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ZUSAMMENFASSUNG

Das Tryptophan-katabolisierende Enzym Indoleamin 2,3-Dioxygenase (IDO) spielt eine
mafigebliche Rolle beim Abschalten von Immunantworten durch die Hemmung der T-Zell-
proliferation. Obwohl dendritische Zellen (DCs) zu den potentesten antigen-prasen-
tierenden Zellen zahlen und sie als die Initiatoren der Immunantwort gelten, existieren nur
wenige Studien uber den Effekt von IDO auf DCs selbst. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
die Frage bearbeitet, inwieweit der trp-Mangel die biologische Funktion von myeloischen
DCs in vitro beeinflusst. Zu diesem Zweck wurden humane DCs aus CD14" Monozyten
unter trp-Mangel (DCs™; 5 uM trp) sowie unter normalen Zellkulturbedingungen (DCs*™™;
30 pM trp) generiert. Um zellularen Stress zu bewaltigen, leitet die Zelle Gegen-
maRnahmen ein, die fir das Uberleben und fiir die optimale Anpassung der Zelle an ihre
Umgebung essentiell sind. Es erfolgte in DCs™ eine verstarkte Induktion des
Transkriptionsfaktors CHOP, der durch die Stresssignalwege in Folge von Aminosaure-
mangel und durch fehlgefaltete bzw. ungefaltete Proteine hochreguliert wird. Die
Differenzierung, Ausreifung und Vitalitit der DCs™ verglichen mit DCs™™ ist nicht
eingeschrankt, was durch die Expression des DC-Markers CD1la, den Reifungsmarker
CD83 und Apoptosetests belegt werden konnte. Erstmalig wurde durch trp-Mangel die
Hochregulierung des inhibitorischnen Rezeptors ILT3 in DCs™ und gleichzeitig eine
geringere Expression kostimulatorischer Molekile gezeigt. Zusétzlich zum tolerogenen
Phanotyp (CD80y, CD40,,/ ILT3"") weisen diese Zellen eine deutlich verminderte
Pinozytoseaktivitdt sowie eine geringere Expression von FcyRIl (CD32) auf, welches auf
eine eingeschrankte Antigenaufnahme hindeutet. Wie nach dem immunologischen Profil
der DCs™ zu erwarten, konnte in einem antigen-spezifischen System mit Tetanus Toxoid
eine signifikant geringere T-Zellproliferation durch autologe DCs™ verglichen mit DCs*"™
gezeigt werden. Durch einen ILT3 neutralisierenden Antikbrper wurde die verminderte
stimulatorische Kapazitat von DCs™ partiell aufgehoben, was auf die funktionelle
Bedeutung von ILT3 auf DCs™ schlieBen lasst. Zudem induzieren autologe DCs™
vermehrt ILT3 abhangig die Expression des regulatorischen T-Zell-Markers Foxp3 in
antigen-stimulierten CD4" CD25" T-Zellen (Tpes ™) als DCs™ (Tpes ™). In Suppressions-
experimenten erfolgte durch Tpes™ verglichen mit Tpes™ eine stérkere Proliferations-
inhibition gegeniber polyklonal- und antigen-stimulierten CD4" T-Zellen. Insgesamt zeigen
die Ergebnisse, dass es sich bei der verminderten stimulatorischen Kapazitat der DCs™
nicht um einen passiven Effekt des 'Aushungerns’ durch trp-Mangel handelt, sondern
vielmehr um einen aktiven Suppressionsmechanismus, bei dem ILT3 eine mafgebliche
Bedeutung zukommt. Die erhobenen in vitro Daten legen nahe, dass die Bildung
tolerogener DCs™ und die verstérkte Generierung von regulatorischen T-Zellen durch ein
trp-verarmtes Mikromilieu ein bedeutender Mechanismus darstellen kénnte, in dem IDO zur
Induktion und Aufrechterhaltung von Toleranz beitragt. Dieser Toleranzmechanismus
konnte somit beispielsweise in vivo das Ausbreiten einer Entziindung begrenzen und
Folgeschaden im Gewebe reduzieren. Er hat damit vermutlich einen entscheidenden
Einfluss auf Verlauf und Ausgang der Immunantwort. Die genaue Kenntnis der
Mechanismen, die fiir die in vitro Induktion tolerogener DCs verantwortlich sind, kdnnte eine
Basis fur therapeutische Ansatze darstellen.
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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

1.1 Immunantwort und Immunmodulation

Der Organismus muss sich standig gegenlber einer Vielzahl von potenziell infektiésen
Mikroorganismen wie Viren, Bakterien, Pilze oder Parasiten verteidigen. Auf eine Infektion
mit einem Krankheitserreger reagiert der Kérper mit einer sehr komplexen Abwehrreaktion
von verschiedenen Effektorzellen und Effektormolekilen, die als Immunantwort bezeich-
net wird. Das Immunsystem (lat.: immunis = frei, unberihrt) von Vertebraten erméglicht
die Erkennung und gezielte Eliminierung von Pathogenen sowie verdnderten koérper-
eigenen Zellen. Um diese Aufgabe erflllen zu kénnen, ist es von groRer Bedeutung, dass
es korpereigene von koérperfremden Strukturen (Antigene) bzw. ’ungeféhrlich’ von
‘gefahrlich’ unterscheiden kann (Geenen et al., 2001).

Unter pathologischen Bedingungen kann es zu unerwiinschten adaptiven Immun-
antworten gegeniber nichtinfektiosen Antigenen kommen, die drei Arten von
medizinischen Problemen verursachen: Allergien, Autoimmunitat und Transplantat-
abstof3ung. Immunreaktionen regulieren zu kénnen d.h., sie zu unterdriicken wenn sie
unerwinscht sind, oder sie bei Krankheiten zu stimulieren, die sich heute noch
weitgehend der Immunabwehr entziehen (z.B. onkologische Erkrankungen, HIV = human
immunodeficiency virus), ist einer der wichtigsten medizinischen Ziele der immuno-
logischen Forschung. Die Unfahigkeit des Immunsystems auf ein Antigen zu reagieren
wird als immunologische Toleranz bezeichnet und erfordert wie die Immunantwort auch
eine préazise Regulierung, weil die Konsequenzen den ganzen Organismus betreffen
kénnen (Infektionen oder Autoimmunitéat). Bei der Immunantwort und der immuno-
logischen Toleranz handelt es sich um sehr komplexe Vorgange, und der derzeitige
Forschungstand ist noch weit davon entfernt ein einheitliches Bild zu liefern. Im Rahmen
dieser Arbeit war ein Element des Immunsystems von besonderer Bedeutung: die
Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) - vermittelte Tryptophan-Depletion als immunmodulato-
rischer Mechanismus. In den folgenden Kapiteln werden zunadchst die Grundlagen des
Immunsystems beschrieben, bevor naher auf die immunologischen Toleranzmecha-
nismen eingegangen wird.

1.1.1 Grundlagen des Immunsystems

Das Immunsystem des Menschen wiegt etwa 2 kg und z&hlt somit zu den grol3ten
Organsystemen im menschlichen Kérper. Das angeborene (unspezifische) Immunsystem
dient der ersten Abwehr. Im Gegensatz zum adaptiven (erworbenen) Immunsystem fehlt
der angeborenen Immunitat die Fahigkeit Krankheitserreger spezifisch zu erkennen und
einen gezielten Schutz gegeniber einer erneuten Infektion mit demselben Mikro-
organismus zu entwickeln. Die angeborenen Abwehrmechanismen setzen sofort ein und
verhindern, dass sich eine Infektion etabliert bzw. halten sie so lange unter Kontrolle, bis
sich eine adaptive Immunantwort ausgebildet hat. Nur infektiése Mikroorganismen,
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welche diese erste Verteidigungslinie der Immunabwehr tberwinden, I6sen eine adaptive
Immunantwort aus, bei der langlebige Gedéachtniszellen entstehen, so dass in vielen
Féllen eine lebenslange Immunitat gegen ein Pathogen erworben wird (Tanchot et al.,
1997; Sprent & Surh, 2002).

Sowohl die angeborene Immunitét als auch die adaptive Immunantwort basieren auf
den Reaktionen von Leukozyten (weilRen Blutzellen) die fortlaufend aus pluripotenten
hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark gebildet werden. Die angeborene
Immunitat wird hauptsachlich durch nattrliche Killerzellen, Makrophagen, Granulozyten,
Monozyten, dendritischen Zellen (DCs) und das Komplementsystem vermittelt. Die
Erkennung der Pathogene basiert dabei hauptséchlich auf evolutionar konservierten
Strukturen (pathogen-associated molecular patterns, PAMPS) Uber Rezeptoren (pattern
recognition receptors, PRRs), die in der Keimbahn kodiert sind, wodurch ihre Spezifitat
genetisch festgelegt ist. Zu den wichtigsten Vertretern der PRRs z&hlt die Familie der Toll-
like Rezeptoren (TLR), die PAMPs wie beispielsweise Lipopolysaccharide (LPS) oder
doppelstrangige RNA von Viren (Polyinosin-Polycytidylsaure; Poly(l:C)), erkennen (Mazzoni
& Segal, 2004). Die angeborene Immunitét ist eine notwendige Voraussetzung fir die
adaptive Immunantwort, da die antigen-spezifischen Lymphozyten der adaptiven Immun-
antwort durch kostimulatorische Molekile aktiviert werden, die auf Zellen des ange-
borenen Immunsystems im Verlauf ihrer Interaktion mit Mikroorganismen induziert
werden. Daher resultiert eine effektive Immunantwort immer aus wirkungsvollen
Interaktionen zwischen angeborener und adaptiver Immunitét.

1.1.1.1 Die humorale und zellulare Immunabwehr

Die Reaktionen des Immunsystems werden unterteilt in die humorale und die zellulare
Abwehr. Bei der humoralen Abwehr sind die Effektoren, die gegen ein Pathogen wirken,
l6sliche Molekule (lat.: humor = Flussigkeit). Die humorale Immunabwehr wird durch
aktivierte B-Lymphozyten vermittelt, welche l6sliche Antikdrper mit hoher Spezifitat gegen
ein bestimmtes Pathogen sezernieren. Ein weiterer Bestandteil der humoralen Abwehr ist
das Komplementsystem. Es handelt sich dabei um eine Reihe von Plasmaproteinen,
welche verschiedene Aufgaben erflillen (Verstarkung von Phagozytose, Chemotaktik,
Lyse von Pathogenen).

Die zellulare Abwehr ist dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen ihrerseits die
Effektoren gegen das Pathogen sind. Sie wird vor allem getragen von T- und B-Lympho-
zyten sowie von antigen-prasentierenden Zellen (APCs) wie DCs oder Makrophagen. Die
Wirkungsweise der verschiedenen Zellen ist dabei unterschiedlich: entweder unterstiitzen
oder aktivieren sie andere Zellen durch die Sekretion von Zytokinen, wie am Beispiel der
T-Helferzellen oder sie lysieren infizierte Korperzellen direkt, um eine Vermehrung von
Krankheitserregern zu verhindern (zytotoxische T-Zellen und Makrophagen).
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1.1.1.2 Lymphozyten

Lymphozyten werden in B- und T-Lymphozyten (B- und T-Zellen) unterschieden und
entstehen im Knochenmark aus einer gemeinsamen lymphoiden Vorlauferzelle. Wéhrend
B-Zellen im Knochenmark ausdifferenzieren, wandern T-Zellen zu ihrer Reifung in den
Thymus. Reife T-Zellen sind solche, die einen T-Zell-Rezeptor (TCR) entwickelt haben.
Reife naive T-Zellen (die noch keinen Kontakt mit ihrem spezifischen Antigen gehabt
haben) werden in den Blutkreislauf entlassen und patrouillieren fortan kontinuierlich
zwischen dem Blut und peripheren lymphatischen Geweben, so dass seltene antigen-
spezifische T-Zellen ihrem Antigen auf einer APC begegnen.

B- und T-Zellen exprimieren auf ihrer Oberflache Antigen-Rezeptoren, die aus
variablen und konstanten Regionen bestehen. Die variablen Regionen der Antigen-
Rezeptoren der B- und T-Zellen werden wéhrend der Reifung der Zellen durch
somatische Rekombination aus verschiedenen Gen-Segmenten zufallig zusammen-
gesetzt, wodurch eine enorme Diversitat der Rezeptoren erzeugt wird. Trifft ein naiver
Lymphozyt in einem peripheren lymphatischen Organ auf ein passendes Antigen, lost
dies seine Aktivierung und Proliferation (klonale Expansion) und damit eine adaptive
Immunantwort aus. Aktivierte B-Zellen proliferieren und differenzieren zu Antikoérper-
sezernierenden Plasmazellen. Die Bindung von Antikdrpern an Toxine oder Oberflachen-
Antigene extrazellularer Pathogene kann deren Wechselwirkung mit Kdrperzellen
hemmen (Neutralisierung). Weiterhin erleichtert die Bindung an Oberflaichen-Antigene
extrazellularer Pathogene (Opsonisierung) deren Aufnahme durch phagozytierende Zellen
und aktiviert das Komplementsystem. Einige Bakterien sowie die meisten pathogenen
Viren und Parasiten vermehren sich jedoch innerhalb von Zellen, wo sie fir Antikérper
nicht zugénglich sind. Intrazellulare Infektionen werden durch die Zell-vermittelte adaptive
Immunabwehr bekampft. Fir den Zell-vermittelten Teil der adaptiven Immunitét sind die
T-Zellen verantwortlich.

Durchflusszytometrisch sind T-Zellen durch den Phanotyp CD3" (CD = Cluster of
differentiation, Zelloberflachenantigene) innerhalb der CD45" Leukozyten charakterisiert.
Der heterodimere Antigen-Rezeptor der T-Zellen besteht aus einer a- und einer 3-Unter-
einheit oder seltener einer y- und einer d-Untereinheit (Davis & Bjorkman, 1988). Wie der
Antigen-Rezeptor der B-Zellen (BCR) besitzt auch der T-Zell-Rezeptor (TCR) selbst keine
Signalfunktion. Die Signalubermittlung in die Zelle wird durch TCR-assoziierte
akzessorische Ketten tbernommen. Der TCR-Komplex beinhaltet ferner den CD4 oder
den CD8 Korezeptor, welche die T-Zellen in zwei Subpopulationen, die T-Helfer- (Ty) und
zytotoxischen T-Zellen unterscheiden lassen. Im Gegensatz zum BCR, welcher I6sliche
Antigene binden kann, erkennt der Antigen-Rezeptor der T-Zellen Antigene nur in Form
kurzer Peptide, die an Molekile des Haupthistokompatibilitatskomplexes (MHC)
gebunden sind. MHC Klasse Molekile werden durch den TCR sowie die Korezeptoren
CD4 bzw. CD8 gebunden, wobei CD8 an MHC Klasse-I Molekile, CD4 an MHC Klasse-I|
Molekiile bindet. Unreife doppelt-positive CD4" CD8" T-Zellen unterlaufen im Thymus
einer positiven Selektion, wenn ihr TCR an MHC Klasse-I- oder MHC Klasse-Il Molekiile



4 TRYPTOPHAN-DEPLETION UND DENDRITISCHE ZELLEN

bindet, wonach die Expression von CD4 bzw. CD8 supprimiert wird (Amsen & Kruisbeek,
1998). Die Bindung des TCR einer naiven T-Zelle an einen passenden Antigen-
peptid/MHC Komplex einer APC l6st die Proliferation der T-Zelle und die Differenzierung
der Tochterzellen zu T-Effektorzellen aus. CD8" T-Zellen differenzieren in der Regel zu
zytotoxischen T-Zellen, deren Hauptfunktion darin besteht, virusinfizierte Kérperzellen zu
téten. Die zytotoxische Aktivitdt der Killerzellen wird durch die Freisetzung von
Effektormolekilen vermittelt, die zum einen Poren in der Membran der Zielzelle erzeugen
und zum anderen Apoptose in der Zielzelle auslésen. CD4" T-Zellen differenzieren nach
ihrer Aktivierung zunachst zu sogenannten T-Helfer 0 (Ty0)-Zellen, bevor sie weiter zu
Twl- oder Ty2-Zellen differenzieren. Ob eine aktivierte Ty0-Zelle zu einer Tyl- oder einer
Tn2-Effektor-Zelle differenziert, wird von verschiedenen Faktoren beeinflusst und soll im
nachfolgenden Kapitel naher erlautert werden.

1.1.1.3 T-Zellaktivierung

Naive CD4" T-Zellen werden durch APCs, insbesondere von DCs in lymphatischen
Geweben aktiviert. Bei einer Aktivierung muissen die T-Zellen wieder in den Zellzyklus
eintreten und sich schnell teilen um zahlreiche Tochterzellen mit identischem Antigen-
rezeptor zu bilden. Die T-Zellproliferation und Differenzierung zu bewaffneten T-Effektor-
zellen wird durch das Zytokin Interleukin-2 (IL-2) gesteuert, welches unter anderem von
der aktivierten T-Zelle selbst gebildet wird. Es werden zwei unterschiedliche Signale
bendtigt, um naive T-Zellen effizient zu aktivieren (Page et al., 1993; Matzinger, 1994).
Die Signale, die durch die Interaktion des TCR und des Korezeptors CD4 bzw. CD8 mit
dem Antigenpeptid/MHC Komplex ausgeldst werden, sind fir die Aktivierung einer
ruhenden T-Zelle nicht hinreichend. Fir die vollstandige Aktivierung einer naiven
T-Zelle ist ein zweites kostimulatorisches Signal durch akzessorische Molekile
erforderlich (Page et al., 1993; Matzinger, 1994). Einer der Rezeptoren fir kostimula-
torische B7 Molekule (CD80/CD86) der APCs ist CD28, der ebenfalls wie seine Liganden
zur Immunglobulin-Superfamilie gehort. Dieser Ubermittelt durch die Bindung von CD80
und CD86 das zweite wichtige Signal fur die T-Zellaktivierung (Linsley et al., 1991; Liu &
Janeway, 1992; Janeway & Bottomly, 1994).

Eine wichtige Funktion des kostimulatorischen Signals besteht darin, die Synthese von
IL-2 zu fordern. Die Interaktion l6st in Verbindung mit der Stimulation des TCR die
verstarkte Aktivierung der PI3-Kinase, die Stabilisierung der IL-2 mRNA sowie die
Expression der IL-2 Rezeptor a-Kette (CD25) und anti-apoptotischer Gene aus (Umlauf et
al., 1995; Boise et al., 1995; Kane et al., 2001; Appleman et al., 2002). Die a-Kette des
IL-2 Rezeptors bildet zusammen mit der konstitutiv exprimierten y- und &-Kette einen
Rezeptor mit einer hoéheren Affinitat zu IL-2, wodurch die Zelle auf sehr geringe IL-2
Konzentrationen ansprechen kann (Wang & Smith, 1987). Aufgrund der Bindung des
Liganden IL-2 an diesen trimeren Rezeptor erfolgt der Eintritt der T-Zelle in die G1-Phase
des Zellzyklus und die Proliferation.
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In den letzten Jahren wurde deutlich, dass es sich bei dem kostimulatorischen Signal
nicht ausschlie3lich um ein singulares Ereignis handelt, sondern dass die T-Zelle mit ihrer
interagierenden APC einen kostimulatorischen Dialog fiuihrt, der neben aktivierenden
Signalen auch inhibierende Signale beinhaltet. Bei diesem 'Dialog’ handelt es sich um
einen regulatorischen Prozess, der eine 'angemessene’ T-Zellantwort gewahrleistet und
damit zur Pravention einer Uberreaktion von T-Zellen dient. Erkennt eine T-Zelle
spezifische Antigene ohne Kostimulation durch den CD28 Rezeptor, oder erhlt sie ein
koinhibitorisches Signal (ber das zytotoxische T-Lymphozyten-Antigen-4 (CTLA-4;
CD152), so erfolgt nur eine geringe IL-2 Produktion und es kommt nicht zur T-Zellteilung
(Fraser et al., 1991; Chen, 2004). Vielmehr werden T-Zellen, die nur Uber den TCR
Signale empfangen apoptotisch oder verfallen in einen nicht-reaktiven Zustand, der als
Anergie bezeichnet wird (siehe Kapitel 1.1.2.2.2). AulRerdem ist die Produktion anderer
Zytokine wie 1L-4, IL-10 und TGF-( (transforming growth factor f) stark reduziert (Chai et
al., 1999).

Ist eine naive T-Zelle einmal aktiviert, exprimiert sie eine Vielzahl an Molekilen, die
das kostimulatorische Signal erhalten oder modifizieren wie beispielsweise CD40 Ligand
(CD40L, CD154) der wie CD40 zu der Tumornekrose-Faktor (TNF)-Familie zahlt (Gonzalo
et al.,, 2001). So Uubermittelt der CD40L Uber die Bindung an CD40 auf APCs
Aktivierungssignale und fuhrt zu einer verstarkten Expression von CD80 und CD86, was
die T-Zellproliferation weiter anregt. Inzwischen wurden weitere kostimulatorische
Molekiile beschrieben, zu denen auch Zytokine gehoren. CD4" T-Zellen differenzieren
nach ihrer Aktivierung zunadchst zu sogenannten T-Helfer 0 (Ty0)-Zellen, welche die
Zytokine IL-2 und IL-4 sowie Interferon-y (IFN-y) sezernieren bevor sie weiter zu Ty1- oder
Tw2-Zellen differenzieren. Ob eine aktivierte T,0-Zelle zu einer Tyl- oder einer Ty2-
Effektor-Zelle differenziert, wird von verschiedenen Faktoren beeinflusst, wobei die
Zytokinproduktion von DCs dabei eine bedeutende Rolle spielt. Das Zytokin IL-12
beglnstigt die Ty1-Differenzierung, wahrend IL-4 die Entwicklung von Ty2-Zellen férdert
(Agnello et al., 2003). Die inflammatorischen Ty1-Zellen sezernieren IFN-y, TNF-a sowie
TNF-f3 und veranlassen Makrophagen dazu, intrazellulare Bakterien abzuttten. T,2-Zellen
sind dagegen darauf spezialisiert, B-Zellen zu aktivieren, welche die stimulierenden
Zytokine IL-4 und IL-5 sezernieren.

Sobald das Antigen in Folge einer Immunreaktion eliminiert wurde, nimmt die Anzahl
der klonal expandierten T-Zellen wieder ab. Bei den zuriickbleibenden T-Zellen handelt es
sich um langlebige T-Zellen, den sogenannten T-Ged&achtniszellen (memory T-cells), die
bei einem zweiten Kontakt mit dem gleichen Antigen nicht mehr Gber DCs aktiviert werden
missen. Die Signal-Transduktionsmaschinerie liegt bereits gekoppelt in diesen Zellen vor,
was sie dazu befahigt, innerhalb kirzester Zeit direkt B-Zellen oder Makrophagen zu
aktivieren. Die Signale oder Mechanismen, die zu einer Differenzierung von T-
Gedachtniszellen fuhren, sind noch weitgehend unklar, jedoch gibt die Literatur starke
Hinweise darauf, dass fir die Etablierung dieser Zellen die Aktivierung der DCs Uber die
CD40L/CD40 Interaktion erforderlich ist (Williams & Bevan, 2007).
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1.1.1.4 Rolle der dendritischen Zellen bei der Indu  ktion einer Immunantwort

Dendritische Zellen gelten als Initiatoren und Modulatoren der Immunantwort, und stellen
die Verbindung zwischen dem angeborenen und adaptiven Immunsystem dar (Steinman,
1991; Epstein et al., 1995; Fujii et al., 2004). Sie wurden erstmalig 1973 von Steinman
und Cohn in der Milz von Mausen beschrieben und erhielten ihren Namen nach ihren
langen charakteristischen zytoplasmatischen Auslaufern, den Dendriten (lat.: dendriticus =
verzweigt). Morphologisch sind DCs als unregelmaflig geformte Zellen mit grofl3en
Zellkorpern und langen Dendriten charakterisiert, die zwischen den T-Zellen ein
verzweigtes Netzwerk bilden (Steinman & Cohn, 1973; Banchereau & Steinman, 1998;
Katsnelson, 2006). DCs sind die potentesten APCs die bekannt sind und initiieren eine
deutlich effektivere Immunantwort als andere APCs (Monozyten, Makrophagen oder
B-Zellen), da sie ein breites Spektrum an Krankheitserregern und Antigenen aufnehmen,
prozessieren und prasentieren kénnen (Lutz & Schuler, 2002; Steinman & Banchereau,
2007; Burgdorf & Kurts, 2008). Sie sind daher die wichtigsten Aktivatoren flr naive
T-Zellen (Epstein et al., 1995; Guery et al., 1996). Hochaffine antigen-bindende
Rezeptoren erlauben eine Antigenaufnahme von hoher Effizienz, so dass es der Zelle
gestattet, Antigenpeptide sogar im pico- sowie nanomolaren Bereich zu prasentieren,
wahrend andere APCs erst bei einer Antigenkonzentration im mikromolaren Bereich eine
effiziente Antigenprasentation leisten kénnen.

Leukozyten werden fortlaufend aus pluripotenten hdmatopoetischen Stammzellen im
Knochenmark gebildet, aus denen sich zwei spezialisierte Typen von Stammzellen, die
lymphatische Vorlauferzelle und die myeloische Vorlauferzelle ableiten. Ebenso wie
Makrophagen entwickeln sich DCs wie epidermale Langerhans Zellen und interstitielle
(dermale) DCs aus den myeloischen Vorlauferzellen des Knochenmarks (Caux et al.,
1992; Inaba et al., 1993; Pickl et al., 1996). Die einzelnen Entwicklungsstufen, hier
vereinfacht dargestellt, sind bisher noch unklar, aber derzeit Gegenstand intensiver
Forschung. So kénnen sich DCs einerseits unter dem Einfluss von GM-CSF und IL-4 aus
der myeloischen Zellreihe entwickeln, die gemeinsam oder getrennt von der monozytéren
Zellreihe verlaufen kann (Reid et al., 1990; Caux et al., 1992; Inaba et al., 1993; Brichard
et al., 1993; Sallusto & Lanzavecchia, 1994; Young et al., 1995; Zhou & Tedder, 1996;
Pickl et al., 1996; Szabolcs et al.,, 1996; Chapuis et al., 1997; Randolph et al., 2007a).
Andererseits kdnnen sich DCs auch aus der lymphoiden Reihe differenzieren (Ardavin et
al.,, 1993; Galy et al., 1995; Maraskovsky et al., 1996; Saunders et al., 1996). Aus
lymphoiden Vorlauferzellen des Knochenmarks entwickeln sich unter Einfluss von IL-3 so-
genannte lymphoide bzw. plasmazytoide CD123" CD8" DCs (pDCs) (Banchereau et al.,
2000; Galibert et al., 2001).

Nach ihrer Migration aus dem Knochenmark differenzieren die beiden beschriebenen
DC-Subtypen im peripheren Blut zu unreifen (immaturen) dendritischen Zellen (iDCs) und
wandern in die angrenzenden Organe, um dort die lokale Umgebung nach
Krankheitserregern abzusuchen (Liu, 2001). Langerhans Zellen befinden sich vornehmlich
in der Haut, wahrend die dermalen DCs in allen Organen vorkommen, um dort Antigene
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aufzunehmen. Die pDCs befinden sich in den Tonsillen und patrouillieren im Blut um auf
ihre Antigene zu treffen.

Im peripheren Blut betrégt der prozentuale Anteil an DCs nur ca. 0,1 - 0,5 % aller
Leukozyten (Fearnley et al., 1997) und deshalb wurde die Rolle der DCs in immuno-
logischen Prozessen erst relativ spat erkannt. Aufgrund dieser geringen Mengen sind
direkte Untersuchungen der Zellen in vitro problematisch, jedoch erlauben entsprechende
Methoden ein relativ einfaches Anreichern von Monozyten aus dem peripheren Blut.
Durch die Kombination von GM-CSF und IL-4 lassen sich ausreichende Mengen an
unreifen myeloischen DCs aus Monozyten differenzieren (Akagawa et al., 1996). Die so
generierten myeloischen DCs wurden in der vorliegenden Arbeit Gber den membran-
standigen DC-Marker CD1a charakterisiert (Ziegler-Heitbrock & Ulevitch, 1993; Conti et
al., 2008). Sowohl Langerhans Zellen als auch dermale DCs exprimieren den Lipid-
prasentierenden Didehydroxymycobactin Rezeptor CDla (Hunger et al., 2004; Koch et
al., 2006). Dieser stellt eine Isoform des Proteins CD1 (auch bekannt als T6) dar, dessen
Struktur MHC Klasse-l Molekilen ahnelt. CD1 prasentiert keine Peptide, sondern
Glykolipide und Lipide, wie sie unter anderem in der Membran von Bakterien, Viren,
Pilzen und Protozoen vorhanden sind. Darlber hinaus werden auch kdrpereigenen
Glykolipide und Lipide prasentiert (Barral & Brenner, 2007).

Im unreifen Zustand zeigen DCs deutlich verkiirzte Dendriten, und exprimieren auf der
Zelloberflache wenige MHC Moleklle sowie keine kostimulatorischen Molekile (CD80,
CD86, CD40) (Austyn, 1992; Jiang et al., 1995; Sallusto et al., 1995; Steinman &
Swanson, 1995). Unreife DCs sind jedoch in der Lage Antigene aufzunehmen, wobei
folgende Mechanismen charakteristisch sind:

Makropinozytose: mit Hilfe des Rezeptor-unabhangingen Mechanismus wird extra-
zellulares Material aufgenommen (Lanzavecchia, 1996; Falcone et al., 2006).
Rezeptor-vermittelte Endozytose iber FcRII-Rezeptoren: Auf diese Weise sind iDCs
unter anderem in der Lage Antikdrper-Antigenkomplexe zu binden und aufzunehmen
(Anderson, 1989; Nimmerjahn & Ravetch, 2007).

Rezeptor-vermittelte Endozytose Uber den Mannoserezeptor (Burgdorf et al., 2007): Er
fuhrt zur Aufnahme von endogenen Glykoproteinen und mikrobiellen Bestandteilen.
Phagozytotische Aufnahme von nekrotischen und apoptotischen Zellfragmenten, sowie
Aufnahme ganzer Zellen Uber CD36, avb3 und avb5 Integrine (Albert et al., 1998;
Gallucci et al., 1999).

DCs losen uber Signalkaskaden (z.B. die TLR-Signalwege) eine adaptive Immunantwort
aus, wenn in einem infizierten Gewebe ein Pathogen aufgenommen wird und/ oder sie
durch inflammatorische Signale stimuliert werden (Aliprantis et al., 1999; Brightbill et al.,
1999; Cella et al., 1999). Durch die Aufnahme von Antigenen wird die Ausreifung der DCs
(mDCs) induziert, wodurch unterschiedliche Prozesse eingeleitet werden, welche die
Biologie, im speziellen die Morphologie (Shutt et al., 2000; Al-Alwan et al., 2003; Burns &
Thrasher, 2004), das Migrationsvermégen (Randolph, 2001; Gunn, 2003; Randolph et al.,
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2005), die Expression von Oberflachenmolekilen (Sallusto et al., 1998; Sozzani et al.,
1998), und die Funktion (Steinman, 1991; Banchereau & Steinman, 1998; Ridge et al.,
1998) der DCs beeinflusst.

Im Zuge der Reifung kommt es zur Hochregulierung der mit Peptid beladenen MHC
Klasse Molekile. Da T-Zellen kein intaktes Protein erkennen, werden die von APCs auf-
genommenen Proteine intrazellular durch Proteasen zu Peptiden prozessiert und an MHC
Klasse Molekiille gebunden auf der Zelloberflache fur T-Zellen erkennbar gemacht. Wie
bereits eingangs erwahnt unterscheidet man zwei Klassen von MHC Molekllen (siehe
Kapitel 1.1.1.2). MHC Molekiile der Klasse-I (MHC-1) werden von nahezu allen kern-
haltigen Zellen des Korpers exprimiert und prasentieren Peptide proteasomal
degradierter, zytosolischer Proteine, die zelleigenen oder pathogenen Ursprungs (intra-
zellulare Antigene wie z.B. virale- oder Tumorantigene) sein kdénnen (Mellman &
Steinman, 2001). Diese Peptide werden (ber einen sogenannten TAP-Komplex
(transporters associated with antigen processing) in das Endoplasmatische Retikulum
(ER) transportiert, wo die MHC Klasse-I Molekile mit passenden Peptiden beladen
werden. Dagegen werden MHC Klasse-lIl (MHC-II) Molekiule, mit Ausnahme der
Makrophagen-verwandten Mikroglia-Zellen im Gehirn, nur von APCs des Immunsystems
exprimiert. MHC Klasse-Il Molekule werden im endo-/lysosomalen Kompartiment mit
Peptidfragmenten, die in intrazellularen phagolysosomalen Vesikeln abgebaut werden,
beladen und anschlieRend auf die Zelloberflache transportiert. Neben zelleigenen kénnen
diese Proteine pathogenen Ursprungs sein, die durch APCs phagozytotisch oder
endozytotisch aufgenommen wurden (extrazellulare Antigene) (Mellman & Steinman,
2001; Trombetta et al., 2003).

Zudem bewirkt die Ausreifung der DCs Verédnderungen im Zytoskelett, woraufhin das
Migrationsvermdgen und das Adhasionsverhalten der Zellen beeinflusst wird (Flores-
Romo, 2001; Burns & Thrasher, 2004; Randolph et al., 2007b). Die mDCs wandern
schlieBBlich durch die afferenten LymphgefalRe in die T-Zell-reichen Regionen der
sekundaren lymphatischen Organe, wo sie im Zuge ihrer Reifung die Fahigkeit verlieren
Antigene aufzunehmen, da sie die Expression von Molekllen wie beispielsweise Fc-
Rezeptoren herunterregulieren. Stattdessen kommt es zur Aufregulierung kostimu-
latorischer Molekile, wie der Glykoproteine CD80, CD86 und CD40 (Dilioglou et al.,
2003a; Dilioglou et al., 2003b). Des Weiteren wird auf mDCs das membranstandige und
zur Immunglobulin-Superfamilie zugehérige CD83 Molekil auf der Oberflache hoch-
reguliert, das unter anderem eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von naiven T-Zellen
einnimmt (Prechtel & Steinkasserer, 2007). Daher wurde in dieser Arbeit, der in der
Literatur beschriebene Reifungsmarker, CD83 fur die Charakterisierung der mDCs
eingesetzt (Weissman et al., 1995; Zhou & Tedder, 1995a; Zhou & Tedder, 1995b; Zhou
& Tedder, 1996). Zudem werden im ausgereiften Stadium die Dendriten der DCs langer
(> 10 um), wodurch die Zellen ihre charakteristische Struktur annehmen (Banchereau &
Steinman, 1998). Im Lymphknoten kénnen mDCs als effektive APCs antigen-spezifische
naive T-Zellen Uber kostimulatorische Signale aktivieren und somit ihrer Hauptaufgabe
nachkommen. Wie bereits beschrieben handelt es sich bei der Kostimulation der T-Zellen
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um einen komplexen Vorgang, in den aktivierende und inhibitorische Signale involviert
sind, deren Summe dartber entscheidet ob und wie das Immunsystem reagiert
(Mirshahidi et al., 2001; 2002; Lutz & Schuler, 2002; Martin-Orozco & Dong, 2006). Auch
DCs weisen in Abhangigkeit von aktivierenden und inhibitorischen Signalen die auf sie
einwirken, eine funktionelle Plastizitat auf. Es ist heute weitgehend akzeptiert, dass so-
genannte regulatorische oder tolerogene DCs, welche im Kapitel 1.2.3 ndher beschrieben
werden, Immunantworten modulieren kénnen.

1.1.2 Immunologische Toleranz

Als immunologische Toleranz bezeichnet man die Unfahigkeit des Immunsystems, auf ein
Antigen zu reagieren. Eine wichtige Eigenschaft des Immunsystems ist, neben der
Toleranz gegenuber korpereigenem Antigen (Selbst-Toleranz), auch die Fahigkeit
‘'ungeféhrlich’ von 'geféhrlich’ unterscheiden zu kdnnen. Ist dies nicht gegeben, kann die
Folge eine Zerstérung von koérpereigenem Gewebe (z.B. Autoimmunerkrankungen) sein
oder es kann zu allergischen Erkrankungen (z.B. allergisches Asthma, Lebensmittel-
allergien) kommen. Die Entstehung und Aufrechterhaltung immunologischer Toleranz in
einem sich entwickelnden und reifen Immunsystem wird durch eine Vielzahl unter-
schiedlicher Mechanismen gewahrleistet, die im Thymus aber auch im peripheren
lymphoiden und nicht-lymphoiden Gewebe stattfinden. An den zugrunde liegenden
immunologischen Vorgangen, die in passive (hauptséchlich Deletion und Anergie) und
aktive Toleranzmechanismen (Suppression) unterschieden werden, sind sowohl das
lymphatische System mit T- und B-Zellen als auch APCs, insbesondere DCs, beteiligt.
Von der zentralen Toleranz, die wahrend der Lymphozytenentwicklung in den zentralen
Immunorganen entsteht, wird eine periphere Toleranz unterschieden, die reife
Lymphozyten in peripheren Geweben entwickeln.

1.1.2.1 Zentrale Toleranzinduktion im Thymus

Es ist heute weitgehend akzeptiert, dass im Thymus T-Zelltoleranz gegen ubiquitar
vorkommende Zelloberflichenantigene, Serumkomponenten oder Proteine des allge-
meinen Zellstoffwechsels erzeugt wird (Klein & Kyewski, 2000). Der Hauptmechanismus
der T-Zelltoleranz ist die klonale Deletion autoreaktiver T-Zellen. Aus dem Knochenmark
wandern unreife T-Vorlauferzellen in den Thymus ein und kommen dort mit Selbst-
Antigenenpeptiden in Kontakt. Uber Wechselwirkungen mit Thymusepithelzellen und
nicht-lymphatischen Zellen (vorwiegend DCs und Makrophagen) findet die Selektion der
T-Zellen statt (Sprent et al., 1988; Schwartz, 1989; Ladi et al., 2006). T-Zellen, deren
Rezeptoren eine zu hohe Affinitat zu den MHC Molekilen des eigenen Organismus oder
zu den préasentierten Eigenpeptiden aufweisen, werden dort deletiert, indem der
programmierte Zelltod (Apoptose) eingeleitet wird. Durch diesen Mechanismus, der auch
als negative Selektion bezeichnet wird, kommt es zur starken Dezimierung hochaffiner,
autoreaktiver Zellen (Sohn et al., 2007). T-Zellen die keine Aktivitat bezlglich der
prasentierten Antigene und MHC Klasse Molekile zeigen, erhalten offensichtlich keine
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Uberlebenssignale und sterben ebenfalls ab. Hingegen erhalten T-Zellen mit mittlerer
Affinitat zu Selbstantigenen und MHC Klasse Molekilen, Reifungssignale und
differenzieren im Thymus zu reifen T-Zellen aus um anschlieRend in die Peripherie
entlassen zu werden (Mariathasan et al., 1999; Bevan, 2007). Dieser Vorgang wird auch
als positive Selektion bezeichnet. Die Mechanismen der positiven und der negativen
Selektion zeigen, dass fur die Induktion und Aufrechterhaltung immunologischer Toleranz
die kontinuierliche Anwesenheit von Selbstantigenen erforderlich ist. Deshalb stellt die
Effizienz der Antigenprozessierung und Prasentation von Zellen im Thymus einen
limitierenden Faktor in der Verfugbarkeit von Selbstantigenen dar. Jedoch fuhrt dies zur
Frage, wie Selbsttoleranz gegen Proteine, die nur wahrend bestimmter Entwicklungs-
stadien oder nur in bestimmten Organen vorkommen, entsteht.

1.1.2.2 Periphere Toleranzinduktion

Einige autoreaktive T-Zellen entgehen der negativen Selektion im Thymus. Vermutlich
werden manche Selbstantigene nicht oder nicht in ausreichender Form im Thymus
exprimiert (Nossal, 1994). Um in einem solchen Fall den Ausbruch einer
Autoimmunerkrankung zu verhindern, aber auch gegentuber nichtpathogenen Antigenen
Toleranz zu etablieren, existieren in der Peripherie verschiedene, sich gegenseitig nicht
ausschlieRende Sicherungsmechanismen, die eine T-Zelltoleranz aufRerhalb des Thymus
induzieren und erhalten (Banchereau & Steinman, 1998; Akbar et al., 2007). In den
folgenden Kapiteln soll naher auf die unterschiedlichen Toleranzmechanismen zur
Induktion peripherer Toleranz eingegangen werden.

1.1.2.2.1 Klonale Deletion und Apoptose

Apoptose ist ein zentraler Mechanismus zur Eliminierung von Zellen wahrend der
Embryonalentwicklung, zur Aufrechterhaltung der Homdostase sowie zur Kontrolle
entarteter Zellen und von Funktionen des Immunsystems (Jameson, 2002; Taylor et al.,
2008). Ein Mechanismus der peripheren Toleranzinduktion ist der aktivierungsinduzierte
Zelltod (activation induced cell death, AICD). Autoreaktive T-Zellen, welche wiederholt auf
persistierende Antigene (z.B. Selbst-Antigene) treffen, und in diesem Fall kein
kostimulatorisches Signal durch die prasentierende Zelle erhalten, werden durch den
AICD FAS (CD95)/FasLigand (FasL) vermittelt deletiert. Auch dort, wo Selbstantigene
nicht ubiquitéar sondern nur in bestimmten Geweben exprimiert werden, wurde periphere
Deletion beobachtet (Forster, 1998; Belz et al., 2002). Sollte die T-Zelle doch aktiviert
werden, so fehlt ihr in der Regel das entsprechende Chemokin und Zytokinmilieu, welches
fur gewdhnlich aus der Umgebung und von anderen ebenfalls aktivierten Immunzellen wie
den DCs stammt. Die fehlende Versorgung von T-Zellen mit essentiellen Wachstums-
faktoren fihrt zur Apoptose dieser Zellen, was auch als passiver Eliminierungs-
mechanismus bezeichnet wird (Ferber et al., 1994; Kurts et al., 1997; Guo & Hay, 1999).

Neben der Deletion autoreaktiver T-Zellen stellt der AICD sicher, dass nach der
Eliminierung des Antigens T-Zellklone, die im Rahmen einer Immunantwort expandiert
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sind, anschlieBend wieder dezimiert werden und somit die Homoostase wieder hergestellt
wird (Jameson, 2002). Aufgrund der wiederholten Aktivierung der T-Zelle durch ihr
spezifisches Antigen wird eine Fas/FasL (CD95L) - abhangige Apoptose induziert (Van et
al., 1996). Bei aktivierten CD4" T-Zellen erfolgt eine Koexpression der Oberflachen-
molekile Fas und Fas-L, deren Aufeinandertreffen ein apoptotisches Signal erzeugt.
Durch die Bildung der Fas/FasL Cluster konnen Uber Adapterproteine angesammelte
Prokaspasen rekrutiert werden. AnschlieRend kommt es zur gegenseitigen Aktivierung
dieser, woraufhin eine Kaspasenkaskade die Apoptose der Zelle induziert (Dhein et al.,
1995; Ju et al., 1995; Hengartner, 2000; Taylor et al., 2008). Jedoch differenzieren einige
wenige der CD4" und CD8" T-Zellen sowie B-Zellen zu Gedachtniszellen (Tanchot et al.,
1997; Sprent & Surh, 2002). Auch die Zellen immunprivilegierte Gewebe (Kapitel 1.2.3)
wie beispielsweise die vordere Augenkammer exprimieren nattrlicherweise CD95L, um in
einwandernden T-Zellen Apoptose zu induzieren. Dieser Mechanismus stellt sicher, dass
das Gewebe nicht durch eine Entziindungsreaktion geschadigt wird (Griffith et al., 1995).
Die Expression von CD95L auf Tumorzellen stellt ein weiteres Beispiel fiir die Toleranz-
induktion dar und ist unter anderem fiir deren ungebremste Expansion verantwortlich.

1.1.2.2.2 Anergie

Die Induktion von Anergie in aktivierten T-Zellen stellt neben der Apoptose einen weiteren
Mechanismus dar, um die Homgdostase nach einer Immunantwort wieder herzustellen
(Webb et al., 1990; Moskophidis et al., 1993; Sprent & Webb, 1995). Wie bereits erwahnt
werden T-Zellen, die bei der Antigenerkennung in Abwesenheit eines zweiten kostimu-
latorischen Signals nur Uber den TCR Signale empfangen, nicht zwangslaufig
apoptotisch, sondern verfallen in einen nicht-reaktiven Zustand der als Anergie bezeichnet
wird (Schwartz, 2003). Trotz Antigenkontakt werden diese angergen T-Zellen weder
apoptotisch noch zeigen sie die erwartete klonale Expansion und Zytokinsekretion.
Hieraus wird ersichtlich, dass die Umgebung, in der ein bestimmtes Antigen erkannt wird,
entscheidend flur die Stimulation oder Anergisierung einer naiven T-Zelle ist.

T-Zellanergie konnte sowohl in vitro als auch in vivo experimentell induziert werden
(Jenkins & Schwartz, 1987; Ramsdell et al., 1989; Johnson & Jenkins, 1994; Lombardi et
al., 1994; Falb et al.,, 1996). Es konnte gezeigt werden, dass die antigen-spezifischen
T-Zellen weiterhin vorhanden sind, jedoch weder proliferieren noch IL-2 im gewohnten
Male sezernieren und daher keine systemische Immunantwort auslésen (Gimmi et al.,
1993; Johnson & Jenkins, 1994). Die fehlende T-Zellantwort ist somit nicht durch eine
Deletion der antigen-spezifischen T-Zellen bedingt. Der Zustand der Anergie kann durch
exogene Zugabe von sehr groBen Mengen IL-2 aufgehoben werden und scheint auf
molekularer Ebene durch eine negative Regulation der IL-2-Gentranskription bedingt zu
sein (DeSilva et al., 1996; Li et al., 1996; Bachmann & Oxenius, 2007; Zheng et al., 2008).
In vitro Untersuchungen konnten zeigen, dass anerge T-Zellen, induziert durch fehlende
Kostimulation, die Fahigkeit besitzen die Proliferation anderer antigen-spezifischer
T-Zellen Uber direkten Zell-Zellkontakt zu hemmen. Diese Daten implizieren eine
regulatorische Funktion ’'anerger’ T-Zellen, woraufhin die Bezeichnung eines nicht-
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reaktiven Zustandes der Zellen in diesem Zusammenhang eher unzutreffend erscheint
(Lombardi et al., 1994; Taams et al., 1998; Chai et al., 1999; Taams et al., 2000; Akbar et
al., 2007) (siehe nachfolgendes Kapitel).

Des Weiteren weisen einige Studien daraufhin, dass der Zustand der T-Zellanergie
nicht ausschlieRlich auf fehlender B7-vermittelter Kostimulation beruhen muss. So
konnten nach chronischer Antigenstimulation auch anerge T-Zellen beobachtetet werden.
Das T-Lymphozyten-Antigen-4 (CTLA-4; CD152), welches ausschlieBlich auf T-Zellen
exprimiert wird, induziert in T-Zellen Toleranz und Anergie und zahlt zu den starksten
Inhibitoren der T-Zellaktivierung (Greenwald et al., 2001; Alegre et al., 2001). Nach der
B7/CD28-vermittelten T-Zellaktivierung kommt es zeitlich verzégert zur Hochregulierung
von CTLA-4, dass eine 10-100x hohere Affinitat als der CD28 Rezeptor fir die B7
Molekile CD80 und CD86 besitzt und bindet diese daher vorrangig. Infolgedessen wird
die aktivierende Signalgebung durch B7/CD28 beeintrachtigt, weshalb aktivierte T-Zellen
weniger empfanglich fur die Stimulation durch APCs sind (Chambers & Allison, 1999;
Schwartz, 2003). Die Signalgebung uber CTLA-4 bewirkt die Ubermittlung eines
negativen Signals in die aktivierte T-Zelle und limitiert die IL-2-Synthese (Parry et al.,
2005). Wird die Expression von CTLA-4 gehemmt, so kommt es zu einem massiven
Anstieg der T-Zell-Effektorfunktion (Tivol et al., 1995; Waterhouse et al., 1995). Die
Bindung von CTLA-4 spielt somit ebenfalls eine entscheidende Rolle bei der Begrenzung
proliferativer T-Zellenantworten. Die Interaktion zwischen CTLA-4 und CD80/CD86 hat
jedoch nicht nur einen immunsuppressiven Effekt auf die T-Zelle, sondern auch auf die
beteiligte APC (Finger & Bluestone, 2002; Fallarino et al., 2003). Zudem konnte auch eine
ausgesprochen hohe Expression von CTLA-4 auf Tregs beobachtete werden, wo es eine
bedeutende Rolle bei der regulatorischen Funktion dieser T-Zellpopulation einnimmt
(Takahashi et al., 2000; Kingsley et al., 2002; Sanchez-Fueyo et al., 2002; Vasu et al.,
2004).

1.1.2.2.3 Suppression durch regulatorische T-Zellen

Die Selbst-Toleranz von T-Zellen basiert klassischerweise auf klonaler Deletion und
T-Zellanergie. Untersuchungen konnten jedoch zeigen, dass in die Peripherie entlassene
autoreaktive T-Zellen durch natirliche regulatorische T-Zellen kontrolliert werden
(Sakaguchi, 2005; Schwartz, 2005; Beissert et al.,, 2006). Beweise fir einen aktiven
Mechanismus der Sebst-Toleranz (dominante Suppression), zeigen sich in der Tatsache,
dass in vielen verschiedenen experimentellen Systemen die Regression spontaner oder
auch induzierter Immunkrankheiten (wie z.B. Autoimmunerkrankungen) durch den
Transfer von nTregs mdoglich ist (Sakaguchi et al., 1995; Itoh et al., 1999; Shevach, 2000).
Diese Tregs bilden nur einen ausgesprochen kleinen Anteil (<10%) innerhalb der CD4"
T-Zell-Population (Sakaguchi, 2000; Shevach, 2002; Akbar et al., 2007).

Neben der bedeutenden Rolle zum Erhalt von Selbst-Toleranz wird Tregs eine wichtige
immunmodulatorische Funktion gegeniber Fremdantigenen oder Allergenen zuge-
schrieben (Akbari & Umetsu, 2004). Vermutlich sind Tregs an der Toleranz gegentber
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Allergenen, die Uber die Mukosa des Darms oder uber der Lunge aufgenommen werden,
zentral beteiligt (Akbari et al., 2001). Auch konnte anhand eines transgenen Mausmodells
gezeigt werden, dass Tregs bei der Pravention von EAE (experimental allergic
encephalomyelitis) verantwortlich sind. Im Kontext der Transplantationsabstof3ung riicken
Tregs, die alloreaktive T-Zellen des Empféangers inhibieren und dadurch die Transplantat-
vertraglichkeit verbessern, ebenfalls zunehmend in den Vordergrund (Chang et al., 2002;
Suciu-Foca & Cortesini, 2007).

CD4" Tregs werden aufgrund ihres Entstehungsortes in natiirlich vorkommende CD4"
CD25" Tregs (nTregs), die als eigene Linie wahrend der T-Zell-Differenzierung im Thymus
entstehen und induzierbare Tregs (iTregs) unterschieden, die sich aus peripheren CD4"
CD25" T-Zellen entwickeln (Akbar et al., 2007). Es konnte gezeigt werden, dass aus dem
Thymus isolierte nTregs einen sehr ahnlichen Phanotyp wie iTregs aufweisen (Itoh et al.,
1999). Sowohl iTregs als auch nTregs exprimieren neben CD25 die gleichen Ober-
flachenmolekile, wie z.B. CTLA-4, GITR, CD45RB und den Transkriptionsfaktor Foxp3
(Shimizu et al., 2002; McHugh et al., 2002; Akbar et al., 2007). Eine Ubersicht der derzeit
bekannnten Treg-Populationen soll die folgende Tabelle, verandert nach Akbar und
Mitarbeitern, liefern (Akbar et al., 2007; Suciu-Foca & Cortesini, 2007).

Tab. 1: Subtypen regulatorischer T-Zellen: Phanotyp, Funktionsmechanismen und Herkunft verandert

nach Akbar und Mitarbeitern , 2007. *natiirliche regulatorische CD4" CD25" T-Zellen (nTregs) exprimieren
Uberwiegend CD45R0, ein Marker fir Gedachtniszellen. Allerdings exprimiert ein geringer Anteil der nTregs
CD45RA. Altersbedingt kommt es jedoch zur Dezimierung dieser Zellpopulation, die haufig auch als naive
nTregs bezeichnet wird. CD45RA" nTregs sind beziiglich ihrer Funktion und ihrem Phénotyp weitgehend
vergleichbar mit CD45RO" nTregs.

Treg-Populationen

Phanotyp

Mechanismus

Herkunft

Naturliche Tregs
(nTregs)*

Expandierte nTregs

Induzierte Tregs
(iTregs)

T3

Trl
CD8" Ts

Foxp3" CTLA-4"
GITR' CD45RB""
CD62L*" cD127""

Foxp3" HLA-DR"
CD62L" CD69*

Foxp3" CTLA-4"
GITR' CD45RB""

Foxp3"

Foxp3"
Foxp3"

Zell-Zellkontakt,
IL-10, TGF-B,
CTLA4 und GITR

Zell-Zellkontakt

Zell-Zellkontakt und
in einigen Fallen
TGF-B

TGF-B und/
oder IL-10

IL-10

Zell-Zellkontakt,
ILT3 und ILT4

Thymus

direkte klonale
Expansion
von nTregs

Umprogrammierung und/
oder Expansion von nicht
regulatorischen

CD4" CD25  T-Zellen

Peripherie

Peripherie

Peripherie

Bisher wurden im Zusammenhang mit regulatorischen Funktionen neben CD8" Tregs
hauptsachlich T-Zellen der CD4" Subpopulation beschrieben, da CD4" T-Zellen eine
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zentrale Funktion fir die Aktivierung von DCs, CD8" T-Zellen sowie B-Zellen besitzen
(Sakaguchi et al.,, 1995). Diese Tregs werden durch den Transkriptionsfaktor Foxp3
(forkhead box P3) und CTLA-4 und zeigen eine geringe CD45RB Expression (Khattri et
al., 2003; Akbar et al., 2007; Zheng & Rudensky, 2007; Rudd, 2008). In CD25-, CD122-
(IL-2 Rezeptor B-Kette) und IL-2- Knock-out Mause sowie durch die Neutralisation von
IL-2 durch spezifische Antikorper kommt es zur Entwicklung schwerer Autoimmun-
erkrankungen, die durch den adoptiven Transfer von CD4" CD25" Tregs verhindert wird
(Malek et al., 2002; Almeida et al., 2002; Turka & Walsh, 2008). Durch diese Studien
wurde auch die wichtige Bedeutung von IL-2 fur die Entwicklung bzw. Funktion von CD4"
CD25" Tregs nachgewiesen.

Durch die Entdeckung, dass der Ausfall des Transkriptionsfaktors Foxp3 im Maus-
modell und im Humansystem zu Autoimmunreaktionen fihrt und fir inflammatorische
Erkrankungen verantwortlich ist, wurde Foxp3 als Marker fir Tregs etabliert (Hori et al.,
2003; Khattri et al., 2003; Fontenot et al., 2003). Hieraus wird ersichtlich, dass die
Expression von Foxp3 entscheidend fur die Aufrechterhaltung peripherer Toleranz und
der Wiederherstellung der Homoostase nach einer Immunreaktion ist. Des Weiteren
konnte in Versuchen mit CD28 Knock-out Ma&usen und mittels Blockade von CD28 durch
CTLA-4 gezeigt werden, dass Interaktionen zwischen CD28 und CD80/CD86 eine
entscheidende Rolle bei der Entstehung von CD4" CD25" Tregs im Thymus und in der
Peripherie spielen (Salomon & Bluestone, 2001; Tang et al., 2003). Weitere Molekiile, die
ebenfalls im Zusammenhang mit Tregs beschrieben werden, sind GITR (glucocorticoid-
induced tumor necrosis factor receptor), ein zu der TNF-Superfamilie zéhlender Rezeptor
(Shimizu et al., 2002; McHugh et al., 2002; Grohmann et al., 2007) und das Integrin ogB-
(CD103) (Lehmann et al., 2002). Die Expression von Integrinen auf Tregs scheinen eine
wichtige Rolle bei ihrer Migration in das Zielgewebe wie beispielsweise der Haut zu
spielen (Suffia et al., 2005).

Diskutiert wird derzeit, ob Tregs ihre Wirkung tber direkten Zell-Zellkontakt oder tber
die Sekretion von loslichen anti-inflammatorischen Zytokinen wie z.B. IL-10 oder TGF-3
ausliben. CD4" CD25" T-Zellen bendtigen zur Entfaltung ihrer suppressiven Funktion
offensichtlich Antigen- sowie Zell-Zellkontakt und IL-2 in ihrer Umgebung, jedoch
sezernieren sie kein IL-2 (Shevach, 2000; Hori et al., 2003; Turka & Walsh, 2008).
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Zytokine wie TGF-3 (Davidson et al., 2007) oder
IL-10 einen regulatorischen Effekt gegeniiber T-Zellen besitzen. Dabei inhibiert TGF-31
die Proliferation der Lymphozyten und IL-10 hemmt die Aktivierung von Makrophagen und
die Expression von Kostimulatoren (Mosmann et al., 1991; Wahl, 1994; Buer et al., 1998).
Diese inhibitorischen Zytokine schranken die klonale Expansion spezifischer Lympho-
zyten ein und lassen aktivierte Makrophagen und andere inflammatorische Zellen in ihren
Ruhezustand zurtickkehren.
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1.1.2.2.3.1 Naturliche regulatorische T-Zellen

Die ursprunglich 1995 von Sakaguchi et al. beschriebenen CD4" CD25" nTregs wurden
erstmals von Jonuleit und Mitarbeitern im Humansystem beschrieben (Sakaguchi et al.,
1995; Jonuleit et al., 2001; Dieckmann et al., 2002). CD4" CD25" nTregs entstehen wie
bereits erwdhnt wéahrend der Differenzierung von Thymozyten. Welche Signale im
Thymus jedoch darliber entscheiden, ob ein T-Zellvorlaufer sich zu einer regulatorischen
oder reaktiven T-Zelle entwickelt, ist weitestgehend unbekannt. Vermutlich fuhrt die
hochaffine Bindung an bestimmte Selbstpeptide dazu, die Differenzierung von T-Zellen
mit autoreaktiven TCR zu CD4" CD25" nTregs einzuleiten (Bensinger et al., 2001; Picca &
Caton, 2005; Picca et al., 2006). Neben den genannten Markern fir Tregs werden
ebenfalls die Expression von CD69 und CD62 Ligand (L-Selectin) sowie eine niedrige
Expression von CD127 (o-Kette des IL-7-Rezeptors) im Zusammenhang mit nTregs
beschrieben (Akbar et al., 2007).

CD4" CD25" nTregs supprimieren in vitro die Aktivierung und Proliferation von naiven
CD4" T-Zellen Uber einen Zell-Zellkontakt abhangigen Mechanismus (Shevach, 2000; Hori
et al., 2003). In vitro befinden sich nTregs in einem Zustand der Anergie, in dem sie trotz
Antigenkontakt Uber MHC Klasse-Il Molekile weder apoptotisch werden noch die
erwartete klonale Expansion und Zytokinsekretion zeigen (Sakaguchi et al., 1995; Itoh et
al.,, 1999; Shevach, 2000; Shevach, 2001; Hori et al., 2003). Erfolgt jedoch eine
CD3/CD28 stimulation Uber spezifische monoklonale Antikorper oder eine Behandlung
dieser Zellen mit IL-4, kann sowohl der anerge Zustand als auch die Suppressoraktivitat
der nTregs aufgehoben werden. Es wird angenommen, dass die beobachtete Anergie der
Tregs in vitro Zell-Zellkontakt abhangig durch die hohe Dichte verursacht wird (Walker et
al., 2003a). Kurzlich konnte gezeigt werden, dass einige TLRs (TLR2 und TLR8) auf
nTregs exprimiert werden und, im Falle einer Stimulation, die Treg-vermittelte Immun-
suppression verhindern kénnen (Miyara & Sakaguchi, 2007). In der Literatur wird derzeit
diskutiert, ob die in vitro gewonnen Daten die in vivo Situation widerspiegeln. Im
Maussystem konnte gezeigt werden, dass nTregs mit transgenen TCR nach
entspechender Antigenexposition in vivo proliferieren kbnnen ohne das ihre suppresive
Wirkung beeintrachtigt wird (Yamazaki et al., 2003; Walker et al., 2003b). Obwohl heute
die zentrale Entstehung von CD4" CD25" nTregs im Thymus akzeptiert ist, wurde nach
den in vivo Studien von Walker und Yamazaki bezweifelt, dass dies der einzige Weg ihrer
Entstehung ist. Im Rahmen der altersbedingten Thymusinvolution sinkt auch die Zahl an
T-Lymphozyten. Daher musste bei einer ausschlie3lich zentralen Entstehung die Zahl an
CD4" CD25" nTregs mit der Zeit abnehmen (Akbar et al., 2007). Ungeachtet dessen ist
interessanterweise ein altersbedingter Anstieg dieser Zellpopulation zu beobachten
(Gregg et al., 2005; Vukmanovic-Stejic et al., 2006). Es gibt derzeit drei Hypothesen zum
Erhalt von CD4" CD25" Tegs in vivo. Zum einen wird die Existenz einer langlebigen nTreg
Subpopulation postuliert, die eine erhfhte Resistenz gegentiber Apoptose aufweisen. Die
zweite Theorie beschreibt die direkte Expansion von nTregs in der Peripherie. Sowohl in
vivo also auch in vitro konnte gezeigt werden, dass eine Proliferation von CD4" CD25"
nTregs trotz ihres anergen Phanotyps mdglich ist (Kretschmer et al., 2005). Diese



16 TRYPTOPHAN-DEPLETION UND DENDRITISCHE ZELLEN

Proliferation ist jedoch von der Anwesenheit von Zytokinen wie IL-2 abh&ngig, welche
nicht von den Tregs selbst produziert werden kdnnen (Yamazaki et al., 2003; Walker et
al., 2003b). Drittens unterstutzen zahlreiche Studien die Theorie einer Neuentstehung von
Tregs aus T-Gedachtniszellen und CD4" CD25~ T-Zellen in der Peripherie nach Antig-
prasentation ohne adaquate Kostimulation (z.B. durch tolerogene DCs, siehe Kapitel
1.2.3) oder durch nTregs vermittelt (Lombardi et al., 1994; Taams et al., 1998; Dieckmann
et al., 2002; Manavalan et al., 2003; Akbar et al., 2003; Kretschmer et al., 2005). Diese
Zellen werden als induzierbare Tregs (iTregs) oder adaptive Tregs bezeichnet.

1.1.2.2.3.2 Induzierbare regulatorische T-Zellen

CD4" CD25" Tregs kénnen sich unter bestimmten Bedingungen aus naiven CD4" CD25~
T-Zellen entwickeln. So beispielsweise in Anwesenheit von IL-10, TNF-a, TGF-B oder
durch Stimulation dieser Zellen mit myeloischen iDCs, reifen pDCs oder durch ILT2 und
ILT3 (Immunoglobulin-like transcript 3) positive APCs (Roncarolo et al., 2001; Levings et
al., 2001; Levings et al., 2002; Gilliet & Liu, 2002; Adams et al., 2003; Fallarino et al.,
2006b; Sharma et al., 2007). Ob der Erhalt von Tregs die Vermehrung durch klonale
Expansion beinhaltet, oder ob weitere Tregs durch ’infektiose Toleranz’ aus der CD4"
CD25" T-Zellpopulation rekrutiert werden oder beides wird derzeit in der Literatur diskutiert
(Seddon & Mason, 2000; Akbar et al., 2007). Diverse Studien fuihren zu der Annahme,
dass Tregs die Induktion von Toleranz in zwei Stufen kontrollieren: Der erste Schritt
beinhaltet einen direkten Zell-Zellkontakt abhéngigen Mechanismus, indem nTregs
Anergie in CD4" T-Zellen auslosen. Diese anergen Zellen mit regulatorischer Funktion
(iTregs) vermitteln wiederum Toleranz in einem zweiten Zell-Zellkontakt unabhéangigen
Schritt Gber Zytokine und vermitteln somit ihre suppressive Wirkung gegentber weiteren
CD4" T-Zellen (Dieckmann et al., 2002; Jonuleit et al., 2002; Battaglia & Roncarolo, 2004;
Suciu-Foca & Cortesini, 2007).

Im humanen System konnte im Gegensatz zum Mausmodell gezeigt werden, dass
CD4" CD25™ T-Effektorzellen unter bestimmten Umstanden wie nach Aktivierung oder
durch Gabe von TGF-B, Foxp3 exprimieren kénnen (Fu et al., 2004). Jedoch zeigen diese
Zellen nicht immer eine regulatorische Funktion (Akbar et al., 2007). Daher wird Foxp3 im
Zusammenhang mit Kostimulation als geeigneter Marker fur humane Tregs in der
Literatur angezweifelt. Jedoch unterstitzt die Induktion von Foxp3 in CD4" CD25™ T-Zellen
nach Aktivierung die Hypothese einer Neuentstehung regulatorischer T-Zellen aus CD4"
CD25 T-Zellen in der Peripherie. Um humane CD4" CD25" Foxp3" Tregs dennoch von
aktivierten CD4" CD25" Foxp3" T-Effektorzellen diskriminieren zu kénnen ist es zwingend
erforderlich, ihren supprimierenden Effekt gegentber T-Effektorzellen funktionell nach-
zuweisen (Akbar et al., 2007).

CD4" iTregs wie Ty3- und Tri-Lymphozyten entstehen im Gegensatz zu nTregs
ausschlieB3lich in der Peripherie und vermitteln ihre suppressiven Eigenschaften unter
anderem Uber I8sliche Faktoren (IL-10, TGF-f3). T43-Lymphozyten entstehen aus naiven
T-Zellen nach Antigenpréasentation durch DCs aus der Milz (Everson et al., 1997; Suciu-
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Foca & Cortesini, 2007). lhre Suppressoraktivitat ist Uber die Sekretion von TGF-$
zytokinvermittelt (Chen et al., 1994; Weiner, 2001). Trl-Lymphozyten werden in vitro und
in vivo in Anwesenheit von IL-10 aus naiven CD4" T-Zellen bei Antigenexposition gebildet
und produzieren IL-10, IFN-a, TGF-f3 und IL-5 (Levings et al., 2001; Levings et al., 2002;
Veldman et al., 2004; Roncarolo et al., 2006). Inwieweit der Zell-Zellkontakt oder die
l6slichen Faktoren fir ihre suppressiven Eigenschaften gegentiber CD4" T-Effektozellen
wichtig sind, ist bisher noch ungeklart (Suciu-Foca & Cortesini, 2007). Zu den iTregs
gehoren neben CD4" CD25%, CD4" T3 und CD4" Trl-Lymphozyten auch verschiedene
CD4~ Subpopulationen (Zhang et al., 2001; Gilliet & Liu, 2002; Chen et al., 2005;
Thomson et al., 2006).

CD8" CD28" Foxp3" T-Suppressorzellen (Ts) konnen in vitro durch wiederholte
Alloantigenstimulation naiver CD8" CD28~ T-Zellen induziert werden (Suciu-Foca &
Cortesini, 2007). An Patienten konnte eine alloantigen-spezifische suppressive Funktion
dieser Zellen gegentber allogenen Transplantaten beobachtet werden (Manavalan et al.,
2003; Manavalan et al., 2004). Des Weiteren koénnen diese iTregs uber einen Zell-
Zellkontakt abhangigen, Zytokin-unabhéngigen Mechanismus in DCs und Endothelzellen
einen tolerogenen Phénotyp induzieren (siehe Kapitel 1.2.3), der sich durch die niedrigere
Expression kostimulatorischer Molekllle und die Expression inhibitorischer Rezeptoren
wie ILT3 und ILT4 auszeichnet (Chang et al., 2002; Manavalan et al., 2003; Manavalan et
al., 2004). Zudem belegen zahlreiche Studien eine weitreichende Bedeutung von APCs
bei der peripheren Toleranzinduktion in Zusammenhang mit dem induzierbaren Enzym
Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO), auf das im folgenden Kapitel naher eingegangen
werden soll. So konnten in einige Arbeiten der letzten Jahre gezeigt werden, dass Tregs
den IDO Mechanismus zur Expansion der eigenen Population nutzen d.h. weitere Tregs
in der Peripherie induzieren (Belladonna et al., 2006; Fallarino et al., 2006b; Grohmann et
al., 2007).

1.2 Tryptophan und Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO)

Tryptophan (Cy;H12N,0,) zéhlt zu den essentiellen Aminoséuren und stellt biochemisch
die energiereichste Aminosaure dar. DefinitionsgemdlR kann diese nicht vom
menschlichen Korper selbststindig synthetisiert werden und muss daher dber die
Nahrung zugefiuhrt werden. Aufgenommenes Tryptophan (trp) wird dann Uber die Leber
ins Serum des Blutes abgegeben und dient den Zellen des gesamten Organismus als
Baustein fUr die Proteinbiosynthese (Moffett & Namboodiri, 2003). Im Zentralnerven-
system wird aus trp der Neurotransmitter Serotonin, und in der Epiphyse (Zirbeldriise) das
fur den Tag-Nacht-Rhytmus wichtige Hormon Melatonin synthetisiert (Branchey et al.,
1982). Der grofRte Teil des aufgenommenen trp (ca. 70%) wird Uber den Kynurenin-
Stoffwechselweg in der Leber abgebaut.

Im ersten Schritt des Kynureninweges wird trp in Anwesenheit von Sauerstoff durch
Dioxygenasen zu N-Formylkynurenin oxidiert. Es existieren drei Isoenzyme die diese
Reaktion katalysieren. In der Leber ist es die von Hepatozyten konstitutiv exprimierte
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Tryptophan 2,3-Dioxygenase (TDO), die fur die Serumkonzentrationen der Aminoséure im
Blut verantwortlich ist (Saito et al., 1991). Neben TDO konnte 1963 das Enzym Indolamin
2,3-Dioxygenase (IDO) erstmals beschrieben werden (Higuchi et al., 1963), welches
inbesondere im Rahmen einer Immunantwort induziert wird. IDO gehdrt zu den
Hamenzymen und stellt auBerhalb der Leber das geschwindigkeitsbestimmende Enzym
des Kynureninweges dar (siehe Abb. 1) (Moffett & Namboodiri, 2003). In Anwesenheit von
Sauerstoff vermittelt IDO die oxidative Spaltung des Pyrrolringes von trp (Romani et al.,
2008). In neueren Studien wurde ein drittes Enzym entdeckt, was aufgrund der
genetischen Homologie zu IDO als IDO-2, INDOL1 oder auch proto-IDO (indoleamine 2,3-
dioxygenase-2, indoleamine 2,3-dioxygenase-like protein, proto-indoleamine 2,3-dioxy-
genase) bezeichnet wird (Ball et al., 2007; Yuasa et al., 2007; Metz et al., 2007). Im
Maussystem wird IDO-2 in der Niere, der Leber sowie in mannlichen und weiblichen
Geschlechtsorganen exprimiert und zeigt eine &hnliche enzymatische Aktivitat wie IDO.
Die genaue biologische Funkion von IDO-2 ist jedoch bisher unbekannt (Ball et al., 2008).

Nahrung

l Tryptophan-

hydroxylase X
Tryptophan ——» Serotonin

Indolamin 2,3- dioxygenase —>» <— Tryptophan 2,3- dioxygenase

(Immunsystem)@ (Leber)

Indolamin 2,3- dioxygenase 2>

@

v
Kynurenin ——» Kynureninsaure

Kynurenin 3 -monooxygenase A Kynureninase

3-Hydroxykynurenin Anthranilsaure

¥ Kynureninase

3-Hydroxyanthranilséaure

!

Quinolinsaure
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Abb. 1: Metabolismus der mit der Nahrung aufgenomme nen Aminosaure Tryptophan. Tryptophan (trp)
zéhlt zu den essentiellen Aminoséuren und kann in Vertebraten nur tber die Nahrung aufgenommen werden.
In der Leber ist die konstitutiv exprimierte Tryptophan 2,3-Dioxygenase (TDO) fur den trp-Abbau verant-
wortlich und sorgt fir die trp Homdostase im Blut. Die Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO), wird dagegen im
Rahmen einer Immunantwort induziert inbesonders durch das pro-inflammatorische Zytokin IFN-y. IDO kann
zudem beispielsweise durch TLR Stimulation (Poly(l:C), LPS) oder uber die Stimulation des hochaffinen
Rezeptors fur IgE, FceRl in APCs hochreguliert werden. Des Weiteren erfolgt durch Typl Interferone sowie
durch TNF-a und CD40L die IDO Indukton in APCs. IDO-2 wird in der Niere, der Leber sowie in ménnlichen
und weiblichen Geschlechtsorganen exprimiert und zeigt eine dhnliche enzymatische Aktivitat wie IDO. Die
genaue biologische Bedeutung von IDO-2 ist jedoch bisher unbekannt.
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Wahrend der Degradation von trp Uber den Kynurenin-Stoffwechselweg entstehen
zahlreiche Intermediate wie 3-Hydroxykynurenin, 3-Hydroxyanthranilsdure oder Quinolin-
saure mit unterschiedlichen Wirkungen und Funktionen sowie die Endprodukte
Nicotinsaureamid-Adenin-Dinucleotid (NAD"), Adenosin-5"-triphosphat (ATP) und CO..
Auch humane Mikroglia kénnen in vitro trp zu Quinolinsdure verstoffwechseln, was das
Vorhandensein aller am Kynureninweg beteiligten Enzyme, demnach auch von IDO,
voraussetzt (Heyes et al., 1996). Allerdings konnten in vitro Untersuchungen zeigen, dass
murine IDO™ DCs trp-Metabolite aufnehmen und durch 'downstream’ -Enzyme verstoff-
wechseln kdnnen (Belladonna et al., 2006). Letztlich fiihrt die Induktion von IDO zu einem
intrazellularen sowie extrazellularen Abbau von trp (Munn et al., 1998; Munn et al., 1999)

Da es sich um ein intrazellulares Enzym handelt, muss die IDO exprimierende Zelle,
trp aus dem extrazellularen Raum Uber einen sogenannte 'L amino acid transporter’ (LAT)
in die Zelle transportieren (Castagna et al., 1997; Verrey et al., 1999; Kim et al., 2001;
Kudo & Boyd, 2001; Zegarra-Moran et al., 2004), was wiederum zu einer Verarmung der
Extrazellularraume an trp fuhrt (Munn et al., 1998). Dieses trp-verminderte Mikromilieu
wirkt sich inhibierend auf die Proliferation von T-Effektorzellen aus (Munn et al., 1999;
Mellor & Munn, 1999). So konnten in vitro Untersuchungen zeigen, dass der trp-Mangel
den Eintritt aktivierter T-Zellen in die G1-Phase des Zellzyklus und somit die Proliferation
verhindert. Zudem kommt es in Folge der IDO Aktivitdt zur Induktion von T-Zellanergie
sowie zur Apoptoseinduktion aktivierter T-Zellen wodurch die T-Zell-vermittelte
Immunantwort inhibiert wird (Munn et al., 1999; Lee et al., 2002; Fallarino et al., 2002a).
Zahlreiche Studien belegen eine weitreichende Bedeutung von APCs bei der Abschaltung
von Immunantworten in Zusammenhang mit der Induktion des trp-katabolisierenden
Enzyms IDO. Im Mausmodell wurde gezeigt, dass dieser Mechanismus in vivo fur die
T-Zelltoleranz entscheidend ist und zu immunologischer Toleranz gegenuber allogenen
Foten fuhrt (Munn et al., 1998). Generell kommt es im Zuge einer Inflammation auch zur
Induktion anti-inflammatorischer Mechanismen, um potenziell schadliche Immun-
antworten, die das Gewebe zerstoren kdnnen, einzudammen. So wird IDO insbesondere
im Rahmen einer Infektion durch pro-inflammatorische Zytokine induziert (sieche Abb. 2).
IFN-y stellt ein gutes Beispiel fir die ambivalente Rolle eines pro-inflammatorischen
Zytokins in der Toleranzinduktion dar (Takikawa et al., 1990).

IDO kann neben IFN-y, durch IFN-a/B, TNF-a, CD40L, Poly(l:C) oder LPS in Fibro-
blasten, Monozyten, Makrophagen und DCs induziert werden (Hwu et al., 2000; Currier et
al., 2000; Fallarino et al., 2002b; Robinson et al., 2005; Robinson et al., 2006; Scheler et
al., 2007). Durch die Stimulation des hochaffinen Rezeptors fir IgE, FceRIl, wurde in
unserer Arbeitsgruppe zudem die Induktion von funktionellem IDO in vitro auf Monozyten
nachgewiesen (von Bubnoff et al., 2002; von Bubnoff et al., 2003). Darlber hinaus fihren
anti-inflammatorische Signale wie beispielsweise Dexamethason, ein kinstliches
Glukokortikoid, tber die systemische Induktion von GITR in CD4" T-Zellen und GITR
Ligand in pDCs zur IDO Induktion. In vivo fihrt Dexamethason zur IDO bedingten
Inhibition von T,2-Antworten und allergischen Reaktionen (Grohmann et al., 2007).
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T-Zellproliferation |

Abb. 2: IDO Induktion in APCs am Beispiel der Stimul  ation des hochaffinen Rezeptors fir IgE, Fc  €RI.
Die Indukion des trp katabolisierenden Enzyms Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) erfolgt insbesondere im
Rahmen einer Immunantwort. Beispielsweise fuhrt die Stimulation des hochaffinen Rezeptors fiir IgE, FceRl,
auf APCs zur IDO Expression. (1+2) Aktiverierte T-Zellen sezernieren daraufhin pro-inflammatorische Zytokin
wie IFN-y, was wiederum autokrin zur IDO Expression in APCs fuhrt. (3+4) Durch die IDO-vermittelte trp-
Depletion kommt es zu einer Hemmung der T-Zellproliferation in vitro.

Ferner zeigen Arbeiten der letzten Jahre, dass IDO Uber TLR9 Stimulation (Mellor et al.,
2005; Wingender et al., 2006) sowie durch PGE; (von Bergwelt-Baildon et al., 2006) und
CTLA-4 (Grohmann et al., 2002; Hayashi et al., 2004; Grohmann et al., 2007; Puccetti &
Grohmann, 2007), in APCs aktiviert wird. Zudem ist das Zelloberflachen-Glykoprotein
CD200 (OX-2) Uber die Interaktion mit seinem Rezeptor CD200R auf der APC in der
Lage, die Expression von IDO in pDCs zu induzieren (Fallarino et al., 2004).

Anhand von in vivo Untersuchungen konnte die IDO Induktion durch die Interaktion von
CD80/CD86 mit dem immunomodulatorischen Molekil CTLA-4-1g bei DCs nachgewiesen
werden, woraufhin IFN-y, sezerniert wird was wiederum zur autokrinen Aktivierung von
IDO fuhrt (Grohmann et al., 2002; Fallarino et al., 2003). Folglich ist die Blockierung der
Kostimulation nicht der einzige Toleranzmechanismus von CTLA-4. Zudem wird CTLA-4
wie bereits beschrieben von Tregs exprimiert. Konstitutiv CTLA-4 exprimierende CD4"
CD25" Tregs induzieren tber die Interaktion mit CD80/CD86 die IDO Expression auf DCs,
wodurch die T-Zellproliferation in Folge der trp-Depletion inhibiert wird (Fallarino et al.,
2003). Dariiber hinaus sezernieren aktivierte CD4" CD25" Tregs IFN-y, was zusatzlich zur
IDO Expression in DCs fiuhrt. Einige Arbeiten der letzten Jahre kommen zu der Annahme,
dass Tregs den IDO Mechanismus zur Expansion der eigenen Population nutzen d.h.
neue Tregs aus CD4" CD25 T-Zellen in der Peripherie entstehen (iTregs) (Belladonna et
al., 2006; Fallarino et al., 2006b; Grohmann et al., 2007; Hill et al., 2007). Zudem konnte
kurzlich gezeigt werden, dass IDO* pDCs bereits existierende Tregs aus den
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benachbarten Tumor Lymphknoten direkt aktivieren und diese aktivierten Tregs PD-1
(inhibitory programmed cell death 1)/PD-Ligand abhéngig T-Zellantworten supprimieren
(Sharma et al., 2007). Insgesamt implizieren diese Daten einen weiteren Regulationsweg,
indem IDO Uber die Kombination der regulatorischen Funktion von Tregs und DCs zur
Toleranzinduktion beitragt.

Die Aktivierung der Enzymaktivitat von IDO unterliegt verstandlicherweise einer
vielfaltigen Kontrolle, da sie bei konstitutiver Aktivitat gro3en Schaden durch den trp-
Verbrauch oder die Unterdriickung einer erwiinschten adaptiven Immunantwort anrichten
konnte. Es existieren verschiedene Isoformen dieses Enzyms, die vermutlich durch post-
translationale Modifikation entstehen. Dabei kommen alternatives Splei3en, die
Regulation der Proteinstabilitét und Inhibitoren als mégliche Mechanismen in Frage.
Ebenso beeinflussen biochemische Faktoren in der Zelle, wie Stickoxide (NO), die
Biosynthese des Enzymkofaktors Ham und das Redoxpotential, die Aktivitat und Stabilitét
von IDO (Mellor & Munn, 2004).

1.2.1 Biologische Bedeutung von IDO: Immuntoleranz

Obwohl das induzierbare Enzym IDO erstmals von Higuchi et al., 1963 im Kaninchendarm
beschrieben werden konnte, wurde erst in den letzten Jahren die biologische Bedeutung
der IDO Induktion in einem breiteren Spektrum untersucht. Das reife funktionelle Enzym
im Zytosol flhrt wie bereits im vorherigen Kapitel beschrieben, zum intrazellularen Abbau
der Aminosaure trp. Im Maussystem kommt es nach einer systemischen Inhibition von
IDO im Trophoblast der Plazenta durch den spezifischen Inhibitor 1-Methyl-Tryptophan
(2-MT) zur T-Zell-vermittelten Abstol3ung allogener Foten (Munn et al., 1998). Des
Weiteren wird durch die IDO Aktivitdt immunologische Toleranz gegeniber Tumoren,
chronischen Infektionen, allergischen- sowie Autoimmunerkrankungen induziert (von
Bubnoff et al., 2004; Popov et al., 2006; von Bergwelt-Baildon et al., 2006; Puccetti &
Grohmann, 2007; Munn & Mellor, 2007; Scheler et al., 2007; Romani et al., 2008).

IDO* DCs wurden in verschiedenen Tumoren nachgewiesen wo sie fur die Inhibition
der T-Zell-vermittelten Immunantworten verantwortlich sind (von Bergwelt-Baildon et al.,
2006). Die Expression von IDO" Tumorzellen stellt ein weiteres Beispiel fur die
Toleranzinduktion dar und ist unter anderem fiir deren ungebremste Expansion
verantwortlich (Uyttenhove et al., 2003). Dies setzt allerdings vorraus, dass T-Zellen
sensitiver gegenidber dem anti-proliferativen IDO Effekt sind, was die Daten von
Uyttenhove und Mitarbeitern vermuten lassen. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
IDO* pDCs bereits existierende Tregs aus Tumor angrenzenden Lymphknoten direkt
aktivieren und diese IDO aktivierten Tregs Uber die PD-1/PD-Ligand Wechselwirkung
T-Zellantworten supprimieren. Es wird daher angenommen, dass die Expression von
PD-L eine wichtige Rolle bei der Tumorresistenz spielt (Sharma et al., 2007).

Zudem besteht die biologische Rolle von IDO, neben der Inhibition von T-Zell-
proliferationen, in der Suppression mikrobieller Infektionen durch die Verminderung des
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trp-Angebots in entziindeten Geweben. So konnte in zahlreichen in vitro Arbeiten gezeigt
werden, dass die Vermehrung von mikrobiellen Organismen wie Chlamydia trachomatis,
Toxoplasma gondii und Staphylokokkus aureus in Fibroblasten und Makrophagen in
Folge der IDO Aktivitat unterdrickt wird (Pfefferkorn & Guyre, 1984; Beatty et al., 1994;
Nagineni et al., 1996; Nettelnbreker et al., 1998; Daubener & MacKenzie, 1999; Daubener
et al., 2001; Schroten et al., 2001). Da trp eine der wichtigsten Aminosauren fir die
Vermehrung und Verbreitung von Krankheitserregern darstellt, wird dieser antiparasitare
Effekt zumeist auf die lokale Verarmung an trp zuriickgefihrt (Daubener & MacKenzie,
1999; Daubener et al., 2001; Chaves et al., 2001). Diese Hypothese wird bis heute
kontrovers diskutiert, da einige Bakterien wie der intrazellulare Parasit Chlamydophila
psittaci in der Lage sind trp aus Kynurenin herzustellen (Xie et al., 2002). Ob die Induktion
von IDO eher dem Wirt oder dem Erreger Vorteile verschafft, ist zur Zeit Gegenstand
wichtiger Diskussionen, denn die trp-Depletion fuhrt gleichzeitig zur Suppression von
T-Zellantworten die die potenziellen Krankheitserreger bekdmpfen wirden. In diesem
Zusammenhang konnte am Beispiel der Listeriose erstmals gezeigt werden, dass DCs
auch eine Rolle bei granulomatdsen Infektionskrankheiten spielen kénnen (Popov et al.,
2006). Granulome werden in Folge einer Infektion, die nicht vollstdndig im Verlauf einer
Immunantwort bewaltigt werden, als Schutzmechanismus gegentber den Bakterien vom
Korper gebildet. So konnte eine starke TNF-a bedingte IDO Induktion bei den infizierten
DCs der Granulome gezeigt werden. Die Hemmung von IDO durch eine TNF-a Blockade
in DCs fihrt zur T-Zell-vermittelten Zerstérung vom Granulom und zum Ausbruch der
Listerien, was sich negativ auf den Wirt auswirkt.

Die Bildung von zytotoxischen Reaktionsprodukten als Folge der IDO Aktivitat wird
neben der trp-Verarmungstheorie als weiterer Regulationsweg diskutiert (Terness et al.,
2002; Frumento et al., 2002; Fallarino et al., 2002a; Bauer et al., 2005). Zahlreiche
Arbeiten der letzten Jahre zeigen, dass der humane Immundefizienz Virus (HIV) den IDO
Mechanismus nutzt um einer Immunanwort zu entgehen (Schroecksnadel et al., 2007).
Studien an HIV positiven AIDS (aquired immuno deficiency syndrom) - Patienten mit einer
Enzephalopathie zeigten eine geringere trp-Konzentration in der Gehirnflissigkeit (Liquor
cerebrospinales) als bei nicht infizierten Patienten. Gleichzeitig konnten erhdhte
Konzentrationen an Kynurenin und Quinolinsdure nachgewiesen werden (Heyes et al.,
1992; Sei et al., 1995; Heyes et al., 1998), wobei IDO exprimierende Zellen als Mikroglia
und Makrophagen identifiziert wurden (Depboylu et al., 2004). Es wird davon ausge-
gangen, dass durch das HIV-Virus der Kynureninweg Uber lange Zeit aktiv ist und daher
fur die hohen Konzentrationen von Quinolinsdure verantwortlich ist (Heyes et al., 2001).
Im Maussystem konnte des weiteren gezeigt werden, dass tolerogene IDO exprimierende
DCs Uber trp-Metaboliten die Fahigkeit besitzen, Toleranz auf immunogene IDO™ DCs zu
Ubertragen, indem IDO™ DCs die trp-Metaboliten aufnehmen und diese zu Quinolinséaure
verstoffwechseln (Belladonna et al., 2006). Demzufolge kommt den 'downstream’ -
Enzymen von IDO eine wichtige Bedeutung in der peripheren Toleranzinduktion zu. Wie
bereits erwahnt wird diese Ubergabe der Toleranz von Zellen als infektidse Toleranz
bezeichnet (Roelofs-Haarhuis et al., 2003).
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Des weiteren spielt IDO eine wichtige Rolle bei der Polarisierung von T-Zellantworten.
So konnte im Maussystem gezeigt werden, dass trp-Metaboliten in Tyl Zellen, jedoch
nicht Ty2 Zellen die Sensitivitdt gegeniber Apoptose erhéhen (Fallarino et al., 2002a).
Daruch wird die Ausbildung einer zellvermittelten Immunantwort unterdriickt und eine Ty2-
Antwort begunstigt. Durch die Stimulation des hochaffinen Rezeptors fir IgE, FceRl,
wurde in unserer Arbeitsgruppe zudem die Induktion von funktionellem IDO in vitro auf
Monozyten nachgewiesen (von Bubnoff et al., 2002; von Bubnoff et al., 2003). Des
Weiteren konnte wahrend der Pollenflugzeit bei sogenannten asymptomatischen
Atopikern (AA) d.h. mit erhéhtem spezifischen IgE gegeniber diversen Aeroallergenen im
Blut, ohne klinische Zeichen einer Allergie, eine verstarkte IDO Aktivitdt im Blutplasma
gegenuber symptomatischen Atopikern (SA) nachgewiesen werden. Der gezeigte
Zusammenhang der erh6hten IDO Funktion und der Pravention einer Allergiesymptomatik
spricht flr einen immunmodulatorischen Effekt von IDO bei allergischen Erkrankungen
(von Bubnoff et al., 2004). Daruber hinaus fuhren anti-inflammatorische Signale wie
Dexamethason Uber die systemische Induktion von GITR in CD4" T-Zellen und GITR
Ligand in pDCs zur IDO Induktion. In vivo fihrt Dexamethason zur IDO bedingten
Inhibition von Ty2-Antworten und zu Hemmung von allergischen Reaktionen (Grohmann
et al., 2007).

Unter pathologischen Bedingungen kann es zu Autoimmunreaktionen gegen
korpereigene Bestandteile kommen. Einige Arbeiten der letzten Jahre zeigen die
Beteiligung von IDO bei Autoimmunerrankungen wie beispielsweise der Multiplen
Sklerose (MS) bei der sich das Immunsystem gegen Bestandteile der Myelinschicht des
ZNS richtet (Sakurai et al., 2002; Kwidzinski et al., 2005). Durch die Infiltration des ZNS
mit autoreaktiven Tyl Zellen wird dber IFN-y im ZNS die Expression von IDO in
residenten Mikroglia oder infiltrierenden Makrophagen induziert (Heyes et al., 1996;
Depboylu et al., 2004). Die auf die Infiltrate begrenzte IDO Expression induziert Uber den
trp-Abbau immunregulatorische Mechanismen wie Apoptoseinduktion der infiltrierenden
T-Zellen. Zudem konnte von unserer Arbeitsgruppe IDO in der klassischen papulésen
Dermatose Lichen ruber planus auf myeloischen DCs nachgewiesen werden (Scheler et
al., 2007). Da sich das entziindliche Infiltrat vor allem aus T-Zellen zusammensetzt, wird
der Lichen ruber als Autoimmunerkrankung in der Literatur diskutiert. Vermutlich fuhrt
IFN-a durch pDCs und IFN-y sezernierende T-Zellen zur IDO Induktion in myeloische
DCs. Dieser selbstregulierende Mechanismus wirkt vermutlich einer chronisch
fortschreitenden Entziindung entgegen. Ist die Expression von IDO jedoch gestért, kann
es zum Ausbruch von Autoimmunkrankheiten kommen, wie im Fall von NOD (non-obese
diabetic) Mausen, die zur Ausbildung von Diabetes neigen. In diesen Tieren ist der
intrazellulare Statl-Signalweg blockiert, was die Induktion von IDO verhindert (Grohmann
et al., 2003).
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1.2.2 Induktion des aminosauresensitiven Signalwegs und ER-Stress

Bei der 'Unfolded Protein Response’ (UPR) und der ’'Integrated Stress Response’ (ISR)
handelt es sich um hochkonservierte Signalwege, die fir das Uberleben und fiir die
Adaption der Zelle unter Stressbedingungen essentiell sind. Wahrend die UPR durch un-
oder fehlgefaltete Proteine des ERs induziert wird, fihrt ein Aminoséure-Mangel wie nach
der trp-Depletion in Folge der IDO Aktivitat zur Induktion der ISR durch unbeladene
tRNAs. Sowohl die UPR aktivierte PERK Kinsase (PKR-like endoplasmic reticulum elF2a
kinase) als auch die aminoséuresensitive GCN2 Kinase (general control non-depressing 2
protein kinase) phosphorylieren den Initiationsfaktor elF2a (eukaryotic translation initiation
factor-2a). Dies fuhrt zum allgemeinen Translationsstopp bei gleichzeitiger selektiver
Translation diverser Gene wie dem Transkriptionsfaktor ATF4 (activating transcription
factor 4-mRNA). Dieser induziert unter anderem Proteine, die am Aminosaure-Import
beteiligt sind, so wie den Transkriptionsfaktor CHOP (C/EBP homologous protein)
(Fafournoux et al., 2000; Wek et al., 2006; Zhang & Kaufman, 2006). In der frihen UPR
werden vorwiegend Gene fir ER-Chaperone transkribiert, deren Aufgabe darin besteht
die un- oder fehlgefalteten Proteine zu erkennen und zu stabilisieren, sie zuriickzufalten
oder sie der Degradation zuzufihren. Ist dieser zellulare Stress durch die ISR und UPR-
vermittelten GegenmalRnahmen nicht zu bewadltigen, leitet die Zelle Signalwege ein, die
den Zellzyklus arretieren oder zur Apoptose fuhren (Harding et al., 2003; Breckenridge et
al., 2003; Oyadomari & Mori, 2004; Lopez-Lastra et al., 2005; Munn et al., 2005; Zhang &
Kaufman, 2006). So wird gewahrleistet, dass geschadigte Zellen den Organsimus nicht
geféahrden.

Ein wichtiger Mediator stellt hierbei das CHOP Protein dar, das Uber verschiedene
Mechanismen in die Apoptose filhren kann, wobei seine Expression zum Zeitpunkt der
frihen Stressantwort jedoch nicht zur Apoptose fuhrt (Maytin et al., 2001; Gotoh et al.,
2002; Jaattelad & Tschopp, 2003; Oyadomari & Mori, 2004). Welche zusétzlichen Faktoren
in der spaten Phase der Stressantwort verantwortlich fir die CHOP-vermittelte Apoptose
Induktion sind, ist weitgehend unklar. Obwohl CHOP neben dem Aminosaure-Mangel
auch durch andere Stressfaktoren wie beispielsweise DNA-Schadigung oder ER-Stress
induziert wird, ist seine verstarkte Expression in T-Zellen spezifisch fiur den GCN2
Signhalweg. Durch die Entdeckung, dass der Ausfall der GCN2 Kinase im Mausmodell die
trp-Mangel bedingte CHOP Induktion verhindert, wurde CHOP als downstream Marker fur
die GCN2 Aktivierung etabliert (Munn et al., 2005). Weitere Hinweise, dass der
Aminosaure-Mangel unabhéngig von ER-Stress die Genexpression modulieren kann,
liefern Untersuchungen in denen gezeigt werden konnte, dass beide Signalwege
unterschiedliche Promotorregionen von CHOP nutzen. Zudem korreliert die Aminoséaure-
Depletion nicht mit einer verstarkten Expression von ER Chaperonen (Fafournoux et al.,
2000).

In vivo und in vitro wird in T-Zellen aufgrund des IDO bedingten trp-Mangels die
aminosauresensitive GCN2 Protein Kinase aktiviert, woraufhin der Zellzyklus und die
Differenzierung von aktivierten T-Zellen beeinflusst wird (Harding et al., 2000; Narasimhan
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et al., 2004; Munn et al., 2005). Dieser Stresssignalweg, als grundlegender Mechanismus
fur die Induktion der peripheren Toleranz von IDO, wird in der Literatur mehrfach diskutiert
(siehe Abb. 3).
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Abb. 3: Induktion des GCN2 Stresssignalweges durch A minosduremangel veréandert nach Munn und
Mitarbeiter, 2005 . Unbeladenene tRNAs flihren zur Induktion eines aminosauresensitiven Signalweges durch
die Aktivierung von GCN2 (general control non-depressing 2 protein kinase). Die GCN2 Kinase phosphoryliert
den Initiationsfaktor elF2a (eukaryotic translation initiation factor 2a), bei gleichzeitiger selektiver Translation
der ATF4 mRNA (activating transcription factor 4-mRNA). ATF4 induziert unter anderem den
Transkriptionsfaktor CHOP (C/EBP homologous protein) und Proteine, die am Aminoséure-Import beteiligt
sind. Wird die eingeleitete Stressanwort in Folge des Aminosduremangels durch diese Gegenmaflinahmen
nicht kompensiert, leitet die Zelle in einer spaten Phase Signalwege ein, die den Zellzyklus arretieren und die
Sensitivitat gegeniliber einer Apoptose Induktion erhéhen.

In antigen-aktivierten T-Zellen fihren die Auswirkungen von funktionellem IDO in
Abhangigkeit der GCN2 Aktivierung zur T-Zellangergie sowie zum arretieren des
Zellzyklus und somit zur Proliferationsinhibition. Untersuchungen mit GCN2 Knock-out
Mausen konnten hingegen keine IDO-vermittelte Suppression der T-Zellantwort
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nachweisen. Auch konnte gezeigt werden, dass durch die Kombination der trp-Depletion
und der trp-Metaboliten Uber die Induktion des GCN2 Signalweges, die TCR &-Kette in
CD8" T-Zellen herunterreguliert und ein regulatorischer Phanotyp in naiven CD4" T-Zellen
induziert wird. Eine verminderte oder fehlende Expression der TCR ¢-Kette inhibiert die
zytotoxische Aktivitat dieser Zellen und wird in diesem Zusammenhang bei verschiedenen
malignen Erkrankungen wie Leukdmien oder soliden Tumoren beobachtet und daher als
ein zentraler Immunevasionsmechanismus diskutiert (Fallarino et al., 2006a).

1.2.3 Suppression durch tolerogene dendritische Zel len

Um die Balance der adaptiven Immunantwort zu gewdahrleisten, sind sowohl stimu-
latorische als auch inhibitorische Mechanismen erforderlich. Einige Studien liefern
Hinweise darauf, dass DCs neben der Induktion einer T-Zellantwort ebenfalls an der
Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz beteiligt sind (Banchereau & Steinman, 1998;
Belz et al., 2002; Liu et al., 2002; Akbari & Umetsu, 2004). So kénnen DCs Selbstantigene
vom Ursprungsgewebe den T-Zellen im drainierenden Lymphknoten prasentieren und
infolgedessen gewebsspezifische Toleranz induzieren (Forster, 1998; Belz et al., 2002).
Zudem leisten DCs wichtige Beitrdge zum Erhalt peripherer Toleranz, durch die
Expression von IDO (Mellor & Munn, 2004), die Induktion von T-Zellanergie (Jenkins &
Schwartz, 1987) und die Apoptose aktivierter T-Zellen (Rocha & von, 1991), die
Verschiebung der Balance der Immunantwort (Akbari & Umetsu, 2004) sowie die
Induktion von regulatorischen T-Zellen (Tregs) (Shevach, 2002).

Verantwortlich fur die tolerogene (supprimierende) Wirkung sind mehrere Faktoren, so
die Expression von FasL (Ju et al., 1995; Alderson et al., 1995; Suss & Shortman, 1996),
das exprimierte Zytokinprofil, und die Induktion von Tregs (Mahnke et al., 2003).
Insbesondere zeichnen sich die tolerogenen DCs, die auch als regulatorische DCs
bezeichnet werden, durch die erhohte Expression von inhibitorischen ILT (Immuno-
globulin-like transcript) Rezeptoren aus (siehe Kapitel 1.2.3.1). Die inhibitorischen
Vertreter dieser Rezeptoren sind fur die Inhibition von Transkriptionsfaktoren wie NF-kB
und fur die reduzierte Expression kostimulatorischer Molekile in DCs verantwortlich
(Chang et al., 2002) und fuhren zur Induktion von Tregs (Suciu-Foca & Cortesini, 2007).
An Patienten konnte beispielsweise gezeigt werden, dass tolerogene DCs und Tregs die
AbstoRung allogener Transplantate verhindern und somit in der Lage sind gemeinsam die
Regulation der Immunantwort zu Gbernehmen (Chang et al., 2002; Botturi et al., 2008).

Derzeit werden zwei Hypothesen beziiglich der Bedeutung von DCs in der Induktion
peripherer Toleranz diskutiert. Zum einen wird postuliert, dass alle DCs die Fahigkeit zur
Initialisierung von Toleranz und Immunitat besitzen, abhangig von ihrem Reife- oder
Aktivierungszustand (Lutz & Schuler, 2002), und zum anderen besteht die Hypothese
eines spezialisierten regulatorischen DC-Subtyps, der auch im reifen Zustand Toleranz
induziert (Suciu-Foca & Cortesini, 2007). In diesem Zusammenhang konnten einige
Studien zeigen, dass reife DCs die Toleranz von CD4" T-Zellen induzieren (Akbari et al.,
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2001; Menges et al., 2002; McGuirk et al., 2002). Demnach ist die Funktion von DCs in
Immunitat und Toleranz von mehr als nur ihrem Reifezustand abhangig. Je nachdem, in
welchen Subtyp sich DCs auf ihrer Wanderung differenzieren, verfiigen sie Uber ein
tolerogenes Potential (Clare-Salzler et al., 1992; Dhodapkar et al., 2001; Menges et al.,
2002). Letztendlich ist der DC-Subtyp ausschlaggebend fur ihre Wirkung auf die T-Zell-
Effektorfunktion und das exprimierte Zytokinprofil (Rissoan et al., 1999; Liu, 2001;
Pulendran et al., 2008). Die Entwicklung und Funktion von DCs ist nicht intrinsisch
festgelegt und wird auch unabhangig von ihrer Abstammung durch exogene Faktoren
bestimmt, denen die Zellen auf ihrer Wanderung begegnen (Banchereau et al., 2000;
Morelli & Thomson, 2007). Dazu gehdrt auch die Ausbildung lokaler Zytokinmilieus, die
durch ihren Charakter die Ausldsung einer bestimmten Art von T-Zellantwort bestimmen,
die entweder von Zellen des Tyl-Typs, des Ty2-Typs oder Tregs dominiert wird. Pro-
inflammatorische Zytokine der Tyl Reaktionen férdern in erster Linie die immunogene
Prasentation von Antigenen durch DCs (Grohmann et al., 1998; Frucht et al., 2001). Anti-
inflammatorische oder immunsuppressive Zytokine hingegen begiinstigen die Ty2-
Antwort, welche die tolerogenen Eigenschaften der DCs unterstitzen (Link & Xiao, 2001).
Die chronische Expression pro-inflammatorischer Zytokine bei verschiedenen Autoimmun-
krankheiten bewirkt jedoch die Ausbildung regulatorischer Eigenschaften der DCs, welche
die Autoimmunreaktionen vermindern kénnen. Dies fuhrt zu der Annahme, dass pro-
inflammatorische Zytokine, abhéngig vom Zeitpunkt, dem Ort und der Starke ihrer
Expression, sowohl verstarkend als auch inhibierend wirken kdnnen (Falcone &
Sarvetnick, 1999). Generell kommt es im Zuge einer Inflammation zur Induktion anti-
inflammatorischer Mechanismen, um potenziell schadliche Immunantworten, die das
Gewebe zerstoren kdnnen, einzudammen. Die durch IFN-y-induzierte Expression von IDO
in DCs ist ein gutes Beispiel fir die ambivalente Rolle pro-inflammatorischer Zytokine.
Indem DCs Uber die Expression von IDO dem Mikromilieu die Aminosaure trp entziehen,
kommt es zur Induktion von T-Zellanergie sowie zur Apoptose aktivierter T-Zellen und
somit zur Toleranzinduktion (Munn et al., 1999; Lee et al., 2002).

Welchen Einfluss tolerogene DCs in einer lokalen Mikroumgebung haben, sei an dieser
Stelle am Beispiel von immunprivilegierten Organen veranschaulicht. DCs in Geweben
wie dem vorderen Abschnitt des Auges oder der Leber, agieren hier eher in tolerogener
Weise (Streilein, 1999; Khanna et al., 2000; Niederkorn, 2007; Mellor & Munn, 2008).
Diese Organe zeichnen sich durch die reduzierte Aktivierbarkeit des angeborenen- und
adaptiven Immunsystems aus, was als Immunprivileg bezeichnet wird. Der Zustand
lokaler Immunsuppression driickt sich in verzogerter oder génzlich unterdriickter
AbstoBung allogener Transplantate in diesen Organen aus (Mellor & Munn, 2008). Eine
Sonderstellung kommt der Plazenta (die ein vom Fetus abstammendes Gewebe darstellt)
als immunprivilegiertes Organ zu, da das mautterliche Immunsystem den, zur Halfte aus
vaterlichen Genen bestehenden und somit immunologisch als allogenes Transplantat zu
betrachtenden, Foétus toleriert. Die Theorie der supprimierenden Wirkung von IDO in der
Plazenta gegeniiber maternalen T-Zellen ist allgemein in der Literatur akzeptiert (Munn et
al.,, 1998). Weitere immunprivilegierte Organe wie das Gehirn und die Hoden
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kennzeichnen sich durch hochgradig differenzierte Gewebe mit relativ geringer
Regenerationsfahigkeit aus. Hier stellt die Toleranz gegentber kérperfremden Antigenen
(z.B. Virus) einen notwendigen Mechanismus dar, um den Verlust von nicht ersetzbaren
Zellen zu verhindern (Harris & Ryan, 1995). Darmassoziierte lymphoide Gewebe (GALT),
die durch die lokale Produktion immunsuppressiver Faktoren wie dem tolerogenen Zytokin
IL-10 charakterisiert sind, kommt zudem eine wichtige Beutung fir die Aufrechterhaltung
der Toleranz gegeniber der Darmflora zu (Duchmann, 1997; Duchmann, 1996; Ilwasaki,
1999). DCs in der Mukosa férdern bevorzugt die Ausbildung von Ty2-Antworten, was auf
die Interaktionen von T-Zellen und DCs in den mesenterischen Lymphknoten
zurtckzufuhren ist (Alpan, 2001). Auch die DCs des Respirationstraktes zeigen diese
Tendenz zur Induktion von Ty2-Antworten (Koch, 1996; Kalinski, 1997; Isler, 1999).

Es wird hierbei in zunehmendem MalRe deutlich, dass APCs, die an der Immunitat
beteiligt sind, auch zur Aufrechterhaltung peripherer Toleranz beitragen, und ihnen
demnach eine bedeutende Funktion zukommt, Immunantworten zu modulieren (Shortman
& Heath, 2001; Adler & Steinbrink, 2007). DCs werden somit zu wichtigen Wachterzellen,
die abhangig von tolerogenen oder immunogenen Signalen der lokalen Mikroumgebung
entscheiden, ob und wie das Immunsystem auf prasentierende Antigenpeptide reagiert.
Diese natlrlichen Mechanismen werden jedoch von Tumorzellen oder in chronischen
pathogenen Erkrankungen genutzt, um einer Immunreaktion zu entgehen (Popov et al.,
2006; Munn & Mellor, 2007; Popov & Schultze, 2008). Demnach ist ein genaueres
Verstandnis beziglich der Toleranzmechanismen dendritischer Zellen erforderlich, um
neue immuntherapeutische Ansatze zu entwickeln; beispielsweise fiur die Tumor- und
Transplantationsforschung oder zur Behandlung von allergischen- sowie von Autoimmun-
erkrankungen (Adler & Steinbrink, 2007).

1.2.3.1 ILT (Immunoglobulin-like transcript) Rezept  oren

Von einer strikten funktionalen Unterscheidung in tolerogene unreife DCs und
immunogene reifen DCs kann nicht weiterhin ausgegangen werden, nachdem die
Induktion von Tregs durch mDCs in vivo gezeigt wurde. Zahlreiche Studien unterstitzen
die Hypothese, dass mDCs neben immunstimulatorischen Signalen auch Uber
immunsupprimierende Signale verfugen (Lutz & Schuler, 2002; Suciu-Foca & Cortesini,
2007). So zeichnen sich tolerogene DCs durch die Expression der erst 1997 entdeckten
ILT (Immunoglobulin-like transcript; CD85; LIR; MIR) Rezeptoren aus, deren
Bindungspartner weitgehend unbekannt sind. Die Struktur der ILTs entspricht
grundsétzlich dem Aufbau der Immunoglobulin (lg)-like Rezeptoren. Die ILTs besitzen
meist vier extrazytoplasmatische Ig-like Doménen, wobei ILT3 (CD85k) mit zwei Ig-like
Doméanen eine Ausnahme bildet. Vermutlich beinhalten diese Ig-like Domé&nen des ILT3
Rezeptors eine ILT3 Liganden Bindungsstelle, die fur die Interaktion zwischen APCs und
T-Zellen verantwortlich ist (Suciu-Foca & Cortesini, 2007). In der ILT Familie wurden
sowohl aktivierende als auch inhibitorische ILTs charakterisiert, die mit den
zytoplasmatischen Regulationsmotiven ITAMs (immunoreceptor tyrosine-based activaton
motifs) bzw. ITIMs (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs) assoziiert sind
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(Ravetch & Lanier, 2000). ITAMs finden sich unter anderem im zytosolischen Teil der CD3
Untereinheit und ITIMs sind beispielsweise Bestandteile des CTLA-4 Rezeptors. Zu den
inhibitorischen ILTs zahlen ILT2, ILT3, ILT4 und ILT5 und zu den aktivierenden Vertretern
gehoren ILT1, ILT7 und ILT8 sowie darlber hinaus ein loslicher ILT Rezeptor (ILT6)
(Ravetch & Lanier, 2000). ILT9 und ILT10 sind vermutlich Pseudogene, da bisher keine
Transkripte dieser Gene gefunden werden konnte (Torkar et al., 1998).

Alle ILT Rezeptoren werden neben DCs auch von Monozyten, Makrophagen,
Lymphozyten und Endothelzellen exprimiert und unter bestimmten Bedingungen hoch-
reguliert. In DCs fihrt die Interaktion mit Tregs oder auch die Stimulation mit IL-10 in
Kombination mit IFN-a oder Vitamin D3 zur Hochregulierung von ILT3 (Cella et al., 1997;
Manavalan et al., 2003; Suciu-Foca et al., 2003; Penna et al., 2005). ILT2 befindet sich
zudem auf B-Zellen und Subpopulationen von T- und NK-Zellen. Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass ILT2, ILT3 sowie ILT4 nach Stimulation mit HLA (human leukocyte
antigen)-G auf APCs, T-Zellen und NK-Zellen verstarkt exprimiert wurde (LeMaoult et al.,
2005).

Die Funktion der inhibitorischen und aktivierenden Vertreter der ILTs ist noch nicht
vollstandig geklart. Es wurde jedoch mehrfach in der Literatur beschrieben, dass
inhibitorischen ILTs eine wichtige Bedeutung bei der Induktion der Antigentoleranz
zukommt (Vlad et al., 2003; Penna et al.,, 2005). So konnte gezeigt werden, dass
regulatorische CD8" CD28™ T-Zellen auf Monozyten und DCs eine Hochregulierung der
inhibitorischen Rezeptoren ILT3 und ILT4 (CD85j) induzieren, woraufhin diese APCs eine
niedrige Expression kostimulatorischer Molekile aufwiesen. Aufgrund der fehlenden
Kostimulation konnten APCs durch die Induktion von T-Zellanergie die Toleranz
gegeniiber den CD4" Tu-Zellen etablieren. Gleichzeitig konnte an Patienten gezeigt
werden, dass die Absto3ung eines Transplantats mit der fehlenden Hochregulierung von
ILT3 und ILT4 in allogenen DCs einhergeht (Chang et al., 2002). Zudem wurden fir ILT2
(CD85j) und ILT4 Interaktionen mit klassischen (HLA-A und -B) und nicht-klassischen
(HLA-G, -E, und -F) Klasse-I Molekllen beschrieben. HLA-G und HLA-E werden unter
anderem auf den Zellen der Plazenta exprimiert und verhindern vermutlich eine
Immunantwort gegen den allogenen Fétus. Fur die inhibitorischen ILTs wie ILT2 und ILT4
gibt es Hinweise fur eine kompetitive Hemmung der Bindung zwischen MHC Klasse-I
Molekilen und CD8, da sie verstarkt an CD8aa binden (Shiroishi et al., 2003). Des
Weiteren wurde durch die Stimulation des inhibitorischen ILT2 Rezeptors die Hemmung
von FceR-induzierter Serotoninfreisetzung nachgewiesen (Bellon et al., 2002). Kurzlich
konnte von Young und Mitarbeitern gezeigt werden, dass unter Einsatz eines anti-ILT2
Antikodrpers wahrend der Generierung dendritischer Zellen aus Monozyten, diese DCs
eine Resistenz gegeniber einer CD95L/CD95-vermittelte Apoptose entwickelten. Zudem
zeigten diese DCs ein immunsupprimierendes Zytokinprofil und eine verminderte
stimulatorische Kapazitat gegentber antigen-stimulierten T-Zellen (Young et al., 2008).

Durch die Aktivierung inhibitorischer ILTs kommt es meist zur Tyrosin-Phospho-
rylierung der ITIMs durch eine Kinase der Src Familie, wodurch eine Bindungsstelle fur
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Phosphatasen entsteht (Smith et al., 1998; Ravetch & Lanier, 2000). Inhibitorische
Rezeptoren wie ILT2 und ILT3 vermitteln eine Hemmung der Zellaktivierung unter
Einbeziehung der Tyrosin Phosphatase SHP-1 (Src homology 2 domain containing
tyrosine phosphatase 1). Diese Phosphatasen dephosphorylieren ihrerseits Effektormole-
kile, wodurch die Signallibertragung durch den NF-kB Signalweg gehemmt oder sogar
verhindert wird. So wird aufgrund der ILT2 und ILT3 bedingten Inhibition des
Transkriptionsfaktors NF-kB die Expression von kostimulatorischen Molekilen wie CD80
und CD86 in APCs gehemmt (Li et al., 1999; Chang et al., 2002; Tone et al., 2002; Ju et
al., 2004). Bei dieser negativen Signalleitung handelt es sich bei ILT3 um einen
bidirektionalen Prozess, indem ILT3 einerseits Uber seine intrazellulare Region APCs
tolerogene Signale tbermittelt und andererseits durch seine extrazellulare Region via
Ligand aktivierte T-Zellen beeinflusst. Durch die Interaktion mit tolerogenen APCs
entwickeln sich in vitro aus CD4" sowie aus CD8" T-Zellen anerge T-Zellen mit regula-
torischer Funktion, die wiederum auf anderen APCs ILT3 und ILT4 induzieren kénnen
(Manavalan et al., 2003; Suciu-Foca et al., 2003; Manavalan et al., 2004; Kim-Schulze et
al.,, 2006). Somit kann die Suppressionskaskade, die auch als infektiobse Toleranz
bezeichnet wird, fortgesetzt werden und zum Erhalt der peripheren Toleranz beitragen
(Suciu-Foca & Cortesini, 2007). Dieser Zustand der T-Zellanergie konnte in Neutral-
isationsexperimenten partiell unter Verwendung spezifischer monoklonaler Antikorper
gegen ILT3 und ILT4 aufgehoben werden, was auf ihre regulatorische Funktion in diesem
Zusammenhang hinweist (Chang et al., 2002). Obwohl die Funktion der ILTs noch nicht
vollstandig geklart ist, zeigen dennoch die in den letzten Jahren gewonnenen Daten, dass
die inhibitorischen Vertreter der ILTs eine wichtige Bedeutung bei der Modulation von
Immunantworten einnehmen.

1.2.4 Biologische Relevanz: Tryptophangehalt im Kér  per

Zahlreiche Arbeiten belegen die Bedeutung von APCs in der Abschaltung von Immun-
antworten im Zusammenhang mit der Induktion des trp-katabolisierenden Enzyms IDO. In
Folge der IDO Aktivitdt weisen Patienten bei chronischen Erkrankungen wie
beispielsweise AIDS, einen geringeren trp-Spiegel in der Gehirnflissigkeit auf als
gesunde Probanden (Heyes et al., 1992; Sei et al., 1995; Heyes et al., 1998; Heyes et al.,
2001; Neurauter et al.,, 2003). Ferner wurden bei Melanompatienten im Vergleich zu
gesunden Patienten niedrigere trp-Serumkonzentrationen bei gleichzeitigem Konzen-
trationsanstieg von Kynurenin gemessen. Der Umstand, dass das Uberleben innerhalb
der Melanompatienten mit einer geringeren trp-Konzentration korreliert, jedoch nicht mit
einem Konzentrationsanstieg von Kynurenin einhergeht, fuhrt zu der Annahme der
Autoren, dass eher der trp-Mangel als die Entstehung von Kynurenin fir eine Hemmung
des Tumorwachstums verantwortlich ist (Weinlich et al., 2007). Des Weiteren konnte in
unserer Arbeitsgruppe wahrend der Pollenflugzeit bei asymptomatischen Atopikern mit
Sensibilisierung, ohne Klinische Zeichen einer Allergie gegeniber symptomatischen
Atopikern, ein erhohter Kynurenin/trp Quotient, demnach eine verstarkte IDO Aktivitat im
Blutplasma nachgewiesen werden. Der nachgewiesene Zusammenhang der erhéhten
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IDO Funktion und der Pravention einer Allergiesymptomatik spricht fir einen
immunmodulatorischen Effekt von IDO bei allergischen Erkrankungen (von Bubnoff et al.,
2004). Der beobachtete Konzentrationsanstieg von Kynurenin bzw. der Abfall von trp im
Blut war zwar relativ gering (von Bubnoff et al.,, 2004; Weinlich et al., 2007), jedoch
besteht die Wahrscheinlichkeit, dass im lokalen inflammatorischen Gewebe oder in
Organen, in denen Immunantworten reguliert werden (z.B. Milz, oder Lymphknoten), eine
starkere IDO Aktivitat erreicht wird.

Da es sich bis heute schwierig gestaltet, das in der trp-Verarmungstheorie postulierte
Mikromilieu im Gewebe nachzuweisen, kann diese Hypothese weder bestétigt noch
widerlegt werden. Bei der Betrachtung der trp-Verarmungstheorie sollte berlcksichtigt
werden, dass die Serumkonzentrationen von trp in vivo zwischen 50 — 100 yM liegen, so
dass es trotz hoher IDO Aktivitat fraglich erscheint, dass sich auch bei aktivem trp-
Transport und Diffusion geringe trp-Konzentrationen aufrecht erhalten lassen (Moffett &
Namboodiri, 2003). Bisher existieren nur wenige Arbeiten zur Bestimmung der trp-
Konzentration im Gewebe. Im Mausmodell wurde in einer Studie von Fujigaki und
Mitarbeitern die Gewebskonzentration von trp und Kynurenin analysiert. Durch die
Infektion von Lungengewebe mit Toxoplasma gondii konnte ein erheblicher Konzen-
trationsabfall von trp bei gleichzeitigem Anstieg der Kynurenin-Konzentration in der Lunge
mittels HPLC (high performance liquid chromatography) gemessen werden (Fujigaki et al.,
2002). Diese in vivo Daten zur Konzentrationsbestimmung von trp, die einen im inflamma-
torischen Gewebe extrem niedrigen trp-Spiegel (ca. 2 pM trp) im Gegensatz zum
Kontrollgewebe (ca. 30 uM trp) zeigten (Fujigaki et al., 2002), sprechen durchaus fur das
postulierte Mikromilieu. Die im Verlauf der letzten Jahre gewonnen Daten deuten aus
physiologischer Sicht ein trp-vermindertes Mikromilieu an und lassen die trp-Verarmungs-
hypothese durchaus wahrscheinlich erscheinen. Insgesamt zeigen die Arbeiten der
letzten Jahre, dass der Toleranz-induzierende Effekt von IDO nicht ausschlie3lich auf
einer trp-Degradation beruhen muss. Vermutlich sind verschiedene, sich gegenseitig nicht
ausschlieBRende Regulationsmechanismen wie beispielsweise der Entstehung von
zytotoxischen Metaboliten sowie der Induktion tolerogener DCs und Tregs, verantwortlich
fur die immunmodulatorische Wirkung von 1DO.

1.3 Ziel und Fragestellung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Auswirkung der IDO-vermittelte trp-Depletion als
immunmodulatorischer Mechanismus auf APCs untersucht. APCs spielen eine
mafdgebliche Rolle beim Abschalten von Immunantworten und entscheiden abhangig von
tolerogenen oder immunogenen Signalen der lokalen Mikroumgebung, ob und wie das
Immunsystem auf prasentierende Antigenpeptide reagiert. In diesem Zusammenhang
konnte eine tolerogene Umgebung, wie die eines trp verarmten Mikromilieus in Folge
einer IDO Induktion, einwandernde APCs beeinflussen. Unsere Arbeitshypothese besagt,
dass die IDO-vermittelte trp-Depletion zur Induktion tolerogener (suppressiver) DCs flhrt,
die ihrerseits die Entwicklung von Tregs fordern. Diese Suppressorkaskade konnte ein
Netzwerk bilden, in dem Tregs zusammen mit tolerogenen DCs interagieren und somit
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eine Grundlage fur einen effektiven inhibitorischen Rickkopplungsmechanismus der
Toleranz schaffen um T-Zellantworten zu kontrollieren. Anhand von in vitro Unter-
suchungen besteht die Mdglichkeit, gezielt wichtige Funktionen von DCs zu untersuchen
und zu simulieren, wenn diese in Gewebe mit sehr niedriger trp-Konzentration in Folge
hoher lokaler IDO Aktivitat einwandern. In vivo Daten von Fujigaki und Mitarbeitern
zeigen, dass dieses postuliertes Mikromilieu durchaus mdglich ist (Fujigaki et al., 2002).

Die suppressive Auswirkung des IDO bedingten trp-Mangels wurde bisher in der
Literatur vorwiegend auf T-Zellen untersucht. Dahingegen existieren derzeit nur wenige
Studien uUber einen Effekt von IDO auf benachbarte DCs. Hinweise, Uber einen indirekten
Effekt auf die IDO™ DCs selbst, geben Versuche im Maussystem, in denen gezeigt werden
konnte, dass CD8" DCs nach IFN-y-induzierter IDO Expression die antigen-
prasentierende Funktion der immunogenen CD8 DCs hemmen. Diese tolerogene
Wirkung wurde nach einer systemischen Inhibition von IDO durch den spezifischen
Inhibitor 1-MT wahrend der IFN-y Stimulation von CD8" DCs aufgehoben (Grohmann et
al., 2000). Zudem wurde nachgewiesen, dass tolerogene IDO exprimierende DCs
Toleranz auf immunogene IDO™ DCs ibertragen, indem diese die sezernierten trp-
Metaboliten der IDO* DCs aufnehmen und zu Quinolinsaure verstoffwechseln (Belladonna
et al., 2006). Kurzlich konnte gezeigt werden, dass humane DCs nach LPS-induzierter
IDO Expression in vitro die Expansion naturlicher Tregs starker fordert, als DCs nach
systemischen Inhibition von IDO (Hill et al., 2007). Nach derzeitigen Kenntnissen liegen
jedoch keine wissenschaftlichen Untersuchungen zur Differenzierung myeloischer DCs
aus humanen Monozyten unter trp-Mangel vor. Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag daher
in der Bearbeitung der Frage, inwieweit die trp-Depletion als Supressionsmechanismus
die biologische Funktion von humanen DCs (DCs™) im Verlauf ihrer Differenzierung in
vitro beeinflusst. Im Speziellen lassen sich folgende Fragen formulieren:

a) Wird die Differenzierung der Monozyten zu DCs™ und deren Reifung durch das
verminderte trp-Angebot beeinflusst?

b) Weisen DCs unter trp-Mangel eine starkere Anfalligkeit gegentiber Apoptose auf?

c) Wird der induzierbare aminosauresensitive GCN2 Signalweg in Folge des geringeren
trp-Angebots in DCs aktiviert?

d) Fahrt der trp-Mangel wéhrend der Generierung zu einer phanotypischen Veranderung
der DCs?

e) Werden in Folge der trp-Depletion Antigenaufnahme Prozessierung und Présentation
von DCs beeinflusst?

f) Ist die stimulatorische Funktion der DCs™ gegeniiber T-Zellen eingeschrankt?

g) Fuhrt die Stimulation von CD4" T-Zellen mit Antigen durch DCs™ zur Generierung
von T-Zellen mit regulatorischer Funktion?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Puffer und Lésungen

Tab. 2: Dextran 8 %. Das durch Ruhren bei 37<C in H 0 geldste Dextran wurde autoklaviert.

Reagenz Volumen
Dextran 8,049
NaCl-Lsg. 0,9 % ad 100 ml

Tab. 3: NaCl-Ldsung 0,9 %. Die NaCL-Ldsung wurde gerthrt und anschlieend autoklaviert.

Reagenz Volumen
NaCl 9,09
ddH,O ad 1000 ml

Tab. 4: EDTA 0,5 M, pH8. Der pH-Wert wurde mit 10 N NaOH-Lésung eingestellt und die
Loésung gerihrt sowie autoklaviert.

Reagenz Volumen
EDTA 186,1 g
ddH,O ad 1000 ml

Tab. 5: Wasch-Puffer zur Monozyten-Isolierung (1-fa  ch). Der Puffer wurde geriihrt und mit
einem Einmalfiltrationssystem (0,2 um) sterilfiltriert.

Reagenz Volumen
NaCl 9,09
BSA 10,09
0,5 M EDTA Lésung 3,4ml
ddH,O ad 1000 ml

Tab. 6: Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS-Puffer 1-fach), pH 7,3. Der pH-Wert
wurde mit 1M NaOH und 1M HCL eingestellt, die Pufferldsung gerthrt und autoklaviert.

Reagenz Volumen
NacCl 8,049
KCl 029
NazHPO4(2H20) 1,5 g
KH,PO, 029

ddH,0 ad 1000 ml
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Tab. 7: MACS-Puffer (10-fach), pH 7,3. Der Puffer wurde mit einem Einmalfiltrationssystem
(0,2 um) sterilfiltriert.

Reagenz Volumen
NaCl 8,0¢g
KCI 0.2g
Na,HPO,4(-2H,0) 1549
KH,PO, 0,2 g
BSA 5049
0,5 M EDTA-L6sung 10 mi
ddH,O ad 1000 ml

Tab. 8: FACS-Puffer (10-fach), pH 7,3. Der pH-Wert wurde mit 1 M NaOH und 1M HCL
eingestellt. Zur Herstellung des 1-fach FACS-Puffers wurden 100 ml 10-fach Puffer und 900 ml
ddH20 mit einem Einmalfiltrationssystem (0,2 um) sterilfiltriert.

Reagenz Volumen
NaCl 85,09
Na,HPO, 10,7¢g
NaH2PO4(*H20) 45 g
NaN3 1009
FKS inaktiviert 100 mi
ddH,O ad 1000 ml

Tab. 9: Formaldehyd/PBS-Losung 4 %. Die Formaldehyd/PBS-Lésung wurde mit einem
Einmalfiltrationssystem (0,2 pum) sterilfiltriert.

Reagenz Volumen
PBS-Puffer 44,6 ml
37% Formaldehyd-Lsg 5,4 ml

Tab. 10: Glycin 0,1 M/PBS-Lésung. Die Glycin 0,1 M/PBS-Losung wurde kurz vor der
Farbung frisch angesetzt.

Reagenz Volumen
PBS-Puffer 10,0 mi
Glycin 0,075¢g

Tab. 11: BSA-NaN s-Puffer. Der Puffer wurde mit einem Einmalfiltrationssystem (0,2 pm)
sterilfiltriert.

Reagenz Volumen
PBS-Puffer 200 ml
BSA 1g

10 % NaNs 200 pl
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Tab. 12: Natriumazid-Lésung 10 %. Die Natriumazid-Lésung wurde mit einem Einmal-
filtrationssystem (0,2 um) steriffiltriert.

Reagenz Volumen
NaN3 1g
PBS-Puffer ad 10 mi

Tab. 13: Saponin-Puffer 0,5 %. Fir die Farbung wurde 0,1 % Saponinpuffer verwendet.

Reagenz VVolumen
BSA-NaN; Puffer 100 ml
Saponin 500 mg

Tab. 14: Stopp-Puffer 0,5 %. Nach der Auflésung des NaN3z durch Rihren wurde der Puffer
mit einem Einmalfiltrationssystem (0,2 um) sterilfiltriert.

Reagenz Volumen
PBS-Puffer 99 mi
FKS inaktiviert 1mi
NaN; 10 mM 65,01 mg

Tab. 15: Gel Ladepuffer (6-fach). Der Gel Ladepuffer wurde bei RT aufbewahrt.

Reagenz Volumen
Bromphenolblau 0,025¢g
Xylen Cyanol FF 0,025¢g
Ficoll 159
ddH,O 10 mi

Tab. 16: TAE-Puffer (50-fach). Der Tris-Acetat-EDTA-Puffer wurde mit einem Einmal-
filtrationssystem (0,2 um) sterilfiltriert und bei RT gelagert.

Reagenz Volumen
Tris 242 g
C,H,0, 57,1 ml
0,5 M EDTA-L6sung 100 mi
ddH,O ad 1000 ml

Tab. 17: Trisgepufferte Kochsalzldsung (Tris-Puffer)  , pH 7,6. Der pH-Wert der 0,5 M Tris-
Stamm-Ldsung (60,5 g Tris in 1000 ml ddH>0) wurde mit 1 M NaOH und 1 M HCI eingestellt
und autoklaviert.

Reagenz Volumen

0,5 M Tris-Stamm-Lsg 50 ml
0,9 % NaCL-L6sung 950 ml
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2.2 Chemikalien/Reagenzien

Chemikalien/Reagenzien

Firma

Agarose

7-Aminoactinomycin D (7AAD)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
CellTrace™ CFSE Cell Proliferation Kit
Dextran 500

Dimethylsulfoxid (DMSO)
2,5-Diphenyloxazol (DPO)

dNTP

DTT

Ethidiumbromid (EtBr)

Ethanol
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ficoll Typ 400

FCS (Fotales Kalber Serum)
Formaldehydlésung 37%
Gentamycin

Glycin

Glyzerin

GM-CSF

IL-4

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,POy,)

Lymphoprep

Mausserum

2-Mercaptoethanol (Me)

Methanol

1094 Redivue L-[**S] Methionine 5mCi

Minigel und Minigel-Twin

Dinatriumhydrogenphosphat
Na,HPO,(-2H,0)

Natriumazid (NaN3)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Nonidet P-40 (NP40)

Nycoprep 1.068

Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen
Pharmacia, Uppsala, Schweden
Cambrex, Verviers, Belgien
Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Serva, Heidelberg

Sigma, Taufkirchen

Pharma, Nurnberg; Leukine Sargramostim,

Berlex Laboratories, Richmond, USA
Strathmann Biotech, Hannover
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
AXIS-SHIELD, Oslo, Norwegen
Dianova, Hamburg

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

GE Healthcare AG, Schweiz
Biometra, Géttingen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Germany
AXIS-SHIELD, Oslo, Norwegen
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Chemikalien/Reagenzien

Firma

Paraformaldehyd
Polyoxyethylensorbitan-Monolaurat

(Tween 20)

Protease-Inhibitoren. Cocktail,

Rinderserumalbumin (BSA)

Random primers

RNasin

Roti-Block

RPMI 1640 -L-Glutamin, -Tryptophan

RPMI 1640 -L-Glutamin

RPMI 1640 -L-Glutamin

RPMI 1640 -L-Glutamin, -Metheonin

Salzsaure (37 %)

Scintillationsflissigkeit, Ready Protein

Scintillationswachs, MeltiLex A

Sepharose 4B

NJ, USA

Tag-Polymerase

Tetanus Toxoid (TT)

Tetra-Methyl-Benzidin (TMB)

N,N,N",N",-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

[®H]-Thymidin,

37 MBg/ml, 1 mCi/ml, 4,0 Ci/mmol
Tris-(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Trizol
Trypanblau
Ziegenserum

Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma, Taufkirchen

Pharmacia, Uppsala, Schweden
Promega, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Cambrex (Lonza), Verviers, Belgien
Cambrex (Lonza), Verviers, Belgien
Biochrom, Berlin,

Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt

Perkin Elmer, Wellesby, USA
Perkin Elmer, Wellesby, USA
Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway

Invitrogen, Karlsruhe
Chiron Behring, Marburg,
BioSource, Solingen
Sigma, Taufkirchen

MP-Biomedicals, Heidelberg

Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Biochrom AG, Berlin
Dianova, Hamburg

2.3 Gerate und Verbrauchsmaterial

Gerate und Verbrauchsmaterial

Firma

Autoklav Varioklav 500 H+P

Autoklavierbeutel (200 x 300)

AutoMACS®

Liquid Scintillation & Luminescene
Counter 1450 MicroBeta™ Trilux

Labortechnik AG, Oberschlei3heim
VWR International, Langenfeld
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Perkin Elmer (Wallac), Wellesby, USA
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Gerate und Verbrauchsmaterial

Firma

Durchflusszytometer FACSCanto
Eagle-Eye Il
Eismaschine
ELISA-Reader (EL800)
ELISA-Washer (ELx50)
FACS-RoOhrchen
Fastblot-System
FilterMate™ Harvester
-70C Gefrierschrank Herafreeze
Gelkammer
Glass Fiber Filters

Easy Tab™ -C Self-Aligning Filters
Heizblock Thermomixer 5436
Sample Bag
Scintillationsfliissigkeit, Ready Protein
Scintillationswachs, MeltiLex A
Inkubator
Kamerasystem Hitachi HV-(20A)
Kryo-Einfriergefafde (1 ml)
Kuhlschrank
Mikroskop
Mikroskop
Mikrotiterplatten Nunc MaxiSorb

fur ELISA (96 Well, Flachboden)
Mikrotiterplatten (96 Well, Flachboden)
Mikrotiterplatten (96 Well, Rundboden)
Monovetten EDTA (9 ml Volumen)
Monovetten Heparin (9 ml Volumen)
Multi Adapter fir S-Monovette®
pH-Meter pH526
Photometer GeneQuant RNA/DNA
Pipetten P2 P10, P100, P1000
Automatische Pipetierhilfen

Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Pipettenspitzen (2 pl, 10 pl, 1000 pl)

Parafilm “M*“
Praseperationsfilter
Reaktionsgefalie (0,5 ml, 1,5 ml)

Becton Dickinson, Heidelberg
Stratagene, Amsterdam, Niederlande
Ziegra EisMaschinen, Isernhagen

Bio-Tek Instruments, Bad Friedrichshall
Bio-Tek Instruments, Bad Friedrichshall

Falcon Becton Dickinson, Heidelberg
Biometra, Géttingen

Packard, Canberra, Australien
Heraeus (Kendro), Hanau

Bio-Rad, Miinchen

Packard, Canberra, Australien

Eppendorf, Hamburg

Perkin Elmer, Wellesby, USA
Perkin Elmer, Wellesby, USA
Perkin Elmer, Wellesby, USA
Heraeus (Kendro), Hanau
Hitachi

Brand, Wertheim

AEG, Stockholm

DMIRD Leica, Bensheim
Wilovert, Will Wetzlar

Nunc International, USA

Nunc International, USA

Nunc International, USA

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, NUmbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

WTW, Weilheim

Pharmacia, Uppsala, Schweden
Gilson, Bad Camberg
Hirschman-Laborgerate, Eberstadt
Integra Biosciences, Fernwald
Falcon Becton Dickinson, Heidelberg
Greiner Bio-one, Essen

Sarstedt, NUrnbecht

Pechiney Plastic Packaging, Chicago
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Eppendorf, Hamburg
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Geréate und Verbrauchsmaterial

Firma

Reaktionsgefalie 15 ml, 50 ml

Reinstwasseranlage

Schuttler, Vortex MS2 Minishaker
Spritze 50 ml

Schweil3gerat

Spritze 5 ml, 10 ml, 20 ml

Sterilbank HeraSafe

Sterilfilter 0,2 pym

Sterilfilter Millex GP

Sterilfilter (150 ml, 250 ml)
Stimulationsgefalle PP-Rohrchen (5 ml)
Tischschuttler Rocky

Thermocycler: Mastercycler-Gradient
Gene Amp"” PCR-System 9600
Venenpunktonsbesteck Butterfly 21G
Waagen BP 6100, BP 110, BP211
Wasserbad

Zellkulturplatte (24 Well, Flachboden)
Zentrifugen: Allegra 6R
Biofuge fresco
Centivac

Corning Incorporated, USA
Greiner Bio-one, Essen

Falcon, BD, Heidelberg

Millipore, Schwalbach

IKA, Staufen

BBraun, Melsungen

Hawa

Falcon BD, Heidelberg

Heraeus (Kendro), Hanau

Rotrand Schleicher & Schuell, Dassel
Millipore, Bedford, USA

Nalgene Nunc International, USA
Greiner Bio-one, Essen
Schultheiss, Minchen

Perkin Elmer, Wellesby, USA

ABI Applied Biosystems, Weiterstadt
Hospira Venisystems™, Philippines
D Sartorius, Géttingen

GFL, GroRburgwedel

Falcon BD, Heidelberg

Corning Incorporated, USA
Beckman Coulter, Krefeld

Heraeus (Kendro), Hanau

Heraeus (Kendro), Hanau

2.4 Probanden

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen wurden in der Klinik und
Poliklinik fir Dermatologie und Allergologie (Direktor: Prof. Dr. med. Dr. és sci. Thomas
Bieber) getatigt. Die analysierten Zellen stammen aus Vollblut freiwilliger Probanden. Bei

allen Untersuchungen mit menschlichem Material

wurden die Empfehlungen des

Weltarztebundes (Deklaration von Helsinki, in der vom Weltarztebund bei seiner 52.
Generalversammlung im Oktober 2000 in Edinburgh/Schottland beschlossenen revidierten

Fassung) beachtet. Ein entsprechender Antrag wurde bei der Ethikkommission eingereicht

und genehmigt.
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2.5 Zellen, Zellkultur-Medien und Seren

2.5.1 Generierung dendritischer Zellen aus Monozyte  n des peripheren
Blutes

Dieser Abschnitt beschreibt die Praparation humaner Monozyten aus peripherem Blut,
mittels einer kombinierten Reinigungsmethode mit Vorseparation tGber 8 % Dextran und
Nycoprep Dichtegradientenzentrifugation. Das zugesetzte Dextran fihrt zu einer
veranderten Osmolaritat der Blutzellen. Aufgrund der héheren osmotischen Resistenz von
Monozyten gegentiber Lymphozyten wird die Trennung dieser Zellarten erméglicht (Boyum,
1984). Die im Folgenden beschriebene Methode zur Isolierung von Monozyten bietet
gegeniber der klassischen Gewinnung mittels Adhérenz den Vorteil, dass die Zellen nicht
durch einen Adhé&sionsprozess aktiviert werden und in einem héheren Reinheitsgrad zu
Verflgung stehen. Um jedoch eine gréRere Anzahl von Monozyten zu isolieren, wurde das
MACS® System (Magnetic cell sorting) verwendet, welches Zellen aus Leukozyten-
konzentrat 'Buffy-Coats’ separiert (Kapitel 2.5.3).

Frisch abgenommenes, mit Kalium-EDTA versetztes peripheres Blut (MONOVETTEN,
SARSTEDT) wurde in 50 ml Reaktionsgefal3e tberfiihrt, anschlieend im Verhaltnis 1:10 mit
8 %-igem Dextran (siehe Tab. 2) resuspendiert und bei Raumtemperatur (RT) 45-60 min.
inkubiert. Das monozytenreiche Plasma wurde mit einer sterilen Pipette abgenommen in 50
ml Réhrchen vorsichtig auf ¥ Plasmavolumen NYCOPREP® (AXIS-SHIELD, OsLO, NOR-
WEGEN) Uberschichtet und ohne Bremse zentrifugiert (1750 UpM 2 700 x g, 20 min., RT).
Interphasering sowie das darunter liegende Nycoprep® wurden abgenommen, mit Mono-
zyten-Waschpuffer (siehe Tab. 5) auf 50 ml aufgeflllt und bei 800-850 UpM 10 min.
zentrifugiert. Darauf folgten zwei weitere Waschschritte mit jeweils 20 ml und 10 ml
Monozyten-Waschpuffer. Der Reinheitsgrad der Monozyten wurde anhand der CD14
Expression durchflusszytometrisch mit einem FACSCANTO der Firma BD bestimmt.
AnschlieBend wurde mittels Neubauerzdhlkammer die Zellen gezahlt und in einer
Konzentration von 1 x 10° Monozyten/ml zu gleichen Teilen in Tryptophanmangel (-trp)-
Kulturmedium (5 pM trp) und in normalem Kulturmedium (30 pM trp) aufgenommen (siehe
Tab. 18).

Tab. 18: Monozyten Kulturmedium. Das Monozytenkulturmedium wurde mit einem Einmalfiltrationssystem
(0,2 um) sterilfiltriert und bei 4T gelagert.

Kulturmedium DCs™ DCs™'P Volumen
RPMI 1640 -Tryptophan/-L-Glutamin RPMI 1640 -Tryptophan/-L-Glutamin 388 mi
10 % FKS inaktiviert 10 % FKS inaktiviert 10 ml
1 % L-Glutamin 1 % L-Glutamin 1ml
1 % AB/AM 1 % AB/AM 1mil
100 ml

Die Generierung dendritischer Zellen (DCs) aus Monozyten erfolgte bei 37C, 5 % CO,
unter Zugabe von 500 U/ml GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)
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und 500 U/ml IL-4 an Tag O (Marks & Kopf, 1995). Die Zellen wurden in RPMI 1640
supplementiert mit hitzeinaktiviertem FKS (Fotales Kalber Serum), 2 mM L-Glutamin und
100 pg/ml Antibiotika/Antimykotika (AB/AM) in 24-Well-Platten ausgesat. Die Hitzein-
aktivierung des FKS diente der Komplement-, Fibrinogen- und Enzymzerstérung neben der
Vermeidung allgemein stérender Einflisse des Serums (Viren, Mykoplasmen, Vitamine).
Um DCs unter trp-Mangelbedingungen zu generieren, wurden trp-freies RPMI 1640
(CAMBREX), GM-CSF und IL-4 verwendet. Nach 2 Tagen Kultivierung wurden 250 U/ml GM-
CSF und 250 U/ml IL-4 hinzu gegeben. Am 4. Tag wurde die Halfte des Mediums durch
frisches Kulturmedium mit 500 U/ml GM-CSF und 500 U/mlIL-4 ersetzt (siehe Tab. 19).

Tab. 19: Kulturbedingungen.

Reagenz Tag O Tag 2 Tag 4
GM-CSF 500 U/ml 250 U/ml 500 U/ml
IL-4 500 U/ml 250 U/ml 500 U/mi
Kulturmedium Iml - 0,5/ml

Unreife (immature) DCs (iDCs) wurden an Tag 6 geerntet, die Zellzahl bestimmt und in
Kulturmedium in einer Konzentration von 0,5 x 10° Zellen/ml und 500 U GM-CSF/ml
aufgenommen, wobei sie anschlieBend zur Ausreifung in Stimulationsrohrchen Uberfihrt
wurden. Die Maturierung der DCs wurde durch die Zugabe von 25 pg/ml Polyinosin-
Polycytidylsaure (Poly(l:C), SIGMA) fur 24 h bei 37C und 5 % CO , erreicht. Poly(l:C) stellt
ein synthetisches Analogon zur doppelstrédngigen RNA von Viren dar und wird durch den
Toll-like Rezeptor 3 (TLR3) detektiert (Alexopoulou et al.,, 2001). Wenn nicht anders
beschrieben erfolgte die Reifung der DCs (mDCs) entsprechend in normalem- bzw. in trp-
Mangel Kulturmedium.

2.5.2 Isolierung von T-Zellen aus peripheren Blut

Die Isolierung von T-Zellen erfolgte tber eine Lymphoprep-Dichtegradientenzentrifugation.
Dafur wurde humanes heparinisiertes Vollblut mit dem gleichen Volumen PBS verdinnt
(siehe Tab. 6). LympHOPREP® (Dichte = 1,077g/ml) wurde anschlieRend vorsichtig mit der
Hélfte des Blut-PBS-Volumens Uberschichtet und 30 min. bei 2150 UpM (1000 x g) bei RT
ohne Bremse zentrifugiert. Lymphoprep ist ein Gemisch aus hochpolymeren Zuckern, deren
Dichte so gewabhlt ist, dass Zentrifugation bei der angegebenen UpM die Erythrozyten und
Granulozyten sedimentiert, wahrend die mononukleéaren Zellen (PBMCs, Peripheral Blood
Mononuclear Cells) und die Thrombozyten als Interphase zwischen Plasma und der
Lymphoprep-Phase zurtickgehalten werden. Der Interphasering mit den enthaltenden
PBMCs wurde abgenommen und dreimal mit PBS (50 ml, 20 ml und 10 ml) bei 900 UpM 5
min. gewaschen.

Zur weiteren Aufreinigung der T-Zellen wurde im ndchsten Schritt eine sterile
Nylonwollesdule verwendet. Das Aufreinigungsprinzip beruht auf der Adhérenz vieler
Leukozytenarten (B-Zellen, Makrophagen und DCs) sowie von Zelltrimmern an der
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Oberflache der Nylonwolle (Eisen et al., 1972). CD3" T-Zellen adhérieren jedoch nicht an
Nylonwolle und kénnen somit effizient aus einem heterogenen Leukozyten-Zellgemisch
angereichert werden (Corrigan et al., 1979). Zur Vorbereitung wurde zunéchst eine
Nylonwollséule hergestellt. Dazu wurden 0,6 mg Nylonwolle mit einer Pinzette auseinander-
gezupft bis keine Strange mehr zu erkennen sind, die feingezupfte Nylonwolle in eine 5 ml
Spritze gegeben, diese mit Alufolie abgedeckt und autoklaviert. Kurz vor dem Versuch
wurde die sterile Saule mit 15 ml PBS/FKS (10:1) blasenfrei gefillt und fur 40 min. bei 37C
und 5 % CO, inkubiert. Nach dem letzten Waschschritt wurde das Zellpellet in 5 ml T-Zell-
medium (siehe Tab. 20) resuspendiert, auf die Nylonsdule gegeben und 40 min. zur
Anhaftung von Makrophagen, DCs und Granulozyten an den Nylonfasern bei 37°C und 5 %
CO, inkubiert. Nach der Inkubation wurden die T-Zellen aus der Saule mit 15 ml
T-Zellmedium eluiert und die Zellzahl bestimmt. In einer anschliefenden durchfluss-
zytometrischen Untersuchung lasst sich der Anteil an CD3" CD4" Zellen und CD3" CD8*
Zellen quantifizieren.

Tab. 20: T-Zell-Kulturmedium. Das T-Zell-Kulturmedium wurde mit einem Einmalfiltrations-
system (0,2 um) sterilfiltriert und bei 4C gelagert.

Kulturmedium T-Zellen Volumen
RPMI 1640 "-etamin 87 ml

10 % FKS inaktiviert 10 ml

1 % L-Glutamin 1mil

1 % AB/AM 1ml

1% 2-Me, 4M 1ml

100 ml

2.5.3 Isolierung von Monozyten und T-Zellen aus Leu  kozytenkonzentrat

Die in dieser Arbeit verwendeten Monozyten und T-Zellen wurden mit Hilfe
unterschiedlicher Methoden aufgereinigt. Um eine groRere Zellzahl aus Leukozyten-
konzentrat (Buffy-Coats) zu separieren, wurde das MACS® System (Magnetic cell sorting)
eingesetzt. FUr geringe Zellmengen wurden die Zellen mittels Dichtegradienten-
zentrifugation aus peripherem Blut isoliert (siehe Kapitel 2.5.1 und 2.5.2). Zur negativen
Monozyten- bzw. T-Zellen-Seperation mittels MACS® wurde der HUMAN MONOCYTE
ISOLATION KIT Il bzw. HUMAN CD4" CD25" REGULATORY T CELL ISOLATON KIT (MILTENYI
BIOTEC, BERGISCH-GLADBACH) unter Anleitung des beigefligten Protokolls verwendet.

Das Prinzip der Aufreinigung (iber das MACS® System beruht auf der indirekten
Kopplung der Zelle an magnetische Partikel (Beads), wobei in positiv- und negativ-Selektion
(Depletion) unterschieden wird. Die Separation der Monozyten bzw. T-Zellen erfolgte tber
Depletion aller CD14 bzw. CD4 negativen Zellen durch das Anlegen eines Magneten an
eine Saule, durch welche die PBMCs gespiilt wurden. Dabei werden Zellen, die keine
Partikel gebunden haben, durch die Saule geleitet, wohingegen die gekoppelten Zellen in
der Saule zurick bleiben. Durch Entfernen des Magneten werden die so sortierten Zellen
eluiert.
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Zunachst wurde das Leukozytenkonzentrat 1:1,5 mit PBS verdinnt. Das PBS-Blut-
Gemisch wurde vorsichtig 1:1 auf vorgelegtes Lymphoprep® uberschichtet und ohne
Bremse zentrifugiert (2150 UpM 2 1000 x g, 30 min., RT). Die Interphase wurde vorsichtig
entnommen und in 50 ml MACS-Puffer in einem 50 ml Réhrchen resuspendiert. Die PBMCs
wurden zentrifugiert (1000 UpM 2 250 x g, 10 min., 4C) und das Pellet anschliel3end
erneut mit 20 ml kaltem MACS-Puffer gewaschen, wobei der erste abgenommene Uber-
stand nochmals zentrifugiert wurde. Die Uberstande wurden anschlieBend verworfen. Bei
der Aufreinigung mehrerer Gradienten wurden die PBMCs in einer gesamten
Zellsuspension vereinigt und anschliel3end die Zellzahl bestimmt.

Fur Monozyten und T-Zellisolierung wurden die PMBC in zwei Ansatze gesplittet und
nach Zentrifugation (1000 UpM, 4T) die Zellen zur Monozytenaufreinigung in 30 ul bzw.
zur T-Zellaufreinigung in 45 pl kaltem MACS-Puffer/ 1 x 10" Zellen resuspendiert. Um freie
FcR Bindungsstellen zu blockieren, wurde zum Monozytenansatz zusatzlich 10 pl 'FcR
Blocking Reagent/ 1 x 10" Zellen gegeben. AnschlieRend erfolgte die Zugabe des bio-
tinylierten Antikorper-Cocktails (Monozyten: anti- CD3, -CD7, -CD16, -CD19, -CD56, -
CD123, -CD235a bzw. T-Zellen: anti- CD8, -CD14, -CD16, -CD19, -CD56, -CD123, -
TCRYy/® ,- CD235a) in einer Konzentration von 10 ul zur Monozytenisolierung bzw. 5 pl zur
T-Zellisolierung / 1 x 10" Zellen. Nach 15 min. Inkubationszeit bei 4°C wurde n die Zellen in
20 ml MACS-Puffer resuspendiert und zentrifugiert (1000 UpM 10 min., 4<C). Der
Uberstand wurde verworfen und der Monozytenansatz bzw. der T-Zellansatz in 30 pl bzw.
45 pl kaltem MACS-Puffer/1 x 10’ Zellen aufgenommen sowie 20 pl bzw. 10 ul anti-Biotin
MicroBeads zu den Ansatzen gegeben. Nach einer Inkubation von 15 min. bei 4C erfolgte
ein weiterer Waschschritt mit 20 ml MACS-Puffer (Zentrifugation: 1000 UpM, 10 min., 4).
Der Uberstand wurde verworfen und 1 x 10° Zellen in 0,5 ml kalten MACS-Puffer aufge-
nommen. Aus diesen beiden Zellsuspensionen wurden im AUTOMACS® die CD14" Zellen
bzw. CD4" Zellen unter der Anleitung des beigefuigten Protokolls negativ separiert und
danach die Zellzahl bestimmt. Die anschlieRende durchflusszytometrische Untersuchung
erlaubte die Bestimmung des Reinheitsgrades der Monozyten anhand der CD14
Expression bzw. der T-Zellen anhand der CD3 und CD4 Expression. Die aufgereinigten
Monozyten wurden in Kultur genommen (siehe Kapitel 2.5.1), wobei die T-Zellen, wie im
nachfolgenden Kapitel beschrieben, bei -70T eingef roren wurden.

2.5.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Aus logistischen Grinden (z.B. Verfugbarkeit des Vollblutes und Versuchsablauf) mussten
die DCs und T-Zellen oftmals nach der Isolierung eingefroren werden. Zur langerfristigen
Aufbewahrung wurden die Zellen abzentrifugiert (850 bzw. 900 UpM, 10 min., RT) und in
1 ml Einfriermedium (10 % DMSO, 90 % FKS) aufgenommen. Das zugegebene DMSO
(Dimethylsulfoxid) senkt zum einen den Gefrierpunkt des Mediums und zum anderen
verhindert es die Kristallbildung in den Zellen. Nach der Uberfiihrung in Kryo-EinfriergefaRe
wurden die Zellen schrittweise (1T/min.) in einer mit Isopropanol gefiliten Kihlbox auf
-70T abgekuhlt und nach 24 h in flissigen Sticksto ff transferiert. Um die eingefrorenen
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Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden sie in 10 ml vorgewarmten Zellkulturmedium
(37<C) uberfuhrt und abzentrifugiert (850 bzw. 900 UpM, 10 min., RT). Um alle DMSO
Ruckstande zu entfernen wurden 2 weitere Waschschritte mit 10 ml Kulturmedium
durchgefiihrt. Schliellich erfolgte die Aufnahme der Zellen in einer Konzentration von 1 X
10%ml in Zellkulturmedium und eine Kultivierung im Brutschrank.

2.6 Immunologische Methoden

2.6.1 Durchflusszytometrische Analyse

FACS steht fur 'Fluorescence activated cell sorting’ und beschreibt eine Methode, bei der
eine Sortierung von Zellen vorgenommen wird sowie Eigenschaften der Zellen gemessen
werden konnen. Die Bezeichnung FACS ist eigentlich irrefiihrend, da meist das Verfahren
zur Charakterisierung von Zellen eingesetzt wird, so auch in dieser Arbeit. Das Prinzip der
Untersuchung beruht auf der Emission von optischen Signalen der Zelle, wahrend sie einen
Laserstrahl passiert. Hierbei werden in einer Losung befindliche Zellen durch eine Kapillare
gesaugt. Anschlie3end passieren sie einzeln im Sensormodul einen Laserstrahl. Die Zelle
emittiert dabei Streulicht und, wenn entsprechend markierte Antikdrper gebunden sind,
Fluoreszenzimpulse, die durch Fotodetektoren erfasst werden. So kann die Expressionsrate
verschiedener Molekile der Zelle gemessen werden. Das Streulicht wird durch Zellgrofie,
Struktur der Zellmembran sowie intrazellulare Bestandteile beeinflusst, so dass die Zellen in
unterschiedliche Fraktionen sortiert und gezahlt werden kénnen. Das Vorwartsstreulicht
FSC (Forward scatter) dient als MalR3 fur die Zellgro3e, wobei das Seitwértsstreulicht SSC
(Sideward scatter) als Maf3 fur die Granularitat (Granula, Memranen und Struktur des
Zellkerns etc.) dient. Mit diesen beiden Parametern lassen sich Zellpopulationen des Blutes
bereits gut auftrennen. Zudem werden die Zellen vorher mit fluoreszierenden Farbstoffen
inkubiert, die an Antikdrpern gebunden sein kénnen oder, wie z.B. bei den Farbstoffen
Propidiumiodid (PI) oder 7-Amino-Actinomycin-D (7-AAD), die direkt mit Zellbestandteilen
reagieren. Antikorper sind meist gegen bestimmte Oberflachenmerkmale (z.B. CD = Cluster
of differentiation) gerichtet. Die zur Immunphanotypisierung der DCs in dieser Arbeit
eingesetzten Antikérper waren indirekt oder direkt an die Fluoreszenzfarbstoffe PE-
(Phycoerythrin), FITC- (Fluorescein-Isothiocyanat) und APC- (Allophycocyanin) ALEXA-
647- gekoppelt und sind im Anhang aufgelistet (Kapitel 6.2).

Die gefarbten Zellen wurden mit einem FACSCALIBUR und spater mit dem
Nachfolgemodell FACSCANTO Durchflusszytometer der Firma BECTON DICKINSON, (BD,
Heidelberg) analysiert. Die Proben wurden bis zum Einmessen bei 4T lichtgeschitzt
aufbewahrt und in einer Geschwindigkeit 'high’ eingemessen. Die Auswertung erfolgte mit
Hilfe der CELL QUEST Software bzw. dem FACSDIVA-Programm (BD, Heidelberg) und sei im
folgendem am Beispiel von DCs dargestellt. Die vitale Zellpopulation wurde in einem
Punktdiagramm durch eine Kombination von FSC/SSC und CD1l1a-PE/7-AAD Parametern
zur Analyse von vitalen, CDla positiven Einzelzellen eingegrenzt bzw. 'gegated’. Zu
weiteren Charakterisierung der vitalen CDla positiven Zellpopulation mit FITC-markierten
mAKk wurde die PE-Fluoreszenz (CDla) gegen die FITC-Fluoreszenz (entsprechende
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Antigene) aufgetragen. Mit Hilfe der Kontrollantikdrper gleichen Isotypes wurden die Marker
auf 1% gesetzt, um die positive Farbung der Antigene zu definieren bzw. eine magliche
unspezifische Bindung des Antikdrpers zu bertcksichtigen. Mit Hilfe der Software wurde die
prozentuale Verteilung und die Intensitat der FITC-Farbung in einem Histogramm
berechnet. Die Intensitdt einer Fluoreszenzfarbung wurde durch den Median der
Fluoreszenzintensitat (MFI) definiert. Um Antigenexpression unterschiedlicher Experiment
vergleichen zu kdnnen, wurde eine Normalisierung der MFI-Werte der jeweils untersuchten
Moleklile anhand der MFI-Werte des zugehorigen irrelevanten Kontrollantikdrpers
vorgenommen. Der relative Fluoreszenzindex (rFl) wurde nach folgender Formel berechnet:

rFl = ( MFI (spezifische Farbung) - MFI (Kontrolle) ) / MFI (Kontrolle)

Im Gegensatz zu der alteren, haufig verwendeten Angabe 'Prozent positiver Zellen’ lassen
sich mit Berechnung der rFI-Werte auch gréRRere Unterschiede zwischen den Fluoreszenz-
intensitaten zuverlassig wiedergeben. Ein rFI-Wert von null entspricht in der grafischen
Darstellung zwei Ubereinander liegenden Histogrammkurven, ein rFI-Wert von zehn einer
Verschiebung der Histogrammkurven um eine logarithmische Dekade. Liegen in der
zweidimensionalen graphischen Darstellung mehrere Subpopulationen vor, kann durch
elektronisches Eingrenzen der Zellpopulationen, dem Setzen der ‘Gates’, eine fur jede
Subpopulation getrennte Bestimmung der rFI-Werte durchgefihrt werden.

2.6.2 Immunologische Farbungen zur Phanotypisierung der Zellen

Durchflusszytometrische Untersuchungen ermdglichen bei geringem Materialverbrauch und
Farbeaufwand die hochsensitive, quantitative Analyse membransténdiger Oberflachen-
antigene mit Hilfe von monoklonalen (mAk), die direkt oder indirekt mit Fluoreszenz-
farbstoffen gekoppelt sind. Die Methodik ist daher zur Untersuchung von aufwendig zu
gewinnenden Material mit geringer Zellzahl geeignet. Durch entsprechende
Permeabilisierungsschritte sind auch zytoplasmatische Antigene einer quantitativen Analyse
zuganglich. Im Folgenden sind extrazelluldre als auch intrazellulare Farbeprotokolle am
Beispiel der Phanotypisierung von Monozyten und DCs aufgefiihrt.

2.6.2.1 Extrazellulare Immunféarbung

Das Farbeprotokoll der Monozyten und DCs beschreibt eine Dreifarbenfluoreszenzfarbung
vitaler Zellen. Alle Inkubationsschritte wurden in 100 pl Volumen FACS-Puffer bei 4C und
unter lichtgeschiitzten Bedingungen durchgefiihrt. Zur Farbung wurden je 5 - 7,5 x 10*
Zellen auf FACS-Roéhrchen (FALCON BECTON DICKINSON, HEIDELBERG) gleichmafig verteilt,
mit FACS-Puffer (siehe Tab. 8) gewaschen (Zentrifugation: 1300 UpM, 3 min., 4C), wobei
der Uberstand verworfen wurde. Zunéchst erfolgte fir 20 min. die Inkubation mit dem
unkonjugierten monoklonalen Primarantikbrper bzw. der entsprechenden irrelevanten
Isotypkontrolle (IgG1k, 1gG2«a, 1gG2«b, SIGMA, TAUFKIRCHEN) in einer Endkonzentration von
2,5 pg/ml. AnschlieRend wurde einmal in 100 pl FACS-Puffer gewaschen (Zentrifugation:
1300 UpM, 3 min., 4C) und der Uberstand verworfen. Es folgte eine Inkubation fur 15 min.
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mit dem FITC-konjugierten Ziege-anti-Maus-1gG (F(ab),-Fragment)-Sekundarantikdrper
(DiaANOVA, HAMBURG). Dann wurde erneut in 100 ul FACS-Puffer gewaschen
(Zentrifugation: 1300 UpM, 3 min., 4%C), der Uberstand verworfen und die freien
Bindungsstellen des Sekundarantikorpers fr 10 min. in normalem Mausserum (DIANOVA,
HAMBURG) mit einer Endverdinnung von 1:20 geblockt. Bei der Immunphé&notypisierung der
DCs erfolgte anschlieRend die Gegenfarbung des membranstandigen DC-Markers CDla
fur 20 min. mit dem RD1- (entspricht dem Farbstoff Phycoerythrin) markierten Antikérper
T6RD1 (BECKMAN COULTER, KREFELD) bzw. mit der irrelevanten Isotypkontrolle IgG1-RD1
(BECKMAN COULTER). Monozyten wurden Uber die CD14 Expression mit dem mAk CD14-
PE (BD, HEIDELBERG) und der entsprechenden Isotypkontrolle IgG2a-PE (BD HEIDELBERG)
charakterisiert. Gleichzeitig wurde eine Vitalfarbung mit dem DNA-Farbstoff 7-Amino-
Actinomycin-D (7-AAD, SIGMA, TAUFKIRCHEN) in einer Endkonzentration von 1 ug/ml
durchgefiihrt. Nur bei Zellen, deren Zellmembran alteriert ist, werden intrazellulare Proteine
und DNA far 7-AAD zugangig, so dass tote Zellen in der Zellsuspension detektiert werden
konnen. Nach einem letzten Waschschritt in 100 pl FACS-Puffer erfolgte die Einmessung
der Zellen am Durchflusszytometer. Eine genaue Auflistung der eingesetzten Antikérper
befindet sich im Anhang (siehe Kapitel 6.2).

2.6.2.2 Intrazellulare Saponinfarbung 0,1 %

Die intrazellulare Farbung der Zellen erforderte eine Stabilisierung der Zellen. Eine
Fixierung der Zellen mit Formaldehyd erhalt die Membranstabilitat und die Zellmorphologie.
Die Permeabilisierung von Zellen mit dem glykosidischen Detergens Saponin und die
anschlieRende Farbung sowie durchflusszytometrische Analyse wurden zur Detektion von
zytoplasmatischen Antigenen verwendet (Jung et al.,, 1993; Assenmacher et al., 1994).
Saponin ist ein pflanzliches Glykosid, das sich aufgrund seiner hohen Affinitdt zu
Cholesterol in die Zellmembran einflgt. Dort flhrt es zu einer reversiblen Erhéhung der
Durchlassigkeit fur grofRere Molekile, was fir die Einschleusung von Antikérpern in die
Zelle genutzt werden kann (Seeman, 1974). Das Saponin muss wahrend der gesamten
intrazellularen Farbeschritte prasent sein, da es sich um eine reversible Erhéhung der
Durchlassigkeit handelt. Im folgenden Abschnitt sind einzelnen Féarbeschritte aufgefihrt.

Alle Inkubationsschritte wurden, wenn nicht anders angegeben, in 100 pl Volumen in
einer 96-Well-Platte unter lichtgeschitzten Bedingungen durchgefuhrt. Zur Farbung wurden
pro Well 7,5-10 x 10* Zellen gleichm&Rig verteilt, mit FACS-Puffer (siehe Tab. 8) gewaschen
(Zentrifugation: 1300 UpM, 3 min., RT) und zur Vitalfarbung mit dem DNA-Farbstoff
7-Amino-Actinomycin-D (7-AAD, SIGMA, TAUFKIERCHEN) in einer Endkonzentration von
1 pg/ml far 5 min. inkubiert. Anschlie3end wurde zweimal in 100 ul PBS-Puffer gewaschen
(Zentrifugation: 1300 UpM, 3 min., RT) und der Uberstand verworfen. Zur Fixierung der
Zellen wurden nach dem letzten Waschschritt 100 pl PBS und 100 ul 4 % Formaldehyd/
PBS-Losung (siehe Tab. 9) dazugegeben und fir 20 min. bei RT inkubiert. Die fixierten
Zellen wurden nach zweimaligem Waschen fur 10 min. mit 0,1 M Glyclin/PBS-L6sung
(siehe Tab. 10) inkubiert, um noch freie Formaldehydriickstdande aufzufangen. Daraufhin
erfolgte ein weiterer Waschschritt mit PBS-Puffer mit anschlieRender Zugabe von BSA-
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NaNs-Puffer (siehe Tab. 11), um die Absattigung von unspezifisch bindenden Oberflachen-
molekilen zu gewahrleisten (Inkubation: 10 min). Nach einem weiteren Zentrifu-
gationsschritt (1300 UpM, 3 min., RT) wurde das Zellpellet fir 30 min. mit 100 pl 0,1 %
Saponin-Puffer (siehe Tab. 13) und Ziegenserum (DIANOVA, HAMBURG) in einer Endkon-
zentration von 10 % inkubiert, um die Zellen zu permeabilisieren sowie den hohen
intrazellularen Hintergrund zu blocken.

Nachfolgend wurden die Zellen fir 20 min. mit dem unkonjugierten Prim&rantikdrper
bzw. der irrelevanten Isotypkontrolle in einer Endkonzentration von 2,5 ug/ml inkubiert.
AnschlieBend wurde zweimal in 0,1 % Saponin-Puffer gewaschen (Zentrifugation: 1300
UpM, 3 min., RT) und der Uberstand verworfen. Es folgte eine Inkubation fiir 20 min. mit
dem FITC-konjugierten Ziege-anti-Maus-lgG  Sekundarantikorper (F(ab)2-Fragment;
DiaNOovA, HAMBURG). Dann wurde erneut in 0,1 % Saponin-Puffer gewaschen (Zentrif-
ugation: 1300 UpM, 3 min., RT) und der Uberstand verworfen. Freie Bindungsstellen des
Sekundarantikdrpers wurden fir 10 min. in Mausserum (DIANOVA, HAMBURG) mit einer
Endverdinnung 1:20 bei RT geblockt. Zur Immunph&notypisierung der DCs erfolgte die
Zugabe des direkt gekoppelten Antikorpers CDla-RD1, wobei in parallelen Ansatzen
Kontrolifarbungen mit der irrelevanten Isotypkontrolle 1gG1-RD1 (COULTER, KREFELD)
durchgefiihrt wurden. Monozyten wurden Uber die Gegenfarbung des CD14 Oberfachen-
molekils mit einem direkt gekoppelten CD14-PE mAk (BD, HEIDELBERG) und
entsprechender Isotypkontrolle 1gG2a-PE (BD, HEIDELBERG) charakterisiert. Nach der
Inkubation fir 20 min. bei 4C erfolgte in einem le tzten Waschschritt mit FACS-Puffer
(Zentrifugation: 1300 UpM, 3 min., 4C) die Einmessung der Zellen am Durchflusszyto-
meter. Eine Zusammenstellung der eingesetzten Antikorper sich im Anhang (Kapitel 6.2).

2.6.3 Pinozytoseaktivitat unreifer dendritischer Ze  llen

Fur den Nachweis der aktiven Pinozytose wurden unreife DCs (iDCs) in einer Konzentration
von 1 x 10° Zellen/ml entsprechend in normalem bzw. in Tryptophanmangel-Kulturmedium
aufgenommen, 100 pl der Zellsuspension auf FACS-Réhrchen verteilt und fir 15 min. bei
4T (Negativkontrolle) oder 37<C inkubiert. Dann wu rde FITC-konjugiertes BSA (Bovine
Serum Albumin, SIMGA) zugegeben (Endkonzentrationen 50 pg/ml). Nach 30 min.
Inkubation bei 4T bzw. 37<C erfolgten 2 Waschschri tte mit kaltem Stopp-Puffer (siehe Tab.
14) (Zentrifugation: 850 UpM, 10 min., 4C), wobei der Uberstand verworfen wurde.
Anschlieend erfolgte eine durchflusszytometrische Analyse. Als Mal3 fur die Pinozytose-
aktivitdt wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) an BSA-FITC bestimmt.

2.6.4 Apoptosetest

Fur die Messung der Apoptose wurde ein kommerzieller ANNEXIN V-FITC KIT (BD) unter
Anleitung des beigefligten Protokolls verwendet. Die Methode kombiniert die Eigenschaft
von Annexin V, an Phosphatidylserin (PS) der Zellmembran zu binden, mit der
Gegenfarbung durch 7-Amino- Actinomycin-D (7-AAD), das zwischen Basenpaare doppel-
strangiger Nukleinsauren interkaliert. Nur bei Zellen, deren Zellmembran alteriert ist, werden
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intrazellulare Proteine und DNA fiir 7-AAD zugéngig. In der friihen Phase der Apoptose ist
die Integritat der Zellmembran noch erhalten, so dass 7-AAD nicht in die Zelle gelangen
kann. Die Zellen verlieren jedoch die asymmetrische Anordnung ihrer membranstandigen
Phospholipide und PS wird von der Innen- auf die AufRenseite der Zytoplasmamembran
verschoben. Dort verbleibt es fir den Rest der Apoptosekaskade. Annexin V ist ein
Phospholipid-bindendes Protein der Annexin-Familie, welches in Gegenwart von Ca?" mit
hoher selektiver Affinitdt an PS bindet, bevor es zu morphologischen Veranderungen und
zur Hydrolysierung von DNA kommt. In vitro kommt es in einer spaten Phase der Apoptose
zu einem Verlust der Integritat der Plasmamembran und zu einer sekundaren Nekrose der
Zelle. Um die apoptotischen von den nekrotischen Zellen zu differenzieren, wird mit 7-AAD
im gleichen Messansatz gegengefarbt. Werden die Zellen durch eine Kombination von
FSC/SSC morphologisch und CDla-PE Parametern 'gegatet’, kénnen im FITC/7-AAD
Punktdiagramm drei Zellpopulationen unterschieden werden: 1) vitale Population 2)
apoptotische Population und 3) sekundéar-nekrotische Population (Tab. 21).

Tab. 21: Zellpopulationen in der Durchflusszytometr ie nach Doppelfarbung mit FITC konjugiertem
Annexin V und PI.

Kulturmedium Annexin V Farbung 7-AAD Farbung
Intakte Zellen - -
Apoptotische Zellen + -
Sekundéar-nekrotische Zellen + +

Die wie unter Kapitel 2.5.1 und 2.5.3 beschrieben generierten DCs wurden in einer
Konzentration von 1 x 10° Zellen/ml PBS aufgenommen und 100 pl der Zellsuspension auf
FACS-Rohrchen gleichmaRig aufgeteilt. Die Zellsuspension wurde dann in zwei Wasch-
schritten mit PBS jeweils fir 10 min. bei 850 UpM und 4T zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde mit 100 pl vorgekiihltem Bindungspuffer (1x) resuspendiert. Zur Farbung wurden 5 pl
Annexin V -FITC-Losung, 7-AAD (2,5 pg/ml) sowie der mAk CDla-PE (2,5 pg/ml)
zugegeben und die Zellen fir 15 min. bei RT lichtgeschitzt inkubiert. Innerhalb einer
Stunde wurden die Zellen durchflusszytometrisch analysiert.

2.6.5 ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

In dieser Arbeit wurde zur Quantifizierung der Zytokinkonzentration eine der ELISA
Techniken (Sandwich-ELISA) verwendet, bei der zwei Antikdrper spezifisch an
unterschiedliche Epitope des nachzuweisenden Antigens binden und somit ein Antikérper-
Antigen-Antikbrper Komplex entsteht. Die gebundene Proteinmenge wird in einer
enzymatisch katalysierten Farbreaktion nachgewiesen und als Farbintensitat photometrisch
gemessen. Als Enzym setzt man die Meerrettich-Peroxidase (Horse-Raddish Peroxidase,
HRP) ein, welche das Substrat TMB (Tetra-Methyl-Benzidin) umsetzt. Die Starke des
Umsatzes wird nach Abstoppen der Reaktion mit Schwefelsaure (H,SO,4) am ELISA-Reader
photometrisch bestimmt. Um eine quantitative Aussage zu treffen, werden die Werte in
einer Messung mit einer Standardkurve verglichen.
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Mit Hilfe des Sandwich-ELISA wurden die sezernierten Zytokine (IL-6, IL-10 und
IL-12p40) von unreifen DCs™ und DCs*"™ sowie nach Stimulation mit LPS (50 ng/ml) fir 24
h nachgewiesen. Die Zellen wurden an d6 geerntet und entsprechend ihrer Bedingungen in
frischem trp-Mangel Kulturmedium bzw. in normalem Kulturmedium in einer Konzentration
von 0,5 x 10° Zellen/ml aufgenommen. Unter Zugabe von 500 U/ml GM-CSF wurden die
Zellen fur 24 h in Stimulationsrohrchen bei 37C und 5% CO, inkubiert. Die Zellkultur-
Uberstande der iDCs und LPS-stimulierten DCs wurden an d7 nach einem Zentrifugations-
schritt (850 UpM, 10 min., RT) abgenommen, bei -20°C gelagert. Zur Untersuchung der
sezernierten Zytokine von unstimulierten sowie stimulierten DCs wurden folgende ELISA
der Firma BIOSOURCE (Solingen) verwendet: Human IL-6-, Human IL-10- und Human
IL-12p40 CYTOSETS™.

Zur Quantifizierung der Zytokinkonzentration wurde eine 96-Well-Flachbodenplatte
(NUNC MAXISORB, Wiesbaden) mit 50 pl Fanger-Antikbrpern (Capture Antibodies) tber
Nacht bei 4T beschichtet. Alle verwendeten Antikor per wurden in 1 x PBS verdinnt, wobei
die Konzentrationen jeweils den Vorgaben des Herstellers entsprachen. Am nachsten Tag
wurden die Platten dreimal mit Waschpuffer (0,1 % Tween in 1 x PBS) mit einem ELISA-
Washer (Modell: ELX50, BIO-TEK INSTRUMENTS, Bad Friedrichshall) gewaschen. Um
mdgliche Pufferreste zu entfernen, wurde die Platte hach jedem Waschschritt grindlich auf
Papiertichern ausgeklopft. Zur Blockierung freier Bindungsstellen wurden 250 i
Blockierpuffer (1 % BSA in 1 x PBS) eingesetzt und die Platte bei Raumtemperatur 1 bis 2 h
inkubiert. Danach folgte erneut ein dreimaliges Waschen mit Waschpuffer. AnschlieRend
wurden 50 pl der zu bestimmenden Uberstande sowie die Reinstprobe (Standard) mit
bekannter Konzentrationsangabe auf die Platte aufgetragen, um spéter eine photo-
metrische Quantifizierung zu ermdglichen. Aus dieser wurde eine 1:2 Verdiinnungsreihe
des jeweiligen rekombinanten Zytokins erstellt und im Anschluss der Fanger-Antikdrper
hinzupipettiert. Dieser Ansatz wurde 2 h schittelnd bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieRend dreimal gewaschen. Durch die Zugabe eines zweiten, Uber das Biotin-
Streptavidin-System an das HRP-Enzym gekoppelten Detektions-Antikorpers (Detection
Antibody) kann das an den Fanger-Antikorper gebundene Antigen nachgewiesen werden.
Demnach wurden 50 pl Streptavidin-HRP Losung aufgetragen und die Platte abgedeckt bei
Raumtemperatur schittelnd 45 min. inkubiert. Nach 6 Waschschritten erfolgte die Zugabe
des HRP-Substrates TMB (BIOSOURCE, Solingen), welches von der Peroxidase umgesetzt
wird. Diese enzymatische Reaktion wurde zu einem Zeitpunkt guter farblicher Kontraste
(Inkubationszeit: 10 bis 15 min.) durch Zerstorung des Enzyms mit 50 pl 15 % Schwefel-
saure (H,SO,) gestoppt. Bei der Enzymreaktion wird das farblose TMB in einen blauen
Farbstoff umgewandelt, der durch die Schwefelséaure ins Gelbe umschlagt.

Die Quantifizierung (490 nm) erfolgte mit Hilfe eines ELISA-Readers (Modell: EL800,
BIO-TEK INSTRUMENTS, Bad Friedrichshall). Zur Auswertung wurde die KC JUNIOR Software
(Blo-TEK INSTRUMENTS) benutzt. Aus der optischen Dichte (OD) der Verdiinnungsreihe und
der bekannten Antigenkonzentration kann eine Eichgerade erstellt werden. Anhand dieser
Standardkurve werden die Antigenkonzentrationen in den unbekannten Proben aufgrund
ihrer photometrischen Absorption quantifiziert.
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2.7 Molekularbiologische Methoden

2.7.1 Isolierung und Quantifizierung von RNA

Fir die RNA-Isolierung wurden 1 - 2 x 10° Zellen dreimal mit eiskaltem PBS (10 ml, 10 ml
und 5 ml; Zentrifugation: 1000 UpM, 5 min., 4C) ge waschen und der Uberstand verworfen.
AnschlieRend erfolgte ein zusatzlicher Zentrifugationsschritt, um tberschissigen Puffer zu
entfernen. Nach den Waschschritten wurde das Zellpellet (dry pellet) bis zur RNA-Extraktion
bei -70C gelagert. Die Isolierung von RNA erfolgte mit Hilfe eines RNA-Extraktionskit
(RNEAasy MINI KIT, QIAGEN) unter Anleitung des beigefligten Protokolls 'Purificaton of Total
RNA'. Zur Quantifizierung der Nukleotide wurde die Absorption der Proben im Photometer
bestimmt. Die Absorption von 1 OD bei 260 nm entspricht dabei 40 pg RNA/ml. Der
Quotient aus Nukleinsdureabsorption (A260 nm) und Proteinabsorption (A280 nm) gibt
dabei den Reinheitsgrad der Proben an. Er sollte ungefahrt 1,8 betragen. Bei sehr geringen
RNA Konzentrationen wurde die RNA-Probe mit Hilfe einer Speedvac-Zentrifuge
(CENTIVAC; HERAEUS, HANAU) konzentriert. Der Erfolg der RNA-Extraktion erlaubte nach-
folgende Arbeitsschritte.

2.7.2 Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreakti on

Mit Hilfe der Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) wurde die Gen
Expression des inhibitorischen Rezeptors ILT3 und des Markers CHOP flr die Aktivierung
des GCN2 Signalweges auf mRNA Ebene semiquantitativ nachgewiesen. Um Unterschiede
in der Transkription eines Gens zwischen beiden Zellkulturen (DCs™ vs. DCs™™)
nachzuweisen, musste zunéchst mit Hilfe der reversen Transkriptase (RT) die RNA in
cDNA umgeschrieben werden. Die RT ist ein Enzym, das die Umschreibung von RNA in
DNA katalysiert und von Retroviren dazu verwendet wird, ihr Genom in DNA
umzuschreiben. Die cDNA (complementary DNA) wurde im Anschluss als Ausgangsprodukt
in einer klassischen PCR verwendet.

2.7.2.1 cDNA-Synthese

Zunéachst wurde 1 ug RNA in 15,5 yl ddH,O fir 3 min. bei 65T erhitzt und dann direkt auf
Eis gestellt. Ebenfalls wurde dann der RT-Reaktions-Mix auf Eis pipetiert. Pro RNA-Aufrei-
nigung wurde folgender Master-Mix mit einem Gesamt-Volumen von 34,5 ul hergestellt:

Tab. 22: RT-Protokoll. Volumen in pl; Gesamtvolumen 34,5ul.

Reagenz Volumen Konzentration
5 x RT-Puffer 10
Random-Primer 2 60 ng/ul
dNTPs 16 1,25 mM
MoMLV-RT 1
RNasin 0,5

DTT 5 01 M
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Zu den 15,5 yl RNA wurden jeweils 34,5 yl Reaktion-Mix hinzugegeben, die RT-Reaktion
erfolgte wahrend der Inkubation bei 37 fiur 1h in einem Heizblock-Thermomixer
(EPPENDORF, HAMBURG). Die Denaturierung der cDNA wurde durch 3 min. Inkubation bei
95 und anschliel3ende Abschreckung auf 4C erreich t. Die cDNA wurde mit 500 ul ddH,O
verdinnt und bei -20C aufbewahrt.

2.7.2.2 PCR

Durch die Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR), von (Saiki et al.,
1988) entwickelt, kdnnen spezifische DNA-Fragmente in hohen Konzentrationen amplifiziert
werden. Die Amplifikationsreaktion erfolgt in mehreren Schritten. Das Grundprinzip geht von
der doppelstrédngigen DNA aus, die das spezifische Fragment enthalt und als Matrize dient.
Der Doppelstrang wird im ersten Schritt durch Hitzebehandlung denaturiert. Die dabei
entstehenden Einzelstrdénge hybridisieren dann nach Abkihlung mit den Primern
(Annealing), die meist 18 bis 25 bp lang und komplementér zum Plus- bzw. zum Minus-
Strang sind. Diese Oligonukleotide fungieren als Starter fur die Polymerisationsreaktion, der
eigentlichen DNA-Synthese (Extension): Dabei erfolgt in Gegenwart der hitzestabilen Tag-
Polymerase (aus Thermus aquaticus) die Verlangerung der Primer in 5'—3'-Richtung. Die
beiden neusynthetisierten Strange dienen wiederum als Matrize fur den jeweils anderen
Primer. Ein mehrmaliges Wiederholen der Schritte Denaturierung, Annealing, Extension
fihrt zu einer exponentiellen Vermehrung des spezifischen Fragments. Zur Quantifizierung
der Genexpession wurden fiir die jeweiligen Gene diejenigen Zyklusanzahlen bestimmt, bei
denen die DNA-Zunahme im linearen Bereich verlauft. Zur Normierung des untersuchten
Gens wurde B-Actin als 'House keeping-Gen’ herangezogen.

2.7.2.3 Primer

Die in der vorliegenden Arbeit fir die Amplifikation verwendeten Primer (Tab. 23) waren
identisch zu den von (Manavalan et al., 2004) und (Xia et al.,, 2002) verwendeten.
Zusatzlich wurden Primer fur 3-Actin konstruiert, die zuverlassige Ergebnisse lieferten.

Tab. 23: Verwendete Primer.

Name Primersequenz Genabschnitt Lange (bp) Herkunft
hILT3b+ 5'- ACGTATGCCAAGGTGAAACACT ILT3 493 Manavalan
hILT3b- 3- CATTGTGAATTGAGAGGTCTGC etal., 2004
CHOP 10+  5- GAAACGGAAACAGAGTGGTCATTCCCC CHOP 309 Xia

CHOP 10- 3- GTGGGATTGAGGGTCACATCATTGGCA etal., 2002
R-actin-new+ 5- GAGCGGGAAATCGTGCGTGACATT R-Actin 240

R-actin-new-  3- GATGGAGTTGAAGGTAGTTTCGTG
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2.7.2.4 PCR-Reaktionsprofile

Die Temperaturprofile und Protokolle der PCR sind den Tabellen 24 und 25 zu entnehmen.
Die Amplifikations-Reaktionen erfolgten mit Thermocyclern der Firmen ABI APPLIED
BiosysTEMs (Modell: GENE AMP" PCR-SYSTEM 9600) und EPPENDORF (Modell: MASTER-
CYCLER-GRADIENT).

Tab. 24: Temperaturprofil der RT-PCR.

Temperatur [C] Zeit [sec.] Zyklenzanhl
Startdenaturierung 94 300
Denaturierung 94 30
Annealing 55 30 26 - 32
Extension 72 30
Endextension 72 300

Tab. 25: PCR-Protokoll. Volumen in pl; Gesamtvolumen 50pl.

Reagenz Volumen Konzentration
10 x PCR-Puffer 10,0

MgCl, 3,0 50 mM
Primer 1 0,5 40 pm/ul
Primer 2 0,5 40 pm/ul
dNTPs 16,0 1,25 mM
cDNA 10

Taqg-Polymerase 0,5 5 U/l
ddH,O variabel

2.7.3 DNA-Nachweis durch Agarose-Gelelektrophorese

Zum Nachweis des PCR-Produkts wurden 15 pl des Amplikons und 2 ul 6 x Ladepuffer
(Bromphenolblau/Xylecyanol, siehe Tab. 15) in eine Tasche eines 2 %-igen Agarosegels
geladen, welches mit 50 uM EtBr (SiGmA, Taufkirchen) versehen wurde. Die negativ
geladene DNA wandert durch das Agarosegel von der Anode zur Kathode, wobei kirzere
DNA-Fragmente das Gel schneller durchlaufen als langere. Zur GréRenbestimmung wurden
zusatzlich 15 pl 5:1 verdinnter Langenstandard 100 bp Lamda-Marker (ROTH, Karlsruhe)
mit 2 pl Ladepuffer auf eine Spur aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgte in 1 x TBE-
Puffer (siehe Tab. 16) bei 100 V. Nach ca. 60 min. Laufzeit wurde das Gel unter UV-
Bestrahlung von 312 nm Wellenlange betrachtet. Das in der DNA-Doppelhelix eingelagerte
EtBr wird durch das UV-Licht zur Fluoreszenz angeregt und dadurch sichtbar gemacht.
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2.8 Proteinchemische Methoden

Um zu testen, ob DCs™ und DCs™ einen Unterschied in der Proteinbiosynthese in Bezug
auf MHC Klasse-1l Molekiile (MHC-1I Molekiile) und der MHC-ll-assoziierten invarianten
Kette (li) aufweisen, wurden Pulse Chase- und Westernblot-Analysen durchgefiihrt. Die
Pulse Chase-Methodik ermdglicht eine zusétzliche Aussage Uber die Proteinbiosynthese in
einem definierten Zeitfenster.

2.8.1 Pulse Chase-Analyse

Das Prinzip der Pulse Chase-Analyse besteht darin, dass radioaktive Molekiile als 'Pulse’
zu einer biologischen Probe dazugegeben werden und die Fahigkeit Gber die Markierung in
verschiedenen Zeitintervallen zu verfolgen, was die Zelle an radioaktiven Material umsetzt.

DCs™ und DCs"™ wurden geerntet, anschlieBend gezahlt und in 1 x 10%ml Methionin-
freies RPMI, (1x F1245, BiocHrROM) aufgenommen. Nach dem Resuspendieren wurden die
Zellen in Methionin-freiem RPMI gewaschen (850 UpM, 10 min, RT) und der Uberstand
verworfen. Fir das radioaktive Markieren mit 50 pCi [**S]-Methionin (GE HEALTHCARE AG,
Schweiz) wurden 5 x 10° DCs™ und 5 x 10° DCs™™ eingesetzt. Die Zellen wurden auf 4
EppendorfgefaRe aufgeteilt und 30 min. in 0,5 x 10%ml Methionin-freiem RPMI bei 37C
inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Markierung fir 10 min. mit 50 pCi [**S]-Methionin.
Ungebundenes [**S]-Methionin wurde nach einem Zentrifugationsschritt (4000 UpM, 3 min.,
RT) verworfen und das Zellpellet mit 1 ml PBS gewaschen (4000 UpM, 3 min., RT). Der
Uberstand wurde abpipettiert und die Zellen anschlieBend in 150 mg/ml Methionin-haltigem
Kulturmedium (0,5 ml) aufgenommen. Die Zellen wurde nach unterschiedlichen
Zeitintervallen bei -70C eingefroren (0 h, 1 h, 2 h und 3 h). Wéahrend der Inkubationszeit
wird das unmarkierte (kalte) Methionin durch die Zelle verstoffwechselt und kann durch
Immunprazipitation (siehe Kapitel 2.8.3) mit Hilfe spezifischer mAk nachgewiesen werden.

2.8.2 Herstellung der Zell-Lysate

Zur Lyse der Zellen wurden DCs™ und DCs*™ in 100 pl vorgekiihltem Lysepuffer (siehe
Tab. 26) mit Protease-Inhibitoren-Cocktail (ROCHE DIAGNOSTICS, Mannheim) resuspendiert
und fir 30 min. auf Eis inkubiert. Anschlieend wurden 10 ul der Lysate als Lysekontrolle
verwendet (siehe Kapitel 2.8.4), wobei der Rest der Zell-Lysate zentrifugiert (14000 UpM, 3
min., 4C) wurde. Nachfolgend wurden die Uberstande in 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefalie tberfuhrt und mit 400 ul Lysepuffer aufgefullt.

Tab. 26: Lyse-Puffer. Ansatz fiir 8 Proben

Reagenz Volumen Konzentration
ST-Puffer (Saline Tris) 4,5 ml
10 % NP40 0,5 ml 1%

Complete 100 pl
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2.8.3 Immunprazipitation

Die Technik der Immunprazipitation ermdglicht die Isolierung von Proteinen aus komplexen
Gemischen, wie z.B. Zell-Lysaten, mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern. Um die Spezifitat
der Prazipitation zu gewahrleisten, wurden Proteinaggregate, die zu unspezifischen
Interaktionen neigen, vorher aus den hergestellten Lysaten (siehe Kapitel 2.8.2) entfernt
(Praadsorption). Dazu wurde Protein A aus der Zellwand von Staphylococcus aureus
genutzt, das an die Fc-Abschnitte vieler Immunglobulinklassen bindet. Protein A ist kovalent
an eine Sepharose 4B Matrix '‘Beads’ (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH, PISCATAWAY, NJ)
gekoppelt und wurde mit 50 pl pro Zell-Lysat 1 h rotierend bei 4C préainkubiert. Zum Schutz
vor Proteasen, und aufgrund der Eigenschaft, dass viele Proteine in Zell-Lysaten bei
Erwarmung aggregieren, wurden alle Arbeitsschritte bei 0T - 4T durchgefiihrt.

Die fir die Immunoprazipitation und Westernblot-Analysen verwendeten Antikdrper
wurden von Norbert Koch & Jirgen Neumann, Rheinische Friedrich-Wilhelms-Universitat
Bonn, zur Verfuigung gestellt (Neumann & Koch, 2006). li Molekile wurde mit 2 pl Bu45
Antikorper (Wraight et al., 1990) immunprazipitiert. AnschlieBend wurde zum Lysat (400 ul)
1 pl des Sekundéarantikorpers (Maus-anti-Ratte) und 20 pl Protein A-Sepharose (AMERSHAM
PHARMACIA BIOTECH, Piscataway, NJ), welche mit 200 ul ST-Puffer (Saline Tris Puffer, siehe
Tab. 27) gewaschen wurde (Zentrifugation: 4000 UpM, 2 min.), hinzugegeben und Uber
Nacht bei 4T rotierend inkubiert. AnschlieBend wur den die Protein A-Sepharosebeads-
Immunkomplexe durch Zentrifugation (4000 UpM, 2 min.) abgetrennt. Zur Nachdetektion
(Nach IP) von MHC Klasse-Il Molekillen wurde dieser Uberstand mit 25 pl des SCR3
Antikorpers (Watanabe et al., 1983) tber Nacht bei 4T inkubiert. Die Prazipitate und die
Nach-Prazipitate wurden drei Mal mit Waschpuffer (siehe Tab. 28) gewaschen, um
adharierende Lysatreste von der Matrix zu entfernen. Die immunprazipitierten Proteine
wurden dann durch Inkubation mit 25 pl SDS-Probenpuffer (LAmmli-Puffer) von der Matrix
abgeldst und 5 min. bei 95T aufgekocht. Anschliele nd wurden die Proben zentrifugiert
(214000 UpM, 1 min.) und mittels SDS-PAGE (siehe Kapitel 2.8.4) aufgetrennt.

Tab. 27: ST-Puffer (1 x), pH 7,5. Gesamtvolumen 1 |

Reagenz Volumen Konzentration
NaCL 8,18 ¢ 140 mM
Tris-Base 1219 10 mM
dd H20 ad 11

Tab. 28: Waschpulffer.

Reagenz Volumen Konzentration
1 x ST-Puffer 8,4 ml
2,5 % NP40 3,6 ml 1%

Complete 0,24 ml
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2.8.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und Wester  nblot-Analyse

Die Westernblot-Analyse stellt eine Methode zur Detektion des immunprazipitierten Proteins
dar. Im Prinzip werden die Proteine im Lysat in der SDS-PAGE separiert und kdnnen
anschlielend durch die starke negative Ladung der SDS-Proteinkomplexe auf eine
Membran (Nitrozellulose oder PVDF) elektrotransferiert werden. Das Proteinmuster des
Gels bleibt dabei auf der Membran erhalten. Auf dieser Membran lassen sich die
transferierten Proteine mit geeigneten Antikérpern nachweisen. Die Bindung dieser
spezifischen Primarantikorper wird durch enzymgekoppelte Sekundarantikorper und einer
Farb- oder Lumineszenzreaktion sichtbar gemacht.

Die Auftrennung der Proteine nach (Laemmli, 1970) erfolgte nach der Vorschrift 'MINIGEL
und MINIGEL-TWIN' (BIOMETRA, Goéttingen) auf 10 %-igen Polyacrylamid-Gelen (Spannung
12 Vicm?), die anschlieRend mit Hilfe des semi-trockenen Fastblot-Systems (BIOMETRA) auf
Nitrocellulosemembranen geblottet wurden. Das Gel der Pulse Chase-Experimente wurde
jedoch nach Beendigung der Elektrophorese 30 min. lang zur Verstarkung und
Verscharfung der Gelbanden in DMSO, DPO (ROTH, KARLSRUHE) entwassert. Im Anschluss
wurde das Gel in ddH,0 30 min. unter Schwenken gewaschen. Zur qualitativen Auswertung
des Gels wurden die radioaktiven Banden auf Rontgenfilmen sichtbar gemacht. Je nach
Markierungsintensitat wurde der Rontgenfilm bei -70C 4 - 48 h mit dem Gel belichtet und
dann entwickelt.

Der Transfer der nicht radioaktiv markierten Immunprazipitate erfolgte bei einer
konstanten Stromstarke von 1mA/cm? fiir 60 - 90 min. Um unspezifische Bindungen zu
blocken, wurde die Membran mit RoOTI-BLOCK (1x, ROTH, KARLSRUHE) fir 1 h bei RT
inkubiert. Folgende Antikdrper wurden verwendet: mAk 1B5 (anti-DR-a-Kette der MHC
Klasse-Il Molekiile, Adams et al., 1993) und mAk Bu43 (anti-li33), (Wraight et al., 1990),
mAk DM.K8 (anti-DMB) und mAk 5C1 (anti-DMa, (Adams et al., 1983). Der mAk AC40
(SiIGmMA, TAUFKIRCHEN, GERMANY), welcher [-Actin bindet, wurde =zur Lysekontrolle
verwendet (siehe Kapitel 2.8.2). Die Membran wurde anschlieRend mit einem Peroxidase
(POD)-gekoppelten anti-Maus Sekundarantikérper (SIGMA, TAUFKIRCHEN) 45 min. inkubiert
und dreimal fir 10 min. mit PBS + 0,2 % Tween20 gewaschen. AnschlieRend wurde die
Membran in einen Transparentbeutel eingeschweildt und Uberschissiger Waschpuffer
entfernt. Die Detektion des gebundenen POD-markierten Sekundarantikdrpers erfolgte mit
dem 'ECL WESTERNBLOT DETECTION KIT' (AMERSHAM, BIOSCIENCE, USA). Demnach wurde
Reagenz A und B in einem Verhalnis 1:1 gemischt und die Membran fur 1 min. inkubiert.
AnschlieRend wurde ECL-LOosung entfernt und der Beutel vollstéandig verschweil3t und in
eine Rontgenkassette gelegt. Die Messung des Substratumsatzes erfolgte autoradio-
graphisch in der Dunkelkammer (Entwicklungsdauer des Rontgenfilms betrug 5 min.).
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Tab. 29: Trenngel. Ansatz fur 4 Gele (10 x 8 cm).

Reagenz Volumen Konzentration
1 x ST-Puffer 8,4 ml
2,5 % NP40 3,6 ml 1%
PMSF 1mM
Aprotinin 7 mU/ml
2.9 Funktionelle Untersuchungen zur Induktion proli ferativer T-Zellantworten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die beiden zentralen Zelltypen der priméaren
Immunantwort eingesetzt: In autologen und allogenen Testsystemen sollte, wie nachfolgend
beschrieben, die immunstimulatorische Kapazitat der DCs™ vs. DCs"™ als stimulierende
Zellen gegentiber T-Zellen als Responderzellen untersucht werden.

2.9.1 T-Zell-Proliferationsversuche

Mit Hilfe von Proliferationsversuchen wurde die antigen-prasentierende Funktion der in vitro
generierten DCs™ vs. DCs"™ gegenuber autologen bzw. allogenen T-Zellen untersucht.
Dabei handelt es sich um eine Methode, bei der die proliferative T-Zellantwort als Malf3 fur
die immunstimulatorische Kapazitat von APCs eingesetzt wird. Das Prinzip dieser Methode
besteht darin, dass radioaktives Material zur Kokultur hinzugegeben wird und Uber die
Markierung zu verfolgt werden kann, was die Zelle an radioaktiven Material bei der
Zellteilung umsetzt. Zudem lasst sich die Wirksamkeit von immunsupprimierenden Faktoren
oder die Rolle einzelner Molekiile durch in vitro Tests mit Hilfe dieser Kokulturexperimenten
untersuchen.

In einem allogenen in vitro Modell stammen die T-Zellen von verschieden Donoren. Sind
die DCs in ihren HLA-Antigenen unterschiedlich, werden CD4" - und CD8" T-Zellen in der
Kokultur zur Proliferation angeregt, weil sie die fremden oder allogenen HLA- Molekiile
erkennen, worauf sie durch Zellteilung reagieren und zu T-Effektorzellen ausdifferenzieren.
Wahrend bei allogenen Kokulturexperimenten die Stimulatoren und die Effektoren von
verschieden Donoren stammen, werden in autologen Proliferationsversuchen antigen-
beladenen DCs und T-Zellen eines Spenders verwendet.

2.9.1.1 Induktion antigen-spezifischer und polyklon aler T-Zellantworten

T-Zellen wurden in 96-Well Rundbodenplatten mit reifen DCs an Tag 7 (mDCs) oder
unreifen DCs an Tag 7 (iDCs) in T-Zellmedium kokultiviert. Die DCs™ und DCs™™ wurden
sorgfaltig auf die entsprechende Zell-Konzentration eingestellt. Dabei wurde zunachst die
Quantitat der CDl1a" DCs durchflusszytometrisch ermittelt. Bei autologen Kokultur-
experimenten wurden anschlieBend die DCs fir 4 h bei 37C mit 50 Lf/ml (Limes
flocculationis) des Antigens Tetanus Toxoid (TT, CHIRON BEHRING, Marburg) inkubiert,
wobei zur Kontrolle fir eine antigen-spezifische Immunantwort der Ansatz mit ungepulsten



MATERIAL UND METHODEN 57

DCs diente, d.h. ohne exogene Beladung mit Antigen. Die Lf-Einheiten oder
Flockungseinheit des Antigens geben den Gehalt an spezifischem Protein an und sind ein
MalR fur die Immunreaktivitit des Toxoids. Im Gegensatz zu autologen Proliferations-
versuchen wurden in allogenen Kokulturexperimenten ungepulste DCs verwendet. Die
Reifung der DCs wurde im Anschluss mit Hilfe von Poly (I:C) (25 pg/ml) fir weitere 24 h
erreicht. Sowohl die Antigenaufnahme als auch die Maturation der DCs erfolgte, wenn nicht
anders beschrieben, in den entsprechenden Kulturbedingungen, d.h. im trp-Mangelmedium
bzw. normalen Kulturmedium. T-Zellen wurden auf eine Konzentration von 0,5 x 10%ml
T-Zell-Kulturmedium eingestellt und im Verhéltnis 1 : 100 entsprechend mit DCs™ und
DCs™™ in einem Endvolumen von 200 pl/Well kultiviert (1 x 10°DCs : 1 x 10° T-Zellen/Well).
Pro Bedingung wurden 5 Wells angesetzt, wobei T-Zellen sowie DCs alleine als negative
Kontrolle dienten.

Bedingung/Well:  Medium +1x10° T-Zellen +1x10°mDCs +TT
Kontrollbed./Well: Medium
Medium +1 x10° T-Zellen
Medium +1x 10° mDCs
Medium +1x10° T-Zellen + 1 x 10° mDCs

Nach 6 Tagen Kultur bei 37 und 5 % CO , wurde 1 uCi von [*H]-Thymidin hinzupipettiert
und fir weitere 24 h inkubiert. Nur sich replizierende T-Zellen kénnen das [°H]-Thymidin in
ihnre DNA einbauen. Nach Ende der Inkubationszeit wurden die [*H]-Thymidin-markierten
Zellen bei -20C gelagert und anschlieBend durch einen FILTERMATE™ Harvester
(PACKARD, CANBERRA, Australien) auf 'Glass Fiber' Filter (PACKARD) transferiert. Die
Aufnahme des Thymidins wurde als emittierende beta-Strahlung im Liquid-Scintillations-
Verfahren mit Hilfe eines LSC Counters (Liquid Scintillation & Luminescene Counters,
Modell: 1450 MICROBETA™ TRILUX) von der Firma PERKIN ELMER quantifiziert. Als Mal3 fur
die Proliferation wurden ’‘counts per minute’ (cpm) angegeben, welche die Menge des
eingebauten Thymidins reprasentieren. Zur Auswertung der antigen-spezifischen T-Zell-
antwort wurde der cpm Mittelwert (MW) der funf Wells gebildet. Wie nachstehend
beschrieben, wurden im &hnlichen Versuchsaufbau zusatzlich Blockierungsexperimente
durchgefiihrt. Die proliferierenden autologen T-Zellen wurden zudem durchfluss-
zytometrisch phanotypisiert sowie (iber autoMACS® Separation fiir nachfolgende
Experimente aufgereinigt (siehe Kapitel 2.9.1.3).

2.9.1.2 Blockierungsexperimente mit anti-ILT3

Um die Wirkung des inhibitorischen Rezeptors ILT3 auf die Induktion von Foxp3*in CD4"
T-Zellen zu untersuchen, erfolgten autologe Kokulturexperimente, wie im vorigem Kapitel
beschrieben, in einer 96-Well Rundbodenplatte, wobei in einem zusétzlichen Ansatz der
Blockierungsantikdrper anti-ILT3 (R&D SysTEMS, Wiesbaden) in einer Endkonzentration von
10 pg/ml eingesetzt wurde. Zunéchst wurden die DCs™ bzw. DCs™™ (1 x 10° Zellen/Well)
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30 min. bei 37T in T-Zellmedium und dem anti-ILT3 mAk inkubiert bevor sie mit den
T-Zellen (1 x 10° Zellen/Well) kokultiviert wurden. Pro Bedingung wurden 3 Wells angesetzt:

Bedingung/Well:  Medium +1x10° T-Zellen +1x10°mDCs +TT
Medium +1x10° T-Zellen +1x 10° mDCs +TT + anti-ILT3
Kontrollbed./Well:  Medium
Medium +1x 10° T-Zellen
Medium +1 x 10° T-Zellen + anti-ILT3
Medium +1x10° mDCs
Medium +1x10° T-Zellen + 1 x 10° mDCs

Ebenfalls erfolgte nach 6 Tagen MLR die Markierung der Zellen mit [*H]-Thymidin.
Zusétzlich wurden proliferierende autologe CD4" T-Zellen nach 7 Tagen Kultur in einem
Parallelansatz durchflusszytometrisch analysiert. Aufgrund der Ubersichtlichkeit wurden die

2.9.1.3 Immunphanotypisierung antigen-stimulierter T-Zellen

Um die Bedeutung von DC™ in der Induktion des Treg-Markers Foxp3 in antigen-
stimulierten CD4" T-Zellen (Tpes ™) in Hinblick auf eine immunmodulatorische Wirkung auf
T-Zellen zu klaren, wurden durchflusszytometrische Untersuchungen vorgenommen. Zur
Immunphéanotypisierung wurden autologe Proliferations-Anséatze durchgefiihrt (Kapitel
2.9.1.1), denen nicht [*H]-Thymidin zugesetzt wurde.

Um Tpes™ und Tpes™™ immunphénotypisch zu charakterisieren, wurden die Wells der
Kokulturen an d7 geerntet und die Oberflachenexpression von CD4 und dem
Aktivierungsmarkers CD25 als Teil des IL-2 Rezeptors analysiert. In der durchfluss-
zytometrischen Analyse wurden die Populationen der einfach-positiven und doppelt-
positiven Tpes getrennt betrachtet. Bei den CD4" CD25" Tpes erfolgte eine zusétzliche
Unterteilung in eine CD4" CD25" Zellpopulation, die CD25 stark exprimierte (CD4"
CD25"" und eine Population, welche CD25 intermediar exprimierte (CD4* CD25™) und
die fur CD25 negativ war (CD4* CD25).

Neben der Bestimmung der Oberflachenexpression von CD25 und CD45RO auf Tpes ™
und Tpes ™ erfolgte die positive Separation der CD4" CD25" T-Zellpopulation mit Hilfe des
MACS® Systems {iber magnetische Beads gegen CD25 (siehe Kapitel 2.9.2.1). In der
anschlieBenden intrazellularen FACS-Analyse wurde die Expression von Foxp3
untersucht. Zur Bestimmung der Expression spezifischer T-Zellmarker und Treg-Marker
wurden antigen-spezifischen T-Effektorzellen mit verschiedenen Kombinationen von FITC-,
APC-, Alexa Fluor® 647 oder PE-konjugierten mAk inkubiert und anschlieRend mittels
Durchflusszytometrie ausgewertet (siehe Kapitel 2.6.1). Eingesetzt wurden dazu folgende
mAKk: CD4, CD25, CD45R0 und Foxp3. Eine genaue Auflistung der eingesetzten Antikdrper
befindet sich im Anhang (Kapitel 6.2).
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2.9.2 Suppressions-Assays

Um die regulatorische Funktion der Tpes™ und Tpes ™™ nachzuweisen, wurden zusétzlich
zur Bestimmung des typischen Treg-Marker FoxP3 auch funktionelle Untersuchungen
durchgeftihrt, bei denen die suppressive Aktivitat der Zellen gezeigt werden sollte.

2.9.2.1 Suppression antigen-stimulierter T-Zellen

Die Anreicherung der CD4" CD25" Tpcs™ bzw. Tpes™™ iiber den autoMACS® Seperator
erfolgte nach 7-tagiger autologer MLR in einem Ansatz mit mindestens 90 Wells (2 x 10°
DCs : 2 x 10° T-Zellen/Well) fir die entsprechenden Kulturbedingungen (siehe Kapitel
2.9.1.1). Die Zellen wurden mit Hilfe des HUMAN CD4" CD25" REGULATORY T CELL ISOLATON
Kit (MILTENYI BIOTEC) aufgereinigt unter Anleitung des beigefiigten Protokolls. Die
angereicherten CD4* CD25"" T-Zellen wurden weitere 7 Tage mit autologen CD4" T-Zellen
und mit TT beladenen mDCs™ in einem Endvolumen von 200 ul T-Zellmedium/Well
kultiviert (1 x 10° Tpes : 1 x 10® DCs : 1 x 10° T-Zellen/Well). Aufgrund der begrenzten
Zellzahl wurden pro Bedingung 3 Wells angesetzt, wobei T-Zellen, mDCs""™ sowie CD4"
CD25" Tpcs alleine als Kontrollen dienten.

Bedingung/Well: Medium  +1x10° T-Zellen  + 1 x10° mDCs™ +TT  + 1x10° Tpcs
Medium  +1x10°T-Zellen  + 1 x10° mDCs*™ +TT
Kontrollbed./Well: Medium
Medium  + 1 x10° T-Zellen

Medium +1 x10° mDCs*"™ +TT
Medium +1x10°mDCs"™ +TT  + 1x10° Tpcs
Medium + 1x10° Tpes

Nach 6 Tagen Kultur wurde 1 pCi von [*H]-Thymidin zugegeben und fiir weitere 24 h inku-
biert. Nach Ende der Inkubationszeit wurden die [*H]-Thymidin-markierten Zellen bei -20C
gelagert und, wie bereits in Kapitel 2.9.1.1 beschrieben, die Aufnahme des Thymidins
gemessen. Zur Auswertung wurde der Mittelwert der jeweiligen Triplikate gebildet.

2.9.2.2 Suppression polyklonal-stimulierter T-Zelle n

Die Markierung der T-Zellen erfolgte mit Hilfe des intrazellularen Farbstoffes Carboxy-
fluorescein-Succinimidyl Ester (CFSE), wobei das CELLTRACE™ CFSE CELL PROLI-
FERATION KIT (INVITROGEN, KARLSRUHE) verwendet wurde. Bei CFSE handelt sich um einen
Fluoreszenzfarbstoff, der intrazelluldar kovalent an Makromolekile in der Zellmembran
bindet. Bei jeder Zellteilung verteilt sich der Farbstoff auf die beiden Tochterzellen und
wird somit verdinnt, d.h. seine Intensitdt im Durchflusszytometer nimmt mit jeder
Zellteilung kontinuierlich ab. Mit Hilfe dieser Methode kann man die Anzahl der Zellzyklen,
die eine Zelle durchlauft, nachweisen. Da es sich bei CSFE um ein gegenuber Licht
instabiles Molektl handelt, wurden alle Versuchsschritte lichtgeschitzt durchgefiihrt.
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Die mittels Dichtezentrifugation und MACS-Separation isolierten T-Zellen wurden mit
eiskaltem PBS gewaschen und auf eine Zellzahl von 1 x 10° Zellen/ml eingestellt. Pro ml
Zellsuspension wurden 10 pl CFSE (50 pM/ml Stock-L6sung) in einer Endkonzentration
von 0,5 uM/ml zugegeben und die Zellen lichtgeschiitzt bei RT fur 12 min. inkubiert. Um
den Farbevorgang zu stoppen, wurde zu den Zellen das 5-fache Volumen eiskaltes
T-Zell-Kulturmedium hinzugegeben. Nach 5 min. Inkubation auf Eis erfolgte ein
Zentrifugationsschritt (900 UpM, 10 min., 4C). Ans chlie3end wurden die Zellen zweimal
mit dem 5-fachen Volumen T-Zell-Kulturmedium gewaschen und erneut die Zellzahl
bestimmit.

Die iiber MACS-Separation isolierten CD4* CD25" Tpes ™ bzw. Tpes P der autologen
MLR (siehe Kapitel 2.9.2.1) wurden mit CFSE-markierten CD4" T-Zellen in einem
Endvolumen von 200 ul T-Zell-Medium kultiviert und mit platten-gebundenem anti-CD3 (10
pug/ml; R&D SysSTEMS, Wiesbaden) polyklonal in einer 96-Well Flachbodenplatten stimuliert
(1 x 10° Tpes : 1 x 10° T-Zellen/Well). Zur Bestimmung der Zellteilungsaktivitat wurden die
T-Zellen nach 40 h, 68 h, und 92 h durchflusszytometrisch analysiert. Aufgrund der
begrenzten Zellzahl wurden in diesem Ansatz pro Bedingung 3 Wells angesetzt, wobei
unstimulierte T-Zellen und stimulierten T-Zellen alleine als Kontrollen dienten.

2.10 Statistik

Fir die statistische Analyse wurde die SPSS+™ 12.0 Software verwendet, wobei die
grafische Darstellung mit Hilfe von MICROSOFT® EXCEL 2003 erfolgte. Soweit nicht anders
angegeben, sind alle Daten als Mittelwert (MW) + Standardfehler (SEM, Standard Error of
the Mean) aufgefihrt. Fir die Analyse nicht normalverteilter Daten wurde der WILCOXON
Test und fir normalverteilte Daten STUDENT'’S t-Test flr gepaarte Stichproben verwendet.
Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als signifikant gewertet.
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3 ERGEBNISSE

Die Bedeutung der IDO bedingten Tryptophan (trp) - Degradation und ihr tolerogener
Effekt auf T-Zellen ist mehrfach in der Literatur beschrieben worden und von aktuellem
Interesse, insbesondere im Bereich der Tumor- und Transplantationsforschung, bei der
Steuerung allergischer Immunantworten sowie bei Autoimmunerkrankungen (von Bubnoff
et al., 2004; Popov et al., 2006; von Bergwelt-Baildon et al., 2006; Puccetti & Grohmann,
2007; Munn & Mellor, 2007; Scheler et al., 2007; Romani et al., 2008). Es ist denkbar,
dass die lokale Expression von IDO im Gewebe bzw. ein trp-verarmtes Mikromilieu nicht
ausschlielRlich zur Proliferationsinhibition von T-Effektorzellen fihrt, sondern auch die
APCs selbst beeinflusst. Um dies zu klaren, wurde im Rahmen dieser Arbeit die Aus-
wirkung des trp-Mangels auf myeloischen DCs untersucht. Zu diesem Zweck wurden
humane DCs aus Monozyten wahrend ihrer 6-tagigen Differenzierung sowohl unter trp-
Mangel (DCs™) als auch unter normalen Zellkulturbedingungen (DCs*™™) generiert. Die in
dieser Arbeit verwendete Methode der Gradientenzentrifugation erlaubt ein relativ
einfaches Anreichern von Monozyten aus dem peripheren Blut. Durch die Kombination
von GM-CSF und IL-4 lassen sich in vitro ausreichende Mengen an unreifen DCs aus
Monozyten differenzieren (Akagawa et al., 1996). Die so generierten myeloischen DCs
wurden in der vorliegenden Arbeit Uber den membranstdndigen DC-Marker CD1la
durchflusszytometrisch charakterisiert. Sowohl Langerhans Zellen als auch dermale DCs
exprimieren den Lipid-prasentierenden Didehydroxymycobactin Rezeptor CDla (Hunger
et al., 2004; Koch et al., 2006). Die Ausreifung der DCs erfolgte an d6 TLR3-vermittelt, in
den entsprechenden Medien (DCs™ = 5 pM trp; DCs™™ = 30 pM trp). Mit Hilfe von
immunologischen, molekularbiologischen und proteinchemischen Methoden wurden
unreife (immature) (iDCs) und reife (mature) DCs (mDCs) aus beiden Kulturbedingungen
auf ihre Differenzierung, ihre Reifung, ihre Vitalitdt sowie ihre Sensitivitdt gegenuber
Apoptoseinduktion untersucht. Zudem sollte Gberprift werden, ob durch trp-Mangel die
Induktion einer Stressantwort in DCs eingeleitet wird. Nach der immunphéanotypischen
Analyse der DCs wurde des Weiteren getestet, ob der trp-Mangel die Antigenaufnahme
und die immunstimulatorische Funktion dendritischer Zellen beeinflusst. Ferner wurde die
Frage bearbeitet, inwieweit DCs™ dazu beitragen, die Generierung von regulatorische T-
Zellen zu fordern. Die resultierenden Ergebnisse werden in den folgenden Kapiteln
vergleichend beschrieben.

3.1 Morphologie der DCs ™ vs. DCs "™

Die Monozyten wurden aus frischem peripheren Blut oder aus Leukozytenkonzentrat
isoliert und mit trp-Mangelmedium (5 pM trp), das mit 500 U/ml GM-CSF und 500 U/ml
IL-4 supplementiert war, kultiviert und mit DCs verglichen, die unter normalen Zellkultur-
bedingungen (30 pM trp) generiert wurden. Nach 6 Tagen konnte in beiden Versuchs-
ansatzen lichtmikroskopisch der typische Phanotyp unreifer DCs (Abb. 4A) mit grof3en
Zellkorpern und feinen zytoplasmatischen Auslaufern, den Dendriten, detektiert werden.
Wie in Abb. 4B deutlich zu erkennen, zeigten DCs kleinere bis groRere Cluster auf dem
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Zellkulturplattenboden, auf dem sie nur leicht anhafteten. Da DCs keinen konfluenten
Zellrasen bilden und sie leicht von der Platte abzulésen sind, werden sie als semi-
adharent bezeichnet. Im Gegensatz zu DCs*"™ wiesen DCs™ jedoch eine geringere Zell-
und ClustergroRe auf. Ferner bestatigte die durchflusszytometrische Analyse im FSC
(Vorwartsstreulicht) den Unterschied in der EinzelzellgréRe. Auch konnte, dargestellt
durch den niedrigeren SSC (Seitwartsstreulicht), eine geringere Granularitat bei DCs™ im
Vergleich zu DCs™™ beobachtet werden (Abb. 4C).
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Abb. 4A: Morphologie humaner DCs unter trp-Depletion (DCs ™) und unter normalen Kultur-
bedingungen (DCs *™). (A) Dargestellt sind unreife DCs in einer Zellkulturplatte (VergréRerung: 400x) an dé:
Zellen aus beiden Kulturbedingungen zeigen die charakteristischen zytoplasmatischen Auslaufer. (B) Die
Zellen aggregieren und bilden Clustern (VergréRerung 100x). Im Gegensatz zu DCs™ (r) weisen DCs™ (I)
jedoch eine geringere Zell- und ClustergrofRe auf. (C) Die Punktdiagramme stellen die durchflusszytometrisch
analysierten DCs™ vs. DCs™™ im Vorwarts- und Seitwartsstreulicht (FSC/SSC) dar. Die Markierung grenzt die
entsprechenden Zellpopulationen im physikalischen 'Gate’ morphologisch ein. Auch hier zeigt sich anhand
des FSCs eine geringere ZellgroRe bei DCs™ (1) vs. DCs*"™ (r) sowie eine verminderte Granularitat durch den
SSC. Gezeigt sind reprasentative Daten der getesteten Donoren (n = 22).
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3.2 Generierung und Reifung myeloischer DCs unter t  rp-Mangel ist nicht
eingeschrankt

Die quantitative Auswertung der Zellpopulationen der an d6 geernteten DCs™™ ergab
spenderabhéngig eine Ausbeute von 35 + 15 %. Dagegen war die Ausbeute der DCs™ im
Mittel 10 % geringer und betrug 25 + 15 %. Die Abb. 5A zeigt den signifikanten
Unterschied der quantitativen Ausbeute der Zellen an d6, das heisst den prozentualen
Anteil der aus Monozyten differenzierten DCs. Trotz geringerer Zell-Ausbeute unter trp-
Mangel ergaben sich nach der Zellernte keine signifikanten Unterschiede im prozentualen
Anteil CD1a exprimierender Zellen wahrend der 6-tdgigen Differenzierung aus beiden
Kulturbedingungen (Abb. 5B; oberes Diagramm).
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Abb. 5: Generierung von DCs unter trp-Mangel (DCs ™) vs. DCs *": (A) Quantitative Ausbeute der Zellen.
Das Balkendiagramm zeigt die Ausbeute, d.h. den prozentualen Anteil der aus Monozyten differenzierten
DCs. Die Zellzahl aus beiden Kulturbedingungen wurde an d6 mit Hilfe einer Neubauerzdhlkammer ermittelt,
die Zellen anschlieRend mit 7-AAD und dem mAk gegen CD1a gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert.
Der prozentuale Anteil der zu DCs differenzierten Zellen unter trp-Mangel (DCs™™ H) ist signifikant geringer im
Vergleich zu der Ausbeute der unter normalen Kulturbedingungen generierten Zellen (DCs™™ M) (n = 25). (B)
Die beiden Verlaufsdiagramme zeigen die Oberflachenexpression von CD1la wéhrend ihrer Differenzierung
von Monozyten zu DCs™ (@) und DCs*"™ (@). Sowohl der prozentuale Anteil der CD1a exprimierenden Zellen
(oberes Diagramm) als auch der rFI-Wert von CD1a (unteres Diagramm) weisen keinen signifikanten Unter-
schied auf (n = 6). Auch nach TLR3 Stimulation durch 25 pg/ml Poly(I:C) an d6 fiur 24 h konnte kein
Unterschied in der CDla Expression festgestellt werden. Dargestellt sind die MW + SEM. *P <0,05; ** P
<0,01; ***p = 0,001.
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Auch nach TLR3 Stimulation durch Poly(l:C) fur 24 h konnten an d7 anndhernd gleiche
prozentuale Werte von CD1a* DCs™™ und DCs*"™ festgestellt werden. Des Weiteren zeigt
die CD1la Kinetik, dass bereits an d3 nahezu 80 % der Zellen und an d6 80 - 90 % der
Zellen aus beiden Kulturbedingungen CD1a positiv waren. Im unteren Diagramm der Abb.
5B wird der relative Fluoreszenzindex (rFl) der CDla Farbung im Verlauf der
Differenzierung dargestellt. Der rFl gibt das Verhaltnis der spezifischen Bindung des
Antikorpers zu der unspezifischen Bindung eines &quivalenten irrelevanten Antikorpers
mit passendem Isotyp an und spiegelt somit die relative Fluoreszenzintensitat des
Antikorpers wieder. Neben den prozentualen Werten zeigte der rFl von CD1la auf den
Zellen aus beiden Kulturbedingungen ebenfalls keinen signifikanten Unterschied auf. Die
Ausreifung der DCs erfolgte an d6 mit Hilfe von Poly(l:C) fir 24 h und wurde anhand des
Reifungsmarkers CD83 gemessen. Die Expressionsintensitat von CD83 (Abb. 6) sowie
der prozentuale Anteil CD83 positiver Zellen (nicht gezeigt) zeigte in DCs™ und DCs™"
keinen signifikanten Unterschied.
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Abb. 6: Reifung unter trp-Depletion (DCs ™) vs. DCs*™: (C) Das Balkendiagramm zeigt die Ober-
flachenexpression von CD83 der durchflusszytometrisch analysierten vitalen CD1a" DCs an d7. Die Reifung
durch TLR3 Stimulation erfolgte an d6 mit Hilfe von 25 pg/ml Poly(l:C) fir 24 h und wurde anhand des
Reifungsmarkers CD83 gemessen. Die CD83 exprimierenden mDCs™ (@) und mDCs*"™ (@) zeigen keinen
signifikanten Unterschied im rFI-Wert (n = 22). Dargestellt sind die MW + SEM. *P <0,05; ** P <0,01; ***P =
0,001.

In einer weiteren Kinetik wurde auf den Zellen neben dem DC-Marker CDla die
Oberflachenexpression des monozytaren Markers CD14 wahrend der Differenzierung (dO-
d7) von Monozyten zu DCs durchflusszytometrisch gemessen. Dabei lie3en sich drei
Subpopulationen unterscheiden: CD14 einfach-positive (EP), CD14/CD1a doppelt-positive
(DP) und CD1a EP Zellen. Hierbei zeigte sich, dass ab d2 die Anteile von CD14 EP und
CD14/CDla DP Zellen sowie ab d3 der Anteil CDla EP Zellen im Verlauf ihrer
Differenzierung prozentuale Unterschiede aufwiesen (siehe Abb. 7): (i) Bei DCs™ waren
im Vergleich zu DCs*™™ an d2 prozentual weniger Zellen EP fiir CD14 und an d2 - d5 mehr
Zellen DP fur CD14/CD1a (linkes und mittleres Diagramm), (ii) parallel wurde die DCs™
zu einem spateren Zeitpunkt ihrer Differenzierung EP fur CD1la im Gegensatz zu der
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DCs™ Population (rechtes Diagramm d3 - d5), d.h. langer doppelt-positiv fiir CD14 und
CD1a (mittleres Diagramm). Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass die CD14 Expression
auf DCs™ gegenilber DCs'™ (iber einen langeren Zeitraum im Verlauf ihrer
Differenzierung von Monozyten zu DCs erfolgt. Ab d6 konnte kein Unterschied in der
CD14 und CD1la Expression der Zellen beider Kulturbedingungen festgestellt werden. Die
Expressionsintensitat von CD14 war im Gegensatz zu Monozyten bei den DP DCs™ und
DCs™™ sehr schwach (Monozyten rFl = 36,1; DCs™ rFl = 2,2; DCs™™ rFI = 2,9).
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Abb. 7: CD14 und CDla Expression bei DCs ™™ vs. DCs*™: Die drei Verlaufsdiagramme zeigen die
Oberflachenexpression von CD14 und CD1a wahrend der Differenzierung von Monozyten zu DCs. Monozyten
wurden unter Zugabe von IL-4 und GM-CSF sieben Tage unter trp-Mangel und normalen Kulturbedingungen
zu DCs differenziert. AnschlieBend erfolgte zu den angegebenen Zeitpunkten eine durchflusszytometrische
Analyse der CD14 und CD1a Expression. Angegeben ist die prozentuale Verteilung der vitalen CD14" CDl1a"
Zellen™ @) bzw. Zellen™ (O), der CD14" CD1a* Zellen™ (@) bzw. Zellen™ (@) und CD14~ CDla’
Zellen™ (A) bzw. Zellen™ (A) Zellenpopulationen. Dargestellt sind reprasentative Daten (n = 2).

3.3 Vitalitdt und Apoptose der DCs werden nicht dur  ch ein vermindertes
trp-Angebot beeinflusst

Apoptose und primére Nekrose stellen die Hauptformen des Zelltodes dar. Aufgrund der
in der Literatur gezeigten Ergebnisse, dass trp-Mangel in vitro zu Apoptose in aktivierten
T-Zellen fuhrt (Munn et al.,, 1999; Lee et al., 2002), wurde die Auswirkung der trp-
Depletion auf DCs im Verlauf ihrer Differenzierung, im Hinblick auf ihre Vitalitat sowie ihre
Apoptoseinduktion untersucht.

Im Rahmen der Phanotypisierung der DCs™ und DCs™ mittels durchflusszyto-
metrischer Analysen (siehe Kapitel 3.5) erfolgte grundséatzlich eine Vitalitatsbestimmung
unreifer sowie reifer DCs durch eine 7-AAD Farbung. Nur bei Zellen, deren Zellmembran
verandert ist, werden intrazellulare Proteine und DNA fir 7-AAD zugangig, so dass
nekrotische Zellen in der Zellsuspension detektiert werden kénnen. Die Auswertung der
Lebend/Tod Farbung der unreifen DCs™ und DCs™ ergab im Mittel 94 - 97% vitale
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Zellen in beiden Kulturen. Die im Punktdiagramm dargestellte 7-AAD Farbung am Beispiel
unreifer DCs (Abb. 8A) zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen iDCs™ und
iDCs™™. Auch nach TLR3 Stimulation durch Poly(l:C) fiir 24 h waren die Zellen vital, und
es konnte kein Unterschied zwischen beiden Zellkulturen festgestellt werden.

A
iDCs P
T 5.8% | 7,5%
% o =
L E
' 2% 3 '92,5%
’ 50 |[II[I 150 Z[II[I‘ II ‘Zﬁl[ll I‘ﬁlﬂ‘ o IZEII[I‘ II ‘Zﬁl[ll
FSC >
B
mDCs *'P
T%fo,l% 4,9% | =]0,9% 5,3%
A 1 i ] . .
<
<

. 0, ' . .
1802 15% CRC KRN R4
W 0 i o w! |c‘| |c‘|‘ u!s

Annexiny —»

Abb. 8: Vitalitdit und Apoptoserate dendritischer Zel len unter trp-Depletion (DCs ™) und unter
normalen Kulturbedingungen (DCs ™) (A) Vitalitat: iDCs wurden mit 7-AAD gefarbt und durchfluss-
zytometrisch analysiert. Das Punktdiagramm zeigt durch die negative 7-AAD Farbung die vitalen Zellen aus
beiden Kulturbedingungen. Dargestellt sind représentative Daten (n 2 25). (B) Apoptoserate: mDCs wurden
mit FITC-gekoppeltem Annexin V, 7-AAD und anti-CDla mAk in der PE-Fluoreszenz gefarbt, wobei der
Quadrant mit Hilfe der Kontrollen gesetzt wurde. Die EP Zellen fur Annexin stellen DCs dar, die sich in der
frihen Phase der Apoptose befinden, wéhrend die DP Zellen fur Annexin V und 7-AAD sich in der spéten
Phase der Apoptose (sekundér nekrotisch) befinden bzw. es sich hierbei um primar nekrotische Zellen
handelt. Der Apoptosetest zeigt keinen erheblichen Unterschied in der Apoptoserate der Zellen beider
Kulturbedingungen. Dargestellt sind reprasentative Daten (n = 4).

Ferner wurde die Apoptoserate der DCs™ und DCs™ mit Hilfe eines Annexin V-Tests
bestimmt. Die Methode kombiniert die Eigenschaft von Annexin V, an Phosphatidylserin
(PS) der Zellmembran zu binden, mit der Gegenfarbung durch 7-AAD, das zwischen
Basenpaaren doppelstrangiger Nukleinsduren interkaliert. In der frihen Phase der
Apoptose kann 7-AAD nicht in die Zelle gelangen, da die Integritat der Zellmembran noch
erhalten ist. Die Zellen verlieren jedoch die asymmetrische Anordnung ihrer membran-
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standigen Phospholipide und PS wird von der Innen- auf die Aulenseite der
Zytoplasmamembran verschoben. Annexin V bindet mit hoher Affinitat an PS, bevor die
Hydrolysierung der DNA stattfindet. Daher sind die Zellen in der friihen Phase der
Apoptose 7-AAD negativ und fur Annexin V einfach-positiv (EP). In vitro kommt es in einer
spaten Phase der Apoptose zu einem Verlust der Integritat der Plasmamembran und zu
einer sekundaren Nekrose der Zelle, so dass 7-AAD in die Zelle gelangt und diese
demnach doppelt-positiv (DP) fur 7-AAD und Annexin V wird. Mit dieser verwendeten
Methode zum Nachweis apoptotischer Zellen ist daher kein Unterschied von primar
nekrotischen und sekundar nekrotischen Zellen moglich. Wird die DC-Population im
FSC/SSC morphologisch 'gegatet’, kdnnen im Annexin V-FITC/7-AAD Punktdiagramm
drei Zellpopulationen unterschieden werden (Abb. 8B): (i) die doppelt-negative (DN) vitale
Population, (ii) die Population in der friihen Phase der Apoptose, die EP fir Annexin V ist
und (iii) die DP nekrotische bzw. sekundar-nekrotische Population. Die im Punktdiagramm
dargestellte Annexin V-FITC/7-AAD Farbung am Beispiel reifer DCs (Abb. 8B) zeigt in den
drei Zellenpopulationen keinen erheblichen Unterschied zwischen DCs™ und DCs™™
sowohl bei den unreifen als auch den reifen DCs. Somit konnte die in der Literatur
beschriebe apoptotische Wirkung des trp-Mangels auf aktivierte T-Zellen in DCs nicht
gezeigt werden.

3.4 Induktion stressabhangiger Signalwege in DCs unter trp-Mangel

In Folge von ER-Stress und Aminosaure-Mangel kommt es zur Induktion von hoch-
konservierten Signalwegen, die fir das Uberleben und fir die Adaption der Zelle unter
Stressbedingungen essentiell sind. Wahrend die 'Unfolded Protein Response’ (UPR)
durch un- oder fehlgefaltete Proteine des ERs induziert wird, kommt es zur Aktivierung
der ’Integrated Stress Response’ (ISR) in Folge von Aminosaure-Mangel durch
unbeladene tRNAs. Sowohl die UPR aktivierte PERK Kinase (PKR-like endoplasmic
reticulum elF2a kinase) als auch die Aktivierung der aminosauresensitiven GCN2 Kinase
(general control non-depressing 2 protein kinase) durch die ISR fihren zum allgemeinen
Translationsstopp bei gleichzeitiger selektiver Translation diverser Gene wie beispiels-
weise von Proteinen, die am Aminosaure-Import beteiligt sind, sowie dem Transkriptions-
faktor CHOP (C/EBP homologous protein) (Fafournoux et al., 2000; Wek et al., 2006;
Zhang & Kaufman, 2006).

In vivo und in vitro wird in T-Zellen aufgrund des IDO bedingten trp-Mangels die
aminosauresensitive GCN2 Proteinkinase aktiviert, wodurch wiederum der Zellzyklus und
die Differenzierung von aktivierten T-Zellen beeinflusst werden (Harding et al., 2000;
Narasimhan et al., 2004; Munn et al., 2005). Um zu testen, ob die UPR und/oder die ISR
Stressantwort auch in DCs durch trp-Mangel aktiviert wird und flr ihre metabolische
Adaption verantwortlich sein kdnnte, wurde die CHOP Induktion, die fir die GCN2
Aktivierung in T-Zellen spezifisch ist (Munn et al., 2005), in DCs gemessen. Zu diesem
Zweck wurde die CHOP Expression in Monozyten wéahrend ihrer Differenzierung zu
myeloischen DCs an d0, d3 und d6 untersucht. Die Ergebnisse der semi-quantitativen RT-
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PCR zeigten an d3 und d6 eine erhohte Transkriptionsrate der CHOP mRNA in DCs™,
wéahrend die DCs™ die CHOP mRNA relativ zur B-Actin mRNA Expression herunter-
regulierten (Abb. 9).
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Abb. 9: Quantifizierung der CHOP RNA Transkription a  uf DCs ™ und DCs "™ Semi-quantitative RT-PCR
zeigt eine erhohte Kopienzahl von CHOP mRNA bei DCs™ (@) gegeniiber DCs*™ (@) im Verlauf der
Differenzierung von Monozyten zu DCs zu den angegebenen Zeitpunkten. Gezeigt ist die CHOP Kopienzahl

relativ zur B-Actin Kopienzahl. Dargestellt sind reprasentative Daten (n = 3).

3.5 DCs™ zeigen einen tolerogenen Phanotyp

Erganzend zu den oben beschriebenen Experimenten wurden die Zellen, die im Verlauf
ihrer Generierung von Monozyten zu DCs unter trp-Mangel Bedingungen bzw. unter
normalen Bedingungen kultiviert wurden, immunphéanotypisch charakterisiert. Die Reifung
der DCs erfolgte an d6 mit Hilfe von Poly(I:C) fir 24 h. Mittels spezifischer monoklonaler
Antikérpern (mAk) wurden die fur die Funktion der DCs wichtigen Oberflachenmolekile
auf unreifen und reifen DCs aus beiden Kulturbedingungen durchflusszytometrisch an d6

bzw. an d7 untersucht (Abb. 10).

Es zeigte sich, dass sowohl auf unreifen DCs™ als auch auf reifen DCs™ die
kostimulatorischen Molekile wie CD40 und CD80 sowie der IgG Fc-Rezeptor Typ |l
(FeyRIl; CD32) signifikant schwéacher exprimiert wurden im Vergleich zu unreifen und
reifen DCs™™. Des Weiteren erfolgte eine Immunphanotypisierung von Oberflachen-
molekdilen, die wichtig sind fir die Antigenprasentation. MHC Klasse-IlI Molektle (MHC-I11)
und CLIP (class Il invariant chain peptides) zeigten eine signifikant niedrigere
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Oberflachenexpression auf unreifen DCs™ vs. DCs™™. Dagegen exprimierten reife DCs™
signifikant weniger MHC Klasse-1 Molekiile (MHC-1) als DCs*™.

Im Gegensatz zu den immunstimulatorischen Molekulen war die relative Expressions-
intensitat des inhibitorischen Rezeptors ILT3 (Immunoglobulin-like transcript 3) auf iDCs™
signifikant starker exprimiert als auf iDCs™™. Zusétzlich konnte eine signifikante Hoch-
regulierung beider inhibitorischen Rezeptoren ILT2 und ILT3 im Zuge der Reifung der
DCs™ beobachtet werden. Der Todesrezeptor FAS (CD95) zeigte ebenfalls eine
signifikant starkere Expression auf mDCs™ gegeniber mDCs™, was die Wahr-
scheinlichkeit einer CD95/CD95L induzierten Apoptose dieser Zellen erhoht. Die
Expression des klassischen Reifungsmarkers CD83 fur DCs zeigte in beiden Kultur-
bedingungen nach der Reifung keinen signifikanten Unterschied. Insgesamt fiihrte die
Reifung der Zellen beider Kulturbedingungen grundsatzlich zur Hochregulierung von
CD40, CD80, CD83, MHC Klasse-I- und MHC Klasse-II Molekdlen.
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Abb. 10: Oberflachenexpression der Antigene von rei  fen und unreifen DCs ™ und DCs ™. DCs wurden
6 Tage unter trp-Mangelbedingungen (DCs™ (@) und unter normalen Kulturbedingungen (DCs™™ ()
generiert. Unreife DCs (iDCs) wurden an d6 (A) und reife DCs (mDCs) an d7 (B) durchflusszytometrisch
untersucht. Als Reifungsstimulus diente Poly(1:C) in einer Konzentration von 25 pg/ml fir 24h. Dargestellt sind
Dreifachfarbungen mit 7-AAD, anit-CD1a mAk in der PE-Fluoreszenz und verschiedene Antigene in der FITC-
Fluoreszenz. Die vitale CDla’ Zellpopulation wurde mit den angegebenen Oberflichenantigenen néher
charakterisiert. Dargestellt ist der rFI-Wert entsprechender Oberflachenmolekiile, welcher die jeweilige
Fluoreszenzintensitat (MFI) unter Beriicksichtigung der unspezifischen Farbung der mAk angibt. Angegeben
sind MW * SEM von n 2 9. *P <0,05; **P <0,01; ***P = 0,001.

Die DCs wurden weiterhin durchflusszytometrisch auf die Expression von Adhasions-
molekilen untersucht. Die DCs aus beiden Kulturbedingungen exprimierten zu 98 % die
a-Integrine CD11a, CD11b und CD11c (nicht gezeigt). Die signifikanten Unterschiede
ergaben sich in der Expressionsintensitat der a-Integrine auf den Zellen (Abb.10). So
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konnte festgestellt werden, dass CD11a signifikant starker sowohl auf unreifen als auch
auf reifen DCs™ exprimiert wurde verglichen mit DCs™™. Zudem konnte eine signifikant
geringere Expression von CD1lb und CD11c bei iDCs™ gegeniiber iDCs"™
nachgewiesen werden. Wahrend mDCs™ CD11b sowie CD11c im Verlauf ihrer Reifung
herabregulierten, blieb die Expression dieser Integrine bei den mDCs™ annahernd auf
gleichem Niveau. Im Zuge der Reifung konnte der auf den unreifen DCs festgestellte
Unterschied in der Expressionsintensitat von CD11b und CD11c nicht mehr gezeigt
werden.

Nachdem die Immunphanotypisierung der DCs™ und DCs™™ eine stirkere Expression
von ILT3 in Folge des trp-Mangels ergab, wurde die Oberflachenexpression des
inhibitorischen ILT3 Rezeptors im Verlauf der Differenzierung von Monozyten zu DCs
naher untersucht (Abb. 11A).
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Abb. 11: ILT3 Expression von DCs ™™ und DCs "™ wahrend der Differenzierung von Monozyten zu DCs.

(A) Durchflusszytometrische Analyse der ILT3" Zellen (dO — d6). Die ILT3 Kinetik der Oberflachenexpression
von DCs™ und DCs*"™ zeigt den Hochstwert der ILT3 Expression an d3 ihrer Differenzierung, wobei die
DCs™ (@) ILT3 konstant signifikant starker exprimieren als DCs™™ (@). Angegeben sind MW + SEM von n =
5. (B) Durchflusszytometrische Analyse der ILT3" Zellen an d6. An d3 der Zellkultur erfolgte die Zugabe von
trp in einer Endkonzentration von 30 uM zu DCs™ (Hl). Als Kontrolle wurden DCs™ (@) und DCs*™™ (M) ohne
Gabe von trp mitgefihrt. Die ILT3 Expression auf DCs™ zeigt keinen Unterschied zu DCs™ deren trp-Mangel
Medium (5 uM trp) an d3 mit trp supplementiert wurde. Dargestellt sind die rFI-Werte eines reprasentativen
Experiments (n = 2). (C) Quantifizierung der RNA Expression von ILT3 auf DCs™ und DCs™™. Die semi-
quantitative RT-PCR zeigt eine verstarkte Induktion der ILT3 mRNA in DCs™ (@) gegeniiber DCs™™ (@) im
Verlauf der Differenzierung von Monozyten zu DCs zu den angegebenen Zeitpunkten. Gezeigt ist die ILT3

Kopienzahl relativ zur 3-Actin Kopienzahl. Dargestellt sind reprasentative Daten (n = 3).
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Die ILT3 Kinetik (Abb. 11A oberes Diagramm) zeigte, dass in den ersten 4 Tagen ihrer
Differenzierung 98 % der DCs aus beiden Kulturbedingungen ILT3 auf der Zelloberflache
exprimierten. Der prozentuale Anteil an ILT3 exprimierenden DCs verringerte sich ab d5,
wobei diese Abnahme viel starker bei DCs™ zu beobachten war. Am Ende der
Differenzierungsphase an d6 betrug die prozentuale Verteilung der ILT3 exprimierenden
DCs auf DCs™™ lediglich 52 % gegeniiber DCs™, die zu 83 % ILT3 positiv waren. Die
relative Intensitat der ILT3 Expression auf DCs beider Kulturbedingungen (Abb. 11A
unteres Diagramm) zeigte eine generelle Hochregulierung von ILT3 in den ersten 3 Tagen
ihrer Differenzierung, wobei ILT3 auf DCs™ signifikant stéarker hochreguliert wurde und
den Hochstwert zwischen d2 und d3 erreichte (d3 DCs™ MW, = 76; DCs™™ MW, = 34).
Anschlielend sank die ILT3 Expression auf DCs im Verlauf der Differenzierung stetig von
d3 bis d7 ab, jedoch blieb die Starke der ILT3 Expression kontinuierlich signifikant erhéht
auf DCs™ vs. DCs™. Die Zugabe von trp in einer Endkonzentration von 30 pM
(entspricht der Konzentration des normalen Kulturmediums) an d3 der Kultur konnte den
Effekt der erhdhten ILT3 Expression auf DCs™ im weiteren Verlauf ihrer Differenzierung
nicht aufheben (Abb. 11B).

""" wahrend ihrer

Um die Unterschiede der ILT3 Expression zwischen DCs™ und DCs
Differenzierung mit einer weiteren Methode zu validieren, wurde eine RT-PCR zur
Quantifizierung der RNA Expression von ILT3 durchgefuhrt (Abb. 11C). Die Ergebnisse
der semi-quantitativen RT-PCR zeigten relativ zur B-Actin Kopienzahl eine durch trp-
Mangel bedingte Erhéhung der ILT3 Transkripte in den Zellen im Verlauf ihrer
Differenzierung von Monozyten zu DCs an d3 und d6 gegeniiber DCs™"®, wodurch die

Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse bestatigt werden konnten.

Nach Charakterisierung des immunologischen Profils lasst sich zusammenfassend
formulieren, dass die unter trp-Mangel generierten DCs einen, wie in der Literatur bereits
beschriebenen, tolerogenen Phanotyp aufzeigen (CD80o, CD40,./ ILT3""). Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Hochregulierung des inhibitorischen Rezeptors
ILT3 sehr frih in der Differenzierungsphase der Zellen durch trp-Mangel induziert wird. Es
ergab sich die Frage, ob iDCs™ durch ihre Eigenschaft als tolerogene APC-Population
dazu beitragen, Toleranz gegenlber T-Zellen zu etablieren. Um dies zu klaren, wurden
die Zellen in vitro funktionellen Untersuchungen unterzogen, deren Ergebnisse in den
Kapiteln 3.10 — 3.15 aufgefuhrt werden.

3.6 Die Proteinbiosynthese von li, HLA-DM und MHC-1 | wird nicht durch trp-
Mangel eingeschrankt

Nach Charakterisierung der Oberflaichenexpression stellte sich die Frage, ob die
Proteinbiosynthese der Molekule fiur die Peptidantigen-Prozessierung und -Prasentation,
auf DCs™ eingeschrankt ist. Im Speziellen sollte anhand von Pulse Chase- und
Westernblot-Analysen untersucht werden, ob eine geringere Proteinbiosynthese der
MHC-Ill-assoziierten invarianten Kette (li), die unter anderem den Transport aus dem
endoplasmatischen Retikulum (ER) zum endosomalen Kompartiment dirigiert, vorliegt. In
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der Literatur gibt es Hinweise, dass bei einem Fehlen der li die MHC Klasse-1l Molekiile
(MHC-II) im ER zurtickgehalten werden. Daruber hinaus sollte die Proteinbiosynthese von
MHC-II- sowie HLA-DM (human leukocyte antigen) Molekulen untersucht werden, da sie
die Beladung von MHC-II Molekilen mit Peptidantigenen katalysiert.

Westernblot-Analysen zeigten keinen wesentlichen Unterschied in der Protein-
biosynthese von HLA-DM, MHC-II Molekiilen und li auf DCs™ vs. DCs*™ an d6 (Abb.
12A) auf. Zur Uberprifung der Proteinbiosynthese von MHC-II- und li Molekiilen in einem
definierten Zeitfenster wurden zudem Pulse Chase-Analysen durchgefihrt. Die radioaktive
Markierung (Pulse) der DCs mit [*S]-Methionin erfolgte fiir 10 min., wobei in den
angegebenen Zeitintervallen (Chase: 0 h, 1 h, 2 h und 3 h) lUber die Markierung verfolgt
werden konnte, was die Zelle an radioaktivem Material umsetzt. Wie schon im Westernblot
gezeigt, wiesen auch hier DCs™ vs. DCs™ keinen Unterschied in der Rate neu
synthetisierter MHC-II- und li Molekdile auf.
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Abb. 12: Proteinbiosynthese von HLA-DM, MHC Klasse-l | Molekilen (MHC-II) und Invarianter Kette (li)

in DCs ™ und DCs ™™ (A) Zur Bestimmung der Proteinbiosynthese durch Westernblot-Analysen wurden die
mAks DM.K8 anti-HLA-DMp (Spalte 1-2), 5C1 anti-HLA-DMa (Spalte 3-4), 1B5 anti-MHC-II (anti-DR-a-Kette,
Spalte 5-6) und Bu43 anti-li (Spalte 7-8) verwendet. Die Detektion von B-Actin als Lysekontrolle erfolgte mit
AC40 mAk (unterste Reihe). DCs™ und DCs™ zeigen keinen wesentlichen Unterschied in der
Proteinbiosynthese von HLA-DM, MHC-II und li. Reprasentative Daten sind gezeigt (n = 3). (B) Immuno-
prazipitation von radioaktiv-markierten MHC-II und Ii in DCs™ vs. DCs™™. Die Markierung der Zellen mit [**>S]-
Methionin erfolgte fir 10 min. an d6, wobei die Lysate durch mAk ISCR3 anti-MHC-Il und mAk Bu45 anit-li
detektiert wurden. Die Immunoprézipitate wurden auf einem SDS-Gel aufgetrennt und auf einem Rdéntgenfilm
4,5 h entwickelt. Neben anti-MHC-Il und anti-li wurde als Lysekontrolle anti-B-Actin (unterste Reihe) im
Westerblot mitgefiihrt. Unreife DCs™ (Spalte 1-4) zeigen keinen Unterschied in der Syntheserate neu
synthetisierter li- und MHC-II Molekiile gegentiber iDCs™ (Spalte 5-8).
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3.7 Verminderte Pinozytoseaktivitat der DCs " vs. DCs "'

Nach der Uberpriifung der Vitalitat und der Bestimmung der quantitativen Ausbeute sowie
der Phanotypisierung der DCs™ wurde die Funktionalitéat dieser Zellen in verschiedenen
Testsystemen Uberprift (siehe auch Kapitel 3.10 — 3.15). Die Fahigkeit Antigene aufzu-
nehmen ist eine grundsatzliche Funktion intakter unreifer DCs (iDCs). Um zu testen, ob
die Antigenaufnahme auf DCs durch trp-Mangel beeinflusst ist, wurde die Fahigkeit der
Zellen, FITC-markiertes BSA (bovine serum albumin) aufzunehmen, durchfluss-
zytometrisch untersucht. AnschlieBend wurde die Aufnahme von BSA anhand der
mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) bestimmt (Abb. 13). Dabei zeigte sich, dass iDCs™
eine stark verminderte, bis zu 10-fach geringe Pinozytoseaktivitat im Vergleich zu iDCs™
aufwiesen, was auf eine eingeschrankte Antigenaufnahme hindeutet.
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Abb. 13: Pinozytoseaktivitat von iDCs ™™ und iDCs ™. Anhand der Aufnahme von FITC-BSA wurde die
Pinozytoseaktivitat der unreife DCs an d6 gemessen. Die Aufnahme von FITC-BSA (50 pg/ml) erfolgte fiir 30
min. bei 37<C, wobei eine Kontrolle bei 4C mitgefih rt wurde. Die durchflusszytometrische Analyse ergab,
dass iDCs™ eine bis zu 10-fach geringere Pinozytoseaktivitit im Vergleich zu iDCs™™ aufwiesen.
Repréasentative Daten sind gezeigt (n = 5).

3.8 Die Zytokinsekretion von DCs wird nicht durch t rp-Mangel beeinflusst

Wie bereits eingangs erwahnt ist die Art der resultierenden Immunreaktion von vielen
Faktoren wahrend der T-Zellaktivierung abhangig, zum Beispiel vom Reifezustand der
APCs, somit also vom Umfang der Kostimulation sowie von der Ausbildung eines ganz
spezifischen Zytokinprofils. Die Induktion von Toleranz ist im allgemeinen durch die
Expression eines Ty2-Zytokinprofils gekennzeichnet. Zytokine, die immer wieder im
Zusammenhang mit der Regulation von Immunantworten erwéhnt werden, sind IL-4, IL-10
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und TGF-B. So fordert IL-4 die Ty2 dominierte Immunantwort, wobei diese Tendenz zur
humoralen Immunantwort durch das pro-inflammatorische Zytokin IL-6 verstarkt wird, das
unter anderem Aktivierung, Wachstum und Differenzierung von T-Zellen vermittelt (Borish
& Steinke, 2003). IL-10 als immunregulatorisches Zytokin induziert in peripheren T-Zellen
Anergie durch selektive Inhibition des CD28 kostimulatorischen Signalweges (Akdis et al.,
2001). IL-12 als pro-inflammatorisches Zytokin ist fur die Aktivierung von NK-Zellen und
T-Zellen verantwortlich und polarisiert diese Zellen zu einer zytotoxisch inflammatorischen
Immunantwort des Types 1.

Nach den gezeigten Ergebnissen ergab sich die Frage, ob DCs™, die einen
tolerogenen Phanotyp aufzeigen (CD80,,y, CD40y,/ ILT3""), nach einem TLR Stimulus
auch in ihrer Zytokinexpression verandert sind. Zu diesem Zweck wurden die DCs an d6
geerntet und fur 24 h mit LPS stimuliert. Anschlieend wurden die Zellkulturberstande auf
die Zytokine IL-6, IL-10 und IL-12, die exemplarisch als typische Vertreter einer T,2- bzw.
Tyl-Antwort ausgewdhlt wurden, mit der ELISA-Technik untersucht. Unstimulierte
Kontrollansatze wurden mitgefuhrt. Wie in Abb. 14 zusammengefasst konnten in den
Kulturiberstanden der stimulierten DCs die Zytokine IL-6, IL-10 und IL-12 nachgwiesen
werden. Dabei zeigten die Uberstiande der stimulierten DCs™ gegeniiber DCs*™ keinen
signifikanten Unterschied in der Zytokin Konzentration von IL-6 und IL-10. Zwar zeigte die
Bestimmung der IL-12 Konzentration im Mittel geringere Werte bei DCs™ vs. DCs*™,
jedoch war dieser Unterscheid nicht signifikant. Im Gegensatz zu den stimulierten DCs
konnte in den Kulturiberstanden der unstimulierten DCs nur eine schwache Zytokin
Konzentration nachgewiesen werden.
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Abb. 14: Bestimmung der Zytokin Konzentration aus K ulturiiberstanden von DCs ™™ und DCs "™ nach
LPS Stimulation mittels ELISA.  Dargestellt ist der Nachweis der Zytokin Konzentration von IL-6, IL-10 und
IL-12 aus Zellkulturtiberstanden stimulierter DCs™ (@) und DCs™™ (M) DCs. Unreife DCs wurden an d6 mit
LPS (50ng/ml) fur 24 h bei 37T und 5% CO ; inkubiert. Ansatze ohne Stimulans (@) dienten als Kontrolle. Die
Konzentration des jeweiligen Zytokins im Zellkulturiiberstand wurde mittels ELISA bestimmt. Die Uberstande
der TLR4 stimulierten DCs™ gegeniiber DCs*™ zeigten keinen signifikanten Unterschied in der Zytokin
Konzentration von IL-6, IL-10 und IL-12. In den Kulturiiberstdnden der unstimulierten DCs konnte nur eine
schwache Zytokin Konzentration detektiert werden. Gezeigt sind MW + SEM von n = 6.
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3.9 Trp-Depletion beeinflusst nicht die IDO Protein  expression der DCs

Eine weitere interessante Frage war, ob DCs, die in trp-Mangelmedium generiert werden,
weniger IDO exprimieren. Zu diesem Zweck wurden DCs an Tag 6 mit Poly(I:C) fur 24 h
in 100 uM trp-haltigem Kulturmedium stimuliert und die anschlielend permeabilisierten
Zellen durchflusszytometrisch untersucht sowie die Uberstiande abgenommen. Die
Funktionalitdt von IDO wurde durch die Bestimmung der Kynurenin- (kyn) und trp-
Konzentration des Uberstandes mittels HPLC (high perfomance liquid chromatography)
nachgewiesen. Kontrollansétze wurden mitgefiihrt. Die durchflusszytometrische Analyse
ergab keinen wesentlichen Unterschied in der IDO Expression der TLR3 stimulierten DCs
aus beiden Kulturbedingungen (Abb. 15). Ebenfalls konnte kein Unterschied in der IDO
Funktionalitdt nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Die Kontrollen zeigten sowohl in
FACS- der als auch in der HPLC-Analyse keine IDO Expression.
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Abb. 15: IDO Expression von DCs ™ und DCs *. DCs wurden an d6 in einer Konzentration von 1 x 10°
Zellen/ml in normalem Kulturmedium aufgenommen und fiir 24 h bei 37C mit 25 pg/ml Poly(I:C) stimuliert.
Die Intrazellulare FACS-Analyse ergab an d7 keinen wesentlichen Unterschied in der IDO Expression auf die
mit Poly(I:C) stimulierten DCs aus beiden Kulturbedingungen. Reprasentative Daten sind gezeigt (n = 3).

3.10 Die T-Zell-stimulatorische Funktion von DCs " ist eingeschrankt

Der in vorangegangenen Experimenten gezeigte tolerogene Phé&notyp der DCs™
(CD80,w CD40,,,/ ILT3™") und die Beobachtung der signifikant geringeren Fahigkeit
Antigene aufzunehmen ergab die Frage, ob trp-Mangel wéhrend der Ausdifferenzierung
zu DCs die stimulatorische Kapazitat dieser Zellen beeinflusst. Dazu wurde die
immunstimulatorische Funktion der DCs™ vs. DCs™ in vitro mittels Kokulturexperi-
menten in autologen sowie allogenen Anséatzen untersucht. Diese funktionellen
Untersuchungen zur Induktion proliferativer T-Zellantworten durch reife DCs™™ und DCs*™
erfolgten stets unter normalen Zellkulturbedingungen (30 uM trp).
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Im autologen in vitro Modell wurden DCs™ und DCs™™, bevor sie 7 Tage mit T-Zellen
kokultiviert wurden, gepulst, d.h. mit exogener Beladung des Antigens Tetanus Toxoid
(TT) untersucht, wobei parallel nicht-gepulste DCs als Kontrolle dienten. Als weitere
Kontrollen wurden T-Zellen und DCs alleine mitgefuhrt. Nach einer 4-stiindigen
Inkubationszeit mit dem Antigen erfolgte die Reifung der DCs durch TLR3 Stimulation
(Poly(1:C)) fur weitere 24 h in den entsprechenden Medien. Des Weiteren wurde Uberprift,
ob die Antigenaufnahme und Reifung unter trp-Mangel das Vermégen normal generierter
DCs, T-Zellen zu stimulieren, beeinflusst. Umgekehrt wurde die stimulierende Funktion
von DCs™ untersucht, wenn die Antigenaufnahme und die Reifung unter normalen
Kulturbedingungen erfolgten. Die stimulatorische Kapazitat der reifen DCs wurde anhand
des Einbaus von [*H]-Thymidin in proliferierende T-Effektorzellen gemessen. Als MaR fiir
die Proliferation wurden ’‘counts per minute’ (cpm) angegeben, welche die Menge des
eingebauten Thymidins in replizierten T-Zellen reprasentieren. Zur Auswertung der antigen-
spezifischen T-Zellantwort wurde der cpm-Mittelwert (MW) der funf Wells gebildet. Die
Interaktion der antigen-présentierenden mDCs™ mit autologen T-Zellen ergab im
Vergleich zu mDCs™™ eine signifikant geringere T-Zellstimulation (Abb. 16A). Dieser
Effekt der geringeren TT-spezifischen T-Zellantwort konnte durch die Anwesenheit von trp
(30 uM trp) nur wahrend der Antigenaufnahme und Reifung der ansonsten ohne trp
generierten DCs™ nicht kompensiert werden (Abb. 16B). Im Gegensatz dazu wurde
jedoch bei den mDCs*™ eine signifikant geringere TT-spezifische T-Zellproliferation
beobachtet, wenn die Aufnahme des Antigens und die Reifung unter trp-Mangel-
bedingungen erfolgten (Abb. 16C). Demnach scheint es funktionell fir die DCs wichtig zu
sein, dass trp auch wahrend der Reifung und der Antigenaufnahme vorhanden ist.
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Abb. 16: Autologe T-Zellproliferation mit TT-belade nen mDCs™ und mDCs ™. (A) Autologe Pro-
liferationsversuche mit reifen DCs™ (@) vs. DCs*™ (H). Die Kokulturexperimente erfolgten stets unter
normalen Zellkulturbedingungen (30 uM trp) fiir 7 Tage bei 37<C. Vor der Kokultivierung mit T-Zellen (1 x 105)
wurden autologe DCs (1 x 103) 4 h mit Tetanus Toxoid (TT) beladen und mit Hilfe von Poly(l:C) fiir 24 h
gereift. T-Zellen alleine dienten als Kontrolle (). (B) Autologe Proliferationsversuche mit DCs™, die unter
normalen Kulturbedingungen gereift wurden (DCs™*'P @) vs. DCs™™ (@). (C) Autologe Proliferations-
versuche mit DCs*™, die unter trp-Mangelbedingungen gereift wurden (DCs™"""" H) vs. DCs™™ (). Zur
Auswertung der TT-spezifischen T-Zellantwort wurde das von den Zellen eingebaute [3H]-Thymidin gemessen
(cpm) und ein MW der 5 Wells gebildet. Gezeigt sind MW + SEM von n = 6, *P < 0,05.
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In der Literatur werden unreife DCs als Toleranz induzierende Zellen diskutiert (Lutz &
Schuler, 2002). Um dies zu Uberpriifen, wurden in dieser Arbeit ebenfalls iDCs™ vs.
iDCs™ in autologen Ansitzen mittels Kokulturexperimenten untersucht. Zu diesem
Zweck wurden DCs, bevor sie mit T-Zellen fur 7 Tage kokultiviert wurden, zur
Antigenaufnahme 4 h mit TT inkubiert. Wie bereits bei der Verwendung reifer DCs gezeigt
(Abb. 16A), konnte eine geringere T-Zellproliferation beobachtet werden, wenn das
Peptidantigen durch iDCs™ présentiert wurde (Abb. 17). Wie erwartet war die T-Zell-
antwort unter Einsatz unreifer DCs etwas geringer im Vergleich zu reifen DCs (siehe Abb.
16A und 17).
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Abb. 17: Autologe T-Zellproliferation mit TT-belade  nen iDCs ™ und iDCs *™. (A) Autologe Proliferations-
versuche mit iDCs™ (@) vs. iDCs™™(@). Die Kokulturexperimente erfolgten unter normalen Zellkultur-
bedingungen (30 uM trp) fiir 7 Tage bei 37<C. Vor der Kokultivierung mit T-Zellen (1 x 105) wurden autologe
DCs (1 x 103) 4 h mit Tetanus Toxoid (TT) beladen (Ratio DCs: T-Zellen: 1:100). T-Zellen alleine dienten als
Kontrolle (lM). Zur Auswertung der TT-spezifischen T-Zellantwort wurde das von den Zellen eingebaute [3H]-
Thymidin gemessen (cpm) und ein MW der 5 Wells gebildet. Reprasentative Daten sind gezeigt (n = 2).

3.11 L-Glutamin-Mangel und der Einfluss auf DCs

Um den Mangel einer weiteren Aminosdure und dessen Einfluss auf DCs zu testen,
wurde in einem Experiment zuséatzlich die Auswirkung der L-Glutamin-Depletion auf
Monozyten wéhrend ihrer Differenzierung zu DCs (DCs™?") in Hinblick auf ihre Expression
der inhibitorischen Rezeptoren ILT2 und ILT3 durchflusszytometrisch untersucht (Abb.
18A). Die Reifung der DCs erfolgte an d6 mit Hilfe von Poly(I:C) fur 24 h.

Es konnte eine etwas verstarkte Expression der beiden inhibitorischen Rezeptoren
ILT2 und ILT3 auf DCs™? gegeniiber DCs™™ festgestellt werden, wobei dieser Befund im
Vergleich zu DCs™ nur sehr gering war. Zudem wiesen DCs ™" eine geringere Expression
von CD40 auf gegeniiber DCs™. Des Weiteren wurde die antigen-prasentierende
Funktion der DCs ¥ vs. DCs™ und DCs™ in vitro mittels autologer Proliferationsversuche
unter normalen Zellkulturbedingungen (30 pM trp) Gberpriift. Im Gegensatz zu DCs™
konnte bei den DCs, die ohne L-Glutamin generiert wurden, eine verminderte
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stimulatorische Kapazitat gegeniiber T-Zellen beobachtet werden. DCs™ zeigten im
Vergleich zu DCs® und DCs™ eine geringere stimulatorische Kapazitat gegeniiber
T-Zellen (Abb. 18B).
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Abb. 18: Oberflachenfarbung von CD40, ILT2 und ILT3  von reifen DCs ™ DCs? und DCs ™™ sowie
T-Zellproliferation mit autologen DCs ", DCs™® und DCs *'. (A) DCs wurden 6 Tage unter trp-Mangel
DCs™ (@) und glu-Mangel DCs® (@) und unter normalen Kulturbedingungen DCs*" (@) generiert. Reife
DCs (mDCs) wurden an d7 durchflusszytometrisch untersucht. Als Reifungsstimulus diente Poly(l:C) in einer
Konzentration von 25 pg/ml fiir 24h. Dargestellt sind Dreifachfarbungen mit 7-AAD, anit-CDla mAKk in der PE-
Fluoreszenz und CD40, ILT2 und ILT3 in der FITC-Fluoreszenz. (B) Autologe Proliferationsversuche mit reifen
DCs™@) und DCs? (@) vs. DCs"™(@). Die Kokulturexperimente erfolgten unter normalen Zell-
kulturbedingungen (30 pM trp) fir 6 Tage bei 37C. Vor der Kokultivierung mit T-Zellen (1 x 105) wurden
autologe DCs (1 x 103) 4 h mit Tetanus Toxoid (TT) beladen und mit Hilfe von Poly(l:C) fur 24 h gereift (Ratio
DCs: T-Zellen: 1:100). T-Zellen alleine dienten als Kontrolle (l). Zur Auswertung der TT-spezifischen T-Zell-
antwort wurde das von den Zellen eingebaute [3H]-Thymidin gemessen (cpm) und ein MW der 5 Wells
gebildet (n = 1).

3.12 DCs™ zeigen ILT3 abhéngig eine verminderte T-Zell-stimu latorische
Kapazitat

Die bereits gezeigte Hochregulierung des inhibitorischen Rezeptors ILT3 durch trp-
Mangel bei DCs (Abb. 10 und 11) und deren verminderte stimulatorische Kapazitét
gegenuber autologen T-Zellen (Abb. 16 und 17) flhrte zur Frage, inwieweit der
inhibitorische Rezeptor ILT3 an der eingeschrankten Fahigkeit T-Zellantworten zu
induzieren, beteiligt ist. Um dies zu klaren, wurde die 7-tdgige Antigenstimulation der
CD4" T-Zellen durch DCs™ und DCs™™ in Anwesenheit eines Neutralisierungsantikérpers
(anti-ILT3) unter normalen Zellkulturbedingungen (30 uM trp) durchgefihrt. Vor der
Kokultivierung der CD4" T-Zellen erfolgte die Inkubation der DCs mit anti-ILT3 mAk bei
37T fur 30 min. Durch die Zugabe des anti-ILT3 mAk (10 pug/ml) wurde der Effekt der
DCs™™, geringere TT-spezifische T-Zellantworten zu induzieren, partiell aufgehoben (Abb.
19). Diese neutralisierende Wirkung von ILT3 konnte dagegen nicht beobachtet werden,
wenn der Einsatz des spezifischen anti-ILT3 mAKk in einer Endkonzentration von 1 pg/mi
erfolgte (nicht gezeigt).
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Abb. 19: Autologe T-Zellproliferation mit TT-belade  nen mDCs ™™ und mDCs *® in Anwesenheit von anti-
ILT3 mAk. Autologe Kokulturen mit DCs™ @) vs. DCs""™(@). Die Proliferationsversuche erfolgten unter
normalen Zellkulturbedingungen (30 pM trp) fiir 6 Tage bei 37<C. Vor der Kokultivierung mit CD4 " T-Zellen
(1 x 105) wurden autologe DCs (1 x 103) 4 h mit Tetanus Toxoid (TT) beladen und mit Hilfe von Poly(I:C) fur
24 h gereift (Ratio DCs: T-Zellen: 1:100). T-Zellen alleine dienten als Kontrolle (lll). Durch die Zugabe des
Neutralisierungsantikdrpers anti-ILT3 (10 pg/ml) wird der Effekt der geringeren stimulatorische Kapazitat von
DCs™ (@) gegeniiber TT-spezifischen T-Zellen partiell aufgehoben (Pfeil). Hingegen konnte keine
neutralisierende Wirkung auf T-Zellen beobachtet werden, die durch DCs™™ (@) stimuliert wurden. Zur
Auswertung der TT-spezifischen T-Zellantwort wurde das von den Zellen eingebaute [3H]-Thymidin gemessen
(cpm) und ein MW der 3 Wells gebildet. Angegeben sind repréasentative Daten (n = 3).

Wahrend bei autologen T-Zellen eine signifikant verminderte Proliferation durch Antigen-
stimulation mit TT, das von DCs™ prasentiert wurde, gezeigt werden konnte, fiihrten
allogene DCs™ zu keiner verminderten T-Zellstimulation (Abb. 20).
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Abb. 20: Allogene T-Zellproliferation mit mDCs ™™ und mDCs ™. Die allogenen Proliferationsversuche
erfolgten unter normalen Zellkulturbedingungen (30 uM trp) Uber einen Zeitraum von 6 Tagen bei 37<C.
T-Zellen (1 x 10°) wurden mit allogenen DCs ™ (@) bzw. DCs""(ll) kokultiviert (Ratio DCs: T-Zellen: 1:100).
T-Zellen alleine dienten als Kontrolle (HM). Zur Auswertung der T-Zellantwort wurde das von den Zellen
eingebaute [3H]-Thymidin gemessen und ein MW der 5 Wells gebildet. Gezeigt sind MW + SEM von n = 5.
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3.13 Induktion von Foxp3in CD4*CD25" T-Zellen durch ILT3 "" DCs™

In der Literatur wurde gezeigt, dass ILT3"9" DCs aus CD4" T-Zellen CD4" CD25" T-Zellen
mit regulatorischer Funktion induzieren kénnen (Vlad et al., 2003; Penna et al., 2005).
Deshalb lag es nahe, dass die unter trp-Mangel differenzierten ILT3"9" DCs auch CD4"
CD25" Tregs generieren. Um dies zu klaren, wurden CD4" T-Zellen, die fur 7 Tage mit
TT-beladenen DCs™ bzw. als Kontrolle mit DCs™ kokultiviert wurden, auf die Expression
von Foxp3 (forkhead box P3) untersucht (Hori et al., 2003; Khattri et al., 2003; Fontenot et
al., 2003). Zur Immunphanotypisierung der CD4" T-Zellen wurden die Kokulturen an d7
geerntet und die Oberflachenexpression des Aktivierungsmarkers CD25 als Teil des IL-2
Rezeptors sowie die Expression des intrazellularen Transkriptionsfaktors Foxp3
analysiert. Bei Foxp3 handelt es sich um einen Treg-Marker, der auf unterschiedlichen
Treg-Populationen exprimiert wird, so auch auf der CD4" CD25" Treg-Population, die
besonders stark CD25 exprimiert (CD4* CD25™) (Vukmanovic-Stejic et al., 2006). Im
Folgenden wurden aufgrund der Ubersichtlichkeit die nach 7-tigiger Antigenstimulation
durch DCs™ bzw. DCs™ CD4* CD25" T-Zellen als Tpcs ™ bzw. Tpes ™ bezeichnet.
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Abb. 21: Erhéhte Foxp3-Induktion in T-Zellen durch DCs ™. Autologe, TT beladene DCs™ (CD80jow
CDA40iow/ ILT3high) wurden mit CD4" T-Zellen kokultiviert (Ratio DCs: CD4" T-Zellen: 1:100) und die T-Zellen an
d7 durchflusszytometrisch analysiert. Die links dargestellten Punktdiagramme zeigen keinen Unterschied in
der Oberflachenexpression von CD4 und CD25 in T-Zellen nach autologen Proliferationsversuchen mit DCs™
(Tocs™) vs. DCs™ (Toes'™). Dargestellt ist eine zusétzliche Unterteilung von CD4" T-Zellen, die CD25 stark
exprimieren (CD4" CD25hi), und eine Population, welche CD25 intermedidr exprimiert (CD4" CD25"“) und
T-Zellen, die fir CD25 negativ sind (CD4" CD25"). Die brigen Histogramme zeigen in einer intrazellularen
FACS-Analyse, dass die CD4" CD25" Tpes™ prozentual mehr Foxp3 exprimieren gegeniiber CD4" cD25"
Tocs ™. Angegeben sind reprasentative Daten (n = 3).

In der durchflusszytometrischen Analyse wurden die Populationen der einfach-positiven
CD4" CD25™ T-Zellen und doppelt-positiven CD4" CD25" T-Zellen getrennt betrachtet. Bei
den CD4" CD25" T-Zellen erfolgte eine zusatzliche Unterteilung in eine T-Zellpopulation,
die CD25 stark exprimiert (CD4* CD25") und eine, die CD25 intermediar exprimierten
(CD4* CD25™). Die anschlieRende intrazellulare FACS-Analyse zeigte, dass der
prozentuale Anteil an Foxp3 exprimierenden Zellen bei CD4" CD25" Tpes™ um den
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Faktor 2 erhéht war im Gegensatz zu CD4" CD25" Tpes™. Im Vergleich zu der CD4"
CD25" T-Zellen zeigten CD4" CD25™ T-Zellen aus beiden Versuchsanséatzen eine geringe
Foxp3 Expression auf, wobei die CD4" CD25™ T-Zellen Foxp3 negativ waren (Abb. 21).
Anhand der Oberflachenfarbung konnte zudem nachgewiesen werden, dass der
prozentuale Anteil an CD25 exprimierenden CD4" Zellen nach Antigenstimulation durch
DCs™ und DCs*"™ annahernd gleich war (Abb. 21, Diagramme links). Ebenfalls zeigte die
prozentuale Verteilung der CD45R0O exprimierenden CD4" T-Zellen (T-Gedachtniszellen)
nach Kokultivierung mit DCs™ bzw. DCs™™ (Tpcs™: 74,8 %; Tpcs™: 74,7 %) keinen
Unterschied (nicht gezeigt).

3.14 Erhohte Induktion von Foxp3 in CD4" CD25" T-Zellen in Abhangigkeit
von ILT3

Um die Rolle der verstarkten Expression des inhibitorischen Rezeptors ILT3 auf DCs™ bei
der Induktion von Foxp3® in CD4" CD25" Tpes zu untersuchen, erfolgten autologe Proli-
ferationsversuche unter Anwesenheit des Blockierungsantikérpers anti-ILT3 in einer
Endkonzentration von 10 pg/ml Gber 7 Tage. Im Speziellen wurden die mit TT-beladenen
DCs 30 min. in Anwesenheit des anti-ILT3 mAk inkubiert, bevor sie mit CD4" T-Zellen (1 x
10° Zellen/ Well) kokultiviert wurden. Die durchflusszytometrischen Untersuchungen
ergaben, dass durch die Zugabe von anti-ILT3 der Effekt der verstarkten Foxp3 Induktion
in CD4" CD25" Tpes ™ aufgehoben werden konnte (Abb. 22).

CD4" CD25" Foxp3™*

6,5% | =1 0,02%| " 1,7% 1,5%

+tr — —
Tocs P + +

a-ILT3 mAk  —

Abb. 22 : Beutung von ILT3 in der Hochregulierung von Foxp3i  n T-Zellen durch ILT3 "" DCs™. Um die
Rolle des inhibitorischen Rezeptors ILT3 bei der Induktion von Foxp3*in T-Zellen nach Kokultivierung mit TT-
beladenen DCs (1 x 10° Zellen/ Well) zu untersuchen, wurden diese 30 min. in T-Zellmedium in Anwesenheit
des anti-ILT3 mAk inkubiert, bevor sie mit CD4" T-Zellen (1 x 10° Zellen/ Well) kokultiviert wurden (Ratio DCs:
CD4" T-Zellen: 1:100). Durch die Zugabe des Neutralisierungsantikérpers anti-ILT3 (10 pg/ml) wird der Effekt
der verstarkten Induktion von Foxp3* durch DCs™ in T-Zellen aufgehoben. Es konnte keine neutralisierende
Wirkung auf CD4" T-Zellen beobachten werden, die durch DCs™ in Anwesenheit von anit-ILT3 stimuliert
wurden. Angegeben sind reprasentative Daten (n = 3).
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Im Kontrollansatz CD4* CD25" Tpes™™ konnte kein Effekt des anti-ILT3 mAk auf die Foxp3
Expression festgestellt werden. Ingesamt zeigen diese Ergebnisse, dass die erhdhte
Foxp3 Induktion in CD4* CD25" Tpes™ in Abhangigkeit von ILT3 erfolgt. DCs™ CD80y,,
CD40,/ ILT3"" sind somit tiber die erhdhte ILT3 Expression in der Lage, wéhrend einer
7-tagigen Kokultivierung mit CD4" T-Zellen verstarkt Foxp3® in CD4" CD25" T-Zellen zu
induzieren.

3.15 ILT3"9" DCs fordern die Generierung von CD4 * CD25" Foxp3* T-Zellen
mit regulatorischer Funktion

Um die regulatorische Funktion der CD4" CD25" Foxp™ T-Zellen nach Kokulturexperimenten
mit CD4" T-Zellen und ILT3"9" DCs™ bzw. DCs"™ (CD4" CD25" Tpcs™ bzw. CD4" CD25"
Tocs ™P) nachzuweisen, wurde neben der Bestimmung des typischen Treg-Markers Foxp3
zusatzlich die Fahigkeit dieser Zellen untersucht, polyklonale sowie antigen-stimulierte
CD4" T-Zellen zu supprimieren.

Die iiber MACS® Separation isolierten CD4* CD25" T-Zellen und die darin enthaltenden
CD4" CD25" Foxp3" T-Zellen der autologen Proliferationsexperimente mit DCs™ bzw.
DCs""™ wurden mit CFSE-markierten CD4" T-Zellen kultiviert und mit platten-gebundenem
anti-CD3 polyklonal stimuliert (1 x 10° CD4* CD25" Tpes: 1 x 10° T-Zellen/Well). Zur
Bestimmung der Zellteilungsaktivitat wurden die CFSE-markierten CD4" T-Zellen nach 40 h,
68 h und 92 h durchflusszytometrisch analysiert. Anhand von unstimulierten CFSE-
markierten CD4" T-Zellen konnte der prozentuale Anteil nicht expandierter Zellen ermittelt
werden. Als Positivkontrolle wurden anti-CD3 stimulierte CD4" T-Zellen alleine mitgefiihrt.

Die generierten CD4" CD25" Foxp3" T-Zellen aus den Kokulturen mit DCs™ (Tpcs™)
bzw. DCs™ (Tpes™™) zeigten nach 68 h und 92 h eine deutliche Proliferationsinhibition der
polyklonal-stimulierten T-Zellen. Nach 92 h konnten in den Ansatzen ohne CD4" CD25"
T-Zellen 10,2 %, mit CD4" CD25" Tpes™ 89,3 % und mit CD4" CD25" Tpes'™ 73,8 %
ungeteilte CD4" T-Zellen festgestellt werden (Abb. 23). Wahrend die polyklonal-
stimulierten T-Zellen in Anwesenheit von Tpes™ nach 68 h - 92 h eine Zellteilung
durchliefen, wurde diese durch Tpes™ deutlich inhibiert. Insgesamt wurde eine stérkere
Inhibition der polyklonalen T-Zellantwort durch Tpcs™ beobachtet im Vergleich zu Tpcs™.



ERGEBNISSE 83

a-CD3 mAk
trp
Toelt
A DCs
& 40h
ot lu‘”m:lg ot
— 2 = 90,0%
=B .
8 g & 68h
T s
N f 2]
w? 1o? m‘I ””:Igsl I
1 99,1% 10,2% §_§
E 2 92h

T T T _T
4 4
10 10 10 10 10 10 10 10

Proliferation
CFSE-gekoppelter T-Zellen

A

Abb. 23: Suppression polyklonaler T-Zellantworten durch CD4 ~ * CD25" Foxp3 * T-Zellen. Die iiber MACS®
Separation isolierten CD4" CD25" T-Zellen (1 x 105) der Proliferationsversuche mit autologen DCs™ bzw.
DCs™™ wurden mit CFSE-markierten CD4" T-Zellen (1 x 105) in T-Zellmedium (30 uM trp) kultiviert und mit
platten-gebundenem anti-CD3 polyklonal stimuliert (Ratio CD4" T-Zellen: CD4" CD25" Tpcs 1:1). Zur
Bestimmung der Zellteilungsaktivitat wurden die CFSE-markierten CD4" T-Zellen nach 40h, 68h und 92 h
durchflusszytometrisch analysiert. Unstimulierte und anti-CD3 stimulierte CD4" T-Zellen alleine dienten als
Kontrolle. Angegeben sind reprasentative Daten (n = 2).

Um die suppressive Fahigkeit der CD4" CD25" Tpcs™ bzw. CD4' CD25" Tpes™
gegeniiber antigen-stimulierter T-Zellen nachzuweisen, wurden die iber MACS® isolierten
CD4" CD25" T-Zellen weitere 7 Tage unter normalen Zellkulturbedingungen (30 uM trp) mit
autologen CD4" T-Zellen in Anwesenheit von TT beladenen DCs*™ kultiviert (1 x 10° CD4*
CD25" T-Zellen: 1 x 10° CD4" T-Zellen: 1 x 10°® DCs™ / Well). Zusatzlich zur gezeigten
Inhibition polyklonaler T-Zellantworten durch Tpes™ und Tpes™™ konnte auch bei antigen-
stimulierten T-Zellen eine deutliche Proliferationsinhibition durch Tpes™ und Tpes™P
festgestellt werden (Abb. 24). Dabei zeigte sich ebenfalls eine starkere
Proliferationsinhibition der Tpes™ (ca. 90 %) vs. Tpes' P (ca. 60%). Insgesamt implizieren
diese Ergebnisse, dass ILT3"" DCs™ die Generierung von CD4* CD25" Foxp3* T-Zellen
mit regulatorischer Funktion begtinstigen.
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Abb. 24: Suppression TT-stimulierter T-Zellantworten durch C ~ D4" CD25" Foxp3™ T-Zellen. Die mittels
MACS® System isolierten CD4" CD25" T-Zellen (1 x 105) und die darin enthaltenden Foxp3 positiven T-Zellen
wurden mit CD4* T-Zellen (1 x 10°) und mit Tetanus Toxoid (TT)-beladenen autologen DCs™™ (1 x 10°)
kokultiviert (Ratio DCs™™: CD4" T-Zellen: CD4" CD25" Tpcs 1:100:100). TT-stimulierte CD4" T-Zellen wurden
mit CD4" CD25" T-Zellen aus Proliferationsversuchen mit DCs™ (@) und entsprechend mit DCs™™ (@)
kokultiviert. TT-stimulierte CD4" T-Zellen (Ratio DCs: CD4" T-Zellen: 1:100) ohne CD4" CD25" Tpcs wurden
als Kontrolle mitgefiihrt (lll). CD4" T-Zellen alleine (1 x 105) dienten als weitere Kontrolle (ll) Zur Auswertung
der T-Zellantwort wurde das von den Zellen eingebaute [3H]-Thymidin gemessen und ein MW der 3 Wells
gebildet. Angegeben sind reprasentative Daten (n = 2).
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4 DISKUSSION

In zahlreichen Arbeiten der letzten Jahre konnte gezeigt werden, dass der Abbau der
essentiellen Aminosaure Tryptophan (trp) Giber den Kynureninweg nicht ausschlie3lich in
Leberzellen stattfindet, sondern auch durch unterschiedliche Zellpopulationen, vor allem
APCs, durch das induzierbare Enzym Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) erfolgt und da-
durch das Immunsystem mafRgeblich beeinflusst wird. Die vorliegende Arbeit befasst sich
mit der Frage, inwieweit die trp-Depletion als immunologischer Toleranzmechanismus die
biologische Funktion der antigen-prasentierenden Zelle (APC) beeinflusst.

Im Maussystem wurde gezeigt, dass der IDO Mechanismus in vivo fur die T-Zell-
toleranz entscheidend ist und zu immunologischer Toleranz gegeniber allogenen Féten
fuhrt (Munn et al., 1998). Daruber hinaus fordert die IDO Aktivitait immunologische
Toleranz gegenltber Tumoren, chronischen Infektionen, allergischen Erkrankungen sowie
Autoimmunerkrankungen (von Bubnoff et al., 2004; Popov et al., 2006; von Bergwelt-
Baildon et al., 2006; Puccetti & Grohmann, 2007; Munn & Mellor, 2007; Scheler et al.,
2007; Romani et al., 2008). IDO muss, um effektiv sein zu kdnnen, trp aus dem
extrazellularen Raum in die Zelle Uber einen 'L amino acid transporter’ transportieren
(Castagna et al., 1997; Verrey et al., 1999; Kim et al., 2001; Kudo & Boyd, 2001; Zegarra-
Moran et al., 2004), was lokal zur Reduktion von trp in den Extrazellularraumen fihrt
(Munn et al., 1998). In Makrophagen wurde zusatzlich ein hochaffiner trp Transporter
beschrieben, der im Vergleich zum L-System 100-fach starker an trp bindet und der Zelle
vermutlich erlaubt, trp im nanomolaren Bereich effektiv aufzunehmen (Seymour et al.,
2006). Die Bildung von trp-Metaboliten als Folge der IDO Aktivitat wird neben der trp-
Verarmungstheorie als weiterer Regulationsweg diskutiert (Terness et al., 2002; Frumento
et al., 2002; Fallarino et al., 2002a; Bauer et al., 2005).

Die suppressive Auswirkung des IDO bedingten trp-Mangels und/oder der Einfluss der
entstandenen trp-Metaboliten wurden bisher in der Literatur vorwiegend auf T-Zellen
untersucht. So konnten in vitro Untersuchungen zeigen, dass der trp-Mangel den Eintritt
aktivierter T-Zellen in die G1-Phase des Zellzyklus und somit die Proliferation verhindert.
Zudem kommt es in Folge der IDO Aktivitat zur Induktion von T-Zellanergie sowie zur
Apoptoseinduktion aktivierter T-Zellen, wodurch die T-Zell-vermittelte Immunantwort
inhibiert wird (Munn et al., 1999; Mellor & Munn, 1999; Lee et al., 2002; Fallarino et al.,
2002a). Einige Arbeiten der letzten Jahre zeigen, dass Tregs den IDO Mechanismus zur
Erhalt der eigenen Population nutzen (Belladonna et al.,, 2006; Fallarino et al., 2006b;
Grohmann et al., 2007; Sharma et al., 2007; Hill et al., 2007). Hingegen existieren derzeit
nur wenige Studien Uber einen Effekt der IDO Aktivitat auf benachbarte IDO~ APCs.
Untersuchungen im Maussystem konnten zeigen, dass CD8" DCs nach IFN-y-induzierter
IDO Expression im Vergleich zu IDO™ CD8" DCs die antigen-prasentierende Funktion der
immunogenen CD8" DC-Population hemmen (Grohmann et al., 2000). Zudem wurde
nachgewiesen, dass IDO exprimierende DCs Toleranz auf immunogene IDO™ DCs
Ubertragen, indem die trp-Metaboliten von IDO™ DCs aufgenommen werden und dort
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weiter abgebaut werden (Belladonna et al., 2006). Die Vermutung liegt nahe, dass neben
zytotoxischen trp-Metaboliten die trp-Degradation als toleranzinduzierender Mechanismus
eine immunmodulierende Wirkung auf DCs austibt - insbesondere auf die Differenzierung
der DCs, die in ein entziindetes Gewebe einwandern, in der die IDO Aktivitdt hoch ist.
Daher wurde in dieser Arbeit die Frage bearbeitet, inwieweit die trp-Depletion die
Differenzierung und die biologische Funktion humaner myeloischer DCs in vitro
beeinflusst. Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse zeigen einen neuen
Mechanismus zur Induktion und Aufrechterhaltung von Toleranz durch tolerogene
(supprimierende) bzw. regulatorische DCs auf, der durch den Mangel der essentiellen
Aminosaure trp zustande kommt. Im folgenden Abschnitt werden zunachst die Haupt-
ergebnisse zusammengefasst und in den nachstehenden Kapiteln diskutiert.

a) Wird die Differenzierung der Monozyten zu DCs und deren Reifung durch das
verminderte trp-Angebot beeinflusst?

b) Weisen DCs unter trp-Mangel eine starkere Anfalligkeit gegentiber Apoptose auf?

c) Wird der induzierbare aminosauresensitive GCN2 Signalweg in Folge des geringeren
trp-Angebots in DCs aktiviert?

d) Fuhrt der trp-Mangel wahrend der Differenzierung zu DCs zu einer phénotypischen
Veranderung dieser Zellen?

e) Werden in Folge der trp-Depletion Antigenaufnahme, Prozessierung und Prasentation
von DCs beeinflusst?

f) Ist die stimulatorische Funktion der DCs™ gegeniiber T-Zellen eingeschrankt?

g) Fihrt die Stimulation von CD4" T-Zellen mit Antigen durch DCs™ zur Generierung
von T-Zellen mit regulatorischer Funktion?
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4.1 Ubersicht der Hauptergebnisse

(a und b) Anhand von in vitro Experimenten konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass
Monozyten unter trp-Mangel zu DCs differenzieren und ausreifen konnen und dass die
Vitalitat der DCs™ nicht beeinflusst wird (Abb. 4-8). (c) In DCs™ wurde die verstérkte
Expression des Transkriptionsfaktors CHOP, der durch Stresssignalwege in Folge von
Aminosauremangel und durch fehlgefaltete bzw. ungefaltete Proteine hochreguliert wird,
gemessen (Abb. 9). (d) Erstmalig konnte eine durch trp-Mangel bedingte Hochregulierung
des inhibitorischen Rezeptors ILT3 in DCs™ und gleichzeitig eine signifikant geringere
Expression von kostimulatorischen Molekilen wie CD40 und CD80 gezeigt werden (Abb.
10, 11). (e) Neben dem tolerogenen Phénotyp (CD80,,, CD40,,,/ ILT3"®") weisen diese
Zellen funktionell eine deutlich verminderte Pinozytoseaktivitat auf (Abb. 13). (f) Wie nach
den Ergebnissen des immunologischen Profils der DCs™ zu erwarten, konnte in einem
antigen-spezifischen System mit Tetanus Toxoid (TT) eine signifikant geringere
Proliferation TT-stimulierter T-Zellen durch autologe DCs™ beobachtet werden (Abb. 16,
17). Durch den neutralisierenden ILT3 mAk wurde die verminderte stimulatorische
Kapazitat von DCs™ partiell aufgehoben (Abb. 19). Wahrend bei autologen T-Zellen eine
geringere stimulatorische Kapazitat durch DCs™ festgestellt werden konnte, kam es beim
Einsatz allogener DCs™ zu keinem signifikanten Unterschied in der T-Zellstimulation
(Abb. 20). (g) Autologe TT-beladene DCs™ (CD80,y, CD40y,/ ILT3"™" sind in der Lage,
wahrend der 7-tagigen Kokultivierung mit CD4" T-Zellen, die Expression von Foxp3 in
CD4" CD25" T-Zellen (Tpcs™) um den Faktor 2 zu erhéhen im Vergleich zu DCs™
(Tocs ™) (Abb. 21). Durch die Verwendung des neutalisierenden ILT3 mAk wurde der
Effekt der verstarkten Induktion von Foxp3 in Tpes™ aufgehoben (Abb. 22). Eine regu-
latorische Funktion der Tpcs™ bzw. Tpes™ konnte anhand der deutlichen Proliferations-
inhibition von antigen-stimulierten (TT) CD4" T-Zellen sowie polyklonal-stimulierten (anti-
CD3) CD4" T-Zellen nachgewiesen werden. Dariiber hinaus zeigten Tpcs™ sowohl in der
polyklonalen als auch in der antigen-spezifischen Stimulation im Vergleich zu Tpes ™ eine
starkere Proliferationsinhibition der CD4" T-Zellen (Abb. 23, 24).
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4.2 Wird die Differenzierung der Monozyten zu DCs u nd deren Reifung
durch den trp-Mangel beeinflusst?

(a) Bei DCs handelt es sich um hochpotente APCs, welche von hamatopoetischen
Vorlauferzellen abstammen, die dberall im Korper in unterschiedliche Gewebsbereiche
einwandern. Anhand von in vitro Untersuchungen besteht die Méglichkeit, gezielt wichtige
Funktionen von DCs zu untersuchen und zu simulieren, wenn diese bzw. ihre
Vorlauferzellen in ein entziindetes Gewebe mit sehr niedriger trp-Konzentration in Folge
hoher lokaler IDO Aktivitdt gelangen. Um zu kléaren, inwieweit der trp-Mangel die
biologische Funktion der APCs in vitro beeinflusst, wurde die Auswirkung eines trp-
verarmten Mikromilieus (5 pM trp) auf DCs untersucht und mit DCs unter normalen
Zellkulturbedingungen (30 UM trp) verglichen. Zu diesem Zweck wurden humane DCs aus
Monozyten generiert und 7 Tage in trp-Mangelmedium (DCs™) sowie unter normalen
Bedingungen (DCs™) kultiviert. Ebenso wie Makrophagen und Monozyten entwickeln
sich DCs wie epidermale Langerhans Zellen und dermale DCs aus den myeloischen
Vorlauferzellen des Knochenmarks, wobei die einzelnen Entwicklungsstufen noch
weitgehend unklar sind (Caux et al., 1992; Inaba et al., 1993; Pickl et al., 1996; Kohl,
2007). In vitro kénnen myeloische DCs aus CD34" Stammzellen, CD14" Monozyten oder
aus CD11c’ Vorlauferzellen des peripheren Blutes unter Zusatz von verschiedenen
Zytokinen gewonnen werden. Durch die Kombination von GM-CSF und IL-4 lassen sich
ausreichende Mengen an unreifen myeloischen DCs aus Monozyten generieren, die sich
durch die Expression von CD14, einem Bestandteil des LPS Rezeptors (TLR4),
auszeichnen (Akagawa et al., 1996). Die so generierten DCs wurden in der vorliegenden
Arbeit Uber den membranstandigen DC-Marker CD1a charakterisiert. Sowohl Langerhans
Zellen als auch dermale DCs exprimieren den Lipid-prasentierenden Rezeptor CDla,
dessen Struktur MHC Klasse-I Molekilen ahnelt (Hunger et al., 2004; Koch et al., 2006;
Barral & Brenner, 2007). Zunachst erfolgten vergleichende Untersuchungen zur
Differenzierung und Reifung dendritischer Zellen unter den genannten Versuchsansatzen.

Wahrend der Differenzierung von CD14" Monozyten zu DCs™ und DCs™ wies die
CD1a Expression keinen signifikanten Unterschied innerhalb der 7-tdgigen Zellkultur auf,
was fir einen vergleichbaren Differenzierungsgrad der Zellen spricht. Im spateren Verlauf
der Differenzierung (ab d6) waren DCs™™ und DCs*™ negativ fiir CD14 und zu 95% positiv
fur CDla. Generell kommt es zur Herabregulierung von CD14 im Verlauf der
Differenzierung zu DCs (Ziegler-Heitbrock & Ulevitch, 1993). Interessant war die
Beobachtung, dass die CD14 Expression auf den Zellen unter trp-Mangel zwar nur
schwach, aber Uber einen langeren Zeitraum im Verlauf ihrer Differenzierung (bis d5)
sichtbar war, verglichen mit normal generierten Zellen (bis d4). Kirzlich konnte in einer
Studie zeigen werden, dass humane Monozyten abhéangig von der Expressionsintensitat
des GM-CSF Rezeptors auch durch die alleinige Gabe von GM-CSF, d.h. ohne IL-4, zu
CDla’ DCs differenzieren konnen und dass diese bis d6 eine schwache CD14
Expression aufweisen. Diese CD14" CD1a" DCs zeichnen sich im Gegensatz zu CD14~
CD1a" DCs nach einem TLR4-Stimulus bei gleichzeitiger Herabregulierung von CD14
durch eine hohe IL-10 sowie eine verminderte IL-12 Expression aus (Conti et al., 2008).
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Ferner konnte anhand von Neutralisierungsexperimenten gezeigt werden, dass die
erhdhte Expression von IL-10 fur die geringe IL-12 sowie fir die verminderte
stimulatorische Kapazitat dieser Zellen verantwortlich ist (Conti et al., 2008). DCs™
zeigten jedoch nach TLR4-Stimulus an d6 keine signifikanten Unterschiede in der
Zytokinexpression von IL-6, IL-10 und IL-12 im Vergleich zu DCs*"™. Dieser Befund spricht
gegen eine Beteiligung der untersuchten Zytokine an der Modulation von T-Zellantworten
durch DCs™. Dabei sollte jedoch beriicksichtigt werden, dass die DCs aus beiden
Kulturbedingungen an d6 bereits CD14 negativ waren. Daher sollte die Mdglichkeit eines
veranderten Zytokinmusters der CD14* CD1a" DCs™ und der CD14™ CDl1a’ DCs™™ an d5
nicht ausgeschlossen werden. Insgesamt spricht die generelle Herabregulierung von
CD14 bei gleichzeitiger Aufregulation von CD1a im Verlauf der Differenzierung zum einen
dafir, dass es sich bei den Zellen aus beiden Kulturbedingungen um die in der Literatur
beschriebenen Zellen handelt (Akagawa et al., 1996), und zum anderen, dass Monozyten
trotz trp-Mangels zu myeloischen DCs differenzieren kdénnen.

Ferner konnte in beiden Zellkulturen lichtmikroskopisch der typische Phanotyp
immaturer DCs (iDCs) mit gro3en Zellkdrpern und feinen zytoplasmatischen Auslaufern
detektiert werden. Generell wiesen DCs™™ im Gegensatz zu DCs™™ eine etwas geringere
Zell- und ClustergrofRe auf. Ebenso bestétigte die durchflusszytometrische Analyse an d6
den Unterschied in der Einzelzellgro3e, wobei auch eine geringere Granularitat im
Vergleich zu DCs™ festgestellt wurde. Eine verstarkte Apoptose dieser Zellen konnte
jedoch ausgeschlossen werden, da keine erhéhte Apoptoserate in unreifen sowie reifen
DCs™ nach TLR-Stimulation festgestellt werden konnte. Als Ursache fiir die verminderte
ZellgroRe kommt vermutlich eine Verminderung der anabolen Prozesse des Zell-
stoffwechsels durch trp-Mangel in Betracht. Genauso wie das Wachstum wird auch die
GroRRe einer Zelle von Komponenten des Aktin-Zytoskeletts beeinflusst. Stress fihrt in
eukaryontischen Zellen zu einer Vielzahl von Reaktionen, von denen auch das Aktin-
Zytoskelett betroffen ist (Vicente-Manzanares & Sanchez-Madrid, 2004). Aktinfilamente
sorgen vor allem in netzartigen Anordnungen unterhalb der Plasmamembran fir die
Stabilisierung der auferen Form der Zelle (Soldati & Schliwa, 2006). Der trp-Mangel
konnte Einfluss auf die Zellgroe nehmen, indem die Transkriptions- und Translations-
maschinerie durch die Synthese der fir das Zellwachstum bendétigten Proteine inhibiert
wird. Ein verminderter Stoffwechsel aufgrund des trp-Mangels, konnte auch eine
Erklarung fir die geringere Granularitiat der DCs™ sein, da es sich bei den Granula um
Einlagerungen der Zellen, die meist Speicher oder Sekretstoffe enthalten, handelt. Der
beobachtete Unterschied in der ClustergroRe bei unreifen DCs™ konnte auf die
verminderte Expressionsintensitat der a-Integrine CD11b und CD11c zurlickzufiihren
sein, die fur die Adhasion der Zellen von grofRer Bedeutung sind.

Um zu Uberpriifen, ob die DCs™ verglichen mit DCs™™ normal ausreifen kénnen,
wurde die Expression von CD83, einem in der Wissenschaft anerkannten
Reifungsmarker, nach TLR3 Stimulation gemessen (Weissman et al., 1995; Zhou &
Tedder, 1995a; Zhou & Tedder, 1995b; Zhou & Tedder, 1996). Das membranstandige
und zur Immunglobulin-Superfamilie zugehorige CD83 Molekul wird auf der Oberflache
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von reifen DCs (mMDCs) hochreguliert und spielt vermutlich eine Rolle bei der Aktivierung
von T-Zellen (Prechtel & Steinkasserer, 2007). Mittels durchflusszytometrischer Unter-
suchungen konnte gezeigt werden, dass mDCs™ und mDCs"™ keinen signifikanten
Unterschied in der Oberflachenexpression von CD83 aufwiesen. Dies deutet darauf hin,
dass die Fahigkeit zur Reifung der mDCs trotz trp-Mangels nicht eingeschrénkt wird.
Insgesamt implizieren die erhobenen Daten, dass ein verringertes trp-Angebot wahrend
der Generierung von DCs aus Monozyten nicht die Differenzierung und Ausreifung dieser
Zellen beeinflusst, welches durch die Morphologie der DCs, die Expression von CD1a und
die generelle Aufregulierung der kostimulatorischen Molekile CD83, CD40, CD80 sowie
MHC Klasse-I- und MHC Klasse-Il Molekile nach dem Reifungsstimulus gezeigt werden
konnte.

4.3 Weisen DCs unter trp-Mangel eine starkere Anfal ligkeit gegenuber
Apoptose auf?

(b) Aufgrund der beschriebenen pro-apoptotischen Wirkung von trp-Mangel auf aktivierte
T-Zellen (Munn et al., 1999; Lee et al., 2002) wurde die Vitalitdt und die Sensitivitat
gegeniiber Apoptose von DCs™ untersucht. In vitro Studien von Munn und Mellor
konnten zeigen, dass ein trp-vermindertes Mikromilieu sich inhibierend auf die
Proliferation von T-Effektorzellen auswirken kann und somit die T-Zell-vermittelte
Immunantwort beeintrachtigt (Munn et al., 1999; Mellor & Munn, 1999). So konnten in vitro
Untersuchungen zeigen, dass der trp-Mangel den Eintritt aktivierter T-Zellen in die G1-
Phase des Zellzyklus und somit die Proliferation verhindert und zum anderen deren
Sensitivitdt gegeniber einer Apoptoseinduktion erhdht (Terness et al., 2002; Lee et al.,
2002). Ferner konnte gezeigt werden, dass die durch den trp-Abbau entstandenen
Metabolite besonders in aktivierten T-Zellen sowie in B- und NK-Zellen Apoptose
induzieren und dementsprechend inhibierend auf die T-Zellproliferation wirken (Bauer et
al., 2005). In vivo fuhrt die systemische Inhibition des trp-limitierenden Enzyms IDO durch
1-Methyl-Tryptophan zur T-Zell-vermittelten Absto3ung allogener Foten im Mausmodell
(Munn et al., 1998). Die in der Literatur beschriebene apoptotische Wirkung des trp-
Mangels auf T-Zellen konnte anhand der in dieser Arbeit verwendeten Methode unter
Einsatz von FITC-gekoppeltem Annexin V auf DCs™ nicht beobachtet werden. Die in
dieser Arbeit gezeigte Resistenz der DCs gegenuber einer trp-Mangel bedingten
Apoptose erganzen die Befunde von Bauer und Terness, die eine toxische Wirkung der
trp-Metaboliten auf IDO* DCs untersucht haben und in diesem Zusammenhang ebenfalls
keine verstarkte Apoptoseinduktion in DCs feststellen konnten. Weitere Anhaltspunkte,
dass die IDO-vermittelte Apoptose selektiv auf unterschiedliche Zellpopulationen wirkt,
geben die Ergebnisse von Fallarino und Mitarbeitern. So fuhrte die IDO-vermittelte trp-
Degradation und der gleichzeitige Anstieg der primaren Metaboliten selektiv zur Apoptose
von Tyl-Zellen, wahrend naive T-Zellen des Ty2-Types wesentlich resistenter gegenuber
dieser Form der Apoptoseinduktion waren (Fallarino et al., 2002a). Zudem konnte kurzlich
bei ILT2" DCs, die durch ILT2 Ligation im Verlauf ihrer Differenzierung einen tolerogenen
Phanotyp ausprégen, eine Resistenz gegenuber einer CD95L/CD95-vermittelten
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Apoptose beobachtet werden (Young et al., 2008). Zwar zeigen die generierten DCs™ an
d6é und d7 der Zellkultur keine erhohte Apoptoserate und keinen Unterschied in der
7-AAD- sowie Trypanblaufarbung, jedoch konnte eine 10 % geringere Ausbeute der
Zellen gegeniiber DCs™ beobachtet werden. Da die Annexin V Farbung am Ende der
Differenzierung durchgefuhrt wurde, kénnen apoptotische Zellen am Anfang der Zellkultur
unter trp-Depletion nicht ausgeschlossen werden.

4.4  Wird der induzierbare aminosauresensitive GCN2 Signalweg in Folge
des geringeren trp-Angebots in DCs aktiviert?

(c) Da der trp-Mangel keine Auswirkung auf Differenzierung, Ausreifung und Vitalitat der
DCs™ verglichen mit DCs*'™ zeigte, ergab sich die Frage, ob DCs unter trp-Mangel aktive
Gegenmalinahmen einleiten, um eine optimale Adaptation an die Umgebung zu
gewahrleisten. Bei der ’Integrated Stress Response’ (ISR) handelt es sich um einen
Signalweg, der fir das Uberleben und fiir die Anpassung der Zelle unter Stress-
bedingungen essentiell ist. Im Rahmen der ISR wird durch trp-unbeladene tRNAs der
GCN2 (general control non-depressing 2 protein kinase) Signalweg induziert. Dieser
Stresssignalweg wird als grundlegender Mechanismus fir die IDO-vermittelte Toleranz-
induktion in der Literatur mehrfach diskutiert. In antigen-aktivierten T-Zellen fihrt
funktionelles IDO in Abhangigkeit der GCN2 Aktivierung zur T-Zellangergie sowie zum
Arretieren des Zellzyklus und somit zur Proliferationsinhibition (Munn et al., 2005;
Fallarino et al., 2006b; Puccetti & Grohmann, 2007). Durch die Kombination der trp-
Depletion und der trp-Metaboliten wird Uber die Induktion des GCN2 Signalweges die
TCR ¢-Kette herunterreguliert und gleichzeitig ein regulatorischer Phanotyp in naiven
CD4" T-Zellen induziert (Fallarino et al., 2006a).

Die ISR bewirkt durch die aminosauresensitive GCN2 Kinase eine Genregulation auf
translationaler Ebene und beeinflusst den Zellzyklus und die Differenzierung der T-Zellen.
Die aktivierten GCN2 Protein Kinasen phosphorylieren den Initiationsfaktor elF2a, was
zum allgemeinen Translationsstopp bei gleichzeitiger selektiver Translation diverser Gene
wie dem Transkriptionsfaktor ATF4 (activating transcription factor 4-mRNA) fiihrt. Dieser
induziert unter anderem Proteine, die am Aminosaure-Import beteiligt sind sowie den
Transkriptionsfaktor CHOP (C/EBP homologous protein) (Fafournoux et al., 2000; Harding
et al., 2000; Wek et al., 2006; Zhang & Kaufman, 2006). Die erhéhte CHOP Expression
fuhrt zur Blockierung der G1- S-Phase des Zellzyklus. Die Dimerisierung von CHOP mit
anderen C/EBP Proteinen fiihrt dazu, dass CHOP Dimere fir ’klassische’ C/EBP
Bindungsstellen nicht mehr zur Verfligung stehen. CHOP moduliert demnach negativ
C/EBP-like Proteine in verschiedenen Zellpopulationen.

Um die Expression der GCN2 Kinase in DCs™ im Verlauf der Generierung zu messen,
wurde der in der Literatur beschriebene Marker CHOP fiir die GCN2 Aktivierung in
T-Zellen (Munn et al., 2005) untersucht. Die verstarkte Induktion von CHOP in DCs™ an
d6 und dessen Herunterregulierung auf DCs*™™ deutet darauf hin, dass ein trp-Mangel,
wahrend der Differenzierung der Monozyten zu DCs, auch zur Induktion des GCN2
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Signalweges in DCs fiuhrt. Die erhdhte CHOP Expression in Monozyten an dO koénnte auf
einen Isolationstress beruhen. Dieser Befund stimmt mit neuren Studien von Manlapat
und Mitarbeitern tberein, in denen nachgewiesen werden konnte, dass durch den IDO-
vermittelten trp-Abbau die GCN2 Kinase ebenfalls in CD19" murinen DCs aktiviert wird.
So konnte durch Versuche an GCN2 Knock-out Mausen gezeigt werden, dass die IFN-a
Expression nach B7-vermittelter IDO Induktion in DCs GCN2 abhangig erfolgt (Manlapat
et al., 2007).

Obwohl CHOP neben dem Aminosaure-Mangel auch durch andere Stressfaktoren wie
beispielsweise ER (endoplasmatisches Retikulum) -Stress durch die 'Unfolded Protein
Response’ (UPR) hochreguliert wird, ist seine verstarkte Expression in T-Zellen spezifisch
fur den GCN2 Signalweg. Durch die Entdeckung, dass in GCN2 Knock-out Mausen die
trp-Mangel bedingte Hochregulierung von CHOP verhindert wird, wurde CHOP als
downstream Marker fur die GCN2 Aktivierung in T-Zellen etabliert (Munn et al., 2005). Die
Literatur liefert noch keine direkten Hinweise dartiber, ob CHOP fir den GCN2 Signalweg
in DCs spezifisch ist. Daher besteht die Wahrscheinlichkeit, dass ein trp-Mangel ebenfalls
Proteinfehlfaltungen verursacht und damit die UPR induziert. Einen Hinweis, dass der
Aminosaure-Mangel die Genexpression unabhangig von ER-Stress moduliert, liefern
Versuche in denen gezeigt werden konnte, dass beide Signalwege unterschiedliche
Promotorregionen von CHOP nutzen. Zudem korreliert die Aminosaure-Depletion nicht
mit einer verstarkten Expression von ER-Chaperonen (Fafournoux et al., 2000). Unter
anderem steht CHOP, auch bekannt als GADD153 (Growth arrest DNA damage inducible
gene 153), im Zusammenhang damit in der spaten Phase der ISR sowie der UPR
Apoptose zu induzieren (Oyadomari & Mori, 2004). Wie bereits im vorherigen Kapitel
beschrieben, konnte in unreifen und reifen DCs™ keine erhthte Anfalligkeit gegeniiber
einer trp-Mangel induzierten Apoptose beobachtet werden. Die gezeigten Ergebnisse und
die Angaben der Literatur fhren zu der Annahme, dass der aminosauresensitive GCN2
Signalweg in Folge des verminderten trp-Angebots in DCs induziert wird und fir die
metabolische Adaptation verantwortlich sein kdnnte.

4.5 Fdhrt ein geringes trp-Angebot wahrend der Diff  erenzierung zu einer
phanotypischen Veranderung dieser Zellen?

(d) Nachdem lange Zeit das Hauptaugenmerk der Forschung auf der Untersuchung pro-
inflammatorischer Mechanismen lag, haben Stein und Mitarbeiter 1992 mit dem Konzept
der ’alternativen immunologischen Aktivierung’ von APCs die anti-inflammatorische
Gegenregulation in den Vordergrund gerickt (Stein et al.,, 1992). So konnte gezeigt
werden, dass es sich bei 'alternativ aktivierte’ Makrophagen, die mit anti-inflammatorisch
wirksamen Substanzen wie Glukokortikoiden oder IL-4 behandelt wurden, nicht nur um
deaktivierte Zellen handelt, denen pro-inflammatorische Mediatoren fehlen, sondern, dass
diese durchaus ’'aktive’ APCs darstellen, die Antigene aufnehmen, prozessieren sowie
Antigenpeptide prasentieren konnen. Funktionell fihren ’alternativ aktivierte’ Makro-
phagen zur Herabregulierung des Entziindungsgeschehens und zur Suppression der
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adaptiven Immunantwort. Arbeiten der letzten Jahre zeigten, dass neben Makrophagen
auch andere APCs wie DCs unter bestimmten Voraussetzungen ’alternativ aktiviert’
werden und somit Uber ihre tolerogene Wirkung die Immunantwort regulieren kénnen. So
zeichnen sich tolerogene DCs durch die Expression der erst 1997 entdeckten ILT
(Immunoglobulin-like transcript; CD85; LIR; MIR) Rezeptoren aus (Manavalan et al.,
2003).

In der Literatur wurde mehrfach beschrieben, dass den inhibitorischen ILTs eine
wichtige Bedeutung bei der Toleranzinduktion zukommt (Vlad et al., 2003; Penna et al.,
2005). Alle Vertreter der ILT Rezeptoren, sowohl die aktivierenden als auch die
inhibierenden, werden neben DCs auch von Monozyten, Makrophagen, Lymphozyten und
Endothelzellen exprimiert und unter bestimmten Bedingungen hochreguliert. So konnte
gezeigt werden, dass regulatorische CD8" CD28™ T-Zellen auf Monozyten und DCs eine
Hochregulierung der inhibitorischen Rezeptoren ILT3 (CD83k) und ILT4 (CD85j)
induzieren, woraufhin diese APCs eine niedrige Expression kostimulatorischer Molekile
aufweisen. Aufgrund der fehlenden Kostimulation konnten APCs durch die Induktion von
T-Zellanergie die Toleranz gegeniliber den CD4" T-Zellen etablieren. Parallel wurde an
Patienten gezeigt, dass die AbstoBung eines Transplantates mit der fehlenden
Hochregulierung von ILT3 und ILT4 in allogenen DCs einhergeht (Chang et al., 2002). In
DCs fuhrt die Interaktion mit Tregs oder auch die Stimulation mit IL-10 in Kombination mit
IFN-a oder Vitamin D3 zur Hochregulierung von ILT3 (Cella et al., 1997; Manavalan et al.,
2003; Suciu-Foca et al.,, 2003; Penna et al., 2005). Gleichzeitig sind Tregs, IL-10 und
IFN-a Mediatoren fir die IDO Induktion in APCs (Munn et al., 2002; Fallarino et al., 2003;
Scheler et al., 2007; Maneglier et al., 2007). Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmalig
ein Zusammenhang zwischen dem IDO-vermittleten trp-Mangel und der verstarkten
Expression von inhibitorischen ILTs nachgewiesen werden. So wurden eine starke
Hochregulierung von ILT3 und eine schwéachere Hochregulierung von ILT2 durch trp-
Mangel in DCs in vitro gezeigt. Zudem weisen die in der frihen Phase der Differenzierung
gezeigte Hochregulierung von ILT3 DCs™ sowie die stabile ILT3 Expression nach
externer Zugabe von trp zum Zeitpunkt der starksten ILT3 Expression an d3 auf eine
stabile und frihe Induktion des tolerogenen Phanotyps hin. Die in dieser Arbeit gezeigte
verminderte Expression von CD40 und CD80 in DCs™ bei gleichzeitiger Aufregulierung
des inhibitorischen Rezeptors ILT3 auf iDCs™ gegeniiber iDCs""™ sowie der signifikanten
Hochregulierung beider inhibitorischer Rezeptoren ILT2 und ILT3 in Folge der Reifung
bestétigt die Angaben der Literatur Uber die supprimierende Wirkung kostimulatorischer
Molekdle. Inhibitorische Rezeptoren wie ILT2 und ILT3 vermitteln eine Hemmung der
Zellaktivierung unter Einbeziehung der Phosphatase SHP-1. Durch Phosphorylierung der
ITIMs entsteht eine Bindungsstelle fir Phosphatasen (Smith et al., 1998; Ravetch &
Lanier, 2000). Diese dephosphorylieren ihrerseits dann Effektormolekile, wodurch die
SignalUbertragung gehemmt oder sogar verhindert wird (Li et al., 1999; Chang et al.,
2002; Tone et al., 2002; Ju et al., 2004). So konnte in zahlreichen Arbeiten beobachtet
werden, dass es in Folge der verstarkten Expression von ILT2, ILT3 sowie ILT4 zur
Inhibition des NF-kB Signhalweges kommt, woraufhin die Expression von kostimu-
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latorischen Molekilen wie CD40 und CD80 gehemmt wird (Li et al., 1999; Chang et al.,
2002; Tone et al., 2002; Ju et al., 2004).

In einer neueren Studie wird postuliert, dass die IDO Aktivitdt verantwortlich fir die
erhdhte Expression von kostimulatorischen Molekilen sowie MHC Klasse-Il Molekilen ist
und damit wichtig fur die Reifung humaner DCs in vitro (Hill et al., 2007). Um den
autokrinen Effekt von IDO auf DCs zu untersuchen, wurde in der Studie von Hill und
Mitarbeitern IDO durch LPS Stimulation induziert und mit DCs verglichen, die zusatzlich
zur Hemmung der IDO Funktion mit dem systemischen Inhibitor 1-MT versetzt wurden.
Diese Daten stehen nicht direkt im Widerspruch zu den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit, da IDO nicht wahrend der Differenzierung der DCs™ induziert wurde, sondern
ausschlieR3lich der trp-Mangel auf DCs untersucht wurde. Es ist durchaus anzunehmen,
dass durch die Aktivierung von IDO diverse Gene verstarkt exprimiert werden kénnen.
Jedoch belegen einige Studien einen indirekten Effekt von 1-MT auf DCs. Die Daten von
Kudo und Boyd zeigen, dass die Verwendung des systemischen Inhibitors 1-MT
konzentrationsabhangig den trp-Transport in die Zelle kompetitiv hemmen kann (Kudo &
Boyd, 2001). Neben der Inhibition der IDO Aktivitat steht somit gleichzeitig der Zelle selbst
weniger trp zur Verfigung, woraufhin sie indirekt einem IDO Milieu trotz IDO Inhibition
ausgesetzt ist. Den IDO Effekt durch 1-MT zu hemmen scheint demnach ungeeignet zu
sein, um Rickschlisse auf die Ausreifung dendritischer Zellen in Folge der IDO Aktivitat
zu ziehen. In Versuchen von Agaugué und Mitarbeitern konnte gezeigt werden, dass
1-MT IDO unabhangig nach LPS Stimulation die Reifung und die Funktion von DCs durch
die erhohte Phosphorylierung der ERK (extracellular-regulated kinase) und p38-MAPK
(mitogen activated protein kinase) beeinflusst, was die Induktion von T2 Zellen fordert
(Agaugué et al., 2006). In der Literatur wird derzeit diskutiert, ob der Reifungsstatus der
DCs durch das Gleichgewicht von ERK und p38-MAPK bestimmt wird. Die aktivierte p38-
MAPK fuhrt unter anderem zur verstérkten Expression von kostimulatorischen Molekilen
wie CD83, CD80 und CD86, jedoch bestéatigen die Untersuchungen von Agaugué und
Mitarbeitern den Befund einer verminderten Expression der kostimulatorischen Molekile
in DCs durch 1-MT. Dies konnte dadurch zu erklaren sein, dass 1-MT ebenfalls ERK
aktiviert woraufhin die Expression von kostimulatorischen Molekilen und MHC Klasse-II
Molekulen inhibiert wird (Rescigno et al., 1998; Ardeshna et al., 2000; Puig-Kroger et al.,
2001; Yu et al., 2004; Agaugué et al., 2006). Demnach kdnnte die Aktivierung von ERK
durch 1-MT einen indirekten Effekt auf die Reifung der DCs besitzen, der sich inhibierend
auf kostimulatorische Molekiile auswirkt. Vergleichende Untersuchungen mit IDO* DCs
und DCs von IDO defizienten Mausen kdnnten Aufschluss dartber geben, ob die IDO
Aktivitat die Reifung der DCs begtinstigt.

Ein weiterer interessanter Aspekt war die Untersuchung der Oberflachenexpression
von Integrinen, da sich in der Literatur Belege fur den Einfluss von ILT3 auf Adh&sions-
molekile finden. So fuhrt in Endothelzellen die Treg-vermittelte Induktion von ILT3 und
ILT4 nicht ausschlie3lich zur T-Zellanergie durch die verminderte Expression kostimu-
latorischer Molekule. Es wurde zusatzlich in Endothelzellen eine geringere Expression von
Adhasionsmolekilen gezeigt, woraufhin mdglicherweise die Immigration von Leukozyten
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erschwert wird (Manavalan et al., 2004). Integrine bestehen aus einer a- und B-Kette und
vermitteln Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen. Daher wird vermutet, dass sie fur das
Erreichen eines Bestimmungsortes (homing) von Leukozyten und fur die Induktion einer
Immunantwort eine Rolle spielen (van Kooyk & Figdor, 2000). Im Rahmen der
Immunphéanotypisierung wurden neben der verstarkten ILT3 Expression, besonders in
unreifen DCs™ Unterschiede in der Expressionsintensitiat der o-Integrine (a-Ketten
CD11b und CD11c) nachgewiesen, die ihre Adhasion im Gewebe beeinflussen kdnnten.
Es wurde eine signifikant schwachere Expression von CD11b und CD11c in iDCs™
gegeniiber iDCs™™ gezeigt. Der trp-Mangel kénnte demnach die Adhé&sionsfahigkeit von
unreifen DCs vermindern und ein Abwandern in afferente LymphgefalRe erleichtern. Die
CD11b und CD11c Expression von mDCs™ blieb im Verlauf ihrer Reifung auf dem
niedrigen Niveau, wahrend mDCs™™ diese Integrine herabregulierten, so dass der in
unreifen DCs gezeigte Unterschied in der CD11b und CD11c Expression ausgeglichen
wurde. Die generelle Herabregulation der a-Integrine CD11la, CD11b und CD11c nach
TLR3 Stimulation auf mDCs*™™ bestétigt die Daten der Literatur, in denen nach Ausreifung
durch TLR Stimulation eine Abnahme der CD11b/CD18 und CD11c/CD18 -vermittelten
Adhasion gezeigt wurde (Burns et al., 2004). Der Befund, dass die Expressionsintensitat
von CD11b und CD11c keinen Unterschied zwischen mDCs™ und mDCs*"™ zeigt, kénnte
bedeuten, dass die Abwanderung zu den afferenten Lymphgefaf3en nicht durch den trp-
Mangel eingeschrankt wird. Dariber hinaus konnte festgestellt werden, dass CD1lla
signifikant starker auf unreifen und reifen DCs™ exprimiert wurde als auf DCs™". Dieser
Unterschied war, verglichen mit der deutlich geringeren Expression von CD11b und
CD11c unreifer DCs™, geringfiigig und spielt daher vermutlich eine untergeordnete Rolle
in der Adhéasionsfahigkeit der DCs. Inwieweit Integrine fur die Migration von Leukozyten
innerhalb eines Gewebes erforderlich sind, ist in der Literatur umstritten (Friedl et al.,
1998; Fiorini et al., 2002; LAmmermann et al., 2008). Kirzlich konnte anhand von Knock-
out Mausen, in denen die Gene fir alle Leukozyten Integrin-Heterodimere deaktiviert
wurden, festgestellt werden, dass Integrine fir die spontane Migration im
dreidimensionalem System nicht erforderlich sind (Lammermann et al., 2008). Zudem
konnte in einer Dissertation aus der Arbeitgruppe Kolanus der Universitat Bonn gezeigt
werden, dass die Migration reifer DCs auch Integrin-unabhéngig durch Cytohesin-1 und
dem Cytohesin-interagierende Protein (CYTIP) reguliert werden kann (Tappertzhofen,
2007). In diesem Zusammenhang konnte beispielsweise die Untersuchung des Chemokin
Rezeptors CCR7 Aufschluss iiber das Migrationsverhalten der mDCs™™ geben, da CCR7
eine wichtige Rolle bei der Migration in die benachbarten Lymphknoten zukommt.

Die Literatur und die erzielten Ergebnisse zur Immunphanotypisierung fihren zu der
Hypothese, dass es sich nicht um ein reines 'Aushungern’ der Zellen handelt, sondern
geben vielmehr einen Hinweis darauf, dass ein aktiver Prozess der Zellen in Folge des
trp-Mangels induziert wird. Demnach unterstitzen diese Daten das von Stein und
Mitarbeiter 1992 vorgestellte Konzept der 'alternativen immunologischen Aktivierung’ von
APCs als anti-inflammatorische Gegenregulation. Die Aktivierung der GCN2 Kinase durch
trp-unbeladene tRNAs kodnnte ein Mechanismus fir die Entstehung des tolerogenen
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Phanotyps (CD80,o, CD40,,/ ILT3"") in DCs™ darstellen. Diese Annahme wird gestiitzt
durch die erhohte Induktion von CHOP im Verlauf der Differenzierung der DCs™
verglichen mit DCs™. Diese Annahme kénnte durch weiterfiilhrende Versuche, in denen
die GCN2 Kinase beispielsweise durch Gen Knock-down inhibiert wird, bestatigt werden.
Ferner deuten die hier prasentierten Daten erstmals die Méglichkeit einer alleinigen
Beteiligung der trp-Depletion ohne Anwesenheit von trp-Metaboliten bei der Entstehung
und Aufrechterhaltung der Immuntoleranz durch tolerogene ILT3"" DCs an. Ob die
Induktion von ILT3"@" DCs durch die trp-Depletion und trp-Metaboliten synergetisch
verstarkt wird oder die trp-Metaboliten auch einen alleinigen Effekt auf DCs austiben,
wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht, jedoch soll diese Fragestellung in
weiterfihrenden Experimenten behandelt werden.

4.6 Werden in Folge der trp-Depletion Antigenaufnah  me, -Prozessierung
und -Prasentation von DCs beeinflusst?

(e) Die Fahigkeit Antigene aufzunehmen ist eine grundsétzliche Funktion intakter iDCs.
DCs sind die potentesten APCs, die bekannt sind und initiieren eine deutlich effektivere
Immunantwort als andere APCs (Monozyten, Makrophagen oder B-Zellen), da sie ein
breites Spektrum an Krankheitserregern und Antigenen aufnehmen, prozessieren und
prasentieren kdnnen (Lutz & Schuler, 2002; Steinman & Banchereau, 2007; Burgdorf &
Kurts, 2008). Mit Hilfe der Rezeptor-vermittelten Endozytose durch Fc-Rezeptoren oder
des Mannoserezeptors sind unreife DCs unter anderem in der Lage Antikorper-
Antigenkomplexe zu binden und grof3e Mengen an Antigenen aufzunehmen (Anderson,
1989; Nimmerjahn & Ravetch, 2007). Durch Makropinozytose erfolgt eine unspezifische
Aufnahme extrazellularer Antigene (Lanzavecchia, 1996; Falcone et al.,, 2006). Die
gezeigte stark verminderte Pinozytoseaktivitdt der DCs™ und die signifikant geringere
Expression des IgG Fc-Rezeptors Typ Il (FcyRIl; CD32) im Vergleich zu DCs™ weisen
auf eine eingeschréankte Antigenaufnahme nach trp-Mangel hin.

In dieser Arbeit wurden des Weiteren Oberflachenmolekile der DCs untersucht, die
wichtig sind fir die Antigen-Prozessierung und flr die Prasentation der Anitgenpeptide.
Die MHC-ll-assoziierte invariante Kette (li; CD74), ein Typ-ll Transmembranprotein,
férdert unter anderem den Zusammenbau von MHC Klasse-II Molekilen im ER und sorgt
fur einen Transport von MHC Klasse-ll Molekilen zu endo-/lysosomalen Zell-
kompartimenten, die dort nach der Peptidbeladung auf die Zelloberflache der APCs
transportiert werden. Der Bereich, mit dem sich li in die Bindungsgrube von MHC Klasse-
Il Molekilen legt, wird als CLIP (class Il invariant chain peptides) bezeichnet (Bakke &
Nordeng, 1999; Busch et al., 2005; Neumann et al.,, 2007). Aminosauremangel kann
Fehlfaltungen der in das ER hineinsynthetisierten Proteine verursachen und demnach
dazu fuhren, dass diese nicht an die Zelloberflache gelangen oder wieder im ER abgebaut
werden. In der Literatur gibt es Hinweise, dass auch bei einem Fehlen von li die MHC
Klasse-Il Molekile im ER zurickgehalten werden (Stumptner-Cuvelette & Benaroch,
2002). Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse einer signifikant niedrigeren
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Oberflachenexpression von CLIP und MHC Klasse-Il Molekiilen auf unreifen DCs™ vs.
DCs™ lassen vermuten, dass der Transport neu synthetisierter li und MHC Klasse-I|
Molekile zum endosomalen Kompartiment eingeschrénkt ist oder sie im ER durch
Fehlfaltungen zuriickgehalten werden und somit nicht die Zelloberflache gelangen. Einen
weiteren Erklarungsansatz fur die verminderte Expression von CLIP und MHC Klasse-ll
Molekiilen der unreifen DCs™ sowie die eingeschréankte Pinozytoseaktivitiat bietet die
Aktivierung der stressabhangigen ISR- oder/und der UPR Signalwege in Folge der trp-
Depletion durch Genregulation auf translationaler sowie transkriptionaler Ebene. Die
Verminderung der anabolen Prozesse des Zellstoffwechsels durch trp-Mangel kdnnte das
Aktin-Zytoskelett beeinflussen, so dass der Kreislauf bzw. ein 'turn over’ zwischen MHC
Klasse-1I Molekile und Endosomen eingeschrankt sein konnte. In Neutrophilen aus
menschlichem Blut wurde durch zellularen Stress die Inhibierung von Endozytose und
Exozytose nachgewiesen (Rizoli et al.,, 2000). Neben der Stabilisierung membran-
standiger Proteine sind Aktin/Myosin Interaktionen flr den Kurzstreckentransport zum
Beispiel von Vesikeln zur Plasmamembran verantwortlich, wobei der Langstrecken-
transport von Mikrotubuli/Dynein und Kinesin tibernommen wird (Soldati & Schliwa, 2006).

Nach Ausreifung der DCs durch eine TLR3-vermittelte Stimulation konnte die in
unreifen DCs™ beobachtete geringere Oberflachenexpression von CLIP und MHC
Klasse-1lI Molekilen nicht mehr detektiert werden. Ebenfalls konnten die durchgefihrten
Pulse Chase- und Westernblot-Analysen zeigen, dass die geringere Oberflachen-
expression von MHC Klasse-Il Molekillen und die des li Bestandteils CLIP nicht der
intrazellularen Proteinexpression von unreifen DCs™ entspricht. Die Ausreifung der DCs
bewirkt Verdnderungen im Zytoskelett, woraufhin das Migrationsvermdgen und das
Adhasionsverhalten der Zellen beeinflusst wird (Flores-Romo, 2001; Burns & Thrasher,
2004; Randolph et al., 2007b). Durch diese komplexen Prozesse kodnnte ein
eingeschrankter Transport und 'turn over’ von CLIP und MHC Klasse-II Molekilen unreifer
DCs™ kompensiert werden. Ferner zeigte die Proteinbiosynthese von HLA-DM
Molektlen, welche die Beladung von MHC Klasse-ll Molekilen mit Peptidantigenen
katalysiert, keinen wesentlichen Unterschied. Dagegen exprimierten DCs™ im Zuge der
Reifung weniger MHC Klasse-I Molekiile gegeniiber DCs™™ auf der Zelloberflache. Dieser
Befund spricht fur eine verminderte Prasentation proteasomal degradierter, zytosolischer
Proteine, die zelleigenen oder pathogenen Ursprungs (z.B. virale- oder Tumorantigene)
sein kénnen (Mellman & Steinman, 2001).

Insgesamt implizieren diese Ergebnisse, dass zwar die Antigenaufnahme der iDCs™
eingeschrankt ist, jedoch die Proteinbiosynthese der Molekile fir die Antigen-
Prozessierung und Antigenpeptid-Prasentation gegeniiber CD4" T-Zellen nicht durch trp-
Depletion beeinflusst wird. Demnach kénnte die verminderte stimulatorische Kapazitat der
DCs™ gegeniuiber T-Zellen (siehe nachfolgendes Kapitel) auch zum Teil durch die
verminderte Antigenaufnahme bedingt sein. Im folgenden Kapitel wird die Frage diskutiert,
ob der gezeigte Phanotyp der DCs™ (CD80,,, CD40,,,/ ILT3"") dazu beitragt, Toleranz
gegenuber T-Zellen zu etablieren. Um dies zu klaren, wurde die stimulatorische Funktion
der DCs™ vs. DCs™™ in vitro mit Hilfe von Kokulturexperimenten in autologen- sowie
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allogenen Anséatzen unter normalen Zellkulturbedingungen (30 pM trp) dberprift und
parallel ILT3 Blockierungsexperimente durchgefihrt.

4.7 st die stimulatorische Funktion der DCs ™ gegeniiber T-Zellen ein-
geschrankt?

(f) Zahlreiche Arbeiten der letzten Jahre zeigen, dass der inhibitorische Rezeptor ILT3,
dessen Bindungspartner noch unbekannt ist, mal3geblich an der Induktion der
Antigentoleranz beteiligt ist (Vlad et al., 2003; Penna et al., 2005). Bei der negativen
Signalleitung von ILT3 handelt es sich um einen bidirektionalen Prozess, in dem ILT3
einerseits Uber seine intrazellulare Region (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory
motifs; ITIMS) APCs tolerogene Signale Ubermittelt und andererseits durch seine
extrazellulare Region die T-Zelle beeinflusst (Li et al., 1999; Chang et al., 2002; Tone et
al., 2002; Ju et al., 2004; Suciu-Foca & Cortesini, 2007). Die inhibierende Funktion von
ILT3 basiert auf der Interaktion mit seinem Liganden vermutlich auf der CD4" T-Zelle, da
keine Bindung zwischen der extrazellularen Region des ILT3 Rezeptors und CD8"
T-Zellen im Gegensatz zu CD4" T-Zellen beobachtet werden konnte (Kim-Schulze et al.,
2006). Dieser Befund wird durch eine Studie von Rutella und Mitarbeitern unterstitzt, in
der nachgewiesen wurde, dass die Proliferationsinhibition von T-Zellen durch ILT3 und
ILT4 kontaktabhéngig erfolgt (Rutella et al., 2006). Wie nach den Ergebnissen des
immunologischen Profils der DCs™ erwartet, konnte in einem antigen-spezifischen
System mit Tetanus Toxoid (TT) eine signifikant verminderte stimulatorische Kapazitat
gegeniiber TT-stimulierten T-Zellen durch autologe ILT3"%" DCs™ beobachtet werden.
Eine Beteiligung von IDO an der verminderten T-Zellantwort konnte ausgeschlossen
werden, da in reifen DCs™ und DCs*™ kein Unterschied in der IDO Expression sowie in
der Funktionalitat des IDO Proteins nach TLR3 Stimulation nachgewiesen werden konnte.

Durch den neutralisierenden mAKk anti-ILT3 konnte der beobachtete Effekt, geringere
T-Zellantworten zu induzieren, partiell aufgehoben werden. Von Chang und Mitarbeitern
wurde gezeigt, dass ILT3 und ILT4 die Expression der kostimulatorischen Molekiile
inhibieren, woraufhin die APC durch fehlende Kostimulation in der Lage ist, T-Zellanergie
zu induzieren und somit Toleranz gegeniiber CD4" T-Zellen zu etablieren. Es wurde
ebenfalls gezeigt, dass die AbstoRung eines Transplantats in vivo mit der fehlenden
Hochregulierung von ILT3 und ILT4 in allogenen DCs einhergeht (Chang et al., 2002). Die
Angaben der Literatur und die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit fihren zur Hypothese,
dass es sich nicht ausschlieBlich um eine verminderte stimulatorische Kapazitat der
DCs™ gegeniiber autologen T-Zellen handelt, sondern um eine Proliferationsinhibition,
bei der ILT3 eine bedeutende Rolle zukommt. So konnte gezeigt werden, dass
regulatorische CD8" CD28™ T-Zellen auf Monozyten und DCs eine Hochregulierung der
inhibitorischen Rezeptoren ILT3 und ILT4 induzieren, woraufhin diese APCs eine niedrige
Expression kostimulatorischer Molekule aufweisen (Chang et al., 2002).

Anhand der Kokulturexperimente konnte ferner belegt werden, dass die tolerogenen
DCs™, funktionell relativ stabil waren. Es zeigte sich, dass die Inhibierung der TT-
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spezifischen T-Zellantwort nicht kompensiert werden konnte, wenn die DCs™ wéhrend
der Reifung und Antigenaufnahme 30 UM trp erhielten. Dies bestatigt die Beobachtung,
dass durch die exogene Zugabe von trp an d3 die erhéhte ILT3 Expression in DCs™ nicht
aufgehoben werden konnte. Diese Ergebnisse fiihren zu der Annahme dass DCs™ einen
stabilen tolerogenen Phanotyp aufweisen, der wahrend der Kokultivierung mit T-Zellen
unter Anwesenheit von trp erhalten bleibt. Vermutlich spielt die eingeschrankte Antigen-
aufnahme der DCs™, zusammen mit anderen Faktoren, eine wichtige Rolle bei der
verminderten Fahigkeit, T-Zellen zu stimulieren, da der inhibitorische Effekt von ILT3
durch einen neutralisierenden mAk nicht vollstdndig aufgehoben werden konnte. In
mDCs*™™ konnte eine signifikant geringere TT-spezifische T-Zellproliferation beobachtet
werden, wenn die Antigenaufnahme und die Reifung unter trp-Mangel erfolgten. Demnach
scheint es funktionell fur die DCs wichtig zu sein, dass trp auch wahrend der Reifung und
der Antigenaufnahme vorhanden ist. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit werden die CD4"
T-Zellen nach 7-tagiger Antigenstimulation durch DCs™ bzw. DCs™™ im Weiteren als
Tocs ™ bzw. Tpes™ bezeichnet.

4.8 Fuhrt die Stimulation von CD4 * T-Zellen mit Antigen durch LT3 Mo
DCs™ zur Generierung von T-Zellen mit regulatorischer F unktion?

(g) Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit war zu priifen, ob CD80,, CD40,,/ ILT3"" DCs™
die Entstehung funktioneller Tregs beglinstigt, da neuere Studien belegen konnten, dass
tolerogene ILT3" DCs den Treg-Marker Foxp3 (forkhead boxP3) in CD4" T-Zellen
induzieren konnen (Penna et al.,, 2005; Rutella et al., 2006). Zahlreiche Veroffent-
lichungen beweisen, dass der IDO Mechanismus zusatzlich zur direkten Inhibition von
T-Zellantworten die suppressive Funktion von Tregs und DCs kombiniert und somit zur
Toleranzinduktion beitragt (Belladonna et al., 2006; Fallarino et al., 2006a; Fallarino et al.,
2006b; Curti et al., 2007; Grohmann et al., 2007; Hill et al., 2007). CD4" Tregs werden
aufgrund ihres Entstehungsortes in natirliche Tregs (nTregs), die als eigene Linie
wahrend der T-Zell-Differenzierung im Thymus entstehen, und de novo induzierte Tregs
(iTregs) unterschieden, die sich aus peripheren CD4" CD25 Foxp3~ T-Zellen entwickeln
(Sakaguchi, 2005; Vukmanovic-Stejic et al., 2006; Akbar et al., 2007). Von Fallarino und
Mitarbeitern konnte die de novo Induktion von CD4" Foxp3™ iTregs nachgewiesen werden,
wenn CD4" CD25  T-Zellen mit IDO" DCs kokultiviert wurden. Ebenfalls wurde die
Induktion von CD4" Foxp3™iTregs durch die Kombination mit IDO™ DCs, trp-Mangel (5 uM
trp) und trp-Metaboliten (10uM) erzielt. Anhand von GCN2 defizienten Mausen wurde
gezeigt, dass die Induktion von Foxp3 in der CD4" CD25  T-Zellausgangspopulation
GCN2 abhéngig erfolgt (Fallarino et al., 2006a). Wie bereits in der Literatur belegt werden
konnte, bestatigt die vorliegende Studie eine wichtige Rolle des inhibitorischen Rezeptors
ILT3 bei der Induktion von CD4" CD25" Foxp3" T-Zellen mit regulatorischer Funktion. Im
Rahmen dieser Arbeit konnte im autologen System gezeigt werden, dass ILT3"" DCs™
verglichen mit DCs™™ sowohl verstérkt als auch ILT3 abhéngig die Expression von Foxp3
in antigen-stimulierten CD4" T-Zellen induzieren (CD4" CD25"" Tpes™ = 20,4%; CD4"
CD25"" Tpe™™ = 9,4%). Wahrend bei autologen T-Zellen eine Proliferationsinhibition
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durch DCs™ gezeigt werden konnte, filhrten allogene DCs™ zu keiner signifikanten
Inhibition der T-Zellstimulation nach 7 Tagen. Dies kdnnte dadurch begriindet sein, dass
Tregs erst nach mehrfachen allogenen Stimulationsdurchlaufen mit ILT3" APCs induziert
werden (Jiang et al., 1998; Chang et al., 2002).

Ob der Erhalt von Tregs durch klonale Expansion schon vorhandener nTregs erfolgt,
oder ob Tregs de novo aus der CD4" CD25™ T-Zellpopulation induziert werden oder beides
wird derzeit in der Literatur diskutiert (Seddon & Mason, 2000; Vukmanovic-Stejic et al.,
2006; Akbar et al., 2007). Sowohl in vivo als auch in vitro konnte gezeigt werden, dass
eine Expansion von CD4" CD25" Tregs trotz anergen Phanotyps mdglich ist. Diese
Proliferation ist jedoch von der Anwesenheit von Zytokinen wie IL-2 abhéngig, welche
nicht von den Tregs selbst produziert werden konnen (Yamazaki et al., 2003; Walker et
al., 2003b; Kretschmer et al., 2005). Zahlreiche Arbeiten belegen eine de novo Induktion
von Tregs in der Peripherie nach Antigenprasentation ohne adaquate Kostimulation durch
tolerogene DCs (Dieckmann et al.,, 2002; Manavalan et al., 2003; Akbar et al., 2003;
Kretschmer et al., 2005). Ferner konnte gezeigt werden, dass die Proliferation dieser
iTregs durch geringe Antigen-Konzentrationen und fehlende Kostimulation deutlich
geférdert (10-fach) wird (Kretschmer et al., 2005). Daher kénnten die DCs™ durch die
verminderte Pinozytoseaktivitat (10-fach), die geringere Expression von FcyRIl sowie der
tolerogene Phanotyp (CD80,., CD40,/ ILT3""), die de novo Induktion von Tregs
beginstigen. Jedoch kann keine eindeutige Aussage Uber eine de novo Induktion
regulatorischer T-Zellen getroffen werden, da in dem verwendeten TT-spezifischen
System die bereits vorhandenen nTregs nicht aus der CD4" T-Zell-Ausgangspopulation
ausgeschlossen wurden. Daher besteht die Mdglichkeit, dass es sich bei den Foxp3®
exprimierenden CD4" CD25" Tpes™ und Tpes ™ auch um expandierte nTregs oder/ und
um iTregs handelt. Nach derzeitigen Kenntnissen sind iTregs und nTregs
immunphéanotypisch als auch funktionell kaum zu unterscheiden. Aufgrund der Ahnlichkeit
dieser beiden Treg-Populationen ergeben sich zwei derzeit noch unkléarte Fragen. Zum
einen wird in der Literatur diskutiert, ob nTregs und iTregs identisch sind (Vukmanovic-
Stejic et al., 2006; Hsieh et al., 2006; Akbar et al., 2007) und zum anderen, ob es sich bei
den unterschiedlichen iTregs Subpopulationen (CD4" T43-Tellen, CD4" Trl und CD4"
CD25" iTregs) um eine einzige Treg-Population handelt. Hinweise gegen eine strikte
Trennung in nTregs und iTregs zeigen Untersuchungen, in denen ein ahnliches TCR-
Repertoire beider Populationen nachgewiesen werden konnte (Hsieh et al., 2006). Sowohl
nTregs als auch iTregs exprimieren neben der a-Kette des IL-2 Rezeptors CD25 und dem
Treg-Marker Foxp3 die gleichen Oberflachenmolekiile, wie z.B. CTLA-4, GITR, CD45RB
(Shimizu et al., 2002; McHugh et al., 2002; Akbar et al., 2007).

Funktionell wird beiden CD4" CD25" Treg-Populationen neben der bedeutenden Rolle
zum Erhalt von Selbst-Toleranz eine wichtige immunmodulatorische Funktion gegentber
Fremdantigenen zugeschrieben (Sakaguchi, 2005; Schwartz, 2005; Beissert et al., 2006;
Akbar et al., 2007). In zahlreichen Studien wurde die Regression spontaner oder auch
induzierter Immunkrankheiten (wie z.B. Autoimmunerkrankungen) durch den Transfer von
nTregs belegt (Sakaguchi et al., 1995; Itoh et al., 1999; Shevach, 2000). Anhand eines
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transgenen Mausmodells wurde gezeigt, dass iTregs fur die Préavention von EAE
(experimental allergic encephalomyelitis) verantwortlich sind (Chen et al., 1994; Sakurai et
al., 2002). iTregs sind an der Toleranz gegeniber Allergenen, die tUber die Mukosa des
Darms oder Uber der Lunge aufgenommen werden, zentral beteiligt (Akbari et al., 2001).
Im Kontext der TransplantationsabstoRung riicken Tregs, die alloreaktive T-Zellen des
Empfangers inhibieren und dadurch die Transplantatvertraglichkeit verbessern, ebenfalls
zunehmend in den Vordergrund (Chang et al., 2002; Suciu-Foca & Cortesini, 2007). Um
die Funktionalitat der Foxp3 exprimierenden CD4" CD25" Tpcs™ und Tpes™ nachzu-
weisen wurde ihre Fahigkeit getestet, T-Zellantworten zu supprimieren. Im Vergleich zu
Tocs' ™ wurde eine stérkere Inhibition der polyklonal- sowie antigen-stimulierten T-Zell-
antwort durch Tpes™ nachgewiesen. Wahrend die polyklonal-stimulierten T-Zellen in
Anwesenheit von Tpes™ nach 68 h - 92 h eine Zellteilung durchliefen, wurde diese
deutlich durch Tpes™ inhibiert. Ebenfalls zeigte sich eine starkere Proliferationsinhibition
der antigen-stimulierten T-Zellen durch Tpes™ (ca. 90%) vs. Tpes ™ (ca. 60%). Es ist
bekannt, dass die suppressive Wirkung von Tregs mit der T-Effektorzell-/Treg-Ratio
korreliert (Walker et al., 2005). Daher liegt es nahe, dass der erhthte prozentuale Anteil
der Foxp3 exprimierenden Zellen innerhalb der CD4" CD25" Tpes ™ im Vergleich zu CD4*
CD25" Tpes™ fir die verstarkte Proliferationsinhibition durch Tpes™ verantwortlich sein
konnte (Akbar et al., 2007; Suciu-Foca & Cortesini, 2007).

Die hier gezeigten Ergebnisse der Inhibition polyklonaler T-Zellantworten der CD4"
CD25" Foxp3" T-Zellen sind konsistent mit den Angaben der Literatur, in denen die
Antigenspezifitat von Tregs in Frage gestellt wird, da sie polyklonal-stimulierte T-Zellen
Uber Zell-Zellkontakt inhibieren kénnen (Walker et al., 2005; Akbar et al., 2007). Die in
den letzten Jahren gewonnen Ergebnisse weisen darauf hin, dass Tregs durchaus uber
beide Fahigkeiten verflgen und es nicht um sich gegenseitig ausschlieRende
Mechanismen handeln muss. Ob Tpes™ antigen-spezifische T-Zellantworten effizienter
hemmen konnen als Tpes'™®, ist eine weitere interessante Fragestellung, die in
weiterfihrenden Experimenten untersucht werden soll.

Eine maf3gebliche Erkenntnis von Chang und Mitarbeitern war, dass die Induktion von
tolerogenen ILT3" APCs durch allogene CD8" CD28™ Foxp3" iTregs mit der AbstoRBung von
Herztransplantaten korreliert (Chang et al., 2002). CD8" CD28™ Foxp3" iTregs kénnen in
vitro durch wiederholte Alloantigenstimulation naiver CD8" CD28  T-Zellen induziert
werden (Suciu-Foca & Cortesini, 2007). An Patienten konnte eine alloantigen-spezifische
suppressive Funktion dieser Zellen gegeniber allogenen Transplantaten beobachtet
werden (Manavalan et al., 2003; Manavalan et al., 2004). Des Weiteren kénnen CD8"
CD28" Foxp3® iTregs Uber einen Zell-Zellkontakt abhangigen, Zytokin-unabhangigen
Mechanismus in DCs und Endothelzellen einen tolerogenen Phanotyp (ILT3™" |LT4"")
induzieren (Chang et al., 2002; Manavalan et al., 2003; Manavalan et al., 2004). Diese
tolerogenen APCs konnen wiederum aus alloreaktiven CD4" CD25™ T-Zellen CD4" CD25"
Foxp3® iTregs induzieren, die ebenfalls ILT3 und ILT4 in APCs hochregulieren
(Manavalan et al., 2003). Obwohl eine multiple T-Zellstimulation durch allogene APCs
sowohl zur Entstehung CD8" CD28™ Foxp3® iTregs als auch zu CD4" CD25" Foxp3” iTregs
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fuhrt, wird die Induktion letzterer nicht beobachtet, wenn zuvor die CD8" T-Zell-Population
deletiert wurde. Dieser Befund spricht daftr, dass die Suppressorkaskade alloantigen-
spezifischer CD8" CD28~ Foxp3® iTregs uUber die Induktion tolerogener APCs-vermittelt
wird. Diese APCs mit erhéhter ILT3 und ILT4 Expression besitzen neben der Induktion
regulatorischer T-Zellen zudem die Fahigkeit, alloreaktive CD4" CD25™ T-Effektorzellen zu
hemmen (Suciu-Foca & Cortesini, 2007). Ingesamt bildet diese Suppressorkaskade ein
Netzwerk, in dem unterschiedliche Treg-Populationen zusammen mit tolerogenen APCs
bidirektional interagieren, und schafft die Grundlage fir einen effektiven inhibitorischen
Ruckkopplungsmechanismus der Toleranz. Ein trp-Mangel koénnte in diesem
Zusammenhang zur Induktion eines tolerogenen Phanotyps in APCs flihren (CD80o,
CD40,/ ILT3" und die Toleranzinduktion anstoRen. Eines der wichtigsten
medizinischen Ziele der Transplantationsforschung sind, statt immunsuppresiver
Medikamente, therapeutische Ansatze zu entwickeln, in denen Organe durch
Vorbehandlung mit toleranzinduzierenden Substanzen eine Transplantatabstof3ung
verhindern (Chang et al., 2002). Der trp-Mangel kénnte eine Therapiemdoglichkeit
darstellen.

4.9 Schlussfolgerung

Unsere Arbeitshypothese besagt, dass die IDO-vermittelte trp-Depletion zur Induktion von
regulatorischen DC,qs fuhrt, die ihrerseits die Expansion und/oder die Induktion von Tregs
fordern. Gestitzt wird diese Hypothese durch das Ergebnis, dass durch trp-Mangel
wahrend der Diffenzierung ein tolerogener Phanotyp (CD80,,w CD40,0,/ ILT3"") in DCs
induziert wird. Diese tolerogenen DCs™ (DC,gs) zeichnen sich durch die Fahigkeit aus,
Uber die verstarkte Expression des inhibitorischen Rezeptors ILT3, die Entstehung
regulatorischer T-Zellen zu férdern. Diese Befunde bestéatigen die Annahme, dass es sich
bei der verminderten stimulatorischen Kapazitat der DCs™ nicht um einen passiven Effekt
des ’'Aushungerns’ durch trp-Mangel handelt, sondern dass dies vielmehr fir einen
aktiven Suppressionsmechanismus in Folge einer IDO Aktivitat spricht, bei dem ILT3 eine
wichtige Bedeutung zukommt. Die verstarkte Induktion von CHOP wahrend der
Differenzierung der DCs unter trp-Mangel und die Angaben der Literatur fihren zu der
Hypothese einer bedeutenden Rolle des GCN2 Signalwegs bei der Induktion von DCiegs.
Gemeinsam mit Tregs leisten DC.q4s €inen wichtigen Beitrag in der IDO-vermittelten
Toleranzinduktion. Jedoch erfordern anti-inflammatorische Mechanismen wie die
Entwicklung regulatorischer DCs oder Tregs wiederum Gegenregulations-Mechanismen.
So konnte in der vorliegenden Studie gezeigt werden, dass der trp-Mangel zur signifikant
starkeren CD95 (FAS) Expression auf tolerogenen mDCs™ verglichen mit mDCs*"™ fiihrt,
welches die Wahrscheinlichkeit einer CD95/CD95L-vermittelten Apoptose von DCs™
erhoht. Dies spricht fir einen Mechanismus zur negativen Regulation der DCiegs.
Vermutlich konnte eine schnelle Depletion dieser DC,y im Immunsystem eine essentielle
Notwendigkeit darstellen, um spater erforderliche Immunreaktionen zu ermdglichen bzw.
nicht zu hemmen. Insgesamt legen die gewonnen in vitro Ergebnisse nahe, dass die
Bildung regulatorischer DCs und die verstéarkte Induktion bzw. Expansion von Tregs durch
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ein trp-verarmtes Mikromilieu im Gewebe, einen bedeutenden Mechanismus (Ruck-
kopplungsmechanismus) darstellen koénnte, in dem IDO zur Induktion und
Aufrechterhaltung von Toleranz beitragt. Darliber hinaus sind Tregs wiederum in der Lage
IDO in APCs zu induzieren. Diese Suppressorkaskade konnte ein Netzwerk bilden, in
dem Tregs zusammen mit DC.4s interagieren und somit eine Grundlage fur einen
effektiven inhibitorischen Rickkopplungsmechanismus der Toleranz schaffen, um
T-Zellantworten zu kontrollieren. Dieser Ruckkopplungsmechanismus konnte somit
beispielsweise in vivo das Ausbreiten einer Entziindung begrenzen und Folgeschaden im
Gewebe reduzieren. Dieser Toleranzmechanismus hat vermutlich einen entscheidenden
Einfluss auf Verlauf und Ausgang der Immunantwort. Die genaue Kenntnis der
Mechanismen, die fur die in vitro Induktion regulatorischer DCs verantwortlich sind, kdnnte
eine Basis fur therapeutische Ansatze darstellen.

®
1

Tryptophan !

Abb. 25: Potentieller Mechanismus zur Regulation des Immunsystems durch trp-Depletion und die
Rolle der dendritischen Zellen:  Ein trp-verarmtes Mikromilieu in Folge hoher IDO Aktivitdt im Gewebe
begunstigt die Bildung regulatorischer (tolerogener) DCregs, die zur verstarkten Generierung von Tregs fuhrt.
Tregs sind wiederum in der Lage IDO in APCs zu induzieren. Die Interaktion zwischen DCregs Und Tregs ist
daher fiir die Amplifikation inhibitorischer Signale wahrend der Toleranzinduktion verantwortlich, was
letztendlich zu Inhibition der T-Zellproliferation fuhrt. IDO kénnte somit durch diesen Ruckkopplungs-
mechanismus beispielsweise in vivo das Ausbreiten einer Entziindung begrenzen und Folgeschaden im
Gewebe reduzieren.
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6 ANHANG

6.1 Abkirzungen und Zeichen

7AAD DNA-Farbstoff 7-Amino- Actinomycin-D

AB/AM Antibiotika/Antimykotika

Abb. Abbildung

APC Antigen -prasentierende Zelle (antigen presenting cell)
APC Fluoreszenzfarbstoff Allophycocyanin

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminosaure

BSA Rinderserumalbumin

T Grad Celsius

CD Differenzierungscluster (cluster of differentitation)
cDNA komplementare DNA (complementary DNA)
C/EBP CCAAT/enhancer binding protein

CFSE Carboxyfluorescein-Succinimidyl Ester

CHOP C/EBP homologous protein

C,H,0, Essigsaure

CLIP class Il invariant chain peptides

CO, Kohlenstoffdioxid

cm? Quadratzentimeter

cpm Ausschlage pro Minute (counts per minute)

D Dalton

d Tag

DNA Desoxyribonukleinsédure (Desoxyribonucleinacid)
dNTPs Nukleosidtriphosphate

DCs dendritische Zellen (dendritic cells)

DCSieq regulatorische (tolerogene) dendritische Zellen
iDCs imature DCs

mDCs mature DCs

DCs™ DCs generiert unter trp-Mangelbedingungen (5 uM)
DCs*'"® DCs generiert unter normlen Zellkulturbedingungen (30 uM)
DCs ™ DCs generiert unter glu-Mangelbedingungen
ddH,O bidestilliertes Wasser

DMSO Dimethylsulfoxid, Gefrierschutzmittel

DN doppelt negativ

DNA Desoxyribonukleinsaure

DP doppelt positiv

DPO 2,5-Diphenyloxazol

DTT 1,4-Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

ER Endoplasmatisches Retikulum
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EtBr Ethidiumbromid

Fa. Firma

F(ab),-Fragment fragment antigen binding

FACS Fluoreszenzaktivierte Zellsortierung

FAS Todesrezeptor (CD95)

FcyRII IgG Fc-Rezeptor Typ 1l (CD32)

FITC Fluoreszenzfarbstoff: Fluorescein-Isothiocyanat

FKS Fotales Kéalberserum

Foxp3 Transkriptionsfaktor (forkhead boxP3)

FSC Vorwartslichtstreuung (foward scatter)

g Erdbeschleunigung

GM-CSF Granulocyte macrophage stimulating factor

GCN2 General control non-depressing 2 protein kinase

h Stunde

HCI Salzsaure

HLA human leukocyte antigen

HRP Meerrettich-Peroxidase (Horse-Raddish Peroxidase)

Ig Immunglobulin

ILT2 Immunoglobulin-like transcript 2

ILT3 Immunoglobulin-like transcript 3

IDO Indolamin 2,3-Dioxygenase

li Invariante Kette

IL Interleukin

INF-y Interferon Gamma

IP Immunprézipitation

IRES Interne Ribosomale Eintrittstelle

ISR Integrated Stress Response

kbp Kilo Basenpaare

kDa Kilo Dalton

KCI Kaliumchlorid

KH,PO, Kaliumdihydrogenphosphat

Lf Flockungseinheit (limes flocculation) des Antigens; gibt den Gehalt des
spezifischen Proteins an und ist ein Mal} flr die Immunreaktivitat des
Toxoids

I links

glu L-Glutamin

LPS Lipopolysaccharid

M molare Masse

MACS Magnetic cell sorting

mAK monoklonalen Antikdrper

MFI Mittlere Fluoreszenzintensitat

MHC Haupthistokompatibilitditskomplex (major histocompatibility complex)

MHCI MHC Klasse-I Molekiile
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MHCII
min.

MLR
MoDC
MRNA
MW

n

NaCl

Na,HPO,(*2H,0)
Na,H PO4
NaH,PO,(*2H,0)

NaN;
NP40

oD

PBMC
PBS
PCR
PMSF

PE

Poly(I:C)

PI
PS
r
rFl

RNA
tRNA
RNase
RPMI

RT

RT-PCR

SD

SDS
SEM
SSC

Me

Tab.

Tag-Polymerase

TAE
TCR

-trp
TDCs

TDC

S

+rp

MHC Klasse-1l Molekile

Minuten

gemischte Lymphozytenreaktion (mixed lymphocyte reaction)
aus Monozyten generierte DC

Messenger RNA

Mittelwert

Stichprobe

Natriumchlorid

Dinatriumhydrogenphosphat,
Natriumhydrogenphosphat
Natriumdihydrogenphosphat

Natriumazid

Nonidet P-40

Optische Dichte

Peripheral blood mononuclear cells
Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
Phenylmethylsulphonyl Fluoride

Phycoerythrin

Polyinosin-Polycytidylséaure

Propidiumjodid

Phosphatidylserin

rechts

Relativer Fluoreszenzindex

Ribonukleinsaure

Transfer-RNA

Ribonuklease

Zellkulturmedium

Raumtemperatur

Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion
Standardabweichung

Natriumdodecylsulfat (Sodiumdodecylsulphat)
Standardfehler

Seitwartslichtstreuung (sideward scatter)
2-Mercaptoethanol

Tabelle

Thermus aquaticus

Tris-Acetat-EDTA

T-Zell-Rezeptor (T cell receptor)

CD4" CD25" T-Zellen nach 7-tagiger Antigenstimulation von
CD4" T-Zellen durch DCs™

CD4" CD25" T-Zellen nach 7-tagiger Antigenstimulation von
CD4" T-Zellen durch DCs*"™®
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TLR
TMB
Tris
Tregs
iTreg
nTreg
trp

TT
Tween 20
T-Zelle
Th

U

UpM
UPR
uv

VS.

\

Toll-like Rezeptoren
Tetra-Methyl-Benzidin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
regulatorische T-Zellen

induzierte regulatorische T-Zellen
nattrliche regulatorische T-Zellen
Tryptophan

Tetanus Toxoid
Polyoxyethylensorbitan-Monolaurat
T-Lymphozyt

T-Helfer-Zellen

Unit(s) (Malf3 fur biologische Aktivitat)
Umdrehung pro Minute

Unfolded Protein Response
Ultraviolett

versus

Volt
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6.2 Antikorper

AK Gekoppelt Isotyp (Maus) Klon Herkunft

CDla RD1 IgG1 T6 Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland
CD14 PE IgG2a M5E2 Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
CD14 APC IgG2a M®PP9 Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

ILT3 PC5 IgG1 ZM3.8 Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

CD3 PE IgG1 UCHT1 Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

CD4 FITC IgG1 RPA-T4 Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
CD4 APC IgG1 RPA-T4 Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
CD8 FITC IgG1 HIT8a Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
CD25 PE 1gG1 M-A251 Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
CD25 FITC IgG1 M-A251 Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Foxp3 Alexa Fluor® 647 19G 259D Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
IgG1 RD1 IgG1 2T8-2F5 Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

IgG1 FITC IgG1 MOPC-21 Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
IgG1 PE lgG1 MOPC-21 Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
IgG1 Alexa Fluor® 647 IgG1 MOPC-21 Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
IgG1 APC IgG1 MOPC-21 Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
IgG1 PC5 IgG1 679.1Mc7 Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland
IgG2a APC IgG2a X39 Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
IgG2a PE IgG2a G155-178 Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
CD11la IgG1 HI111 Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
CD11b 1gG1 ICRF44 Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
CD11c IgG1 B-ly6 Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
CD32 1gG2b FLI8.26 Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
CD40 IgG1 5C3 Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
CD80 IgG1 L307.4 Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
CD83a 1gG2b HB15a Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
CD95 IgG1 DX2 Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
CLIP IgG1 CerCLIP Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
ILT2 1gG2b GHI/75 Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
ILT3 IgG2a 293623 R&D Systems,Wiesbaden, Deutschland
MHC | 1gG2b W6/32 Norbert Koch, Bonn, Deuschland

MHC Il 19G2b L243 Norbert Koch, Bonn, Deuschland

IDO IgG1 Osamu Takikawa, Aichi, Japan

IgG FITC Ziege Dianova, Hamburg, Deuschland

F(ab), anti Maus

IgG1 IgG1 MOPC-21 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
IgG2a IgG2a UPC-10 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
1gG2b 1gG2b MOPC-141 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
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