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Vergleichende Untersuchungen zur funktionellen Wechselwirkung von T-
Helferzellen, regulatorischen T-Zellen und dendritischen Zellen
Dissertation von Mario Hubo

Dendritische Zellen (DC) verbinden angeborene und adaptive Immunitéat. Abhangig
vom Aktivierungsgrad vermitteln sie Toleranz oder Immunitat. Hier wurden
konventionelle DC (kDC) und plasmazytoide DC (pDC) hinsichtlich ihrer T-
Zellstimulation in An- und Abwesenheit regulatorischer T-Zellen (Treg) verglichen.
Als starke T-Zellstimulatoren induzieren aktivierte kDC Treg-Proliferation.
Proliferierende Treg sind nicht suppressiv, weshalb T-Effektorzellen nach kDC-
Stimulation in Treg-Anwesenheit proliferieren. Demgegeniber vermitteln aktivierte
pDC nur schwache T-Zellstimulation, die aber ausreicht T-Effektorzellproliferation
auszuldsen. Aktivierte pDC brechen aber nicht die Anergie von Treg und induzieren
daher nicht ihre Proliferation. Trotz der geringen T-Zellstimulation sind pDC in der
Lage Proliferation und Expansion von T-Effektorzellen in Treg-Gegenwart zu
bewirken. Dies konnte auf ein insuffizientes pDC-vermitteltes T-Zellrezeptorsignal fr
Treg zurtickgefuhrt werden, das keine funktionelle pDC-vermittelte Treg-Aktivierung
bewirkt.

Unter homoostatischen Bedingung vermitteln DC Toleranz, so induzieren unreife
kDC Treg in der Peripherie. Hierbei ist eine ICOS-vermittelte Kostimulation essentiell
fur die Induktion des IL-10-Rezeptors auf T-Zellen. Ein gleichzeitiges starkes CD28-
Signal Uberkommt den ICOS-vermittelten Effekt und wirkt der IL-10R-Expression
entgegen. Daher fuhrt nur die Stimulation mit unreifen kDC zu IL-10-sensitiven T-
Zellen in denen dann ein anergischer Phéanotyp etabliert wird, der Teil des
Differenzierungsprozesses zur induzierten Treg ist. Die ICOS/ICOS-L-Interaktion ist
somit zentral fur die Aufrechterhaltung peripherer Toleranz.

Functional analysis of the interaction of dendritic cells, T helper cells and
regulatory T cells
Dissertation of Mario Hubo

Dendritic cells (DC) act as sentinels of immunity. Depending on their maturation
status DC mediate tolerance or immunity.

Here, conventional DC (cDC) and plasmacytoid DC (pDC) have been compared
according to their T cell stimulatory potential in absence or presence of regulatory T
cells (Treg). As efficient T cell stimulators, mature cDC induce Treg-proliferation.
These proliferating Treg are non-suppressive, therefore T effector cells (Teff) can
proliferate in coculture with Treg after cDC-stimulation. In contrast, activated pDC are
weak T cell stimulators. Nevertheless, they induce Teff-proliferation but not Treg-
proliferation. Here we show that Treg receive only inadequate TCR-signals through
pDC-stimulation. This prevents functionally Treg-activation leading to Teff-
proliferation also in presence of Treg after pDC-stimulation.

Under homeostatic conditions, immature DC mediate tolerance by inducing Treg in
the periphery. This process depends on ICOS-L-mediated costimulation which is
essential for expression of IL-10R on T cells. Strong CD28-signals overcome this
effect. Therefore, only stimulation with immature cDC, mediating weak CD28-
costimulation, induce IL-10-sensitive T cells in which an anergic phenotype is
established. This phenotype is an essential step in the differentiation process towards
an induced Treg. Thus, ICOS/ICOS-L-interaction is crucial for maintenance of
peripheral tolerance.
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Einleitung

1 Einleitung

Ausgehend von Einzellern, die toxische Peptide gegen eindringende pathogene
Mikroorganismen nutzbar machten, begann ein Evolutionsprozess, der zum
komplexen Immunsystem rezenter Lebewesen fiihrte .

Die Entstehung mehrzelliger Organismen ermoglichte die Spezialisierung einzelner
Zellen, zum Beispiel zur Aufnahme pathogener Bakterien und Viren, was diesen
Mehrzellern Selektionsvorteile verschaffte. Diese Form der Pathogenabwehr
entwickelte sich weiter zum heutigen angeborenen Immunsystem, das noch immer
grundlegende Zuge der fruihen Abwehrmechanismen tragt. Es umfasst spezialisierte
Zellen (zellulare Komponente; z.B. Makrophagen und dendritische Zellen) und
Molekule (I6sliche Komponente; z.B. Komplementfaktoren), die Erreger erkennen
und beseitigen kénnen . Die Pathogenerkennung durch das angeborene
Immunsystem basiert auf der Expression keimbahncodierter Rezeptoren', unter
denen die Toll-like Rezeptoren eine zentrale Rolle einnehmen. Diese Rezeptoren,
beispielsweise exprimiert auf dendritischen Zellen und Makrophagen, erkennen
konservierte  Strukturen, etwa Bestandteile bakterieller Zellwande oder
unverwechselbare DNA-Sequenzen eines Virus und bewirken so die Aktivierung der
Zellen . Die Urspriinglichkeit dieses Abwehrmechanismus wird durch die Tatsache
ersichtlich, dass vom hohen Vertebraten bis zu Invertebraten wie Schwammen,
Toll-like Rezeptoren exprimiert werden &,

Vor ca. 450 Millionen Jahren entstand das adaptive Immunsystem, dessen T- und
B-Lymphozyten Uber ihre Antigen-Rezeptoren klonal selektioniert und nach
spezifischer Adressierung des Pathogens, als immunologisches Gedachtnis im
Organismus bewahrt werden. Erst durch diese Gedachtniszellen des adaptiven
Immunsystems ist es dem Organismus moglich, schitzende Immunitat gegen bereits
bezwungene Erreger zu entwickeln. Im Gegensatz zum angeborenen Immunsystem

werden die Rezeptoren der T- und B-Lymphozyten nicht in der Keimbahn codiert,

! Gruppiert werden diese Rezeptoren unter der Rubrik ,pathogen recognition receptors®

(Pathogenerkennungs-Rezeptoren; PRR), die zusammenfassend ,pathogen associated molecular

patterns” (Pathogen-assoziierte molekulare Muster; PAMPs) erkennen
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sondern durch einen komplexen Prozess, der VDJ-Rekombinationz, aus zahlreichen
Gensegmenten generiert. Zwei nur in T- und B-Lymphozyten exprimierte
Rekombinasen (Rag1 und Rag2) initieren den Rekombinationsvorgang durch
Bindung an konservierte DNA-Sequenzen in den Gensegmenten. Einzelne
Gensegmente werden daraufhin geschnitten und ligiert, so dass eine komplette
Immunglobulin- oder T-Zellrezeptor-kodierende Gensequenz entsteht M°. Die
Ursache fur die immense Diversitat der Antigenrezeptorspezifitaten liegt zum einen in
der randomisierten Ligation von Gensegmenten, zum anderen an gezielt induzierten
Punktmutationen wahrend der Ligation .

Genau wie das angeborene Immunsystem, besitzt auch die adaptive Immunitat eine
zellulare (T- und B-Lymphozyten) und eine |6sliche Komponente. Letztere wird durch
B-Zellen vermittelt, die nach Aktivierung Antikorper (I0sliche B-Zellrezeptoren bzw.

Immunglobuline) produzieren .

Die praktisch unbegrenzte Zahl generierbarer Rezeptorspezifitaten birgt ein grol3es
Gefahrenpotential. Bedingt durch den Mechanismus der VDJ-Rekombination kénnen
nun potentiell auch korpereigene Antigene erkannt werden. Wird aufgrund dessen
eine autoreaktive T-Zelle in der Peripherie aktiviert, konnen verschiedenste
Autoimmunerkrankungen die Folge sein.

Aus diesem Grund entstanden unterschiedliche Mechanismen zur Aufrechterhaltung
der Toleranz, die direkt mit der Entwicklung der Lymphozyten gekoppelt sind. Die
Entwicklung der T-Zellen nimmt ihren Ursprung im Knochenmark, von dem aus
Vorlauferzellen in den Thymus wandern. Hier findet der weitere Entwicklungsprozess
der Thymozyten zur T-Zelle statt, der auch die Deletion von Thymozyten mit
ungeeignetem T-Zellrezeptor umfasst . Die =zufilige Rekombination eines
T-Zellrezeptors ist nicht immer erfolgreich, so dass eine grof3e Anzahl nicht
funktioneller Rezeptoren entsteht. Thymozyten mit derartigen T-Zellrezeptoren
werden im ersten Schritt, der sogenannten Positivselektion, entfernt. Die

grundsétzliche Fahigkeit zur Erkennung von Peptid-MHC-Komplexen®  wird

2V, D und J sind Abkurzungen fir die Keimbahn-codierten ,variable®-, ,diversity“- und ,joining®-
Gensegmente

® Der Haupthistokompatibilitatskomplex (,major histocompatibility complex“; MHC) wird von Antigen-
prasentierenden Zellen exprimiert. Uber ihn werden zu Peptiden prozessierte Antigene prasentiert, so

dass T-Zellen spezifisch aktiviert werden kénnen.
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sichergestellt, indem der T-Zellrezeptor Komplexe aus MHC-Molekil und Eigenpeptid
im Kortex erkennen muss. Ist dies nicht moglich, wird der Vorlaufer der T-Zelle
deletiert. Alle verbleibenden Thymozyten sind nun auf die MHC-Molekile des
eigenen Korpers restringiert . In der Medulla des Thymus findet anschlieRend die
Negativselektion durch die ,klonale Deletion®, dem Hauptmechanismus dieses
Selektionsschrittes, statt. Thymozyten, deren T-Zellrezeptoren eine zu hohe Aviditat
gegenuber Eigenpeptid-MHC-Komplexen aufweisen, werden in diesem Schritt
eliminiert. Unter diese Zellen fallen auch potentiell autoreaktive Thymozyten, so dass
vor allem die Negativselektion ein essentieller Schritt flir die Aufrechterhaltung
peripherer Toleranz ist. Ein weiterer Mechanismus der Negativselektion ist die
Anergisierung, die funktionelle Ruhigstellung autoreaktiver Thymozyten .

Auch B-Lymphozyten unterliegen wahrend ihrer Entwicklung verschiedener
Mechanismen der zentralen Toleranz. Das sogenannte ,receptor-editing” induziert
eine sekundare Arrangierung der Gensequenz flr einen B-Zellrezeptor mit zu hoher
Affinitat fur korpereigene Antigene*'®. Da fiir eine funktionelle B-Zellaktivierung die
Hilfe von T-Zellen notwendig ist, werden potentiell autoreaktive B-Zellen auch durch
die zentralen Toleranzmechanismen fur T-Zellen reguliert. Dieser Mechanismus wird
auch als ,linked recognition“ bezeichnet und vermittelt, zumindest fir Thymus-
abhangige Antigene5, ein hohes Mal} an Sicherheit zur Wahrung der Selbsttoleranz
"l Die genannten Selektionsvorginge werden unter dem Begriff der zentralen
Toleranz zusammengefasst und durch Mechanismen der peripheren Toleranz
erganzt. Diese Erganzung ist deshalb notwendig, weil nicht alle autoreaktiven
Lymphozyten durch Prozesse der zentralen Toleranz aus dem System entfernt

werden "2,

Einen essentiellen Anteil der peripheren Toleranz bilden natirlich vorkommende
regulatorische T-Zellen (Treg) ">"°!. Die Untergruppe von CD4* T-Zellen macht einen
Anteil von circa 1-2% peripherer mononuklearer Blutzellen (PBMC) eines gesunden
Spenders aus und ist unerlasslich fur die Bewahrung des Gleichgewichtes zwischen

Toleranz und Immunitat in der Peripherie. Ihre Bedeutung wird bei Defekten deutlich,

* Inwieweit auch T-Zellen zum ~receptor-editing“ befahigt sind, ist nicht klar beschrieben
® B-Zellen kénnen zudem durch Thymus-unabhangige Antigene ohne T-Zellhilfe aktiviert werden.
Hierzu gehoren LPS oder andere hochrepetetive Strukturen, die B-Zellrezeptoren quervernetzen und

so zur B-Zellaktivierung fuhren.
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die eine Treg-Entwicklung verhindern. Ein solcher Defekt liegt beispielsweise dann
vor, wenn es zu einer Mutation im Gen fur den Transkriptionsfaktor Foxp3 kommt.
Dieser Transkriptionsfaktor ist von zentraler Wichtigkeit fur die Entwicklung von Treg
im Thymus, wobei zur Zeit unklar ist, ob die Foxp3-Expression direkt die
Differenzierung zur Treg induziert oder ob Foxp3 vielmehr die Funktionen von Treg
stabilisiert, sobald die Differenzierung zur Treg festgelegt ist ['*'"1. Im Menschen fiihrt
ein Defekt im FOXP3-Gen zum vollstéandigen Verlust natirlich vorkommender Foxp3®
Treg® und letztlich zur Ausbildung des IPEX (,lmmune dysregulation,
polyendocrinopathy, enteropathy, and X-linked inheritance“) Syndroms, einer
systemischen Autoimmunitat mit zahlreichen betroffenen Organen "8,

In Mausen ist der Transkriptionsfaktor Foxp3 der einzige spezifische
Molekularmarker!'®. Zusammen mit der konstitutiven Expression der alpha-Kette des
Interleukin (IL)-2-Rezeptors (CD25) kdénnen murine Treg in Abwesenheit von
Inflammation so eindeutig identifiziert werden. Auch humane Treg exprimieren
sowohl Foxp3 als auch CD25 [ Bedingt durch die aktivierungsabhingige
Hochregulation von Foxp3 und CD25 in humanen T-Helferzellen, ist die alleinige
Expression von Foxp3 jedoch kein eindeutiges Indiz fir humane Treg®®. Arbeiten
der eigenen Arbeitsgruppe demonstrierten die spezifische Expression des
intrazellularen Molekuls Galectin-10 in humanen Treg. Interessanterweise wird das
Lectin weder in ruhenden noch in aktivierten T-Helferzellen exprimiert. Der siRNA-
vermittelte Knockdown von Galectin-10 in Treg zeigte aullerdem, dass die
Expression des Moleklls fir die Suppressorfunktion von Relevanz ist. Aus
Ermangelung eines extrazellularen Treg-spezifischen Molekuls muss bis heute fur
Treg-Charakterisierungen im Menschen auf Kombinationen verschiedener Treg-
assoziierter Molekdile zuriickgegriffen werden ",

Nach Aktivierung erlangen Treg die Fahigkeit zur Suppression umgebener
Immunzellen: so konnen Dbeispielsweise T-Zellproliferation oder Ausreifung
dendritischer Zellen direkt inhibiert werden "3l Der Mechanismus, dem diese
Suppression unterliegt ist nicht genau verstanden. In vitro konnte gezeigt werden,
dass die Inhibition der Proliferation von T-Zellen in zellkontaktabhangiger Weise

erfolgt ®?. Arbeiten von Bopp et al. zeigten eine Beteiligung des sekundaren

® Ein analoges Krankheitshild zeigt die sogenannte ,scurfy-Maus®, die durch einen Knockout von
Foxp3 ebenfalls keine natlrlich vorkommenden Treg ausbildet und somit an starker Autoimmunitat
leidet.
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Botenstoffes cAMP’ an der Suppressorfunktion. Die erhdhte intrazelluldre
Konzentration von cAMP in Treg wird nach Aktivierung weiter gesteigert, wahrend
T-Helferzellen nur geringe Mengen zytosolischen cAMPs aufweisen. Bopp et al.
zeigten, dass durch Ausbildung von ,gap junctions*® zwischen Treg und
T-Helferzelle, cAMP in die Helferzelle transportiert wird, wo es dann durch Blockade
der IL-2-Produktion die T-Zellproliferation inhibiert ®*. Zudem wurden verschiedene
Molekille beschrieben (z.B. CTLA-4 24 cD39 ¥ GITR ™)) die mit der

suppressorischen Treg-Funktion korrelieren '3,

Neben naturlich vorkommenden Treg aus dem Thymus, sind verschiedene, in der
Peripherie induzierbare Treg-Subpopulationen beschrieben, die nach Stimulation von
T-Zellen in Abhangigkeit des umgebenden Zytokinmilieus entstehen. Man
unterscheidet hierbei IL-10-sezernierende Tr1-Zellen "1 und TGF-B- (,Transforming

281 \Jerschiede in vitro-

growth  factor-g“) produzierende TH3-Zellen
Stimulationsprotokolle kdnnen ebenfalls suppressive Funktionen in naiven T-Zellen
induzieren. So vermittelt die Stimulation naiver CD4" T-Zellen Uber ihren T-
Zellrezeptor zusammen mit TGF-p, die Differenzierung zu induzierten Treg .

Arbeiten von Haribhai et al. zeigten, dass in vivo die Synergie naturlich
vorkommender und induzierter Treg fur die Regulation von Autoimmunitat notwendig
ist. So waren adoptiv transferierte, naturlich vorkommende Treg zwar in der Lage das
Uberleben von Foxp3-defizienten Mausen zu sichern. Verbleibende Symptome von
Autoimmunitat, wie Splenomegalie, wurden aber erst dann vollstandig unterdrickt,
wenn eine Kombination beider Treg-Populationen adoptiv transferiert wurde %,

Eine weitere Mdglichkeit zur Induktion von Treg bildet der Kontakt mit tolerogenen
dendritischen Zellen B" dieser Differenzierungsprozess soll im nachsten Abschnitt

behandelt werden.

" cAMP: zyklisches Adenosin-Monophosphat ist ein sekundarer Botenstoff, der an zahlreichen

zellularen Signalwegen beteiligt ist.

® Gap junctions stellen eine Mdoglichkeit der interzellularen Kommunikation dar. Proteine (z.B.
Connexine) der Membranen beider interagierender Zellen, treten in Kontakt miteinander und formen
Kanalstrukturen, die gap junctions. Uber diese kénnen Botenstoffe zwischen beiden Zellen

ausgetauscht werden.
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Dendritische Zellen (DC) sind die professionellen Antigen-prasentierenden Zellen
des angeborenen Immunsystems und konnen als einzige naive T-Zellen zur
Proliferation bringen 2. Sie sind strategisch an den duRersten Kdrpergrenzen, sowie
in nahezu allen Organen und Geweben lokalisiert, wo sie als dichtes Netzwerk eine
erste Linie zur Abwehr von eindringenden Pathogenen bilden. Durch ihre Fahigkeit
zur Migration und Aktivierung naiver T-Zellen, bilden sie das zentrale Bindeglied
zwischen dem angeborenen und dem adaptiven Immunsystem und sind effiziente
Initiatoren adaptiver Immunantworten 22,

Die DC-Funktion ist stark abhangig von dem jeweiligen Reifungsgrad, zudem
unterscheiden sich die Funktionen zwischen einzelnen DC-Subpopulationen. Allen
DC-Populationen gemeinsam, ist die Fahigkeit im ruhenden Zustand Antigene durch
Phagozytose, Endozytose und Makropinozytose aufzunehmen. Die daraufhin
prozessierten Peptide werden im Komplex mit MHC-Klasse |I-Molekulen auf der DC-
Oberflache prasentiert. Demgegenuber stehen endogene Antigene, deren Peptide
nach Prozessierung (iber MHC-Klasse I-Molekiile prasentiert werden 2.
Dendritische Zellen sind mit einer gro3en Palette von Rezeptoren ausgestattet, die
das Erkennen eindringender Pathogene ermdglichen und die Maturierung der DC
auslésen (z.B. Toll-like Rezeptoren). Zusatzlich zu der direkten Erkennung von
Pathogenen, kénnen DC auch auf entziindungsbedingte Anderungen des
Zytokinmilieus der Peripherie reagieren. So wird die terminale Differenzierung von
DC beispielsweise auch allein durch pro-inflammatorische Zytokine induziert *°, die
von verschiedenen Zellen lokal am Entzundungsort sezerniert werden. Der
Maturierungsprozess leitet die terminale Differenzierung der DC ein und zeichnet
sich durch eine starke Hochregulation von MHC- und kostimulatorischen Molekdlen
aus. Terminal differenzierte DC beginnen mit der Migration zum nachsten
drainierenden Lymphknoten und stellen die Aufnahme und Prozessierung weiterer
Antigene komplett ein *?. Mit der Maturierung geht auRerdem ein drastischer Wandel
in der Morphologie einher: die DC bilden zytoplasmatische Auslaufer, die
sogenannten Dendriten® und erhdhen die Expression von Adhasionsmolekiilen,

wodurch der Kontakt zu T-Zellen optimiert wird. Die genannten Eigenschaften

o Gewebestandige DC wie beispielsweise Langerhans Zellen in der Haut bilden in Bezug auf die
Morphologie eine Ausnahme, da sie bereits im ruhenden Zustand einen stark verzweigten Zellkérper

besitzen und so ein dichtes Netzwerk in der Haut schaffen.
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terminal differenzierter DC bewirken, dass dem T-Zellrepertoire im Lymphknoten ein
Abbild der in der Peripherie vorhandenen pathogenen Antigene prasentiert wird.
Bindet eine T-Zelle tUber ihren T-Zellrezeptor spezifisch an den Peptid-MHC-Komplex
auf der maturierten DC, erfolgt die funktionelle Aktivierung dieser T-Zelle. Hierfur sind
insgesamt zwei Signale nétig, die allesamt von der DC vermittelt werden 4. Signal
eins besteht in der spezifischen Bindung von T-Zellrezeptor an den Peptid-MHC-
Komplex. Die DC-vermittelte Kostimulation bildet das Signal zwei und komplettiert die
Aktivierung der T-Zelle, die nunmehr beginnt frihe Effektorzytokine wie IL-2 zu
produzieren. Hinzu kommen T-Zell-polarisierende Zytokine, welche die
Differenzierung zu einer bestimmten T-Zelllinie bewirken (oftmals als ,Signal drei*
bezeichnet) 1,

Auch in Abwesenheit von Pathogenen werden Peptide Uber MHC-Molekule auf der
DC-Oberflache prasentiert. Unter diesen Bedingungen entstammen die Peptide
(iberwiegend dem korpereigenen Repertoire'® und werden ohne Kostimulation im
Lymphknoten prasentiert. Durch Ab- oder Anwesenheit von Kostimulation kodieren
DC somit die Prasentation korpereigener bzw. pathogener Antigenpeptide.

Die Kreuzvernetzung von T-Zellrezeptoren naiver T-Zellen durch Bindung von
(Eigen-)Peptid-MHC-Komplexen ohne kostimulatorisches Signal, stellt die betroffene
T-Zelle ruhig. Des Weiteren kann so zum Beispiel auch Apoptose induziert werden,
wodurch die T-Zelle deletiert und somit direkt aus dem System entfernt wird .. Eine
weitere Funktion ruhender DC beschreibt das Konzept der tolerogenen DC. So
werden potentiell autoreaktive T-Zellen anergisiert, wenn sie Uber den T-Zellrezeptor
in Abwesenheit von Kostimulation stimuliert werden. Diese Antigen-spezifische
funktionelle Ruhigstellung naiver T-Zellen, ist der erste und essentielle Schritt der
Differenzierung zu IL-10-produzierenden, suppressiven Treg.

In Abhangigkeit ihres Reifungsgrades vermitteln DC also gegensatzliche Funktionen:
wahrend DC in Abwesenheit eines inflammatorischen Reizes Toleranz gegenuber
korpereigenen Antigenen oder ungefahrlichen Fremdantigenen (zum Beispiel
Lebensmittel-Antigene)  vermitteln, initieren sie unter inflammatorischen

Bedingungen mit hoher Effizienz adaptive Immunantworten (Abbildung 1.1).

' Ausnahmen bilden hierbei DC-Populationen der Lunge oder des Darms. Diese nehmen auch nicht-
pathogene Antigene der Umgebung auf (Pollen, Nahrungsmittelproteine etc.), prozessieren und

prasentieren die entstehenden Peptide.
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Ruhezustand Inflammation

Pathogen-assoziierte
molekulare Muster

TERMINALE
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Zytokine
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INDUKTION VON TOLERANZ INDUKTION VON IMMUNITAT

Abbildung 1.1: Allgemeine Funktionen dendritischer Zellen

Die Aufgaben von DC stehen in direkter Abhédngigkeit ihres Reifungsgrades. In Abwesenheit von
Inflammation sammeln ruhende DC in der Peripherie kbérpereigene Antigene oder harmlose
Fremdantigene und wandern zum drainierenden Lymphknoten. Die prozessierten Peptide werden im
Lymphknoten ohne kostimulatorisches Signal présentiert und Toleranzmechanismen werden initiiert.
Durch Pathogenkontakt oder pro-inflammatorische Zytokine setzt die terminale Differenzierung der DC
ein. Die DC exprimiert daraufhin groBe Mengen kostimulatorischer Moleklile und stellt eine weitere
Antigenaufnahme ein. Pathogenpeptide werden im Kontext von Kostimulation prasentiert und T-Zellen
effektiv aktiviert. Die Abbildung vernachldssigt Abweichungen zwischen unterschiedlichen DC-

Subpopulationen.

Dendritische Zellen stellen eine heterogene Zellfamilie dar, die in verschiedene
Subpopulationen unterteilt werden kann. Die einzelnen Untergruppen unterscheiden
sich in Lokalisation, Funktion und Phanotyp. Die unterschiedliche Funktionalitat
beider DC-Gruppen ist beispielsweise bedingt durch das jeweilige Expressionsprofil
Pathogen-erkennender Rezeptoren, mit dem eine Spezialisierung auf bestimmte
Pathogen-Gruppen einhergeht P71,

Grundlegend konnen zwei DC-Hauptgruppen im humanen peripheren Blut

unterschieden werden: CD11c” konventionelle DC (kDC) und CD11c” plasmazytoide
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DC (pDC). Eine Reihe unterschiedlicher Arbeiten der letzten Jahre haben dazu
beigetragen die DC-Entwicklung genauer zu beschreiben. Sah man anfangs den
Ursprung der Ontogenese von pDC und kDC in separaten lymphoiden bzw.
myeloiden Vorlduferzellen ®® weiR man heute dass pDC und kDC aus einer
gemeinsamen Vorlduferzelle entstehen kénnen %, Aus der hamatopoetischen
Stammzelle im Knochenmark gehen die Vorlaufer fur Lymphozyten (Abbildung 1.2,
CLP; ,common lymphoid progenitor’) und die gesamte myeloide Zelllinie (CMP;
~,common myeloid progenitor®) hervor. Ausgehend von der Vorlauferzelle fur DC
(CDP, ,common DC progenitor) entwickeln sich dann sowohl pDC als auch kDC,
wobei sich letztere in weitere Untergruppen verzweigen ®. Der Wachstumsfaktor
FIt3-Ligand stellt den Hauptfaktor der DC-Ontogenese dar und wird Uber den
gesamten Zeitraum hin von den sich differenzierenden DC bendtigt. Die Entwicklung
der pDC ist abhangig von der Expression des Transkriptionsfaktors E2-2 1. Fehlt
die E2-2-Expression oder wird sie in pDC blockiert, konvertieren pDC zu kDC,

wodurch deutlich wird wie nah verwandt die beiden DC-Subpopulationen sind *".

Knochenmark

"
\
@

Peripherie

Abbildung 1.2: Ontogenese dendritischer Zellen des peripheren Blutes

Im Knochenmark entsteht aus der CD34" hdmatopoetischen Stammzelle (HSC) der Vorléufer der DC
(CDP; common DC progenitor). In der Peripherie differenzieren aus dieser Vorléduferzelle sowoh! pDC,
als auch kDC.

HSC: hédmatopoetische Stammzelle, CMP: common myeloid progenitor, CLP: common lymphoid

progenitor, CDP: common DC progenitor
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Plasmazytoide DC wurden erst sehr spat im Jahre 1999 beschrieben 4. Sie bilden
mit 0,1-1% aller humanen PBMC die kleinste DC-Subpopulation ¥ und kénnen
innerhalb der PBMC durch spezifische Marker wie CD303 und CD304 identifiziert
werden. Charakteristisch ist auch die hohe Expression der alpha-Kette des IL-3-
Rezeptors (CD123) M. Im ruhenden Zustand ist die Morphologie von pDC
vergleichbar mit der von Lymphozyten: sie sind klein, rundlich und entwickeln erst
nach Aktivierung erkennbare Dendriten 2.

Bedingt durch die Expression von TLR- 7 und TLR-9, ist die Gruppe der pDC zur
Initiation anti-viraler Immunantworten spezialisiert . Als einzige Zellen verfiigen
pDC zudem Uber eine konstitutive Expression von IRF7, einem intrazellularen Faktor,
der notwendig fur die Induktion von Typ-I Interferonen ist. Aufgrund dieser Tatsache
sind pDC in der Lage sehr schnell grol’ie Mengen von Interferon (IFN)-a und IFN-3

zu produzieren, was ihre zentrale Rolle in der Bekampfung von Viren weiter festigt
[47]

Die Gruppe der CD11c* konventionellen DC ist groRer als die der pDC und macht
ungefahr 1-2% der peripheren Blutzellen aus. Konventionelle DC exprimieren eine
grol’e Bandbreite von Toll-like Rezeptoren, von TLR-1 bis TLR-8 sind in der
kDC-Familie alle mit Ausnahme des TLR-9 vertreten, der exklusiv in pDC exprimiert
wird Bl Durch die Expression von Oberflichenmarkern lassen sich weitere
Subtypen von kDC unterscheiden. Grob kann man die kDC bereits aufgrund ihrer
Lokalisation in gewebestandige kDC und im Blut zirkulierende kDC unterteilen. In der
humanen Haut residieren zwei DC-Typen: epidermale Langerhans-Zellen, die ein
dicht verzweigtes Netzwerk in der Haut bilden und so eine erste Barriere gegen
eindringende Erreger aufbauen. In der darunter gelegenen Dermis sind die
sogenannten dermalen DC lokalisiert 2.

Auch innerhalb der kDC des peripheren Blutes lassen sich mindestens drei Gruppen
unterscheiden. Die hdchste Frequenz weisen CD16" kDC auf, zu denen auch die
kiirzlich beschriebenen SlanDC gehdren 9. Die nachstgroRte Untergruppe bilden
die CD1c¢” kDC. Die kleinste Gruppe bilden CD141" kDC, die aufgrund ihrer erst
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kiirzlich demonstrierten Fahigkeit zur Cross-Prasentation’’ als das lang gesuchte
Aquivalent zu murinen CD8a." DC beschrieben wurden 7.

Eine weitere Quelle fur kDC stellen Monozyten dar. Wahrend einer bakteriellen
Infektion induziert LPS gramnegativer Bakterien die Differenzierung von Monozyten
in DC. Diese migrieren in die T-Zellareale der Lymphknoten, wo sie als potente
Antigen-prasentierende Zellen fungieren. Monozyten erganzen somit das Reservoire

konventioneller DC im Falle bakterieller Infektionen ®".

" Cross-Prasentation: Prasentation extrazellularer Antigene Uber den MHC-Klasse |-Weg (statt
MHC-Klasse Il). Erméglicht die Reaktion von CD8" T-Zellen auf extrazellulédre Antigene, ohne direkte

Infektion einer DC.
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Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte der Mechanismus der DC-vermittelten
Toleranzinduktion naher beleuchtet werden. In diesem Zusammenhang sollte geklart
werden, inwieweit die Interaktion von ICOS auf T-Zellen und ICOS-Ligand auf
unreifen kDC notwendig fur die Induktion anergischer, IL-10-produzierender und
suppressiver T-Zellen ist. Zum anderen wurde das T-Zell-stimulatorische Potential

aktivierter pDC im tolerogenen Milieu mit dem von aktivierten kDC verglichen.
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2 Material und Methode

21 Laborgerate

Beta-Szintillationszahler

Betaplate© 1205 (Perkin Elmer Wallac
GmbH,Freiburg, Deutschland)

Bestrahlungsgerat

Gammacell 2000
(Isgaard medical, Ris, Danemark)

Brutschrank

Hera Cell 240 (Heraeus, Hanau)
Plastikwaren

Depletionsmagnet

DYNAL MPC-6 (Dynal Oslo, Norwegen)
Dynal MPC- 50 (Dynal)
jetzt Invitrogen, Deutschland

ELISA-Fotometer

Immunoreader NJ-2000
(Intermed, Nunc, Wiesbaden, Deutschland)

Durchflusszytometer: FACSCalibur, BD Biosciences

LSRII, BD Biosciences
Laborwaage Scout Pro SPU601

(Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland)
Mikroskope Labormikroskop Leitz SM-LUX

Labormikroskop Axiovert 135
(Carl Zeiss, Goéttingen, Deutschland)

Kamerasystem fur Mikroskop

Spot insight Camera
(Model #3.1.0; Diagnostic Instruments Inc.,
Sterling Heights, USA)

Magnetischer Zellseperator

VarioMACS-Separator
MACS Seperation Colums
(beide Milteny-Biotech, Deutschland)

Schdattler Polymax 2040
(Heidolph, Schwabach, Deutschland)
Zahlkammer Neubauer Zahlkammer improved

(VWR, Darmstadt, Deutschland)

Zellerntegerat

Semiautomatic Cell Harvester
(Skatron AS, N-3401, Norwegen)

Zentrifugen

Sorvall RT 6000D (Heraeus, Deutschland)
Multifuge 3L-R (Heraeus)

Biofuge primo R (Heraeus)

Sorvall RC5C Plus

(Du Pont Instruments, Deutschland)

2.2 Plastikwaren

Alle Plastikwaren wurden steril bezogen.
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2.3 Kulturmedien

Alle selbst angesetzte Medien wurden mit destilliertem Wasser angesetzt, sterilfiltriert
und bei 4°C aufbewahrt.

X-VIVO 15
X-VIVO 15 (Bio*Whittaker Europe, Verviers, Belgien, #BE04-418Q)

MEM (minimal essential medium)
(Ansatz flr 5 Liter Medium)
1 Packung RPMI 1640 Trockenpulver (Gibco, Grand Island, USA)
4,77 g/l HEPES (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)
2,2 g/l Natriumhydrogencarbonat (Merk, Darmstadt, Deutschland)
3,6 ml/l Mecaptoethanol (Serva, Heidelberg, Deutschland,#28625)

RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute Medium)
(Ansatz fur 10 Liter Medium)
1 Packung RPMI 1640 Trockenpulver (Gibco)
3,6 g/l HEPES (Biochrom AG)
10 ml/I Penicillin-Streptomycin (Biochrom AG)
10 ml/l Sodium Pyrovat (Biochrom AG)
2 g/l Natriumhydrogencarbonat (Merk)
10 ml/I Nicht-Essentielle Aminosauren (Biochrom AG)
3,5 ml/l Mecaptoethanol (Serva)

100 pl/l IndomethacinPuffer, Lésungen und Reagenzien
Einfriermedium

HSA (humanes Serum Albumin) (OCTAPHARMA, Langenfeld, Deutschland)
10% DMSO (Dimethylsulfoxid) (Sigma, Deisenhofen)

14



Material und Methode

24 Puffer, Losungen und Reagenzien

PBS (phosphate buffered saline)
Stammldsung = 10-fach konzentriert
80,4 g/l NaCl (Roth)
15,6 g/l NaH2PO4 x 2H20 (Merk)
mit 10N NaOH auf pH-Wert 6,6 einstellen, anschliel3end autoklavieren

PBS/EDTA
1 x PBS
1 mM EDTA (GEBRU Biotechnik, Gailsberg, Deutschland)

PBS/EDTA/Heparin
1 x PBS
1 mM EDTA (GEBRU Biotechnik)
0,2% Heparin (Roche)

MACS-Puffer
1 x PBS
0,5% HSA (OCTAPHARMA)
3 mM EDTA (GEBRU Biotechnik)

FACS-Puffer
1 x PBS
0,5% HSA
1 mM EDTA
10 pg/ml Sandoglobin (Biotest Pharma GmbH, Dreieich, Deutschland)

Ficoll (Biocoll Separating Solution)

Biocoll Separating Solution Dichte: 1.077 (Biochrome, #L-6115) LSM Separation
Medium; Dichte: 1,077 (PAA, Pasching, Deutschland, #J15-004)
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FCS (Fotales Kalberserum)
FCS ChargeA01129-377 (PAA Laboratories #A15-649). Das Serum wurde zur
Inaktivierung der Komplementkomponenten fur 30min. bei 56°C im Wasserbad

erhitzt und anschlief3end in 100ml Aliquots bei -20°C bis zum Gebrauch gelagert.

Physiologische Trypanblaulésung

Trypanblau ist ein sogenannter Vitalfarbstoff. Tote Zellen werden angefarbt, wahrend
lebende Zellen mit intakter Membran den Farbstoff nicht aufnehmen. Mit diesem
Farbstoff wurde die Lebendzellzahl in Zellsuspension ermittelt.

Trypan blue solution (0,4%) (Sigma #T8154)

Szintilationsflussigkeit

Um die radioaktiven Emissionen der *H-Thymidin enthaltenen DNA in fiir den Beta-
Szintillationszahler messbaren Lichtemissionen umzuwandeln, wurden die
Glasfaserfilter mit der geernteten DNA in Plastikbeutel eingeschweil3t, welche zuvor
mit Szintilationsflissigkeit befullt wurden.

Szintilationsfllssigkeit: Rotizint© eco (Roth, #9500.2)

Tritium-markierte Thymidin-Desoxyribose (*H-Thymidin)

Fir die Proliferationstests wurde °H-Thymidin mit einer Aktivitit von 1uCi/ml
eingesetzt. Die Aktivitat der Stammlésung betrug 35uCi/ml (MPBiomedicals,
Eschede, Deutschland)

2.5 Zytokine
Rekombinantes humanes GM-CSF Leukine, sargramostim
Berlex, USA
Rekombinantes humanes IL-18 Strathmann Biotec AG, Hamburg
Rekombinantes humanes IL-2 Proleukin; #Al-96E0816
(Chiron-Behring, Deutschland)
Rekombinantes humanes IL-3 R&D Systems
Deutschland
Rekombinantes humanes IL-4 CellGenix, Freiburg, Deutschland
Rekombinantes humanes IL-6 Strathmann Biotec AG, Hamburg
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Rekombinantes humanes IL-10

CellGenix, Freiburg, Deutschland

Rekombinantes humanes TNF-o

Genzyme Corp, MA, USA

Rekombinantes humanes Prostaglandin E2

Cayman Chemical Comp, MI, USA

2.6 Antikorper

Neutralisierende und blockierende Antikorper

anti-IL-1p

Maus-anti-human IL-1
monoklonal, Isotyp 1gG1
Klon: 8516:311

Firma: R&D Systems

anti-IL-6

Maus-anti-human IL-6
monoklonal, Isotyp 1gG1
Klon: 6708.11

Firma: R&D Systems

anti-TNF-a

Ziege-anti-human TNF-a
monoklonal, Isotyp 1gG
Firma: R&D Systems

anti-IFN-a

Schaf-anti-human IFN-a.
polyklonal
Firma: PBL Interferon Source

anti-ICOS-L

Maus-anti-human ICOS-L
Monoklonal, Isotyp IgG1 (k)

Klon: HIL131

Zur Verfugung gestellt von R. Kroczek

Antikorper fir Durchflusszytometrie

anti-CD3

Maus-anti-human CD3
FITC/APC/PE/PE-Cy5-konjugiert
monoklonal, Isotyp: IgG1

Firma: BD Pharmingen

anti-CD4

Maus-anti-human CD4
FITC/PE/PE-Cy5-konjugiert
monoklonal, Isotyp: IgG1
Klon: RPA-T4

BD Pharmingen

anti-CD11c

Maus-anti-human CD11c
APC-konjugiert
monoklonal, Isotyp: IgG1
Klon: B-ly6

Firma: BD Pharmingen

anti-CD14

Maus-anti-human CD14
FITC-konjugiert
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monoklonal, Isotyp IgG2a
Klon: 8G3
Firma: Diaclone

anti-CD19

Maus-anti-human CD19
FITC-konjugiert
monoklonal, Isotyp 1gG1
Klon: B-C3

Firma: Diaclone

anti-CD25

Maus-anti-human CD25
PE-Cy5-konjugiert
monoklonal, Isotyp IgG1
Klon: M-A251

Firma: BD Pharmingen

anti-CD40 unkonjugiert

Maus-anti-human CD40
unkonjugiert
monoklonal, Isotyp: IgG1
Klon: 5C3

Firma: BD Pharmingen

anti-CD58

Maus-anti-human CD58
unkonjugiert

monoklonal, Isotyp: 1IgG2a
Klon: AICD85

Firma: Immunotech

anti-CD69

Maus-anti-human CD69
FITC-konjugiert
monoklonal, Isotyp I1gG1
Klon: FN50

Firma: BD Pharmingen

anti-CD80

Maus-anti-human CD80
unkonjugiert
monoklonal, Isotyp: IgG1
Klon: MAB104

Firma: Beckman Coulter

anti-CD86

Maus-anti-human CD86
unkonjugiert
monoklonal, Isotyp: IgG1
Klon: BU63

Firma: Serotec

anti-CD123

Maus-anti-human CD123
PE-Cy5-konjugiert
monoklonal, Isotyp: 1IgG1
Klon: 9F5

Firma: BD Pharmingen

anti-CD303

Maus-anti-human CD303
PE-konjugiert
monoklonal, Isotyp I1gG1
Klon: AC144

Firma: Miltenyi Biotech

anti-CTLA-4

Maus-anti-human-CTLA-4
PE-konjugiert
monoklonal, Isotyp: 1IgG2a
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Klon: BNI3
Firma: BD Pharmingen

anti-Foxp3 Maus-anti-human Foxp3
PE/AlexaFluor647-konjugiert
monoklonal, Isotyp: IgG1
Klon: 259D
Firma: Biolegend
anti-GARP Ratte-anti-human GARP
monoklonal, Isotyp IgG2a
Klon: G14D9
Firma: eBioscience
anti-HLA-DR Maus-anti-human HLA-DR
PE-Cy5-konjugiert
monoklonal, Isotyp: IgG2a
Klon: G46-6
Firma: BD Pharmingen
Ratte-anti-human HLA-DR
unkonjugiert
monoklonal, Isotyp IgG2a
Klon: YD1/63.4.10
Firma: Serotec
anti-ICOS Maus-anti-human ICOS
PE-konjugiert
Monoklonal, Isotyp 1gG1 (k)
Klon: F44
Zur Verfugung gestellt von R. Kroczek
anti-ICOS-L-PE Maus-anti-human ICOS-L
PE-konjugiert
Monoklonal, Isotyp 1IgG1 (k)
Klon: HIL131
Zur Verfugung gestellt von R. Kroczek
anti-IL-2-PE Maus-anti-human IL-2
PE-konjugiert
monoklonal, Isotyp: IgG1
Klon: 5344.111
Firma: BD Biosciences
anti-1L-4-PE Maus-anti-human IL-4
PE-konjugiert
monoklonal, Isotyp: IgG1
Klon: 8D4-8
Firma: BD Biosciences
anti-IL-10-PE Ratte-anti-human IL-10
PE-konjugiert
monoklonal, Isotyp: IgG2a
Klon: JES3-19F1
Firma: BD Biosciences
anti-IL-17-PE Maus-anti-human IL-17

monoklonal, Isotyp: IgG1
Klon: eBio64CAP17
Firma: eBioscience
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anti-IFN-y-FITC

Maus-anti-human IFN-y
FITC-konjugiert
monoklonal, Isotyp: IgG1
Klon: 4S.B3

Firma: BD Biosciences

anti-mouse-IgG-PE

Ziege-anti-Maus 1gG
PE-konjugiert

Isotyp: Ziege 1gG

Jackson ImmunoResearch

anti-rat-lgG-FITC

Affe-anti-Ratte 1gG
FITC-konjugiert

Isotyp: Affe IgG

Jackson ImmunoResearch

Antikorper fir Zellstimulation

anti-CD3

Maus-anti-human-CD3
monoklonal, Isotyp 1gG1(k)
Klon: OKT-3

anti-CD28 Maus-anti-human CD28
monoklonal, Isotyp 1gG1(k)
Klon: CD28.2 (Pharmigen #555725)
anti-ICOS Maus-anti-human ICOS

Monoklonal, Isotyp 1gG1 (k)
Klon: F44
Zur Verfugung gestellt von R. Kroczek

Antikorper fiir Zellseparation

CD4-MicroBeads

Maus-anti-human-CD4 Leu™-3a
monoklonal, Isotyp 1gG1

Klon: SK3

Firma: Miltenyi Biotech, Deutschland

CD8-MicroBeads

Maus-anti-human-CD8
monoklonal, Isotyp 1gG1
Firma: Miltenyi Biotech, Deutschland

CD25-MicroBeads

Maus-anti-human-CD25
monoklonal, Isotyp IgG1
Firma: Miltenyi Biotech, Deutschland

CD304-MicroBeads

Maus-anti-human CD304
monoklonal, Isotyp 1gG1
Firma: Miltenyi Biotech

CD8-DynaBeads

Maus-anti-human-CD8
monoklonal, Isotyp I1gG1
Firma: Invitrogen, Deutschland

CD14-DynaBeads

Maus-anti-human-CD14)
monoklonal, Isotyp 1gG2a,
Klon: RMO-52

Firma: Invitrogen, Deutschland

CD19-DynaBeads

Maus-anti-human-CD19
Firma: Invitrogen, Deutschland
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CD25-DynaBeads Maus-anti-human-CD25)
monoklonal, Isotyp IgM,
Klon: MEM-140
Firma: Invitrogen, Deutschland
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2.7 Methoden

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden an einer sterilen Werkbank und mit sterilen
Reagenzien durchgefuhrt. Die Kultivierung von Zellen erfolgte in Inkubatoren bei
37°C und 5% CO2-Gehalt in gesattigter Wasserdampfatmosphare. Unter diesen
Bedingungen bleibt der physiologische pH-Wert der COZ2/Bicarbonat gepufferten
Medien konstant.

271 Methoden der Zellkultur

2711 Isolation humaner PBMC aus Buffy coats

Ausgangsmaterial fur die Gewinnung von humanen PBMC (engl. peripheral blood
derived mononuclear cells) waren Buffy coats, die von der Transfusionszentrale der
Universitatsmedizin Mainz bezogen wurden.

Vor der Isolierung wurde der Buffy coat (ca. 80ml) mit PBS/EDTA/Heparin auf 120 ml
geflullt. Mittels Dichtegradienten-Zentrifugation wurden dann die PBMC von
plasmatischen Bestandteilen, Erythrozyten und Granulozyten getrennt. Als
Gradientenmedium diente hierbei Ficoll (Biocoll).

Bei der Dichtegradienten-Zentrifugation bewirkt die gleichbleibende Zentrifugalkraft
und konstante Viskositat des Gradientenmediums, dass die Sedimentationsrate der
Partikel der Dichte des umgebenden Mediums direkt proportional ist. Ficoll ist eine
isotonische Lésung mit einer mittleren Dichte von 1,077+0,001 g/ml (bei 20°C).
Sowohl Dichte als auch Osmolaritat dieser Lésung sind zur Isolierung von
Leukozyten optimiert. Je 15 ml Ficoll wurden in einem 50 ml Laborrohrchen mit 30 ml
Buffy coat-Verdinnung Uberschichtet und bei Raumtemperatur fir 30 min ohne
Bremse zentrifugiert (300 x g).

Die gebildeteten Phasen setzen sich wie folgt zusammen (von oben nach unten):

1. Phase: Plasma
2. Phase/Interphase: Leukozyten
3. Phase: Ficoll

4. unterste Phase: Erythrozyten und Granulozyten
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Die Interphase wurde vollstandig in ein zweites 50 ml Zentrifugenréhrchen Uberflhrt,
in das zuvor ca. 10 ml PBS/EDTA vorgelegt wurden. Um die Zellen von Plasma-,
Ficoll-Resten und Thrombozyten zu reinigen, wurden diese 3-4-mal durch Auffullen
des Rohrchens mit 1 x PBS/EDTA und anschlieRender Zentrifugation (300 x g, 6

min, 4°C) gewaschen.

2.71.2 Gewinnung von Nabelschnurblut und Isolation von PBMC
Unmittelbar nach Durchfiuhrung eines Kaiserschnittes, wurde das in Venen der
Nabelschnur und Plazenta verbleibende umbilikale Blut entnommen und mit
PBS/EDTA/Heparin verdinnt. Die Isolation der PBMC erfolgte, wie bei einem Buffy
coat, mittels Dichtegradientenzentrifugation.

2713 Aufarbeitung von Leukapherisaten und Isolation von PBMC
Erforderte das Experiment grolle Mengen von kleinen Zellpopulationen
(regulatorische T-Zellen, plasmazytoide DC) oder die wiederholte Restimulation von
T-Zellen Uber lange Zeitraume (Generierung alloreaktiver T-Zelllinien), wurden fur
diese Anforderungen Leukapherisate gesunder Spender entnommen. Dies flhrte zu
ausreichend groRen Ausgangszahlen von PBMC (>6x10°) eines Spenders. Bei der
Leukapherese wird dem Spender Blut entnommen und einem sterilen,
geschlossenen System zugefuhrt. Hier werden die PBMC direkt von den restlichen
Bestandteilen des Blutes getrennt und isoliert. Die verbleibenden Bestandteile
werden dem Spender wieder zugefihrt.

Das entstandene Leukapherisat wurde anschlieBend in eine sterile 500 ml
Kulturflasche Uberfuhrt und mit PBS/ACD-A auf 480 ml aufgefullt. Anschlie3end
wurden 24 50 ml-Réhrchen mit jeweils 20 ml Ficoll beflllt und mit je 20 ml der
Verdinnung uberschichtet. Nach 30 min Zentrifugation bei 24°C und 300 x g (ohne
Bremse) wurde die PBMC-Interphase entnommen und in PBS/EDTA gewaschen.

2714 Ermittlung der Lebendzellzahl

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurden die Zellen mit einer physiologischen
Trypanblau-Losung verdunnt. Mit einer Neubauer-Zahlkammer erfolgte anschlieend
die Bestimmung der Zahl lebender Zellen. Nach Auszéhlen zweier Grof3quadrate
(@ 16 Einzelquadraten) wurde der Mittelwert gebildet und die Lebendzellzahl mit

folgender Formel errechnet:
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Mittelwert x Verdunnungsfaktor x Volumen x 10* (Kammerfaktor) = Zellzahl

2715 Kryokonservierung und Rekultivierung von Zellen

Die wiederholte Restimulation von T-Zellen machte es notwenig verwendete Antigen-
prasentierende Zellen zu konservieren. Dies geschah durch die Lagerung der Zellen
(PBMC oder isolierte plasmazytoide DC) in flussigem Stickstoff bei -196°C. Hierfur
wurden die Zellen gewaschen und in Einfriermedium (HSA + 10% DMSO)
aufgenommen und in Aligots von ca. 150 x 10° PBMC (bzw. ca. 10° plasmazytoide
DC) in Kryordéhrchen Uberfuhrt. Nach 24-stiindiger Lagerung bei -80°C erfolgte die
endgultige Lagerung in flissigem Stickstoff. Zur Rekultivierung wurden die Zellen im
Wasserbad 37°C angetaut, in 50ml-Réhrchen (15 ml-Rdhrchen fur das Auftauen von
plasmazytoiden DC) Uberfuhrt und mit kaltem RPMI + 5% HSA fir 6 min bei 200 x g
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschlieBend in geeignetem Medium

resuspendiert.

2.71.6 Isolation humaner T-Zellpopulationen aus PBMC

Die in dieser Arbeit verwendeten T-Zellpopulationen wurden aus PBMC mit Hilfe von
Konjugaten aus monoklonalen Antikorpern und superparamagnetischer Partikel
(MicroBeads, Miltenyi Biotech, Deutschland) isoliert. Markierte Zellen kdnnen so im
magnetischen Feld der Zellseparator-Saule festgehalten und isoliert werden,
wahrend unmarkierte Zellen durch die Zwischenraume der Saule passieren. In dieser
Arbeit wurde ausschliel3lich das Positivselektionsverfahren verwendet. Hierbei
werden die PBMC mit Zellpopulation-spezifischen MicroBeads inkubiert und

anschlieend magnetisch isoliert.

2.71.7 Anreicherung von CD4" und CD8" T-Zellen aus PBMC

Die Isolation der CD4" und CD8" T-Zellen aus PBMC erfolgte mit Hilfe des MACS®-
Trennsystems nach direkter magnetischer Markierung von CD4- bzw. CD8-Molekdle.
10" PBMC wurden mit 1ul anti-CD4 oder anti-CD8 MicroBeads und zehnfacher
Menge MACS-Puffer fur 15 min bei 4°C taumelnd inkubiert. Zur Entfernung
uberschussiger MicroBeads wurden die PBMC ad 50 ml mit MACS-Puffer aufgefullt
und fir 6 min bei 300 g zentrifugiert. 108 PBMC wurden dann in 1 ml MACS-Puffer
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resuspendiert, auf Zellseparatorsaulen (MS-Columns, Miltenyi Biotech, Deutschland)

gegeben und die Positivselektion nach Herstellerprotokoll durchgefuhrt.

2718 Anreicherung CD25'CD8/CD14/CD19" regulatorischer T-Zellen
Naturlich vorkommende regulatorische T-Zellen wurden mittels Positivselektion Uber
ihre konstitutive Expression von CD25 (a-Kette des IL-2 Rezeptors) isoliert. Hierflr
wurden 10 PBMC mit limitierenden Mengen von anti-CD25 MicroBeads und
zehnfacher Menge MACS-Puffer fur 15 min bei 4°C inkubiert. Nach Waschen mit
MACS-Puffer zur Entfernung Uberschussiger MicroBeads wurde die Positivselektion
nach Herstellerprotokoll (MS-Columns, Miltenyi Biotech, Deutschland)durchgefihrt.
Zur Entfernung von kontaminierenden CD8" T-Zellen, Monozyten und B-Zellen
wurden die isolierten CD25%-Zellen in 3ml MEM + 2% HSA (Octapharma)
resuspendiert und mit anti-CD8- (2 Beads/Zelle), anti-CD14- (1 Bead/Zelle) bzw. anti-
CD19-DynaBeads(2 Beads/Zelle) rotierend bei 4°C inkubiert (DynaBeads, Invitrogen,
Deutschland). Nach 20 min Inkubation wurden weitere 5 ml MEM + 2% HSA
hinzugegeben und nochmals 10 min inkubiert. Die Depletion der Kontaminatoren
erfolgte anschlieBend im Depletionsmagneten (Invitrogen, Deutschland) nach

Herstellerprotokoll.

2.71.9 Aufreinigung von CD4°CD45RA" und CD4'CD45RO" T-Zellen aus
PBMC

Subpopulationen von CD4" T-Zellen wurden mit Hilfe des MultiSort-MACS®-
Verfahren (Miltenyi Biotech, Deutschland) isoliert. Die paramagnetischen Partikel
sind hierbei Uber eine enzymatisch spaltbare Bricke an monoklonale Antikorper
gebunden, so dass die Partikel nach Positivselektion der CD4" T-Zellen entfernt
werden und eine erneute positive Anreicherung erfolgen kann.

10" PBMC wurden mit 2,5 ul anti-CD4 MultiSortbeads und zehnfacher Menge MACS-
Puffer fir 15 min bei 4°C taumelnd inkubiert. Nach Waschen der PBMC mit MACS-
Puffer wurden die PBMC auf Separationssaulen (MS-Column, Miltenyi Biotech,
Deutschland) aufgetragen und nach Herstellerprotokoll positiv isoliert. Die
enzymatische Abspaltung der paramagnetischen Partikel auf den isolierten CD4"
T-Zellen erfolgte nach Herstellerprotokoll.

Zur Isolation der CD45RA" T-Zellen wurden 10" CD4* T-Zellen mit 5 ul anti-CD45RA
MicroBeads und zehnfacher Menge MACS-Puffer fur 15 min bei 4°C taumelnd
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inkubiert. Nach Waschen erfolgte die Positivselektion Uber die Trennungssaulen
(MS-Columns, Miltenyi Biotech, Deutschland). Die durchlaufenden CD4'CD45RA
T-Zellen wurden aufgefangen und als CD4"CD45R0O" T-Zellen verwendet. War diese
Population nicht rein genug, wurden die CD45R0O" T-Zellen positiv angereichert (1 pl
pro 10’ CD4"CD45RA™ T-Zellen).

2.71.10 Isolation naiver CD4" T-Zellen aus Nabelschnurblut-PBMC

10’ PBMC aus Nabelschnurblut wurden mit 3 ul anti-CD4 MicroBeads und
zehnfacher Menge MACS-Puffer fur 15 min bei 4°C taumelnd inkubiert. Die Isolation
naiver CD4" T-Zellen erfolgte nach Waschen der PBMC mit MACS-Puffer dem
Herstellerprotokoll entsprechend.

2.71.1 In vitro Stimulation von T-Zellen zur Proliferationsanalyse

Zur Untersuchung der T-Zellproliferaton wurden 10° T-Zellen in 96-Well
Flachbodenplatten (Costar/Corning, Deutschland) stimuliert. Waren die Zahlen
dendritischer Zellen limitierend (z.B. bei der Stimulation mit plasmazytoiden DC),
wurden 96-Well Flachbodenplatten mit halber Oberflache (Costar/Corning,
Deutschland) verwendet. Die Platten ermdglichten die Reduktion der eingesetzten
Zellzahlen um die Halfte.

Die T-Zellstimulation erfolgte entweder polyklonal mit 0,5 pg/ml anti-CD3 und
bestrahlten PBMC oder mit dendritischen Zellen in X-VIVO 15 (Lonza, Belgien).
Hierbei wurden aktivierte pDC im Verhaltnis 1:5, kDC im Verhaltnis 1:10 (DC:T-Zelle)
eingesetzt. Der Proliferationstest wurde Uber einen Zeitraum von vier Tagen bei 37°C
und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert.

27112 Analyse der T-Zellproliferation mittels 3H-Thymidin-lnkorporation

Die Messung der T-Zellproliferation erfolgte unter anderem indirekt Uber den Einbau
von 3H-Thymidin in die DNA der proliferierenden Zellen. Am Tag 4 nach Stimulation,
wurde den Kulturen *H-Thymidin mit einer Aktivitat von 37 kBqg/Well zugesetzt.
Daraufhin wurden die Tests fiir weitere 16h im Brutschrank inkubiert, um den Einbau
des Isotops zu ermdglichen. Erfolgte die Messung nicht am gleichen Tag, wurden die
Kulturplatten bei -20°C gelagert, um einen weiteren Einbau von *H-Thymidin zu

verhindern.
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Zur Auswertung wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellerntegerates (Semiautomatic
Cell Harvester; Skatron AS, N-3401, Norwegen) auf Glasfaserfilter gespult, wobei
Zellen und markierte DNA auf dem Filter zurickgehalten und uUberschissiges
®H-Thymidin ausgewaschen wurde. Der Filter wurde anschlieRend bei 100°C fiir
30 min  im  Warmeschrank getrocknet und anschlieRend mit 10 ml
Szintillationsflussigkeit (Rotizint© eco, Roth) in eine Plastikfolie eingeschweildt. Im
Anschluss erfolgte durch Flussigszintillationszahlung die indirekte Bestimmung des
*H-Thymidin-Gehalts in einem B-Szintillationszahler in Form von gezahlten Impulsen
(cpm; ,counts per minute®). Als Maly fur die Proliferation wurde jeweils das
arithmetische Mittel der cpm-Werte dreier identischer und parallel angesetzter

Proben angegeben.

27113 Testung der suppressorischen Funktion regulatorischer T-Zellen

Zur Validierung der suppressorischen Kapazitit isolierter CD25" Treg, wurden 10°
CD4" T-Zellen in 96-Well Flachbodenplatten gegeben und mit sinkenden Treg-
Zahlen (Treg-Titration von 1:1 bis 1:16) kokultiviert. Einzelkulturen von 10° CD4"
T-Zellen oder Treg dienten als Kontrolle. Zur Stimulation wurden 0,5 pg/ml anti-CD3
mAk und 3x10° mit 90 Gy bestrahlte PBMC (oder 3x10° mit 30 Gy bestrahlte T-Zell-
depletierte PBMC) hinzugegeben. In einigen Experimenten wurden DC-Population
zur Stimulation der Einzel- und Kokulturen verwendet. Hierbei wurden aktivierte pDC
im Verhaltnis 1:5 oder terminal differenzierte kDC im Verhaltnis 1:10 (DC:T-Zelle)
eingesetzt. Im Falle der Stimulation mit dendritischen Zellen, stammten sowohl Treg
als auch CD4" T-Effektorzelle vom gleichen Spender. Die Markierung der

Proliferationstests mir ®H-Thymidin erfolgte am Tag 4 der Kultur.

27114 Bestrahlung von PBMC

T-Zellen bendtigen zur vollstandigen Aktivierung neben dem T-Zellrezeptorsignal
einen adaquaten Kostimulus. In Proliferationstests wurde dieser Kostimulus unter
anderem durch Antigen-prasentierende Zellen (Dendritische Zellen, B-Zellen,
Makrophagen, Monozyten) innerhalb der PBMC geliefert. Um zu verhindern, dass die
Proliferation von B- und T-Zellen eine zu hohe Hintergrundproliferation bilden,
wurden die vollstandigen PBMC oder T-Zell-depletierte PBMC bei 90 Gy bzw. 30 Gy
mit Rontgenstrahlen bestrahlt. Die so entstehenden Einzelstrangbriche in der DNA

der Zellen verhindert die Proliferation der Zellen.
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27115 Aufreinigung humaner CD304" plasmazytoider DC aus PBMC

Die DC-Subpopulation plasmazytoider DC wurde mittels MACS®-Technik aus PBMC
isoliert. 10° PBMC wurden hierfir mit 1 pl anti-CD304 MicroBeads und fiinffacher
Menge MACS-Puffer flr 20 min bei 4°C taumelnd inkubiert. Die PBMC wurden mit 50
ml MACS-Puffer gewaschen, zentrifugiert und in 100 yl MACS-Puffer resuspendiert.
Die Positivselektion erfolgte anschlieRBend nach Herstellerprotokoll mit einer
Trennsaule mittlerer GroBe (MS-Column). Die isolierten CD304" pDC wurden
anschliellend zentrifugiert und in 500 yl MACS-Puffer erneut Uber eine kleine
Trennsaule (LS-Column) gefihrt. Der zweite Saulengang hatte eine erhebliche

Verbesserung der Reinheit isolierter pDC zur Folge.

2.71.16 Aktivierung und Kultur plasmazytoider DC

10° isolierte CD304" pDC wurden in X-VIVO 15 aufgenommen und in 96-Well
Flachboden kultiviert. Dem Medium wurde rekombinantes humanes IL-3 (10 ng/ml;
R&D Systems) als Wachstumsfaktor zugegeben. Die funktionelle Aktivierung erfolgte
mit dem Toll-like Rezeptor-9 Liganden CpG-B (1uM; ODN 2006). Nach 24-stindiger
Inkubation wurden die pDC geerntet, gewaschen und flir funktionelle Testungen

eingesetzt.

27117 Differenzierung konventioneller DC aus Monozyten

Konventionelle dendritische Zellen (kDC) wurden aus Monozyten differenziert.
Hierfiir wurden ca. 15x10° PBMC aus Buffy coats oder Leukapherisaten (frisch oder
rekultiviert nach  Stickstofflagerung) pro Well einer 6-Well Kulturplatte
(Costar/Corning, Deutschland) in 2 ml RPMI + 1,5% hitzeinaktiviertes Plasma
gegeben. Die Zellen wurden fur 30 min bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank
inkubiert. Wahrend dieser Zeit bildeten die Monozyten innerhalb der PBMC eine
extrazellulare Matrix aus, Uber die sie an die Kunststoffoberflache der Kulturplatte
adharierten. Aufgrund dieser Plastikadharenz lieRen sich Monozyten durch Waschen
mit warmen 1xPBS von den restlichen nichtadharenten Lymphozyten trennen. Zu
den isolierten Monozyten wurden 3 ml/Well X-Vivo 15 mit 400 U/ml GM-CSF
(Wachstumsfaktor) und 1000 U/ml IL-4 (verhindert die dominante Differenzierung zu

Makrophagen) gegeben. Jeden zweiten Tag wurde 1 ml des Mediums aus den Wells
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entnommen und durch frisches X-VIVO 15 mit 800 U/mlI GM-CSF und 1000 U/ml IL-4

ersetzt. Nach 6 Tagen hatten die Zellen uberwiegend den Phanotyp unreifer kDC.

2.7.1.18 Terminale Differenzierung unreifer konventioneller DC

Zur terminalen Differenzierung unreifer kDC wurden diese an Tag 6 geerntet und mit
einem Cocktail pro-inflammatorischer Zytokine stimuliert. Ca. 8x10° unreife kDC
wurden hierfur pro Well einer neuen 6-Well Kulturplatte gegeben und in 3 ml X-VIVO
15 + 2% Plasma zusammen mit GM-CSF (400 U/ml), IL-1B (10 ng/ml), IL-4 (1000
U/ml), IL-6 (1000 U/ml), TNF-a (10 ng/ml) und PGEZ2 (1 pg/ml) kultiviert.

Nach 48 Stunden war die terminale Differenzierung erreicht. Die reifen kDC zeigten
nun keine starke Adharenz mehr und wiesen die typische Morphologie reifer DC auf.
Waren unreife Kontroll-DC flr das Experiment notwendig, wurde ein Teil der kDC in
X-VIVO 15 + 1% Plasma zusammen mit GM-CSF und IL-4 weiterkultiviert.

2.7.1.19 Generierung alloreaktiver T-Zelllinien

Isolierte CD4" T-Zellen, CD4"CD45RA", CD4"CD45RO" oder naive CD4" T-Zellen
wurden im Verhaltnis 1:10 (DC:T-Zelle) mit unreifen oder terminal differenzierten kDC
oder aktivierten pDC primarstimuliert. In einigen Experimenten wurden in der
Primarstimulation blockierende monoklonale Antikdrper gegen ICOS-L (10 pg/ml)
oder IL-10 (10 pg/ml) eingesetzt oder rekombinantes humanes IL-10 (20 ng/ml)
zugegeben. Den expandierenden alloreaktiven CD4" T-Zellen wurde ab Tag 7 50
IlU/ml IL-2 zugegeben. An Tag 14 wurden die T-Zellen geerntet, gezahlt und mit
unreifen kDC, terminal differenzierten kDC oder aktivierten pDC des gleichen
Spenders restimuliert. Die Kulturen wurden am Tag 3 nach Restimulation mit [L-2
versetzt und im wochentlichen Rhythmus repetetiv restimuliert.

Zum Zeitpunkt der Restimulationen wurde die proliferative Kapazitat der T-Zellen
bestimmt, indem 10° T-Zellen pro Well einer 96Well-Flachbodenplatte mit terminal
differenzierten kDC restimuliert wurden. Hierbei wurde die Zahl der verwendeten DC

in einer Titrationsreihe reduziert.

2.7.2 Durchflusszytometrische Untersuchungen
Im Durchflusszytometer wird ein Strom einzelner Zellen durch einen Laserstrahl
geleitet. Der von den Zellen reflektierte Laserstrahl wird durch Photodetektoren

gemessen und ermdglich die Definition der einzelnen Zelle Uber zwei Parameter: ihre
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relative Grofle und ihre Granulierung. Die relative Zellgrolle wird Uber die
Unterbrechung des Laserstrahls beim Passieren der Zelle vom so genannten
Forward Scatter (FSC) ermittelt. Die Granulierung entspricht dem Streulicht des
Lasers, das durch Brechen des Laserstrahls an intrazellularen Strukturen der Zelle
entsteht und mit dem Side Scatter (SSC) gemessen wird.

Werden Zellen mit Flourochrom-konjugierten Antikorpern markiert, konnen diese
Fluorochrome durch den Laserstrahl zur Fluoreszenz angeregt werden. Hierbei
werden Elektronen des Fluorochroms auf ein hoheres Energieniveau gebracht.
Kehren die Elektronen aus diesem instabilen Zustand hoéherer Energie zurtick in den
Grundzustand, wird die Energiedifferenz in Form von Photonen emittiert. Die
Emission erfolgt hierbei in einer Wellenlange, die spezifisch fur jedes Fluorochrom
ist. Die Emission wird in einem Photomultiplier auf ein messbares Lichtsignal
verstarkt und kann anschlielRend mit Photodetektoren gemessen werden.

Die Verwendung unterschiedlicher Laser mit entsprechenden
Anregungswellenlangen (blauer Argonlaser (488nm), roter Helium-Neonlaser
(633nm), violetter Laser (405 nm), UV-Laser (355 nm)) und Detektionsfilter

ermdglicht die Kombination verschiedener Fluorochrome.

Zur Ermittlung der Expressionsraten verschiedener Molekule erfolgte eine
fluoreszenzserologische Untersuchung der Zellen im Durchflusszytometer, bei der
die Hier werden die Fluoreszenzfarbstoffe mit einem Laserstrahl angeregt und das
emittierte Licht gemessen wird. Im Durchflusszytometer wird der relative Anteil
fluoreszierender Zellen in der Zellsuspension berechnet. Zudem wird als Mal} der
relativen Dichte (Expressionshohe) der gefarbten Molekiule die mittlere
Fluoreszenzintensitat  der  Zellen angegeben. Alle Messungen der
Durchflusszytometrie wurden am LSRIl oder am FACS-Calibur (beide Becton-
Dickinson, Mountain View, Ca, USA) durchgefuhrt und mit DIVA (BD Biosciences)
bzw. CellQuestPro™ (V3.3 1994-1999) ausgewertet.

2.7.21 Farbung von Oberflachenmolekiilen zur Durchflusszytometrie
Far durchflusszytometrischen Untersuchung der Expression von
Oberflaichenmolekiilen, wurden pro Probe ca. 1 x 10° Zellen in FACS-Puffer

aufgenommen, in 96-Well Rundbodenplatten tGberfuhrt und zentrifugiert.
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AnschlieBend wurde das Zellsediment in der jeweiligen Losung des Fluorochrom-
markierten Antikorpers (Endkonzentration 5 pg/ml) resuspendiert und fur 30 min bei
4°C inkubiert. Zum Entfernen Uberschiussiger, ungebundener Antikdrper wurden die
Zellen mit kaltem FACS-Puffer gewaschen und anschliellend in 70-100 ul FACS-
Puffer aufgenommen. Nach Uberfiihrung der Proben in Rundboden-Rdéhrchen,
erfolgte die Messung im Durchflusszytometer.

Zur Einstellung der Laserverstarkung und Kompensation der Fluorochrome, wurden
Kontrollfarbungen mitgefuhrt. Diese Kontrollfarbungen umfassten ungefarbte Zellen,
isotypen-gefarbte Zellen und Einzelfarbungen der verwendeten Fluorochrome.

Bei indirekten Farbungen erfolgte zunachst die Markierung des Oberflachenmolekils
mit unkonjugierten monoklonalen Antikorpern. Nach Waschen der Zellen, inkubierten
die Zellen mit einem Fluorochrom-konjugierten Sekundarantikorper (5 pg/mi
Endkonzentration). Der Sekundarantikdrper erkennt spezifisch den Isotypen des

Primarantikdrpers und ermdglicht so die Detektion des Oberflachenmolekiils.

2.7.2.2 Durchflusszytometrische Analyse intrazellularer Proteine

Die Analyse intrazellular exprimierter Proteine (beispielsweise Zytokine oder
Transkriptionsfaktoren) erforderte die Permeabilisierung der zu untersuchenden
Zellen. Zur intrazellularen Detektion von Zytokinen in T-Zellen wurden diese
zunachst mit 2,4 ug/ml Phytohaemagglutinin (PHA) und 1 ng/ml Phorbol-12-Myristat-
13-Acetat (PMA) fir finf Stunden stimuliert. PHA flUhrt zur Quervernetzung des
T-Zellrezeptors und generiert so ein starkes T-Zellrezeptorsignal, wahrend PMA als
Calciumionophor zu einem starken Calcium-Influx fuhrt und die Zelle maximal
aktiviert. Die Zellstimulation erfolgte in Gegenwart von Monsenin, das den
intrazellularen Transport von Proteinen blockiert und so zu einer Akkumulation der
Zytokine im Zytosol fuhrt. Die Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurde nach
Herstellerprotokoll durchgefuhrt (Cytofix/CytopermTM Kit, BD Biosciences).

Die intrazellulare Expression des Transkriptionsfaktor Foxp3 erforderte zusatzlich zur
Permeabilisierung der Zellmembran auch eine Permeabilisierung der Kernmembran.
Hierfir wurde nach Herstellerprotokoll vorgegangen (Transcriptionfactor Staining
Buffer Set, eBioscience).

AnschlieBend erfolgte die Farbung der Proteine mit Fluorochrom-markierten

monoklonalen Antikdrpern und die Detektion im Durchflusszytometer.
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2.7.2.3 Analyse der IL-10-Rezeptor-Expression

Die Expression von Zytokinrezeptoren auf Zellen ist sehr schwach und umfasst
meistens nur wenige Tausend Rezeptoren. Daher beinhalten die Farbungen einen
Amplifikationsschritt, der die durchgefuhrte Farbung verstarkt und die Detektion eines
deutlicheren Signals ermdglicht.

Die IL-10 Rezeptor-Expression wurde mit Hilfe von rekombinantem IL-10 dargestellt,
das mit Biotin konjugiert war. In einem zweiten Schritt, dem Amplifikationsschritt,
werden die markierten Zellen mit FITC-konjugiertem Streptavidin konjugiert. Die
Durchfuhrung der IL-10-Rezeptor Farbung erfolgte nach Herstellerprotokoll
(Fluorokine, R&D Systems).

2724 Analyse von T-Zellproliferation mittels Durchflusszytometrie

Zur Darstellung der Proliferation von Zellen im Durchflusszytometer wurden CD4"
T-Zellen mit dem Vitalfarbstoff eFluor®670 markiert. Die zu markierenden Zellen
wurden zunachst in warmen 1xPBS in einem 15 ml Rohrchen gewaschen. Nach
Zentrifugation der Zellen bei Raumtemperatur fur 6 min bei 300 x g wurden die Zellen
in 1 ml warmen PBS resuspendiert. Zur Farbung wurde 1ml 2uM eFluor®670 (in
PBS) hinzugegeben und fir 30 min bei 37°C inkubiert. Zum Abbrechen der
Farbereaktion wurde das Rohrchen mit warmen X-VIVO 15 + 10% HSA aufgefullt
und bei Raumtemperatur fur 6 min bei 300 x g zentrifugiert. Die Zellen wurden
daraufhin in warmen X-VIVO 15 aufgenommen. Die Zellen ruhten nach der Farbung

30 min im Brutschrank und wurden dann in den Experimenten eingesetzt.

2.7.3 Quantifizierung von IFN-a in Kulturiiberstanden dendritischer Zellen

Der quantitative Nachweis von IFN-o in Kulturiberstanden von pDC oder kDC
erfolgte mittels ELISA (,enzyme linked immunosorbent assay®). Der ELISA wurde
nach der indirekten Methode (sogenanntes ,Sandwich-Prinzip“) durchgefuhrt. Hierbei
ist ein monoklonaler anti-IFN-a Antikorper (Primarantikdrper) an den Boden einer 96-
Well Flachbodenplatte gebunden. Wahrend der Inkubation von Kulturiberstanden
bindet IFN-o an den Primarantikorper. In einem weiteren Schritt wird ein zweiter
IFN-a-spezifischer monoklonaler Antikdrper (Sekundarantikorper) hinzugegeben, der
ein  zweites IFN-a-Epitop  bindet. @ Der  Sekundarantikérper ist  mit
Meerrettichperoxidase konjugiert, die nach Substrat-Zugabe eine enzymatisch

katalysierte Farbreaktion auslost. Die Veranderungen der optischen Dichte wurde
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photometrisch bestimmt und kann durch eine Eichgerade mit der IFN-a-
Konzentration korreliert werden. Bei der Durchfiihrung wurde nach Herstellerprotokoll
(human IFN-a ELISA, Diaclone) verfahren.
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3 Ergebnisse

Die Initiierung von Immunantworten und die Aufrechterhaltung peripherer Toleranz
sind zwei Aufgaben dendritischer Zellen (DC), die ihre Rolle als zentrale
Schliisselfigur im Immunsystem verdeutlichen ¥%°%. |m Fokus dieser Arbeit stand
zunachst die DC-vermittelte Immunantwort im tolerogenen Milieu. Das Durchbrechen
bestehender Toleranz ist vor allem in Hinblick auf Therapieansatze gegen
Krebserkrankungen wichtig. So konnten Arbeiten der eigenen Arbeitsgruppe zeigen,
dass die Progression von Melanomerkrankungen mit einem Anstieg regulatorischer
T-Zellen im peripheren Blut einhergeht. Es manifestiert sich so eine tolerogene
Umgebung in der gegen den Tumor gerichtete Immunantworten nur schwer generiert
werden kdnnen. Die suppressive Situation in Patienten spater Krankheitsstadien wird
beispielsweise durch den Zuwachs regulatorischer T-Zellen und die damit
korrelierende Senkung von T-Zellreaktivitdten gegen sogenannte ,,Recall“-Antigene12

B3 Aus diesem Grund sollten unterschiedliche

wie Tetanustoxoid erkennbar
DC-Subpopulationen des peripheren Blutes auf ihr immunstimulatorisches Potential
in Gegenwart regulatorischer T-Zellen hin untersucht und miteinander verglichen
werden. Im zweiten Teil der Arbeit wird dann auf das Potential von DC eingegangen,

aktiv Toleranz in der Peripherie zu vermitteln.

'2 Die T-Zellreaktiviat auf sogenannte “Recall’-Antigene beruht auf der Tatsache, dass das betroffene
Individuum bereits gegen dieses Antigen sensibilisiert wurde. Dies kann (wie im Fall von Tetanustoxid)

beispielsweise im Rahmen einer Impfung geschehen sein.
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3.1 Durchflusszytometrische Charakterisierung dendritischer Zellen des

peripheren Blutes

Im humanen peripheren Blut konnen zwei DC-Subpopulationen voneinander
unterschieden werden: konventionelle DC (kDC) und plasmazytoide DC (pDC). Beide
Subpopulationen lassen sich Uber die differentielle Expression spezifischer
Oberflachenmarker durchflusszytometrisch charakterisieren 71, In Abbildung 3.1 sind
periphere mononukledre Zellen des Blutes (PBMC) dargestellt. Durch die Exklusion
Zelllinien-spezifischer Oberflachenmolekile (in diesem Fall CD3 fur T-Zellen, CD14
fur Monozyten und CD19 fur B-Zellen) und Zuhilfenahme DC-spezifischer Marker,
lieRen sich die DC-Populationen des peripheren Blutes darstellen. Zur Identifizierung
von pDC wurde die Abwesenheit von CD11c zusammen mit der Expression von
CD303 gewahlt. Zudem lie3en sich pDC durch die hohe Expression der alpha-Kette
des IL-3-Rezeptors (CD123) und des spezifischen Oberflachenmolekils CD304
identifizieren (Abbildung 3.1). Wie gezeigt, sind kDC CD11c-positiv und exprimieren,
wie auch pDC, das MHC-Klasse II-Molekul HLA-DR auf ihrer Oberflache. Innerhalb
der PBMC bilden kDC und pDC jeweils nur einen geringen prozentualen Anteil: kDC
machen ca. 1-2% der PBMC aus, die pDC bilden mit ca. 0,2-1% die kleinste DC-
Population. In der vorliegenden Arbeit wurden terminal differenzierte, von Monozyten
abgeleitete DC als Goldstandard konventioneller DC verwendet (im Weiteren als kDC
bezeichnet).

Wie aus Abbildung 3.1B ersichtlich wird, zeigen kDC eine homogene Expression der
Oberflachenmolekule CD11c und HLA-DR. Fur vergleichende Analysen von pDC
und kDC wurden pDC mit Hilfe der MACS®-Technologie Uber das von ihnen
spezifisch exprimierte Oberflachenmolekuil CD304 aus PMBC isoliert. Diese Methode
der Anreicherung fuhrte routinemafig zu Reinheiten von >95% (Abbildung 3.1C)
CD303- und CD123-positiver pDC.
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Abbildung 3.1: Vergleichende Phéanotypisierung von DC-Subpopulationen

(A) Frisch isolierte PBMC wurden mit Fluorochrom-konjugierten mAk geférbt. Innerhalb
CD3/CD14/CD19-negativer, HLA-DR-positiver Zellen wurden kDC als CD11c-positive Zellen, pDC als
CD11c-negative, CD303-positive Zellen dargestellt.

(B) Dargestellt ist die durchflusszytometrische Analyse von Monozyten abgeleiteter kDC nach Férbung
mit Fluorochrom-konjugierten mAK.

(C) Ruhende pDC wurden mit CD304-Microbeads magnetisch isoliert und zur Uberpriifung der
Reinheit mit anti-CD303 und anti-CD123 mAk geférbt und durchflusszytometrisch analysiert.
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3.2 Aktivierte plasmazytoide DC sind konventionellen DC im T-Zell-

stimulatorischen Potential unterlegen

Beide in dieser Arbeit verwendeten DC-Populationen sollten zunachst in ihren
funktionellen Eigenschaften verglichen und charakterisiert werden. Hierzu gehorte
der Vergleich des T-Zell-stimulatorischen Potentials beider DC-Typen.

Konventionelle und plasmazytoide DC bedurfen unterschiedlicher
Stimulationsbedingungen fur eine optimale Aktivierung. Der Grund hierfur ist unter
anderem das Profil exprimierter Toll-like Rezeptoren (TLR). Die Gruppe der TLR
gehort zu den sogenannten ,pattern recognition receptors®, Rezeptoren die
konservierte Muster in pathogenen Organismen erkennen und binden . Mit der
Expression bestimmter TLR geht die funktionelle Spezialisierung auf bestimmte
Pathogene einher. Die pDC und kDC bilden so zwei Lager innerhalb der
angeborenen Immunitat: pDC exprimieren die intrazellularen TLR-7 und TLR-9, die
virale Produkte, beziehungsweise RNA/DNA/Immunkomplexe erkennen, was die
Gruppe der pDC zu effektiven Mediatoren anti-viraler Immunantworten macht. lhre
Effizienz wird weiter ausgebaut durch die Fahigkeit nach Aktivierung grof3e Mengen
von Typ-I Interferonen zu produzieren %,

Die maximale Aktivierung frisch isolierter ruhender pDC erfolgte in dieser Arbeit
durch Zugabe des TLR-9-Liganden CpG-B' zusammen mit rekombinantem
humanen IL-3. Die optimale Aktivierung von kDC wurde durch Zugabe eines
Cocktails der pro-inflammatorischen Zytokine IL-13, IL-6 und TNF-a zusammen mit
dem Prostaglandin E2 erreicht. Aus der Abbildung 3.2A wird ersichtlich, dass
ruhende pDC alle betrachteten kostimulatorischen Molekile lediglich schwach
exprimieren. Eine Ausnahme bildete CD58: ruhende pDC lassen sich Uber dessen
Expression in zwei Untergruppen gliedern, wie es bereits von Schwab et al.
beschrieben wurde !,

Die Stimulation flhrte in beiden DC-Gruppen zu einer Hochregulation der
analysierten kostimulatorischen Molekule CD40, CD58, CD80 und CD86. Vergleicht
man die Expressionshohe der Molekulle auf aktivierten kDC und pDC, so wurde ein

deutlicher qualitativer Unterscheid in der Starke der Kostimulation ersichtlich.

3 Unmethylierte Cytosin-Phosphatidyl-Guanin Dinukleotide in mikrobieller DNA werden vom

Immunsystem tber den TLR-9 als pathogener Bestandteil erkannt.
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Aktivierte kDC weisen einen hoheren Expressionsgrad aller betrachteten
kostimulatorischen Molekulen auf. Es liel3 sich somit vermuten, dass aktivierte pDC
hinsichtlich ihrer T-Zell-stimulatorischen Kapazitat aktivierten kDC unterlegen sind.
Zur Uberpriifung dieser These wurden aktivierte pDC und kDC als Stimulatoren
allogener CD4" und CD8" T-Zellen eingesetzt, um nach drei Tagen die resultierende
T-Zellproliferation zu analysieren. Abbildung 3.2B zeigt, dass aktivierte pDC
tatsachlich ein geringeres Potential zur Induktion von T-Zellproliferation besitzen als
aktivierte kDC. Verglichen mit aktivierten kDC, ist die generelle Kapazitat zur

T-Zellstimulation aktivierter pDC somit wesentlich geringer.
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Abbildung 3.2: T-Zell-stimulatorisches Potential aktivierter plasmazytoider und konventioneller
DC

(A) Isolierte pDC wurden entweder ruhend oder nach CpG-Stimulation mit Fluorochrom-konjugierten
mAk geféarbt und im Durchflusszytometer analysiert. Als Vergleich dienten terminal differenzierte kDC.
(B) CD4" und CD8" T-Zellen wurden mit allogenen aktivierten pDC und kDC in den angegeben
Verhéltnissen stimuliert. An Tag 3 der Kultur wurde jeweils 37 kBq 3H-Thymidin zugegeben. Nach

weiteren 16 Stunden erfolgte die Bestimmung der Proliferation im [-Szintillationszéhler.
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3.3 Funktionelle Testung isolierter CD4'CD25'Foxp3® regulatorischer
T-Zellen

Naturlich vorkommende CD4'CD25'Foxp3” regulatorische T-Zellen (Treg) bilden
eine kleine Subpopulation innerhalb der CD4" T-Zellen und machen einen
Gesamtanteil von ca. 1-2% innerhalb der PBMC gesunder Spender aus "®!. Ihnen
kommt eine wichtige Rolle in der HomoOostase des Immunsystems zu, so fuhrt ihr
Fehlen zur Entstehung gravierender autoimmuner Erkrankungen 8],

Im Gegensatz zu konventionellen CD4" T-Helferzellen exprimieren Treg konstitutiv
die a-Kette des IL-2 Rezeptors (CD25). In T-Helferzellen wird die CD25-Expression
erst nach Aktivierung induziert, so dass in gesunden Spendern Treg Uber die
Expression von CD25 isoliert werden konnen 2. Hierbei wurden limitierende
Mengen von anti-CD25 Microbeads verwendet und schlieBlich kontaminierende
CD8" T-Zellen, CD14" Monozyten und CD19" B-Zellen depletiert. Aus
Abbildung 3.3A wird ersichtlich, dass diese Methode die Isolation von
CD3'CD4*Foxp3* Treg mit hoher Reinheit ermdglicht #2.

Die Funktion von Treg wurde im Suppressionstest analysiert. Hierbei wurden Einzel-
und Kokulturen von T-Zellen und Treg polyklonal aktiviert und anschlieRend die
Proliferation in diesen Kulturen gemessen. Erst Stimulation und Kostimulation
aktivieren die suppressorische Treg-Funktion, die dann in Antigen-unspezifischer
Weise erfolgt ®. Abbildung 3.3B zeigt, dass CD4" T-Zellen nach polyklonaler
Stimulation mit anti-CD3 mAk und bestrahlten PBMC als Kostimulatoren effektiv zur
Proliferation gebracht wurden, wahrend Treg gemaf ihres anergischen Phanotyps
unter diesen Bedingungen nicht proliferieren. In Kokultur mit CD4" T-Zellen wurde
die suppressorische Funktion der Treg deutlich: in Zellkontakt-abhangiger Weise
inhibieren sie die Proliferation der CD4" T-Zellen. Der so durchgeflhrte
Suppressionstest diente in allen folgenden Experimenten als Validierung der
Funktionalitat eingesetzter Treg.

Zur Bewertung der T-Zell-stimulatorischen Eigenschaften von DC-Subpopulationen
im tolerogenen Umfeld, wurden aktivierte pDC und kDC in Suppressionstests als

Stimulatoren eingesetzt.
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Abbildung 3.3: Phdnotyp und Funktion humaner CD4°CD25'Foxp3" regulatorischer T-Zellen

(A) Isolierte Treg wurden mit den mAk anti-CD3, anti-CD4 und anti-Foxp3 (Klon PCH101) gefédrbt und
durchflusszytometrisch analysiert. (B) 10° CD4" T-Zellen wurden im angegebenen Verhéltnis mit
isolierten Treg oder allein mit 0,5 ug/ml anti-CD3 mAk und 3x10° bestrahlten (90Gy) PBMC stimuliert.
Nach drei Tagen wurde der Kultur fiir 16 Stunden 3H—Thymidin zugegeben, um dann die Proliferation

im p-Szintillationszédhler zu bestimmen.
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3.4 Abwesenheit von Treg-vermittelter Inhibition nach Stimulation mit

dendritischen Zellen

Wie bereits von Tarbell et al. beschrieben, sind kDC nach terminaler Differenzierung
in der Lage eine Treg-vermittelte Suppression zu durchbrechen und so T-Zellen in
Anwesenheit von Treg zur Proliferation zu bringen. Ob ebenfalls pDC befahigt sind
die Treg-vermittelte Suppression zu durchbrechen, sollte im Folgenden untersucht
werden. Fur vergleichende Analysen mit kDC wurden pDC aus PBMC gesunder
Spender isoliert, mit CpG aktiviert und als Stimulatoren von CD4" oder CD8" T-Zellen
in An- oder Abwesenheit von Treg eingesetzt. An Tag vier dieser Kulturen wurde die
T-Zellproliferation bestimmt. Entsprechend publizierter Daten 7 zeigt Abbildung
3.4 dass terminal differenzierte kDC durch ihre hohe T-Zell-stimulatorische Kapazitat
in der Lage waren, Treg-vermittelte Suppression zu Uberkommen. Sie induzierten
auch dann die Proliferation von CD4" und CD8" T-Zellen, wenn Treg kokultiviert
wurden.

Aktivierte pDC besitzen selbst nach optimaler Aktivierung, verglichen mit aktivierten
kDC, nur ein geringes Potential zur Induktion von T-Zellproliferation (siehe Abbildung
3.2B). Umso uberraschender war die Beobachtung, dass auch pDC-stimulierte
Kokulturen von T-Zellen und Treg eine deutliche Proliferation zeigten (Abbildung
3.4). Hierbei war es egal, ob CD4" oder CD8" T-Zellen in Kokultur mit Treg stimuliert
wurden, aktivierte pDC waren in der Lage beide T-Zellpopulation in Gegenwart von
Treg zur Proliferation zu bringen.

Die Funktionalitat der eingesetzten Treg wurde in einem polyklonal stimulierten
Suppressionstest  validiert. Der 3H-Thymidin-ProIiferationstest bestimmt die
Gesamtproliferation im Reaktionsgefall, es konnte daher nicht unterschieden
werden, ob ausschlieBlich CD4" bzw. CD8" T-Zellen proliferierten oder ob zusétzlich
auch der anergische Zustand der Treg durch Stimulation mit aktivierten kDC oder

pDC gebrochen wurde.
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Abbildung 3.4: Keine Suppressoraktivitét in DC-stimulierten T-Zellkulturen

5x10* CD4" (oben) oder CD8" T-Zellen (unten) wurden allein oder in Kokultur mit 5x10* Treg, mit
aktivierten pDC oder kDC stimuliert (Verhéltnis T-Zellen zu DC 5:1). Polyklonale Stimulation (rechts)
mit 0,5 ug/ml anti-CD3 mAk und 1,5x10° bestrahlten PBMC (90 Gy) diente als Kontrolle. An Tag drei

wurden 37 kBg/well 3H—Thymidin zugegeben und nach 16 Stunden die T-Zellproliferation im
[-Szintillationszéhler ermittelt.
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3.5 Plasmazytoide dendritische Zellen durchbrechen nicht die Anergie

regulatorischer T-Zellen

Eine grundlegende Eigenschaft von Treg ist ihr anergischer Zustand, das heil3t sie
proliferieren nach Stimulation nicht. Unter bestimmten Bedingungen, beispielsweise
durch Stimulation mit terminal differenzierten kDC, kann dieser anergische Zustand
jedoch wieder aufgehoben werden %1, Inwieweit auch pDC in der Lage sind Treg-
Anergie zu durchbrechen, sollte durch die Stimulation von Treg-Einzelkulturen mit
aktivierten pDC untersucht werden. Aus Abbildung 3.5A wird ersichtlich, dass
aktivierte kDC in der Lage sind Treg effizient zur Proliferation zu bringen. Im
Gegensatz dazu zeigte die Stimulation mit aktivierten pDC, dass diese DC-
Population die Anergie von Treg nicht durchbrechen kann (Abbildung 3.5A).

An dieser Stelle konnte weiterhin keine Aussage Uber die Proliferation von Treg in
DC-stimulierten Kokulturen mit T-Effektorzellen™ gemacht werden. Aus diesem
Grund wurden Treg mit dem Farbstoff eFluour®670 gefarbt und zusammen mit CD4"
T-Effektorzellen durch kDC oder pDC stimuliert. Der Farbstoff eFluor®670 bindet im
Zytosol der Zelle und wird bei einer Zellteilung zu jeweils 50% auf die Tochterzellen
ubertragen. Die Verdiunnung des Farbstoffes korreliert hierbei direkt mit der erfolgten
Zellproliferation. Auf diese Weise konnte eine Treg-Proliferation
durchflusszytometrisch analysiert und von T-Effektorzellproliferation unterschieden
werden. Die Durchflusszytometrie an Tag vier nach Stimulation (Abbildung 3.5B)
zeigte, dass aktivierte kDC Treg sowohl in Einzel- als auch in Kokultur mit CD4"
T-Zellen effektiv zur Proliferation bringen. Demgegenlber bleiben Treg, die mit
aktivierten pDC stimuliert werden, nicht nur in der Einzel-, sondern auch in Kokultur
mit CD4" T-Zellen anergisch. Ebenso verhalt es sich mit polyklonal stimulierten Treg,

die auch in Anwesenheit proliferierender T-Zellen anergisch sind.

" Unter T-Effektorzellen versteht man T-Zellen, die bereits T-Zellrezeptor-vermittelten Antigenkontakt
hatten. T-Effektorzellen weisen daher einen hoheren Differenzierungsgrad auf als beispielsweise

naive T-Zellen, die bisher noch keine Antigenkontakt aufgenommen haben.
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Abbildung 3.5: Analyse der Treg-Proliferation nach Stimulation mit aktivierten DC-Populationen
(A) 5x1 0’ Treg wurden polyklonal (0,5 ug/ml anti-CD3 und 1 5x10" bestrahlte (90 Gy) PBMC) oder mit
allogenen kDC oder pDC stimuliert (Verhéltnis T-Zelle zu DC: 5:1). Nach drei Tagen wurde die
Proliferation mittels Einbau von 3H—Thymidin (37 kBq/Well) im p-Szintillationszéhler gemessen. Die

Treg-Proliferation nach pDC- oder kDC-Stimulation wurde auf die polyklonalen Stimulation normiert,
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3.6 Die Erhohung der Frequenz regulatorischer T-Zellen fiihrte nicht zur

Wiederherstellung der Suppression in pDC-stimulierten Kokulturen

In dem verwendeten System zur Testung der Treg-Funktion, ist die detektierbare
Suppression abhangig von demf Verhaltnis aktivierter T-Effektorzellen zu aktivierten
Treg. Eine erhdhte Treg-Zahl in der Kokultur mit CD4" T-Zellen steigerte hierbei das
suppressorische Potential (siehe Abbildung 3.3B), erkennbar an der verringerten
T-Zellproliferation in Gegenwart hoher Treg-Frequenzen. Um auszuschlie3en, dass
eine zu geringe Anzahl aktivierter Treg das Messen der Suppression verhinderte,
wurde die Treg-Frequenz in pDC-stimulierten Kokulturen erhéht. In Abbildung 3.6 ist
eine Zusammenfassung dreier unabhangig durchgefuhrter Experimente dargestellt.
Erkennbar ist, dass auch eine erhdhte Treg-Zahl die Suppression in pDC-stimulierten

Kokulturen nicht wiederherstellen konnte.

Abbildung 3.6: Erhéhung von Treg-Zahlen in

pDC-stimulierten Kokulturen

pDC 5x10* isolierte CD4* T-Zellen wurden allein oder

140 mit Treg in den angegebenen Verhéltnissen

_5 1204 T T L kultiviert und mit 1x10* aktivierten allogenen pDC
g 128: stimuliert. Die Proliferation wurde an Tag 3 mittels
E 60 - SH-Thymidin-Inkorporation im -Szintillationszéhler
< 40- gemessen. Die Proliferation der Kokultur aus drei
204 unabhéngigen Experimenten wurde jeweils auf die
cD4* TZ 1:1 21 4:1 Proliferation von CD4" T-Zellen normiert und

gemittelt.  Dargestellt ist der arithmetische
Treg : CD4* TZ ) . )
Mittelwert mit Standardabweichung.
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3.7 Die Blockade pro-inflammatorischer Zytokine in pDC-stimulierten

Kokulturen fiihrte nicht zur Induktion Treg-vermittelter Suppression

Konventionellen DC wurden bereits durch Arbeiten von Medzhitov et al. die Fahigkeit
zugeschrieben, nach Stimulation mit LPS™ die suppressive Kapazitét von Treg durch
die Produktion l6slicher Mediatoren zu Uberkommen. Sie zeigten, dass DC nach
LPS-Stimulation das pro-inflammatorische Zytokin IL-6 bilden, welches in der
Kokultur mit Treg und T-Effektorzellen die Suppression uberkommt und
T-Effektorzellen zur Proliferation bringt °°. Auch Zytokinen wie Tumornekrosefaktor
(TNF)-ao und Interferon (IFN)-ao wurden immunmodulierende Eigenschaften
zugewiesen ©®%l_ Da diese auch von pDC produziert werden ¥4, sollte ihr Einfluss
auf die Treg-Effektorfunktion in pDC-stimulierten Kokulturen untersucht werden.

Das Typ-l Interferon IFN-o ist eines der wesentlichen Effektorzytokine von pDC.
Werden ruhende pDC mit dem TLR-9 Liganden CpG stimuliert, kommt es, neben der
Hochregulation kostimulatorischer Molekule, auch zu einer schnellen Produktion von
IFN-o. 1. Wie in der Abbildung 3.7A dargestellt, waren nur aktivierte pDC in der
Lage IFN-a zu produzieren. Konventionelle DC exprimieren keinen TLR-9 und waren
daher insensitiv gegenuber der Stimulation mit CpG (nicht gezeigt), jedoch auch die
terminale Differenzierung durch den Cocktail pro-inflammatorischer Zytokine
befahigte kDC nicht zur IFN-a-Produktion.

Zur Untersuchung der Fragestellung, inwieweit die Produktion pro-inflammatorischer
Zytokine an pDC-induzierter T-Zellproliferation in Gegenwart von Treg beteiligt war,
wurden neutralisierende Antikorper gegen die Zytokine Interleukin (IL)-1B3, IL-6,
TNF-a und IFN-a in pDC-stimulierten Kokulturen eingesetzt.

Abbildung 3.7B zeigt, dass die Neutralisation des produzierten IFN-a in
pDC-stimulierten Kokulturen keine Wiederherstellung der Treg-vermittelten
Suppression bewirkte. Ebenso wenig konnte die Zugabe blockierender Antikorper
gegen IL-6 oder TNF-a die Inhibition der CD4" T-Zellproliferation rekonstituieren. Ein

minimaler Effekt konnte nach Blockade von IL-13 beobachtet werden. Hierbei kam es

1 Lipopolysaccharid: Bestandteil der Zellwand gramnegativer Bakterien, der von TLR-4 auf

dendritischen Zellen erkannt wird und so zur Aktivierung der dendritischen Zelle fuhrt.
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zu einer partiellen Wiederherstellung suppressorischer Wirkung von Treg in der
Kultur, die jedoch nicht signifikant war.

Die Zugabe der verwendeten Antikorper zu pDC-stimulierten Einzelkulturen von
CD4" T-Zellen und Treg schloss einen direkten Einfluss auf die T-Zellproliferation aus

(Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.7: Blockade pro-inflammatorischer Zytokine in pDC-stimulierten Kokulturen

(A) 10° pDC wurden fir 12 Stunden mit 1 uM CpG stimuliert oder unbehandelt belassen. Die
Ubersténde beider Kulturen wurden dann im ELISA getestet. Kulturiibersténde terminal differenzierter
kDC dienten als Kontrolle. (ZC: Zytokincocktail; n.d.: nicht detektierbar)

(B) 10* aktivierte pDC wurden zur Stimulation von 5x10° allogenen CD4* T-Zellen in An- oder
Abwesenheit gleicher Treg-Zahlen verwendet. Den Kulturen wurden neutralisierende Antikbrper
gegen IL-15, IL-6, TNF-a oder IFN-a (jeweils 10 ug/ml) zugesetzt. Nach drei Tagen wurde den
Kulturen 37 kBg/Well 3H—Thymidin fir 16 Stunden zugegeben, dann folgte die Ermittlung der
Proliferation im p-Szintillationsz&hler. Die Proliferation in der Kokultur dreier unabhéngiger
Experimente wurde jeweils auf die Proliferation in Einzelkulturen von CD4" T-Zellen normiert und

gemittelt. Dargestellt ist der arithmetische Mittelwert mit Standardabweichung.

3.8 Analyse des Zytokinprofils regulatorischer T-Zellen nach Stimulation mit

dendritischen Zellen

Wurde die T-Zelldifferenzierung anfanglich als eindimensionaler Entwicklungsweg
mit definiertem Anfang und Ende gesehen, betrachtet man den Prozess heute als
komplexes, dynamisches Netz. Der Differenzierungsprozess beinhaltet viele
Zwischen- und Vorstufen, die Ursprung anderer T-Zelllinien sein kdnnen 4%,
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Regulatorische T-Zellen gelten heute als eine plastische Population, die unter
bestimmten Bedingungen dedifferenzieren und im Zuge dessen andere
Eigenschaften erlangen kann. Eine einsetzende Treg-Dedifferenzierung,
hervorgerufen durch die Stimulation mit aktivierten pDC, kdnnte von dem Verlust
inhibitorischer Kapazitat begleitet werden und so die Abwesenheit Treg-vermittelter
Suppression in pDC-stimulierten Kokulturen erklaren.

Vor der Analyse pDC-abhangiger Treg-Differenzierung wurde zunachst das generelle
Potential aktivierter pDC zur Differenzierung von CD4" T-Zellen untersucht. CD4"
T-Zellen wurden hieflr mit pDC kultiviert, nach sieben Tagen maximal restimuliert
und das Zytokinprofil durchflusszytometrisch untersucht. Als Vergleich diente die
Stimulation der T-Zellen mit terminal differenzierten kDC, die zur Ausbildung grof3er
Mengen an IFN-y- und IL-2 fuhrte. Zum Zeitpunkt der ersten Restimulation konnte in
kDC-stimulierten CD4" T-Zellen keine Produktion von IL-4, IL-10 und IL-17 detektiert
werden (Abbildung 3.8). Im Einklang mit der schwachen T-Zell-stimulatorischen
Kapazitat aktivierter pDC, produzierten CD4" T-Zellen nach Stimulation mit pDC und
maximaler Restimulation geringere IL-2-Mengen als es nach kDC-Stimulation der
Fall war. Eine Produktion von IFN-y, IL-4, IL-10 und IL-17 war nicht detektierbar.
Abbildung 3.8B zeigt, dass die Restimulation von Treg an Tag sieben nach kDC-
Stimulation zur Produktion geringer IL-2-Mengen fuhrt, wahrend die Produktion von
IL-4, IL-10, IL-17 und IFN-y nicht detektierbar ist. Erfolgte die Primarstimulation
hingegen mit aktivierten pDC, war eine deutliche IL-2-Produktion in Treg
detektierbar. Weitere untersuchte Zytokine konnten nicht gemessen werden. Wichtig
war die Beobachtung, dass sich die IL-2-Produktion auf eine Population
Foxp3-negativer T-Zellen beschrankt (Abbildung 3.8C). Das Fehlen eines
Treg-spezifischen Markers macht eine Interpretation dieser Ergebnisse schwierig, da
die Produktion von IL-2 durch kontaminierende T-Helferzellen nicht ausgeschlossen

werden kann.
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Abbildung 3.8: Zytokinprofil regulatorischer T-Zellen nach Primédrstimulation mit
unterschiedlichen Subpopulationen dendritischer Zellen

Isolierte CD4" T-Zellen (A) oder Treg (B) wurden mit aktivierten kDC oder pDC stimuliert. An Tag 7
erfolgte die Restimulation mit PHA und PMA in Gegenwart von Monensin. Nach Fixierung und
Permeabilisierung der Zellen konnten produzierte Zytokine intrazelluldr geférbt und
durchflusszytometrisch analysiert werden. (C) PHA/PMA restimulierte Treg an Tag 7 nach
Primérstimulation mit pDC wurden fixiert und permeabilisiert. Dargestellt ist eine
durchflusszytometrische Analyse von intrazelluldrem IL-2 und des Transkriptionsfaktors Foxp3, in
CD3" T-Zellen.
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3.9 Regulatorische T-Zellen zeigen einen geringen Aktivierungsgrad nach

Stimulation mit plasmazytoiden dendritischen Zellen

Die Funktionalitat von Treg ist direkt abhangig von der Aktivierung Uber den
T-Zellrezeptorkomplex, zusammen mit adaquater Kostimulation. Erst danach kann
die Antigen-unspezifische, zellkontaktabhangige Suppression benachbarter
Immunzellen erfolgen " Im Zuge der Aktivierung von Treg, kommt es zur
Expression verschiedener Treg-assoziierter Oberflachenmolekile. Hierzu gehort
beispielsweise das Molekll GARP (Glycoprotein A repetitions predominant), dessen
Expression nach T-Zellrezeptor-vermittelter Aktivierung auf Treg induziert wird und
auch in die Treg-Funktionalitat involviert ist °®. Das Molekiil CTLA-4 (Cytotoxic T
lymphocyte antigen-4) liegt in ruhenden Treg konstitutiv in intrazellularen
Kompartimenten vor und wird von dort nach Aktivierung auf die Zelloberflache
transportiert ?%24%71 |n den durchgefiihrten Analysen dienten die Expressionshéhen
beider Molekule zur Determination des Aktivierungsgrades stimulierter Treg.
Abbildung 3.9 zeigt, dass beide Molekule, wie beschrieben, nicht auf der Oberflache
ruhender Treg detektierbar sind. Ein starker polyklonaler T-Zellrezeptor-Stimulus
durch anti-CD3 mAk zusammen mit Kostimulation in Form von anti-CD28 mAk
induzierte die maximale Expression von GARP auf ca. 60% der Foxp3™ T-Zellen und
CTLA-4 auf ca. 36% der Foxp3® T-Zellen und spiegelte so die Treg-Aktivierung
wider. Auch der Transkriptionsfaktor Foxp3 wurde aktivierungsabhangig in seiner
Expression erhoht. Die potente T-Zellstimulation durch aktivierte kDC flihrte ebenfalls
zu einer hohen GARP- und CTLA-4-Expression auf Treg, die aber erwartungsgemaf
nicht den Grad nach polyklonaler Stimulation erreichte. Ebenso wurde die Foxp3-
Expression hochreguliert. Ein additiver T-Zellrezeptorstimulus (5 pg/ml anti-CD3
mAK) verbesserte das ohnehin starke T-Zell-stimulatorische Potential der kDC nur
marginal, auch ein erhohter Kostimulus (1 pg/ml anti-CD28 mAk) bewirkte nur
geringe Veranderungen in der Expressionserhdhungen von GARP und CTLA-4
(Daten nicht gezeigt).

Im Gegensatz dazu, fuhrte die Verwendung aktivierter pDC als Treg-Stimulatoren zu
sehr geringen Mengen von GARP (7% der Foxp3® T-Zellen) und CTLA-4
(17% Foxp3® T-Zellen), was den geringen Aktivierungsgrad so stimulierter Treg

reprasentierte. Der Zusatz von anti-CD3 mAKk steigerte den Aktivierungsgrad der
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Treg deutlich: GARP wurde nun auf der Oberflache von 31%, CTLA-4 von 25% aller
Foxp3™ T-Zellen detektiert. Demgegeniiber fiihrte ein erhohter Kostimulus durch
Zugabe von anti-CD28 mAk zu kaum gesteigerter GARP- und CTLA-4-Expression
(nicht gezeigt).

Der pDC-abhangige Kostimulus scheint somit nicht der limitierende Faktor zur
Aktivierung von Treg zu sein, weshalb in weiteren Analysen der Fokus auf dem pDC-
vermittelten T-Zellrezeptorsignal lag. Ob ein erhdhter T-Zellrezeptorstimulus nicht nur
den Treg-Aktivierungsgrad andert, sondern auch die Suppressor-Fahigkeit moduliert,

sollte in funktionellen Ansatzen geklart werden.
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Abbildung 3.9: Analyse des Aktivierungsgrades regulatorischer T-Zellen nach Stimulation mit
unterschiedlichen Subpopulationen dendritischer Zellen.

2x10° Treg wurden mit allogenen aktivierten pDC oder kDC im Verhéltnis 5:1 stimuliert, zur Erh6hung
des T-Zellrezeptorsignals wurden 5 ug/ml anti-CD3 mAk zugegeben. Polyklonale Stimulation mit
5 ug/ml anti-CD3 mAk und 1 ug/ml anti-CD28 mAk diente als Kontrolle. Frisch isolierte und 48h
stimulierte Treg wurden mit 7-Aminoactinomycin-D und den Fluorochrom-konjugierten mAk anti-CD3,
anti-GARP oder anti-CTLA-4 geférbt. Zur Darstellung von Foxp3 wurden die Zellen fixiert,
permeabilisiert, mit anti-Foxp3 mAk geférbt und durchflusszytometrisch analysiert. Die Verwendung
des Avitalfarbstoffs 7-Aminoactinomycin (7-AAD) erméglichte den Ausschluss toter Zellen. Dargestellt
sind CD3" T-Zellen, die Zahlen stellen den prozentualen Anteil der Aktivierungsmarker in CD3* Foxp3*
T-Zellen dar.
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3.10 Die Erhohung des T-Zellrezeptorsignals in pDC-stimulierten Kokulturen

fuhrte zu einer partiellen Wiederherstellung Treg-vermittelter Suppression

Die Beobachtung, dass ein erhdhter T-Zellrezeptorstimulus bei Stimulation von Treg
mit pDC einen gesteigerten Treg-Aktivierungsgrad bewirkte, fuhrte zu der These,
dass pDC kein ausreichend starkes Signal zur funktionellen Aktivierung von Treg
liefern. Dies konnte in nicht-funktionellen Treg resultieren und kokultivierten
T-Effektorzellen die Proliferation in ihrer Gegenwart erlauben.

Zur Testung dieser These wurden pDC-stimulierten Kokulturen von CD4" T-Zellen
und Treg unterschiedliche Konzentrationen von anti-CD3 mAk zugesetzt. Wie in
Abbildung 3.10 dargestellt, fuhrte die Erhohung des T-Zellrezeptorstimulus in diesen
Kulturen tatsachlich zur partiellen Wiederherstellung der Suppression der CD4"
T-Zellproliferation. Dieser Effekt war dosisabhangig, das heild3t ein starker
T-Zellrezeptorstimulus korrelierte mit starker Suppression.

Im Einklang mit dem Ergebnis der durchflusszytometrischen Analyse des
Aktivierungsgrades von Treg, stellte die Erhdhung des kostimulatorischen Signals
keine Suppression in pDC-stimulierten Kokulturen her. Im Gegenteil, die zusatzliche

Kostimulation durch anti-CD28 mAk erhohte die Proliferation in den Kokulturen.

Abbildung 3.10: Die Erhéhung des T-

Zellrezeptorsignals in pDC-stimulierten
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Zusammenfassend lassen die Daten darauf schliefen, dass aktivierte pDC
ausreichend starkes T-Zellrezeptorsignal zur funktionellen Aktivierung von Treg
liefern. Ihr stimulatorisches Potential reicht jedoch aus, um kokultivierte T-Zellen zur

Proliferation zu bringen.

3.11 Die Rolle von ICOS bei der DC-vermittelten Induktion regulatorischer
T-Zellen

In Abwesenheit eines inflammatorischen Milieus prasentieren unreife DC Peptide von
Selbstantigenen tuber MHC-Molekiile auf ihrer Oberflache, die sie aus der Peripherie
in sekundare lymphatische Organe transportieren. Der initiale Kontakt autoreaktiver
T-Zellen mit unreifen kDC fuhrt zur Autoantigen-spezifischen funktionellen
Ruhigstellung dieser T-Zellen, sie werden anergisch. Zudem setzt in den T-Zellen die
Differenzierung zu induzierten Treg ein, die hohe Mengen des anti-inflammatorischen
Zytokins IL-10 produzieren und suppressiv sind. Durch ihre Fahigkeit zur Treg-
Induktion, stellen unreife DC einen zentralen Punkt in der Aufrechterhaltung der
peripheren Toleranz dar ",

Der genaue Mechanismus, der die Differenzierung zur induzierten Treg bedingt, war
bislang nicht klar beschrieben. Ein entscheidendes Kriterium ist hierbei allerdings die
Kostimulation der T-Zelle. Insbesondere das kostimulatorische Molekul CD28 nimmt
eine zentrale Rolle ein. CD28 wird konstitutiv und exklusiv auf T-Zellen exprimiert
und komplettiert, zusammen mit einem T-Zellrezeptor-Stimulus, die T-Zellaktivierung.
Weiter verstarkt CD28 die T-Zellproliferation und steigert die Produktion von IL-2 8,
Strukturelle und funktionelle Ahnlichkeiten mit CD28 weist das kostimulatorische
Molekiil ICOS (inducible costimulator) auf **. Anders als CD28, muss ICOS jedoch
erst durch eine T-Zellrezeptor-vermittelte Stimulation auf der T-Zelle induziert werden
(Abbildung 3.11). Die ICOS-Expression hangt daher mit der Expression von
Aktivierungsmarkern fur T-Zellen wie CD25 und CD69 zusammen (Abbildung 3.11).
Auch 1ICOS-Kostimulation verstarkt die Proliferation von T-Zellen, hat aber keinen
Einfluss auf die Produktion von IL-2. Im Gegensatz zu CD28, steigert es jedoch
drastisch die IL-10-Produktion [69;70], das fir den Differenzierungsprozess zur

induzierten Treg von Bedeutung zu sein scheint 1. Im Weiteren sollten die beiden
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Klassen kostimulatorischer Molekule hinsichtlich ihrer Beteiligung an der

Toleranzinduktion durch unreife kDC untersucht werden.

CD4* T-Zellen + anti-CD3 mAk + anti-CD28 mAk
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Abbildung 3.11: Durchflusszytometrische Expressionsanalyse von ICOS auf ruhenden und
aktivierten CD4" T-Zellen

Isolierte CD4"™ T-Zellen wurden polyklonal mit 0,5 ug/ml anti-CD3 mAk und 1 ug/ml anti-CD28 mAk
stimuliert. Ruhend, 24 oder 48 Stunden nach Stimulation wurden die Zellen mit Fluorochrom-
konjugierten mAk gefédrbt und im Durchflusszytometer analysiert. Gepunktetes Histogramm:
Expression auf ruhenden CD3" T-Zellen; Histogramm mit dicker schwarzer Linie: Expression nach 24h
Stimulation; grau hinterlegtes Histogramm: Expression nach 48h Stimulation.

3.12 Analyse der ICOS-L-Expression auf konventionellen dendritischen Zellen

DC-vermittelte Kostimulation bildet neben dem T-Zellrezeptor-Stimulus das zweite
Signal, das fiir eine vollstandige T-Zellaktivierung notwendig ist **. Betrachtet man
das Expressionsprofil kostimulatorischer Moleklle auf Antigen-prasentierenden
Zellen, geht die (Pathogen-induzierte) Aktivierung der Zellen meist mit der Induktion
oder Erhdhung der Expression einher. Auf diese Weise wird sichergestellt, dass
T-Zellen nur im inflammatorischen Kontext aktiviert werden.

Abbildung 3.12 zeigt, dass ICOS-L bereits von unreifen kDC exprimiert wird.
Demgegenuber wird CD80, ein Ligand fur CD28, nicht exprimiert. Die Expression
von CD86, dem zweiten CD28-Liganden, ist zwar bereits auf der Oberflache unreifer

kDC detektierbar, wird aber wahrend der terminalen Differenzierung weiter erhoht.
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Zudem exprimieren erst terminal differenzierte kDC hohe Mengen des Kostimulators
CD80. Im Gegensatz dazu verandert sich die ICOS-L-Expression kaum (Abbildung
3.12).

unreife kDC
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FSC HLA-DR

terminal differenzierte kDC
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Abbildung 3.12: Durchflusszytometrische Analyse von ICOS-L auf der Oberfldche unreifer und
terminal differenzierter kDC

Monozyten wurden sechs Tage in Gegenwart von IL-4 und GM-CSF zu unreifen kDC differenziert,
geerntet und weitere zwei Tage zusammen mit einem Cocktail pro-inflammatorischer Zytokine
terminal differenziert oder in IL-4- und GM-CSF-haltigen Medium im unreifen Stadium belassen. Die
zwei KDC-Populationen wurden geerntet und mit Fluorochrom-konjugierten mAk anti-HLA-DR, anti-
ICOS-L, anti-CD80 und anti-CD86 zur durchflusszytometrischen Analyse gefarbt.
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3.13 Analyse der Proliferation distinkter T-Zellpopulationen nach Stimulation

mit unreifen und reifen konventionellen dendritischen Zellen

Dendritische Zellen nehmen als Wachterzellen des Immunsystems eine
SchlUsselposition in der Initierung adaptiver Immunantworten ein. Die DC-Funktion
ist hierbei direkt an ihren jeweiligen Reifungsgrad gekoppelt. Die Frage, inwieweit die
DC-vermittelte T-Zellantwort auch durch den Differenzierungsgrad der T-Zellen
beeinflusst wird, sollte in den nachsten Experimenten adressiert werden. Daher
wurden zunachst CD4'CD45RO* T-Effektorzellen und ruhende CD4'CD45RA"
T-Zellen aus dem peripheren Blut und naive CD4'CD25 T-Zellen aus
Nabelschnurblut isoliert. Der Differenzierungsgrad der T-Zellen nimmt in dieser
Reihenfolge stetig ab: bis hin zur naiven T-Zelle, die noch keinen Antigenkontakt
erfahren hat.

Die drei T-Zellpopulationen wurden mit unreifen oder terminal differenzierten kDC
stimuliert. Nach zwei Wochen erfolgte dann die Restimulation der T-Zellen mit den
jeweiligen kDC-Populationen der Primarstimulation. Wie in Abbildung 3.13A zu
erkennen ist, zeigen naive und ruhende CD4'CD45RA" T-Zellen die groRten
proliferativen Unterschiede nach Stimulation mit unreifen oder reifen kDC: die
Stimulation mit reifen kDC fuhrt zu hoher, die Stimulation mit unreifen kDC zu
geringer Proliferation. Demgegenuber lassen sich T-Zellen mit hoéherem
Differenzierungsgrad wie CD4"CD45RQO" T-Effektorzellen, sowohl mit reifen als auch
mit unreifen kDC effizient zur Proliferation bringen.

Erfolgte die Restimulation von naiven oder ruhenden T-Zellen, die mit unreifen kDC
primarstimuliert wurden, mit reifen kDC, lasst sich selbst nach diesem optimalen
Stimulus nur geringe Proliferation detektieren. Umgekehrt bendtigen T-Zellen, die mit
reifen KDC primarstimuliert wurden, keinen besonders starken Stimulus um zur
Proliferation gebracht zu werden (Abbildung 3.13B). Ahnlich wie CD4*CD45RO" T-
Effektorzellen, schien auch die Aktivierung dieser T-Effektorzellen weniger von
Kostimulation als vom empfangenen T-Zellrezeptorsignal abhangig zu sein. Aus
Abbildung 3.13C wird zudem ersichtlich, dass T-Zellen nach Stimulation mit terminal
differenzierten kDC wesentlich starker expandieren, als nach Stimulation mit unreifen
kDC.
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Der Einfluss des kDC-Reifungsgrades auf die T-Zellproliferation sank mit steigendem
Differenzierungsgrad der T-Zellen. Differenzierte T-Effektorzellen lassen sich durch
kDC-Stimulation weniger beeinflussen als naive oder ruhende T-Zellen. Letztere
T-Zellpopulationen zeigen nach Primarstimulation mit unreifen kDC, selbst nach
optimalem Stimulus eine verringerte Proliferation. Diese verringerte Proliferation,
zusammen mit dem Verlust der Produktion von IL-2 und IFN-y, weist auf die
Etablierung eines anergischen Zustands in T-Zellen hin. Die Ausbildung von Anergie
nach  wiederholter  Stimulation mit  unreifen kDC, ist Teil des

Differenzierungsprozesses, der letztlich zu der Induktion von Treg fuhrt (1,
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Abbildung 3.13: Proliferation unterschiedlicher T-Zellpopulationen nach Stimulation mit
unreifen oder reifen konventionellen DC

(A) Naive CD4" T-Zellen, ruhende CD4°CD45RA" T-Zellen oder CD4*CD45R0O" T-Effektorzellen
wurden mit unreifen oder reifen kDC primér stimuliert (T-Zellen : kDC 10:1). Nach 14 Tagen wurden
die T-Zellpopulationen geerntet und mit unreifen bzw. reifen kDC restimuliert. Die Proliferation wurde
am Tag drei mittels Inkorporation von 3H-Thymidin im  p-Szintillationszdhler gemessen. Die
Proliferation von T-Zellen, die mit reifen KDC primér stimuliert wurden, ist als 100% dargestellt.

(B) Mit unreifen (weil) oder reifen kDC (schwarz) stimulierte naive CD4" T-Zellen wurden geerntet und
jeweils mit unreifen oder reifen kDC im Verhéltnis 10: 1 (T-Zellen : pDC) restimuliert. Die Proliferation
wurde mittels Inkorporation von 3H—Thymidin an Tag drei nach Restimulation ermittelt. Dargestellt ist
die Proliferation eines reprdsentativen Experiments zur ersten Restimulation als arithmetischer
Mittelwert, inklusive Standardabweichung aus Triplikat-Ansétzen.

(C) Dargestellt ist die Expansion naiver CD4" T-Zellen zum Zeitpunkt der ersten Restimulation. Die
Expansionsrate ergibt sich aus der ermittelten Lebendzellzahl zum Zeitpunkt der Restimulation geteilt

durch die Eingangszellzahl.
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3.14 Die Interaktion von ICOS und ICOS-L beeinflusst die

Proliferationsfahigkeit stimulierter T-Zellen

Im Verhaltnis zu terminal differenzierten kDC, exprimieren unreife kDC nur sehr
wenig CD28-Liganden. Im Gegensatz dazu zeigen unreife kDC jedoch eine hohe
ICOS-L-Expression auf ihrer Oberflache (Abbildung 3.12), weshalb dieses Molekiil
von besonderer Bedeutung fur unreife kDC sein konnte. Zur Klarung der Frage,
welchen Anteil ICOS-L an der kostimulatorischen Kapazitat unreifer kDC hat, wurden
T-Zellen in Gegenwart blockierender anti-ICOS-L mAk mit unreifen oder reifen kDC
stimuliert.

Wurde der ICOS-Signalweg wahrend der Stimulation mit reifen kDC, im Kontext
starker CD28-Signale blockiert, mindert sich die starke T-Zell-stimulatorische
Kapazitat terminal differenzierter kDC nicht (Daten nicht gezeigt).
Uberraschenderweise bewirkte die weitere Reduktion des kostimulatorischen
Potentials unreifer kDC durch ICOS-L-Blockade wahrend der Stimulation, keine
Verschlechterung der T-Zellproliferation. Vielmehr proliferierten naive und ruhende
T-Zellen unter diesen Stimulationsbedingungen wesentlich starker (Abbdildung
3.14A). Da die Proliferation von CD4"'CD45RO" T-Effektorzellen nicht von dem
kostimulatorischen Potential der stimulierenden kDC abhing (Abbdildung 3.13A),
waren diese T-Zellen erwartungsgemal insensitiv fur die ICOS-L-Blockade.

Auch die Expansion der T-Zellen, die mit unreifen kDC stimuliert wurden, ist in
Abwesenheit der Kostimulation durch ICOS-L wesentlich héher (Abbildung 3.14C).
Zusammenfassend lasst sich somit eine Beteiligung der Interaktion von ICOS und

ICOS-L an der funktionellen Ruhigstellung von T-Zellen durch unreife kDC vermuten.

60



Ergebnisse

A
CD4*CD45RO* T-Zellen CD4*CD45RA* T-Zellen naive CD4* T-Zellen
n.s. n.s. * %% * %% *% *
— 160 1 — 1601 — 160 -
o A o o
2 140 - 2 1404 i 22140 -
S 120 S 1204 S 120 g
ke g o K]
‘§100-+ 8 © 1001—e— —g © 100 1 —o—
QL 804 L 80+ o QL 80 - (o]
S 60 - oo S 60 e S 60
0 40 - o 404 -0 0 40 4 —O—
20 204 %) 20 ® A
O O @] @] O O
SRS RY O 7 SRS RY
N4 49 @ O g 49 o) N 492 @ O
N N N
OX (b(\ 0)( {b(\ OX ,b(\
@ Stimulation mit reifen kDC O Stimulation mit unreifen kDC
A Stimulation mit unreife kDC + anti-ICOS-L mAk
B Stimulation mit:
reifen kDC *
unreifen kDC
*
unreifen kDC
+ anti-ICOS-L
1 2
Expansionsrate

Abbildung 3.14: Induktion von Anergie in T-Zellen durch unreife kDC bedarf der Interaktion von
ICOS und ICOS-L

(A) CD4*CD45R0O" T-Effektorzellen (links), ruhende CD4*CD45RA" T-Zellen (Mitte) oder naive CD4"
T-Zellen (rechts) wurden mit reifen oder unreifen kDC primér stimuliert (T-Zellen:kDC 10:1). Zur
Blockade der ICOS/ICOS-L Interaktion wurde einigen Primérstimulationen mit unreifen kDC 10 ug/ml
anti-ICOS-L mAk zugegeben. An Tag 14 wurden die T-Zellen geerntet und mit reifen kDC restimuliert.
An Tag drei wurden pro Reaktionsgefal3 37 kBq 3H-Thymidin gegeben. Die Proliferation wurde nach
16h im p-Szintillationszéhler gemessen. Die T-Zellproliferation nach Primérstimulation mit reifen kDC
wurden als 100% dargestellt.

(B) Die Expansion naiver CD4" T-Zellen zum Zeitpunkt der ersten Restimulation wurde durch Division

der ermittelten Lebendzellzahl zum Zeitpunkt der Restimulation durch die Eingangszellzahl bestimmt.
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3.15 Die Interaktion von ICOS und ICOS-L ist beteiligt an der Differenzierung

zu induzierten regulatorischen T-Zellen durch unreife konventionelle DC

Die wiederholte Restimulation von T-Zellen mit unreifen kDC induziert die
Differenzierung zu Treg. Diese Differenzierung ist ein fortschreitender Prozess und
geht einher mit der Induktion von Anergie, einem Zustand geringer
Proliferationsfahigkeit und stark reduzierter IL-2- und IFN-y-Produktion. Zudem
produzierten diese T-Zellen erhdhte Mengen von IL-10 ' Die bisherigen
Ergebnisse lieBen vermuten, dass die Interaktion von ICOS auf T-Zellen und ICOS-L
auf unreifen kDC, zumindest fur die Etablierung eines hypoproliferativen Phanotyps
in T-Zellen notwendig ist. Inwieweit fehlende |COS-Kostimulation auch die
Ausbildung suppressiver Kapazitaten betrifft, sollten folgende Experimente zeigen.
Naive T-Zellen wurden hierfur mit unreifen kDC in An- oder Abwesenheit
blockierender anti-ICOS-L mAk primarstimuliert. Nach der dritten Restimulation mit
unreifen kDC wurden die T-Zellen geerntet und zur Uberprifung ihrer suppressiven
Kapazitat in Suppressionstests eingesetzt.

Erhielten naive T-Zellen wahrend der initialen Stimulation mit unreifen kDC ein
kostimulierendes 1COS-Signal, waren diese in der Lage kokultivierte T-Zellen zu
supprimieren. Erfolgte die Stimulation jedoch mit Blockade der Interaktion von ICOS
und ICOS-L, so bildeten diese T-Zellen kein suppressives Potential aus und
inhibierten die Proliferation kokultivierter T-Zellen nicht (Abbildung 3.15). Die

Blockade verhinderte somit die Differenzierung zu induzierten Treg.
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Abbildung 3.15: ICOS-L Blockade verhindert die Differenzierung naiver CD4" T-Zellen zu
induzierten regulatorischen T-Zellen

Naive CD4" T-Zellen wurden mit unreifen kDC in An- oder Abwesenheit blockierender anti-ICOS-L
mAk primér- und restimuliert. Primar- und Restimulation naiver T-Zellen mit reifen kDC diente als
Kontrolle. Nach der dritten Restimulation wurden die T-Zellen geerntet. AnschlieRend wurden TZ.pc
allein oder in den angegebenen Verhéltnissen mit TZ,pc oder TZ.pciani-icos-. durch reife kDC
restimuliert. Durch Zugabe von 3H—Thymidin an Tag drei der Kultur fiir 16 Stunden, konnte

anschliel3end die Proliferation der T-Zellen im [-Szintillationszdhler ermittelt werden.
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3.16 In Abwesenheit starker CD28-Signale steigert ICOS-Kostimulation die

Expression des IL-10-Rezeptors

Die Anwesenheit des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 wahrend der
Differenzierungsphase von T-Zellen ist notwendig fir die Ausbildung hyporeaktiver
T-Zellen ", Die Neutralisation von IL-10 wahrend der Priméarstimulation von T-
Zellen, zeigte daher erwartungsgemal eine Verringerung der Hypoproliferation von
T-Zellen, die mit unreifen kDC primar- und restimuliert wurden. (Abbildung 3.16A).
Sowohl ICOS als auch IL-10 sind somit zur Induktion der Hypoproliferation von
T-Zellen nach wiederholter Stimulation mit unreifen kDC notwendig. Im Folgenden
sollte daher untersucht werden, inwieweit ICOS die Expression des IL-10-Rezeptors
(IL-10R) auf T-Zellen beeinflussen und so ihre IL-10-Sensitivitdt modulieren kann.
Naive CD4" T-Zellen wurden daher mit unreifen oder reifen kDC stimuliert und nach
funf Tagen durchflusszytometrisch auf die IL-10R-Expression analysiert. Wie aus
Abbildung 3.16B ersichtlich wird, war die hochste IL-10R-Expression nach
Stimulation mit unreifen kDC detektierbar, wahrend nach Stimulation mit reifen kDC
nur noch geringe Mengen von IL-10R messbar waren. Wurde die
ICOS-Kostimulation wahrend der Stimulation mit unreifen kDC durch Zugabe von
anti-ICOS-L mAk blockiert, so verringerte sich die IL-10R-Expression auf den
T-Zellen um fast 60%.

Zur Verdeutlichung ICOS-abhangiger IL-10R-Expression, wurden naive CD4"
T-Zellen in einem System ohne Antigen-prasentierende Zellen stimuliert. Ein
T-Zellrezeptor-Stimulus zusammen mit ICOS-Kostimulation bewirkte eine deutliche
Expression von IL-10R auf den T-Zellen (Abbildung 3.16C, Mitte). Wurde der
T-Zellrezeptor-Stimulus von einem starken CD28-Signal begleitet (Abbildung 3.16C,
links), war nur eine geringe IL-10R-Expression messbar. Die zusatzliche Stimulation
uber ICOS durch anti-ICOS mAk (Abbildung 3.16C, rechts) erhohte die
IL-10R-Expression nicht weiter.

Der CD28-Stimulus verhinderte somit die Expressionserhdhung des IL-10R und
dominierte den ICOS-vermittelten Effekt der erhdhten IL-10R-Expression. ICOS
konnte seine Wirkung folglich nur in einem Kontext schwacher (bei unreifen kDC,
Abbildung 3.16B, Mitte) oder abwesender Kostimulation tUber CD28 (Abbildung
3.16C, Mitte) entfalten.
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Abbildung 3.16: Durchflusszytometrische Analyse ICOS-abhédngiger IL-10R-Expression auf
CD4" T-Zellen.

(A) CD4'CD45RA"™ T-Zellen wurden mit unreifen kDC primér stimuliert (T-Zellen:DC 10:1).
Produziertes IL-10 wurde mit 10 ug/ml anti-IL-10 mAk neutralisiert. Die Primérstimulation mit terminal
differenzierten kDC diente als Kontrolle und wurde als 100% definiert. Dargestellt ist die Proliferation
der T-Zellen in Prozent zum Zeitpunkt der ersten Restimulation mit terminal differenzierten kDC. Jeder
Punkt repréasentiert einen gesunden Spender.

(B) Naive CD4" T-Zellen wurden mit unreifen kDC in An- oder Abwesenheit blockierender anti-ICOS-L
mAk stimuliert. Die Stimulation mit reifen kDC diente als Kontrolle. Flinf Tage nach Stimulation wurden
die T-Zellen geerntet und die IL-10R-Expression durchflusszytometrisch analysiert.

(C) Dargestellt ist die durchflusszytometrische Analyse der IL-10R-Expression auf T-Zellen. Naive
CD4" T-Zellen wurden in den angegebenen Kombinationen mit 1 ug/ml anti-CD3 mAk, 10 ug/mi
anti-ICOS mAk und 1 pg/ml anti-CD28 mAk stimuliert und an Tag fiinf im Durchflusszytometer

analysiert.
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4 Diskussion

Das periphere Blut umfasst zwei Populationen dendritischer Zellen (DC):
plasmazytoide DC (pDC) und konventionellen DC (kDC) *". Die Funktionen der DC
sind breit gefachert: als Bindeglied zwischen angeborener und adaptiver Immunitat
sind sie nicht nur hocheffiziente Initiatoren von Immunantworten gegen eindringende
Pathogene. Auch fur die Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz bilden sie eine
zentrale SchlUsselfigur, beispielsweise durch ihre Fahigkeit IL-10-produzierende T-
Zellen mit suppressiver Kapazitit zu generieren Y. Diese beiden im Grunde
gegensatzlichen DC-Funktionen (Immunitat versus Toleranz) assoziieren immer mit
dem individuellen Aktivierungs- und Reifungsgrad der DC, der wiederum durch
inflammatorische Mediatoren im umgebenen Milieu beeinflusst wird. Nach
Aktivierung mit adaquaten Stimuli, zeigen beide DC-Gruppen eine starke
Hochregulierung der Expression kostimulatorischer Molekule. Wie hier gezeigt, ist die
finale Expressionshohe kostimulatorischer Molekule auf aktivierten pDC jedoch
deutlich geringer als auf aktivierten kDC. Es war daher nicht Uberraschend, dass
aktivierte pDC eine vergleichsweise schwache Proliferation allogener T-Zellen
induzierten. Auch die Produktion der Effektorzytokine IL-2 und IFN-y von T-Zellen
war nach Stimulation mit pDC geringer als mit kDC. Das T-Zell-stimulatorische
Potential aktivierter pDC ist daher niedrig, korreliert mit der geringeren
Expressionshohe kostimulatorischer Moleklle und ist dem terminal differenzierter
kDC unterlegen. Diese Beobachtungen stimmen mit Ergebnissen verschiedener
Gruppen Uberein, die aktivierten pDC ebenfalls geringe T-Zell-stimulatorische

Kapazitaten zuschreiben 374731,

Im Fokus dieser Arbeit standen Untersuchungen zur funktionellen Wechselwirkungen
von DC, T-Zellen und regulatorischen T-Zellen (Treg). So konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass die Stimulation von Kokulturen mit aktivierten pDC oder kDC in
beiden Fallen zur Proliferation und Expansion der T-Effektorzellen fuhrte. Diese
Tatsache war zumindest fur die Stimulation mit pDC Uberraschend, da diese DC-
Subpopulation nur schwache T-Zellstimulatoren sind. Aus der Literatur war bereits
bekannt, dass aktivierte kDC Treg-vermittelte Suppression brechen koénnen. So
zeigten Medzhitov et al., dass LPS-stimulierte kDC I0sliche Mediatoren wie IL-6

produzieren, die eine Proliferation der T-Effektorzellen in Gegenwart von Treg
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ermdglichen . Arbeiten von Steinman et al. wiesen auf die Fahigkeit von kDC hin,
auch Treg selbst zur Proliferation zu bringen. Die proliferativen Treg verloren
transient ihre Suppressoraktivitat und erlaubten die Proliferation kokultivierter T-
Zellen P! Der in dieser Arbeit dargestellte Verlust Treg-vermittelter Suppression in
kDC-stimulierten Kokulturen beruhte vermutlich auf der einsetzenden Proliferation
beider T-Zellpopulationen, da sowohl T-Effektorzellen, als auch Treg proliferierten.

Im Falle pDC-stimulierter Treg, zeigten die Ergebnisse dieser Arbeit jedoch
interessanterweise, dass diese anergisch blieben. Durch Markierung mit einem
intrazellularen Vitalfarbstoff, konnte belegt werden, dass sich in pDC-stimulierten
Kokulturen die Proliferation lediglich auf T-Effektorzellen beschrankte. Im Gegensatz
zu kDC, konnten aktivierte pDC somit nicht die Treg-Anergie durchbrechen.

Die T-Zellstimulation humaner pDC im tolerogenen Milieu war bisher nicht
Gegenstand von Untersuchungen. Arbeiten in Ratten von Ouabed et al. zeigten,
dass CpG-aktivierte pDC die Proliferation von Treg auslésen. Die pDC-induzierte
Treg-Proliferation filhrte so zum Verlust der Treg-vermittelten Suppression . Die
bestehende Anergie pDC-stimulierter Treg in dieser Arbeit konnte durch
unterschiedliche funktionelle pDC-Eigenschaften in Ratte und Mensch begrindet
sein.

Die hier gezeigten Daten sind insofern von Interesse, als das humane pDC immer

[76771  Zahlreiche

wieder im Kontext autoimmuner Erkrankungen stehen
Arbeitsgruppen beschrieben, dass die Aktivierung humaner pDC ohne
Vorhandensein einer Infektion, gefolgt von der Produktion von Typ-l Interferonen,
eine zentrale Rolle in der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen spielt. So
zeigten Nestle et al. beispielsweise in einem xenogenen Transplantationsmodel flr
humane Psoriasis, dass pDC in die Haut der Psoriasis-Patienten wandern, wo sie
nach Aktivierung IFN-a produzieren und den Verlauf der Krankheit verschlimmern
[81 ' Auch im Fall von Patienten mit systemischen Lupus erythrematosus korreliert das
von aktivierten pDC produzierte IFN-o im Serum der Patienten mit der Starke der
Auspragung dieser Autoimmunerkrankung "%®%. Derartige Beobachtungen kénnten
dadurch erklart werden, dass pDC eine Treg-vermittelte Suppression umgehen und
so autoreaktive T-Zellen aktivieren und zur Expansion bringen.

Das Fehlen Treg-vermittelter Suppression durch Stimulation mit aktivierten pDC war
nicht abhangig vom produzierten IFN-a. Durch die Blockade der

pro-inflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-o konnte auch die Beteiligung dieser
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I6slichen Mediatoren ausgeschlossen werden. In dieser Arbeit konnte nur ein
minimaler, nicht signifikanter Effekt bei der Blockade von IL-13 ausgemacht werden,
ein Zytokin welches nicht von pDC selbst produziert wird 4. Der beobachtete Effekt
schien daher T-Zell-intrinsisch und war aller Wahrscheinlichkeit nach nicht pDC-
vermittelt.

Ein weiterer Ansatz fur die Erklarung pDC-vermittelter Proliferation von T-Zellen in
Gegenwart von Treg war eine Dedifferenzierung von Treg in T-Effektorzellen, die mit
dem Verlust suppressiver Kapazitdt einhergeht. Die Differenzierung naiver CD4"
T-Zellen in Th1, Th2, Th9, Th17, Th22 oder Treg wurde lang als ein definitiver und
terminaler Prozess angesehen. Zahlreiche Arbeiten widerlegten dieses Dogma
jedoch nach und nach. Seit Yang et al. demonstrierten, dass ,terminal differenzierte®
naturlich vorkommende Treg durch Stimulation mit IL-6 die Fahigkeit zur IL-17
Produktion erlangen und letztlich zu Th17-Zellen reprogrammiert werden koénnen,
entstand die Theorie der plastischen T-Zelldifferenzierung ®". Die Stimulation von
Treg mit aktivierten pDC, flhrte zu einer deutlichen Produktion von IL-2 zum
Zeitpunkt der ersten Restimulation. Interessanterweise zeigten genauere Analysen,
dass die IL-2-Produzenten kein Foxp3 exprimierten. Auch Yang et al. zeigten, dass
die einsetzende IL-17-Produktion in den stimulierten Treg mit einer Verringerung der
Foxp3-Expression korrelierte. Das Fehlen Treg-spezifischer Molekile liel} eindeutige
Aussagen uber die Natur der IL-2-Produzenten jedoch nicht zu. Gerade weil die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten, dass eine funktionelle Aktivierung von T-
Effektorzellen in Gegenwart von Treg durch pDC vermittelt werden kann, konnte eine
Kontaminierung durch IL-2-produzierende T-Effektorzellen nicht ausgeschlossen
werden. Die Differenzierung von T-Zellen ist immer gekoppelt an ihre Proliferation.
Bird et al. haben beschrieben, dass die Transkription epigenetisch blockierter Gene,
die fur eine T-Zelldifferenzierung notwendig ist, erst nach mehrfachen Zellteilungen
erfolgen kann 2. Da pDC keinerlei Proliferation in stimulierten Treg bewirkten, wurde

die These der pDC-vermittelten Treg-Dedifferenzierung nicht weiter verfolgt.

Um ihre suppressive Funktion ausuben zu kdonnen, mussen Treg in spezifischer
Weise aktiviert werden. Die initialen Vergleiche zur T-Zell-stimulatorischen Kapazitat
beider DC-Populationen ergaben, dass aktivierte pDC den kDC unterlegen sind.
Diese Beobachtung fuhrten letztlich zu der Hypothese, dass der pDC-vermittelte

Stimulus fur eine funktionelle Treg-Aktivierung zu schwach ist, so dass kokultivierte
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T-Effektorzellen unter diesen Bedingungen proliferieren kénnen. Die Aktivierung von
Treg ist assoziiert mit der Expression verschiedener aktivierungsabhangiger
Molekiile, wie beispielsweise CTLA-4 und GARP 1292485671 Treq  die durch ein
starkes T-Zellrezeptorsignal und Kostimulation polyklonal aktiviert wurden, zeigten
eine hohe Expression von GARP und CTLA-4. Auch nach der Stimulation mit
terminal differenzierten kDC, die uUber ein hohes T-Zell-stimulatorisches Potential
verfugen, konnten hohe Expressionsgrade von GARP und CTLA-4 detektiert werden.
Die niedrige Expression beider Molekule nach pDC-Stimulation spricht dagegen fur
eine geringe Treg-Aktivierung und unterstitzt demnach die aufgestellte These.

Ein exogener T-Zellrezeptorstimulus durch Zugabe von anti-CD3 mAk zu
pDC-stimulierten Treg, erhdhte das intrinsische T-Zellrezeptorsignal und fuhrte zu
einem Oberflachenphanotyp gesteigerter Aktivitat. Interessant war, dass nur die
Erhdhung des T-Zellrezeptorstimulus zu einem gesteigerten Aktivierungsgrad der
Treg flhrte, ein erhdhter Kostimulus steigerte die Expression der Aktivierungsmarker
nicht.

Wurde der T-Zellrezeptorstimulus in pDC-stimulierten Kokulturen aus Treg und
T-Effektorzellen durch die Zugabe von anti-CD3 mAk erhdht, konnte zudem eine
partielle Wiederherstellung Treg-vermittelter Suppression nachgewiesen werden.
Auch in diesem Fall konnte ein erhohter Kostimulus keine Treg-vermittelte
Suppression induzieren. Hieraus lasst sich schlielien, dass das pDC-vermittelte
kostimulatorische Signal in Gegenwart eines starken T-Zellrezeptorstimulus zur
funktionellen Treg-Aktvierung ausreicht.

Dies fuhrte zu der Hypothese, dass der Verlust der Treg-vermittelten Suppression in
pDC-stimulierten Kokulturen das Resultat eines insuffizienten T-Zellrezeptorsignals
ist, das aktivierte pDC den Treg liefern. Eine aktive Inhibierung der Treg-Funktion
durch pDC ist unwahrscheinlich, da ein zusatzlicher T-Zellrezeptorstimulus durch
anti-CD3 mAKk die Suppression wiederherstellt.

Die Aktivierung einer T-Zelle ist ein komplexer Prozess, der sich aus T-Zellrezeptor-
abhangigen und -unabhingigen Signalen zusammensetzt ®°. Die erhobenen Daten
lassen vermuten, dass die Gesamtheit der pDC-vermittelten aktivierenden Signale zu
schwach sind um Treg zu funktionalisieren, andererseits reicht das selbe Signal aus,
T-Effektorzellen zur Proliferation zu bringen. Hierdurch lassen sich auch die
Beobachtungen der Arbeiten von Houot et al. erklaren, die zeigten, dass Treg die

Funktion von kDC, nicht aber die von pDC modulieren kénnen B4 In letzterer
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Konstellation kommt es zu keiner adaquaten Aktivierung der Treg, so dass diese

wiederum nicht in der Lage sind pDC in ihrer Funktion zu beeinflussen.

Postuliert man einen Schwellenwert in der Aktivierungsstarke, der zur Induktion
suppressiver Treg-Funktion Uberschritten werden muss, so erreicht eine
pDC-vermittelte Aktivierung diesen ersten Schwellenwert nicht (Abbildung 4.1). Auf
der anderen Seite Uberschreitet die Stimulation mit kDC einen zweiten
Schwellenwert, ab dem die Proliferation von Treg ausgelost wird. Die Induktion der
Treg-Proliferation geht einher mit dem Verlust ihrer suppressiven Kapazitat.
Zwischen diesen beiden Schwellenwerten befindet sich die optimale
Stimulationsstarke  fur  die  funktionelle  Treg-Aktivierung. Unter diesen
Stimulationsbedingungen verbleibt die Treg anergisch und kann zellkontaktabhangig
und antigen-unspezifisch die Suppression benachbarter Immunzellen vermitteln.

Ein ahnlicher Regulationsmechanismus wurde fir die Entwicklung natirlich

vorkommender Treg im Thymus postuliert %%

. Die T-Zellrezeptor-Aviditat zu
Komplexen aus MHC-Molekulen und korpereigenen Peptiden entscheidet darlber,
ob T-Zellen positiv-selektioniert werden oder der klonalen Deletion unterliegen. Die
Differenzierung zur Treg bedarf einer Aviditdt des T-Zellrezeptors, der in einem
schmalen Bereich zwischen Positivselektion und Deletion liegt ['*#7],

In diesem Kontext ist auch das murine Modell von Moran et al. interessant, in
welchem die empfangene T-Zellrezeptorstarke peripherer T-Zellen visualisiert wird.
Die T-Zellen dieses Modells besitzen einen transgenen T-Zellrezeptor, der in
Abhangigkeit der empfangenen Signalstarke die Expression von GFP induziert.
Anhand der GFP-Expressionshohe kann so auf die Starke des T-Zellrezeptorsignals
geschlossen werden. Moran et al. demonstrieren, dass Treg in der Peripherie
grolkere Mengen von GFP exprimieren, als T-Effektorzellen. Treg empfingen somit
starkere T-Zellrezeptorsignale als konventionelle T-Zellen 8 was den postulierten

Bedarf hoherer T-Zellrezeptor-Signale widerspiegeln kdnnte.
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung des postulierten Zusammenhangs von Treg-Funktion
und Stimulationsstérke

Das Schema stellt den Zusammenhang der vermittelten Aktivierungsstéarke auf der X-Achse und die
Funktionszusténde einer stimulierten Treg auf der Y-Achse dar. Die weiBen Punkte symbolisieren den
1. Schwellenwert (Treg bleibt anergisch und wird ausreichend stimuliert, um Suppression zu
vermitteln) und den 2. Schwellenwert (Treg-Anergie wird gebrochen, Treg-vermittelte Suppression
geht verloren).

Die Daten dieser Arbeit beschreiben eine neue Funktion von pDC. Durch die
Vermittlung aktivierender Signale, die stark genug fur T-Effektorproliferation, nicht
aber fur die funktionelle Treg-Aktivierung sind, umgehen pDC die suppressive
Aktivitat humaner Treg. Diese Erkenntnisse konnten in zuklnftige Ansatze zur
Verbesserung von Anti-Tumortherapien flieRen. So kdénnten beispielsweise mit
Tumorantigenen-gepulste pDC die =zellulare Komponente einer Vakzinierung-
basierten Therapie gegen Tumore bilden. Die hier gezeigten Eigenschaften der pDC
pradestinieren diese DC-Gruppe flur eine derartige Anwendung. Arbeiten der eigenen
Arbeitsgruppe  zeigten, dass eine fortschreitende  Metastasierung in
Melanompatienten mit einer erhdhten Frequenz von Treg einhergeht. Die so erhdhte
Tolerogenitat bewirkte eine verringerte Immunantwort auf Recallantigene wie
Tetanustoxoid >l Um eine erfolgreiche DC-Vakzinierung durchzufilhren, sollten die

verwendeten DC daher

1. Immunantworten in tolerogenen Situationen initiieren

2. erhdhte Treg-Frequenzen durch Treg-Expansion nicht weiter steigern
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3. insensitiv gegenlber Treg-vermittelter Inhibierung von DC-Funktionen sein.

Eben diesen Ansprichen werden aktivierte pDC gerecht: sie konnten potentiell
immunogene Anti-Tumorantworten generieren, lassen Treg dabei unangetastet und
werden Uberdies nicht durch Treg negativ in ihrem Potential zur T-Zellaktivierung
beeinflusst 4,

Tatsachlich initieren murine pDC Tumorantigen-spezifischne CD8" T-Zellantworten
B9 Auch erste klinische Studien in Stadium-IV Melanompatienten zeigen, dass
selbst kleine Zahlen Tumorantigen-beladener aktivierter pDC in der Lage sind,

Antworten gegen das Tumorantigen zu induzieren .

Neben immunogener Funktionen, verkorpern beide DC-Populationen auch eine
zentrale Rolle in der Vermittlung von Toleranz. So wurde beispielsweise fur humane
pDC aus dem Thymus gezeigt, dass diese Subpopulation die Differenzierung naiver
T-Zellen in natiirlich vorkommende Foxp3* Treg bewirkt ®". Zudem sind sowohl pDC
21 als auch kDC in der Lage Toleranz in der Peripherie zu vermitteln, indem sie
beispielsweise die Differenzierung naiver T-Zellen in induzierte Treg einleiten B,

Die von Ito et al. beschriebenen tolerogenen Eigenschaften aktivierter pDC scheinen
im Gegensatz zu den hier dargestellten Ergebnissen zu stehen 2. Ito et al. testeten
jedoch nicht die T-Zell-stimulatorische Kapazitat der eingesetzten pDC in Gegenwart
von Treg, sondern nutzten pDC Uber einen Zeitraum mehrerer Wochen fir
wiederholte Restimulationen naiver T-Zellen, die so zu IL-10-produzierenden
induzierten Treg differenzierten. Die experimentellen Fragestellungen und
Herangehensweisen waren somit von Grund auf verschieden und reprasentieren

unterschiedliche Situationen wahrend einer Immunantwort.

Der kritische Faktor fur die Toleranzinduktion durch tolerogene kDC ist der
Reifungsgrad der kDC B Der genaue Mechanismus, der in T-Zellen die
Differenzierung zu anergischen, IL-10-Produzenten mit suppressiver Kapazitat
induziert, war bisher nur unklar definiert. In dieser Arbeit sollte die funktionelle Rolle
der ICOS-L- und der CD80/CD86-vermittelten Kostimulation in diesem
Differenzierungsprozess untersucht und miteinander verglichen werden.

Es konnte gezeigt werden, dass die Blockade der ICOS/ICOS-L-Interaktion wahrend

der Primarstimulation naiver oder ruhender T-Zellen mit unreifen kDC, einen
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essentiellen Schritt der Differenzierung zur suppressiven Treg verhindert: die
Induktion von Anergie. Demgegeniiber sind CD4*CD45RO™ T-Effektorzellen weitaus
weniger sensitiv gegenuber Kostimulation, da sowohl unreife als auch reife kDC
gleichermal3en ihre Proliferation induzieren. Die reduzierte Abhangigkeit von DC-
vermittelter Kostimulation, die T-Effektorzellen zur Aktivierung bendétigen, wurde von
Croft et al. belegt. Sie =zeigten, dass die Aktivierung naiver T-Zellen ein
T-Zellrezeptorsignal und gleichzeitiger Kostimulation bedarf, wahrend die
Restimulation einer Effektorzelle hauptsachlich von der Stimulation Uber den
T-Zellrezeptor abhangt P4, Aus diesem Grund unterscheidet sich die Proliferation
von CD4"CD45RO" T-Effektorzellen nach Stimulation mit unreifen kDC nicht, wenn
ICOS-L blockiert wird. Mit der reduzierten Sensitivitat gegenuber Kostimulation
korreliert auch der Verlust des ICOS-L-vermittelten Differenzierungsprozess zur
induzierten Treg. In der vorliegenden Arbeit waren daher ausschlieBlich naive und
ruhende T-Zellen in der Lage durch wiederholte Restimulation mit unreifen kDC, zu
anergischen, IL-10-produzierenden induzierten Treg zu differenzieren.

Die Kostimulation Uber ICOS spielt somit eine wichtige Rolle in der funktionellen
Ruhigstellung von T-Zellen durch tolerogene unreife kDC. Diese Beobachtung deckt
sich nicht mit Ergebnissen von Dong et al., die fir murine ICOS-defiziente T-Zellen
eine Hyporeaktivitat beschrieben 3. Im Gegensatz dazu zeigten Burmeister et al.,
dass murine ICOS-defiziente T-Zellen keine veranderten proliferativen Eigenschaften
im Vergleich zu wildtypischen T-Zellen aufwiesen ®¥. In keiner der beiden Arbeiten
wurde die T-Zellstimulation mit einem physiologischen Stimulus, wie dem durch reife
oder unreife kDC durchgefuhrt: T-Zellen wurden hier stets polyklonal aktiviert. Dies
konnte bedeuten, dass geringe Unterschiede in T-Zellreaktivitaten durch einen zu
starken Stimulus Uberdeckt wurden. Hinzu kommt, dass die Funktion der
ICOS-Kostimulation in der Maus von der im Menschen verschieden ist. Betrachtet
man beispielsweise den Reifungsgrad von B-Zellen und die Hohe der IgM-Produktion
in ICOS-defizienten Mausen, findet man hierin keinen Unterschied zu wildtypischen
Mausen [95;96]. Dies ist im Gegensatz zu der humanen Situation, in der ein Verlust
von ICOS einen drastischen Rickgang in der Zahl der B-Zellen bewirkt und tberdies
ihren Reifungsgrad und IgM-Sekretion reduziert 7.

Wie wichtig die ICOS/ICOS-L-Interaktion fur die Toleranzinduktion im Menschen ist,
zeigten jedoch auch Ito et al. indem sie mit aktivierten pDC in ICOS-L-abhangiger

Weise Anergie in naiven T-Zellen induzierten und so die Differenzierung zu IL-10-
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B2 Im

Produzenten einleiteten, die letztlich suppressive Kapazitat erlangten
Gegensatz zu den hier vorgestellten Daten zu unreifen kDC, sind pDC somit in der
Lage wahrend inflammatorischer Situationen UberschieRende Immunantworten zu
verhindern. Demgegenuber stehen tolerogene kDC, welche die Aufrechterhaltung
der peripheren Toleranz im ruhenden Immunsystem realisieren. So wird zu jedem
Zeitpunkt die Homoostase zwischen Immunitat und Toleranz gewahrleistet.

Arbeiten anderer Gruppen zeigten, dass die IL-10-Produktion von T-Zellen mit der
Stimulation Giber ICOS korreliert "% Im Zusammenhang hierzu fanden Warnatz et al.
eine verringerte 1L-10-Sekretion durch ICOS-defiziente T-Zellen aus der Maus 2.
Diese Beobachtungen waren im Einklang mit Lohning et al., deren Arbeiten T-Zellen
mit hoher ICOS-Expression als die starksten IL-10-Produzenten darstellten . Die IL-
10-Sekretion kann dann in autokriner Weise Anergie induzieren und so die weitere
Differenzierung zur induzierten Treg einleiten oder vermitteln ®°. Vorangehende
Arbeiten der eigenen Arbeitsgruppe zeigten jedoch, dass flir eine IL-10-Produktion
durch T-Zellen der ICOS-Signalweg nicht zwingend ist. So zeigten T-Zellen aus
Patienten mit ICOS-Defizienz nach wiederholter Stimulation mit unreifen kDC eine
mit gesunden Spendern vergleichbare IL-10 Produktion ['°°!. Diese Diskrepanz kann
dadurch erklart werden, dass die genannten Gruppen die T-Zellstimulation stets in
polyklonaler Weise durchfuhrten und nicht auf einen physiologischen Stimulus in
Form Antigen-prasentierender Zellen zuruckgriffen, wie es in dieser Arbeit getan
wurde. Fehlendes IL-10 war in den hier vorgestellten Daten also nicht der
ausschlaggebende Grund fir den beobachteten Verlust der Anergieinduktion nach
ICOS-L-Blockade. Zudem demonstrierten frUhere Arbeiten der eigenen
Arbeitsgruppe, dass die Substitution von IL-10 in Stimulationskulturen von T-Zellen
aus Patienten mit ICOS-Defizienz keine Wiederherstellung der Anergie bewirkte.
Andererseits bewirkte die Zugabe von IL-10 zur Primarstimulation von T-Zellen mit
unreifen kDC ohne ICOS-L-Blockade eine Verstarkung der Anergieinduktion %!, Die
Tatsache, dass die Neutralisation von IL-10 in Kokulturen unreifer kDC und naiver
T-Zellen die Proliferation der T-Zellen erhéht, ist im Einklang mit Arbeiten von
Levings et al.,, welche ebenfalls die Notwendigkeit von IL-10 fur die Induktion
anergischer T-Zellen nachwiesen ",

Die Interaktion von ICOS und ICOS-L ist somit notwendig fur eine IL-10-vermittelte
Anergieinduktion (zusammengefasst in Abbildung 4.2). Wie die dargestellten Daten

nahelegen, geschient dies durch eine |COS-L-abhangige Verstarkung der
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Expression des IL-10 Rezeptors (IL-10R) auf aktivierten T-Zellen. So ist die héchste
Expression des IL-10R auf T-Zellen zu detektieren, die durch unreife kDC stimuliert
wurden. Interessanterweise wird diese hohe IL-10R Expression nicht durch die
Stimulation mit terminal differenzierten kDC erreicht. Dies kann dahingehend
interpretiert werden, dass ein ICOS-L-abhangiges Signal nur dann seine volle
Wirkung entfalten kann, wenn dieses Signal ohne gleichzeitige starke CD28-
Stimulation vermittelt wird. Diese Situation ist bei Stimulation mit unreifen kDC
gegeben, die kein CD80 auf ihrer Oberflache tragen, wahrend die Expressionshohe
von ICOS-L der reifen kDC entspricht. Nur unter dieser Bedingung kann das ICOS-
Signal dominieren, die Expression des IL-10R erhéhen und so die aktivierten T-
Zellen fur eine IL-10-Wirkung sensitivieren. Die Tatsache, dass unreife kDC bereits
eine hohe CD86-Oberflachenexpression besitzen, die wahrend der terminalen
Differenzierung weiter gesteigert wird, lasst vermuten, dass fur die IL-10R-
Expression CD80 den relevanten CD28-Liganden darstellt. Im Kontext von
Toleranzinduktion gibt es bislang keine Untersuchungen, die eine hierarchische
Wirkungsweise von CD80- uber CD86- und ICOS- vermittelter Kostimulation
beschreiben. Interessant ware hier beispielsweise die Frage, ob die Blockade der
CD80-Kostimulation wahrend der Stimulation naiver T-Zellen mit terminal
differenzierten kDC eine ICOS-L-vermittelte Differenzierung zu induzierten Treg
ermoglicht? Dass ein starkes CD28-Signal das [ICOS-Signal uberkommt,
demonstriert die Stimulation mit terminal differenzierten kDC oder die Zugabe von
anti-CD28 mAk zu anti-CD3/anti-ICOS mAK stimulierten T-Zellen. In beiden Fallen
sind nur geringe Mengen von IL-10R auf den T-Zellen detektierbar. IL-10 kann unter
diesen Bedingungen nicht wirken, die T-Zellen werden nicht anergisiert (Abbildung
4.2).
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keine Produktion von IL-2 und IFN-gamma starke Produktion von IL-2 und IFN-gamma

IL-10-Produktion

TOLERANZ IMMUNITAT
Abbildung 4.2. Funktionelle Unterschiede dendritischer Zellen in Abhéngigkeit ihres

Reifungsgrades
Die Funktion konventioneller dendritischer Zellen korreliert stark mit ihrem jeweiligen Reifungsgrad. Im
unreifen Zustand (links) vermitteln kDC Toleranz, als reife DC (rechts) sind sie effektive Initiatoren von

Immunitét.

Welche Auswirkungen zeigt der Verlust der ICOS-Kostimulation in Patienten mit
ICOS-Defizienz? Die ICOS-Defizienz gehort zu der Krankheitsgruppe der ,Common
variable immunedeficiency“ (CVID). Da bei dieser CVID-Form die Entwicklung von
T-Zellen, inklusive der naturlich vorkommenden Treg, im Thymus nicht gestort ist,
kommt es zu keiner systemischen Autoimmunitét ). Besonders betroffen ist jedoch
die Entwicklung und Funktion von B-Zellen. ICOS ist ein Schlusselmolekil in der
Interaktion zwischen T-Zellen und B-Zellen und in die Vermittlung von T-Zellhilfe
involviert, welche die weitere Differenzierung von B-Zellen oder den Isotypenwechsel
im Zuge der Antikdrperproduktion beeinflusst °®. Studien von Grimbacher et al.

zeigten dementsprechend, dass der Verlust der ICOS/ICOS-L-Interaktion zu
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reduzierten B-Zellzahlen in der Peripherie und drastisch verringerte Antikorpertiter im
Serum von Patienten bewirkt 7.

Im Darm lokalisierte induzierte Treg (Th3-Zellen) vermitteln ,orale Toleranz'®
gegeniiber harmlosen Fremdantigenen % Interessanterweise zeigen klinische
Studien, dass Patienten mit ICOS-Defizienz eine Pravalenz flir Darm-assoziierte
Autoimmunerkrankungen  aufweisen 1. Die Relevanz Darm-vermittelter
Immunregulation zeigten auch zwei kurzlich veroffentlichte Arbeiten. Sie beschrieben
den Darm als Ursprung und gleichzeitigen Ort der Regulation der Th17-
Differenzierung ['°"'%4, Die Th17-Zelllinie ist eine Untergruppe der CD4" T-Zellen und
wird unter anderem charakterisiert durch ihre hohe Produktion der Zytokine IL-17 und
IL-22. Neben ihrer protektiven Rolle zu fruhen Zeitpunkten in der Immunabwehr (z.B.
gegen bakterielle Erreger) sind Th17-Zellen auch als Effektorzellen in der Pathologie
von Autoimmunerkrankungen beschrieben ['%!. Shaw et al. demonstrierten, dass die
Darm-Mikrobiota die Entstehung von Th17-Vorlauferzellen im Diinndarm bewirkt %",
Zum anderen werden im Dunndarm auch regulative Kontrollmechanismen initiiert,
die pro-inflammatorischen Th17-Zellen entgegenwirken. Hierzu gehort die Induktion
von regulatorischen Th17-Zellen, die immun-suppressive Funktionen besitzen 1'%,
Der Verlust ICOS-vermittelter Toleranzinduktion in Patienten mit ICOS-Defizienz,
kann die Homoostase zwischen Immunitat und Toleranz im Darm stéren und somit
Ursprung Darm-assoziierter Autoimmuniat sein. Aufgrund des starken Defekts in der
B-Zellentwicklung in Patienten mit [ICOS-Defizienz, kann allerdings nicht
ausgeschlossen werden, dass eher dieser Defekt verantwortlich flr die Entstehung
Darm-assoziierter Autoimmunerkrankungen ist, als die fehlende ICOS-vermittelte
Toleranzinduktion %%,

Das Wissen um die Notwendigkeit der ICOS/ICOS-L-Interaktion zur Differenzierung
von induzierten Treg bedeutet ein genaueres Verstehen der Prozesse, die letztlich
zur Ausbildung peripherer Toleranz fuhren. Derartiges Detailwissen kann Quelle
neuer Therapieansatze sein oder bestehende Behandlungen verbessern.

Mit Antigenen beladene unreife kKDC koénnten Patienten appliziert werden. Die
Abwesenheit starker Kostimulation und Gegenwart adaquater ICOS-Stimulation

wurde Toleranz in T-Zellen induzieren. Garrovillo et al. zeigten in Ratten, dass die

% Als sorale Toleranz“ bezeichnet man den Prozess, bei dem die orale Administration von Proteinen
zu einer systemischen Hyporeaktivitdt gegeniiber diesem Protein flhrt. Dieser Mechanismus ist vor

allem fur die Tolerisierung gegenliber Nahrungsmittelantigenen zentral.

7



Diskussion

intravendse Applikation unreifer kDC sieben Tage vor einer Herz-Transplantation zu
einer signifikant Iangeren Uberlebensrate des Transplantates filhrte ['®!. Derartige
Studien verdeutlichen welches Potential in der Verwendung tolerogener kDC zur
Verhinderung von Transplantat-Abstof3ungen steckt. Die Applikation unreifer kDC zur
Induktion von Toleranz ist jedoch limitiert: ist die Toleranzinduktion im immunologisch
ruhenden Individuum moglich, tritt das Potential unreifer kDC bei der Behandlung
von Autoimmunitat bereits an seine Grenzen. Da unreife kDC nicht terminal
differenziert sind, bewirkt das wahrend der Autoimmunitat vorherrschende
inflammatorische Milieu die Aktivierung der kDC, die letztlich keine Toleranz, sondern
Immunitat induzieren wurde. Die Modulation der Ausreifung von kDC durch das
Zytokin IL-10 bildet einen Typ tolerogener kDC (IL-10-DC) aus, der resistent gegen
die aktivierende Wirkung inflammatorischer Mediatoren ist ['°°!. [L-10-DC haben den
weiteren Vorteil, dass sie auch in T-Effektorzellen die Differenzierung zu induzierten
Treg bewirken kénnen, wahrend unreife kDC dies lediglich in naiven und ruhenden
T-Zellen kdnnen.

Die Erkenntnis, dass die ICOS-L-Blockade die Induktion von Treg in der Peripherie
verhindert, konnte andererseits auch bestehenden Toleranzmechanismen
entgegenwirken.  Nutzlich ware dies beispielsweise in Patienten mit
Melanomerkrankungen. In der eigenen Arbeitsgruppe durchgefuhrte klinische
Studien zeigten, dass mit Tumorantigen beladene reife kDC in Patienten
Tumorantigen-spezifische T-Zellreaktionen induzieren. Diese Antworten sind lang

[106]. In

persistierend, wenn Patienten in frihen Stadien therapiert werden
Spatstadium-Patienten mit Metastasen sind diese Antworten nur transient '), Der
potentielle Grund hierfur ist die Erhdhung der Treg-Frequenzen in Spatstadium-
Patienten, die mit einer grundlegenden Verringerung der T-Zellreaktivitat einher geht
53 Die Behandlung dieser Patienten mit Reagenzien, die eine Interaktion von ICOS
und ICOS-L blockieren, konnte die Neuentstehung induzierter Treg in der Peripherie
verhindern. So konnte die Etablierung einer tolerogenen Situation in
Melanompatienten verlangsamt oder unterbunden werden und Tumorantigen-
spezifische T-Zellreaktionen ermdglichen.

Weiter konnte die Vakzinierungstherapie im Tumorpatienten mit Tumorantigen
beladenen reifen kDC, um die Applikation aktivierter Tumorantigen beladener pDC
direkt in betroffenes Tumorgewebe erweitert und um die Gabe ICOS/ICOS-L-

blockierender Reagenzien erganzt werden. Die Kombination unterschiedlicher
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DC-Subtypen zur Behandlung vereint ihre unterschiedlichen Eigenschaften und kann
so eventuell die Diskrepanzen einzelner DC-Subtypen kompensieren. Tumorfern
applizierte reife kDC waren so in der Lage Tumorantigen-spezifische T-Effektorzellen
zu induzieren, die dann zum Tumorgewebe migrieren und hier auf aktivierte pDC
treffen. Die im Tumorgewebe residierenden Treg schaffen durch ihre erhohte
Frequenz ein tolerogenes Milieu, trotz dessen aktivierte pDC die emigrierenden
T-Effektorzellen effektiv restimulieren. Im Gegensatz zu reifen kDC geschahe dies
ohne die Expansion vorhandener Treg. Die Behandlung des Patienten mit Agenzien,
die eine Interaktion von ICOS und ICOS-L verhindern, wirde ein Ausweiten der
Tumor-abhangigen Toleranz verringern und gegen den Tumor gerichtete

Immunantworten weiter fordern und etablieren.

In dieser Arbeit wurde das T-Zell-stimulatorische Potential aktivierter kDC und pDC in
Gegenwart von Treg miteinander verglichen. Aktivierte pDC vermitteln ein zu
geringes T-Zellrezeptor-Signal fur eine funktionelle Treg-Aktivierung, so dass
T-Effektorzellen in ihrer Gegenwart proliferieren kdnnen. Durch die Induktion von
Treg-Proliferation geht auch die Treg-vermittelte Suppression in kDC-stimulierten
Kokulturen verloren. Im Gegensatz dazu, bleiben Treg nach Stimulation mit
aktivierten pDC jedoch anergisch. Zudem wurde der Prozess der Toleranzinduktion
durch unreife kDC naher beleuchtet und gezeigt, dass die Interaktion von ICOS und
ICOS-L essentiell fur den Prozess der Differenzierung zu induzierten Treg ist. Durch
die ICOS-abhangige Erhéhung der IL-10R-Expression, kann IL-10 auf stimulierte
T-Zellen wirken und so den ersten Schritt zur Differenzierung induzierter Treg, die

Induktion von Anergie, bewirken.
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5 Zusammenfassung

Dendritische Zellen (DC) bilden das Bindeglied zwischen angeborener und adaptiver
Immunitat. In Abhangigkeit ihres Aktivierungsgrades sind sie Mediatoren von
Toleranz oder hocheffiziente Initiatoren von Immunitat.

Innerhalb dieser Arbeit wurden konventionelle DC (kDC) und plasmazytoide DC
(pDC) hinsichtlich ihrer T-Zellstimulation in An- und Abwesenheit regulatorischer
T-Zellen (Treg) verglichen. Aktivierte kDC sind starke T-Zellstimulatoren, die Treg-
Proliferation induzieren. Die proliferierenden Treg verlieren ihre suppressorische
Fahigkeit, weshalb T-Effektorzellen nach kDC-Stimulation in Treg-Anwesenheit
proliferieren und expandieren. Im Gegensatz dazu vermitteln aktivierte pDC nur eine
schwache T-Zellstimulation, die aber ausreicht um die Proliferation von CD4" und
CD8" T-Effektorzellen auszuldsen. Aktivierte pDC sind allerdings nicht in der Lage
die Anergie von Treg zu uberkommen und ihre Proliferation zu induzieren. Trotz ihrer
geringen T-Zell-stimulatorischen Kapazitat sind pDC aber in der Lage die
Proliferation und Expansion von T-Effektorzellen in Gegenwart von Treg zu bewirken.
Diese Tatsache konnte auf das insuffiziente pDC-vermittelte T-Zellrezeptorsignal fur
Treg zuruckgefuhrt werden, das eine funktionelle pDC-vermittelte Treg-Aktivierung
nicht ermoglicht.

In Abwesenheit einer Entztindung vermitteln DC Toleranz. So sind unreife kDC in der
Lage Treg in der Peripherie zu induzieren. Diese Arbeit zeigt, dass im Kontext der
Stimulation mit unreifen kDC die ICOS-L-vermittelte Kostimulation essentiell fur die
IL-10-Rezeptor-Expression auf T-Zellen ist. Eine gleichzeitige starke CD28-
Kostimulation Uberkommt die ICOS-vermittelten Effekte und wirkt der IL-10R-
Expression entgegen. Daher kann nur nach Stimulation mit unreifen kDC IL-10 auf
die aktivierten CD4" T-Zellen einwirken und so ein anergischer Phanotyp etabliert
werden. Diese Anergieinduktion ist Teil des Differenzierungsprozesses zu IL-10-
produzierenden, suppressiven Treg. Die Interaktion von ICOS und ICOS-L ist somit

ein zentraler Mechanismus fur die Aufrechterhaltung peripherer Toleranz.
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6 Abkurzungsverzeichnis

CD

CTLA
DC
DNA
EDTA
ELISA
FACS
FCS
FITC
FoxP3
FSC

GM-CSF
HLA
HSC

IFN

IPEX

kDC
LPS
mAK
MACS
MEM
MHC
min
PBMC
PBS
pDC
PE
RNA

,Cluster of Differentiation® ; standardisiete Nomenklatur fur
Zelloberflachenstrukturen

,Cytotoxic T-Lymphocyte-Antigen®

,Dendritic cell“; dendritische Zelle(n)

,Deoxyribonucleic acid®; Desoxyribonukleinsaure
Ethylendiamintetraacetat

,Enzyme-linked immunosorbent assay”

,Fluorescence-activated cell scanner®; Durchflusszytometer

,Fetal calf serum®; fotales Kalberserum

Fluoreszein 5-isothiozyanat

FORKHEAD BOX PROTEIN 3

,Forward Scatter*

Erdbeschleunigung

»Granulocytes-macrophages colony stimulating factor*

,Human leukocyte antigen”

,Hematopoetic stem cell”

Interferon

Interleukin

.JImmune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, and X-linked
inheritance®

konventionelle dendritische Zelle

Lipopolysaccharide

monoklonaler Antikorper

,Magnetic activated cell sorter*

,Minimal essential medium*

Haupthistokompatibilitatskomplex; ,Major histocompatibility complex*
Minute

periphere mononukleare Blutzellen; ,Peripheral blood mononuclear cell
,Phosphate buffered saline®

plasmazytoide dendritische Zelle

Phycoerytrin

Ribonukleinsaure
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SSC
TGF
TNF
Treg

“Sidewards Scatter”

, 1 ransforming growth factor®
Tumor Nekrose Faktor
regulatorische T-Zelle(n)

,Unit* (internationale Einheit)
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