durch die Verwendung unterschiedlicher antisense Primer (Abbildung 47). (C, D) 
Die relative Gesamt-mRNA-Expression wurde intern über UBC normalisiert und ist auf die Expression 
in unstimulierten LV-DCs normiert. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von 
jeweils 3 Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede 
zwischen transgenexprimierenden DCs (tr.-exp.-DC) und LV-DCs in beiden Aktivierungszuständen (+) 
sowie zwischen stimulierten und unstimulierten DCs (*) sind angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01). n.d.: 
nicht detektiert. 
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3.4.2 Nur für die Moleküle B7-H2 und B7-H3 werden n ach einer lentiviral 

vermittelten Überexpression auf mRNA-Ebene erhöhte Protein-

mengen in DCs detektiert 

 

Die Analyse der Gesamtexpression von PD-L1, B7-H2, B7-H3 und FcγRIIB erfolgte nicht nur 

auf mRNA- sondern auch auf Proteinebene mit Hilfe der entsprechenden spezifischen 

Antikörper.  

Im Rahmen dieser Validierung der lentiviral vermittelten Überexpression von Ober-

flächenmolekülen in DCs zeigte sich, dass die Proteine PD-L1 (Abbildung 50A) und FcγRIIB 

(Abbildung 50D) bei entsprechend transduzierten Zellen gegenüber LV-DCs, weder im 

unstimulierten noch im LPS-stimulierten Zustand, in erhöhter Menge auf der DC-Oberfläche 

nachgewiesen werden konnten. 

Besonders interessant ist das Resultat für B7-H2-DCs. Im unstimulierten Zustand wurde 

dieses Protein auf entsprechend transduzierten Zellen im Vergleich zu LV-DCs in leicht 

erhöhter Menge nachgewiesen (Abbildung 50B). Konträr dazu weisen B7H2-DCs nach einer 

Stimulierung deutlich geringere Mengen an B7-H2 auf ihrer Oberfläche auf als stimulierte LV-

DCs.  

Von allen vier auf FACS-Ebene analysierten Transgenen wurde lediglich das Protein B7-H3 

in erhöhten Mengen auf der Oberfläche entsprechend transduzierter unstimulierter sowie 

stimulierter DCs detektiert (Abbildung 50D). Im unstimulierten Zustand ist die B7-H3 

Proteinmenge im Vergleich zu LV-DCs nur leicht erhöht, während nach einer Stimulierung 

mit LPS B7H3-DCs deutlich mehr B7-H3 Protein auf ihrer Oberfläche tragen als stimulierte 

LV-DCs. 
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                   -            LPS 

                                           

                                             

                                            

                                            
Abbildung 50: Nur das Molekül B7-H3 wird im Kontext  einer Überexpression in deutlich 
höheren Mengen auf der Oberfläche von BM-DCs exprim iert. Knochenmarkszellen wurden aus 
C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An 
Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Kultur entweder mit dem Vektor (A, B, C, D) pCDH1-MCS1-EF1-
copGFP (LV-DC) oder mit den Konstrukten (A) PDL1-, (B) B7H2-, (C) B7H3- oder (D) FcγRIIB-
pCDH1-MCS1-EF1-copGFP lentiviral transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 
µg/ml LPS für 24 h. Die verschiedenen DC-Populationen wurden mit spezifischen Antikörpern für B7-
H2 oder B7-H3 (jeweils PE-gekoppelt) behandelt und mittels FACS analysiert. Die Histogramme 
repräsentieren die spezifische Antikörper-Bindung auf der Oberfläche von LV-DCs (unterbrochene 
Linie) und potentiell transgenexprimierenden DCs (durchgezogene Linie). Die Bindung des jeweils 
entsprechenden Isotyp Kontroll-Antikörpers ist angegeben (dünne, gepunktete Linie). Die Graphiken 
sind jeweils für 3 voneinander unabhängige Experimente repräsentativ. 
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3.4.3 Spezifische Modulation des Genexpressionsprof ils von Pirb-DCs 

 

Wie bereits einleitend in dieser Arbeit erwähnt wurde, ist die zytoplasmatische Domäne des 

Transmembranrezeptors PirB in der Lage, via ITIM-Motiven die inhibitorische SHP-1-Protein-

Tyrosin-Phosphatase zu rekrutieren. Generell ist SHP-1 in die negative Regulation der Zell-

Aktivierung involviert, indem es wachstumvermittelnde Rezeptoren sowie deren Liganden 

inhibiert 588,589. In Folge einer Überexpression von PirB könnten somit potentiell mehr SHP-1 

Moleküle rekrutiert werden, wodurch die Genexpression in Pirb-DCs unter Umständen eine 

signifikante Veränderung erfahren könnte. Außerdem könnte eine PirB-MHCI-Ligation von 

DCs in trans untereinander oder in cis auf derselben Zelle 217,218 zu einer Beeinflussung der 

Transkription in den Zellen führen. Auf Grund der genannten Hypothesen wurde das 

Expressionsprofil immunrelevanter Gene (vergleiche Abschnitt 3.1.5) in Pirb-DCs und LV-

DCs vergleichend analysiert.  

Unstimulierte Pirb-DCs weisen gegenüber LV-DCs signifikant reduzierte mRNA-Mengen für 

die kostimulatorischen Rezeptoren CD80, CD86, 4-1BBL, OX40L und SLAM (Abbildung 

51A) sowie für den an der DC-Migration beteiligten Chemokinrezeptor CCR7 auf (Abbildung 

51C). Weiterhin resultiert eine transgenvermittelte Expression von PirB in unstimulierten DCs 

in einer deutlichen, aber nicht signifikanten, transkriptionalen Erhöhung des Toleranzmarkers 

IDO.  

Im Rahmen der Ausreifung mit LPS wird die Transkription der Gene für alle analysierten 

kostimulatorischen Moleküle in LV-DCs signifikant erhöht (Abbildung 51A). Diese 

maturierungsassoziierte Aufregulation der Genexpression findet in stimulierten Pirb-DCs 

entweder gar nicht (CD80, CD86) oder nur eingeschränkt (CD40, 4-1BBL, OX40L, SLAM) 

statt. Ähnlich wie im unstimulierten Zustand, weisen LPS-stimulierte Pirb-DCs im Vergleich 

zu LV-DCs keine wesentliche Veränderung der mRNA-Mengen pro- und 

antiinflammatorischer Zytokine auf (Abbildung 51B). Einzige Ausnahme ist dabei das Zytokin 

IL-10, das in unstimulierten und stimulierten Pirb-DCs auf vergleichbarem Niveau 

transkribiert wird und dessen Expression im Rahmen der Ausreifung in Abweichung zu LV-

DCs nicht hochreguliert wird. Im Gegensatz zu LV-DCs wird auch die mRNA-Expression des 

DC-Maturierungsmarkers FSCN1 in Pirb-DCs in Folge einer Ausreifung mit LPS nicht 

signifikant erhöht (Abbildung 51C). Gleichzeitig wird der Toleranzmarker IDO in stimulieren 

Pirb-DCs im Vergleich zur entsprechenden LV-Population signifikant stärker exprimiert. 
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Abbildung 51: Die Überexpression von PirB resultier t in einer veränderten Genexpression 
kostimulatorischer Moleküle in DCs. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert 
und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote 
der Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit dem Konstrukt 
PirB-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (Pirb-DC) lentiviral transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte 
an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die relative mRNA-Expression von Genen die für (A) 
kostimulatorische Moleküle, (B) soluble Mediatoren sowie (C) Maturierungs- und Toleranzmarker 
kodieren, wurde mit Hilfe der quantitativen Real-time-PCR bestimmt. Die interne Normalisierung 
erfolgte über das Haushaltsgen Ubiquitin C. Die Daten geben die relative Änderung der 
Genexpression in den verschiedenen DC-Populationen bezogen auf das Expressionsniveau in 
unstimulierten LV-DCs an. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 3-5 
Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen 
Pirb- und LV-DCs in beiden Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen stimulierten und unstimulierten 
DCs (*) sind angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). 
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3.4.4 Pirb-DCs zeigen eine drastisch veränderte Reg ulation der 

Produktion des antiinflammatorischen Zytokins IL-10   

 

In mehreren Studien ist IL-10 als ein entscheidender Faktor in vitro-tolerogenisierter DCs 

sowie bestimmter tolerogener DC-Populationen in vivo identifiziert worden. Auf 

transkriptioneller Ebene sind LPS-stimulierte Pirb-DCs im Vergleich zu stimulierten LV-DCs 

durch einen signifikant reduzierten IL-10 mRNA-Gehalt gekennzeichnet (Abschnitt 3.4.3). 

Somit scheint die Überexpression von Pirb die normalerweise maturierungsassoziierte 

Aufregulation der IL-10 Transkription in DCs zu unterbinden. Inwieweit sich diese 

Konsequenz auch auf Proteinebene durchsetzt, wurde mittels ELISA-Analysen der 

Kulturüberstände von LV- und Pirb-DCs evaluiert.  

Unstimulierte LV-DCs weisen eine moderate IL-10 Produktion auf, die in Folge einer 

Stimulierung der Zellen mit LPS drastisch ansteigt (Abbildung 52). Demgegenüber 

produzieren Pirb-DCs im unstimulierten Zustand nahezu identische Mengen dieses 

antiinflammatorischen Zytokins wie LPS-stimulierte LV-DCs. Im Rahmen einer Stimulierung 

nimmt die IL-10 Produktion von Pirb-DCs im Gegensatz zu LV-DCs signifikant ab.  

Folglich unterscheiden sich die Ergebnisse für die IL-10 Expression in Pirb-DCs auf mRNA- 

(Abschnitt 3.4.3, Abbildung 51B) und Proteinebene deutlich voneinander. 

 

LV-D
C

Pirb
-D

C

LV-D
C + LPS

Pirb
-D

C + LPS

IL
-1

0 
(n

g/
m

l)

0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

+*

+++

***

 
Abbildung 52: Die Überexpression des Moleküls Pirb verändert die IL-10 Produktion in BM-
DCs. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu 
myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Kultur entweder mit dem Vektor 
pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit dem Konstrukt PirB-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (Pirb-
DC) lentiviral transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. 
Anschließend wurden die Kulturüberstände geerntet und der Gehalt von IL-10 mittels ELISA bestimmt. 
Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 4 Experimenten, die in 
Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen Pirb- und LV-DCs in 
beiden Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen stimulierten und unstimulierten DCs (*) sind 
angegeben (*,+ p<0,05; ***,+++ p<0,001). 
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3.4.5 Im Vergleich der überexprimierten Oberflächen moleküle führt 

PD-L1 zur effektivsten Reduktion der allogenen T-Ze ll-

Stimulierungskapazität von DCs 

 

Wie bereits eingangs beschrieben, sind alle im Rahmen dieser Arbeit überexprimierten 

Oberflächenmoleküle bekanntermaßen an der negativen Regulation immunologischer 

Reaktionen beteiligt. Mittels DC/T-Zell-Kokulturen wurde deshalb untersucht, inwieweit die 

Überexpression der Moleküle PD-L1, B7-H2, B7-H3, FcγRIIB sowie PirB zu einer 

veränderten allogenen primären T-Zell-Aktivierungskapazität von DCs führt (Abbildung 53, 

Abbildung 54).  

Diese Analyse erfolgte auch mit Transduktanden, die keine erhöhte Menge des Transgens 

auf ihrer Oberfläche aufwiesen (Abschnitt 3.4.2). 
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Abbildung 53: Die Überexpression der Moleküle Fc γRIIB und PirB in BM-DCs führt zu einer 
moderaten Reduktion ihrer allogenen T-Zell-Stimulie rungskapazität. Knochenmarkszellen wurden 
aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An 
Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-
DC) oder mit den Konstrukten (A) FcγRIIB- (FcγRIIB-DC) oder (B) PirB-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP 
(Pirb-DC) lentiviral transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. 
Die verschiedenen DC-Populationen wurden bestrahlt, in Triplikaten seriell verdünnt und mit jeweils 
3 x 105 T-Zellen aus BALB/c Mäusen für 4 Tage kokultiviert. Die T-Zell-Proliferation wurde anhand der 
Aufnahme von [3H]-Thymidin während der letzten 16 h der Kultur gemessen. Die Daten geben die 
relative T-Zell Proliferation (bezogen auf die durch 16,7 x 103 LV-DCs + LPS induzierte Proliferation) 
an, berechnet als Mittelwert ± Standardfehler von acht voneinander unabhängigen Experimenten, die 
jeweils in Triplikatansätzen durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen 
transgenexprimierenden DCs und LV-DCs in beiden Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen 
stimulierten und unstimulierten DCs (*) sind angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). 
 
 
Im unstimulierten Zustand führt die Überexpression des inhibitorischen Rezeptors FcγRIIB 

zu einer signifikanten Verminderung der allogenen T-Zell-Aktivierung im Vergleich zu LV-

DCs (Abbildung 53A). Demgegenüber induzieren unstimulierte Pirb-DCs eine zu LV-DCs 

unveränderte T-Zell-Proliferation (Abbildung 53B). Die Stimulierung mit LPS führt bei diesen 

beiden DC-Populationen zu einem signifikanten Anstieg der T-Zell-Aktivierungskapazität. Die 
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durch die beiden stimulierten DC-Populationen induzierte T-Zell-Proliferation liegt dabei in 

den drei höchsten DC/T-Zell-Verhältnissen jeweils signifikant unterhalb der durch LPS-

stimulierte LV-DCs hervorgerufenen. Die Überexpression von FcγRIIB erwies sich in diesem 

Kontext als effektiver als die Überexpression von PirB. 
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Abbildung 54: In der Gruppe der getesteten B7-Famil ienmitglieder reduzierte die 
Überexpression von PD-L1 das allogene T-Zell-Aktivi erungspotential von BM-DCs am 
effektivsten.  Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 
Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Kultur entweder mit 
dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit den Konstrukten (A) PDL1- (PDL1-DC), (B) 
B7H2- (B7H2-DC) oder (C) B7H3-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (B7H3-DC) lentiviral transduziert. Die 
Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die verschiedenen DC-Populationen 
wurden bestrahlt, in Triplikaten seriell verdünnt und mit jeweils 3 x 105 T-Zellen aus BALB/c Mäusen 
für 4 Tage kokultiviert. Die T-Zell-Proliferation wurde anhand der Aufnahme von [3H]-Thymidin 
während der letzten 16 h der Kultur gemessen. Die Daten geben die relative T-Zell Proliferation 
(bezogen auf die durch 16,7 x 103 LV-DCs + LPS induzierte Proliferation) an, berechnet als Mittelwert 
± Standardfehler von sechs (A), sieben (B) und neun (C) voneinander unabhängigen Experimenten, 
die jeweils in Triplikatansätzen durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen 
transgenexprimierenden DCs und LV-DCs in beiden Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen 
stimulierten und unstimulierten DCs (*) sind angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). 
 
 
Innerhalb der Gruppe der B7-Familienmitglieder vermitteln sowohl unstimulierte PDL1- 

(Abbildung 54A, höchstes DC/T-Zell-Verhältnis) als auch B7H2-DCs (Abbildung 54B, die 

beiden höchsten DC/T-Zell-Verhältnisse) eine signifikant geringere allogene BALB/c T-Zell-
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Proliferation als unstimulierte LV-DCs. Die Überexpression von B7-H3, das in erhöhter 

Menge auf der Oberfläche entsprechend transduzierter DCs nachgewiesen wurde, hat 

keinen Einfluss auf die allogene T-Zell-Aktivierung unstimulierter DCs (Abbildung 54C). Im 

Rahmen der Ausreifung mit LPS weisen PDL1-DCs, B7H2-DCs und B7H3-DCs ebenfalls ein 

gegenüber dem unstimulierten Zustand signifikant erhöhtes allogenes T-Zell-

Aktivierungspotential auf. Verglichen mit stimulierten LV-DCs ist die durch die jeweils ein B7-

Familienmitglied überexprimierenden DCs induzierte T-Zell-Proliferation jedoch signifikant 

reduziert. Die potenteste Reduktion wird dabei durch die Überexpression von PD-L1 in DCs 

erreicht. Eine weniger effektive Verminderung der allostimulatorischen Kapazität wurde für 

B7H2-DCs, gefolgt von B7H3-DCs, detektiert. 

Von allen fünf analysierten Oberflächenmolekülen erwies sich somit die Überexpression von 

B7-H2 und FcγRIIB im unstimulierten und die Überexpression von PD-L1 im stimulierten 

Zustand als am effektivsten zur Reduktion des allogenen primären T-Zell-

Aktivierungspotentials von DCs. 

 

 

3.4.6 Die Überexpression von Oberflächenmolekülen i n DCs verändert 

das Zytokinprofil kokultivierter allogener T-Zellen  

 

Eine Form der Regulation von immunologischen Reaktionen durch kostimulatorische bzw. 

koinhibitorische Oberflächenmoleküle auf DCs ist die Modulation der Zytokinproduktion von 

interagierenden T-Zellen. Das im Kontext von DC/T-Zell-Kokulturen ermittelte Zytokinprofil 

ermöglicht einen Rückschluss auf die T-Zell-polarisierenden Eigenschaften verschiedener 

DC-Populationen. Die Konzentrationen der sekretierten Zytokine in Kokulturen von 

transgenexprimierenden DCs mit allogenen BALB/c T-Zellen wurden hierzu mittels ELISA 

bestimmt. 

In Kokulturen mit den verschiedenen unstimulierten transgenexprimierenden DC-

Populationen und allogenen BALB/c T-Zellen wurde eine jeweils zu Kontrollansätzen mit 

unstimulierten LV-DCs vergleichbare Sekretion des TH1-Markerzytokins IFN-γ detektiert 

(Abbildung 55A). Einzige Ausnahme bilden hier unstimulierte B7H2-DCs; in den 

entsprechenden Kokulturen wurde eine erhöhte Konzentration dieses Zytokins 

nachgewiesen. Die Ausreifung von LV-DCs mit LPS führt zu keiner weiteren Modulation der 

IFN-γ Produktion in den entsprechenden Kokulturen mit allogenen T-Zellen. Werden 

stimulierte B7H2-, B7H3- oder Pirb-DCs als APCs in der allogenen Kokultur eingesetzt, ist 

die Menge an IFN-γ signifikant höher als in Kokulturen mit stimulierten LV-DCs. 
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Abbildung 55: Die Überexpression von Oberflächenmol ekülen in BM-DCs resultiert in einer 
Modulation der Zytokinmuster in Kokulturen mit allo genen T-Zellen. Knochenmarkszellen wurden 
aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An 
Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-
DC) oder mit den Konstrukten PDL1- (PDL1-DC), B7H2- (B7H2-DC), B7H3- (B7H3-DC), FcγRIIB- 
(FcgRIIB-DC) oder PirB-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (Pirb-DC) lentiviral transduziert. Die Ausreifung 
der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Bestrahlte DCs im unstimulierten und 
stimulierten Zustand (jeweils 1,67 x 105) wurden für 4 Tage mit 3 x 106 T-Zellen aus BALB/c Mäusen 
in einem Volumen von 2 ml kokultiviert. Anschließend wurden die Kulturüberstände geerntet und der 
Gehalt von (A) IFN-γ, (B) IL-5 und (C) IL-10 mittels ELISA bestimmt. Die Daten repräsentieren den 
Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 3-6 Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. 
Statistisch signifikante Unterschiede zwischen transgenexprimierenden DCs und LV-DCs in beiden 
Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen stimulierten und unstimulierten DCs (*) sind angegeben 
(*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; +++ p<0,001). n.d.: nicht detektiert. 
 
 
Im Gegensatz zu IFN-γ ist die Induktion der Produktion des TH2-Markerzytokins IL-5 durch 

die verschiedenen DC-Populationen hochgradig variiert (Abbildung 55B). Während 
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unstimulierte LV-DCs eine geringe IL-5 Produktion induzieren, vermitteln PDL1- und 

FcgRIIB-DCs keine Sekretion dieses Zytokins. In Kokulturen mit unstimulierten B7H2- und 

Pirb-DCs hingegen wurde jeweils eine signifikant erhöhte Menge IL-5 im Vergleich zu 

Kontrollansätzen mit LV-DCs detektiert. Stimulierte LV-, PDL1- und B7H3-DCs induzieren, 

verglichen zum unstimulierten Zustand, eine signifikant erhöhte IL-5 Produktion kokultivierter 

T-Zellen, wobei die in Kokulturen mit stimulierten B7H3-DCs als APCs detektierte Menge 

dieses Zytokins deutlich höher ist als diejenige im entsprechenden LV-DC-Kontrollansatz. 

Pirb- und B7H2-DCs vermitteln im Unterschied dazu nach einer Stimulierung mit LPS keine 

höhere IL-5 Sekretion als im unstimulierten Zustand. Außerdem ist die Menge an IL-5 in 

Kokulturen mit stimulierten B7H2-DCs als APCs im Vergleich zum LV-DC-Ansatz signifikant 

reduziert. Wie schon im unstimulierten Zustand, induzieren FcgRIIB-DCs ebenfalls nach 

einer Ausreifung mit LPS keine IL-5 Sekretion in allogenen T-Zellen. 

Auch die Konzentration des ambivalenten TH2/Treg-Markerzytokins IL-10 wird in allogenen 

Kokulturen durch die Überexpression der verschiedenen Oberflächenmoleküle in DCs 

transgenabhängig stark beeinflusst (Abbildung 55C). Im Gegensatz zu Kontrollansätzen mit 

unstimulierten LV-DCs wurde in Kokulturen von PDL1-DCs und BALB/c T-Zellen keine 

Produktion von IL-10 detektiert. Eine Kokultivierung mit unstimulierte B7H2- und Pirb-DCs 

resultiert im Vergleich zu Ansätzen mit LV-DCs in einer signifikant erhöhten Konzentration 

des genannten Zytokins in den entsprechenden Überständen. Eine maturierungsassoziierte 

gesteigerte IL-10 Produktion, wie sie in Kokulturen mit LV-DCs auftritt, wurde bei 

entsprechenden Ansätzen mit stimulierten B7H2- und FcgRIIB-DCs nicht detektiert. Hier lag 

die Menge an IL-10 in den Kulturüberständen jeweils signifikant unterhalb derer in 

Kokulturen mit stimulierten LV-DCs.  

 

 

3.4.7 Die Überexpression von PD-L1 führt zu einer R eduktion des 

syngenen T-Zell-Aktivierungspotentials von DCs 

 

Im Hinblick auf eine therapeutische Anwendung soll das kurative Potential von 

Transduktanden, die im Rahmen der in vitro-Analysen ein deutlich reduziertes T-Zell-

Aktivierungspotential aufweisen, im murinen Krankheitsmodell der haptenvermittelten 

Kontaktallergie untersucht werden. Da dieses Modell auf einem syngenen Hintergrund 

basiert, wurde, zusätzlich zur allogenen T-Zell-Stimulierungskapazität, bei ausgewählten 

transgenexprimierenden DC-Populationen auch die syngene T-Zell-Aktivierungsfähigkeit 

analysiert. Die Überexpression von PD-L1 resultierte in der effektivsten Reduktion der 

allogenen T-Zell-Stimulierungskapazität LPS-stimulierter DCs (Abschnitt 3.4.5), weshalb 
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PDL1-DCs nach Beladen mit dem Peptid MOG35-55 in syngenen Kokulturen mit MOG35-55-

reaktiven 2D2 T-Zellen eingesetzt wurden.  

Mit MOG35-55 Peptid beladene, unstimulierte PDL1-DCs induzieren eine vergleichbar geringe 

Proliferation syngener T-Zellen wie entsprechend behandelte unstimulierte LV-DCs 

(Abbildung 56). Während in Folge einer Stimulierung mit LPS das T-Zell-

Aktivierungspotential von LV-DCs in allen DC/T-Zell-Verhältnissen signifikant ansteigt, ist 

dies bei PDL1-DCs nur in den APC/TC-Verhältnissen 1/6 und 1/162 der Fall, wobei die 

induzierte T-Zell-Proliferation in den ersten drei Titrationsstufen signifikant unterhalb derer 

durch stimulierte LV-DCs hervorgerufenen liegt. 

Wie schon zuvor im allogenen System, zeigt sich somit auch bei syngenen Kokulturen, dass 

die Überexpression von PD-L1 die T-Zell-Stimulierungsfähigkeit von LPS-stimulierten DCs 

limitiert. 
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Abbildung 56: PDL1-DCs weisen auch in syngenen Koku lturen ein deutlich vermindertes T-
Zell-Aktivierungspotential auf. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und 
mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der 
Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit dem Konstrukt PDL1-
pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (PDL1-DC) lentiviral transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an 
Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die verschiedenen bestrahlten, MOG35-55 Peptid gepulsten DC-
Populationen wurden in Triplikaten seriell verdünnt und mit jeweils 4,5 x 104 MOG35-55-reaktiven 2D2 
T-Zellen für 4 Tage kokultiviert. Die T-Zell-Proliferation wurde anhand der Aufnahme von [3H]-
Thymidin während der letzten 16 h der Kultur gemessen. Die Daten geben die relative T-Zell 
Proliferation (bezogen auf die durch 7,5 x 103 LV-DCs + LPS induzierte Proliferation) an, berechnet 
als Mittelwert ± Standardfehler von 4 voneinander unabhängigen Experimenten, die jeweils in 
Triplikatansätzen durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen PDL1- und LV-
DCs in beiden Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen stimulierten und unstimulierten DCs (*) sind 
angegeben (* p<0,05; **,++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). 
 

 

3.4.8 Die Überexpression von PD-L1 in DCs verändert  das Zytokinprofil 

kokultivierter syngener 2D2 T-Zellen 

 

Der Übergang von einem allogenen in ein syngenes experimentelles Design impliziert unter 

Umständen eine zum allogenen System abweichende Regulation der Zytokinantwort 
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kokultivierter T-Zellen. Vor diesem Hintergrund wurde das durch MOG35-55 Peptid beladene 

PDL1-DCs in Kokulturen mit syngenen 2D2 T-Zellen induzierte Zytokinprofil mittels ELISA 

bestimmt. 

Unabhängig von Aktivierungszustand der APCs sind die Konzentrationen des TH1-

Markerzytokins IFN-γ (Abbildung 57A) sowie des TH2-Markerzytokins IL-5 (Abbildung 57B) in 

Kokulturen mit PDL1-DCs und syngenen T-Zellen jeweils vergleichbar zu den 

entsprechenden Kontrollansätzen mit LV-DCs. Die einzige Veränderung des Zytokinprofils 

findet auf Ebene der IL-10 Produktion statt (Abbildung 57C) – in Kokulturen mit 

unstimulierten PDL1-DCs wurden im Vergleich zu Kontrollansätzen mit LV-DCs signifikant 

reduzierte Mengen dieses TH2/Treg-Markerzytokins detektiert. Im Gegensatz zu Ansätzen 

mit LV-DCs resultiert die Verwendung LPS-stimulierter PDL1-DCs als APCs, im Vergleich zu 

Kokulturen mit den entsprechenden unstimulierten DC-Populationen, in keiner zusätzlichen 

Verminderung der IL-10 Konzentration. 
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Abbildung 57: Die Überexpression von PD-L1 in BM-DC s resultiert in einem veränderten 
Zytokinprofil in Kokulturen mit syngenen T-Zellen. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 
Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 
wurden Aliquote der Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit 
dem Konstrukt PDL1-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (PDL1-DC) lentiviral transduziert. Die Ausreifung 
der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die verschiedenen bestrahlten, MOG35-55 Peptid 
gepulsten DC-Populationen (jeweils 1,5 x 105) wurden für 4 Tage mit 4,5 x 105 MOG35-55-reaktiven T-
Zellen aus 2D2 Mäusen in einem Volumen von 2 ml kokultiviert. Anschließend wurden die 
Kulturüberstände geerntet und der Gehalt von (A) IFN-γ, (B) IL-5 und (C) IL-10 mittels ELISA 
bestimmt. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von 3 Experimenten, die in 
Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen PDL1- und LV-DCs in 
beiden Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen stimulierten und unstimulierten DCs (*) sind 
angegeben (*,+ p<0,05; ** p<0,01). 
 
 
Konträr zum allogenen System, in dem in Kokulturen mit unstimulierten PDL1-DCs keine 

Produktion der Zytokine IL-5 und IL-10 detektiert wurde, fällt die Regulation der Zytokinprofile 

in Ansätzen mit syngenen T-Zellen wesentlich moderater aus. In Übereinstimmung mit dem 

allogenen System wird auch hier die IL-10 Produktion in Kokulturen mit unstimulierten PDL1-
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DCs, wenn auch in einem geringeren Ausmaß, negativ moduliert. Die Produktion von IL-5 ist 

jedoch im Vergleich zu Kontrollansätzen mit LV-DCs, unverändert. Eine Modulation der 

Zytokinprofile durch eine Kokultivierung mit stimulierten PDL1-DCs findet in beiden 

Systemen nicht statt.  

 

 

 

3.5 Die Überexpression intrazellulärer Moleküle mod uliert den 

Phänotyp und die Funktion muriner BM-DCs 

 

Die tolerogene Funktion von DCs beruht essentiell auf der Aktivität intrazellulärer Elemente 

wie Transkriptionsfaktoren, Kinasen und Phosphatasen. Durch die phänotypische Analyse 

von DEX-APCs (Abschnitt 3.1) wurde innerhalb der Gruppe intrazellulärer Signalmoleküle 

der TF GILZ, das Enzym HO-1, welches die Degradation von Häm katalysiert, das 

antiapoptotische Molekül SGK-1 sowie die MAP-Kinase Phosphatase MKP-1 als potentiell 

toleranzassoziierte Schlüsselmoleküle identifiziert. Von den genannten vier Molekülen wurde 

MKP-1 für eine Überexpression in DCs ausgewählt. Sowohl unter basalen Bedingungen, als 

auch nach einer Stimulierung mit LPS weisen DEX-APCs signifikant höhere MKP-1 mRNA-

Mengen auf als die jeweils entsprechende BM-DC-Population (Abschnitt 3.1.5, Abbildung 

16B). In Folge intensiver Literaturrecherchen wurden zusätzlich der TF STAT3, das Protein 

SOCS-1 sowie das inhibitorische κB-Protein IκBα für eine lentiviral vermittelte 

Überexpression in BM-DCs ausgewählt.  

 

 

3.5.1 Die transgenvermittelte exogene Expression de r intrazellulären 

Moleküle I κBα, SOCS-1 und STAT3 beeinflusst deren endogene 

Expression negativ 

 

Murine BM-DCs wurden an den Tagen 5 und 6 der Kultur mit den Expressionskonstrukten 

IkBα-, MKP1-, SOCS1- oder STAT3-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP lentiviral transduziert 

(vergleiche Abschnitt 3.3.1). Die Verifizierung positiver Transduktanden erfolgte mittels 

FACS-Analysen als Expressionsnachweis des im jeweiligen Expressionsvektor kodierten 

Reporters copGFP. Die verschiedenen Konstrukte wurden, unabhängig von der Größe und 

der Sequenz des enthaltenden Transgens, effizient in murine BM-DCs transferiert (Abbildung 

58). Mit allen lentiviralen Vektoren wurden Transduktionseffizienzen von rund 95 % erreicht. 

Dies gilt sowohl für unstimulierte DCs, als auch nach deren Aktivierung mit LPS und 
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entspricht somit dem Niveau, das mit dem als Kontrolle verwendeten Vektor pCDH1-MCS1-

EF1-copGFP in LV-DCs erreicht wird. 

 
  Mock-DC   LV-DC    IkBa-DC  

    

     

 
 

          MKP1-DC          SOCS1-DC          STAT3-DC 

     

     

 

Abbildung 58: Unabhängig vom Transgen werden alle f ür intrazelluläre Moleküle kodierenden 
Expressionsvektoren effizient in BM-DCs transferier t. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 
Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 
wurden Aliquote der Kultur entweder pseudo-transduziert (Mock-DC), mit dem Vektor pCDH1-MCS1-
EF1-copGFP (LV-DC) oder mit den Konstrukten IkBα- (IkBa-DC), MKP1- (MKP1-DC), SOCS1- 
(SOCS1-DC), oder STAT3-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (STAT3-DC) lentiviral transduziert. Die 
Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. An Tag 9 wurde die 
Transduktionseffizienz mittels FACS-Analyse des copGFP-Proteins bestimmt. Die Graphiken sind 
repräsentativ für 3-6 voneinander unabhängige Experimente. 
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Der Nachweis der effektiven Transgenexpression erfolgte für alle Moleküle auf mRNA-Ebene 

mit Hilfe quantitativer PCR Analysen (Abbildung 59). Neben der exogenen wurde 

gleichzeitig, durch die Verwendung distinkter antisense Primer, die endogene Genexpression 

erfasst (vergleiche Abschnitt 3.4.1, Abbildung 47). Sie gibt Aufschluss darüber, ob 

autoregulative Genexpressionsmechanismen bzw. autokrine Effekte vorliegen, wie sie für 

zahlreiche Gene bereits nachgewiesen wurden. 
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Abbildung 59 : Die transgenvermittelte Expression von I κBα, MKP-1 und STAT3 beeinflusst 
deren endogenes Expressionsniveau. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert 
und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote 
der Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit den Konstrukten 
(A) IkBα- (IkBa-DC), (B) MKP1- (MKP1-DC), (C) SOCS1- (SOCS1-DC), oder (D) STAT3-pCDH1-
MCS1-EF1-copGFP (STAT3-DC) lentiviral transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 
mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die relative endo- und exogene mRNA-Expression wurde mit Hilfe der 
quantitativen Real-time-PCR bestimmt und ist als prozentualer Anteil bezogen auf die Expression des 
Haushaltsgen Ubiquitin C (UBC) angegeben. Die Unterscheidung der endo- und exogenen mRNA-
Expression erfolgte durch die Verwendung unterschiedlicher antisense Primer. Die Daten 
repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 4 Experimenten, die in Duplikaten 
durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen transgenexprimierenden DCs 
und LV-DCs in beiden Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen stimulierten und unstimulierten DCs 
(*) sind angegeben (*,+ p<0,05; ++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). n.d.: nicht detektiert. 
 
 

A B 

C D 
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Die Transgene IκBα (Abbildung 59A), MKP-1 (Abbildung 59B), SOCS-1 (Abbildung 59C) und 

STAT3 (Abbildung 59D) werden infolge eines lentiviralen Transfers in den entsprechenden 

unstimulierten und LPS-stimulierten BM-DC-Populationen auf vergleichbarem Niveau 

exprimiert. 

Während die Überexpression von SOCS-1 keinen Einfluss auf die endogene Genexpression 

hat, verminderte die transgene Expression von STAT3 im unstimulierten Zustand signifikant 

dessen endogene mRNA-Menge. Außerdem wird der endogene, stimulierungsassoziierte 

Anstieg in der STAT3 Genexpression, wie er bei LV-DCs stattfindet, durch die exogene 

Expression unterbunden. Analog dazu zeigen IkBa- und MKP1-DCs ebenfalls eine signifikant 

reduzierte endogene Expression des jeweils entsprechenden Gens im stimulierten Zustand.  

Zusätzlich wurde in den verschiedenen Transduktanden die dem Transgen entsprechende 

Gesamt-mRNA-Menge bestimmt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in den 

jeweiligen Kapiteln zur Analyse des Genexpressionsprofils entsprechend transduzierter DCs 

angegeben. 

 

 

3.5.2 Das Genexpressionsprofil von DCs wird durch d ie Über-

expression intrazellulärer Regulatormoleküle jeweil s spezifisch 

moduliert 

 

Wie bereits vorhergehend beschrieben, sind die Moleküle IκBα, MKP-1, SOCS-1 und STAT3 

an der negativen Regulation aktivierungsassoziierter Signaltransduktionskaskaden in DCs 

beteiligt. Der jeweilige Mechanismus der Inhibition ist für die verschiedenen Proteine 

spezifisch, auch wenn es Überschneidungen gibt. Angesichts dieser Diversität wurde das 

Expressionsprofil immunrelevanter Gene (vergleiche Abschnitt 3.1.5) in 

transgenexprimierenden DCs und LV-DCs vergleichend analysiert. 

 

 

3.5.2.1 Spezifische Modulation des Genexpressionspr ofils von 

IkBa-DCs 

 

Unter basalen Bedingungen ist in IkBa-DCs die Transkription der kostimulatorischen 

Moleküle CD80, 4-1BBL und SLAM (Abbildung 60A) sowie der proinflammatorischen 

Zytokine IL-6 und IL-12b (Abbildung 60B) im Vergleich zu LV-DCs signifikant reduziert. 

Darüber hinaus weisen sie eine verminderte mRNA-Menge für den Maturierungsmarker 

FSCN1 und die Moleküle CCR7 und MKP-1 auf (Abbildung 60C). 
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Abbildung 60: Die Überexpression von I κBα resultiert in einer spezifischen Veränderung des 
Genexpressionsprofils von DCs. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und 
mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der 
Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit dem Konstrukt IkBα-
pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (IkBa-DC) lentiviral transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an 
Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die relative mRNA-Expression von Genen, die für (A) 
kostimulatorische Moleküle, (B) soluble Mediatoren sowie (C) Maturierungs- und Toleranzmarker 
kodieren, wurde mit Hilfe der quantitativen Real-time-PCR bestimmt. Die interne Normalisierung 
erfolgte über das Haushaltsgen Ubiquitin C (UBC). Die Daten geben die relative Änderung der 
Genexpression in den verschiedenen DC-Populationen bezogen auf das Expressionsniveau in 
unstimulierten LV-DCs an. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 3-6 
Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen 
IkBa-DCs und LV-DCs in beiden Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen stimulierten und 
unstimulierten DCs (*) sind angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). 
 

A 

B 

C 



3   Ergebnisse 

163 
 

Analog zu LV-DCs wird in IkBa-DCs die Expression aller analysierten kostimulatorischen 

Moleküle, solubler Mediatoren (außer IL-1R2) sowie Maturierungs- und Toleranzmarker 

(außer GILZ) im Rahmen der Stimulierung mit LPS hochreguliert. Im direkten Vergleich zu 

stimulierten LV-DCs zeigt sich jedoch, dass die maturierungsassoziierten mRNA-Mengen der 

Kostimulatoren CD40, CD80 und CD86 signifikant reduziert sind, während gleichzeitig der 

proinflammatorische Mediator IL-12b verstärkt exprimiert wird. 

In LPS-stimulierten IkBa-DCs wird nicht nur die Expression von kostimulatorischen 

Rezeptoren schwächer aufreguliert, sondern gleichzeitig auch die Transkription der 

toleranzassoziierten Moleküle IL-1RA, FcγRIIB, IDO sowie MKP-1, verglichen mit 

stimulierten LV-DCs, signifikant gesteigert. 

Die Gesamtmenge an IκBα mRNA ist in unstimulierten IkBa-DCs im Vergleich zu LV-DCs 

signifikant gesteigert (Abbildung 60C). Im Rahmen der Ausreifung mit LPS wird die IκBα 

mRNA-Menge in beiden BM-DC-Populationen deutlich hochreguliert. Zwar ist das mRNA-

Niveau in stimulierten IkBa-DCs verglichen mit stimulierten LV-DCs erhöht, dieser 

Unterschied ist jedoch nicht signifikant. Dieses Resultat ist konsistent mit dem Befund, dass 

nach einer Aktivierung mit LPS in IkBa-DCs die endogene IκBα mRNA-Expression 

gegenüber LV-DCs signifikant reduziert ist (Abschnitt 3.5.1, Abbildung 59A). 

 

 

3.5.2.2 Spezifische Modulation des Genexpressionspr ofils von 

MKP1-DCs 

 

Hinsichtlich der analysierten kostimulatorischen Rezeptoren weisen MKP1-DCs verglichen 

mit LV-DCs unter basalen Bedingungen eine signifikant verminderte mRNA-Expression für 

die Moleküle CD40, OX40L sowie SLAM auf (Abbildung 61A). Zusätzlich ist die Transkription 

der proinflammatorischen Zytokine IL-1β und IL-6 sowie des antiinflammatorischen 

Mediators IL-10 in unstimulierten MKP1-DCs deutlich erhöht (Abbildung 61B). Die mRNA-

Menge des negativen Regulators IL-1RA ist signifikant niedriger als in der entsprechenden 

LV-DC-Population. Weiterhin resultiert die transgenvermittelte Überexpression von MKP-1 in 

unstimulierten DCs in einer deutlich reduzierten Expression des Maturierungsmarkers 

FSCN1 und des Chemokinrezeptors CCR7 (Abbildung 61C). 

Im Gegensatz zu LV-DCs findet in MKP1-DCs im Rahmen der Stimulation mit LPS keine 

signifikante maturierungsassoziierte Hochregulation der mRNA-Expression von CD86, IL-10, 

FSCN1 und IDO statt. Auch die Transkription der Moleküle OX40L und CCR7 ist in 

stimulierten MKP-1 signifikant weniger aufreguliert, während das Zytokin IL-6 und der 

inhibitorische Rezeptor FcγRIIB stärker als in stimulierten LV-DCs exprimiert werden.  
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Abbildung 61: Die Überexpression von MKP-1 resultie rt in einer spezifischen Veränderung des 
Genexpressionsprofils von DCs. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und 
mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der 
Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit dem Konstrukt MKP1-
pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (MKP1-DC) lentiviral transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an 
Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die relative mRNA-Expression von Genen, die für (A) 
kostimulatorische Moleküle, (B) soluble Mediatoren sowie (C) Maturierungs- und Toleranzmarker 
kodieren, wurde mit Hilfe der quantitativen Real-time-PCR bestimmt. Die interne Normalisierung 
erfolgte über das Haushaltsgen Ubiquitin C (UBC). Die Daten geben die relative Änderung der 
Genexpression in den verschiedenen DC-Populationen bezogen auf das Expressionsniveau in 
unstimulierten LV-DCs an. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 3-6 
Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen 
MKP1-DCs und LV-DCs in beiden Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen stimulierten und 
unstimulierten DCs (*) sind angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). 
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Interessanterweise führt die Überexpression von MKP-1 in LPS-stimulierten DCs zu einer 

drastisch erhöhten Expression des an der TH1-Induktion beteiligten Zytokins IL-1β. Zeitgleich 

ist jedoch auch die mRNA-Menge des für IL-1 antagonistischen solublen Mediators IL-1RA 

im Vergleich zu stimulierten LV-DCs signifikant gesteigert.  

Die Gesamtmenge an MKP-1 mRNA ist sowohl unter basalen Bedingungen, als auch nach 

einer Stimulierung mit LPS gegenüber der entsprechenden LV-DC-Population signifikant 

erhöht (Abbildung 61C), obwohl in unstimulierten DCs die endogene MKP-1 Expression 

durch eine exogene Überexpression negativ reguliert wird (Abschnitt 3.5.1, Abbildung 59B). 

 

 

3.5.2.3 Spezifische Modulation des Genexpressionspr ofils von 

SOCS1-DCs 

 

Im unstimulierten Zustand hat die Überexpression des negativen Regulators SOCS-1 in BM-

DCs keinen Einfluss auf die mRNA-Expression kostimulatorischer Moleküle (Abbildung 62A). 

Am stärksten wirkt sich die transgenvermittelte Expression dieses Proteins unter basalen 

Bedingungen auf die Transkription des proinflammatorischen Zytokins IL-1β aus – die 

mRNA-Menge in SOCS1-DCs ist ungefähr 12 mal höher als in der entsprechenden LV-DC-

Population (Abbildung 62B). Gleichzeitig ist auch die Expression des IL-1β Antagonisten IL-

1RA sowie des Zytokins IL-12b signifikant hochreguliert. Eine negative Regulation der 

Genexpression in unstimulierten SOCS1-DCs tritt im Fall des proinflammatorischen Zytokins 

IL-6 sowie des Toleranzmarkers MKP-1 (Abbildung 62C) auf.  

In Reaktion auf eine Stimulierung mit LPS wird in SOCS1-DCs im Gegensatz zu LV-DCs die 

Transkription der kostimulatorischen Moleküle CD80, CD86, 4-1BBL und SLAM nicht 

signifikant hochreguliert. Zusätzlich sind die mRNA-Mengen von CD40 und OX40L in LPS-

stimulierten SOCS1-DCs signifikant geringer aufreguliert. In der Gruppe der solublen 

Mediatoren liegt die Expression von IL-10 und IL-12b deutlich unterhalb derer stimulierter 

LV-DCs. Darüber hinaus ist auch das mRNA-Niveau des an der DC-Migration beteiligten 

Chemokinrezeptors CCR7 signifikant vermindert. Wie bereits zuvor für IκBα gezeigt, führt 

auch die Überexpression von SOCS-1 in stimulierten DCs zu einer starken transkriptionalen 

Erhöhung des Toleranzmarkers IDO. 

Die Gesamtmenge an SOCS-1 mRNA ist sowohl unter basalen Bedingungen als auch nach 

einer Stimulierung mit LPS gegenüber der entsprechenden LV-DC-Population um jeweils 

ungefähr das Vierfache erhöht (Abbildung 62B). Dieses Ergebnis ist konsistent mit dem 

Befund, dass sich die exogene Expression von SOCS-1 in unstimulierten und stimulierten 

DCs auf einem vergleichbarem Niveau befindet und die endogene SOCS-1 Transkription 

durch die Überexpression nicht moduliert wird (Abschnitt 3.5.1, Abbildung 59C). 
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Abbildung 62: Die Überexpression von SOCS-1 resulti ert in einer spezifischen Veränderung 
des Genexpressionsprofils von DCs. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert 
und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote 
der Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit dem Konstrukt 
SOCS1-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (SOCS1-DC) lentiviral transduziert. Die Ausreifung der Zellen 
erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die relative mRNA-Expression von Genen, die für (A) 
kostimulatorische Moleküle, (B) soluble Mediatoren sowie (C) Maturierungs- und Toleranzmarker 
kodieren, wurde mit Hilfe der quantitativen Real-time-PCR bestimmt. Die interne Normalisierung 
erfolgte über das Haushaltsgen Ubiquitin C (UBC). Die Daten geben die relative Änderung der 
Genexpression in den verschiedenen DC-Populationen bezogen auf das Expressionsniveau in 
unstimulierten LV-DCs an. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 3-6 
Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen 
SOCS1-DCs und LV-DCs in beiden Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen stimulierten und 
unstimulierten DCs (*) sind angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). 
 

A 

C 

B 
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3.5.2.4 Spezifische Modulation des Genexpressionspr ofils von 

STAT3-DCs 

 

Im unstimulierten Zustand reduziert die transgenvermittelte Expression von STAT3 in DCs 

signifikant die Transkription der kostimulatorischen Moleküle CD86, 4-1BBL sowie SLAM in 

DCs (Abbildung 63A). Interessanterweise zeigen STAT3-DCs unter basalen Bedingungen 

gegenüber unstimulierten LV-DCs eine signifikant verminderte mRNA-Expression für die 

Toleranzmarker IL-1RA (Abbildung 63B), FcγRIIB und IDO (Abbildung 63C). Zusätzlich ist 

auch die mRNA-Menge von IL-1R2, einem IL-1 Decoyrezeptor, in unstimulierten STAT3-DCs 

reduziert. 

Im Rahmen einer Ausreifung mit LPS wird die mRNA-Expression aller analysierten 

kostimulatorischen Moleküle und Zytokine in beiden DC-Populationen signifikant 

hochreguliert. Einzige Ausnahme ist hierbei die Transkription von CD80, die in STAT3-DCs 

keine maturierungsassoziierte Steigerung erfährt. Die Gesamtmenge an CD40, CD80 und 

SLAM mRNA ist in STAT3-DCs im Vergleich zu LPS-stimulierten LV-DCs signifikant 

reduziert. Interessanterweise resultiert die Überexpression von STAT3 in stimulierten DCs in 

einem starken Anstieg der Expression des proinflammatorischen Zytokins IL-1β. Daneben 

werden das antiinflammatorische Zytokin IL-10 sowie IL-1R2 in dieser DC-Population auf 

RNA-Ebene deutlich geringer exprimiert als in der Kontrollpopulation. Analog zu stimulierten 

IkBa-DCs zeigen mit LPS stimulierte STAT3-DCs im Vergleich zu stimulierten LV-DCs 

ebenfalls eine signifikante transkriptionale Erhöhung der toleranzassoziierten Moleküle 

FcγRIIB und IDO. 

Die Gesamtmenge an STAT3 mRNA befindet sich unter basalen Bedingungen in STAT3-

DCs und LV-DCs auf einem vergleichbaren Niveau (Abbildung 63C). Infolge einer 

Aktivierung mit LPS wird die Transkription dieses Gens in der Kontrollpopulation signifikant 

hochreguliert. In stimulierten STAT3-DCs findet diese maturierungsassoziierte Aufregulation 

der Genexpression nicht statt – die mRNA-Menge ist im direkten Vergleich zu stimulierten 

LV-DCs sogar um das Dreifache verringert. Diese Form der Modulation deutete sich bereits 

bei der Bestimmung der exo- bzw. endogenen Genexpression an: Sowohl in unstimulierten 

als auch in LPS-stimulierten DCs resultiert die transgenvermittelte exogene Expression von 

STAT3 in einer negativen Regulation der endogenen mRNA-Expression dieses Proteins 

(Abschnitt 3.5.1, Abbildung 59D).  
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Abbildung 63: Die Überexpression von STAT3 resultie rt in einer spezifischen Veränderung des 
Genexpressionsprofils von DCs. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und 
mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der 
Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit dem Konstrukt STAT3-
pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (STAT3-DCs) lentiviral transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an 
Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die relative mRNA-Expression von Genen, die für (A) 
kostimulatorische Moleküle, (B) soluble Mediatoren sowie (C) Maturierungs- und Toleranzmarker 
kodieren, wurde mit Hilfe der quantitativen Real-time-PCR bestimmt. Die interne Normalisierung 
erfolgte über das Haushaltsgen Ubiquitin C (UBC). Die Daten geben die relative Änderung der 
Genexpression in den verschiedenen DC-Populationen bezogen auf das Expressionsniveau in 
unstimulierten LV-DCs an. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 3-6 
Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen 
STAT3-DCs und LV-DCs in beiden Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen stimulierten und 
unstimulierten DCs (*) sind angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). 
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3.5.3 Die Überexpression von I κBα oder STAT-3 vermindert die Menge 

an MHCII-Molekülen auf der Oberfläche von BM-DCs 

 

Die Überexpression verschiedener intrazellulärer Regulatoren in BM-DCs resultiert jeweils in 

einer distinkten Modulation des entsprechenden Genexpressionsprofils (Abschnitt 3.5.2). 

Darüber hinaus wurde in anderen Studien gezeigt, dass eine erhöhte STAT3-Aktivität in DCs 

die Expression der Kostimulatoren MHCII, CD40 und CD80 supprimiert 284 und dass die 

adenovirale Überexpression von IκBα in humanen DCs die Menge an kostimulatorischen 

Rezeptoren auf der Oberfläche der Zellen negativ reguliert 258. Aus den genannten Gründen 

erfolgte eine Validierung der variierenden mRNA-Expressionen auf Proteinebene. Hierzu 

wurde die Zelloberflächenexpression verschiedener DC-typischer Maturierungsmarker von 

IkBa-DCs und STAT3-DCs mittels FACS analysiert (Abbildung 64). 
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Abbildung 64: Die Überexpression von I κBα oder STAT-3 reguliert die Expression von MHCII 
und kostimulatorischen Rezeptoren auf der Oberfläch e von DCs negativ. Knochenmarkszellen 
wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs 
differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-
copGFP (LV-DC) oder mit den Konstrukten IkBα- (IkBa-DC) oder STAT3-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP 
(STAT3-DC) lentiviral transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 
24 h. Die verschiedenen DC-Populationen wurden mit spezifischen Antikörpern für MHCII, CD40, 
CD80 oder CD86 (jeweils PE-gekoppelt) behandelt und mittels FACS analysiert. Die Graphen geben 
die spezifische Antikörper-Bindung auf der Oberfläche von (A) unstimulierten und (B) LPS-stimulierten 
DCs an, dargestellt als MFI (mean fluorescent intensity). Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± 
Standardfehler von jeweils 2 Experimenten und wurden normalisiert auf den MFI von (A) 
unstimulierten oder (B) stimulierten LV-DCs. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen 
transgenexprimierenden DCs und LV-DCs sind angegeben (+ p<0,05; +++ p<0,001). 
 
 
Unter basalen Bedingungen weisen beide transgenexprimierenden DC-Populationen 

gegenüber LV-DCs signifikant reduzierte Mengen des Maturierungsmarkers MHCII auf ihrer 

Oberfläche auf (Abbildung 64A). Gleichzeitig wird auch die Expression des 

kostimulatorischen Moleküls CD86 auf Proteinebene durch die Überexpression von IκBα 

oder STAT3 supprimiert, wobei letztere deutlich, jedoch nicht signifikant vermindert ist. 

A B 
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Unstimulierte IkBa-DCs sind weiterhin durch eine moderate, aber signifikante Reduktion der 

Menge an CD40 auf der Zelloberfläche gekennzeichnet. Das Molekül CD80 wurde auf LV-

DCs und auf beiden transgenexprimierenden DC-Populationen demgegenüber in 

vergleichbarer Menge detektiert. 

Wie zuvor für den unstimulierten Zustand beschrieben, ist die Menge an MHCII-Molekülen 

auf LPS-stimulierten IkBa-DCs und STAT3-DCs im Vergleich zur entsprechenden LV-DC-

Population signifikant vermindert (Abbildung 64B). Die Oberflächenexpression der 

kostimulatorischen Rezeptoren CD80 und CD86 wird durch die jeweilige 

Transgenexpression nicht moduliert. Auffällig ist, dass sowohl IkBa-DCs, als auch STAT3-

DCs nach einer Stimulierung mit LPS deutlich, wenn auch nicht signifikant, höhere Mengen 

CD40 aufweisen als stimulierte LV-DCs. 

 

 

3.5.4 LPS-stimulierte IkBa-DCs und SOCS1-DCs zeigen  eine signifikant 

verminderte Sekretion des antiinflammatorischen Med iators IL-10 

 

Das antiinflammatorische Zytokin IL-10 trägt entscheidend zum tolerogenen Status von DCs 

bei und ist einer der essentiellen Mediatoren für die Regulation von Immunantworten. In 

vergleichenden Genexpressionsanalysen zeigte sich, dass MKP1-DCs, SOCS1-DCs sowie 

STAT3-DCs nach einer Stimulierung mit LPS eine jeweils signifikant geringere IL-10 

Transkription aufweisen als entsprechende LV-DCs (Abschnitt 3.5.2). Alle drei Proteine 

scheinen also die normalerweise maturierungsassoziierte Aufregulation der IL-10 

Transkription in DCs negativ zu regulieren. Die Validierung dieser Resultate auf 

Proteinebene erfolgte durch die Bestimmung der IL-10 Konzentration im Kulturüberstand von 

transgenexprimierenden DCs sowie von LV-DCs mittels ELISA-Analysen. 

Im unstimulierten Zustand weisen alle vier transgenexprimierenden DC-Populationen eine 

vergleichbar moderate IL-10 Produktion auf wie unstimulierte LV-DCs (Abbildung 65). 

Während LV-DCs infolge einer Stimulierung mit LPS die Produktion des genannten 

antiinflammatorischen Zytokins deutlich hochregulieren, wird diese maturierungsassoziierte 

Steigerung durch die Überexpression von IκBα oder SOCS-1 in der entsprechenden DC-

Population verhindert. Auch in den Kulturüberständen stimulierter STAT3-DCs wurden 

deutlich geringere IL-10 Mengen detektiert, wobei dieser Unterschied zu stimulierten LV-DCs 

jedoch nicht statistisch signifikant ist. Die Überexpression von MKP-1 führt weder im 

unstimulierten, noch im stimulierten Zustand zu einer Modulation der IL-10 Sekretion von 

BM-DCs. 

 

 



3   Ergebnisse 

171 
 

LV IkBa MKP1 SOCS1 STAT3

IL
-1

0 
(n

g/
m

l)

0,00

0,01

0,02

0,03

0,04

0,05

0,06

0,07

unstimuliert
stimuliert

++

+

*** **

 
Abbildung 65: Die Überexpression der Moleküle I κBα und SOCS-1 verändert autokrin die IL-10 
Produktion die BM-DCs. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-
CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Kultur 
entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit den Konstrukten IkBa-, 
MKP1-, SOCS1-, oder STAT3-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP lentiviral transduziert. Die Ausreifung der 
Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Anschließend wurden die Kulturüberstände geerntet 
und der Gehalt von IL-10 mittels ELISA bestimmt. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± 
Standardfehler von jeweils 4 Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch 
signifikante Unterschiede zwischen transgenexprimierenden DCs und LV-DCs in beiden 
Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen stimulierten und unstimulierten DCs (*) sind angegeben 
(+ p<0,05; **,++ p<0,01; *** p<0,001). 
 

 

3.5.5 Im Vergleich der lentiviral transferierten in trazellulären Moleküle 

führt die Überexpression von I κBα zur effektivsten Reduktion der 

allogenen T-Zell-Stimulierungskapazität von DCs 

 

Wie in den vorhergehenden Abschnitten dieser Arbeit beschrieben, führt die Überexpression 

verschiedener intrazellulärer Moleküle zu einer jeweils distinkten phänotypischen 

Veränderung der entsprechend transduzierten DC-Population. Inwieweit sich die 

Modulationen im Genexpressionsprofil (Abschnitt 3.5.2), der Expression von MHCII und 

kostimulatorischen Molekülen auf der Zelloberfläche (Abschnitt 3.5.3) und der Sekretion des 

antiinflammatorischen Mediators IL-10 (Abschnitt 3.5.4) auch auf die Funktion von DCs 

auswirken, wurde im Rahmen allogener DC/T-Zell-Kokulturen analysier.  

Unter basalen Bedingungen induzieren IkBa-DCs (Abbildung 66A), MKP1-DCs (Abbildung 

66B) sowie STAT3-DCs (Abbildung 66D) eine vergleichbar moderate allogene T-Zell-

Proliferation wie unstimulierte LV-DCs. Einzig die Überexpression von SOCS-1 resultiert in 

einem signifikant verminderten T-Zell-Aktivierungspotential unstimulierter DCs ((Abbildung 

66C), die beiden höchsten DC/T-Zell-Verhältnisse). 

Infolge einer Ausreifung mit LPS steigt die T-Zell-Aktivierungskapazität aller DC-

Populationen gegenüber dem unstimulierten Zustand in allen Titrationsstufen deutlich an. In 

einem direkten Vergleich mit stimulierten LV-DCs zeigt sich jedoch, dass die durch die 
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jeweils ein intrazelluläres Molekül überexprimierenden DCs induzierte T-Zell-Proliferation 

signifikant reduziert ist. Die potenteste Reduktion der allogenen T-Zell-Aktivierung wird 

hierbei durch die Überexpression von IκBα in DCs erzielt. MKP1-DCs, STAT3-DCs sowie 

SOCS1-DCs sind im stimulierten Zustand in genannter Reihenfolge effizientere T-Zell-

Stimulatoren als IkBa-DCs. 
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Abbildung 66: Die Überexpression intrazellulärer Re gulatorproteine resultiert in einem 
signifikant reduziertem allogenen T-Zell-Aktivierun gspotential LPS-stimulierter DCs 
Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu 
myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Kultur entweder mit dem Vektor 
pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit den Konstrukten (A) IkBα- (IkBa-DC), (B) MKP1- 
(MKP1-DC), (C) SOCS1- (SOCS1-DC) oder (D) STAT3-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (STAT3-DC) 
lentiviral transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die 
verschiedenen BM-DC Populationen wurden bestrahlt, in Triplikaten seriell verdünnt und mit jeweils 
3 x 105 T-Zellen aus BALB/c Mäusen für 4 Tage kokultiviert. Die T-Zell-Proliferation wurde anhand der 
Aufnahme von [3H]-Thymidin während der letzten 16 h der Kultur gemessen. Die Daten geben die 
relative T-Zell Proliferation (bezogen auf die durch 16,7 x 103 LV-DCs + LPS induzierte Proliferation) 
an, berechnet als Mittelwert ± Standardfehler von acht (A), sieben (B,C) und fünf (D) voneinander 
unabhängigen Experimenten, die jeweils in Triplikatansätzen durchgeführt wurden. Statistisch 
signifikante Unterschiede zwischen transgenexprimierenden DCs und LV-DCs in beiden 
Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen stimulierten und unstimulierten DCs (*) sind angegeben (*,+ 

p<0,05; **,++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). 
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Von den vier analysierten intrazellulären Molekülen erwies sich demzufolge die 

Überexpression von SOCS-1 im unstimulierten und die Überexpression von IκBα im 

stimulierten Zustand am wirkungsvollsten bezüglich der Reduktion des allogenen primären 

T-Zell-Aktivierungspotentials von DCs. 

 

 

3.5.6 Die Überexpression von intrazellulären Molekü len in DCs induziert 

jeweils eine distinkte Zytokinantwort kokultivierte r allogener T-

Zellen 

 

Durch die Überexpression intrazellulärer Moleküle in DCs verändert sich deren Expression 

kostimulatorischer Moleküle sowie solubler Mediatoren sowohl auf transkriptionaler 

(Abschnitt 3.5.2) als auch auf Proteinebene (Abschnitte 3.5.3 und 3.5.4). Beide 

Molekülgruppen sind entscheidend für die Regulation immunologischer Prozesse, da sie 

wesentlich zur Modulation der Zytokinantwort von T-Zellen beitragen. Die T-Zell-

polarisierenden Eigenschaften der verschiedenen transgenexprimierenden DC-Populationen 

wurden daher mittels ELISA-Analysen der Kulturüberstände von Kokulturen transduzierter 

DCs mit allogenen BALB/c T-Zellen differenziert. 

Unabhängig vom lentiviral transferierten Transgen wurde in Kokulturen der verschiedenen 

unstimulierten DC-Populationen und allogener BALB/c T-Zellen eine jeweils zu 

Kontrollansätzen mit LV-DCs vergleichbare Produktion des TH1-Markerzytokins IFN-γ 

detektiert (Abbildung 67A). Die infolge einer Kokultivierung mit LPS-stimulierten LV-DCs 

nachgewiesene Sekretion dieses Zytokins befindet sich ungefähr auf dem gleichen Niveau 

wie die im Rahmen von Kokulturen mit unstimulierten LV-DCs. Die IFN-γ Konzentration in 

Kokulturen mit stimulierten IkBa-DCs, MKP1-DCs, SOCS1-DCs oder STAT3-DCs (hier ist 

die Steigerung statistisch signifikant) hingegen stieg im Vergleich zu Kokulturen mit der 

jeweiligen unstimulierten APC-Population deutlich an. Außer bei der Verwendung stimulierter 

SOCS1-DCs liegt die ermittelte IFN-γ Konzentration in allen Kokulturen jeweils signifikant 

oberhalb derer in Ansätzen mit LPS-stimulierten LV-DCs.  

Bemerkenswerterweise induzieren unstimulierte IkBa-DCs, MKP1-DCs und auch SOCS1-

DCs keine Sekretion des TH2-Markerzytokins IL-5, während unstimulierte STAT3-DCs eine 

mit unstimulierten LV-DCs ähnlich moderate Produktion dieses Zytokins in allogenen T-

Zellen vermitteln (Abbildung 67B). Werden die verschiedenen DC-Populationen im 

stimulierten Zustand als APCs in der Kokultur verwendet, so steigt in allen Fällen die IL-5 

Konzentration im Kulturüberstand signifikant an. Dies gilt zwar auch für stimulierte MKP1-

DCs, jedoch liegt die detektiert Menge an IL-5 signifikant unterhalb des Niveaus in DC/T-Zell-

Kokulturen mit LPS-stimulierten LV-DCs. 



3   Ergebnisse 

174 
 

 LV IkBa MKP1 SOCS1 STAT3

IF
N

-g
 (

ng
/m

l)

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

+
*

+

+

 

 LV IkBa MKP1 SOCS1 STAT3

IL
-5

 (
ng

/m
l)

0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

+ +

+

n.d. n.d.

**

**
*

**

+

***

n.d.
 

LV IkBa MKP1 SOCS1 STAT3

IL
-1

0 
(n

g/
m

l)

0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

unstimuliert
stimuliert

+
+

**

*

+

++

***

**

 
Abbildung 67: Die Überexpression von intrazelluläre n Molekülen in BM-DCs resultiert in einer 
Modulation der Zytokinantworten kokultivierter allo gener T-Zellen. Knochenmarkszellen wurden 
aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An 
Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV) 
oder mit den Konstrukten IkBa-, MKP1-, SOCS1-, oder STAT3-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP lentiviral 
transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Bestrahlte DCs im 
unstimulierten und stimulierten Zustand (jeweils 1,67 x 105) wurden für 4 Tage mit 3 x 106 T-Zellen 
aus BALB/c Mäusen in einem Volumen von 2 ml kokultiviert. Anschließend wurden die 
Kulturüberstände geerntet und der Gehalt von (A) IFN-γ, (B) IL-5 und (C) IL-10 mittels ELISA 
bestimmt. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 3-6 Experimenten, die 
in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen 
transgenexprimierenden DCs und LV-DCs in beiden Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen 
stimulierten und unstimulierten DCs (*) sind angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; *** p<0,001). n.d.: 
nicht detektiert. 
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Auch die Konzentration des ambivalenten TH2/Treg-Markerzytokins IL-10 in allogenen 

Kokulturen wird durch die Überexpression von intrazellulären Molekülen in DCs 

transgenabhängig moduliert (Abbildung 67C). Während eine Kokultivierung unstimulierter 

IkBa-DCs mit allogenen T-Zellen in einer zu Kontrollansätzen mit LV-DCs vergleichbaren IL-

10 Produktion resultiert, ist die Konzentration dieses Zytokins in Kokulturen mit 

unstimulierten MKP1-DCs, SOCS1-DCs sowie STAT3-DCs signifikant reduziert. Eine 

maturierungsassoziierte gesteigerte IL-10 Konzentration auf einem zu LV-DCs ähnlichem 

Niveau wurde in Kokulturen mit MKP1-DCs, SOCS1-DCs sowie STAT3-DCs detektiert. Im 

Gegensatz dazu resultiert eine Kokultivierung mit LPS-stimulierten IkBa-DCs im Vergleich zu 

Kontrollansätzen mit stimulierten LV-DCs in einer signifikant reduzierten IL-10 Menge in den 

entsprechenden Kulturüberständen. 

 

 

3.5.7 Stimulierte IkBa-DCs und MKP1-DCs sind durch eine signifikant 

reduzierte syngene T-Zell-Stimulierungskapazität ge kennzeichnet 

 

Da die vergleichenden Analysen zur Überexpression intrazellulärer Moleküle in DCs zeigten, 

dass LPS-stimulierte IkBa-DCs sowie MKP1-DCs das am stärksten reduzierte allogene T-

Zell-Aktivierungspotential aufweisen, wurden die entsprechenden unstimulierten und 

stimulierten Transduktanden mit MOG35-55 Peptid gepulst und zur Ermittlung der syngenen T-

Zell-Stimulierungskapazität mit MOG35-55-reaktiven 2D2 T-Zellen kokultiviert. 

Wie in Abschnitt 3.5.6 auch für allogene Kokulturen gezeigt, induzieren unstimulierte IkBa-

DCs (Abbildung 68A) sowie MKP1-DCs (Abbildung 68B) eine mit unstimulierten LV-DCs 

vergleichbare geringe Proliferation kokultivierter syngener 2D2-T-Zellen. 

Infolge einer Stimulierung mit LPS steigt das 2D2 T-Zell-Aktivierungspotential von LV-DCs 

und IkBa-DCs in allen DC/T-Zell-Verhältnissen signifikant an. Diese Steigerung der 

maturierungsassoziierten T-Zell-Aktivierung tritt bei MKP1-DCs dagegen in den ersten drei 

Titrationsstufen nicht auf. Insgesamt liegt die jeweils durch stimulierte IkBa-DCs oder MKP1-

DCs induzierte T-Zell-Proliferation in allen DC/T-Zell-Verhältnissen signifikant unterhalb der 

durch stimulierte LV-DCs hervorgerufenen. 

Analog zum allogenen System wurde somit auch im Rahmen syngener Kokulturen gezeigt, 

dass eine Überexpression von IκBα oder MKP-1 die T-Zell-Stimulierungskapazität von LPS-

stimulierten DCs limitiert, wobei sich in diesem experimentellen Design MKP1-DCs als 

diejenige DC-Population mit der geringeren T-Zell-Aktivierungskapazität darstellten. In 

allogenen Kokulturen hingegen war der durch stimulierte IkBa-DCs vermittelte Effekt stärker. 
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Abbildung 68: I κBa- und MKP1-DCs weisen auch in syngenen Kokulturen  ein vermindertes T-
Zell-Aktivierungspotential auf. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und 
mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der 
Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit den Konstrukten (A) 
IkBα- (IkBa-DC) oder (B) MKP1-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (MKP1-DCs) lentiviral transduziert. Die 
Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die verschiedenen bestrahlten, 
MOG35-55 Peptid gepulsten DC-Populationen wurden in Triplikaten seriell verdünnt und mit jeweils 
4,5 x 104 MOG35-55-reaktiven 2D2 T-Zellen für 4 Tage kokultiviert. Die T-Zell-Proliferation wurde 
anhand der Aufnahme von [3H]-Thymidin während der letzten 16 h der Kultur gemessen. Die Daten 
geben die relative T-Zell Proliferation (bezogen auf die durch 7,5 x 103 LV-DCs + LPS induzierte 
Proliferation) an, berechnet als Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 4 voneinander unabhängigen 
Experimenten, die jeweils in Triplikatansätzen durchgeführt wurden. Statistisch signifikante 
Unterschiede zwischen transgenexprimierenden DCs und LV-DCs in beiden Aktivierungszuständen 
(+) sowie zwischen stimulierten und unstimulierten DCs (*) sind angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; 
***,+++ p<0,001). 
 

 

3.5.8 Die Überexpression von I κBα oder MKP-1 in DCs modifiziert das 

Zytokinprofil kokultivierter syngener 2D2 T-Zellen 

 

Wie in Abschnitt 3.5.7 gezeigt, vermitteln LPS-stimulierte IkBa-DCs und MKP1-DCs eine im 

Vergleich zu stimulierten LV-DCs signifikant reduzierte syngene T-Zell-Proliferation. Diese 

Veränderung in der APC-Funktion der beiden transgenexprimierenden DC-Populationen 

könnte auch eine Modulation in der Regulation der Zytokinantwort kokultivierter 2D2 T-Zellen 

implizieren. Auf Grund dieser Überlegung wurde das durch IkBa-DCs und MKP1-DCs in 

syngenen 2D2 T-Zellen induzierte Zytokinprofil mittels ELISA validiert. 

In Kokulturen mit unstimulierten IkBa-DCs oder MKP1-DCs und syngenen 2D2 T-Zellen 

wurde eine jeweils zu Kotrollansätzen mit LV-DCs vergleichbare Konzentration des TH1-

Markerzytokins IFN-γ detektiert (Abbildung 69A). Werden LPS-stimulierte LV-DCs oder IkBa-

DCs in der Kokultur eingesetzt, steigt die Menge an IFN-γ in den entsprechenden 

Kulturüberständen deutlich an (nicht statistisch signifikant für IkBa-DCs). Im Gegensatz dazu 

befindet sich die Konzentration diese Zytokins in Ansätzen mit stimulierten MKP1-DCs 

ungefähr auf dem Niveau wie in Kokulturen mit unstimulierten MKP1-DCs.  
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Unstimulierte IkBa-DCs induzieren eine zu LV-DCs signifikant reduzierte Sekretion des TH2-

Markerzytokins IL-5 in kokultivierten T-Zellen (Abbildung 69B). Im Gegensatz dazu ist die 

durch unstimulierte MKP1-DCs verursachte IL-5 Sekretion gegenüber LV-DCs erheblich, 

wenn auch nicht signifikant, erhöht. Werden LPS-stimulierte MKP1-DCs als APCs in der 

syngenen Kokultur eingesetzt, ist die IL-5 Menge im Kulturüberstand signifikant geringer als 

bei Kokulturen unter Verwendung dieser DC-Population im unstimulierten Zustand. Generell 

liegt die durch stimulierte IkBa- und MKP1-DCs induzierte IL-5 Produktion in syngenen T-

Zellen deutlich, aber nicht statistisch signifikant, niedriger als in Kokulturen mit stimulierten 

LV-DCs. 
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Abbildung 69: Die Überexpression von I κBα oder MKP-1 in BM-DCs resultiert in einem 
veränderten Zytokinprofil kokultivierter syngener T -Zellen. Knochenmarkszellen wurden aus 
C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An 
Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV) 
oder mit den Konstrukten IkBa- oder MKP1-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP lentiviral transduziert. Die 
Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Bestrahlte, MOG35-55 Peptid gepulste 
DCs im unstimulierten und stimulierten Zustand (jeweils 1,5 x 105) wurden für 4 Tage mit 4,5 x 105 

MOG35-55-reaktiven T-Zellen aus 2D2 Mäusen in einem Volumen von 2 ml kokultiviert. Anschließend 
wurden die Kulturüberstände geerntet und der Gehalt von (A) IFN-γ, (B) IL-5 und (C) IL-10 mittels 
ELISA bestimmt. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 3 
Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen 
transgenexprimierenden DCs und LV-DCs in beiden Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen 
stimulierten und unstimulierten DCs (*) sind angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01). 
 
 
Die Konzentrationsbestimmungen des ambivalenten TH2/Treg-Markerzytokins IL-10 zeigte, 

dass in Kokulturen mit unstimulierte IkBa-DCs sowie MKP1-DCs und syngenen 2D2 T-Zellen 

eine wesentlich geringere Menge dieses solublen Mediators auftritt, als in Kontrollansätzen 

mit unstimulierte LV-DCs (Abbildung 69C). Werden die drei DC-Populationen nach einer 

Aktivierung mit LPS in syngenen Kokulturen eingesetzt, ist die IL-10 Konzentration in den 

Kulturüberständen jeweils geringer als bei Verwendung der jeweils entsprechenden 

unstimulierten APC-Population. Die geringste IL-10 Konzentration wurde in 

Kulturüberständen mit stimulierten IkBa-DCs gefunden – sie lag signifikant unterhalb 

derjenigen in Kokulturen mit stimulierten LV-DCs.  
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3.6 Die Überexpression bestimmter sekretierter Mole küle induziert 

einen tolerogenen Status in murinen BM-DCs 

 

Ein elementarer Faktor zur Vermittlung inhibitorischer Signale durch DCs ist die Sekretion 

solubler Mediatoren. Diese werden in das umgebende Mikromilieu der Zelle sezerniert und 

können so entweder autokrin, auf die Produzentenzelle selbst, oder parakrin auf andere, in 

der Nähe befindliche Zellen, wie zum Beispiel T-Zellen oder auch andere DCs wirken. Die 

Identifizierung potentiell toleranzassoziierter sekretierter Moleküle erfolgte zunächst, wie in 

Abschnitt 3.1 beschrieben, durch die phänotypische Analyse von DEX-APCs. Selektiert 

wurden hierbei der IL-1 Rezeptor-Antagonist IL-1RA, der in LPS-stimulierten DEX-APCs 

signifikant stärker transkribiert wird als in stimulierten BM-DCs sowie das 

antiinflammatorische Zytokin IL-10, das im unstimulierten Zustand von DEX-APCs vermehrt 

exprimiert wird (Abschnitt 3.1, Abbildung 15B). Erweitert wurde diese Auswahl nach 

intensiven Literaturrecherchen durch das antiinflammatorische Zytokin TGF-β1 und das von 

DCs nicht exprimierte Zytokin IL-21. 

 

 

3.6.1 Die Überexpression sekretierter Mediatoren is t in unstimulierten 

und LPS-stimulierten BM-DCs auf mRNA- und Proteineb ene 

nachweisbar 

 

Die offenen Leserahmen der ausgewählten Moleküle wurden, wie in Abschnitt 3.3.1 

beschrieben, in lentivirale Expressionvektoren kloniert. Anschließend wurden murine BM-

DCs an Tag 5 und 6 der Kultur mit den Konstrukten IL10-, IL21-, IL1RA- oder TGFβ1-

pCDH1-MCS1-EF1-copGFP lentiviral transduziert. Der Nachweis positiver Transduktanden 

erfolgte jeweils mittels FACS-Analysen des als Reporter verwendeten copGFP-Proteins. 

Unabhängig von der Größe und der Sequenz des kodierten Transgens wurde für alle 

Expressionsvektoren ein effizienter lentiviraler Transfer in murine BM-DCs nachgewiesen 

(Abbildung 70). In allen Fällen lagen die ermittelten Transduktionseffizienzen im 

unstimulierten und LPS-stimulierten Zustand zwischen ca. 87 % und 98 %. Diese Werte 

entsprechen somit dem Niveau, das unter Verwendung des Leervektors pCDH1-MCS1-EF1-

copGFP in LV-DCs erreicht wird. 
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Abbildung 70: Alle für sekretierte Moleküle kodiere nden Expressionsvektoren werden, 
unabhängig vom Transgen, effizient in BM-DCs transf eriert. Knochenmarkszellen wurden aus 
C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An 
Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Kultur entweder pseudo-transduziert (Mock-DC), mit dem Vektor 
pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit den Konstrukten IL10- (IL10-DC), IL21- (IL21-DC), 
IL1RA- (IL1RA-DC) oder TGFβ1-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (TGFβ1-DC) lentiviral transduziert. Die 
Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. An Tag 9 wurde die 
Transduktionseffizienz mittels FACS-Analyse des copGFP-Proteins bestimmt. Die Graphiken sind 
repräsentativ für 3-6 voneinander unabhängige Experimente. 
 
 
Die Verifizierung der Transgenexpression in entsprechend transduzierten DCs erfolgte 

zunächst für alle Moleküle auf mRNA-Ebene mit Hilfe quantitativer PCR Analysen (Abbildung 

71). Durch die Verwendung verschiedener antisense Primer, die entweder in der 3´-

untranslatierten Region oder im EF1-Promotorbereich binden, wurde hierbei nicht nur die 
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exogene, sondern parallel dazu auch die endogene Genexpression bestimmt (vergleiche 

Abschnitt 3.4.1, Abbildung 47). Auf diese Weise ist eine Aufdeckung eventueller 

autoregulativer Expressionsmechanismen, die für zahlreiche Gene bekannt sind, möglich. 
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Abbildung 71: Die transgenvermittelte exogene Expre ssion von IL-10 und TGF- β1 beeinflusst 
deren endogenes Expressionsniveau. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert 
und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote 
der Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit den Konstrukten 
(A) IL10- (IL10-DC), (B) IL21- (IL21-DC), (C) IL1RA- (IL1RA-DC) oder (D) TGFβ1-pCDH1-MCS1-EF1-
copGFP (TGFβ1-DC) lentiviral transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml 
LPS für 24 h. Die relative endo- und exogene mRNA-Expression wurde mit Hilfe der quantitativen 
Real-time-PCR bestimmt und ist als prozentualer Anteil, bezogen auf die Expression des 
Haushaltsgen Ubiquitin C angegeben. Die Unterscheidung der endo- und exogenen mRNA-
Expression erfolgte durch die Verwendung unterschiedlicher antisense Primer. Die Daten 
repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 4-5 Experimenten, die in Duplikaten 
durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen transgenexprimierenden DCs 
und LV-DCs in beiden Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen stimulierten und unstimulierten DCs 
(*) sind angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). n.d.: nicht detektiert. 
 
 

Die Transgene IL-10 (Abbildung 71A) und IL-21 (Abbildung 71B) werden in entsprechend 

transduzierten BM-DCs im unstimulierten und stimulierten Zustand auf vergleichbarem 

Niveau exprimiert. Auch die Transgene IL-1RA (Abbildung 71C) und TGF-β1(Abbildung 71D) 

werden effizient in DCs transkribiert, wobei in beiden DC-Populationen nach einer 
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Stimulierung mit LPS eine jeweils signifikant höhere Transgenexpression detektiert wurde, 

als unter basalen Bedingungen.  

Während die Überexpression von IL-1RA keinen Einfluss auf die endogene Genexpression 

hat, erhöht die transgene Expression von IL-10 im basalen Zustand sowie nach einer 

Stimulierung mit LPS signifikant dessen endogene mRNA-Menge. Im Gegensatz dazu 

zeigen unstimulierte und stimulierte TGFβ1-DCs ein signifikant vermindertes endogenes 

TGF-β1 mRNA-Niveau im Vergleich zu stimulierten LV-DCs. Eine endogene Transkription 

des Zytokins IL-21 findet, unabhängig vom Aktivierungszustand, in keiner der analysierten 

DC-Populationen statt.  

Zusätzlich wurde in den verschiedenen Transduktanden die dem Transgen entsprechende 

Gesamt-mRNA-Menge bestimmt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in den 

jeweiligen Kapiteln zur Analyse des Genexpressionsprofils entsprechend transduzierter DCs 

angegeben. 

Der Nachweis einer effizienten Transgenexpression erfolgte für die Moleküle IL-10, IL-21 und 

TGF-β1 auch auf Proteinebene mittels ELISA-Analysen der Kulturüberstande entsprechend 

transduzierter DC-Populationen (Abbildung 72).  
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Abbildung 72: Die Moleküle IL-10 und IL-21 werden i nfolge einer Überexpression in DCs in 
stark erhöhten Mengen im Kulturüberstand detektiert . Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 
Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 
wurden Aliquote der Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit 
den Konstrukten (A) IL10- (IL10-DC), (B) IL21- (IL21-DC) oder (C) TGFβ1-pCDH1-MCS1-EF1-
copGFP (TGFβ1-DC) lentiviral transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml 
LPS für 24 h. Anschließend wurden die Kulturüberstände geerntet und der Gehalt von (A) IL-10, (B) 
IL-21 oder (C) TGF-β1 mittels ELISA bestimmt. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± 
Standardfehler von jeweils 3-6 Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch 
signifikante Unterschiede zwischen transgenexprimierenden DCs und LV-DCs in beiden 
Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen stimulierten und unstimulierten DCs (*) sind angegeben 
(+ p<0,05; ++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). n.d.: nicht detektiert. 
 
 
Infolge dieser Validierung der lentiviral vermittelten Überexpression solubler Mediatoren in 

DCs zeigte sich, dass die Zytokine IL-10 (Abbildung 72A) und IL-21 (Abbildung 72B) von den 

A B C 
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jeweiligen DC-Populationen, im Vergleich zu LV-DCs, in beiden Aktivierungszuständen in 

signifikant höherer Menge produziert werden. In Übereinstimmung mit der nicht vorhandenen 

endogenen IL-21 mRNA-Expression in DCs (Abbildung 71B) wurde das Zytokin IL-21 auch 

nicht im Überstand von LV-DCs detektiert. 

Besonders interessant ist die Auswirkung der lentiviral vermittelten Überexpression von TGF-

β1 auf die Proteinmenge dieses Zytokins. Während IL10- und IL-21-DCs eine deutlich 

gesteigerte Produktion des jeweiligen Transgens auf Proteinebene zeigen, ist die TGF-β1 

Konzentration im Kulturüberstand unstimulierter sowie LPS-stimulierter TGFβ1-DCs 

signifikant geringer als bei der entsprechenden LV-DC-Population (Abbildung 72C). 

 

 

3.6.2 Die Überexpression solubler Moleküle resultie rt in einer jeweils 

spezifischen Modifikation des Genexpressionsprofils  von BM-DCs 

 

Eine spezielle Eigenschaft der im Rahmen dieser Arbeit überexprimierten sekretierten 

Moleküle IL-10, IL-21, IL-1RA und TGF-β1 ist, dass sie sowohl parakrin auf in der Nähe 

befindliche Zellen, als auch autokrin, auf die Produzentenzelle selbst, wirken können. Dieser 

autokrine Effekt ist deshalb möglich, da BM-DCs Rezeptoren für alle vier genannten Proteine 

besitzen. Eine Bindung an diese Rezeptoren induziert eine jeweils spezifische 

Signaltransduktion, die in einer individuellen Regulation von Genaktivitäten resultiert. Auf 

dieser Basis wurde das Expressionsprofil verschiedener immunrelevanter Gene (vergleiche 

Abschnitt 3.1.5) in transgenexprimierenden DCs und LV-DCs vergleichend evaluiert.  

 

 

3.6.2.1 Spezifische Modulation des Genexpressionspr ofils von IL10-DCs 

 

Unter basalen Bedingungen sind IL10-DCs, verglichen mit LV-DCs, durch eine signifikant 

verminderte Transkription der kostimulatorischen Moleküle CD40 und OX40L (Abbildung 

73A), des proinflammatorischen Zytokins IL-12b (Abbildung 73B) sowie der 

Maturierungsmarker FSCN1 und CCR7 (Abbildung 73C) gekennzeichnet. Darüber hinaus 

weist diese DC-Population eine verstärkte Expression des proinflammatorischen Zytokins IL-

1β und gleichzeitig auch des IL-1 Antagonisten IL-1RA auf.  

Im Gegensatz zu LV-DCs wird in IL10-DCs die Expression der kostimulatorischen 

Rezeptoren CD80, CD86, 4-1BBL sowie OX40L in Reaktion auf eine Stimulierung mit LPS 

nicht hochreguliert. Auch die maturierungsassoziierte Aufregulation der Genexpression von 

FSCN1 und CCR7 findet in IL10-DCs nicht statt.  
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Abbildung 73: Die Überexpression von IL-10 resultie rt in einer spezifischen Veränderung des 
Genexpressionsprofils von DCs. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und 
mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der 
Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit dem Konstrukt IL10-
pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (IL10-DCs) lentiviral transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an 
Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die relative mRNA-Expression von Genen die für (A) 
kostimulatorische Moleküle, (B) soluble Mediatoren sowie (C) Maturierungs- und Toleranzmarker 
kodieren, wurde mit Hilfe der quantitativen Real-time-PCR bestimmt. Die interne Normalisierung 
erfolgte über das Haushaltsgen Ubiquitin C (UBC). Die Daten geben die relative Änderung der 
Genexpression in den verschiedenen DC-Populationen bezogen auf das Expressionsniveau in 
unstimulierten LV-DCs an. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 3-6 
Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen 
IL10-DCs und LV-DCs in beiden Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen stimulierten und 
unstimulierten DCs (*) sind angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). 
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Weiterhin ist in diesen DCs, im Vergleich zu stimulierten LV-DCs, die CD40 und IL-6 mRNA-

Expression deutlich weniger stark aufreguliert. Besonders drastisch ist der Einfluss der IL-10 

Überexpression in stimulierten DCs auf die IL-12b Transkription - LV-DCs weisen einen 56 x 

höhere mRNA-Menge dieses Zytokins auf als IL10-DCs. Der Oberflächenrezeptor SLAM, für 

den sowohl pro- als auch antiinflammatorische Effekte nachgewiesen wurden, wird von LPS-

aktivierten IL10-DCs signifikant stärker transkribiert als von der entsprechenden LV-DC-

Population. Darüber hinaus sind auch die mRNA-Mengen der Toleranzmarker IL-1RA, 

FcγRIIB und IDO in dieser transgenexprimierenden DC-Population stark erhöht.  

Die Gesamtmenge an IL-10 mRNA ist in transgenexprimierenden DCs gegenüber LV-DCs 

sowohl unter basalen Bedingungen, als auch nach einer Stimulierung mit LPS stark erhöht 

(Abbildung 73B). Dieses Ergebnis befindet sich im Einklang mit dem Befund, dass die 

exogene IL-10 Transkription in unstimulierten und stimulierten DCs zu einer signifikant 

gesteigerten endogenen Expression führt (Abschnitt 3.6.1, Abbildung 71A), sodass in der 

Summe deutlich mehr IL-10 mRNA in den entsprechend transduzierten DC-Populationen 

vorhanden ist als in den jeweiligen Kontroll-Populationen. Auf Proteinebene wurde dieser 

Effekt ebenfalls bestätigt, da im Kulturüberstand von IL10-DCs in beiden 

Aktivierungszuständen deutlich höhere IL-10 Konzentrationen nachgewiesen wurden als bei 

den entsprechenden Kontrollen mit LV-DCs (Abschnitt 3.6.1, Abbildung 72A). 

 

 

3.6.2.2 Spezifische Modulation des Genexpressionspr ofils von IL21-DCs 

 

Im unstimulierten Zustand reduziert die Überexpression von IL-21 in DCs signifikant die 

Transkription der kostimulatorischen Moleküle CD80, CD86, CD40, 4-1BBL sowie OX40L 

(Abbildung 74A) und der proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-12b (Abbildung 74B). 

Weiterhin weisen IL21-DCs, verglichen mit LV-DCs, signifikant verminderte mRNA-Mengen 

für die Maturierungsmarker FSCN1 und CCR7 auf (Abbildung 74C). Interessanterweise ist 

auch die mRNA-Expression des Toleranzmarkers IDO in unstimulierten IL21-DCs geringer. 

Wie bereits zuvor für IL10-DCs gezeigt, ist in IL21-DCs gleichzeitig die Transkription des 

proinflammatorischen Zytokins IL-1β sowie des IL-1 Antagonisten IL-1RA signifikant erhöht. 

Auch für das antiinflammatorische Zytokin IL-10 wurde in unstimulierten IL21-DCs 

gegenüber LV-DCs eine transkriptionale Steigerung nachgewiesen.  

Im Rahmen einer Stimulierung mit LPS findet in IL21-DCs, im Gegensatz zu LV-DCs, 

entweder keine (CD86, OX40L) oder lediglich eine eingeschränkte Steigerung (CD80, 4-

1BBL) des Expressionsniveaus kostimulatorischer Moleküle statt. Auch die mRNA-

Expression des Zytokins IL-12b wird in Folge einer solchen Aktivierung in IL21-DCs nur 

eingeschränkt hochreguliert.  
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Abbildung 74: Die Überexpression von IL-21 resultie rt in einer spezifischen Veränderung des 
Genexpressionsprofils von DCs. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und 
mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der 
Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit dem Konstrukt IL21-
pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (IL21-DCs) lentiviral transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an 
Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die relative mRNA-Expression von Genen die für (A) 
kostimulatorische Moleküle, (B) soluble Mediatoren sowie (C) Maturierungs- und Toleranzmarker 
kodieren, wurde mit Hilfe der quantitativen Real-time-PCR bestimmt. Die interne Normalisierung 
erfolgte über das Haushaltsgen Ubiquitin C (UBC). Die Daten geben die relative Änderung der 
Genexpression in den verschiedenen DC-Populationen bezogen auf das Expressionsniveau in 
unstimulierten LV-DCs an. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 3-6 
Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen 
IL21-DCs und LV-DCs in beiden Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen stimulierten und 
unstimulierten DCs (*) sind angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). 
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Bemerkenswert ist, dass IL21-DCs nach einer Stimulierung mit LPS vergleichbar geringe 

Mengen der Maturierungsmarker FSCN1 und CCR7 exprimieren, wie unter basalen 

Bedingungen. Positiv wirkt sich die Überexpression von IL-21 in stimulierten DCs einzig auf 

die Expression von IL-1RA aus - entsprechend transduzierte DCs weisen ein signifikant 

höheres mRNA-Niveau für dieses Protein auf, als stimulierte LV-DCs. 

 

 

3.6.2.3 Spezifische Modulation des Genexpressionspr ofils von 

IL1RA-DCs 

 

Hinsichtlich der analysierten kostimulatorischen Rezeptoren sind IL1RA-DCs, verglichen mit 

LV-DCs, unter basalen Bedingungen durch eine signifikant verminderte Transkription der 

Moleküle CD86, CD40, 4-1BBL sowie OX40L gekennzeichnet (Abbildung 75A). Darüber 

hinaus resultiert die forcierte Überexpression von IL-1RA in einer verminderten Expression 

der Maturierungsmarker FSCN1 und CCR7 (Abbildung 75C) sowie des IL-1-Decoyrezeptors 

IL-1R2 (Abbildung 75B). Interessanterweise wird auch der inhibitorische Rezeptor FcγRIIB 

von unstimulierten IL1RA-DCs in geringerem Maße exprimiert, als von der entsprechenden 

LV-DC-Population. Eine signifikante transkriptionale Erhöhung in dieser 

transgenexprimierenden DC-Population wurde für das proinflammatorische Zytokin IL-1β 

sowie für den antiinflammatorischen Mediator IL-10 nachgewiesen.  

LPS-stimulierte IL1RA-DCs zeigen im Gegensatz zu stimulierten LV-DCs eine 

eingeschränkte maturierungsassoziierte Aufregulation der Genexpression für die Moleküle 

CD80, CD86, OX40L, IL-1R2 sowie den Maturierungsmarker FSCN1. Zusätzlich weisen 

diese DCs eine im Vergleich zu stimulierten LV-DCs signifikante transkriptionale Erhöhung 

der toleranzassoziierten Moleküle FcγRIIB, IDO sowie MKP-1 auf. Interessanterweise 

resultiert die Überexpression von IL-1RA in stimulierten DCs in einem starken Anstieg der 

Expression des proinflammatorischen Zytokins IL-1β.  

Die Gesamtmenge an IL-1RA mRNA ist sowohl unter basalen Bedingungen, als auch nach 

einer Stimulierung mit LPS in IL1RA-DCs signifikant höher als in der entsprechenden LV-DC-

Population (Abbildung 75B). Dieses Resultat ist konsistent mit dem Befund, dass die 

exogene IL-1RA Expression in DCs, unabhängig vom Aktivierungszustand, die endogene 

Genexpression nicht negativ beeinflusst (Abschnitt 3.6.1, Abbildung 71C). Somit ist in der 

Summe in entsprechend transduzierten DC-Populationen vermutlich mehr IL-1RA mRNA 

vorhanden, als in der jeweiligen Kontroll-Population.  
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Abbildung 75: Die Überexpression von IL-1RA resulti ert in einer spezifischen Veränderung des 
Genexpressionsprofils von DCs. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und 
mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der 
Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit dem Konstrukt IL1RA-
pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (IL1RA-DCs) lentiviral transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an 
Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die relative mRNA-Expression von Genen die für (A) 
kostimulatorische Moleküle, (B) soluble Mediatoren sowie (C) Maturierungs- und Toleranzmarker 
kodieren, wurde mit Hilfe der quantitativen Real-time-PCR bestimmt. Die interne Normalisierung 
erfolgte über das Haushaltsgen Ubiquitin C (UBC). Die Daten geben die relative Änderung der 
Genexpression in den verschiedenen DC-Populationen bezogen auf das Expressionsniveau in 
unstimulierten LV-DCs an. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 3-6 
Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen 
IL1RA-DCs und LV-DCs in beiden Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen stimulierten und 
unstimulierten DCs (*) sind angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). 
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3.6.2.4 Spezifische Modulation des Genexpressionspr ofils von 

TGFβ1-DCs 

 

Unstimulierte TGFβ1-DCs weisen im Gegensatz zu LV-DCs signifikant geringere mRNA-

Mengen für die kostimulatorischen Rezeptoren CD40, 4-1BBL, OX40L und SLAM (Abbildung 

76A) sowie für die proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-12b (Abbildung 76B) auf. In 

Übereinstimmung mit den drei weiteren im Rahmen dieses Kapitels beschriebenen DC-

Populationen, die jeweils einen solublen Mediator überexprimieren, ist auch in TGFβ1-DCs 

unter basalen Bedingungen die Transkription der Maturierungsmarker FSCN1 und CCR7 

signifikant reduziert (Abbildung 76C).  

Während in LV-DCs infolge einer Stimulierung mit LPS die Transkription aller analysierten 

kostimulatorischen Moleküle signifikant ansteigt, findet diese maturierungsassoziierte 

Hochregulation der Genexpression in TGFβ1-DCs entweder gar nicht (CD80, CD86, 4-

1BBL), oder nur eingeschränkt (CD40, OX40L, SLAM) statt. Interessanterweise wird auch 

die Expression des antiinflammatorischen Mediators IL-10 sowie der Maturierungsmarker 

FSCN1 und CCR7 in Reaktion auf eine LPS-Stimulierung nicht signifikant hochreguliert. 

Zusätzlich wurden in stimulierten TGFβ1-DCs im Vergleich zur entsprechenden LV-DC-

Population verminderte mRNA-Mengen für das proinflammatorische Zytokin IL-12b sowie für 

den Toleranzmarker IDO nachgewiesen.  

In unstimulierten TGFβ1-DCs ist die Gesamtmenge an TGF-β1 mRNA signifikant geringer 

als in unstimulierten LV-DCs, was vermutlich auf der reduzierten exogenen TGF-β1 mRNA-

Expression in unstimulierten TGFβ1-DCs beruht (Abschnitt 3.6.1, Abbildung 71D). Während 

in der Kontrollpopulation die Transkription dieses Gens bei Ausreifung mit LPS nicht 

moduliert wird, weisen stimulierte TGFβ1-DCs eine signifikant stärkere TGF-β1 Expression 

auf, als unstimulierte transgenexprimierende DCs. Obwohl sich die exogene TGF-β1 

Expression negativ auf die endogene Transkription dieses Moleküls auswirkt in stimulierte 

TGFβ1-DCs, ist die Gesamtmenge an TGF-β1 mRNA in stimulierten TGFβ1-DCs höher 

(nicht statistisch signifikant) als in stimulierten LV-DCs.  
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Abbildung 76: Die Überexpression von TGF- β1 resultiert in einer spezifischen Veränderung des 
Genexpressionsprofils von DCs. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und 
mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der 
Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit dem Konstrukt TGFβ1-
pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (TGFβ1-DCs) lentiviral transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an 
Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die relative mRNA-Expression von Genen die für (A) 
kostimulatorische Moleküle, (B) soluble Mediatoren sowie (C) Maturierungs- und Toleranzmarker 
kodieren, wurde mit Hilfe der quantitativen Real-time-PCR bestimmt. Die interne Normalisierung 
erfolgte über das Haushaltsgen Ubiquitin C (UBC). Die Daten geben die relative Änderung der 
Genexpression in den verschiedenen DC-Populationen bezogen auf das Expressionsniveau in 
unstimulierten LV-DCs an. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 3-6 
Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen 
TGFβ1-DCs und LV-DCs in beiden Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen stimulierten und 
unstimulierten DCs (*) sind angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). 
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3.6.3 Die Überexpression von IL-10 oder IL-21 reduz iert die Menge an 

MHCII und kostimulatorischen Rezeptoren auf der Obe rfläche von 

BM-DCs 

 

Im Rahmen vergleichender Genexpressionsstudien wurde nachgewiesen, dass die 

Überexpression von IL-10 oder IL-21 in unstimulierten sowie LPS-stimulierten DCs in einer 

signifikant verminderten Transkription kostimulatorischer Moleküle resultiert (Abschnitte 

3.6.2.1, Abbildung 73A und 3.6.2.2, Abbildung 74A). Eine Validierung dieser Resultate 

erfolgte auf Ebene der Zelloberflächenexpression verschiedener DC-typischer 

Maturierungsmarker mittels FACS-Analyse. 

Im unstimulierten Zustand weisen IL10-DCs gegenüber LV-DCs deutlich verminderte 

Mengen an MHCII, CD40, CD80 sowie CD86 auf ihrer Oberfläche auf (Abbildung 77, 

obere Reihe).  

 

      MHCII        CD40          CD80           CD86 

    

    

Abbildung 77: Die Überexpression von IL-10 regulier t die Expression von MHCII sowie 
kostimulatorischer Moleküle auf der Oberfläche von DCs negativ. Knochenmarkszellen wurden 
aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An 
Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-
DC) oder mit dem Konstrukt IL10-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (IL10-DC) lentiviral transduziert. Die 
Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die verschiedenen DC-Populationen 
wurden mit spezifischen Antikörpern für MHCII, CD40, CD80 oder CD86 (jeweils PE-gekoppelt) 
behandelt und mittels FACS analysiert. Die Histogramme repräsentieren die spezifische Antikörper-
Bindung auf der Oberfläche von LV-DCs (unterbrochene Linie) und IL10-DCs (durchgezogene Linie). 
Die Bindung des jeweils entsprechenden Isotyp Kontroll-Antikörpers ist angegeben (dünne, 
gepunktete Linie). Die Graphiken sind jeweils für 3 voneinander unabhängige Experimente 
repräsentativ. 
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Während LV-DCs in Reaktion auf eine Stimulierung mit LPS die Oberflächenexpression aller 

vier analysierten Markerproteine hochregulieren, weisen IL10-DCs keine entsprechende 

Veränderung der MHCII, CD40 und CD80 Expression auf (Abbildung 77, untere Reihe). Die 

Menge an CD86 ist in der transgenexprimierenden DC-Population im Vergleich zum 

unstimulierten Zustand nur moderat erhöht. 

Auf Proteinebene supprimiert die Überexpression von IL-21 die Oberflächenexpression der 

vier Maturierungsmarker MHCII, CD40, CD80 sowie CD86 in unstimulierten DCs (Abbildung 

78, obere Reihe). Im Gegensatz zu LV-DCs regulieren IL21-DCs infolge einer Stimulation 

mit LPS die Expression der Moleküle MHCII, CD40 sowie CD80 nicht hoch (Abbildung 78, 

untere Reihe). Interessanterweise ist jedoch die Aufregulation der Oberflächenexpression 

des kostimulatorischen Rezeptors CD86 bei stimulierten IL21-DCs vergleichbar deutlich wie 

bei stimulierten LV-DCs. Dieses Phänomen tritt bei einer Überexpression von IL-10 nicht auf. 

 

       MHCII        CD40          CD80           CD86 

    

    

Abbildung 78: IL21-DCs weisen unabhängig von ihrem Aktivierungszustand deutlich 
verminderte Mengen an MHCII und kostimulatorischen Molekülen auf ihrer Oberfläche auf. 
Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu 
myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Kultur entweder mit dem Vektor 
pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit dem Konstrukt IL21-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (IL21-
DC) lentiviral transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die 
verschiedenen DC-Populationen wurden mit spezifischen Antikörpern für MHCII, CD40, CD80 oder 
CD86 (jeweils PE-gekoppelt) behandelt und mittels FACS analysiert. Die Histogramme repräsentieren 
die spezifische Antikörper-Bindung auf der Oberfläche von LV-DCs (unterbrochene Linie) und IL21-
DCs (durchgezogene Linie). Die Bindung des jeweils entsprechenden Isotyp Kontroll-Antikörpers ist 
angegeben (dünne, gepunktete Linie). Die Graphiken sind jeweils für 2 voneinander unabhängige 
Experimente repräsentativ. 
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3.6.4 Die Überexpression der solublen Moleküle IL-2 1 und TGF-β1 

inhibiert in stimulierten DCs die Sekretion des ant iinflamma-

torischen Zytokins IL-10 

 

Einer der am intensivsten studierten und am besten etablierten Faktoren, der an der 

Regulation von Immunantworten beteiligt ist, ist das antiinflammatorische Zytokin IL-10. 

Dieses Molekül trägt unter anderem entscheidend zum tolerogenen Status von DCs bei.  

Im Rahmen vergleichender Genexpressionsstudien wurde nachgewiesen, dass die 

Überexpression von IL-21 oder IL-1RA in unstimulierten DCs in einer signifikant gesteigerten 

Transkription dieses Zytokins resultiert (Abschnitte 3.6.2.2, Abbildung 74B und 3.6.2.3, 

Abbildung 75B). Im Gegensatz dazu weisen LPS-stimulierte TGFβ1-DCs eine zu stimulierten 

LV-DCs deutlich reduzierte IL-10 mRNA-Expression auf (Abschnitt 3.6.2.4, Abbildung 76B). 

Die Verifizierung dieser Differenzen in der mRNA-Expression auf Proteinebene erfolgte 

durch die Bestimmung der IL-10 Konzentration im Kulturüberstand von 

transgenexprimierenden DCs sowie von LV-DCs mittels ELISA-Analysen (Abbildung 79).  
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Abbildung 79: Eine Überexpression der Moleküle IL-2 1, IL-1RA sowie TGF- β1 moduliert die IL-
10 Produktion entsprechend transduzierter BM-DCs. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 
Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 
wurden Aliquote der Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit 
den Konstrukten IL21-, IL1RA-, oder TGFβ1-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP lentiviral transduziert. Die 
Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Anschließend wurden die 
Kulturüberstände geerntet und der Gehalt von IL-10 mittels ELISA bestimmt. Die Daten repräsentieren 
den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 4 Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. 
Statistisch signifikante Unterschiede zwischen transgenexprimierenden DCs und LV-DCs in beiden 
Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen stimulierten und unstimulierten DCs (*) sind angegeben 
(*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). 
 
 
Unter basalen Bedingungen weisen IL21-DCs und TGFβ1-DCs eine mit unstimulierten LV-

DCs vergleichbar moderate IL-10 Produktion auf (Abbildung 79). Im Gegensatz dazu 

resultiert die Überexpression von IL-1RA in unstimulierten DCs in einer signifikant erhöhten 

Sekretion dieses antiinflammatorischen Zytokins. Infolge einer Stimulierung mit LPS wird die 
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IL-10 Produktion von LV-DCs und IL1RA-DCs einheitlich stark hochreguliert. Diese 

maturierungsassoziierte Steigerung wird durch die Überexpression von IL-21 oder TGF-β1 

verhindert - die jeweils entsprechende DC-Population weist eine signifikant geringere IL-10 

Konzentration im Kulturüberstand auf, als LPS-stimulierte LV-DCs.  

Somit konnten also die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse für unstimulierte IL1RA-DCs 

sowie unstimulierte und LPS-stimulierte TGFβ1-DCs mittels ELISA-Analysen auch auf 

Proteinebene nachgewiesen werden. 

 

 

3.6.5 Innerhalb der Gruppe der lentiviral transferi erten solublen 

Mediatoren reduziert die Überexpression von IL-10 o der IL-21 das 

allogene T-Zell-Stimulierungspotential muriner DCs am 

effektivsten 

 

Die phänotypische Analyse transduzierter DC-Populationen zeigte, dass die Überexpression 

verschiedener solubler Mediatoren in einer jeweils spezifischen Veränderung der 

Genexpressionssignatur (Abschnitt 3.6.2), der Expression von MHCII und kostimulatorischen 

Rezeptoren auf der Zelloberfläche (Abschnitt 3.6.3) und der Sekretion des 

antiinflammatorischen Zytokins IL-10 (Abschnitt 3.6.4) resultiert. Da sich diese Faktoren 

gravierend auf die T-Zell-Stimulierungskapazität von DCs auswirken, wurde diese für die 

verschiedenen transduzierten DC-Populationen im Rahmen allogener DC/T-Zell-Kokulturen 

bestimmt.  

Während TGFβ1-DCs (Abbildung 80B) unter basalen Bedingungen eine mit LV-DCs 

vergleichbare Induktion der allogenen T-Zell-Proliferation aufweisen, inhibiert die 

Überexpression von IL-10 (Abbildung 80C), IL-21 (Abbildung 80D) oder IL-1RA (Abbildung 

80A) signifikant das T-Zell-Aktivierungspotential unstimulierter DCs. Die Effizienz der 

Inhibition nimmt hierbei in genannter Reihenfolge ab.  

In Reaktion auf eine Stimulierung mit LPS steigt die allogene T-Zell-Aktivierungskapazität 

aller analysierten DC-Populationen gegenüber dem unstimulierten Zustand signifikant an. 

Ein direkter Vergleich mit stimulierten LV-DCs zeigt jedoch, dass die durch die 

verschiedenen transgenexprimierenden DC-Populationen induzierten T-Zell-Proliferationen 

jeweils signifikant reduziert sind. Interessanterweise vermitteln stimulierte IL10-DCs eine zu 

unstimulierten LV-DCs kongruente moderate T-Zell-Proliferation. Auch das allogene 

Aktivierungspotential stimulierter IL21-DCs liegt tendenziell im Bereich unstimulierter 

Kontroll-DCs. Demgegenüber ist die Überexpression von IL-1RA sowie TGF-β1 weniger 

potent in Bezug auf eine Reduktion der allogenen T-Zell-Stimulierungskapazität LPS-
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stimulierter DCs. Zusammenfassend zeigten die Analysen demzufolge, dass von den vier 

analysierten solublen Mediatoren die Überexpression von IL-10 oder IL-21 am effektivsten 

das allogene primäre T-Zell-Aktivierungspotential unstimulierter sowie LPS-stimulierter DCs 

reduziert. 

 

DC (x 10-3)

16,7 5,6 1,9 0,6 0,2 0,07 0,02

R
el

at
iv

e 
T-

Z
el

l-P
ro

lif
er

at
io

n

(n
or

m
ie

rt
 a

uf
 1

6,
7 

x 
10

3  L
V

-D
C

s 
+ 

LP
S

)

1,1

1,0

0,9

0,8

0,7

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

0,0

LV-DC
IL1RA-DC
LV-DC + LPS
IL1RA-DC + LPS

***

***

***

***

**

***

**
+++

+++

++

++

++

+

+

*

**

*

*

 DC (x 10-3)

16,7 5,6 1,9 0,6 0,2 0,07 0,02

R
el

at
iv

e 
T-

Z
el

l-P
ro

lif
er

at
io

n

(n
or

m
ie

rt
 a

uf
 1

6,
7 

x 
10

3 
LV

-D
C

s 
+ 

LP
S

)

1,1

1,0

0,9

0,8

0,7

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

0,0

LV-DC
TGFß1-DC 
LV-DC + LPS
TGFß1-DC + LPS

+

***

+++

***

***

**

*

***

***

++

***

***

***

+

 

DC (x 10-3)

16,7 5,6 1,9 0,6 0,2 0,07 0,02

R
el

at
iv

e 
T-

Z
el

l-P
ro

lif
er

at
io

n

(n
or

m
ie

rt
 a

uf
 1

6,
7 

x 
10

3  L
V

-D
C

s 
+ 

LP
S

)

1,1

1,0

0,9

0,8

0,7

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

0,0

LV-DC 
IL10-DC 
LV-DC + LPS
IL10-DC + LPS

***

***

***

***

**
**

***

+++

+++

+++

+++

+++

++++

***

*

**
+++

+
+

 DC (x 10-3)

16,7 5,6 1 0,6 0,2 0,07 0,02

R
el

at
iv

e 
T-

Z
el

l-P
ro

lif
er

at
io

n

(n
or

m
ie

rt
 a

uf
 1

6,
7 

x 
10

3  L
V

-D
C

s 
+ 

LP
S

)

1,1

1,0

0,9

0,8

0,7

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

0,0

LV-DC 
IL21-DC 
LV-DC + LPS
IL21-DC + LPS

***

***

***

***

*
***

***
+++

+++

++

+++
++

++

***

***

***
++

+
+ ***

+ *

 

Abbildung 80: Innerhalb der Gruppe der getesteten s ekretierten Moleküle reduziert die 
Überexpression von IL-10 das allogene T-Zell-Aktivi erungspotential von BM-DCs am 
effektivsten. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 
Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Kultur entweder mit 
dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit den Konstrukten (A) IL1RA- (IL1RA-DC), 
(B) TGFβ1- (TGFβ1-DC), (C) IL10- (IL10-DC) oder (D) IL21-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (IL21-DC) 
lentiviral transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die 
verschiedenen DC-Populationen wurden bestrahlt, in Triplikaten seriell verdünnt und mit jeweils 3 x 
105 T-Zellen aus BALB/c Mäusen für 4 Tage kokultiviert. Die T-Zell-Proliferation wurde anhand der 
Aufnahme von [3H]-Thymidin während der letzten 16 h der Kultur gemessen. Die Daten geben die 
relative T-Zell Proliferation (bezogen auf die durch 16,7 x 103 LV-DCs + LPS induzierte Proliferation) 
an, berechnet als Mittelwert ± Standardfehler von acht (C), sieben (A,D) und fünf (B) voneinander 
unabhängigen Experimenten, die jeweils in Triplikatansätzen durchgeführt wurden. Statistisch 
signifikante Unterschiede zwischen transgenexprimierenden DCs und LV-DCs in beiden 
Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen stimulierten und unstimulierten DCs (*) sind angegeben 
(*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). 
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3.6.6 Die Überexpression solubler Mediatoren in DCs  führt zu 

spezifischen Modulationen des Zytokinprofils alloge ner T-Zellen 

 

Die funktionelle Veränderung von DCs durch die Überexpression solubler Faktoren 

beinhaltet unter Umständen nicht nur eine Veränderung der T-Zell-Aktivierungskapazität, 

sondern auch ihrer T-Zell-polarisierenden Eigenschaften. Da die Zytokinantwort von T-Zellen 

einer der entscheidenden Prozesse zur Regulation immunologischer Reaktionen ist, wurde 

der Einfluss transgenexprimierender DCs auf das Zytokinprofil allogener BALB/c T-Zellen im 

Rahmen von DC/T-Zell Kokulturen mittels ELISA-Analysen der Kulturüberstände bestimmt. 

In Kokulturen mit unstimulierten IL10-DCs, IL21-DCs oder IL1RA-DCs und allogener BALB/c 

T-Zellen wurden jeweils vergleichbare Konzentrationen des TH1-Markerzytokins IFN-γ 

detektiert wie in Kontrollansätzen mit unstimulierten LV-DCs (Abbildung 81A). Eine 

Ausnahme bilden unstimulierte TGFβ1-DCs; in den entsprechenden Kulturüberständen 

wurden signifikant erhöhte Mengen dieses Zytokins nachgewiesen. Die Stimulierung von LV-

DCs mit LPS resultiert in keiner zusätzlichen Modulation der IFN-γ Produktion in den 

Ansätzen mit allogenen T-Zellen. Werden stimulierte IL10-, IL1RA- oder TGFβ1-DCs als 

APCs in einer Kokultur eingesetzt, ist die detektierte IFN-γ Konzentration im Kulturüberstand 

signifikant höher, als bei Verwendung stimulierter LV-DCs. Darüber hinaus wurde für 

stimulierte IL10-DCs ein maturierungsassoziierter, statistisch signifikanter Anstieg in der IFN-

γ Menge innerhalb der entsprechenden Kokulturen mit allogenen T-Zellen nachgewiesen.  

Während LV-DCs sowie IL21-DCs unter basalen Bedingungen lediglich eine geringfügige 

Produktion des TH2-Markerzytokins IL-5 vermitteln, induzieren IL1RA-DCs, TGFβ1-DCs und 

vor allem IL10-DCs eine signifikant gesteigerte Sekretion dieses Zytokins in kokultivierten 

allogenen T-Zellen (Abbildung 81B). In Reaktion auf eine Aktivierung mit LPS vermitteln LV-

DCs, IL1RA-DCs sowie TGFβ1-DCs im Vergleich zum unstimulierten Zustand eine 

verstärkte IL-5 Antwort, wobei die Konzentrationen in Kokulturen mit stimulierten IL1RA-DCs 

signifikant höher sind als bei Verwendung stimulierter LV-DCs als APCs. In DC/T-Zell-

Kokulturen mit stimulierten IL10-DCs wurde ein derartiger maturierungsassoziierter Anstieg 

der IL-5 Konzentration nicht nachgewiesen, hier liegt die Menge in Ansätzen mit 

unstimulierten sowie stimulierten DCs auf einem vergleichbaren Niveau. Einzig die 

Kokultivierung mit stimulierten IL-21-DCs resultiert in einer signifikanten Reduktion der IL-5 

Sekretion kokultivierter allogener T-Zellen.  

Interessanterweise wurde in Kokulturen mit unstimulierte IL10- oder IL21-DCs und BALB/c T-

Zellen im Gegensatz zu Kontrollansätzen mit LV-DCs keine Produktion des TH2/Treg-

Markerzytokins IL-10 detektiert (Abbildung 81C). Demgegenüber ist die Konzentration dieses 

Zytokins infolge einer Kokultivierung mit unstimulierten IL1RA- oder TGFβ1-DCs signifikant 

höher als bei Verwendung unstimulierter LV-DCs als APCs. Eine maturierungsassoziierte 
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Steigerung der IL-10 Produktion, wie sie in Ansätzen mit LV-DCs auftritt, wurde in Kokulturen 

mit IL1RA-DCs sowie TGFβ1-DCs nicht detektiert. 
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Abbildung 81: Die Überexpression von sekretierten M olekülen in BM-DCs resultiert in einer 
transgenabhängig veränderten Modifikation der Zytok inantworten kokultivierter allogener T-
Zellen. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage 
zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Kultur entweder mit dem 
Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit den Konstrukten IL10-, IL21-, IL1RA-, oder 
TGFβ1-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP lentiviral transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 
mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Bestrahlte DCs im unstimulierten und stimulierten Zustand (jeweils 1,67 x 
105) wurden für 4 Tage mit 3 x 106 T-Zellen aus BALB/c Mäusen in einem Volumen von 2 ml 
kokultiviert. Anschließend wurden die Kulturüberstände geerntet und der Gehalt von (A) IFN-γ, (B) IL-
5 und (C) IL-10 mittels ELISA bestimmt. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von 
jeweils 3-6 Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede 
zwischen transgenexprimierenden DCs und LV-DCs in beiden Aktivierungszuständen (+) sowie 
zwischen stimulierten und unstimulierten DCs (*) sind angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; 
*** p<0,001). 
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Weiterhin zeigte sich, dass in Ansätzen mit stimulierten IL1RA-DCs oder IL21-DCs eine 

gegenüber den entsprechenden LV-DC-Kontrollansätzen signifikant reduzierte IL-10 

Produktion stattfindet. 

 

 

3.6.7 Die Überexpression von IL10 oder IL-1RA resul tiert in einem 

signifikant reduzierten syngenen T-Zell-Aktivierung spotential 

LPS-stimulierter DCs 

 

Wie bereits vorhergehend beschrieben, wurde für einige DC-Populationen neben der 

allogenen auch die syngene T-Zell-Stimulierungskapazität in vitro getestet. Nachdem 

nachgewiesen wurde, dass die Überexpression von IL-10, IL-21 sowie IL-1RA in einer 

effektiven Reduktion des allogenen T-Zell-Aktivierungspotentials unstimulierter und LPS-

stimulierter DCs resultiert (Abschnitt 3.6.6), wurden die entsprechenden DC-Populationen 

nach Beladen mit MOG35-55 Peptid im Rahmen syngener Kokulturen mit MOG35-55-reaktiven 

2D2 T-Zellen eingesetzt (Abbildung 82, Abbildung 83).  
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Abbildung 82: Die Überexpression von IL-10 oder IL- 1RA vermindert die syngene T-Zell-
Aktivierungskapazität LPS-stimulierter BM-DCs. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 
Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 
wurden Aliquote der Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit 
den Konstrukten (A) IL10- (IL10-DC) oder (B) IL1RA-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (IL1RA-DCs) 
lentiviral transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die 
verschiedenen bestrahlten, MOG35-55 Peptid gepulsten DC-Populationen wurden in Triplikaten seriell 
verdünnt und mit jeweils 4,5 x 104 MOG35-55-reaktiven 2D2 T-Zellen für 4 Tage kokultiviert. Die T-Zell-
Proliferation wurde anhand der Aufnahme von [3H]-Thymidin während der letzten 16 h der Kultur 
gemessen. Die Daten geben die relative T-Zell Proliferation (bezogen auf die durch 7,5 x 103 LV-DCs 
+ LPS induzierte Proliferation) an, berechnet als Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 4 voneinander 
unabhängigen Experimenten, die jeweils in Triplikatansätzen durchgeführt wurden. Statistisch 
signifikante Unterschiede zwischen transgenexprimierenden DCs und LV-DCs in beiden 
Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen stimulierten und unstimulierten DCs (*) sind angegeben 
(*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). 

A B 
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Anders als im allogenen System induzieren unstimulierte IL10-DCs (Abbildung 82A) und 

IL21-DCs (Abbildung 83) eine mit unstimulierten LV-DCs vergleichbar moderate Proliferation 

syngener 2D2 T-Zellen. Unstimulierte IL1RA-DCs (Abbildung 82B) weisen im ersten DC/T-

Zell Verhältnis sogar ein gegenüber LV-DCs signifikant erhöhtes Aktivierungspotential auf. 

Im Rahmen einer Stimulierung mit LPS steigt das 2D2 T-Zell-Aktivierungspotential von LV-

DCs sowie von IL10- und IL1RA-DCs in allen DC/T-Zell-Verhältnissen signifikant an. In 

einem direkten Vergleich mit stimulierten LV-DCs zeigt sich jedoch, dass vor allem die durch 

stimulierte IL10-DCs, aber auch die durch stimulierte IL1RA-DCs induzierte T-Zell-

Proliferation (hier in den ersten drei DC/T-Zell-Verhältnissen) signifikant unterhalb der durch 

LPS-stimulierte LV-DCs vermittelten liegt.  

Besonders bemerkenswert ist die syngene T-Zell-Aktivierungskapazität stimulierter IL21-DCs 

– sie ist nahezu deckungsgleich mit der stimulierter LV-DCs. Anders ausgedrückt scheint die 

Überexpression von IL-21, anders als im allogenen System, keinen Einfluss auf das syngene 

Aktivierungspotential unstimulierter sowie LPS-stimulierter BM-DCs zu haben.  
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Abbildung 83: Die Überexpression von IL-21 hat kein en Einfluss auf das syngenes T-Zell-
Stimulierungspotential von BM-DCs. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert 
und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote 
der Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit dem Konstrukt 
IL21-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (IL21-DCs) lentiviral transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte 
an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Die verschiedenen bestrahlten, MOG35-55 Peptid gepulsten DC-
Populationen wurden in Triplikaten seriell verdünnt und mit jeweils 4,5 x 104 MOG35-55-reaktiven 2D2 
T-Zellen für 4 Tage kokultiviert. Die T-Zell-Proliferation wurde anhand der Aufnahme von [3H]-
Thymidin während der letzten 16 h der Kultur gemessen. Die Daten geben die relative T-Zell 
Proliferation (bezogen auf die durch 7,5 x 103 LV-DCs + LPS induzierte Proliferation), berechnet als 
Mittelwert ± Standardfehler von 4 voneinander unabhängigen Experimenten, die jeweils in 
Triplikatansätzen durchgeführt wurden, an. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen IL21-DCs 
und LV-DCs in beiden Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen stimulierten und unstimulierten DCs 
(*) sind angegeben (*,+ p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). 
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3.6.8 IL10-DCs, IL21-DCs sowie IL1RA-DCs modulieren  die Zytokin-

antwort kokultivierter syngener 2D2 T-Zellen in unt erschiedlicher 

Weise 

 

Da sich die Überexpression solubler Mediatoren, wie bereits zuvor erwähnt, sowohl auf den 

Phänotyp als auch auf die APC-Funktion von DCs auswirkt, wurde das durch IL10-DCs, 

IL21-DCs oder IL1RA-DCs in syngenen 2D2 T-Zellen induzierte Zytokinprofil mittels ELISA 

validiert (Abbildung 84). 
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Abbildung 84: Die Überexpression von IL-10, IL-21 o der IL-1RA in BM-DCs moduliert die 
Zytokinantwort kokultivierter syngener T-Zellen. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 
Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 
wurden Aliquote der Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV) oder mit den 
Konstrukten IL10-, IL21-, oder IL1RA-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP lentiviral transduziert. Die 
Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Bestrahlte, MOG35-55 Peptid gepulste 
DCs im unstimulierten und stimulierten Zustand (jeweils 1,5 x 105) wurden für 4 Tage mit 4,5 x 105 

MOG35-55-reaktiven T-Zellen aus 2D2 Mäusen in einem Volumen von 2 ml kokultiviert. Anschließend 
wurden die Kulturüberstände geerntet und der Gehalt von (A) IFN-γ, (B) IL-5 und (C) IL-10 mittels 
ELISA bestimmt. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von 3 Experimenten, die in 
Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen 
transgenexprimierenden DCs und LV-DCs in beiden Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen 
stimulierten und unstimulierten DCs (*) sind angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01). 
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In Kokulturen mit den verschiedenen unstimulierten transgenexprimierenden DC-

Populationen und syngenen 2D2 T-Zellen wurde eine jeweils vergleichbare Produktion des 

TH1-Markerzytokins IFN-γ detektiert wie in Kontrollansätzen mit LV-DCs (Abbildung 84A). 

Nach einer Stimulierung der APCs mit LPS steigt die Konzentration dieses Zytokins lediglich 

in Kokulturen mit LV-DCs und IL1RA-DCs signifikant an. Insgesamt ist die IFN-γ 

Konzentration in Kokulturen mit stimulierten IL21-DCs oder IL1RA-DCs signifikant geringer 

als bei Verwendung LPS-stimulierter LV-DCs als APCs.  

Sowohl IL21-DCs, als auch IL10-DCs rufen im unstimulierten Zustand eine im Vergleich zu 

unstimulierten LV-DCs stark reduzierte Produktion des TH2-Markerzytokins IL-5 hervor 

(Abbildung 84B). Während eine Stimulation mit LPS die durch LV-DCs induzierte IL-5 

Antwort im Vergleich zum unstimulierten Zustand nicht weiter moduliert, induzieren 

stimulierte IL10- und IL21-DCs eine signifikant stärker Sekretion dieses Zytokins in 

kokultivierten T-Zellen als unter basalen Bedingungen.  

Eine Kokultivierung der drei analysierten transgenexprimierenden DC-Populationen unter 

basalen Bedingungen mit syngenen T-Zellen resultiert in einer signifikant geringeren 

Produktion des ambivalenten TH2/Treg-Markerzytokins IL-10 als in Kontrollansätzen mit 

unstimulierten LV-DCs (Abbildung 84C). Infolge einer Aktivierung von LV-DCs sowie IL1RA-

DCs mit LPS ist die IL-10 Menge in den entsprechenden Kokulturen signifikant vermindert im 

Vergleich zu Ansätzen mit der jeweiligen APC-Population im unstimulierten Zustand. Dies gilt 

nicht für stimulierte IL10- und IL21-DCs, wobei jedoch die IL-10 Konzentrationen in 

Kokulturen mit diesen beiden APC-Populationen jeweils signifikant unterhalb derer in 

Kokulturen mit LPS stimulierten LV-DCs liegen. 

 

 

3.6.9 Die Überexpression von IL-21 in DCs resultier t nicht in einer 

Induktion von IL-17 sekretierenden CD4 + T-Zellen 

 

Wie bereits einleitend in dieser Arbeit erwähnt, vermittelt das Zytokin IL-21, vor allem in 

Kombination mit TGF-β1, TH17 polarisierende Effekte. Auf Grund dieser speziellen IL-21 

Eigenschaft wurde die Menge an IL-17 in allogenen Kokulturen von IL21-DCs oder IL10-DCs 

als weitere Kontrolle und BALB/c T-Zellen mittels ELISA bestimmt. 

Unstimulierte IL21-DCs induzieren eine vergleichbar moderate IL-17 Sekretion in 

kokultivierten allogenen BALB/c T-Zellen wie unstimulierte LV-DCs (Abbildung 85). Im 

Gegensatz dazu ist die durch unstimulierte IL10-DCs vermittelte IL-17 Antwort im Vergleich 

zur entsprechenden LV-DC-Population signifikant reduziert.  

Werden LV-DCs oder IL21-DCs nach einer Stimulierung mit LPS als APCs verwendet, steigt 

die IL-17 Konzentration jeweils signifikant an und befindet sich in beiden Ansätzen auf einem 
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ähnlich hohem Niveau. Auch in Kokulturen mit stimulierten IL10-DCs steigt die IL17 

Konzentration gegenüber Ansätzen mit unstimulierten IL10-DCs signifikant an, wobei sich 

die Gesamtmenge dieses Zytokins deutlich unterhalb des Niveaus in Kokulturen mit LPS-

stimulierten LV-DCs befindet.  

Anhand der Bestimmung der IL-17 Konzentration im Überstand von DC/T-Zell-Kokulturen 

mittels ELISA konnte somit nachgewiesen werden, dass die Überexpression von IL-21 in 

DCs nicht in einer gesteigerten Induktion von TH17-Zellen resultiert. 
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Abbildung 85: IL21-DCs induzieren keine gesteigerte  Sekretion des T H17-Markerzytokins IL-17 
in kokultivierten allogenen T-Zellen. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und 
mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der 
Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV) oder mit den Konstrukten IL10- oder 
IL21-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP lentiviral transduziert. Die Ausreifung der Zellen erfolgte an Tag 8 
mit 1 µg/ml LPS für 24 h. Bestrahlte DCs im unstimulierten und stimulierten Zustand (jeweils 
1,67 x 105) wurden für 4 Tage mit 3 x 106 T-Zellen aus BALB/c Mäusen in einem Volumen von 2 ml 
kokultiviert. Anschließend wurden die Kulturüberstände geerntet und der Gehalt von IL-17 mittels 
ELISA bestimmt. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 3-6 
Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen 
transgenexprimierenden DCs und LV-DCs in beiden Aktivierungszuständen (+) sowie zwischen 
stimulierten und unstimulierten DCs (*) sind angegeben (+ p<0,05; ++ p<0,01; *** p<0,001). 
 

 

3.6.10 Die Überexpression von IL-21 in DCs resultie rt nicht in einer 

Induktion follikulärer T-Helferzellen 

 

Eine der zahlreichen Eigenschaften des Zytokins IL-21 ist seine essentielle Beteiligung an 

der Induktion von CD4+ TFH-Zellen. Da die Möglichkeit besteht, dass IL21-DCs diese TFH-

Zellen spezifisch induzieren, wurde das Genexpressionsprofil charakteristischer TFH-Zell-

Marker in durch unstimulierte IL21-DCs vorstimulierten allogenen BALB/c T-Zellen analysiert.  

Zwei der wesentlichen transkriptionalen Eigenschaften von TFH-Zellen ist die selektive 

Expression des Transkriptionsfaktors Bcl-6 333,590, der als sequenzspezischer Repressor der 

Genexpression 591 des TFs STAT3 592 und der NF-κB1 p105/p50 Untereinheit 593 fungiert, 

sowie des Chemokinrezeptors CXCR5 594. Darüber hinaus zeigte sich im Rahmen von 
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Microarray-Analysen, dass TFH-Zellen hohe mRNA-Mengen für die Moleküle IL-6R (receptor) 

sowie IL-6ST (signal transducer) aufweisen 333. Beide Moleküle zusammen bilden den 

Zelloberflächen-Rezeptorkomplex, der für die Integration von Signalen essentiell ist, die 

durch das Zytokin IL-6 vermittelt werden 595.  

Alle T-Zell-Populationen, die durch unstimulierte transduzierte DCs (LV-, IL10-, IL21-DCs) 

vorstimuliert wurden, exprimieren die vier analysierten TFH-Marker auf jeweils ähnlichem 

Niveau (Abbildung 86). Im Vergleich zu naiven T-Zellen ist die Transkription der Gene Bcl-6, 

IL6ST, CXCR5 sowie IL6R in allen pTC-Populationen signifikant reduziert. Eine Ausnahme 

bildet hierbei lediglich die Expression von IL6R in durch unstimulierte IL21-DCs 

vorstimulierten T-Zellen – die Reduktion ist verglichen mit naiven T-Zellen nicht statistisch 

signifikant.  

Anhand der durchgeführten Genexpressionsanalysen konnte somit nachgewiesen werden, 

dass die Überexpression von IL-21 in DCs nicht in einer Induktion von TFH-Zellen resultiert. 
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Abbildung 86: IL21-DCs induzieren keine gesteigerte  Genexpression follikulärer T-Helferzell 
(TFH) -Marker in kokultivierten allogenen T-Zellen.  Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 
Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 
wurden Aliquote der Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit 
den Konstrukten IL10- (IL10-DC) oder IL21-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (IL21-DC) lentiviral 
transduziert. Bestrahlte Zellen (3,3 x 105) wurden für 3 Tage mit 6 x 106 T-Zellen aus BALB/c Mäusen 
in 6-Loch-Platten in einem Volumen von 4 ml kultiviert. Anschließend wurden die APCs mit Hilfe 
immunmagnetischer anti-MHCII-gekoppelter Dynabeads aus der Kokultur entfernt und die 
vorstimulierten T-Zellen wurden für 4 Tage in Anwesenheit von 0,5 U IL-2/ml kultiviert. Die relative 
mRNA-Expression von Genen, die für TFH-Marker kodieren, wurde mit Hilfe der Real-time-PCR 
bestimmt. Die interne Normalisierung erfolgte über das Haushaltsgen Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH). Die Daten geben die relative Änderung der Genexpression in der 
jeweiligen vorstimulierten T-Zell-Population an, bezogen auf das Expressionsniveau in naiven T-Zellen 
(nTCs). Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 3 Experimenten, die in 
Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen vorstimulierten T-
Zellen und nTCs sind angegeben (+ p<0,05; ++ p<0,01; +++ p<0,001). 
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3.6.11 Unstimulierte LV-DCs, IL10-DCs sowie IL21-DC s induzieren Tregs 

mit einem anergen Status und suppressiven Eigenscha ften 

 

Wie bereits zuvor beschrieben, weisen IL10-DCs und IL21-DCs einen protolerogenen 

Phänotyp auf (Abschnitte 3.6.2, 3.6.3) und sind jeweils durch eine signifikant reduzierte 

allogene T-Zell-Aktivierungskapazität gekennzeichnet (Abschnitt 3.6.5). Auf Grund dieser 

Eigenschaften könnten die transgenexprimierenden DC-Populationen, ähnlich wie bereits im 

Rahmen dieser Arbeit für unstimulierte BM-DCs und DEX-APCs in beiden 

Aktivierungszuständen gezeigt wurde, das Potential haben, Tregs zu induzieren.  

Zunächst wurde in Form von Restimulierungsansätzen getestet, inwieweit die durch die 

verschiedenen DC-Populationen induzierte Hypoproliferation allogener T-Zellen auf eine 

Induktion von T-Zell-Anergie zurückzuführen ist. Für diese Analyse wurden die in einer 

primären MLR mit LV-DCs, IL10-DCs oder IL21-DCs für 3 Tage vorstimulierten BALB/c T-

Zellen nach einer Ruhephase mit allogenen C57BL/6-Milzzellen restimuliert.  

T-Zellen, die aus einer primären Kokultur mit LV-DCs (Abbildung 87A), IL10-DCs (Abbildung 

87B) oder IL21-DCs (Abbildung 87C) zurückgewonnen wurden, zeigen jeweils im Vergleich 

zu stimulierten naiven BALB/c T-Zellen eine signifikant verminderte proliferative Antwort 

nach einer Restimulation mit C57BL/6 Milzzellen. Interessanterweise zeigt ein direkter 

Vergleich der drei parallel durchgeführten Restimulierungsassays, dass durch IL10-DCs 

vorstimulierte T-Zellen nach einer Restimulierung am stärksten proliferieren (bezogen auf 

das erste APC/pTC-Verhältnis).  

Insgesamt wurde im Rahmen der durchgeführten Restimulierungsexperimente somit 

nachgewiesen, dass alle drei transduzierten unstimulierten DC-Populationen das Potential 

haben, einen anergen Status in kokultivierten allogenen T-Zellen zu induzieren, wobei die 

Anergie-induzierende Kapazität von IL10-DCs und IL21-DCs nicht stärker ausgeprägt ist als 

die von LV-DCs.  

Neben der Anergie, die als eine der Schlüsseleigenschaften regulatorischer T-Zellen gilt 97, 

ist eine weitere Eigenschaft von Tregs ihre suppressive Aktivität. Aus diesem Grund wurden 

im Folgenden die suppressiven Fähigkeiten der unterschiedlich vorstimulierten T-Zell-

Populationen im Rahmen von Suppressionsassays untersucht. Für diese Analysen wurden 

die durch verschiedene APC-Populationen vorstimulierten T-Zellen mit frisch isolierten 

naiven T-Zellen in Anwesenheit allogener Milzzellen als APCs kokultiviert und die 

Proliferationsrate der T-Zellen bestimmt. 
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Abbildung 87: LV-DCs, IL10-DCs sowie IL21-DCs induz ieren einen anergen Status in 
kokultivierten allogenen T-Zellen. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und 
mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der 
Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit den Konstrukten IL10- 
(IL10-DC) oder IL21-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (IL21-DC) lentiviral transduziert. Bestrahlte Zellen 
(3,3 x 105) wurden für 3 Tage mit 6 x 106 T-Zellen aus BALB/c Mäusen in 6-Loch-Platten in einem 
Volumen von 4 ml kultiviert. Anschließend wurden die APCs mit Hilfe immunmagnetischer anti-MHCII-
gekoppelter Dynabeads aus der Kokultur entfernt und die vorstimulierten T-Zellen wurden für 4 Tage 
in Anwesenheit von 0,5 U IL-2/ml kultiviert. Durch (A) unstimulierte LV-DCs, (B) unstimulierte IL10-
DCs und (C) unstimulierte IL21-DCs vorstimulierte T-Zellen wurden anschließend in Triplikaten seriell 
verdünnt und mit jeweils 3 x 105 bestrahlten C57BL/6 Milzzellen für 6 Tage restimuliert. Als Kontrolle 
wurden 3 x 105 naive BALB/c T-Zellen mit 3 x 105 bestrahlten C57BL/6 Milzzellen kokultiviert. Die T-
Zell-Proliferation wurde anhand der Aufnahme von [3H]-Thymidin während der letzten 16 h der Kultur 
gemessen. Die Daten repräsentieren den Mittelwert der Triplikatansätze ± Standardfehler und sind für 
jeweils 3 Experimente repräsentativ. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen vorstimulierten 
und 3 x 105 naiven T-Zellen sind angegeben (*** p<0,001). 
 
 
Im Rahmen dieser Kokultur-Experimente zeigte sich, dass durch LV-DCs (Abbildung 88A), 

durch IL10-DCs (Abbildung 88B) sowie durch IL21-DCs (Abbildung 88C) vorstimulierte T-

Zellen das Potential haben, die Proliferation naiver T-Zellen Dosis-abhängig zu inhibieren. 

Die verschieden transduzierten DC-Populationen sind jedoch unterschiedlich potent 

bezüglich ihrer Vermittlung suppressiver Eigenschaften. Am potentesten scheinen IL10-DCs 

zu sein, da entsprechend vorstimulierte T-Zellen die Proliferation naiver T-Zellen in den 

ersten vier nTC/pTC-Verhältnissen signifikant gegenüber 3 x 105 naiven T-Zellen allein sowie 

gegenüber 6 x 105 naiven T-Zellen, die als Zelldichte-Kontrolle fungieren, inhibieren. Durch 

A 

B C 

LV-DC vorstimuliert 

IL10-DC vorstimuliert IL21-DC vorstimuliert 
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LV-DCs vorstimulierte T-Zellen supprimieren die Proliferation naiver T-Zellen etwas weniger 

effektiv – sie liegt nur in den ersten drei nTC/pTC-Verhältnissen signifikant unterhalb derer 

von 3 x 105 naiven T-Zellen. Die am wenigsten potente Inhibition der naiven T-Zell-

Proliferation wurde in Suppressionsansätzen mit durch IL21-DCs vorstimulierten T-Zellen 

erreicht. Hier wurde nur in den ersten beiden nTC/pTC-Verhältnissen eine im Vergleich zu 

3 x 105 naiven T-Zellen signifikant verminderte T-Zell-Proliferation nachgewiesen.  
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Abbildung 88: Durch LV-DCs, IL10-DCs oder IL21-DCs vorstimulierte T-Zellen inhibieren Dosis-
abhängig die Proliferation stimulierter naiver T-Ze llen. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 
Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 
wurden Aliquote der Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit 
den Konstrukten IL10- (IL10-DC) oder IL21-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (IL21-DC) lentiviral 
transduziert. Bestrahlte Zellen (3,3 x 105) wurden für 3 Tage mit 6 x 106 T-Zellen aus BALB/c Mäusen 
in 6-Loch-Platten in einem Volumen von 4 ml kultiviert. Anschließend wurden die APCs mit Hilfe 
immunmagnetischer anti-MHCII-gekoppelter Dynabeads aus der Kokultur entfernt und die 
vorstimulierten T-Zellen wurden für 4 Tage in Anwesenheit von 0,5 U IL-2/ml kultiviert. Durch (A) 
unstimulierte LV-DCs, (B) unstimulierte IL10-DCs und (C) unstimulierte IL21-DCs vorstimulierte T-
Zellen wurden anschließend in Triplikaten seriell verdünnt und mit jeweils 3 x 105 bestrahlten C57BL/6 
Milzzellen und 3 x 105 naiven BALB/c T-Zellen für 6 Tage restimuliert. Als Kontrolle wurden 3 x 105 
bzw. 6 x 105 (Zelldichte-Kontrolle) naive BALB/c T-Zellen mit 3 x 105 bestrahlten C57BL/6 Milzzellen 
kokultiviert. Die T-Zell-Proliferation wurde anhand der Aufnahme von [3H]-Thymidin während der 
letzten 16 h der Kultur gemessen. Die Daten repräsentieren den Mittelwert der Triplikatansätze ± 
Standardfehler und sind für jeweils 3 Experimente repräsentativ. Statistisch signifikante Unterschiede 
zwischen vorstimulierten und 3 x 105 (*) bzw. 6 x 105 (+) naiven T-Zellen sind angegeben (*,+ p<0,05; 
**,++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). 
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Insgesamt zeigen die Suppressionsassay deutlich, dass sowohl LV-DCs als auch IL10- und 

IL21-DCs in vitro die Kapazität haben, im Rahmen allogener Kokulturen Tregs mit 

suppressiven Eigenschaften zu induzieren. 

 

 

3.6.12 Unstimulierte LV-DCs, IL10-DCs sowie IL21-DC s induzieren Tregs 

mit jeweils spezifischen Genexpressionsprofilen 

 

Differentiell polarisierte T-Helfer-Effektorzellen (TH1, TH2 , TH17 und Treg) können anhand 

spezifischer Zytokinsignaturen sowie eines individuellen Expressionsprofils von 

Transkriptionsfaktoren untereinander differenziert werden. Der Masterregulator von TH1-

Zellen ist der TF T-bet 596,597, der die Expression des spezifischen Zytokins IFN-γ induziert 
598. Für TH2-Zellen sind der TF GATA-3 599 und die Sekretion des Zytokins IL-4 600 

charakteristisch. Die Aktivität des TF RORγt 601 ist zusammen mit der Sekretion des solublen 

Mediators IL-17 447 kennzeichnend für TH17-Zellen. Charakteristisch für Tregs ist der TF 

Foxp3 110,602. Je nach Subpopulationen sekretieren Tregs unterschiedliche Zytokine. TR1-

Zellen sind beispielsweise vor allem durch die Sekretion von IL-10 gekennzeichnet 603 und 

TH3-Zellen weisen eine Produktion des Mediators TGF-β1 auf 604.  

Im Vergleich zu naiven BALB/c T-Zellen zeigen die drei unterschiedlich vorstimulierten T-

Zell-Populationen eine jeweils deutlich verminderte mRNA-Expression der TH1-Marker T-bet 

und IFN-γ (nur bei durch IL10-DCs vorstimulierten T-Zellen nicht statistisch signifikant) sowie 

der TH2-Marker GATA-3 (nur bei durch IL21-DCs vorstimulierten T-Zellen nicht statistisch 

signifikant) und IL-4 (Abbildung 89A). Gleichzeitig weisen durch IL10-DCs und IL21-DCs 

vorstimulierte T-Zellen eine signifikant höhere Transkription des TH1-Markerzytokins IFN-γ 

sowie des TH2-Markerzytokins IL-4 auf als durch LV-DCs vorstimulierte T-Zellen. Darüber 

hinaus ist die Menge an GATA-3 mRNA in durch IL10-DCs vorstimulierten T-Zellen 

signifikant geringer als in durch IL21-DCs vorstimulierten T-Zellen.  

In durch LV-DCs vorstimulierten T-Zellen ist die mRNA-Transkription der TH17-Marker 

RORγt (nicht statistisch signifikant) und IL-17 sowie des Treg-Markes Foxp3 deutlich höher 

als in naiven T-Zellen. Die Transkription des zweiten Treg-Markerzytokins IL-10 ist in allen 

drei vorstimulierten T-Zell-Populationen wesentlich geringer als in naiven BALB/c T-Zellen. 

Interessanterweise ist die Expression der beiden TH17-Marker RORγt und IL-17 in durch 

IL21-DCs vorstimulierten T-Zellen signifikant geringer als in durch LV-DCs vorstimulierten T-

Zellen. Im Gegensatz dazu weisen durch IL10-DCs vorstimulierte T-Zellen im Vergleich zu 

durch LV-DCs vorstimulierten T-Zellen für beide Marker ein signifikant höheres mRNA-

Niveau auf, das jeweils auch über dem der durch IL21-DCs vorstimulierten T-Zell-Population 

liegt. Bemerkenswert ist weiterhin, dass die IL-17 Transkription in durch unstimulierte IL10-
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DCs vorstimulierten T-Zellen ebenfalls stärker ist als in naiven T-Zellen. Die mRNA-Menge 

des TF Foxp3 befindet sich in allen T-Zell-Populationen, die durch transduzierte DCs 

vorstimuliert wurden, auf einem vergleichbaren Niveau.  
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Abbildung 89: LV-DCs, IL10-DCs sowie IL21-DCs induz ieren Tregs mit jeweils spezifischen 
Genexpressionsprofilen. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-
CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Kultur 
entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit den Konstrukten IL10- (IL10-
DC) oder IL21-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (IL21-DC) lentiviral transduziert. Bestrahlte Zellen 
(3,3 x 105) wurden für 3 Tage mit 6 x 106 T-Zellen aus BALB/c Mäusen in 6-Loch-Platten in einem 
Volumen von 4 ml kultiviert. Anschließend wurden die APCs mit Hilfe immunmagnetischer anti-MHCII-
gekoppelter Dynabeads aus der Kokultur entfernt und die vorstimulierten T-Zellen wurden für 4 Tage 
in Anwesenheit von 0,5 U IL-2/ml kultiviert. Die relative mRNA-Expression von Genen, die für (A) 
Marker verschiedener T-Zelllinien sowie (B) Zellapoptose kodieren wurde mit Hilfe der Realtime-PCR 
bestimmt. Die interne Normalisierung erfolgte über das Haushaltsgen Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase. Die Daten geben die relative Änderung der Genexpression in der jeweiligen 
vorstimulierten T-Zell-Population an, bezogen auf das Expressionsniveau in naiven T-Zellen (nTCs). 
Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 3 Experimenten, die in 
Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen allen analysierten T-
Zell-Populationen und durch LV-DCs vorstimulierten T-Zellen (*), zwischen vorstimulierten T-Zellen 
und nTCs (+) sowie zwischen durch IL21-DCs und IL10-DCs vorstimulierten T-Zellen (#) sind 
angegeben (*,+,# p<0,05; **,++ p<0,01; *** p<0,001).  
 
 
Durch IL10-DCs vorstimulierte T-Zellen sind durch eine gegenüber von LV-DCs 

vorstimulierten T-Zellen geringfügige, aber statistisch signifikant verminderte Transkription 

A 
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des TH2/Treg-Markerzytokins IL-10 gekennzeichnet. Der IL-10 mRNA-Gehalt ist auch in 

durch IL21-DCs vorstimulierten T-Zellen im Vergleich zu durch LV-DCs vorstimulierten T-

Zellen deutlich, aber nicht statistisch signifikant, vermindert. Die Transkription des zweiten 

Treg-Markerzytokins TGF-β1 findet in allen analysierten T-Zell-Populationen auf 

vergleichbarem Niveau statt. 

Da in verschiedenen Studien nachgewiesen wurde, dass sowohl IL-10 605, als auch IL-

21 606,607 die Apoptose von T-Zellen fördern, wurde für die unterschiedlich vorstimulierten T-

Zell-Populationen das spezifische Genexpressionsprofil ausgewählter Apoptosemarker 

analysiert. Die Mitglieder der Bcl-2 Proteinfamilie bilden eine essentielle Gruppe für die 

Regulation der Zellapoptose und wurden als Produkte von Onkogenen identifiziert 608. Die 

genannte Familie beinhaltet sowohl antiapoptotische Moleküle wie Bcl-2 und Bcl-xL, als auch 

proapoptotische Moleküle wie Bax und Bid 609,610.  

Interessanterweise ist die Transkription der beiden antiapoptotische Moleküle Bcl-2 und Bcl-

xl in durch IL10-DCs oder IL21-DCs vorstimulierten T-Zellen signifikant niedriger als in durch 

LV-DCs vorstimulierten T-Zellen und naiven BALB/c T-Zellen (Abbildung 89B). Darüber 

hinaus ist die mRNA-Menge des proapoptotische Moleküls Bid in durch IL10-DCs oder IL21-

DCs vorstimulierten T-Zellen deutlich höher als in naiven T-Zellen. Durch IL21-DCs oder 

IL10-DCs (nicht statistisch signifikant) vorstimulierte T-Zellen transkribieren im Vergleich zu 

naiven T-Zellen auch den zweiten proapoptotischen Marker Bax signifikant stärker. T-Zellen, 

die durch IL10-DCs vorstimuliert wurden, sind im Vergleich zu T-Zellen, die mit LV-DCs 

kokultiviert wurden, durch eine signifikant reduzierte mRNA-Expression der proapoptotische 

Moleküle Bax und Bid gekennzeichnet. Bemerkenswert ist weiterhin, dass durch LV-DCs 

vorstimulierte T-Zellen eine zu naiven T-Zellen vergleichbare Bcl-xl Transkription aufweisen, 

jedoch das zweite antiapoptotische Markerprotein Bcl-2 signifikant vermindert exprimieren. 

Zusätzlich zeigt diese T-Zell-Population ein im Vergleich zu naiven T-Zellen jeweils deutlich 

erhöhtes mRNA-Niveau für die proapoptotischen Moleküle Bax und Bid.  

 

 

3.6.13 In Restimulierungs- und Suppressionsansätzen  mit durch LV-

DCs, IL10-DCs oder IL21-DCs vorstimulierten T-Zelle n ist der 

Gehalt der Markerzytokinen IFN- γ, IL-5, IL-10 sowie IL-17 stark 

variabel 

 

Da im Rahmen der vergleichenden Genexpressionsanalysen unterschiedlich vorstimulierter 

T-Zellen ein für die jeweilige T-Zell-Population spezifisches Genexpressionsprofil 

nachgewiesen wurde (Abschnitt 3.6.12), sollte eine Validierung dieser Resultate auf 



3   Ergebnisse 

209 
 

Proteinebene mittels ELISA-Analysen der Kulturüberstände von Restimulierungs- sowie 

Suppressionsansätzen erfolgen (Abbildung 90).  
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Abbildung 90: Durch IL10-DCs oder IL-21-DCs vorstim ulierte T-Zellen weisen gegenüber 
stimulierten naiven T-Zellen veränderte Zytokinprof ile auf.  Knochenmarkszellen wurden aus 
C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An 
Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-
DC) oder mit den Konstrukten IL10- (IL10-DC) oder IL21-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (IL21-DC) 
lentiviral transduziert. Bestrahlte Zellen (3,3 x 105) wurden für 3 Tage mit 6 x 106 T-Zellen aus BALB/c 
Mäusen in 6-Loch-Platten in einem Volumen von 4 ml kultiviert. Anschließend wurden die APCs mit 
Hilfe immunmagnetischer anti-MHCII-gekoppelter Dynabeads aus der Kokultur entfernt und die 
vorstimulierten T-Zellen wurden für 4 Tage in Anwesenheit von 0,5 U IL-2/ml kultiviert. Im 
Restimulierungsansatz wurden 3 x 106 mit LV-DCs, IL10-DCs oder IL21-DCs vorstimulierte T-Zellen 
mit 3 x 106 bestrahlten C57BL/6 Milzzellen in einem Volumen von 2 ml für 6 Tage kokultiviert. Für die 
Suppression wurden den Restimulierungsansätzen zusätzlich 3 x 106 naive BALB/c T-Zellen zugefügt. 
Als Kontrolle wurden 3 x 106 (1 x nTC) bzw. 6 x 106 (2 x nTC) naive BALB/c T-Zellen mit 3 x 106 
bestrahlten C57BL/6 Milzzellen in einem Volumen von 2 ml kokultiviert. Anschließend wurden die 
Kulturüberstände geerntet und der Gehalt an (A) IFN-γ, (B) IL-5, (C) IL-10 und (D) IL-17 mittels ELISA 
bestimmt. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 3 Experimenten, die in 
Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen unterschiedlich 
vorstimulierten T-Zellen, die in Restimulierungsexperimenten eingesetzt wurden und 1 x nTCs (*) 
sowie unterschiedlich vorstimulierten T-Zellen, die in Suppressionsexperimenten eingesetzt wurden 
und 1 x nTCs (*) und 2 x nTCs (+), sind angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). n.d.: nicht 
detektiert. 
 
 
T-Zellen, die durch LV-DCs oder IL21-DCs vorstimuliert wurden, zeigen in 

Restimulierungsansätzen eine signifikant geringere Sekretion des TH1-Markerzytokins IFN-γ 

A B 

C D 
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als 3 x 106 stimulierte naive T-Zellen (Abbildung 90A). Darüber hinaus sind beide T-Zell-

Populationen nach einer Restimulation, verglichen mit naiven T-Zellen, durch eine signifikant 

reduzierte Produktion des TH2-Markerzytokins IL-5 gekennzeichnet (Abbildung 90B). Durch 

IL10-DCs vorstimulierte T-Zellen zeigen im Gegensatz zu den beiden anderen T-Zell-

Populationen in Restimulierungsansätzen keine Unterschiede in der IFN-γ und IL-5 

Produktion, aber eine gegenüber stimulierten naiven T-Zellen drastisch reduzierte Sekretion 

des TH2/Treg-Markerzytokins IL-10 (Abbildung 90C). Sowohl mit IL21-DCs sowie vor allem 

mit IL10-DCs kokultivierte T-Zellen weisen, verglichen mit der Kontrollgruppe, nach einer 

Restimulationen mit allogenen Milzzellen eine deutlich erhöhte Produktion des TH17-

Markerzytokins IL-17 auf (Abbildung 90D). 

In Suppressionsansätzen mit durch LV-DCs oder IL21-DCs vorstimulierten T-Zellen ist die 

Konzentration an IFN-γ signifikant geringer als in den entsprechenden Kontrollansätzen mit 

3 x 106 stimulierten naiven T-Zellen. Besonders hervorzuheben ist weiterhin, dass sich der 

IFN-γ Gehalt in Restimulierungs- und Suppressionsansätzen mit durch LV-DCs oder IL10-

DCs vorstimulierten T-Zellen auf einem vergleichbaren Level befindet. Dies legt einen 

inhibitorischen Effekt der vorstimulierten T-Zellen auf die IFN-γ Produktion naiver T-Zellen 

nahe.  

Interessanterweise ist die detektierte Menge an IL-5 in Suppressionsansätzen mit durch 

IL10-DCs vorstimulierten T-Zellen deutlich geringer, als diejenige nach einer Restimulation 

der genannten T-Zell-Population mit allogenen Milzzellen. Außerdem ist sie signifikant 

niedriger als in Kontrollansätzen mit 3 x 106 stimulierten naiven T-Zellen. In ähnlicher Weise 

supprimieren auch durch IL21-DCs vorstimulierte T-Zellen die IL-5 Produktion stimulierter 

naiver T-Zellen sehr stark – in den entsprechenden Überständen wurde dieses Zytokin nicht 

nachgewiesen. 

Während durch LV-DCs vorstimulierte T-Zellen die IL-10 Sekretion naiver T-Zellen nicht 

modulieren, ist die Konzentration dieses Zytokins in Suppressionsansätzen mit durch IL10-

DCs oder IL21-DCs vorstimulierten T-Zellen signifikant niedriger. Im Detail betrachtet ist die 

Menge an IL-10 in Suppressions- und Restimulierungsansätzen mit durch IL10-DCs 

vorstimulierten T-Zellen vergleichbar gering. Wie schon zuvor für IL-5 gezeigt, wird auch IL-

10 in Suppressionsansätzen mit durch IL21-DCs vorstimulierten T-Zellen nicht detektiert. 

Somit scheinen beide T-Zell-Populationen einen inhibitorischen Effekt auf die IL-10 

Produktion naiver T-Zellen auszuüben.  

Die Produktion des Zytokins IL-17 in naiven T-Zellen wird durch LV-DCs vorstimulierte T-

Zellen nicht modifiziert. Interessanterweise ist im Gegensatz dazu die IL-17 Konzentration in 

Suppressionsansätzen sowohl mit durch IL21-DCs, als auch durch IL10-DCs vorstimulierten 

T-Zellen signifikant höher als in den entsprechenden Kontrollansätzen mit 3 x 106 

stimulierten naiven T-Zellen. 



3   Ergebnisse 

211 
 

3.6.14 Im Gegensatz zu LV-DCs weisen IL10-DCs und I L21-DCs eine 

tolerogene Aktivität im murinen Modell der Kontakta llergie auf 

 

In früheren Studien wurde demonstriert, dass sich BM-DCs, die mit den Zytokinen IL-10 611 

oder IL-21 325,326 vorbehandelt wurden, im murinen Krankheitsmodell der haptenvermittelten 

Kontaktallergie (CHS) durch tolerogene Aktivitäten auszeichnen. Da sowohl LV-DCs, als 

auch IL10-DCs und IL21-DCs in vitro tolerogene Eigenschaften aufweisen, sollte deren 

tolerogenes Potential in vivo im Rahmen der CHS evaluiert werden. Alle in dieser Arbeit 

durchgeführten in vivo-Experimente (Injektion der bereitgestellten transduzierten, 

gepulsten/ungepulsten Zellen bzw. PBS sowie Messung der Ohrschwellung) wurden 

freundlicherweise von Herrn Dipl.-Biol. Timo Castor durchgeführt. 

In einem initialen Experiment wurden die unterschiedlich transduzierten BM-DC-

Populationen zunächst ungepulst, dass heißt ohne ein spezifisches Antigen zu tragen, in 

DNFB-sensibilisierte C57BL/6 Mäuse injiziert. Sieben Tage später erfolgte die Provokation 

mit DNFB, in deren Anschluss die Ohrschwellung über 96 h im Abstand von jeweils 24 h 

gemessen wurde (Abbildung 91).  
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Abbildung 91: LV-DCs, IL10-DCs sowie IL21-DCs induz ieren keine Antigen-unspezifischen 
Veränderungen im Verlauf der murinen Kontaktallergi e. Weibliche C57BL/6 Mäuse (n=3) wurden 
an zwei aufeinanderfolgenden Tagen (Tag 0 und 1) durch eine epikutane Applikation von 17 µl DNFB 
(0,4 %) auf das rasierte Abdomen sensibilisiert. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen 
isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden 
Aliquote der Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit den 
Konstrukten IL10- (IL10-DC) oder IL21-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (IL21-DC) lentiviral transduziert. 
An Tag 9 der Kultur wurden die verschiedenen BM-DC-Populationen geerntet und bestrahlt. 
Ungepulste BM-DCs (5 x 105/Tier) oder PBS (als Kontrolle) wurden an Tag 5 nach dem Beginn der 
Sensibilisierung subkutan injiziert. Sieben Tage nach der Injektion erfolgte die Provokation mit 8,5 µl 
DNFB (0,2 %) auf jeder Ohrfläche beider Ohren. Die Ohrschwellung wurde über einen Zeitraum von 
96 h in einem Abstand von 24 h gemessen. Die Daten repräsentieren den mittleren Messwert der 
Ohrschwellung (bezogen auf die Ohrschwellung der PBS-Gruppe an Tag 1 nach der Provokation; 
= 0,04 mm) ± Standardfehler von jeweils 6 Messwerten pro Zeitpunkt. Statistisch signifikante 
Unterschiede gegenüber der PBS-Gruppe (+) sowie gegenüber Mäusen, die eine LV-DC Injektion 
erhielten (*), sind angegeben (*,+ p<0,05; ++ p<0,01). 
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Generell ist die Ohrschwellung aller drei Gruppen, denen transduzierte BM-DCs injiziert 

wurden, vergleichbar stark wie in der Kontrollgruppe, die PBS-Injektionen erhielt (Abbildung 

91). Einzig nach 24 h ist die Ohrschwellung in Mäusen, denen LV-DCs oder IL10-DCs 

injiziert wurden, signifikant höher als in der Kontrollgruppe. Interessanterweise liegt die 

Ohrschwellung der Gruppen, denen entweder IL10-DCs oder IL21-DCs injiziert wurden, 48 h 

Stunden nach der Provokation signifikant unterhalb derjenigen Gruppe, die eine LV-DC-

Injektion erhalten haben. Insgesamt vermitteln alle drei transduzierten BM-DC Populationen 

somit keine antigenunspezifischen Effekte im generellen Verlauf einer Immunantwort 

innerhalb des Krankheitsmodells der murinen Kontaktallergie. 

Nach einer Injektion mit DNBS-gepulsten LV-DCs ist die Ohrschwellung der betreffenden 

Mäuse 48 h sowie 72 h nach der Provokation unverändert gegenüber derjenigen der PBS-

Gruppe. Zu den Zeitpunkten 24 h sowie 96 h zeigt die LV-DC-Gruppe sogar eine signifikant 

stärker Ohrschwellung als die Kontrollgruppe (Abbildung 92).  

Mäuse, die entweder eine Injektion mit haptengepulsten IL10-DCs oder IL21-DCs erhalten 

haben, weisen zu allen vier Zeitpunkten eine im Vergleich zur Kontrollgruppe sowie zur 

haptengepulsten LV-DC-Gruppe signifikant verminderte Ohrschwellung auf. 
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Abbildung 92: IL10-DCs und IL21-DCs induzieren im M odell der CHS eine vergleichbar 
effiziente Suppression der allergischen Reaktion. Weibliche C57BL/6 (n=9-10) Mäuse wurden an 
zwei aufeinanderfolgenden Tagen (Tag 0 und 1) durch eine epikutane Applikation von 17 µl DNFB 
(0,4 %) auf das rasierte Abdomen sensibilisiert. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen 
isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden 
Aliquote der Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV-DC) oder mit den 
Konstrukten IL10- (IL10-DC) oder IL21-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (IL21-DC) lentiviral transduziert. 
An Tag 9 der Kultur wurden die verschiedenen BM-DC-Populationen geerntet, bestrahlt und für 10 
min mit 5 µM DNBS gepulst. Gepulste BM-DCs (5 x 105/Tier) oder PBS (als Kontrolle) wurden an Tag 
5 nach dem Beginn der Sensibilisierung subkutan injiziert. Sieben Tage nach der Injektion erfolgte die 
Provokation mit 8,5 µl DNFB (0,2 %) auf jeder Ohrfläche beider Ohren. Die Ohrschwellung wurde über 
einen Zeitraum von 96 h in einem Abstand von 24 h gemessen. Die Ohrschwellung wurde über einen 
Zeitraum von 96 h in einem Abstand von 24 h gemessen. Die Daten repräsentieren den Messwert der 
Ohrschwellung (bezogen auf die Ohrschwellung der PBS-Gruppe an Tag 1 nach der Provokation, = 
0,06 mm) ± Standardfehler aus 2 voneinander unabhängigen Experimenten. Statistisch signifikante 
Unterschiede gegenüber der PBS-Gruppe (+) sowie gegenüber Mäusen, die eine LV-DC Injektion 
erhielten (*), sind angegeben (*,+ p<0,05; **,++ p<0,01; +++ p<0,001). 
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3.6.15 Milz- und Lymphknotenzellen aus haptenprovoz ierten Mäusen 

weisen, abhängig von der Vorbehandlung mit IL10- bz w. IL21-DCs, 

eine differentielle Restimulierbarkeit auf 

 

Grundlage der allergischen Kontaktdermatitis sind die im Rahmen der Sensibilisierung 

induzierten antigenspezifischen T-Zellen. Diese T-Zellen wurden in vivo im Modell der 

murinen CHS durch den Kontakt mit haptengepulsten tolerogenen IL10- oder IL21-DCs in 

ihrer immunogenen Aktivität inhibiert (Abschnitt 3.6.14). Die Suppression der 

antigenspezifischen T-Zell-Aktivität durch die beiden DC-Populationen kann mittels diverser 

Mechanismen stattfinden. Aus diesem Grund erfolgten nach Abklingen der CHS-Reaktion in 

vitro-Analysen der in den zervikalen, axillaren und inguinalen Lymphknoten und der Milz 

enthaltenen T-Zellen von Mäusen, denen haptengepulste DCs injiziert worden waren. Da 

Anergie als eine der Schlüsseleigenschaften von Tregs gilt 97 und durchaus die Möglichkeit 

besteht, dass IL10- und IL21-DCs in vivo antigenspezifische T-Zellen in diese Richtung 

polarisieren, wurde zunächst das anerge Potential der unterschiedlichen Milzzell- und 

Lymphknotenzell-Populationen im Rahmen einer Restimulierung mit DNBS-gepulsten 

Milzzellen als APCs untersucht.  

Milzzellen, die aus Mäusen isoliert wurden, die zuvor eine Injektion haptengepulster IL10-

DCs oder IL21-DCs erhielten, zeigen bei einer Restimulation mit haptengepulsten APCs eine 

signifikant geringere Proliferation als Milzzellen aus Mäusen, die mit haptengepulsten LV-

DCs vorbehandelt wurden (Abbildung 93A). Im Detail betrachtet ist die Proliferation von 

Milzzellen, die aus der IL10-DC-Gruppe isoliert wurden, niedriger als diejenige, die nach 

einer Restimulation von Milzzellen aus IL21-DC-Mäusen detektiert wurde. 

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Restimulation verschiedener Milzzell-Populationen 

weisen lediglich vereinigte Lymphknotenzellen, die aus IL10-DC vorbehandelten Mäusen 

isoliert wurden, eine gegenüber der LV-DC-Gruppe signifikant verminderte Proliferation in 

Reaktion auf eine Restimulation auf (Abbildung 93B). Lymphknotenzellen aus IL21-DC 

vorbehandelten Mäusen hingegen zeigen eine ähnlich starke proliferative Antwort, wie die 

Kontrollgruppe. 
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Abbildung 93: Milzzellen und vereinigte Lymphknoten zellen aus haptenprovozierten Mäusen, 
die mit IL10- oder IL21-DCs vorbehandelten wurden, zeigen infolge einer Restimulation 
unterschiedliche haptenspezifische proliferative An tworten. Weibliche C57BL/6 (n=9-10) Mäuse 
wurden an zwei aufeinanderfolgenden Tagen (Tag 0 und 1) durch eine epikutane Applikation von 17 
µl DNFB (0,4 %) auf das rasierte Abdomen sensibilisiert. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 
Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 
wurden Aliquote der Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV) oder mit den 
Konstrukten IL10- oder IL21-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP lentiviral transduziert. An Tag 9 der Kultur 
wurden die verschiedenen BM-DC-Populationen geerntet, bestrahlt und für 10 min mit 5 µM DNBS 
gepulst. Gepulste BM-DCs (5 x 105/Tier) oder PBS (als Kontrolle) wurden an Tag 5 nach dem Beginn 
der Sensibilisierung subkutan injiziert. Sieben Tage nach der Injektion erfolgte die Provokation mit 
8,5 µl DNFB (0,2 %) auf jeder Ohrfläche beider Ohren. An Tag 7 nach der Provokation erfolgte die 
Präparation der Milzzellen bzw. vereinigten Lymphknotenzellen. 2 x 105 (A) Milzzellen bzw. (B) 
vereinigte Lymphknotenzellen der verschiedenen Gruppen wurden mit jeweils 2 x 105 bestrahlten, 
DNBS-gepulsten Milzzellen aus C57BL/6 Mäusen für 4 Tage kokultiviert. Die Zellproliferation wurde 
als Aufnahme von [3H]-Thymidin für die letzten 16 h der Kultur gemessen. Die Daten geben die 
relative Zellproliferation (jeweils bezogen auf die Proliferation von Zellen infolge einer Restimulation, 
die aus LV-DC-injizierten Mäusen isoliert wurden), berechnet als Mittelwert ± Standardfehler von 2 
voneinander unabhängigen Experimenten, die jeweils in Triplikatansätzen durchgeführt wurden. 
Statistisch signifikante Unterschiede gegenüber Zellen, die aus LV-DC-Mäusen isoliert wurden (*) 
sowie zwischen Zellen aus IL10-DC-Mäusen und IL21-DC-Mäusen (+) sind angegeben (*,+ p<0,05; 
**,++ p<0,01; ***,+++ p<0,001). 
 

 

3.6.16 LV-DCs, IL10-DCs und IL21-DCs induzieren im Rahmen einer CHS 

differentielle Genexpressionsprofile in T-Zellen  

 

Wie in den beiden vorhergehenden Abschnitten dieses Kapitels dargestellt wurde, weisen 

haptengepulste IL10- und IL21-DCs eine tolerogene Aktivität in vivo auf (Abschnitt 3.6.14) 

und modulieren die immunogene Aktivität antigenspezifischer T-Zellen (Abschnitt 3.6.15). Da 

Tregs anhand spezifischer Zytokin- sowie Transkriptionsfaktorsignaturen identifiziert werden 

können (vergleiche Abschnitt 3.6.12), wurden zur genaueren Charakterisierung der T-Zellen 

aus den Lymphknoten- und den Milzkompartimenten von Mäusen, denen haptengepulste 

LV-DCs, IL10-DCs oder IL21-DCs injiziert wurden, die Genexpressionsprofile spezifischer 

Treg-Markermoleküle bestimmt. Darüber hinaus kann es auch zur Induktion von Apoptose 

innerhalb der antigenspezifischen T-Zell-Population durch die verschiedenen DC-

A B 
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Populationen kommen, weshalb zusätzlich das Expressionsprofil ausgewählter pro- und 

antiapoptotischer Marker analysiert wurde.  

Innerhalb der Milzzell-Populationen zeigte sich, das die mRNA-Transkription der meisten 

analysierten Gene in Zellen aus Mäusen, denen haptengepulste IL10-DCs oder IL21-DCs 

injiziert wurden, verglichen mit der Kontrollgruppe, in ähnlicher Weise reguliert werden. In 

Gruppen, die mit LV-DCs, IL10-DCs oder IL21-DCs vorbehandelt wurden, werden die Treg-

Marker Foxp3 und TGF-β1 auf mRNA-Ebene in jeweils vergleichbarer Stärke exprimiert 

(Abbildung 94). 

Milzzellen aus haptenprovozierten Mäusen, die mit transgenexprimierenden DCs 

vorbehandelt wurden, sind im Vergleich zur LV-DC-Gruppe durch eine deutlich verminderte 

mRNA-Expression der proapoptotischen Marker Bax und Bid (in der IL10-DC-Gruppe nicht 

statistisch signifikant) gekennzeichnet (Abbildung 94). Gleichzeitig wird in Milzzellen der 

IL21-DC-Gruppe der antiapoptotische Marker Bcl-2 stärker (nicht statistisch signifikant) 

transkribiert als in der LV-DC-Gruppe. Auch die mRNA-Menge des zweiten 

antiapoptotischen Markers Bcl-xl ist in der IL21-DC-Gruppe geringfügig, aber signifikant 

gegenüber der LV-DC-Gruppe erhöht. 
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Abbildung 94: Milzzellen haptenprovozierter Mäuse, die mit LV-, IL10- oder IL21-DCs 
vorbehandelt wurden, weisen voneinander abweichende  Genexpressionsprofile auf. Weibliche 
C57BL/6 Mäuse wurden an zwei aufeinanderfolgenden Tagen (Tag 0 und 1) durch eine epikutane 
Applikation von 17 µl DNFB (0,4 %) auf das rasierte Abdomen sensibilisiert. Knochenmarkszellen 
wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu myeloiden BM-DCs 
differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Kultur entweder mit dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-
copGFP (LV) oder mit den Konstrukten IL10- oder IL21-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP lentiviral 
transduziert. An Tag 9 der Kultur wurden die verschiedenen BM-DC-Populationen geerntet, bestrahlt 
und für 10 min mit 5 µM DNBS gepulst. Gepulste BM-DCs (5 x 105/Tier) oder PBS (als Kontrolle) 
wurden an Tag 5 nach dem Beginn der Sensibilisierung subkutan injiziert. Sieben Tage nach der 
Injektion erfolgte die Provokation mit 8,5 µl DNFB (0,2 %) auf jeder Ohrfläche beider Ohren. An Tag 7 
nach der Provokation erfolgte die Präparation der Milzzellen. Die relative mRNA-Expression von 
Genen, die für Treg- und für Apoptosemarker kodieren, wurde mit Hilfe der Real-time-PCR bestimmt. 
Die interne Normalisierung erfolgte über das Haushaltsgen Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH). Die Daten geben die relative Änderung der Genexpression in der 
jeweiligen T-Zell-Population, bezogen auf das Expressionsniveau in T-Zellen Mäusen, denen LV-DCs 
injiziert wurden, an. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 2 
Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede gegenüber 
T-Zellen, die aus LV-DC-Mäusen isoliert wurden sind angegeben (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). 
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Während die aus den verschiedenen Gruppen isolierten Milzzellen lediglich geringe 

Variationen bezüglich der Genexpressionssignaturen von Treg- sowie Apoptosemarker 

zeigen, weisen die jeweils entsprechenden vereinigten Lymphknotenzellen stärker 

divergierende mRNA-Transkriptmuster auf. 

Im Vergleich zur LV-DC-Gruppe weisen Lymphknotenzellen aus haptenprovozierten 

Mäusen, die mit IL10-DCs oder IL21-DCs vorbehandelt wurden, deutlich höhere mRNA-

Mengen des Treg-Markers Foxp3 (nicht statistisch signifikant) auf (Abbildung 95). 

Gleichzeitig ist die Expression des Treg-Markerzytokins TGF-β1 in den verschiedenen 

Zellpopulationen kaum moduliert.  

Die beiden proapoptotischen Marker Bax und Bid werden von allen analysierten 

Lymphknotenzell-Populationen auf einem vergleichbaren Niveau transkribiert (Abbildung 95). 

Interessanterweise ist die mRNA-Expression der beiden antiapoptotischen Marker Bcl-2 und 

Bcl-xl in den Zellen der IL10-DC- sowie der IL21-DC-Gruppe vergleichbar reguliert - während 

Bcl-2 im Vergleich zur LV-DC-Gruppe stark vermindert exprimiert wird, ist die Transkription 

von Bcl-xl hochreguliert (in beiden Fällen nicht statistisch signifikant für die IL21-DC-Gruppe). 
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Abbildung 95: Vereinigte Lymphknotenzellen haptenpr ovozierter Mäuse, die mit LV-, IL10- oder 
IL21-DCs vorbehandelt wurden, weisen voneinander ab weichende Genexpressionsprofile auf. 
Weibliche C57BL/6 Mäuse wurden an zwei aufeinanderfolgenden Tagen (Tag 0 und 1) durch eine 
epikutane Applikation von 17 µl von 0,4 % DNFB auf das rasierte Abdomen sensibilisiert. 
Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu 
myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Kultur entweder mit dem Vektor 
pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV) oder mit den Konstrukten IL10- oder IL21-pCDH1-MCS1-EF1-
copGFP lentiviral transduziert. An Tag 9 der Kultur wurden die verschiedenen BM-DC-Populationen 
geerntet, bestrahlt und für 10 min mit 5 µM DNBS gepulst. Gepulste BM-DCs (5 x 105/Tier) oder PBS 
(als Kontrolle) wurden an Tag 5 nach dem Beginn der Sensibilisierung subkutan injiziert. Sieben Tage 
nach der Injektion erfolgte die Provokation mit 8,5 µl DNFB (0,2 %) auf jeder Ohrfläche beider Ohren. 
An Tag 7 nach der Provokation erfolgte die Präparation der vereinigten Lymphknotenzellen. Die 
relative mRNA-Expression von Genen, die Treg- und für Apoptosemarker kodieren wurde mit Hilfe der 
Real-time-PCR bestimmt. Die interne Normalisierung erfolgte über das Haushaltsgen 
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). Die Daten geben die relative Änderung der 
Genexpression in der jeweiligen T-Zell-Population, bezogen auf das Expressionsniveau in T-Zellen 
Mäusen, denen LV-DCs injiziert wurden, an. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler 
von jeweils 2 Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante 
Unterschiede gegenüber T-Zellen, die aus LV-DC-Mäusen isoliert wurden (*) sowie zwischen T-Zellen 
aus IL10-DC-Mäusen und IL21-DC-Mäusen (+) sind angegeben (*,+ p<0,05; ** p<0,01). 
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3.6.17 Milz- und Lymphknotenzellen aus haptenprovoz ierten Mäusen 

weisen in Abhängigkeit von ihrer Vorbehandlung mit IL10- oder 

IL21-DCs ein moduliertes Zytokinprofil auf 

 

Wie in vorgehenden Abschnitten dieser Arbeit gezeigt, reagieren Milzzellen sowie vereinigte 

Lymphknotenzellen aus haptenprovozierten Mäusen je nach Vorbehandlung mit LV-, IL10- 

oder IL21-DCs unterschiedlich auf eine Restimulation mit haptengepulsten APCs (Abschnitt 

3.6.15) und weisen jeweils ein spezifisches mRNA-Expressionsmuster auf (Abschnitt 3.6.16). 

Diese Unterschiede im Phänotyp und der Funktion sollten anschließend auf Proteinebene 

mittels ELISA-Analysen der entsprechenden Kulturüberstände verifiziert werden. 

Während Milzzellen aus haptenprovozierten Mäusen, die mit LV-DCs oder IL21-DCs 

vorbehandelt wurden, in Reaktion auf eine Restimulation mit haptengepulsten APCs eine 

vergleichbar starke Sekretion des TH1-Markerzytokins IFN-γ aufweisen, ist die Produktion 

dieses Zytokins in Zellen der IL10-DC-Gruppe signifikant reduziert (Abbildung 96A).  

Demgegenüber ist die Sekretion des TH2-Markerzytokins IL-5 nur in der IL21-DC-Population 

moduliert – in entsprechenden Kulturüberständen wurden deutlich höhere Konzentrationen 

dieses Zytokins detektiert als in Restimulierungsansätzen der LV-DC- oder IL10-DC-Gruppe 

(Abbildung 96B). 

Das ambivalente TH2/Treg-Markerzytokin IL-10 wird von Milzzellen, die aus IL10-DC oder 

IL21-DC Mäusen isoliert wurden, in deutlich geringerer Menge (jeweils nicht statistisch 

signifikant) sekretiert als von der Kontrollgruppe (Abbildung 96C).  

Interessanterweise zeigen Milzzellen der LV-DC-Gruppe infolge einer Restimulation keine 

Produktion des TH17-Markerzytokins, während dieses Zytokin sowohl in Kulturüberstanden 

der IL10-DC-Gruppe, als auch in denen der IL21-DC-Gruppe nachgewiesen wurde 

(Abbildung 96D). 
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Abbildung 96: Milzzellen aus haptenprovozierten Mäu sen, die mit IL10- oder IL21-DCs 
vorbehandelten wurden, weisen infolge einer Restimu lation voneinander abweichende 
Zytokinprofile auf. Weibliche C57BL/6 Mäuse wurden an zwei aufeinanderfolgenden Tagen (Tag 0 
und 1) durch eine epikutane Applikation von 17 µl DNFB (0,4 %) auf das rasierte Abdomen 
sensibilisiert. Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 
Tage zu myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Kultur entweder mit 
dem Vektor pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV) oder mit den Konstrukten IL10- oder IL21-pCDH1-
MCS1-EF1-copGFP lentiviral transduziert. An Tag 9 der Kultur wurden die verschiedenen BM-DC-
Populationen geerntet, bestrahlt und für 10 min mit 5 µM DNBS gepulst. Gepulste BM-DCs (5 x 
105/Tier) oder PBS (als Kontrolle) wurden an Tag 5 nach dem Beginn der Sensibilisierung subkutan 
injiziert. Sieben Tage nach der Injektion erfolgte die Provokation mit 8,5 µl DNFB (0,2 %) auf jeder 
Ohrfläche beider Ohren. An Tag 7 nach der Provokation erfolgte die Präparation der Milzzellen. 2 x 
106 Milzzellen der verschiedenen Gruppen wurden mit jeweils 2 x 106 bestrahlten, DNBS-gepulsten 
Milzzellen aus C57BL/6 Mäusen in einem Volumen von 2 ml für 4 Tage kokultiviert. Anschließend 
wurden die Kulturüberstände geerntet und der Gehalt an (A) IFN-γ, (B) IL-5, (C) IL-10 und (D) IL-17 
mittels ELISA bestimmt. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von jeweils 2 
Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede gegenüber 
T-Zellen, die aus LV-DC-Mäusen isoliert wurden, sind angegeben (+ p<0,05). n.d.: nicht detektiert.  
 
 
Vereinigte Lymphknotenzellen aus Mäusen, denen entweder IL10-DCs oder IL21-DCs 

injiziert wurden, sind nach einer antigenspezifischen Restimulation durch eine im Vergleich 

zur Kontrollgruppe signifikant reduzierte Sekretion des Zytokins IFN-γ gekennzeichnet 

(Abbildung 97A). 

Während Lymphknotenzellen der IL21-DC-Gruppe eine im Vergleich zur LV-DC-Gruppe 

ähnlich starke Produktion des TH2-Markerzytokins IL-5 aufweisen, sekretieren 

Lymphknotenzellen aus IL10-DC Mäusen signifikant geringere Mengen dieses Zytokins 

(Abbildung 97B). Darüber hinaus ist die Konzentration des ambivalenten TH2/Treg-
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Markerzytokins IL-10 in Kulturüberstanden der IL10-DC-Gruppe im Vergleich zur LV-DC-

Gruppe deutlich, jedoch nicht statistisch signifikant, reduziert (Abbildung 97C). 

Bemerkenswert ist weiterhin, dass nach einer Restimulation mit haptengepulsten APCs 

Lymphknotenzellen aus IL10-DC vorbehandelten Mäusen mehr IL-17 (nicht statistisch 

signifikant) sekretieren als Zellen aus LV-DC Mäusen (Abbildung 97D). Im Gegensatz dazu 

ist der IL-17 Gehalt in Restimulierungsansätzen der IL21-DC-Gruppe verglichen mit der 

Kontrollgruppe nicht moduliert. 
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Abbildung 97: Lymphknotenzellen aus haptenprovozier ten Mäusen, die mit IL10- oder IL21-DCs 
vorbehandelten wurden, weisen infolge einer Restimu lation unterschiedliche Zytokinprofile 
auf. Weibliche C57BL/6 Mäuse wurden an zwei aufeinanderfolgenden Tagen (Tag 0 und 1) durch 
eine epikutane Applikation von 17 µl DNFB (0,4 %) auf das rasierte Abdomen sensibilisiert. 
Knochenmarkszellen wurden aus C57BL/6 Mäusen isoliert und mittels GM-CSF über 9 Tage zu 
myeloiden BM-DCs differenziert. An Tag 5 und 6 wurden Aliquote der Kultur entweder mit dem Vektor 
pCDH1-MCS1-EF1-copGFP (LV) oder mit den Konstrukten IL10- oder IL21-pCDH1-MCS1-EF1-
copGFP lentiviral transduziert. An Tag 9 der Kultur wurden die verschiedenen BM-DC-Populationen 
geerntet, bestrahlt und für 10 min mit 5 µM DNBS gepulst. Gepulste BM-DCs (5 x 105/Tier) oder PBS 
(als Kontrolle) wurden an Tag 5 nach dem Beginn der Sensibilisierung subkutan injiziert. Sieben Tage 
nach der Injektion erfolgte die Provokation mit 8,5 µl DNFB (0,2 %) auf jeder Ohrfläche beider Ohren. 
An Tag 7 nach der Provokation erfolgte die Präparation der vereinigten Lymphknotenzellen. 2 x 106 
vereinigte Lymphknotenzellen der verschiedenen Gruppen wurden mit jeweils 2 x 106 bestrahlten, 
DNBS-gepulsten Milzzellen aus C57BL/6 Mäusen in einem Volumen von 2 ml für 4 Tage kokultiviert. 
Anschließend wurden die Kulturüberstände geerntet und der Gehalt an (A) IFN-γ, (B) IL-5, (C) IL-10 
und (D) IL-17 mittels ELISA bestimmt. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardfehler von 
jeweils 2 Experimenten, die in Duplikaten durchgeführt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede 
gegenüber T-Zellen, die aus LV-DC-Mäusen isoliert wurden, sind angegeben (+ p<0,05; ++ p<0,01). 
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4 Diskussion 
 

Eine der wichtigsten Komponenten des Immunsystems sind DCs, da sie das Potential 

besitzen, sowohl als Initiatoren, wie auch als Modulatoren von Immunantworten zu agieren. 

Obwohl sich die Gruppe der DCs aus mehreren Subpopulationen zusammensetzt 612, weisen 

sie alle eine außerordentliche Fähigkeit bezüglich der Prozessierung sowie der Präsentation 

von Antigenen auf. Immature DCs (iDC) befinden sich in fast allen peripheren Geweben. In 

diesem Zustand sind sie auf die Aufnahme von Antigenen spezialisiert, aber nicht in der 

Lage, T-Zellen effektiv zu aktivieren 89,117. Unter stationären Bedingungen erlangt ein 

Bruchteil dieser ruhenden DCs einen semi-maturen Status und migriert in die drainierenden 

sekundären lymphoiden Organe. Dort ist das vorherrschende Charakteristikum semi-maturer 

DCs ihre tolerogene Funktionalität. Sie induzieren in interagierenden autoreaktiven T-Zellen, 

die im Thymus der negativen Selektion entkommen sind, Apoptose, Anergie oder einen 

regulatorischen Status 130. Zusätzlich zu natürlichen Tregs, die im Thymus generiert werden, 

sind durch tolerogene DCs induzierte Tregs somit ebenfalls essentiell für die 

Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz 97 und gewährleisten eine Toleranz gegenüber 

harmlosen Umweltantigenen 98. 

Im Kontext einer Infektion sind DCs auf die Aufnahme und Prozessierung von pathogenem 

Material konzentriert. Kommen DCs mit pathogenabgeleiteten Molekülen wie LPS oder mit 

proinflammatorischen Zytokinen in Kontakt, die von Zellen im umgebenden Mikromilieu 

sekretiert werden, wird die vollständige Ausreifung von DCs induziert. Diese resultiert in 

einer starken Aufregulation der Oberflächenexpression kostimulatorischer Rezeptoren und in 

der Produktion proinflammatorischer Zytokine 141. Mature DCs sind die potentesten 

antigenpräsentierenden Zellen des Immunsystems, da sie das Potential haben, naive 

antigenspezifische T-Zellen zu stimulieren und auf diese Weise primäre Immunantworten zu 

induzieren.  

Da nicht aktivierte DCs als tolerogene Modulatoren des Immunsystems fungieren, stehen sie 

im Fokus zahlreicher Studien zur Intervention im Kontext von Autoimmunerkrankungen und 

Allergien 11. Beide Krankheitsformen entstehen auf Grund einer unerwünschten Induktion 

von Immunantworten gegenüber Selbst-Antigenen bzw. harmlosen Umweltantigenen. 

Aktuelle Forschungsansätze konzentrieren sich deshalb auf die Generierung tolerogener 

DCs, die antigenspezifische Tregs induzieren können und so die Toleranz gegenüber diesen 

Antigenen wiederherstellen 99. Auch auf dem Gebiet der Transplantatabstossung wurden 

tolerogene Donor- und Wirts-DCs erfolgreich zur Induktion von Toleranz in 

Transplantatempfängern eingesetzt 613. Die Aufrechterhaltung eines homogenen immaturen 

Status ist in in vitro generierten DCs diffizil, da sowohl humane, als auch murine DCs 

spontan ausreifen können 435. Diese Zellen sind hochgradig sensitiv bezüglich der 
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Kultivierungsbedingungen 584 sowie gegenüber inflammatorischen Stimuli 614. Für eine in 

vivo-Applikation immaturer tolerogener DCs ist es daher zwingend erforderlich, ihre 

Ausreifung zu blockieren 615. Ein spezifischer Maturierungsblock zur Konservierung des iDCs 

Phänotyps wurde erstmals nach einer Behandlung von Langerhanszellen mit UV-Licht 

beschrieben 616. Nachfolgend wurde für verschiedene Substanzen gezeigt, dass sie die DC-

Ausreifung effektiv inhibieren können. Hierzu gehören unter anderem IL-10, TGF-β1, 

Glucocorticoide sowie Vitamin-D3 Analoga 142.  

Eine gängige Methode, APCs mit einem tolerogenen Phänotyp zu generieren, basiert auf der 

Behandlung mit immunmodulatorischen Mediatoren, die beispielsweise in hohen Mengen 

von bestimmten Tumoren sekretiert werden 617. Zu diesen tumorabgeleiteten Faktoren 

gehören unter anderem IL-6, IL-10, TGF-β1, VEGF (vascular endothelial growth factor) 

sowie Galectin-1 618,619. Alle vorgenannten Faktoren haben eine inhibierende Wirkung auf die 

Differenzierung und Maturierung von DCs. Im Tumormikromilieu resultiert diese anormale 

Differenzierung in einer Akkumulation von MDSCs (myeloid-derived suppressor cell), zu 

denen auch redifferenzierte DC-Vorläufer gehören 620. Insofern kommt es zu einer 

verminderten Generierung aktivierbarer DCs 618. In der Konsequenz werden im Mikromilieu 

des Tumors nur ineffektive Tumorantworten induziert oder sogar eine Tumortoleranz 

ausgebildet und das Tumorwachstum letztendlich nicht beeinträchtigt.  

Andere Protokolle zur Generierung tolerogener APCs beruhen auf der Verwendung 

pharmakologischer Inhibitoren 11, wie beispielsweise Corticosteroide 156,157. Gemeinsam ist 

all diesen Substanzen, dass sie die Differenzierung und Maturierung von DCs inhibieren, 

indem sie sich negativ auf die NF-κB Aktivität auswirken und somit die 

Oberflächenexpression kostimulatorischer Moleküle und die Produktion von 

proinflammatorischen Zytokinen wie IL-12 reduzieren und die T-Zell-Aktivierungskapazität 

vermindern 145. Darüber hinaus weisen diese Substanzen jedoch unerwünschte pleiotrope 

Nebenwirkungen auf, die unter anderem die Lebensfähigkeit sowie das Migrationsverhalten 

von DCs negativ beeinflussen 375. Aus diesem Grund ist die gegenwärtige Forschung auf die 

Identifikation und gerichtete Modulation von Schlüsselmolekülen fokussiert, die essentiell für 

die tolerogene Funktion konditionierter DCs sind. Eine effiziente Überexpression dieser 

Moleküle in DCs könnte die Zellen in einem tolerogenen Modus arretieren, wodurch sie ein 

interessantes Vakzin für immuntherapeutische Anwendungen darstellen 621. 
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4.1 Immature BM-DCs und DEX-APCs weisen eine gering e APC-

Aktivität auf und induzieren de novo iTregs mit unterschied-

lichen phänotypischen Charakteristika 

 

Die vorliegende Arbeit knüpft in ihren Zielsetzungen an die vorgenannten 

Forschungsansätze an: Im ersten Abschnitt erfolgte die Identifikation von Molekülen, die 

einen potentiellen Beitrag zum tolerogenen Status muriner APCs leisten. Nachfolgend 

wurden verschiedene dieser Moleküle einzeln in DCs lentiviral überexprimiert und die 

Transduktanden phänotypisch sowie funktionell charakterisiert.  

Als Modell für tolerogene, maturierungsresistente APCs wurden neben iDCs auch 

Knochenmarkszellen unter DC-differenzierenden Bedingungen in Gegenwart des 

Glucocorticoids (GC) Dexamethason (DEX) kultiviert (DEX-APCs). Das antiinflammatorische 

Pharmakon DEX wurde als tolerogenisierendes Agens ausgewählt, da GCs endogen als 

Komponente eines negativen Rückkopplungsmechanismus infolge einer Immunreaktion von 

Zellen des adrenalen Cortexes generiert werden 160. In der klinischen Anwendung werden 

GCs auf Grund ihrer antiinflammatorischen Auswirkungen auf viele Zelltypen oft zur 

Behandlung von Autoimmunreaktionen und schweren allergischen Erkrankungen 

eingesetzt 11. Die antiinflammatorische Wirkung von GCs korreliert in DCs mit einer 

reduzierten Aktivität der TFs NF-κB und AP-1 und resultiert dadurch in einer verminderten 

Expression von MHCII Molekülen, kostimulatorischen Rezeptoren 169,622 und 

proinflammatorischen Zytokinen wie IL-12 623. Diese Veränderungen im DC-Phänotyp durch 

die Behandlung mit GCs führt zu einer verminderten T-Zell-Stimulierungskapazität von DCs, 

wie sie bereits in verschiedenen Studien nachgewiesen wurde 157,170. Darüber hinaus ist 

bereits bekannt, dass murine DEX-behandelte DCs einen tolerogenen Status aufweisen 170 

und im Rahmen von Kokulturen anerge TH1-Zellen 438 sowie Tregs induzieren 157. Inwieweit 

hierbei jedoch expandierte natürliche Tregs (nTreg) oder de novo induzierte Tregs (iTreg) 

beteiligt sind, wurde bisher nicht geklärt. Ähnliche Effekte wurden auch für DEX-behandelte 

humane Mo-DCs nachgewiesen 622,624. Weiterhin resultiert die Stimulation allogener T-Zellen 

mit DEX-behandelten immaturen BM-DCs in einer Induktion suppressiver Tregs in Ratten 625. 

In einer vergleichenden Studie wurde gezeigt, dass in Ratten diese alloantigenspezifische T-

Zell-Hyporesponsivität auf eine Expansion von nTregs zurückgeht und IL-2 abhängig ist, 

während humane DEX-DCs auch in CD4+CD25+ depletierten T-Zell-Populationen Tregs 

induzieren, die durch eine erhöhte IL-10 Sekretion charakterisiert sind 626. Sowohl in vitro, als 

auch in vivo wurde gezeigt, dass eine Stimulation mit DEX-DCs in einer Abnahme IFN-γ 

produzierender und einer Zunahme IL-10 produzierender Zellen resultiert 627. In 

Übereinstimmung mit diesen Analysen wurde in einer aktuellen Studie belegt, dass humane 
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DEX-DCs in naiven CD4+CD25- T-Zell Populationen antigenunspezifische IL-10 

sekretierende, TR1-ähnliche Tregs induzieren, deren suppressive Aktivität 

zellkontaktabhängig ist 158. 

In dieser Arbeit wurde zunächst bestätigt, dass allogene Gesamt-T-Zellen sowie CD25+ 

depletierte T-Zellen infolge einer Kokultur mit DEX-APCs durch eine starke Hypoproliferation 

gekennzeichnet sind. Das T-Zell-Aktivierungspotential von DEX-APCs befindet sich sowohl 

unter basalen Bedingungen sowie nach einer Stimulierung mit LPS deutlich unterhalb des 

Aktivierungspotentials immaturer BM-DCs. Eine ähnlich stark verminderte T-Zell-

Stimulierungskapazität wurde bereits für stimulierte IL-10-vorbehandelte DCs nachgewiesen, 

die ebenfalls ein deutliches tolerogenes Potential aufweisen 611. Aus der Feststellung, dass 

immature BM-DCs sowie unstimulierte und LPS-stimulierte DEX-APCs ineffiziente 

Stimulatoren allogener T-Zellen sind, resultierte die Annahme, dass alle drei APC-

Populationen das Potential haben, de novo Tregs zu induzieren.  

Eine der beiden Schlüsseleigenschaften von Tregs ist die Anergie 97,628. Anergie ist 

immunologisch definiert als die Unfähigkeit antigenspezifischer T-Zellen, nach einer 

Reaktivierung mit APCs, IL-2 zu produzieren und klonal zu expandieren 629. Die Induktion 

von Anergie ist ein aktiver Prozess, der unter anderem dann eintritt, wenn TCRs an 

Antigenpeptid/MHC-Komplexe binden, jedoch keine gleichzeitige Kostimulation stattfindet 630. 

Eine weitere spezifische Eigenschaft von Tregs ist ihre suppressive Aktivität, was bedeutet, 

dass antigenspezifische Tregs effektiv die Antwort naiver oder antigenspezifischer T-

Effektorzellen inhibieren können 119.  

In verschiedenen Studien wurde nachgewiesen, dass die Präsentation von Antigenpeptiden 

durch iDCs in antigenspezifischen T-Zellen einen solchen anergen oder toleranten Status 

induzieren kann 631,632. In vitro resultiert die repetitive Stimulation humaner naiver CD4+ T-

Zellen mit allogenen iDCs in einer Generierung alloantigenspezifischer Tregs 439. Die 

Injektion allogener iDCs induziert eine alloantigenspezifische Hyporesponsivität in murinen 

T-Lymphozyten in vivo (Lutz et al., 2000). Weiterhin verlängert die Injektion von iDCs vor 

einer allogenen Herztransplantation die Überlebenszeit des Transplantats 633,634. Darüber 

hinaus wurde gezeigt, dass nicht nur das CD4+-, sondern auch das CD8+-Kompartiment 

betroffen ist, da in vivo eine Induktion von Influenza-Matrix-Peptid-spezifischen CD8+ Tregs 

infolge einer Injektion mit antigengepulsten humanen iDCs auftritt 635. Durch iDCs induzierte 

suppressive T-Zell-Populationen weisen einen äußerst geringen Proliferationsstatus auf und 

produzieren große Mengen an IL-10. Ihre inhibitorische Aktivität galt lange Zeit als strikt 

zellkontaktabhängig 113,439. Sie gleichen somit in ihren Eigenschaften stark nTregs, die im 

Thymus generiert werden. Neuere Studien zeigen jedoch, dass eine repetitive Stimulierung 

humaner naiver CD4+ T-Zellen mit Monozyten-abgeleiteten iDCs in einer Generierung 

adaptiver regulatorischer TGF-β1/IL-10 doppelt-positiver TR1-Zellen resultiert 636,637. TR1-
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Zellen differenzieren typischerweise in der Gegenwart von IL-10 und regulieren T-Zell-

Antworten durch ihre Fähigkeit, die antiinflammatorischen Zytokine IL-10 und TGF-β1 zu 

produzieren 442,444.  

An dieser Stelle setzt die vorliegende Arbeit an - im murinen System wurden alle Analysen 

zur Induktion von Tregs durch iDCs bislang mit Gesamt-T-Zellen durchgeführt. Es kann 

daher keine definitive Aussage darüber getroffen werden, ob iDCs eine Expansion von 

nTregs initiieren, oder tatsächlich fähig sind, de novo iTregs zu induzieren. Abweichend von 

den bisherigen experimentellen in vitro-Systemen wurden hier deshalb allogene CD25+ 

nTreg-depletierte T-Zellen mit immaturen BM-DCs vorstimuliert und anschließend 

phänotypisch und funktionell charakterisiert. Es zeigte sich, dass das tolerogene Potential 

immaturer BM-DCs stark genug ist, um in einer CD25- T-Zell-Population tatsächlich de novo 

iTregs zu induzieren. Entsprechend vorstimulierte alloreaktive T-Zellen waren refraktär 

gegenüber einer Restimulation und zeigten ausgeprägte suppressive Eigenschaften, indem 

sie die Proliferation kokultivierter naiver T-Zellen infolge einer allogenen Stimulation 

inhibierten. Studien mit IL-10-behandelten humanen DCs zeigen, dass tolerogene DCs in 

vitro sowohl CD4+ als auch CD8+ Tregs induzieren können 441. Ausgehend von diesem 

Befund wurden die durch immature BM-DCs vorstimulierten nTreg-depletierten T-Zellen in 

die beiden zuvor genannten Subpopulationen positiv separiert und getrennt voneinander 

analysiert. Soweit bekannt, konnte hierdurch erstmals gezeigt werden, dass immature BM-

DCs de novo CD4+ und CD8+ Tregs mit einem anergen Status induzieren, die jeweils die 

proliferative Antwort naiver T-Zellen effektiv supprimieren.  

Analog zu den hier durchgeführten Analysen mit immaturen BM-DCs und aufbauend auf den 

eingangs genannten Studien zur tolerogenen Aktivität DEX-behandelter DCs wurde in dieser 

Arbeit demonstriert, dass sowohl unstimulierte, als auch LPS-stimulierte DEX-APCs in 

allogenen nTreg-depletierte T-Zellen einen anergen Status induzieren. Darüber hinaus sind 

die durch DEX-APCs de novo induzierten iTreg-Populationen im Stande, die Proliferation 

naiver T-Zellen effektiv zu inhibieren. Die jeweils induzierten iTregs wurden ebenfalls positiv 

in die Subpopulationen CD4+ und CD8+ separiert. Mit Hilfe von Restimulierungs- und 

Suppressionsassays wurde in dieser Arbeit erstmals gezeigt, dass unstimulierte und LPS-

stimulierte DEX-DCs in einer CD25- T-Zell-Population de novo anerge CD4+ und CD8+ iTregs 

mit suppressivem Potential induzieren können.  

 

Es gilt als erwiesen, dass neben CD4+CD25+ nTregs, die im Thymus generiert werden, 

weitere CD4+ iTregs existieren. Es handelt sich hierbei um sekundäre suppressive T-Zellen, 

die sich aus konventionellen CD4+CD25- T-Zellen in der Peripherie entwickeln. Anders als 

CD4+CD25+ nTregs übermitteln diese iTregs ihre suppressiven Eigenschaften nicht 

zwangsläufig zellkontaktabhängig, sondern vielfach über Zytokine wie IL-10 und TGF-
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β1 442,638,639. Aktuell werden insbesondere zwei Subtypen von CD4+ iTregs, TR1- 444 und TH3-

Zellen 604, diskutiert. Die Generierung von TR1-Zellen aus einer Population humaner oder 

muriner CD4+ T-Zellen in vitro wurde erstmals von Groux und Mitarbeitern beschrieben 442. 

Das Zytokinprofil dieser Zellen zeichnet sich durch eine starke Sekretion von IL-10 640, 

gemäßigten Mengen an IL-5 und IFN-γ mit oder ohne TGF-β1 444 aus. Darüber hinaus 

weisen TR1-Zellen eine lediglich marginale oder gar keine Sekretion von IL-2 und IL-4 auf 641. 

Es gibt Studien, die zeigen, dass TR1-Zellen ihre suppressive Aktivität mittels der Zytokine IL-

10 und TGF-β1 ausüben 442,642. Andere Untersuchungen hingegen zeigten eine 

zytokinunabhängige, Zell-Zell-Kontakt vermittelte Suppression 113. Diese Diskrepanzen 

könnten darauf hinweisen, dass verschiedene TR1-Subpopulationen existieren, oder beruhen 

auf den unterschiedlichen experimentellen Systemen. TR1-Zellen sind in die Regulation 

verschiedener Autoimmunerkrankungen involviert, wie im Rahmen der murinen 

Krankheitsmodelle Kolitis 442 und EAE 643 demonstriert wurde und tragen zur 

Transplantattoleranz bei 644. Weiterhin ist bekannt, dass bestimmte Tumorarten 645,646 und 

Krankheitserreger 647,648 TR1-Zellen induzieren, um so ein immunsuppressives Mikromilieu zu 

generieren bzw. der Immunabwehr zu entgehen. TH3-Zellen wurden erstmals in Mäusen 

nach einer oralen Toleranzinduktion gegenüber MBP (myelin basic protein) identifiziert 649. 

Phänotypisch zeichnen sich diese Zellen durch eine hohe TGF-β1 Produktion 650,651, 

studienabhängig mit oder ohne Sekretion von IL-10, IL-4 sowie IFN-γ, aus 604,652. IL-2 wird 

von TH3-Zellen nicht sekretiert 652. Soweit bisher bekannt, wird die suppressive Aktivität 

dieser iTregs hauptsächlich durch die Sekretion von TGF-β getragen und ist 

zellkontaktunabhängig. TH3-Zellen tragen nachweislich zur regulatorischen Kontrolle 

verschiedener Autoimmunerkrankungen bei 604,653. Darüber hinaus sind TH3-Zellen in der 

Lage, Allotransplantattoleranz zu vermitteln 654 und eine antigenspezifische 

Hyporesponsivität von Immunzellen im Rahmen einer Helmintheninfektion zu induzieren 655. 

Konventionelle CD4+CD25- T-Zellen können außerhalb des Thymus in Foxp3+ Tregs 

umgewandelt werden, die sich phänotypisch und funktionell nicht von nTregs 

unterscheiden 656-658. In vitro findet diese Induktion in Gegenwart von TGF-β 659 und 

typischerweise in Situationen mit geringer Kostimulation statt 660,661. Zusätzlich erfordert 

dieser Prozess eine CTLA-4-vermittelte negative Kostimulation 662. In vivo tritt die periphere 

Induktion von Foxp3+ Tregs bei einer subimmunogenen Antigenstimulation ein 663-665. In 

Übereinstimmung mit in vitro-Studien wird hierzu TGF-β- und eine geringfügige B7-

Kostimulation benötigt 666,667.  

CD8+ Tregs wurden erstmals von Gershon und Mitarbeitern 668 beschrieben. CD8+CD28- 

Tregs supprimieren Antikörperantworten auf lösliche und zellassoziierte Antigene 669,670 

sowie Antworten gegen Superantigene 671,672. In vivo sind diese Zellen an der Suppression 

von Autoimmunerkrankungen 673,674, Transplantatabstossungen 675 sowie virusinduziertem 
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Asthma 676 beteiligt. Die Immunregulation durch CD8+ Tregs kann mutmaßlich über 

verschiedene Mechanismen erfolgen. Entweder kann es zur direkten Lyse oder zur Induktion 

von Apoptose kommen, oder es findet eine Inaktivierung von Zielzellen durch soluble 

Faktoren wie immunsuppressive Zytokine statt. Indirekt ist auch eine Suppression durch eine 

CD8+ Treg-vermittelte Modifikation von APCs möglich 104,677. Potentielle Zytokine für die 

Vermittlung suppressiver Eigenschaften sind IL-4, TGF-β1 oder auch IL-10 678-680.  

 

Wie vorstehend erläutert, variieren verschiedene iTreg-Populationen phänotypisch und 

funktionell stark voneinander und können somit auf Grund ihrer Zytokinprofile sowie 

Genexpressionssignaturen bestimmter Treg-Markerproteine kategorisiert werden. In 

Kokulturen immaturer BM-DCs mit nTreg-depletierten allogenen T-Zellen wurden im Rahmen 

der vorliegenden Arbeit höhere Mengen der drei Markerzytokine IFN-γ, IL-5 und IL-10 

nachgewiesen, als in den entsprechenden Kokulturen mit unstimulierten und LPS-

stimulierten DEX-DCs. Das ambivalente TH2/Treg-Markerzytokin IL-10 wurde in den beiden 

letztgenannten Kokulturen nicht detektiert.  

Infolge einer allogenen Restimulation weisen die verschiedenen CD4+ iTreg-Populationen 

eine jeweils vergleichbare IL-5 Sekretion auf. Durch stimulierte DEX-APCs induzierte CD4+ 

iTregs weisen darüber hinaus im Gegensatz zu den beiden anderen iTreg-Populationen eine 

hohe IFN-γ und IL-10 Produktion auf. Anerge CD8+ iTregs, die durch immature BM-DCs oder 

unstimulierte DEX-APCs induziert wurden, zeigen nach einer Restimulation keine IL-5 

Sekretion sowie eine jeweils vergleichbare IFN-γ Produktion. Während durch immature BM-

DCs induzierte CD8+ iTregs zusätzlich auch IL-10 produzieren, wurde dieses Zytokin nach 

einer allogenen Restimulation von durch unstimulierte DEX-APCs induzierten CD8+ iTregs 

nicht detektiert. 

Der Einfluss der verschiedenen in dieser Arbeit generierten iTreg-Populationen auf die 

Zytokinsekretion kokultivierter naiver allogener T-Zellen ist ebenfalls variabel. Alle drei de 

novo induzierten CD4+ iTreg-Populationen hemmen die IL-5 Produktion kokultivierter naiver 

T-Zellen vergleichbar stark. Die IFN-γ Produktion hingegen wird am stärksten von CD4+ 

iTregs supprimiert, die durch immature BM-DCs induziert wurden. Durch unstimulierte BM-

DCs und DEX-APCs induzierte CD4+ iTreg inhibieren ebenfalls effektiv die IL-10 Sekretion, 

während der suppressive Mechanismus von durch stimulierte DEX-APCs induzierten CD4+ 

iTregs sich nur geringfügig auf die Produktion dieses Zytokins in naiven T-Zellen auswirkt. 

Auffallend ist, dass durch unstimulierte BM-DCs induzierte CD8+ iTregs im Gegensatz zu der 

entsprechenden CD4+ iTreg-Populationen keinen Einfluss auf die IFN-γ Sekretion naiver T-

Zellen haben. Durch immature BM-DCs induzierte CD8+ iTregs verringern die IL-5 und IL-10 

Produktion, während die Sekretion beider Zytokine durch CD8+ iTregs, die durch 

unstimulierte DEX-APCs induziert wurden, vollständig unterbunden wird. 
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Die verschiedenen, bislang wissenschaftlich beschriebenen iTreg-Populationen 

unterscheiden sich nicht nur in der Sekretion bestimmter Markerzytokine, sondern auch in 

ihren Genexpressionsprofilen. Trotzdem gibt es diverse generelle Treg-assoziierte Marker, 

die diese Populationen von naiven und Effektor-T-Zellen abgrenzen. In Übereinstimmung mit 

ihren funktionellen Eigenschaften zeigen die hier beschriebenen, durch immature BM-DCs 

und DEX-APCs de novo induzierten CD4+ und CD8+ iTregs eine deutlich erhöhte mRNA-

Expression des im murinen System am besten etablierten Treg-Markers Foxp3 sowie des 

vor allem im Zusammenhang von Transplantattoleranz 483 diskutierten sekretierten Moleküls 

LIF im Vergleich zu naiven T-Zellen. Die entsprechenden CD8+ iTreg-Populationen sind 

darüber hinaus durch eine gesteigerte LAG3 mRNA-Menge charakterisiert. Dieses Protein 

wird ebenfalls von durch immature BM-DCs vorstimulierten CD4+ iTregs verstärkt exprimiert. 

Auffällig ist, dass alle drei CD4+ iTreg-Populationen das antiinflammatorische Zytokin IL-10 

gegenüber naiven T-Zellen in signifikant reduzierten Mengen transkribieren. Unter den CD8+ 

iTreg-Populationen weisen durch unstimulierte DEX-APCs induzierte CD8+ iTregs das 

gleiche Phänomen auf. Durch stimulierte DEX-APCs induzierte CD4+ und CD8+ iTregs 

grenzen sich von den vier anderen analysierten iTreg-Populationen durch ihr extrem stark 

reduziertes CTLA-4 mRNA-Niveau, bezogen auf die Transkription in naiven T-Zellen, sowie 

eine nicht nachweisbare NRP-Transkription ab. NRP wird in murinen CD4+CD25+ T-Zellen 

mit Foxp3 koreguliert und korreliert in vitro mit der suppressiven Funktion von Tregs 501. 

Eine Stimulation der verschiedenen induzierten iTregs hebt ihren anergen Status bzw. ihre 

suppressive Aktivität nicht auf, verändert jedoch in dieser Arbeit in allen Fällen das jeweilige 

Genexpressionsprofil. Bemerkenswert ist, dass durch eine kombinierte anti-CD3 und anti-

CD28 Stimulation in allen CD4+ und CD8+ iTregs die Transkription des Treg-Markers Foxp3 

deutlich abnimmt und sich ungefähr auf dem Expressionsniveau in den entsprechenden 

naiven T-Zellen befindet. Ebenfalls einheitlich wird in allen iTreg-Populationen die mRNA-

Expression von RGS-Proteinen hochreguliert. Mit Ausnahme von iTregs, die durch immature 

BM-DCs differenziert wurden, wird auch die Transkription des Oberflächenrezeptors CTLA-4 

in Reaktion auf den Stimulus in allen iTreg-Gruppen gesteigert. Alle drei CD8+ iTreg-

Populationen zeigen im Zuge der Stimulation eine verminderte LAG3 und IL-10 Expression. 

Im Gegensatz dazu wird einheitlich in allen analysierten CD4+ iTreg-Populationen die IL-10 

mRNA-Expression positiv reguliert. Außerdem reagieren CD4+ iTregs, die durch 

unstimulierte oder LPS-stimulierte DEX-APCs induziert wurden, mit einer Aufregulation der 

LAG3 Expression auf den Stimulus. Auffällig ist, dass durch stimulierte DEX-APCs induzierte 

iTregs auch nach einer Restimulation keine nachweisbare NRP mRNA-Expression zeigen, 

wodurch sie sich deutlich von den anderen iTreg-Populationen unterscheiden.  
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Ein wichtiges Merkmal zur Identifizierung bzw. genaueren Charakterisierung von Tregs ist 

der zur Vermittlung der suppressiven Aktivität verwendete Mechanismus. Wie bereits 

beschrieben, kann dies entweder zellkontaktabhängig oder durch soluble Mediatoren 

stattfinden. Vor allem das Oberflächenprotein CTLA-4 kann als negativer Regulator der T-

Zell-Aktivierung fungieren 681, während das antiinflammatorische Zytokin IL-10 häufig als 

sekretierter Faktor auftritt. Eine Blockade von CTLA-4 oder IL-10 durch Antikörper hat in der 

vorliegenden Arbeit keinen Einfluss auf das suppressive Potential von CD4+ iTregs, die 

durch immature BM-DCs induziert wurden. Auch die Zugabe verschiedener Zytokine oder 

LPS führte zu keiner veränderten suppressiven Funktion.  

 

In der Gesamtheit betrachtet dokumentieren die Zytokin- und Genexpressionsprofile der 

verschiedenen CD4+ iTreg-Populationen, dass eine Einordnung in die bisher beschriebenen 

Gruppen (TR1, TH3 sowie induzierte CD4+CD25+ T-Zellen) nicht direkt möglich ist. Durch 

immature BM-DCs induzierte CD4+ iTregs könnten auf Grund ihrer Zytokinsekretion, also 

wenig oder kein IL-10 und IFN-γ, als TH3-ähnliche Zellen kategorisiert werden. Allerdings ist 

das ermittelte Genexpressionsprofil nicht konsistent mit dieser Eingruppierung. TH3-Zellen 

weisen eine erhöhte CTLA-4 Expression 682 sowie eine gesteigerte TGF-β Sekretion auf 444, 

die hier in beiden Fällen auf mRNA-Ebene auch infolge einer Stimulation nicht detektiert 

wurde. Vor allem letzterer ist ein sehr wichtiger Faktor für TH3-Zellen, da sie in vitro über 

diesen Mechanismus ihre suppressive Funktion ausüben. Übereinstimmend mit den in der 

Literatur beschriebenen TH3-Eigenschaften, resultiert eine Blockade von IL-10 nicht in einem 

Verlust des suppressiven Potentials dieser CD4+ iTregs. Diese Daten stehen somit im 

Kontrast zu Resultaten mit humanen Monozyten-abgeleiteten iDCs, für die eine Induktion 

TGF-β1/IL-10 doppelt-positiver TR1-Zellen nachgewiesen wurde 636,637. 

Durch unstimulierte DEX-APCs induzierte CD4+ iTregs zeigen ein mit CD4+ iTregs, die durch 

immature BM-DCs vorstimuliert wurden, tendenziell übereinstimmend TH3-artiges 

Zytokinprofil. Darüber hinaus weisen diese Zellen nach einer Restimulation aber zusätzlich 

auch eine Aufregulation der CTLA-4 und TGF-β1 Transkription auf.  

Für die beiden genannten CD4+ iTreg-Populationen liegen somit phänotypische Profile vor, 

die jeweils eine Tendenz in Richtung de novo induzierter TH3-Zellen favorisieren. Eine 

zweifelsfreiere Einordnung erfordert jedoch vor allem eine Analyse der TGF-β1 Sekretion 

sowie die Klärung der Frage nach einer Beteiligung dieses Zytokins am suppressiven 

Mechanismus, da TGF-β1 einen zentralen Mediator von TH3-Zellen darstellt. Zusätzliche 

Transparenz könnte durch die Bestimmung der Oberflächenexpression von CTLA-4 erreicht 

werden, da dieses Molekül in erhöhten Mengen auf der Oberfläche von TH3-Zellen auftritt. 

Steinbrink und Mitarbeiter 441 haben gezeigt, dass durch IL-10-behandelte humane DCs 

CD4+ Tregs induziert werden, deren suppressive Aktivität über den CTLA-4 
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Signaltransduktionsweg vermittelt wird. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde durch 

Blockierungsanalysen zwar ausgeschlossen, dass durch immature BM-DCs vorstimulierte 

CD4+ iTregs diesen Mechanismus verwenden, jedoch könnte er eine essentielle Relevanz 

für CD4+ iTregs haben, die durch unstimulierte DEX-APCs induziert wurden.  

CD4+ iTregs, die durch LPS-stimulierte DEX-APCs induziert wurden, weichen phänotypisch 

stark von den beiden zuvor genannten iTreg-Populationen ab. Ihr Zytokinprofil ist durch eine 

hohe Sekretion der beiden Markerzytokine IFN-γ und IL-10, sowie eine gemäßigte IL-5 

Produktion geprägt. Insofern handelt es sich hierbei somit eher um TR1-ähnliche, de novo 

induzierte iTregs. Diese Daten decken sich mit einer aktuellen Studie, in der gezeigt wurde, 

dass humane DEX-DCs in naiven CD4+CD25- T-Zell-Populationen IL-10 sekretierende TR1-

ähnliche Tregs induzieren können 158. Das ermittelte Genexpressionsprofil fügt sich jedoch 

nicht in diese Annahme, da durch stimulierte DEX-APCs induzierte CD4+ iTregs eine äußerst 

geringe CTLA-4 mRNA-Expression aufweisen, wie sie eigentlich für TR1-Zellen untypisch 

ist 646. Auch nach einer Restimulation wird in diesen iTregs die Transkription von CTLA-4 nur 

marginal gesteigert. Besser vereinbar mit der Annahme, dass es sich um eine Subpopulation 

von TR1-Zellen handeln könnte, ist die vor allem nach einer Restimulation erhöhte TGF-β1 

Transkription. Dieser Befund ist konform mit Studien, die gezeigt haben, dass in vitro eine 

Induktion adaptiver regulatorischer TGF-β1/IL-10 doppelt-positiver TR1-Zellen möglich 

ist 636,637. Auch hier gilt, dass die Analysen der CTLA-4 sowie TGF-β1 mRNA-Expression auf 

Proteinebene verifiziert werden sollten, um eine bessere Eingruppierung der durch 

stimulierte DEX-APCs induzierten CD4+ iTregs vornehmen zu können. Darüber hinaus 

würden Blockierungsstudien, vor allem für IL-10, einen besseren Einblick in den oder die 

zugrundeliegenden Mechanismen der Suppression gewähren. 

 

Alle in dieser Arbeit analysierten APC-Populationen (immature BM-DCs, unstimulierte und 

LPS-stimulierte DEX-APCs) haben darüber hinaus auch das Potential, anerge CD8+ iTregs 

mit suppressiven Eigenschaften zu induzieren. Im Gegensatz zu CD4+ T-Zellen ist eine 

induzierte Anergie von CD8+ T-Zellen bisher wesentlich weniger intensiv untersucht 

worden 683,684. Auch die Mechanismen, die zur Vermittlung suppressiver Aktivitäten von CD8+ 

Tregs eingesetzt werden, sind bisher nur in sehr wenigen Studien analysiert worden. Ähnlich 

wie für CD4+ Tregs gibt es auch im Bereich der CD8+ Tregs keinen eindeutigen Marker, der 

sie von konventionellen T-Zellen unterscheidet. Stattdessen werden diese Tregs auf Grund 

der Zusammensetzung ihrer Zelloberflächenexpression in zahlreiche Subpopulationen 

unterschieden. Da die drei im Rahmen dieser Arbeit durch die verschiedenen APC-

Populationen de novo induzierten CD8+ iTreg-Populationen den TF Foxp3 in erhöhten 

Mengen transkribieren, könnten sie den CD8+CD28- 685, CD8+CD25+ 686 oder 

CD8+CD45RClow 687 Tregs angehören, da diese Foxp3+ sind. Alle anderen bisher bekannten 
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CD8+ iTreg-Populationen sind Foxp3-. Darüber hinaus ist bekannt, dass die drei 

vorgenannten CD8+ Treg-Populationen das Oberflächenprotein CTLA-4 tragen und IL-10 

sekretieren. Für CD8+CD25+ Tregs wurde außerdem eine IFN-γ Produktion 686 und für 

CD8+CD28- Tregs eine TGFβ Sekretion 688 nachgewiesen. Auf transkriptionaler Ebene liegt 

die Menge an CTLA-4 in allen hier analysierten CD8+ iTreg-Populationen auch nach einer 

Restimulation nicht höher als in den entsprechenden stimulierten naiven T-Zellen. Durch 

unstimulierte oder stimulierte DEX-APCs vorstimulierte CD8+ iTregs zeigen außerdem eine 

deutlich erhöhte TGFβ-1 mRNA-Expression in Reaktion auf eine Restimulation, als 

stimulierte naive T-Zellen. Damit eine detailliertere Charakterisierung der de novo induzierten 

CD8+ iTregs erfolgen kann, ist es erforderlich, die Expression der beiden genannten 

Faktoren auch auf Proteinebene zu überprüfen. Das Zytokinprofil von CD8+ iTregs, die durch 

unstimulierte BM-DCs oder DEX-APCs vorstimuliert wurden, zeigt einheitlich in Reaktion auf 

eine allogenen Restimulation keine IL-5 Produktion sowie eine jeweils vergleichbar starke 

IFN-γ Sekretion. Außerdem produzieren durch immature BM-DCs induzierte CD8+ iTregs 

deutliche Mengen an IL-10.  

Auf Grund der wenigen Vergleichsdaten aus anderen Studien kann auch das hier ermittelte 

Zytokinprofil nur eingeschränkt für die Eingruppierung der verschiedenen induzierten CD8+ 

iTreg-Populationen verwendet werden. Vorteilhaft wäre in nachfolgenden Studien eine 

Bestimmung der Oberflächenexpression verschiedener im Kontext mit CD8+ Tregs 

nachgewiesener Proteine wie CD25, CD28, CD45RC oder CD122.  

 

 

4.2 Toleranzinduzierende DEX-APCs weisen ein spezif isches 

protolerogenes Genexpressionsprofil auf 

 

Die Kultivierung von Knochenmarkszellen unter DC-differenzierenden Bedingungen in 

Gegenwart des synthetischen GCs DEX resultiert in der Ausbildung tolerogener, 

maturierungsresistenter APCs. Diese DEX-APCs haben, wie in dieser Arbeit erstmals 

beschrieben, unabhängig von ihrem Aktivierungszustand das tolerogene Potential, de novo 

iTregs zu induzieren. Von besonderer Relevanz ist vor allem das Genexpressionsprofil 

dieser Modell-APCs, auf dessen Grundlage toleranzassoziierte Moleküle für eine lentivirale 

Überexpression in BM-DCs selektiert werden sollten. Eine selektive genetische Modulation 

solcher Schlüsselmoleküle in DCs könnte ausreichen, diese Zellen in einem tolerogenen 

Status zu arretieren und auf diese Weise T-Zell-Toleranz zu induzieren. 

Es ist bekannt, dass DEX mit der NF-κB-Aktivität interferiert und über diesen Mechanismus 

einen Großteil seiner antiinflammatorischen Aktivität vermittelt 689. Im Detail induzieren GCs 

unter anderem die Transkription von IκBα, was in einer erhöhten IκBα-Proteinsynthese 
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resultiert und zu einer Reduktion der freien Menge an NF-κB führt, das in den Nukleus 

translozieren kann 690-692. Außerdem kann der Glucocorticoidrezeptor (GR) in seiner 

aktivierten Form eine physikalische Interaktion mit der p65-Untereinheit des NF-κB-

Komplexes eingehen, wodurch entweder die Bindung des TF an die DNA blockiert wird 693-695 

und/oder ein Verlust der DNA-Bindungsaffinität des TF eintritt 696,697. Weiterhin reduzieren 

GCs die Aktivität des TF AP-1. Die zugrunde liegenden Mechanismen der negativen AP-1 

Regulation ähneln stark denen für NF-κB. So kann der aktivierte GR mit der c-Jun 

Untereinheit von AP-1 eine direkte Protein-Protein Interaktion eingehen und so die 

transkriptionale Aktivität supprimieren 698.  

Eine Aktivierung von DCs beispielsweise via TLRs resultiert in einer Translokation des TF 

NF-κB in den Nukleus 515 sowie in einer erhöhten Transkription von NF-κB-

Familienmitgliedern 171. In Übereinstimmung mit ihrem tolerogenen, maturierungsresistenten 

Phänotyp weisen die hier generierten DEX-APCs unter basalen Bedingungen sowie nach 

einer Stimulierung mit LPS gegenüber BM-DCs deutlich verminderte mRNA-

Expressionsraten für die NF-κB-Familienmitglieder NF-κB1, NF-κB2, RelB und c-Rel auf. Die 

Transkription von RelA ist lediglich in unstimulierten DEX-APCs reduziert. In ähnlicher Weise 

fanden Xing und Mitarbeiter 699 in Reaktion auf eine DEX-Behandlung in murinen DCs 

ebenfalls eine verringerte mRNA-Expression der Moleküle c-Rel und RelB, während die RelA 

Transkription nicht moduliert wird.  

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Analysen zeigen, dass DEX-APCs einen 

distinkten protolerogenen Genexpressionsstatus aufweisen, jedoch nicht komplett resistent 

gegenüber einer Stimulation sind. Sie zeigen sogar eine erhöhte Transkription verschiedener 

TLRs wie beispielsweise TLR4. Dies könnte die Sensitivität von DEX-APCs gegenüber 

pathogenabgeleiteten, immunstimulatorischen Komponenten wie LPS erhöhen. Konsistent 

mit diesen Resultaten wurde auch in humanen DEX-behandelten DCs eine erhöhte 

Expression von TLR2, TLR3 und TLR4 gefunden 700. 

Die Expression kostimulatorischer Moleküle auf DCs ist essentiell für die Induktion einer 

effektiven Immunantwort. Die Erkennung von MHC-Peptid-Komplexen durch TCRs resultiert 

in einer initialen Aktivierung von T-Zellen. Folgt diesem ersten Kontakt keine Bindung 

kostimulatorischer Moleküle sowie keine Sekretion inflammatorischer Zytokine, wird die T-

Zelle nicht vollständig aktiviert, sondern erlangt einen hyporesponsiven Status 60,89. Daraus 

ergibt sich, das unstimulierte und LPS-stimulierte DEX-APCs, für die in dieser Arbeit 

nachgewiesen wurde, dass sie de novo iTregs induzieren können, eine ähnlich ineffiziente 

Expression kostimulatorischer Rezeptoren aufweisen könnten wie iDCs. In den 

entsprechenden Genexpressionsstudien kristallisierte sich deutlich heraus, dass DEX-APCs 

eine wesentlich geringere Transkriptionsrate für die kostimulatorischen Moleküle CD40, 

CD80, CD86, 4-1BBL, OX40L sowie SLAM aufweisen, als iDCs. Mit Ausnahme von CD80 
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wird in DEX-APCs im Gegensatz zu maturen DCs keines der vorgenannten Moleküle in 

Reaktion auf eine Stimulation mit LPS verstärkt exprimiert. Dieses mRNA-Profil konvergiert 

mit Befunden, dass stimulierte murine BM-DCs, die zuvor mit DEX behandelt wurden, im 

Vergleich zu maturen DCs, eine verminderte Oberflächenexpression von CD40 und CD86 

aufweisen, während die Expression von CD80 nicht beeinträchtigt wird 173. In humanen DCs 

wurde nach einer Kultivierung in Gegenwart von DEX eine starke 438 bzw. partielle 169 

Inhibition der Expression von CD40, CD80 und CD86 detektiert. Im Rahmen einer 

Ausreifung mit LPS wurde die Oberflächenexpression der drei genannten Rezeptoren in 

humanen DCs nicht hochreguliert 624. Interessanterweise resultierte eine Behandlung mit 

DEX während der Stimulation in der murinen DC-Linie SP37A3 in keiner Modulation der 

mRNA-Expression von CD40, CD80 und CD86, obwohl die Oberflächenexpression aller drei 

Rezeptoren im Vergleich zu stimulierten Kontrollansätzen stark reduziert war 157. In der 

gleichen Studie wurde weiterhin gezeigt, dass DEX einen negativen Einfluss auf die OX40L 

Transkription in DCs ausübt. Es ist anzunehmen, dass die starke Varianz zwischen den 

verschiedenen Studien darauf zurückzuführen ist, dass GCs den DC Status je nach 

Differenzierungs- bzw. Reifungsstadium zum Zeitpunkt der Behandlung unterschiedlich stark 

beeinflussen 701.  

Abgesehen von der deutlich reduzierten Expression kostimulatorischer Rezeptoren, ist das 

Genexpressionsprofil der hier generierten, tolerogenen DEX-APCs zusätzlich durch eine 

äußerst geringe Transkription der beiden Reifungsmarker Fascin1 und CCR7 geprägt. 

Humane 136 und murine 138 DCs regulieren die Expression des Aktinbündelungsprotein 

Fascin, welches essentiell für die Ausbildung der Dendriten reifer DCs ist, in Reaktion auf 

eine Stimulierung stark hoch. Diese maturierungsassoziierte Modulation der transkriptionalen 

Aktivität tritt in DEX-APCs nicht auf. Eine eingeschränkte Aufregulation der Fascin 

Expression zeigte sich auch in SP37A3-Zellen, die in Gegenwart von DEX stimuliert 

wurden 157. Auch der Chemokinrezeptor CCR7 wird infolge einer Ausreifung in DCs verstärkt 

exprimiert 561,702. Eine Kultivierung von Milz-abgeleiteten Zellen der DC-Linie D1 in der 

Gegenwart von DEX resultierte ebenfalls in einer Inhibition der stimulierungsassoziierten 

Aufregulation der CCR7 Expression auf mRNA- und Protein-Ebene 703. Zusammengefasst 

bestätigen die vergleichsweise geringen Expressionsniveaus kostimulatorischer Rezeptoren 

und DC-Maturierungsmarker in DEX-APCs die Annahme, dass es sich hier um äußerst 

potente, maturierungsresistente tolerogene murine APCs handelt.  

Neben kostimulatorischen Rezeptoren besitzen DCs auch Zelloberflächenmoleküle mit 

potentiell inhibitorischer Funktion. Eine kontinuierliche DEX-Behandlung von BM-DC-

Vorläufern hat in der hier durchgeführten Studie im Wesentlichen keinen Einfluss auf das 

Transkriptionsniveau koinhibitorischer Rezeptoren in den resultierenden murinen DEX-APCs, 

mit Ausnahme von B7-DC und B7-H2. Im Gegensatz dazu zeigt eine neuere Studie, dass 
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humane DEX-DCs eine erhöhte PD-L1 Oberflächenexpression aufweisen 704. Die mRNA-

Expression von B7-DC, welches scheinbar sowohl in positive als auch negative 

Stimulationsvorgänge involviert sein kann 538,539, ist in unstimulierten und stimulierten DEX-

APCs im Vergleich zur entsprechenden Kontroll-DC-Population stark reduziert. Infolge einer 

Stimulation mit LPS wird B7-H2 in DEX-APCs deutlich stärker transkribiert als in BM-DCs. 

Generell stimuliert die Bindung von B7-H2 an seinen Liganden ICOS die T-Zell-Proliferation 

sowie die Zytokinproduktion 194,195. Eine aktuelle Studie im humanen System belegt jedoch, 

dass tolerogenen DCs nach einer Blockade der B7-H2-Ligation in vitro nicht mehr in der 

Lage sind, einen anergen und suppressiven Zustand in kokultivierten CD4+ T-Zellen zu 

induzieren 203. Es besteht also durchaus die Option, dass B7-H2 einen entscheidenden 

Beitrag zum tolerogenen Status LPS-stimulierter DEX-APCs leistet und somit einen 

potentiellen Kandidaten für eine lentivirale Überexpression in BM-DCs darstellt. In 

stimulierten SP7A3-Zellen wird die mRNA-Expressionsrate der inhibitorischer 

Oberflächenmoleküle B7-DC, PD-L1, B7-H2 sowie B7-H3 durch eine Aktivierung in 

Gegenwart von DEX nicht tangiert 157. 

Die Reduktion der Aktivität des TF NF-κB durch GCs resultiert in einer verminderten 

Transkription proinflammatorische Zytokine wie IL-1β, IL-6, IL-12 und TNF-α 166,705. Für 

Monozyten und Makrophagen wurde eine herunterregulierte Sekretion der vier genannten 

Zytokine nach einer Behandlung mit GCs auf Proteinebene detektiert 623. Murine Monozyten 

zeigen in Reaktion auf eine Kultivierung in Gegenwart von DEX eine reduzierte IL-6 

Transkription 503. Nach einer Stimulierung mit LPS sekretieren humane DEX-DCs ebenfalls 

stark verminderte Mengen IL-1β, IL-12 und TNF-α. In Übereinstimmung mit diesen Daten 

weisen die hier generierten DEX-APCs eine deutlich runterregulierte mRNA-Expression für 

die Zytokine IL-1β, IL-6 sowie IL-12b auf. Eine Stimulierung mit LPS führt in DEX-APCs, im 

Gegensatz zu BM-DCs, zu keiner maturierungsassoziierten Aufregulation der Expression 

von IL-6 und IL-12b. Auch SP37A3-Zellen, die in Gegenwart von DEX stimuliert wurden, 

zeigen eine inhibierte Aufregulation der Genexpression von IL-6 und IL-12b 157. Obwohl IL-1β 

in DEX-APCs nach einer Stimulation stärker transkribiert wird als unter basalen 

Bedingungen, befindet sich die Expressionsrate deutlich unterhalb derer stimulierter BM-

DCs. In dem vorliegenden System wird die Transkription von TNF-α durch die DEX-

Behandlung nicht beeinflusst. 

Innerhalb der Gruppe der antiinflammatorischen Zytokine zeigen LPS-stimulierte murine 

DEX-APCs hier eine Aufregulation der Transkription des Moleküls IL-1RA. Es ist bekannt, 

dass GCs die Synthese verschiedener antiinflammatorischer Zytokine steigern, zu denen 

auch IL-1RA zählt 167. Diese erhöhte mRNA-Expressionsrate in stimulierten DEX-APCs ist 

konsistent mit dem Befund, dass Zellen der murinen DC-Linie SP37A3 auf eine DEX-

Behandlung während der Stimulierung mit einer drastisch gesteigerten IL-1RA Transkription 
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reagieren 157. IL-1RA ist ein kompetitiver IL-1 Antagonist, da es ebenfalls an den IL-1 

Rezeptor bindet, ohne jedoch eine zelluläre Antwort zu induzieren 341,342. Eine 

Überexpression von IL-1RA könnte sich toleranzfördernd auswirken, indem es sowohl zu 

einer Beeinträchtigung der IL-1-vermittelten Ausreifung von DCs 706,707 sowie einer negativen 

Regulation der T-Zell-Stimulation und Polarisierung beiträgt 708,709. Übereinstimmend damit 

wurde in klinischen Untersuchungen gezeigt, dass die Applikation von IL-1RA effizient zur 

Behandlung rheumatoider Arthritis beiträgt 710, allergische Reaktionen verhindert 711 und das 

Überleben von Allotransplantaten verlängert 712.  

Weiterhin ist unter basalen Bedingungen die mRNA-Expression von IL-10 in DEX-APCs 

gegenüber iDCs erhöht. Eine gesteigerte IL-10 mRNA-Menge wurde ebenfalls in DEX-

behandelten murinen Monozyten detektiert 503. Auf Proteinebene wurden infolge einer DEX-

Behandlung in DCs sowohl gesteigerte 624,713 als auch gleich bleibende 169 IL-10 Sekretionen 

nachgewiesen. Generell vermitteln verschiedene tolerogene DC-Populationen ihre T-Zell-

inhibitorischen Effekte via IL-10 139. Somit eignet sich dieses Molekül ebenfalls gut für eine 

gerichtete Überexpression in DCs zur Induktion eines tolerogenen Status. Analog zu 

Ergebnissen aus Expressionsanalysen DEX-behandelter humaner Monozyten 503 und in 

Gegenwart von DEX stimulierter SP37A3-Zellen 157 zeigen demgegenüber auch murine 

DEX-APCs hier keine veränderte Regulation der TGF-β1 Transkription.  

Positive regulatorische Effekte auf die Genexpression in DEX-APCs wurden im Rahmen 

dieser Arbeit vor allem für toleranzassoziierte bzw. DEX-responsive Moleküle detektiert. 

Unabhängig von ihrem Aktivierungszustand liegt in DEX-APCs die Transkriptionsmenge für 

HO-1, FcγRIIB, GILZ, MKP-1 sowie SGK-1 deutlich höher als in der entsprechenden 

Kontroll-DC-Population. Das Enzym HO-1 katalysiert die Degradation von Häm in die 

Komponenten Kohlenmonoxid (CO), Biliverdin und Eisen 564. HO-1 und vor allem das 

Abbauprodukt CO haben einen inhibitorischen Einfluss auf die LPS-induzierte Expression 

proinflammatorischer Zytokine sowie eine steigernde Wirkung auf die LPS-vermittelte IL-10 

Expression in Makrophagen 568. In humanen und Ratten-DCs vermindert eine Induktion der 

HO-1 Expression während der Reifung von DCs deren allogene T-Zell-

Stimulierungskapazität 714.  

Die erhöhte Expression des inhibitorischen Rezeptors FcγRIIB in den hier generierten DEX-

APCs, die ebenfalls in SP37A3-Zellen auftritt, die in Gegenwart von DEX stimuliert 

wurden 157, könnte ein Hinweis darauf sein, dass diese APCs einen erhöhten Schwellenwert 

gegenüber einer Aktivierung haben und somit maturierungsresistenter sind. Die Expression 

von FcγRIIB ist essentiell für die Aufrechterhaltung der tolerogenen Aktivität von DCs unter 

homöostatischen Bedingungen infolge einer Bindung von lokalem IgG in Mukosa-

drainierenden Lymphknoten 715.  
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In verschiedenen Studien wurde belegt, dass DEX die Expression der dualspezifischen 

Phosphatase MKP-1 induziert, die effektiv die MAP-Kinase p38 inhibiert 168,581,716. Aktivierte 

MAP-Kinasen sind an der Transkription proinflammatorischer Zytokine beteiligt 269 und tragen 

außerdem zum Transport, der Stabilisation sowie der Translation von zytokinkodierenden 

mRNAs bei 261.  

In humanen DCs wurde demonstriert, dass der TF GILZ einer der Schlüsselregulatoren für 

die Induktion eines protolerogenen Phänotyps sein kann 717, und dass GILZ-exprimierende 

humane DCs das Potential haben, antigenspezifische Tregs zu induzieren 718. Ähnlich wie 

GCs an sich, blockiert GILZ in verschiedenen Zelltypen die Aktivität der TFs NF-κB und AP-1 

sowie der MAP-Kinase p38 719,720.  

Die vier Moleküle HO-1, FcγRIIB, GILZ und MKP-1 tragen folglich entscheidend zum 

tolerogenen Phänotyp von DCs bei und stellen somit Kandidaten für eine Überexpression 

dar.  

 

Basierend auf dem Genexpressionsprofil tolerogener, maturierungsresistenter DEX-APCs 

wurden die potentiell toleranzassoziierten Moleküle B7-H2, IL-1RA, IL-10, FcγRIIB und MKP-

1 für eine Überexpression in murinen BM-DCs selektiert. Erweitert wurde diese Auswahl 

durch die Moleküle PD-L1, B7-H3, PirB, IκBα, SOCS-1, STAT3, TGF-β1 sowie IL-21, 

welches ursprünglich nicht von DCs exprimiert wird. Alle diese Kandidatenmoleküle werden 

zwar in DEX-APCs nicht vermehrt exprimiert, haben aber ebenfalls, wie in anderen Studien 

gezeigt, eine Schlüsselfunktion im Kontext der Induktion und Aufrechterhaltung von Toleranz 

durch DCs.  

 

 

4.3 Die lentivirale Transduktion von BM-DCs ist äuß erst effizient, 

der mit der Methode assoziierte physikalische Stres s resultiert 

jedoch in einer partiellen Ausreifung der Zellen 

 

Wie bereits eingangs thematisiert, gehören DCs mit zu den wichtigsten Modulatoren von 

Immunreaktionen, da sie die Fähigkeit besitzen, abhängig von ihrem Aktivitätsstatus in 

Reaktion auf ein Antigen entweder Immunantworten oder Toleranz zu induzieren. Auf Grund 

dieser besonderen DC-Eigenschaften gibt es zahlreiche Studien, in denen modifizierte DCs 

als Vakzine in Immuntherapien eingesetzt wurden. Problematisch bei allen gentechnischen 

Manipulationsverfahren ist die geringe Transfektionseffizienz humaner und vor allem muriner 

DCs 377,381, weshalb im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Etablierung eines viralen 

Transduktionssystems für murine BM-DCs erfolgte. Generell ist eine effiziente genetische 
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Modifikation von DCs ohne zytotoxische oder andere ungewollte Nebeneffekte in hohem 

Maße diffizil 379,380. Die in der Praxis am häufigsten eingesetzten Transduktionssysteme für 

den Transfer von Transgenen basieren auf einer Verwendung adenoviral oder von MMLV- 

(molony murine leukaemia virus) abgeleiteter Vektoren. Beide Verfahren können jedoch nicht 

für eine effektive Transduktion von murinen BM-DCs herangezogen werden, da infolge einer 

adenoviralen Transduktion eine Ausreifung von DCs induziert wird 387-389 und das MMLV-

System neben seiner Instabilität der viralen Partikel 392 sowie geringen Virustitern 393 nicht 

fähig ist, eine Transduktion ruhender Zellen zu bewerkstelligen 394.  

Aktuell sind nur lentiviral-abgeleitete Vektoren 397 für eine effektive Transduktion humaner 404-

406 und muriner 398,407,408 DCs geeignet. Die für humane 409,410 und murine 408,411 DCs in 

verschiedenen Studien beschriebenen lentiviralen Transduktionseffizienzen variieren 

zwischen 70 % und 90 %. Transduktionraten über 90 % wurden, soweit bekannt, nur unter 

Verwendung des Reportergens tNGFR (truncated form of the nerve growth factor receptor) 

berichtet, das mittels entsprechender Antikörper im FACS nachgewiesen wurde 408. 

Problematisch ist bei Verwendung dieses Reporters der begleitende Prozess der 

Pseudotransduktion (eine Übertragung des auch in den Verpackungszellen exprimierten 

Markerproteins auf Zielzellen) 585, der bei Verwendung des eGFP-Proteins nicht auftritt 586. 

Eine Steigerung der zur Transduktion verwendeten MOI (multiplicity of infection), eine 

Erhöhung der DNA-Mengen der für die Produktion der viralen Partikel verwendeten 

Vektoren, eine Zentrifugation der Transduktionsansätze sowie eine Wiederholung der 

Transduktion kann die Effizienz der Virenproduktion bzw. die Transduktionseffizienz von DCs 

maßgeblich erhöhen 406,410,587. Entsprechend dieser Kenntnisse wurden im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit die verschiedenen angesprochenen Parameter der lentiviralen 

Transduktion für murine BM-DCs in Vorexperimenten soweit optimiert, dass, unabhängig von 

der Größe und der Sequenz des enthaltenden Transgens, konstante 

Transduktionseffizienzen zwischen 90 % und 98 % erreicht werden und somit eine 

Aufreinigung der Transduktanden für nachfolgende phänotypische und funktionale Studien 

nicht erforderlich ist.  

In immuntherapeutischen Behandlungsansätzen, wie beispielsweise der Behandlung von 

Autoimmunantworten, Allergien und Transplantatabstossungen, in denen Immunantworten 

inhibiert werden sollen, ist die Verwendung unstimulierter, nicht-immunogener DCs zwingend 

erforderlich. Allerdings ist der Prozess der genetischen Modifikation von DCs in vielen Fällen 

(auch bei der hier durchgeführten lentiviralen Transduktion) mit physikalischem Stress 

assoziiert. In einer früheren Studie wurde jedoch bereits gezeigt, dass physikalischer Stress 

in einer partiellen Aktivierung von DCs resultiert 584. Mechanischer Stress kann zur 

Auslösung intrazellulärer Signaltransduktionskaskaden beitragen, indem es zur Zerstörung 

von interzellulären Kontakten (adherens junctions) kommt, indem Adhärenzmoleküle 
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Interaktionen mit dem Zytoskelett eingehen bzw. indem eine differentielle Regulation 

mechanosensitiver Ionenkanäle eintritt 721. Es musste daher vor Beginn der 

Überexpressionsstudien evaluiert werden, inwieweit der physikalische Stress beim Ernten 

und Einsäen der DCs in Vorbereitung auf die lentivirale Transduktion sowie die für hohe 

Transduktionseffizienzen essentiellen Zentrifugations- und Waschschritte den Phänotyp und 

die antigenpräsentierende Funktion muriner BM-DCs verändert. 

Im Rahmen der durchgeführten vergleichenden Genexpressionsanalysen für eine Auswahl 

an kostimulatorischen Rezeptoren sowie Maturierungs- und Toleranzmarkern zeigte sich 

deutlich, dass unstimulierte und LPS-stimulierte, physikalisch gestresste BM-DCs (Mock-DC) 

ein von unbehandelten BM-DCs abweichendes Genexpressionsprofil aufweisen. In beiden 

Aktivierungszuständen ist in Mock-DCs im Vergleich zu Kontroll-DCs die Transkription des 

kostimulatorischen Moleküls CD80 deutlich aufreguliert, während die mRNA-Expression der 

Oberflächenrezeptoren 4-1BBL und SLAM sowie des Toleranzmarkers IDO vermindert 

stattfindet. Obwohl physikalischer Stress nachweislich in einer partiellen Aktivierung von DCs 

resultiert 584, transkribieren Mock-DCs unstimuliert sowie nach einer Stimulierung mit LPS im 

Vergleich zu unbehandelten BM-DCs reduzierte Mengen des Maturierungsmarkers Fascin1.  

Neben dem Genexpressionsprofil erfährt auch die allogene T-Zell-Stimulierungskapazität 

von BM-DCs durch physikalischen Stress eine prägnante Veränderung. Unabhängig von 

ihrem Aktivierungszustand induzieren Mock-DCs eine im Vergleich zu unbehandelten 

Kontroll-DCs erhöhte proliferative Antwort kokultivierter allogener T-Zellen.  

Insgesamt erweitern die Befunde einer stressassoziierten Veränderung des 

Genexpressionsprofils und einer begleitenden partiellen Aktivierung von BM-DCs auf der 

funktionellen Ebene die Resultate von Gallucci und Mitarbeitern 584, die eine stressinduzierte 

Aufregulation der Oberflächenexpression von MHCII und kostimulatorischen Molekülen für 

murine BM-DCs demonstriert haben. Darüber hinaus sind diese Ergebnisse von generellem 

Interesse, da nahezu jede ex situ-Behandlung von DCs mit mechanischem Stress assoziiert 

sein kann.  

Neben der Thematik der stressbedingten Effekte, die mit der Prozedur der lentiviralen 

Transduktion assoziiert sind, kann auch der direkte Kontakt mit lentiviralen Partikeln zu einer 

Veränderung der Eigenschaften von DCs führen. Monozyten-abgeleitete humane DCs 

reagieren auf eine hochdosige lentivirale Transduktion mit einer Aufregulation von 

adhäsiven, kostimulatorischen und HLA-Molekülen sowie einer verstärkten Sekretion von IL-

6, IL-8 und TNF-α 399. Außerdem ist die allostimulatorische Kapazität dieser DCs erhöht. Eine 

Transduktion mit einer niedrigen MOI resultiert in keiner phänotypischen und funktionellen 

Ausreifung humaner DCs 399,415. Soweit bekannt, wurden im murine System bislang nur 

Mock-DCs und lentiviral transduzierte DCs nach einer Stimulierung mit LPS bzw. CpG-

Oligonukleotiden vergleichend analysiert 583. Inwieweit jedoch der Phänotyp und die APC-
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Aktivität unstimulierter BM-DCs durch den Transduktionsvorgang und einen Kontakt mit 

lentiviralen Partikeln moduliert wird, ist bisher noch nicht untersucht worden.  

In der vorliegenden Studie kristallisierte sich heraus, dass lentiviral transduzierte BM-DCs 

(LV-DCs) gegenüber Mock-DCs distinkte Veränderungen in ihrem Genexpressionsprofil 

aufweisen. Unter basalen Bedingungen resultiert die Transduktion in keiner ausgeprägten 

Regulation der mRNA-Expression ausgewählter kostimulatorischer Rezeptoren, pro- und 

antiinflammatorischer Zytokine, Toleranzmarker und anderer in die DC/T-Zell-Interaktion 

involvierter Moleküle. Lediglich die Moleküle CD40, CD86, IL-1β, IL-6 und GILZ werden in 

reduziertem Maß transkribiert. In Reaktion auf eine Stimulation mit LPS weisen LV-DCs 

gegenüber Mock-DCs eine eingeschränkte maturierungsassoziierte Aufregulation für einige 

der analysierten mRNA-Spezies auf (CD80, OX40L, IL-1R2). Bemerkenswerterweise wird 

auch die mRNA-Expression des Maturierungsmarkers Fascin1 in LV-DCs im Vergleich zum 

basalen Zustand nur geringfügig gesteigert.  

Im unstimulierten Zustand weisen Mock-DCs und LV-DCs keine wesentlichen Unterschiede 

hinsichtlich der Oberflächenexpression von MHCII sowie den kostimulatorischen Rezeptoren 

CD80 und CD86 auf, obwohl letztgenannter in LV-DCs auf mRNA-Ebene in verminderter 

Stärke exprimiert wird. In Folge einer Aktivierung mit LPS findet in LV-DCs, verglichen mit 

Mock-DCs, eine lediglich intermediäre Aufregulation der Oberflächenexpression von MHCII 

und CD86 statt. Dieses Resultat bildet einen auffälligen Kontrast zu einer Studie von He und 

Mitarbeitern 583, in der gezeigt wurde, dass stimulierte murine Mock-DCs und LV-DCs MHCII 

Moleküle sowie kostimulatorische Rezeptoren in vergleichbarer Stärke auf ihrer Oberfläche 

exprimieren. Diese offenkundigen Differenzen basieren eventuell auf den unterschiedlichen 

Modalitäten der BM-DC Kulturbedingungen. In der zitierten Studie wurden BM-DCs in der 

Gegenwart von IL-4 zusätzlich zu GM-CSF generiert. Verschiedene Studien haben gezeigt, 

dass dieses Zytokin in unstimulierten BM-DCs die Oberflächenexpression von MHCII sowie 

den kostimulatorischen Rezeptoren CD40, CD80 und CD86 drastisch aufreguliert 722-724. Es 

besteht durchaus die Option, dass diese IL-4-assoziierte partielle Aktivierung die 

begleitenden Effekte der lentiviralen Transduktion maskiert, die in dieser Arbeit für einzig in 

Gegenwart von GM-CSF generierte BM-DCs detektiert wurden. Darüber hinaus sind die hier 

beschriebenen Befunde konsistent mit einer Studie von Breckpot und Mitarbeitern 408, in der 

für LV-DCs im Vergleich zu Mock-DCs, die jeweils nur in Gegenwart von GM-CSF generiert 

wurden, eine höhere CD80 Oberflächenexpression nachgewiesen wurde.  

Ungeachtet der phänotypischen Differenzen zwischen Mock-DCs und LV-DCs zeigen beide 

DC-Populationen im unstimulierten Zustand sowie nach einer Aktivierung mit LPS eine 

jeweils vergleichbare allogene, wie auch syngene T-Zell-Stimulierungskapazität. Auch in 

einer vorhergehenden Studie wurde bereits demonstriert, dass LPS-stimulierte murine Mock-

DCs und LV-DCs eine gleich starke allostimulatorische Kapazität aufweisen 408.  
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Obwohl sich die beiden genannten DC-Populationen in ihrem T-Zell-Aktivierungspotential 

nicht voneinander unterscheiden, induzieren sie variierende Zytokinmuster in kokultivierten 

allogenen und syngenen T-Zellen. Im allogenen System wurde für LPS-stimulierte LV-DCs 

im Vergleich zur entsprechenden Mock-DC-Population eine Veränderung der Zytokinantwort 

kokultivierter T-Zellen verzeichnet, da in den korrespondierenden LV-DC/T-Zell-Kokulturen 

eine gegenüber Mock-DC/T-Zell-Kokulturen erhöhte Produktion des TH2-Markerzytokins IL-5 

sowie reduzierte Mengen des TH1-Markerzytokins IFN-γ detektiert wurden. In einer Studie 

mit BM-DCs, die in Gegenwart von GM-CSF und IL-4 generiert wurden, induzierten beide 

DC-Populationen im stimulierten Zustand eine vergleichbar starke IFN-γ Sekretion 

alloreaktiver T-Zellen 583. Die Sekretion von TH2-Zytokinen wurde in der vorgenannten Studie 

nicht analysiert. Analog zu den Resultaten allogener DC/T-Zell Kokulturen tritt in Kokulturen 

mit stimulierte LV-DCs in Relation zu stimulierten Mock-DCs im syngenen System ebenfalls 

eine Veränderung der Zytokinantwort von T-Zellen auf. Auf der einen Seite ist in Kokulturen 

stimulierter LV-DCs mit syngenen 2D2 T-Zellen eine signifikant stärkere Produktion von IL-5 

und IL-10 detektierbar als in den entsprechenden Mock-DC/T-Zell-Kokulturen, während die 

jeweilige Menge des TH1-Markerzytokins IFN-γ in etwa vergleichbar ist. Generell ist zu 

erwähnen, dass die gemessenen Konzentrationen an IL-5 und IL-10 in den Kokulturen sehr 

gering sind und diese in vitro-Analysen deshalb keine Aussage über die biologische 

Signifikanz der veränderten Zytokinmuster erlauben. Soweit bekannt, wurden bisher keine 

vergleichbaren in vitro-Studien bezüglich der syngenen APC-Funktionen von LV-DCs 

veröffentlicht.  

Ein weiterer Indikator für die partielle Aktivierung von BM-DCs durch die Prozedur der 

lentivirale Transduktion sind die Resultate der Transduktionsstudien mit einem Vektor, der 

den DC-fokussierten Promotor des Aktinbündelungsproteins Fascin1 enthält. Unter den 

hämatopoetischen Zellen exprimieren ausschließlich DCs dieses Protein 417. In DCs korreliert 

die Stärke der Fascin Expression mit dem Aktivierungsgrad der Zellen 138,721. Darüber hinaus 

wurde in vorhergehenden Studien nachgewiesen, dass der 2,5 kb lange Promotor des 

murinen Fascin-Gens eine DC-fokussierte Expression von Transgenen nach einer 

biolistischen Immunisierung gewährleistet und potente Immunantworten ausgelöst 

werden 376,418. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass lentivirale Vektoren, die eine 

IL-10 Expressionseinheit unter der transkriptionellen Kontrolle des DC-spezifischen Fascin-

Promotors oder des ubiquitär aktiven CMV-Promotors enthalten, effizient in BM-DCs 

transferiert werden können und das keine Interferenzen zwischen den beiden genannten 

Promotoren und dem EF1-Promotor des Reportergens copGFP auftreten, wie sie für andere 

Promotorkombinationen bekannt sind 725. Unter der Kontrolle des Fascin-Promotors ist das 

jeweilige IL-10 Expressionsniveau in transduzierten unstimulierten sowie LPS-stimulierten 

BM-DCs vergleichbar hoch, was auf einen ähnlichen Aktivierungszustand transaktivierender 
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Transkriptionsfaktoren in beiden Zellpopulationen hindeutet. Die geringere Expression von 

IL-10 unter der Kontrolle des Fascin-Promotors im Vergleich mit dem starken viralen CMV-

Promotor in DCs steht im Einklang mit Befunden von Morita und Mitarbeitern 726, die 

vergleichend die Aktivität des Dectin-2-Promotors mit der Aktivität des SV40-Promotors nach 

einer Transfektion von Zellen einer DC-Linie analysiert haben. Das stark erhöhte IL-10 

Transkriptionsniveau in LPS-stimulierten gegenüber unstimulierten BM-DCs, die mit einem 

lentiviralen Vektor unter der Kontrolle des CMV-Promotors transduziert wurden, kann auf 

einer stimulierungsabhängig stärkeren NF-κB-Aktivität beruhen, da NF-κB responsive 

Elemente in repetitiver Anordnung im Bereich der CMV-Promotorsequenz vorhanden 

sind 727. Vergleichbare Elemente sind in der Fascin- Promotorsequenz nicht enthalten. Diese 

Daten belegen somit die Eignung des Fascin-Promotors für eine Transgenexpression in BM-

DCs infolge einer lentiviralen Transduktion. Der genannte Promotor könnte sich demzufolge 

als nützlich für eine DC-spezifische lentivirale Transduktion auch in vivo erweisen. 

Insgesamt zeigen die durchgeführten Analysen, dass die lentivirale Transduktion zwar in 

einer partiellen Ausreifung von DCs resultiert, diese jedoch durch einen Aktivierungsstimulus 

wie beispielsweise LPS noch weiter gesteigert werden kann. Somit ist dieses System für 

einen effizienten Transgentransfer in DCs geeignet, wobei die begleitenden Nebeneffekte 

weniger stark ausfallen, als bei Verwendung eines adenoviralen oder MMLV-Systems.   

 

 

4.4 Differentiell transduzierte BM-DCs weisen vonei nander 

abweichende phänotypische Charakteristika auf und 

modulieren unterschiedlich die T-Zell-Aktivierung  

 

Die auf der Basis phänotypischer Analysen von DEX-APCs sowie intensiver 

Literaturrecherchen für eine genetische Modifikation in BM-DCs selektierten potentiell 

toleranzassoziierten Moleküle können in Oberflächenrezeptoren (PD-L1, B7-H2, B7-H3, 

FcγRIIB, Pirb), intrazelluläre Regulatormoleküle (IκBα, MKP-1, SOCS-1, STAT3) sowie 

sekretierte Mediatoren (IL-10, IL-21, IL-1RA, TGF-β1) kategorisiert werden. Wie bereits 

einleitend in dieser Arbeit dargestellt, wurden für diese Moleküle in vorhergehenden Studien 

autokrine Effekte auf die DC und/oder parakrine Einflüsse auf interagierende T- bzw. B-

Zellen nachgewiesen.  

Eine komparative Analyse differentiell transgenüberexprimierender BM-DCs, die sowohl eine 

Betrachtung der jeweiligen autokrinen als auch parakrinen Effekte beinhaltet, wurde, soweit 

bekannt, bisher nicht durchgeführt. Im Hinblick auf potentielle therapeutische Anwendungen 

wurde, im Anschluss an die komparativen in vitro-Analysen, das kurative Potential einiger 
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Transduktanden-Populationen, die eine deutlich reduzierte T-Zell-Aktivierung vermitteln, im 

murinen Krankheitsmodell der haptenvermittelten Kontaktallergie untersucht. 

 

 

4.4.1 Transgenvermittelte Überexpression der Oberfl ächenmoleküle 

PirB, B7-H3, B7-H2 und PD-L1 in DCs 

 

Lange Zeit wurde die Kostimulation von T-Zellen lediglich auf Basis einer „zwei-Signal-

Theorie“ betrachtet: Eine optimale Initiation der Effektorfunktion von T-Zellen in Reaktion auf 

die Bindung von MHC-Peptid-Komplexen erfolgt nur, wenn dieses Signal durch eine 

zusätzliche Kostimulation ergänzt wird. In der Abwesenheit dieses zweiten Signals kommt es 

zur Ausbildung von T-Zell-Toleranz oder Anergie 728 und die T-Zellen reagieren auf eine 

sekundäre TCR-Stimulation mit Hyporesponsivität 729,730. Der am intensivsten untersuchte 

kostimulatorische Signaltransduktionsweg beruht auf der Interaktion zwischen den B7-

Familienmitgliedern CD80 (B7-1) und CD86 (B7-2) auf APCs und CD28 auf T-Zellen, die in 

einer Induktion der IL-2 Produktion und Proliferation von T-Zellen resultiert. CD28 gilt als der 

wichtigste kostimulatorische Rezeptor auf T-Zellen 731: CD28- sowie CD80/CD86-negative 

Mäuse weisen eine entscheidende Beeinträchtigung in der Proliferation von CD4+ T-Zellen 

auf 732,733. Im Gegensatz dazu beruht die Aktivierung von CD8+ T-Zellen weniger stark auf 

einer Kostimulation durch den CD28-Rezeptor 734. Mittlerweile ist bekannt, dass auch 

inhibitorische Signalwege existieren, die die T-Zell-Funktion negativ regulieren. Neben der 

beschriebenen positiven Kostimulation durch CD28 können die Moleküle CD80 und CD86 

auch mit dem Rezeptor CTLA-4 auf T-Zellen interagieren, was in einer Reduktion der T-Zell-

Aktivierung und Proliferation resultiert 457,735.  

Im Rahmen der Suche nach toleranzassozierten DC-Molekülen sind vor allem negative 

regulatorische Oberflächenmoleküle von besonderem Interesse, die an spezifische 

Rezeptoren auf T-Zellen binden. In dieser Arbeit wurden als potentielle Kandidatenmoleküle 

die drei Mitglieder der B7-Familie PD-L1 (B7-H1), B7-H2 und B7-H3 sowie der inhibitorische 

Fc-Rezeptor FcγRIIB und der inhibitorische Rezeptor PirB für eine Überexpression in DCs 

selektiert.  

Für die vier Rezeptoren PD-L1, B7-H2, B7-H3 und FcγRIIB wurde in den entsprechenden 

Transduktanden auf mRNA-Ebene eine effektive exogene Expression des Transgens ohne 

Einfluss auf die endogene Expression nachgewiesen. Analysen der Gesamt-mRNA-Mengen 

zeigten, dass alle vier Rezeptoren in den entsprechenden unstimulierten und LPS-

stimulierten DC-Populationen im Vergleich zu LV-DCs auf deutlich erhöhtem Niveau 

transkribiert wurden, wobei die stärkste Überexpression für die Moleküle B7-H2 und B7-H3 

detektiert wurde. Auch das für den inhibitorischen Rezeptor PirB kodierende Transgen wurde 
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in DCs nachweislich exprimiert. Im Gegensatz zu den vier zuvor genannten 

Oberflächenmolekülen reguliert jedoch die exogene PirB mRNA-Expression in unstimulierten 

DCs die endogene Transkription dieses Gens geringfügig negativ. Darüber hinaus wurde 

weder in unstimulierten noch in stimulierten Pirb-DCs eine im Vergleich zu LV-DCs erhöhte 

PirB Gesamt-mRNA-Expression gefunden. Inwieweit hierbei autoregulative Mechanismen 

beteiligt sind, wie sie für andere Gene wie beispielsweise IκBα 736 nachgewiesen wurden, ist 

auf Grund fehlender Studien nicht bekannt.  

Abweichend von den Resultaten auf mRNA-Ebene konnten die beiden Rezeptoren PD-L1 

sowie FcγRIIB nicht in erhöhten Mengen auf der Oberfläche entsprechend transduzierter 

DCs nachgewiesen werden. Während B7H2-DCs im unstimulierten Zustand gegenüber LV-

DCs minimal erhöhte Mengen des B7-H2 Proteins exprimieren, ist die B7-H2 

Oberflächenexpression in diesen DCs nach einer Stimulation mit LPS im Vergleich zu LV-

DCs deutlich reduziert. Lediglich der Rezeptor B7-H3 wurde in beiden 

Aktivierungszuständen, verglichen mit LV-DCs, in erhöhter Menge auf der Oberfläche von 

B7H3-DCs detektiert. Eine Analyse der Oberflächenexpression von PirB in Pirb-DCs erfolgte 

nicht im Rahmen dieser Arbeit, sollte aber für nachfolgende Studien nachgeholt werden. 

Bisher liegen, soweit bekannt, keine vergleichbaren komparativen Studien vor, in denen die 

genannten Oberflächenmoleküle in DCs überexprimiert wurden. Lediglich der Rezeptor PD-

L1 wurde von Kuipers und Mitarbeitern 737 mittels eines retroviralen Transfers des 

entsprechenden Expressionsvektors erfolgreich auf Proteinebene in murinen BALB/c DCs 

überexprimiert. Kim und Mitarbeitern 738 gelang es außerdem, PD-L1 retroviral in stark 

erhöhter Menge auf der Oberfläche der murinen Langerhans-Zelllinie XS106 zu 

überexprimieren. Die Diskrepanz zwischen den genannten Studien und der vorliegenden 

Arbeit beruht vermutlich auf der Verwendung eines anderen Transfersystems und den 

Eigenschaften der Zielzellen. In dieser Arbeit wurden in vitro generierte C57BL/6 BM-DCs 

transduziert, die sich phänotypisch und funktionell eventuell von BALB/c BM-DCs 

unterscheiden. Im Gegensatz zu einer homogenen, immortalisierten Zelllinie wie XS106 739 

handelt es sich hier um eine heterogene Zellpopulation, die wesentlich empfindlicher 

gegenüber äußeren Einflüssen ist.  

Die starke Diskrepanz in punkto Überexpression von Oberflächenrezeptoren in BM-DCs auf 

mRNA- und Proteinebene basiert vermutlich auf der Existenz posttranskriptionaler 

Regulationsmechanismen. Die Regulation der Genexpression bzw. des 

Translationsvorgangs ist ein mehrstufiger Prozess, der auf verschiedenen Ebenen reguliert 

wird 740,741.  

Da die Gesamtmenge an PirB mRNA weder in unstimulierten noch in LPS-stimulierten Pirb-

DCs gegenüber LV-DCs erhöht ist, findet eine negative Regulation der Genexpression 

vermutlich in einem frühen Stadium der mRNA-Synthese statt. Eine der ersten Stationen der 
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Genexpression, die häufig einer Adaption unterliegt, ist die Anlagerung von 

Transkriptionsfaktoren an spezifische DNA-Sequenzen proximal zu den Genen, die sie 

regulieren sowie die Rekrutierung der RNA-Polymerase für die nachfolgende RNA-Synthese. 

Eventuell spielt auch die Gensequenz eine entscheidende Rolle in der Regulation der 

Transkriptionseffektivität, da auch in kodierenden Genabschnitten TF-Bindungsstellen 

existieren, wie sie beispielsweise für die CD28-Gensequenz nachgewiesen wurden 742. 

Sobald mRNA-Vorläufer gebildet worden sind, kommt es zu einer Assoziation mit 

zahlreichen RNA-Bindeproteinen (RNA-BP), die anschließende RNA-

Prozessierungsreaktionen (5´-Capping, Splicing, Editing, 3´-Polyadenylierung) 

vermitteln 743,744. Der Prozess des pre-mRNA-Splicings wird vermutlich in cis durch eine 

Bindung von Splicing-Faktoren an Splicing-Enhancer-Gensequenzen katalysiert, die sich 

sowohl in nicht-kodierenden als auch in kodierenden Genabschnitten befinden 745,746. Im 

Anschluss an das Splicing werden oft Abschnitte der maturen mRNA in bestimmte RNA-

Sekundärstrukturen gefaltet, die die mRNA-Degradationsrate 747 sowie die mRNA-

Lokalisierung 748 determinieren. Auch die Translationseffizienz wird durch spezifische 

Sekundärstrukturen in der mRNA beeinflusst 749. Obwohl die Ausbildung funktionaler 

Sekundärstrukturen in den meisten Fällen auf die Bereiche der 5´- und 3´-untranslatierten 

Region (UTR) beschränkt ist, wurde diese Form der posttranskriptionalen Modifikation auch 

in kodierenden Teilbereichen von mRNAs nachgewiesen 750. Inwieweit die Expression des 

PirB-Gens durch TFs reguliert wird und welche RNA-BPs anschließend mit den 

entsprechenden mRNA-Vorläufern assoziieren, wurde, soweit bekannt, bisher nicht 

untersucht.  

Da für die vier Rezeptoren PD-L1, B7-H2, B7-H3 und FcγRIIB in den entsprechenden 

Transduktanden eine Überexpression auf mRNA-Ebene nachgewiesen wurde, finden 

potentielle negative Regulationsvorgänge vermutlich erst nach dem Export aus dem Nukleus 

statt. In einigen Fällen erfolgt zunächst durch die Ausbildung von Komplexen aus mRNAs mit 

Motorproteinen sowie RNA-BPs, oder durch die Assoziation mit Signalerkennungspartikeln 

eine Lokalisation der mRNA in subzellulären Regionen 751. Der anschließende Eintritt in den 

Translationsprozess durch die Anlagerung von Translationsfaktoren und Ribosomen wird 

ebenfalls durch globale und/oder transkriptspezifische Mechanismen reguliert 752. 

Abschließend unterliegt die mRNA einem Nuklease-vermittelten Abbau durch diverse Decay-

Abläufe 753. Die Lokalisation und Halbwertszeit von Proteinen kann darüber hinaus durch 

eine Modifikation spezifischer Aminosäuren, eine Spaltung mittels spezifischer Proteasen 

sowie eine Degradation durch das Proteasom kontrolliert werden 754.  

Besonders in den letzten Jahren wurden miRNAs (microRNA) als relevante Regulatoren der 

Genexpression bestätigt. Es handelt sich hierbei um sehr kurze, nicht-kodierende, 

doppelsträngige RNA-Moleküle, die die Genexpression primär regulieren, indem sie eine 
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translationale Repression oder eine Degradation spezifischer mRNAs initiieren 755. Auf 

molekularer Ebene interagieren reife miRNAs mit jeweils einer spezifischen mRNA durch die 

Basenpaarung von Nukleotiden zwischen der miRNA-Sequenz und komplemetären 

Sequenzen in der (3´UTR) der mRNA 756,757. Es ist bekannt, dass miRNAs auch in APCs wie 

DCs und Makrophagen eine wichtige regulatorische Rolle spielen. Die miRNA-155 ist 

beispielsweise in die durch Interferon-β oder TLR-Liganden induzierte Stimulation von DCs 

bzw. Makrophagen involviert 758, während die miRNA-125b die TNF-α Produktion in 

Makrophagen reguliert 759.  

In verschiedenen Studien wurde belegt, dass RNA-BPs wesentlich an der 

posttranskriptionalen Regulation beteiligt sind, indem sie die Expression von Genen 

kontrollieren, die für Protoonkogene, Wachstumsfaktoren, Zytokine, TFs und andere Proteine 

kodieren 760. Zahlreiche RNA-BPs interagieren mit spezifischen AU-reichen Elementen 

(ARE), die sich im 3´UTR ihrer Ziel-mRNAs befinden 761,762. Eines der am besten 

charakterisierten ARE-bindenden Proteine ist das Zinkfingerprotein Tristetraprolin (TTP), das 

die mRNA-Stabilität zahlreicher inflammatorischer Mediatoren wie TNF-α 763, IL-2 764, IL-6 765, 

IL-1β 766 und GM-CSF 767 reguliert. Eine aktuelle Studie zeigt, dass TTP in murinen 

myeloiden BM-DCs aktiv an der Regulation der Genexpression beteiligt ist 768. In humanen 

DCs reguliert TTP unter anderem auch die Expression des Oberflächenmoleküls CD86, 

obwohl die entsprechende mRNA keine klassischen AREs im 3´UTR aufweist 769.  

Soweit bekannt, wurde bisher nicht gezeigt, inwieweit die Expression der Rezeptoren PD-L1, 

B7-H2, B7-H3 und FcγRIIB durch miRNAs, RNA-BPs oder durch eine Ausbildung 

funktionaler Sekundärstrukturen in kodierenden Teilbereichen der entsprechenden 

mRNAs 750 reguliert wird. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass vor allem die beiden zuerst 

genannten Mechanismen in DCs an der Regulation der Genexpression (auch von 

Oberflächenmolekülen) beteiligt sind und deshalb auch in dem vorliegenden System einen 

entscheidenden Einfluss haben könnten. Eine genauere Identifikation der zu Grunde 

liegenden Mechanismen erfolgte im Rahmen dieser Arbeit nicht, wäre aber vor allem für 

folgende Studien von großem Interesse, in denen Oberflächenmoleküle in DCs 

überexprimiert werden sollen.  

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde nachgewiesen, dass die lentivirale Transduktion 

von BM-DCs äußerst effizient ist, der mit der Methode assoziierte physikalische Stress 

jedoch in einer partiellen Aktivierung der Zellen resultiert (in Abschnitt 4.3 diskutiert). 

Generell ist Stress, der als Hitzeschock, UV-Strahlung, osmotischer Schock, 

Sauerstoffmangel, virale Infektion, Kontakt mit toxischen Substanzen oder ähnliches 

auftreten kann 770, ein Stimulus, der eine ständige Adaption von Zellen an die neue Situation 

erfordert. In Reaktion auf eine solche Stresssituation wird der mRNA-Metabolismus in Zellen 

neu programmiert, um die anabolische Energie für eine Reparatur stressinduzierter 
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Beschädigungen zu konservieren 771. Im Rahmen dieser Prozedur wird selektiv die 

Translation konstitutiv exprimierter Haushaltsgene runterreguliert, während die Translation 

stressassoziierter mRNAs erhalten bzw. aufreguliert wird, die unter anderem für Chaperone, 

Hitzeschockproteine und bestimmte TFs kodieren. Überschüssige, translational inaktive 

mRNA wird dabei zusammen mit einigen TFs, der 40S ribosomalen Untereinheit und 

verschiedenen RNA-BPs aggregiert und für eine spätere Translation in sogenannten 

Stressgranula gelagert 772. Es ist nicht ausgeschlossen, dass durch den mit der lentiviralen 

Transduktion assoziierten physikalischen Stress die Ausbildung dieser Stressgranula 

induziert wird und somit eine zytoplasmatische Anreicherung derjenigen mRNAs stattfindet, 

die durch die transgenvermittelte exogene Expression in stark erhöhten Mengen auftreten 

und für eine Stressreaktion irrelevant sind. In diesem Fall wäre eine im Vergleich zu LV-DCs 

erhöhte Proteinsynthese von PD-L1, B7-H2 sowie FcγRIIB in entsprechend transduzierten 

BM-DCs nicht möglich.  

Eine intrazelluläre Anreicherung der Transgene würde auch erfolgen, wenn kein adäquater 

Proteintransport an die Zelloberfläche stattfindet 773. Ein zweifelsfreier Nachweis der 

intrazellulären Akkumulation von Transgenen in DCs könnte mit Hilfe intrazellulärer FACS-

Färbungen erfolgen, die im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht durchgeführt wurden.  

Eine weitere Möglichkeit der posttranskriptionalen Regulation der Expression von 

Oberflächenrezeptoren stellt das Shedding dar. Bei diesem Prozess werden extrazelluläre 

„Proteinabschnitte“ durch eine proteolytische Spaltung von der Zelloberfläche abgetrennt. In 

B-Zellen wurde nachgewiesen, dass die Menge an CD40 774 sowie B7-H2 775 auf der 

Oberfläche der Zellen durch Shedding reguliert wird. In vielen Fällen wird dieser Prozess 

durch eine Rezeptor/Ligand-Bindung induziert 776,777. In humanen aktivierten T-Zellen, 

Monozyten sowie Monozyten-abgeleiteten DCs wird die Oberflächenexpression von B7-H3 

ebenfalls durch Abspaltungen reguliert, die von einer Metalloproteinase katalysiert 

werden 778. Solubles B7-H3 wurde auch im murinen System nachgewiesen, wo es die 

allogene T-Zell-Stimulierungskapazität von DCs negativ beeinflusst 779. De la Salle und 

Mitarbeiter 780 haben gezeigt, dass humane epidermale Langerhans-Zellen zwei 

unterschiedliche FcγRII-Rezeptortypen exprimieren, eine membrangebundene und eine 

soluble Form, die von zwei verschiedenen Transkripten kodiert werden. Trotzdem gibt es 

experimentelle Hinweise darauf, dass solubles FcγRII auch durch Shedding des 

membranständigen Proteins von diesen Zellen generiert wird 780,781.  

Somit könnte die proteolytische Abspaltung der Moleküle PD-L1, B7-H2 und FcγRIIB von der 

Oberfläche entsprechend transduzierter DCs einen der potentiellen Faktoren darstellen, der 

dazu beiträgt, dass in dieser Arbeit keine auf Proteinebene nachweisbare Überexpression 

der genannten Rezeptoren stattfand. Eventuell wird dieser Prozess durch den mit der 

lentiviralen Transduktion assoziierten Stressstimulus induziert, der in einer partiellen 
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Aktivierung von DCs resultiert. Das Vorhandensein der jeweiligen solublen Faktoren könnte 

durch entsprechende ELISA-Systeme im Zellkuturüberstand detektiert werden. Diese 

Untersuchungen sollten in nachfolgenden Studien durchgeführt werden. 

 

Von den fünf im Rahmen dieser Arbeit überexprimierten Oberflächenrezeptoren nimmt PirB 

eine Sonderstellung ein. In Studien mit murinen Mastzellen 217 und BM-DCs 218 wurde 

gezeigt, dass PirB in trans an MHCI-Moleküle umgebender Zellen sowie in cis an MHCI-

Moleküle auf derselben Zelle bindet. Die Signaltransduktion von PirB erfolgt via ITIMs, die 

eine Rekrutierung der inhibitorischen Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP-1 

ermöglichen 212,214,215. Da SHP-1 generell an der negativen Regulation der Zell-Aktivierung 

beteiligt ist, könnte infolge einer Überexpression von PirB in DCs eine erhöhte SHP-1 

Signaltransduktion stattfinden, die in einer Modifikation der Genexpression resultiert. 

Tatsächlich wurde hier in unstimulierten PirB-DCs im Vergleich zu LV-DCs eine reduzierte 

mRNA-Expression der kostimulatorischen Rezeptoren CD80, CD86, 4-1BBL, OX40L und 

SLAM nachgewiesen, die im Rahmen der Ausreifung mit LPS in Pirb-DCs im Vergleich zu 

LV-DCs entweder gar nicht oder nur eingeschränkt hochreguliert wurde. Auch die 

Transkription des DC-Maturierungsmarkers Fascin1 sowie des antiinflammatorischen 

Zytokins IL-10 erfährt in stimulierten Pirb-DCs im Gegensatz zu LV-DCs keine 

maturierungsassoziierte Aufregulation. In Übereinstimmung mit den Befunden auf mRNA-

Ebene wurde für stimulierte Pirb-DCs eine gegenüber LV-DCs drastisch reduzierte IL-10 

Produktion auf Proteinebene nachgewiesen. Abweichend von ihrem Genexpressionsprofil 

sekretieren unstimulierte Pirb-DCs jedoch wesentlich höhere Mengen IL-10 als LV-DCs. Die 

Gründe für diese Abweichungen basieren vermutlich auf dem in Kraft treten verschiedener 

posttranskriptionaler Regulationsmechanismen, die im vorangehenden Abschnitt 

beschrieben wurden. Soweit bekannt, wurde bisher in keiner Studie gezeigt, dass eine 

exogene PirB-Expression in DCs in einer autokrinen Modifikation der Genexpression 

resultiert. 

Der inhibitorische Effekt des Rezeptors PirB basiert im Wesentlichen darauf, durch die 

Interaktion mit MHCI auf der Oberfläche von APCs den Zugang für CD8-Moleküle zu 

blockieren und so die Aktivierung von CTLs  zu verhindern 217,218. Eine effektive Aktivierung 

von CTLs kann nur erfolgen, wenn eine Ligation der CD8-Moleküle an Peptid-MHCI-

Komplexe sowie gleichzeitig an TCRs erfolgt 116,782,783. Weiterhin wurde gezeigt, dass HLA-G 

(human histocompatibility leukocyte antigen) die Funktion muriner DCs durch eine Bindung 

an PirB inhibiert 784.  

Das T-Zell-Aktivierungspotential unstimulierter DCs wird in der vorliegenden Arbeit durch 

eine transgenvermittelte Expression von PirB nicht moduliert, obwohl für Pirb-DCs eine 

verminderte mRNA-Expression kostimulatorischer Rezeptoren wie CD80 und CD86 
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detektiert wurde. Demgegenüber induzieren stimulierte Pirb-DCs eine gegenüber LV-DCs 

reduzierte proliferative Antwort allogener T-Zellen, was unter anderem auf einer 

eingeschränkten maturierungsassoziierten Aufregulation der mRNA-Expression 

kostimulatorischer Moleküle in Pirb-DCs basieren könnte. Da stimulierte Pirb-DCs deutlich 

geringere Mengen IL-10 sekretieren als stimulierte LV-DCs, ist dieses antiinflammatorische 

Zytokin wahrscheinlich nicht an der Mediation des inhibitorischen Potentials stimulierter Pirb-

DCs beteiligt. Das tatsächliche tolerogene Potential von Pirb-DCs würde sich vermutlich am 

deutlichsten in DC/T-Zell-Kokulturen mit ausschließlich CD8+ T-Zellen bestimmen lassen. In 

der vorliegenden Arbeit wurden jedoch heterogene Gesamt-T-Zellen verwendet, die sich 

mehrheitlich aus CD4+ T-Zellen zusammensetzen.  

 

Die Rolle von B7-H3 in der Regulation der T-Zell-Aktivierung und –Funktion ist divergent. Im 

humanen System kostimuliert dieses Molekül die anti-CD3-Antikörper induzierte CD4+ und 

CD8+ T-Zell-Proliferation und die Produktion von Effektorzytokinen wie IFN-γ und IL-10 207. 

Mit einem B7-H3-Expressionskonstrukt transient transfizierte Melanomzellen erhöhten in 

vitro die Induktion von CTLs. In verschiedenen murinen Tumormodellen wurde 

nachgewiesen, dass eine ektopische Expression von B7-H3 zu einer Aktivierung 

tumorspezifischer CTLs führt, die entweder das Tumorwachstum verlangsamen oder den 

Tumor vollständig beseitigen 785-787. Konträr zu diesen Resultaten wurden sowohl im 

humanen, als auch im murinen System gezeigt, dass B7-H3 die Aktivierung von CD4+ T-

Zellen sowie die Produktion der Zytokine IFN-γ und IL-4 deutlich inhibiert 208,209. In 

Übereinstimmung damit weisen APCs aus B7-H3-defizienten Mäusen ein erhöhtes T-Zell-

Aktivierungspotential auf 209.  

In der vorliegenden Arbeit reduzierte die Überexpression von B7-H3 die T-Zell-

Stimulierungskapazität LPS-stimulierter DCs lediglich geringfügig, obwohl stimulierte B7H3-

DCs im Vergleich zu LV-DCs deutlich erhöhte Mengen dieses Rezeptors auf ihrer 

Zelloberfläche tragen. In den meisten der zuvor genannten Studien erfolgte die Aktivierung 

der T-Zellen über den TCR sowie eine begleitende  CD3- und CD28-Kostimulation meist 

durch antikörpervermittelte Signale. Diese Diskrepanz bezüglich der Effektivität der durch 

eine B7-H3-Ligation vermittelten inhibitorischen Signale in Richtung der T-Zellen basiert 

vermutlich auf den unterschiedlichen experimentellen Systemen. Vor allem in vitro erfolgte 

die B7-H3-Kostimulation in früheren Studien fast ausschließlich über B7-H3-Ig bzw. B7-H3-

Fc Fusionsproteine oder Zelllinien, die dieses Molekül infolge einer Transfektion oder 

Transduktion überexprimierten. Diese Herangehensweise birgt jedoch die Gefahr, ein 

äußerst eingeschränktes experimentelles System zu verwenden, das auf Grund der 

polyklonalen Stimulierung ein unphysiologisches Resultat liefern könnte. Darüber hinaus 

werden durch eine Verwendung artifizieller APCs oder einer direkten Ligation aufgereinigter 
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T-Zellen durch Antikörper sämtliche APC-abhängigen Effekte ignoriert, die die T-Zell-

Aktivierung beeinflussen (z.B. die Sekretion von Zytokinen) 788,789. In dieser Arbeit wurden 

stattdessen für eine Stimulierung von T-Zellen B7-H3 überexprimierende BM-DCs als APCs 

in DC/T-Zell-Kokulturen eingesetzt. Die genannten Varianzen könnten durchaus dazu 

beitragen, dass in dem hier verwendeten experimentellen System der inhibitorische Effekt 

von B7-H3 geringer ausfällt, sich diese Resultate vermutlich aber eher den Gegebenheiten in 

physiologischen alloreaktiven Situationen annähern.  

 

Der Bindungspartner des APC-Oberflächenrezeptors B7-H2 ist ICOS, der auf aktivierten, 

aber nicht auf ruhenden T-Zellen exprimiert wird 195,196. Eine B7-H2-ICOS-Ligation induziert 

die Proliferation von T-Zellen und resultiert in einer Sekretion der Zytokine IFN-γ, IL-4 sowie 

des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 192,195,790. Darüber hinaus gibt es in mehreren 

Studien Hinweise darauf, dass die ICOS-Signaltransduktion an der Funktion von Tregs 

beteiligt ist 150,791,792 und eine potentielle Rolle in der negativen Regulation der CD4+ T-Zell-

Antwort durch tolerogene DCs spielt. In den murinen Krankheitsmodellen der EAE 793 und 

des autoimmunen Typ I Diabetes 794 resultiert eine Blockade der B7-H2-ICOS-Interaktion 

durch anti-ICOS-Antikörper in einer Verschiebung der Balance zwischen Tregs und Effektor-

T-Zellen, wodurch sich der Krankheitsverlauf verschlimmert. Im humanen System wurde 

kürzlich gezeigt, dass tolerogene DCs infolge einer Blockade der B7-H2-ICOS-Ligation nicht 

mehr imstande sind, anerge sowie suppressive CD4+ T-Zellen in vitro zu induzieren 203. Im 

Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde außerdem gezeigt, dass LPS-stimulierte tolerogene 

DEX-APCs, verglichen mit Kontroll-DCs, eine deutlich erhöhte B7-H2 mRNA-Expression 

aufweisen.  

Übereinstimmend mit den zuvor genannten Studien resultierte die Überexpression von B7-

H2 auf mRNA-Ebene hier in einem verminderten T-Zell-Aktivierungspotential unstimulierter 

sowie LPS-stimulierter DCs, obwohl letztere eine gegenüber LV-DCs reduzierte B7-H2 

Oberflächenexpression aufweisen. Wie bereits zuvor für B7H3-DCs beschrieben, würde der 

inhibitorische Effekt dieses Rezeptors im Rahmen einer polyklonalen, antikörpervermittelten 

Stimulation der T-Zellen, wie sie in den anderen Studien durchgeführt wurde, vermutlich 

stärker ausfallen. Ein weiteres Testsystem für das inhibitorische Potential von B7H2-DCs 

wäre vermutlich eine Kokultur von DCs und mit aktivierten T-Zellen anstatt, wie in dieser 

Arbeit durchgeführt, mit naiven T-Zellen, da letztere den Bindungspartner ICOS nicht 

exprimieren 195,196 bzw. dessen Expression zunächst induziert werden muss. 

 

Der inhibitorische Rezeptor FcγRIIB ist unter anderem primär an der negativen Regulation 

der zellulären Proliferation 220,221 sowie der Zell-Aktivierung 222-224 beteiligt. Die Expression 

von FcγRIIB auf B-Zellen und anderen APCs spielt eine kritische Rolle bei der 
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Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz. FcγRIIB-defiziente C57BL/6 Mäuse entwickeln 

spontan eine Lupus-ähnliche Autoimmunität und weisen eine frühzeitige Mortalität auf 227. 

Weiterhin resultiert eine Deletion dieses Rezeptors in einer Produktion von Autoantikörpern 

und generell in einer deutlich erhöhten Prädisposition für Autoimmunität 226,228. Darüber 

hinaus wurde innerhalb der vorliegenden Studie gezeigt, dass tolerogene DEX-APCs im 

unstimulierten und stimulierten Zustand eine im Vergleich zu Kontroll-DCs stark erhöhte 

mRNA-Expression für diesen Rezeptor aufweisen.  

Im Einklang mit den genannten Studien ist in dieser Arbeit die allogene T-Zell-

Stimulierungsfähigkeit unstimulierter und LPS-stimulierter FcgRIIB-DCs gegenüber LV-DCs 

deutlich reduziert, obwohl dieser Rezeptor nicht in erhöhten Mengen auf der Oberfläche 

entsprechend transduzierter DCs detektiert wurde. Der inhibitorische Effekt könnte jedoch 

durch soluble, von der Zelloberfläche abgespaltene FcγRIIB-Moleküle vermittelt 

werden 780,781. Soweit bekannt wurde der Einfluss von FcγRIIB auf die T-Zell-Proliferation 

bisher noch nicht im Rahmen von DC/T-Zell-Kokulturen analysiert, so dass keine 

Vergleichsdaten zu dieser Arbeit vorliegen. 

 

Die Funktion von PD-L1 in der Kostimulation von T-Zellen wird kontrovers diskutiert. In 

initialen Studien resultierte die gleichzeitige Stimulation primärer humaner T-Zellen mit einem 

PD-L1-Ig Fusionsprotein sowie anti-CD3- und anti-CD28-Antikörpern in einer verstärkten T-

Zell-Proliferation und Sekretion der Zytokine IFN-γ und IL-10 537,795. Diese kostimulatorischen 

Effekte von PD-L1 kommen vor allem in der frühen T-Zell-Antwort zum tragen 191,796. Eine 

Mehrheit der Publikationen zur immunregulatorischen Rolle von PD-L1 belegt jedoch, dass 

PD-L1 als negativer Regulator der T-Zell-Aktivierung und -Funktion fungiert: APC-Zelllinien, 

die den Rezeptor PD-L1 überexprimieren, inhibieren die Proliferation muriner TCR-

transgener CD4+ und CD8+ T-Zellen 180. Eine Überexpression von PD-L1 in der murinen 

Langerhans-Zelllinie XS106 inhibiert die Proliferation sowie die IFN-γ und IL-2 Produktion 

kokultivierter haptenspezifischer T-Zellen 738. Bemerkenswerterweise hat die retroviral-

vermittelte Überexpression dieses Rezeptors in murinen BALB/c BM-DCs keinen 

inhibitorischen Einfluss auf die Proliferation von DO11.10 CD4+ T-Zellen 737. Je nach 

experimentellem System kann die Stimulation von T-Zellen mit PD-L1-Ig Fusionsproteinen 

sowie anti-CD3- und anti-CD28-Antikörpern auch zu einer reduzierten T-Zell-Proliferation 

führen, die von einer verminderten Sekretion der Zytokine IFN-γ, IL-10 und IL-4 begleitet wird 
536,797. 

In Übereinstimmung mit der Mehrheit der genannten Studien sind in dieser Arbeit LPS-

stimulierte PDL1-DCs funktionell durch eine gegenüber LV-DCs deutlich verminderte 

allogene sowie syngene T-Zell-Stimulierungskapazität gekennzeichnet, obwohl auf 

Proteinebene keine Überexpression von PD-L1 auf der Oberfläche entsprechend 
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transduzierter DCs detektiert wurde. Physiologisch gesehen reflektiert das in dieser Arbeit 

gewählte in vitro-System, verglichen mit den vorgenannten experimentellen Ansätzen, 

vermutlich am ehesten die in vivo-Situation.  

 

Insgesamt zeigt sich also, dass obwohl nur die beiden Moleküle B7-H2 und vor allem B7-H3 

in erhöhter Menge auf der Oberfläche entsprechend transduzierter unstimulierter bzw. 

stimulierter DCs detektiert wurden, die Überexpression aller fünf analysierten Rezeptoren im 

Rahmen von DC/T-Zell-Kokulturen in einer Verminderung der allogenen T-Zell-

Stimulierungskapazität muriner BM-DCs resultiert. Unter basalen Bedingungen zeigen 

FcgRIIB-DCs und B7H2-DCs eine vergleichbar starke Reduktion der T-Zell-Aktivierung 

gegenüber LV-DCs. In LPS-stimulierten transduzierten DCs wird die effektivste Reduktion 

der allogene T-Zell-Stimulierungskapazität durch eine Überexpression von PD-L1 erreicht, 

gefolgt in genannter Reihenfolge von FcγRIIB, B7-H2, PirB und B7-H3. Eine 

transgenvermittelte Expression von PD-L1 resultiert darüber hinaus auch in einer deutlichen 

Limitierung der syngenen T-Zell-Stimulierungsfähigkeit LPS-stimulierter DCs, weshalb diese 

DC-Population als potentiell geeignet für eine therapeutische Applikation, beispielsweise im 

Rahmen des murinen Krankheitsmodells der haptenvermittelten Kontaktallergie (syngenes 

System), betrachtet werden kann. 

 

Obwohl alle fünf analysierten transgenexprimierenden DC-Populationen in unterschiedlicher 

Stärke die Proliferation kokultivierter allogener T-Zellen inhibieren, variieren sie in ihrer 

Fähigkeit, die Produktion von IL-5 und IL-10 in Kokulturen zu induzieren. Interessanterweise 

wurde jedoch in keiner der Kokulturen von transgenexprimierenden DCs und allogenen T-

Zellen eine negative Regulation der Produktion des TH1-Markerzytokins IFN-γ 

nachgewiesen.  

In Pirb-DC/T-Zell-Kokulturen ist die Konzentration des TH2-Markerzytokins IL-5 und des 

TH2/Treg-Markerzytokins IL-10, im Gegensatz zu den Kontrollansätzen mit LV-DCs, deutlich 

erhöht. Abweichend davon weisen Kokulturen mit stimulierten Pirb-DCs signifikant erhöhte 

Mengen IFN-γ auf. Da bisher nur der Einfluss von PirB auf CD8+ T-Zellen nachgewiesen 

wurde, liegen keine zu dieser Studie vergleichbaren Analysen der T-Zell-polarisierenden 

Eigenschaften dieses Rezeptors vor.  

Das gleiche gilt für FcγRIIB; auch hier liegen bisher keine adäquaten in vitro-Studien vor. In 

dem vorliegenden Testsystem wurde im Gegensatz zu Kontrollansätzen mit LV-DCs IL-5 

weder in Kokulturen mit unstimulierten noch in denjenigen mit stimulierten FcgRIIB-DCs 

nachgewiesen. Darüber hinaus ist auch die Konzentration von IL-10 in Kokulturen mit 

stimulierten FcgRIIB-DCs, verglichen mit der entsprechenden Kontrolle, stark reduziert. Die 
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IFN-γ-Konzentration befindet sich jeweils auf vergleichbarem Niveau zu Ansätzen mit LV-

DCs. 

Eine Kokultvierung allogener T-Zellen mit unstimulierten und stimulierten B7H2-DCs 

resultiert einheitlich in einer gegenüber den Kontrollansätzen erhöhten Sekretion von IFN-γ. 

Demgegenüber induzieren unstimulierte B7H2-DCs eine gegenüber LV-DCs verstärkte IL-5 

und IL-10 Produktion, die im Gegensatz zu den Kontrollansätzen bei Verwendung 

stimulierter B7H2-DCs jeweils nicht zunimmt. Dieses Zytokinprofil spiegelt teilweise die 

Befunde früher Studien wider, in denen gezeigt wurde, dass eine B7-H2-ICOS-Ligation bei 

gleichzeitiger Stimulierung die Sekretion von IFN-γ, IL-4 und IL-10 induziert 192,195,790.  

Das Zytokinprofil allogener T-Zellen wird durch eine Kokultur mit unstimulierten B7H3-DCs 

im Vergleich zu LV-DCs nicht reguliert. In Kokulturen mit stimulierten B7H3-DCs sind jedoch 

die Konzentrationen der Zytokine IFN-γ und IL-5 signifikant erhöht. Dieser Befund bildet 

einen starken Kontrast zu bisher veröffentlichten Studien, in denen B7-H3 in vitro 208 und in 

vivo 209 als negativer Regulator der TH1-Antwort identifiziert und eine verminderte IFN-γ und 

IL-4 Sekretion von CD4+ T-Zellen nachgewiesen wurde. Diese Diskrepanz basiert vermutlich 

darauf, dass in der vorliegenden Arbeit keine positiv angereicherten CD4+ T-Zellen in der 

Kokultur eingesetzt wurden, sondern naive Gesamt-T-Zellen, und dass die Stimulation nicht 

antikörpervermittelt, sondern allein über transgenexprimierende DCs erfolgte.  

In Kokulturen unstimulierter PDL1-DCs und allogener T-Zellen liegt die Konzentration der 

Zytokine IL-5 und IL-10 im Gegensatz zu den Kontrollansätzen mit LV-DCs unterhalb der 

Nachweisgrenze. Auch in syngenen Kokulturen mit unstimulierten PDL1-DCs ist die Menge 

an IL-10 deutlich reduziert. Diese Veränderung des Zytokinprofils entspricht den Befunden, 

dass die Stimulation von T-Zellen durch PD-L1-Ig Fusionsprotein sowie anti-CD3- und anti-

CD28-Antikörper die IL-4- und IL-10-Sekretion negativ reguliert 536,797. Stimulierte PDL1-DCs 

induzieren hingegen keine Modulation des Zytokinprofils kokultivierter allogener sowie 

syngener T-Zellen.  

 

Zusammengefasst resultiert die transgenvermittelte Expression potentiell inhibitorischer 

Rezeptoren in DCs im Vergleich zu einer Überexpression von beispielsweise IL-21 oder IL-

10 zwar nicht in einer effektiven Reduktion der T-Zell-Stimulierungskapazität, verändert aber 

in gewissem Maße die T-Zell-polarisierenden Eigenschaften der DCs, weshalb entsprechend 

transduzierte DC-Populationen durchaus für eine Applikation in verschiedenen 

Krankheitsmodellen interessant sein könnten.  
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4.4.2 Transgenvermittelte Überexpression der intraz ellulären 

Regulatormoleküle I κBα, MKP-1, STAT3 und SOCS-1 in DCs 

 

Der tolerogene Charakter von DCs basiert nicht nur auf der Kombination ihrer 

Oberflächenmoleküle, sondern ist essentiell von der Aktivität regulatorischer intrazellulärer 

Komponenten wie TFs, Kinasen und Phosphatasen abhängig, die in vielen Fällen in Form 

negativer Rückkopplungssysteme die Aktivierung von DCs durch Stimuli wie TLR-Liganden, 

Zytokine und Wachstumshormone negativ regulieren und somit einer Hyperresponsivität 

entgegenwirken. Entsprechend der immunologischen Funktion intrazellulärer 

Regulatorproteine wurde im Rahmen dieser Arbeit in unstimulierten und LPS-stimulierten 

DEX-APCs eine gegenüber Kontroll-DCs stark erhöhte mRNA-Expression für die MAP-

Kinase-Phosphatase MKP-1 nachgewiesen. Ferner ist der Aktivitätszustand des TF NF-

κB 171, auf dessen Inhibition die entzündungshemmende Wirkung von GCs beruht 162, kritisch 

für den tolerogenen Status von DCs. Eine direkte Inhibition der NF-κB-Aktivität kann 

beispielsweise durch eine Überexpression von IκBα erfolgen 798, welches mit diesem TF 

komplexiert. Neben MKP-1 und IκBα wurden in dieser Arbeit die Moleküle SOCS-1 und 

STAT3 als potentiell toleranzassoziierte Regulatorproteine der DC-Aktivierung für eine 

lentiviral vermittelte Überexpression in BM-DCs ausgewählt. Eine erhöhte STAT3-Aktivität 284 

sowie eine Überexpression von SOCS-1 296 resultiert jeweils in einer verminderten 

Oberflächenexpression von MHCII und kostimulatorischen Molekülen in APCs.  

Die effektive exogene Transgenexpression der intrazellulären Moleküle IκBα, MKP-1, SOCS-

1 und STAT3 wurde auf mRNA-Ebene mittels spezifischer Primer nachgewiesen. Im 

Gegensatz zu einer transgenvermittelten Überexpression von Oberflächenmolekülen 

resultierte eine exogene Expression bestimmter intrazellulärer Regulatorproteine (IκBα, 

MKP-1 und STAT3) in DCs in einer negativen Autoregulation des jeweiligen endogenen 

Transkriptionsstatus. Stimulierte IkBa- und MKP1-DCs wiesen jeweils eine gegenüber LV-

DCs reduzierte endogene mRNA-Expression für IκBα bzw. MKP-1 auf. Für STAT3-DCs 

wurde in beiden Aktivierungszuständen infolge der exogenen Transgenexpression eine 

verminderte endogene mRNA-Transkriptionsrate detektiert. Einzig SOCS1-DCs zeigen 

infolge einer exogenen Transgenexpression keine Veränderung des endogenen SOCS-1 

mRNA-Expressionsniveaus. Soweit bekannt, wurde bisher in keiner anderen Studie gezeigt, 

dass die exogene Transgenexpression intrazellulärer Regulatorproteine in DCs in einer 

Modulierung der entsprechenden endogenen mRNA-Expression resultiert.  

Ein Nachweis der Transgenexpression intrazellulärer Moleküle auf Proteinebene erfolgte im 

Rahmen dieser Arbeit für keines der vier ausgewählten Regulatorproteine, sollte aber für 

ergänzende Studien nachgeholt werden. Auch eine Analyse des jeweiligen Protein-

Aktivierungszustands, beispielsweise durch Bestimmung des Phosphorylierungsstatus, 
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könnte einen präziseren Aufschluss über die durch eine transgenvermittelte Expression 

ausgelösten Effekte in DCs geben. 

 

Der TF NF-κB spielt unter anderem eine Schlüsselrolle in der Regulation von Genen, die an 

der der Zellproliferation 234,235 sowie der Aktivierung bzw. Maturierung von Zellen 239 beteiligt 

sind. Da die Aktivierung von NF-κB essentiell in die Ausreifung von DCs involviert 

ist 260,799,800, führt eine limitierte NF-κB-Aktivität in DCs zu einem immaturen Phänotyp und 

somit zu einem tolerogenen Status von DCs 801. Die adenoviral-vermittelte Überexpression 

des NF-κB Inhibitors IκBα in humanen DCs (AdvIkBa-DCs) resultiert in einer starken 

Inhibition der Ausreifung dieser Zellen 258,798,802. Stimulierte AdvIkBa-DCs weisen eine 

deutlich verminderte Oberflächenexpression für die Moleküle HLA-DR, HLA-DQ, CD40, 

CD80 und CD86 auf. Darüber hinaus ist in diesen Zellen die Sekretion der 

proinflammatorischen Zytokine IL-6, IL-12 und TNF-α reduziert. In Übereinstimmung mit 

diesem tolerogenen Phänotyp ist das allogene T-Zell-Stimulierungspotential stimulierter 

AdvIkBa-DCs deutlich reduziert. Antigenbeladene humane AdvIkBa-DCs induzieren in DC/T-

Zell-Kokulturen ebenfalls eine geringere autologe T-Zell-Proliferation sowie eine verminderte 

Sekretion der Zytokine IFN-γ, IL-4 und IL-10 259. Eine adenovirale Transduktion muriner 

BALB/c-DCs mit einem IκBα-Expressionskonstrukt resultiert in einem verringerten T-Zell-

Aktivierungspotential stimulierter DCs sowie in einer herabgesetzten IL-6 Sekretion 260. Im 

Rahmen dieser Arbeit wurde darüber hinaus gezeigt, dass eine Generierung muriner BM-

DCs in Gegenwart von GCs (in diesem Fall DEX), deren Wirkung ebenfalls insbesondere auf 

einer Reduktion der NF-κB-Aktivität basiert 162, in einer verminderten mRNA-Expression 

kostimulatorischer Rezeptoren und einer gesteigerten Transkription toleranzassoziierte 

Moleküle resultiert.  

Infolge einer transgenvermittelten Expression ist die Gesamtmenge an IκBα mRNA in der 

vorliegenden Arbeit nur in unstimulierten IkBa-DCs gegenüber LV-DCs gesteigert. In 

stimulierten IkBa-DCs ist die Gesamt-mRNA-Menge vermutlich auf Grund der reduzierten 

endogenen IκBα Expression nicht erhöht. Entsprechend dieses Befundes ist bekannt, dass 

die IκBα Expression einem autoregulativen Rückkopplungsmechanismus unterliegt. Eines 

der wichtigsten Zielgene des TF NF-κB ist sein Inhibitor IκBα, in dessen Promotorregion drei 

NF-κB-Bindungsstellen identifiziert wurden 736. In verschiedenen Studien wurde beschrieben, 

dass auf diese Weise eine negative Rückkopplungsschleife entsteht, die die Genexpression 

von IκBα kontrolliert und somit die transiente Aktivierung von NF-κB limitiert 803-805. Ein 

ähnlicher autoregulativer Rückkopplungsmechanismus könnte auch die transgenvermittelte 

Überexpression von IκBα regulieren. Eine erfolgreiche Überexpression von IκBα in 

unstimulierten und stimulierten humanen 258,798,802 und murinen 260 DCs auf Proteineben 
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infolge eines adenoviralen Transfers der entsprechenden Expressionsvektoren wurde in 

verschiedenen Studien nachgewiesen. 

In allen bisherigen Studien wurde lediglich der Einfluss einer IκBα Überexpression auf den 

Phänotyp stimulierter DCs untersucht. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit weisen 

unstimulierte IkBa-DCs eine gegenüber LV-DCs verminderte mRNA-Expression der 

kostimulatorischen Moleküle CD80, 4-1BBL und SLAM sowie der proinflammatorischen 

Zytokine IL-6 und IL-12b auf. Diese phänotypischen Veränderungen passen in den Kontext 

der vorgenannten Studien, was eventuell unter anderem auf eine partielle Aktivierung des 

NF-κB-Signalwegs durch den mit der lentiviralen Transduktion assoziierten physikalischen 

Stress zurückzuführen ist. Weiterhin wurden in unstimulierten IkBa-DCs verminderte mRNA-

Mengen für die beiden DC-Maturierungsmarker Fascin1 und CCR7 und für das 

toleranzassoziierte Molekül MKP-1 detektiert. 

Ähnlich zu den Ergebnissen stimulierter humaner AdvIkBa-DCs auf Proteinebene 258,798,802 

sind LPS-stimulierte IkBa-DCs im Vergleich zu LV-DCs durch eine eingeschränkte mRNA-

Expression der kostimulatorischen Rezeptoren CD40, CD80 sowie CD86 gekennzeichnet. 

Interessanterweise ist in stimulierten IkBa-DCs die IL-6 mRNA-Menge nicht verändert und 

die Expression von IL-12b hochreguliert. Anhand der vorgenannten Studien wäre für beide 

Zytokine eher ein vermindertes Transkriptionsniveau erwartet worden. Möglicherweise 

weicht das für stimulierte IkBa-DCs ermittelte Genexpressionsprofil auf Grund von 

Speziesunterschieden von Analysen im humanen System 258,798,802 ab. In der genannten 

Studie im murinen System 260 wurden BALB/c-DCs adenoviral transduziert und mit TNF-α 

und LPS gleichzeitig für zwei Tage stimuliert, während in der vorliegenden Arbeit C57BL/6 

BM-DCs lentiviral transduziert und für einen Tag einzig mit LPS stimuliert wurden. Somit 

unterscheiden sich die DC-Populationen möglicherweise nicht nur phänotypisch und 

funktionell voneinander, sondern auch das Transduktionssystem und die Ausreifungsstimuli 

weichen voneinander ab. Vor allem die Verwendung adenoviraler Vektoren führt zu einer 

Aktivierung des NF-κB-Signalwegs, was in einer erhöhten Produktion proinflammatorischer 

Zytokine und folgerichtig in der Ausreifung von DCs resultiert 387-389. Zusammen mit der 

kombinierten TNF-α- und LPS-Stimulierung weisen entsprechende Kontroll-DCs, die mit 

leerem Vektor transduziert wurden, in der Vergleichsstudie somit einen stärker aktivierten 

Zustand auf als LV-DCs in der vorliegenden Arbeit, weshalb dort IκBα eventuell einen 

Einfluss auf die systemabhängig erhöhte IL-6 Sekretion hat. Neben den genannten Gründen 

besteht auch die Option, dass posttranskriptionale Regulationsmechanismen, wie sie im 

Abschnitt 4.4.1 beschrieben wurden, die Sekretion von IL-6 und IL-12 in IκBα-

überexprimierenden DCs beeinflussen und deswegen nicht zwangsläufig eine verminderte 

mRNA-Expression von IL-6 in LPS-stimulierten IkBa-DCs auftreten muss. Entsprechend 

dieser Annahme haben Gealy und Mitarbeiter 806 demonstriert, dass die Expression von IL-6 
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durch eine Interaktion des RNA-BP HurR mit AREs im 3´UTR der IL-6 mRNA reguliert wird. 

In TTP-defizienten Makrophagen findet in Reaktion auf eine Stimulierung mit LPS eine 

verstärkte Sekretion von IL-6 und IL-12 statt 807, was auf eine posttranskriptionale Regulation 

dieser beiden Zytokine durch RNA-BPs schließen lässt. Weiterhin findet in den hier 

generierten stimulierten IkBa-DCs eine Aufregulation der Transkription toleranzassoziierten 

Moleküle wie IL-1RA, FcγRIIB, IDO und MKP-1 statt, wie sie in dieser Arbeit, mit Ausnahme 

von IDO, auch für tolerogene DEX-APCs gezeigt wurde. Soweit bekannt, wurde der Einfluss 

einer Überexpression von IκBα in murinen DCs auf die Genexpression der in dieser Studie 

analysierten toleranzassoziierten Moleküle bisher noch nicht untersucht. Einzig in 

unstimulierten und stimulierten humanen Monozyten-abgeleiteten DCs wurde demonstriert, 

dass eine Inhibition des kanonischen NF-κB-Signaltransduktionswegs durch NBD- (NEMO-

binding domain) Peptide in keiner Modulation der IDO-Proteinmenge resultiert 808. Da es sich 

dabei aber um ein stark abweichendes experimentelles System handelt, können die 

Ergebnisse nicht unmittelbar auf die vorliegende Arbeit transferiert werden.  

Auf Proteinebene resultiert die transgenvermittelte IκBα-Expression in unstimulierten IkBa-

DCs in einer im Vergleich zu LV-DCs reduzierten Menge an MHCII, CD40 und CD86 auf der 

Oberfläche der Zellen. In LPS-stimulierten IkBa-DCs ist die Oberflächenexpression von 

MHCII gegenüber LV-DCs herabgesetzt, jedoch nicht die von CD40, CD80 und CD86. Für 

die drei letztgenannten Moleküle wurde im Gegensatz dazu in stimulierten IkBa-DCs eine, 

verglichen zu LV-DCs, verminderte mRNA-Expression detektiert. Vor allem die Reduktion 

der MHCII-Expression auf der Oberfläche unstimulierter und stimulierter IkBa-DCs fügt sich 

gut in den Kontext der Befunde von Yoshimura und Mitarbeitern 260, dass die 

Antigenpräsentation in murinen DCs in vitro und in vivo vom Aktivitätszustand des TF NF-κB 

abhängig ist. Darüber hinaus sekretieren stimulierte IkBa-DCs in der vorliegenden Arbeit, 

obwohl keine Veränderung auf mRNA-Niveau detektiert wurde, im Vergleich zu LV-DCs 

eingeschränkte Mengen des antiinflammatorischen Zytokins IL-10. Diese Limitierung der IL-

10 Sekretion in stimulierten IkBa-DCs könnte auf der erhöhten MKP-1 mRNA-Expression 

und damit auf einer verstärkten Aktivität dieses Proteins beruhen, das in die Inhibition des 

MAP-Kinase-Signaltransduktionswegs involviert ist. In Übereinstimmung damit weisen 

murine MKP-1-/- BM-DCs eine drastisch gesteigerte IL-10 Sekretion auf 273. Eine weitere 

Option ist die Regulation durch RNA-BPs, da Tudor und Mitarbeiter 809 in TTP-/- 

Makrophagen eine massive Überexpression von IL-10 detektiert haben. Außerdem wurde im 

Rahmen bioinformatischer Analysen eine hsa-miRNA-106a Bindestelle im 3´UTR der IL-10 

mRNA identifiziert 810, die ein potentielles Ziel posttranskriptionaler Regulation darstellt. 

Obwohl unstimulierte IkBa-DCs eine gegenüber LV-DCs reduzierte Oberflächenexpression 

von MHCII, CD40 und CD86 aufweisen und auf mRNA-Ebene eine reduzierte IL-6 und IL-

12b Expression detektiert wurde, induzieren diese Zellen eine jeweils zu LV-DCs 
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vergleichbare Proliferation allogener sowie syngener T-Zellen. In Einklang mit den zuvor 

genannten humanen 258,259,798,802 und murinen 260 Studien wurde in der vorliegenden Arbeit für 

LPS-stimulierte IkBa-DCs ebenfalls eine jeweils im Vergleich zu LV-DCs reduzierte allogene 

sowie syngene T-Zell-Stimulierungsfähigkeit nachgewiesen, die unter anderem vermutlich 

auf der eingeschränkten Fähigkeit zur Antigenpräsentation sowie der erhöhten mRNA-

Expression toleranzassoziierter Moleküle basiert. Unterstützt wird diese Annahme durch den 

in dieser Arbeit erbrachten Nachweis, dass eine transgenvermittelte Überexpression von 

FcγRIIB das allogene T-Zell-Aktivierungspotential stimulierter DCs herabsetzt. Da stimulierte 

IkBa-DCs verminderte Mengen IL-10 sekretieren, scheint dieses relevante 

antiinflammatorische Zytokin nicht zum tolerogenen Potential von IkBa-DCs beizutragen.  

Im Rahmen von DC/T-Zell-Kokulturen zeigte sich weiterhin, dass IkBa-DCs nicht nur eine im 

Vergleich zu LV-DCs veränderte T-Zell-Stimulierungskapazität aufweisen, sondern dass 

diese Transduktanden auch veränderte T-Zell-Zytokinmuster in Kokulturen mit allogenen 

bzw. syngenen T-Zellen induzieren. In Kokulturen unstimulierter IkBa-DCs mit allogenen T-

Zellen wurde das TH2-Markerzytokin IL-5, im Gegensatz zu Kokulturen mit LV-DCs, nicht 

detektiert, wobei die Konzentration des TH1-Markerzytokins IFN-γ unverändert blieb. In 

syngenen IκBα-DC/T-Zell-Kokulturen findet eine ähnliche Veränderung statt; die 

Konzentration von IL-5 und des TH2/Treg-Markerzytokins IL-10 ist reduziert, während die 

Konzentration von IFN-γ vergleichbar zu Kokulturen mit LV-DCs ist. Abweichend davon 

wurde in Kokulturen stimulierter IkBa-DCs und allogener T-Zellen eine zu den 

entsprechenden Kontrollansätzen erhöhte Menge IFN-γ sowie eine verminderte IL-10 

Sekretion nachgewiesen. In den entsprechenden syngenen Kokulturen ist analog zu diesem 

Befund die Menge an IL-10 und IL-5 (nicht statistisch signifikant) im Überstand reduziert. 

Diese Verstärkung einer TH1-Antwort wird eventuell durch eine auf mRNA-Ebene 

nachgewiesene erhöhte Expression des TH1-Induktors IL-12b in LPS-stimulierten IkBa-DCs 

gefördert. Bislang wurde der Einfluss von IκBα-überexprimierenden DCs auf die 

Zytokinproduktion kokultivierter T-Zellen, soweit bekannt, nur in einer einzigen humanen 

Studie untersucht 259. In der genannten Studie wurde gezeigt, dass mature antigenbeladene 

DCs in autologen T-Zellen eine verringerte Produktion der Zytokine IFN-γ, IL-4 und IL-10 

induzieren. Weitere adäquate in vitro-Studien, vor allem im murinen allogenen System, 

liegen bislang nicht vor. 

 

Die Regulation der Aktivität von MAP-Kinasen (MAP-K), die an der Integration von externen 

Stimuli wie Stress oder mikrobiellen Infektionen beteiligt sind 261,811, erfolgt mittels einer 

Dephosphorylierung der regulatorischen Serin- und Threoninreste, die von dual-spezifischen 

MAP-Kinase Phosphatasen (MKP) katalysiert wird 270,812. Die am intensivsten untersuchte 

MKP-1, die mit Hilfe ihrer N-terminalen Struktur im Nukleus lokalisiert ist 813, dephosphoryliert 
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vorzugsweise aktivierte p38- und JNK-Kinasen 814. Eine Behandlung humaner DCs mit dem 

p38 MAP-K-spezifischen Inhibitor SB203580 resultiert in einer blockierten Aufregulation der 

Oberflächenexpression von CD40, CD80, CD86 und HLA-DR in Reaktion auf eine 

Stimulierung mit LPS 815,816. Auch die maturierungsassoziierte Steigerung der Sekretion 

inflammatorischer Zytokine wie IL-6, IL-12 und TNF-α findet in diesen Zellen nicht statt 817. In 

Übereinstimmung mit ihrem Phänotyp induzieren LPS-stimulierte SB203580-behandelte DCs 

eine gegenüber Kontroll-DCs stark reduzierte Proliferation allogener T-Zellen 816,817. In 

unstimulierten sowie LPS-stimulierten Zellen der murinen DC-Linie BC1 wirkt sich eine 

Blockade der p38-Aktivität negativ auf die durch eine CD40-Ligation vermittelte IL-6 und IL-

12 Produktion aus 818. Die spezifische Inhibition von JNK durch SP600125 reduziert in 

humanen DCs ebenfalls die LPS-induzierte Aufregulation der kostimulatorischen Moleküle 

CD80 und CD86 sowie die Sekretion der Zytokine IL-12 und TNF-α 817. Die allogene T-Zell-

Aktivierungskapazität humaner maturer DCs wird durch eine Inhibition von JNK jedoch nicht 

moduliert. In stimulierten BM-DCs resultiert ein Knock out von MKP-1 in einer verstärkten 

Sekretion von IL-6, TNF-α und IL-10 sowie in einer verminderten Produktion von IL-12 273 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde auf Basis der transgenvermittelten Expression in 

entsprechend transduzierten unstimulierten und LPS-stimulierten DCs eine gegenüber LV-

DCs erhöhte MKP-1 Gesamt-mRNA-Menge detektiert, obwohl stimulierte MKP1-DCs eine im 

Vergleich zu LV-DCs verminderte endogene MKP-1 mRNA-Expression aufwiesen. Diese 

Reduktion der endogenen MKP-1 Expression basiert vermutlich auf einer Aktivität 

verschiedener Regulationsmechanismen, wie sie in Abschnitt 1.4.1 dargestellt sind. In 

Übereinstimmung damit weist die MKP-1 mRNA beispielsweise mehrere, evolutionär 

konservierte, putative AREs in ihrem 3´UTR auf 819,820, die potentielle Bindungsstellen für 

RNA-BPs wie TTP und HuR darstellen 821,822. Die Bindung von RNA-BPs an AREs in einer 

mRNA-Sequenz führt oft zu einer Stabilisierung des jeweiligen Transkripts. In murinen 

Makrophagen ist die Expression sowie die Phosphorylierung von TTP abhängig von der 

Aktivität der MAP-K p38 823. Somit könnte eine transgenvermittelte exogene MKP-1 

Expression in DCs die p38-Aktivität reduzieren, was in einer eingeschränkten Expression 

sowie Phosphorylierung von TTP und somit in einer Destabilisierung der endogenen MKP-1 

mRNA resultieren würde. Darüber hinaus haben Hu und Mitarbeiter 824 durch eine 

SB203580- bzw. RNA-Interferenz- (RNAi) vermittelte p38-Blockade gezeigt, dass die 

Expression von MKP-1 in LPS-stimulierten Makrophagen p38-abhängig ist und somit eine 

negative Feedback-Kontrolle zwischen der p38-Aktivität, die unter anderem durch MKP-1 

kontrolliert wird, und der Expression von MKP-1 besteht. Eine (adenoviral-vermittelte) 

Überexpression von MKP-1 auf Proteinebene wurde bisher nur in der humanen Monozyten-

Zelllinie THP-1 durchgeführt 271. 
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Soweit bekannt, wurde der Einfluss einer Inhibition der MAP-Ks p38, JNK und ERK auf den 

Phänotyp unstimulierter DCs bislang nicht untersucht, weshalb die in dieser Arbeit für 

unstimulierte MKP1-DCs ermittelten Daten nur bedingt mit den Ergebnissen anderer Studien 

für LPS-stimulierte DCs verglichen werden können. Eventuell beeinflusst jedoch der mit der 

lentiviralen Transduktion assoziierte physikalische Stress differentiell die Aktivität der MAP-

Ks p38, JNK und ERK, sodass in unstimulierten MKP1-DCs ähnliche phänotypische 

Veränderungen auftreten könnten. Unstimulierte MKP1-DCs weisen eine im Vergleich zu LV-

DCs runterregulierte mRNA-Expression für die kostimulatorischen Rezeptoren CD40, OX40L 

und SLAM auf. Dieser Befund stimmt insoweit mit den vorgehend genannten Daten überein, 

als dass eine Blockade der p38-Aktivität 815,816 sowie der JNK-Aktivität 817 die Expression 

kostimulatorischer Moleküle auf der Oberfläche stimulierter humaner DCs inhibiert. Da MKP-

1 die Aktivität beider Kinasen negativ reguliert, könnten in unstimulierten MKP1-DCs neben 

CD40 durchaus weitere kostimulatorische Moleküle, in diesem Fall beispielsweise SLAM, auf 

transkriptionaler Ebene von dieser Blockade betroffen sein. Weiterhin ist in unstimulierten 

MKP1-DCs die Transkription der Maturierungsmarker Fascin1 und CCR7 und sowie des 

toleranzassoziierten Moleküls IL-1RA verringert. In Übereinstimmung mit diesen Daten 

haben Ardeshna und Mitarbeiter 825 unter Verwendung des p38-Inhibitors SB203580 gezeigt, 

dass die maturierungsassoziierte Aufregulation des Chemokinrezeptors CCR7 in humanen 

DCs von der p38-Aktivität abhängig ist. Eine positive Regulation der mRNA-Expression in 

unstimulierten MKP1-DCs wurde in dieser Arbeit für die proinflammatorischen Zytokine IL-1β 

und IL-6 sowie das antiinflammatorische Zytokin IL-10 detektiert. Vor allem die verstärkte 

mRNA-Expression von IL-6 und IL-10 fügt sich nicht in den Kontext der vorhergenannten 

Studien humaner DCs, in denen die p38-Aktivität blockiert wurde 817 und muriner DCs, die 

aus MKP-1 Knock out Mäusen isoliert wurden 273. Ein wesentlicher Unterschied zwischen der 

vorliegenden Arbeit und allen anderen Studien liegt jedoch in der Analyse der Zytokin-

Expression auf mRNA- und nicht auf Proteinebene. Wie in Abschnitt 4.4.1 beschrieben, 

existieren verschiedene posttranskriptionale Regulationsmechanismen, so dass eine erhöhte 

mRNA-Menge nicht zwangsläufig mit einer erhöhten Proteinmenge gleichzusetzen ist. So 

gibt es, wie im Abschnitt der Diskussion des Genexpressionsprofils von IkBa-DCs dargelegt, 

mehrere Hinweise darauf, dass die Expression von IL-10 809,810 sowie von IL-6 806,807 

posttranskriptional reguliert wird. Da, soweit bekannt, keine adäquaten murinen Studien 

vorliegen, erfolgt hier ein Vergleich zu humanen DCs, in denen selektiv p38 inhibiert wurde. 

MKP-1 inhibiert jedoch in unterschiedlicher Stärke p38, JNK und ERK. Außerdem variieren 

die Ergebnisse eventuell auf Grund von Speziesunterschieden zwischen humanen und 

murinen DCs. Weiterhin sind unstimulierte MKP1-DCs nach der lentiviralen Transduktion 

zwar partiell aktiviert, unterscheiden sich jedoch phänotypisch und funktionell stark von LPS-

stimulierten transduzierten DCs.  
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In Reaktion auf eine Stimulation findet hier in MKP1-DCs im Gegensatz zu LV-DCs keine 

signifikante maturierungsassoziierte Aufregulation der Genexpression von CD86, IL-10, 

Fascin1 und IDO statt. In humanen DCs wird die maturierungsassoziierte Aufregulation der 

CD86-Expression durch eine p38-Blockade ebenfalls inhibiert 815,816. Zhao und Mitarbeiter 273 

haben gezeigt, dass MKP1-/- DCs drastisch erhöhte Mengen IL-10 sekretieren. Im Kontext 

mit diesem Befund wurde in verschiedenen Studien nachgewiesen, dass die Aktivität von 

p38 entscheidend für die IL-10 Produktion im Rahmen einer Stimulierung mit LPS ist 826,827. 

Darüber hinaus reguliert eine p38-Blockade in THP-1 Zellen 828 sowie eine JNK-Blockade in 

murinen DCs 829 die LPS-abhängige Aufregulation der IDO-Expression negativ. Weiterhin 

wurde in der vorliegenden Arbeit in stimulierten MKP1-DCs eine signifikant verminderte 

mRNA-Transkription für die Moleküle OX40L und CCR7 detektiert, die bereits im Detail im 

Abschnitt der Genexpressionsanalyse in unstimulierten MKP1-DCs diskutiert wurde. Eine 

positive Regulation der Genexpression in stimulierten MKP1-DCs im Vergleich zu LV-DCs 

wurde für das Zytokin IL-6 und den inhibitorischen Rezeptor FcγRIIB detektiert. Die im 

Gegensatz zu anderen Studien erhöhte IL-6 mRNA-Expression in stimulierten MKP1-DCs 

basiert vermutlich im Wesentlichen auf den zuvor im Kontext der phänotypischen Analyse 

unstimulierter MKP1-DCs genannten Gründen. Bemerkenswerterweise weisen stimulierte 

MKP1-DCs, verglichen mit LV-DCs, drastisch gesteigerte mRNA-Mengen des an der TH1-

Induktion beteiligten Zytokins IL-1β auf, wobei gleichzeitig auch das mRNA-Niveau des IL-

1β-Antagonisten IL-1RA deutlich erhöht ist.  

Auf Proteinebene zeigen unstimulierte und stimulierte MKP1-DCs eine jeweils zu LV-DCs 

vergleichbare Sekretion des antiinflammatorischen Mediators IL-10, obwohl stimulierte 

MKP1-DCs auf mRNA-Ebene eine eingeschränkte Expression dieses Zytokins aufweisen. 

An dieser Stelle sei ebenfalls auf die bereits mehrfach erwähnten möglichen 

posttranskriptionalen Regulationsmechanismen verwiesen, die in einem vom 

Genexpressionsprofil abweichendem Proteinprofil resultieren können.  

In der vorliegenden Arbeit wurde der inhibitorische Effekt der transgenvermittelten MKP-1-

Expression auf den Aktivitätsstatus der verschiedenen MAP-Kinasen nicht untersucht. Eine 

Analyse der induzierten Blockade auf Proteinebene wäre für eine präzise phänotypische und 

funktionelle Charakterisierung von MKP1-DCs sowie für nachfolgende Studien von großem 

Interesse.  

Auf funktionaler Ebene induzieren unstimulierte MKP1-DCs in dieser Arbeit eine jeweils mit 

LV-DCs vergleichbare proliferative Antwort kokultivierter allogener sowie syngener T-Zellen, 

obwohl diese Transduktanden laut Genexpressionsprofil vermutlich einen geringeren 

Aktivitätsstatus aufweisen als LV-DCs, da sie den Maturierungsmarker Fascin1 vermindert 

transkribieren. In verschiedenen Studien wurde demonstriert, dass eine beeinträchtigte 

Fascin-Expression in DCs das T-Zell-Aktivierungspotential dieser Zellen reduziert 830,831. 
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Soweit bekannt, wurde der Einfluss einer Inhibition einer oder mehrerer MAP-Kinasen auf die 

APC-Funktion von DCs bislang nicht unter basalen Bedingungen untersucht, so dass keine 

zu dieser Arbeit vergleichbaren Daten vorliegenden. Analog zu den Ergebnissen einer 

Blockade der p38-Aktivität in humanen DCs 816,817 wurde in der vorliegenden Arbeit für LPS-

stimulierte MKP1-DCs ebenfalls eine im Vergleich zu LV-DCs reduzierte allogene sowie 

syngene T-Zell-Stimulierungsfähigkeit nachgewiesen, die eventuell auf der limitierten 

Aufregulation der mRNA-Expression kostimulatorischer Moleküle wie CD86 und OX40L und 

einer stark erhöhten Transkription des inhibitorischen Rezeptors FcγRIIB basieren könnte. 

Wie im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen wurde, kann eine transgenvermittelte 

Überexpression von FcγRIIB auf mRNA-Ebene das allogene T-Zell-Aktivierungspotential 

stimulierter DCs herabsetzten. Eine detaillierte Analyse der Oberflächenexpression 

kostimulatorischer sowie inhibitorischer Rezeptoren in stimulierten MKP1-DCs auf 

Proteinebene würde vermutlich einen entscheidenden Beitrag für die Begründung der 

detektierten reduzierten T-Zell-Stimulierungskapazität liefern, da MAP-Kinasen essentiell an 

einer LPS-vermittelte Aufregulation der genannten Moleküle in DCs beteiligt sind 815-817. Da 

stimulierte MKP1-DCs eine zu LV-DCs unveränderte IL-10 Sekretion aufweisen, scheint 

dieses Zytokin hier, wie schon zuvor für stimulierte IkBa-DCs postuliert, nicht zur tolerogenen 

Funktion von MKP1-DCs beizutragen.  

Ähnlich wie für unstimulierte IkBa-DCs gezeigt, ist in einer Kokultur unstimulierter MKP1-DCs 

und allogener T-Zellen, im Gegensatz zu Kontrollansätzen mit LV-DCs, das TH2-

Markerzytokin IL-5 nicht detektierbar. Weiterhin wurden verminderte Mengen des TH2/Treg-

Markerzytokins IL-10 bei einer unveränderten Konzentration des TH1-Markerzytokins IFN-γ 

nachgewiesen. In syngenen Kokulturen treten in Abweichung davon im Vergleich zu LV-DCs 

eine Zunahme der IL-5 (nicht statistisch signifikant) sowie eine Abnahme der IL-10 

Konzentration auf. In Kokulturen stimulierter MKP1-DCs und allogener T-Zellen zeichnet sich 

hingegen, wie zuvor auch für stimulierte IkBa-DCs gezeigt, eher eine Verstärkung der T-Zell-

Polarisation in Richtung TH1 ab, da in diesen Kokulturen erhöhte Mengen IFN-γ bei einer 

gleichzeitig reduzierten IL-5 Konzentration und einer im Vergleich zu LV-DCs unveränderten 

IL-10 Konzentration detektiert wurden. Dagegen ist in den entsprechenden syngenen 

Kokulturen die IFN-γ Menge gegenüber Kontrollansätzen mit LV-DCs deutlich vermindert. 

Bisher wurden nur die Auswirkungen einer JNK-Blockade auf die syngenen T-Zell-

polarisierenden Eigenschaften stimulierter humaner DCs untersucht, wobei in dem speziellen 

Fall die T-Zell-Antwort in Richtung TH2 verschoben wird 817. Soweit bekannt, wurden in dieser 

Arbeit erstmals Analysen zur Untersuchung des T-Zell-Zytokinmusters infolge einer 

Kokultivierung mit MKP1-überexprimierender DCs durchgeführt. Auch der Einfluss einer 

chemischen Blockade der MAP-Ks p38 und ERK in DCs auf das Zytokinprofil kokultivierter 
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syngener sowie allogener T-Zellen wurde bislang nicht analysiert, so dass keine zur 

vorliegenden Arbeit vergleichbaren Studien existieren. 

 

Der TF STAT3, der infolge spezifischer Stimuli durch aktivierte Mitglieder der Familie der 

Janus-Kinasen (JAK) phosphoryliert wird 276,277, ist an der negativen Regulation 

inflammatorischer Immunantworten beteiligt. Eine Blockade der JAK2/STAT3-

Signaltransduktion durch den spezifischen Inhibitor JSI-124 resultiert in einer massiven 

Aktivierung immaturer muriner DCs, die sich in einer Aufregulation der 

Oberflächenexpression von MHCII, CD40 und CD86 manifestiert 832. Diese DCs weisen 

darüber hinaus eine erhöhte allogene sowie syngene T-Zell-Aktivierungskapazität auf. Eine 

ähnliche Erhöhung der antigenspezifischen T-Zell-Stimulierungsfähigkeit wurde auch nach 

einer Behandlung mit dem JAK-Inhibitor AG490 833 und in konditionalen STAT3 Knock out 

Mäusen 834,835 detektiert. STAT3-/- DCs, die aus tumortragenden Mäusen isoliert wurden, 

weisen eine Aufregulation der Expression von MHCII, CD80 sowie CD86 auf ihrer 

Zelloberfläche auf, sekretieren in Reaktion auf eine Stimulation mit LPS erhöhte Mengen IL-

12 und induzieren eine stärkere proliferative Antwort antigenspezifischer CD4+ T-Zellen 836. 

Eine durch Tumor-abgeleitete (tumor derived, TD) Faktoren gesteigerte STAT3-Aktivität in 

murinen DCs wirkt sich negativ auf die Oberflächenexpression von MHCII, CD40 und C86 

aus, was vermutlich auch der Grund für die verminderte allogene T-Zell-

Stimulierungsfähigkeit dieser Zellen ist 284.  

Für STAT3 wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit weder in unstimulierten noch in 

stimulierten STAT3-DCs ein höheres Gesamt-mRNA-Niveau als in LV-DCs detektiert. Dieses 

Resultat ist konform mit dem Befund, dass eine exogene STAT3 Expression die endogene 

Transkription dieses Moleküls in beiden DC-Aktivierungszuständen negativ reguliert. Soweit 

bekannt, wurde bisher kein negativer Feedback-Mechanismus identifiziert, innerhalb dessen 

der TF STAT3 seine eigene mRNA-Expression kontrolliert. Da auch keine Sequenzanalysen 

des STAT3-Promotors vorliegen, ist eine Identifizierung von Bindestellen für TFs und RNA-

BPs, die essentiell in translationale bzw. posttranskriptionale Regulationsmechanismen 

involviert sind, nicht möglich. Darüber hinaus wurde eine spezifische Überexpression von 

STAT3 in DCs oder Makrophagen, soweit bekannt, bisher nicht in der Literatur beschrieben. 

Der Einfluss einer transgenvermittelten STAT3 Expression auf das Genexpressionsprofil 

muriner DCs wurde bisher nicht untersucht. Da es sich bei diesem TF aber um eine 

essentielle Komponente diverser Signaltransduktionskaskaden handelt, die in das 

Überleben, die Proliferation, die Differenzierung und die Apoptose von Zellen involviert 

sind 278, könnten spezifische Modifikationen auf mRNA-Ebene in STAT3-DCs auftreten. 

Tatsächlich wurde hier in unstimulierten STAT3-DCs eine im Vergleich zu LV-DCs reduzierte 

mRNA-Expression der kostimulatorischen Rezeptoren CD86, 4-1BBL und SLAM sowie der 
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toleranzassoziierten Moleküle IL1-RA, FcγRIIB und IDO nachgewiesen. Eine reduzierte 

CD86-Expression auf Proteinebene in Reaktion auf eine gesteigerte STAT3-Aktivität in 

unstimulierten DCs wurde auch von Nefedova und Mitarbeiter 284 detektiert. Inwieweit auch 

andere kostimulatorische Oberflächenmoleküle wie 4-1BBL in diesen DCs von einer 

negativen Regulation betroffen sind, wurde bislang nicht untersucht.  

Bei einer Stimulation mit LPS findet in STAT3-DCs keine signifikante 

maturierungsassoziierte Aufregulation der CD80 mRNA-Expression statt und die 

Transkription der Moleküle CD40, SLAM, IL10 und IL-1R2 ist im Vergleich zu LV-DCs 

reduziert. Die nicht stattfindende Aufregulation der CD80 mRNA-Expression in Reaktion auf 

eine Aktivierung mit LPS fügt sich in den Kontext der Analysen von STAT3-/- DCs ein, die auf 

Proteinebene eine erhöhte CD80-Oberflächenexpression zeigen 836. Nefedova und 

Mitarbeiter zeigten, dass sich eine Inhibition der STAT3-Aktivität 832 positiv und eine 

Steigerung der STAT3-Aktivität 284 negativ auf die CD40-Proteinexpression auswirkt. Darüber 

hinaus wurden in der vorliegenden Arbeit in stimulierten STAT3-DCs erhöhte mRNA-Mengen 

für IL-1β, FcγRIIB und IDO detektiert. In diesem Zusammenhang wurde in Makrophagen 

nachgewiesen, dass eine spezifische Blockade von STAT3 durch einen Inhibitor bzw. durch 

siRNA zu einer verminderten Aufregulation der LPS-vermittelten IL-1β Produktion auf mRNA- 

und Proteinebene führt 837. In einer aktuellen Studie von Sun und Mitarbeitern 838 wurde 

gezeigt, dass eine Inhibition der Histon-Deazetylase HDAC in einer gesteigerten STAT3-

Aktivität resultiert, die wiederum die IDO-Transkription in DCs positiv beeinflusst. Ein Einfluss 

des TF STAT3 auf die Expression der anderen hier als reguliert identifizierten Gene in DCs 

wurde, soweit bekannt, bisher nicht untersucht. 

Analog zu der auf mRNA-Ebene nachgewiesenen eingeschränkten IL-10 mRNA-

Transkription weisen stimulierte STAT3-DCs auf Proteinebene eine im Vergleich zu LV-DCs 

reduzierte Sekretion dieses antiinflammatorischen Zytokins auf. Dieses Resultat weicht von 

dem Befund ab, dass eine gewebespezifische Zerstörung des STAT3-Gens in vivo zu einer 

verminderten IL-10 Produktion in Reaktion auf eine Stimulierung mit LPS führt 283. Außerdem 

haben Benkhart und Mitarbeiter 839 im humanen IL-10-Promotor eine STAT3-Bindestelle 

identifiziert und demonstriert, dass eine Bindung von aktiviertem STAT3 an den IL-10-

Protomotor eine effiziente Expression des IL-10 Gens induziert. Da STAT3 in der hier 

vorliegenden Arbeit nicht effektiv auf mRNA-Ebene in DCs überexprimiert wurde, ist nicht 

zwangsläufig eine analog zu diesen beiden Untersuchungen gesteigerte IL-10 Produktion in 

den entsprechend transduzierten DC-Populationen zu erwarten. In allen anderen zuvor 

genannten Studien wurde der Einfluss des STAT3-Aktivitätszustands auf die IL-10 

Produktion von DCs nicht untersucht. Ebenfalls in Übereinstimmung mit ihrem 

Genexpressionsprofil ist auch die CD86-Oberflächenexpression unstimulierter STAT3-DCs 

im Vergleich zu LV-DCs geringer (nicht statistisch signifikant). Darüber hinaus wurde für 
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unstimulierte und stimulierte STAT3-DCs eine jeweils verminderte Menge an MHCII-

Molekülen auf der Zelloberfläche detektiert. Diese Ergebnisse auf Proteinebene stimmen mit 

den Befunden überein, dass STAT3-/- DCs erhöhte Mengen an MHCII und CD86 auf ihrer 

Oberfläche exprimieren, während unstimulierte und stimulierte murine DCs infolge einer 

durch TD-Faktoren erhöhten STAT3-Aktivität eine reduzierte Expression der beiden 

genannten Moleküle aufweisen 284. Obwohl eine transgenvermittelte Überexpression von 

STAT3 auf mRNA-Ebene in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden konnte, zeigen 

STAT3-DCs phänotypische Veränderungen, die auch bei DCs auftreten, die eine durch TD-

Faktoren induzierte gesteigerte STAT3-Aktivität aufweisen. Es sei jedoch darauf 

hingewiesen, dass diese Faktoren, zu denen unter anderem Zytokine wie IL-6 und IL-10 

sowie Wachstumsfaktoren wie VEGF zählen, nicht nur spezifisch die STAT3-Aktivität 

modulieren, sondern vermutlich auch andere essentielle Signaltransduktionswege in DCs 

beeinflussen 617,618. 

Unter basalen Bedingungen induzieren STAT3-DCs in dieser Arbeit, ähnlich wie IκBα- und 

MKP1-DCs, eine im Vergleich zu LV-DCs vergleichbare Proliferation allogener T-Zellen. Im 

Gegensatz dazu zeigen immature DCs, deren STAT3-Aktivität durch TD-Faktoren erhöht 

wurde, eine verminderte allogene T-Zell-Stimulierungskapazität 284. Dies kann zum einen auf 

der Verwendung unterschiedlicher experimenteller Systeme beruhen, da im Rahmen der 

genannten Studie in der MLR CD11c+ BALB/c DCs mit C57BL/6 Lymphknotenzellen 

kokultiviert wurden, während hier C57BL/6 DCs mit Nylonwolle-angereicherten BALB/c T-

Zellen in einer MLR eingesetzt wurden. Auf der anderen Seite könnten TD-Faktoren, wie 

schon im vorhergehenden Abschnitt erwähnt, neben STAT3 noch weitere zentrale Faktoren 

in DCs modulieren. In Übereinstimmung mit Studien, die demonstrieren, dass eine 

verminderte STAT3-Aktivität in DCs deren allogene sowie syngene T-Zell-

Stimulierungskapazität erhöht 284,836 und eine gesteigerte STAT3-Aktivität in DCs diese 

herabsetzt 832, weisen stimulierte STAT3-DCs in der vorliegenden Arbeit eine gegenüber LV-

DCs reduzierte Fähigkeit zur Induktion einer allogenen proliferativen T-Zell-Antwort auf.  

Die transgenvermittelte STAT3-Expression in DCs resultiert hier weiterhin in einer 

Modulation der Zytokinantwort kokultivierter T-Zellen. In Kokulturen unstimulierter STAT3-

DCs und allogener T-Zellen ist die Konzentration des TH2/Treg-Markerzytokins IL-10 im 

Vergleich zu Kokulturen mit LV-DCs vermindert. Die Menge an IFN-γ und IL-5 ist hingegen 

vergleichbar zu Kontrollansätzen mit unstimulierten LV-DCs. LPS-stimulierte STAT3-DCs 

induzieren demgegenüber in allogenen Kokulturen tendenziell eine Verstärkung der T-Zell-

Antwort in Richtung TH1, da in den entsprechenden Überständen erhöhte Mengen des TH1-

Markerzytokins IFN-γ bei unveränderten IL-5 sowie IL-10 Konzentrationen detektiert wurden. 

Soweit bekannt, wurde der Einfluss einer veränderten STAT3-Expression in DCs auf deren 

T-Zell-polarisierende Eigenschaften bisher nicht untersucht. 
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SOCS-1 spielt in DCs und anderen Immunzellen eine zentrale Rolle bei der Regulation von 

Immunantworten, die durch Zytokine wie IL-2, IL-6, IL-12 oder IFN-γ induziert werden 840,841. 

In DCs ist SOCS-1 darüber hinaus an der negativen Regulation der LPS-vermittelten 

Aktivierung beteiligt. Murine SOCS-1-defiziente DCs zeigen in Reaktion auf eine 

Stimulierung mit LPS oder CpG eine gesteigerte Sekretion der Zytokine IL-6, IL-12 und TNF-

α 294,842,843, während die Oberflächenexpression von MHCII und kostimulatorischen 

Molekülen wie CD80, CD86, CD40 nur geringfügig verändert ist 843,844. Shen und 

Mitarbeiter 844 haben demonstriert, dass eine Inhibition von SOCS-1 durch siRNA die 

Antigenpräsentation von DCs erhöht, was in einer verbesserten antigenspezifischen 

Antitumor-Immunität resultiert. Die adenoviral-vermittelte Überexpression von SOCS-1 in 

murinen DCs minimiert die LPS-induzierte Aufregulation der Oberflächenexpression von 

MHCII, CD80 und CD40 sowie die Sekretion des proinflammatorischen Zytokins IL-12 845. In 

Übereinstimmung mit ihrem tolerogenen Phänotyp weisen diese DCs eine verminderte T-

Zell-Stimulierungskapazität auf und induzieren in vitro in kokultivierten allogenen T-Zellen 

einen hyporesponsiven Status.  

In dieser Arbeit ist die Gesamt-mRNA-Menge an SOCS-1 infolge einer transgenvermittelten 

Expression in entsprechend transduzierten unstimulierten und LPS-stimulierten DCs deutlich 

gegenüber LV-DCs erhöht. SOCS-1 wurde ebenfalls bereits mittels eines adenoviralen 

Transfers entsprechender Expressionsvektoren effektiv auf mRNA- und Proteinebene in der 

Makrophagen-Zelllinie RAW 264.7 846 und ganz aktuell in murinen BM-DCs 845 

überexprimiert. 

Im Gegensatz zu IκBα-, MKP1- und STAT3-DCs wird in unstimulierten SOCS1-DCs die 

mRNA-Expression kostimulatorischer Moleküle hier nicht moduliert. Die transgenvermittelte 

SOCS-1 Expression resultiert in unstimulierten SOCS1-DCs, verglichen mit LV-DCs, in einer 

Aufregulation der mRNA-Transkription von IL-1β und dessen Antagonisten IL-1RA sowie von 

IL-12b. Im Gegensatz dazu zeigen verschiedene Studien, dass SOCS-1-defiziente DCs, 

unabhängig von ihrem Aktivierungszustand, eine erhöhte 842,843 und SOCS-1-

überexprimierende DCs eine verminderte IL-12 Sekretion 845 aufweisen. Da, wie in 

Abschnitt 4.4.1 dargestellt, verschiedene transkripionale und posttranskriptionale 

Regulationsmechanismen in DCs existieren, müssen das Genexpressionsprofil und die 

Proteinmenge eines bestimmten Moleküls nicht zwangsläufig konsistent sein. Wie bereits im 

Abschnitt des Genexpressionsprofils von IkBa-DCs erwähnt, gibt es Hinweise auf eine 

Regulation der IL-12 Expression durch RNA-BPs 807. Eine signifikante negative Regulation 

auf mRNA-Ebene wurde in SOCS1-DCs für IL-6 und das toleranzassoziierte Molekül MKP-1 

detektiert. Im Einklang mit der vorliegenden Arbeit haben Kimura und Mitarbeiter 847 in 

Makrophagen infolge einer SOCS-1-Überexpression eine spezifische Inhibition der LPS-

induzierten IL-6 Produktion auf mRNA- und Proteinebene demonstriert. Stimulierte SOCS-1-/-
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-DCs weisen in Übereinstimmung damit eine reduzierte IL-6 Sekretion auf 842. Eine aktuelle 

Untersuchung zeigt, dass die negative regulatorische Funktion von SOCS-1 nicht 

ausschließlich auf den JAK/STAT-Signaltransduktionsweg beschränkt ist 848. SOCS-1 kann 

ebenfalls mit dem Glucocorticoidrezeptor (GR) interagieren und so die Transkription des GR-

regulierten Gens MKP-1 negativ beeinflussen 848.  

In LPS-stimulierten SOCS1-DCs findet im Vergleich zu LV-DCs keine 

maturierungsassoziierte Aufregulation der mRNA-Transkription von CD40, CD80, CD86, 4-

1BBL sowie SLAM statt. Fu und Mitarbeiter 845 haben ebenfalls eine eingeschränkte LPS-

induzierte Aufregulation der CD40- und CD80-Expression auf Proteinebene in SOCS-1-

überexprimierenden DCs detektiert. Darüber hinaus sind in der vorliegenden Arbeit auch die 

mRNA-Mengen des Maturierungsmarkers CCR7 sowie von IL-10 und IL-12b in stimulierten 

SOCS1-DCs vermindert. Analog zu diesem Ergebnis wurde für stimulierte SOCS1-DCs im 

Vergleich zu LV-DCs eine reduzierte Sekretion von IL-10 auf Proteinebene detektiert. Im 

Gegensatz zu unstimulierten SOCS1-DCs befindet sich die Expression von IL-12b in LPS-

stimulierten SOCS1-DCs im Einklang mit anderen Studien, in denen der Phänotyp SOCS-1-

defizienter 842,843 sowie SOCS-1-überexprimierender DCs 845 analysiert wurde. Letztere 

weisen allerdings in Abweichung von der vorliegenden Arbeit eine erhöhte IL-10 Sekretion 

auf, was, wie bereits zuvor mehrfach erwähnt, auf der Aktivität posttranskriptionaler 

Regulationsmechanismen basieren könnte. Im Einklang mit dem in dieser Arbeit ermittelten 

Genexpressionsprofil stimulierter SOCS1-DCs führt ein Knock out von SOCS-1 in DCs zu 

einer Erhöhung der CCR7 mRNA-Expression 842. Von den analysierten toleranzassoziierten 

Markermolekülen wird IDO in stimulierten SOCS1-DCs auf mRNA-Ebene stärker exprimiert 

als in LV-DCs. Der Einfluss von SOCS-1 auf die IDO mRNA-Expression in murinen DCs 

wurde, soweit bekannt, bisher nicht analysiert.  

Abweichend zu IkBa-, MKP1- und STAT3-DCs induzieren unstimulierte SOCS1-DCs eine 

signifikant geringere proliferative Antwort allogener T-Zellen als LV-DCs, obwohl sie als 

einzige Transduktanden-Population keine verminderte mRNA-Expression kostimulatorischer 

Rezeptoren und keine gesteigerte Expression inhibitorischer Moleküle aufweisen. Da auch 

die Sekretion des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 in unstimulierten SOCS1-DCs nicht 

erhöht ist, scheint die verminderte T-Zell-Stimulierungskapazität dieser DCs auf in dieser 

Arbeit nicht identifizierten Faktoren zu basieren. Eine Bestimmung der 

Oberflächenexpression kostimulatorischer und inhibitorischer Rezeptoren auf Proteinebene 

würde einen präziseren Aufschluss über den Phänotyp dieser Zellen zulassen. Eine 

adenoviral-vermittelte Überexpression von SOCS-1 in murinen DCs resultiert ebenfalls in 

einem reduzierten T-Zell-Stimulierungspotential unstimulierter und stimulierter DCs 845. 

Entsprechend der zuvor genannten Studie induzieren auch stimulierte SOCS1-DCs in der 

vorliegenden Arbeit eine geringere allogene T-Zell-Proliferation als LV-DCs, die eventuell auf 
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der verminderten maturierungsassoziierten Aufregulation der mRNA-Expression des 

proinflammatorischen Zytokins IL-12b sowie kostimulatorischer Moleküle basiert. 

In der vorgenannten Studie von Fu und Mitarbeitern 845 wurden in Kokulturen unstimulierter 

und stimulierter SOCS-1-überexprimierender DCs und allogener CD4+ T-Zellen jeweils 

verminderte Mengen IFN-γ sowie eine erhöhte Sekretion von IL-10 nachgewiesen. 

Dementsprechend induzieren SOCS-1-defiziente DCs in vitro und in vivo verstärkte TH1-

artige Immunantworten 295. Abweichend von den vorgenannten Studien wurde in dieser 

Arbeit in Kokulturen unstimulierte SOCS1-DCs und allogener T-Zellen das TH2-

Markerzytokin IL-5 nicht nachgewiesen und die Konzentration von IL10 war im Vergleich zu 

Kokulturen mit LV-DCs erniedrigt. Diese funktionale Eigenschaft unstimulierter SOCS1-DCs 

deckt sich mit der auf mRNA-Ebene erhöhten Expression des TH1-Induktors IL-12 bei 

gleichzeitig herunterregulierter Expression des TH2-Induktors IL-6 49 in diesen Zellen. 

Ebenfalls gegensätzlich zu anderen Studien weicht das Zytokinprofil in Kokulturen 

stimulierter SOCS1-DCs und allogener T-Zellen nicht von dem in Kokulturen mit LV-DCs ab. 

Mögliche Unterschiede zwischen der Studie von Fu und Mitarbeitern 845 und der 

vorliegenden Arbeit sind zum einen die voneinander abweichenden viralen Transfersysteme, 

da infolge einer adenoviralen Transduktion eine Ausreifung von DCs induziert wird, die mit 

einer erhöhten Aktivierung des NF-κB-Signalwegs einhergeht 387-389. Außerdem wurden in 

den in dieser Arbeit durchgeführten Experimenten Nylonwolle-angereicherte Gesamt-T-

Zellen verwendet und nicht MACS-aufgereinigte CD4+ T-Zellen.  

 

Zusammengefasst resultiert die transgenvermittelte Expression intrazellulärer 

Regulatorproteine jeweils in einer verminderten T-Zell-Stimulierungskapazität stimulierter 

muriner DCs. Unter basalen Bedingungen zeigen lediglich SOCS1-DCs eine gegenüber LV-

DCs verminderte Induktion der allogenen T-Zell-Proliferation. In LPS-stimulierten DCs wird 

die effektivste Reduktion des allostimulatorischen Potentials durch eine exogene Expression 

von IκBα erreicht, gefolgt von MKP-1 sowie STAT3 und SOCS-1. Obwohl die 

transgenvermittelte Expression intrazellulärer Proteine in DCs in einer autoregulativen 

Modifikation der jeweiligen endogenen mRNA-Expression resultiert, sind diese Moleküle im 

Hinblick auf eine Herabsetzung des allogenen T-Zell-Aktivierungspotentials effizienter, als 

eine exogene Expression potentiell inhibitorischer Oberflächenmoleküle. Die spezifische 

Veränderung des Phänotyps von DCs durch die transgenvermittelte Expression 

intrazellulärer Regulatorproteine manifestiert sich weiterhin in einer jeweils charakteristischen 

Variation des Zytokinprofils kokultivierter T-Zellen, die eine Applikation dieser DCs in 

verschiedenen Krankheitsmodellen interessant erscheinen lassen.  
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4.4.3 Transgenvermittelte Überexpression der sekret ierten Zytokine 

TGF-β1, IL-1RA, IL-10 und IL-21 in DCs 

 

Die komparative Analyse unterschiedlicher Molekülgruppen belegt eindeutig, dass die 

transgenvermittelte Expression sekretierter Zytokine, im Vergleich zu Oberflächenrezeptoren 

und intrazellulären Regulatorproteinen, das allogene T-Zell-Aktivierungspotential von DCs 

am stärksten limitiert. Die außerordentliche Effizienz dieser genetischen Modifikationen 

basiert auf den dualen Wirkmechanismen der im Rahmen dieser Arbeit ausgewählten 

Faktoren: Auf der einen Seite wird infolge der exogenen Expression die Menge des 

jeweiligen Zytokins in der Zelle erhöht, wodurch eine jeweils spezifische Adaption der 

Transduktanden, in die vermutlich diverse intrazelluläre Prozesse involviert sind, an die 

neuen Bedingungen erfolgt. Darüber hinaus verfügen DCs über Rezeptoren für TGF-β1, IL-

1RA, IL-10 und IL-21, weshalb diese Zytokine nach ihrer Sezernierung nicht nur parakrin auf 

andere, in der Nähe befindliche Zellen, sondern auch autokrin auf die Produzentenzelle 

selbst wirken. Somit addieren sich in TGFβ1-, IL1RA-, IL10- und IL21-DCs zwei Effekte, die 

zu einer massiven Veränderung des Phänotyps und der APC-Funktion dieser Zellen 

beitragen. 

Im Einklang mit den Ergebnissen der transgenvermittelte Expression von 

Oberflächenrezeptoren und intrazellulären Regulatorproteinen in DCs wurde mit Hilfe 

spezifischer Primer gleichermaßen eine effektive exogene Transgenexpression auf mRNA-

Ebene für die sekretierten Zytokine TGF-β1, IL-1RA, IL-10 sowie IL-21 nachgewiesen. 

Ähnlich den Resultaten, die für IκBα, MKP-1 und STAT3 beschrieben wurden, resultiert die 

transgenvermittelte exogene Expression von TGF-β1 und IL-10 in einer Autoregulation des 

entsprechenden endogenen Transkriptionsstatus. In unstimulierten und verstärkt in LPS-

stimulierten TGFβ1-DCs wird die endogene TGF-β1 mRNA-Expression gegenüber LV-DCs 

durch eine zusätzliche exogene Expression dieses Moleküls herunterreguliert. Für IL10-DCs 

wurde in beiden Aktivierungszuständen infolge der Transgenexpression eine gesteigerte 

endogene mRNA-Transkriptionsrate detektiert. In Übereinstimmung mit diesem Befund 

haben Staples und Mitarbeiter 849 in humanen Monozyten-abgeleiteten Makrophagen 

demonstriert, dass eine Behandlung mit IL-10 via STAT3 die IL-10 mRNA-Expression positiv 

reguliert. Ausschließlich IL1RA-DCs zeigen in Reaktion auf eine transgenvermittelte exogene 

Expression keine Adaption des entsprechenden endogenen mRNA-Expressionsniveaus. 

Inwieweit eine Transgenexpression sekretierter Zytokine in DCs in einer Veränderung der 

entsprechenden endogenen mRNA-Expression resultiert, wurde, soweit bekannt, bisher in 

keiner anderen Studie analysiert.  
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In verschiedenen Studien wurde bereits gezeigt, dass das antiinflammatorische Zytokin TGF-

β1 in vitro die Aktivierung und Maturierung von DCs inhibiert 368,369,850. Eine Behandlung 

humaner 851,852 und muriner 153 DCs mit diesem Zytokin resultiert unter basalen Bedingungen 

in einer verminderten Oberflächenexpression von HLA-DR, CD40, CD80 und CD86. Darüber 

hinaus verhindert TGF-β1 in DCs die Aufregulation der Expression kostimulatorischer 

Rezeptoren 153,853 sowie die Produktion der Zytokine IL-12 und IL-10 850,851 in Reaktion auf 

eine Stimulierung. Bedingt durch diese phänotypischen Veränderungen resultiert die 

Behandlung mit TGF-β1 in einer Reduktion der allostimulatorischen Funktion unstimulierter 

und stimulierter DCs 153,367,850,852. Murine myeloide DCs, die TGF-β1 infolge einer retroviralen 

Transduktion überexprimieren, weisen eine unveränderte Oberflächenexpression von CD40, 

CD80 und CD86 auf, zeigen in vitro aber trotzdem eine eingeschränkte allostimulatorische 

Aktivität 854. Monozyten-abgeleiteten DCs aus Rhesusaffen, die TGF-β1 überexprimieren, 

weisen ebenfalls einen maturen Phänotyp und eine deutliche Expression kostimulatorischer 

Rezeptoren auf, induzieren jedoch nur eine sehr geringe proliferative Antwort in allogenen T-

Zellen 855.  

In der vorliegenden Arbeit ist die Gesamtmenge an TGF-β1 mRNA in unstimulierten TGFβ1-

DCs, vermutlich auf Grund der reduzierten endogenen TGF-β1 Expression, im Vergleich zu 

LV-DCs vermindert. In stimulierten TGFβ1-DCs wurde eine im Vergleich zu LV-DCs (nicht 

signifikant) verstärkte TGF-β1 Gesamt-mRNA-Expression detektiert, obwohl sich die 

exogene TGF-β1 Expression in stimulierten DCs negativ auf die entsprechende endogene 

Transkription auswirkt. Im Gegensatz zu den Resultaten auf mRNA-Ebene wird TGF-β1 

infolge einer transgenvermittelten exogenen Expression von unstimulierten und stimulierten 

TGFβ1-DCs in geringeren Mengen produziert als von LV-DCs. Über die transkriptionale 

Kontrolle der TGF-β1 Expression ist bislang sehr wenig bekannt. In der humanen TGF-β1 

Promotorsequenz wurden jedoch zwei Bindestellen für den TF AP-1 identifiziert 856. An diese 

binden die AP-1 Familienmitglieder c-jun und c-fos, die durch TGF-β1 selbst induziert 

werden und autoinduzierte die TGF-β1 Produktion steigern 857,858. In Fibroblasten hingegen 

inhibieren die AP-1 Aktivatoren JNK1 und JNK2 die TGF-β1 Expression 859, was eine duale 

Rolle von AP-1 in der Regulation der TGF-β1 Transkription vermuten lässt. Da JNKs auch 

als stress-activated phospho-kinases bezeichnet werden, die insbesondere an der 

Integration von Stresssignalen beteiligt sind, könnte der mit der lentiviralen Transduktion 

assoziierte physikalische Stress in einer partiellen Induktion von JNKs und somit bei 

zusätzlicher exogener TGF-β1 Expression in einer verminderten TGF-β1 Gesamt-mRNA-

Expression in DC-Transduktanden resultieren. In vielen Zelllinien korrelierte die Menge an 

TGF-β1 mRNA nicht mit der Menge an sekretiertem Protein, was auf eine Beteiligung 

posttranskriptionaler und -translationaler Regulationsmechanismen an der TGF-β1 

Expression schließen lässt 860. Tatsächlich befindet sich im 5´UTR der TGF-β1 mRNA eine 
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Sequenz, die die Ausbildung einer stabilen Stemloop Sekundärstruktur ermöglicht und so die 

Translation dieses Zytokins negativ reguliert. Allison und Mitarbeiter 861 haben darüber 

hinaus im 5´UTR Hinweise auf potentielle Bindestelle für cis-inhibitorische Elemente in ihrer 

Studie gefunden. Eventuell resultiert eine vermehrte Bindung inhibitorischer Faktoren an die 

TGF-β1 mRNA in TGFβ1-DCs in einer gegenüber LV-DCs verminderten Sekretion dieses 

Zytokins. Eine erfolgreiche Überexpression von TGF-β1 in murinen DCs auf Proteinebene 

infolge eines retroviralen Transfers des entsprechenden Expressionsvektors wurde von 

Takayama und Mitarbeitern 854 beschrieben. 

Soweit bekannt, wurde der Einfluss einer transgenvermittelten TGF-β1 Expression auf das 

Genexpressionsprofil muriner DCs bisher nicht untersucht. In Übereinstimmung mit einer 

Studie von Mou und Mitarbeitern 153, in der murine BM-DCs in Gegenwart von TGF-β1 

kultiviert wurden, weisen unstimulierte TGFβ1-DCs hier eine gegenüber LV-DCs verminderte 

mRNA-Expression für den kostimulatorischen Rezeptor CD40 auf. In murinen DCs, die mit 

einem TGF-β1-Expressionskonstrukt transduziert wurden, wurde unter basalen Bedingungen 

hingegen keine veränderte CD40-Expression auf Proteinebene detektiert 854. Darüber hinaus 

ist in unstimulierten TGFβ1-DCs die Transkription von 4-1BBL, OX40L und SLAM sowie der 

proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-12b signifikant reduziert. In verschiedenen 

Studien wurde nachgewiesen, dass eine selektive Blockade der MAP-Kinase p38 die 

maturierungsassoziierte Steigerung der IL-6 Sekretion in DCs inhibiert 818. Da Ohtani und 

Mitarbeiter in einer aktuellen Studie 853 demonstrierten, dass TGF-β1 in humanen 

Monozyten-abgeleiteten DCs die p38-Aktivität negativ reguliert, könnte die in der 

vorliegenden Arbeit in unstimulierten TGFβ1-DCs reduzierte IL-6 mRNA-Transkription auf 

einer Modulation des Aktivitätszustands von MAP-Kinasen durch eine transgenvermittelte 

exogene TGF-β1 Expression basieren. Weiterhin wurden in dieser DC-Population reduzierte 

mRNA-Mengen für die beiden DC-Maturierungsmarker Fascin1 und CCR7 detektiert.  

Ähnlich den Studien TGF-β1-behandelter DCs in vitro 153,853 findet hier in TGFβ1-DCs im 

Gegensatz zu LV-DCs in Reaktion auf eine Stimulation mit LPS keine 

maturierungsassoziierte Aufregulation der Genexpression von CD80 und CD86 statt. Auch 

der in LV-DCs statt findende LPS-induzierte Anstieg der Transkription von 4-1BBL, Fascin1, 

CCR7 sowie IL-10 wurde in stimulierten TGFβ1-DCs nicht detektiert. Der Befund der 

verminderten IL-10 Expression wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit ebenfalls auf 

Proteinebene bestätigt und fügt sich somit in den Kontext der zuvor genannten Studien, in 

denen eine Analyse TGF-β1-behandelter DCs erfolgte 850,851. Ogata und Mitarbeiter 862 haben 

im Einklang mit der vorliegenden Arbeit eine Inhibition der CCR7 mRNA-Expression durch 

TGF-β1 in murinen DCs und DC-Vorläufern nachgewiesen. Weiterhin wurde in den hier 

generierten, stimulierten TGFβ1-DCs eine verminderte mRNA-Transkription von IL-12b und 

dem Toleranzmarker IDO detektiert. Eine eingeschränkte IL-12 Sekretion wurde ebenfalls in 
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TGF-β1-behandelten stimulierten humanen DCs detektiert 153,850,851, obwohl Fogel-Petrovic 

und Mitarbeiter eher eine posttranskriptionale Inhibition der IL-12 Expression durch TGF-β1 

postulieren, da sie keine TGF-β1-abhängig variierenden mRNA-Mengen für IL-12p40 (IL-

12b) und IL-12p35 detektiert haben. Ein Einfluss von TGF-β1 auf die Genexpression von 

IDO in DCs wurde, soweit bekannt, bislang nicht analysiert.  

Auf funktionaler Ebene induzieren unstimulierte TGFβ1-DCs in dieser Arbeit eine mit LV-DCs 

vergleichbare Proliferation allogener T-Zellen, obwohl diese Transduktanden laut 

Genexpressionsprofil die kostimulatorischen Rezeptoren CD40, 4-1BBL, OX40L und SLAM 

sowie die proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-12b in reduziertem Maße transkribieren. 

Im Gegensatz dazu weisen TGF-β1-behandelte unstimulierte humane 852 und murine 153 DCs 

sowie unstimulierte retroviral transduzierte TGF-β1-überexprimierende DCs 854 eine 

verminderte allogene T-Zell-Stimulierungskapazität auf. Fogel-Petrovic und Mitarbeiter 850 

haben in Übereinstimmung mit der vorliegenden Arbeit ebenfalls keine Veränderung der 

allostimulatorischen Aktivität unstimulierter DCs infolge einer Kultivierung in Gegenwart von 

TGF-β1 detektiert. Die größte Abweichung zu den beiden zuerst genannten Studien basiert 

auf der Tatsache, dass im Rahmen dieser Arbeit die transgenvermittelte exogene TGF-β1 

Expression nur in stimulierten DCs in einem leichten Anstieg der TGF-β1 Gesamt-mRNA-

Menge resultierte und das Transgen weder im Überstand stimulierter noch unstimulierter 

TGFβ1-DCs in erhöhten Mengen detektiert wurde. Somit unterscheidet sich die Situation für 

TGFβ1-DCs in der vorliegenden Arbeit physiologisch grundsätzlich von den Bedingungen in 

den beiden zitierten Studien. In der Studie von Takayama und Mitarbeitern 854 wurde infolge 

einer retroviralen-vermittelten Überexpression eine gesteigerte TGF-β1 Sekretion in den 

entsprechenden DC-Populationen detektiert. Ebenfalls in Abweichung von der vorliegenden 

Arbeit wurden diese nicht wie hier mit allogenen BALB/c sondern mit allogenen C3H T-Zellen 

im Rahmen der MLR kokultiviert. Darüber hinaus wurden in der Studie von Mou und 

Mitarbeitern 153 murine DCs in Gegenwart von GM-CSF und IL-4 generiert, wobei 

verschiedene Studien gezeigt haben, dass dieses Zytokin in unstimulierten BM-DCs die 

Oberflächenexpression von MHCII, CD40, CD80 und CD86 drastisch aufreguliert 722-724. 

Eventuell ist der Effekt von TGF-β1 im murinen System auf das allogene T-Zell-

Aktivierungspotential derart voraktivierter DCs stärker als auf DCs, die einzig in Gegenwart 

von GM-CSF kultiviert und lentiviral transduziert wurden. In Übereinstimmungen mit Studien, 

in denen DCs in Gegenwart von TGF-β1 kultiviert wurden 153,850 wurde in der vorliegenden 

Arbeit für LPS-stimulierte TGFβ1-DCs eine im Vergleich zu LV-DCs reduzierte allogene T-

Zell-Stimulierungsfähigkeit nachgewiesen, die unter anderem auf der verminderten mRNA-

Expression kostimulatorischer Rezeptoren sowie des proinflammatorischen Zytokins IL-12b 

basieren könnte. Da stimulierte TGFβ1-DCs eine, verglichen mit LV-DCs, verminderte IL-10 

Sekretion aufweisen, scheint dieses relevante immunmodulatorische Zytokin nicht zur 
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tolerogenen Funktion dieser DC-Population beizutragen. Eine weitere Ursache für die 

phänotypische Veränderung und die eingeschränkte APC-Funktion stimulierter TGFβ1-DCs 

könnte auch eine herunterregulierte TLR4-Expression sein, wie sie in TGF-β1-behandelten 

murinen DCs nachgewiesen wurde 153. Somit wäre eine effektive LPS-Antwort von DCs, die 

eine Aufregulation der Expression kostimulatorischer Moleküle sowie proinflammatorischer 

Zytokine beinhaltet, auf Grund der reduzierten Menge dieses Rezeptors nur eingeschränkt 

möglich. Soweit bekannt, wurde bisher in keiner Studie analysiert, inwieweit eine 

transgenvermittelte exogene TGF-β1 Expression die allostimulatorische Kapazität LPS-

stimulierter DCs variiert.  

Neben dem T-Zell-Stimulierungspotential von TGFβ1-DCs wurde auch das durch diese 

Transduktanden in T-Zellen induzierte Zytokinmuster bestimmt. In Kokulturen unstimulierter 

TGFβ1-DCs mit allogenen T-Zellen wurde für die drei getesteten Markerzytokine IFN-γ (TH1), 

IL-5 (TH2) und IL-10 (TH2/Treg) eine im Vergleich mit Kontrollansätzen jeweils erhöhte 

Konzentration detektiert. Stimulierte TGFβ1-DCs beeinflussen ebenfalls das Zytokinprofil 

kokultivierter T-Zellen, da in den entsprechenden Kokulturüberständen erhöhte Mengen IFN-

γ bei unveränderten IL-5 sowie IL-10 Konzentrationen nachgewiesen wurden. Soweit 

bekannt, wurde der Einfluss einer TGF-β1-Behandlug auf die T-Zell-polarisierenden 

Eigenschaften von DCs in vitro nur in einer einzigen Studie untersucht 850. Im humanen 

System induzieren stimulierte TGF-β1-behandelte DCs eine gesteigerte IL-5 Sekretion in 

kokultivierten allogenen T-Zellen, während die IFN-γ Konzentration nicht beeinflusst wird. 

Wie bereits zuvor erwähnt, besteht jedoch ein großer Unterschied zwischen TGF-β1-

behandelte DCs und den TGFβ1-DCs in dieser Arbeit. Ein weiterer Grund könnte auch ein 

Speziesunterschied zwischen humanen und murinen DCs bzw. T-Zellen sein. 

 

Das Zytokin IL-1RA ist ein natürlich vorkommender kompetitiver IL-1 Antagonist, der analog 

zu IL-1α und IL-1β an TypI und TypII IL-1 Rezeptoren bindet, jedoch keinerlei agonistische 

Wirkung zeigt 863,864. In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass IL-1RA den Effekt von IL-

1 in vitro und in vivo inhibieren kann und den Schweregrad verschiedener inflammatorischer 

Erkrankungen im Tiermodell reduziert 865,866. In klinischen Studien wurde die Applikation von 

IL-1RA effizient zur Behandlung rheumatoider Arthritis 710, allergischer Reaktionen 711 sowie 

zur Verlängerung des Überlebens von Allotransplantaten 712 eingesetzt. Die Integration von 

IL-1-vermittelten Stimuli erfolgt über eine Aktivierung der Signaltransduktionswege NF-κB, 

JNK/AP-1 und p38. In Übereinstimmung damit ist die nukleare Translokation von NF-κB p65 

in IL-1RA-defizienten Mäusen deutlich erhöht und verlängert 867. Somit könnte eine 

Überexpression von IL-1RA zum tolerogenen Status von DCs beitragen, indem es zur 

Restriktion der IL-1-vermittelten Ausreifung von DCs 706,707 beiträgt. IL-1β wird dabei in 

großen Mengen von stimulierten DCs produziert und trägt so autokrin zur Stimulierung von 
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DCs bei. Im Einklang mit dieser Hypothese wurde eine erhöhte IL-1RA mRNA-Expression 

von Bros und Mitarbeitern 157 für tolerogene stimulierte SP37A3-Zellen und im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit für tolerogene LPS-stimulierte DEX-APCs nachgewiesen. Bisher wurde 

der Effekt von IL-1RA auf den Phänotyp und die Funktion von DCs, soweit bekannt, weder 

im Rahmen einer IL-1RA-Behandlung noch nach einer Überexpression dieses Zytokins 

untersucht.  

In der vorliegenden Arbeit resultiert die zusätzliche transgenvermittelte exogene IL-1RA 

Expression in einer im Vergleich zu LV-DCs verstärkten Gesamt-mRNA-Transkription von IL-

1RA in unstimulierten und LPS-stimulierten DCs. Eine Überexpression von IL-1RA auf 

Proteinebene wurde unter anderem in vitro in synovialen Fibroblasten 868 und Langerhans-

Inseln 359 sowie in vivo nach einer Injektion der entsprechenden Viren in das Kniegelenk von 

Kaninchen in der Gelenksflüssigkeit 869 nachgewiesen. Soweit bekannt, wurde dieses Zytokin 

bislang nicht in DCs oder Makrophagen exogen überexprimiert. Die Analyse der 

Proteinproduktion von IL-1RA durch IL1RA-DCs erfolgte im Rahmen dieser Arbeit nicht, 

sollte aber für ergänzende Studien nachgeholt werden.  

In Übereinstimmung mit der Annahme, dass eine exogene IL-1RA Expression eventuell die 

Aktivierung von DCs inhibiert, weisen hier generierte, unstimulierte IL1RA-DCs im Vergleich 

zu LV-DCs eine reduzierte mRNA-Expression für die kostimulatorischen Rezeptoren CD40, 

CD86, 4-1BBL und OX40L auf. Da in IL-1RA-defizienten Mäusen die NF-κB-Aktivität deutlich 

erhöht ist 867, könnte eine erhöhte IL-1RA Expression in Übereinstimmung damit die Aktivität 

dieses TFs vermindern, was in einer eingeschränkten Expression von kostimulatorischen 

Molekülen resultieren würde 258,798,802. Unterstützt wird die Annahme einer verringerten NF-

κB-Aktivität durch eine Studie von Garat und Arend 870, in der gezeigt wurde, dass eine 

Überexpression von icIL-1Ra1 (eine der vier alternativen Spleißvarianten des IL-1RA 

Genprodukts 871) in der intestinalen Epithelzelllinie Caco-2 die nukleare Translokation von 

NF-κB inhibiert. Darüber hinaus wird in der vorliegenden Arbeit in unstimulierten IL1RA-DCs 

die Transkription der Maturierungsmarker Fascin1 und CCR7 sowie der toleranzassoziierten 

Moleküle IL-1R2 und FcγRIIB negativ reguliert. In diesen Transduktanden wurde für IL-10 

eine positive Regulation der mRNA-Expression detektiert, die sich ebenfalls auf 

Proteinebene bestätigte. 

Stimulierte IL1RA-DCs sind in dieser Arbeit im Vergleich zu LV-DCs durch eine 

eingeschränkte mRNA-Expression der Moleküle CD80, CD86, OX40-L, IL-1R2 sowie 

Fascin1 gekennzeichnet. Wie bereits zuvor diskutiert, könnte die verminderte Expression 

kostimulatorischer Moleküle in stimulierten IL1RA-DCs auf einer eingeschränkten NF-κB-

Aktivität basieren. Ein weiterer Faktor, der an der Aufregulation der Expression dieser 

Rezeptoren in Reaktion auf eine Stimulierung beteiligt ist, ist die MAP-Kinase p38 815,816. Die 

durch die Bindung von IL-1 induzierten Signale werden unter anderem durch eine 
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Aktivierung von p38 integriert. Somit könnte eine Blockade des IL-1 Rezeptors durch IL-1RA 

in einer Reduktion der p38-Aktivität resultieren. Dementsprechend haben Garat und 

Arend 870 demonstriert, dass die antiinflammatorische Aktivität von icIL-1Ra1 unter anderem 

auf einer Inhibition von p38 beruht. Damit übereinstimmend wurde hier in stimulierten IL1RA-

DCs eine im Vergleich zu LV-DCs erhöhte Expression der toleranzassoziierten 

inhibitorischen MAP-Kinase Phosphatase MKP-1 detektiert, welche vorzugsweise aktivierte 

p38- und JNK-Kinasen dephosphoryliert 814. Darüber hinaus findet in stimulierten IL1RA-DCs 

eine Aufregulation der Transkription weiterer toleranzassoziierter Moleküle wie FcγRIIB und 

IDO statt. Interessanterweise resultiert die transgenvermittelte exogene IL-1RA-Expression 

in unstimulierten sowie LPS-stimulierten IL1RA-DCs auch in einer verstärkten Transkription 

von IL-1β, dessen biologischer Antagonist IL-1RA ist. Dieses Phänomen wurde im Rahmen 

dieser Arbeit ebenfalls in unstimulierten und stimulierten MKP1-DCs nachgewiesen und 

könnte unter Umständen auch in IL1RA-DCs auf einer verminderten p38-Aktivität beruhen.  

Auf funktionaler Ebene induzieren in dieser Arbeit generierte, unstimulierte IL-1RA-DCs eine 

im Vergleich zu LV-DCs verringerte proliferative Antwort in kokultivierten syngenen sowie 

allogenen T-Zellen, was eventuell auf der auf mRNA-Ebene detektierten verminderten 

Expression kostimulatorischer Rezeptoren sowie der erhöhten Sekretion des 

antiinflammatorischen Zytokins IL-10 basiert. Auch in stimulierten DCs resultiert die 

transgenvermittelte exogene IL-1RA Expression in einer im Vergleich zu LV-DCs reduzierten 

allogenen sowie syngenen T-Zell-Stimulierungsfähigkeit. Diese eingeschränkte APC-

Funktion stimulierter IL1RA-DCs könnte somit auf der verminderten mRNA-Expression 

kostimulatorischer Rezeptoren bei gleichzeitiger Aufregulation der Transkription 

toleranzassoziierter Moleküle basieren, wie sie im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch im 

Genexpressionsprofil von DEX-APCs nachgewiesen wurde. Außerdem weisen unstimulierte 

und stimulierte IL1RA-DCs jeweils eine im Vergleich zu LV-DCs verminderte mRNA-

Transkription des DC-Maturierungsmarkers Fascin1 auf. In verschiedenen Studien wurde 

demonstriert, dass eine beeinträchtigte Fascin-Expression in DCs das T-Zell-

Aktivierungspotential dieser Zellen reduziert 830,831. Insgesamt bestätigen diese Ergebnisse 

die Hypothese, dass eine Überexpression von IL-1RA (hier auf mRNA-Ebene nachgewiesen) 

in DCs die Aktivierung dieser Zellen partiell inhibiert. Der Einfluss einer wie auch immer 

gestalteten IL-1RA-Behandlung auf die APC-Funktion von DCs wurde ebenfalls bislang nicht 

in anderen Studien untersucht.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde weiterhin mittels DC/T-Zell-Kokulturen gezeigt, dass IL1RA-

DCs die Zytokinantwort kokultivierter T-Zellen im Vergleich zu LV-DCs modulieren. In 

Kokulturen unstimulierter IL1RA-DCs und allogener T-Zellen wurden im Vergleich zu 

Kontrollansätzen mit LV-DCs erhöhte Mengen des TH2-Markerzytokins IL-5 sowie des 

TH2/Treg-Markerzytokins IL-10 bei unveränderter IFN-γ Konzentration detektiert. In 
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syngenen IL1RA-DC/T-Zell-Kokulturen ist die IL-10 Konzentration erniedrigt, während die 

Konzentration von IFN-γ und IL-5 jeweils vergleichbar zu Kokulturen mit LV-DCs ist. 

Kokulturen stimulierter IL1RA-DCs und allogener T-Zellen weisen, verglichen mit den 

Kotrollansätzen, gesteigerte Mengen an IFN-γ und IL-5 sowie reduzierte Mengen IL-10 auf. 

In auffälligem Kontrast dazu ist in den entsprechenden syngenen Kokulturen die Sekretion 

von IFN-γ im Vergleich zu Kokulturen mit LV-DCs deutlich verringert. Bislang liegen, soweit 

bekannt, keine adäquaten in vitro-Studien vor, in denen ein Einfluss von IL-1RA auf die T-

Zell-polarisierenden Eigenschaften von DCs untersucht wurde. 

 

Obwohl inzwischen in diversen Studien die Rolle von IL-21 im Kontext der Immunregulation 

von Entzündungsreaktionen sowie Tumor-Immuntherapien 335,872,873 untersucht wurde, wird 

es im Allgemeinen als TH17-polarisierendes Zytokin betrachtet 334. Interessanterweise 

werden alle anderen Zytokine (IL-1, IL-6, IL-12), die in Gegenwart von TGF-β1 die 

Differenzierung von TH17-Zellen induzieren, von aktivierten APCs sekretiert und sind 

infolgedessen schon in den frühen Stadien des T-Zell-Primings präsent 874. Im Gegensatz 

dazu wird IL-21 vornehmlich von aktivierten T-Zellen generiert 335. Dementsprechend wird 

angenommen, dass TH17-Zellen zunächst durch eine Kombination APC-abgeleiteter 

Zytokine und TGF-β1 induziert werden und anschließend IL-21 sekretieren, um die TH17-

Polarisierung zu verstärken. Da jedoch in verschiedenen Studien gezeigt wurde, dass IL-21 

die APC-Aktivität von DCs inhibiert 325,326, könnte IL-21 auch eine Komponente eines 

negativen Rückkopplungsmechanismus darstellen, der die Stärke und die Dauer von 

Immunantworten kontrolliert. Murine DCs, die in Gegenwart von IL-21 kultiviert wurden, 

exprimieren reduzierte Mengen an MHCII und CD86 auf der Zelloberfläche 325. In Reaktion 

auf eine Stimulierung mit LPS wird in diesen DCs die Expression von MHCII, CD80 und 

CD86 sowie die Sekretion von IL-1β, IL-6 und IL-12 nicht bzw. lediglich geringfügig verstärkt. 

Auch in humanen Monozyten-abgeleiteten DCs wird die maturierungsassoziierte 

Aufregulation der Oberflächenexpression von HLA-DR und CD86 sowie der Sekretion von 

IL-12 durch IL-21 inhibiert 875. Murine IL-21-behandelte DCs induzieren in Übereinstimmung 

mit ihrem protolerogenen Phänotyp eine verminderte proliferative Antwort in 

proteinantigenspezifischen CD4+ 325 und CD8+ 326 T-Zellen, jedoch nicht in allogenen 

Gesamt-T-Zellen.  

Da DCs ursprünglich kein IL-21 exprimieren, ist in der vorliegenden Arbeit die Gesamtmenge 

an IL-21-mRNA in IL-21-Transduktanden de facto gegenüber LV-DCs erhöht. In 

Übereinstimmung mit den Resultaten auf mRNA-Ebene wurde IL-21 im Vergleich zu LV-DCs 

in deutlich erhöhten Mengen im Kulturüberstand entsprechend transduzierter unstimulierter 

und stimulierter DCs detektiert. Eine spezifische Überexpression von IL-21 in DCs oder 

Makrophagen wurde bisher nicht in der Literatur beschrieben und konnte somit erstmals 
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erfolgreich im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen werden. In verschiedenen Studien wurde 

dieses Zytokin unter anderem in murinen TS/A Brust-Adenokarzinom-Zellen 876, humanen 

AsPC-1 Pankreaskarzinom-Zellen 877 sowie in den murinen Kolonkarzinom-Zellen Colon 

26 878 auf mRNA- bzw. Proteinebene überexprimiert. 

Soweit bekannt, wurde der Einfluss von IL-21 auf das Genexpressionsprofil muriner DCs 

bisher nicht untersucht. Da IL-21 Signale mittels einer Aktivierung der Januskinasen JAK1 

und JAK3 879,880 und nachgeschaltet von TFs der STAT-Familie 323,881-883 integriert werden, 

könnten Genexpressionsänderungen in IL21-DCs auftreten. Tatsächlich wird das 

Genexpressionsprofil unstimulierter DCs in der vorliegenden Arbeit durch eine 

Überexpression von IL-21, im Vergleich zu allen anderen analysierten Molekülen, in Bezug 

auf die Anzahl der modulierten Gene am massivsten verändert. In Übereinstimmung mit den 

Analysen IL-21-behandelter muriner 325 und humaner 875 DCs wurde hier in unstimulierten 

IL21-DCs eine im Vergleich zu LV-DCs reduzierte mRNA-Expression der kostimulatorischen 

Rezeptoren CD80 und CD86 nachgewiesen. Darüber hinaus findet in dieser DC-Population 

eine verminderte Transkription der Moleküle CD40, 4-1BBL und OX40L sowie der 

proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-12b statt. Eventuell basiert das veränderte 

Genexpressionsprofil kostimulatorischer Rezeptoren in IL21-DCs auch auf einer erhöhten 

Aktivität des TF STAT3, wie sie durch die Bindung von IL-21 an seinen Rezeptor induziert 

wird 881,882. In murinen DCs wurde übereinstimmend damit infolge einer gesteigerten STAT3-

Aktivität eine verminderte Oberflächenexpression von CD40 und CD86 detektiert 284. 

Weiterhin wurde von Strengell und Mitarbeitern 875 gezeigt, dass IL-21 in humanen DCs die 

Expression von SOCS-1 und -3 steigert. SOCS-1 könnte somit in IL21-DCs an der negative 

Regulation der IL-6 und IL-12b mRNA-Expression beteiligt sein, da eine Überexpression von 

SOCS-1 in DCs die Sekretion von IL-12 845 und in Makrophagen die mRNA-Expression von 

IL-6 847 inhibiert. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde in unstimulierten SOCS1-DCs 

ebenfalls eine reduzierte IL-6 mRNA-Expression detektiert. Auch die Transkription der DC-

Maturierungsmarker Fascin1 und CCR7 sowie des Toleranzmarkers IDO findet in 

unstimulierten IL21-DCs, verglichen mit LV-DCs, auf niedrigerem Niveau statt. Brandt und 

Mitarbeiter 325 haben in IL21-behandelten unstimulierten DCs ebenfalls eine verminderte 

CCR7 mRNA-Expression nachgewiesen. Eine positive Regulation der mRNA-Expression in 

unstimulierten IL21-DCs wurde in der vorliegenden Arbeit für IL-1β und dessen Antagonisten 

IL-1RA sowie für IL-10 detektiert. Die erhöhte IL-10 mRNA-Expression könnte auf der bereits 

erwähnten, gesteigerten STAT3-Aktivität basieren, da Benkhart und Mitarbeiter 839 im 

humanen IL-10 Promotor eine STAT3-Bindestelle identifiziert haben und zeigen konnten, 

dass eine Bindung von aktiviertem STAT3 eine effiziente Expression des IL-10 Gens 

induziert. Auf Proteinebene ist die IL-10 Produktion in unstimulierten IL21-DCs allerdings 

gegenüber LV-DCs nicht erhöht. Diese Diskrepanz basiert, wie bereits zuvor im Abschnitt 



4   Diskussion 

276 
 

von IkBa-DCs detailliert ausgeführt, wahrscheinlich auf der Aktivität posttranskriptionaler 

Regulationsmechanismen. Ein Einfluss von IL-21 auf die Expression der toleranzassoziierten 

Moleküle IDO und IL-1RA in DCs wurde, soweit bekannt, bisher in keiner anderen Studie 

aufgezeigt.  

Entsprechend IL-21-behandelten murinen 325 sowie humanen 875 DCs weisen LPS-stimulierte 

IL21-DCs hier, im Gegensatz zu LV-DCs, keine maturierungsassoziierte Aufregulation der 

mRNA-Transkription von CD86 sowie eine deutlich verminderte Expression von CD80 und 

IL-12b auf. Darüber hinaus werden in IL21-DCs nach einer Stimulierung mit LPS auch die 

Moleküle OX40L, Fascin1 und CCR7 nicht verstärkt exprimiert. Weiterhin wird die 

Transkription des kostimulatorischen Rezeptors 4-1BBL im Vergleich zu LV-DCs in 

geringerem Ausmaß gesteigert. Als Einziges der analysierten toleranzassoziierten Moleküle 

wird in dieser DC-Population die Transkription von IL-1RA aufreguliert. Obwohl auf mRNA-

Ebene keine negative Modulation der IL-10-Expression stattfindet, sekretieren stimulierte 

IL21-DCs, verglichen mit LV-DCs, deutlich reduzierte Mengen dieses wichtigen 

antiinflammatorischen Mediators. Demgegenüber haben Brandt und Mitarbeiter 325 in LPS-

stimulierten IL-21-behandelten murinen DCs keine veränderte IL-10 Sekretion detektiert. 

Allerdings erfolgte die IL-21-Behandlung in der genannten Studie nur für 24 h, während DCs 

in der vorliegenden Arbeit an Tag 5 und 6 der Kultur transduziert und erst an Tag 9 in die 

entsprechenden Experimente eingesetzt wurden. Basieren könnte die verminderte IL-10 

Sekretion stimulierter IL21-DCs auf einer erhöhten JAK3-Aktivität, die durch die Bindung von 

IL-21 an seinen Rezeptor induziert wird 879,880. Entsprechend dieser Annahme weisen JAK3-

deffiziente BM-DCs eine drastisch erhöhte IL-10 Sekretion auf 884. Generell würde eine 

Analyse der durch IL-21 veränderten Expression bzw. Aktivierung von STAT3, SOCS-1, 

SOCS-3 sowie JAK3 in IL21-DCs eine präzisere phänotypische und funktionelle Analyse 

dieser DC-Population erlauben. 

In Übereinstimmung mit ihrem Genexpressionsprofil und der vorgenannten Studie von 

Brandt und Mitarbeitern 325 weisen unstimulierte IL21-DCs hier, verglichen mit LV-DCs, 

reduzierte Proteinmengen an MHCII, CD40, CD80 sowie CD86 auf der Zelloberfläche auf. In 

Reaktion auf eine Stimulierung mit LPS regulieren IL21-DCs, anders als LV-DCs, die 

Expression von MHCII, CD40 (in Abweichung vom mRNA-Profil) und CD80 nicht hoch, was 

sich mit Resultaten bei Kultivierung von DCs in Gegenwart von IL-21 deckt 325,875. Obwohl 

stimulierte IL21-DCs auf mRNA-Ebene, verglichen mit LV-DCs, eine verminderte CD86-

Expression aufweisen, wurde das Protein in beiden DC-Populationen in vergleichbaren 

Mengen detektiert. In Abweichung von der vorliegenden Arbeit zeigen IL-21-behandelte DCs 

eine Inhibition der maturierungsassoziierten Aufregulation von CD86 325,875. Diese 

Abweichung beruht wahrscheinlich auf den unterschiedlichen experimentellen Systemen, da 
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hier eine lentiviral-vermittelte Überexpression von IL-21 in der Zelle stattfindet und das 

Zytokin nicht exogen dem Kulturmedium zugefügt wurde. 

Unter basalen Bedingungen weisen IL21-DCs in dieser Arbeit, ähnlich wie IL1RA-DCs, ein 

im Vergleich zu LV-DCs reduziertes allogenes T-Zell-Aktivierungspotential auf, was unter 

anderem vermutlich auf der reduzierten Oberflächenexpression von MHCII und 

kostimulatorischen Molekülen basiert. Im Gegensatz dazu wird die syngene 2D2-T-Zell-

Stimulierungsfähigkeit unstimulierter DCs durch eine Überexpression von IL-21 nicht 

moduliert. Bemerkenswerterweise induzieren unstimulierte IL-21-behandelte DCs eine 

verminderte Proliferation transgener T-Zellen, deren TCR spezifisch für Ovalbumin-

abgeleitete Peptidantigene ist 325,326, während die allostimulatorische Kapazität unverändert 

ist. Diese Abweichung beruht nicht auf dem Effekt unterschiedlicher IL-21 Konzentrationen in 

der DC-Kultur, da hier in Kulturüberständen von IL21-DCs vergleichbare Mengen IL-21 

nachgewiesen wurden, wie sie von Brandt und Mitarbeitern in der DC-Kultur eingesetzt 

wurden. Außerdem weisen beide DC-Populationen einen größtenteils übereinstimmenden 

protolerogenen Phänotyp auf. Allerdings unterscheiden sich eine lentivirale Überexpression 

eines Zytokins und eine exogenen Zugabe alleine in ihrem physikalischen Prozess stark 

voneinander und könnten somit auch zu unterschiedlichen Resultaten führen. Eventuell 

reicht aber auch der durch IL-21 induzierte protolerogene DC-Phänotyp nicht aus, um einen 

hypoproliferativen Status in allogenen T-Zellen zu induzieren, sondern das Zytokin selbst 

muss zu Beginn des T-Zell-Primings anwesend sein. Eine ähnliche Beobachtung wurde auch 

von Brandt und Mitarbeitern 326 im Rahmen syngener Kokulturexperimente mit IL-21-

behandelten DCs beschrieben, in denen zur Neutralisierung der Effekte von T-Zell-

sekretiertem IL-21 anti-IL-21 Antikörper eingesetzt wurden. Im Gegensatz zu einer exogenen 

Behandlung sekretieren IL21-DCs dieses Zytokin vermutlich noch in geringen Mengen nach 

der Bestrahlung in der allogenen Kokultur. In Unterstützung dieser Annahme hat die Zugabe 

von IL-21 zu Kokulturen unstimulierter bzw. stimulierter DCs und allogener T-Zellen keinen 

Einfluss auf die Proliferation allogener T-Zellen (persönliche Mitteilung von Herrn Dr. 

Matthias Bros). Somit ist die bloße Anwesenheit von IL-21 nicht ausreichend, um die T-Zell-

Proliferation zu limitieren, sondern es ist gleichzeitig die Präsenz protolerogener DCs als 

Stimulatoren notwendig. Eine weitere Abweichung zu der genannten Studie von Brandt und 

Mitarbeitern 325 ist die Verwendung MOG-reaktiver 2D2 T-Zellen statt OVA-spezifischer OTI 

und OTII T-Zellen im syngenen System, weshalb ein Unterschied in der Reaktivität der TCR-

transgenen T-Zellen, der in divergierenden Ergebnissen resultiert, nicht ausgeschlossen 

werden kann. Beispielsweise könnten die beiden transgenen TCRs in ihrer Affinität bzw. 

Avidität für das jeweils spezifische Peptid variieren.  

In Übereinstimmung mit ihrem primär maturierungsresistenten protolerogenen Phänotyp 

weisen stimulierte IL21-DCs in der vorliegenden Arbeit eine gegenüber LV-DCs reduzierte 



4   Diskussion 

278 
 

Fähigkeit zur Induktion einer allogenen proliferativen T-Zell-Antwort auf. Im Vergleich zu 

allen anderen DC-Populationen inhibiert im Rahmen dieser Arbeit nur eine Überexpression 

des äußerst wirkungsvollen antiinflammatorischen Zytokins IL-10 noch effektiver die 

allostimulatorische Kapazität LPS-stimulierter muriner DCs. Der Einfluss von IL-21 auf das 

allogene T-Zell-Aktivierungspotential stimulierter BM-DCs wurde, soweit bekannt, bisher in 

keiner anderen Studie nachgewiesen. Bemerkenswerterweise zeigen auch stimulierte IL21-

DCs trotz ihres deutlich protolerogenen Phänotyps eine zu LV-DCs nahezu deckungsgleiche 

syngene T-Zell-Aktivierungskapazität.  

Somit hat die Überexpression von IL-21 in dieser Arbeit, im Gegensatz zum allogenen 

System, keinen Einfluss auf die syngene APC-Funktion unstimulierter und stimulierter DCs. 

Es scheint in beiden Aktivierungszuständen also ein von IL21-DCs generierter Faktor 

vorhanden zu sein, der die Proliferation syngener 2D2 T-Zellen auf ein Niveau anhebt, wie 

es durch LV-DCs vermittelt wird. Im einfachsten Fall könnte es sich bei diesem Faktor um IL-

21 selbst handeln, wobei für IL-21 bisher primär T-Zell-polarisierende Wirkungen 

beschrieben wurden 885. Außerdem limitiert IL-21 unter homöostatischen Bedingungen die 

Größe des CD4+ und CD8+ T-Zell-Pools, wie Studien in IL-21-Rezeptor-defizienten Mäusen 

gezeigt haben 331. Darüber hinaus ist zu berücksichtigen, dass im syngenen System ein 

einzelner TCR-Klon, im allogenen System jedoch eine Summe von TCR-Spezifitäten für eine 

Interaktion mit Antigenen zur Verfügung steht.   

Eine transgenvermittelte IL-21-Expression verändert in der hier durchgeführten Studie nicht 

nur die allogene T-Zell-Stimulierungskapazität von DCs, sondern auch die durch diese DCs 

vermittelten Zytokinmuster in allogenen und syngenen DC/T-Zell-Kokulturen. Soweit 

bekannt, wurde der Einfluss von IL-21 auf die T-Zell-polarisierenden Eigenschaften von DCs 

bisher nicht untersucht, weshalb keine zur vorliegenden Arbeit adäquaten in vitro-Studien 

vorliegen. In Kokulturen unstimulierter IL21-DCs und allogener T-Zellen wurde das TH2/Treg-

Markerzytokin IL-10, im Gegensatz zu Kokulturen mit LV-DCs, nicht detektiert. In ähnlicher 

Form ist auch das Zytokinprofil entsprechender syngener Kokulturen verändert; im Vergleich 

zu den Kontrollansätzen sind die Mengen des TH2-Markerzytokins IL-5 sowie von IL-10 in 

diesen Kulturüberständen deutlich vermindert. Eine stärkere Veränderung findet in 

Kokulturen stimulierter IL21-DCs und allogener T-Zellen statt. In diesem Fall wurde eine 

reduzierte Sekretion von IL-5 sowie IL-10 bei einer zu Kokulturen mit LV-DCs vergleichbaren 

IFN-γ Sekretion detektiert. Ähnlich zu den Befunden im allogenen System, tritt in Kokulturen 

unstimulierter IL21-DCs mit syngenen T-Zellen gegenüber den LV-DC-Ansätzen eine 

Reduktion der IL-5 und IL-10 Konzentration auf. In Kulturen polyklonal stimulierter T-Zellen 

resultiert exogenes IL-21 in einer Verlagerung der T-Zell-Polarisierung in Richtung TH2, 

indem in der initialen Primingphase die Differenzierung von TH-Vorläuferzellen in IFN-γ-

produzierende TH1-Zellen inhibiert wird 318. Ein ähnlicher Effekt wurde hier in Kokulturen mit 
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stimulierten IL21-DCs und syngenen T-Zellen detektiert. Es sei jedoch darauf hingewiesen, 

dass in dem äußerst einschränkten experimentellen System von Wurster und Mitarbeitern 

die polyklonale Stimulierung ein nicht-physiologisches Signal darstellt und APC-abhängige 

Effekte, die die T-Zell-Polarisierung essentiell beeinflussen (z.B. kostimulatorische Moleküle, 

sekretierte Zytokine) 788,789, nicht reflektiert. Somit ist ein direkter Vergleich auf Grund der 

unterschiedlichen experimentellen Systeme nur sehr eingeschränkt möglich. Eine weitere 

Option der T-Zell-Polarisation durch IL21-DCs ist auch eine verstärkte Induktion von TH17-

Zellen, da verschiedene Studien zeigen, dass IL-21, in Kombination mit TGF-β1, die 

Differenzierung von TH17-Zellen fördert 321,334. Diese Möglichkeit kann für das in der 

vorliegenden Arbeit verwendete experimentelle allogene System ausgeschlossen werden, da 

IL21-DCs in beiden Aktivierungszuständen eine jeweils mit LV-DCs vergleichbare IL-17 

Sekretion in allogenen T-Zellen induzierten. Generell zeigen diese Analysen, dass IL21-DCs 

zwar nicht die Proliferation syngener 2D2 T-Zellen beeinflussen, aber im Vergleich zu LV-

DCs im unstimulierten und stimulierten Zustand deren Zytokinproduktion reduzieren.   

 

Eine Besonderheit des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 ist, dass es die Maturierung und 

die Funktion von DCs autokrin und parakrin inhibieren kann 149,886,887. IL10-behandelte 

murine und humane DCs zeichnen sich durch eine reduzierte Oberflächenexpression von 

MHCI, MHCII und kostimulatorischen Molekülen aus 147,306,888. Zusätzlich wird auch die 

Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie IL-1β, IL-6, TNF-α und vor allem IL-12 durch IL-

10 limitiert 310,519. In Übereinstimmung mit ihrem tolerogenen Phänotyp weisen IL-10-

behandelte DCs eine deutlich verminderte T-Zell-Aktivierungskapazität auf 305,889,890. Eine 

Transduktion humaner 311 oder muriner DCs 312,891,892 mit IL-10-Expressionskonstrukten 

resultiert in einer vergleichbaren phänotypischen und funktionellen Veränderung, wie eine 

Kultivierung der Zellen in Gegenwart dieses Zytokins. Auf Grund der zahlreichen Studien, die 

den tolerogenen Charakter IL-10-behandelter DCs belegen, wurden IL10-DCs im Rahmen 

der vorliegenden als eine Art „Goldstandard“ in allen komparativen Analysen mitgeführt.   

Infolge der zusätzlichen transgenvermittelten exogenen IL-10 Expression wurde im Rahmen 

dieser Arbeit in entsprechend transduzierten unstimulierten und LPS-stimulierten DCs eine 

im Vergleich zu LV-DCs verstärkte Gesamt-mRNA-Transkription von IL-10 detektiert. In 

Übereinstimmung mit den Resultaten auf mRNA-Ebene wurde dieses Zytokin im Vergleich 

zu LV-DCs in deutlich erhöhten Mengen im Kulturüberstand unstimulierter und LPS-

stimulierter IL10-DCs nachgewiesen. Eine Überexpression von IL-10 in DCs wurde bereits in 

verschiedenen Studien auf Proteinebene demonstriert 312,891,893. 

Die Überexpression von IL-10 resultiert in den hier generierten, unstimulierten IL10-DCs, 

verglichen mit LV-DCs, in einer negativen Regulation der mRNA-Transkription von CD40, 

OX40L, IL-12b, Fascin1 sowie CCR7. In Übereinstimmung mit der vorliegenden Arbeit wurde 
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in IL-10-behandelten 894 und IL-10-überexprimierenden 311 unstimulierten murinen DCs eine 

verminderte CD40 Oberflächenexpression auf Proteinebene detektiert. Takayama und 

Mitarbeiter 895 demonstrierten, dass eine Kultivierung von BM-DCs in Gegenwart von 

murinem oder viralem IL-10 unter basalen Bedingungen die mRNA-Expression von CCR7 

reduziert. Eine infolge einer IL-10-Behandlung verminderte IL-12 Sekretion unstimulierter 

BM-DCs wurde auch von Yanagawa und Mitarbeitern 896 detektiert. Außerdem werden hier in 

unstimulierten IL10-DCs das proinflammatorische Zytokin IL-1β sowie dessen Antagonist IL-

1RA verstärkt exprimiert. Die verstärkte mRNA-Expression von IL-1RA kann auf zwei 

verschiedenen Signalwegen basieren. Durch IL-10 induzierte Signale werden mittels einer 

Aktivierung von JAK1 und nachgeschaltet des TF STAT3 integriert 897-899. Da sich im 

proximalen IL-1RA Promotor eine funktionale STAT3-Bindestelle befindet 839,900, könnte eine 

durch IL-10 erhöhte STAT3-Aktivität in einer verstärkten Expression dieses Zytokins 

resultieren. In Unterstützung dieser Annahme haben Carl und Mitarbeiter 900 demonstriert, 

dass LPS-stimulierte IL-10-behandelte RAW 264.7 Zellen eine über Aktivierung von STAT3 

stark erhöhte IL-1RA mRNA-Expression aufweisen. Unter basalen Bedingungen war die IL-

1RA Expression in Gegenwart von IL-10 jedoch unverändert. Abweichend von der 

vorgenannten Studie könnte in dieser Arbeit auch in unstimulierten IL10-DCs eine durch IL-

10 induzierte Regulation der IL-1RA mRNA-Expression auftreten, da IL10-DCs höhere 

Mengen des Zytokins sekretieren, als für die Behandlung von RAW 264.7 Zellen eingesetzt 

wurden. Somit könnte die STAT3-Aktivität in unstimulierten IL10-DCs tendenziell stärker als 

in unstimulierten RAW 264.7 Zellen sein. Eine weitere Möglichkeit ist eine durch IL-10 

verstärkte Expression von SOCS-3, wie sie in IL-10-behandelten humanen Monozyten 901 

und Neutrophilen 902 detektiert wurde. In der murinen Makrophagen-Zelllinie J774 resultiert 

eine konstitutive SOCS-3 Expression in einer erhöhten IL-1RA mRNA-Expression 903. Die 

verstärkte mRNA-Expression von IL-1β könnte ebenfalls auf einer gesteigerten STAT3-

Aktivität basieren, da in Makrophagen eine spezifische STAT3-Blockade in einer 

verminderten LPS-vermittelten Aufregulation der IL-1β Produktion auf mRNA- und 

Proteinebene resultiert 837.  

In LPS-stimulierten IL10-DCs findet, im Gegensatz zu LV-DCs und in Übereinstimmung mit 

den Resultaten anderen Studien, die auf Proteinebene durchgeführt wurden, keine 

maturierungsassoziierte Aufregulation der mRNA-Expression der kostimulatorischen 

Rezeptoren CD80, CD86 147,306,904, 4-1BBL sowie OX40L statt. Auch die DC-

Maturierungsmarker Fascin1 und CCR7 sowie IL-12b werden in dieser DC-Population 

infolge einer LPS-Stimulierung nicht verstärkt exprimiert. Eine verminderte 

maturierungsassoziierte Aufregulation der Expression von CCR7 895,905,906 und IL-12 156,893,894 

durch eine IL-10-Behandlung oder -Überexpression wurde bereits in vorhergehenden 

Studien beschrieben. Darüber hinaus sind stimulierte IL10-DCs in der hier durchgeführten 
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Studie durch eine gesteigerte Expression des Oberflächenrezeptors SLAM sowie der 

toleranzassoziierten Moleküle IL-1RA, FcγRIIB und IDO gekennzeichnet. Eine erhöhte 

SLAM-Expression auf mRNA- und Proteinebene wurde ebenfalls von McBride und 

Mitarbeitern 306 in LPS-stimulierten IL-10-behandelten humanen DCs detektiert. Ein Einfluss 

von IL-10 auf die mRNA- und Proteinexpression des Toleranzmarkers IDO wurde von 

Raftery und Mitarbeitern 907 nachgewiesen. LPS-stimulierte humane DCs zeigen infolge einer 

Kultivierung in Gegenwart von IL-10 eine deutlich verstärkte IDO-Expression. Auch die 

erhöhte IL-1RA mRNA-Expression deckt sich, wie bereits für das Genexpressionsprofil 

unstimulierter IL10-DCs diskutiert wurde, mit den Ergebnissen anderer Studien 900,903.  

Unter basalen Bedingungen ist die Proteinmenge an MHCII, CD40, CD80 und CD86 auf der 

Oberfläche der hier generierten, unstimulierten IL10-DCs, verglichen mit LV-DCs, deutlich 

vermindert. Ähnliche Resultate wurden auch in anderen Studien infolge einer Behandlung 

mit IL-10 894 bzw. einer IL-10 Überexpression 312,314 für unstimulierte DCs beschrieben. Im 

Rahmen der Genexpressionsanalyse wurde lediglich eine verminderte CD40 mRNA-

Expression detektiert. Infolge einer Stimulierung mit LPS steigt hier die 

Oberflächenexpression der genannten Rezeptoren entweder gar nicht (MHCII, CD40, CD86) 

oder nur moderat (CD80) an. Für CD80 und CD86 zeichnete sich dieses Expressionsprofil 

bereits auf mRNA-Ebene ab. Die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesenen Modulationen 

der Oberflächenexpression stimulierter IL10-DCs decken sich mit den Befunden 

vorhergehender Analysen 156,893,904.  

Entsprechend ihres tolerogenen, maturierungsresistenten Phänotyps wird die geringste 

proliferative Antwort allogener T-Zellen im Vergleich zu LV-DCs und allen analysierten 

transgenexprimierenden DC-Populationen, unter basalen Bedingungen sowie nach einer 

Stimulierung mit LPS, durch IL10-DCs induziert. Dabei ist die APC-Funktion von stimulierten 

IL10-DCs hier so stark vermindert, dass diese Transduktanden eine mit unstimulierten LV-

DCs vergleichbar moderate T-Zell-Proliferation vermitteln. Ähnliche Effekte von IL-10 auf die 

allostimulatorische Kapazität unstimulierter und stimulierter DCs wurden bereits in früheren 

Studien nachgewiesen 147,314,891,894. In Abweichung davon stellt sich die tolerogene Kapazität 

von IL10-DCs im Kontext syngener Kokulturen in der vorliegenden Arbeit nicht so prägnant 

dar. Zwar ist das syngene T-Zell-Aktivierungspotential stimulierter IL10-DCs gegenüber LV-

DCs deutlich reduziert, jedoch induzieren unstimulierte IL10-DCs eine mit LV-DCs 

vergleichbar starke Proliferation kokultivierter T-Zellen. In anderen Studien wurde sowohl für 

unstimulierte 156,312 als auch für stimulierte 306 IL-10-behandelte bzw. IL-10-

überexprimierende DCs in vitro ein reduziertes syngenes T-Zell-Stimulierungspotential 

beschrieben. Wie bereits für IL21-DCs diskutiert, wurden abweichend von den vorgenannten 

Studien im Rahmen dieser Arbeit MOG-reaktive 2D2 T-Zellen in syngenen Kokulturen 
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eingesetzt, weshalb ein Unterschied in der Reaktivität der TCR-transgenen T-Zellen nicht 

ausgeschlossen werden kann. 

Die transgenvermittelte Überexpression von IL-10 verändert in dieser Arbeit neben der T-

Zell-Stimulierungskapazität auch die durch die entsprechenden Transduktanden induzierten 

Zytokinantworten kokultivierter T-Zellen. In den Kokulturen unstimulierter IL10-DCs und 

allogener T-Zellen wurde im Vergleich zu Kontrollansätzen mit LV-DCs eine erhöhte Menge 

des TH2-Markerzytokins IL-5 bei einer unveränderten Konzentration des TH1-Markerzytokins 

IFN-γ nachgewiesen. Das TH2/Treg-Markerzytokin IL-10 wurde in den IL10-DC-haltigen 

Kokulturen nicht detektiert. In den entsprechenden syngenen Kokulturen findet im Gegensatz 

dazu eine abweichende Veränderung des Zytokinprofils statt, da in den jeweiligen 

Überständen verminderte Mengen an IL-5 und IL-10 bei einer unveränderten IFN-γ 

Konzentration detektiert wurden. In Kokulturen stimulierter IL10-DCs und allogener T-Zellen 

wurde hingegen im Vergleich zu Kokulturen mit LV-DCs eine gesteigerten Produktion von 

IFN-γ aber vergleichbare Konzentrationen an IL-5 und IL-10 detektiert. Eine Kokultivierung 

stimulierter IL10-DCs mit syngenen 2D2 T-Zellen resultiert dagegen im Vergleich zu 

Kontrollansätzen mit LV-DCs in einer reduzierten IL-10 Konzentration. Allgemein ist IL-10 als 

Antagonist von TH1-basierten Immunantworten bekannt und inhibiert die Produktion von IFN-

γ 304,908. Dementsprechend wurde auch in Kokulturen mit IL-10-behandelten 306 bzw. IL-10-

überexprimierenden 312 DCs eine reduzierte IFN-γ Produktion nachgewiesen. Die 

abweichenden T-Zell-polarisierenden Eigenschaften der im Rahmen dieser Arbeit 

generierten IL10-DCs beruht eventuell auf einer differentiell modulierten Expression 

intrazellulärer Regulatorproteine. Beispielsweise induziert IL-10 eine Aktivierung des TF 

STAT3 897-899 und inhibiert die nukleare Translokation von NF-κB 904. In der vorliegenden 

Arbeit wurde gezeigt, dass eine transgenvermittelte exogene Expression von STAT3 bzw. 

IκBα, einem NF-κB-Inhibitor, in allogenen Kokulturen mit den entsprechend transduzierten 

stimulierten DCs in einer Reduktion der IL-10 Produktion bzw. einer Steigerung der IFN-γ 

Sekretion resultiert. Generell würde eine Analyse der durch IL-10 veränderten Expression 

bzw. Aktivierung von STAT3, SOCS-3 sowie NF-κB in IL10-DCs eine präzisere 

phänotypische und funktionelle Analyse dieser DC-Population erlauben.  

 

Insgesamt zeigt die komparative Analyse verschiedener Transduktandenpopulationen, dass 

die effizienteste Reduktion der allostimulatorischen Kapazität unstimulierter und stimulierter 

DCs durch eine exogene Expression sekretierter Zytokine erzielt wird. Unter basalen 

Bedingungen sowie nach einer Stimulierung mit LPS wurden die deutlichsten Effekte infolge 

einer exogenen Expression von IL-10 detektiert, gefolgt von IL-21 und IL-1RA. Im Gegensatz 

dazu ist die exogene Expression von TGF-β1 in stimulierten DCs weniger erfolgreich und 

beeinflusst auch nicht das T-Zell-Aktivierungspotential unstimulierter DCs.  
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Entsprechend den in dieser Arbeit durchgeführten Analysen sind IL10- und IL21-DCs 

vergleichbar ineffiziente allogene T-Zell-Stimulatoren, die einen ausgeprägten tolerogenen, 

maturierungsresistenten Phänotyp zeigen. Ähnliche phänotypische und funktionelle 

Charakteristika weisen auch immature BM-DCs und DEX-APCs auf, für die im Rahmen 

dieser Arbeit (vergleiche Abschnitt 4.1) sowie anderer Studien 157,439,626 die Fähigkeit zur 

Induktion von Tregs nachgewiesen wurde. Ebenfalls bekannt ist, dass unstimulierte IL-10-

behandelte 147,441 bzw. IL-10-überexprimierende 312 DCs einen anergen und regulatorischen 

Status in kokultivierten T-Zellen induzieren können.  

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass durch IL-21-überexprimierende DCs 

vorstimulierte alloreaktive T-Zellen ähnlich refraktär gegenüber einer Restimulation sind, wie 

durch LV-DCs oder IL10-DCs vorstimulierte T-Zellen. Alle drei unterschiedlich vorstimulierten 

T-Zell-Populationen zeigten außerdem ein deutliches suppressives Potential, indem sie die 

Proliferation kokultivierter naiver T-Zellen inhibierten. Somit handelt es sich bei allen drei DC-

Populationen nachweislich um tolerogene DCs.  

Ähnlich wie in ihrem regulatorischen Status konvergieren die durch die drei verschiedenen 

APC-Populationen (LV-, IL21-, IL10-DCs) vorstimulierten T-Zell-Populationen in dieser Arbeit 

tendenziell auch in ihrem Genexpressionsprofil. Sie zeigen jeweils eine gegenüber naiven T-

Zellen verminderte mRNA-Expression der TH1-Markermoleküle T-bet und IFN-γ (für durch 

IL10-DCs vorstimulierte T-Zellen nicht statistisch signifikant), der TH2-Markermoleküle GATA-

3 und IL-4 sowie des TH2/Treg-Markermoleküls IL-10. Ebenfalls einheitlich werden von allen 

drei unterschiedlich vorstimulierten T-Zell-Populationen der Treg-Marker Foxp3 (in keinem 

Fall statistisch signifikant) und das TH17-Markermolekül IL-17 verstärkt transkribiert (für 

durch IL21-DCs vorstimulierte T-Zellen nicht statistisch signifikant). Somit induzieren LV-, 

IL10- und IL21-DCs in alloreaktiven T-Zellen generell eine negative Regulation von T-

Effektorzell-Markern, während die Expression des Treg-Markers Foxp3 tendenziell 

aufreguliert wird. Einzigartig für Foxp3 ist seine Beteiligung an der Entwicklung und der 

Vermittlung der suppressiven Funktion von Tregs im murinen System 109-111. Außerdem legt 

dieser Marker die regulatorische Aktivität von Tregs fest, indem er in die Anergie und die 

damit assoziierte Unfähigkeit zur Sekretion von IL-2 und anderer essentieller Zytokine 

involviert ist 473-476. Insgesamt korrelieren die phänotypischen Analysen der verschiedenen 

vorgenannten T-Zell-Populationen mit den auf funktioneller Ebene detektierten anergen 

sowie suppressiven Eigenschaften. Eine Analyse der jeweiligen Foxp3-Expression auf 

Proteinebene sollte zur präziseren Charakterisierung der induzierten Tregs durchgeführt 

werden. 

Neben einer Induktion von Tregs könnte im Rahmen von DC/T-Zell-Kokulturen auch eine 

Modulation der T-Zell-Apoptose stattfinden. In Übereinstimmung mit dieser Annahme wurde 

sowohl für IL-10 605, als auch für IL-21 606 gezeigt, dass sie die Apoptose von T-Zellen 
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fördern. In allen drei unterschiedlich vorstimulierten T-Zell-Populationen findet in der hier 

durchgeführten Studie im Vergleich zu naiven T-Zellen eine verstärkte mRNA-Expression der 

proapoptotischen Moleküle Bax (für durch IL10-DCs vorstimulierte T-Zellen nicht statistisch 

signifikant) und Bid statt. Eine durch IL-10 gesteigerte Bax-Expression in alloreaktiven T-

Zellen wurde auch von Tung und Mitarbeitern 909 detektiert. IL-21 steigert die Bax-Expression 

in follikulären Lymphomazellen 910 und fördert die Aktivierung von Bid in CLL (chronic 

lymphocytic leukemia) B-Zellen 911. Das antiapoptotische Molekül Bcl-2 wird hier von naiven 

T-Zellen deutlich stärker transkribiert als von den drei vorstimulierten T-Zell-Populationen. 

Dabei ist die mRNA-Menge in durch IL10- oder IL21-DCs vorstimulieren T-Zellen geringer, 

als in durch LV-DCs vorstimulierten T-Zellen. Die mRNA-Expression von Bcl-xL, ebenfalls 

ein antiapoptotischer Marker, wird nur in durch IL10- oder IL21-DCs vorstimulieren T-Zellen 

im Vergleich zu naiven T-Zellen herunterreguliert. In verschiedenen Studien wurde in 

Übereinstimmung mit der vorliegenden Arbeit demonstriert, dass IL-21 die Apoptose durch 

negative Regulation der Expression von Bcl-2 607,910 und Bcl-xL 912 fördert. Ähnlich wie für IL-

21 wurde auch für IL-10 in vorhergehenden Studien gezeigt, dass es die Transkription der 

beiden vorgenannten antiapoptotischen Moleküle inhibieren kann 909,913. Die erhöhte mRNA-

Expression proapoptotischer Moleküle bei gleichzeitig verminderter Transkription 

antiapoptotischer Marker in durch IL10- oder IL21-DCs vorstimulierten T-Zellen könnte ein 

Hinweis darauf sein, dass die genannten DC-Populationen in allogenen T-Zellen nicht nur 

Tregs induzieren, sondern gleichzeitig auch die T-Zell-Apoptose steigern. Ein Nachweis 

dieser Hypothese auf Proteinebene durch entsprechende Apoptose-Analysen zur weiteren 

Charakterisierung der verschiedenen T-Zell-Populationen wäre für nachfolgende Studien 

empfehlenswert.   

Eine weitere charakteristische Eigenschaft von IL-21 ist seine essentielle Partizipation an der 

Induktion CD4+ follikulärer T-Helferzellen (TFH) 319, die wesentlich zur Ausbildung von 

Keimzentren beitragen 332,333. Die hier durchgeführte Analyse des Genexpressionsprofils 

zeigte jedoch, das durch LV-, IL-10 oder IL-21-DCs vorstimulierte T-Zellen die vier TFH-

Markermoleküle Bcl-6, CXCR5, IL-6ST sowie IL-6R in jeweils vergleichbarer Stärke auf 

mRNA-Ebene exprimieren. In dem vorliegenden experimentellen System resultiert eine 

Überexpression von IL-21 in DCs somit nicht in einer spezifischen Induktion von TFH-Zellen.  

Obwohl durch LV-DCs, IL10-DCs oder IL21-DCs vorstimulierte T-Zellen einen 

vergleichbaren regulatorischen Status und ein ähnlich moduliertes Genexpressionsprofil 

aufweisen, zeigen sie in dieser Arbeit in Reaktion auf eine allogene Restimulation 

unterschiedliche Zytokinmuster. T-Zellen, die durch LV-DCs oder IL21-DCs vorstimuliert 

wurden, sekretieren im Vergleich zu naiven T-Zellen deutlich verminderte Mengen an IFN-γ 

und IL-5, aber vergleichbare Mengen an IL-10. Abweichend von diesem Profil ist in T-Zellen, 

die mit IL10-DCs kokultiviert wurden, die Produktion von IL-10 massiv reduziert, während die 
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Konzentrationen an IFN-γ und IL-5 vergleichbar zu den Kontrollansätzen sind. Sowohl mit 

IL21-DCs, als auch vor allem mit IL10-DCs vorstimulierte T-Zellen weisen infolge einer 

Restimulation eine deutlich erhöhte Sekretion des TH17-Markerzytokins IL-17 auf. Somit 

deckt sich das Zytokinprofil der unterschiedlich vorstimulierten T-Zell-Populationen nach 

einer allogenen Restimulation teilweise mit dem ermittelten Genexpressionsprofilen vor einer 

Restimulation.  

Der Einfluss der drei unterschiedlich vorstimulierten T-Zell-Populationen auf die 

Zytokinsekretion kokultivierter naiver T-Zellen ist ebenfalls variabel. T-Zellen, die durch LV-

DCs vorstimuliert wurden, hemmen massiv die IFN-γ Produktion naiver kokultivierter T-

Zellen. Im Gegensatz dazu regulieren durch IL10-DCs vorstimulierte T-Zellen die IL-5 und 

vor allem die IL-10 Sekretion negativ. T-Zellen, die durch IL21-DCs vorstimuliert wurden, 

supprimieren deutlich die Sekretion von IFN-γ und unterbinden vollständig die IL-5 

Produktion in kokultivierten naiven T-Zellen. Bemerkenswerterweise produzieren durch IL21-

DCs vorstimulierte T-Zellen infolge einer allogenen Restimulation hohe Mengen an IL-10, 

inhibieren jedoch vollständig die IL-10 Produktion naiver T-Zellen in parallelen 

Suppressionsansätzen. Somit scheint IL-10 im Kontext mit IL21-DCs eine wichtige Rolle zu 

spielen, die in weiterführenden Studien intensiver analysiert werden sollte. Mit IL10- oder 

IL21-DCs vorstimulierte T-Zellen produzieren nicht nur nach einer Restimulation erhöhte 

Mengen an IL-17, sie können die Sekretion dieses Zytokins auch nicht in parallelen 

Suppressionsansätzen supprimieren. Somit unterstützen die Ergebnisse der vorliegenden 

Arbeit den für IL-21 postulierten TH17-polarisierenden Charakter vorhergehender 

Studien 321,334. Allerdings ist IL-21 nicht notwendigerweise ein stärkerer TH17-Induktor als 

andere Zytokine, wie hier für IL-10 gezeigt wurde. Soweit bekannt, wurde IL-10 bisher nicht 

mit der Induktion von TH17-Zellen in Verbindung gebracht. Insgesamt zeigen die Analysen, 

dass durch IL21-DCs vorstimulierte T-Zellen im Vergleich zu den beiden anderen T-Zell-

Populationen am potentesten die Sekretion von TH2-Markerzytokinen durch naive T-Zellen 

supprimieren. 

 

Eine der Hauptintensionen der vorliegenden Arbeit galt der Identifizierung von Molekülen, die 

in DCs einen protolerogenen sowie maturierungsresistenten Phänotyp induzieren und somit 

geeignete Kandidatenmoleküle für eine therapeutische in vivo-Applikation in verschiedenen 

Krankheitsmodellen darstellen. Von allen analysierten Molekülen besitzt IL-21 (neben dem 

potentesten antiinflammatorischen Zytokin IL-10) das stärkste Potential für eine Inhibition 

allogener T-Zell-Antworten. Auf Grund der Ergebnisse der komparativen in vitro-Analysen 

wurde das kurative Potential von IL10- und IL21-DCs nachfolgend im murinen 

Krankheitsmodell der haptenvermittelten Kontaktallergie untersucht. 
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4.5 Untersuchungen zur tolerogenen Aktivität IL10- und IL21-DCs 

in vivo im murinen Modell der Kontaktallergie  

 

IL10- und IL21-DCs weisen nicht nur den am stärksten ausgeprägten protolerogenen, 

maturierungsresistenten Phänotyp auf, sondern induzieren in vitro in kokultivierten allogenen 

T-Zellen außerdem einen anergen sowie suppressiven Status. In vorgehenden Studien 

wurde demonstriert, dass IL-10- 914 oder IL-21-behandelte 326, haptengepulste BM-DCs, die 

vor einer Sensibilisierung in Mäuse injiziert wurden, die Ohrschwellung im Krankheitsmodell 

der haptenvermittelten Kontaktallergie (CHS) nach der Provokation verhindern. Somit 

bestätigen die in dieser Arbeit durchgeführten komparativen Analysen das DC-

tolerogenisierende Potential der Zytokine IL-10 und IL-21. Erweitert wurden diese Befunde 

durch eine Evaluierung der tolerogenen Aktivität von IL10- und IL21-DCs im Rahmen der 

CHS, wobei ein therapeutischer Ansatz gewählt wurde. Im Gegensatz zu LV-DCs inhibieren 

haptengepulste IL10- und IL21-DCs deutlich die Ohrschwellung von entsprechend 

behandelten Mäusen in Reaktion auf eine Provokation.  

Diese Abweichung im tolerogenen Potential von LV-DCs gegenüber IL10- und IL21-DCs in 

vivo ist auffällig, da alle drei APC-Populationen in vitro einen regulatorischen Status in 

kokultivierten allogenen T-Zellen induzieren. Einer der Gründe ist vermutlich der im Vergleich 

zu LV-DCs stärker ausgeprägte protolerogene Phänotyp von IL10- und IL21-DCs. Diese 

Annahme wird durch den Befund bekräftigt, dass Lymphknotenzellen aus Mäusen der IL10-

DC- oder IL21-DC-Gruppe eine im Vergleich zu Zellen aus der LV-DC-Gruppe gesteigerte 

mRNA-Expression des Treg-Markers Foxp3 (nicht statistisch signifikant) aufweisen. Somit 

könnte die tolerogene Aktivität der jeweiligen Zytokin-überexprimierenden DC-Population 

teilweise über eine Expansion Foxp3+ Tregs vermittelt werden, wie es auch für IL-10-

überexprimierende BM-DCs im murinen experimentellen Asthmamodell demonstriert 

wurde 893. Außerdem reduziert eine Blockade von IL-21 in Foxp3-EGFP Reportermäusen die 

Anzahl von nTregs und verhindert deren suppressive Aktivität im EAE-Modell 339. Da das 

potente antiinflammatorische Zytokin TGF-β1 von allen Lymphknotenzell-Populationen auf 

mRNA-Ebene in vergleichbarer Menge exprimiert wird, scheint das tolerogene Potential von 

IL10- und IL21-DCs in vivo nicht auf der Induktion TGF-β1-sekretierender T-Zellen zu 

basieren. Die im Vergleich zu einer Applikation von LV-DCs durch IL10- oder IL21-DCs 

inhibierte Ohrschwellung beruht wahrscheinlich nicht auf einer verstärkten Induktion von T-

Zell-Apoptose im Lymphknotenkompartiment, da alle drei Zellpopulationen die 

proapoptotischen Marker Bax und Bid vergleichbar stark exprimieren. Zwar wird das 

antiapoptotische Molekül Bcl-2 in Zellen der IL10- und IL21-DC-Gruppe im Vergleich zur 

Kontrollgruppe vermindert transkribiert, aber gleichzeitig wird die mRNA-Expression des 
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zweiten antiapoptotischen Markers Bcl-xL in den beiden erstgenannten Zellpopulationen 

aufreguliert.  

Im Gegensatz zu den Genexpressionssignaturen der verschiedenen 

Lymphknotenzellpopulationen wird Foxp3 von Milzzellen der LV-, IL10- und IL21-DC-Gruppe 

in jeweils vergleichbarer Stärke auf mRNA-Ebene exprimiert. Die Transkription von TGF-β1 

findet ebenfalls in allen drei analysierten Zell-Populationen auf ähnlichem Niveau statt. Auch 

im Milzzellenkompartiment tritt in Mäusen, denen IL10- oder IL21-DCs injiziert wurden, keine 

im Vergleich zur Kontrollgruppe verstärkte mRNA-Expression proapoptotischer oder 

verminderte Transkription antiapoptotischer Markermoleküle auf.  

In Unterstützung der Annahme einer stärker ausgeprägten tolerogenen Aktivität in IL10- und 

IL21-DCs als in LV-DCs, produzieren Lymphknotenzellen aus Mäusen der IL10-DC- oder 

IL21-DC-Gruppe eine im Vergleich zu Zellen aus der LV-DC-Gruppe geringere Menge des 

TH1-Markerzytokins IFN-γ in Reaktion auf eine haptenspezifische Restimulation. Diese 

Resultate belegen, dass IL10- und IL21-DCs eine CHS-Reaktion kongruent über eine 

Reduktion der Expansion IFN-γ-produzierender CD8+ und CD4+ T-Effektorzellen, die 

essentiell an inflammatorischen Antworten im CHS-Modell beteiligt sind 915, inhibieren. 

Darüber hinaus wurde für Lymphknotenzellen IL10-DC-injizierter Mäuse eine, verglichen zur 

Kontrollgruppe, reduzierte Sekretion von IL-5 und IL-10 (nicht statistisch signifikant) 

detektiert. Es wird angenommen, dass IL-17 einen verstärkenden Einfluss auf CHS-

Reaktionen ausübt, da IL-17-defiziente Mäuse eine verminderte IFN-γ Produktion und 

Ohrschwellung aufweisen 916. In dem vorliegenden experimentellen System scheint dieses 

Zytokin jedoch eine untergeordnete Rolle zu spielen, da Lymphknotenzellen der LV-DC- und 

IL21-DC-Gruppe vergleichbare Mengen IL-17 sekretieren und in Überständen von Zellen der 

IL10-DC-Gruppe die höchste Konzentration an IL-17 detektiert wurde.  

Ähnlich zu den Befunden im Lymphknotenkompartiment sekretieren Milzzellen der IL10-DC-

Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich verminderte Mengen an IFN-γ in Reaktion 

auf eine haptenspezifische Restimulation. In Milzzellen der IL21-DC-Gruppe ist 

demgegenüber die Produktion des TH2-Markerzytokins IL-5 aufreguliert, was eine 

Polarisierung der T-Zell-Antwort in Richtung TH2 vermuten lässt, die ebenfalls zu einer 

Gegenregulation der CHS-Reaktion beitragen könnte. Im Gegensatz zu Milzzellen der IL10- 

und IL21-DC-Gruppe produzieren Milzzellen der LV-DC-Gruppe infolge einer Restimulation 

kein IL-17. Diese Befunde unterstreichen die Annahme, dass IL-17 in dem vorliegenden 

CHS-System keinen wesentlichen Einfluss auf den Verlauf der inflammatorischen Reaktion 

hat.   

Neben den teilweise überlappenden tolerogenen Mechanismen zeigen IL10- und IL21-DCs 

auch deutlich voneinander abweichende Aktivitäten, da Lymphknotenzellen der IL10-DC-

Gruppe, wie vorstehend beschrieben, nicht nur ein von der IL21-Gruppe abweichendes 
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Zytokinprofil, sondern auch eine hypoproliferative Antwort in Reaktion auf eine 

haptenspezifische Restimulation aufweisen. Anders als im Lymphknotenkompartiment wurde 

sowohl für Milzzellen aus der IL10-DC-Gruppe, als auch für Zellen aus der IL21-DC-Gruppe 

infolge einer Restimulation eine im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich reduzierte 

proliferative T-Zell-Antwort detektiert. Somit basiert die tolerogene Aktivität von IL10-DCs 

vermutlich teilweise auch auf einer Inhibition der Lymphozytenproliferation und einer 

Reduktion der IFN-γ Produktion haptenspezifischer T-Zellen. 

Generell ist zu erwähnen, dass die Isolierung der Lymphknoten- und Milzzellen an Tag 7 

nach der Provokation erfolgte; also zu einem Zeitpunkt, an dem die CHS-Reaktion bereits 

vollständig abgelaufen war. Zu diesem Zeitpunkt sind die durch die verschiedenen DC-

Populationen induzierten tolerogenen Aktivitäten vermutlich vollständig etabliert. Eine weitere 

Analyse der durch die jeweilige DC-Population induzierten potentiellen Toleranzabläufe wäre 

möglich, wenn eine Isolation der Zellen im Höhepunkt des Krankheitsverlaufs (beispielsweise 

48 Stunden nach der Provokation) erfolgen würde. Zusätzlich wäre eine positive 

Anreicherung CD4+ und CD8+ T-Zellen aus den beiden genannten lymphatischen Organen 

sinnvoll, da bei Verwendung der heterogenen Gesamtzellen die Möglichkeit nicht eindeutiger 

Resultate erhöht ist.  

 

 

4.6 Ausblick 

 

Insgesamt bietet die komparative Analyse der phänotypischen und funktionalen 

Eigenschaften unterschiedlich transduzierter DCs eine reelle Basis für Entscheidungen 

bezüglich einer Eignung dieser DCs in therapeutischen Ansätzen. Bisher liegen für 

zahlreiche der hier analysierten Moleküle, wie beispielsweise IL-21, keine vergleichbaren 

Studien vor. Darüber hinaus gibt es keine komparativen Studien, die die Wirkungsweise 

verschiedener immunmodulatorischer Moleküle auf DC-Funktionen zeigen. Eine Meta-

Analyse der publizierten Arbeiten zur Charakterisierung einzelner Moleküle in Bezug auf ihre 

DC-modulierenden Eigenschaften ist insbesondere auf Grund methodischer Unterschiede 

kaum möglich. 

Wie hier für IL-21 und IL-10 gezeigt wurde, weisen entsprechend transduzierte DCs eine 

therapeutische Effizienz in einem murinen Kontaktallergiemodell auf. In nachfolgenden 

Arbeiten könnte in diesem Modell die kurative Wirkung weiterer DC-Transduktanden 

untersucht werden, die in vitro ebenfalls eine geringe APC-Aktivität aufweisen, wie 

beispielsweise IL1RA-DCs. 

Auf Grund des ausgeprägten Interesses am immuntherapeutischen Einsatz genetisch 

modifizierter DCs 378 zur Therapie von Autoimmunerkrankungen und der Toleranzinduktion 
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gegenüber Transplantaten, sollte die kurative Wirkung von DC-Transduktanden in weiteren 

murinen Krankheitsmodellen, wie beispielsweise der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA) als 

Modell für rheumatoide Arthritis, untersucht werden. Generell sind für solche Applikationen 

auch DC-Transduktanden von Interesse, die die Ausprägung krankheitsassoziierter T-Zell-

Antworten modulieren können. Entsprechend dieser Annahme wurde im Modell der CIA, bei 

der die Entzündungsreaktion vor allem durch TH1-Zellen getragen wird 917, mittels einer 

Injektion IL-4-exprimierender DCs eine kurative Wirkung durch eine Verschiebung der T-Zell-

Polarisierung in Richtung einer TH2-Antwort erzielt 918. 

Weiterhin könnten lentivirale Partikel, die in entsprechend transduzierten DCs einen 

therapeutisch effektiven Status induziert haben, direkt in vivo appliziert werden 399. Zur 

Sicherstellung einer DC-spezifischen Transgenexpression sollte die Expression dann unter 

der Kontrolle eines DC-spezifischen Promotors stehen. Innerhalb der Arbeitsgruppe wurden 

unter diesem Aspekt die Promotoren des murinen 376 und humanen 416 Fascin-Gens 

charakterisiert und funktional validiert. In dieser Arbeit wurde die grundsätzliche Eignung des 

murinen Fascin-Promotors gezeigt, nach einem lentiviralen Transfer in DCs eine effektive 

Transgenexpression zu vermitteln. 

Der kritischste Schritt für die Etablierung genetisch modifizierter DCs zur Immuntherapie im 

Menschen ist der Transfer muriner Studien auf humane in vivo-Modelle. Hierbei stellt derzeit 

die sogenannte humanisierte Maus, die selbst immundefizient ist, und in der nach einer 

Rekonstitution mit humanen CD34+ pluripotenten Blutstammzellen alle relevanten humanen 

Leukozytenpopulationen ausdifferenzieren, das bislang am besten geeignete 

humanimmunologische Modellsystem dar 919. In diesem Modell könnte die Effizienz in vitro 

lentiviral transduzierter Monozyten-abgeleiteter humaner DCs in verschiedenen 

Krankheitsmodellen getestet werden. Daneben kann im Rahmen einer anzustrebenden 

Etablierung des humanen Fascin-Promotors für ein transkriptionales Targeting humaner DCs 

in vivo die Effizienz und DC-Spezifität entsprechender lentiviraler Partikel getestet werden. 
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5 Zusammenfassung 
 

Dendritische Zellen (DCs) stellen ein attraktives Ziel für immuntherapeutische Strategien dar, 

weil sie die Fähigkeit besitzen, im immaturen und semi-maturen Status Toleranz und infolge 

einer Aktivierung starke Immunantworten zu induzieren. Eine Modifizierung von DCs in vitro 

erfolgt meist durch eine Behandlung mit Mediatoren, die den Aktivierungszustand sowie die 

T-Zell-polarisierenden Eigenschaften verändern. Vor allem tolerogenisierende Agenzien 

haben jedoch pleiotrope Effekte, die sich vielfach negativ auf die Lebensfähigkeit, die 

Migration und die chemotaktische Aktivität von DCs auswirken. Damit derartige negative 

Einflüsse umgangen werden können, steht die Identifizierung und spezifische 

Überexpression tolerogener Schlüsselmoleküle in DCs im Fokus aktueller Studien.  

Der erste Abschnitt der vorliegenden Studie konzentrierte sich auf die Identifikation potentiell 

protolerogener Moleküle in DCs. Als Modell für tolerogene APCs wurden murine 

Knochenmarkszellen unter DC-differenzierenden Bedingungen in Anwesenheit des 

Glucocorticoids Dexamethason (DEX) kultiviert. Die generierten DEX-APCs waren 

größtenteils refraktär gegenüber einer Stimulierung mit LPS und induzierten in einer 

Population CD25+ depletierter T-Zellen de novo CD4+ und CD8+ regulatorische T-Zellen 

(iTreg). DEX-APCs zeigten einen protolerogenen Phänotyp, der unter anderem durch eine 

gesteigerte mRNA-Expression toleranzassoziierter Moleküle (IL-1RA, IL-10, HO-1, FcγRIIB, 

GILZ, MKP-1) charakterisiert war. Basierend auf diesen Ergebnissen und Literaturstudien 

wurden distinkte Transgene mit immunmodulatorischer Funktion (siehe unten) für eine 

Überexpression in DCs selektiert. 

DCs sind non-viral kaum transfizierbar, weshalb zahlreiche Transduktionsprotokolle 

entwickelt wurden. Trotz der höheren Effizienzen ist vielfach eine positive Anreicherung von 

Transduktanden für nachfolgende Analysen notwendig. Damit dieser Schritt entfällt, wurde 

hier die lentivirale Transduktion von DCs so optimiert, dass Effizienzen von rund 95 % 

erreicht wurden. In diesem Kontext wurde festgestellt, dass der mit dem Prozess der 

Transduktion assoziierte physikalische Stress in einer partiellen Aktivierung von DCs 

resultiert. Trotzdessen zeigten BM-DCs, die die immunmodulatorischen Zytokine IL-10 oder 

IL-21 überexprimieren, einen protolerogenen Phänotyp und induzierten in vitro Tregs. 

Darüber hinaus reduzierten beide DC-Populationen in einem therapeutischen Ansatz im 

murinen Krankheitsmodell der haptenvermittelten Kontaktallergie haptenspezifisch die 

Ohrschwellung in Reaktion auf eine Provokation. DCs, die andere Zytokine (IL-1RA, TGF-

β1), intrazelluläre Regulatorproteine (IκBα, MKP-1, STAT3, SOCS-1) oder 

Oberflächenrezeptoren (PD-L1, B7-H2, B7-H3, FcγRIIB, PirB) transgenvermittelt 

exprimierten, wiesen eine jeweils spezifische Modulation der Genexpressionssignatur auf. 

Die meisten dieser transduzierten DC-Populationen waren durch eine verminderte 
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allostimulatorische Kapazität gekennzeichnet und induzierten jeweils variierende 

Zytokinmuster in kokultivierten T-Zellen.  
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6 Abstract 
 

Dendritic cells (DCs) constitute an attractive target for immunotherapeutic strategies due to 

their ability to induce tolerance in an immature to semi-mature state, and to induce strong 

immune responses upon activation. Conventionally, DCs are modified in vitro by applying 

mediators which affect their activation state and T cell polarizing capacities. However, 

especially in the case of tolerizing agents due to their pleiotropic effects most often the 

viability, migratory and chemotactic activity of DCs are hampered. To circumvent these 

problems, current studies focus on the identification and specific overexpression of tolerizing 

key molecules in DCs. 

This study focussed in its first part on the identification of potential protolerogenic molecules 

in DCs. We applied the synthetic glucocorticoid dexamethasone (DEX) to cultures of murine 

bone marrow-derived progenitors, which were kept under DC-differentiating conditions. The 

derived DEX-APCs were largely refractory to stimulation with LPS and induced from CD25-

depleted T cell populations de novo regulatory T cells (iTreg) of both CD4+ and CD8+ 

phenotype. DEX-APCs were characterized by a protolerogenic phenotype (elevated mRNA 

expression of IL-1RA, IL-10, HO-1, FcγRIIB, GILZ, MKP-1). Based on these studies and 

other reports a panel of transgenes with immunomodulatory function (see below) was 

selected for overexpression in DCs. 

With regard to the low DNA transfection efficiency of DCs, several transduction protocols 

have been adopted. Although rather high transduction efficiencies are obtained, for 

downstream applications laborious enrichment of transductants is required in many cases. 

To avoid this step, in this study a lentiviral transduction procedure was optimized for BM-

DCs, which yielded a very high efficiency up to 95%. In the course of these studies it was 

noted that the physical stress of DCs subjected to lentiviral transduction resulted in their 

partial activation. Nonetheless, BM-DCs forced to overexpress the antiinflammatory cytokine 

IL-10 or the immunomodulatory cytokine IL-21 displayed a protolerogenic phenotype and 

induced Tregs in vitro. Moreover, in a murine model of contact hypersensitivity, when 

injected after sensitization, either hapten-pulsed transduced DC population reduced ear 

swelling responses after challenge in a hapten-specific manner. BM-DCs transduced with 

lentivirus encoding other cytokines (IL-1RA, TGF-ß1), intracellular regulators (IkB-a, MKP-1, 

STAT-3, SOCS-1) or surface receptors (PD-L1, B7-H2, B7-H3, FcgRIIB, PirB) displayed 

altered gene expression signatures in a transgene-dependent manner. Most of these 

transduced DC populations displayed an impaired acquisition of potent primary T cell 

stimulatory potency and altered the cytokine milieu of DC/T cell cocultures with respect to 

Th1/Th2 markers. 
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1. Schematische Darstellung des Vektors pCMV ∆8.91 

 

                               

 

 

 

2. Schematische Darstellung des Vektors pZero-2 
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3. Schematische Darstellung des Vektors pMD.G 

 

 

 

 

4. Schematische Darstellung des Vektors pDsRed2-N1 
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5. Schematische Darstellung des Vektors pIRES-EGFP 

 

 

 

 

 

 

6. Schematische Darstellung des Vektors pCI 
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7. Schematische Darstellung des Vektors pUC19 
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