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Abkurzungsverzeichnis

APC Antigen Presenting Cell (Antigenprasentierende Zelle)
CD Cluster of Differentiation

CFU Colony Forming Unit

Cy5 Phycoerythrin-Cyanin-5

DC Dendritic Cell (Dendritische Zelle)

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting (Durchflusszytagjet
FCS Fetal Calf Serum (Serum von Kalberfoten)

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FSC Forward Scatter (Vorwartsstreuung)

GM-CSF Granulocyte-Macrophage-Colony-Stimulating-Factor

HLA Human Leukocyte Antigen

IFN Interferon

IL Interleukin

LPS Lipopolysacharid

MHC Major Histocompatibility Complex (Haupthistokompatil@tskomplex)
PBS Phosphate Buffered Saline (Kochsalzlésung mit Phosphatpuffer)
PE Phycoerythrin

PMA Phorbol 12-Mysirate 13-Acetate (Phorbolester)

SEB Staphylococcus Enterotoxin B

SSC Side Scatter (Seitwartsstreuung)

Ty T-Helfer Lymphozyt

TNF Tumornekrosefaktor

Selten verwendete Abklrzungen im Text erlautert



1 Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Das Tyl-Ty2-Modell

Die T-Helfer-Lymphozyten, deren gemeinsames Merkmal dgpression des CD4
Oberflachenmolekiils ist, konnen sich im Verlauf ihreifiReg zu verschiedenen Phanotypen
entwickeln, die sich durch die Bildung charakteristischgiokine unterscheiden. 1986 wurde
dieses Konzept erstmals von Mosmann €f ki Mausezellen beobachtet und konnte in der
Folge auch auf den Menschen Ubertragen werden. Initial wueseesd Konzept fur zwei
gegensatzliche ImmunantwortemITund T2 beschrieben. In der Folge wurde das Konzept
jedoch um T,0 und einer Immuntoleranz induzierenden ImmunantwglR &rweitert.

Tul: Tul-Zellen sind definiert durch ihre auschlie3liche Produktion Zytokinen wie IFN-,
und Lymphotoxin, die die zellvermittelte Immunreaktion&rdern. Sie induzieren Typ
IV-Reaktionen nach Coombs, aktivieren Makrophagen und zytotwxis-Zellen.

Tu2: Als T2-typische Zytokine gelten IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13. Diese Boteffs fordern
die IgE-Bildung und aktivieren Eosinophile, Mastzellen und dpage. Wahrend der
Pathogenese von allergischen Erkrankungen spielen sie beisgigelgine wichtige Rolle.

THO: Es gibt T-Lymphozyten, die sowoh|iT- als auch §2-typische Zytokine exprimieren. Sie
werden als J0-Zellen gekennzeichnet.

TuR: Regulatorische T-Zellen produzieren eine grof3e Menge von T@ie/ oder IL-10.

Die Erfassung der fil/Ty2 Immunantwort erfolgt derzeit zumeist durch die Bestimgndar
Leitzytokine IFN- und IL-4. Diese zwei Zytokine befinden sich auf den entgepsetzten
Seiten des J1-Ty2 Spektrums, und werden in den meisten experimentellen Maodeals
Indikatoren fur die f1- bzw. To2-Immunantwort verwendet. Da die Differenzierung auf
Einzelzellebene erfolgt, bieten sich MeRverfahren an, Zyi@kinmessung der beiden o.g.
Zytokine auf Einzelzellebene ermoglichen. Die intrazelklldZytokinmessung mittels
Durchflusszytometrie ist unter anderem ein solches Vesfalind wird besonders haufig zur
Bestimmung der Immunantwort eingesetzt.

Das Tyl und T2 Muster der Zytokinproduktion betrifft nur aktivierte Effelktellen, die
wahrend einer Immunantwort entstehen. Wenn naive CD4enZeon antigenprasentierenden
Zellen (APC) zum ersten Mal aktiviert werden, produziesierhauptséchlich IL-2, proliferieren
und differenzieren in die verschiedenen Phanotypen. Wenspéter zu einem erneuten
Antigenkontakt kommt, werden sie aktivierte Lymphoblasten, diee gro3e Menge
unterschiedlicher Zytokine produzieren und erfillen Effektorfiomen durch Interaktionen mit

anderen Zellartel: Naive Ti-Lymphozyten und Effektorzellen unterscheiden sichder
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Expression von verschiedenen Oberflachemolekilen. Das Oberflaehk&inoD45RA befindet
sich nur auf den naiven Zellen, die Gedachtniszellen sind dageg&sRCDpositiv.

Die Bedingungen, die zu einer Aktivierung von naiven Tiedebzw. zu der Reaktivierung von
T-Effektorzellen fuhren sind bei den zwei Zellartemtarschiedlich. Naive T-Zellen werden
aktiviert, wenn das Immunsystem mit einem bestimmteng&ntizum ersten Mal in Kontakt
kommt. Das Antigen wird in dem Kontext von MHC-II Molekilen v@nofessionellen
antigenpresentierenden Zellen prasentiert, wobei weitggealen von kostimulatorischen
Molekulen bendtigt werden. Ohne diese Signale kommt es ier @antigenspezifischen
Toleranzindukzion statt der Aktivatierung.

Die Aktivierung von T-Effektorzellen wird hauptséchlich von deHGHI-TCR Interaktion
induziert. Wenn das Antigen der APC in einer hohen Konzémratur Verfugung steht,
kommt es zu einer maximalen DNA-Synthese und Zytokinprodukteuch ohne
Kostimulation'*?#® Bei einer suboptimalen Signaliibertragung durch den TCR (z. . ei
limitierte Antigenkonzentration oder geringe Anzahl an AHRS)die Interaktion zwischen
akzessorischen Molekiile notwendf§?’

Alle Faktoren, die eine polarisierte Differenzierung v@rZellen induzieren, sind von
besonderem Interesse, weil sie den Ausgang der Immunantwermdeeren kdonnen. So
wurde unter anderem beschrieben, dass die Ndfuund die Meng® des Antigens, die
kostimulatorischen Signale, die neben der MHC-I/TCR Ikigma anwesend sin®, und
verschiedene Zytokine, die von der APC und von anderen Zellen produzieeinwerd die sich
in der Umgebung befinden eine wichtige Rolle bei der Festledaaglyps der Immunantwort
spielen. Die Entstehung allergischer Erkrankungen fidamn beispielsweise auf eine verstarkte
Tu2-Immunantwort zuriick. Durch die erhéhte Ausschittung von Typkinen wird
einerseits die Ausdifferenzierung von naiven T-Lymphozytenl,2-Zellen geférdert und so
die schadliche Immunreaktion weiter unterhalten, andeterseich die Aktivierung und
Proliferation von T1-Zellen unterdrickt. I1L-12 gilt als das wichtigste Zytokin, dake
Differenzierung von §1-Zellen fordert. Es wird hauptsachlich von Monozyten, Makrophagen
und Dendritischen Zellen gebildet. Die Ausléser der IL-12dBktion von Monozyten und
Dendritischen Zellen sind LP'$! die Phagozytose seld$t, und die Bindung von CD40t.
Dieses kostimulatorische Molekll wird nach der Aktiviigudurch den TCR auf T-Zellen
hochregulief® und spielt wahrscheinlich eine Hauptrolle wahrend derdkteEm von T-Zellen
und DC. Ein anderes wichtiges Zytokin, dass di&/Ty2 Differenzierung beeinflusst ist IL-10.
Dieses Zytokin soll méglicherweisg,d induzierend sein, es wird jedoch hauptsachlich bei der
Generierung der gqR-Immunantwort diskutiert. Im Folgenden werden die Zytokind2 und
IL-10 genauer besprochen, da sie wesentliche Zytokine antigenpeisnder Zellen sind und

hauptsachlich in dieser Arbeit untersucht wurden.



3 Einleitung

1.1.1 Interleukin 10 (IL-10)

Ursprunglich wurde IL-10 als ein Produkt vonyZFLymphozyten entdeckt, das die
Zytokinsekretion von F1-Zellen hemmf? Das 35 kD schwere Molekill besteht aus zwei
identischen Untereinheiten, die auch einzeln ihre vdtkogische Wirksamkeit entfaltef:>
Neben T2-Zellen produzieren auch I Lymphozyter’? Monozytert® Makrophagen,
Keratinozytef? und mit dem Epstein-Barr-Virus infizierte B-LymphozytenlL-10. Dabei
erfolgt die IL-10 Ausschittung im Vergleich zu anderenokynen verzogert, das Maximum
wird erst nach 24 - 48 h erreictit.

Monozyten bilden IL-10 nach Stimulation mit LBSPGE’ und TNF- .**" Dabei bewirkt die
intrazellulare Signalibertragung Uber cAMP eine Steigerdeg Transkription des IL-10
Genes. In der Einzelzellmessung zeigt sich, dass nur ein kiéiedrder Monozyten IL-10
bildet?*>* Die Zytokine IFN-,% IL-4, IL-13%*" und auch IL-10 selb¥tunterdriicken die IL-10
Produktion.

Bei Lymphozyten fuhrt IL-10 zur Hemmung deiyIT Immunantwort und begunstigtyd
Reaktionen, indem es die Proliferation, Aktivierung und Zytokitisgse von #1 und
naturlichen Killerzellen unterdriick. Allerdings kann IL-10 auch die Zytokinproduktion von
Th2-Lymphozyten hemmeii. Da sowohl proinflammatorische Zytokine deglTwie auch des
Tu2 Typs die IL-10 Freisetzung erhoh@° stellt die Ausschiittung von IL-10 ein Mittel dar,
das eine anhaltende und UberschieRende Entziindung verhindern kamritirAlle12 wurde
auf einen solchen Mechanismus negativer Riuckkoppelung geschlassdb-12 die IL-10
Produktion von T-Lymphozyten steigétt.

Wie andere 2 Zytokine férdert auch IL-10 die Proliferation und Aktivierung voZ@&len*!

In Monozyten und Makrophagen hemmt IL-10 die Produktion voytokinen, die
normalerweise bei Kontakt mit Bakterien freigesetzt werdatgr anderem IL-1 IL-6, IL-8,
IL-10, IL-12, TNF- und GM-CSF®* Dass es sich hierbei nicht um eine unspezifische
Wirkung handelt, beweist die gleichzeitig vermehrte d&ilg des antiinflammatorisch
wirkenden IL-1 Rezeptor-AntagonisténDaneben vermindert IL-10 die Freisetzung von
zytotoxischen NO-Radikaléhund die Antigenpréasentation tiber MHCSIDie Expression der
kostimulatorischen CD80 und CD86 Molekiile, die der Aktivierdeg T-Zellen dienen, wird
ebenfalls durch IL-10 gehemfitt.

In einem Mausmodell einer asthmaahnlichen Immunreaktiorerbild-10 Knockout-Mause
mehr IFN- und IL-12, aber weniger IL-5 als die Wildtyp-Mause und enteliclkeine geringere
Entziindung in den Atemwegét. In einem anderen Modellversuch wurde dagegen eine
erhohte Produktion von IL-4, IL-5 und IFN-und eine erhdhte Sterblichkeit bei den IL-10

knockout-Mausen beobachtét.
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Die Bedeutung von IL-10 bei atopischen Erkrankungen des Mensdst bislang nicht
ausreichend geklart. Verschiedene Arbeitsgruppen beobachtetatojpiecher Dermatitis eine
normalé®® oder gesteigert® IL-10 Produktion. Fir das Asthma bronchiale wurden etwas
widerspriichliche wohl auch je nach Schweregrad differierendéweise erhohté®

unveranderte® und erniedrigteIL-10 Werte beschrieben.

1.1.2 Interleukin-12 (IL-12)

1989 wurde erstmals eine neue Substanz beschrieben, diechatilllerzellen stimuliert?
Dieses spater Interleukin-12 genannte Zytokin ist ein Heitamd das aus zwei Uber
Disulfidbriicken verkntpften Untereinheiten mit 40 kD (p4®&ette) und 35 kD (p35,-Kette)
Molekulargewicht besteht. Diese Untereinheiten werden voni ze@eschiedenefi’®® und
unabhangig voneinander reguliefeGenen kodiert. Dabei wird das p35 Molekiil von vielen
Zellen konstitutiv exprimiert, aber nicht sezernf@rDie p40 Untereinheit wird hingegen im
UberschuR und fast immer zusammen mit dem bioaktiven Higteeo sezernied° Sie zeigt
wie die isolierte p35 Untereinheit keine biologische Aktivitat.

Im menschlichen Organismus wird IL-12 hauptsachlich von MonozyMakrophagen,
dendritischen Zellen und B-Lymphozyten gebiltféf® Die Produktion von IL-12 in
Monozyten und Makrophagen wird entweder durch Antigenekismdener Mikroorganisméh
oder durch Interaktion mit T-Lymphozyten tiber CD40/CD40-Ligand indiiZle

IL-10?" und PGE** hemmen die Bildung von IL-12, die Zytokine TGE; IL-4 und IL-13
kénnen je nach Zeitpunkt ihrer Zugabe hemmenden oder fordeitduss auf die IL-12
Produktion nehmeff Verglichen mit IL-10 ist die Hemmwirkung von IL-4 und IL#ber
geringer und abhéngig davon, wie die IL-12 Produktion ausgeldst Widrde.

Die wohl wichtigste Wirkung von IL-12 ist die Regulation desi€lgewichts zwischen jlL
und Ty2-Zellen. Dabei férdert es einerseits die Entwicklung vgh-Zellen®* andererseits dient
es als Ko-Stimulans fir die IFN- Freisetzung durch jL-Zellen und natirlichen
Killerzellen®"* Da IFN- selbst die Bildung von IL-12 erhéht, entsteht so durch positive
Riickkopplung ein Mechanismus gegenseitiger Verstarkiffignause, die kein IL-12 bilden
kénnen, zeigen eine verminderte IFNRroduktion und Typ-1 ImmunantwdftOb gleichzeitig
auch vermehrt J2 Zytokine produziert werdeétl;®® oder nicht, hangt von den experimentellen
Bedingungen und dem verwendeten Mausestamii‘8bBei Patienten mit Krankheiten des
atopischen Formenkreises wie allergischem Astfihaer atopischer Dermatitswurde eine

verringerte Produktion von IL-12 und IFNn peripheren Blut beobachtet.
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1.1.3 In vitro Modell der Differenzierung von naiven T-Lymphozyten in
Effektorzellen, nach dem T 41/Ty2-Modell

Zur Untersuchung der diversen Aspekte der T-Zell-Aktivierumg z.B. der Typ der
antigenprasentierenden Zelle oder das spezifische Medidéar wahrend der Entstehung einer
Tul- bzw. Ti2-Immunantwort wurden unterschiedliche in vitro Modelle éciteft. In dieser
Arbeit wurde der Einfluss von verschiedenen Monozytensubpopulatioaeh die
Differenzierung von §1- bzw. Ty2-Lymphozyten aus naiven T-Helferzellen untersucht. In
unserem Modell wurden die naiven T-Helferzellen mit deifeHeines Superantigens
(Staphylococcus Enterotoxin B, SEB) aktiviert. Nach der A&tivng und der Expansion wurde
die Bildung typischer {1- bzw. T42-Zytokine gemessen (die detaillierte Beschreibung befindet
sich in dem Methodenteil). AuBerdem wurde der Einfluss der IL-1dtipen und IL-10
negativen Monozyten auf die Aktivierung vopIrbzw. T42 Effektorlymphozyten. in diesem
System wurden die T-Effektorlymphozyten durch einen monoldonAntikorper gegen das
CD3 Molekul aktiviert.

1.2 Antigenprasentierende Zellen
1.2.1 Monozyten

Monozyten sind weie Blutzellen von 12-20 pum Durchmesser amitem grof3en,
unsegmentierten und meist gelappten Kern. Im Blut zirkulisierdurchschnittlich 3 Tagé®
bevor sie in verschiedene Organe wandern und dort zu cimetBchen spezialisierten
Phagozyten differenzieren. Sie entstehen lber mehfenschenstufen aus myeloischen
Vorlauferzellen im KnochenmarX.

Myeloide Zellen abstammen aus einem gemeinsamen PrékdesoColony Forming Unit-
Granulocyte-Monocyte (CFU-GM). Diese Zelle entspringt &ibkeren Progenitorzellen, die
imstande sind, myeloische, megakariozytische und lymphoidmige hervorzubringen. Die
Nachkommer des CFU-GMs kénnen sich zu Monozyten, Granelozyhd Makrophagen

differenzieren. Myeloische Zellen erfullen drei Hauptfunktionen:

Sie haben das Vermdgen, mit der Hilfe verschiedener Adlsiemakile aus dem

peripheren Blut in entziindete, infizierte oder geschéadigte Gesweba@vandern.
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Sie kdnnen native oder opsonisierte Partikel (z. B. Bakterien, Pilaeh&lcke von
Zellen) phagozytieren. Diese werden in phagozytischaku¥len isoliert, die mit
preformierten Granula innerhalb der Zelle zu Phagosomen fasémniln diesen
Organellen werden die Partikel mit der Hilfe von Enzyrmed Sauerstoffradikalen
degradiert. Die Fahigkeit myeloischer Zellen zur Phatpsey und intrazelluldrem
"Killing" steht unter erheblicher Kontrolle und wird durchre Aktivierung

reguliert.

Die dritte Funktion umfasst die Ausschittung des Inhalts danu®a (Exozytose).

Die exozytotischen Granula enthalten hydrolytische Bmgy chemotaktische
Faktoren, Aktivatoren des Komplementsystems und der Fibrinohg&ubstanzen,
die die vaskuldre Permeabilitdt beeinflussen. Durch dieschigtung dieser
vielfaltigen Molekile wird die Entzindungsreaktion aufrechalten. Daneben
werden weitere myeloische Zellen an die Stelle rektu#er3erdem werden andere
Komponenten der Reaktion des Organismus zu Infektion, Neoplasnieh

Schéadigungen moduliert.

Anhand spezifischer Oberflachenrezeptoren kann man Ma@mzybn anderen Blutzellen
abgrenzen und verschiedene Reifungsstadien unterscheidemeiriGam ist allen Monozyten
der LPS-Rezeptor CD14%** AuRerdem zeigen sie eine starke Expression von HLA-DR
Molekilen und Fc-Rezeptoren (CD32, CD64). Die Zelloberflash@ormalerweise mit einer
erheblichen Menge von Plasmaimmunoglobulinen Gibergezogen.

Monoyzten, bzw. CD14+ Zellen des peripheren Blutes selbstrgelich als Vorlaufer von
anderen, spezialisierten Zelltypen. In der Peripheriéergifizieren sie zu professionellen
antigenprasentierenden  Zellen: Makrophagen und dendritiscEetien?®**?  Unter
pathologischen Bedingungen (z. B. Osteomyelosklerose) kdsiaesich zu Fibroblasten und
Osteoblasten differenzieréh.AuBerdem kénnen sie in der Anwesenheit angiogenetischer
Faktoren zu Endothelzellen entwickéffi. In der Abwesendheit von Aktivierungs- oder
Differenzierungssignalen kommt es zu einer spontanen Apoptiase Monozyteri®4®
(Abbildung 1).



7 Einleitung

Myeloische
Vorlauferzelle

Dendritische Zelle

‘ﬁs&:/ \

M-CSF

Apoptose

NO

Makrophage Endothelzellen

Abbildung 1: Méglichkeiten der weiteren Differenzieruraus Monozyten.

Der aus der myeloischen Vorlauferzelle entstandene Monozyt kanndentereeigneten Bedingungen zu Makrophage,
dendritische Zelle, Endothelzelle oder Fibroblast differenzieireder Abwesenheit von Differenzierungssignalen kommt
es zu einer Apoptose

1.2.1.1Subpopulationen der Monozyten

Die vielfaltigen Funktionen der Monozyten bedingt die HeterogenitaVldaozytenpopulation.
Nach Dichte, Sedimentationsgeschwindigkeit oder Adhardraktionierte Monozyten
unterscheiden sich zum Teil erheblich in der Expression vomfletigenrezeptoretf?116-13¢
ihrer Phagozytosefahigkeit’*® und dem Vermogen, die Immunglobulinproduktion von
B-Zellen zu verstarkef?

Von besonderem Interesse ist in diesem Zusammenhang diekBoo immunregulatorischer
Zytokine. Signifikante Unterschiede zwischen den verschiedBopulationen zeigen sich bei
der Produktion von IL£° TNF- *** und PGE.*®

Khansari et al. trennten Monozyten nach ihrer Dichtanighrere Fraktionen und konnten
zeigen, dass eine dieser Fraktionen hauptsachlich das proinflanstiatond pyrogen wirkende
Zytokin IL-1 bildet, wahrend eine andere nur wenig IL-1, aber RBE produziert, welches
auf Immunzellen hemmend wirkt. Wang et al. untersuchten die Zytokinproduktion von
Monozyten nach deren Trennung in zwei Populationen mit grodnkleinen Zellen. Sie
beschrieben, dass die gréReren Zellen im Vergleich zu dertdai sowohl mehr IL-1 als auch

mehr PGE bilden3®
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Mit CD16 konnte die Arbeitsgruppe um Ziegler-Heitbrock erstmaisreOberflachenrezeptor
auf Monozyten identifizieren, der nur von einem Teil dellefieexprimiert wird** und eine
funktionell und phénotypisch abweichende Subpopulation chara&tefiéiin Hinblick auf ihre
Zytokinproduktion unterscheiden sich die CD16 exprimierenden Monozyiem der
Hauptpopulation in der Produktion von IL-1, IL-6 oder TNFiicht, die IL-10 Bildung ist
allerdings stark vermindeff.

Grage-Griebenow et a%. beschrieben 4 verschiedene Monozytensubpopulationen nach der
Expression der IgG-Rezeptoren CD64 (hochaffineRpcund CD16 (niedrigaffiner F&III)

in

CD64—-CD16— (plasmazytoide DC2-Vorlaufer, CD14-CD4+),

CD64—-CD16+ (myeloide DC1, CD14dim),

CD64+CD16+(typische Monozyten, CD14+)

CD64+CD16—(Makrophagen, CD14+)

Die unterschiedlichen Subpopulationen wurden jedoch bishet aihihre Zytokinproduktion
hin untersucht.

Wenn auch die bisherigen Untersuchungen zum Teil widersprucHiapebnisse erbracht
haben, so lassen sich dennoch nicht alle beschriebenensdhigele auf zellschadigende
Isolationsvorgédnge oder die unterschiedliche Reife déerZeuriickfiihren, sondern deuten die

Existenz von funktionell verschiedenen monozytéren Subpopulatiorféfi®an.

1.2.2 Dendritische Zellen

Die dendritische Zelle (DC) gilt heute als die wighte antigenprasentierende Zelle des
Immunsystems. Dendritische Zellen spielen eine fllgeRblle in der Initierung und
Modulierung von Immunantworten gegen unterschiedliche Patbodarch die Aktivierung
von naiven T-Helferzelletf>!*! DC befinden sich in Organen mit hoher Fremdantigen-
Exposition (Lung&, Haut® Darnt®), wo sie als professionelle Antigen verarbeitende und
prasentierende Zellen ein weit verzweigtes Netzwerlsteden. Der grofdte Teil der im
peripheren Blut vorkommenden DC ist myeloischer Herkunity kleinerer Teil (die
plasmazytoiden DC) stammt jedoch von lymphoiden Vorlaeflz ab'®® Nachdem die
Vorlauferzellen das Knochenmark verlassen haben, zirkalisie im peripheren Blut bevor sie
in die verschiedenen Organe einwandern. Diese eingewandégtlen kbnnen dort als unreife
CD1a-positive DC nachgewiesen werdelire Aufgabe besteht zunéchst darin, Antigene zu
sammeln. Wahrend dieser Periode zeigen sie eine vertanbetell-stimulierende Kapazitat,
exprimieren nur wenige kostimulatorischen Molekiile, weiseocjeeine ausgepragte Fahigkeit

zur Endozytose und Antigenprozessierung auf. Nach der Antiffeatane wandern die DC
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Uber die LymphgefaRe in die lokoregionalen Lymphknoten. Wahmdieder Migration
entwickeln sie den Phanotyp reifer CD83-positiver '3C Die reifen DC zeigen eine
verminderte Phagozytosefahigkeit und eine erhdhte Expres®n MHC-II Molekilen und
verschiedenen kostimulatorischen Molekulen wie DC-SIGNC-6pecific ICAM-3 grabbing
nonintegrin), CD40, CD80 und CD86, die die T-Zell-Aktivierung \dmstn und die §1/T42-
Immunantwort modulieren. Die Migration und die Reifung wiron bestimmten Signalen
induziert, wie z. B. der Freisetzung proinflammatorischer ZywKiFNF- , IL-1) durch das
entziindete Gewebe oder durch bakterielle Bestandteile (LPSHen T-Zellregion der
Lymphknoten treffen die DC auf naive T-Lymphozyten und kontdienT-Zellen mit einem
zum Antigen komplementéren T-Zellrezeptor aktivieren. Ndeh Aktivierung differenzieren
die naiven T-Helferzellen in T-Effektorzellen. Anhand d&gtokinmusters, welches die
gereiften CD4-Zellen exprimieren, unterscheidet man ejfie dder T.2-Immunantwort. Die
Polarisierung der Immunantwort wird unter anderem auch durch dieaptasentierende Zelle
entschieden. Faktoren aus dem Gewebe wie z. B. JFtle wahrend der Reifung von
dendritischen Zellen anwesend sind, fordern die EntwickkomgTyp | Effektor DC (DC1), die
viel IL-12 produzieren und eineyI-Anwort fordern. Wéahrend zum Beispiel P& Histamin
die Entwicklung von IL-12-defizienten DC2 fordert, was wiederum [iferenzierung von
Th2-Lymphozyten begiinstigéit®*® Daneben wird die Entwicklung unterschiedlicher
DC-Phanotypen auch von der Herkunft der Antigene beeinflussigef extrazellularer
Pathogene fiuhren zur Differenzierung von DC1, wahrend Bdtside von Viren und

intrazellularen Bakterien die Reifung von Typ 2 DC induziéfen.

1.2.2.1Generierung von dendritischen Zellen aus Monozyten

Mit der Hilfe eines geeigneten Zytokinmilieus ist es ngiglDC aus Monozyten oder CD34+
Progenitorzellen in vitro zu generieren. Nach einer 6giy&t Kultivierung der Monozyten in
der Anwesendheit von IL-4 und GM-CSF differenzieren siaigreifen CD1a positiven DE.
Nach eine weitere 1-2-tagiger Stimulation mit verschiedePathogenbestandteilen wie EPS
bakterieller DNA, doppelstrangiger-RNAoder proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-
IL-1° entwickeln sie den Phénotyp reifer CD83 positiver DC.

Exogenes Interleukin-10 wirkt auf die Generierung dendritiséZeden aus CD14+Monozyten
hemmend? Monozyten, die mit IL-4 und GM-CSF in der Anwesendheih IL-10 kultiviert
wurden, exprimierten kein CD1a und weniger MHC-II. Dagegen exeriamn sie eine erhohte
Anzahl von CD14, CD16 und CD68, die eher fiir Makrophagen tygiscti AuBerdem nimmt
die Produktion von IL-12 ab, ein Zytokin das fur die Entwicklung von IFpleduzierenden
Tul-Lymphozyten nétig ist Diese Beobachtung zeigt, dass IL-10 da$/T42-Gleichgewicht
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durch die Hemmung der IL-12 Produktion der antigenprasentierefeléan in T,2-Richtung
verschiebt.

IL-10 hat eine bedeutende Wirkung auf die weitere Diffeerong von unreifen DC. Die
Behandlung von DC wahrend ihrer Reifungsperiode mit IL-X@rhedie Expression von CD83
und kostimulatorischer Molekiile wie CD58 und CO8bAuRerdem zeigen diese Zellen eine
verminderte T-Zell-stimulatorische Kapazitat in der MJRixed Lymphocyte Reaction) und
eine antigenspezifische Toleranz. Die Antagonisierung dekuny des endogenen IL-10 mit
IL-10 neutralisierenden Antikorper fuhrt zu gegensatzlicheragerungen: kostimulatorische
Molekile und das MHC-II-Molekil werden stark hochreguligktiBerdem nimmt die 1L-12
Produktion ztf>'® Diese Ergebnisse unterstiitzen die Rolle des autokrinen/jpenakit-10
Molekuls in der Regulation der Reifung von DC und in der Indwnkter antigenspezifischen

Toleranz.

1.2.2.2Die dendritische Zelle als neues Mittel der Immunthepie

Der Einsatz von dendritischen Zellen wird derzeit als edgliohes Therapieverfahren in der
Immuntherapie von Tumorerkrankungen und Allergien staf&rbeht. Es ist moglich DC aus
Monozyten des peripheren Blutiesvitro zu generieren. Wahrend der Reifungsperiode kénnen
sie zum Beispiel mit Tumorantigenen aus einem Tumorlysat iakulerden. Die gereiften DC
werden dem Patienten zurlickgegeben, damit sie TumorantigeneKontext von
MHC-Molekiile prasentieren und so eine spezifische Imantwort gegen den Tumor
induzieren.

In Tumorpatienten konnte gezeigt werden, dass die Generierundgevainitischen Zellen im
naheren Tumorbereich in vivo gehemmt #8t° Durch die ex vivo Generierung von
dendritischen Zellen und deren gezielte Applikation solletiddangel behoben werden. Aber
auch bei Autoimmunerkrankung wird der Einsatz von dendritisZedian derzeit erprobt. Hier

gilt das Interesse vor allem den Toleranz vermittelnden desalvith Zelleri*°
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1.3 Fragestellung

In den Vorarbeiten zu dieser Arbeit galt das Hauptaugdomer Zytokinproduktion durch
Monozyten, insbesondere von IL-10 und IL-12. Hierbei wurde nachgewjelass IL-10 und
IL-12 von zwei getrennten Subpopulationen der Monozyten gebildetew® Da IL-12 die
Entwicklung von T1-Zellen foérdert, IL-10 hingegen als;d-Zytokin gilt, wurde die Existenz
von verschiedenen Monozytenpopulationen, M1 und M2, vergleichbarifaredzierung von
CD4-Zellen in 1 und T2, postuliert. Kapsenberg et al. hatten 1999 eine Aufteilung
antigenprasentierender Zellen analog zu CD4-Lymphozytenitberermutet und flr
dendritische Zellen beledt. Die Arbeitsgruppe von Modolell konnte zeigen, dass eine
vergleichbare Aufteilung fiir Makrophagen zu finder’4sZudem konnte unsere Arbeitsgruppe
zeigen, dass bei Personen mit Allergien, die a8-lmmunantwort beschrieben werden, die
IL-10 produzierende Monozytenpopulationen zunimmt, hingegen di&2 llproduzierende
Subpopulation abnimmf Diese eigenen Ergebnisse belegen somit unter anderem die
Hypothese, dass Antigenprasentierenden Zellen moglicherweesemscheidende Funktion in
der Lenkung der Immunantwort beikommt. Mit der Hilfe einesu nentwickelten
Zytokinsekretions-Assays und eines Hochgeschwindigkestagédirs sollte die Hauptaufgabe
dieser Arbeit sein, ein Verfahren zur Separation lebehd&0 produzierender Monozyten zu
entwickeln und anschlie3end diese in ihrer Funktion naherharakterisieren. Im Konkreten

ergaben sich folgende Fragestellungen:

Etablierung eines Verfahrens zur Isolation lebender IL-10 procirder Monozyten
Zeigt sich die dichotomische Expression von IL-10 und IL-12 aucth nder
Separierung der zwei Monozytensubpopulationen?

Gibt es einen Unterschied zwischen den zwei Monozytensulgi@gmen bezuglich
ihres Einfluss auf die Reifung vonyI- bzw. T2-Lymphozyten aus naiven
T-Helferzellen?

Unterscheiden sie sich in ihrer Fahigkeit zur Differenzigrau Dendritischen Zellen?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Analysenwaage Handy H 51-D Sartorius, Goéttingen, D
Computer Power Macintosh G3 Apple, Cork, IRL
Dispenser Eppendorf, Hamburg, D
Durchflusszytometer FACScan Becton Dickinson, San Jose, CA, USA
LS Separationssaule Miltenyi Biotec, D
Mikrobiologische Sicherheitswerkbank Heraeus, Stuttgart, D
Mikroskop Axiolab Carl Zeiss, Oberkochem, D
Monovetten (EDTA-RBhrchen) Sarstedt, Numbrecht, D
Neubauer-Zahlkammer, verbessert Brand, Wertheim/Main, D
Pipetten Pipetta 2 (10; 50; 200 und 1000 ul) Ratiolab, Dreieich, D
Pipette Proline Electronic 100 pl Biohit, Helsinki, Finnland
Prazisionswaage Scaltec SBC52 Scaltec, Helligenstadt, D
Software CellQuest 3.2.1 Becton Dickinson, San Jose, CA, USA
Software SigmasStat Version 2.03 SPSS, Erkrath, D
Vacuum module atom 304 Biotron, E

Whirler REAX 2000 Heidolph, Kelheim, D
Begasungsbrutschrank Heraeus, Stuttgart, D
VarioMACS Permanentmagnet Miltenyi Biotec, D
Zellsorter MoFlo Cytomation, Colorado, USA
Zentrifuge Centrifuge 5415 C Eppendorf, Hamburg, D
Zentrifuge LaboFuge 400R Heraeus, Stuttgart, D
Zentrifuge Rotixa/RP Hettich, Tuttlingen, D

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Dispenser-Tips (0,5; 5 und 12,5 ml) Eppendorf, Hamburg, D
FACS-Rohrchen (0,6 ml) Greiner Labortechnik, Frickenhausen, D
Kulturplatten Costar 48 Well Culture Cluster Corning Inc., Corning, NSAU
Kulturplatten Costar 24 Well Culture Cluster Corning Inc., Corning, NSAU
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Pipettenspitzen
Reagenzréhrchen (15 und 50 ml)
Reagenzréhrchen Falcon 2052

Reaktionsgefalie (1,5 und 2 ml)

2.1.3 Reagenzien

Brefeldin A

Bovines Serumalbumin
Ca-lonophore

EDTA

Ethanol 99,9 %

Fetal Calf Serum (FCS)

Ficoll Separating Solution

Light Green SF Yellowish
Lipopolysaccharid (LPS) von E. coli
Natriumazid

Paraformaldehyd

PBS Dulbecco’s
Penicillin/Streptomycin Seromed
PMA

RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin
Saponin

Toluidinblau

2.1.4 Medien und Lésungen

2.1.4.1Kulturmedium

Ratiolab, Dreieich, D
Greiner Labortechnik, Frickenhausen, D
Becton Dickinson Labware, NJ, USA
Eppendorf, Hamburg, D

Sigma, Deisenhofen, D

USB, Cleveland, USA

Sigma, Deisenhofen, D
BioWhittaker, USA

Baker, Deventer, NL

Sigma, Deisenhofen, D

Biochrom, Berlin, D

Sigma, Deisenhofen, D

Sigma, Deisenhofen, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Gibco Life Technologies, Paisley, GB

Biochrom, Berlin, D
Sigma, Deisenhofen, D

Gibco Life Technologies, Paisley, GB
Sigma, Deisenhofen, D
Merck, Darmstadt, D

Zur Herstellung des Zellkulturmediums wurde RPMI 1640 Medium gmM Glutamin) mit
10 % FCS, 100 pg/ml Streptomycin und 100 U/ml Penicillin versetzt.

2.1.4.2MACS-Puffer

Die MACS-Puffer, die bei der Markierung IL-10 produzierenddéonozyten und bei der

Separation naiver T-Helferzellen verwendet wurde, entRBIS mit 0.5% BSA und 2 mM

EDTA
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2.1.4.3Kimura-Farbeld6sung

Die Kimura-LAsung enthielt als Farbstoffe Toluidinblau und Li@heen. Sie bestand aus 62 %
Toluidinblau-Lésung (500 pg/ml Toluidinblau, 0,9 % NaCl und 20 % &hgelost in Aqua

bidest), 5%

Light Green-Losung, 3 %

in PBS gesattigter Saponigosud 30 %

Phosphatpuffer pH 6,4. Nach Mischen wurde die Losung durch einen 0,45 um Ikiket. fi

2.1.5 Zytokine

Die humane rekombinante Zytokine GM-CSF, IL-2 und IL-4 vontBitnann Biotec wurden

verwendet. Die Zytokine wurden mit RPMI Medium aliquotiert und beiG7§élagert.

2.1.6 Antikorper

2.1.6.1Fluoreszenzmarkierte Antikbrper

Bei allen fluoreszenzmarkierten Antikorpern handelsie um monoklonale Antikbrper vom
Isotyp IgG1. Sie wurden mit einer Losung aus PBS, 2 % FCS und 0,1 % Natriureaiid.

Spezifitat Fluorochrom Klon Hersteller

keine (Negativkontrolle) FITC DAK-GO1 Dako, Glostrup, DK

keine (Negativkontrolle) PE DAK-GO1 Dako, Glostrup, DK

keine (Negativkontrolle) Cy5 679.1Mc7 Immunotech, MarseHle

Anti-CD1a FITC HI1149 BD Pharmingen, San Diego, CA, USA
Anti-CD3 Cy5 HIT3a BD Pharmingen, San Diego, CA, USA
Anti-CD4 FITC SK3, SK4 BD Pharmingen, San Diego, CA, USA
Anti-CD14 Cy5 M5E2 BD Pharmingen, San Diego, CA, USA
Anti-CD45RA FITC 0OX-33 BD Pharmingen, San Diego, CA, USA
Anti-CD45R0O PE UCHL1 BD Pharmingen, San Diego, CA, USA
Anti-CD83 PE HB15E BD Pharmingen, San Diego, CA, USA
Anti-HLA-DR PE TU36 BD Fastimmune, San Diego, CA, USA

Anti-IFN-g FITC 25723.11 BD Fastimmune, San Diego, CA, USA

Anti-IL-2 FITC 5344.111 BD Fastimmune, San Diego, CA, USA
Anti-IL-4 PE 3010.211 BD Fastimmune, San Diego, CA, USA
Anti-IL-13 PE JES10-5A2 BD Fastimmune, San Diego, CAAUS

Tabellel: Verwendete fluoreszenzmarkierte Antikorper
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2.1.6.2IL-10 Secretion Assay/Detection kit (PE)

Dieses Kit von Miltenyi Biotec (Bergisch-Gladbach, D) wurfie die Markierung IL-10
produzierender Monozyten verwendet. Das Kit besteht auskowmeponenten: das IL-10 Catch
Reagent und das IL-10 Detection Antibody (PE)

2.1.6.3CD45R0O MicroBeads

Fur die Separation von naiven T-Helferzellen und T-Gedachti@eagurden paramagnetische
monoklonale anti-CD45RO Antikérper von Miltenyi Biotec (Bergiscladhlach, D)

verwendet.

2.1.7 ELISA-Kits

Fur die Bestimmung der Konzentration von den Zytokinen IL-4, ¢&N-10 und IL-12 aus
den Zellkulturiberstanden wurden fertige Kits von R&D Systdisnneapolis, USA)

verwendet.

2.1.7.1Anti-CD3

Zur Aktivierung der T-Effektorzellen wurde der anti-CD3 Afitiger (Klon OKT-3) von

BeckmanCoulter Immunotech (Marseille, F) verwendet.

2.1.8 Probanden

Fur die Experimente wurde das periphere Blut von 11 gesunden Probandemdetrwe
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2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung mononukleérer Zellen mittels
Dichtegradientenzentrifugation

Peripher ventses Blut aus einer 9 ml EDTA-Monovette wurdederi gleichen Menge PBS
verdinnt und tber Ficoll (Dichte 1.077 g/ml) geschichtet. Nach figgdtion bei 1000 x g und
4 C fur 20 Minuten wurde aus der Interphase die mononuklead&mAntnommen. Die Zellen
wurden zweimal mit PBS / 1% FCS gewaschen (600 x g, 10 mir), dn€Cdas Zellsediment in

20 ml Medium resuspendiert. Es erfolgte zunachst die Zellzahlundsniitaura-Farbung.

2.2.2 Kimura-Farbung

Die Zellfarbung diente zur Bestimmung der Zelldichte in &ispension, um daraus die
Gesamtzahl der isolierten Zellen zu errechnen. Zur Farbwerg Zeéllen wurden 10 pl
Zellsuspension mit 90 pl Kimuralésung vermischt und mindesééme Minute stehengelassen.
Anschlieend wurde die Zellzahl mit einer Zahlkammer ichtmikroskop bestimmt, wobei 4
GroRRquadrate mit je 0.01 pl Volumen ausgezahlt wurden. Die durchicheitAnzahl der

Zellen je GroRquadrat mit 1@nultipliziert ergab die Anzahl der Zellen in einem Milliliter

2.2.3 Zellkultur und =Stimulation

Fur die Zellkultur wurden zuerst 24 Well-Platten verwendet wibdie Kulturschalen jeweils
3x1C Zellen in 1 ml Kulturmedium (RPMI 1640 mit 10% FCS, 100 pg/tnéomycin und
100 U/ml Penicillin) gegeben wurden. Die Zellen wurden 36 hnieraiBrutschrank bei 37 C
und einer halbfeuchten Atmosphare mit 5 %,G&0ltiviert. Vorversuche hatten ergeben, dass
die Kultivierung der Monozyten fir 36 h zusammen mit Lympheaytu einer maximalen
Produktion des Zytokins IL-10 fuhrt. Als stimulierendes Antigeurde LPS von Escherichia
coli (Serotyp: 0111:B4) in einer Konzentration von 1 pug/ml fir éietén 12 h verwendet.
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2.2.4 Gewinnung von IL-10 positive bzw. negative Mon ozyten und
T-Lymphozyten mittels Zellsortierung

2.2.4.1Zellmarkierung

Die IL-10 produzierenden Monozyten wurden mit der Hilfe dé8CS IL-10 Secretion
Assay/Detection Kitgnarkiert. Dieser Kit besteht aus zwei Komponenten: deriOllCatch
Reagent und dem IL-10 Detection Antibody (Abbildung 2). Dad0L€atch Reagent besteht
aus zwei Antikdrpermolekulen, die an den Fc-Teilen verbundein Ber eine Antikdrper ist ein
monoklonaler Maus IgG1l-Antikbrper gegen das IL-10 Molekil, der andste ein
Zelloberflachen-spezifischer Maus 1gG2a-Antikdrper. Das njgat bindet auf der
Zelloberflache, um die von der gegebenen Zelle sezernleit® Molekile zu abfangen. Der
IL-10 Detection Antibody ist ein gegen das IL-10 Molekil gaeter, PE-konjugierter
monoklonaler Maus IgG1l Antikdrper. Von den zuvor gewonnenen und stiteali®BMCs
wurden 5x10 Zellen in jeweils 50 ml MACS-Puffer gegeben und abzentiéfid300 x g, 10
min, 4°C). Dieser Waschschritt wurde noch einmal wiederholscAlielRend wurden die Zellen
in kaltem Medium (80 pl/170Zellen) aufgenommen. Danach erfolgte die Inkubation mit IL-10
Catch Reagent (20 pl/i@ellen) fiir 10 Minuten auf Eis. Als nachster Schritt wurden dien

in 37 C warmen Medium (10 ml/I@ellen) fiir 45 Minuten im Brutschrank (37 °C, 5 % O
inkubiert, wobei die Zellsuspension alle 5 Minuten gewendetde. Nach der Inkubation
wurden die Zellen mit kaltem MACS-Puffer (50 ml/5%Zellen) zweimal gewaschen (300 x g,
10 min, 4°C). Nach dem zweiten Zentrifugationsschritt wurden Zellen wieder in kaltes
Medium (80 ul/16 Zellen) aufgenommen und mit IL-10 Detection Antibody (REIP14-Cy5
und CD4-FITC (jeweils 20 pl/f0Zellen) FACS-Antikdrper (1:25 verdiinnt) fir 10 Minuten
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit MACS-Puffer §805x10 Zellen) gewaschen,
abzentrifugiert (300 x g, 10 min, 4°C) und in 2 ml PBS mit 2 % FCS aufgenommen.

Anti- IL-10 IgG1

L / Anti- IL-10 IgG1

LT

Zellmembranspezifisches 1gG2 Phycoerythrin (PE)

Abbildung 2: Das IL-10 Secretion Assay/Detection Kit.

Das IL-10 Catch Reagent Antidrperkonjugat besteht aus einem anti-llg@l-Molekil und aus einem
zellemebranspezifischen IgG2a-Molekil. Das IL-10 Detection Antibetlyein PE-markiertes anti-IL-10 IgG1l
Antikdrpermolekdl
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2.2.4.27¢ellsortierung

Die Zellsortierung unterscheidet sich von der analggscDurchflusszytometrie dadurch, dass
mit dieser Methode die Zellpopulationen anhand ihrer Ekzenzeigenschaften voneinander
physikalisch getrennt werden. Die sortierten Zellpopulatioenthalten lebende Zellen, die man
kultivieren und in weitere Experimente einsetzen kanre Dewlnschten Zellen wurden
voneinander mit der Hilfe eines MoFlo® Hochgeschwindiglediéprters getrennt, mit dem

eine maximale Sortgeschwindigkeit von 70.000 Zellen/Sekunde drvegctien kann.

Einzelzellstrom
MeRkammer

Laser

—Q

Elektrisches
Feld

Detektor

N

Abfangrérchen

Abbildung 3: Das Prinzip der Zellsortierung.
Die einzelnen Zellen werden anhand ihrer Fluoreszenzeigenschaften voretgkerischen Feld so abgelenkt, damit sie in
die richtigen Auffangréhrchen geraten.

Im Laufe der Sortierung werden die Zellen im Einzetedim durch eine Mel3kammer geleitet,
wo sie von dem monokromatischen Licht eines Lasers bestwahiten (Abbildung 3). Die
Photodetektoren, mit denen die drei verschiedenen Fluomszend die Vorwarts- (FSC) und
die Seitwartsstreuung (SSC) erfasst werden konnen, sind @éimeh Computer mit zwel
elektrischen Platten verbunden, die mit einer Spannung 3&@® V den Einzelzellstrom
ablenken konnen. Auf dieser Stelle besteht der Zellsaomvereinzelten Flissigkeittropfen,
wobei jeder Tropfen eine einzige Zelle enthélt. Die gewfiten Zellpopulationen werden mit
Kulturmedium-enthaltenden Falcon-Rdrchen aufgefangen. \foBdeierung muss es definiert
werden, nach welchen Kriterien (Fluoreszenzwerten)Atilage die Zellen zu sortieren hat.
Hierzu erfolgt die Auswahl geeigneter Parameter und Regidnedem Moment, wenn eine
Zelle durch die MeRBkammer hindurch flie3t, erfolgt soforheeierste Analyse ihrer

Fluoreszenzeigenschaften, so dass anhand ihrer Fluonesten das angeschlossene
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Softwareprogramm das Mall der gewinschten Ablenkung errechoet,dass der
Flussigkeittropfen, in dem sich die Zelle befindet, in dektige Abfangrohrchen gelangt. Der
Sortierung folgt eine Reanalyse, um die Reinheit der Sonzalidestimmen.

In unserem Versuchsaufbau erfolgte die Markierung der Tekellen mittels FITC-markierter
anti-CD4-Antikorper, PE-markiert war der Antikdrper gegenl@.und PC5-markiert war das
Monozyten definierende CD14-Molekul. Wahrend der Einstglldas Geréates wurde erstmal
eine Kompensation durchgefiihrt, um die gewlnschten Zellpppoén identifizieren zu
kdnnen.

Bei einer Mehrfachmarkierung muss man mit dem Phanomerspiktralen Uberlappung
rechnen. Dies heif3t, dass das Emissionslicht des jeweHig®@neszeinmolekils nicht nur mit
dem entsprechenden Photodetektor detektiert wird, ein desil Signals strahlt auch in die
anderen Detektoren. Dieses Problem lasst sich durch die Kortipariéaen: aus den einzelnen
Fluoreszenzwerten wird ein bestimmter Teil (der der d#endes ungewlnschten

Fluoreszenzlichtes entspricht) vom Softwareprogramm subtrahiert
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Abbildung 4: Die Identifizierung von den gewlinschten Zellpdationen.

A: Auf dem FSC/SSC Dotplot sind die Monozyten von den Lymphozytdmgrgrizhar. B: Mit dem Lymphozytengate
wurde die CD4 FITC positive Th-Zellpopulation ausgewahlt. C: Mit ddgtengate wurden IL-10 PE-positive bzw.
-negative CD14 Cy5 positive Monozyten identifiziert.

Abbildung 4 veranschaulicht die Wahl der Sortregionen. Zuwansden die Monozyten von den
Lymphozyten auf dem FSC-SSC Dotplot abgegrenzt (Monozyted Lymphozytengate,
Abbildung 4/A). Die Lymphozyten bildeten unten eine gut abgjobare, homogene Population,
wahrend fur die Monozyten, die bezlglich ihrer Gro3e unch@aaitat weniger homogen sind,
war die Bestimmung einer gréReren Region nétig. Mit dem Lymytkagate wurde ein FITC-
PE Dotplot gedffnet, wobei die gut abgrenzbare CD4 (FITCtiP®sT-Helferzellen als die
erste sortierende Zellpopulation ausgewahlt wurden (AbbilddBy Mit dem Monozytengate
wurde ein Cy5-PE Dotplot geotffnet, auf dem sich die IL-BE)( positive und —negative
Monozyten darstellten (Abbildung 4/C). Diese Zwei Populatioter Monozyten waren schwer
voneinander abgrenzbar, weil sie auf den Rander einer zusaémgenken Population lagen.

Bei der Auswahl der sortierenden Monozytenpopulationen sindlem Prinzip gefolgt, dass
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die zwei Regionen moglichst weit voneinander eingesteliti@re sollten, dennoch nah genug,
um eine ausreichende Menge der Zellen gewinnen zu kénnen.

Der Sortierung folgte eine Reanalyse, wobei die ReinheitZédlen bestimmt wurde. Bei
diesem Schritt wurde ein Teil der gerade sortierten dpllfationen mit dem FACS-Sorter mit
den vor der Sortierung eingestellten Gates und RegionensgemeEs wurde von dem Gerat
errechnet, wie viel Prozent der analysierten Zellen sicten friher eingestellten Regionen
befinden (Reinheit, Abbildung 7).

Nach erfolgreicher Isolation der IL-10 positiven Monozytefiolgte die Charakterisierung und
Uberpriifung der Funktion mittels weiterer anschlieRender Expete, wie im Folgenden

aufgelistet und beschrieben werden.

2.2.5 Zellkultur zur Bestimmung der Stabilitat der Z  ytokinproduktion
per ELISA

Um die Stabilitdt der IL-10 und IL-12 Produktion der sortiertdonozyten zu bestimmen
wurden jeweils 2.5x10Zellen in 500 | Kulturmedium auf einer 48 Well-Platte fiir 48 Stunden
inkubiert. Von den Zelluberstanden wurde die Menge von IL-10, IL-12p4D Iui2p70
mittels ELISA bestimmt.

2.2.6 Analyse der Modulation der T {1/Ty2 Immunatwort durch IL-10
produzierende Monozyten

2.2.6.1Zellkulturen zur Untersuchung den Einfluss von IL-10 po#iven bzw. negativen
Monozyten auf die Aktivierung von T-Effektorlymphozyten

24 Well-Kulturplatten wurden mit anti-CD3 Antikorper in eiréonzentration von 5 pg/ml (in

PBS) beschichtet (1 ml Antikdrperlésung wurde in jedem Well gagend auf 4°C fur 24
Stunden immobilisiert; der Uberstand wurde gleich vor dettigséellung der Zellkultur

abpipettiert).

Jeweils 16 CD4+ Lymphozyten wurden mit 5x10L-10 positiven bzw. negativen Monozyten
in 1 ml Kulturmedium gegeben. Als Kontrolle wurden CD4+ Lympheaz einmal ohne

anti-CD3 und einmal mit anti-CD3 aber ohne Monozyten kultividach 24 Stunden wurden
die Zelliberstande fur die weitere Analyse der Zytokinproduktiottels ELISA bei —70°C

eingefroren.
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2.2.6.2Separation von naiven CD4-Lymphozyten von Gedéachtniszellen

Fur die Untersuchungen zur Differenzierung vopl-Tund T42-Lymphozyten nach dem
Kontakt mit den sortierten Monozyten wurden naive CD4+ mpkiozyten bendtigt. Die
naiven T-Helferzellen wurden von den Gedachtniszellen elmittimmunomagnetischer
Separation (MACS, Magnetic Antibody Cell Sorting) getteridie bereits sortierten CD4+
Lymphozyten wurden abzentrifugiert (300 x g, 10 min, 4°C) und AC8-Puffer resuspendiert
(80 pl/Ad Zellen). Danach erfolgte die Inkubation mMACS CD45RO Microbeads
paramagnetischen Antikdrpern bei 4°C fiur 15 Minuten. Nanbm Waschschritt mit MACS-
Puffer (2 ml/10 Zellen) wurde eine Zellkonzentration von 2%b@ mit MACS-Puffer
eingestellt. Nun wurde diese Zellsuspension auf eine Eiserdkiggeénthaltende SaulBIACS
LS Columi gegeben, die vorher im Magnetfeld gestellt wurde. Vom unteedrdieser Saule
lieRen sich die naive jFZellen gesammelt, wahrend die CD45R0O positive Gedachtieisze
blieben in der Saule. Zur Gewinnung dieser Zellpopulation wdideSaule vom Magnetfeld
entfernt, mit 5 ml MACS-Puffer aufgeflillt und mit der [idi des beiliegenden Stempels
ausgespdult. Die zwei Zellfraktionen wurden gezahlt und jewailg\kquot von 100 pl fir eine
Reinheitsmessung wurde entnommen. Der Rest der Zellen wurdgsagéstellt. Die Reinheit
der gewonnenen Zellpopulationen wurde mit einer analytischl@SHViessung bestimmt
(Abbildung 5).

Abbildung 5: Die Separation von Naiven CD4+ Lymphozyten vad@chtniszellen.
A: Vor der Trennung besteht die Lymphoyztensuspension sowohl von Cb@sRachtniszellen und CD45RA+ naiven
Th-Zellen. B: Nach der Trennung werden nur die CD45RA+CD45R0O- mhaizellen detektiert.
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2.2.6.3Zellkulturen zur Untersuchung den Einfluss von IL-10 po#tiven bzw. neqgativen
Monozyten auf die Entwicklung von Tyl bzw. T42-Lymphozyten aus naiven
T-Helferzellen

Nach der FACS-Sortierung von den gewlnschten Monozytenpmméat und der
Aufreinigung von autologen naiven CD4+CD45RA+ Lymphozyten wurderZdilen auf einer
48-Well Kulturplatte miteinander kultiviert. Jeweils®10D4+ CD45RA+ Lymphozyten wurden
mit 2.5x10 IL-10 positiven bzw. negativen Monozyten in 5680 Kulturmedium gegeben
(Verhaltnis 4:1). Es wurde das Superantigen Staphylococcus Exiaerd@ (SEB) in einer
Konzentration von 100 pg/ml verwendet. Als Kontrolle wurden CDBD48RA+ Zellen einmal
allein, und einmal mit Monozyten, ohne Superantigen kultivientzBséatzlicher Ansatz mit 20
CD4+ CD45R0O+ Gedachtniszellen mit SEB wurde ebenfalls ang&legh 5 Tagen wurden
die Zellen in kalten PBS aufgenommen, einmal gewaschenx(80Q0 min, 4°C) und auf eine
24-Well-Kulturplatte in jeweils 1 ml Kulturmedium verteund mit 20 U/ml IL-2 ruhen
gelassen. Die Zelliberstande wurden fir die weitere AnalgseZytokinproduktion mittels
ELISA bei —70°C eingefroren. Nach weiteren 5 Tage wurderZéilen erneut aufgenommen
und wie folgt weiter verwendet.

Zwei Anséatze wurden fiir die intrazellulare Zytokinmessungt 108 M PMA und 10° M
Calcium-lonophor fir 6 h stimuliert. Um die Zytokine im Zmfleren anzureichern, wurde
Brefeldin A in einer Konzentration von 10 pg/ml zugesetzt. fddden A ist ein
Stoffwechselprodukt des Pilzes Penicillium brefeldianumd uslockiert den Transport
sekretorischer Proteine vom endoplasmatischen Retikdiurch den Golgi-Apparat. Nach
Ende des Kulturzeitraums wurde die entnommene Zellsuspenseomumen stehend weiter
aufgearbeitet.

Die Zellen der anderen 2 Wells wurden gewaschen und gdéilZellen wurden auf einer
neue 24 Well-Kulturplatte in 1 ml Kulturmedium gegeben. Dédleéh wurden mit 76 M PMA
und 10°M Calcium-lonophor fiir 24h stimuliert und anschlieRend wurdén Zellkultur
Uberstande fir die weitere Analyse der Zytokinproduktionteisit ELISA bei —70°C

eingefroren.

2.2.6.4Nachweild von intrazellularen Zytokinen

Der intrazellulare Nachweis von Zytokinen erfolgte in Amleng an die von de Caestecker et
al? beschriebene Methodik und beruht auf der Anfarbung inttdéeblngereicherter Zytokine

mit monoklonalen fluoreszenzmarkierten Antikérpern in fixiemten permeabilisierten Zellen.
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AulRerdem wurden auch bestimmte Oberflachenmolekile mit monoklorfahtikdrpern
angefarbt.

Die Suspension wurde aus der Kulturschale entnommen und dertdoeebzentrifugiert
(500 x g, 5 min). Danach wurden die Zellen mit 1 ml PBS gewaschdnzur Fixation mit
200 pl 4 % Paraformaldehyd in PBS fur 10 min auf Eis inkubiedchNzwei weiteren
Waschschritten mit 1 ml PBS wurde das Zellpellet in 4BBR$ resuspendiert und davon je 10
plin ein FACS-R6hrchen gegeben. Die Zellen wurden miQj@tl Antikdrperlésung und 20 pl
0,1 % Saponinlésung vermischt und bei Raumtemperatur 15 min im Dunkeln inkudyenirs
bewirkt eine Permeabilisierung der Zellmembran und ermdgticiden fluoreszenzmarkierten
Antikérpern in die Zellen einzudringen. Nach zweimaligerasshen mit 0,1 % Saponinlésung
wurden die Zellen in 100 pl PBS aufgenommen und die Expressiamtisuchten Zytokine

wurde im analytischen Durchflusszytometer gemessen.

2.2.7 Auswertung der Fuoreszenzdaten

Die Fluoreszenz einer Zelle im Durchflusszytometer mridst der Summe aus ihrer
Eigenfluoreszenz und der Fluoreszenz der an ihr gebundenekorpet-Fluorochrom-
Konjugate. Dabei setzt sich letztere aus spezifisch an delzuweisende Molekil und
unspezifisch gebundenen Antikérpern zusammen. Um die Summe &@en- Eund
unspezifischer Fluoreszenz zu messen, wurde jede Prob@em ausatzlichen Ansatz mit
Antikbrpern ohne Affinitdt zu menschlichen Zellen markiegQ}-Negativkontrolle). Somit

ergibt sich fur die Berechnung der spezifischen Fluoreszenzidteiodggende Formel:

spezifische mittlere Fluoreszenz = Fluoreszenz der marki€rane — Fluoreszenz der IgG

Negativkontrolle

Da die Intensitat der spezifischen Fluoreszenz irkiuilichen Einheiten gemessen wurde, die
von der Verstarkung in den Photodetektoren und der Kompensatiangaplivaren, wurde zum
Vergleich der Messungen untereinander die relative spezd Fluoreszenz errechnet. Sie ist
ein Mal3 fur die Intensitat der spezifischen FluorezzenVerhaltnis zur Fluoreszenz der IgG
Negativkontrolle und errechnet sich wie folgt:

spezifiscle mittlereFluoreszez

relative pezifischamittlereFluoreszerm = -
Fluoreszaz der IgG-Negativkmtrolle
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2.2.8 Nachweild von Zytokinen in den Zelllberstande mittels ELISA

ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) ist ein Tesaleen um die Konzentration von
Proteinen aus Korperflissigkeiten, wie z. B. Serum oder aeltkuRuriiberstdnden zu
bestimmen. Die Methode beruht auf der Bindung des nachzmndeis Proteins (in unserem
Fall Zytokine wie IL-10, IL-12, IFNg und IL-4) an einen spezifischen Antikérper (erster
Antikorper), der an eine Plastikoberflache gebunden istwiid anschlieRend ein 2. gegen
diesem Stoff gerichteter Antikdrper (zweiter Antikdrpeagegeben, der mit Biotin konjugiert
ist und an den Stoff bindet. Zur Detektion wird dann StrepitaReroxidase (= Enzym) und
Substrat (TMB) zugegeben. Die Farbreaktion ermdglicht die fJikation der Konzentration
des nachzuweisenden Stoffes.

Die Messung erfolgt im Photometer und die Qualifizierung des Signdisr Probe erfolgt Gber

eine Standardkurve mit aufgereinigtem Protein.

2.2.9 Generierung von dendritischen Zellen aus Mono  zyten

Um die Fahigkeit der sortierten Monozyten fiir weiterddd@nzierung zu dendritischen Zellen
zu untersuchen wurden jeweils 1X1Blonozyten beider Populationen wurden auf einer 24
Well-Platte in der Anwesenheit von 500 U/ml GM-CSF und 25@nlUL-4 fir 6 Tage
kultiviert. An dem 7. Tag wurde zu den Zellen LPS in einer Komadoh von 1 g /ml
dazugegeben. Diese Methode fur die in vitro Differenzierung vodriischen Zellen wurde
zum ersten mal von Romani et al beschriebén.

Nach der Kultur wurde die Expression von der OberflaichemaekGD1a, CD83, HLA-DR

und CD14 durchflusszytometrisch untersucht.

2.2.10. Statistische Auswertung

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardfehler Mitelwerte (SEM) dargestellt. Die
Auswertung erfolgte mit Hilfe des T-Tests, wobei die Fetddrscheinlichkeit von p < 0,05 als

statistisch signifikant betrachtet wurde.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Reinheit der sortierten Zellen

Um die Reinheit der sortierten Zellen zu bestimmen wurde nach derSiog fur jeden Zelltyp

eine Reanalyse durchgefiihrt. Dazu wurde wie in Abbildung 6 dgedegProzentzahl der
entsprechenden Zellen festgestellt, die sich innerhallvateder Sortierung maglichst optimal
eingestellten Gates befinden. Die Sort-Reanalyse zeigee dirchschnittliche Reinheit von
89,27 + 5,17 % fur die CD4+ Zellen, 73,37 + 4,44 % fur die IL-10 posithnee77,26 + 3,26 %
fir die IL-10 negative Monozytensubpopulation. Nach der CD45RAisol ergab sich eine

Reinheit von 92,42 + 1,84 % fiir die naiven T-Helferzellen.

Abbildung 6: Die Reanalyse der Sortzellen fiir die Bestiomg der Reinheit.
A: CD4+ T-Helferzellen, B: IL-10 positive Monozyten, G:10 negative Monozyten (Darstellung eines reprasentativen
Experiments von 9)

3.2 Stabilitat der IL-10 und IL-12p40 Produktion de r
Monozyten nach der Sortierung

In diesem Experiment wurde untersucht, ob sich die dichototdarigj der Zytokine IL-10 und
IL-12 nach der Sortierung erhalt. Nach 48-stindiger Kultur teegjch ein eindeutiger
Unterschied zwischen den beiden Monozytensubpopulationen heriagr IL-10 Bildung.:
Die Monoyzten der positiven Population bildeten mehr IL-10 (153,27,99 pg/ml) als die
Zellen der Negativpopulation (58,22 + 17,79 pg/ml). Diese Urtedcwar auch statistisch
signifikant (p=0.02). Bei der IL-12 Produktion fanden wir nur eimadRigen Unterschied
zwischen den zwei Populationen: Die IL-10 positive Monozyteosduzierten mit 208,44 +
88,11 pg/ml etwas mehr IL-12p40, als die Negativpopulation (177,22 + Pg/69), ohne
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signifikante Unterschied. Die Produktion des aktiven Hetemeds, IL-12p70 war kaum zu
detektieren. (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Die Stabilitat der IL-10, IL-12p40 und IL-12p70 Pro#ition der sortierten Monozyten.

Die Monozyten der IL-10 positiven und IL-10 negativen Population wurden furink8hiert. Dargestellt sind die
Konzentration von IL-10, IL-12p40 und IL-12p70 in den Zellkulturiberstanden (*:p<it08ergleich mit IL-10 pos,
n=9).

3.3 Der Einfluss der sortierten Monozytenpopulation en
auf die Aktivierung von T-Effektorzellen

In diesem Versuch wurden IL-10 positive bzw. negative Morewit CD4+ T-Lymphozyten
in der Anwesendheit von anti-CD3 (gebunden auf dem Boden detulglschale) fur 48
Stunden kultiviert. Die IFN-und IL-4 Produktion der stimulierten Lymphozyten wurdeterst
ELISA gemessen (Abbildung 8).

Bei den stimulierten Lymphozyten kam es zur Produktionlkdh (139,5 £ 36,75 pg/ml) und
IL-4 (145,25 = 14,69 pg/ml). Die Zugabe von Monozyten erhdhte leichPiiduktion von
IFN- . Dieser Effekt war bei den IL-10 negativen Monozyten mit 162,25 + 31,0l pg
deutlicher ausgepragt, als bei den IL-10 positiven (142,75 + 42,78 pg/ml))Jrderschiede
zeigten aber keinerlei Signifikanz. Dagegen wurde die lymphazyta4 Produktion von den
Monozyten signifikant reduziert. Dieses Phadnomen war belld&0 positiven Monozyten mit
40,75 £ 3,75 pg/ml starker, als bei den Monozyten der Negativpopu(&fdn+ 12,74 pg/ml),
obwohl dieser Unterschied auch keine Signifikanz errei¢chsgiesamt waren die Unterschiede

zwischen den einzelnen Versuchansatzen nur marginal.
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Abbildung 8: Der Einfluss der zwei Monozytensubpopulatioref die Aktivierung von T-Effektorzellen.

IL-10 positive bzw. negative Monozyten wurden mit CD4+ Lymphozytderinwesendheit von anti-CD3 fiir 48h
Kultiviert. Die Produktion von IFN{A) und IL-4(B) wurde mittels ELISA bestimmt (*:p<0,05 im V&olp mit
CD4-Zellen+anti-CD3, n=4).

3.4 Der Einfluss der sortierten Monozytenpopulation en
auf die Entwicklung von T y1- bzw. Ty2- Lymphozyten
aus naiven T-Helferzellen

Um den Einfluss der sortierten Monozytensubpopulationen alEmtigicklung von T,1- bzw.
Tu2-Lymphozyten zu untersuchen, wurden Monozyten zusammen mé&maiLymphozyten
kokultiviert. Nach 5-tagiger Kulturdauer wurde die lymphozgt&roduktion von IFN- und
IL-4 mittels ELISA gemessen. Nach Expansion mit IL-2 fiieitere 5 Tage und darauf
folgender Aktivierung mit PMA/Ca-lonophore wurde die Produktion IFN- und IL-4
mittels ELISA, und die Produktion von IFN-IL-4, IL-2 und IL-13 durchflusszytometrisch

bestimmt.

3.4.1 Die Produktion von IFN-  und IL-4 nach 5-tagiger Kulturdauer

Die 5-tagige Kultivierung der naiven T-Helferzellen alleader mit Monozyten, ohne SEB
induzierte keine messbare IFNProduktion (Abbildung 9/A). Die Zugabe von SEB, einem
oligoklonalen Aktivator der T-Helferzellen durch die antigespriierende Zellen ergab eine
massive IFN- Produktion, wobei Lymphozyten, die zusammen mit IL-10 negatMonozyten
kultiviert wurden, bildeten mit 129,67 + 44,49 pg/ml mehr IENds die mit der IL-10 positiven
Monozyten (90,67 £ 45,12 pg/ml), obwohl ein signifikanter Unterschied faskdtellbar war.
SEB allein, ohne Monozyten als Stimulatorzellen konnte kéiNe Produktion der naiven
T-Helferzellen induzieren. Als Kontrolle wurde ebenfalls ditokinproduktion der
T-Gedachsniszellen (CD45RO+) gemessen, wobei eine malkilye IProduktion nach
Stimulation mit SEB beobachtet wurde (46 + 40,15 pg/ml).
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Die Produktion von IL-4 nach 5-tagiger Kulturdauer erwies aishminimal und lag unter der
Nachweisgrenze des ELISA-Systems bei 22 pg/ml in allensutdbten Ansatzen. Die hochsten
Werte wurden bei den T-Helferzellen und T-Gedachtnisz@{entrollansatz) gemessen, die in

der Abwesendheit von Monozyten mit SEB stimuliert wurden (Abbildungy 9/B
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Abbildung 9: Der Einfluss der zwei Monozytensubpopulatioref die Differenzierung von naiven T-Helferzellen.
IL-10 positive bzw. negative Monozyten wurden allein, mit naiven QD4rphozyten und mit SEB und naiven CD4+
T-Helferzellen flr5 Tage kultiviert. Die Produktion von IF{) und IL-4(B) wurde mittels ELISA bestimmt (n=3).

3.4.2 Die Produktion von IFN- |, IL-4, IL-2 und IL-13 nach Expansion mit
IL-2 und Aktivierung mit PMA/Ca-lonophor

3.4.2.1Der Nachweis von IEN-, IL-4, IL-2 und IL-13 mittels intrazellularer
Zytokinmessung

Die Expansion der proliferierenden Lymphozyten mit IL-2 wazudaétig, um eine fur die

durchflusszytometrische Analyse detektierbare Zellmengegewinnen. Eine analysierbare
Zellmenge wurde aber nur bei zwei von den 7 untersuchtenz&msétreicht, und zwar bei den
Ansatzen, bei denen die naive T-Zellen in der Anwesendbe entweder IL-10 positiven oder

IL-10 negativen Monozyten, zusammen mit SEB kultiviert wurdex.d&n anderen Ansatzen
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wurden nur sehr wenige Zellen detektiert, eine Aussage Ubefytikinproduktion mittels
Durchflusszytometrie war dadurch nicht méglich.

Bei der durchflusszytometrischen Bestimmung der IL-4 und- IFProduktion war dem
Tul/Ty2 Modell entsprechend eine Dichotomie bemerkbar: die akevieZellen exprimierten

hauptsachlich nur eine der beiden untersuchten Zytokine (Abbildung 10).

1.5% 0.76%

4.56% 5.71%

A B

Abbildung 10: Der Einfluss der zwei Monozytenpopulationerf aie Differenzierung der naiven T-Helferzellen.
CD45RA+ naive T-Helferzellen wurden mit IL-10 positiven (A) wndid negativen (B) Monozyten fir 5 Tage kokultiviert
bzw. Aktiviert. Die aktivierte T-Zellen wurden fiir weitér&age mit IL-2 expandiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit
PMA/Ca-lonophore restimuliert und die Produktion von IFNind IL-4 wurde durchflusszytometrisch bestimmt.
Darstellung einer reprasentativen intrazellularen Zytokinmegsun

Bei der Mehrheit der Lymphozyten war die Produktion von IFiNachweisbar. Es wurde nur
ein minimaler Unterschied zwischen den beiden Ansatzeiighela der Prozentzahl IFN-
produzierender Zellen beobachtet (Abbildung 11/A): aus deremdivHelferzellen, die mit den
IL-10 negativen Monozyten kokultiviert wurden, lie3en sich mit 62,482:05% mehr IFN-
produzierende Lymphozyten differenzieren, als aus den Lymybdio, die mit den IL-10
positiven Monozyten kultiviert wurden (59,81 + 62,48). Bemerkbarerkbtieede wurden bei
den RSMF- (relative spezifische mittlere fluoreszesz, Methoden) Werten gefunden
(Abbildung 11/B), wobei Lymphozyten, die mit den IL-10 posiiv®onozyten kultiviert
wurden, produzierten mit 57.98 + 15,93 weniger IENds die mit IL-10 negativen Monozyten
kultivierten (73,32 = 24,51), obwohl dieser Unterschied statistisch nichfikant war (n=9).

Die Anzahl IL-4 produzierender Lymphozyten war ungefahr muiDeittel der IFN- positiven
Zellen. Prozentual zeigte sich eine leichte, nicht signifie Unterschied zwischen den zwei
Anséatzen: in der Anwesendheit IL-10 positiver Monozytegabrsich mit 20,68 + 9,78% eine

grolBere Anteil IL-4 produzierender Lymphozyten, als bei den Mdeozyder
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Negativpopulation (14,25 £ 9,42). Dieser Tendenz wurde von den RSMieWeer IL-4
Produktion nur wenig unterstutzt (2,51 + 0,29 bzw. 2,35 + 0,66).

Die Produktion von IL-2 war ungeféhr in der Halfte der Lymphemynachweisbar: mit
52,91 + 10,06% war die Anzahl IL-2 produzierender Lymphozyten beild&0 Ipositiven
Monozytenpopulation nur wenig erhdht im Vergleich mit dgmphozyten, die mit den  IL-
10 negativen Monozyten kultiviert wurden (48,88 = 9,98%). Bei den RBMFen wurde die
selbe Tendenz beobachtet (5,68 + 1,14 bzw. 4,62 £ 0,72).

Es wurde nur eine minimale IL-13 Produktion der Lymphozytétefs Durchflusszytometrie
detektiert. Der Anteil IL-13 positiver Zellen war dabeit rh,85 + 0,79% bei den mit IL-10
positiven Monozyten kokultivierten Lymphozyten etwas grof3erbal den mit IL-10 negativen
Monozyten kultivierten Lymphozyten (1,70 £ 0,71%). Tendenzigdr die Unterschied der
RSMF-Werten gleich, aber genauso minimal (1,14 + 0,06 bzw. 1,11 + 0,07).

Die Unterschiede der einzelnen Ansatzen bezuglich der Produkdn IL-2 und IL-13 zeigten

auch keinerlei Signifikanz.
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Abbildung 11: Der Einfluss der zwei Monozytenpopulationen aué dgmphozytére Bildung von IFN5 IL-4, IL-2 und
IL-13.

Dargestellt sind der Anteil der zytokinproduzierenden LymphdAjtend die RSMF-Werte(B), (n=10).

3.4.2.1Der Nachweis von IFN- und IL-4 mittels ELISA

In einem anderen Ansatz wurde die Konzentration von IkMé IL-4 im Zellkulturiberstand
mittels ELISA gemessen (Abbildung 12, n=9). Lymphozyten, o888 oder Monozyten
bildeten gar kein IFN- Die Anwesendheit von Monozyten induzierte eine ganz mieima
IFN- Produktion. Durch die Zugabe von SEB erfolgte eine massiNe IRusschuttung der
Lymphozyten: T-Zellen mit der IL-10 negativen Monozytenpoporabildeten mit 367,56 +
88,91 pg/ml mehr IFN5 als die mit der Negativpopulation (344,33 + 93,87 pg/ml). Der

Unterschied erwies sich aber als statistisch nicht signifikant.
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Die IL-4 Produktion zeigte ein ahnliches Muster: naive Tlefehllein, oder mit Monozyten,
aber ohne SEB produzierten nur sehr wenig IL-4. Die Zugabe vonirg@ltBierte eine starke
IL-4 Ausschittung, wobei Lymphozyten, die mit IL-10 positivBtonozyten kokultiviert
wurden, produzierten mit 128,00 + 50,91 pg/ml mehr IL-4, als die mitOlLregativen
Monozyten kokultivierte Lymphozyten (102,11 + 33,34 pg/ml). Dieseretdnhied erreicht
aber ebenfalls keine statistische Signifikanz.

In der Abbildung 12 ist auch die Zytokinfreisetzung der Lymphleazybhne Monozyten
dargestellt. Erwahnenswerte Zytokinproduktion wurde bei den ursprimglicén T-Zellen mit
SEB (128 £ 46,79 pg/ml IFN-und 62,56 + 34,79 pg/ml IL-4) und bei den T-Effektorzellen mit
SEB (174,44 + 76,57 pg/ml IFNund 153,33 + 92,96 pg/ml IL-4) beobachtet.
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Abbildung 12: Der Einfluss der zwei Monozytenpopulationen ali€ lymphozytére Bildung von IFN{A) und IL-4(B)
nach Expansion mit IL-2 und anschlieRend Stimulation mit PMCa-lonophore.
Dargestellt sind die Zytokinkonzentrationen im Zelliberstan®)n=
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3.5 Die Generierung dendritischer Zellen aus IL-10
positiven und IL-10 negativen Monozyten

In Diesem Versuch wurde untersucht, ob die sortierte Pipoda der Monozyten in der Lage
sind, nach 6-tagiger Kultur mit IL-4 und GM-CSF und ans®died mit LPS fir 24 h zu reifen
dendritischen Zellen zu differenzieren. Dazu wurde die Expmesder Oberflachenmarker
CD1a und CD83 durchflusszytometrisch bestimmt (Abbildung 13).

Abbildung 13 zeigt das Messergebnis des einzigen Experiments, d&téanadify durchgefihrt

wurde. Die IL-10 negativen Monozyten differenzierten zu deschién Zellen, die entweder
CDla, oder CD83, oder beides exprimierten. Bei den IL-10 posititenozyten war die

Menge der geernteten Zellen fir eine durchflusszytometrisghalyse, die mit den

Messergebnissen der IL-10 negativen Zellen vergleichbar ware, Regel nicht ausreichend.

Abbildung 13: Die Fahigkeit IL-10 positiver (A) und IL-10 mgativer (B) Monozyten, zu dendritischen Zellen zu

differenzieren.

Monozyten wurden mit GM-CSF und IL-4 fur 6 Tage kultiviert. Ansfgébhiid wurden sie mit LPS fur 24h stimuliert. Die
Expression der Oberflachenmarker CD1a und CD83 wurde durchflusszyismmetntersucht. Dargestellt sind Dot-Plots

eines Messergebnisses mit Prozentualangaben der Oberflachemarketiesgorden Zellen.
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4 DISKUSSION

Mit der Hilfe eines Zytokinsekretionsassays und eineshigeschwindigkeitzellsorters wurde in
unserer Arbeit zum ersten Mal versucht, verschiedene Subpopelaider Monozyten anhand
ihrer Zytokinproduktion zu separieren. In dieser Arbeit wurglebhende” Monozyten anhand
ihrer IL-10 Produktion separiert. Mithilfe eines IL-10 Detekskits der Firma Miltenyi war es
maoglich IL-10 produzierende Monozyten von nicht IL-10-produzierendemddyten mittels
fluoreszierender Farbstoffe zu trennen. Der HauptteifedieArbeit bestand darin, dieses
Verfahren zu etablieren und eine Methode zu entwickelnfld@eszenzmarkierten IL-10
produzierenden Monozyten zu sortieren. Zudem sollte gezeigteweinwieweit mit dieser
Methode tatsachlich IL-10 produzierende von IL-10 negativen Monozygpariert werden
kénnen. Hierzu wurde durch die Messung der Zytokinproduktion siiEeISA untersucht, ob
die friher beobachtete dichotome Bildung der beiden antagmhistirkenden Zytokine IL-10
und IL-12 sich auch nach der Separation zeigt. In einem neritgchritt sollte geklart werden,
ob sich die separierten Monozytenpopulationen neben ihrekidproduktion auch in ihren
funktionellen Eigenschaften unterscheiden. Es wurde untersuaht, die Monozyten-
Subpopulationen die Entstehung von Thl- bzw. Th2-Lymphozyten sehtedlich
beeinflussen. Zudem wurde getestet, inwieweit sich die ILyboluURtion der Monozyten auf
ihre Fahigkeit auswirkt in einem geeigneten Zytokinmilizu dendritischen Zellen zu

differenzieren.

4.1. Diskussion der eingesetzten Methode

Die IL-10 Produktion der Monozyten wurde durch LPS-Stimulafiwtuziert. LPS ist ein
Molekulkomplex der Zellwand gramnegativer Bakterien, der Moteoeyaktivieren kann, in
dem es an deren Membranmolekil CD14 bindet. Die Bindung zurReR8ptor CD14 erfolgt
die Aktivierung der Monozyt und die Produktion einer ganReihe pro- (TNF-, IL-1, IL-6,
IL-12) und antiinflammatorischer Zytokine (IL-10, TGFund Mediatoren (NO).

In Vorversuchen wurde analysiert, wie die maximale AnZahl0 produzierender Zellen
erreicht wird. Die Vorergebnisse ergaben, dass nach einer 24gsiikdltur mit Lymphozyten
und anschlieBender 12-stindiger LPS-Stimulation ein sehr Watteil IL-10 produzierender
Monozyten (ca. 30%) zu erzielen {8tDer zusatzliche Effekt der Kultur mit Lymphozyten ist

darauf zurtckzufiuihren, dass die Monozyten mit den T-Lymphozginen direkten Zellkontakt
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aufbauen. So wurde beschrieben, dass aktivierte T-Lymphozyge monozytare IL-10 und
TNF- Produktion durch direkten Zellkontakt férdefd,wobei TNF- selbst wiederum die
IL-10 Produktion fordert. Obwohl die Lymphozyten in unseremsuehsaufbau am Anfang
nicht aktiviert wurden, mag der T-Zellkontakt fur die Induktion deonoeytaren IL-10
Produktion eine wichtige Rolle gespielt haben. Eine andereirtrd fur die erhdhte IL-10
Produktion der Monozyten nach 24 Kultur bietet die spontane Apepter Monozyten. In der
Abwesendheit von bestimmten Stimuli wird ein Teil dertikidrten Monozyten spontan
apoptotisch? Die Stimulation mit LPS hemmt die weitere Apoptose Ziellen®’ Apoptitische
Zellen, die wahrend der 24-stiindiger Kultivierung entstarsded, waren in der Lage, die LPS-
induzierte IL-10 Produktion der lebenden Monozyten weiter hétem™® Dieser Effekt wird
auch durch direkten Zell-Zell Kontakt zwischen lebenden und tapsghen Monozyten
vermittelt.

Fur die niedrigere der Reinheit der beiden Monozytenpopulati¢rig/37% fur die IL-10
positive und 77,26% fir die IL-10 negative Monozyten) im Vergleich der Reinheit der
CD4+ Lymphozyten (89,27%) gibt es mehrere Grinde. Zum eibésizustellen, dass es sich
bei der IL-10 Produktion nicht um einen klassischen Obewidctaker handelt, dessen
durchflusszytometrische Detektion einem ja/nein MusterckieVielmehr ergibt sich in der
FACS-Population eine IL-10 positive Zellwolke, die sich des Wolke der IL-10 negativen
Zellen heraus entwickelt. Bei der Sortierung der IL-10 tp@si Zellen wird eine an sich
zusammenstehende Gesamtpopulation in der Mitte zerschiBiée der Reanalyse verschieben
sich dann die Populationen durch die erneute Aktivierung dain Laserlicht. Die hier
angegebenen Werte sind Werte, die vor der Korrektur desaBsagates gemessen wurden.
Spéatere Reanalysen kamen dann zu deutlich besseren Wertban Ner Wahl des
Reanalysegates und der Einstellung der zu sortierendereArelinen selbstverstandlich auch
andere Faktoren Einfluss auf die Reinheit der zu sortienefidlen. Zum einen beeinflusst die
Geschwindigkeit des Sortiervorganges die GenauigkeitSteserens, aber auch individuelle,
probandenabhangige Faktoren spielen eine Rolle. So ist z.Bludkeszenzintensitat fur IL-10
individuell verschieden. Die verschiedenen Populationen wadoth optisch gut zu trennen,
sodass die Einstellung der Sortierungsareale in der Rsmgdeutig festzulegen war. Die
Ergebnisse der IL-10 Bestimmung (mittels ELISA) der sdgrelL-10 positiven und negativen
Zellen belegen, dass das Sortierungsprotokoll erfolgreich WatO | positive Monozyten
produzierten auch tatsachlich signifikant mehr IL-10 als IL+i&pative Monozyten. Wir
schlussfolgern hieraus, dass die erstmals in dieser Arbgiesatzte und entwickelte Methode
zur Separierung IL-10 produzierender Monozyten erfolgreich istzdiem war eine eindeutige
IL-10 Produktion auch in der initial IL-10 negativen Subpopulatieststellbar. Dies mag

mehrere Grinde haben. Zum einen war, wie beschrieben, dier®anheit nicht sehr hoch.



35

Zum anderen lag der Zeitpunkt des Kulturbeginnes recht spatabel8 Stunden nach der
initialen LPS-Stimulation. Trotzdem ist davon auszugehen, diadsier gemessenen Werte das
Verhalten der sortierten Zellen auch in den anderenu¢ben widerspiegelt. Bei der erstmals
eingesetzten Methode handelt es sich eher um eine Annaichtr-10 produzierender Zellen,
denn um eine tatsachliche, eindeutige Isolation. Dies wird smictom Hersteller beschrieben.
Urspringlich wurde dalé-10 Secretion Assay — Cell Enrichment and Detection Kit (BE)ie
Anreicherung IL-10 produzierender Lymphozyten entwickelt. Adhder Arbeitsanweisung
sollten die IL-10 produzierende Zellen nach der MarkierungdemIL-10 Detection Antibody
(PE) mit paramagnetischem anti-PE Antikorper weiter markiertieer Anschlieend wird eine
paramagnetische Zellseparation mit demselben Prinzip dditiige wie es in dem
Methodenteil bei der Separation von naiven T-Helferzellerchreben wurde. Auf dieser
Weise kann man eine Maximale Reinheit von 30-40% der zytokdogierenden Zellen
erreichen. Um einen hoéheren Anteil IL-10 produzierendeftedetu gewinnen wurden die
Zellen statt mit der paramagnetischen Separation mittélgchflusszytometrischer
Zellsortierung aufgereinigt. AuRerdem kann bei der hier beobashfgtimkinproduktion die
schon friher erwdhnte Apoptose der Monozyten auch eindigécRolle gespielt haben. Die
Zellsortierung selbst ist ein grof3er mechanischer Stiestie Zellen. Dadurch ist es moglich,
dass die Sortierung Apoptose auslost. Obwohl die Apoptos&deozyten in dieser Arbeit
nicht untersucht wurde, halten wir es fur méglich, dass digesenheit apoptotischer Zellen in
beiden Populationen die IL-10 Produktion der T-Zellen induzfet’® moglicherweise
unabhangig davon, ob die Monozyten nach der initialen LRS8u&ttion IL-10 produziert
haben oder nicht.

Die Technik der Sortierung von Leukozyten anhand ihrer Zypokotuktion wurde
urspringlich entwickelt, um die verschiedene Subpopulationen vall@rzu charakterisieren
und zu trennen.Dabei werden die Zellen, die das entsprechende Zytokin peséunzimit der
Hilfe einer Zelloberflachen-Affinitatsmatrix detektief@ieser Matrix besteht aus anti-Zytokin-
Antikérpermolekiilen, die an der Zelloberflache gebunden siéwgtdie Zelle an, Zytokine zu
produzieren, werden diese gleich an die Zelloberflaiche gebun@Be gebundene
Zytokinmolekiile kdbnnen dann mit einem konventionellen Fluemanarkierten anti-Zytokin-
Antikorper detektiert werden. Die auf dieser Weise maikieZellen kdnnen danach
durchflusszytometrisch analysiert oder sortiert werden.

Durch die Technik der Zellsortierung wurde uns ermdglicte, @D4+ T-Helferzellen parallel
mit den Monozyten zu isolieren. Die Sortierung ergab gemischte Population von naiven
Ty-Zellen und Effektorzellen. Da wir die Differenzierung vbgl- bzw. T42-Zellen aus naiven
T-Zellen unter verschiedenen Bedingungen untersuchten, musistamaive T-Zellen zuerst

angereichert werden. Dies wurde mit der Hilfe einer immuagnetischen
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Zellseparationstechnik durchgeftuihrt und ergab eine Reinheit von 92,4@r die naiven
T-Helferzellen. Diese Methode fur die Anreicherung naiVeHelferzellen wird weltweit
verwendet und unsere Reinheitsergebnisse stimmen gut mivaeranderen Arbeitsgruppen
angegebenen Werte (90-99%) iibeféitt:™®

4.1 Die Stabilitat der IL-10 und IL-12 Produktion d er
sortierten Monozytensubpopulationen

Durch die Messung der Zytokinproduktion mittels ELISA wurde nsoteht, ob die friher
beobachtete Dichotomie der beiden antagonistisch wirkenden Zytkkit@ und IL-12 sich
auch nach der Separation zeigt bzw. inwieweit die Separation in Bezdig &i-10 Produktion
erfolgreich war.

Die Monozyten der IL-10 positiven Population zeigten einenedrte IL-10 Produktion im
Vergleich mit den Zellen der Negativpopulation, dies wurde bereit§lalish diskutiert.
Vorergebnisse unserer Arbeitsgruppe hatten eine dichotome Wegeibn IL-10 und IL-12p40
Produktion bei Monozyten ergeben. Die zwei Populationen zemgteminimale Unterschiede
bezuglich ihrer IL-12p40 Produktion. Diese Beobachtung widerspricheirdzar unseren
vorherigen Ergebnissen einer dichotomischen Produktion voiOlund IL-12. Allerdings
wurden die separierten Zellen erst ca. 18 h nach LPS-&tiolin die Kulturschale gegeben
und dann fur weitere 48 Stunden dort belassen und sodass def@péteeginn deutlich nach
dem Gipfel der IL-12p40 Produktion nach LPS-Stimulation liegesP setzt bereits nach 6
Stunden ein und erreicht ihren Gipfel bei ungefahr 8 ®mi Es ist somit davon auszugehen,
dass aufgrund der Bedingungen die sich durch den Versuchaufipelee bezlglich eines
Unterschiedes in der IL-12p40 Produktion zwischen IL-10 produzienenaled nicht

produzierenden Monozyten keine Stellung bezogen werden kann.

4.2 Die Tul/Ty2-Polarisiernede Fahigkeit der sortierten
Monozytensubpopulationen

Bei den hier vorgestelten Versuchen wurde der Effekt derrtiegen
Monozytensubpopulationen auf dagl/Ty2 System untersucht. Mit Hilfe unserer Experimente
konnte festgestellt werden, dass die Aktivierung von CEffektor T-LymphozytenTh1 bzw.

Tw2-Zellen) durch die Monozyten reguliert wird. In weiteréarsuchen zeigte sich, dass die
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untersuchten Subpopulationen der Monozyten die DifferenzierungTygfiektorzellen aus

naivenTy-Lymphozyten tatséchlich unterschiedlich beeinflussen.

4.2.1 Der Effekt der IL-10 positiven bzw. negativen = Monozyten auf die
Aktivierung von T-Effektorzellen

Wahrend einer primaren Immunantwort kommt es zu der énisg von T-Effektorzellen, die
aufgrund ihrer Zytokinproduktion inTyl- bzw. Ty2-Zellen aufgeteilt werden koénnen.
T-Effektorzellen sind Lymphozyten, die in ihrer Vergamnigeit Antigenkontakt hatten. Wenn es
mit diesem Antigen zu einem erneuten Kontakt kommt, wiré sgchnelle, antigenspezifische
sekundare Immunantwort durch die Ausschittung verschiedenekidy induziert. Die
Aktivierung dieser Zellen erfolgt durch die Interaktion ge¥ien dem MHCII-Molekil mit dem
Antigen auf der Oberflache der antigenpréasentierenden Zelledend TCR-Molekul der
T-Zelle. Im Gegensatz zu naiven T-Zellen wird wéahrendr iAlgivierung keine Kostimulation
bendtigt (nur wenn das Antigen in einer niedrigen Konzentratiorerfigung steht). Obwohl
die Zytokinsekretion der T-Effektorzellen ziemlich stabtlund die urspriinglich entstandenen
Twl/Ty2 Muster wenig variiert werden, kann die Zytokinfreisetzuman verschiedenen,
wahrend der Aktivierung anwesenden Faktoren moduliert werdese Bektoren umfassen den
Typ der antigenprasentierenden Zelle, die von den APCs produrigytokine und (wenn das
durch den TCR ausgeloste Aktivierungssignal wegen einer niedAgéigenkonzentration

nicht ausreichend ist) kostimulatorische Signale.

Der Einfluss von IL-10 positiven bzw. negativen Monozyten aigf Beaktivierung von
T-Effektorzellen wurde mit der Hilfe von anti-CD3 monoklonal@émtikbrper untersucht.
Dieses Molekul bindet an den TCR-CD3 Komplex, simularf dieser Weise eine MHCII-
TCR-Interaktion und l6st ein maximales TCR-Signal auss dar Aktivierung und der
Zytokinsynthese der T-Zelle fuhrt. Immobilisierte anti-€Bntikorper sind optimale Ausloser
der Zytokinproduktion sowohl ify1- als auch inTy2-Effektorzellen. Das Molekil hat eine
grof3e Affinitdat zum TCR und es kann in einer viel groReremt®igegeben werden, als man
von einem TCR/MHCII Komplexen erwarten wirde. Es kanndaih Fc-Ende des Molekils in
einer an Kulturplatten gebundenen Form gegeben werden ssemaseffektive TCR-Bindung

maglich ist.

In diesem Versuch wurden T-Effektorzellen mit den wutehten Monozytensubpopulationen
in der Anwesendheit vom immobilisierten anti-CD3 Adtier fur 48 h kultiviert und die

Produktion von typischehyl- bzw.Ty2-Zytokine wurden mittels ELISA untersucht.
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Durch diese Stimulation kam es zu einer Induktion ded lund IFNg Produktion der
T-Lymphozyten im Vergleich mit den unstimulierterlién, die keine Zytokinproduktion
zeigten. Nach der Zugabe von Monozyten wurde nur die IL-duktmn der Lymphozyten
verandert: beide Monozytenpopulationen haben die Irgddktion der T-Effektorzellen
signifikant unterdrickt. Diese Beobachtung koénnte viellegntch die erhebliche IL-10
Produktion beider Monozytenpopulationen erklart werdesgdgen wurde die Produktion
von IFN-g von beiden Monozytensubpopulationen nicht beeinflusst. IDA0 die
Zytokinproduktion sowohl von Thl als auch Th2 Zellen unterdriickpricht die
unveranderte IFNy Produktion fir einen IL-10 unabhangigen Mechanismus. Aul3erdem
zeigten sich auch nur minimale Unterschiede bezlglich Zgokinproduktion von
Lymphozyten, die entweder mit IL-10 positiven oder IL-l@gativen Monozyten
kokultiviert wurden. Aufgrund dieser Ergebnisse ist davon auszugelass der gewahlte
Versuchsaufbau nicht optimal gewahlt war, um Unterschiedien antigenprasentierenden
Eigenschaften der unterschiedlichen Monozytenpopulationentesten. Der anti-CD3
Stimulus erwies sich alleine als zu stark, als dash rine unterschiedliche Beeinflussung
durch die verschiedene Monozytenpopulationen erkennbar geworden.W&-10 kann
eine selektive Hemmung des CDZ28-Signaltransduktionswegesrkkewund ist ein
bedeutender Faktor der Toleranzinduktion von T-LymphoZAtddieser Mechanismus
funktioniert nur wenn die T-Lymphozyten durch eine kleezahl von TCR Molekilen
aktiviert werden und deshalb vom CD28-Kostimulationsweg apbésind. T-Zellen, die
allein von ihren TCR Molekilen einen starken Signal bekemmnd auf dieser Weise
keine CD28-Kostimulation bendtigen, werden von IL-10 nichterdriickt® In unserem
Modell wurden die T-Effektorzellen mittels eines stark€&@R¥Signals ohne Kostimulation
aktiviert und das kann dafir eine Erklarung sein, warum dieomgére IL-10 Produktion
die IFN-g Produktion der aktivierten T-Effektorzellen nur minimahterdrickte. Im
Fortgang der Untersuchung verzichteten wir dann (erfolgrgjany auf die Zugabe eines

weiteren T-Zellstimulus.

4.2.2 Der Effekt der IL-10 positiven bzw. negativen = Monozyten auf die
Aktivierung von naiven T-Lymphozyten und ihrer Diff erenzierung
zu T-Effektorzellen

Nach dem initialen Kontakt mit Antigen kommt es zu detivi&ung der antigenspezifischen
naiven T-Lymphozyten, die durch die Produktion von IL-2 praéfen und zu §1 oder T,2

Lymphozyten differenzieren. jI-Zellen fordern zellvermittelte Immunreaktionen: von der



39

Ausschittung von Jl-Zytokine werden zytotoxische Funktionen und DTH-Reaktionen
aktiviert. T42-Zytokine begunstigen die Produktion von Antikérper, besonders dieyigiese
und férdern die Proliferation und Funktion von eosinophilen GrantddZy?4
dementsprechend spielen,ZFZytokine in Allergien eine wichtige Rolle. Antikdrper sind
effektiv gegen losliche Toxine und einige Bakterien; zysiche T-Lymphozyten tdten
virusinfizierte Zellen.

Das Muster einer primaren Immunantwort, d. h. die Entstgh/on entweder jl oder 12
Lymphozyten ist im Allgemeinen vorherzusehen und haufiggprechend, aber ein falsches
Muster kann schwere Konsequenzen haben. Die BedingungeBntsrheidung neben einer
Immunantwort von Typ | oder Typ Il umfassen den Typ der anpigesentierenden Zelle, die
Natur®*®* und Meng&™ des Antigens, die kostimulatorischen Signale, die neben der
MHC-II/TCR Interaktion anwesend sifé, und verschiedene Zytokine, die von der APC und
von anderen Zellen, die sich in der Umgebung befinden, produziert wefden.

Bei den hier vorgestellten Experimenten wurde der Einfluss kelDlpositiven und IL-10
negativen Monozyten auf die Differenzierung voplTozw. T42 Lymphozyten aus naiven
T-Zellen untersucht. Fur die Aktivierung der naiven T-Zellerde ein bakterieller
Superantigen (Staphylococcus Enterotoxin B) verwendet.

Superantigene sind bakterielle oder virale Proteine, de griol3e Anzahl von CD4+ T-Zellen
aktivieren konnen. Die unmalige poliklonale Aktivierung fuhrt ®iner massiven
Zytokinauschattung, die fur den toxischen Effekt der Superamgitgiweise verantwortlich ist.
Sie wurden mit unterschiedlichen akuten und kronischenraBkkngen wie z. B.
Nahrungsmittelvergiftung, Toxisches Shock-Syndfoailergierf? und Kawasaki-Syndrofin
Zusammenhang gebracht. Weiterhin hervorrufen sie eine gquat®n von Immunreaktionen,
die zu Autoimmunerkrankungen oder zu Immundefizienz fuhrt. fBiektionieren als
virulenzfaktoren durch die Verwicklung der normalen Immiwnart und verzdgern die
Entstehung der pathogenspezifischen Immuiftat

Superantigene zeigen mehrere Unterschiede im Vergleichkamtentionellen Antigene.
Normale Antigene werden von antigenprasentierenden Zelidgemommen oder endogen
produziert und nach der Aufarbeitung in dem antigenbinder@@eiben des MHC-I oder
MHC-II Molekils zu antigenspezifischen T-Zellen prasentieDagegen funktionieren
Superantigene als intakte Molekile und verbinden sich dinektdem MHC-II-Molekl
auBerhalb des antigenbindenden Grabes, ohne vorherige ProzepSiét Der
Superantigen/MHC-11 Komplex verbindet sich direkt mit giariablen Region der-Kette (V)
des TCR-Molekiils, auf dieser Weise die T-Zelle aktamiel’® Staphylococcus Enterotoxin B

aktiviert nur T-Zellen, die als Bestandteil ihres T-ZR#zeptor die V8-Kette exprimieref®
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Da der Anteil der V8+ Zellen nur insgesamt ca. 5% der gesamten CD4+ T-Hdleaze
betragtt wirkt SEB als ein oligoklonaler Aktivator der T-Zellen.

Unter allen oligoklonalen Stimulatoren von T-Zellen stlibt Aktivation mit Superantigene am
nahesten der physiologischen Aktivation durch die Erkennungifispeer Antigené'’
Deswegen erwies sich die in vitro Aktivation von naiveZ€llen oder T-Effektorzellen mit
Superantigene in der Anwesendheit verschiedener antigenprésaoitie Zellen als eine
optimale Methode zur Untersuchung desl/Ty2 Systems?'? In diesem Modell spielen
Kostimulatormolekiille auch eine wichtige Rolle neben dertoldgproduktion der
antigenprasentierenden Zelle in der Beeinflussung d&g 12 Gleichgewichts.

In unserem Versuchsaufbau wurden naive T-LymphozytendlLrii® positiven bzw. negativen
Monozyten in der Anwesendheit von Staphylococcus Enterotoxnli/iert. Nach 5 Tagen
wurde Die Produktion von den yI/T42 Leitzytokine IFN- und IL-4 in den
Zellkulturiberstanden mittels ELISA gemessen. Die aktiwidrZellen wurden mit exogenem
IL-2 vermehrt und nach weiteren 5 Tagen mit PMA/Ca-lonogstionuliert. Die intrazellulare
Anreicherung von IFN- IL-4, IL-2 und IL-13 wurde durchflusszytometrisch untersucke, d

Ausschittung von IFN-und IL-4 in die Zelliberstadnde wurde mittels ELISA gemessen.

4.2.2.1Die Produktion von IEN- und IL-4 nach 5-tdgiger Kokultur der
T-Lymphozyten mit IL-10 positiven und IL-10 negativen Monozyten n der
Anwesendheit von SEB

Nach 5 Tage wurde eine massive IFNRroduktion der urspringlich naiven Lymphozyten
detektiert, aber nur wenn sie mit Monozyten in der Anwdseihdon SEB kokultiviert wurden.
Lymphozyten allein oder mit Monozyten, ohne SEB produziertem lN- . Die Stimulation
der naiven T-Zellen mit SEB flihrte auch zu keiner messbdN- Produktion, dagegen
wurde bei den stimulierten T-Effektorzellen eine malRige-IFRroduktion detektiert. Von

diesen Beobachtungen kdnnen schon folgende Schlussfolgerunggamgeavden:

1. For die Aktivierung der naiven T-Helferzellen missen nettem oligoklonalen T-Zell-
Aktivator SEB auch Monozyten als antigenprasentierendéerzeanwesend sein. Dies
entspricht dem Mechanismus wie die Aktivierung von T-Liaogyten durch Superantigene
funktioniert: das MHC-II Molekul auf der antigenprasergie Zelle und der T-Zell
Rezeptor in dem Zellmembran der T-Lymphozyt werden miteinamddrindet. Diese
Vernetzung fuhrt zur Aktivierung der naiven T-Zelle, wvas von der massiven IFN-
Ausschittung widergespiegelt ist. Naive T-Zellen, ohne Maoeyvurden durch SEB
nicht aktiviert. Dies bedeutet erstmal, dass die Anwesendthei professionellen

antigenprasentierenden Zelle mit dem MHC-II Molekul fur die T-Zktivierung notig ist.
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2. Weil SEB ein hochpotenter Aktivator der T-Lymphozytenist es fur die Aktivierung der
naiven T-Zellen ausreichend, wenn die APCs nur in sehnggriAnzahl zur Verfiigung
stehen. Deshalb bietet diese Beobachtung eine UberprifungligbBeinheit der naiven
T-Zell Population: es waren keine MHC-II tragende Monozytder d-Helferzellen dabei.

3. Weil die T-Zellen in der Kokultur mit Monozyten nicht akevi wurden, kénnen wir davon
ausgehen, dass fur die Aktivierung der naiven T-Zellerédhteh der Superantigen
verantwortlich ist.

4. Die Aktivierung der T-Effektorzellen lasst sich dadurctkl@en, das sie durch die
Expression von MHC-II Molekilen in der Lage sind, das Superantigjeander zu

prasentieref*

Die Produktion von IL-4 war bei allen Kokulturansatzen nur mali Im Vergleich mit den
Kokulturansatzen mit Monozyten produzierten die allein &HB stimulierte naive T-Zellen
und T-Gedachtniszellen eine leicht erhohte Menge an IL-4.ni2iBige 1L-4 Produktion und
starke IFN- Ausschittung der naiven T-Helferzellen entspricht eifgirZytokinmuster. Das
stimmt gut mit den Ergebnissen von Sasama et al. (ibéfeilie gezeigt haben, dass die
Mehrheit der naiven T-Lymphozyten eine stark@-Deviation zeigen.

AulRerdem wurde nur eine minimale Unterschied zwischen detO Ipositiven und IL-10
negativen Monozyten bezuglich der Zytokinproduktion der mit ihRekultivierten und
aktivierten naiven T-Lymphozyten: bei den IL-10 positiven Monezyproduzierten die
T-Zellen etwas weniger IFN-und etwas mehr IL-4. Das heif3t, die mit den IL-10 positiven
Monozyten kokultivierten Lymphozyten zeigten eine leicheedenz zu §2-Lymphozyten zu
differenzieren. Das entspricht dem bekannten Effekt detOllMolekils auf das J/Ty2-

Gleichgewicht: die 2 Antwort wird geférdert, wahrend dig,T Reaktion gehemmt wiryf.

4.2.2.2 Die Produktion von IEN- ., IL-4, IL-2 und IL-13 nach 5-tdgiger Expansion mit
IL-2 und Restimulation mit PMA/Ca-lonophore

Nach 5-tagiger Kokultur der Lymphozyten mit IL-10 positivend IL-10 negativen Monozyten
und Aktivierung mit SEB wurden sie fur weitere 5 Tage mdgenem IL-2 expandiert und mit
PMA/Ca-lonophor  restimuliert. PMA (phorbol 12-mysirate 18tate) aktiviert
T-Lymphozytenin vitro undin vivo durch die Aktivierung der Proteinkinase C. Ca-lonophor ist
ein Substanz, die die Durchlassigkeit der Zellmembran &ir €hoht. Die Kombination dieser
beiden Stimulantien wird weltweit fur die Aktivierung von T-Zelleenutzt.

Die Produktion von IFN- und IL-4 wurde in den Zellkulturiberstdnden mittels ELISA

gemessen, die Produktion von IFN-IL-4, IL-2 und IL-13 wurde auf Einzelzellebene
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durchflusszytometrisch detektiert. Die Produktion von IFNELISA-Werte) nach der
Restimulation zeigte dasselbe Muster wie nach der imti&tenulation: T-Lymphozyten allein
oder mit SEB aber ohne Monozyten produzierten nur eine miniMalgge an IFN-. Die
hochsten Werte wurden bei den Lymphozyten, die zusammtelL410 positiven bzw. IL-10
negativen Monozyten in der Anwesendheit von SEB kultiviartden, detektiert. Der bereits
beschriebene Unterschied (mehr IFNbei den mit IL-10 negativen Monozyten kokultivierten
T-Zellen) war auch hier feststellbar. Naive T-Zellenduzierten eine vergleichbare Menge an
IFN- wie mit SEB stimulierten CD45RO+ T-Effektorzellen.

Die IL-4 Produktion zeigte ein ahnliches Muster: es wurde von den utlistitan T-Zellen (mit
oder ohne Monozyten) kaum exprimiert. Bei den zwei Ansatzen mit Monnd SEB wurde
eine starke IL-4 Ausschuttung festzustellen, wobei T-Betiée mit IL-10 positiven Monozyten
aktiviert wurden, produzierten etwas mehr IL-4. Die T-Gedashélien produzierten auch eine
grof3e Menge an IL-4; aul3erdem war eine malidige IL-4 Produsgiodien urspringlich naiven,
stimulierten T-Lymphozyten zu beobachten.

Das Zytokinproduktionsmuster der naiven T-Lymphozyten nacblgéef Expansion und
Restimulation mit Ca-lonophore und PMA zeigte in glei€iehtung, wie die Daten nach 5-
tagiger Kokultur ohne Restimulation: T-Zellen, die initialt nfiL-10 positiven Monozyten
kokultiviert und anschlieend restimuliert wurden, produziensehr IL-4 und weniger IFN-
Nach diesen Beobachtungen Uber die ELISA-Daten der ILddieid- Produktion kénnte man
neben einem J2-induzierenden und pIl-hemmenden Effekt der IL-10 produzierenden
Monozyten argumentieren, aber neben den minimalen, salistnicht signifikanten
Unterschieden muss noch ein Faktor beriicksichtigt werden:

Durch die polyklonale Aktivierung durch SEB und die Wirkuiigs exogenen IL-2 entstand
eine massive Proliferation und Vermehrung der Lymphozgemauso wie das vivo wéahrend
der Entstehung einer antigenspezifischen Immunitat paséi® schnellsten vermehrten sich
die in der Anwesendheit von IL-10 positiven oder negativen dgea mit SEB aktivierten
Lymphozyten, aber die Proliferationsgeschwindigkeit wage&n des Effekts von IL-10 auch
zwischen diesen zwei Ansatzen unterschiedlich. Wegenudterschiedlichen Zellmengen in
den untersuchten Ansatzen ist in diesem System die ibhéiglt einer Aussage Uber die
Modulation der T;1/Ty2 Immunantwort limitiert.

Deshalb wurde hier die Methode der intrazellularen durchflbesmtrischen Zytokinmessung
verwendet, die es ermdglicht, die Produktion vaa TIL-2, IFN- ) und T42 Zytokine (IL-4 und
IL-13) auf Einzelzellebene zu untersuchen. Die intrazeBuEytokinmessung war nur bei den
Ansatzen moglich, bei denen Lymphozyten zusammen mit Monozy#emvesenheit von SEB
kultiviert worden waren. Bei den anderen Ansatzen wurderselir wenige Zellen detektiert

und die Messung der Zytokinproduktion konnte nicht beurteilt werden.
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Bei fast allen Messungen, bei denen die Zellen gleidhzgégen IFN- und IL-4 markiert
wurden, war eine dichotome Produktion defd /T2 Leitzytokine feststellbar (Abbildung 10).
Das entspricht dem ursprunglichepliTy2-Modell, nach dem diese zwei Zytokine von zwei
verschiedenen Subpopulationen der T-Helferzellen produziert werden.

Insgesamt war eine groRe Anzahl der Lymphozyten IRdositiv. Da die Fluoreszenz der
IFN- positiven Zellen eine grofRe Streuung gezeigt hat, und die exbgtenzung der IFN-
positiven Zellen von der Negativpopulation kaum mdglich ward iei dieser Messung die
RSMF-Werte mehr informativ als die Prozentualangaben. Dielaedl Anreicherung von IFN-
zeigte einen maRigen Unterschied zwischen den beiden z&énsadie Anzahl IFN-
produzierender Zellen bzw. die RSMF-Werte fur IFNvar bei den mit IL-10 positiven
Monozyten kokultivierten Lymphozyten vermindert. Der Usbitied der RSMF-Werte war
etwas deutlicher als bei den Prozentualwerten.

Die Messung der IL-4 Produktion ergab insgesamt nur eine kdginéAnteil IL-4
produzierender Zellen. Die IL-4 produzierende Zellpopulatiorar aber von der
Negativpopulation gut unterscheidbar und die gesamte Fluoestez IL-4 positiven Zellen
war homogener, als bei IFN-Deshalb sind hier die Prozentualangaben besser zu integmetier
Die Anzahl IL-4 positiver Lymphozyten war nach Kokultiviagy mit IL-10 positiven
Monozyten im Vergleich mit den mit IL-10 negativen Mon@ykokultivierten T-Zellen leicht
erhoht. Die Unterschiede der RSMF-Daten zeigte gleiche Righivar aber nur minimal.
Insgesamt zeigten ca. die Halfte der Zellen IL-2 Produktion einer leichten Unterschied
zwischen den zwei Populationen: sowohl die Prozentzaldugls die RSMF-Werte waren bei
den IL-10 positiven Zellen leicht erhéht. Da IL-2 einchtiges parakrines und autokrines
Wachstumsfaktor der aktivierten und proliferierenden Liyogyten ist, war die massive IL-2
Ausschittung in diesem Modell nicht Gberraschend.

Sowohl bei den ELISA-Daten, als auch bei den Ergebnisseintdezelluléarer Zytokinmessung
waren keine signifikanten Unterschiede bezuglich des Zytekiesonsmuster zwischen den
mit IL-10 negativen oder mit IL-10 positiven Monozyten kokultitégr naiven T-Lymphozyten.
Die Experimente zur Beurteilung des Effekts von IL-10 positilezw. IL-10 negativen
Monozyten auf die Aktivierung von T-Effektorzellen ergabanch keinen signifikanten
Nachweil3 der Regulation. Bei unseren Experimenten besitehgrendsatzliches Problem
dadurch, dass die Monozyten generell schlecht in der Lage s h-Zellen effektiv zu
aktivieren. In vivo erfolgt die Aktivierung der T-Zellen durch die detiglrhen Zellen, die heute
als die potentesten Aktivatoren der T-Zellen gelten. Odr der T-Zell-Aktivierung ist der
Lymphknoten, in dem sich normalerweise keine Monozyten befinDeshalb ist Uber die
Beeinflussung des pjlL/Ty2-Gleichgewichtes anhand dieser Experimenten keine sichere

Aussage moglich.
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Tendenziell wurde die Aktivierung des;ZFImmunantworts durch IL-10 positiven Monozyten
beginstigt, wahrend diejyI-Immunantwort gehemmt wurde. Dies wirde dem bekannign T
hemmenden und . R-férdernden Effekt von IL-10 entsprechen. So wurde es in einem
Mausmodell der atopischen Dermatitis gezeigt, dass IL-1@i&iallergische Entziindung der
Haut unentbehrlich ¢ IL-10 defizienten Mé&use zeigten eine verminderte eosit®phi
Infiltration und eine verringerte Produktion degZFZytokine IL-4 und IL-5. Die Rolle von
IL-10 als Ty2-férderndes Zytokin wahrend der allergischen Atemwegsentzgnainnicht
vollstandig geklart. Einige Studien berichteten Uber eine vermedmsinophile Infiltration
und Mukusproduktion in den Lungen von IL-10 defizienten M&ts®, zusammen mit
verminderter IL-5 und erhohter IFN-Produktion. Eine andere Arbeit zeigte aber eine
vermehrte Atemwegsentzindung mit verminderter IL-5 abgrnormaler IL-4, IL-13 und

IFN- Produktion in der bronchoalveoléren Lavage von IL-10-Knockout-Madigen.

4.3 Die Fahigkeit der Monozyten zu Dendritischen Ze llen
zu differenzieren

Dendritische Zellen, die als hochpotente antigenprasenter Zellen des Immunsystems
gelten, lassen sich aus Monozyten differenzieren. Da IL4df0d& Differenzierung von
dendritischen Zellen hemmend wirkt, ergab sich die Verngytdass die anhand ihrer IL-10
Produktion separierte Populationen der Monozyten auch untedéiche Fahigkeiten zeigen, in
dem geeigneten Zytokinmilieu zu dendritischen Zellen zu difféeesz. In diesem
Versuchsaufbau wurden IL-10 positive und IL-10 negative MonozytémeniHilfe von IL-4
und GM-CSF behandelt und am Ende der Kultur mit LPS stinwli®ieses
Behandlungsprotokoll der Monozyten fuhrt zu der Ausdifferenng von CDla und CD83
positiven, reifen dendritischen Zellen. In dieser Arbeitdeuin diesem Versuchsaufbau mit den
sortierten Monozyten nur ein einziges Experiment durchgefibies ergab, dass IL-10
produzierende Monozyten nicht in der Lage sind, zu dendritiscebenzzu differenzieren. Die
IL-10 negativen Monozyten differenzierten zu CD1a+CD83+eredendritischen Zellen. Nach
Kultur der urspriinglichen IL-10 positiven Monozyten mit IL-4duGM-CSF wurden insgesamt
nur sehr wenige Zellen detektiert, die kaum spezifische Mafike dendritische Zellen
exprimierten.

Diese Beobachtung kann mit dem hemmenden Effekt des IL-10ekiflel auf die
Differenzierung von dendritischen Zelle erklart werden.vsde erst vom Allavena et al
beschriebed,dass Monozyten in der Anwesendheit von IL-10 nicht zu derchéis Zellen,

sondern zu Makrophagen differenzieren.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Seit der Entdeckung des T2 Systems wurden zahlreiche immunpatologische Mechanismen
mit der selektiven Aktivierung vonyL oder {2 Lymphozyten und dadurch mit der Entstehung
einer Typ-l oder Typ-Il Immunantwort erklart. Die Echeidung neben eineryT oder T2
Immunreaktion kommt wahrend der Prasentation des Antigaittels professioneller
antigenprasentierenden Zellen zustande und wird von derenpt@sentierenden Zelle
bestimmt. In dieser Arbeit wurde es versucht, Monozyten,\t&tauferzellen der potentsten
antigenprasentierender Zellen, der dendritischen Zellen, drihegs Zytokinsekretionsmusters
in Analogie mit dem §1/T42 Systems zu charakterisieren. IL-10 und IL-12 sind zweitigeh
Zytokine, die neben Lymphozyten auch von antigenprasentierefeltsm produziert werden
und in der Regulation der Immunantwort eine zentrale Ruglelen. In unseren Vorarbeiten
wurde die dichotome Bildung des IL-10 und IL-12 von Monozyten bedbtadfit Hilfe eines
hochmodernes Verfahrens, das die Kombination eines ZytadreBonsassays und der
durchflusszytometrischen Zellsortierung kombiniert, wurddi@ser Arbeit versucht, die 1L-10
produzierende Population der Monozyten aufzureinigen und im &eingl mit der
Restpopulation weiter zu charakterisieren. Die Erfolg deréhifyjung wurde von der Analyse
des Zytokinprofils der sortierten Monozyten bestatigt:10i&0 positiven Monozyten erhielten
ihre Fahigkeit, im Vergleich mit der Restpopulation egnef3e Menge an IL-10 zu produzieren.
Dagegen wurde eine verminderte IL-12 Produktion nicht bgttdlies Weiteren wurden
diverse in vitro Assays verwendet, um die Modulation deSTf,2 Gleichgewichts durch IL-10
positiven und IL-10 negativen Monozyten zu untersuchen. Zunm emede die Regulation der
T-Effektor Lymphozytenaktivierung untersucht, wobei ein migler Ty2-polarisierender
Effekt der IL-10 positiven Monozyten zu vermuten war. Danacinde untersucht, wie die
Aktivierung von naiven T-Lymphozyten und ihre Differenzieguzu 11 bzw. T,2 Effektor
Lymphozyten von IL-10 positiven bzw. negativen Monozyten regulerd. In diesem
Experiment wurde es festgestellt, dass die IL-10 positive Mdeonzyndglicherweise die
Entwicklung von T2-Lymphozyten beglnstigt. Wegen des Mangels an signifikanten
Unterschieden zwischen den beiden Monozytensubpopulatiomerek@ber keine belastbaren
Schlussfolgerungen beziglich ihres Einflusses auf diéT[2 Immunantwort gezogen werden.
In weiteren Experimenten wurde das Potential der somieM®nozyten untersucht, zu
dendritischen Zellen zu differenzieren, wobei die IL-10 fpeesi Monozyten eine verminderte
Kapazitat zur Reifung zeigten. Die in dieser Arbeit vorglgen Daten lassen den Schluss auf
die Existenz von zwei, anhand ihrer Zytokinsekretionsmustektiftnell unterschiedlichen

Subpopulationen der Monozyten zu.
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