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1. Einleitung

1.1 Ziele der Arbeit

Dendritische Zellen nehmen als hochspezialisierte antigenpriasentierende Zellen eine zentrale
Rolle in der Induktion und Regulation von Immunantworten ein (Banchereau et al. 2000).
Diese Eigenschaft begriindet den Einsatz dendritischer Zellen in klinischen Studien, die eine

Vakzinierung bei Tumorerkrankungen zum Ziel haben.

Dabei konnen dendritische Zellen aus den frithesten identifizierbaren Zellen der T-Zell-Reihe,
den CD (cluster of differentiation) 34-positiven (CD34+) humanen Stammzellen abgeleitet
werden, die zwar in der fetalen Leber, dem Dottersack und dem Knochenmark Neugeborener,
selten jedoch im peripheren Blut und im Knochenmark Erwachsener zu finden sind. Hierzu
ist die Stimulation der Proliferation in vivo durch Zugabe von Granulozyten-Makrophagen
Kolonie-stimulierenden Faktor (GM-CSF) notwendig (Bernhard et al. 1995), wéhrend aus
dem Nabelschnurblut Neugeborener die CD34+ Stammzellen in groerer Anzahl gewonnen
werden konnen (Caux et al. 1992, Romani et al. 1994, Bernhard et al. 1995).

Als Standardmethode gilt aber die Inkubation von Monozyten mit GM-CSF und Interleukin-4
tiber flinf bis sieben Tage, um unreife dendritische Zellen zu generieren (Sallusto und
Lanzavecchia 1994). Damit diese ihre vollstindige T-Zell-stimulatorische Kapazitét
entwickeln, miissen die Zellen iiber 48 Stunden mit bakteriellen, viralen oder T-Zell-
assoziierten Substanzen stimuliert werden. Da nicht bekannt ist, ob diese Bedingungen mit
der Situation in vivo vergleichbar sind, wurde Interleukin-4 als Differenzierungsfaktor in der
Ableitung dendritischer Zellen aus humanen Monozyten in Frage gestellt. Zusétzlich sind
bereits negative Effekte dieses Zytokins auf den Prostaglandinmetabolismus und somit auf

bestimmte Funktionen dendritischer Zellen beschrieben worden (Thurner et al. 2001).

In den letzten Jahren wurden Typ I-Interferone als potente Induktoren der Ausreifung von
dendritischen Zellen aus Monozyten beschrieben (Radvanyi et al. 1999, Santini et al. 2000,
Paquette et al. 1998). Ein systematischer Vergleich mit dem bisher als Standardfaktor fiir die
Differenzierung dendritischer Zellen geltenden Interleukin-4 wurde bislang nicht

durchgefiihrt.



In der vorliegenden Arbeit wurden Interleukin-4 und Interferon-a als
Differenzierungsfaktoren zur Ableitung dendritischer Zellen aus humanen Monozyten

systematisch gegentibergestellt.

Ziel der Arbeit war es, herauszufinden, ob dendritische Zellen in Abhingigkeit des
Differenzierungsfaktors unterschiedliche Funktionen aufweisen, ob deutliche Vorteile von
Interleukin-4 in der Generierung dendritischer Zellen aus Monozyten abgrenzbar sind oder
Interleukin-4 aufgrund von Funktionseinschrankungen der resultierenden dendritischen
Zellen durch Interferon-a ersetzt werden kann. Beurteilt wurden die dendritischen Zellen
beziiglich ihrer Oberflichenmarkerexpression, ihrer Fahigkeit zur Antigenaufnahme, ihres
Uberlebens in den Zellkulturen, ihrer Fihigkeit, T-Zellen zur Proliferation anzuregen und

ithrer Zytokinproduktion.

1.2 Physiologie der dendritischen Zellen

Das vorherrschende humane in-vivo-Modell geht von drei Typen dendritischer Zellen aus, die
alle der CD34+ pluripotenten Knochenmarkszelle entstammen (Shortman und Liu 2002).
Unterschieden wird zwischen einem myeloiden Differenzierungsweg zu entweder CD14-
positiven (CD14+), CD11-positiven (CD11+) Monozyten oder zu CD14-negativen (CD14-),
CD11+ Zellen, und einem lymphoiden Differenzierungsweg zu CD14-, CD11 negativen
(CD11-) Vorlauferzellen (Hart 1997). Die myeloiden Monozyten kénnen zu unreifen
dendritischen Zellen differenzieren und antigenpréisentierende Funktionen mit hoher
immunstimulatorischer Fahigkeit annehmen (Steinman 1991, Schuler et al. 1993, Williams et
al. 1994). Epidermale Langerhans-Zellen entstehen aus den CD14- myeloiden Vorlauferzellen
(Ito et al. 1999). Die lymphoiden Vorlauferzellen, auch plasmazytoide Zellen genannt,
nehmen keine antigenprasentierende Rolle ein, sondern produzieren nach Stimulation und
Ausreifung Interferon-a (Cella et al. 1999). Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen
dendritischen Zellen werden in vitro aus Monozyten abgeleitet und stehen beziiglich ihrer

Charakteristika der myeloiden Reihe in vivo nahe.

Dendritische Zellen zeichnen sich in vivo durch ihre Mobilitédt aus. So wandern die aus
Vorlauferzellen des Knochemarks entstandenen unreifen Zellen iiber den Blutstrom in nicht

lymphoides Gewebe und verbleiben dort. Erreichen sie Signale in Form von Chemokinen, so



konnen sie aufgrund bestimmter Chemokinrezeptoren (CCR) auf diese Liganden reagieren
und an dem Ort der Antigenerkennung akkumulieren. So gilt RANTES (regulated on
activation, normal T expressed and secreted) als Ligand fiir die auf unreifen dendritischen
Zellen exprimierten Chemokinrezeptoren 1 und 5 (CCR 1, CCR 5), MIP-1a (macrophage
inflammatory protein) als Ligand fiir den Chemokinrezeptor CCR 1 und MCP (monocyte
chemoattractant protein) als Ligand fiir den Chemokinrezeptor CCR 2. Entsprechende
Chemokine konnen fiir die Chemokinrezeptoren CCR 4 und 5 nachgewiesen werden (Dieu et
al. 1998). Weitere, fiir unreife dendritische Zellen typische Oberflichenmarker stellen
Mannoserezeptoren (Sallusto et al. 1995), die Fcy-Rezeptoren CD32 und CD64 (Fanger et al.
1996) und der Marker DEC-205 (Jiang et al. 1995) dar.

Dendritische Zellen konnen Antigene je nach deren Beschaffenheit durch Makropinozytose,
Rezeptor-vermittelte Endozytose (Sallusto et al. 1995) oder Phagozytose (Albert et al. 1998)
aufnehmen. Nach Aufnahme der Antigene in der Peripherie unterliegen die Zellen einem
Reifungsprozess. Dieser Reifungsprozess kann durch pathogenassoziierte Molekiile wie
bakterielle Lipopolysaccharid (LPS), bakterielle Desoxyribonucleinsdure (DNA; Sparwasser
et al. 1998) oder Ribonucleinsdure (RNA; Cella et al. 1999) hervorgerufen werden. Das
Zusammenspiel bestimmter proinflammatorischer und antiinflammatorischer Zytokine wie
Tumornekrosefaktor (TNF), Interleukin-1 und -6 und Prostaglandine (PGE) beeinflussen die
Ausreifung dendritischer Zellen ebenso wie bestimmte von T-Zellen ausgehende Signale

(Jonuleit et al. 1997).

Dendritische Zellen verlieren nach Aktivierung ihre endozytotischen und phagozytotischen
Rezeptoren und unterliegen einer Hochregulation der kostimulatorischen Molekiile CD40,
CD80 und CD86 sowie der Expression an Major Histocompatibility Complex (MHC) I- und
II-Molekiilen. Sie verdandern auch die Expression der Chemokinrezeptoren (Dieu et al. 1998)
und wandern darauthin iiber das Lymphsystem zu den drainierenden Lymphknoten (Sozzani
et al. 2000). Eine bedeutende Rolle nimmt hierbei der Chemokinrezeptor 7 ein, der auf die
Chemokine MIP-3f und SLC (secondary lymphoid-tissue chemokine) reagiert, die unter
anderem in lymphatischen Gefdflen (Saeki et al. 1999) und in den parakortikalen Arealen der
Lymphknoten nachgewiesen werden konnten (Dieu et al. 1998, Sallusto et al. 1998).
Erreichen die dendritischen Zellen diese parakortikalen Areale, prasentieren sie die
prozessierten Antigene den sich dort befindlichen T-Zellen, insbesondere den CD4+ T-Zellen,

und regen somit die angeborene Immunantwort an. Wenn eine fiir das Antigen spezifische,



jedoch nicht weiter differenzierte ,,naive T-Zelle andockt, wird die Bindung verstarkt und
die T-Zelle durch ein Doppelsignal aktiviert. Das Doppelsignal besteht 1. aus der Erkennung
des MHC-I oder II gebundenen Antigens durch den T-Zell-Rezeptor mit seinem Co-Rezeptor
(CD4 bei den T-Helferzellen, CDS bei den zytotoxischen T-Zellen) und 2. aus einer
Interaktion zwischen kostimulatorischen Molekiilen der antigenprasentierenden Zellen auf der
einen und entsprechende Liganden der T-Zellen auf der anderen Seite. Die ,,naiven* T-Zellen
wandeln sich in unreife Effektorzellen (Thy) um. Die Aktivierung naiver CD4+ T-Zellen
konnte sowohl in vitro (Inaba et al. 1984) als auch in vivo nachgewiesen werden (Inaba et al.
1983, Inaba et al. 1990, Sornasse et al. 1992, Flamand et al. 1994, Henry et al. 1999). Aus den
Effektorzellen entstehen bei weiterer Differenzierung entweder inflammatorische T-Zellen
vom Typ 1 (Th;), die Makrophagen mittels Interferon-y (IFN-y) aktivieren, oder T-
Helferzellen vom Typ 2 (Thy), die fiir die B-Zell-Aktivierung notwendig sind. Die Interaktion
zwischen den antigenspezifischen Th,-Zellen und den CD40+ B-Zellen iiber CD40-Ligand
(CD40L) und Interleukin-4 (Clark und Ledbetter 1994) fiihrt zu einer priméren
Antikorperproduktion. Ebenfalls iiber den auf CD4+ T-Zellen exprimierten CD40L kommt es
zu einer Ausreifung der unreifen zu reifen dendritischen Zellen (Cella et al. 1996). Auch
andere Substanzen wie bakterielles Lipopolysaccharid (LPS), Prostaglandin E, (PGE,),
Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a), die Zytokine Interleukin-13 (IL-1p) und Interleukin-6 (IL-6)
und bakterielle DNS-Motive (Hartmann et al. 1999) férdern den Reifungsprozel3 der
dendritischen Zellen, der sich in verdnderter Expression von spezifischen
Oberflachenmarkern und der Produktion bestimmter Zytokine duf3ert.

So zeigt sich bei den ausgereiften dendritischen Zellen eine gesteigerte Expression der
Adhésionsmolekiile CD11, CD54 und CD58, der kostimulatorischen Molekiile CD80 (B7.1),
CD86 (B7.2) und CD40, auBerdem der typischen Reifemarker CD83 und CMRF 44 (Hock et
al. 1994, Zhou et al. 1992) und der MHC-Molekiile, die nach Antigenaufnahme zum Zwecke
der Présentation der prozessierten immunogenen Peptide an der Zelloberfldche zu finden sind
(Cella et al. 1997). Die Produktion der Zytokine IL-1, IL-6, IL-8 und TNF-o durch
Makrophagen wird liber die Aktivierung dendritischer Zellen beeinflusst (Cella et al. 1996).
Typischerweise sezernieren reife dendritische Zellen das Zytokin Interleukin-12, das sowohl
in der Induktion angeborener als auch erworbener Immunabwehr eine Schliisselrolle

einnimmt (Trinchieri 1998).



1.3 Interleukin-4 als Differenzierungsfaktor fiilr Monozyten-abgeleitete dendritische

Zellen

1.3.1 Historie von Interleukin-4

Interleukin-4 wurde 1982 als T-Zell-abgeleiteter Wachstumsfaktor fiir B-Zellen entdeckt
(Howard et al. 1982). Damals beschrieben die Autoren Interleukin-4 als Kofaktor der
Proliferation von B-Zellen, nachdem diese mit Anti-IgM-Antikorpern stimuliert worden
waren. Inzwischen sind weitere biologische Funktionen des Interleukin-4 bekannt. Viele
Zelltypen, vor allem hiamatopoietischen Ursprungs, exprimieren den Rezeptor fiir Interleukin-
4. Dazu zdhlen neben den B-Zellen auch T-Lymphozyten, Natiirliche Killer (NK)-Zellen,
mononukledre Phagozyten, Mastzellen, Fibroblasten und hdmatopoietische Stammzellen.
Diese hohe Priasenz der Rezeptoren erklirt auch die physiologische Rolle von Interleukin-4.
Dabei konnen zwei Rezeptortypen unterschieden werden, wobei einer der beiden Rezeptoren
auch Signale von Interleukin-13 weiterleitet (Chomarat und Banchereau 1997). Produziert
wird Interleukin-4 von Th,-Zellen, nachdem diese aktiviert worden sind, und hélt somit eine

Thy-Immunantwort aufrecht (Abbas et al. 1996).

1.3.2 Physiologische Bedeutung von Interleukin-4

Physiologisch lésst sich ein Effekt von Interleukin-4 auf B- und T- Lymphozyten sowie auf
Stammzellen nachweisen. Interleukin-4, ein 15-kDa Protein kodiert auf Chromosom 5,
beeinflusst die Differenzierung der B-Zellen und fiihrt zu einer vermehrten Produktion
insbesondere von Immunglobulin E (Jabara et al. 1990), von dem bekannt ist, dass es eine
zentrale Rolle in der Pathogenese der allergischen Entziindungen einnimmt. In
Zusammenhang mit allergischen Erkrankungen wird Interleukin-4 auch von Mastzellen
produziert und sezerniert. Daneben induziert Interleukin-4 bei den B-Lymphozyten auch die
Produktion von Immunglobulin G und M (Defrance et al. 1988). Naive T-Zellen
differenzieren unter dem Einfluss von Interleukin-4 zu Th,-Zellen (D’ Andrea et al. 1995),
wobei Interleukin-4 von den T-Zellen selbst gebildet wird. Bei den hdmatopoietischen
Stammzellen induziert Interleukin-4 die Proliferation der Thymozyten, hemmt jedoch iiber

Wachstumsfaktoren das Wachstum von Thymus-Epithel Zellen.



Interleukin-4 zeigt dariiber hinaus eine antiinflammatorische Aktivitit, indem es die Sekretion
von proinflammatorischen Zytokinen, Chemokinen und hdmatopoietischen
Wachstumsfaktoren herunterreguliert, die von Monozyten und Makrophagen nach
Stimulation mit LPS produziert worden sind (D’ Andrea et al. 1995). Interleukin-4 gilt als
klassisches Th,-Zytokin. Es konnte aber auch ein positiver Feedbackmechanismus von
Interleukin-4 auf das Th;-System tiiber indirektem Weg durch die Férderung der Produktion
und Bioaktivitdt des Th; Zytokins Interleukin-12 festgestellt werden (Hochrein et al. 2000,
Ebner et al. 2001, Kalinski et al. 2000). Interleukin-4 kénnte daher zu einer Anderung einer

laufenden Th;-Immunantwort in eine Th;-Antwort beitragen (Bullens et al. 2001).

1.3.3 Klinische Bedeutung von Interleukin-4

In neuesten Untersuchungen konnte nach Infusion von GM-CSF und Interleukin-4 ein
positiver Effekt von Interleukin-4 auf die Anzahl und Morphologie der dendritischen Zellen
in vivo nachgewiesen werden. Dabei wurde in einem Mausmodell Interleukin-4 iiber sieben
Tage kontinuierlich infundiert und anschlieBend die Anzahl der dendritischen Zellen mit
Expression der MHC-Komplexe bestimmt. Es konnte eine gesteigerte Expression der MHC-
Komplexe nachgewiesen werden, die Funktion der dendritischen Zellen war nicht
eingeschriankt. Die Autoren sehen hierin eine mogliche Zukunft der in-vivo-Therapie bei

Tumor- und Viruserkrankungen mit Interleukin-4 (Basak et al. 2002).

Daneben hebt Interleukin-4 die hemmende Wirkung von Tumorzellen auf die Differenzierung
dendritischer Zellen auf. Tumorzellen setzen Interleukin-6 und M-CSF (Makrophagen
Kolonie-stimulierender Faktor) frei, die die Differenzierung von CD34+ Vorlduferzellen in
dendritische Zellen hemmt. Interleukin-4 wirkt dem entgegen, indem es die Freisetzung von

M-CSF und Interleukin-6 durch Rezeptorblockade reduziert (Menetrier-Caux et al. 2001).

Patienten mit Psoriasis wurden in einer prospektiven Studie mit Interleukin-4 therapiert.
Interleukin-4 konnte die Produktion von Interleukin-8 und Interleukin-19 senken, die direkt
mit der Erkrankung in Verbindung stehen. Die Thy-Immunantwort konnte durch eine um das
zwei- bis dreifach gesteigerte Anzahl an CD4+ T-Zellen angeregt werden. Die Therapie
wurde bei allen Patienten gut toleriert, bei allen Probanden zeigte sich bereits nach sechs
Wochen eine Abnahme der Beschwerden, bei 75 % sogar um iiber 68 % (Ghoreschi et al.

2003).



Andere klinische Studien untersuchen den therapeutischen Effekt von Interleukin-4 bei
Patienten mit chronisch lymphatischer Leukdmie (CLL). Die bisher nachgewiesene
antitumorale Aktivitit des Zytokins in vitro konnte bisher jedoch in vivo nicht nachgewiesen
werden. Wihrend der achtwochigen Gabe von Interleukin-4 nahm die Zahl der Lymphozyten
bei 71 % der Patienten zu. Nach Beendigung der Therapie kam es allerdings meist zu einem
Abfall der Zellzahl. Als Therapieerfolg konnte nur eine Abnahme der GroB3e betroffener
Lymphknoten festgestellt werden (Lundin et al. 2001). Weitere Untersuchungen beziiglich
dieser Therapieoption werden bei der CLL durchgefiihrt (Kay und Pittner 2003).

1.3.4 Rolle von Interleukin-4 bei der Generierung dendritischer Zellen in vitro

Dendritische Zellen konnen in vitro aus CD14+ Monozyten in zwei Schritten generiert
werden (Sallusto et al. 1994, Romani et al. 1996, Ebner et al. 2001). Zunichst bewirkt die
Kultur mit GM-CSF und Interleukin-4 die Entwicklung unreifer dendritischer Zellen mit
hoher Kapazitit zur Antigenaufnahme. In einem zweiten Schritt induzieren
proinflammatorische Zytokine eine Ausreifung zu CD83+ dendritischen Zellen, die vermehrt
MHC-I und -IT Komplexe, kostimulatorische Molekiile und den Chemokinrezeptor CCR 7

exprimieren.

Als dendritische Zellen erstmals aus Vorlduferzellen des peripheren Blutes gewonnen
wurden, waren einige der heute flir dendritische Zellen spezifischen Oberflichenmarker noch
nicht bekannt. Daher wurde ein besonderes Gewicht auf morphologische Kriterien zur
Identifikation dendritischer Zellen gelegt (Caux et al. 1992). Die Ableitung dendritischer
Zellen aus Monozyten nach 5-7 tagiger Kultur mit GM-CSF und Interleukin-4 und
anschlieBender Stimulation mit proinflammatorischen, antiviralen oder antigenassoziierten
Mediatoren hat sich als Standardprotokoll etabliert. Dadurch konnten die morphologischen
Merkmale wie Zellgrofe und Zellgranulation, Ausbildung zytoplasmatischer Ausldufer und
Klusterbildungen erreicht werden (Romani et al. 1994). Auch die funktionellen Anspriiche
mit T-Zell-Proliferation oder Zytokinproduktion, die an reife dendritische Zellen gestellt
werden, konnten die auf diesem Differenzierungsweg abgeleiteten Zellen erfiillen (Bender et
al. 1996). Daher kamen diese dendritischen Zellen bereits in klinischen Studien zur Therapie
von Melanomerkrankungen (Nestle et al. 1998) oder auch des Nierenzellkarzinoms (Thurner

et al. 1997) mit zum Teil vielversprechenden Ergebnissen zum Einsatz.



Thurner et al. postulierten jedoch einen negativen Effekt des Interleukin-4 in der
Differenzierung dendritischer Zellen aus Monozyten (2001). Das Enzym Phospholipase A;
wird durch Interleukin-4, das in der Generierung dendritischer Zellen verwendet wird, darin
gehemmt, Arachidonsdure aus Membranphospholipiden freizusetzen und an der Synthese des
plattchenaktivierenden Faktors teilzunehmen (Mehindate et al. 1996, Lin et al. 1993). Laut
Thurner et al. ist durch den Mangel an Arachidonsdure eine verminderte Bereitstellung an
Eikosanoiden bedingt. Hierzu zihlen Prostaglandine, Leukotriene und Lipoxine, die bei der
Migration der Leukozyten, bei der Aktivierung natiirlicher Killerzellen und bei der
Differenzierung von T-Helferzellen eine wichtige Rolle spielen (Serhan et al. 1996).
Prostaglandine bewirken zudem eine Ausreifung dendritischer Zellen (Rieser et al. 1997,

Jonuleit et al. 1997).

1.4 Interferon-a als Differenzierungsfaktor fiir Monozyten-abgeleitete dendritische

Zellen

1.4.1 Historie der Interferone

Isaacs und Lindemann beschrieben 1957 das Phdnomen der ,,viralen Interferenz®, bei der
Proteine andere Zellen vor Infektion schiitzen und entdeckten somit vor {iber 40 Jahren die
Interferone (Isaacs und Lindemann 1957). Seither wurden mehrere Arten von Interferon
anhand ihrer Oberfldchenrezeptoren, ihrer primdren Sequenz und ihrer chromosomalen
Lokalisation identifiziert (Diaz et al. 1994). Alle Interferone werden heute in zwei Gruppen,
Typ [ und Typ II Interferone eingeteilt. Bei den Typ I-Interferonen unterscheidet man
zwischen Interferon-a., -3, - und —r, die an die gleichen Oberfldchenrezeptoren binden,
tiberlappende Funktionen aufweisen und fiir die mehr als 18 Gene bekannt sind. Fiir das Typ
II Interferon Interferon-y konnte bisher nur ein Genort identifiziert werden (Byrnes et al.

2001).



1.4.2 Physiologische Bedeutung der Interferone

Als Schliisselenzyme des angeborenen Immunsystems (Biron et al. 1999) mit
immunmodulatorischen und antiviralen Effekten (Pestka et al. 1987, Muller et al. 1994) sind
proliferative Einfliisse auf die Differenzierung der T-Zellen zu Effektorzellen bekannt (Heron
und Berg 1979, Lindahl-Magnusson et al. 1972). Typ I-Interferone verstirken die
Zytotoxizitit der T- und NK-Zellen (Lindahl et al. 1972, Djeu et al. 1979) und regulieren die
Produktion des Th;-Zytokins Interleukin-12 durch antigenprisentierende Zellen (Cousens et
al. 1997, Bartholome et al. 1999, Jiang und Dhib-Jalbut 1998). Daneben fordern sie die
Proliferation der zytotoxischen CD8+ T-Zellen und verldngern ihre Lebenszeit in vivo
(Marrack et al. 1999, Tough et al. 1996). Sie spielen eine wichtige Rolle in der Effektorphase
einer Immunantwort, indem sie aktivierte T-Zellen vor Apoptose schiitzen und die Bildung

von Gedichtnis-T-Zellen begiinstigen (Pilling et al. 1999, Marrack et al. 1999).

Typ I-Interferone werden unter physiologischen Bedingungen in geringem Anteil (Belardelli
et al. 1984) und vermehrt bei Infektionen mit Viren oder Bakterien (Belardelli 1995, Bogdan
2000), aber auch bei Kontakt mit infektiosen Komponenten wie LPS, bakterielle DNA und
RNA (Cella et al 1999, Kirchner 1984, Eloranta et al. 1997, Kadowaki et al. 2000) produziert.
Neben Monozyten und Makrophagen sezernieren B-Zellen Interferon-a (Ferbas et al. 1994).

Interferon-3 wird vor allem durch Fibroblasten ausgeschiittet (Sehgal und Sagar 1980).

Daneben wurden vor einigen Jahren ,,natiirliche Interferon-produzierende Zellen entdeckt,
die als periphere, im Blut zirkulierende dendritische Zellen nach Stimulation mit Influenza
Virus und CD40L Typ I-Interferone produzieren konnten (Siegal et al. 1999). In vivo kdnnen
diese plasmazytoiden dendritischen Zellen (PDC) in sekundidren Lymphorganen
nachgewiesen werden. Sie stimulieren T-Zellen und rufen eine Th;-Immunantwort hervor,
was durch die Wirkung von Interleukin-12 und Typ I-Interferone zusitzlich verstarkt wird

(Cella et al. 2000).
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1.4.3 Klinische Bedeutung der Interferone

Typ I-Interferone werden in der Therapie unterschiedlicher Erkrankungen wie
Autoimmunerkrankungen, viralen Infektionen und malignen Erkrankungen eingesetzt.
Interferon-f ist in der Behandlung der Multiplen Sklerose (MS) etabliert. Es ist anzunehmen,
dass Zytokine im Rahmen der MS-Pathogenese viele der zelluldren Interaktionen regulieren.
Eine grofle Anzahl proinflammatorischer Zytokine und Chemokine (IL-1, IL-2, IL-6,
RANTES, TNF-a, IFN-y) und regulatorischer Zytokine (IL-10, IL-4) wurden im Gehirn,
Liquor und peripheren Blut von MS-Patienten nachgewiesen. Bei Auswertung dreier grof3er,
Placebo-kontrollierter, doppelblinder Studien und mehrerer kleiner Studien konnte ein
eindeutiger therapeutischer Effekt von Interferon-f3 bei MS nachgewiesen werden
(Weinstock-Guttmann und Jakobs 2000, Rudick et al. 1997). Die Anzahl neuer Lésionen
wurde reduziert, was in der apparativen Diagnostik anhand der Magnetresonanztomographie
nachvollzogen werden konnte (Paty und Li 1993). Bei einer Autoimmunerkrankung wie dem
systemischen Lupus erythematosus konnten Blanco et al. nachweisen, dass die
Differenzierung zu dendritischen Zellen aus Monozyten abhéngig ist von der Hohe der

Interferon-a.- Konzentration im Serum (Blanco et al. 2001).

Randomisierte, prospektiv-kontrollierte Studien haben gezeigt, dass Patienten mit chronischer
Hepatitis B-Virus (HBV)-Erkrankung auf eine antivirale Therapie mit Interferon-o
ansprachen. Nach einer Therapie mit Interferon-a. iiber durchschnittlich 50 Monate konnte
das Hepatitis B e Antigen (HBeAg) bei der Hélfte der Patienten nicht mehr gemessen werden
(Niederau et al. 1996). Als eine Standardtherapie der Hepatitis B gilt derzeit die Gabe von
Interferon-a.. Einige Interferonpriparationen wurden als Therapeutika der chronischen
Hepatitis C untersucht. Die Behandlung der Wahl einer Hepatitis C Infektion ist heute die

Kombination von pegyliertem Interferon-o—2a oder —2b und Ribavirin.

Die immunmodulatorischen Eigenschaften des Interferon Typ I versucht man sich im
klinischen Gebrauch auch bei der Therapie maligner Erkrankungen zunutze zu machen
(Pfeffer et al. 1998). Bei der chronisch myeloischen Leukdmie (CML) zeigten 70 bis 80 % der
Patienten himatologische Reaktionen. Im Vergleich zu Chemotherapien hielten die
zytogenetischen Reaktionen linger an. Die Kombination aus Chemotherapie und Interferon-

Therapie zeigte die vielversprechendsten Therapieerfolge (Wetzler et al. 1995). Auch bei
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anderen Erkrankungen stellte sich heraus, dass die Kombination mit Zytostatika, z.B. mit 5-
Fluorouracil bei dem kolorektalen Karzinomen oder mit Zidovudine bei AIDS (acquired
immune deficiency syndrome) bessere Therapieerfolge erzielen kann (Itri 1992). Patienten
mit metastasiertem malignen Melanom oder mit Nierenzellkarzinom profitierten ebenfalls
von einer Therapie, die Interferon-a beinhaltete. Bei Therapie des malignen Melanoms
sprachen 24 % der Patienten auf eine Therapie mit Interferon-o an im Vergleich zu 17 % der
Probanden, die kein zusétzliches Interferon-a erhielten. Bei dem Nierenzellkarzinom lag die
Ansprechrate bei 14 % im Gegensatz zu 8 % (Hernberg et al. 1999). Weiss berichtete jedoch
iiber Nebenwirkungen der Therapieversuche mit Interferon-o bei Haarzellleukdmie, Kaposi
Sarkom oder bei der CML mit grippedhnlichen Symptomen, Miidigkeit, Anorexie sowie
Reaktionen des zentralen Nervensystems, die eine Reduktion der Dosierung erforderlich

machten (Weiss 1998).

1.4.4 Rolle der Interferone bei der Generierung dendritischer Zellen in vitro

Der Einfluss von Typ I-Interferon auf die Differenzierung von Monozyten-Vorlduferzellen zu
antigenprasentierenden Zellen wird unterschiedlich diskutiert. Einige der Untersuchungen
ergaben, dass Typ I-Interferone Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen zu potenten
Stimulatoren einer Th;-Immunantwort iz vitro und in vivo ausreifen lassen. So konnten
Monozyten bereits nach drei Tagen zu CD 83+/CD 86+ Zellen differenzieren und eine T-
Zell-Proliferation stimulieren, wenn Interferon-o. zu Interleukin-4, GM-CSF und TNF-a in
das Kulturmedium dazugegeben wurde. Dabei kamen niedrige Dosierungen an Interferon-o
(10-100 U/ml) zum Einsatz, die einer physiologischen Konzentration entsprachen. Auch nach
siebentédgiger Inkubation der Monozyten mit GM-CSF und Interleukin-4 sowie TNF-a
bewirkte eine Stimulation mit Interferon-a tiber weitere 24 Stunden eine vermehrte

Expression an CD86 (Radvanyi et al. 1999).

Santini et al. inkubierten die Monozyten mit GM-CSF (500 U/ml) plus Interleukin-4 (1000
U/ml) oder GM-CSF plus Typ I-Interferon (500-1000 U/ml). Nach drei Tagen zeigten die mit
Interferon-a behandelten Zellen eine vermehrte Expression an CD40, CD80 und CD86,
wiéhrend diese Oberflichenmarker in vergleichbarem Malle bei den mit Interleukin-4
inkubierten Zellen erst nach sechs Tagen Kultur nachweisbar waren. Einige der Zellen beider

Bedingungen wurden am dritten Tag mit LPS stimuliert und am sechsten Tag in der FACS-
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Analyse miteinander verglichen. Dabei exprimierten die mit Interferon-a behandelten Zellen
den Reifemarker CD83 in 30 bis 40 %, wihrend unter der Standardbedingung mit Interleukin-
4 kaum CD83 nachweisbar war (Santini et al. 2000). Interferon-a induzierte auch in der
Arbeit von Paquette et al. zusammen mit GM-CSF eine Ausreifung dendritischer Zellen, die
MHC-II und kostimulatorische Molekiile zunehmend bei Anstieg der Interferon-
Konzentration (bis zu 5000 U/ml) exprimierten. Eine Stimulation der autologen T-Zell-

Proliferation konnte ebenfalls nachgewiesen werden (Paquette et al. 1998).

Auch in vivo konnte ein Einfluss der Typ I-Interferone auf dendritische Zellen demonstriert
werden. So konnen sie neben der Stimulation einer humoralen Immunantwort durch
Verstiarkung der Antikdrperproduktion Isotyp-Switching der dendritischen Zellen in vivo
bewirken (Le Bon et al. 2001). Bei Patienten mit CML konnte Interferon-o sowohl in vitro

als auch in vivo eine Differenzierung dendritischer Zellen aus mononukledren Zellen

hervorrufen (Paquette et al. 2002, Chen et al. 2000).

Andere Publikationen beschreiben dagegen eine hemmende Wirkung von Typ I-Interferon auf
die Differenzierung dendritischer Zellen und die Interleukin-12 Produktion.

An Tag 1, Tag 4 und Tag 7 der Kultur wurden Monozyten mit Interleukin-4 und GM-CSF mit
oder ohne Zugabe von Interferon-a oder Interferon-f§ am ersten oder vierten Tag inkubiert.
Zusétzlich wurde TNF-a (100 U/ml) am Tag 6 zu allen Bedingungen dazugegeben. Am Tag
10 wurden die Zellen miteinander verglichen. Es zeigte sich ein deutlicher morphologischer
Unterschied: die mit Interferon-o oder -3 (0,1 oder 1 ng/ml) behandelten Zellen waren kleiner
und wiesen kiirzere Zellausldufer auf. Daneben hatte die Uberlebensrate der Zellen nach
Kultur in Interleukin-4 und GM-CSF bei Zugabe von Interferon-a signifikant abgenommen.
Die Analyse der Oberflachenmarker dieser Zellen zeigte eine geringere Expression an CDla,
CD40, CD54 und CD80, aber eine vergleichbare Expression an CD86 und MHC-II. CDS§3
wurde nach beiden Differenzierungsstrategien nur wenig exprimiert. Die Fahigkeit zur
Stimulation einer T-Zell-Proliferation war ebenfalls geringer nach Zugabe von Interferon-o
oder -3 zu der beschriebenen Kultur. Zuletzt wurde die Produktion von Interleukin-12
verglichen. Auch hier waren die mit Interferon Typ I behandelten Zellen deutlich unterlegen
(McRae et al. 2000).

Wurde Interferon-a (1000 U/ml) und LPS (1 ng/ml) zusétzlich zu GM-CSF (1000 U/ml) und

Interleukin-4 (1000 U/ml) zu Monozyten gesunder Spender dazugegeben, so konnte nach



13

sechstidgiger Kultur ein deutlich erhohter Zelltod demonstriert werden. Besonders die
Kombination mit bakteriellen Stimuli induzierte eine starke Apoptose. Wurden am Tag 7 die
unreifen dendritischen Zellen nach Kultur mit GM-CSF und Interleukin-4 mit Interferon-o
iiber weitere drei Tage inkubiert, so konnte keine Differenzierung zu reifen dendritischen
Zellen, aber auch keine vermehrte Apoptose nachgewiesen werden. Die Kombination mit
LPS, aber auch LPS allein bewirkten hingegen eine Ausreifung zu dendritischen Zellen

(Lehner et al. 2001).
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2 Material und Methoden

2.1 Generierung dendritischer Zellen aus Monozyten

2.1.1 Reagenzien

Reagenz Hersteller

GM-CSF Novartis, Basel, Schweiz

IL-4 Promega, Madison, WI

TNF-a R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland
IL-6 Amersham, Buckinghamshire, UK
[3H]-Thymidin Amersham Buchler, Freiburg, Deutschland
IFN-a Strathmann Biotech, Hannover, Deutschland
IFN-y

IL-1B

PGE, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
FITC-Dextran

2.1.2 Kulturmedium

Alle Kulturen wurden in RPMI 1640 Medium (Biochrom, Berlin, Deutschland) mit 2 %
humanem AB-Serum (BioWhittaker, Walkersville, MD), 2 mM L-Glutamin (Life
Technologies, Paisley, UK) und 50 U/ml Penizillin (Sigma, Miinchen, Deutschland)
angesetzt. Um unspezifische Stimulation zu vermeiden, wurden ausschlieflich endotoxinarme
Medien und Substanzen verwendet. Das hier beschriebene Medium wird im weiteren Verlauf

vereinfacht als Kulturmedium bezeichnet.

2.1.3 Isolierung humaner Monozyten

Mononukleédre Zellen (MNC) wurden aus dem peripheren Blut gesunder Probanden durch

Standard-Dichtezentrifugation (Boyum 1968) isoliert. Dazu wurde das unter sterilen
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Bedingungen entnommene Vollblut mit 50 [.E. Natrium-Heparin pro ml (Boehringer,
Mannheim, Deutschland) als Antikoagulanz versetzt und auf bereits mit Ficoll-Hypaque-
Losung (spezifische Dichte 1,077 g/ml) vorbereitete Blue Cap-Rohrchen (Greiner,
Frickenhausen, Deutschland) geschichtet. Nach Zentrifugation bei 1000 g und 20°C fiir 20
Minuten (Omnifuge 2.0 RS, Haereus, Miinchen, Deutschland) wurde die Fraktion der
mononukledren Zellen abgenommen und in drei weiteren Waschschritten (Zentrifugation bei
400 g, 4°C, 10 min) mit Phosphat-gepufferter physiologischer Kochsalzlésung (PBS,
Boehringer, Mannheim, Deutschland) von Thrombozyten und Plasmabestandteilen gereinigt.
Nach Inkubation dieser Zellen fiir eine Stunde bei 37°C und 5 % CO, in einer Konzentration
von 5x10° Zellen pro ml Kulturmedium in 75-cm*-Zellkulturflaschen (Becton Dickinson,
New Jersey, USA) konnten Monozyten durch Entfernen des Uberstandes und durch
zweimaliges Spiilen der Kulturflaschen mit PBS als adhdrente Zellpopulation isoliert werden.
Uberstéinde ergaben sich aus nicht adhirenten Zellen (NAZ) wie Leukozyten, Lymphozyten
und Erythrozyten. Diese Waschschritte spielen fiir die Reinheit der Monozyten und somit
spater auch der dendritischen Zellen eine entscheidende Rolle. Anschlieend wurden die
Kulturflaschen wieder mit Medium befiillt und tiber Nacht bei 37°C und 5 % CO, inkubiert,
um ein spontanes Ablosen der initial adhdrenten Monozyten zu gewéhrleisten.

Fiir einige Experimente wurden die Monozyten mittels MACS CD14 Isolations-Kit (Miltenyi
Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland) in hoher Reinheit (> 90 %) gewonnen. Dazu
wurden die peripheren mononukledren Zellen mit einem MACS-Farbstoff gekennzeichnet.
Mittels magnetischer Anziehungskraft blieben die gefidrbten Monozyten an dem
Magnetstreifen einer MACS-Séule hingen und konnten so mit hoher Reinheit gewonnen und

weiterbehandelt werden.

2.1.4 Differenzierung dendritischer Zellen

Mittels Tryptanblau-Farbung konnten nach Inkubation iiber Nacht und nach Ernten der Zellen
die Zellzahl und die Vitalitidt der Monozyten unter dem Phasenkontrastmikroskop (Carl Zeiss,
Jena, Deutschland) bestimmt werden. Dabei wurden die Monozyten in einer bestimmten
Konzentration auf einer Neugebauer Zihlkammer aufgetragen und gezahlt. Nach
Beriicksichtigung der Konzentration und des Verdiinnungsfaktors wurde die Zellzahl
berechnet. Die Zelldichte wurde auf 0,5 bis 1,5 x 10° Zellen/ml Kulturmedium eingestellt.
AnschlieBend wurden die Zellsuspensionen mit 1000 U/ml GM-CSF und entweder mit 500

U/ml Interleukin-4 oder 500 U/ml Interferon-o. oder auch mit beiden
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Differenzierungsfaktoren in gleicher Konzentration supplementiert, je 2 ml auf Sechs-Loch
Zellkulturplatten (Becton Dickinson, New Jersey, USA) aufgetragen und fiir 6 Tage im
Brutschrank bei 37° Celsius und 5 % CO, Konzentration inkubiert.

2.1.5 Stimulation der dendritischen Zellen

Nach 6 Tagen in Kultur wurden die Zellen intensiv in drei Schritten mit PBS in
Kulturflaschen gespiilt und gewaschen und in Kulturmedium mit GM-CSF (1000 U/ml)
resuspendiert. Um eine Ausreifung zu dendritischen Zellen zu bewirken, wurde fiir 48
Stunden entweder mit einer Kombination aus proinflammatorischen Mediatoren (1000 U/ml
TNF-a, 10 ng/ml IL-13, 10 ng/ml IL-6 und 1 uM PGE,) oder mit CD40L transfizierten BHK
(baby hamster kidney) -Zellen plus Interferon-y (1000 U/ml) stimuliert, jeweils mit oder ohne
zusitzliche Gabe von Interleukin-4 (500 U/ml). Die proinflammatorischen Mediatoren gelten
als potente Induktoren der Ausreifung Monozyten-abgeleiteter dendritischer Zellen
(Feuerstein et al. 2000). Die CD40L-transfizierten BHK-Zellen und auch die
Kontrollzelllinie, die kein CD40L exprimierte, mussten vor ihrem Einsatz mit 30 Gy bestrahlt
und anschlieBend gewaschen werden, um eine unerwiinschte Proliferation zu verhindern.
Zudem war eine spezielles Medium mit Geneticinsulfat g418 notwendig, um die transfizierten
Zellen zu selektieren, die gegen dieses Antibiotikum immun waren. Diese Zellen erhielten wir
freundlicherweise von PD Dr. H. Engelmann, Institut der Immunologie, Universitdt Miinchen,
Deutschland. Die dendritischen Zellen wurden den jeweiligen Stimuli fiir 48 Stunden bei
37°Cund 5 % CO; ohne weitere Manipulation ausgesetzt. Autologe T-Zellen wurden mit
einem Pan-T-Zell Isolations-Kit aus MNC gewonnen. Dabei wurden Monozyten,
Granulozyten, B-Zellen, Blutpléttchen, friihe erythroide Vorlauferzellen und NK-Zellen mit
einem Cocktail aus Hapten-modifizierten CD11b, CD16, CD19, CD36 und CD56
Antikorpern markiert. Diese Nicht-T-Zellen wurden dann wiederum mit magnetischen MACS
Micro-Beads markiert, die an einen Anti-Hapten Antikdrper gebunden waren. In einer
magnetischen Sdule wurden diese markierten Nicht-T-Zellen herausgefiltert. Durch dieses

System konnte durch negative Selektion eine hohe Reinheit an T-Zellen gewonnen werden.
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2.2 Durchflusszytometrie

Alle Messungen erfolgten mit dem Durchflusszytometer FACS-Calibur (Becton Dickinson,
Heidelberg, Deutschland). Die entsprechenden Daten wurden mit Hilfe der CellQuest
Software (Becton Dickinson, Version 3.2.1) analysiert.

2.2.1 Antikorper

Folgende Antikorper und die entsprechenden Isotypen wurden fiir die FACS-Analyse
eingesetzt und von Pharmingen (San Diego, CA, USA) bezogen:

Antikorper Konjugation

TU39 anti-HLA DR, DP, DQ, FITC-konjugiert
L307.4 anti-CD80, PE-konjugiert

2331/FUN-1 anti-CD86, APC-konjugiert

HB15e anti-CD83, FITC-konjugiert

MSE2 anti-CD14, APC-konjugiert

HII49 anti-CD1a, PE-konjugiert

Die Expression von CCR 7 wurde durch Inkubation mit anti-CCR 7 monoklonalem
Antikdrper (Klon 3D12, freundlicherweise bereitgestellt von R. Forster, Miinchen,

Deutschland) gemessen.

2.2.2 Immunphénotypisierung dendritischer Zellen

Fiir die durchflusszytometrischen Analysen wurden nach Resuspensierung und Waschen der
Zellen mit PBS in der Zentrifuge je 10° Zellen in 100 pl PBS suspendiert und mit 10 ul eines
Fluorochrom-markierten monoklonalen Antikdrpers auf Eis bei Dunkelheit fiir 20 Minuten
inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt durch Zentrifugation der Zellen mit PBS iiber
10 Minuten wurden die Messungen unverziiglich vorgenommen. Fiir jeden Ansatz wurden
mindestens 10 000 Ereignisse im auf lebende Zellen gerichteten Zielbereich (vgl. Abb. 4)

gemessen.

2.2.3 Bestimmung der Zellvitalitét
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Die Zellvitalitdt wurde durchflusszytometrisch mit Hilfe der Farbstoffe Propidium-Jodid (PI)
und Annexin V-FITC bestimmt. Dabei kann PI passiv durch die Membran toter Zellen
gelangen, wihrend vitale Zellen bei fehlender Permeabilitdt fiir PI nicht angefarbt werden.
Annexin bindet an Phosphatidylserin, das bei Zellen auf der Zelloberfléche festgestellt
werden konnte, die als apoptotische Zellen bezeichnet werden (Gidon-Jeangirard et al. 1999).
In dieser Arbeit werden Zellen, die sich deutlich als PI und Annexin V-FITC positive
Population abgrenzen lassen als nekrotisch oder tot definiert. 100 pl Zellsuspension wurden
mit 3 pul Annexin versetzt, nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten wie oben beschrieben
in der Zentrifuge gewaschen, anschlieBend mit 3 pl PI geférbt und sofort im FACS-Gerit

analysiert.

2.3 Beurteilung der Endozytosefihigkeit

Die Aufnahme von Dextranmolekiilen mit einem Gewicht von etwa 40.000 DA erlaubt
Aussagen iiber die pinozytotische Aktivitéit der dendritischen Zellen. Dafiir wurden sowohl
die mit Interleukin-4 als auch mit Interferon-a kultivierten Zellen fiir 30 Minuten bei 37°C
mit 0,5 mg/ml FITC-markiertem Dextran (Sigma, St. Louis, USA) inkubiert. Als
Negativkontrolle zur Beurteilung der unspezifischen Bindung von Dextran an der
Zelloberflache fungierten parallele Ansidtze auf Eis. Nach Inkubation folgte ein intensiver
Waschvorgang mit PBS, dabei wurde {iber 10 Minuten zentrifugiert und anschlieend der
Uberstand verworfen. Der FITC-Dextrangehalt der Zellen wurde als Mean Fluoreszenz
Intensitdt (MFI) mittels Durchflusszytometrie (sieche 2.2) semiquantitativ bestimmt. Durch
diese Methode kann die Pinozytose nachgewiesen und ein indirekter Nachweis der

Phagozytose vorgenommen werden.

2.4 Rasterelektronenmikroskopie

Das Rasterelektronenmikroskop wurde von Prof. Dr. Dr. U. Welsch (Anatomisches Institut,
Miinchen, Deutschland) zur Verfiigung gestellt. Auf glasernen Objekttragern wurden die
dendritischen Zellen mit niedriger Umdrehungszahl zentrifugiert und mit 2,5 %
Glutaraldehyd in PBS (pH 7,4) fixiert. Nach Entwésserung in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (50 — 70 — 90 — 100 %) fiir jeweils 20 Minuten wurden die Zellen am
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kritischen Punkt in einer CO,-Druckkammer getrocknet und mit Goldpartikeln bedampft.
Anschliefend wurden die Zellen in einem ISM-35CF Rasterelektronenmikroskop (JEOL,
Tokyo, Japan) untersucht und fotografiert. Die entsprechenden Abbildungen wurden mit

Adobe Photoshop Software (Adobe Systems, Version 3.0) bearbeitet.

2.5 Zytokinnachweis

Am sechsten Tag wurden die antigenprésentierenden Zellen fiir 48 Stunden unter
verschiedenen Bedingungen (siche 2.1.5) stimuliert. AnschlieBend wurden die Uberstéinde
geerntet, um die Produktion von IL-12, IL-10 und TNF-a mit kommerziell erhiltlichen
Enzym-linked Immunosorbent Assay (ELISA) - Kits messen zu konnen. Bei IL-12 wurden
sowohl IL-12 p40 als auch das bioaktive p70 Heterodimer bestimmt (Bender Med Systems,
Wien, Osterreich). Bei der Messung von IL-10 und TNF-o kamen OptEIA Sets von
Pharmingen (San Diego, CA, USA) zum Einsatz. Der ELISA kann die Konzentration
16slicher Zytokine und Chemokine messen und quantifizieren. Zunédchst werden dabei
spezifische Anti-Zytokin-Antikorper als erste Schicht unspezifisch an 96-well-
Rundbodenplatten (Becton-Dickinson, New Jersey, USA) gebunden. Nach Proteinabsittigung
und Waschschritten werden die zu testenden antigenhaltigen Losungen auf die Unterlage
pipettiert. Nach Inkubation und weiteren Waschschritten wird auch hier ein enzymmarkierter
Indikatorantikorper zugegeben, der wie der erste Antikdrper spezifisch filir das gesuchte
Zytokin sein muss. Durch die Reaktion eines im letzten Schritt zugegebenen Testsubstrats,
das nach Spaltung durch das Enzym farbig wird, kann die Zytokinkonzentration iiber jeweils

erstellte Eichkurven nach Anleitung der Hersteller quantifiziert werden.

2.6 T-Zell-Proliferationsbestimmung

Die T-Zell-Proliferationsessays wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. R. Wank (Institut

fiir Immunologie, Universitit Miinchen) durchgefiihrt.

Bei der allogenen gemischten Lymphozytenkultur (mixed lymphocyte reaction, MLR)
wurden die dendritischen Zellen nach 48-stiindiger Stimulation geerntet und in Verhéltnissen

von 1:20 bis 1:80 mit nicht-adhédrenten allogenen MNC kokultiviert. Jeweils in Triplikaten
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wurden pro Ansatz 2 x 10° MNC plus die entsprechendende Zahl an dendritischen Zellen in

200 pl Kulturmedium in 96-well Rundbodenplatten angesetzt.

Die mit Interleukin-4 oder Interferon-a inkubierten Zellen wurden bei der autologen T-Zell-
Proliferation am fiinften Tag mit Tetanus-Toxoid (TT) in einer Konzentration von 5 pug/ml
inkubiert. Nach 24 Stunden Stimulation mit proinflammatorischen Zytokinen wurden die
Antigen-prisentierenden Zellen geerntet und mit autologen T-Zellen (2 x 10°/200 ul)
ebenfalls in 96-well Rundbodenplatten in Verhéltnissen von 1:20 bis 1:320, jeweils in

Triplikaten, angesetzt.

Am fiinften Tag wurden sowohl bei der allogenen als auch bei der autologen
Proliferationsbestimmung die Zellen mit je 1 pCi/Loch [*H]-Thymidin beladen und nach 18
Stunden mittels eines 96 MicroCell Harvesters (Skatron, Transby, Danemark) auf
Filtermatten gefillt und getrocknet. Die Radioaktivitit des inkorporierten ["H]-Thymidins
wurde nach Zugabe von Szintillationsfliissigkeit mit einem Betaplate Liquid Scintillation
Beta Counter (Wallac Oy, Turku, Finnland) quantifiziert. AnschlieBend wurde der Mittelwert
der Triplikate bestimmt. Einen Uberblick iiber die Methodik erlaubt Abbildung 1.

Differenzierung mit
IL4 und/oder IFN-a Aktivierung

6 Tage 48 Stunden

*Morphologie
*Antigen-Aufnahme

*T-Zell-Stimulation

Monozytent GM-CSF —————————  «Morphologie —

«Uberleben
+Uberleben

*Zytokinsynthese

5. Tag

Tetanus-Toxoid

Abbildung 1: Uberblick iiber die Methodik
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2.7 Statistik

Ein Teil der Ergebnisse ist als arithmetisches Mittel angegeben. Die Streuung wird als
Standardfehler des Mittels (standard error of means, SEM) dargestellt. Die statistische
Signifikanz wurde durch den ungepaarten zweiseitigen Student t-Test ermittelt. Statistische
Signifikanz wurde bei Unterschieden mit p < 0.05 angenommen und ist fiir einzelne
Experimente in den Abbildungen mit einem Stern gekennzeichnet. Die statistischen Analysen

erfolgten mit dem Programm Stat-View 4.51 von Abacus Concepts (Calabasas, CA, USA).
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3. Ergebnisse

3.1 Vergleich der Morphologie der Monozyten nach sechstigiger Kultur mit

Interferon-o oder Interleukin-4

Die adhérente Fraktion der MNC wurde entweder nur mit GM-CSF (1000 U/ml), mit GM-
CSF und Interleukin-4 (500 U/ml), mit GM-CSF und Interferon-a (500 U/ml) oder mit GM-

CSF und Interferon-o plus Interleukin-4 iiber sechs Tage inkubiert.

Wie erwartet, dnderten die nur mit GM-CSF kultivierten Monozyten ihre Morphologie nicht.
Der Monozytenmarker CD14 konnte weiterhin auf der Zelloberflache identifiziert werden,
wihrend die kostimulatorischen Molekiile CD86 und CD80 und der Reifemarker CD83 nicht
exprimiert wurden (Abb. 2).

1001
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80
707
60
50
401
307
207
107

% positiv

_—*—

CD14 CD80 CD83

Abbildung 2: Prozentuelle Expression von CD14, CD80 und CD83 der nur mit GM-CSF
iber sechs Tage kultivierten Monozyten: der Monozytenmarker CD14 wird weiterhin
exprimiert, wihrend die fiir dendritische Zellen typischen Oberflichenmarker CD80 und
CD83 kaum nachweisbar sind. Gezeigt sind die Ergebnisse von n=3 unabhingigen
Experimenten + SEM.

Im Phasenkontrastmikroskop wurde die Morphologie der Zellen beurteilt. Die mit
Interleukin-4 inkubierten Zellen entwickelten sich zu unreifen dendritischen Zellen mit
deutlicher Zunahme ihrer ZellgroBBe und Adhérenz an die Plastikoberfliche der

Kulturflaschen. Diese Adhédrenz der Zellen wie auch die typische Bildung der
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Klusterformationen wird auf die Ausbildung stumpfer Auslaufer zuriickgefiihrt. Nach
Inkubation mit Interferon-a verdnderten sich die Zellen hingegen morphologisch nur gering.
Sie blieben kleiner und waren weniger adhédrent. Die Ausldufer der Zellen waren deutlich
kiirzer als die der unreifen dendritischen Zellen, auch die typische Klusterbildung konnte

nicht demonstriert werden.

In der FACS-Analyse konnten diese Beobachtungen bestitigt werden. Nach Inkubation mit
Interferon-a. lieBen sich die Zellen morphologisch aufgrund ihrer Vorwirts- und Seitwiérts-
Streueigenschaften als homogene Population von kleineren und wenig granulédren Zellen
abgrenzen (Abb. 3, links unten). Mit Interleukin-4 inkubierte Zellen waren
immunphénotypisch unreife dendritische Zellen: ein Anteil von 86 Prozent exprimierte CD1a,
nur 8 Prozent der Zellen waren fiir CD83 positiv und CD14 negativ (Abb. 3). Im Gegensatz
dazu dhnelten Zellen, die tiber 6 Tage mit Interferon-a inkubiert worden waren, in ihrer
Oberflachenmarkerexpression den Monozyten (Abb. 3). CD1a konnte nicht an der
Zelloberflache gemessen werden, wiahrend auf iiber 50 Prozent der Zellen der fiir Monozyten

kennzeichnende Oberflichenmarker CD14 nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 3: Oberflichenmarkerexpression in der FACS-Analyse nach sechs Tagen Kultur
der Monozyten mit GM-CSF plus Interleukin-4 oder GM-CSF plus Interferon-a.: Interferon-
a bewirkt keine Differenzierung der mit GM-CSF inkubierten Monozyten zu dendritischen
Zellen. Lebende Zellen wurden aufgrund ihrer Vorwirts- (FSC) und Seitwiérts (SSC)-
Streueigenschaften im links angegebenen Bereich ausgewihlt und gemessen. Dargestellt sind
die Ergebnisse eines repriasentativen Experiments von insgesamt fiinf Experimenten.
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Bei Inkubation mit GM-CSF und Interferon-a plus Interleukin-4 beeinflusste Interferon-o die
durch Interleukin-4 induzierte Differenzierung der Monozyten zu dendritischen Zellen
dagegen nicht. Die Expression an Oberflichenmarkern und auch die morphologischen
Verdnderungen zeigten nur geringe Unterschiede zu den mit Interleukin-4 generierten

dendritischen Zellen. So war die Expression an CD80 gering erhoht (Abb. 4).

A GM-CSF GM-CSF + IL4 GM-CSF + IFN GM-CSF + IFN + IL4

CD80

2%

CD14

Abbildung 4: Oberflichenmarkerexpression in der FACS-Analyse nach sechs Tagen Kultur
der Monozyten mit GM-CSF, mit GM-CSF und Interleukin-4, mit GM-CSF und Interferon-o
und mit GM-CSF und Interferon-a. plus Interleukin-4: Die mit GM-CSF und Interferon-o
plus Interleukin-4 behandelten Zellen dhneln nach sechstdgiger Kultur den nur mit
Interleukin-4 inkubierten Zellen. Nach Inkubation nur mit GM-CSF oder mit GM-CSF und
Interferon-a weisen die Zellen eine hohe Expression an CD14 positiven Zellen (angegeben in
%) auf. Gezeigt ist ein Experiment aus vier reprasentativen Experimenten.

3.2 Vergleich der Pinozytose der Monozyten nach sechstigiger Kultur mit Interferon-o

oder Interleukin-4

Potente Antigen-priasentierende Zellen zeichnen sich dadurch aus, Antigene aufnehmen und
sie fur die Prasentation auf MHC-Molekiilen bearbeiten zu konnen (Sallusto und
Lanzavecchia 1994). Um den Einfluss von Interferon-o auf die Entwicklung der Kapazitét zur
Endozytose zu untersuchen, wurden die Zellen nach Inkubation mit Interferon-o mit den
Zellen nach Inkubation mit Interleukin-4 (je plus GM-CSF) hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur
Mikropinozytose verglichen. Dazu wurden beiden Bedingungen der Fluoreszenzfarbstoff
FITC-konjugiertes Dextran am Tag 6 bei 37°C fiir 30 Minuten zugegeben. Unspezifische
Anlagerungen von FITC-Dextran und die Bindung an Mannoserezeptoren auf der
Zelloberfliche wurden durch Kontrollbedingungen auf Eis kontrolliert. Im Gegensatz zu den

morphologisch feststellbaren Unterschieden waren die Monozyten nach sechstégiger
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Inkubation mit Interferon-o ebenso zur Antigenaufnahme féhig wie die Zellen nach
Differenzierung mit IL-4. Im Vergleich zu den Kontrollen wiesen beide Bedingungen einen

mehr als zehnfachen Anstieg der mittleren Fluoreszenzintensitdt (MFI) fiir FITC auf (Abb. 5).
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Abbildung 5: Aufnahme von FITC-Dextran durch {iber sechs Tage mit GM-CSF und
Interleukin-4 oder GM-CSF und Interferon-o generierte Zellen:

Die mit Interferon-a behandelten Monozyten nehmen 16sliches FITC-konjugiertes Dextran
nach 30-miniitiger Inkubation bei 37°C in vergleichbarem Malle auf wie nach Inkubation mit
Interleukin-4. Als Kontrolle diente ein Ansatz auf Eis. Die Zellen wurden
durchflusszytometrisch analysiert, wobei die mittlere Fluoreszenzintensitdt (MFI) mit dem
inkorporierten FITC-Dextran ansteigt. Gezeigt sind die Ergebnisse von n=3 unabhéngigen
Experimenten + SEM.
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3.3 Vergleich der Uberlebensrate der Monozyten nach sechstigiger Kultur mit

Interferon-o oder Interleukin-4

Um das Uberleben der mit GM-CSF kultivierten Monozyten nach Inkubation mit Interferon-o.
oder Interleukin-4 miteinander vergleichen zu kénnen, wurden die beiden Zelltypen jeweils
vor (Kontrolle) und nach 48 Stunden Stimulation mit Annexin V-FITC angeférbt und nach
einer Inkubationszeit gewaschen. Es folgte die Zugabe von Propidium-Jodid (PI) und
unmittelbar danach die durchflusszytometrische Beurteilung. Zur besseren Darstellbarkeit
wurden die Messfelder in vier Quadrate eingeteilt. Als nekrotisch oder tot definiert wurden
die im oberen dulleren Quadranten detektierten Zellen, die fiir Annexin V-FITC und PI
positiv waren. Unabhéngig von der Stimulation und dem Reifegrad der Zellen war das
Uberleben durch Behandlung mit Interferon-a. im Vergleich zu Interleukin-4 nicht reduziert.

In beiden Fillen lag der Prozentsatz der nekrotischen Zellen unter 10 % (Abb. 6).

GM-CSF GM-CSF
+ IL-4 +|IFN
! S . o]
S % St Kontrolle
3 Stimulation
[m]
(&)
Stimulation
+IL4

Tt w' 10°
COBIFITE

CD83 Annexin

Abbildung 6: Uberleben der dendritischen Zellen vor und nach Stimulation sowie Expression
der Oberflichenmarker CD14 und CD83: Interferon-o reduziert nicht die Uberlebensrate der
dendritischen Zellen. Nach Differenzierung mit Interferon-o. und nach Inkubation mit
Interleukin-4 wurden die Zellen durchflusszytometrisch nach Farbung mit Annexin V-FITC
und PI analysiert. Die doppelt positiven Zellen sind dabei als nekrotisch definiert. Gezeigt ist
ein reprasentatives Experiment von insgesamt vier Experimenten.
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3.4 Ausreifung der mit Interferon-a differenzierten Monozyten zu dendritischen Zellen

durch Zugabe von Interleukin-4

Nach sechs Tagen Inkubation mit Interleukin-4 oder Interferon-a., jeweils unter Anwesenheit
von GM-CSF, wurden die Monozyten geerntet, die jeweiligen Uberlebensraten bestimmt und
der Reifegrad anhand typischer Oberflaichenmarker durchflusszytometrisch eingeschitzt.
Anschliefend wurden die unreifen dendritischen Zellen {iber 48 Stunden mit einer
Kombination an proinflammatorischen Mediatoren (TNF-a., IL-1f3, IL-6 und PGE)
stimuliert. Als Kontrollbedingung wurden die Monozyten iiber sechs Tage nur mit GM-CSF
oder mit GM-CSF und Interferon-a plus Interleukin-4 inkubiert, gefolgt von der zweitéigigen

Stimulation mit den proinflammatorischen Mediatoren.

Bereits mikroskopisch konnten deutliche Unterschiede zwischen den mit Interleukin-4 und
Interferon-a inkubierten und anschlieBend stimulierten dendritischen Zellen nachgewiesen
werden. Die mit Interleukin-4 behandelten Zellen zeigten nach Stimulation unter dem
Elektronenmikroskop deutliche dendritische Ausldufer. Daneben setzten sie sich durch ihre
GroBe von den mit Interferon-a inkubierten und stimulierten Zellen ab. Diese hatten nur
kurze stumpfe Ausldufer und nicht die fiir reife Zellen typischen zytoplasmatischen Dendriten
und dhnelten damit morphologisch nicht nur in ihrer Grofe weiterhin den Monozyten.

Dass unter den Standardbedingungen klassische reife dendritische Zellen generiert werden
konnten, bestétigte sich auch in der durchflusszytometrischen Messung. Nach 48-stiindiger
Stimulation mit proinflammatorischen Mediatoren exprimierten sie in einheitlichen
Populationen sowohl den Reifemarker CD83, MHC-II als auch die kostimulatorischen
Molekiile CD80 und CD86 auf ihrer Oberfldche (Abb. 7; Abb. 8). Der fiir Monozyten
typische Oberflichemarker CD14 blieb weitgehend negativ. Dagegen exprimierten die Zellen
nach Inkubation mit Interferon-o. und anschlieBender Stimulation mit den
proinflammatorischen Mediatoren den Monozytenmarker CD14. Die fiir reife dendritische
Zellen charakteristischen Oberflaichenmarker CD83 (Abb. 7) konnten nicht nachgewiesen
werden. Auch MHC-II und die kostimulatorischen Molekiile CD80, CD86 waren im
Vergleich mit den Interleukin-4 generierten dendritischen Zellen in nur geringem Maf3e

nachweisbar (Abb. 8).
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Abbildung 7: Elekronenmikroskopische (1:3200) und FACS-analytische Untersuchung der
iber sechs Tage mit Interferon-o oder Interleukin-4 inkubierten Zellen nach Stimulation mit
proinflammatorischen Zytokinen (TNF-a, IL-1f3, IL-6 und PGE,) und Interleukin-4: Durch
zusiétzliche Gabe von Interleukin-4 wihrend der Ausreifung entwickeln die mit Interferon-o
behandelten Monozyten dendritische Zellcharakteristika. Dargestellt ist ein représentatives
Experiment von insgesamt fiinf unabhéngigen Experimenten.

Die Kontrollbedingung mit GM-CSF alleine zeichnete sich ebenfalls durch einen
monozytischen Phanotypen aus. Auch hier wurde CD14 nicht herunterreguliert. Es konnte nur
eine geringe Expression an CD83, CD86 und an MHC-II nachgewiesen werden (Abb. 8).

Die Anwesenheit von Interferon-a wéihrend der Sechs-Tage-Kultur mit GM-CSF und
Interleukin-4 hatte keine Auswirkungen auf die Differenzierung der Monozyten zu
dendritischen Zellen. Auch unter dieser Bedingung bewirkte die Stimulation mit
proinflammatorischen Zytokinen eine Ausreifung mit Expression der typischen

Oberflaichenmolekiile (Abb. 8).
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Von Interleukin-4 ist bekannt, dass es die Differenzierung der GM-CSF-kultivierten
Monozyten zu Makrophagen hemmt. Daher wurde der Einfluss von Interleukin-4 auf die
Expression der Oberfldchenmarker analysiert, wenn es wihrend der Stimulation sowohl zu
den mit Interleukin-4 inkubierten als auch mit Interferon-o behandelten Zellen dazugegeben
wurde. Bei den unter Standardbedingungen inkubierten dendritischen Zellen hatte die
zusétzliche Gabe von 500 U/ml Interleukin-4 wihrend des Stimulationsschrittes keine
Auswirkungen: die Expression an CD86, CD80, MHC II und CD83 konnte bereits ohne
Anwesenheit wahrend der Stimulation von Interleukin-4 detektiert werden (Abb. 8).

Bei den mit Interferon-o inkubierten Zellen konnte dagegen eine rasche Ausreifung zu
dendritischen Zellen beobachtet werden: die Mehrheit der Zellen exprimierte innerhalb von
48 Stunden den Reifemarker CD83, kostimulatorische Molekiile und das fiir die
Antigenprésentation wichtige MHC-II Molekiil. Der Monozytenmarker CD14 wurde rasch
herunterreguliert (Abb. 7 und 8).
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Abbildung 8: Expression der Oberflichenmarker in der FACS Analyse nach 48-stiindiger
Stimulation mit proinflammatorischen Zytokinen in An- und Abwesenheit von Interleukin-4:
Nach Kultur mit GM-CSF und mit GM-CSF und Interferon-a iiber sechs Tage und
anschlieBender Stimulation zeigten die Zellen einen monozytenidhnlichen Phénotypen. Die
Anwesenheit von Interferon-a wihrend der Inkubation der Monozyten mit GM-CSF plus
Interleukin-4 beeinflusste die Differenzierung zu dendritischen Zellen dagegen nicht. Gezeigt
sind Mittelwerte £ SEM von n=3 unabhingigen Experimenten.
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Die Konzentration von 500 U/ml an rekombinanten Interferon-o ergab sich aus Dosis-
Wirkungsuntersuchungen, wobei sich bis auf eine gering erhoéhte Expression an CD86 und
MHC-II keine wesentlich bessere Ausreifung der Monozyten zu dendritischen Zellen durch
die hohere Konzentration (1000 U/ml) an Interferon-a zeigte. Die geringere Konzentration
mit 250 U/ml fiihrte zwar zu &hnlichen Ergebnissen, aber zum Zwecke der Vergleichbarkeit
mit anderen experimentellen Arbeiten, die Interferon zumeist in einer Konzentration von 500

U/ml verwendeten, wurde es auch in dieser Arbeit so eingesetzt (Abb. 9).
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Abbildung 9: Inkubation der Monozyten {iber sechs Tage mit GM-CSF und Interferon-a in
einer Konzentration von 250 U/ml, 500 U/ml und 1000 U/ml und anschlieender Stimulation
mit proinflammatorischen Mediatoren mit und ohne Interleukin-4. Gezeigt sind Mittelwerte

aus n=3 unabhingigen Experimenten = SEM.
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3.5 Stirkere Expression des Chemokinrezeptors CCR 7 durch Zugabe von Interleukin-4

Um nach Stimulation zu den sekundéren Lymphorganen iiber Lymphgefi3e zu wandern,
verdndern die dendritischen Zellen ihre Expression an Chemokinrezeptoren. In der Peripherie
exprimieren unreife dendritische Zellen einige flir sie typische Chemokinrezeptoren wie
CCR 2, CCR 3, CCR 4 und CCR 6. Diese Chemokinrezeptoren haben entsprechende
Liganden auf Oberfldchen anderer Zelltypen, was die Interaktion zwischen diesen Zellen
erlaubt. Die Stimulation der unreifen dendritischen Zellen ist entscheidend fiir die
Verdnderung der Expression an Chemokinrezeptoren. Die genannten Chemokinrezeptoren
sind nicht mehr auf der Oberflache der stimulierten Zellen nachweisbar, der
Chemokinrezeptor CCR 7 {ibernimmt nun eine entscheidende Rolle (Sozzani et al. 2000). Die
Chemokine MIP-3f3 und SLC werden fiir die Migration der reifenden dendritischen Zellen zu
den Lymphgefdflen und weiter zu den Lymphknoten verantwortlich gemacht.

Vergleicht man nun die Expression von CCR 7 der mit proinflammatorischen Mediatoren
stimulierten Zellen nach Inkubation mit Interferon-o mit den mit Interleukin-4 inkubierten
Zellen, so fallt erneut ein deutlicher Unterschied auf: wiahrend es bei den unter
Standardbedingungen entstandenen dendritischen Zellen zu einer deutlichen Zunahme der
Expression von CCR 7 kommt, benétigen die mit Interferon-o generierten Zellen die
zusétzliche Gabe von Interleukin-4 wihrend der Stimulation. Dennoch kann auch mit diesem
zusétzlichen Stimulationsfaktor keine vergleichbare Expression bewirkt werden: nur ein
Anteil von 19 Prozent weist CCR 7 auf im Vergleich zu 64 Prozent bei Inkubation mit GM-
CSF und Interleukin-4 (Abb. 10).
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Abbildung 10: Expression des Chemokinrezeptors CCR 7 als Indikator der
Migrationsfahigkeit dendritischer Zellen: Mit Interferon-a behandelte Zellen zeigen in der
FACS-Analyse auch nach Stimulation mit TNF-a., IL-1p3, IL-6, PGE; und zusétzlicher Gabe
von Interleukin-4 nur eine geringe Expression des Chemokinrezeptors CCR 7. Dargestellt
sind die Ergebnisse eines reprasentativen Experimentes von insgesamt vier unabhéngigen
Experimenten.
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3.6 Ausreifung dendritischer Zellen innerhalb von nur 24 Stunden durch Zugabe von

Interleukin-4

Es stellte sich die Frage, ob Interleukin-4 nur in Zusammenhang mit der Stimulation eine
Ausreifung der Zellen bewirkte, die {iber 6 Tage mit GM-CSF und Interferon-o inkubiert
worden waren, oder ob der Effekt auch durch Zugabe des Zytokins an einem anderen
Zeitpunkt der Kultur erreicht werden konnte. Aus diesem Grund wurde Interleukin-4 bereits
am Tag 5 fiir nur 24 Stunden in die Kultur zu GM-CSF und Interferon-a gegeben. Diese
Zellen wurden anschliefend gewaschen und mit proinflammatorischen Mediatoren tliber 48
Stunden stimuliert. Interessanterweise konnte der beschriebene Effekt von Interleukin-4 auch
unter diesen Bedingungen festgestellt werden. Wie in Abbildung 11 ersichtlich, bewirkte die
Zugabe von Interleukin-4 am Tag 5 iiber 24 Stunden mit anschlieBender Stimulation eine
Ausreifung der Zellen. Der Monozytenmarker CD14 wurde in vergleichbarem Malle
herunterreguliert wie nach Stimulation mit proinflammatorischen Zytokinen unter Zugabe
von Interleukin-4, die Zellen exprimierten ebenfalls CD86 und den Reifemarker CD83 in iiber
50 Prozent und die Produktion von Interleukin-12 konnte sogar unter dieser Bedingung noch
gesteigert werden. Interleukin-4 wirkt daher nicht als Stimulus, sondern kann die Plastizitét

der dendritischen Zellen wiederherstellen.
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Abbildung 11: Expression der Oberflachenmarker und Produktion von Interleukin-12 nach
sechs Tagen Kultur und Zugabe von Interleukin-4 am Tag 5 der Kultur iiber 24 Stunden mit
anschlieBender Stimulation {iber 48 Stunden: Interleukin-4 bewirkt bei Zugabe zu der Kultur
der Monozyten mit GM-CSF und Interferon-o. am Tag 5 tiber 24 Stunden mit anschlieender
Stimulation mit proinflammatorischen Mediatoren ebenso eine Ausreifung zu dendritischen
Zellen wie bei Anwesenheit wihrend der Stimulation iiber 48 Stunden. Gezeigt sind
Mittelwerte = SEM von n=3 unabhéngigen Experimenten.
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3.7 Eingeschrinkte Kapazitit zur Stimulation von T-Zellen auf der mit Interferon-a

behandelten dendritischen Zellen

Die herausragende physiologische Bedeutung dendritischer Zellen besteht in der Induktion
einer antigenspezifischen T-Zell-Antwort. Zunédchst wurde die Fahigkeit der unterschiedlich
abgeleiteten antigenprisentierenden Zellen untersucht, allogene T-Zellen zu stimulieren. Die
tiber sechs Tage mit GM-CSF und Interleukin-4 oder mit GM-CSF und Interferon-o
inkubierten Zellen wurden mit proinflammatorischen Mediatoren mit oder ohne Interleukin-4
iber 24 Stunden stimuliert. Es folgte eine Kokultur {iber fiinf Tage mit einer nichtadhirenten
Fraktion allogener MNC. Nach 5 Tagen Kokultur wurden die Zellen mit [*’H]-Thymidin

gepulst und nach 48 Stunden geerntet, um die Proliferation zu messen.

In der allogenen MLR erwiesen sich die mit Interferon-o inkubierten und mit
proinflammatorischen Zytokinen aktivierten Zellen als schwache Stimulatoren einer
T-Zell-Proliferation, verglichen mit den mit Interleukin-4 generierten dendritischen Zellen.
Unabhéngig von dem Verhiéltnis der dendritischen Zellen zu den T-Zellen konnte keine
Proliferation verifiziert werden. Jedoch konnten die mit Interferon-a generierten Zellen bei
Anwesenheit von Interleukin-4 wihrend der Stimulation eine T-Zell-Proliferation induzieren.
Dieser Effekt wurde aber nur dann hervorgerufen, wenn die antigenpriasentierenden Zellen
mit den T-Zellen in einem Verhéltnis von 1 zu 20 kokultiviert wurden. Bereits bei einem
Verhiltnis von 1 zu 40 sowie bei allen niedrigeren Ratios konnte keine Stimulation der
allogenen T-Zellen nachgewiesen werden. Die unter Standardbedingungen mit GM-CSF und
Interleukin-4 inkubierten und mit proinflammatorischen Mediatoren ausgereiften
dendritischen Zellen fiihrten bereits bei einem Verhéltnis von 1 zu 80 zu einer bemerkbaren
T-Zell-Proliferation, die in den weiteren aufgezeigten Verhéltnissen noch deutlich gesteigert

werden konnte (Abb. 12).
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Verhaltnis dendritische Zellen zu T-Zellen

Abbildung 12a und b: Kapazitit der dendritischen Zellen zur Stimulation allogener T-
Zellen: Nach Inkubation mit Interferon-o. und GM-CSF weisen die Zellen eine
eingeschriankte Stimulation der allogenen T-Zell-Antwort auf. Nach sechstigiger Kultur mit
GM-CSF und Interleukin-4 (Abbildung 12a) oder mit GM-CSF und Interferon-o. (Abbildung
12b) wurden die Zellen mit TNF-a, IL-1f3, IL-6 und PGE, mit oder ohne Interleukin-4
stimuliert und nach 24 Stunden mit einer nichtadhérenten Fraktion allogener MNC {iber flinf
Tage in Kokultur versetzt. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von [*H ]- Thymidin, dessen
Inkorporation nach 18 Stunden gemessen wurde. Gezeigt wird ein reprasentatives Ergebnis
von drei Experimenten.

Um die Fahigkeit der unterschiedlich abgeleiteten antigenprésentierenden Zellen zu
untersuchen, autologe T-Zellen antigenspezifisch zu aktivieren, wurde Tetanus-Toxoid (TT)
als Modellantigen verwendet. Am Tag 5 der Kultur der Monozyten sowohl mit Interleukin-4
als auch mit Interferon-a wurden die Zellen iiber 24 Stunden mit TT inkubiert, danach
gewaschen und am Tag 6 fiir 24 Stunden mit den proinflammatorischen Mediatoren plus
Interleukin-4 stimuliert. Auf einen Ansatz ohne Interleukin-4 wihrend der Stimulation wurde
verzichtet, da fiir die Induktion der antigenspezifischen T-Zell-Antwort moglichst reife Zellen
generiert werden sollten. AnschlieBend wurden alle Zellen in einer Kultur mit autologen T-
Zellen kokultiviert, die mit einem Pan-T-Zell Isolations-Kit aus MNC gewonnen worden
waren. Vor dem Ansetzen der Kokultur wurden die Oberflichenmarker der Zellen gemessen.
Es zeigten sich nach Inkubation mit und ohne TT beziiglich der Expression von CD14, CD86
und CD83 vergleichbare Ergebnisse (Abb. 13).
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Abbildung 13: Expression der Oberflachenmarker CD14, CD86 und CD83 nach Inkubation
mit Tetanus-Toxoid: Es lassen sich keine Unterschiede in der Expression der
Oberflaichenmarker in An- oder Abwesenheit des Tetanus-Toxoids nachweisen.

Gezeigt ist der in Abbildung 14 verwendete Spender vor Einsetzen in die MLR.

Wie auch bei der allogenen T-Zell-Stimulation wurden nach 5 Tagen Kokultur die Zellen mit
[*H]-Thymidin gepulst und nach 48 Stunden geerntet, um die Proliferation zu messen. Als
Kontrollen dienten dendritische Zellen ohne Antigenbeladung. Diese konnten die autologen
T-Zellen nur in geringem Maf3e stimulieren. Beide Antigen-beladenen und stimulierten
Zellpopulationen konnten jedoch T-Zell-Antworten bewirken. Die T-Zell-stimulatorische
Kapazitdt der mit Interferon-o inkubierten Zellen war deutlich geringer (Abb. 14). Eine

Antigenabhéngigkeit ist aber aufgrund der Kontrollen zu verifizieren.
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Verhaltnis dendritische Zellen zu T-Zellen

Abbildung 14a und b: Kapazitit der dendritischen Zellen zur Stimulation autologer T-
Zellen: Nach Inkubation mit Interferon-o und GM-CSF zeigen die Zellen eine eingeschriankte
Kapazitdt zur Stimulation einer antigenspezifischen autologen T-Zell-Antwort. Nach Kultur
tiber sechs Tage entweder mit Interleukin-4 und GM-CSF (Abbildung 14a) oder Interferon-a
und GM-CSF (Abbildung 14b) wurden die beiden Zelltypen am Tag 5 mit 5 pg/ml TT
beladen und am sechsten Tag iiber 24 Stunden mit proinflammatorischen Mediatoren und
Interleukin-4 stimuliert. Als Kontrolle dienten dendritische Zellen ohne Antigenbeladung.
AnschlieBend wurde wie bei der allogenen T-Zell-Stimulation verfahren. Gezeigt wird ein
reprasentatives Ergebnis von zwei Experimenten.

3.8 Vergleich der Zytokinproduktion der beiden Differenzierungsstrategien

Die Zytokinproduktion dendritischer Zellen ldsst Aussagen iiber deren Einfluss auf die
Immunantwort zu. Daher wurde die Produktion von Interleukin-12, Interleukin-10 und TNF-
a der unterschiedlich abgeleiteten antigenprésentierenden Zellen untersucht. Dazu wurden die
mit GM-CSF und entweder mit Interleukin-4 oder Interferon-a generierten Zellen am Tag 6
fiir 48 Stunden mit den beschriebenen proinflammatorischen Mediatoren inkubiert. Als
weitere Bedingung wurde mit CD40L plus Interferon-y stimuliert, um ein Th;-Milieu zu
imitieren. Die Uberstéinde am Tag 8 wurden gesammelt und auf ihren Gehalt an Zytokinen

mittels ELISA untersucht.

Die mit Interleukin-4 kultivierten dendritischen Zellen sezernierten grofle Mengen an
Interleukin-12 (>10 ng/ml), unabhingig von der Stimulationsbedingung. Die Anwesenheit
von Interleukin-4 bei Stimulation tiber 48 Stunden reduzierte die Interleukin-12-Produktion

der mit Interleukin-4 generierten dendritischen Zellen. Maximale Interleukin-12-Sekretion
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konnte bei Stimulation mit proinflammatorischen Mediatoren ohne Zugabe von Interleukin-4
gemessen werden. Durch diese Stimulation wurde eine hohere Interleukin-12-Produktion

induziert als durch Stimulation mit CD40L und Interferon-y (Abb. 15a).

Die mit Interferon-a generierten dendritischen Zellen hingegen produzierten mehr
Interleukin-10 unabhéngig von ihrem Reifestadium. Mehr als 200 pg/ml Interleukin-10
wurden bei dieser Population unter allen Stimulationsbedingungen gemessen (Abb. 15a).
Auch unter optimaler Stimulation mit proinflammatorischen Mediatoren und Interleukin-4 fiir
die Expression der typischen Oberflaichenmarker und fiir die Induktion einer T-Zell-Antwort
wurde nur eine geringe Menge an Interleukin-12 produziert (Abb. 15a). Die Produktion an
Interleukin-10 blieb konstant. Nur bei Aktivierung mit CD40L plus Interferon-y sezernierten
die mit Interferon-a inkubierten Zellen vergleichbar viel Interleukin-12 (Abb. 15a), wobei
diese Interleukin-12-Produktion wiederum nicht mit der Expression an Reifemarkern
korrelierte (< 15 % CD83+ Zellen; Abb. 15b). Wurde jedoch Interleukin-4 zu der Aktivierung
mit CD40L plus Interferon-y hinzugefiigt, verringerte sich die Interleukin-12-Produktion,

wéhrend die Interleukin-10-Produktion und die Expression von CD83 anstiegen.
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Abbildung 15a: Zytokinproduktion der dendritischen Zellen nach 48-stiindiger Stimulation:
Mit Interferon-o inkubierte und anschlieBend stimulierte Monozyten produzierten
unabhéngig vom Ausreifungsgrad deutlich weniger Interleukin-12 und mehr Interleukin-10
als die mit Interleukin-4 generierten dendritischen Zellen. Die Monozyten-abgeleiteten
unreifen Zellen wurden fiir 48 Stunden mit proinflammatorischen Mediatoren oder mit
CD40L und

Interferon-y stimuliert. Durch Zugabe von Interleukin-4 wahrend der Stimulation wurde
dessen Effekt auf die Ausreifung der unterschiedlich generierten Zellen untersucht. Die
Uberstinde der Zellkulturen wurden auf ihren Gehalt an Interleukin-10 und Interleukin-12
mittels ELISA untersucht.

Abbildung 15b: Expression des Oberflichenmarkers CD83 in der FACS Analyse nach 48-
stiindiger Stimulation mit proinflammatorischen Mediatoren oder CD40L und Interferon-y in
An- und Abwesenheit von Interleukin-4. Gezeigt sind Mittelwerte £ SEM aus n=4
unabhéngigen Experimenten.
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Um festzustellen, ob die beobachtete geringere Interleukin-12-Produktion abhéngig von der
autokrinen Interleukin-10-Produktion war, wurde wiahrend der Stimulation mit
proinflammatorischen Zytokinen ein Interleukin-10-blockierender Antikorper eingesetzt.
Dieser beeinflusste jedoch die Interleukin-12 Produktion der mit Interferon-o generierten
Zellen nicht und verdnderte auch die Expression der DC-typischen Reifemarker nicht

(Abb. 16).
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Abbildung 16: Expression der Oberflachenmarker und Zytokinproduktion von Interleukin-12
in Anwesenheit eines Interleukin-10-blockierenden Antikdrpers wiahrend der Stimulation mit
proinflammatorischen Mediatoren: Durch den Antikorper wird die Charakteristik der mit
Interferon-a inkubierten Zellen nicht beeinflusst. Gezeigt sind Mittelwerte = SEM aus n=3
unabhingigen Experimenten.
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Wihrend die unstimulierten Zellen kein TNF-a sezernierten, bewirkte sowohl nach Kultur
mit Interleukin-4 als auch mit Interferon-o die Stimulation mit proinflammatorischen
Mediatoren eine TNF-a Produktion. Die mit Interferon-a generierten Zellen zeigten dabei
eine hohere Produktion an TNF-a als die mit Interleukin-4 abgeleiteten dendritischen Zellen.
Die Anwesenheit von Interleukin-4 wéhrend der Stimulation rief zwar eine phénotypische
Ausreifung der Interferon-o-inkubierten Monozyten zu dendritischen Zellen hervor,

beeinflusste jedoch nicht die hohe Produktion an TNF-a (Abb. 17).

14 [] GM-CSF + 1L-4 B GM-CSF + IFN-o
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Abbildung 17: Zytokinproduktion der dendritischen Zellen nach 48-stiindiger Stimulation:
Mit Interferon-o inkubierte und anschlieBend stimulierte Monozyten produzierten
unabhéngig des Ausreifungsgrades mehr TNF-a als die mit Interleukin-4 generierten
dendritischen Zellen. Die Monozyten-abgeleiteten unreifen Zellen wurden fiir 48 Stunden mit
proinflammatorischen Mediatoren stimuliert. Durch Zugabe von Interleukin-4 wéhrend der
Stimulation wurde dessen Effekt auf die Ausreifung der unterschiedlich generierten Zellen
untersucht. Die Uberstinde der Zellkulturen wurden auf ihren Gehalt an TNF-o mittels
ELISA untersucht. Gezeigt sind Mittelwerte aus n=2 Experimenten unterschiedlicher
Spender.
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4. Diskussion

4.1 Uberblick iiber die Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Interleukin-4 ein notwendiger Faktor fiir die
Differenzierung dendritischer Zellen aus humanen Monozyten ist, auch wenn diese friithzeitig
mit Interferon-a aktiviert werden. Nach Inkubation mit GM-CSF und Interferon-a iiber sechs
Tage behielten Monozyten ihren urspriinglichen Immunphénotyp und ihre Morphologie und
konnten auch nach Stimulation mit proinflammatorischen Mediatoren die Proliferation
allogener und autologer T-Zellen nur in geringem Mafle hervorrufen. Durch Zugabe von
Interleukin-4 wihrend der proinflammatorischen Stimulation kam es jedoch zu einer raschen
Ausreifung der mit Interferon-a inkubierten Monozyten zu phéanotypisch reifen dendritischen

Zellen.

Die mit Interferon-o vorbehandelten Zellen waren den mit Interleukin-4 inkubierten
dendritischen Zellen in der Induktion der T-Zell-Proliferation deutlich unterlegen. Der bei der
Ausreifung zu dendritischen Zellen beschriebene Effekt durch Zugabe von Interleukin-4
wihrend der Stimulation konnte nur bei einem Verhéltnis der dendritischen Zellen zu
autologen T-Zellen von 1 zu 20 nachgewiesen werden. Dennoch zeigte sich, dass die mit
Interferon-a vorbehandelten dendritischen Zellen Antigene aufnehmen und fiir die
Prisentation auf MHC-Molekiilen prozessieren konnen. Bei der allogenen T-Zell-
Proliferation konnte eine Antigenabhéngigkeit demonstriert werden, unabhédngig von der

Differenzierungsstrategie der dendritischen Zellen.

Die Produktion von Interleukin-12 konnte nach Inkubation mit Interferon-o nur bei einer
Stimulation mit CD40L plus Interferon-y nachgewiesen werden. Trotz Expression der
Reifemarker nach einer Stimulation mit proinflammatorischen Mediatoren plus Interleukin-4
sezernierten die mit Interferon-o vorbehandelten dendritischen Zellen kaum Interleukin-12.
Auch der Chemokinrezeptor CCR 7, der fiir die Wanderung dendritischer Zellen zu den
Lymphknoten verantwortlich ist, wurde bei genanntem Differenzierungsweg nur in sehr
geringem Maf3e exprimiert. Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass Interferon-o nicht

nur die Differenzierung der Monozyten zu dendritischen Zellen, sondern auch die Fahigkeit
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der aus Monozyten gewonnenen dendritischen Zellen hemmt, in sekundére lymphatische
Organe zu wandern und dort eine Th;-Immunantwort hervorzurufen. Interferon-o erweist sich
somit nicht als geeigneter Differenzierungsfaktor fiir dendritische Zellen im Rahmen einer
Tumorimmuntherapie, da sowohl die Migration als auch die Induktion einer Immunantwort

eine unbedingte Voraussetzung fiir die Wirksamkeit einer solchen Behandlung darstellen.

4.2 Methodendiskussion

4.2.1 Ableitung dendritischer Zellen aus humanen Monozyten durch Zellkulturen

Dendritische Zellen kdnnen aus humanem Blut isoliert oder auch aus Nabelschnurblut oder
Knochenmark gewonnen werden. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei unterschiedliche
Differenzierungswege zur Ableitung dendritischer Zellen aus humanen Monozyten

miteinander verglichen.

Bisher konnte nicht eindeutig nachgewiesen werden, ob ein entsprechender
Differenzierungsweg aus Monozyten zu dendritischen Zellen auch unter physiologischen
Bedingungen stattfindet. Einige Autoren gehen davon aus, dass nur aus einer bestimmten
Fraktion an Monozyten dendritische Zellen entstehen. So stellten sich die CD2+ Monozyten
nach Inkubation mit GM-CSF und Interleukin-4 als bessere Induktoren einer allogenen T-
Zell-Proliferation heraus als CD2- Monozyten oder Monozyten-abgeleitete dendritische
Zellen (Crawford et al. 1999). Bei HIV-infizierten Patienten hingegen fanden sich vermehrt
CD14+CD16+ Monozyten, deren pathophysiologische Rolle genauer untersucht werden
sollte. Diese Zellen wurden mit Makrophagen und dendritischen Zellen verglichen, nachdem
sie mit GM-CSF, Interleukin-4 und Interleukin-10 inkubiert worden waren. Sie exprimierten
fiir dendritische Zellen typische Oberflichenmarker wie CD40, CD80, CD86 und CDS§3,
produzierten Interleukin-12 und konnten eine autologe T-Zell-Stimulation bewirken. Somit
zeigten sie die Charakteristik dendritischer Zellen (Ancuta et al. 2000). Die CD16+
Monozyten erwiesen sich zudem als eine Subpopulation, die sich zu dendritischen Zellen
entwickelten mit migratorischen Fihigkeiten und lingerem Uberleben (Randolph et al. 2002).
Zuvor hatten Randolph et al. zeigen kénnen, dass Monozyten allein durch transendotheliale

Migration zu dendritischen Zellen differenzieren (Randolph et al. 1998).
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Einige Argumente sprechen auch fiir die Differenzierung dendritischer Zellen aus Monozyten
als Grundlage fiir klinische Experimente sowohl in vitro als auch in vivo.

Die so gewonnenen Zellen konnen innerhalb von fiinf bis sieben Tagen aus dem peripheren
Blut isoliert werden, ohne dass sich die Spender jeglicher Vorbehandlung unterziehen
miissen. Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen zeichnen sich daher durch einfache

Gewinnung und gute Handhabung aus.

Daneben werden diese Zellen in den meisten klinischen Studien zu Tumorimmuntherapie
verwendet (Engleman und Fong 2003, Engleman 2003) und erlauben somit einen Vergleich
der jeweiligen Ergebnisse. Die Standardprotokolle sehen eine Inkubation der monozytiren
oder CD34+ Vorlauferzellen mit GM-CSF als Wachstumsfaktor (Reid et al. 1992) und
Interleukin-4 vor (Bender et al. 1996, Romani et al. 1994, 1996, Sallusto und Lanzavecchia
1994, Thurner et al. 1999).

Mit Antigenen beladene dendritische Zellen werden auf dem Gebiet der Tumorerkrankungen
und auch der Infektionskrankheiten als Vakzine eingesetzt, um eine antigenspezifische T-
Zell-Antwort zu induzieren. Bei den Tumorerkrankungen sind neben B-Zell-Lymphomen die
Multiplen Myelome, Prostatakarzinome oder auch Kolorektale Karzinome zu nennen.
Zervixkarzinome werden auf Infektionen mit dem Humanen Papilloma Virus (HPV) 16 oder
18 zuriickgefiihrt. Bei Infektion mit diesen Viren wird ebenfalls versucht, eine frithzeitige
Therapie durch Vakzinierung mit dendritischen Zellen zu entwickeln (Nonn et al. 2003).
Auch bei anderen Viruserkrankungen wie z.B. Epstein-Barr (Ranieri et al. 1999) kommen aus
Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen als Vakzine zum Einsatz. Dabei werden die
Durchfiihrbarkeit, die Sicherheit und der immunologische und klinische Effekt dieser
Therapieansétze untersucht. Die Vakzinierung mit dendritischen Zellen zeigte in ersten
klinischen Studien bei Malignompatienten bereits bei einzelnen Patienten vielversprechende
Erfolge, indem sie eine tumorspezifische Immunantwort hervorrief und eine Tumorregression
bewirkte (Geiger et al. 2001, Nestle et al. 1998, Schuler-Thurner et al. 2002, Timmerman et
al. 2002, Murphy et al. 1999, Thurner et al 1999).

Die in dieser Arbeit unter Standardbedingungen generierten dendritischen Zellen zeigten die
phénotypischen und funktionellen Eigenschaften, die auch von anderen Autoren beschrieben
wurden. Morphologisch zeichneten sie sich durch die typischen Zytoplasmaausldufer aus und

exprimierten in charakteristischem Ausmall Adhdsionsmolekiile (CD11c, CD54),
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kostimulatorische Molekiile (CD80, CD86) und MHC-I sowie MHC-II. Sowohl die mit
Interferon-a generierten als auch die mit Interleukin-4 generierten dendritischen Zellen waren
zur Endozytose fihig und konnten eine allogene und autologe T-Zell-Proliferation induzieren.
Somit entsprachen sie funktionell den in vivo beschriebenen gewebsstindigen unreifen

dendritischen Zellen.

4.2.2 Generierung dendritischer Zellen mit Interferon-a

Die Generierung dendritischer Zellen aus Monozyten mit GM-CSF und Interleukin-4 gilt bis
heute als Standardmethode. Es wurden jedoch negative Effekte von Interleukin-4 auf
bestimmte Funktionen der Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen postuliert (Thurner et
al. 2001). Typ I-Interferone werden friih in der Immunantwort beispielsweise von PDC oder
von virusinfizierten Zellen produziert und koénnten die Differenzierung dendritischer Zellen
aus monozytiren Vorlduferzellen beeinflussen. Als Alternativmethode wurde daher die
Generierung dendritischer Zellen mit Interferon-a beschrieben, der aber, nicht zuletzt
aufgrund unterschiedlicher experimenteller Ansitze, ebenfalls sowohl positive als auch
negative Wirkungen auf die Differenzierung dendritischer Zellen aus Monozyten
zugeschrieben werden (siehe 4.3). Ein systematischer Vergleich der
Differenzierungsstrategien mit Interferon-a oder Interleukin-4 wurde bisher jedoch nicht
durchgefiihrt. In der vorliegenden Arbeit konnen die Aufnahme von FITC-Dextran oder auch
die Expression des Chemokinrezeptors CCR 7 nur als indirekte Nachweise der Funktion
dendritischer Zellen gedeutet werden. Die Stimulation autologer T-Zellen sowie die
Antigenabhéngigkeit in der allogenen T-Zell-Proliferation erlauben jedoch Aussagen dariiber,
dass die mit Interferon-o. behandelten und mit Interleukin-4 stimulierten Zellen Eigenschaften

dendritischer Zellen aufweisen.

4.2.3 Bestimmung von Zytokinen mittels ELISA

Das Zytokin Interleukin-12 wurde in der vorliegenden Arbeit mittels eines kommerziell
verfiigbaren ELISA-Kits bestimmt, der nicht nur das biologisch aktive (p70) Heterodimer,
sondern auch die (p40) Untereinheit erkennt. Daher muss bei Beurteilung des gemessenen
Interleukin-12 dieses Zerfallsprodukt des Dimers beriicksichtigt werden, das keinerlei

Aussagen iiber eine Th-Induktion ermdglicht. Die Bestimmung des Interleukin-12 p40
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Monomers gilt als gidngige Methode, weitere Untersuchungen sollten jedoch die Bestimmung

des Interleukin-12 (p70) Heterodimers zum Ziel haben.

4.3 Eigene Ergebnisse im Vergleich mit der Literatur

Die Untersuchung der Differenzierungswege dendritischer Zellen aus menschlichen
Monozyten in vitro verfolgt zwei Ziele: zum einen soll das Verstdndnis fiir die
Differenzierung dendritischer Zellen in vivo geférdert werden, zum anderen kénnen
Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen bei Immuntherapien maligner Erkrankungen zum

Einsatz kommen, was bereits Ziel einiger laufender klinischer Untersuchungen ist.

Typ I-Interferone beeinflussen die Funktion antigenprisentierender Zellen in vivo (Jiang und
Dhib-Jalbut 1998) und spielen bei der Ausreifung dendritischer Zellen sowohl in der
angeborenen als auch erworbenen Immunantwort eine Rolle (Santini et al. 2000, Blanco et al.
2001). Eine beschleunigende Wirkung auf die Differenzierung dendritischer Zellen aus
CD34+ Vorgingerzellen und auf die Ausreifung Monozyten-abgeleiteter dendritischer Zellen
nach Inkubation mit GM-CSF und Interleukin-4 wurde beschrieben (Luft et al. 1998, Huang
et al. 2001). Dabei kommt, wie in der vorliegenden Arbeit, Consensus-Interferon zum
Einsatz, aber auch Interferon-a2b und Interferon-f3, was bei der Beurteilung einiger der stark
voneinander abweichenden Ergebnisse beriicksichtigt werden sollte.

Interferon-a ruft bei Huang et al. eine vermehrte Produktion von Interleukin-10 hervor, so
dass die Autoren davon ausgehen, dass mit Interferon-o generierte dendritische Zellen die
Thy-Immunantwort stirken und somit zu den dendritischen Zellen vom Typ 2 zdhlen (Huang
et al. 2001). Dendritische Zellen vom Typ 1 produzieren Interleukin-12 und fithren zu einer
Th;-Antwort, die durch Sekretion von Interferon-y und Interleukin-2 gekennzeichnet ist und
eine Generierung zytotoxischer T-Lymphozyten sowie eine Aktivierung von Makrophagen
und von natiirlichen Killerzellen bewirkt. Diese Zellen werden vermehrt in der Therapie

maligner Erkrankungen eingesetzt (Hsu et al. 1996, Thurner et al. 1999).

Laut Santini et al. ruft die Inkubation von Monozyten mit GM-CSF und Interferon Typ I
bereits nach drei Tagen Zellkultur ohne weitere Stimulation eine Ausreifung dendritischer
Zellen hervor (Santini et al. 2000). Die so generierten dendritischen Zellen produzieren

zudem Interleukin-15, das T-Zellen anlockt (Wilkinson und Liew 1995) und einen weiteren



49

Stimulationsfaktor fiir die Ausreifung dendritischer Zellen darstellt (Mattei et al. 2001). Im
Gegensatz zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit beschreiben Santini et al. eine erhdhte
Apoptoserate der mit Interferon-a inkubierten Zellen nach sechs Tagen Kultur mit GM-CSF
im Vergleich mit Interleukin-4. Die mit Interferon-o generierten Zellen tragen bereits nach
drei Tagen den Chemokinrezeptor CCR 7 und wandern auf dessen Liganden MIP-3§ (Parlato
et al. 2001, Sallusto et al. 1998). Allerdings exprimiert nur eine Minderheit der Monozyten
die Reifemarker dendritischer Zellen nach diesen drei Tagen in Kultur mit GM-CSF und Typ
I-Interferon. Dariiber hinaus kénnen diese mit Interferon-a behandelten dendritischen Zellen
im Vergleich zu Monozyten, die drei Tage mit GM-CSF und Interleukin-4 generiert worden
waren, keine Proliferation der T-Zellen hervorrufen. Diese Ergebnisse zeigen auch nicht, dass
die liber drei Tage mit Interferon-o inkubierten Zellen eine genauso effiziente Th;- und somit

tumorspezifische Immunantwort induzieren wie die Standardzellen.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass Interleukin-4 fiir die Differenzierung
aus Interferon-behandelten Monozyten zu phénotypisch und morphologisch reifen
dendritischen Zellen notwendig ist. Ohne zusitzliche Gabe von Interleukin-4 bewirkt die
Inkubation mit Interferon-o keine Entwicklung dendritischer Zellen, sondern die
Beibehaltung einer homologen Population an Zellen, die morphologisch und
immunophénotypisch Monozyten und Makrophagen dhnlich sind. Diese Ergebnisse stimmen
mit anderen Veroffentlichungen iiberein, die Interferon ebenfalls keine entscheidende Rolle in
der Differenzierung dendritischer Zellen aus Monozyten zuschreiben. Bei Inkubation von
Monozyten mit GM-CSF und Interleukin-4 hemmte die Anwesenheit von Interferon-o noch
dazu die Differenzierung zu dendritischen Zellen und verminderte die Uberlebensrate (McRae
et al. 2000, Lehner et al. 2001). Wihrend bereits zuvor eine Abnahme der Anzahl der aus
Monozyten-generierten dendritischen Zellen durch Interferon-a beschrieben wurde (Wang et
al. 1999), gehen Greenberg und Mosny sogar von einem zytotoxischen Effekt der Typ I-
Interferone auf Stammzellen aus (1977). Die erhohte Apoptosetendenz konnte in der
vorliegenden Arbeit, unabhidngig von der Stimulationsbedingung, nicht bestétigt werden. Eine
mogliche Ursache kann in dem Unterschied der verwendeten Interferone und deren

Konzentrationen gesehen werden.

Erstmals konnte eine dulerst schnelle Ausreifung der mit Interferon-a inkubierten Monozyten

zu reifen dendritischen Zellen nach Zugabe von Interleukin-4 nachgewiesen werden. Nach 48
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Stunden Stimulation mit proinflammatorischen Mediatoren (Feuerstein et al. 2000, Luft et al.
2002) konnten Morphologie und Phénotyp nicht verdndert werden. Nach Zugabe von
Interleukin-4 geniigte hingegen eine Aktivierung von nur 24 Stunden, um die Monozyten

nach Kultivierung mit Interferon-a zu dendritischen Zellen zu differenzieren.

Eine dhnlich schnelle Ausreifung von Monozyten zu dendritischen Zellen wurde von
Randolph et al. beschrieben, die in der transendothelialen Migration einen
Differenzierungsweg von Monozyten zu dendritischen Zellen in vivo sehen. Monozyten, die
Partikel in der subendothelialen Matrix phagozitierten, entwickelten sich innerhalb von zwei
Tagen zu dendritischen Zellen und wanderten in luminale Richtung. Monozyten, die
subendothelial verblieben, zeigten keine Charakteristik dendritischer Zellen, sondern wurden
zu Makrophagen (Randolph et al. 1998) umgewandelt. Innerhalb von 20 Stunden konnten
mononukledre Zellen myeloiden Ursprungs durch Zugabe von Calzium-Ionophor zu
dendritischen Zellen ausreifen (Czerniecki et al. 1997). Diese Arbeiten untermauern die
Hypothese, dass in vivo eine rasche Differenzierung von dendritischen Zellen aus Monozyten

erfolgen kann.

Nach sechstigiger Inkubation der Monozyten mit Interferon-o dhnelten die Zellen den
Monozyten und Makrophagen beziiglich ihres Phidnotyps und der sezernierten Zytokinen. Die
Interferon-inkubierten Zellen produzierten unabhéngig von Stimulation und Grad der
Ausreifung vorwiegend Interleukin-10 und TNF-a. Bereits bekannt ist, dass humane mit
Interferon-a behandelte Monozyten auf bakterielle Superantigene mit einer Sekretion von
Interleukin-10 reagieren (Hermann et al. 1998) und Typ I-Interferone in humanen peripheren
mononukledren Zellen die Interleukin-12-Produktion in Abhédngigkeit von Interleukin-10
hemmen (Wang et al. 2000). Auch die autokrine Produktion von Interleukin-10 verhindert
eine spontane Ausreifung Monozyten-abgeleiteter dendritischer Zellen und reduziert nach
Stimulation mit LPS oder CD40L die Interleukin-12-Produktion (Corinti et al. 2001).
Endogen nach Stimulation produziertes Interleukin-10 l4sst daher eine hemmende Wirkung
auf die Ausreifung dendritischer Zellen und auf die Interleukin-12-Produktion vermuten. Ein
direkter Zusammenhang zwischen Interleukin-10 und sowohl der fehlenden Interleukin-12-
Sekretion als auch der fehlenden Ausreifung zu dendritischen Zellen konnte jedoch nicht
festgestellt werden. Daher liegt ein direkter Einfluss des Interferon-o auf die

Entwicklungsplastizitit der Monozyten nahe. Lehner et al. erkldren dies durch eine erhdhte
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Apoptoserate der dendritischen Zellen nach Inkubation mit Typ I-Interferon, die in der

vorliegenden Arbeit aber nicht nachweisbar war (Lehner et al. 2001).

Interleukin-4 hatte nicht nur auf den Phénotyp der mit Interferon-inkubierten Monozyten
einen Einfluss, sondern auch auf die Produktion an Zytokinen. In Anwesenheit von
Interleukin-4 wiesen die Zellen nach Stimulation mit proinflammatorischen Mediatoren nicht
nur die typischen Reifemarker dendritischer Zellen auf, sondern reduzierten auch ihre
Interleukin-10-Produktion, wiahrend geringe Mengen an Interleukin-12 gemessen werden
konnten. Die Fahigkeit der mit Interferon-behandelten Monozyten, die fiir dendritische Zellen
typischen Zytokine als Antwort auf proinflammatorische Zytokine zu sezernieren, kann daher

auf Interleukin-4 zuriickgefiihrt werden.

Bei Stimulation mit Th;-typischen Signalen wie CD40L oder Interferon-y sezernierten die mit
Interferon-a behandelten Monozyten zwar Interleukin-12, behielten aber den Phéanotyp
aktivierter Makrophagen bei (Kato et al. 1996). Dies konnte im Rahmen des T-Helfer-
Modells als Th;-Feedbackmechanismus angesehen werden. Interleukin-4 bewirkte zwar bei
etwa 30 Prozent dieser Zellpopulation eine phianotypische Ausreifung zu dendritischen
Zellen, verminderte jedoch die Interleukin-12-Produktion und fiihrte zu einem Anstieg der

Interleukin-10-Sekretion, was somit eher fiir eine Thy-Immunantwort sprechen wiirde.

In Abwesenheit von Interferon-a weisen die Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen
nach Inkubation mit Interleukin-4 und Stimulation mit CD40L und Interferon-y die hochste
Produktion an Interleukin-12 auf (Hochrein et al. 2000). Dies lédsst die Schlussfolgerung zu,
dass das Zytokinmilieu, das wihrend der Entwicklung antigenprisentierender Zellen
anwesend ist, von der Stimulation mit inflammatorischen oder T-Zell-abgeleiteten Signalen
abhingt. In Anwesenheit von Interleukin-4 kann sich jedoch nach Ausreifung der

antigenprisentierenden Zellen das Zytokinprofil wieder verandern.
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4.4 Klinische Relevanz

Dendritische Zellen spielen als hocheffiziente antigenpriasentierende Zellen und potente
Induktoren einer zelluldren Immunantwort vor allem auf dem Gebiet der Tumor-
Immuntherapie eine herausragende Rolle. Sie konnten als zelluldre Tumorvakzine eine
wirksame Therapie gegen Malignome bewirken. Tumor-spezifischen Antigene, die durch
dendritische Zellen préisentiert werden, konnen von T-Zellen erkannt werden und stellen
somit potentielle Ziele fiir die Immuntherapie maligner Erkrankungen dar. In einigen Studien
konnten dendritische Zellen als Tumorvakzine mit klinisch nur gering nachweisbaren, aber
dennoch ermutigenden Effekten eingesetzt werden. Es konnte die Induktion einer gegen den
Tumor gerichteten Immunantwort sowie in einigen Féllen auch ein klinisches Anprechen
beobachtet werden (Murphy et al. 1999, Nestle et al. 1998, Thurner et al. 1999). Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Interferon-o keine Differenzierung
dendritischer Zellen bewirkt, die als potente Initiatoren einer Immunantwort angesehen
werden konnen. Die niedrige CCR 7-Expression gibt indirekt einen Hinweise darauf, dass
durch Interferon-a die Migration in sekundére lymphatische Organe eingeschriankt wird. Dies
hitte zur Folge, dass die Tumor-assoziierten Antigene den T-Zellen nicht in ausreichendem
Male prasentiert werden konnten. Zusitzlich ist die Stimulation der T-Zellen nur bei einer
groBen Anzahl antigenpréisentierender Zellen nachweisbar, was eine zusétzliche
Einschriankung der dendritischen Zellen nach Behandlung mit Interferon-a als Tumorvakzine
bedeutete. Das Zytokinprofil unterscheidet sich auch deutlich von den unter
Standardbedingungen gewonnenen dendritischen Zellen, die als Tumorvakzine bereits eine
gegen Tumore gerichtete Immunantwort hervorgerufen haben. Die geringere Interleukin-12-
Produktion l4sst auf eine verminderte Kapazitét einer Th;-Induktion schlielen. Diese
Einschriankungen konnten den Einsatz der in vitro mit Interferon-o generierten dendritischen

Zellen in klinischen Studien zur Immuntherapie bei Tumorerkrankungen limitieren.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle von Interferon-a als Differenzierungsfaktor von
dendritischen Zellen aus humanen Monozyten im Vergleich mit Interleukin-4 untersucht.
Interleukin-4 wird unter heute geltenden Standardbedingungen in der Generierung
dendritischer Zellen eingesetzt. Dendritische Zellen nehmen eine zentrale Rolle in der
humanen Immunantwort ein und werden in klinischen Studien als Vakzine eingesetzt.
Tumorspezifische Antigene, die von dendritischen Zellen priasentiert werden, konnen von
T-Zellen erkannt werden. Dies hat die Induktion einer antigen-spezifischen Immunantwort
zur Folge. Hintergrund dieser Arbeit war es, die bisher widerspriichlichen Daten beziiglich
der Ableitung dendritischer Zellen aus Monozyten mit Interleukin-4 oder Interferon-o zu
erginzen, einen systematischen Vergleich der beiden Differenzierungsfaktoren zu erstellen

und daraus Schliisse fiir deren Einsatz in einer Tumorimmuntherapie zu ziehen.

Die folgenden Befunde wurden erhoben:

Die Endozytoserate humaner Monozyten-abgeleiteter dendritischer Zellen war sowohl nach
Inkubation mit Interleukin-4 als auch mit Interferon-a vergleichbar. Nach Antigenaufnahme
waren beide Zellpopulationen zur Induktion einer T-Zellproliferation fahig. Interferon-a

behindert somit nicht die Kapazitit zur Aufnahme und Prozessierung der Antigene.

Nach Inkubation mit Interleukin-4 und nach Stimulation mit proinflammatorischen
Mediatoren und auch Th;-spezifischen Signalen entwickelten die Monozyten einen fiir
ausgereifte dendritische Zellen typischen Phinotyp mit Expression von kostimulatorischen
Molekiilen, Reifemarkern, Adhédsionsmolekiilen und Chemokinrezeptoren. Im Gegensatz
dazu bewahrten die mit Interferon-o behandelten Monozyten unabhéngig von der
Stimulationsbedingung einen Monozyten/Makrophagen-dhnlichen Phénotypen. In
Anwesenheit von Interleukin-4 wihrend der Stimulationsphase reiften auch diese Zellen rasch
zu dendritischen Zellen heran und exprimierten ebenfalls die klassischen Oberflichenmarker
potenter antigenprisentierender Zellen. Interleukin-4 ist somit ein notwendiger Faktor fiir die

Differenzierung der mit Interferon-a aus Monozyten abgeleiteten dendritischen Zellen.
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Nach Differenzierung mit Interleukin-4 sezernierten die dendritischen Zellen Interleukin-12,
wihrend nach Behandlung mit Interferon-a kein Interleukin-12 detektiert werden konnte.
Wurden die Monozyten iiber sechs Tage mit GM-CSF und Interferon-a plus Interleukin-4
inkubiert, so entstanden nach Stimulation zwar phanotypisch reife dendritische Zellen, aber
auch hier konnte keine Interleukin-12-Produktion nachgewiesen werden. Somit erweist sich

Interferon-a als Induktionsfaktor einer Th;-Immunantwort als ungeeignet.

In der Interaktion mit allogenen und autologen T-Zellen erwiesen sich die mit Interferon-o
vorbehandelten dendritischen Zellen als potente Stimulatoren der T-Zell-Proliferation, wenn
sie zusdtzlich zu den proinflammatorischen Zytokinen mit Interleukin-4 fiir 24 bis 48 Stunden

inkubiert worden waren.

Mit dieser Arbeit wurde erstmals ein systematischer Vergleich der Funktionen dendritischer
Zellen nach Differenzierung mit Interleukin-4 oder zusitzlich Interferon-a gezogen. Dabei
entwickelten sich die Interferon-a behandelten Monozyten zunéchst zu
Monozyten/Makrophagen-dhnlichen Zellen, die auch nach Stimulation die Funktionen
ausgereifter dendritischer Zellen nicht erfiillen konnten. Nur in Anwesenheit von Interleukin-
4 nach fiinf Tagen Inkubation oder wihrend der Stimulation entwickelten die mit Interferon-o
generierten Zellen den Phinotypen dendritischer Zellen, waren aber in der Interleukin-12-
Produktion und zur Induktion einer primiren Immunantwort den Standardzellen unterlegen.
In Gegenwart von Interferon-a generierte dendritische Zellen scheinen damit fiir den Einsatz

in der Tumorimmuntherapie nicht geeignet.
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Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

AIDS Acquired immune deficiency syndrome
BHK-Zellen Baby hamster kidney Zellen

CCR Chemokinrezeptoren

CD Cluster of differentiation

CD40L CD40-Ligand

CLL Chronische lymphatische Leukdmie
CML Chronische myeloische Leukédmie

CO, Kohlendioxid

DA Dalton

DNA Desoxyribonucleinsidure

ELISA Enzym-linked immunosorbent assay
FACS Fluorescence-activated cell sorter

FSC Vorwirtsscatter

GM-CSF Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor
Gy Gray

HBeAg Hepatitis B e Antigen

HBV Hepatitis B-Virus

IFN Interferon

IL Interleukin

LPS Lipopolysaccharid

MCP Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor
MFI Mittlere Fluoreszenzintensitét

MHC Major histocompatibility complex
MIP-33 Macrophage inflammatory protein
MLR Mixed lymphocyte reaction

MNC Mononukleére Zellen

MS Multiple Sklerose

n Anzahl

NAZ Nicht adhdrente Zellen

NK-Zellen Natiirliche Killer-Zellen

PBS Phosphate-buffered saline
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PDC Plasmazytoide dendritische Zellen

PGE Prostaglandin

PI Propidium-Jodid

RANTES Regulated on activation, normal T expressed and secreted
RNA Ribonukleinsdure

SEM Standard error of mean

SLC Secondary lymphoid-tissue chemokine

SSC Seitwirtsscatter

TNF Tumornekrosefaktor

TT Tetanus-Toxoid

U/ml Units pro Milliliter
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