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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das neonatale Immunsystem

Das Immunsystem Neugeborener arbeitet zundchst weniger effektiv als das Erwachsener. Aus
diesem Grund ist zum einen die Anfélligkeit fur Infektionskrankheiten bei Sauglingen bis weit
ins Kleinkindalter hinein deutlich erh6ht, zum anderen wird eine effektive Vakzinierung dieser
Altersgruppe erschwert (Siegrist, 2001; Siegrist, 2007). Diese Tatsachen beruhen auf einer
eingeschrankten Fahigkeit zur Generierung angeborener (Marodi, 2006; Kollmann et al., 2012)
sowie adaptiver Immunantworten, welche beziiglich neonataler antigenprésentierender
dendritischer Zellen und T-Zellen eine Unreife aufweisen (Harris et al., 1992; Trivedi et al.,
1997; Velilla et al., 2006). Neonatale DCs haben demnach eine verminderte F&higkeit, naive
T-Zellen zu aktivieren, also T-Zell-Hilfe zu leisten. Ein damit zusammenhé&ngendes Phdnomen
der neonatalen Unreife stellt die nur schwach ausgepragte T-Helferl-Antwort (Th1-Antwort)
dar (Adkins, 2000), was sich in einer erhéhten Anfalligkeit insbesondere fiir Infektionen
auBert, welche durch intrazellulare Erreger wie Parasiten und Viren ausgeldst werden (Cuenca
et al., 2013). Diese Ph&nomene kdnnten jedoch eine Anpassung des neonatalen Immunsystems
darstellen (Levy, 2007; Wood und Siegrist, 2011), da sonst aufgrund der zahllosen fiir das
Neugeborene neuen Umwelteinflisse die Gefahr schadlicher Immunreaktionen bestiinde. Eine
zusétzliche Erklarung fir die gedampften Thl-Antworten des Neugeborenen konnte die
Uberwiegende Th2-Polarisierung der Mutter wahrend der Schwangerschaft sein, die dazu
beitragt, dass der fiir sie genetisch zur Halfte fremde Fotus nicht aufgrund von Th1-Antworten
abgestollen wird (Wegmann et al., 1993; Dealtry et al., 2000; Raghupathy et al., 2012).
Dadurch ist auch das kindliche Immunsystem zundchst eher in Richtung von Th2-Antworten
geprégt. Erst im Laufe der Kindheit entwickelt sich eine mit Adulten vergleichbare Kapazitat

zur Thl-Polarisierung.

1.2 Dendritische Zellen

1.2.1 Die Rolle dendritischer Zellen im Immunsystem

Dendritische Zellen erhielten ihren Namen aufgrund ihrer Morphologie mit den fir sie
typischen dendritenartigen Ausldufern (griech.: Dendro = Baum) (Steinman und Cohn, 1973).

Langerhans hatte zuvor bereits die nach ihm bezeichneten Langerhans-Zellen in der Haut
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beschrieben, jedoch ohne dass ihm deren Bedeutung fir das Immunsystem bekannt gewesen
waére (Langerhans, 1868).

Dendritische Zellen sind professionelle antigenprasentierende Zellen und vermitteln zwischen
der angeborenen und der adaptiven Immunantwort. Nicht nur in der Haut, sondern tberall in
den Geweben des Korpers verteilt, befinden sich unreife DCs, die im Falle einer Infektion
Fremdkorper durch Phagozytose oder Pinozytose aufnehmen. Diese werden dann im Endosom
der Zelle in Peptide definierter Lange zerlegt und schlieRlich tber MHC-Molekile an der
Zelloberflache prasentiert. Die nunmehr reifen DCs zeigen eine gesteigerte Expression von
MHC-Molekdilen und kostimulatorischen Molekdlen, wéhrend sie ihre F&higkeit Antigene zu
phagozytieren verlieren.

Sie migrieren in die lymphatischen Organe und treffen dort auf naive T-Zellen, die sie Uber
Interaktion zu  Antigen-spezifischen  T-Zellantworten  veranlassen konnen. Diese

Zusammenhange werden in Kapitel 1.4.2 ausfuhrlicher besprochen.

1.2.2 Subtypen dendritischer Zellen

Humane dendritische Zellen werden in verschiedene Subtypen eingeteilt. Zum einen gibt es
myeloide DCs (mDCs), die aus Stammzellen des Knochenmarks differenzieren, zum anderen
plasmazytoide DCs (pDCs), die von lymphoiden Vorldufern abstammen. Diese beiden
Zelltypen unterscheiden sich durch die Produktion unterschiedlicher Oberflachenmarker und
Zytokine, und damit einhergehend einer abweichenden Funktionalitét.

Bei den mDCs handelt es sich um die wichtigsten Vertreter professioneller
antigenprasentierender Zellen, die durch die Aufnahme, Prozessierung und anschlielende
Prasentation von Antigenen und nach Migration in die lymphatischen Organe die Aktivierung
naiver, antigenspezifischer T-Helferzellen bewirken (Steinman, 1991; Cella et al., 1997;
Banchereau und Steinman, 1998). Somit (iberbriicken mDCs den Ubergang von der
unspezifischen, angeborenen Immunantwort zu der spezifischen, adaptiven Immunantwort.
pDCs hingegen tragen vor allem zur Abwehr von Viren bei, deren Bestandteile Uber
intrazelluldre TLR-Rezeptoren erkannt werden. pDCs sind als einziger Zelltyp in der Lage
zeitnah grofRe Mengen an antiviral wirkenden Typl-Interferonen (IFN) zu bilden. Jedoch wurde
berichtet, dass auch pDCs antigenpréasentierende Funktionen besitzen (Villadangos und Young,
2008; Bao und Liu, 2013).
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1.3 Angeborene Immunitat

1.3.1 Mechanismen zur Pathogenabwehr

Der Mensch verfiigt tber eine Vielzahl an Mechanismen, die den Organismus schnell und
zunéchst wenig selektiv vor eindringenden Pathogenen schiitzen.

Fir den Fall, dass die Barrierefunktionen der Haut oder der Schleimh&ute das Eindringen von
Erregern nicht verhindern konnen, kommt die zelluldare Abwehr zum Tragen. So kdnnen
phagozytierende Zellen wie dendritische Zellen, Makrophagen oder die kurzlebigen
neutrophilen Granulozyten Bakterien, die sogenannte ,PAMPs* (Pathogen associated
molecular patterns) tragen, mittels Keimbahn-kodierter Rezeptoren wie z.B. den Toll-like-
Rezeptoren (TLRs) erkennen, internalisieren und somit unschddlich machen (Akira und
Takeda, 2004; Arancibia et al., 2007). Bei PAMPs handelt es sich um bei pathogenen
Mikroorganismen vorkommende, repetitive molekulare Strukturen, wie beispielsweise das
Lipopolysaccharid (LPS) als ein typischer Bestandteil der Bakterienzellwand Gram-negativer
Bakterien.

Neben den oben genannten phagozytierenden Zellen sezernieren die natirlichen Killerzellen
zytotoxische Granula zur Lyse von Zellen, die mit intrazelluldren Erregern infiziert sind.

Der Vollstandigkeit halber erwédhnt werden sollen hier auch Akute-Phase-Proteine und das
Komplementsystem. Akute-Phase-Proteine, z.B. das C-reaktive Protein, werden durch die
Leber als Antwort auf bestimmte Zytokine (siehe Kapitel 1.2.3), genauer IL-1, IL-6 und TNF-
o produziert, und aktivieren neben der Verbesserung der Phagozytose wiederum das
Komplementsystem.

Letzteres besteht aus einer Gruppe von Plasmaproteinen, die der Abwehr extrazellularer
Pathogene dient. Dabei wird entweder durch Umschlielen des Pathogens durch
Komplementproteine dessen Phagozytose erleichtert oder dieses direkt mithilfe der

Komplementproteine zerstort.

1.3.2 Zytokine und Chemokine: Botenstoffe des Immunsystems

Ein Wirkmechanismus der angeborenen Immunantwort ist die Inflammation. Charakteristisch
fiir eine solche Entziindungsreaktion, die z.B. durch Verletzungen und Infektionen verursacht
werden kann, ist die Ansammlung von Flissigkeit, Plasmaproteinen und Leukozyten (Janeway
et al., 2002). Werden Mikroorganismen iber PAMPs erkannt und anschlie3end aufgenommen,

reagieren die phagozytierenden Zellen mit der Sekretion proinflammatorischer Zytokine.
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IL-1
IL-6
TNFa

|
! ! ! ! !

Leber Knochenmark Hypothalamus Fett DCs
Endothel Muskeln
o Mobilisierung von Durch TNFa

Akute- Mobilisierung Erhohung der Proteinen und induzierte Reifung

Phast_e- von ] Korper- Energie zur und Wanderung zu

Proteine Neutrophilen temperatur Erhohung der Lymphknoten

Korpertemperatur

Aktivierung von Phagozytose Verminderte virale und bakterielle Einleitung der
Komplement/ Replikation, schnellere adaptiven
Opsonisierung Antigenprozessierung-> verstarkte Immunantwort

adaptive Immunantwort

Abbildung 1.1: Uberblick tiber die biologischen Wirkungen von IL-1, IL-6 und TNF-a (Tumor Nekrose-
Faktor- o); nach Janeway et al., 2002, modifiziert.

Diese induzieren eine erhdhte Expression von Adh&sionsmolekiilen durch das Endothel und
ermoglichen somit ein Einwandern von Immunzellen in das betroffene Gewebe. Als
systemische Reaktion kann Fieber auftreten (Abbildung 1.1). Zudem werden von den
phagozytierenden Zellen Chemokine sezerniert, chemotaktisch wirkende Zytokine. Ausgehend
von den produzierenden Zellen entsteht ein Chemokin-Konzentrationsgradient, entlang dessen
weitere Immunzellen rekrutiert werden konnen, sofern sie den entsprechenden, G-Protein-
gekoppelten Chemokin-Rezeptor auf ihrer Oberflache exprimieren. Es gibt unterschiedliche
Chemokin-Gruppen, von denen im Rahmen der vorliegenden Arbeit zwei von Bedeutung sind
(Abbildung 1.2): Zum einen die CC-Chemokine, welche zwei direkt aufeinander folgende
Cysteinreste an ihrem Aminoende besitzen, und zum anderen die CXC-Chemokine, bei denen
diese beiden N-terminalen Cysteinreste durch eine weitere Aminoséure voneinander getrennt

vorliegen (Fernandez und Lolis, 2002).
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Im Folgenden sollen einige in der vorliegenden Arbeit untersuchten Zytokine und Chemokine
vorgestellt werden:

IL-1p ist ein inflammatorisches Zytokin aus der IL-1-Familie. Das zundchst produzierte
Vorlauferprotein wird wahrend der Prozessierung durch zelluldre Proteasen gespalten und
anschlieRend sezerniert. Es induziert die Produktion von IL-6 und l6st Fieber aus (Dinarello,
1996), dartiber hinaus erhoht es die Durchléssigkeit des Endothels (Puhlmann et al., 2005).
IL-6 wiederum ist von Bedeutung beim Ubergang von der angeborenen zu einer adaptiven
Immunantwort. Im Rahmen der angeborenen Immunantwort hemmt IL-6 die Produktion von
IL-8 und indirekt TNF-o (Tumor-Nekrose-Faktor-a) und IL-1. Zudem trégt IL-6 zur
Ausbildung einer adaptiven Immunantwort bei, indem es die T-Zell-Polarisation beeinflusst
und die Reifung und Aktivitat von DCs steuert (Jones, 2005).

TNF-a verbessert die Durchldssigkeit des Endothels fiir Immunzellen durch eine gesteigerte
Expression  von  Leukozyten-Adhésionsmolekilen  wie  ICAM-1  (Interzelluléres
Adhasionsmolekil 1). Zudem begiinstigt TNF-a die Freisetzung von Chemokinen wie IL-8
und CXCL10, die Leukozyten rekrutieren (Bradley, 2008).

Bei IL-8, das auch CXCL8 genannt wird, handelt es sich um ein inflammatorisches Zytokin
und Chemokin aus der CXC-Familie. Die Expression von IL-8 wird durch die
inflammatorischen Zytokine IL-1 und TNF-a induziert (Baggiolini und Clark-Lewis, 1992).
IL-8 wirkt chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten und T-Zellen und ist somit ein
Mediator im Rahmen akuter Inflammationen (Larsen et al., 1989; Harada et al., 1994). Die
Produktion von IL-6 wird durch IL-8 inhibiert (Jones, 2005).

IL-12 induziert die Produktion von Interferon y (IFNy) und fordert somit Th1-Immunantworten
wie auch die Aktivierung von Natural Killer-Zellen (Chan et al., 1991; Trinchieri et al., 1992).
Ein antiinflammatorisches Zytokin, das von fast allen Zellen des Immunsystems produziert
wird und das eine Vielzahl von regulatorischen Funktionen aufweist, ist IL-10. Die zentrale
Funktion von IL-10 ist es, Immunreaktionen einzugrenzen, insbesondere durch das Verhindern
zu starker T-Zell-Antworten (Li und Flavell, 2008). Zudem beeinflusst IL-10 eine Vielzahl

12
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wichtiger Funktionen von Monozyten, Makrophagen und DCs, indem es neben der Produktion
von inflammatorischen Zytokinen phagozytotische, kostimulatorische und
antigenprésentierende Eigenschaften moduliert. Darliber hinaus kann IL-10 regulatorisch
wirkende DCs induzieren (Banchereau et al., 2012).

Das CXC-Chemokin CXCL10 rekrutiert T-Zellen (Sallusto et al., 1998), Monozyten und
Natural Killer-Zellen (Liu et al., 2011) und darlber hinaus begunstigt es die Entstehung von
Th1-Antworten (Vasquez et al., 2008).

Die CC-Chemokine CCL7 und CCL8 wirken proinflammatorisch (Gong et al., 1997; Sozzani,
2005) und chemotaktisch auf DCs (de la Rosa et al., 2003).

CCL23, ebenfalls ein Chemokin aus der CC-Familie, rekrutiert moDCs, ruhende, nicht
aktivierte T-Zellen sowie Monozyten (Patel et al., 1997).

Wie vielschichtig das Zusammenspiel der in der Regel multifunktional wirkenden Zytokine
und Chemokine ist, wird allein anhand der hier beschriebenen Auswahl deutlich. Die
gegenseitige Regulation verschiedener Faktoren, die unerwiinschten, zu stark ausfallenden
Reaktionen vorbeugen kann, ist hierbei ein wichtiger Aspekt. Die Erkenntnis Uber diese
komplexen Interaktionen hat in jlngerer Vergangenheit zu der Entwicklung der
Systembiologie gefiihrt, die es sich zum Ziel gesetzt hat, die Gesamtheit der biologischen

Vorgénge zu betrachten.

1.3.3 Antivirale Abwehr: IRFs und weitere durch IFN stimulierbare Gene

Im Rahmen der Abwehr viraler Infektionen spielen Interferon stimulierbare Gene (ISGs) eine
bedeutende Rolle. Diese kodieren fur eine Vielzahl an Proteinen, die hemmend in die virale
Replikation eingreifen, und auch immunmodulierend wirken, indem sie Leukozyten
rekrutieren und die adaptive Immunantwort einleiten kénnen (Diamond und Farzan, 2013).

Sie sind Zielgene von Interferonen, welche bei Virus-Infektionen in hohem Malie gebildet
werden (Schoggins und Rice, 2011). Zu den ISGs gehdren Gene aus der IFIT (IFN induced
protein with tetratricopeptide repeats)-Familie, aus der IFITM (Interferon induced
transmembrane protein)-Familie und aus der Familie der IRFs (Interferon-regulatorische
Faktoren). Sie alle besitzen eine gemeinsame Konsensus-DNA-Bindestelle, genannt ISRE
(Interferon stimulated response element).

Bei den IRFs handelt sich um eine Familie von neun Transkriptionsfaktoren. Den IRFs
gemeinsam ist eine konservierte, N-terminale DNA-Bindedoméne aus 120 AS, ein Helix-Turn-
Helix-Motiv, das an das ISRE-Element der ISGs binden kann (Taniguchi et al., 2001). Sie sind

an der Entwicklung und Funktion unterschiedlicher Zellen des Immunsystems, so auch von
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dendritischen Zellen, beteiligt (Tamura et al., 2008). IRFs regulieren u.a. die Ausbildung einer
Thl-Immunantwort sowie eine Immunantwort gegen Viren und intrazellulére Bakterien, da zu
ihren Zielgenen das Thl-Zytokin IL-12 und die antiviralen Typl Interferone IFNo und
gehoéren (Honda und Taniguchi, 2006).

Die IFIT-Genfamilie gehort zu den am stérksten durch IFN induzierten ISGs (Fensterl und
Sen, 2011). Die Proteine, fir die sie kodieren, inhibieren ebenfalls die Replikation von Viren
(Zhou et al., 2013). Ebenso involviert in die antivirale Immunitét, insbesondere in die Abwehr
von Influenza A, sind die IFITM-Gene (Brass et al., 2009; Diamond und Farzan, 2013).

Die hohe Inzidenz insbesondere auch an viralen Infektionserkrankungen im Kindesalter steht
im Zusammenhang mit dem entwicklungstypisch spezialisierten Immunsystem des
Neugeborenen. IL-27, das von neonatalen DCs in auffallend grolRer Menge produziert wird,
wurde als ein antiviral wirkendes Zytokin beschrieben (Jankowski et al., 2010). Welchen
Einfluss IL-27 auf antivirale Abwehrmechanismen bei DCs hat, wurde deshalb im Rahmen der

vorliegenden Arbeit Uberprift.

1.4 Adaptive Immunitat

1.4.1 Charakteristika der spezifischen Immunantwort

Im Gegensatz zu der schnell einsetzenden angeborenen Immunantwort zeichnet sich die zweite
Instanz der humanen Abwehrreaktion durch eine héhere Spezifitat, damit einhergehend jedoch
auch einer langeren Anlaufzeit, aus. Wéhrend die angeborene Immunantwort auf der
Erkennung von Pathogenen durch vererbte Rezeptoren beruht, ist die adaptive Immunitét
theoretisch dazu in der Lage, jedes erdenkliche Antigen zu erkennen. Die dazu benétigten
Rezeptoren auf den Lymphozyten, zu denen B-Zellen und T-Zellen z&hlen, werden zuvor
durch die somatische Rekombination von Rezeptor-Gensegmenten gebildet. Aus diesem
Repertoire heraus wird diejenige Rezeptor-Spezifitat, die zu einem bestimmten Antigen passt,
durch Proliferation der Rezeptor-exprimierenden Zelle selektiv vermehrt. Die Rekombination
ist keimbahnunabhangig und die daraus hervorgehenden Rezeptorspezifitdten werden somit
nicht vererbt (Janeway et al., 2002). Auf diesem Wege entstehen sowohl der T-Zell-Rezeptor
(TCR), als auch die Immunglobuline bei B-Zellen, wobei letztere je nach
Differenzierungsstatus der B-Zelle entweder als membranstdndige Rezeptoren oder als
sezernierte Antikorper vorliegen. Wahrend B-Zellen freie Antigene erkennen kénnen, sind T-
Zellen zu einer Erkennung nur in der Lage, wenn das Antigen tber einen MHC-Komplex

prasentiert wird. T-Zellen bedirfen also der Hilfe antigenprasentierender Zellen, zu denen
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neben B-Zellen und Makrophagen auch die DCs gehdren. Handelt es sich bei den prasentierten
Peptiden um korpereigene Antigene, entwickeln die T-Zellen eine Toleranz, so dass eine
Autoimmunitat verhindert wird. Werden sie hingegen durch das Erkennen korperfremder
Antigene aktiviert, induzieren die T-Zellen wiederum die Entwicklung einer adaptiven
Immunantwort, u.a. durch Induktion der Antikorper-Sekretion durch B-Zellen.

Ein weiterer wichtiger Aspekt der erworbenen Immunitit ist die Entstehung eines
immunologischen Geddachtnisses. Aus einer adaptiven Immunantwort gehen Gedéchtnis-
Lymphozyten hervor, die bei einer erneuten Antigenerkennung schnell reagieren konnen.
Darauf beruht das Prinzip der Immunisierung bei einer Vakzinierung gegen bestimmte

Krankheitserreger.

1.4.2 Die Rolle der DCs bei der Einleitung der adaptiven Immunantwort

Dendritische Zellen gehoren ebenfalls zu den phagozytierenden Zellen, jedoch haben sie eine
besondere Stellung in der Immunantwort: Die mittels Phago- und Pinozytose internalisierten
Pathogene und l6sliche Antigene werden prozessiert und die so entstehenden Peptide werden
anschlieBend als Antigene tGber MHC (Major Histocompatibility =~ Complex)-
Oberflachenmolekiile an der Zelloberflache présentiert (Banchereau und Steinman, 1998;
Guermonprez et al., 2002).

Dabei wird zwischen einer Antigenprasentation tber den MHCI- und MHCII-Komplex
unterschieden. Uber den MHCI werden in der Regel intrazellulare Antigene, z.B. virale
Partikel, die in der Zelle repliziert wurden, aber auch korpereigene Peptide présentiert,
wahrend Uber den MHCII extrazelluldre, von der Zelle aufgenommene Antigene prasentiert
werden. Wahrend fast alle Zelltypen MHCI-Molekiile auf ihrer Oberflache zeigen, werden
MHCII-Molekiile ausschlieBlich von professionellen Antigen-prasentierenden Zellen
konstitutiv exprimiert, zu denen neben Makrophagen und B-Zellen auch DCs gehdren.

Die Antigenaufnahme induziert die Reifung der DCs, und damit einhergehend eine erhthte
Migrationsneigung, so dass die DCs in die Lymphknoten gelangen. Treffen DCs dort auf naive
T-Zellen, die spezifisch fir das von ihnen préasentierte Antigen sind, kommt es zur T-Zell-
Aktivierung (Abbildung 1.3). Von den DCs exprimierte kostimulatorische Molekiile und auch
die von ihnen sezernierte Zytokine liefern weitere Signale flr die Aktivierung der T-Zellen.
Dadurch proliferieren und differenzieren die naiven T-Zellen schliel3lich zu Effektor-T-Zellen.
Somit verbinden DCs die unspezifische, angeborene Immunantwort mit der aufgrund ihrer

hohen Spezifitat zeitlich verzogerten, angepassten Immunantwort.
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Interaktionen zwischen DC als professioneller Antigen-
prasentierender Zelle und T-Zelle

Erkennt eine T-Zelle tber ihren TCR die von DCs prozessierten und tber deren MHC-
Oberflachenmolekiile présentierten Antigene als ein flir sie spezifisches Peptid, wird die T-
Zelle Uber mehrere Signale aktiviert: Zundchst wird das Signal des TCR (ber das an den
Rezeptor angelagerte CD3 in die Zelle geleitet. Sofern es sich um korpereigene Antigene
(,,Selbst*) handelt, entwickeln die T-Zellen eine Toleranz, so dass autoimmune Reaktionen in
der Regel verhindert werden. Werden sie hingegen durch das Erkennen korperfremder
Antigene aktiviert, induzieren die T-Zellen wiederum die Entwicklung einer adaptiven
Immunantwort. Es bedarf jedoch weiterer Signale, um eine Aktivierung der T-Zelle zu
gewahrleisten. So werden auf der Oberflache dendritischer Zellen kostimulatorische Molekiile
exprimiert, die zusatzliche Aktivierungssignale liefern.

Auf den DCs gehdren zu diesen Kostimulatoren die Oberflachenrezeptoren CD80 und CD86,
die auf der T-Zelle an CD28 binden sowie CD40 auf DCs, das an seinen Rezeptor
CD40L/CD154 auf T-Zellen bindet. Auch von den antigenprasentierenden Zellen sezernierte
Zytokine tragen zur Ausbildung einer entsprechenden T-Zellantwort bei. Bei T-Zellantworten
wird zwischen einer T-Helfer 1-Antwort (Th1-Antwort) und einer T-Helfer 2-Antwort (Th2-
Antwort) unterschieden. Wéahrend DCs, die IL-12 sezernieren, Thl-Antworten hervorrufen,
sorgt von DCs sezerniertes IL-4 fiir eine Induktion von Th2-Antworten.

Th1l-Antworten treten im Zusammenhang mit viralen und bakteriellen Infektionen auf,
typische Zytokine hierbei sind IL-2 und IFNy. IFNy aktiviert Makrophagen und induziert

zusammen mit IL-12 die Differenzierung von Killer-T-Zellen. Th2-Antworten hingegen sind
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wirksam bei der Bek&mpfung intrazellulérer Parasiten indem sie Eosinophile aktivieren und B-
Zell-Hilfe leisten, womit die Antikorperproduktion unterstiitzt wird (Banchereau und
Steinman, 1998). Charakteristische Zytokine im Rahmen von Th2-Antworten sind IL-4, IL-5,
IL-6 und IL-13.

Ein bekanntes Phanomen der neonatalen Unreife stellt die im Vergleich zur Immunantwort von
Adulten nur schwach ausgepragte Th1l-Antwort dar. Ein Grund hierflr ist die (berwiegende
Th2-Immunitat wahrend der Schwangerschaft. Durch dieses Ungleichgewicht der T-Zell-
Immunantworten zugunsten von Th2-Antworten wird verhindert, dass der Fotus aufgrund der
fiir ihn schadlichen Thl-Antworten abgestoRen wird (Wegmann et al., 1993). Erst im Laufe
der Kindheit entwickelt sich eine mit Adulten vergleichbare Th1-Immunitat.

1.5 Die Bedeutung von IL-27 im Immunsystem

1.5.1 Struktur und Vorkommen von IL-27

Bei IL-27 handelt es sich um ein Zytokin der IL-6/ IL-12-Familie, die insbesondere Einfluss
auf T-Zellantworten ausiibt und gemeinsame Zytokin- und Rezeptorunterheiten aufweist
(Jones und Vignali, 2011) (Abbildung 1.4).

IL-27 IL-12 IL-23 IL-35
p4o p4
Ebi3
p35 p19
@ « Untereinheit
IL-12RB2 IL-23R

IL-12RB1 IL-12RB1

. FNIIl Domane
’ lg Domane

Domane

Intrazellulare
p Domane

© phosohoryienunas.
Motiv

TR

Abbildung 1.4: Die IL-6/IL-12-Zytokinfamilie und ihre Rezeptoren, aus Jones und Vignali, 2011
modifiziert.
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IL-27 selbst besteht aus den beiden Untereinheiten EBI3 (Epstein-Barr Virus-induziertes Gen
3) und p28 (Pflanz et al., 2002). Wahrend EBI3 auch eigenstdndig sezerniert werden kann,
findet eine Sekretion von IL-27p28 nur in Verbindung mit EBI3 statt (Pflanz et al., 2002).
Jedoch zeigt isoliertes I1L-27p28 nichtsdestotrotz auch eine biologische Aktivitat. So wurde
nachgewiesen, dass p28 die Produktion von IL-17 durch T-Zellen inhibieren kann (Batten et
al., 2006; Stumhofer et al., 2006). AuRerdem wurde, allerdings ausschlie3lich in der Maus,
gezeigt, dass p28 als Antagonist von gpl30-vermittelten IL-6- und IL-27- Signalkaskaden
wirken kann (Stumhofer et al., 2010).

IL-27 wird zeitnah nach der Aktivierung von antigenprasentierenden Zellen wie DCs,
Monozyten oder Makrophagen, z.B. mittels TLR-Ligation, produziert. Das Zytokin induziert
die klonale Expansion von naiven CD4+ T-Zellen (Pflanz et al., 2002).

In der Zeitkinetik einer Th1-Antwort Adulter tritt zunédchst IL-27 auf, wéhrend das etwas
spater gebildete 1L-12 schlieRlich dominiert und IL-27 letztlich in seiner Funktion ablost
(Owaki et al., 2005). Wahrend die Produktion von IL-12, das die Differenzierung zu Thl-
Zellen fordert und zugleich die von Th2-Zellen hemmt, in neonatalen und kindlichen DCs
verglichen mit adulten nur sehr schwach ausgeprégt ist (Goriely et al., 2001; Upham et al.,

2002), liegt bei ihnen eine verstarkte Expression von IL-27 vor (Krumbiegel et al., 2008).

1.5.2 Rezeptor und Signalgebung

Der Rezeptor fur IL-27 wurde erstmalig von der Arbeitsgruppe um Chen beschrieben (Chen et
al., 2000) und besteht aus den beiden Untereinheiten WSX-1 und gp130 (Pflanz et al., 2004).
WSX-1 ist ausschlieBlich als Teil des IL-27-Rezeptors bekannt, wéhrend gpl30 auch
Bestandteil von anderen Zytokinrezeptoren, wie z.B. dem IL-6-Rezeptor, ist. Neben NK-
Zellen, Monozyten, Mastzellen, B- und T-Zellen exprimieren auch DCs sowohl WSX-1 als
auch gp130.

Die Diversitat der Zellen, die in der Lage sind auf IL-27 anzusprechen, verdeutlicht die
Bedeutung des Zytokins sowohl im Rahmen angeborener, als auch adaptiver Immunantworten.
IL-27 bewirkt bei seinen Zielzellen eine Phosphorylierung von STAT1 und STAT3 (Hibbert et
al., 2003; Guzzo et al., 2010). Bei T-Zellen flhrt die Phosphorylierung von STAT1 wahrend
der IL-27 Signalkaskade zu einer Induktion des Th1-Transkriptionsfaktors T-bet (Takeda et al.,
2003). In T-Zellen von WSX-1-Knockout-Méusen wurde eine verminderte IFNy-Produktion
nachgewiesen (Chen et al., 2000; Yoshida et al., 2001), was ebenfalls die Bedeutung von IL-27

bei der Initiierung von Th1-Antworten zeigt.
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Damit einhergehend wurde von einer durch die IL-27/WSX-1-Signalgebung induzierten
Hemmung des Th2-Transkriptionsfaktors GATA-3 berichtet (Takeda et al., 2003).

Da wie weiter oben erwahnt auch DCs beféahigt sind, selbst auf das von ihnen produzierte IL-
27 zu reagieren, wurden im Rahmen dieser Arbeit autokrine Effekte von IL-27 auf neonatale

DCs im Vergleich zu adulten DCs untersucht.

1.5.3 IL-27 ist ein pleiotropes Zytokin

Bei IL-27 handelt es sich um ein pleiotropes, also ein multifunktionales Zytokin, d.h. es
kann, je nach Kontext, unterschiedlich auf andere Immunzellen, insbesondere auf T-Zellen (
Abbildung 1.5), wirken.

Zum einen wirkt IL-27 inflammatorisch, denn es ist wie bereits erwahnt dazu in der Lage, eine
Th1-Antwort auszul6sen, indem der Thl-zugeordnete Transkriptionsfaktor T-bet und somit
die IFNy-Produktion von naiven T-Zellen hochreguliert werden (Pflanz et al., 2002). Dies
wiederum hat zur Folge, dass die so entstehenden Thl-Zellen Makrophagen und Eosinophile

aktivieren konnen und somit die Inflammation voranschreitet.
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Abbildung 1.5: Effekt von IL-27 auf die Entwicklung von T-Zellantworten; in Anlehnung an Stumhofer und
Hunter, 2008, Yoshida et al., 2009 und Vignali und Kuchroo, 2012.
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Neben seiner Rolle bei der Induktion der als inflammatorisch geltenden Thl-Antworten
werden IL-27 noch weitere Funktionen zugeschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass die
Expression der inflammatorischen Zytokine IL-1B, TNF-a, IL-12p35 und IL-18 in humanen
Monozyten nach Stimulation mit IL-27 erhéht wurde (Pflanz et al., 2004).

In Monozyten konnte zudem eine Verstdrkung von LPS-induzierten inflammatorischen
Effekten durch IL-27 nachgewiesen werden (Guzzo et al., 2012a).

Jedoch sind auch antiinflammatorische Eigenschaften von IL-27 beschrieben worden: In einem
Mausmodell fur Toxoplasmose, welches durch einen intrazelluldren Erreger verursacht wird
und somit Thl-Antworten hervorruft, inhibierte IL-27 die IL-2-Produktion von T-Zellen.
Dadurch konnte die Entwicklung pathogener inflammatorischer Immunantworten
abgeschwacht werden (Villarino et al., 2006).

IL-27 fordert die Differenzierung und Expansion von Trl-Zellen, indem es IL-21 induziert
(Awasthi et al., 2007; Pot et al., 2009).

IL-27 inhibiert auBerdem die Differenzierung inflammatorischer Th17-Zellen (Batten et al.,
2006; Stumhofer et al., 2006; Yoshimura et al., 2006). Das von Th17-Zellen produzierte 1L-17
halt Entziindungsreaktionen aufrecht, indem es die Sekretion von Zytokinen und Chemokinen
induziert und somit andere Immunzellen, insbesondere Makrophagen und Neutrophile zum Ort
des Geschehens rekrutiert. Das IL-17-inhibierende IL-27 ist demnach in der Lage, durch I1L-17
induzierte pathologische Immunreaktionen wie Gewebeschédigungen abzuwenden (Batten und
Ghilardi, 2007). Es wurde auBerdem beschrieben, dass IL-27 bei mit Autoimmunitat
assoziierten Th9-Zellen inflammatorisches I1L-9 supprimiert, wéhrend IL-10 und IFNy
induziert werden (Murugaiyan et al., 2012).

Dariiber hinaus ist 1L-27 befédhigt, die IL-10-Produktion bei CD4+ und CD8+ Zellen zu
fordern (Batten et al., 2008). Jedoch wurde tber CD8+ Gedachtnis-T-Zellen berichtet, dass IL-
27 aufgrund einer verringerten Expression der IL-27-Rezeptor-Untereinheit gp130 nicht langer
IL-10 induzieren kann (Perona-Wright et al., 2012).

1.6 Fragestellung und Ziel der vorliegenden Arbeit

Neonatale Immunantworten unterscheiden sich in ihrer Qualitit von adulten Immunantworten.
Nebeneffekt dieser notwendigen Anpassung an die postnatale Umwelt ist eine erhohte
Infektionsanfalligkeit Neugeborener. Untersucht man neonatale und adulte dendritische Zellen,
gibt es beziiglich der Expression des pleiotropen Zytokins IL-27 deutliche Unterschiede. IL-27

wird von neonatalen DCs im Vergleich zu adulten DCs vermehrt exprimiert. Aus diesem
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Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, welche Wirkungen das von neonatalen DCs
verstarkt gebildete IL-27 auf die neonatale Immunitdt hat. Hierbei wurde der Fokus
insbesondere auf potentielle autokrine Effekte von IL-27, d.h. Effekte auf die DCs selbst,
gelegt.

Um DCs in vitro untersuchen zu kénnen, wurde von einem géngigen Modellsystem Gebrauch
gemacht: Aus Monozyten wurden mithilfe der Wachstumsfaktoren IL-4 und GM-CSF
(Granulocyte Monocyte-Colony Stimulating Factor) unreife moDCs differenziert (Sallusto und
Lanzavecchia, 1994), deren Phanotyp dem der mDCs nahe kommt. Auch in vivo sind
Monozyten als Vorlauferzellen von mDCs bekannt.

Daruber hinaus wurden Vollblutkulturen durchgefihrt, bei denen mDCs und pDCs direkt im
Blut, ohne vorherige Isolation der einzelnen Zelltypen, untersucht wurden.

Ein Ziel war es dabei herauszufinden, inwieweit IL-27 seine eigene Produktion beeinflusst. Als
weiterer Aspekt potentieller autokriner Mechanismen wurde die Wirkung von IL-27 auf die
Expression des DC-standigen IL-27-Rezeptors analysiert.

Da dendritische Zellen in ihrer Funktion als professionelle antigenprasentierende Zellen die
angeborene mit der adaptiven Immunantwort verknlpfen, wurde die diesbezugliche
Expression kostimulatorischer Molekiile unter dem Einfluss von IL-27 analysiert.

IL-27 ist als Zytokin bekannt, welches sowohl pro-, als auch antiinflammatorische
Charakteristika aufweist. Vor diesem Hintergrund wurde der Einfluss von IL-27 auf die
Sekretion proinflammatorischer Zytokine im Vergleich zwischen neonatalen und adulten
moDCs untersucht. Ziel war es, nicht nur die Wirkung unterschiedlicher 1L-27-
Konzentrationen zu analysieren, sondern auch die Wirkung von IL-27 im Zusammenspiel mit
anderen Stimuli wie LPS, IFNy oder IL-21 zu untersuchen.

Aullerdem war es von Interesse moglichst umfassend zu Uberprifen, inwieweit 1L-27 die
Expression von Interferon-stimulierbaren Genen beeinflusst, da diese mit antiviralen
Immunantworten assoziiert sind.

Daruber hinaus wurde der Einfluss von IL-27 auf die Expression von Genen, die in die
Antigenprésentation involviert sind, analysiert.

Zusatzlich zu den Untersuchungen der direkten autokrinen Effekte war eine Fragestellung,
welche Bedeutung neonatale DCs bei der Initiierung von T-Zell-Antworten haben. Dabei
wurde insbesondere analysiert, inwiefern sich IL-27 und somit neonatale moDCs auf die

Zytokinexpression von T-Zellen und auf deren Proliferationsneigung auswirken.
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2 Material und Methoden

2.1 Probengewinnung und Zellisolation

2.1.1 Blutproben

Das verwendete Nabelschnurblut wurde aus dem KreiBsaal der Frauenklinik der
Universitdtsmedizin Mainz zur Verfliigung gestellt. Nach Einholen einer schriftlichen
Patienten-Erlaubnis durch die Frauenklinik wurde bei termingerechten, unkomplizierten
Kaiserschnittgeburten (mindestens 35. Schwangerschaftswoche) Blut aus der Nabelschnurvene
entnommen. Das Blut freiwilliger adulter Spender stammte aus in der Transfusionszentrale der

Universitatsmedizin Mainz durchgefiihrten Leukapherisaten und Blutspenden.

Heparin Natrium-Spritzen fur die Blutentnahme

—> 1 ml Heparin Natrium (25000 IE, Ratiopharm)

- ad 25 ml PBS (Endkonzentration 200 IE)

- daraus jeweils 4 ml in 20 ml Spritze aufziehen fur die Abnahme von 16 ml
Nabelschnurblut

2.1.2 Isolierung von mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMCs)

Um PBMCs aus Vollblut zu isolieren, wurde dieses zundchst mit auf 37°C vorgewarmtem
HBSS-Puffer im Verhdltnis 3:4 (3 Teile Vollblut, 4 Teile HBSS) verdiinnt und vorsichtig
gemischt. Anschlieend wurde jeweils Ficoll im gleichen Volumen wie das zu bearbeitende
Blut in 50 ml PP-R6hrchen (Greiner BioOne) vorgelegt und anschlieBend vorsichtig mit dem
Blut-HBSS-Gemisch Uberschichtet. Nach einer 20-mindtigen Dichtegradienten-Zentrifugation
bei 900xg (ohne Bremse) waren die PBMCs als Interbande deutlich erkennbar und konnten mit
einer serologischen Pipette vorsichtig entnommen werden (Abbildung 2.1). Dabei wurde
darauf geachtet, moglichst kein Ficoll mit zu Gberfiihren.
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Abbildung 2.1: Dichtegradienten-Zentrifugation zur Isolierung von PBMCs aus Vollblut

Danach erfolgte zundchst ein Waschschritt, bei dem mit HBSS auf 50 ml aufgefillt wurde,
bevor schlie3lich bei den Nabelschnurblutzellen noch die Gberschiissigen Erythrozyten mithilfe
von ACK-Lyse entfernt wurden. Hierbei ist der osmotische Wert der Erythrozyten geringfiigig
unter dem des Puffers, so dass diese platzen. AnschlieRend folgten zwei weitere Waschschritte
mit 25 ml HBSS und die Zellz&hlung (siehe Kapitel 2.1.3).

ACK-Lyse-Puffer

4,145 g NH4CI

0,59 KHCO3

17,6 mg Na,EDTA

—> in 400 ml Aqua dest. I6sen

- pH-Wert zwischen 7,2 und 7,4

-> ad 500ml Aqua dest.

-> Sterilfiltration durch Filter, Porengrof3e 0,2 um

2.1.3 Zellzahlbestimmung

Die zu zdhlenden Zellen wurden nach vorangegangener Zentrifugation in 1 ml HBSS, MACS-
Puffer oder Waschmedium (je nach Weiterverwendung) resuspendiert. Aus dieser Suspension
wurden 20 pl entnommen, in ein R6hrchen mit 980 ul 1%iger Essigsaure uberfihrt (=50-fache
Verdunnung) und grindlich resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in eine vorbereitete
Neubauerkammer pipettiert, so dass diese gerade vollstandig gefillt war. Anschlieend wurden
alle vier Quadrate der Kammer unter dem Mikroskop ausgezahlt, wobei nur die Zellen gezahlt
wurden, die oben und links auf der Linie lagen, um Doppelzdhlungen zu vermeiden.

Nachfolgende Formel wurde fur die Berechnung der Zellzahl eingesetzt:

(n/Kammervolumen) x Verdinnungsfaktor x Suspensionsvolumen = Zellen/ 1000yl
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Das Kammervolumen der Neubauerkammer betragt 0,1 mm? (=0,1 pl). Bei Auszihlen aller
vier GroRquadrate belduft sich das Volumen demnach auf 0,4 pl. Bei einem Volumen der

Ausgangssuspension von 1 ml ergibt sich folgende Rechnung:

(n/0,4ul) x 50 x 1000l = Zellen/ 1000ul

2.1.4 Konservierung isolierter Zellen Uber einen langeren Zeitraum

Die entsprechend Kap. 2.1.2 isolierten PBMCs wurden in Einfriermedium aufgenommen (20-
50 Mio/ ml) und in Einfrierréhrchen mit abgedichtetem Schraubverschluss uberfiihrt. Diese
wurden in Einfrierboxen gestellt und zun&chst bei -80°C aufbewahrt. Nach mindestens 24 h
Verbleib bei -80°C wurden die Einfrierréhrchen entnommen und zlgig in den
Stickstofflagertank (ca. -165°C) uberfihrt.

Einfriermedium

FCS (inaktiviert)
10% DMSO (Serva)

2.1.5 Auftauen der Zellen nach Lagerung in Stickstoff

Als erstes wurden in eine der Probanden entsprechende Anzahl beschrifteter 15 ml PP-
Rohrchen (Greiner BioOne) 7 ml Waschmedium vorgelegt. Die Einfrierrdhrchen mit den
aufzutauenden PBMCs wurden aus dem Stickstoff in ein 37°C warmes Wasserbad (berfuhrt
und dort gerade so lange belassen, bis nur noch ein kleiner Rest des Inhaltes gefroren war. Alle
im Folgenden beschriebenen Arbeitsschritte erfolgten steril. Der Inhalt der Rohrchen wurde
zugig in die vorbereiteten Rohrchen berfuhrt. Die Einfrierrohrchen wurden danach jeweils
noch mit 1 ml Waschmedium ausgespilt, um so viele Zellen wie mdglich zu erhalten. Dann
wurden die PBMCs fur 10 min bei 360xg bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der darauf
folgende Waschschritt mit Benzonase-Endonuklease (Merck-Millipore) diente der Auflésung
eventueller Verklumpungen der Zellen durch die freie DNA und RNA defekter Zellen. Dazu
wurden zu jeweils 10 ml WM 2,5 ul Benzonase gegeben und gemischt, ehe daraus je 5 ml zur
Resuspension der Zellen entnommen wurden. Nach diesem Waschschritt mit anschlie3ender

Zentrifugation (400xg, 10 min, RT) wurden die Zellen fur die weitere Verwendung gezahlt.
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Waschmedium (WM)

RPMI 1640
100 U/ ml Penicillin
100 pg/ ml Streptomycin

2.1.6 Analyse der Zell-Viabilititat

2.1.6.1 TruCount™/Viability-Test
Um zu testen, wie hoch der Anteil an toten Zellen und die Zellzahl nach dem Auftauen war,

wurde eine Analyse mit TruCount™-Réhrchen (BD) durchgefiihrt. Dazu wurde jeweils in ein

Rohrchen inklusive TruCount™-Beads 250 ul PBS pipettiert. Dazu wurden 20 pl aus der

Zellsuspension (Zellen resuspendiert in 1 ml Kulturmedium) gegeben. Anschlieend wurde

jeweils 10 pl Propidium-Jodid-Gebrauchslésung zugegeben. Dieser Farbstoff wird nur von

Zellen aufgenommen, deren Zellmembran nicht mehr intakt ist, also von toten und sterbenden

Zellen. Die Zellen wurden fir 10 min unter Ausschluss von Licht inkubiert. Bei der FACS-

Analyse wurde der Anteil an Propidium-Jodid-positiven Zellen (PE-Kanal) an den

Gesamtzellen erfasst und es konnte gleichzeitig die Zellzahl erfasst werden.

Propidium-Jodid-Stammldsung

25 mg Propidium-Jodid, MW= 668,4 g/ Mol (Sigma)
in 2,5 ml H0O

Propidium-Jodid-Farbelésung

600 ul Propidium-Jodid-Stamml&sung
in 50 ml PBS
- 120 pg/ mi

2.1.6.2 Trypanblau-Farbung
Eine weitere angewandte Methode zur Bestimmung des Anteils toter Zellen ist die Farbung mit

Trypanblau. Dieser Farbstoff wird nur von toten Zellen aufgenommen. Zu 90 pl aus der

Trypanblau-Farbelosung wurden 10 pl der in 1 ml KM resuspendierten Zellen gegeben.

AnschlieBend folgte die Zahlung in der Neubauerkammer. Blau angefarbte Zellen wurden als

tote Zellen gewertet.

Trypanblau-Farbeldsung

0,1% Trypanblau
in PBS
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2.1.7 Isolierung von Zellen mittels magnetischer Separation

2.1.7.1 Das Prinzip der magnetischen Zellseparation
Um auf eine bestimmte Zellpopulation zu selektieren, wurde in der vorliegenden Arbeit die

magnetische Zellseparation nach dem MACS® -Prinzip (Magnetic Activated Cell Sorter,
Miltenyi Biotech) durchgefihrt. Hierbei wird die Tatsache ausgenutzt, dass unterschiedliche
Populationen fir sie spezifische Oberflachenstrukturen aufweisen. Magnetische Partikel,
sogenannte Microbeads, gekoppelt an Antikdrper gegen bestimmte Zell-Antigene, binden an
die Zellen. Diese werden anschlielend mithilfe der Saulen-Matrix innerhalb eines starken
Magnetfeldes zurlickgehalten. Mehrfaches Waschen mit Puffer sorgt dafiir, dass die Reinheit
der zurlickgehaltenen Zellen steigt, indem maoglichst viele nicht-markierte Zellen ausgespult
werden. Ist die zurlickgehaltene Zellfraktion von Interesse, wird diese im Anschluss an die
Separation mit Druck aus der Saule gespult. Soll mit der nicht-markierten Zellfraktion weiter

gearbeitet werden, welche die Saule passiert hat, wird stattdessen das Eluat verwendet.

2.1.7.2 Positivselektion von CD14+ Zellen
Nach der Zellzahlbestimmung wurde zu jeweils 1x 107 Zellen 80 pl MACS-Puffer gegeben

und die Zellen vorsichtig resuspendiert. Dazu wurden zu jeweils 1x 10” Zellen 20 pl der
CD14-Microbeads gegeben, resuspendiert und dann fir 15 min dunkel bei 4°C inkubiert. Es
folgte ein Waschschritt mit MACS-Puffer mit dem ca. 3-fachen Volumen der
Markierungsreaktion und anschlieBender Zentrifugation (300xg, 10 min, 4°C). Die Zellen
wurden danach in 500 pl 4°C-kaltem MACS-Puffer aufgenommen. Fir bis zu 80 Mio PBMCs
wurde eine MS-Saule (Miltenyi-Biotech) verwendet, fir hohere Zellzahlen wurden zwei
Saulen parallel eingesetzt. Die MS-S&ulen wurden in die vorgesehene Halterung am MACS-
Magneten (Miltenyi-Biotech) gegeben und zunéchst mit 500 pl MS-Puffer dquilibriert. Sobald
die S&ule nicht mehr nachtropfte, wurden die in MACS-Puffer resuspendierten, markierten
Zellen darauf pipettiert. Erst wenn die Suspension vollstandig durch die Saule gelaufen war,
wurde mit jeweils 500 pul MACS-Puffer gewaschen (insgesamt 3x). Der Durchlauf wurde
ebenfalls aufgefangen (CD14 negative Fraktion). Um die nun in der Sdule zurlickgehaltene
markierte CD14 positive Zellfraktion zu erhalten, wurde die S&ule aus dem Magnet
entnommen und auf ein 15 ml PP-Réhrchen (Greiner BioOne) gesetzt. Es wurde 1 ml MACS-
Puffer auf die Sdule pipettiert und sofort mit dem beiliegenden passenden Stempel durch die
Séule gepresst, so dass die Zellen aus der S&ule in das Rohrchen tberfihrt wurden. Die
Negativfraktion im Durchlauf wurde bei Bedarf erneut mit FCS/ 10% DMSO eingefroren zur

spateren Verwendung.
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2.1.7.3 Negativselektion von CD4+ Zellen
Nach dem Auftauen der Negativfraktion der CD14-Isolation sollten die CD4+ Zellen mittels T

cell Isolation Kit 1l (Miltenyi-Biotech) selektiert werden. Dazu wurden zunachst jeweils 1x10’
CD4+ Zellen mit 40 ul MACS-Puffer resuspendiert und mit 10 pl eines Gemisches aus Biotin-
markierten Antikorpern unterschiedlicher Spezifitdten markiert. Nach einer 10-mindtigen
Inkubation bei 4°C wurden 30 pl MACS-Puffer und 20 pl anti-Biotin Microbeads pro 1x10’
Zellen zugegeben und resuspendiert. Erneut fand eine 15-mintige Inkubation bei 4°C statt,
bevor die Zellen mit dem ca. 3-fachen Volumen des Reaktionsvolumens gewaschen und
anschlielend zentrifugiert (300xg, 10 min, 4°C) wurden. Danach wurden die Zellen in 500 pl
MACS-Puffer resuspendiert und auf die mit 500 pl MACS-Puffer &quilibrierte MS-Séule im
Magneten  (Miltenyi-Biotech) gegeben. Es wurde dreimal mit 500 pl MACS-Puffer

gewaschen, wonach sich die gewiinschte Zellpopulation im Durchlauf befand.

MACS-Puffer

0,5% BSA (Sigma-Aldrich)

2 mM EDTA (Serva)

in PBS

—> Sterilfiltration durch Filter, Porengrdf3e 0,2 um

- evtl. vorhandene Luftblasen durch Inkubation (30min) im Ultraschallbad entfernt

2.2 Zellkulturen

2.2.1 Generierung monozytarer dendritischer Zellen

Die CDI14+ Zellen wurden in mit B-Mercaptoethanol angereichertem Kulturmedium
aufgenommen (1 Mio/ ml) und je 1 Mio Zellen pro Well in eine 24-Well-Flachbodenplatte
ausgesat. Um die Differenzierung der Monozyten in monozytare DCs zu induzieren, wurden
100 ng/ml GM-CSF sowie 20 ng/ml IL-4 zugegeben. Nach drei Tagen Zellkultur wurde
jeweils die Hélfte des Mediums je Well entnommen und neues Medium hinzugefiigt. Erneut
wurden f3-Mercaptoethanol, GM-CSF und IL-4 zugegeben.

D4 moDCs wurden am 3. Tag, d7 moDCs wurden am 6. Tag der Kultur weiterfihrend
stimuliert, jeweils nach dem Mediumwechsel. In der vorliegenden Arbeit wurde tUberwiegend
eine Kulturdauer von 4 Tagen eingehalten. Mit Ausnahme der moDCs, die fur FACS-Analysen
zur 1L-27 Expressionskapazitit verwendet wurden: Hierbei wurden sowohl d4, als auch d7
moDCs analysiert. Eine Stimulation der Zellen fand stets ab d3 bzw. ab d6 statt, wobei flr 24h
oder stimuliert wurde. Die d4 moDCs, von denen Uberstande fiir eine Zytokin-Analyse

entnommen wurden, wurden zum Teil auch fir 48h stimuliert. Sie werden hier der besseren
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Ubersichtlichkeit wegen jedoch auch als d4 moDCs bezeichnet, obwohl die Kulturdauer
letztlich 5 Tage betrug.

Kulturmedium

RPMI 1640

100 U/ ml Penicillin

100 pg/ ml Streptomycin
1% MEM-Aminoséuren

1% Natrium-Pyruvat

1% L-Glutamin

10% FCS (Hitze-inaktiviert)

2.2.2 Kokulturen aus monozytaren dendritischen Zellen und autologen
CD4+ T-Zellen

Fur die Kokulturen wurden zundchst die CD14+ Zellen wie oben beschrieben selektiert und
kultiviert, wonach sie fir 24 h mit einem Inflammations-Mix bestehend aus IL-6, TNF-a, IL-
1B und PGE: stimuliert wurden. Diese Methode wurde etabliert, um aus Monozyten schnell
reife antigenprésentierende Zellen zu generieren (Dauer et al., 2003). Nach der Kultur der
moDCs wurden diese zwei Mal mit Waschpuffer gewaschen und die Zellzahl bestimmt. Aus
den CD14 negativen Zellen desselben Probanden wurden wie in Kap. 2.1.7.3 beschrieben
autologe CD4+ Zellen durch Negativselektion isoliert.

Fur die Kokulturen wurden teilweise Transwell-Einsdtze (Greiner BioOne) mit einer
Porengrofle von 0,4 pum benutzt. Das Prinzip der Kokultur mit Transwells ist, dass die
verschiedenen Zelltypen keinen direkten Zell-Zell-Kontakt haben, sondern ausschlieBlich tiber
von den Zellen sezernierte Zytokine, welche die Membran des Transwell-Einsatzes passieren
kdnnen, miteinander kommunizieren kénnen.

Die CD4+ T-Zellen wurden fir die Kokulturen in mit anti-CD3 Antikorper beschichtete Wells
ausgeséat. Dazu wurde zuvor anti-CD3 im Verhdltnis 1:100 mit Natriumhydrogencarbonat
gemischt (2 pg/ ml). Davon wurden jeweils 300 pl in die Wells einer 24-Well-
Flachbodenplatte gegeben, bevor die Platte fir 1 h bei 37°C inkubiert wurde. AnschlieRend
wurde die Losung wieder vorsichtig abgesaugt und die Wells mit 300 pl PBS gesplilt, welches
anschliel3end vorsichtig, aber griindlich wieder abgesaugt wurde.

Das DC-T-Zell-Verhdltnis in der Kokultur sollte 1:10 sein, weshalb jeweils 1 Mio CD4+ in 1
ml Kulturmedium/ B-Mercaptoethanol pro Well ausgesat wurde. Danach wurde mit einer
sterilen Pinzette vorsichtig jeweils ein Transwell-Einsatz in ein Well gesetzt. In diesen Einsatz
wurden dann 1x10° moDCs, resuspendiert in 50 pl Kulturmedium/ B-Mercaptoethanol,

gegeben. Als Negativkontrolle wurden T-Zellen ohne moDCs Kkultiviert, indem in den
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Transwell-Einsatz  ausschlieBlich das entsprechende Volumen Kulturmedium/ -
Mercaptoethanol pipettiert wurde.

Die autologe Kokultur wurde fiir 3 Tage inkubiert. An Tag 3 wurden die Uberstande
entnommen und bei -20°C asserviert, um zu einem spéteren Zeitpunkt die darin enthaltenen
Zytokine mittels Th1/Th2 CBA zu analysieren (siehe Kapitel 2.3.3).

2.2.3 Vollblut-Kulturen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde aufgrund der besseren Verfligbarkeit in erster Linie das
Modellsystem der monozytaren DCs genutzt. Es sollten jedoch trotz der im Blut geringen
Zellzahlen eine Analyse myeloider und plasmazytoider DCs stattfinden. Dazu wurden mDCs
und pDCs direkt im Vollblut untersucht, ohne eine vorangehende Isolation. Hierzu wurden
jeweils 200 ul Vollblut in die Wells einer 96-Well-Rundbodenplatte gegeben und mit den
entsprechenden Stimulanzien versetzt. Die Gesamtkulturdauer betrug 24 h, wobei den Wells
fir die letzten 16-18 h GolgiPlug™ zugefiigt wurde. Dies enthalt den Protein-Transport-
Inhibitor Brefeldin A, das den intrazelluldren Proteintransport unterbindet. Auf diesem Weg
werden produzierte Proteine nicht sezerniert und stattdessen im Golgi-Apparat zuriickgehalten.
Dadurch wird es ermdglicht, diese in der Zelle nachzuweisen.

Um nach der Kultur die adharenten Zellen besser 16sen zu kénnen, wurde den Wells EDTA (2
mM) zugefugt. AnschlieBend wurde das Blut mit den darin enthaltenen Zellen in FACS-
Probenréhrchen mit jeweils 1,4 ml vorgelegtem FACS-Lyse-Puffer (berfihrt und kurz
geschuttelt. Dieser Schritt diente der Lyse der im Vollblut befindlichen Erythrozyten. Wenn
die Zellen nicht direkt weiterbearbeitet wurden, wurden sie in FACS-Rohrchen mit Deckel bei
-80°C asserviert und bei Bedarf im 37°C Wasserbad fiir 1 h aufgetaut.

FACS-Lyse-Puffer

10x FACS-Lyse-Puffer
1:10in H.O

2.2.4 Stimulanzien fur die Zellkultur

Stimulanz Gebrauchsname | Hersteller Endkonzentration
anti-human CD3 0-CD3 Heidelborg | platonbeschichtung)
anti-human CD28 a-CD28 E'Ei di}%i‘?gences; 2 pg/ml

Brefeldin A Golgi PlugTM Eg)idBeilck))se(;gences; 10 pg/ml
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Granulocyte-Macrophage Miltenyi Biot_ech
. . GM-CSF GmbH; Bergisch- 100 ng/ml
Colony Stimulating Factor
Gladbach
Interferon-Gamma IFNy Peprotech; Hamburg |50 ng/ml
Interleukin-1 Beta IL-1B Peprotech; Hamburg |10 ng/ml
Interleukin-21 IL-21 Peprotech; Hamburg |50 ng/ml
R&D Systems;
Interleukin-27 IL-27 Wiesbaden- 25-100 ng/ml
Nordenstadt
Interleukin-4 IL-4 Peprotech; Hamburg |20 ng/ml
Interleukin-6 IL-6 Peprotech; Hamburg |10 ng/ml
InvivoGen; San
Lipopolysaccharid LPS Diego, 100 ng/ml
Kalifornien/lUSA
5-Nitro-2-furaldehyd-p- . . Merck KGaA,
hydroxybenzoylhydrazone Nifuroxazid Darmstadt 30 UM
L - InvivoGen; San
:((:)ilénnosme—polycytldyl|c Poly IC Diego, 25 yg/ml
Kalifornien/lUSA
. Sigma-Aldrich
Prostaglandin E2 PGE2 Chemie: Miinchen 1uM
;Tg?]c;r—Nekrose Faktor TNF-a Peprotech; Hamburg | 1000 U/ml

Tabelle 2.1: In Zellkulturen eingesetzte Stimulations-Reagenzien

2.3 Durchflusszytometrie / FACS-Analysen

2.3.1 Das Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Methode der Durchflusszytometrie (engl.: fluorescence activated cell sorting, FACS) dient
der Analyse von Zellpopulationen auf der Grundlage von Oberflichenmarkern bzw.
intrazelluléren Zytokinen.

Zellen in einer Suspension werden hierbei angesaugt und in einem laminaren Flussigkeitsstrom
im hier verwendeten LSRII (BD) einzeln an Laserstrahlen von drei verschieden Lasern (rot,
blau und violett) vorbeigeleitet. Je nach Grofle und Granularitat der Zelle und oder der
Markierung mit an bestimmte monoklonale Antikdrper gekoppelten Fluorochromen, die
spezifisch an eine Zellstruktur binden, wird der Laserstrahl von der Zelle abgelenkt. Dieses
Signal wird im LSRIlI -FACS-Gerat (BD) durch verschiedene Filter geleitet und durch
Photomultiplier Tubes (PMT) verstérkt. Die dadurch verstérkten Signale werden von Oktagon

und Trigon Detektoren gesammelt und in elektronische Signale und schlieBlich in Daten
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umgewandelt. Die Informationen kdnnen innerhalb der FACSDiva Analyse-Software (BD) in
Form eines XY-Graphen (,,Dot Plot*) dargestellt werden, wobei jeder angezeigte Punkt eine

einzelne Zelle reprasentiert.

2.3.2 Probenvorbereitung fur die FACS-Analyse

2.3.2.1 Bestimmung der Reinheit separierter Zellfraktionen

Um zu Uberpriifen, ob die magnetische Separation erfolgreich gewesen ist, wurde ein kleiner
Teil der Zellsuspension mit bis zu 1x10° Zellen entnommen und in ein FACS-Probenréhrchen
Uberfiihrt. Das Volumen der entnommenen Zellsuspension wurde mit PBS/FCS auf 100 pl
aufgefullt und 5 pl des entsprechenden FACS-Antikorpers (z.B. CD14 PE oder CD4 PE)
zugegeben, gemischt und fir 20 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
wurden 500 pl PBS/FCS zugegeben und bei 360xg flr 5 min zentrifugiert. Nach Absaugen des
Uberstandes wurde das Zellsediment in 250 pl PBS/FCS aufgenommen und sofort im

Durchflusszytometer gemessen.

PBS/FCS fur FACS-Antikorper-Farbungen

10% FCS (inaktiviert)
in PBS

2.3.2.2 Nachweis von extra- und intrazellularen Antigenen
Mithilfe der durchflusszytometrischen Analyse wurden zum einen Oberflachenantigene, zum

anderen intrazellulére Proteine nachgewiesen.

Im Falle einer zusatzlichen intrazellularen Farbung wurde 16-18 h vor Ende der angestrebten
Kulturdauer der Protein-Transport-Inhibitor Brefeldin A (GolgiPlug™) zu den kultivierten
Zellen gegeben, um den intrazellulére Proteintransport zu storen und gebildete Proteine im
Golgi-Apparat zuriickzuhalten.

Die Zellen (je 1 Mio/ Well ausgesate Zellen) wurden nach der Inkubation durch grindliches
Auf- und Abpittetieren geerntet und in FACS-Probenréhrchen tberfuhrt. Die Wells wurden
zudem jeweils mit 1 ml PBS nachgespult, um mdoglichst den Verlust von adhérenten Zellen zu
vermeiden. Die Probenréhrchen wurden zentrifugiert (360 x g, 5 min), ehe die Uberstande
vorsichtig mit einer Vakuumpumpe abgesaugt wurden.

Das Sediment wurde mit 50ul PBS und 50 pl Sandoglobulin (10% in PBS) resuspendiert und
fir 5 Minuten inkubiert. Bei Sandoglobulin handelt es sich um humanes IgG, welches dem
Blockieren von Fc-Rezeptoren und anderen potentiellen unspezifischen Bindungsstellen fiir die
FACS-Antikorper auf der Zelloberfl&che dient.
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AnschlieBend wurden zunéchst nur die Antikorper fur die Oberflachenfarbung zugegeben.
Nach 20 min Inkubation wurde zum Abbrechen der Farbereaktion jeweils 1 ml PBS/FCS zu
den Proben gegeben und diese zentrifugiert (360 x g, 5 min).

Sollten nur Oberflachenmarker angefarbt werden, wurden die sedimentierten Zellen
anschlielend in 300 pl PBS/FCS resuspendiert und im FACS gemessen.

Bei zusatzlicher intrazelluldrer Fé&rbung wurde das Sediment stattdessen in 250 pl
Cytofix/Cytoperm aufgenommen und fiir 20 min dunkel inkubiert. Dieser Schritt diente der
Permeabilisierung und Fixierung der Zellemembran. AnschlieRend wurden die Proben direkt
zenrifugiert (360 x g, 5 min). Nach Absaugen des Uberstandes wurden die Zellen mit 250 pl
Perm-Wash-Puffer gewaschen. Nach diesem Waschschritt wurden die Zellen in einem
Volumen von 100 pl Perm-Wash-Puffer resuspendiert, ehe die Antikorper fur die intrazellulére
Féarbung zugegeben wurden. Nach 20 min Inkubation wurde zum Abbrechen der Féarbereaktion
jeweils 300 pl Perm-Wash-Puffer zu den Proben gegeben und diese zentrifugiert (360 x g, 5
min). Nach diesem letzten Waschschritt wurden jeweils 100 pl Perm-Wash-Puffer und 150 pl
PBS/FCS zugegeben, bevor die Proben im FACS gemessen wurden.

Sandoglobulin

10% Sandoglobulin (CSL Behring)
in PBS

Perm-Wash-Puffer

Perm-Wash Puffer 10x
1:10 mit H20 verdiinnen

2.3.2.3 Farbungen zur FACS-Analyse von Vollblutproben
In Kapitel 2.2.4 wurde beschrieben, wie Vollblutproben bearbeitet wurden und schlieflich in

350 pl FACS-Lyse-Puffer aufgenommen wurden.

AnschlieRend wurden die Proben zentrifugiert (5 Minuten, 360 x g), und zweimal mit jeweils 1
ml PBSAN gewaschen. Danach wurde das Zellsediment mit 50 ul PBSAN und 50 ul
Sandoglobulin resuspendiert und fiir 5 Minuten inkubiert.

AnschlieRend wurden die Zellen fir die Analyse im FACS gefarbt (siehe Kapitel 2.3.2.2).

PBSAN

Natriumazid
ad. PBS

2.3.3 Nachweis sezernierter Zytokine in Zellkultur-Uberstanden (Cytometric
Bead Array, CBA)
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Um in den Uberstanden von Zellkulturen Zytokine nachzuweisen, wurden hier Cytometric
Bead Arrays (CBA) durchgefiihrt. Es handelt sich dabei um eine Methode zum
zeitgleichen Nachweis sechs unterschiedlicher Zytokine in einem vergleichsweise geringen
Probenvolumen. Dazu werden sechs verschiedene Arten von Partikeln (Capture-Beads)
verwendet, die jeweils mit Antikdrpern beschichtet sind, welche spezifisch an eines der
sechs zu untersuchenden Zytokine in den Uberstanden binden koénnen (Abbildung 2.2).
Diese Capture-Beads weisen jeweils eine voneinander klar zu unterscheidende Fluoreszenz-
Helligkeit auf, die es ermdglicht, im FACS unterschiedliche Bead-Populationen zu
differenzieren.

Um die Quantifizierung der jeweiligen Proteinmengen in den Proben zu ermdglichen, wurde
eine Standard-Verdunnungsreihe angesetzt. Der im Kit enthaltene lyophilisierte Standard
wurde dazu zunéchst mit 2 ml des Assay Diluent rekonstituiert und fir 15 min aquilibriert.
Danach wurden aus diesem Top-Standard (5000 pg/ ml) 300 pl entnommen und in ein mit 300
pl Assay Diluent vorbereitetes Rohrchen gegeben. Mit der hergestellten 1:2-Verdinnung

wurde ebenso verfahren um eine 1:4-Verdinnung zu erhalten; danach wurde in gleicher Weise
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Abbildung 2.2: Das Prinzip des Cytometric Bead Array (CBA) zum Nachweis sezernierter Zytokine in
Zellkultur-Ubersténden

Fir einen Versuch wurde eine Reihe an FACS-Probenréhrchen vorbereitet, die der Probenzahl

und Anzahl der Standardréhrchen entsprach.
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Weiterhin wurde eine Mischung der sechs verschiedenen Capture-Beads angesetzt. Dazu
wurden aus den einzelnen Capture-Bead-Suspensionen nach griindlichem Mischen jeweils 2,5
pul x der Anzahl (Proben + Standardrohrchen) eingesetzt. Die Capture-Beads wurden
geschuttelt, ehe daraus flr jedes Test-Réhrchen 12,5 ul entnommen wurden. In jedes Standard-
Testrohrchen wurden nun zudem 12,5 pl aus der entsprechenden Standard-Verdiinnung
pipettiert, wahrend in die Proben-Testrohrchen jeweils 125 pul des jeweiligen
Zellkulturtberstandes gegeben wurde. Vorher wurden eventuell vorhandene Zellreste in den
Uberstanden durch Zentrifugation sedimentiert. In alle Test-R6hrchen wurden schlieRlich 12,5
pl PE Detection Reagent pipettiert. Nach griindlichem Durchmischen des Inhaltes wurden die
Rohrchen dunkel gestellt und fir 3 h bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte ein
Waschschritt mit 300pul Wash Buffer, wonach die Testréhrchen fir 5 min bei 200xg
(Raumtemperatur) zentrifugiert wurden. Nachdem der Uberstand abgesaugt wurde, wurde das
Pellet vor der durchflusszytometrischen Analyse in 250 pul Wash Buffer aufgenommen. Die
Datenanalyse erfolgte mit der FCAP-Software (BD).

Human Inflammation Kit:

Capture Beads: Human IL-8, Human IL-1f, Human IL-6, Human IL-10, Human TNF-
o, Human IL-12p70

Human Inflammation Standard (rekombinante Proteine: Human IL-8, Human IL-1j,
Human IL-6, Human IL-10, Human TNF-a, Human IL-12p70)

Human Inflammation PE Detection Reagent (PE konjugierte Antikdrper spezifisch fur

die nachzuweisenden Zytokine)

Human Th1/Th2 Kit:

Capture Beads: Human IL-2, Human IL-4, Human IL-5, Human IL-10, Human TNF-a,
Human IFNy

Human Th1/Th2 Standard (rekombinante Proteine: Human IL-2, Human IL-4, Human
IL-5, Human IL-10, Human TNF-o, Human IFNy)

Human Th1/Th2 PE Detection Reagent (PE konjugierte Antikorper spezifisch fur die

nachzuweisenden Zytokine)
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2.3.4 Durchflusszytometrische Analyse der T-Zell-Proliferation

2.3.4.1 Das Prinzip des Proliferationsassays mit CFSE
Um den Einfluss von IL-27 auf die Proliferation zu testen, wurde der Farbstoff

Carboxyfluorescein Diacetat Succinimidylester (CFSE) verwendet (Abbildung 2.3). CFSE

diffundiert aufgrund seiner physikochemischen Eigenschaften in die Zellen.

Abbildung 2.3: Strukturformel des
Farbstoffes CFSE, der zum Nachweis der
Proliferation dient. Quelle: Invitrogen
Molecular probes
http://probes.invitrogen.com/media/pis/mp
34554 .pdf (zitiert am 15.03.13)

Dort werden durch intrazelluldre Esterasen die Acetatketten entfernt, und das entstehende
Carboxyfluorescein verbleibt ldnger in der Zelle. Die CFSE-Molekile gehen kovalente
Bindungen mit intrazellularen Aminen ein, so dass fluoreszierende Konjugate entstehen

(Parish, 1999). Uberschiissiges CFSE kann anschlieBend ausgewaschen werden.

2.3.4.2 Durchfihrung des CFSE- Proliferationsassays
Isolierte CD4+ T-Zellen wurden in vorgewdrmtem PBS/BSA resuspendiert (1 Mio/ ml).

AnschlieBend wurden pro 1 Mio Zellen 2 pl der CFSE-Farbeldsung zugesetzt. Die Zellen
wurden fir 10 min bei 37°C mit dem Farbstoff inkubiert.

Die Reaktion wurde abgestoppt, indem die 5-fache Menge an eiskaltem KM zugegeben wurde
und die Proben fur 5 min auf Eis inkubiert wurden. AnschlieBend folgte ein
Zentrifugationsschritt (360 x g; 10 min), wonach der Uberstand dekantiert wurde. In der
gleichen Weise wurden drei weitere Waschschritte mit eiskaltem KM durchgefiihrt.
Schliellich wurden je Mio Zellen pro ml in Kulturmedium/ B-Mercaptoethanol aufgenommen
und in eine zuvor mit jeweils 50 ul anti-CD3-Antikorper (10 pg/ ml in 0,1 M NaHCO3)
beschichtete Platte Uberflhrt (siehe Kap. 2.2.3). Um den Effekt von neonatalen DCs auf die T-
Zellproliferation zu testen, wurden T-Zellen zum einen direkt fir 4 Tage mit IL-27 stimuliert
(zusammen mit 2 pg/ ml anti-CD28-Antikorper als Kostimulus), und zum anderen wurden T-
Zellen mit vorstimulierten moDCs kokultiviert.

Fur diese Kokulturen wurden keine Transwells benutzt, da hierfiir Zellkontakt erwiinscht war.
Hierbei wurden als Kontrolle T-Zellen ohne DCs verwendet, zu denen kostimulatorisches anti-

CD28 gegeben wurde. Zu den bereits ausgesaten Zellen wurden jeweils unstimulierte bzw. mit
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IL-27 vorstimulierte moDCs (siehe Kap. 2.2.1/ 2.2.2) im Verhdltnis 1:10 gegeben, die

Inkubation erfolgte fiir 6 Tage. Alle Bedingungen wurden als Triplikate angesetzt.

PBS/BSA

10% BSA
in PBS

CFSE-Farbeldsung (2,5 mM)

CFSE
in DMSO

2.3.5 Verwendete Reagenzien fur die FACS-Analyse

2.3.5.1 Antikorper fur die FACS-Analyse

Spezifitdt | Fluorochrom Hersteller Verdiinnung
IL-27 Fluorescein | R&D Systems; Wiesbaden- 1:10
Nordenstadt
HLA-DR PerCp BD Biosciences; Heidelberg 1:20
HLA-ABC APC BD Biosciences; Heidelberg 1:20
TNFalpha PECy7 BD Biosciences; Heidelberg 1:20
IP-10 L o _
(=CXCL10) PE BD Biosciences; Heidelberg 1:20
CD11c APC BD Biosciences; Heidelberg 1:20
CD11c V450 BD Biosciences; Heidelberg 1:20
CD123 PE BD Biosciences; Heidelberg 1:20
CD40 PE BD Biosciences; Heidelberg 1:20
CD80 PE BD Biosciences; Heidelberg 1:20
CD86 PE BD Biosciences; Heidelberg 1:20
CD209 APC BD Biosciences; Heidelberg 1:20
CD14 APC BD Biosciences; Heidelberg 1:20
CD14 PECy7 BD Biosciences; Heidelberg 1:50
CD4 PE BD Biosciences; Heidelberg 1:20
CD4 APC BD Biosciences; Heidelberg 1:20
Tabelle 2.2: Fluorochrom-konjugierte Antikorper fiir die FACS-Analyse
2.3.5.2 Sonstige bendtigte Reagenzien fur die FACS-Analyse
Name Anwendung Hersteller
. Permeabilisierung und Fixierung der | BD Biosciences;
Cytofix/Cytoperm Zellmembran Heidelberg
- BD Biosciences;
FACSClean Reinigen des Durchflusszytometers Heidelberg
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FACS-Lyse BD Biosciences;
BUffer Erythrozyten-Lyse (Vollblut-Proben) Heidelberg
) . BD Biosciences;

FACSRinse Spulen des Durchflusszytometers Heidelberg

Perm Wash Puffer | Waschen bei intrazelluldren BD Biosciences;

(PWP) Zytokinfarbungen Heidelberg
Blockieren von Fc-Rezeptoren und .

Sandoglobulin unspezifischen Bindungsstellen auf CSL Behr_lng, .

. Hattersheim am Main

der Zelloberflache

CompBeads Fluorochrom-Kompensation BD Biosciences;

Mouse/Rat P Heidelberg

Tabelle 2.3: Reagenzien firr die FACS-Analyse

2.4 Molekulargenetische Methoden

2.4.1 RNA-Isolation aus monozytéren dendritischen Zellen

Die RNA aus moDCs wurde mithilfe des High Pure RNA Isolation Kits (Roche) isoliert. Dazu
wurde nach Entnahme des Zellkultur-Uberstandes PBS zu den Zellen in den Wells gegeben
und die Kulturplatte fur 10 min bei 37°C inkubiert. Durch grindliches Auf- und Abpipettieren
wurden die adhdarenten moDCs anschlieRend aus den Wells gel6st und in 15 ml PP-R&hrchen
uberfiihrt. Nach Zentrifugation bei 360xg fiir 10 min bei Raumtemperatur wurde der Uberstand
dekantiert, danach wurden die Zellen (3-5 Mio) in 200 pl PBS aufgenommen und
resuspendiert. Zu den Proben wurden jeweils 400 pl des Lyse-/Bindepuffers gegeben und
grindlich gemischt. Die Proben im Lyse-/Bindepuffer wurden dann auf die im Kit
beiliegenden S&ulen aus Glasfaservlies pipettiert, die zuvor auf die beiliegenden
Auffangrohrchen gesetzt wurden. Nukleinsduren koénnen in Anwesenheit des chaotropen
Salzes Guanidiumchlorid, welches im Lyse-/Bindepuffer enthalten ist, an den Filter binden.
Nach einem 15-sekundigen Zentrifugationsschritt bei 10 000 Umdrehungen (U)/ min wurde
das in den Rohrchen befindliche Eluat verworfen und die S&ule erneut auf das
Auffangrohrchen gesetzt. Danach wurde je Probe 10 pl DNase | mit 90 pl DNase
Inkubationspuffer verdiinnt und auf den Filter gegeben. Nach 15-minttiger Inkubation, die der
Entfernung genomischer DNA diente, wurden 500 pl Waschpuffer | hinzugefugt und die
Sdulen im Auffangrohrchen fir 15 sec bei 10 000 U/ min zentrifugiert. Nach erneutem
Verwerfen des Eluates wurden jeweils 500 ul Waschpuffer Il auf die Filter gegeben, und
wiederum wie oben beschrieben zentrifugiert. Nach Entleeren des Durchlaufes wurden noch

einmal 200 pl Waschpuffer 11 auf die Séulen gegeben und diesmal fir 2 min bei 13 000 U/ min
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zentrifugiert, um eventuelle Reste des Waschpuffers Il grindlich zu entfernen. Nach diesem
Schritt wurden die Auffangrohrchen entsorgt und die Filter stattdessen auf 1,5 ml Réhrchen
(Eppendorf) gesetzt. Nun erfolgte die Elution der im ersten Schritt an den Filter gebundenen
RNA, indem 50 pl Elutions-Puffer auf die S&ule pipettiert und 1 min inkubiert wurde, ehe ein
letzter Zentrifugationsschritt bei 8000 U/ min flr 1 min durchgefihrt wurde.

Die Konzentration und die Reinheit der eluierten RNA wurden mittels NanoDrop™ (Peglab)

photometrisch bestimmt. Die RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt.

High Pure RNA Isolation Kit (Roche)

Lyse-/ Bindepuffer

4.5 M Guanidiumchlorid
50 mM Tris-HCI
30% Triton X-100, pH 6,6

Waschpuffer |

nach Zugabe von 20 ml Ethanol:
5 M Guanidinhydrochlorid

20 mM Tris-HCI

pH 6,6

Waschpuffer 11

nach Zugabe von 40 ml Ethanol:
20 mM NaCl

2 mM Tris-HCI

pH 7,5

DNase Inkubationspuffer

1 M NaCl

20 mM Tris-HCI
10 mM MnCl;
pH 7

DNase |
10 KU in 550 pl Elutionspuffer rekonstituiert, in Aliquots bei -20°C aufbewahrt

Elutionspuffer
Agua bidest. (nukleasefrei und steril)
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2.4.2 Reverse Transkription

Um die RNA-Menge mittels Real Time PCR bestimmen zu kdnnen, muss auf der Grundlage
der einzelstrdéngigen RNA zuné&chst die stabilere complementary-DNA (cDNA) hergestellt
werden. Diese Reaktion wird als reverse Transkription (RT) bezeichnet. Als Enzym dient
hierbei die Reverse Transkriptase, welche das Umschreiben von RNA in DNA katalysiert. Die
eingesetzten Random Primer, bei denen es sich um Hexadeoxynukleotide mit zufélliger
Sequenz handelt, lagern sich an die mMRNA-Molekiile an und dienen somit als Ansatzstellen flr
die Reverse Transkriptase. Diese synthetisiert im ersten Schritt einen an die Matrizen-RNA
angelagerten cDNA-Erststrang (DNA-Polymerase-Aktivitat). Anschlieend wird mithilfe der
Exoribonuklease-Aktivitait der RNA-Anteil des Hybridmolekiils abgebaut, wodurch
letztendlich die fiir die relative Quantifizierung bendtigte einzelstrdngige cDNA vorliegt.

RT-Reaktionen wurden wie folgt angesetzt:

2 pl 10x Puffer

2 Ul dNTPs (je 0,5 mM)

2 ul Random Primer (0,5 pg/ pl)
0,5ul RNase Inhibitor (20 U/ pul)

1 pl Reverse Transkriptase O (4U/ ul)
1 ug RNA

ad 20 pl H20 (RNase frei)

—> Die Inkubation erfolgte fir 1 h bei 37°C im Wasserbad. Danach wurden die cDNA-Proben
entweder direkt in eine Real Time PCR Reaktion eingesetzt, oder sie wurden bei -20°C

aufbewahrt.

2.4.3 Real Time PCR

2.4.3.1 Das Prinzip der Real Time PCR

Die Real Time PCR ist eine Methode zur quantitativen Erfassung der Genexpression. Sie
basiert auf der Polymerase-Ketten-Reaktion, einer enzymatischen Amplifikation spezifischer
DNA-Fragmente (Mullis et al., 1986). Zu diesem Zweck werden Primer benétigt, 18-30
Basenpaare lange, einzelstrdngige Oligonukleotide, die eine zur Matrizen-DNA
komplementare Sequenz aufweisen missen. Das Enzym, die hitzestabile Tag-DNA-
Polymerase, setzt an den gebundenen Primern an und beginnt von hier ausgehend die Neu-
Synthese  eines  DNA-Stranges aus den ihr zur  Verfiigung  stehenden
Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTPs). Eine PCR lauft prinzipiell in drei zyklisch

wiederholten Schritten ab: Die Denaturierung der Matrizen-DNA in Einzelstrang-Molekiile,
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die Anlagerung der Primer an ihre Zielsquenz (Annealing), und schliellich die Elongation der
neusynthetisierten DNA-Strange. Dadurch findet eine exponentielle Amplifikation der DNA
statt.

Die Real Time PCR unterscheidet sich von einer konventiellen PCR dadurch, dass sie eine
Quantifizierung des Ausgangstemplates (cDNA) aufgrund der wahrend der Amplifikation
gemessenen Fluoreszenz erlaubt. Dazu kénnen Sonden verwendet werden, die spezifisch an
ein PCR-Produkt binden. Diese kurzen TagMan-Sonden besitzen an ihrem 5’-Ende einen
Reporter- Fluoreszenzfarbstoff, an ihrem 3’-Ende einen Quencher. Befinden sich Reporter und
Quencher in rdumlicher N&he zueinander, wird bei Anregung durch den Laser ein Teil der
Energie des Reporters auf den Quencher Ubertragen. Dieses Phdnomen bezeichnet man als
Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET). Sobald die an den Einzelstrang der Matrizen-
DNA gebundene Sonde durch die fortschreitende Tag-Polymerase hydrolisiert wird, werden
Reporter und Quencher radumlich voneinander getrennt, was den FRET unterbindet. Aufgrund
dessen wird das Signal des Reporters nun verstarkt. Je mehr Ausgangsmaterial in der Probe
vorhanden war, desto eher Uberschreitet dieses Signal den zur Detektion notwendigen
Schwellenwert (Threshold), zurlickzufiihren auf den exponentiellen Anstieg der Fluoreszenz.
Als Cp-Wert wird der Zyklus bezeichnet, in dem dieser Anstieg erstmalig den Threshold
uberschreitet.

2.4.3.2 Durchfihrung der Real Time PCR
In der vorliegenden Arbeit wurde eine relative Quantifizierung mittels des sondenbasierten

TagMan Mastermix (Roche) durchgefiihrt.

Alle nachfolgend beschriebenen Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. Zunachst wurde der TagMan
Mastermix vorbereitet, indem 10 pl aus Lésung a (Enzym) in Lésung b (Puffer) pipettiert und
vorsichtig gemischt wurden. Als feste BezugsgroRe fiir die relative Quantifizierung wurde ein
Kalibrator in ausreichend groBem Malstab hergestellt, um fir alle Experimente einer
Versuchsreihe auszureichen. Dabei handelte es sich um die cDNA aus den PBMCs eines
adulten Spenders, die mit 5 pg/ ml PHA (Phythdmagglutinin) stimuliert worden sind. PHA ist
ein Mitogen, welches T-Zellen umfassend aktiviert. Die Zellen wurden nach 24 h geerntet, ihre
RNA isoliert und diese anschlieRend in cDNA umgeschrieben (siehe 2.4.1 und 2.4.2).
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Die Mastermixe wurden wie folgt angesetzt (x Anzahl Proben + Kalibrator +

Negativkontrolle):

10,4 ul H20 (PCR grade, Roche)
0,2 pl left Primer (MWG Operon)
0,2 pl right Primer (MWG Operon)
0,2 ul UPL-Sonde (Roche)

4 ul TagMan Mastermix (Roche)

Epl

Folgendes Beispiel dient der Veranschaulichung: Proben 1-12 sollen hinsichtlich der
Expression von XY mRNA analysiert werden. Es wird jeweils ein Mastermix fur Primer XY,
als auch ein Mastermix fur das Referenzgen TBP (TATA-Box binding protein) angesetzt. Da
zusétzlich zu den 12 Proben aufRerdem jeweils noch der Kalibrator und eine Negativkontrolle
(5 ml H20) mitgefuhrt werden soll, wird in diesem Beispiel die 14 fache Menge beider
Mastermixe ben6tigt. Insgesamt werden 28 Kapillaren verwendet.

In jede Kapillare werden 15 pl des Mastermixes gegeben, dazu werden jeweils 5 ul der
entsprechenden cDNA (Probe oder Kalibrator) gegeben. Alle Kapillaren werden kurz
zentrifugiert, bevor sie in den Rotor des Light Cyclers gesetzt werden.

Folgendes Light Cycler™-Programm wurde generell fiir sondenbasierte Real Time PCR-

Reaktionen verwendet:

Aquisition
Analysis Mode | Cycles | Target Temperature Hold Time | Mode
Pre-
Incubation none 1 95°C 10 min none
95°C (Denaturierung) 10 sec none
Amplification | Quantification 45 160°C (Annealing) 30 sec none
72°C (Elongation) 1 sec single
Cooling none 1 40°C 30 sec none

Tabelle 2.4: Light Cycler™-Programm fiir die sondenbasierte Real Time PCR

Die ermittelten Cp-Werte wurden in die folgende Formel eingesetzt, um die relative Menge der

cDNA (entspricht Ausgangs-mRNA-Menge) bezogen auf den Kalibrator zu berechnen:

2 (Cp Zielgen Kalibrator- Cp Zielgen Probe) X 2 (Cp Referenzgen Probe -Referenzgen Kalibrator)
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2.4.3.3 Fir die Real Time PCR Verwendete Primer und Sonden

Bezeichnung Sequenz (5' nach 3) PSR
TBP left GCT GGC CCATAG TGATCTTT 3
TBP right CTT CAC ACG CCA AGA AAC AGT
WSX-1 left CCC CCT CCG AGT TAC ACC 21
WSX-1 right ACT GCCACAGTCTGGGTTTT
IL-27p28 left GCC AGG AGT GAACCT GTAC 51
IL-27p28 right TGG TGG AGA TGA AGC AGA GA
CCL23 left CAC CAG GAG GAT GAAGGT CT 51
CCL23 right TCATGA ACT CTG TCT CTG CAT CT
CCR1 left TCT GAC TCT TGG CAC AGC AT 76
CCR1 right GCC ACCATT ACATTC CCT CTC
CXCL10 left GAA AGC AGT TAG CAA GGA AAG GT 34
CXCL10 right GAC ATATAC TCC ATG TAG GGA AGT TA
IRF8 left GAG GTG GTCCAG GTCTTCG 20
IRF8 right CGG CCCTGG CTGTTATAG
IRF2 left GCT AGA CAT GGG TGG GAT GT 19
IRF2 right CTCCTGGTTGATGCTTTCCT
IRF7 left AGC TGT GCT GGC GAG AAG 13
IRF7 right TGT GTG TGT GCC AGG AAT G

Tabelle 2.5: Fir die Real Time PCR verwendete Primer (alle von MWG Operon) und zugehdrige Universal
Probe Library-Sonden (alle von Roche)

2.4.4 PCR Arrays zur Gen-Expressionsanalyse

Um die Expression mehrerer Gene gleichzeitig zu analysieren, wurden RT? Profiler PCR
Arrays (SABiosciences, Qiagen) verwendet (Abbildung 2.4). In der vorliegenden Arbeit
wurden ein ,, Dendritic and Antigen Presenting Cell PCR Array und ein ,, Interferon and
Receptor” PCR Array durchgefuhrt. Jeder Array dient dem Nachweis von 84 Genen,
gleichzeitig werden auch 5 Haushaltsgene erfasst. Zudem enthdlt die jeweils fur eine Probe
verwendete 96-Well PCR Array-Platte Kontrollen (wie z.B. RT-Effizienz, evitl.
Verunreinigung mit genomischer RNA oder Reproduzierbarkeit). Es wurden jeweils drei
Kontrollproben (unstimuliert) sowie jeweils drei mit 50 ng/ ml IL-27 stimulierte Proben
(beides CB und AB) untersucht.
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Abbildung 2.4: Uberblick tiber die Durchfithrung der RT? Profiler PCR Arrays (SABiosciences, Qiagen);
Quelle: http://www.sabiosciences.com/pathwaymagazine/pcrhandbook-giagen/pdfs/pcrarrayguide-giagen.pdf
(zitiert am 27.06.13), modifiziert
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Die Herstellung von cDNA durch reverse Transkription der isolierten RNA aus d4 moDCs
erfolgte hierbei mit dem RT? First Strand Kit (Qiagen). Zunichst wurde wie folgt ein Puffer
zur Entfernung genomischer DNA (gDNA) verwendet:

gDNA-Eliminationsmix

RNA (25 ng- 5 pg)
GE (5x gDNA Elimination Buffer)
ad 10 pl H20

- Die Komponenten wurden vorsichtig, aber griindlich gemischt, gefolgt von einer kurzen
Zentrifugation. Die Inkubation erfolgte bei 42°C fur 5 min. Danach wurde die Probe
mindestens fir 1 min auf Eis abgekihlt.Der RT-Reaktion wurde folgendermafRen angesetzt (je
Reaktion):

RT-Cocktail

4 ul BC3 (5x RT Puffer)

1 pl P2 (Primer & External Control Mix)
2 pl RE3 (RT Enzyme Mix 3)

3 ul H20

10 i

- Die Reagenzien wurden grindlich, aber vorsichtig gemischt, gefolgt von einem kurzen
Zentrifugationsschritt. AnschlieBend wurden die Komponenten fir die Erststrang-DNA-

Synthesereaktion zusammengefugt:

Erststrang-cDNA-Synthese:

10 pl aus RT-Cocktail
10l aus gDNA-Eliminationsmix

- Die Reagenzien wurden grindlich, aber vorsichtig gemischt, gefolgt von einer kurzen
Zentrifugation. Die Inkubation erfolgte bei 42°C fir 15 min, anschlieBend wurde die
enzymatische Reaktion sofort durch 5-mindtige Inkubation bei 95°C abgestoppt. SchlieRlich
wurden 91 pl H20 zugegeben und die Probe bis zur weiteren Verwendung auf Eis gestellt oder

gegebenenfalls Giber Nacht bei -20°C aufbewahrt.
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Ansatz fir Real Time PCR-Array

1350 pl 2x SABiosciences RT? gPCR Mastermix
102 pl verdiinnte cDNA-Synthese-Reaktion
1248 pl H20

2700pl

—> daraus wurden nach Mischen der Komponenten jeweils 25 pl mit einer Mehrkanalpipette in
jedes Well der 96-Well PCR-Array Platte gegeben. Die Platte wurde anschlieBend mit Folie
versiegelt und kurz abzentrifugiert.

Die Messung erfolgte im plattenbasierten Light Cycler LC480 (Roche). Dabei wurde folgendes

Programm verwendet:

Zyklen Temperatur Dauer
1 95°C 10 min
45 95°C 15 sec
60°C 1 min

Tabelle 2.6: Light Cycler™-Programm fiir die Real Time PCR-Arrays

Die gemessenen Cp -Werte wurden anhand der frei zuganglichen Software von SABiosciences
ausgewertet und die Anderung der jeweiligen Expression im Bezug auf die unstimulierte
Kontrolle (,,fold changes®) ermittelt. Die Auswertungssoftware ist im Internet zu finden:
http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php?target=upload

(URL zitiert am 27.06.2013)

2.5 Statistische Analysen

Die Experimente wurden mehrfach wiederholt, so dass die Mittelwerte bzw. Mediane
berechnet werden konnten. Zudem wurden Standardfehler bzw. Standardabweichungen

berechnet. Zur Beurteilung mdglicher Signifikanzen wurden t-Tests durchgeftihrt.
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2.6 Gerate
Gerat Name Hersteller
) IBS Integra Biosciences;

Absauggerat Vaccusafe Fernwald, Deutschland

Analysenwaage Kern 770 Kern & Sohn GmbH; Balingen

Brutschrank HeraCell 240 Thermo Fisher Scientific;
Schwerte

Durchflusszytometer LSRII BD Biosciences; Heidelberg

Durchflusszytometer FACSCanto BD Biosciences; Heidelberg

elektrische Pipette Multipette plus Eppendorf; Hamburg

Gefrierschrank Comfort Liebherr; Kirchdorf an der Iller

Gefrierschrank (-80°C) Herafreeze Thermo Fisher Scientific;
Schwerte

Heizblock / Peglab; Erlangen

Kihlschrank / Siemens; Minchen

Laborschuttler Reax2000 Heidolph Instruments;

Schwabach

Magnet fur Zellseparation

MiniMacs separator

Miltenyi Biotech; Bergisch
Gladbach

Kapillaren)

Mehrkanalpipette / Eppendorf; Hamburg
Mikroskop I1X50 Olympus; Hamburg
Mikroskop / Zeiss; Oberkochen
WTW Wissenschaftlich-
pH-Meter MultiCal pH538 Technische Werkstatten GmbH,;
Weilheim
Photometer Nanodrop Peglab; Erlangen
Pipette (max. 10 pl) Research Eppendorf; Hamburg
Pipette (max. 100 pl) Reference Eppendorf; Hamburg
Pipette (max. 20 pl) Research Eppendorf; Hamburg
Pipette (max. 200 pl) Reference Eppendorf; Hamburg
Pipette (max.1000 pl) Reference Eppendorf; Hamburg
o . Hirschmann Laborgeréte;
Pipettierhilfe Pipetus Eberstadt 9
Real-Time PCR-Gerat (fur Light-Cycler Roche; Mannheim

Real-Time PCR-Gerat (fiir
Platten)

Light-Cycler LC480

Roche; Mannheim

Heidolph Instruments;

Ruhrer MR 3002 Schwabach
Sterilwerkbank HeraSafe Thermo Fisher Scientific;
Schwerte
Stickstofflagertank / Cryoson GmbH; Kleinkahl
Stickstoffvorratsbehalter / Cryoson GmbH; Kleinkahl
Tischzentrifuge MiniSpin Eppendorf; Hamburg

Tischzentrifuge

Carl Roth; Karlsruhe

Tischzentrifuge

Heraeus Frescol?
Centrifuge

Thermo Fisher Scientific;
Schwerte
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Sonorex Super - .
Ultraschallbad RK103H Bandelin; Berlin
Wasserbad E100 Ecoline Star Lauda; Lauda-Konigshofen
Edition
Zentrifuge Heraeus Megafuge 1.0 | Thermo Fisher Scientific;
’ RS Schwerte
Zentrifuge Heraeus Multifuge Thermo Fisher Scientific;
Schwerte

Tabelle 2.7: Verwendete Geréte

2.7 Verbrauchsmaterialien

2.7.1 Chemikalien und Reagenzien

Summenformel oder
Name Hersteller
Gebrauchsname
Ammoniumchlorid NH4CI Roth; Karlsruhe
Benzonase-Endonuklease / Merck KGaA; Darmstadt
Bovine Serum Albumine BSA Sigma-Aldrich; Miinchen
. . Serva Electrophoresis
Dimethylsulfoxid DMSO GmbH, Heidelberg
Essigsdure CH;COOH Riedel de Haen; Seelze
Ethanol EtOH Carl Roth; Karlsruhe
N o Serva Electrophoresis
Ethylendiamintetra-essigsdure |EDTA GmbH, Heidelberg
Fetal Calf Serum £CS Thermo Fisher Scientific;
Schwerte
Hanks Buffered Salt Solution |HBSS E@@eLaboratones GmbH,
Heparin Natrium-25000 / Ratiopharm GmbH; Ulm
Kaliumhydrogencarbonat KHCO3 Merck KGaA; Darmstadt
L-Glutamin L-GlIn Invitrogen; Darmstadt
LSM 1077 Lymphocyte Ficoll PAA Laboratories GmbH,
Separation Medium Colbe
Minimal Essential Medium- 1 eny A n Biochrom; Berlin
Aminoacids
Natriumazid NaNs3 Carl Roth; Karlsruhe
Natrium- Sigma-Aldrich Chemie;
Ethylendiamintetraessigsaure Na:EDTA Minchen
Natriumhydrogencarbonat NaHCO3 Carl Roth; Karlsruhe
Natrium-Pyruvat Invitrogen; Darmstadt
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Penicillin/Streptomycin Pen/Strep Invitrogen; Darmstadt

Phosphate Buffered Saline PBS Invitrogen; Darmstadt

Propidium-Jodid Pl Slgma-AIdrlch Chemie;
Miinchen

Random Primer / Promega; Mannheim
RNase Inhibitor / Ambion; Austin, Texas/USA
RPMI1640 / Invitrogen; Darmstadt
Trypanblau / Invitrogen; Darmstadt

/

[-Mercaptoethanol Invitrogen; Darmstadt

Tabelle 2.8: Verwendete Chemikalien und Reagenzien

2.7.2 Kits
Kit Hersteller
Human CD4 T cell isolation kit I Miltenyi Biotech GmbH; Bergisch-Gladbach
Human CD14 Microbeads Miltenyi Biotech GmbH; Bergisch-Gladbach
Human Th1/Th2-Cytometric Bead Array BD Biosciences; Heidelberg

Human Inflammation Cytometric Bead Array | BD Biosciences; Heidelberg

CellTrace™ CFSE Cell Proliferation Kit Molecular Probes/ Invitrogen. Life
(CFSE; DMSO) Technologies; Darmstadt

High Pure RNA Isolation Kit Roche; Mannheim

TagMan Mastermix Roche; Mannheim

RT2 qPCR PCR Arrays Qiagen; Hilden

Tabelle 2.9: Verwendete Kits

2.7.3 Gebrauchs- und Einwegmaterialien

Produkt Hersteller

1,5 ml und 2 ml Reaktionsgefale Eppendorf; Hamburg

15 ml und 50 ml Réhrchen Greiner BioOne, Frickenhausen
24-Well-Flachhboden-Zellkulturplatten Thermo Fisher Scientific; Schwerte
Combi-Stopper BD Biosciences; Heidelberg
Einfrierboxen Thermo Fisher Scientific; Schwerte
Einfrier-Rohrchen Thermo Fisher Scientific; Schwerte
FACS-Testréhrchen BD Biosciences; Heidelberg
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FACS-Testrohrchen mit Deckel BD Biosciences; Heidelberg

Kanulen (Microlance) BD Biosciences; Heidelberg

MS MACS-S4ulen Miltenyi Biotech GmbH; Bergisch-Gladbach
Pipettenspitzen Starlab, Hamburg

Pipettenspitzen bis 10 pl Eppendorf; Hamburg

Spritzen BD Biosciences; Heidelberg

Sterilfilter Thermo Fisher Scientific; Schwerte
Zellkultureinsatze ThinCert 0,4 uM Greiner BioOne, Frickenhausen
Zellkulturplatten Thermo Fisher Scientific; Schwerte

Tabelle 2.10: Verwendete Gebrauchs- und Einwegmaterialien
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3 Ergebnisse

3.1 Die Differenzierung von Monozyten zu unreifen monozytaren
dendritischen Zellen

Da das als unreif bezlglich der Ausbildung von Immunantworten geltende neonatale
Immunsystem untersucht wurde, standen die Eigenschaften der mDCs als professionelle
antigenprasentierende Zellen im Fokus. Im peripheren Blut befindet sich jedoch nur eine
geringe Zahl an mDCs. Darlber hinaus ist das verwendete Untersuchungsmaterial, das
Nabelschnurblut termingerecht durch Kaiserschnitt geborener Kinder, eine begrenzte
Ressource. Aufgrund dessen wurden die hier beschriebenen Versuche hauptséachlich mit in
vitro generierten moDCs durchgefuhrt. Diese weisen viele Eigenschaften von mDCs auf und
dienen somit als ein vergleichbares in vitro Modellsystem. Aus zuvor asservierten PBMCs
wurden mittels MACS die CD14+ Zellen isoliert (siehe Kap. 2.1.7.2). Zwei Qualitatskriterien
galten fur die isolierten Monozyten: Zum einen wurden die Population auf ihre Reinheit
Uberprift, welche mindestens 90% betrug (Abbildung 3.1), wobei die restlichen 10% vor allem
aus Lymphozyten bestanden. Diese kdnnen vernachlassigt werden, da die weiterflihrenden
Kulturbedingungen mit IL-4 und GM-CSF nicht fiir das Uberleben von T-Zellen forderlich ist.

Der Anteil der lebenden Zellen nach der magnetischen Separation betrug mindestens 80%.

CD14+ Monozyten

SSC

A PR L ) L

FSC CDi14

Abbildung 3.1: Messung der Reinheit der isolierten Zellen bezogen auf die Expression des Monozyten-
Markers CD14. Im dargestellten Beispiel waren tiber 95% der Zellen CD14+.

Nach der Kultur wurden die unreifen moDCs (Abbildung 3.2), d.h. nicht tber die Gabe von IL-
4 und GM-CSF hinaus stimulierten Zellen, bezuglich der Expression des Oberflachenmolekdls

CD209 untersucht, ein Marker fur die erfolgreiche Differenzierung zu DCs.
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Abbildung 3.2: Bei den in rot angezeigten
Zellen handelt es sich um monozytéare DCs
(moDCs) nach der Differenzierung mittels
IL-4 und GM-CSF aus Monozyten.

SSC

FSC

Es wurde festgestellt, dass der grofite Teil der CD11c+, als moDCs bezeichneten Zellen nach
der Kultur mit IL-4 und GM-CSF den Oberflachenmarker CD209 exprimierten, sowohl nach 4
Tagen (70-80%) als auch nach 7 Tagen (95%) Zellkultur (Abbildung 3.3).

d4 moDCs
A d7 moDCs

D209+ e T

CD209

v

FSC

Abbildung 3.3: Die Expression von CD209, einem Marker fir die erfolgreiche Differenzierung zu DCs, bei
d4 und d7 moDCs. (nach der Zellkultur mit IL-4 und GM-CSF). CD209 wird von der Mehrzahl der Zellen
auf der Oberflache exprimiert.

3.2 Hinweise auf die autokrine Produktion von IL-27 in DCs

3.2.1 IL-27 modifiziert die eigene mRNA-Expression

Mittels Real Time PCR wurde eine relative Quantifizierung der Expression von IL-27p28
mMRNA vorgenommen (Abbildung 3.4 A). Dabei wurden d4 moDCs nach 24h Stimulation mit
oder ohne IL-27 (50 ng/ml) untersucht. Bereits die basale Expression von IL-27p28 erwies sich
im Vergleich zu adulten moDCs bei neonatalen moDCs als erh6ht. Nach der Stimulation mit
50 ng/ml IL-27 war die Expression sowohl in neonatalen, als auch in adulten Zellen im
Vergleich zur unstimulierten Kontrolle erhéht, wobei die IL-27p28-Expression bei

Neugeborenen weiterhin auf einem héheren Level als bei Erwachsenen war.
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Des Weiteren wurde die Expression der IL-27-Rezeptoruntereinheit WSX-1 durch d4 moDCs
nach 24h Stimulation mit 1L-27 (50 ng/ml) oder LPS untersucht (Abbildung 3.4 B). Dabei
konnte festgestellt werden, dass WSX-1 von neonatalen moDCs verstarkt exprimiert wurde.
Die Stimulation mit IL-27 bewirkte eine leichte Abnahme der WSX-1 mRNA. Die Stimulation
mit dem TLR4-Liganden LPS fuhrte hingegen sogar zu einer signifikanten Reduktion der
WSX-1 Expression ausschliellich in neonatalen moDCs.

>
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Ounstimuliert
W IL-27 50ng/ml

5 OLPS
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Abbildung 3.4: A: Relative Quantifizierung der Expression von IL-27p28-mRNA. IL-27p28 wurde von
neonatalen Zellen im unstimulierten Zustand im Vergleich zu adulten Zellen verstarkt exprimiert. Sowohl bei
neonatalen, als auch bei adulten Zellen wurde durch die Stimulation mit IL-27 eine Steigerung der I1L-27p28
MRNA-Expression induziert. B: Relative Quantifizierung der Expression der IL-27-Rezeptor-Untereinheit
WSX-1-mRNA. Nach IL-27-Stimulation wurde eine reduzierte Menge an WSX-1-mRNA detektiert. Die
Stimulation mit LPS hatte bei neonatalen moDCs eine signifikante Reduktion der WSX-1-Expression zur
Folge, wahrend bei adulten Zellen keine Beeinflussung der Expression beobachtet wurde. Dargestellt sind
Mittelwerte +/- SEM; n=3-6

3.2.2 IL-27 beeinflusst auch die IL-27-Protein-Produktion

Die moDCs wurden durchflusszytometrisch hinsichtlich der Produktion des IL-27-Proteins
analysiert (Abbildung 3.5). CB d4 moDCs, die fur 24h stimuliert wurden, zeigten dabei eine
signifikant hohere basale Produktion des Zytokins als entsprechende adulte Zellen. Dariiber
hinaus konnte in neonatalen d4 moDCs bei allen untersuchten Stimulationsbedingungen mehr
IL-27 nachgewiesen werden als in adulten Zellen. Insgesamt wurden starke interindividuelle
Schwankungen beobachtet. Dennoch wurde ersichtlich, dass 50 ng/ml IL-27 sowie 100 ng/ml
IL-27 eine signifikante Steigerung der IL-27-Produktion neonataler Zellen im Vergleich zu

unstimulierten Zellen bewirken konnten.
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Abbildung 3.5: Durchflusszytometrische Analyse von d4 moDCs. Gezeigt wird jeweils ein reprdsentativer
neonataler und adulter Proband. Angegeben ist der prozentuale Anteil der IL-27 produzierenden moDCs.

3.2.3 Vergleich der IL-27-Produktion bei unterschiedlicher moDC-
Kulturdauer

Die IL-27-Produktionskapazitdt unter verschiedenen Stimulationsbedingungen wurde sowohl
bei d4, als auch bei d7 moDCs analysiert (Abbildung 3.6). Neonatale und adulte d7 moDCs
produzierten im unstimulierten Zustand weniger I1L-27 als d4 moDCs. Dies gilt auch fur die
Stimulation mit 50 ng/ml und 100 ng/ml IL-27. Wurde hingegen mit LPS stimuliert, war der
Anteil an IL-27 positiven Zellen bei neonatalen und adulten d7 moDCs héher als bei den

entsprechenden d4 moDCs.
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Bei der kombinatorischen Stimulation mit LPS und IL-27 (50 ng/ml) produzierten neonatale
d7 moDCs ebenfalls mehr IL-27 als neonatale d4 moDCs, wahrend adulte moDCs nach der 4

Tage-Kultur mehr IL-27 produzierten als nach der langeren Kulturdauer von 7 Tagen.

OCB d4 moDCs
60 1 B AB d4 moDCs
B CB d7 moDCs
50 B AB d7 moDCs

% moDCs IL-27+

Abbildung 3.6: Vergleich der IL-27-Produktion durch moDCs nach unterschiedlicher Kulturdauer. Das
Diagramm zeigt d4 moDCs im Vergleich zu d7 moDCs. Angegeben ist der prozentuale Anteil der IL-27+
moDCs (CD11c+). Bei neonatalen d4 moDCs wurde schon im unstimulierten Zustand signifikant mehr I1L-27
produziert als bei adulten moDCs. Die Zugabe von IL-27 (50 oder 100 ng/ml) flhrte zu einer im Vergleich
mit unstimulierten Zellen signifikanten Steigerung bei CB d4 moDCs, aber auch zu einer deutlichen, wenn
auch nicht signifikanten Steigerung bei AB d4 moDCs. Wéhrend bei adulten Zellen diese Steigerung
konzentrationsabhangig war, war dies bei neonatalen moDCs nicht der Fall.

Bei der Stimulation mit IL-27 in Kombination mit LPS konnte bei d4 moDCs kein Unterschied zwischen
neonatalen und adulten Zellen festgestellt werden, wahrend neonatale d7 moDCs unter dieser Bedingung
signifikant mehr IL-27 produzierten, als adulte d7 moDCs.

Dargestellt sind Mittelwerte +/- SEM; n= 3-7

3.2.4 Einfluss des STAT-Inhibitors Nifuroxazid auf Faktoren, die IL-27
autokrin induzieren kann

Eine weitere Fragestellung war, in wie weit die von IL-27 induzierten Effekte von STAT1
bzw. STATS3 Signaltransduktion abhangen. Um diesen Zusammenhang zu testen, wurde der
STAT1/3-Inhibitor Nifuroxazid in Zellkulturen eingesetzt. Bei neonatalen moDCs kam es
durch Nifuroxazid zu einer deutlichen Reduktion der IL-27 Produktion im Vergleich zum
unstimulierten Zustand (Abbildung 3.7 A). Verglichen mit der Stimulation mit IL-27 (50 oder

100 ng/ml) waren nach Gabe von Nifuroxazid signifikant weniger moDCs IL-27-positiv. Bei
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adulten moDCs war dieser Effekt nicht signifikant. Auch die TNF-a-Produktion wurde,
deutlicher bei CB als bei AB moDCs gehemmt (Abbildung 3.7 B). Das Chemokin CXCL10,
dessen Produktion durch IL-27 induziert werden konnte, wurde ebenfalls durch den Einsatz
des STAT-Inhibitors reduziert (Abbildung 3.7 C). Die Oberflachenexpression des Rezeptors
von CXCL10, CXCR3, wurde deutlich bei neonatalen moDCs, jedoch nur leicht bei adulten
moDCs durch Nifuroxazid gehemmt (Abbildung 3.7 D).

Ounstimuliert
A B O IL-27 50ng/ml
| IL-27 100ng/ml

45 - T x| ® Nifuroxazid

12 1

% d4 moDCs IL-27+
&
% d4 moDCs TNFalpha+

CB AB CcB AB

90 1
80 1
70 A
60
50 A
40 1
30 A
20 A
10 A

% d4 moDCs CXCR3+ ©
O P N W A U1 O N 00 ©

% d4 moDCs CXCL10+

CB AB CB AB

Abbildung 3.7: Einfluss des STAT1/3-Inhibitors Nifuroxazid auf die Produktion von IL-27, TNF-a,
CXCL10 und CXCR3 durch neonatale moDCs im Vergleich zu unstimulierten bzw. mit IL-27 (50 oder 100
ng/ml) stimulierten Zellen. Bei adulten moDCs ist die Wirkung von Nifuroxazid weniger stark ausgeprégt als
bei neonatalen Zellen. Gezeigt werden die Mittelwerte +/- SEM; n=2-7. * p= <0.05, ** p=<0,005
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3.3 Nachweis der Sekretion inflammatorischer Zytokine bei
moDCs

3.3.1 IL-27 und die Induktion inflammatorischer Zytokine

Die moDC-Zellkultur-Uberstande wurden hinsichtlich sezernierter Zytokine untersucht.
Hierbei wurden die Zytokine IL-8, IL-1pB, IL-6, IL-10, TNF-o und IL-12p70 analysiert, die
eine Rolle im Inflammationsgeschehen spielen.

Bei neonatalen sowie adulten moDCs flhrte eine 25-stiindige Stimulation mit 1L-27 zu einem
konzentrationsabhéngigen Anstieg der IL-8-Produktion (Abbildung 3.8 A). Neonatale moDCs
produzierten nach der Stimulation mit 100 ng/ml IL-27 signifikant mehr IL-8 als im
unstimulierten Zustand. Bei adulten moDCs wurde indessen sowohl bei Stimulation mit 50
ng/ml, als auch mit 100 ng/ml nach 24h in etwa gleiche Mengen an IL-8 produziert. Nach einer
Stimulationsdauer von 48h zeigte sich bei CB und AB moDCs ein &hnliches Muster wie nach
24h, jedoch kam es nach dieser langeren Inkubationsdauer zu keiner signifikanten Steigerung
der durch IL-27 induzierten IL-8-Produktion mehr (Abbildung 3.9 A).

IL-27 flhrte nach 24h nur zu einer leichten Erhéhung von IL-1p, jedoch wurde hier weder bei
CB, noch bei AB moDCs eine signifikante Anderung der Zytokin-Produktion beobachtet
(Abbildung 3.8 B). Nach 48h Stimulation hatte IL-27 keinen Einfluss mehr auf die ohnehin
reduzierte Sekretion von IL-1  (Abbildung 3.9 B).

IL-27 bewirkte bei adulten moDCs nur einen leichten Anstieg der IL-6-Konzentration im
Zellkultur-Uberstand (Abbildung 3.8 C). Hingegen fiihrte bei neonatalen moDCs die
Stimulation mit 100 ng/ml IL-27 zu einer signifikanten Zunahme der IL-6-Sekretion. Nach 48h
zeigte sich sowohl bei mit 50 ng/ml, als auch bei mit 100 ng/ml IL-27-stimulierten moDCs
eine deutlich gesteigerte Sekretion von IL-6 im Vergleich zu unstimulierten Zellen,
(Abbildung 3.9 C). Bei adulten moDCs bewirkten 100 ng/ml einen Anstieg der IL-6-

Konzentration.
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Abbildung 3.8: Nachweis sezernierter inflammatorischer Zytokine in Zellkulturliberstdnden von neonatalen
und adulten moDCs nach 24h Stimulation mit unterschiedlichen Konzentrationen von IL-27. Dargestellt
sind Mediane (STABW siehe Anhang). n=3-22. * p= <0.05, **p=<0,005, ***p=<0,001

IL-10, ein als anti-inflammatorisch geltendes Zytokin, wurde bei CB- und AB- moDCs nur in
sehr geringem Malle durch IL-27 beeinflusst. Bei neonatalen Zellen zeigte sich ab einer
Konzentration von 50 ng/ml IL-27 nach 24h Stimulation eine leichte Reduktion der IL-10-
Sekretion (Abbildung 3.8 D). Bei adulten moDCs konnte dieser tendenzielle Effekt erst bei
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100 ng/ml 1L-27 beobachtet werden. Nach 48 h hatte IL-27 jedoch keinen Effekt mehr auf die
Produktion von I1L-10 (Abbildung 3.9 D).

TNF-a wurde von neonatalen moDCs durch den Einfluss von IL-27 signifikant erhéht, wobei
der Effekt bei den niedrigeren Konzentrationen (25 ng und 50 ng/ml) am deutlichsten war
(Abbildung 3.8 E). Bei adulten moDCs stieg ebenfalls die Menge an sezerniertem TNF-q,
jedoch nur bei 50 ng/ml IL-27 signifikant. Bei 100 ng/ml IL-27 fiel bei adulten moDCs die
TNF-a-Konzentration im Uberstand wieder ab, vergleichbar mit der im unstimulierten Zustand
sezernierten Menge des Zytokins. Nach 48h Stimulation wurde von neonatalen und adulten
moDCs insgesamt deutlich weniger an TNF-a produziert als nach 24h (Abbildung 3.9 E).
Interessanterweise lag hier bei adulten Zellen eine signifikante Erhéhung des Zytokins
verglichen mit unstimulierten Zellen bei 100 ng/ml eingesetztem IL-27 vor. Neonatale Zellen
zeigten zwar ebenfalls einen deutlichen Anstieg der Sekretion, dieser war jedoch aufgrund der
schwankenden TNFa-Konzentrationen zwischen den Probanden nicht als signifikant zu

bewerten.
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Abbildung 3.9: Sezernierte inflammatorische Zytokine in Zellkulturiberstdnden von neonatalen und adulten
moDCs nach 48h Stimulation mit unterschiedlichen Konzentrationen von IL-27. Dargestellt sind Mediane

(STABW siehe Anhang). n=2-8. * p=<0.05

Die durchflusszytometrische Analyse ergab sowohl in neonatalen, als auch in adulten Zellen
bei beiden getesteten IL-27-Konzentrationen (50 und 100 ng/ml) eine deutliche Erh6éhung von

TNF-a. (Abbildung 3.10). Dies deckt sich nur zum Teil mit den Ergebnissen aus der Analyse

der sezernierten Proteine.

59



Ergebnisse

mCB
HAB

*k*k

% d4 moDCs TNFalpha+
e el
ON PO OWON~MO
t*
>(.
)(.
>(.

Abbildung 3.10: Anteil TNF-a positiver Zellen (Nachweis des intrazelluldren Zytokins) an moDCs. Die
Zellen wurden je 24h mit dem jeweiligen Stimulans inkubiert. Dargestellt sind Mittelwerte +/- SEM; n=3-7.
* p=<0.05, **p=<0,005, ***p=<0,001

Der Vollstandigkeit erwahnt werden sollte, dass das Th1-Zytokin IL-12p70 im unstimulierten
Zustand nicht nachgewiesen, und darlber hinaus auch nicht durch IL-27 induziert werden

konnte.

3.3.2 Einfluss von IL-27 auf die Induktion inflammatorischer Zytokine durch
LPS und IFNy

IL-8 wurde nach 24h bei neonatalen und adulten moDCs als Antwort auf LPS signifikant
erhoht (Abbildung 3.11 A). Wurde gleichzeitig 1L-27 zugegeben, hatte dies keinen Einfluss auf
die Menge an sezerniertem IL-8. Bei neonatalen moDCs, die mit IFNy stimuliert wurden,
wurde verglichen mit unstimulierten Zellen eine signifikante Erhéhung der IL-8-Produktion
festgestellt. Bei gleichzeitiger Stimulation der Zellen mit IFNy und IL-27 lag jedoch keine
signifikante Steigerung der Zytokin-Menge verglichen mit unstimulierten Zellen vor.

IL-1B wurde nach 24h bei neonatalen und adulten moDCs durch LPS vermehrt sezerniert

(Abbildung 3.11 B). Wurde bei neonatalen Zellen zusatzlich mit IL-27 stimuliert, war die
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Menge an sezerniertem IL-1B jedoch nicht erhoht im Vergleich zu der ausschlieBlichen Gabe
von LPS. Hingegen kam es bei adulten moDCs durch die Kombination von LPS und IL-27 zu
einer signifikanten Erhdhung der IL-1p-Sekretion im Vergleich zum unstimulierten Zustand.
Die Stimulation mit IFNy fiihrte nach 24h bei neonatalen Zellen zu einem signifikanten
Anstieg der IL-1B-Konzentration im Zellkultur-Uberstand. Bei adulten Zellen wurde das
Zytokin ebenfalls vermehrt sezerniert, jedoch nicht signifikant verglichen mit unstimulierten
Zellen. Sowohl bei neonatalen, als auch bei adulten moDCs bewirkte die kombinatorische
Stimulation mit IFNy und IL-27 eine Abnahme der Sekretionsmenge von IL-1p. Jedoch konnte
dies aufgrund der geringen Probenanzahl der letztgenannten Stimulationsbedingung nicht
statistisch abgesichert werden.

Die IL-6-Sekretion wurde bei neonatalen und adulten Probanden zum einen nach 24h
Stimulation nur mit LPS, zum anderen mit LPS und IL-27 zusammen signifikant erhoht
(Abbildung 3.11 C). IFNy hingegen hatte keinen nennenswerten Einfluss auf die IL-6-
Ausschittung der moDCs aus Nabelschnurblut oder aus adultem Blut.

Das regulatorische Zytokin I1L-10 wurde bei neonatalen und adulten Zellen nach 24h durch
LPS und durch die Kombination aus LPS und IL-27 verglichen zum Ausgangsniveau
signifikant erhoht (Abbildung 3.11 D). IFNy bewirkte sowohl bei neonatalen, als auch bei
adulten moDCs nur eine sehr leichte Reduktion von IL-10, wobei die zusétzliche Anwesenheit
von IL-27 keine Auswirkung darauf hatte.

LPS mit und ohne IL-27 fuhrte nach 24h zu einer signifikanten Steigerung der Sekretion von
TNF-a bei neonatalen und adulten moDCs (Abbildung 3.11 E). Wurde hingegen mit IFNy
stimuliert, hatte nur die gemeinsame Stimulation mit IL-27 einen signifikanten Anstieg an
sezerniertem TNF-a verglichen mit unstimulierten Zellen zur Folge (Abbildung 3.11 F).
Verglichen mit der ausschlieBlichen IFNy-Stimulation, induzierte die kombinatorische
Stimulation mit [FNy und IL-27 eine deutliche Zunahme von TNF-a bei neonatalen Zellen und
bei adulten Zellen.

LPS fuhrte nach 24h zu einer signifikanten Erhdhung der IL-12p70-Ausschiittung bei
neonatalen und adulten moDCs. Die zusétzliche Stimulation mit 1L-27 bewirkte bei CB und
AB moDCs wiederum eine signifikante Steigerung der IL-12p70-Sekretion verglichen mit der
alleinigen LPS-Stimulation (Abbildung 3.11 G).
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Nach 48h wurde die IL-8-Sekretion sowohl bei CB, als auch bei AB moDCs durch LPS und
die Kombination aus LPS und IL-27 induziert. Bei adulten Zellen wurde IL-8 auch durch IFNy
in Kombination mit IL-27 erhoht, wobei dies statistisch aufgrund der geringen Probenzahl
nicht abgesichert werden konnte (Abbildung 3.12 A).

Die Sekretion von IL-1B wurde nach 48h ebenfalls bei neonatalen und adulten moDCs durch
LPS induziert (Abbildung 3.12 B). Wahrend die zusatzlich Gabe von IL-27 bei neonatalen
Zellen zu einer Reduktion von IL-1p fiihrte, lag bei adulten Zellen im Gegensatz dazu eine
Erhohung der Sekretion vor, wobei diese Aussage auf nur einem Probanden beruht und daher
als vorlaufig zu bewerten ist. Ebenso beruhen die nach IFNy gemessenen Sekretions-Werte auf
Einzelmessungen und werden hier zwar beschrieben, aber sind nicht als gesichert anzusehen.
48h Stimulation mit IFNy fiihrte zu einer gesteigerten Sekretion von neonatalem IL-1,
wahrend bei adulten Zellen eine Reduktion der Sekretion beobachtet wurde. In Kombination
mit IL-27 fiihrte IFNy bei neonatalen Zellen zu einer Abnahme von IL-1, wéihrend bei adulten
Zellen im Vergleich zu IFNy alleine cher eine groBere Menge des Zytokins ausgeschiittet
wurde.

IL-6 wurde nach 48h, genau wie nach 24h, durch LPS sowie durch LPS in Kombination mit
IL-27 bei neonatalen und bei adulten Zellen induziert (Abbildung 3.12 C). Wiederum ist bei
adulten Zellen der gemessene Wert von LPS+IL-27 ein Einzelwert und aufgrund dessen nicht
statistisch abgesichert. IFNy hatte hingegen auch nach 48h keinen nennenswerten Einfluss auf
die IL-6-Sekretion von CB und AB moDCs (Abbildung 3.12 C).

Die Sekretion von IL-10 (Abbildung 3.12 D) wurde bei neonatalen und adulten Zellen nach
48h durch LPS und durch die Kombination aus LPS und IL-27 verglichen mit unstimulierten
Zellen, induziert.

IFNy zeigte keinen deutlichen Einfluss auf die Produktion von IL-10, weder allein noch
zusammen mit IL-27.

TNF-a. (Abbildung 3.12 E) wurde nach 48h bei CB und AB moDCs durch LPS und durch
LPS+IL-27 erhoht, wobei die Konzentrationen des Zytokins insgesamt im Vergleich zu den
24h-Werten abgenommen hatten.

IFNy hatte keinen nennenswerten Einfluss auf die TNF-a-Konzentration in den
Zellkulturuberstanden nach 48h Stimulation.

LPS fihrte nach 48h sowohl mit, als auch ohne IL-27 zu einer Erhéhung der IL-12p70-
Ausschittung bei adulten moDCs (Abbildung 3.12 F). Bei CB moDCs bewirkte hingegen nach
48h nur die kombinatorische Stimulation eine signifikante Steigerung der IL-12p70-Sekretion

verglichen mit dem unstimulierten Zustand.
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Abbildung 3.12: Nachweis sezernierter inflammatorischer Zytokine in Zellkulturiiberstdnden von neonatalen
und adulten moDCs nach 48h Stimulation mit LPS bzw. IFNy mit oder ohne IL-27. Dargestellt sind Mediane
(STABW siehe Anhang). n=3-8 fur unstimuliert und LPS. n=1-6 fir IL-27+LPS, IFNy und IL-27+IFNy,
auler bei IL-10: keine Werte fur IFNy und IL-27+IFNy (AB: n=1). * p= <0.05, **p=<0,005, ***p=<0,001
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3.3.3 Induktion inflammatorischer Zytokine durch IL-27 in Kombination mit
IL-21

Durch Stimulation mit 1L-21 flir 24h kam es bei adulten moDCs zu einem leichten Anstieg der
Menge an sezerniertem IL-8 (Abbildung 3.13 A). Die gleichzeitige Gabe von IL-21 und IL-27
lieB die Konzentration von IL-8 im Zellkulturtiberstand von adulten Zellen noch weiter
ansteigen. Bei CB moDC hingegen hatte IL-21 alleine keinen Effekt. IL-21 reduzierte bei der

gemeinsamen Gabe mit IL-27 die durch IL-27 induzierte 1L-8-Sekretion.
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Abbildung 3.13: Nachweis sezernierter inflammatorischer Zytokine in Zellkulturiiberstdnden von neonatalen
und adulten moDCs nach 24h Stimulation mit IL-21 mit oder ohne IL-27. Dargestellt sind Mediane (STABW
siehe Anhang). n=2-22. ***p=<0,001
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Nach 48h konnte im unstimulierten Zustand etwa die gleiche Konzentration an IL-8 im
Zellkulturiiberstand nachgewiesen werden, wie nach 24h (Abbildung 3.14 A). IL-21 hatte
nach 48h keinen Effekt auf IL-8, wéhrend IL-21 zusammen mit IL-27 ebenso wie nach 24h die
IL-8-Sekretion forderte.

IL-21 bewirkte nach 24h bei neonatalen moDCs eine leichte Abnahme von IL-1B , wéhrend
adulte Zellen hinsichtlich des Zytokins keine Reaktion zeigten (Abbildung 3.13 B). Wurde
zeitgleich mit I1L-21 und IL-27 stimuliert, wurde bei neonatalen Zellen ein mit der
Einzelstimulation vergleichbarer Effekt induziert. Bei adulten Zellen wurde unter diesen
Umsténden ebenfalls die Ausschittung von IL-1p leicht gechemmt. Die 48-stiindige Stimulation
mit IL-21 hatte keinen Einfluss auf die IL-1pB-Sekretion, wéhrend die Stimulation mit der
Kombination aus IL-21 und IL-27 bei neonatalen Zellen weiterhin eine leichte Abnahme des
Zytokins bezogen auf unstimulierte Zellen verursachte (Abbildung 3.14 B). Bei adulten Zellen
konnte die kombinatorische Stimulation nach 48h keinen hemmenden Effekt wie nach 24h
bewirken.

IL-6 wurde nach 24h bei neonatalen moDCs durch IL-21 alleine, und noch stérker durch IL-
21+IL-27 reduziert (Abbildung 3.13 C). Bei adulten Zellen zeigte sich nur durch I1L-21 alleine
ein leichter Rickgang der Sekretion, wéhrend IL-27 den Einfluss von IL-21 aufzuheben
schien.

Nach 48h (Abbildung 3.14 C) stieg die IL-6-Ausschiittung bei neonatalen DCs durch den
Einfluss von IL-21 leicht an, wéhrend gleichzeitige Stimulation mit 1L-21 und IL-27 diesen
Effekt nicht hervorriefen. Bei adulten Zellen bewirkte IL-21 Ubereinstimmend mit der 24-
stindigen Stimulation eine leicht reduzierte Sekretion von IL-6, wobei hier durch IL-21+IL-27
eine vergleichbare Reduktion erzielt wurde.

Die Ausschittung von IL-10 wurde bei Neonaten durch 24h Stimulation mit IL-21 leicht,
durch IL-21 zusammen mit IL-27 starker reduziert (Abbildung 3.13 D). Bei Adulten jedoch
zeigte sich nach der Stimulation mit IL-21 ein leichter Anstieg von IL-10, wéhrend auch hier
IL-27 den Effekt von IL-21 wieder aufzuheben schien.

48h Stimulation mit IL-21 bewirkte bei CB moDCs einen leichten Anstieg und bei AB moDCs
tendenziell einen Rickgang der IL-10-Ausschittung (Abbildung 3.14 D). Diese Effekte stehen
im Gegensatz zu den nach 24h gemachten Beobachtungen. Jedoch konnte, wie auch nach 24h,
bei neonatalen Zellen eine durch die gemeinsame Gabe von IL-21 und IL-27 induzierte
Reduktion von IL-10 gemessen werden. Diese war nach 48h als statistisch signifikant zu
bewerten. Bei adulten moDCs wurde durch die Kombination der beiden Zytokine nach 48h
eine Zunahme von IL-10 induziert, was wiederum im Gegensatz zu den Ergebnissen nach 24-

stundiger Stimulation stand.

66



Ergebnisse

IL-8 IL-1beta OCB, 48h
A B EAB, 48h
10 -
5000 81
4000 E 61
£ 3000 B 4
2 2000 H
1000 2 1
3i= W NS B : H
X A N N
& N N & & P g g
6,4\\@ N . @\\} % 2\ /\x\\/
& % S D
& N4
c IL-6 5 IL-10
70 -
60 -
50 1 5
E 40 - _ 4
2 30 E 3
20 A 2 2
10 1 *
0 . . 0 4 : : .
& P P> e & i g 1
6\&‘6 4 4 N & N4 4 e
& e & v
& N4 N v
IL-12p70
E TNFalpha F
16 -
14 A * 3
12 A 2,5 *
E 10 A - 2
> 81 £
g 6. S 1.5
4 T 1
| [m ] ]
0 T T T O T T T T
& h > > & P P >
6‘\) N\ N4 N4 N \4 v N\
& Y & N4

Abbildung 3.14: Sezernierte inflammatorische Zytokine in Zellkulturiiberstdnden von neonatalen und
adulten moDCs nach 24h Stimulation mit IL-21 mit oder ohne IL-27. Gezeigt werden Mediane (STABW
siehe Anhang). n=5-8 flr unstimuliert, IL-27 und IL-21. n=2 fiir IL-27+1L-21; * p= <0.05

IL-21 allein zeigte nach 24h keinen nennenswerten Einfluss auf die Sekretion von TNF-a
(Abbildung 3.13 E). Bei gleichzeitiger Stimulation mit IL-21 und IL-27 wurde TNF-a bei CB
moDCs leicht erhoht. Eine signifikante Steigerung der TNF-a-Produktion fand unter dieser
Bedingung bei adulten moDCs statt.

Nach 48h zeigte sich insgesamt ein niedrigeres Niveau von TNF-a (Abbildung 3.14 E). Durch
IL-21 wurde bei neonatalen und adulten Zellen TNF-o kaum merklich erhdht. Ausgeprégter

war der positive Einfluss auf TNF-o, wenn mit IL-21 und IL-27 zusammen fur 48h stimuliert
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wurde, was in etwa auch der Wirkung nach 24h entsprach. Ein signifikanter Anstieg lag nur
bei adulten moDCs signifikant verglichen mit unstimulierten Kontrollzellen vor.

IL-12p70 wurde nach 24h ebenso wie nach 48h im unstimulierten Zustand wie auch nach IL-
21-Stimulation nicht sezerniert (Abbildung 3.13 F; Abbildung 3.14 F). Durch 24h Stimulation
mit IL-21 zusammen mit 1L-27 konnte bei CB und AB moDCs eine sehr geringe Steigerung
der Produktion induziert werden. Nach 48h Inkubation mit IL-21 in Kombination mit 1L-27

war ein Anstieg der 1L-12p70-Sekretion bei neonatalen und bei adulten Zellen zu beobachten.

3.4 Einfluss von IL-27 auf kostimulatorische Molekule und
Reifungsmarker

Mittels Durchflusszytometrie wurde der Einfluss von IL-27 auf die Expression der
kostimulatorischen Molekiile und Reifungsmarker CD80, CD86 und CD40 untersucht. Bei
diesen handelt es sich um von DCs exprimierte Oberflachenmolekile, die im Zusammenhang
mit Antigenaufnahme, -Prasentation und schlieBlich mit der Aktivierung von T-Zellen stehen
(Chen et al., 1994; June et al., 1994; Peach et al., 1995; Cella et al., 1996). Die Expression von
CD80 wurde durch IL-27 fast nicht beeinflusst (Abbildung 3.15 A). IL-27 bewirkte jedoch
eine leichte Steigerung der Oberflachenexpression von CD86 (Abbildung 3.15 B). Obwohl der
beobachtete Effekt etwas deutlicher in Zellen aus Nabelschnurblut zu sein schien, konnte hier
aufgrund der starken interindividuellen Schwankungen kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden. Die Oberflachenexpression von CD40 nahm hingegen in neonatalen und
adulten Zellen signifikant unter dem Einfluss von IL-27 zu (Abbildung 3.15 C). Insgesamt
hatte IL-27 also einen positiven Einfluss auf kostimulatorische Molekile, sowohl auf CB, als
auch auf AB DCs.
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Abbildung 3.15: A: Wirkung von IL-27 auf die Oberfldchenexpression des kostimulatorischen Molekiils
CD80 im Vergleich zwischen neonatalen und adulten moDCs. Gezeigt werden Mittelwerte mit SEM. n=12-
18 B: Wirkung von IL-27 auf die Oberflachenexpression des kostimulatorischen Molekiils CD86 bei
neonatalen und adulten moDCs. Gezeigt werden Mittelwerte mit SEM. n=12-18. C: Wirkung von IL-27 auf
die Oberflachenexpression des kostimulatorischen Molekiils CD40 bei neonatalen und adulten moDCs.
Dargestellt sind Mittelwerte +/- SEM; n=2-4; * p= <0.05

3.5 Einfluss von IL-27 auf die Antigenprasentations-Kapazitat

Um mehrere Gene zeitgleich beziiglich ihrer Expression zu untersuchen, wurden PCR Array
Analysen durchgefthrt. Der hierzu verwendete Array ermdglichte den quantitativen Nachweis
der mRNA von Genen, die an der Antigenprasentation dendritischer Zellen beteiligt sind.

IL-27 bewirkte in neonatalen Zellen eine Steigerung der Expression von HLA-A, das fir die
MHCI assoziierte a-Kette kodiert (Marsh et al., 2005) sowie der Expression von HLA-DOA
und -DMA, die beide an der Peptidbeladung von MHCII-Molekulen beteiligt sind (Kropshofer
et al., 1998; Kropshofer et al., 1999; Busch et al., 2005) (Abbildung 3.16).
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Abbildung 3.16: Einfluss von IL-27 auf die Expression von verschiedenen HLA-Genen. Gezeigt werden
fold changes, d.h. um das Wievielfache die Expression des entsprechenden Gens nach IL-27-Stimulation
verglichen mit dem unstimulierten Zustand verandert war. n=3

Im Gegensatz zu dem Effekt von IL-27 auf die Expression von HLA-A, HLA-DOA und HLA-
DMA konnte kein Einfluss des Zytokins auf die Oberflachenexpression von HLA-DR (bei d7
moDCs, Abbildung 3.17 A) und HLA-ABC (bei d4 moDCs, Abbildung 3.17 B) festgestellt

werden.
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Abbildung 3.17: A: Anteil von HLA-ABC positiven Zellen an d4 moDCs im Vergleich zwischen neonatalen
und adulten moDCs. B: Anteil von HLA-DR positiven Zellen an d7 moDCs im Vergleich zwischen
neonatalen und adulten moDCs. Gezeigt werden Mittelwerte +/- SEM. n=3-7
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3.6 Die Wirkung von IL-27 auf die Expression antiviraler Gene

3.6.1 IL-27 induziert Expression von IFIT-Genen

Auch IFIT (Interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats) 1, 2 und 3, durch
Interferone und virale Infektionen induzierbare Gene (Guo et al., 2000; Fensterl und Sen,
2011), wurden mittels PCR-Arrays erfasst. Zudem wurden Gene der IFITM-Familie (IFN-
induced transmembrane protein) untersucht. Die IFIT- und IFITM-Proteine spielen eine Rolle
bei der Inhibition der Replikation von Viren (Diamond und Farzan, 2013). In neonatalen
moDCs konnte bei den mit IL-27 stimulierten moDCs eine deutliche Expressionssteigerung
von IFIT2 und IFIT3 beobachtet werden, wobei die Expression von IFIT3 auch bei Adulten
nach IL-27-Stimulation hochreguliert wurde (Abbildung 3.18).

Sowohl IFITM1, als auch IFITM2 wurden durch I1L-27 induziert. Letzteres ausschlieBlich bei
neonatalen moDCs (Abbildung 3.18).

Demnach beeinflusst IL-27 auch Mechanismen der angeborenen Immunantwort beziglich

antiviraler Abwehr, insbesondere bei Neonaten.
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Abbildung 3.18: Einfluss von IL-27 auf die Expression der IFIT-Genfamilie, die eine Rolle bei der
angeborenen Immunantwort spielen. Gezeigt werden fold regulations, d.h. um wie vielfach die Expression
des entsprechenden Gens nach IL-27-Stimulation (50 ng/ml) verglichen mit dem unstimulierten Zustand nach
oben oder unten reguliert wurde. IFIT1, 2: n=3. IFIT3: n=6

71



Ergebnisse

3.6.2 IL-27 induziert die Expression von Interferon-Regulatorischen-
Faktoren (IRFs)

Ein PCR-Array diente dem Nachweis der Expression von Genen, die mit Interferon-
Signalwegen assoziiert sind (Abbildung 3.19). Dabei wurde in neonatalen moDCs ein
deutlicher Einfluss von IL-27 auf die Expression von IRF2 und IRF7 festgestellt. IRF2 ist bei
der Induktion von Thl-Immunantworten von Bedeutung, wahrend IRF7 ein wichtiger
Regulator Typl-Interferon-abh&ngiger Immunantworten ist (Honda et al., 2005).

In adulten moDCs hingegen wirkte sich die Gabe von IL-27 vor allem auf IRF1 und IRF3 aus,
die beide eine Rolle bei der Induktion von antibakteriellen und antiviralen Immunantworten

spielen. IRF1 ist zudem an der Initiierung von Th1-Antworten beteiligt (Honda et al., 2005).
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Abbildung 3.19: Einfluss von IL-27 auf die Expression von Interferon Regulatorischen Faktoren (IRFS).
Gezeigt werden fold regulations, d.h. um wie vielfach die Expression des entsprechenden Gens nach IL-27-
Stimulation verglichen mit dem unstimulierten Zustand nach oben oder unten reguliert wurde. n=3

Die Expression der Interferon-regulatorischen Faktoren IRF2 und IRF8, die in Thil-
Immunantworten involviert sind (Elser et al., 2002; Honda und Taniguchi, 2006) sowie von
IRF7, waren von besonderem Interesse und wurden deshalb zusatzlich mithilfe von Real Time
PCR-Analysen untersucht. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass IL-27 die Expression von
IRF8 in neonatalen moDCs signifikant erhéht (Abbildung 3.20 A). Im PCR-Array konnte

dieser Unterschied nicht aufgeschlisselt werden, da die fold regulations dieses Gens insgesamt
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auf einem niedrigen Level lagen. IRF8 ist auch an der Regulation der IL-27-Transkription
beteiligt (Zhang et al., 2010). Die IRF2- und IRF7-Expression wurde hingegen durch den
Einfluss von IL-27 sowohl bei neonatalen, als auch bei adulten moDCs in vergleichbarer
Weise erhoht (Abbildung 3.20 B und C).
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Abbildung 3.20: Expression von IRF8 (n=4-7), IRF2 (n=2-5) und IRF7 (n=2-3) mRNA bei unstimulierten
und mit IL-27 stimulierten Zellen. Gezeigt werden Mittelwerte +/- SEM; * p= <0.05
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3.7 IL-27 moduliert die Expression von Chemokinen und
Chemokinrezeptoren

Ein weiterer PCR-Array (Dendritic and Antigen presenting cells) zeigte den Einfluss von IL-
27 auf Chemokine und Chemokinrezeptoren (Abbildung 3.21). Es wurde beobachtet, dass in
CB moDCs die Chemokine CCL7 und CCL8 stérker hochreguliert wurden als in adulten
Zellen. CCL7 und CCL8 konnen CD4+ und CD8+ T-Zellen anlocken (Van Damme et al.,
1992; Loetscher et al., 1994).

Zudem konnte in neonatalen moDCs eine signifikante Erhdhung des Chemokins CXCL10
(auch bekannt als IP-10, IFNy induzierbares Protein 10) durch die Stimulation mit 1L-27
beobachtet werden. Dies konnte in einer Einzel-Real-Time PCR bestatigt werden (Abbildung
3.22 A).

CCR1 wurde sowohl in Nabelschnur-, als auch in adulten moDCs durch IL-27 erhoht
(Abbildung 3.22 B). Im PCR Array jedoch trat die Hochregulation bei neonatalen moDCs
deutlicher zu Tage, als bei adulten (Abbildung 3.21).

Die Expression eines der Liganden von CCR1, CCL23 (Nardelli et al., 1999b), war in
unstimulierten adulten moDCs signifikant hoher als in neonatalen (Abbildung 3.22 C). Die
Gabe von IL-27 inhibierte bei beiden die CCL23-Expression.
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Abbildung 3.21: Einfluss von IL-27 auf die Expression von Chemokinen und Chemokinrezeptoren. Gezeigt
werden fold regulations, d.h. um wie vielfach die Expression des entsprechenden Gens nach IL-27-
Stimulation verglichen mit dem unstimulierten Zustand nach oben oder unten reguliert wurde. n=3 ; * p=
<0.05.
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Abbildung 3.22: Expression von CXCL10, CCR1 und CCL23 mRNA bei unstimulierten bzw. mit IL-27
stimulierten Zellen. n= 3-6. Dargestellt sind Mittelwerte +/- SEM; * p= <0.05

Bei der ausschlieflichen Stimulation mit IL-27 zeigte sich eine leichte Erhéhung auf die

Oberflachenexpression des CXCL10-Rezeptors CXCR3, verglichen mit unstimulierten Zellen

(Abbildung 3.23). Bei neonatalen moDCs bewirkte nur eine kombinatorische Stimulation mit
LPS und IL-27 einen signifikanten Anstieg von CXCR3 auf der Zelloberflache, wéhrend bei

adulten auch LPS alleine eine signifikante Expressionssteigerung induzierte.

75



Ergebnisse

CB
B AB
+
E 12 *
O 10 I
O s *
%) *
a
o 4
: I - -
|
©
e 0 :
& & & & S
S S S &
N P A\ v
W v %
\4 o
N

Abbildung 3.23: Anteil der CXCR3 positiven Zellen an d4 moDCs nach 24h Stimulation im Vergleich
zwischen CB und AB Zellen. n=2-5. Gezeigt werden Mittelwerte +/- SEM; * p= <0.05.

3.8 Einfluss von IL-27 auf DC-Subpopulationen: mDCs und pDCs

Im Blut finden sich nur sehr geringe Zellzahlen myeloider DCs (mDCs, CD11c+) und
plasmazytoider DCs (pDCs, CD123+). Aus diesem Grund wurden diese DC-Subgruppen,
anstatt sie zu isolieren und dann in Kultur zu nehmen, direkt im Vollblut analysiert.

3.8.1 Nachweis von intrazellularem IL-27 bei DC-Subpopulationen

Das Gating zur durchflusszytometrischen Analyse von intrazelluldrem 1L-27 (Abbildung 3.24)
wurde in Anlehnung (Jansen et al., 2008) durchgefiihrt. Zunachst wurden die CD14-HLA-DR+
Zellen eingegrenzt, um Monozyten und Lymphozyten auszugrenzen. Danach wurden innerhalb
dieser Population mDCs mithilfe des von ihnen exprimierten Oberflachenmolekils CD11c,
pDCs mithilfe von CD123 identifiziert.
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Abbildung 3.24: Gating-Strategie bei Vollblutanalyse von IL-27 bei mDCs und pDCs in Vollblut

Im Vollblut konnte aufgrund starker interindividueller Schwankungen kein signifikanter
Einfluss von IL-27 auf seine eigene Expression bei mDCs nachgewiesen werden, obwohl eine
Tendenz zur erhéhten Expression erkennbar gewesen ist. Bei adulten mDCs war dieser Effekt
jedoch nur bei 50 ng/ml IL-27 erkennbar (Abbildung 3.25 A).
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Abbildung 3.25: A: Anteil der IL-27 positiven Zellen an mDCs und B: Anteil der IL-27 positiven Zellen an
pDCs aus Vollblutkulturen nach Stimulation mit 50 bzw. 100 ng/ml IL-27 im Vergleich zwischen CB und
AB Zellen. Mittelwerte +/- SEM; n=2-5

Neonatale pDCs wiesen hingegen eine signifikante Expressionssteigerung von IL-27 nach der
Stimulation mit 50 ng/ml IL-27 auf (Abbildung 3.25 B). Adulte pDCs zeigten wiederum

ausschlieflflich eine leichte Tendenz zu einer erhdhten IL-27-Produktion nach Stimulation mit

77



Ergebnisse

50 ng/ml IL-27. Sowohl neonatale, als auch adulte pDCs zeigten jedoch keine Reaktion auf die
Stimulation mit 100 ng/ml IL-27.

3.8.2 Einfluss von IL-27 auf die Expression von Kostimulatoren bei DC-
Subpopulationen

Daruber hinaus wurde analysiert, ob und inwiefern IL-27 und/oder LPS und PolyIC die
Oberflachenexpression der Kostimulatoren CD86 und CD40 und des MHCII-Molekiils HLA-
DR beeinflussen kann.

Bei neonatalen mDCs konnte beobachtet werden, dass CD80 im Vergleich zu adulten mDCs

insgesamt auf einem héheren Niveau exprimiert wurde (Abbildung 3.26 A).
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Abbildung 3.26: Anteil der CD80, CD86, CD40 und HLA-DR positiven Zellen an mDCs aus
Vollblutkulturen nach Stimulation mit 50 bzw. 100 ng/ml IL-27 im Vergleich zwischen CB und AB Zellen.
Mittelwerte +/- SEM; n=2-3; * p= <0.05, **p=<0,005.

Durch IL-27 (50 ng/ml) wurde bei Neonaten die Oberflachenexpression von CD80 nur leicht
erhoht. Bei adulten Zellen war kein Effekt erkennbar. Eine deutliche Erhéhung trat bei beiden

erwartungsgemal nach Zugabe des TLR4-Liganden LPS auf. Bei CB mDCs konnte dieser
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Effekt durch eine gleichzeitige Stimulation mit IL-27 sogar noch leicht gesteigert werden. Im
Gegensatz dazu wurde durch PolyIC, ein TLR3-Ligand, bei Neonaten CD80 gehemmt. Wurde
jedoch gleichzeitig mit 1L-27 stimuliert, wurde eben dieser Effekt der CD80-Hemmung wieder
aufgehoben. Bei Adulten hingegen fand bereits eine CD80-Erhéhung bei der ausschlieRlichen
Gabe von PolyIC statt. Hier hatte die zusatzliche Gabe von IL-27 keinen Effekt.

Die Oberflachenexpression von CD86 wurde ebenfalls analysiert (Abbildung 3.26 B). Dabei
zeigte sich eine signifikante Erhdhung der Expression bei neonatalen mDCs nach der Zugabe
von 100 ng/ml IL-27, LPS sowie LPS+IL-27 und PolylC wie auch PolylC+IL-27.

CD40, ein weiteres kostimulatorisches Molekiil, wurde insgesamt in neonatalen mDCs in
geringerem Male -verglichen mit den adulten Zellen- exprimiert (Abbildung 3.26 C). Bei
neonatalen mDCs fuhrte IL-27 zu einer leichten Steigerung der CD40-Expression. Dies
entspricht den Ergebnissen, die mit moDCs erzielt wurden. Aufféllig erhdht wurde CD40
jedoch nur unter dem Einfluss von LPS und noch starker unter dem von PolyIC.

Wurde mit LPS und IL-27 zusammen stimuliert, gab es keinen Unterschied zu dem Effekt von
LPS allein. Jedoch trat in neonatalen mDCs eine deutliche Reduktion der CD40-Expression
auf, wenn zusatzlich zu PolylC IL-27 gegeben wurde. Dies konnte bei adulten mDCs nicht
beobachtet werden.

Die Expression von HLA-DR wurde in neonatalen mDCs durch IL-27 in einer Konzentration
von 100 ng/ml leicht erhdht (Abbildung 3.26 D). LPS oder PolylC fuhrten hier zu einer
deutlichen Steigerung von HLA-DR auf der Zelloberflache. Gleichzeitige Stimulation von LPS
oder PolylC mit IL-27 flihrte jeweils zu einer Abschwéchung des Effektes der TLR-Liganden
allein. All dies traf nur auf neonatale, nicht auf adulte mDCs zu. Demnach tritt der Einfluss
von IL-27 auf die von PolyIC induzierte Oberflachenexpression von Reifungsmarkern bei
neonatalen mDCs deutlicher zu Tage, als bei adulten.

Es wurde beschrieben, dass pDCs ebenfalls kostimulatorische Molekile auf ihrer Oberfléache
tragen, bzw. diese bei Stimulation hochregulieren kénnen (McKenna et al., 2005; Iparraguirre
et al., 2008). Aus diesem Grund wurde auch die Subpopulation der CD123+ pDCs beziiglich
des Einflusses von IL-27 auf ihre Oberflachenmarker-Expression analysiert. Bei neonatalen
pDCs zeigte sich eine im Vergleich zu adulten mDCs insgesamt starkere Expression von CD80
(Abbildung 3.27 A). Durch IL-27 wurde bei neonatalen pDCs die Oberflachenexpression von
CDB80 konzentrationsabhangig noch leicht erhéht. LPS als ausschlielicher Stimulus bewirkte
ebenfalls eine leicht erhdhte Produktion von CD80, in Kombination mit IL-27 wurde diese
jedoch reduziert. Bei Stimulation mit PolylC war im Gegensatz dazu durch alleinige
Stimulation eine CD80-Reduktion erkennbar. Wurde jedoch gleichzeitig IL-27 gegeben, stieg
der Anteil an CD80 positiven pDCs an. Adulte pDCs zeigten beziiglich ihrer CD80-

Oberflachenexpression keine Reaktion auf 50 ng/ml IL-27, und tendenziell konnte eine
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Steigerung bei 100 ng/ml IL-27, LPS und PolylC verglichen mit unstimulierten Proben

beobachtet werden.
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Abbildung 3.27: Anteil der CD80, CD86, CD40 und HLA-DR positiven Zellen an pDCs aus
Vollblutkulturen nach Stimulation mit 50 bzw. 100 ng/ml I1L-27 im Vergleich zwischen CB und AB Zellen.
Mittelwerte +/- SEM; n=2-3. * p= <0.05, **p=<0,005.

Das kostimulatorische Molekil CD86 wurde bei neonatalen und adulten pDCs durch IL-27
leicht erhoht (Abbildung 3.27 B). Die Kombination aus PolylC und IL-27 fihrte zu einer
erhdhten CD86-Oberflachenexpression sowohl bei adulten, als auch bei neonatalen pDCs.
CD40 wurde bei adulten pDCs insgesamt starker als bei neonatalen pDCs exprimiert
(Abbildung 3.27 C). Bei neonatalen pDCs flihrte PolylC zu einem signifikanten Anstieg von
CD40. Bei gleichzeitiger Stimulation mit PolylC und IL-27 fand im Vergleich zur
ausschlieBlichen PolylC-Stimulation eine signifikante Reduktion von CDA40 statt.

HLA-DR wurde bei adulten pDCs starker als bei neonatalen pDCs exprimiert, mit Ausnahme
nach der Gabe von PolylC, welches bei neonatalen pDCs zu einem signifikanten Anstieg von
HLA-DR fiihrte (Abbildung 3.27 D). Wurden PolyIC und IL-27 zusammen appliziert, fand im
Vergleich zur ausschlieBlichen PolylC-Stimulation eine signifikante Abnahme von HLA-DR
statt.
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3.9 Wirkung von moDCs auf CD4+ T-Zellen

3.9.1 Sezernierte Zytokine in autologen Kokulturen

Um die indirekte Wirkung von IL-27 im Zusammenhang mit T-Zellinteraktionen zu
charakterisieren, wurden CD4+ T-Zellen mit autologen moDCs kokultiviert. Nach drei Tagen
wurden die Uberstande beziiglich sezernierter Zytokine analysiert.

IL-2, IL-4 und IL-5 konnten hierbei nicht detektiert werden. Des Weiteren wurden die
Zytokine 1L-10, TNF-o und IFNy untersucht. Auffillig war, dass generell die Sekretion dieser
Zytokine bei neonatalen CD4+ Kontrollzellen hoher als bei den kokultivierten Zellen war
(Abbildung 3.28). Bei adulten Zellen hingegen war die Konzentration der von den

Kontrollzellen sezernierten Zytokinen niedriger, wenn diese nicht zusammen mit moDCs
kultiviert worden waren.
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Abbildung 3.28: Nachweis der Zytokine 1L-10, TNF-a und IFNy in Uberstéinden von autologen Kokulturen

(d4 moDCs und CD4+ T-Zellen). Die sezernierten Zytokine wurden mittels CBA nachgewiesen. Dargestellt
sind Mittelwerte +/- SEM; n=2-5
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IL-10 wurde von adulten Zellen bei allen getesteten Bedingungen auf gleich bleibendem
Niveau sezerniert (Abbildung 3.28 A). Von neonatalen CD4+Zellen wurde, verglichen mit den
mit unstimulierten moDCs kokultivierten T-Zellen, weniger IL-10 produziert, wenn die
moDCs zuvor mit dem Inflammations-Mix aus TNF-a, IL-6, PGE2 und IL-1B bzw. dem
Inflammations-Mix zusammen mit 1L-27 stimuliert worden waren. Eine gestiegene IL-10-
Sekretion in den Kokultur-Uberstanden konnte jedoch gemessen werden, wenn die CD4+
Zellen zusammen mit LPS+IFNy-vorstimulierten moDCs kultiviert wurden.

TNF-0 wurde sowohl bei neonatalen, als auch bei adulten Kokulturen verstirkt sezerniert,
sofern die eingesetzten moDCs mit der Kombination aus LPS+IFNy vorstimuliert worden
waren (Abbildung 3.28 B).

IFNy wurde ebenfalls sowohl bei CB, als auch bei AB Kokulturen vermehrt produziert, wenn
mit LPS+IFNy vorstimulierte moDCs mit den CD4+ Zellen kokultiviert wurden (Abbildung
3.28 C).

3.9.2 Wirkung von IL-27 auf die Proliferation von neonatalen CD4+ T-Zellen

Eine weitere Fragestellung war, wie sich das insbesondere von neonatalen DCs verstarkt
produzierte Zytokin IL-27 auf die Proliferation von neonatalen CD4+ T-Zellen auswirkt.

Dazu wurden CFSE-markierte CD4+ Zellen mit anti-CD3, anti-CD28 und zusétzlich mit
unterschiedlichen Konzentrationen von IL-27 stimuliert. Bei der nachfolgenden Messung im
FACS wurde eine von der IL-27-Konzentration abhangige Steigerung der T-Zellproliferation
beobachtet. Die meisten durch Proliferation gebildeten Tochterzellen lagen vor, wenn mit 50
ng/ml IL-27 stimuliert wurde (Abbildung 3.29).
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Abbildung 3.29: Proliferation von neonatalen T-Zellen wunter dem Einfluss unterschiedlicher
Konzentrationen von IL-27. Dargestellt ist jeweils der Anteil aller Tochterzellen (durch Proliferation bzw.
Zellteilung entstanden) an den Gesamtzellen. Versuchsansatz jeweils als Triplikat, n=4. Gezeigt werden
Mittelwerte +/- SEM.

In Generation 1 wurde der deutlichste Einfluss von IL-27 beobachtet (Abbildung 3.30 B). Hier
konnte IL-27- konzentrationsabhéngig ein signifikanter Anstieg der Anzahl der Tochterzellen
festgestellt werden. Am deutlichsten proliferierten die Zellen bei 50 bzw. 100 ng/ml IL-27,
jedoch fand auch schon bei den geringeren Konzentrationen ein Anstieg der Proliferationsrate,
verglichen mit den Kontrollzellen (nur anti-CD28), statt.

Auch in Generation 6 war ein deutlicher Anstieg der durch IL-27 induzierten Proliferation zu
erkennen (Abbildung 3.30 B). Nach Stimulation mit 10, 50 und 100 ng/ml 1L-27 war dieser

Anstieg als signifikant zu bewerten.
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Abbildung 3.30: Proliferation von neonatalen T-Zellen unter dem Einfluss unterschiedlicher
Konzentrationen von 1L-27.A: Uberblick iiber die Verteilung der CD4+ Zellen in Elterngeneration und die
einzelnen Tochterpopulationen Generation 1 bis Generation 6. B: Separat dargestellt werden hier die
Tochterzellen der Generation 1, d.h. aus der ersten Zellteilung, bzw. der Generation 6, an den Gesamtzellen.
Versuchsansatz jeweils als Triplikat, n=4. Gezeigt werden Mittelwerte +/- SEM; * p= <0.05, **p=<0,005.
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3.9.3 Proliferation von CD4+ T-Zellen in autologen Kokulturen mit moDCs

Des Weiteren wurde analysiert, wie sich durch I1L-27-Stimulation beeinflusste moDCs auf die
Proliferation von CD4+ T-Zellen auswirken.

Dazu wurden CFSE-markierte CD4+ T-Zellen mit autologen moDCs kokultiviert.
AnschlieBend wurde die Proliferation der CD4+ Zellen im FACS gemessen.

Bei neonatalen T-Zellen konnte eine Steigerung der Proliferation beobachtet werden, wenn
diese mit IL-27-vorstimulierten moDCs kokultiviert wurden (Abbildung 3.31). Bei adulten

Zellen konnte dieser Effekt nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.31: Nachweis der Proliferation von CD4+ T-Zellen nach Kokultur mit unstimulierten moDCs
bzw. mit IL-27-vorstimulierten moDCs. Dargestellt ist je ein Histogramm von der in Triplikat
durchgeflhrten Analyse.
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4 Diskussion

4.1 Besonderheiten des neonatalen Immunsystems

Das neonatale Immunsystem ist im Vergleich zum adulten weniger effizient bei der Abwehr
von Infektionskrankheiten, u.a. bei der Induktion zellvermittelter Immunitat z.B. gegen
Parasiten und Viren. Obwohl h&ufig als Unreife neonataler Immunzellen bezeichnet, wird
dieses Phdnomen, das sich unter anderem durch eine verminderte Neigung zu
proinflammatorischen Immunreaktionen auszeichnet, mittlerweile auch als eine erforderliche
Anpassung des neonatalen Immunsystems an die Gegebenheiten nach der Geburt betrachtet
(Levy, 2007; Wood und Siegrist, 2011).

Neugeborene neigen zu einer verstarkten Ausbildung von Th2-Immunantworten und zu einem
Mangel an Th1-Antworten (Barrios et al., 1996; Delespesse et al., 1998; Naderi et al., 2009).
Der Ursprung dieses Ph&nomens beruht auf dem immunologischen Sonderstatus der
Schwangerschaft. Die friihere Annahme, das mutterliche Immunsystem sei unterdriickt und aus
diesem Grund wiirde der F&tus, ahnlich wie bei einer erfolgreichen Organtransplantation, nicht
abgestol3en, ist jedoch durch den Nachweis einer kontrollierten Infiltration der Dezidua durch
maternale Immunzellen relativiert worden. Neben NK-Zellen, dendritischen Zellen und
Makrophagen finden sich an der fotomaternalen Barriere auch T-Zellen (Mor und Cardenas,
2010).

Jedoch wirden erhéhte Mengen des Thl-Zytokin IFNy zu einer AbstoBung des Fotus und
somit einer Fehlgeburt fiihren. Mit Ausnahme der Einnistung und der spateren
immunologischen Einleitung der Geburt, die unter inflammatorischen Bedingungen
stattfinden, liegt eine verstarkte Tendenz zur Ausbildung von Th2-Immunantworten seitens des
mitterlichen Immunsystems und somit auch an der fétomaternalen Grenze vor (Wegmann et
al., 1993). Darauf kann zurtickgefuhrt werden, dass auch Neugeborene zundchst eher zu Th2-
Antworten neigen. Dessen ungeachtet konnte gezeigt werden, dass neonatale DCs unter
bestimmten Umstédnden, genauer durch die synergistische Stimulation von TLR-Liganden,
dazu beféhigt sind, die IFNy-Produktion naiver T-Zellen zu fordern (Krumbiegel et al., 2007).
Neben T-Zellen spielen im Zusammenhang mit der neonatalen immunologischen Unreife
dendritische Zellen eine entscheidende Rolle (Upham et al., 2006; Siegrist, 2007).
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4.2 Untersuchungsmaterial und Kulturdauer

Fir die vorliegende Arbeit wurden in erster Linie humane monozytdre dendritische Zellen
verwendet, da sie sich als in vitro System fur die Analyse dendritischer Zellen bewahrt haben
(Sallusto und Lanzavecchia, 1994; Zhou und Tedder, 1996; Hiasa et al., 2009). Hierzu wurden
Monozyten mithilfe der Zytokine GM-CSF und IL-4 zu monozytiren dendritischen Zellen
differenziert. Diese dienen als in vitro Modell flr antigenprasentierende mDCs. In der Tat
stammt auch in vivo ein Teil der myeloiden DCs von Monozyten ab (Peters et al., 1996). Fir
die Versuche zur IL-27-Produktion von humanen moDCs wurde unterschiedliche lange
Kulturdauer fur die Differenzierung der Monozyten zu moDCs getestet. Letztlich produzierten
die moDCs nach der kirzeren Kulturdauer von vier Tagen mehr 1L-27, als nach der l&ngeren
von 6 Tagen. Diese d4 moDCs wurden daraufhin als das geeignete Modell fiir die
Untersuchung der Effekte von IL-27 bewertet.

Daneben wurde der Einfluss von IL-27 auf mDCs und pDCs analysiert. Beide
Subpopulationen kommen im peripheren Blut nur in geringer Zahl vor, weshalb sie statt nach
einer magnetischen Separation direkt im Vollblut, nach dessen Kultivierung, untersucht
wurden.

Einerseits ist es von Vorteil, Zugang zu humanem Material zu haben, da gerade im Bereich der
DCs diverse Abweichungen zwischen dem h&ufig verwendeten Mausmodell und dem
humanen Immunsystem bekannt sind, anderseits traten teilweise, vermutlich aufgrund
genetischer Variation zwischen den einzelnen Probanden, interindividuelle Schwankungen

zwischen den gemessenen Parametern auf.

4.3 IL-27-Expressionskapazitat neonataler DCs verglichen mit
adulten Zellen

Die verminderte neonatale Kapazitat zur Ausbildung einer Thl-Antwort wird auf einen
Mangel an IL-12 bei neonatalen DCs zuruickgeflhrt. Es wurde postuliert, dass bei neonatalen
moDCs die Expression der IL-12p35 Untereinheit beeintrachtigt ist und somit die IFNy -
Produktion durch T-Zellen nicht hervorgerufen werden kann (Goriely et al., 2001; Langrish et
al., 2002; Goriely et al., 2004).

Neonatale moDCs weisen aber dennoch die Voraussetzungen fur die Generierung einer Thl-
Antwort auf, was bei Untersuchungen zur Expression des IL-12-Familien-Zytokins IL-27
gezeigt werden konnte (Krumbiegel et al., 2008). Dabei wurde nachgewiesen, dass neonatale
moDCs zu einer im Vergleich zu Adulten verstarkten Expression von IL-27p28 mRNA in der

Lage sind, wenn sie mit einer Kombination aus LPS und IFNy stimuliert werden.
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Im Rahmen dieser Arbeit fiel beim Vergleich unterschiedlicher Kulturdauer zur Generierung
von moDCs auf, dass nach der langeren Kulturdauer von sieben Tagen die Kapazitat zur
Produktion von IL-27 nicht so hoch war, wie nach vier Tagen. Ausnahme bildete hierbei die
Stimulation mit LPS. In den Féllen, bei denen mit LPS alleine oder in Kombination mit IL-27
stimuliert worden ist, wurde im Gegensatz dazu nach sieben Tagen eine hohere IL-27-
Produktion festgestellt. Im unstimulierten Zustand wurde nach vier Tagen von neonatalen
moDCs signifikant mehr IL-27 gebildet als von adulten Zellen. Nach 7 Tagen kam es zu einer
Angleichung der Menge an gebildetem IL-27 zwischen adulten und neonatalen moDCs.
Neonatale moDCs verlieren demnach mit der Zeit ihre im Vergleich zu adulten erhohte
Kapazitét zur IL-27-Produktion, wenn kein weiterer Stimulus auftritt. Wé&hrend jedoch der
TLR4-Ligand LPS zusammen mit IL-27 bei adulten d7 moDCs keinen nennenswerten Anstieg
von IL-27 bewirkte, fand unter dieser Bedingung bei neonatalen moDCs ein signifikanter
Anstieg des Zytokins statt.

Demnach sind neonatale moDCs prinzipiell dazu in der Lage, hohere Mengen an IL-27 zu
sezernieren und somit potenziell dazu beféhigt, auf diese Weise entweder Einfluss auf T-Zellen
zu nehmen oder aber auch autokrine Effekte bei DCs, die wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt
selbst auch den IL-27-Rezeptor exprimieren, auszulésen. Adulte Zellen weisen also unter allen
beobachteten Umstanden eine geringere Produktion von IL-27 auf. IL-27, ebenfalls der IL-12-
Zytokin-Familie zugehorig, fordert zwar auch bei Adulten Thl-Antworten (Pflanz et al., 2002)
und tritt generell frih im zeitlichen Verlauf einer Thl-Antwort auf, jedoch nur, bis
ausreichende Mengen an IL-12 produziert werden (Owaki et al., 2005). Dementsprechend
spielt IL-27 im adulten Immunsystem eine im Vergleich zu seiner potentiellen Funktion bei
Neonaten wahrscheinlich nur eine untergeordnete Rolle bei der Generierung einer Thl-
Antwort.

Die vorliegenden Daten zeigten, dass neonatale dendritische Zellen verglichen mit adulten
Zellen schon im unstimulierten Zustand mehr IL-27 produzierten als adulte moDCs, sowohl
auf Transkriptions-Ebene, als auch auf Protein-Ebene. Auch Uber neonatale Makrophagen
wurde damit einhergehend berichtet, dass sie ebenfalls mehr IL-27 als adulte Makrophagen
produzieren (Kraft et al., 2013).

Im Folgenden werden autokrine Effekte von IL-27 auf seine eigene Expression und auf die
Expression des IL-27-Rezeptors (primare autokrine Effekte) diskutiert. Dartiber hinausgehende
sekundare autokrine Effekte, wie u.a. der Einfluss auf die Produktion inflammatorischer

Zytokine und Chemokine werden ebenfalls erortert.
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4.4 Primare autokrine Wirkung von IL-27 DCs

Voraussetzung flr eine autokrine Signalgebung durch IL-27 ist die Expression des IL-27-
Rezeptors, der aus den beiden Untereinheiten WSX-1 und gp130 besteht (Pflanz et al., 2004).
Da gp130 auch an der Signalgebung weiterer Zytokine, wie z.B. IL-6 beteiligt ist, wurde eine
Aussage Uber die Expression eines funktionalen IL-27-Rezeptors nur (ber das Mal} der
Expression von WSX-1 getroffen. Bei moDCs konnte im Rahmen dieser Arbeit eine
Expression von WSX-1 nachgewiesen werden, was ihnen ermdglicht, Signale Gber IL-27 zu
empfangen. In Versuchen mit M&usen wurde ein Zusammenhang zwischen der WSX-1/1L-27
Interaktion und einer negativen Th2-Regulation festgestellt (Lucas et al., 2003; Artis et al.,
2004).

IL-27 zeigte Uberdies einen positiven Einfluss auf seine eigene Produktion. Sowohl bei
neonatalen, als auch bei adulten moDCs wirkte sich IL-27 fordernd auf die 1L-27-Expression
aus, was zunéchst auf einen positiven Riickkopplungsmechanismus hindeutet.

Bei neonatalen pDCs induzierte IL-27 ebenfalls seine eigene Produktion. Es wurde postuliert,
dass durch pDCs gebildetes 1L-27 zu immunregulatorischen Funktionen von pDCs beitragt
(Matta et al., 2012).

Guzzo et al. berichten, dass in Monozyten die Expression der IL-27 Rezeptor-Untereinheit
gp130, nicht jedoch die Expression der Untereinheit WSX-1 durch IL-27 hochreguliert wird
(Guzzo et al., 2012b). Die vorliegenden Daten zeigen, dass in moDCs die Expression der I1L-27
Rezeptor-Untereinheit WSX-1 unter dem Einfluss von IL-27 sogar leicht gehemmt wurde.
Dies ist ein erster Hinweis auf eine Selbstrestriktion von IL-27 im Zuge der autokrinen
Reaktion. Der TLR4-Ligand LPS, ein Bestandteil der Zellmembran pathogener gramnegativer
Bakterien, hatte in neonatalen moDCs (berdies einen negativen Einfluss auf die Expression
von WSX-1 und somit auf die IL-27-Sensitivitat. Der positiv autokrine Einfluss von IL-27 auf
neonatale DCs wahrend einer bakteriellen Infektion ist demnach begrenzt.

IL-27 wirkt in humanen und murinen Zellinien, T-Zellen und Monozyten Uber eine
Aktivierung der Signaltransduktoren STAT1 und STAT3 (Hibbert et al., 2003; Kalliolias und
Ivashkiv, 2008; Guzzo et al.,, 2010). Es konnte gezeigt werden, dass IL-27 sowohl bei
neonatalen, als auch adulten moDCs uber eine Phosphorylierung von STATL1 Signale
vermittelt (Siry, 2012). Nifuroxazid, ein STAT1/STAT3-Inhibitor, hatte insbesondere bei
neonatalen moDCs einen hemmenden Einfluss auf Faktoren, die nachweislich durch IL-27
induziert werden konnten, wie CXCR3, TNF-a und schlieflich IL-27 selbst.
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4.5 Sekundare autokrine Wirkung von IL-27 auf DCs

Sowohl CDA40, als auch CD86 als kostimulatorische Oberflachenmolekiile wurden in
neonatalen moDCs im Vergleich zu adulten in geringerem Male exprimiert. IL-27 hatte einen
positiven Einfluss auf die Expression von CD40 und CD86. Da auch nachgewiesen werden
konnte, dass unstimulierte neonatale moDCs mehr IL-27 produzieren als adulte, kann davon
ausgegangen werden, dass in Neonaten IL-27 in vivo dazu beitragt, kostimulatorische
Eigenschaften von DCs zu verbessern. Und auch im Falle einer Infektion, wenn noch mehr IL-
27 gebildet wird, konnte es im neonatalen Immunsystem dazu beitragen, die Fahigkeit der
Zellen zur Kostimulation von T-Zellen zu verbessern und dem adulten Level anzugleichen.
IL-27 spielt zudem eine Rolle bei der Antigenpréasentation durch DCs. Im Rahmen dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass Gene, deren Produkte am Aufbau und an der Beladung von
MHCI und MHCII-Molekilen beteiligt sind, durch den Einfluss von 1L-27 verstarkt exprimiert
wurden.

Es ist bekannt, dass humane neonatale DCs in der Lage sind, Uber den MHCI-Komplex
Antigene zu prozessieren und zu prasentieren (Gold et al., 2007). In Einklang hiermit konnte
hier die Expression des HLA-A-Allels, das zum MHCI-Komplex gehort, nachgewiesen
werden. Die vorliegenden Daten belegen, dass IL-27 bei neonatalen moDCs einen fordernden
Einfluss auf die Expression von HLA-A auf mRNA-Ebene hatte. Eine Veranderung der HLA-
ABC Oberflachenexpression wurde jedoch nicht beobachtet.

(Canaday et al., 2006) konnten zeigen, dass neonatale Monozyten zwar einen Defekt in der
MHCII-Antigenprasentation aufweisen, dieser jedoch nicht auf einer verringerten Expression
von MHCII-Molekilen beruht. Damit einhergehend konnte im Rahmen der hier erhobenen
Daten nachgewiesen werden, dass auch neonatale moDCs HLA-DR genau wie adulte moDCs
auf ihrer Oberflache tragen. Die Expression von HLA-DR wurde unter dem Einfluss von IL-27
fast nicht beeinflusst, wobei tendenziell eine leichte Reduktion der Oberflachenexpression
erkennbar war.

Jedoch hat IL-27 in neonatalen Zellen dennoch einen positiven Einfluss auf die Peptidbeladung
von MHCII-Molekilen, da HLA-DM, welches an diesem Vorgang beteiligt ist, durch IL-27
um ein Vielfaches starker exprimiert wurde.

Auch konnte hier gezeigt werden, wie IL-27 die Expression des Chemokins CXCL10
beeinflusste, welches durch IL-27 in neonatalen moDCs deutlich starker als in adulten Zellen
induziert wurde. CXCL10 vermittelt als ein Zielgen von STAT1 (Kanda et al., 2007) die
Rekrutierung von Leukozyten und aktiviert Natural Killer-Zellen, dendritische Zellen,
Makrophagen, B-Zellen (Liu et al., 2011) und T-Zellen (Sallusto et al., 1998). Autokrin

wirkendes IL-27 kdnnte auf diesem Wege also die Initiierung angeborener wie auch adaptiver
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Immunantworten unterstiitzen, indem es DCs mittels CXCL10 zur Aktivierung dieser
unterschiedlicher Zelltypen befdhigt. Anhand von Maus-Versuchen konnte gezeigt werden,
dass CXCL10 die IL-12p40-Produktion dendritischer Zellen anregt und dariiber hinaus die
Generierung einer Thl-Antwort fordert, indem es die Empfindlichkeit von CD4+ Zellen
gegentiber IL-12 durch eine gesteigerte Expression der IL-12 Rezeptor p2 Kette erhoht
(Vasquez et al., 2008). Das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte 1L-12p70, welches aus den
beiden Untereinheiten IL-12p35 und IL-12p40 zusammengesetzt ist, konnte durch IL-27
jedoch nicht induziert werden. Eine Erklarung hierfir konnte der bei Neonaten vorliegende
Defekt in der Produktion der 1L-12p35-Untereinheit sein (Goriely et al., 2001).

Der Rezeptor von CXCL10, CXCR3, wird unter anderem von aktivierten T-Zellen exprimiert
(Loetscher et al., 1996; Loetscher et al., 1998), wodurch die Sekretion von CXCL10 zu deren
Rekrutierung fihren konnte. Inwiefern CXCR3 auf neonatalen T-Zellen exprimiert wird,
bedarf weiterer Untersuchungen.

Die vorliegenden Daten zeigen, im Gegensatz zu der erhohten CXCL10-Expression, nur einen
eher geringen Einfluss von IL-27 auf die Expression von CXCR3 auf der moDC-Oberflache,
was ein Nadelohr fur die autokrine Wirkung von CXCL10 darstellen konnte. Ng et al.
identifizierten CXCL10 als Marker fur Infektionen bei Neugeborenen. Insbesondere im Plasma
von Frihgeborenen, die an Sepsis verstarben, wurden dabei erhdhte Level von CXCL10
nachgewiesen, was die Autoren zu dem Schluss fiihrte, dass die gesteigerte Menge von
CXCL10 zu der Schwere des Sepsisverlaufes beitrug (Ng et al., 2007). Obwohl CXCL10 vor
allem in neonatalen Zellen unter dem Einfluss von IL-27 vermehrt produziert wurde, kénnte
die begrenzte Anzahl an CXCR3-Rezeptoren einer tUberméaRigen Aktivierung der DCs und
somit einer schadlichen, inflammatorischen Immunantwort vorbeugen.

In Keratinozyten von Psoriasis-Patienten rief IL-27 ebenfalls eine Steigerung des Thl-
Chemokins CXCL10 hervor (Shibata et al., 2010). Es wurde auBerdem beschrieben, dass I1L-27
in humanen priméren Keratinozyten die Expression von CXCL10 und weiteren Chemokinen
sowie Oberflachenmolekiilen wie MHCI induziert, wenn danach ein zweites Signal in Form
von TNF-o folgte (Wittmann et al., 2009). Auch die Arbeitsgruppe um Fujiwara konnte
zeigen, dass TNF-o und IL-27 einen synergisitischen Effekt beziiglich der Induktion von
Chemokinen haben (Fujiwara et al., 2012).

In den fir die vorliegende Arbeit durchgefiihrten Versuchen konnte ebenfalls eine durch IL-27
gesteigerte Expression von TNF-a detektiert werden. Dies spricht dafur, dass auch der hier
beobachtete Effekt von IL-27 auf CXCL10 durch TNF-a vermittelt wird. Die IL-27-
Empfindlichkeit unterscheidet sich deutlich zwischen neonatalen und adulten moDCs. So
konnte hier gezeigt werden, dass eine hohere IL-27-Konzentration in adulten Zellen die Menge

an sezerniertem TNF-a nicht erhdhte, wahrend dies bei neonatalen Zellen der Fall war.
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Im Zuge der sekundéren autokrinen Reaktion von IL-27 wurde in neonatalen moDCs uberdies
die Expression der proinflammatorischen Chemokine CCL7 und CCL8 bzw. die Expression
des Chemokinrezeptors CCR1 erhoht. Bei CCR1, das auf unreifen DCs exprimiert wird
(Sozzani et al., 1999), handelt es sich um einen Rezeptor fir proinflammatorische Chemokine
wie beispielsweise CCL7 und CCL8 (Gong et al., 1997; Sozzani, 2005). Es wurde aulRerdem
beschrieben, dass CD11c+ DCs durch CCL7 und CCL8 zur Migration induziert werden (de la
Rosa et al., 2003). Nach diesen Daten erhoht IL-27 die Migrationskapazitét insbesondere in
neonatalen DCs.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Expression Interferon
regulatorischer Faktoren (IRFs) ebenfalls durch IL-27 beeinflusst wurde. 1L-27 erhohte
signifikant die Expression von IRF8 bei neonatalen moDCs. IRF8 ist in der Lage, an den
Promotor von IL-27p28 zu binden und dadurch dessen Transkription zu regulieren (Zhang et
al., 2010). AuBerdem wurde beschrieben, dass IRF8 in Makrophagen, bei denen es sich
ebenfalls um antigenprésentierende Zellen handelt, durch STAT1 aktiviert wird und eine
verstarkte Aktivierung Interferon-induzierbarer Promotoren bewirken kann (Contursi et al.,
2000). IRF8 ist daruber hinaus in Thl-Antworten involviert, da es bendtigt wird, um bei
antigenprasentierenden Zellen die Expression des TH1-Zytokins IL-12 zu induzieren (Giese et
al., 1997; Scharton-Kersten et al., 1997; Wang et al., 2000; Honda und Taniguchi, 2006).
Marquis et al. postulierten, dass IRF8 an Gene bindet, die mit den Funktionen
antigenprasentierender Zellen assoziiert sind (Marquis et al., 2011).

Mdglicherweise besteht demnach ein Zusammenhang zwischen IRF8 und der weiter oben
beschriebenen IL-27-induzierten Expression von Genen, deren Produkte am Aufbau und an der
Beladung von MHCI und MHCII-Molekiilen beteiligt sind.

Auch konnte hier gezeigt werden, dass die Expression von IRF2 unter dem Einfluss von IL-27
leicht erh6ht wurde, sowohl in neonatalen, als auch in adulten moDCs. IRF2 nimmt ebenfalls
Einfluss auf die Induktion von Th1l-Antworten durch DCs. IRF2 ist ein negativer Regulator der
Typl induzierten Genexpression, und somit sichert seine Expression die Balance zwischen
ndtzlichen und schédlichen Effekten (Tamura et al., 2008).

Die Transkription von IFIT1, IFIT2 und IFIT3, die antiviral wirken und Zellmigration und
Proliferation induzieren (Zhou et al., 2013), kann durch Interferone, virale Infektionen und
bakterielle Bestandteile (PAMPs= Pathogen associated molecular patterns) induziert werden
(Schmeisser et al., 2010; Fensterl und Sen, 2011). Sie wurden durch den Einfluss von IL-27 in
neonatalen moDCs vermehrt exprimiert.

Auch die Gene aus der IFITM-Familie wurden analysiert. Dabei zeigte sich eine durch IL-27

hervorgerrufene Erhohung von IFITM1 sowohl bei adulten, als auch neonatalen, von IFITM2
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ausschlieBlich bei neonatalen DCs. Die Proteine aus der IFIT und der IFITM-Familie haben
die Aufgabe, virale Replikation zu inhibieren (Diamond und Farzan, 2013).

Auf diese Weise konnte IL-27 in Neonaten hilfreich fur die angeborene Immunantwort auf
Viren sein. IL-27 wurde bereits mehrfach als antivirales Zytokin beschrieben. So wurde
einhergehend mit den hier beschriebenen Daten festgestellt, dass IL-27 Interferon-regulierte
Gene mit antiviraler Aktivitat induziert (Bender et al., 2009). AuBerdem wird IL-27 durch
virale Doppelstrang-RNA induziert und fordert die Entwicklung von Effektor CD8+ T-Zellen
(de Groot et al., 2012).

IL-27 ist bekannt als ein Zytokin mit pleiotroper Wirkung. Es werden ihm sowohl pro-, als
auch antiinflammatorische Eigenschaften zugeschrieben.

Der autokrine Effekt wvon [IL-27 resultierte in einer verstarkten Stimulation der
proinflammatorischen Zytokine IL-6, IL-8 und TNF-a, insbesondere bei neonatalen moDCs. In
der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Sekretion von IL-6, welches fiir eine Balance
von pro- und antiinflammatorischen Immunreaktionen sorgt (Jones, 2005), ausschlief3lich in
neonatalen moDCs signifikant durch IL-27 erhéht wurde. IL-6 wurde als Antagonist einer
durch I1L-12 hervorgerufenen Differenzierung von Thl-Zellen beschrieben (Rincon et al.,
1997). Einerseits konnte somit die vermehrte Produktion des neonatalen IL-6 zu einer
Restriktion von Thl-Immunantworten zugunsten einer stirkeren Th2-Antwort beitragen.
Andererseits verbessert IL-27 die Thl-Stimulations-Kapazitdt von DCs, indem es die
Expression von CXCL10, IRF8 und IRF2 fordert. In Einklang hiermit wurde auch beschrieben,
dass es sich bei IL-6 um einen positiven Regulator von CXCL10 handelt (McLoughlin et al.,
2005). IL-6 ist einer der Faktoren, die eine Differenzierung von Thl7-Zellen aus naiven T-
Zellen fordern (Bettelli et al., 2006). Eventuell kdnnte 1L-27 also indirekt die Entstehung von
Th17-Antworten in Neugeborenen begunstigen, obwohl es eigentlich als hemmend flr die
Differenzierung inflammatorischer Th17-Zellen beschrieben wurde (Batten et al., 2006;
Stumhofer et al., 2006; Yoshimura et al., 2006). Das von Th17-Zellen produzierte IL-17 halt
Entziindungsreaktionen aufrecht, indem es die Sekretion von Zytokinen und Chemokinen
induziert und somit andere Immunzellen, insbesondere Makrophagen und Neutrophile zum Ort
des Geschehens rekrutiert. Das IL-17-inhibierende IL-27 ist demnach in der Lage, durch IL-17
induzierte pathologische Immunreaktionen wie Gewebeschédigungen abzuwenden (Batten und
Ghilardi, 2007).

Einhergehend mit den hier vorliegenden Daten von neonatalen moDCs haben (Guzzo et al.,
2010) auch bei Monozyten eine Induktion von IL-6 und weiteren proinflammatorischen
Zytokinen und Chemokinen durch IL-27 postuliert.

Insgesamt decken sich die hier beschriebenen Beobachtungen mit jenen in der Literatur

berichteten Beschreibungen von 1L-27 als proinflammatorisches Zytokin. Dies erlaubt den
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Schluss, dass IL-27 in der Lage ist, angeborene Immunantworten auf Pathogene zu
unterstiitzen, indem es eine Entziindungsreaktion und indirekt die Rekrutierung von
Leukozyten fordert.

In der vorliegenden Arbeit konnte kein Einfluss von IL-27 auf die Sekretion des
antiinflammatorischen Zytokins IL-10 durch moDCs festgestellt werden, anders als es fur T-
Zellen beschrieben wurde (Batten et al., 2008).

Durch LPS induziertes TNF-o wurde bei CB und AB moDCs durch IL-27 erhoht. Ebenso 1L-6
und IL-12p70. Damit in Einklang wurde fur humane Monozyten beschrieben, dass IL-27 die
Produktion der LPS-induzierten Zytokine TNF-a, IL-6, MIP1-o. (CCL3) und MIP-1p (CCL4)
fordert (Guzzo et al., 2012a). Nur bei Adulten wurde jedoch auBerdem LPS-induziertes I1L-10
durch IL-27 verstarkt. IFNy hatte bei neonatalen und adulten moDCs einen fordernden Effekt
auf die Sekretion von IL-1B. IL-27 wirkte jedoch im Zusammenhang mit LPS oder IFNy-
induziertem IL-1p inhibitorisch. Die Produktion von TNF-a wurde nicht durch IFNy alleine
erhoht, jedoch bewirkte 1L-27 zusammen mit IFNy einen Anstieg von TNF-a.

Wahrend IL-27 also zum einen auf ein bereits zur Produktion angeregtes Zytokin hemmend
wirken kann, kann es andererseits fordernd auf inflammatorische Zytokine wirken, deren
Produktion durch einen Stimulus nicht erhoht werden konnten. IL-27 koénnte demnach die

Eigenschaft aufweisen, Immunantworten abhangig vom Kontext zu regulieren.

Ebenfalls untersucht wurde die autokrine Wirkung von IL-27 im Zusammenhang mit 1L-21,
einem Zytokin, das von aktivierten T-Zellen gebildet wird (Parrish-Novak et al., 2000). Es ist
beschrieben worden, dass IL-27 die Differenzierung und Expansion von Tr1-Zellen beglnstigt,
unter anderem indem es IL-21 induziert (Awasthi et al., 2007). Dass IL-21 auf das neonatale
Immunsystem eine andere Wirkung haben kann, als auf das adulte, wurde auch fiir seinen
Einfluss auf T-Zellen berichtet. Demnach konnte IL-21 bei naiven neonatalen T-Zellen Thl-
Antworten fordern, nicht jedoch bei adulten T-Zellen (Doganci et al., 2012).

IL-21 hatte auch auf neonatale moDCs einen von adulten moDCs abweichendem Effekt.
Waéhrend es im neonatalen Immunsystem die durch IL-27 induzierten Zytokine IL-8, IL-1p,
IL-6, IL-10 und TNF-o. hemmte, sezernierten AB moDCs bei der gemeinsamen Gabe von IL-
27 und IL-21 mehr IL-8, TNF-a und IL-12p70. Bei adulten moDCs war aber ebenfalls ein
inhibierender Effekt auf IL-1p, IL-6, IL-10 zu beobachten. Einzig IL-12p70 wurde unter dieser
Bedingung bei beiden verstarkt exprimiert.

Madglicherweise wirken IL-27 und IL-21 im neonatalen Immunsystem zusammen, um
kurzfristig GbermaRige Immunreaktionen zu regulieren. Auffallig war jedoch, dass IL-27 nach
48h die durch IL-21 induzierte 1L-10-Produktion hemmt. Somit zeigte sich IL-27 wieder in

seiner typischen Funktion als Gegenregulator.
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4.6 Die Wirkung neonataler DCs auf autologe T-Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurden Kokulturen von T-Zellen und neonatalen moDCs, welche
mit LPS/IFNy vorstimuliert wurden durchgefiihrt. Dabei wurde vermehrt IFNy nachgewiesen,
was fur eine Thl-Polarisation der T-Zellen spricht. Dies entsprach den Erwartungen, da
bekannt ist, dass die Expression von IL-27 durch die kombinatorische Stimulation mit LPS und
IFNy vermehrt gebildet wird (Krumbiegel et al., 2008). Eine Aufgabe des pleiotropen IL-27
konnte demnach im Neugeborenen-Immunsystem tatsachlich die Induktion von Thl-
Immunantworten sein. Dies ist gerade deshalb von groRer Bedeutung, da die Produktion des
Haupt-Th1-Zytokins IL-12 in neonatalen DCs defizitéar ist (Goriely et al., 2001). Unter den
gleichen Bedingungen wurde auch weniger IL-10 produziert. Mdoglicherweise wirden also
neonatale DCs via IL-27 im Rahmen von Infektionen dafiir sorgen, dass eine durch 1L-10
gesteuerte Immunregulation abgeschwacht wird, und dadurch Immunantworten auf Pathogene
beglinstigen.

Pflanz et al. haben beobachtet, dass IL-27 die Proliferation von humanen und murinen naiven
CD4+ T-Zellen induziert (Pflanz et al., 2002). Im Nabelschnurblut befinden sich gréftenteils
naive T-Zellen, anhand derer in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, dass IL-27 die
Proliferation neonataler, nicht-polarisierter T-Zellen konzentrationsabhangig begunstigt. Somit
wirkt IL-27 bezuglich der Induktion der Proliferation im neonatalen Immunsystem in einer
Weise, die mit dem adulten Immunsystem vergleichbar ist.

Im Gegensatz dazu zeigten WSX-1 defiziente DCs aus Méusen eine verstarkte Neigung zur
Proliferation (Yoshida et al., 2001), was auf eine proliferationshemmende Wirkung von IL-27
hinweist. Villarino et al. stellten ebenfalls im Mausmodell fest, dass IL-27 die Produktion von
IL-2 hemmt, welches das Wachstum und Uberleben von T-Zellen sichert (Villarino et al.,
2006). Dies ist ein weiterer Hinweis auf die selbstregulierenden Eigenschaften von IL-27, die

im nachfolgenden Kapitel 4.7 ausfihrlicher besprochen werden.

4.7 Mechanismen zur Selbstrestriktion von IL-27

Die Ergebnisse zeigen, dass I1L-27 die Kapazitat der DCs zur Induktion von Immunantworten
auf Pathogene erhdhen kann. Diese autokrinen Effekte von IL-27 sind jedoch insbesondere in
neonatalen moDCs selbst-restriktiv. Ein solcher Mechanismus konnte dazu beitragen, das
neonatale Immunsystem vor der Entwicklung zu starker, und somit potenziell schédlicher

Immunantworten zu bewahren.
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Dieses negativ autokrine Phanomen wurde bereits im Zusammenhang mit IL-27 und
Monozyten postuliert. Wéhrend IL-27 in der friihen Phase der angeborenen Immunantwort
aktivierend auf Monozyten wirkt, werden diese in einer spateren Phase der Immunantwort,
wenn sie selbst 1L-27 produzieren, unempfindlich gegen das Zytokin (Kalliolias und Ivashkiv,
2008). In Analogie zu den Beobachtungen bei Monozyten konnte die vorliegenden Daten
zeigen, dass bei moDCs IL-27 die Expression von WSX-1 herab reguliert, was nach einer
gewissen Zeit ebenfalls eine niedrigere Empfindlichkeit der moDCs fir das Zytokin zur Folge
haben konnte. Dartber hinaus wurde eine Regulation der DC-Funktionen durch WSX-1/ IL-27
Signalgebung nachgewiesen (Wang et al., 2007). Dazu wurde gezeigt, dass in WSX-1-
defizienten DCs nach LPS-Stimulation die Expression der Kostimulatoren CD80 und CD86 im
Vergleich zum Wildtyp erhoht war. Hingegen wurde in den nicht mit LPS stimulierten
Kontroll-DCs von Wildtyp-Mausen mehr kostimulatorische Molekiile exprimiert, als in den
DCs der Knockout-Mduse. Bei neonatalen DCs wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit
ebenfalls festgestellt, dass IL-27 einen positiven Einfluss auf die Produktion kostimulatorischer
Molekiile hat. Jedoch hatte in Vollblut-Analysen von mDCs IL-27 keinen hemmenden Einfluss
auf die LPS-induzierte CD80/CD86-Expression. Ob eine zeitlich vor der LPS-Stimulation
stattfindende IL-27-Stimulation eine Hemmung zur Folge hétte, musste jedoch noch untersucht
werden. IL-27 wirkte in neonatalen mDCs und pDCs sogar der durch PolylC gehemmten
Expression von CD80 entgegen und forderte dessen Expression. Die Effekte von PolyIC auf
den Kostimulator CD40 wurden in mDCs und pDCs jedoch durch IL-27 gedampft. Diese
Beobachtungen deuten daraufhin, dass IL-27 fir eine Verbesserung der kostimulatorischen
DC-Eigenschaften sorgt, wéhrend die induzierenden oder inhibierenden Effekte von TLR-
Liganden wie LPS und PolyIC im Beisein von IL-27 balanciert werden kdnnen.

Bezliglich der DC-Antigenprésentationskapazitét hatte IL-27 zum einen, wie oben beschrieben,
einen positiven Einfluss, indem HLA-DM verstéarkt exprimiert wurde. Zum anderen jedoch
konnte in diesem Zusammenhang ein weiterer Aspekt der Selbstrestriktion von IL-27
beobachtet werden. So wurde in neonatalen moDCs ebenfalls unter dem Einfluss von IL-27 ein
negativer Regulator von HLA-DM, HLA-DO (van Ham et al., 1997), ebenfalls starker
exprimiert.

Auch im Rahmen der Effekte von IL-27 auf Chemokine lieRen sich selbstregulierende Aspekte
beobachten. Ein untersuchter Ligand des durch IL-27 induzierten Chemokin-Rezeptors CCR1
ist CCL23. Dieses Chemokin wird konstitutiv von moDCs exprimiert und seine Expression
kann durch CD40-Ligation und IFNy-Behandlung (Nardelli et al., 1999a), also letztlich im
Rahmen von Infektionen, gehemmt werden. In neonatalen moDCs wurde CCL23 deutlich
weniger exprimiert, als in adulten. IL-27 wirkte sowohl bei neonatalen, als auch bei adulten

moDCs inhibitorisch auf die Expression von CCL23. Diese Ergebnisse sprechen dafir, dass
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die chemotaktische Wirkung von CCL23 auf moDCs, ruhende T-Zellen und auf Monozyten
(Patel et al., 1997) durch die erhdhte IL-27-Expression eingeschrankt werden.

IL-27 wurde zunéchst als Zytokin beschrieben, welches eine Th1l-Antwort fordert und Th2-
Antworten hemmt. Jedoch konnte in IL-27ra-/- Mé&usen die Funktion von IL-27 als Regulator
inflammatorischer Reaktionen im Rahmen von Thl-Antworten auf Infektionen nachgewiesen
werden (Villarino et al., 2003; Findlay et al., 2010; Freitas do Rosario et al., 2012; Villegas-
Mendez et al., 2013). Des Weiteren wurde berichtet, dass IL-27 Tbet+ CXCR3+ regulatorische
T-Zellen induziert (Hall et al., 2012). IL-27 konnte also auf diesem Wege pathologischen
Effekten von Thl-Immunantworten entgegen wirken. Kurzlich wurde eine bedeutende Rolle
der IL-27/ WSX-1-Signalgebung bezlglich der Regulation T-zelluldrer Chemotaxis
beschrieben. Im Rahmen einer Infektion kann IL-27/ WSX-1 auf CD4+ T-Zellen die
Expression von CCR1 inhibieren, wéhrend wie oben erwéhnt dessen Expression in DCs durch
IL-27 erhoht wurde. Dies zeigt, wie die pleiotropen Effekte von IL-27 einer zu starken
Aktivierung von Immunreaktionen entgegenwirken (Gwyer Findlay et al., 2013).

IL-27 hat zudem eine regulatorische Funktion bezlglich Th17-Immunantworten. Es induziert
bei naiven T-Zellen PD-L1 (ber eine STAT1 Signalkaskade, wodurch diese in der Lage sind,
eine Th17-Differenzierung von Bystander T-Zellen zu inhibieren (Hirahara et al., 2012).

4.8 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, welche zentrale Bedeutung IL-27 im
neonatalen Immunsystem hat (Abbildung 4.1).

So werden unter dem Einfluss von IL-27 nicht nur Chemokine und inflammatorische Zytokine
induziert, sondern auch Gene, die an der Antigenprasentation und antiviralen Immunabwehr
beteiligt sind.

Die Arbeit bietet deshalb eine Grundlage fiir weiterfuhrende Untersuchungen der antiviralen
Eigenschaften von IL-27 im humanen neonatalen Immunsystem. Hierbei ist es wichtig zu
untersuchen, inwiefern durch DCs verstarkt produziertes IL-27 sich z.B. auf die Entwicklung
und Funktion neonataler CD8+-T-Zellen auswirkt, da diese Population an antiviralen
Immunantworten beteiligt ist.

Da IL-27 bei neonatalen DCs zu einer verstarkten Produktion von CXCL10 fihrt, sollte
dartiber hinaus noch die Expression von dessen Rezeptor CXCR3 durch andere neonatale
Immunzellen, insbesondere T-Zellen, untersucht werden, um beurteilen zu kénnen, in wie weit

die gesteigerte Chemokin-Produktion Immunreaktionen beeinflussen kann.
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Abbildung 4.1: Schematischer Uberblick tiber den Einfluss von 1L-27 auf das neonatale Immunsystem.

Dass IL-27 jedoch trotz dieser weitreichenden Effekte auch selbstrestriktive Eigenschaften
aufweist, kénnte es zu einem Kandidaten fur eine balancierte Modifikation von neonatalen
Immunantworten ausweisen. Dabei ist es von Bedeutung weiterhin zu untersuchen, ob IL-27
auch bei anderen neonatalen Immunzellen, z.B. T-Zellen selbstrestriktiv wirkt. Dabei sollte der
Einfluss von 1L-27 auf die Expression des IL-27-Rezeptors und auch auf die Expression von
Zytokinen Uberprift werden.
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5 Zusammenfassung

Neugeborene befinden sich bis zum Zeitpunkt der Geburt in der sterilen Umgebung des
Uterus. Sie begegnen wahrend des Geburtsvorgangs und vor allem nach der Geburt einer
Vielzahl von Mikroorganismen, wie Bakterien und Pilzen, wodurch nach und nach eine
Besiedelung ihrer Haut und Schleimhdute stattfindet. In diesem Kontext muss jedoch
verhindert werden, dass es zu schadliche Uberreaktionen gegen die Vielzahl an neuen
Antigenen kommt. Die in der Kindheit erhdhte Infektionsanfélligkeit stellt somit eine
essentielle Adaptation des neonatalen Immunsystems an die Herausforderungen der ersten
Lebensphase dar.

Dennoch wird das neonatale Immunsystem héufig als unreif bezeichnet, da insbesondere Thl-
Antworten weniger stark ausfallen, als bei Erwachsenen.

Ein messbares Aquivalent fiir diesen neonatalen ,,Th1-Mangel“ stellt die nahezu komplett
ausfallende Expression des Thl-Zytokins IL-12 dar. Maoglicherweise im Sinne einer
Teilkompensation fur das ausgefallene IL-12 wird das als Thl-Zytokin geltende IL-27 von
neonatalen DCs verstarkt gebildet, und dies bereits im unstimulierten Zustand der Zellen. Das
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Einflusses von IL-27 auf die Kapazitat
der DCs, angeborene und adaptive Immunantworten zu modulieren. Da DCs den Rezeptor fir
IL-27 auch auf ihrer eigenen Oberflache tragen, lag der Schwerpunkt der Untersuchungen auf
den primdaren und sekundaren autokrinen Wirkungen des IL-27.

Hierbei wurde beobachtet, dass im Vergleich zu adulten DCs bei neonatalen DCs stérkere
durch IL-27 ausgel6ste autokrine Effekte auftraten. Die primére autokrine Wirkung zeigte sich
darin, dass IL-27 seine eigene Produktion, sowohl auf der Transkriptions- als auch auf der
Proteinebene, anregte. Auf der Proteinebene fielen diese Effekte bei Neonaten starker aus, als
bei Adulten.

Dariiber hinaus konnten sekundare autokrine Effekte von IL-27 nachgewiesen werden. Eine
Gabe von IL-27 induzierte zum einen die Erhéhung der proinflammatorischen Zytokine IL-8,
IL-6 und TNF-a, wobei wiederum der beobachtete Effekt in DCs von Neugeborenen stéarker
war. Zum anderen wurde im Vergleich zwischen Neonaten und Adulten insbesondere bei
neonatalen DCs die Expression der Chemokine CXCL10, CCL7 und CCL8 gefordert, die in
der Lage sind, weitere Immunzellen, u.a. aktivierte T-Zellen zu rekrutieren. Auch die
Produktion kostimulatorischer Molekille wurde durch IL-27 angeregt, bei neonatalen wie
adulten moDCs.

Zudem konnte gezeigt werden, dass IL-27 durch die Induktion der antiviralen Gene IFIT1,
IFIT2, IFIT3 und IFITM2 bei Neonaten sowie IFITM1 bei Neonaten und Adulten
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Immunantworten gegen Viren unterstitzen konnte. Auch die erhohte Expression der
Transkriptionsfaktoren IRF7 und IRF8 ist in diesem Kontext von Bedeutung. Dabei kam der
Einfluss von IL-27 bei neonatalen DCs stérker als bei adulten DCs zum Tragen.

Neonatale DCs sind demnach nicht nur dazu in der Lage, groRere Mengen an IL-27 zu bilden,
sie kdnnen dariiber hinaus in vielféltiger Weise auf das Zytokin reagieren, was eine zentrale

Rolle von IL-27 im Immungeschehen Neugeborener verdeutlicht.
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IL27+IL21 IL27+IL21
s 2| 279 | 282277027 o 2 0 0
IL-27+IFNg | 5 | 15905 |6.936717523| | 'L2/FIFNg | 5 141 | 1,09404112
24h 24h
L2 N9 1] 3842 | #DIVIO! IL-27+LPS | 13 | 1151 | 6,83148649
IL-27+LPS |13| 1877,29 |1837,050476 'L'ngh"PS 2 | 4445 | 435012092
'L'ZzghLPS 2 |6802,745 | 3483,398923 LPS 18 | 13,065 | 54,1575954
LPS  |18|1107.155|1564.497076| | LPS48h | 4 | 8225 | 13.4566399
LPS48h | 4 | 1425.05 | 2626,869047 IFNg 6 | 1315 | 226467143
IFNg 6 | 3262 |34,40296581| | IFNg48h | 0 | #ZAHLI #DIV/0!
IL-27
IENg48h | 1| 12,94 | #DIviO! 100ng/ml | 6 | 2115 | 1,99638423
24h
IL27 IL-27
100ng/ml | 6 | 95325 |106,8085256| | 100ng/ml | 3 308 | 144223207
24h 48h
IL-27
100ng/ml | 3 | 171,67 |148,9963231
48h
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Median

IL-12p70

Median

TNF (pg/mi) | n=| MO | sTABW CB oy |n=| Ve | sTABW CB
unstimuliert unstimuliert
o 21| 11,61 |13,29630794 e 19| 0 |1,048329777
“”Sté'{g#“e” 7| 465 | 152651812 “”Stl'{gr‘]‘“e” 6 0 |1,388011767
IL2724n |21| 57.8 |1013307371| | IL-2724n |20| O |1.324976663
IL2748h | 7 | 857 |21.86700548| | IL-2748h | 7 | 0 |0,558889204
IL2124h | 6 | 7.25 |11,08537896| | IL-2124h | 5| 0 |0,599266218
IL2148h | 6 | 6365 |22.52658607| | IL-2148nh | 7| O |0,970978888
IL-27+1L-21 | 5 | 19 045 |4.164858041| | D272 5 1 086 |1,216223664
24h 24h
IL27+IL-21 IL-27+IL-21
s 2| 808 | 543058008 o 2 | 0795 |1,124299782
IL-27*IFNG | 5 | 35305 | 22,4082139 | | 'M27HFNG | 5 | 100 |1,442497834
24h 24h
IL-27+IFNg IL-27+IFNg |
o 1] 2301 #DIV/O! o 1| 241 #DIV/O!
IL27+LPS | 13| 80939 |4232.939725| | IL-27+LPS |13 | 1257 |12.39060857
'L'ZzghLPS 2 | 5842,08 |6272,475555 'L'nghL PS5 | 114 |1055003318
LPS |18 489043 |4340,448832 LPS | 18| 1.82 |2.249485054
LPS48h | 4 | 1294245 | 3533.693689| | LPS48h | 4| O 0.895
IFNg 6 | 10,045 | 1098765262 IFNg 6| 0 0612372436
IFNg 48h | 1| 3,04 #DIV/0! IFNg48h | 1| 0 #DIV/O!
IL-27 IL-27
100ng/ml | 6 | 40,93 |46,79752319| | 100ng/ml | 6 | 0 |1,090742866
24h 24h
IL-27 IL-27
100ng/ml | 2 | 2368 |26,23366158| | 100ng/ml | 3| 0 |0,773649361
48h 48h
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Median

IL-1beta

Median

IL-8 (pg/mi) | n=| M | sTABW AB Gomty |n=| V55" | sTABW AB
“”St'ZTr‘]‘"e” 20 | 1866,47 |1990,995017 “”S“ZT#“G” 19| 824 |7164701934
“”Sté'{g#“e” 7 | 15508 | 264245027 “”Stg#“ert 7| 566 |3384968875
IL-27 24h | 20 | 2750.49 |2980,356713| | IL-27 24h |20| 8.195 | 7.19579263
IL-2748h | 7 | 3908.26 |2098.524369| | IL-2748h | 7 | 6.76 |3,108102315
IL-21 24h | 4 | 3142.655 | 2296.466357 | | IL-2124h | 3 | 831 |3.560201305
IL2148h | 7 | 172012 |2168.458026| | IL-2148h | 7 | 527 |3.225940247
'L'ZZZ'hL'Zl 2 | 4737,41 | 2844,450164 'L'ZZZLL'Zl 2 | 6225 |1.689985207
'L'ZZQLL'Zl 2 | 4325475 | 1767,561892 ||_-2L71;|1|_-21 2 | 6,01 |0254558441
L2l N9 | 2 | 4602,005 | 2646,184404 | | 'SNS5 | 5605 |1,449568001
IL-27+IFNg IL-27+IFNg ,
Ll 1| 543567 | #DIV/O! o 1| 512 #DIV/O!
IL-27+LPS | 15 | 17271.02 | 7310.25014 | | IL-27+LPS | 15| 1451 |9.185013933
IL-27+LPS IL-27+LPS
o 1 | 20086,08| #DIV/O! o, 1| 2049 | #DIv/O!
LPS |15 |16926,73 | 5722.93757 LPS  |15| 13.12 |4433159467
LPS48h | 4 | 1588651 |4524.200895| | LPS48h | 4 | 13.205 | 257527992
IFNg 8 [3079,875 | 4477096681 IFNg 8 | 145 |8.032975676
IFNg 48h | 1 | 4588 | #DIV/O) IFNg48h | 1| 3 #DIV/0!
IL-27 IL-27
100ng/ml | 4 |2777,905 | 2101,66858 | | 100ng/ml | 3 | 11,67 |2,354938074
24h 24h
IL-27 IL-27
100ng/ml | 2 | 3990,47 |4292,364436| | 100ng/ml | 2 | 6,53 |1,555634919
48h 48h
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_ | Median IL-10 _ | Median
IL-6 (pg/ml) | n= | META | sTABW AB oomy |17 | Ag | STABW AB
“”St'ZTr‘]‘“e” 20 | 19,045 | 4315069408 “”St'zr;‘#"e” 19 | 264 | 173877688
“”Sté'{g#“e” 7 | 2021 | 3581177387 “”Sté'{g#“e” 7 | 415 | 1,84830295
IL-27 24h | 20 | 28.225 | 207.9732586 IL2724h | 20 | 2,76 | 2,09765903
IL2748n | 7 | 3411 | 3594505105 IL2748n | 7 | 426 | 2,04771301
IL-2124h | 4 | 14,095 | 20,11394106 IL2124h | 4 | 325 | 083210576
IL-2148h | 7 | 2229 | 43,38140835 IL2148h | 7 | 3.94 | 4.90740063
IL27+IL-21 IL27+1L21
T 2 | 1099 | 750432683 5 2 | 249 | 14283557
IL-27+1L-21 | 5 | o5 415 | 1102379472 | | H27HL21 1 5 | 4925 | 1.54856385
48h 48h
IL-27+IFNg | 5 | 17 005 | 7.375123728 | | W27HIFNG | 5 | 197 | 033941125
24h 24h
IL-27+IFNg IL-27+IFNg ,
o 1] 121 #DIV/O! o 1| 405 #DIV/O!
IL-27+LPS | 15 | 2831.06 | 4151,131248 | | IL-27+LPS | 15 | 17,69 | 89,9329418
IL-27+LPS IL-27+LPS
o 1 | 926588 | #DIV/O! o 1| 75094 #DIV/O!
LPS 15 | 1251.52 | 3101,19342 LPS 15 | 12.65 | 83.3664918
LPS 48h | 4 |4362,745| 2230744209 LPS48h | 4 | 18,905 | 266052017
IFNg 8 | 24.08 | 47,14958923 IFNg 6 | 2115 | 2,19642816
IFNg 48h | 1 | 44,52 #DIV/0! IFNg 48h | 1 | 244 #DIV/0!
IL-27 IL-27
100ng/ml | 4 | 40,855 | 55,34702792 100ng/ml | 4 | 1,795 | 0,92536029
24h 24h
IL-27 IL-27
100ng/ml | 2 | 90,73 | 7557557277 100ng/ml | 2 | 4075 | 01767767
48h 48h
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_ | Median IL-12p70 _ | Median
TNF (pg/ml) | n=| ™" 2 STABW AB el n=| " STABW AB
unstimuliert unstimuliert
2ah 20| 9,98 | 11,3947268 2ah 20 0 2,008978465
“”Sté'{g#“e” 6| 3575 |1.830286863 “”Stg#“ert 5 0 |0947982067
IL-27 24h | 20| 38,485 |32,68687095 IL-27 24h | 20 0 1,216355644
IL-27 48h | 7 6,02 |21,01054894 IL-27 48h | 6 0 0
IL-2124h | 4 | 9,275 |6,205086623 IL-2124h | 3 0 1,691636289
IL-2148h | 6 | 4,185 |16,50402981 IL-2148h | 5 0 1,194370127
IL-27+IL-21 ) 61,855 |46,59126581 IL-27+IL-21 |, 3,17 |0,579827561
24h 24h
IL-27+1L-21 | 5 | 13975 |8.950042018| | 274211 5 | 54 |0500116882
48h 48h
IL-27+IFNg IL-27+IFNg
2ah 2 | 37,725 |6,710443353 2ah 2 0 0
IL-27+IFNg IL-27+IFNg
48h 1 5,56 #DIV/0! 48h 1 2,23 #DIV/O!
IL-27+LPS |15 | 8279,71 | 6075,824789 IL-27+LPS | 15| 70,35 |235,1100782
IL-27+LPS IL-27+LPS
48h 1 | 8304,69 #DIV/0! 48h 1 | 389,01 #DIV/0!
LPS 15| 5801,72 | 5922,046446 LPS 15| 9,73 [35,02268752
LPS48h | 4 | 2825,72 | 2278,896898 LPS48h | 4 | 34,835 | 34,964571
IFNg 8 9,37 9,4527513 IFNg 8 0 0,570281885
IFNg 48h | 1 3,45 #DIV/O! IFNg 48h | 1 1,45 #DIV/O!
IL-27 IL-27
100ng/ml | 4 7,72 | 3,297457354 100ng/ml 2 0 0
24h 24h
IL-27 IL-27
100ng/ml | 2 8,42 |0,650538239 100ng/ml | 1 0 #DIV/O!
48h 48h
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7.2 Eidesstattliche Erklarung

Versicherung gemaR 811, Abs. 3d der Promotionsordnung vom 30. April 1990

1. Ich habe die vorliegende Arbeit selbststdndig angefertigt und alle benutzten Quellen und
Hilfsmittel in der Arbeit angegeben.

2. Ich habe die Dissertation nicht als Priifungsarbeit fur eine andere Priifung eingereicht.

3. Ich habe weder die gleichen noch Teile der Abhandlung als Dissertation bei einer anderen

Fakultat oder einem anderen Fachbereich eingereicht.

Mainz, den
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