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1 Einleitung

1.1 Das angeborene und das adaptive Immunsystem

Unser Korper ist einer konstanten Bedrohung durch Pathogene, wie Bakterien und Viren,
aber auch durch neoplastische Zellen ausgesetzt. Um diesen Bedrohungen entgegen
zu wirken hat sich im Laufe der Evolution das Immunsystem entwickelt (Pancer and
Cooper 2006, Litman et al. 2010). Dieses besteht aus zwei Teilen: dem angeborenen
und dem adaptiven Immunsystem (Marrack and Kappler 1994). Ersteres beinhaltet die
Barriere durch Epithelzellen, das Komplementsystem und Phagozyten wie
Makrophagen, dendritischen Zellen und Neutrophile. Das angeborene Immunsystem
erkennt Pathogene anhand typischer struktureller und funktioneller Eigenschaften und
dies mit stets den gleichen Erkennungs-Mechanismen. Allerdings machen zu sehr
schneller  Veré&nderung fahige Erreger, wie beispielsweise Viren, eine
Anpassungsfahigkeit des Immunsystems notwendig. Aus diesem Grund entwickelte sich
das adaptive Immunsystem. Dieses lasst sich in die Population der T- und der B-Zellen
unterteilen. Wahrend zytotoxische T-Zellen der Zell-vermittelten Abwehr dienen, machen
B-Zellen den humoralen Teil einer Immunantwort aus. T-Helfer (T)-Zellen kontrollieren
zusammen mit Antigen-prasentierenden-Zellen die Entstehung einer Immunantwort und
bestimmen, ob sich eine Typ 1 (zellulare) oder eine Typ 2 (humorale) Immunreaktion

entwickelt.

Diese Einteilung ist nicht immer eindeutig, wie am Beispiel der Naturlichen Killer Zellen
zu sehen, welche sowohl Merkmale des angeborenen, wie auch des adaptiven
Immunsystems aufweisen (Biron 2010, Vivier et al. 2011). Auch findet eine gegenseitige
Beeinflussung beider Arme des Immunsystems statt. Am eindricklichsten ist dies an der
Antigenprasentation durch die Antigen-prasentierenden-Zellen des angeborenen
Immunsystems zu sehen, welche den Anfang jeder Immunantwort des adaptiven
Immunsystems ausmacht (Janeway 1989, Hoebe et al. 2004, lwasaki and Medzhitov
2015).

Auf Grund ihrer Schlisselfunktion bei der Generierung und Steuerung der
Immunreaktion stellen die dendritischen Zellen eine der bedeutendsten Schnittstellen

zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem dar.



1.2 Dendritische Zellen

Die dendritische Zelle (DC) wurde 1973 von Steinman und Cohn entdeckt (Steinman
and Cohn 1973) und als Zellen mit multiplen Zellauslaufern beschrieben. Wenige Jahre
spater wurde herausgefunden, dass sie Antigene binden kénnen (Van Rooijen 1978)
und eine entscheidende Rolle bei der Entstehung einer Immunantwort spielen (Steinman
and Witmer 1978, Boog et al. 1985, Inaba and Steinman 1985). Im Jahre 2011 wurde
Ralph M. Steinman posthum fir die Entdeckung der dendritischen Zelle der Nobelpreis

fur Physiologie oder Medizin verliehen (Nobelassembly 2011).

1.2.1 Entstehung und Einteilung

DCs entstehen aus Vorlauferzellen aus dem Knochenmark und benétigen fir ihre
Differenzierung in vivo FIt3L (Maraskovsky et al. 1997, Naik et al. 2007, Onai et al. 2007).
Ebenfalls eine wichtige Rolle spielen Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (M-CSF)
(Pixley and Stanley 2004), Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor
(GM-CSF) (Sallusto and Lanzavecchia 1994), Lymphotoxin B (Wu et al. 1999) und
Transforming growth factor (TGF)-B (Borkowski et al. 1996). Mittlerweile hat man viele
verschiedene Subklassen von DCs gefunden, deren Einteilung noch Gegenstand
aktueller Diskussion ist (Heath and Carbone 2009, Reizis et al. 2011, Satpathy et al.
2012, Steinman 2012, Heath and Carbone 2013).

Vereinfachend lassen sich DCs im Immunsystem der Maus in verschiedene
Subkategorien einteilen, diese sind zusammen mit ihrer jeweiligen Funktion in Tabelle 1

dargestellt.

Tabelle 1: verschiedene Subklassen von dendritischen Zellen in der Maus

Bezeichnung Funktion

Plasmazytoide DC (pDC) Férderung der angeborenen Immunitat

durch Interferon (IFN) -a Sekretion

CD8+ DC / CD103+DC Forderung der zellularen Immunantwort
(im Lymphorgan) / (in der Peripherie) | (CD8+ T-Zellen); Kreuzprasentation

CD4+ DC |/ CD11b+DC Forderung der humoralen Immunantwort
(im Lymphorgan) / (in der Peripherie) | (CD4+ T-Zellen)

Langerhans-Zelle Regulatorische Funktionen

Modifiziert nach (Heath and Carbone 2013)



Beim Menschen lasst sich eine Charakterisierung der verschiedenen DC Subklassen
unter anderem anhand der blood-dendritic-cell-antigens (BDCAs) vornehmen (Dzionek
et al. 2000). Den CD (Cluster of differentiation) 8+ DCs in der Maus entsprechen
BDCAS3+ DCs und den CD11b+ DCs der Maus entsprechen BDCA1+ DCs (Satpathy et
al. 2012).

Die pDCs haben eine sphérische Gestalt und @hneln den Antikdrper-sezernierenden
Plasmazellen. Sie sind nicht-phagozytisch und entsprechend uneffektiv bei der Antigen-
Prasentation (Reizis et al. 2011). Sie dienen der schnellen Erkennung einer viralen
Infektion unter anderem Uber Toll-like-Rezeptor 7, worauf hin sie gro3e Mengen von IFN-
a produzieren (Hornung et al. 2005). Alle tbrigen DC-Subklassen lassen sich als
"klassische® (friiher: myeloide) DCs zusammenfassen. Sie haben eine dendritische
Morphologie, eine kiirzere Lebensdauer von drei Tagen bis zwei Wochen, phagozytieren
und prozessieren, um Antigene in peripherem Gewebe aufzugreifen und migrieren zu
den sekundaren Lymphorganen. Dort prasentieren sie die Antigene in den T-Zell-Zonen

und kdnnen eine Immunantwort hervorrufen (Randolph et al. 2005, Ginhoux et al. 2009).

1.2.2 Aktivierung von dendritischen Zellen

Neu geschaffene, unreife klassische DCs haben noch eine hohe endozytotische Aktivitat
und geringe Major-Histocompatibility-Complex (MHC)-I und -1l Expression. Dies &ndert
sich nach Kontakt mit Pathogen-associated-molecular-patterns (PAMPs), Danger-
associated-molecular-patterns (DAMPs) oder inflammatorischen Zytokinen: die
Phagozytose und Protein-Prozessierung wird fir wenige Stunden gesteigert und darauf
folgend herunter reguliert sowie die MHC-Dichte auf der Zelloberflache verstarkt, um die
aufgefangenen Antigene zu prasentieren (Pierre et al. 1997, Mellman and Steinman
2001, Trombetta et al. 2003). Dieser Prozess wird Aktivierung, beziehungsweise Reifung
(engl. maturation) genannt. Die Expression von MHC-Molekulen auf DCs wurde 1979
und der Prozess der Aktivierung 1985 das erste Mal beschrieben (Rouse et al. 1979,
Schuler and Steinman 1985).

DCs kénnen durch verschiedene Stoffe und Signale aktiviert, also zu reifen DCs werden.
Bei der Erkennung dieser spielen Pattern-recognition-receptors (PRRs) eine

entscheidende Rolle.



Eine der bekanntesten PRRs sind die Toll-like-Rezeptoren (TLR). Jeder der 12 TLRs in
Méausen, beziehungsweise 10 in Menschen erkennt eine einzigartige Gruppe von
Liganden. So erkennt der an der Zelloberflache exprimierte TLR 4 beispielsweise
Lipopolysaccharide (LPS) von bakteriellen Zellwdnden und der im Endolysosom
befindliche TLR 9 bakterielle Cytosin- und Guanin-reiche Oligonukleotid (CpG ODN)
DNA (Lee et al. 2012). Fur CpG ODN konnte gezeigt werden, dass sie eine starke
Aktivierung von murinen (Sparwasser et al. 1998) und humane DCs (Hartmann et al.
1999) hervorrufen. Eine weitere Gruppe von PRRs der DCs bilden die C-Typ Lektin-
Rezeptoren. Sie kodnnen bakterielle, virale und von Pilzen abstammende
Zuckerverbindungen Calcium-abhangig erkennen (Sancho and Reis e Sousa 2012). Die
intrazellularen liegenden Nucleotide-binding oligomerization domain &hnlichen
Rezeptoren (NOD-like-Rezeptoren) binden unter Anderem bakterielle Peptidoglykane
und spielen ebenfalls eine Rolle bei der Aktivierung von DCs (Franchi et al. 2012). Die
gleichermalen intrazellular liegenden Retinoic-acid-inducible-gene | (RIG-I)-ahnlichen
Rezeptoren erkennen virale Ribonukleinsduren und fuhren, wie auch die NOD-like-
Rezeptoren zu einer Aktivierung des NF-xB Signalweges oder des Inflammasoms
(Hammer and Ma 2013). Die hier besprochenen PRRs sind Rezeptoren des
angeborenen Immunsystems und sind oft spezifisch auf einer Subklasse von DCs
exprimiert (Steinman 2012).

Neben den PRRs kénnen auch endogene Botenstoffe wie Interleukin (IL)-1 und Tumor
Nekrose Faktor (TNF)-a zu einer Aktivierung von DCs fuhren (Fujii et al. 2004, Pang et
al. 2013). Auch Zellen wie T-, natirliche Killer-Zellen, nattrliche Killer-T-Zellen und y-5-T-
Zellen (Fuijii et al. 2003, Munz et al. 2005) und Produkte sterbender Zellen (Gallucci et

al. 1999) kénnen aktivierend wirken.

Wenn es durch einen dieser mannigfaltigen Stimuli zur Aktivierung einer DC kommt,
werden Aktivierungsmarker wie MHC-I und —II Molekile und die Costimulatorischen
Molekile CD80 und CD86 auf ihrer Zelloberflache hochreguliert (Young et al. 1992,
Cresswell 1994, Larsen et al. 1994, Turley et al. 2000). CD80 und CD86 sind fir die
Immunogenitat der DC von maligeblicher Bedeutung. Des Weiteren werden CDA40,
CD274 und CD273 vermehrt exprimiert (Steinman 2012). Der nun von einer DC erreichte
Zustand wird als phanotypische Aktivierung bezeichnet. Sie ist noch nicht notwendiger
Weise auch funktionell aktiviert, also immunstimulatorisch, ja sie kann sogar Toleranz
gegenuber einem Antigen erzeugen (Menges et al. 2002, Sporri and Reis e Sousa 2005).
Von funktioneller Aktivierung spricht man, wenn sich die DC den minimalen oder

kompletten zellularen Verdnderungen unterzogen hat, die sie befdhigen eine



Immunstimulation auszuldsen (Reis e Sousa 2006). Es ist noch nicht genau verstanden,

wie der Prozess der funktionellen Aktivierung ablauft (Steinman 2012).

1.2.3 Die Torwachter des Immunsystems

An der DC entscheidet sich maRRgeblich, ob eine Immunantwort gegen ein bestimmtes
Antigen entsteht und wenn ja, welche. Hierbei spielt der Aktivitatszustand der DC eine
ganz entscheidende Rolle. Unreife, also noch nicht aktivierte DCs kdnnen in peripheren
CD4+ und CD8+ T-Zellen eine Toleranzreaktion durch Einleitung von Deletion, Anergie
oder Regulationsmechanismen auslésen (Steinman and Nussenzweig 2002, Steinman
et al. 2003). Reife DCs sind dagegen in der Lage eine Immunreaktion auszulésen
(Banchereau et al. 2000).

Um eine T-Zelle auf einen bestimmten Antigen-Reiz hin zu aktivieren sind vereinfacht
dargestellt drei auf3ere Signale notwendig (Schwartz and Mueller 2003). Das erste Signal
ist die Erkennung eines zum T-Zell-Rezeptor passenden Antigens auf einem MHC-I oder
—Il Molekill. Erfahrt eine T-Zelle dieses Signal, so flhrt dies zur Toleranzinduktion
gegenuber dem Antigen. Das zweite Signal ist die Stimulation einer T-Zelle durch die
Costimulatorischen Molekile CD80 und CD86. Hierzu binden CD80 und CD86 an CD28
der T-Zelle (Keir and Sharpe 2005). Zusammen mit dem ersten Signal fihrt dies zur
Einleitung einer Immunantwort, die T-Zelle durchlauft eine klonale Expansion und es
bilden sich Gedachtnis-T-Zellen aus (Kearney et al. 1994). Das dritte Sighal machen
Zytokine der Antigen-prasentierenden-Zelle aus, die die Richtung der Immunantwort und
damit die weitere genaue Differenzierung der T-Zelle bestimmen (Curtsinger et al. 1999).
Die Entstehung eine Typ-1 Tp-Zelle und damit einer Typ 1 Immunantwort wird durch
IL12, IL18 oder IFN-a eingeleitet (Kapsenberg 2003). Welche Signale zur Entstehung
einer Typ-2 Ty-Zelle und damit Typ 2 Immunantwort fiihren ist noch Gegenstand aktueller
Diskussion (Pulendran et al. 2010, Bell et al. 2013, Bordon 2013). In Zusammenschau
der Funktion der DC wird klar, welch wichtige Bedeutung die Costimulatorischen
Molekile CD80 und CD86 haben, da es ohne sie nicht zur Auslésung einer

Immunantwort kommen kann.



1.2.4 Vakzinierung mit dendritischen Zellen

Auf Grund der zentralen Rolle der DC bei der Entstehung einer Immunantwort ist sie ein
vielversprechender Ansatzpunkt fir neue Therapiestrategien durch Immunisierung,

beispielsweise im Bereich der Tumortherapie.

So fand 1996 die erste Tumor-Vakzinierung mit DCs am Menschen mit gutem Erfolg
statt (Hsu et al. 1996), nachdem erste Versuche hierzu in der Maus 1995 durchgefiihrt
wurden (Mayordomo et al. 1995). Vier Patienten mit follikularem B-Zell Lymphom wurden
mit Tumor-Antigen beladenen DCs geimpft, hiervon erfuhren zwei eine komplette und
einer eine partielle  Tumorregression. 1998 wurden dann die ersten
Tumorvakzinierungen mit DCs, welche in vitro mittels IL-4 und GM-CSF generiert
wurden, unternommen (Nestle et al. 1998).

Wahrend im Menschen durch die Injektion aktivierter DCs eine Immunreaktion gegen
ein bestimmtes Antigen ausgelést werden kann (Dhodapkar et al. 1999), lasst sich durch
die Verabreichung unreifer DCs Toleranz gegenuber bestimmten Antigenen hervorrufen
(Dhodapkar et al. 2001).

Entsprechend kann uns das Wissen ber DCs nicht nur helfen, neue Ansatze in der
Tumortherapie zu finden, sondern auch, vor allem in Kombination mit dem Wissen tber
ihr Zusammenspiel mit regulatorischen T-Zellen, zur Entwicklung neuer Therapien
gegen Autoimmunkrankheiten, Allergien und Transplantatabstof3ung helfen (Steinman
and Pope 2002, Steinman and Banchereau 2007, Belkaid and Oldenhove 2008,
Pulendran et al. 2010).

1.3 Regulatorische T-Zellen

Tada bezeichnete 1997 das Immunsystem als ein Supersystem, also ein héchst
komplexes System mit der Notwendigkeit, sich selbst zu regulieren (Tada 1997). Erste
Uberlegungen tiber Immunregulation und die Rolle von T-Lymphozyten darin fanden
schon in den 70er und 80er Jahren des letzten Jahrhunderts statt (Gershon and Kondo
1970, Golub 1981). 1982 entdeckte Sakaguchi, dass sich Autoimmunitat in neonatal
thymektomierten Mausen durch Zufuhr von CD4+ T-Lymphozyten verhindern lie3, was
darauf schlieBen lie3, dass zur Immunsuppression fahige Zellen in der CD4+
Zellpopulation enthalten sein missen (Sakaguchi et al. 1982). Weitere Untersuchungen

von Sakaguchi fuhrten dann 1995 zur Entdeckung dieser spezifischen T-Lymphozyten



Subpopulation. Sie exprimieren den IL-2 Rezeptor CD25 und sind dazu fahig, die
immunologische Selbsttoleranz zu erhalten. Sie wurden regulatorische T-Zellen (Treg-
Zellen) bezeichnet und machen etwa 5 bis 10% der peripheren CD4+ T-Zellen aus
(Sakaguchi et al. 1995).

Das 1982 von Sakaguchi durchgefiihrte Experiment erschlief3t sich bei Betrachtung der
Funktion des Thymus fur die Entwicklung von T-Lymphozyten. In ihm werden T-Zellen
mit T-Zell-Rezeptoren, die eine hohe Affinitdt zu Selbstantigenen aufweisen depletiert
(Kappler et al. 1987, Kisielow et al. 1988). Fallt diese Negativselektion aus, kommt es
durch stéandige Selbstantigen Erkennung zur Autoimmunitét.

2003 wurde der bislang wichtigste Funktionsmarker von Tg-Zellen entdeckt: der
Transkriptionsfaktor Forkhead-box-protein P3 (FoxP3). Uber erzwungene Expression
von FoxP3 in konventionellen T-Zellen mittels retroviralen Vektoren konnte ein
suppressiver, Treg-dhnlicher Phanotyp erzeugt werden. AuRerdem wurde gezeigt, dass
FoxP3 zur Entwicklung von Trg-Zellen aus Knochenmarkvorlauferzellen essentiell ist
(Fontenot et al. 2003, Hori et al. 2003).

Wie wichtig die Trg-Zellen fir das normal funktionierende Immunsystem sind, sieht man
an Mausen, die eine Mutation im FoxP3 Gen aufweisen, den ,Scurfy Mausen* (Brunkow
et al. 2001). Diese Mutation entstand spontan in den 40er Jahren des letzten
Jahrhunderts und fuhrte zu einem Phénotyp ausgepragtester systemischer
Autoimmunitat, unter anderem mit schorfiger (engl. scurfy) Haut und fuhrte innerhalb
weniger Wochen post partum zum Tode (Ramsdell and Ziegler 2014). Eine Mutation des
FoxP3 Gens beim Menschen fuhrt zu einem &ahnlichen Krankheitsbild mit Entwicklung
von Typ 1 Diabetes, Autoimmun-Thyreoiditis und chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen: dem Immundysregulation-Polyendokrinopathie-Enteropathie-X-

chromosomal vererbtem (IPEX) Syndrom (Bennett et al. 2001).

1.3.1 Entstehung und Einteilung

Die Population der Teg-Zellen I&sst sich in zwei Gruppen unterteilen: zum einen in die,
den Hauptteil ausmachenden ,naturlichen® Tweg (NTreg) - Zellen, die im Thymus als
Selbstantigen-aktivierte, reife T-Zellen entstehen. Die zweite Gruppe der Teg-Zellen wird
von den, in der Peripherie unter bestimmten Bedingungen ,induzierten® Tieg (iTreg) —
Zellen mit Selbstantigen oder harmlose Umweltantigene erkennenden T-Zell-

Rezeptoren gebildet (Josefowicz and Rudensky 2009).



Bei der Entstehung der nTg-Zellen im Thymus spielt die T-Zell-Rezeptor Bindung an
Selbstantigene eine entscheidende Rolle. CD4+ CD8- Thymozyten, mit mittelstarker
Affinitat zu Selbstantigenen haben die grofdte Wahrscheinlichkeit sich zu Treg-Zellen zu
entwickeln (Josefowicz et al. 2012). In den letzten Jahren haben sich die Hinweise darauf
gemehrt, dass zusatzlich zur und unabhangig von der FoxP3 Expression auch
spezifische epigenetische Verédnderungen essentiell fir die T.g-Zell-Entwicklung sind
(Ohkura et al. 2013).

Die zweite Gruppe der Teg-Zellen, die iTg-Zellen lassen sich in der Peripherie unter
TGF-B und IL-2 Einfluss induzieren (Chen et al. 2003). Langerfristige niedrig-dosige
Antigenstimulation sowie nur méRige Costimulation sind entscheidende Faktoren die zur
iTreg-Zell Entstehung flhren (Josefowicz and Rudensky 2009). Sie exprimieren, wie auch
die nTrwg-Zellen, FoxP3. Daneben gibt es aber noch zwei weitere induzierbare
regulatorische T-Zell-Populationen, die nicht FoxP3 exprimieren: TGF- produzierende
Th-3-Zellen (Faria and Weiner 2005) und IL-10 produzierende T regulatorische 1 (Trl)
Zellen (Roncarolo et al. 2006).

Zusatzlich zur Unterscheidung auf Grund ihrer Entstehung lassen sich Trg-Zellen an
Hand ihres aktuellen Funktionszustandes in drei Gruppen einteilen: zentrale, Effektor-
und im peripheren Gewebe befindliche Trg-Zellen. Zentrale Teg-Zellen halten sich in der
Blutstrombahn und sekundaren lymphatischen Organen auf und werden auch als
.,;fuhende“ oder ,naive T.g-Zellen bezeichnet. Sie haben vergleichsweise geringe
suppressive Aktivitdt und ihr Antigen-Kontakt liegt tendenziell langer zurlck. Im
Unterschied hierzu hatten die Effektor Trg-Zellen vor kurzem Antigen-Kontakt und sind
entsprechend suppressiver. Auch sie befinden sich in der Blutstrombahn und den
sekundaren lymphatischen Organen, zeigen aber zusatzlich auch Migration in nicht-
lymphatischen Geweben. Die Gruppe der in peripheren Geweben befindlichen Teg-
Zellen hélt sich dagegen vor allem in nicht lymphatischem Gewebe, wie zum Beispiel

dem Darm auf (Liston and Gray 2014).

1.3.2 Mechanismen der Suppression

Treg-Zellen dienen der Suppression von irrtimlichen®, weil gegen den eigenen
Organismus gerichteten Immunreaktionen sowie der Regulation Udbermafiger

Immunantworten (Sakaguchi et al. 2008, Rudensky 2011).



1995 hatte Sakaguchi CD25 als ersten Marker fir Tg-Zellen identifiziert. Dies ist der
Rezeptor fiir IL-2, welches essentiell fur das Uberleben aktivierter T-Zellen ist. Durch die
starke Expression von CD25 auf Trg-Zellen kdnnen diese den aktivierten T-Zellen IL-2
entziehen und sie damit in die Apoptose fiihren (Thornton and Shevach 1998, Pandiyan
et al. 2007).

Die beiden Oberflachenmolekile CD39 und CD73 wandeln meist von Zelltod
stammendes immunstimulierendes Adenosin-Triphosphat (ATP) in Adenosin-
Monophosphat (AMP) und dieses dann in Adenosin um, welches wiederum
immunsuppressiv auf Tr-Zellen wirkt (Kobie et al. 2006, Borsellino et al. 2007). Des
Weiteren sind Tg-Zellen Uber direkte Sekretion von IL-10 (Hara et al. 2001), IL-35
(Collison et al. 2007) und TGF- (Letterio and Roberts 1998) immunsuppressiv. In Bezug
auf zytotoxische T-Zellen kdnnen Tg-Zellen durch Sekretion von Zelllyse-vermittelndem
Granzym A und B immunsuppressiv wirken (Katakai et al. 2013).

Zwei Molekule, die nur durch direkten Kontakt mit DCs immunsuppressiv wirken kénnen
sind das Lymphocyte-activation gene 3 (LAG-3) und der T-cell immunoreceptor with Ig
and ITIM domains (TIGIT) . LAG-3 ist ein homologes Oberflachenmolekil zu CD4 und
bindet an MHC II. Hierdurch kdnnen Tg-Zellen die Aktivierung von DCs verhindern
(Liang et al. 2008). Uber TIGIT wird die IL-10 und TGF-B Produktion in DCs angeregt

und so ein immunsuppressives Milieu erzeugt (Yu et al. 2009).

Ein ganz entscheidendes Molekil fir die Treg-Zell-Funktion ist das cytotoxic T-
lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4). Es ist homolog zu CD28, bindet CD80 und
CD86 und wird auch auf aktivierten T-Zellen hochreguliert. Es wirkt immunsupprimierend
und dient dort einem negativen Feedback Mechanismus (Linsley et al. 1991, Walunas
et al. 1994). Auf Teg-Zellen wird CTLA-4 konstitutiv exprimiert und ist essentiell fur ihre
immunsuppressive Funktion, wie unter anderem an in vivo Studien zu sehen ist, bei
denen ein blockierender Antikorper gegen CTLA-4 zur Entstehung gravierender
Autoimmunitat fihrte (Read et al. 2000, Salomon et al. 2000, Takahashi et al. 2000).
Durch CTLA-4 kénnen Tg-Zellen CD80 und CD86 auf DCs in einem Kontakt-
abhangigen Mechanismus trans-endozytieren und so die Immunogenitat von ihnen

entscheidend herabsetzen (Qureshi et al. 2011).

Zusammenfassend lasst sich eine  Einteilung in  vier grundlegende
Suppressionsmechanismen  vornehmen:  Zytokin-vermittelt,  Zelllyse-vermittelte
Suppression, Suppression durch Stérung des Metabolismus und Suppression durch DC-
Treg-Zell Interaktion (Vignali et al. 2008) (siehe Abbildung 1, Seite 10).
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Zytokin-vermittelte Suppression Zelllyse-vermittelte Suppression
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der vier grundlegenden Funktionsweisen von Treg-Zellen
Treg-Zellen kénnen durch Zytokine (links oben), Zelllyse (rechts oben), Stérung des Metabolismus (rechts
unten) und durch Interaktion mit DCs (links unten) immunsuppressiv wirken. (Modifiziert nach Vignali et al.
2008)

1.4 Chemokine

Der Begriff Chemokine setzt sich zusammen aus ,chemotaktische Zytokine* und es
handelt sich hierbei um zellulare ,Lockstoffe*, die die Migration von Immunzellen
mafRgeblich beeinflussen. Es gibt etwa 50 Chemokine und 20 dazugehérige
Chemokinrezeptoren (Griffith et al. 2014). Allgemein lassen sie sich an Hand der Struktur
eines konservierten drei Zysteine beinhaltenden Aminosauremotives in CC und CXC
Chemokine und an Hand ihrer Funktion in homdostatische,
induzierbare/inflammatorische und duale Chemokine einteilen (Moser et al. 2004, Rot
and von Andrian 2004). Wéhrend man zu Beginn ihrer Entdeckung dachte, sie wéaren
vor allem fiur die Koordination des angeborenen Immunsystems wichtig, hat sich
mittlerweile herausgestellt, dass sie eine mindestens genau so wichtige Rolle im

adaptiven Immunsystem wahrnehmen.
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1.4.1 Die Funktion von Chemokinen

Chemokine steuern die Verteilung von Immunzellen in lymphatischen Organen und der
Peripherie. Beispielsweise exprimieren naive T-Lymphozyten CCR7 und werden uber
deren Liganden CCL19 und CCL21 zunachst in die T-Zell-Zonen von Lymphknoten
gelockt und optimieren dort die Suche nach einer aktivierten DC mit passendem
Antigenen fur ihren T-Zell-Rezeptor (Forster et al. 1999, Worbs et al. 2007). Darlber
hinaus spielen CCL19 und CCL21 auch eine entscheidende Rolle bei der Migration von

aktivierten DCs zum Lymphknoten (MartIn-Fontecha et al. 2003).

1.4.2 Die Chemokine CCL22 und CCL17

Das Chemokin CCL (Chemotactic cytokine ligand) 17 wurde 1996 von Imai et al. das
erste Mal beschrieben. Er entdeckte, dass es konstitutiv im Thymus und nach
Stimulation induzierbar in peripheren Blutmonozyten exprimiert wird sowie an T-Zellen
bindet (Imai et al. 1996). Daher leitete sich auch der urspriingliche Name fir CCL17
Thymus and activation regulated chemokine (TARC) ab. Imai, sowie Lieberam und
Forster fanden 1999 heraus, dass CCL17 von DCs im Lymphknoten und in der Lunge
produziert wird (Imai et al. 1999, Lieberam and Forster 1999). Auch Fibroblasten, vor
allem korneale und dermale, produzieren CCL17 (Kumagai et al. 2000, Fukuda et al.
2003).

1997 beschrieben Godiska et al. die Entdeckung des Macrophage-derived chemokine
(MDC), das als CCL22 katalogisiert wurde. CCL22 wird vor allem in Makrophagen und
DCs, im Thymus, sowie schwacher in der Lunge und der Milz exprimiert (Godiska et al.
1997). Auch aktivierte B- (Schaniel et al. 1998) und T-Lymphozyten (Vulcano et al. 2001)
produzieren es. Die potentesten CCL22 Produzenten sind allerdings DCs (Vulcano et al.
2001). Uber die Dipeptidyl-Peptidase-IV (CD26) kann CCL22 gespalten werden, was

wabhrscheinlich einem negativen Feedback-Mechanismus dient (Proost et al. 1999).

Bei der Produktion sowohl von CCL22, als auch von CCL17 durch DCs spielt der
Aktivierungszustand eine entscheidende Rolle. Beide Chemokine werden von einer
reifen DC in wesentlich gréReren Mengen freigesetzt als von einer unreifen DC
(Lieberam and Forster 1999, Sallusto 1999).

1997 und 1998 konnten Imai et al. zeigen, dass CCR (Chemotactic cytokine receptor) 4
der, bis heute, einzig bekannte Rezeptor fir CCL22 und CCL17 ist (Imai et al. 1997, Imai
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et al. 1998). Ein Jahr darauf zeigte die selbe Gruppe, dass Tr-2-Zellen durch CCL22 und
CCL17 zur Migration angeregt werden konnen (Imai et al. 1999), allerdings mussen sie
zuvor aktiviert worden sein, um CCR4 entsprechend zu exprimieren (D'Ambrosio et al.
1998, Tang and Cyster 1999). 2001 wurde gezeigt, dass unter homdoostatischen
Umsténden, also ohne aktivierte Tp-2-Zellen, CCR4 hauptsachlich auf T.eg-Zellen
exprimiert ist und im Vergleich mit anderen Ty-Zellen dessen Liganden spezifisch auf

Treg-Zellen chemotaktisch wirken (lellem et al. 2001).

Mit diesen Erkenntnissen in Einklang stehend spielen die beiden Chemokine CCL22 und
CCL17 eine wichtige Rolle in Erkrankungen wie Allergien (Romagnani 2002, Hammad
et al. 2003), der Atopischen Dermatitis (Vestergaard et al. 1999, Vestergaard et al. 2000)
und entziindlichen Darmerkrankungen (Jugde et al. 2001). CCL22 ist darlber hinaus
auch bei Asthma von Bedeutung (Pilette et al. 2004) und CCL17 bei Morbus Hodgkin
(van den Berg et al. 1999).

Auch in der Infektionsimmunologie sind die beiden Chemokine von Bedeutung. So
erzeugt das Hepatits C Virus Uber eine Induktion von CCL22 und CCL17 und damit
Anlockung von regulatorischen T-Zellen ein immunsuppressives Milieu, um dem

Immunsystem zu entkommen (Riezu-Boj et al. 2011).

Ganz éhnlich wird die Teg-Zell anlockende Wirkung von CCL22 und CCL17 von Tumoren
ausgenutzt. Curiel et al. konnten dies 2004 das erste Mal an Hand von humanen
ovariellen Tumoren zeigen, die uUber CCL22-vermittelte T.qg-Zell Attraktion eine
Immunsuppression im Bereich des Tumors erreichen und so einer gegen den Tumor
gerichteten AbstoRungsreaktion entgehen konnten (Curiel et al. 2004). Fir Magen- und
Osophaguskarzinome konnte eine Korrelation von intratumoralen CCL22 und CCL17 mit
Tumor-assoziierten Trg-Zellen gezeigt werden (Mizukami et al. 2008, Maruyama et al.
2010). Gobert fand 2009 heraus, dass Tumor-infiltrierende Tg-Zellen auch in
Mammakarzinomen mit der CCL22 Produktion korrelieren und mit schlechterem

Gesamtiiberleben einhergehen (Gobert et al. 2009).
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2 Zielsetzung

Im Verlauf der letzten zwei Jahrzehnten haben sich dendritische Zellen zunehmend zu
einer Schlusselfigur innerhalb des Immunsystems herauskristallisiert (Steinman and
Banchereau 2007, Satpathy et al. 2012, Steinman 2012, Hammer and Ma 2013). Bei der
Vergabe des Nobelpreises 2011 an Ralph Steinman bezeichnete das Nobelpreiskomitee
sie als die ,Torwachter des Immunsystems*, da sich an ihnen malfgeblich entscheidet,
ob sich gegen ein bestimmtes Antigen eine Immunantwort entwickelt und wenn ja,
welche dies genau sein wird (Nobelassembly 2011). Gleichzeitig spielt die Regulation
dieses Prozesses eine ganz entscheidende Rolle. Dies zeigt sich eindrticklich am
Beispiel von Autoimmunerkrankungen, TransplantatabstoRungsreaktionen und dem
Entrinnen vieler Tumore vor dem Immunsystem. Regulatorische T-Zellen spielen hierbei

eine zentrale Rolle (Sakaguchi et al. 2010, Rudensky 2011, Josefowicz et al. 2012).

Wie sich herausgestellt hat, ist fur die Funktion von regulatorischen T-Zellen die
Kontaktformation mit dendritischen Zellen von auf3erster Wichtigkeit (Tang et al. 2006,
Onishi et al. 2008, Wing et al. 2008, Sakaguchi et al. 2009, Sakaguchi et al. 2010, Wing
and Sakaguchi 2010). Die Mechanismen, die zur Kontaktbildung von regulatorischen T-

Zellen mit dendritischen Zellen beitragen, sind bislang nicht ausreichend verstanden.

Der Chemokinrezeptor CCR4 wird unter homoostatischen Bedingungen in relevantem
Ausmald und selektiv auf regulatorischen T-Zellen exprimiert (lellem et al. 2001). Die
einzigen Liganden von CCR4, CCL22 und CCL17, werden hauptsachlich von
dendritischen Zellen produziert (Godiska et al. 1997, Imai et al. 1999, Lieberam and
Forster 1999, Vulcano et al. 2001). Aufbauend auf diesen Erkenntnissen wurde die
Hypothese aufgestellt, dass die Attraktion von regulatorischen T-Zellen und die

Kontaktformation mit dendritischen Zellen Giber CCL22 und CCL17 vermittelt werden.

Es sollten folgende Fragestellungen untersucht werden:

1. Fidhren CCL22 und CCL17, welche von DCs produziert werden, zu vermehrter

Kontaktformation mit Teg-Zellen?
2. Ist dieser Effekt im Vergleich zu anderen T-Zellen spezifisch fir Trg-Zellen?
3. Welche Bedeutung haben CCL22 und CCL17 fiur die Funktion von DCs in vivo?

4. Lassen sich die beobachteten Befunde auf humane DCs und Tg-Zellen

Ubertragen?



3 Material

3.1 Gerate

Amaxa Nucleofector
Begasungsbrutschrank
CTI-Controller 3700 digital
Eismaschine

ELISA-Reader

FACS Canto Il

Genepulser Xcell

Heraeus Multifuge 3L-R Zentrifuge
Innova® 44 Incubator Shaker
Konfokales Mikroskop TCS SP5
Lamin Air (HB 244 8)

Light Cycler

Bromma 2011 Macrovue transilluminator
Mikroskop Primo Vert

MiniMACS

Mithras LB 940 ELISA Reader
Multifuge 3L-R

NanoPhotometer P360

pH-Meter

Power Supply 200/2.0 Spannungsgerat
QuadroMACS

Scintillation Counter

Sorval Ultracentrifuge Combi
Tempcontrol 37-2

Thermocycler Modell T3
Thermocycler RoboCycler Gradient 40
Thermomixer® compact

Vortex VF2

Waage (LP 6209)

Waage (SBC 21)
Wasser-Deionisierungmaschine
Zentrifuge (5415 R)

14

Lonza GmbH (Kéln, D)

Heraeus (Hanau, D)

PeCon GmbH (Erbach, D)

Ziegra (Isernhagen, D)
Dynatech-Laboratories (Guernsey, GB)
Becton Dickinson (San Jose, CA, USA)
Biorad (Munchen, D)

Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)
Eppendorf (Hamburg, D)

Leica (Wetzlar, D)

Heraeus (Hanau, D)

Roche (Mannheim, D)

LKB Instruments (Mt Waverley, Vic, AU)
Zeiss (Jena, D)

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)
Berthold Technologies (Bad Wildbad, D)
DJB Labcare Ltb (Buckinghamshire, GB)
Implen GmbH (Miinchen, D)

WTW (Weilheim, D)

Biorad (Minchen, D)

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)
Biorad (Minchen, D)

DuPont (Bad Homburg, D)

PeCon GmbH (Erbach, D)

Biometra (Gottingen, D)

Stratagene (Heidelberg, D)

Eppendorf (Hamburg, D)

Bender & Hobein AG (Zurich, CH)
Sartorius (Gottingen, D)

Scaltec Instruments (Heiligenstadt, D)
SG Reinstwasser-Sys. (Hamburg, D)
Eppendorf (Hamburg, D)
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3.2 Chemikalien und Lésungen

Agarose LE Biozym (Hess Oldendorf, D)
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Dulbecco’s PBS (1x) PAA, Pasching, Germany
Ethylen-Diamin-Tetraessigsaure (EDTA)  Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
FACSFlow Becton Dickinson (Heidelberg, D)
FACSSafe Becton Dickinson (Heidelberg, D)
Geneticin g-418 Sulfat Gibco BRL (Paisley, GB)
Heparin-Natrium 25.000 I.E./5 ml Braun AG (Melsungen, D)
Paraformaldehyde (PFA) Sigma Aldrich (Steinheim, D)
Tris-Borat-EDTA (TBE) Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
To-Pro-3-lodid (TOPRO-3) Molecular Probes (Leiden, NL)
Typ F Immersionsol Leica (Wetzlar, D)

FACSFlow, FACSClean, FACSShutdown BD bioscience (Heidelberg, D)
Tween® 20 Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D)
Isoflurane (Forene®) Abbott (Zug, CH)

Lipofectamine™ 2000 invitrogen (Carlsbad, USA)
Transfection Reagent

MolTaqg DNA Polymerase Molzym (Bremen, D)

Pfu Ultra Fusion HS Stratagene (Waldbronn, D)
Tween 20 Roth (Karlsruhe, D)

Trizol Reagenz Ambion (Lifetechnologies)

dNTP Mix, 10mM invitrogen (Carlsbad, USA)
Ethidiumbromid

O‘GeneRuler DNA Ladder Mix Thermo Scientific (Waltham, USA)
6x DNA Loading Dye Thermo Scientific (Waltham, USA)
Buffer O Thermo Scientific (Waltham, USA)
T4 Ligase buffer Fermentas (St. Leon-Rot, D)

3.3 Reagentienséatze / Kits

MACS:
CD4+CD25+ Regulatory T Cell Isolation Kit Miltenyi Biotech GmbH
fur murine Zellen (Bergisch Gladbach, D)

CD4+CD25+ Regulatory T Cell Isolation Kit Miltenyi Biotech GmbH



fur humane Zellen

FACS:

Foxp3 / Transcription Factor Staining Buffer Set

cDNA Umschrieb:

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
JetQuick Gel Extraktion

GenJET Plasmid Miniprep Kit

PureYield™ Plasmid Maxiprep System

Membranfarbstoffe fur Zellfarbung:
PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Kit for
General Cell Membrane Labeling

PKH67 Red Fluorescent Cell Linker Kit for
General Cell Membrane Labeling

Human Dendritic Cell Nucleofector® Kit
Mouse Dendritic Cell Nucleofector® Kit

3.4 Materialien fur die Zellkultur

1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethyl-
indodicarbocyanine-5,5'-disulfonic
acid (DilC1s(5)-DS)
B-Mercaptoethanol

DNAse | Typ IV

Dulbecco's modified Eagle’s medium
(DMEM), high glucose

Dimethyl sulfoxide (DMSO)

Fetales Kélberserum (FCS)
CELLview™ Glasbodenschale
Kollagenase

MEM-NEAA (Non-essential amino acids)
Natrium Pyruvat

Opti-MEM® Reduced Serum Medium
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(Bergisch Gladbach, D)

eBioscience (Frankfurt, D)

Fermentas (St. Leon-Rot, D)
Genomed (L6hne, D)
Thermo Scientific (Waltham,
USA)

Promega (Madison, USA)

Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Lonza GmbH (KéIn, D)
Lonza GmbH (KéIn, D)

Invitrogen, Life Technologies GmbH
(Damrstadt, D)

Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
PAA (Pasching, O)

Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Gibco BRL (Karlsruhe, D)

Greiner Bio One (Frickenhausen, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Gibco BRL (Karlsruhe, D)

PAA (Pasching, O)

Gibco BRL (Paisley, GB)



Penicillin / Streptomycin (100x)
Phosphate buffered saline (PBS)
Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
1640 medium

Scraper

Medium 199

Tryptan Blau

Trypsin

gene juice

verwendete gemischte Medien:
T-Zell-Medium:

RPMI 1640

10% FCS

2 mM L-Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

1 mM Natrium Pyruvat
1% MEM-NEAA
50uM B-Mercaptoethanol in RPMI

BMDC-Medium:

RPMI 1640

10% FCS

2 mM L-Glutamin

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
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PAA (Pasching, O)
PAA (Pasching, O)
PAA (Pasching, O)

Sarstedt (Numbrecht, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
PAA (Pasching, O)

Novagen, Merck (Darmstadt, D)

DC 2.4 Medium:

10% FCS

2 mM L-Glutamin

100 IU/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

1 mM Natrium Pyruvat
1% MEM-NEAA

DC 2.4 Einfriermedium:
50% DMEM

40% FCS

10% DMSO

3.5 Zytokine, Wachstumsfaktoren, Peptide und Stimulantien

Bezeichnung
murines IL-2
murines IL-4
murines GMCSF
humanes IL-4
humanes GMCSF

Hersteller

Peprotech GmbH (Hamburg, D)
Peprotech GmbH (Hamburg, D)
Peprotech GmbH (Hamburg, D)
Peprotech GmbH (Hamburg, D)
Peprotech GmbH (Hamburg, D)
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CpG 1826 (CpG) Coley (Langenfeld, D)

Imject Alum Thermo Scientific (Waltham, USA)
TGF-B R&D Systems (Minneapolis, USA)
OVA 257-264 (SIINFEKL) Invivogen (Toulouse, F)

3.6 short-interfering RNAs (siRNAS)

Mm_Ccl22_3 FlexiTube siRNA Qiagen (Hilden, D)
Mm_Ccl17_1 FlexiTube siRNA Qiagen (Hilden, D)
Hs_Ccl22_3 FlexiTube siRNA Qiagen (Hilden, D)
Hs_Ccl17_3 FlexiTube siRNA Qiagen (Hilden, D)
Negative control siRNA Qiagen (Hilden, D)

3.7 Antikorper

FACS-Antikorper:

anti-CD4 (PE) BioLegend (San Diego, USA)
anti-foxp3 (pacific blue) BioLegend (San Diego, USA)
anti-CD25 BioLegend (San Diego, USA)
anti-IFN-y (pacific blue) BioLegend (San Diego, USA)
H-2Kb OVA2s7.264 Pentamere (PE) Proimmune Ltd (Oxford, GB)

andere AntikOrper:

anti-CD3-CD28 Beads Invitrogen (Darmstadt, D)

3.8 Enzyme

PFU Ultra Il Agilent Technologies (Santa Clara, USA)
T4 DNA Ligase Fermentas (St. Leon-Rot, D)

Restriktionsendonukleasen:
Not | (Thermo Scientific (Waltham, USA))
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Erkennungssequenz Restriktionsschnitt
5'-GCGGCCGC-3" 5'-GC GGCCGC-3"
3'-CGCCGGCG-5" 3'-CGCCGG CG-5"
Age | (Thermo Scientific (Waltham, USA))
Erkennungssequenz Restriktionsschnitt
5'-ACCGGT-3" 5'-A CCGGT-3"'
3'-TGGCCA-5" 3'-TGGC A-5"
3.9 Primer
CCL17 Agel For 37’ -ACCGGTCTCGAGATGAAGACCTTCAC-5'
CCL17 Notl Rev 3’ -GCGGCCGCTCATGGCCTTGGGTTTTTC-5"

3.10 DC2.4 Zelllinie

Die DC2.4 Zellen sind retroviral immortalisierte, unreife dendritische Zellen auf einem
C57BL/6 Hintergrund (Shen et al. 1997). Sie wurden dem Labor freundlicher Weise von
Hajime Kono, Department of Pathology, University of Massachusetts Medical School
(USA) zur Verfugung gestelit.

3.11 Versuchstiere

Fur die vorliegende Arbeit wurden C57 BL/6 (Black 6) Mause (mus musculus) von Harlan
Laboratories (Rossdorf, D) verwendet. Die Tiere waren bei Verwendung zwischen 6 und
12 Wochen alt. Des Weiteren wurde eine CCL22 Knockout Maus (CCL22 -/-) genutzt,
welche vom KOMP Repository Knockout Mouse Project stammte, einem von der NIH
(National Institutes of Health) gegriindeten Projekt. Die Genregion von CCL22 wurde
durch homologe Rekombination durch das Reporter-Gen lacZ, sowie ein

Selektionsfragment zur Selektion mit Neomycin ersetzt. Die CCR4 Knockout Maus
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(CCR4 -/-) wurde dem Labor freundlicher Weise von Prof. Dr. Anne Krug (Institut fur
Immunologie, LMU Minchen) zur Verfigung gestellt.

3.12 Software

Adobe Creative Suite Adobe Systems (San Jose, USA)
BD FACSDiva BD Biosciences (San Diego, USA)
GraphPad Prism 5 GraphPad Software (La Jolly, USA)
FlowJo v7.6.5 (Windows) Tree Star (Ashland, USA)

Bitplane Imaris Bitplane AG (Zurich, CH)

Microsoft Office Microsoft (Redmond, USA)
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4 Methoden

4.1 Zellkultur

4.1.1 Allgemeine Kulturbedingungen

Die Zellkultur erfolgte in einem Begasungsbrutschrank bei einer Temperatur von 37°C,
einer Luftfeuchtigkeit von 95% und einem 5%igen CO2-Anteil am Luftgemisch. Samtliche
Experimente mit Zellen wurden ausschliel3lich unter sterilen Bedingungen in einem

Laminar-Air-Flow durchgefuhrt.

4.1.2 Zellzahlbestimmung

10 pl der zu untersuchenden Zellsuspension wurden mit 90 pyl Tryptanblauldésung
verdinnt. 10 yl davon wurden in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Dazu wurden

vier Quadranten betrachtet und die mittlere gesamte Zellzahl bestimmt.

4.1.3 Zellisolation und -aufreinigung

4.1.3.1 Isolation muriner Splenozyten

Die Mause wurden mit Isofluoran narkotisiert und durch zervikale Dislokation getotet.
Die Milzen wurden entnommen und in sterilem PBS auf Eis gelagert. In die Organe
wurde 1 ml einer 1 mg/ml Kollagenase und 0,05 mg/ml enthaltenen DNAse L&sung
injiziert. Anschliel3end wurden sie mit einem Skalpell zerkleinert und fur 15 Minuten bei
37°C im Schuttler bei 800 Umdrehungen pro Minute (rpm) inkubiert. Dieser Verdau
diente der Maximierung der Zellgewinnung. Um eine moglichst Gewebefreie
Zellsuspension zu erhalten, wurden die verdauten Milzen durch ein 40 ym Nylonnetz
gedrickt. Nach Zentrifugation (400 G, 7 Minuten), wurde das Zellpellet fir 2 Minuten in
4 ml Erylyseflussigkeit gelost. Nach Zugabe von 40 ml PBS wurde die Suspension
zentrifugiert (400 G, 7 Minuten) und das Pellet in 20 ml T-Zell-Medium aufgenommen.
AnschlieBend wurde die Zellzahl bestimmt (siehe 4.1.2, Seite 21).
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4.1.3.2 Isolation murinen Knochenmarks

Die Mause wurden mit Isofluoran narkotisiert und durch zervikale Dislokation getotet.
Die Femur und Tibia Knochen wurden entnommen, von Muskulatur befreit und in
sterilem PBS auf Eis gelagert. Die Enden der Knochen wurden mit einer Schere an
beiden Enden leicht angeschnitten, um das Herausspulen des Knochenmarks mittels
BMDC-Medium zu ermdglichen. Zur Vereinzelung der Zellen diente mehrmaliges
Aufsaugen des Zellmaterials durch eine Spritze. Nach einer Zentrifugation (400 G,
7 Minuten) wurden die pelletierten Knochenmarkszellen fir 4 Minuten in 2 ml
Erylyseflissigkeit geldst. Nach Zugabe von 40 ml PBS und damit Stopp der Erylyse
wurde die Suspension zentrifugiert (400 G, 7 Minuten) und das Pellet in 10 ml
T-Zellmedium aufgenommen. AnschlieBend wurde die Zellzahl bestimmt (siehe 4.1.2,
Seite 21).

4.1.3.3 Isolation humaner peripherer Blutlymphozyten und Monozyten

Aus 150 ml heparinisiertem Vollblut (100 ul Heparin auf 10 ml Blut) wurden die
mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) durch Dichtegradienten-
Zentrifugation isoliert. Dazu wurde das Vollblut mit 0,9% Natriumchlorid-Lésung
(NaCl-Lsg.) im Verhéltnis 1 zu 1 verdunnt und in einem 50 ml fassenden R6hrchen
vorsichtig auf 15 ml Biocoll-Loésung geschichtet. Hierbei durften sich die beiden
Flussigkeiten nicht vermischen. Anschlie3end wurden die Réhrchen fir 20 Minuten bei
1000 G und 20°C zentrifugiert (ohne zugeschaltete Bremse). Darauf folgend fand man
folgende Schichtung von oben nach unten vor: Blutplasma, weif3licher Ring aus PBMCs,
Biocoll-Flissigkeit, Erythrozyten. Die weil3e PBMC-Schicht wurde abgenommen und mit
40 ml NaCl-Lsg. verdiinnt. Nach dreimaligem Waschen der Zellen in NaCl-Lsg. (erste
Zentrifugation: 520 g, 20°C, 10 min, zweite und dritte Zentrifugation: 400 g, 4°C, 10 min)
wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 10 ml T-Zellmedium geldst und die
Zellzahl bestimmt (siehe 4.1.2, Seite 21).

Wenn zur Generierung humaner von Blutmonozyten abstammender dendritischer Zellen
(hBMDCs) anschliel3end Monozyten isoliert werden sollten, wurden die PBMCs auf eine
Konzentration von 15 Mio/ml in T-Zellmedium eingestellt und in einer
(Gesamtvolumen < 30 ml), beziehungsweise zwei (Gesamtvolumen > 30 ml) 175 cm?
Zellkulturflaschen im Brutschrank kultiviert. Nach einer Stunde waren die Monozyten

adharent, die restlichen PBMCs wurden im Uberstand abgenommen. Nach zweimaligem
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Waschen der Kulturflasche mit PBS (RT), konnten die Monozyten weiterverwendet
werden (siehe 4.1.4.2 In vitro Generierung humaner blood-monocyte-derived-dendritic-
cells (hBMDCs), Seite 24).

4.1.3.4 Zellaufreinigung mittels magnetischer Zellsortierung

Die Methode des Magnetic-activated cell sorting (MACS) dient der Selektion von Zellen
durch Antikdrper, die gegen bestimmt Oberflachenmolekile gerichtet und an
magnetische Partikel gekoppelt sind. Die in MACS-Puffer (2 mM EDTA und 10% FCS
enthaltendes PBS) geldsten Zellen wurden mit Antikdrper markiert und in einem starken
magnetischen Feld auf eine Saule mit magnetischen Kigelchen gegeben. Die mit
magnetischen Antikoérpern markierten Zellen verbleiben in der Saule, wahrend die
Ubrigen Zellen unter der Saule aufgefangen werden kénnen. Nach Entfernung aus dem
magnetischen Feld konnen die Antikoérper-gebundenen Zellen durch kraftiges

Durchspilen mit einem Stempel aus der Saule gelést werden.

Dieser Prozess kann zur Gewinnung der mittels AntikGrper markierten Zellen
(Positivselektion) oder der unmarkierten Zellen (Negativselektion) durchgefiihrt werden.
Zur Isolierung muriner Treg-Zellen wurden zunachst alle CD4+ Zellen mittels
Negativselektion gewonnen, um anschlieRend die CD25+ regulatorischen T-Zellen
durch Positivselektion zu gewinnen. Zur Isolierung humaner Teg-Zellen wurden zunachst
alle CD4+ CD127- Zellen mittels Negativselektion gewonnen, um anschlieend die
CD25+ regulatorischen T-Zellen durch Positivselektion zu gewinnen.

4.1.4 Zellgenerierung

4.1.4.1 Invitro Generierung muriner bone-marrow-derived-dendritic-cells (BMDCs)

Nach der Isolation murinen Knochenmarks (siehe 4.1.3.2, Seite 22) wurden die Zellen
aus jeweils einer Maus in 50 ml T-Zellmedium mit 20 ng/ml murinem IL-4 und GM-CSF
fur 6 Tage kultiviert. Anschlie3end wurden die flottierenden und leicht adharenten Zellen
durch Abnehmen des Uberstandes und leichtem Abspilen des Flaschenbodens mit

Medium geerntet.
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4.1.4.2 In vitro Generierung humaner blood-monocyte-derived-dendritic-cells
(hBMDCs)

Nach der Isolation humaner peripherer Monozyten (siehe 4.1.3.3, Seite 22) wurden aus
ihnen mit humanem IL-4 und GM-CSF DCs generiert, wie vorbeschrieben (Sallusto et
al. 1995). Die Zellen wurden in einer Konzentration von 15 Mio/ml in T-Zellmedium,
welches 500 U/ml IL-4 und 1000 U/ml GM-CSF enthielt, gelost. Nach 6 Tagen Kultur
wurden die flottierenden und leicht adharenten Zellen durch Abnahme des Uberstandes

und leichtem Abspllen des Flaschenbodens geerntet.

4.1.5 Zellfarbungen

Die Farbung der Zellen erfolgte mit den Membranfarbstoffen PKH 26 (rot) und PKH 67
(grin) von Sigma-Aldrich. Die dendritischen Zellen wurden mit PKH 67 gefarbt, die
T-Zellen mit PKH 26. Fir einen Farbeansatz wurden maximal 10 Mio Zellen verwendet.
Nach zweimaligem Waschen mit PBS (400 G, 7 Min, 4°C), wéahrend dessen die
Zellsuspension in ein 2 ml Réhrchen tberfuhrt wurde, wurde der Uberstand moglichst
komplett abgenommen, da verbleibende Flussigkeit den Farbeprozess stéren kann. Das
Roéhrchen mit dem Zellpellet wurde sofort auf Eis gestellt. In 250 ul Diluent C wurden
0,5ul (bei T-Zellen), beziehungsweise 1,0 ul (bei DCs) PKH Farbstoff geldst.
Anschlielend wurde das Pellet ebenfalls in 250 pl Diluent C geldst und beide Ansatze
bei Raumtemperatur (RT) vereint. Nach 3 Minuten (bei T-Zellen), beziehungsweise
5 Minuten (bei DCs) wurde die Farbung mit 1 ml T-Zellmedium gestoppt und die
Zellsuspension wurde sofort zur weiteren Verdiinnung und zum Wechsel des GeféalRes
zu 13 ml T-Zellmedium in einem neuen Réhrchen gegeben. Die Zellen wurden
zentrifugiert (400 G, 7 Min, 4°C), in 1 ml T-Zellmedium geldst und gezéhlt (siehe 4.1.2,
Seite 21). Daraufhin wurde das Rohrchen auf 15 ml T-Zellmedium aufgefiillt und die

Zellen wurden zur Erholung fir mindestens 2 Stunden im Brutschrank inkubiert.

4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Extraktion zytoplasmatischer RNA

Um einen komplementéaren DNA (cDNA) Abschrieb der messenger RNA (mRNA) einer

Zelle zu ermdglichen, wurde eine Extraktion der zytoplasmatischen RNA durch Trizol
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durchgefuhrt. Hierfur wurden die Zellen lysiert und zentrifugiert (400 G, 7 Min, 4°C). Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 0,75 ml Trizol Reagenz je 10 Mio Zellen
geldst. Um eine mdoglichst vollstéandige Zelllyse zu ermdglichen, wurde die Suspension
mehrmals Auf- und Abpipettiert. AnschlielBend wurde nach 5-mindtiger Inkubation bei
RT 0,2 ml Chloroform je 1 ml Trizol Reagenz hinzugegeben und das Rohrchen fur
15 Sekunden geschittelt. Nach 3 Minuten Inkubation bei RT wurde das Rohrchen
zentrifugiert (12.000 G, 15 Minuten, 4°C). Es konnten folgende drei Phasen erkannt
werden:

- obere Phase: farblos, wassrig, die RNA enthaltend

- Interphase

- untere Phase: rétlich (Phenol-Chloroform)
Die obere Phase wurde abgenommen und es wurden je 1 ml Trizol, welches bei der
Zelllyse Verwendung fand, 0,5 ml Isopropanol hinzugegeben. Nach Inkubation bei RT
fir 10 Minuten wurde eine Zentrifugation (12.000 G, 10 Minuten, 4°C) durchgefiihrt. Die
RNA war anschlieRend als Pellet sichtbar. Nach einem Waschschritt (1 ml 75% Ethanol
je 1 ml verwendetem Trizol) und einer Zentrifugation (7500 G, 5 Minuten, 4°C) wurde
das Pellet angetrocknet. Danach wurde die Probe in 20 pl destilliertem und sterilisiertem
Wasser geldst und fir 10 Minuten bei 60°C inkubiert. AnschlieRend konnte sie direkt
weiterverwendet oder bei -80°C gelagert werden.

4.2.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinséauren

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde mit einem Spektrometer bestimmt. Hierzu
wurden sie in H>O geldst und anschlieBend ein Absorptionsspektrum von 220 bis 320 nm
aufgenommen. Einer Optischen Dichte (OD) von 1 entsprechen 50 ug DNA oder 4 ug
RNA.

4.2.3 Reverse Transkription

Um die isolierte RNA in cDNA umzuschreiben wurde das ,Revert Aid First Strand cDNA
Synthesis Kit“ von Fermentas verwendet. Hierflr wurden 5 g der isolierten RNA, 12 p
Nuklease-freies, destilliertes Wasser und 0,5 g oligo(dT)s Primer zusammen gegeben.
Nach 5-mintiger Inkubation bei 70°C und sofortiger Kiihlung auf Eis wurde der Ansatz
fur 5 Sekunden zentrifugiert. Es wurden 2 ul 10mM 2" -Desoxynukleosid 5"-Triphosphate
(dNTPs) Mix, 1 ul von 20 U/ul Ribonukleaseinhibitor sowie 4 pl 5x Reaktionspuffer
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hinzugegeben. Nach Inkubation fir 5 Minuten bei 37°C wurde fur den Start 1 pl von
200 U/pl RevertAid™ Reverse Transkriptase hinzugegeben. Anschlie3end erfolgte der
Umschrieb bei 42°C in 60 Minuten und wurde durch 10-minttige Inkubation bei 70°C
gestoppt. Die cDNA wurde entweder direkt verwendet oder bei -20°C aufbewabhrt.

4.2.4 Polymerase-Kettenreaktion

Mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) lasst sich ein bis zu 10.000 Basenpaare
groRRes spezifisches DNA-Stiick aus einer Nukleinsaureprobe amplifizieren. Fir die
Reaktion werden eine thermostabile DNA-Polymerase, zwei zu den 3‘ Enden der zu
replizierenden DNA-Sequenz komplementare, jeweils 15-30 Basenpaare lange
Oligonukleotidprimer, ein spezieller Reaktionspuffer, sowie 2"-Desoxynukleosid
5 -Triphosphate (dNTPs) benétigt. Im ersten von drei Schritten erfolgt die Denaturierung
der DNA-Matrize. Im zweiten Schritt erfolgt die spezifische Anlagerung der Primer an die
komplementéaren Zielsequenzen. Im dritten Schritt erfolgt die Neusynthese der DNA, die
sogenannte Elongation. Dieser Zyklus wurde 30-mal wiederholt. Fir diese Arbeit wurden
zwei verschiedene DNA-Polymerasen verwendet. Bei einer PCR mit Ziel der
Implementation des Endproduktes in ein Plasmid wurde mit der PFU Ultra Polymerase
gearbeitet, da diese eine Kontrolllese und Exonuklease Aktivitat aufweist und damit eine
hohere Zuverlassigkeit erreicht werden kann, wahrend bei allen anderen PCRs mit der

Moltag Polymerase gearbeitet wurde.

PCR Ansatz fur Moltaq Polymerase:

100 bis 500 pg DNA

0,25 uM 3‘-Primer

0,25 uM 5-Primer

0,20 uM Je dNTP

1x Moltag Reaktionspuffer
10% PCR Enhancer Solution
1mM MgCl:

1U Moltag DNA Polymerase
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PCR Ansatz fur PFU Ultra Polymerase:

100 bis 500 pg DNA

0,25 uM 3‘-Primer

0,25 uM 5-Primer

0,20 uM Je dNTP

1x PFU Ultra Il Reaktionspuffer
1,25 U PFU Ultra DNA Polymerase

Typischer PCR Ablauf:

Dauer Schritt Temperatur
5 Min Anfangs-Denaturierung 95°C
20 Sek Denaturierung 95° C
20 Sek Annealing 65° C 30 Zyklen
15 Sek Elongation 72°C
3 Min End-Elongation 72°C
Ende 4°C

4.2.5 Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde ein 1,5%iges Agarosegel hergestellt.
Hierzu wurden 200 ml TBE-Puffer mit 3,0 g Agarose bis zum Siedepunkt erhitzt und
7,0 ul Ethidiumbromid hinzugegeben. AnschlieRend wurde die Suspension in die
entsprechende Form gegeben und Uber mindestens eine Stunde abgekihlt. Das
ausgehartete Gel wurde in die Gelelektrophorese-Kammer Uberfihrt und die Kammer
mit TBE-Puffer aufgefullt. Die aufzutrennenden Proben zusammen mit 6-fachem
Ladepuffer, sowie 10 pl des DNA-Leiter-Mixes wurden in die Geltdschen gegeben. Zur
Auftrennung wurde eine elektrische Spannung von 90 Volt angelegt. Bei Erreichen des
oberen Randes des Gels durch die DNA-Leiter wurde die Auftrennung gestoppt, ein Bild
im UV-Licht aufgenommen und die die entsprechende DNA enthaltende Bande am UV-
Transilluminator herausgeschnitten. Durch Interkalierung des Floureszenzfarbstoffes

Ethidiumbromid mit den DNA-Strangen konnten die DNA-Banden unter UV-Bestrahlung
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sichtbar gemacht werden. AnschlieBend wurde die DNA aus dem Gel-Stiickchen
extrahiert (siehe 4.2.6, Seite 28).

4.2.6 DNA Extraktion aus einem Agarosegel

Nachdem der Auftrennung der PCR Produkte in einem Agarosegel und dem
Herausschneiden der entsprechenden Bande erfolgte die Extraktion der DNA mittels
dem JetQuick gel extraction kit. Hierzu wurden je 100 mg herausgeschnittenem Gel
300 yl L1-Lésung hinzugegeben und beides zusammen bei 50°C fur 15 Minuten
inkubiert. Alle 3 Minuten wurde das Réhrchen mittels Vortexer gemischt. Die Losung
wurde in eine JetQuick Saule Ubertragen und diese zentrifugiert (12.000 G, 1 Minute).
Die aufgefangene FlUssigkeit wurde verworfen und die Saule mit 500 pl L2 Lésung
geladen und zweimal zentrifugiert (12.000 G, 1 Minute), wobei die aufgefangene
Flussigkeit nach der ersten Zentrifugation verworfen wurde. Anschlieend wurde die
Saule mit 50 pl H2O geladen und in einer letzten Zentrifugation (12.000 G, 2 Minuten)
die DNA aus der Saule gel6st.

4.2.7 Sequenzeinbau in ein Plasmid

Um eine spezifische Sequenz in ein Plasmid einzubauen, muss die Sequenz durch Wahl
entsprechender Primer bei der Vervielfaltigung durch PCR Schnittstellen von
Restriktionsendonukleasen aufweisen, die auch an der fur die Sequenz vorgesehenen
Stelle im Plasmid vorhanden sind. Im Plasmid handelt es sich hierbei um die multiple
cloning site. Im Fall des fur die vorliegende Arbeit durchgefiihrten Einbaus der CCL17
Sequenz in ein reverse tetracycline-controlled transcriptional activation (rtTA-)Plasmid
zur Schaffung eines CCL17-Tet-On Systems waren die verwendeten Endonukleasen
Notl und Agel. Fur diesen Restriktionsverdau wurden je 10u der
Restriktionsendonukleasen und 10 pg DNA in 1x buffer O fur 2 Stunden bei 37° C
angesetzt. Nach Auftrennung der Ligationsprodukte Uber Gelelektrophorese (siehe
4.2.5, Seite 27) und DNA Extraktion aus dem Gel (siehe 4.2.6, Seite 28) wurde eine

Konzentrationsbestimmung mittels Spektrometer vorgenommen (siehe 4.2.2, Seite 25).

Fur die Ligation wurde ein Verhaltnis von einzubauender Sequenz zu Vektor von 3 zu 1

benutzt. Die Ligation wurde mit T4 Ligase in T4 Ligase Puffer bei 17° C lber Nacht
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durchgefuhrt. Die Ligase wurde durch 5-minitige Inkubation bei 70° C inaktiviert. Nach

Abschluss der Ligation wurde das Plasmid kloniert (siehe 4.2.8).

4.2.8 Klonierung eines Plasmides

Fur die Klonierung wurden hitzekompetente DH5 a E.coli Bakterien benutzt. Zunachst
wurden diese transfiziert. Direkt nach dem Auftauen der Zellen wurde das Plasmid
hinzugegeben, der Ansatz bei 42° C fur 1 Minute inkubiert und wieder auf Eis gegeben.
Im Anschluss daran wurden die Bakterien auf Ampicillin-haltigem LB-Agarplatten
ausplattiert, sodass nur die Bakterien mit Plasmid und damit Ampicillin-Resistenz

Uberleben konnten. Im Anschluss daran fand die Plasmidpréparation statt (siehe 4.2.9).

4.2.9 Plasmidpraparation

Fur die Plasmidpraparation wurden Klone von der Ampicillin-haltigen LB-Agarplatte in
Ampicillin-haltiger  Flussigkultur vermehrt und es wurde anschlieBend eine
Plasmidisolation mit dem JetQuick Plasmid Miniprepp von Genomed vorgenommen.
Zunachst wurden die Bakterien zentrifugiert (12.000 G, 2 Minuten) und in 250 ul L1
Ldsung resuspendiert. Zur Zelllyse wurden 250 yl L2 Lésung hinzugegeben und
vorsichtig durch Wenden gemischt. Nach 5-minttiger Inkubation bei RT wurden zur
Neutralisation 350 ul L3 Losung hinzugefiigt, erneut vorsichtig gemischt und
anschlieRend zentrifugiert (12.000 G, 10 Minuten). AnschlieBend wurde der Uberstand
in eine JetQuick Saule Uberfuhrt und zentrifugiert (12.000 G, 1 Minute). Nach
Verwerfung der abzentrifugierten Flussigkeit wurden 500 ul G4 Waschlésung auf die
Saule gegeben, erneut zentrifugiert (12.000 G, 1 Minute) und nach Entleerung des
Auffangréhrchens wieder zentrifugiert (12.000 G, 1 Minute). Nun wurde die in der S&ule
aufgefangene DNA mit 50 yl auf 65° C erwéarmten, steriliem H,O und einer letzten
Zentrifugation (12.000 G, 2 Minuten) herausgeldst. Das aufgereinigte Plasmid konnte

nun fur die Virusgenerierung genutzt werden (siehe 4.2.10).

4.2.10 Virusgenerierung und Transfektion

Zur Generierung eines das CCL17-Tet-On-Plasmid enthaltenen Virus wurden 20.000
293T HEK Zellen in 293T HEK Zellmedium (DMEM mit 10% FCS) auf einer 96 well Platte
mit 100 ul je well ausplattiert. Es wurden folgende Transfektionsansatze je well

vorbereitet:
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1. Ansatz:
0,6 pl gene juice
9,4 ul Opti-MEM®

2. Ansatz:

5 pl Plasmid-Mix (100ng delta 8.9 Plasmid, 10ng VSV-G Plasmid und 100ng
des CCL17-Plasmides enthaltend)

15 pl Opti-MEM®

Nach 5 Minuten Inkubation bei RT wurden die beiden Ansatze vereint und fur 25 Minuten
bei RT inkubiert. Der erhaltene Transfektionsansatz von 25 pl wurde je auf ein well
Ubertragen und nach einer 24-stiindigen Inkubation das Medium auf 30% FCS-haltiges
293T HEK-Zell Medium umgestellt. Nach 36 Stunden wurde der Uberstand

abgenommen und mittels 0,45 pum Sieb filtriert.

Die abgefilterte Flissigkeit wurde auf sechs Rohrchen aufgeteilt auf 20% Saccharose
geschichtet und ultrazentrifugiert (27.000 G, 2 Stunden, 4° C). Das Viruspellet wurde
nach Trocknung vorsichtig in 125 ul DMEM resuspendiert und tber Nacht bei 4° C
inkubiert.

Zur Transfektion wurde die immortalisierte, unreife dendritische Zelllinie DC2.4
verwendet (Shen et al. 1997). Diese produzieren von sich aus kein CCL17 und CCL22.
Fir die Infektion mit dem das Tet-On-CCL17-Konstrukt enthaltenen Lentivirus wurden
2500 DC2.4 Zellen je well in einer 96 well Platte ausplattiert und das Medium
abgenommen, sobald diese adharent waren. Nun wurde das Virus-enthaltende DMEM
1 zu 5 verdinnt und je 50 pl davon in ein well gegeben. Nach 24 Stunden wurde auf
regulares DC2.4 Medium gewechselt, bevor nach weiteren 12 Stunden mit der
Puromycin Selektion begonnen wurde. Nachdem die Selektion durch schrittweise
Erhohung der Puromycinkonzentration auf 5 pg/ml abgeschlossen war, wurde die
induzierbare CCL17 Expression durch Doxycyclin Exposition und anschlieBendem
CCL17 ELISA getestet.

Die in dieser Arbeit aul3erdem verwendeten mittels Tet-On-CCL22-Konstrukt
transfizierten DC2.4 wurden von Dr. rer. nat. Moritz Rapp nach dem gleichen Prinzip

generiert und freundlicher Weise zur Verfiigung gestellt.



31

4.2.11 Knockdown mittels RNA-Interferenz

Die in vitro generierten BMDCs (siehe 4.1.4.1 bzw. 4.1.4.2, Seite 23) wurden aus der
Zellkulturflasche geerntet, abzentrifugiert (400 G, 7 Minuten), in 10 ml T-Zell Medium
gel6st und gezahlt. AnschlieRend wurden die Zellen erneut abzentrifugiert und auf eine
Zellkonzentration von 3 bis 10 Mio / 100 ul T-Zell-Medium eingestellt. Zun&chst wurde
ein 10 ng siRNA entsprechendes Volumen einer 20 pM siRNA Loésung in die
Transfektionskivette vorgelegt. Auf diesen Tropfen siRNA-L6sung wurden 100 pl BMDC
Zellsuspension gegeben. Die Transfektion wurde mit einem Transfektionsgerét von
Amaxa bei RT durchgefiihrt. Nach der Transfektion wurde die Zellldsung vorsichtig mit
einer Pipette aufgesaugt und in 2 ml T-Zell-Medium Uberfuhrt. Die Zellzahlung erfolgte

nach frihestens 2 Stunden.

4.3 Enzyme-linked immunosorbent assay

Die Methode des Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) wird zum quantitativen
Nachweis eines bestimmten Proteins in einer Losung verwendet. Hierzu wurden 96 well
ELISA-Platten tber Nacht bei RT mit 50 pl je well einer PBS Lésung, die einen spezifisch
gegen das untersuchte Protein gerichteten Antikdrper (Coating Antikorper) enthielt,
beschichte. Dabei wurde die Platte mit einer Folie abgeklebt, um Verdunstung zu
verhindern. Anschlieend fand eine Blockierung der unspezifischen Proteinbindung an
die Platte mittels 200 pl je well ELISA Block Lésung (PBS mit 10% FCS) statt. Die zu
untersuchende Losung wurde entsprechend der erwarteten Proteinmenge verdinnt und
es wurden 50 pl hiervon in 1 well der ELISA-Platte gegeben. Zusatzlich wurde eine
Losung mit bekannter Proteinkonzentration (Standardldsung), die 6 mal jeweils 1 zu 1
mit ELISA Block Losung verdinnt wurde, auf die Platte pipettiert (ebenfalls jeweils 50 pl
je well). Nach einer zweistiindigen Inkubation bei RT wurde der Uberstand verworfen
und die Platte dreimal mit jeweils 200 pl ELISA Waschpuffer (PBS mit 0,05% Tween) je
well gewaschen. Es erfolgte anschlielend eine zweistindige Inkubation mit einem
zweiten, spezifisch gegen das zu untersuchende Protein gerichteten, biotinylierten
Antikorper (Detektions Antikorper), der in ELISA Block Ldsung geldst wurde (50pl je
well). Nach einem erneuten dreimaligem Waschschritt mit 200 pul ELISA Waschpuffer
wurden die Platten mit 50 pl ELISA Block Lésung, welche Streptavidin-Peroxidase
enthielt (1 zu 200 verdunnt) fir 20 Minuten bei RT und Dunkelheit inkubiert, bevor sie
nach erneutem dreimaligem Waschschritt mit 50 pl Reaktionslésung (zu gleichen Teilen

H2.0- und Tetramethylbenzidin) inkubiert wurden. Die Platte wurde so lange bei RT im
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Dunkeln belassen, bis eine deutliche Blaufarbung in der dritthGchsten
Standardverdunnung zu sehen war, daraufhin erfolgte das Abstoppen der Reaktion mit
50 pl von 1 M H>SO4 LOsung. Abschliel3end erfolgte die Bestimmung der optischen
Dichte jedes wells bei 450 nm mit dem Mithras LB940 ELISA Reader.

Hochste Standardkonzentration fir verwendete ELISAS:
murines CCL17 2000 pg/ml

murines CCL22 500 pg/ml

humanes CCL22 500 pg/ml

humanes CCL17 500 pg/ml

murines IL2 200 pg/ml

4.4 Durchflusszytometrie

4.4.1 allgemeines Funktionsprinzip

Mittels der Durchflusszytometrie, auch Fluorescent-activated cell sorting (FACS)
genannt, lassen sich einzelne Zellen durch Wechselwirkung von Laserlicht mit
fluoreszierenden Molekllen, die an Antikérper gekoppelt sind, analysieren und
aufreinigen. Hierbei wird jede Zelle einzeln nacheinander mit verschiedenen Lasern
bestrahlt und das gestreute und emittierte Licht untersucht. Durch die serielle
Bestrahlung mit verschiedenen Laserspektren und individuell konfigurierbare
Wellenlangenfilter bei der Analyse des emittierten Lichtes kdnnen gleichzeitig mehrere
Fluorochrome verwendet werden. Die mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelten
Antikérper kdnnen sowohl an extrazellulare als auch an intrazellulare Antigene

gebunden sein.

4.4.2 Bestimmung von Oberfachenmolektulen

Fur die Analyse von Oberflachenmolekilen wurden Zellen in PBS mit 10 pl/ml
Antikorperldsung bei 4° C in Dunkelheit fur 30 Minuten inkubiert. Anschlie3end wurden
die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und in PBS mit 2% FCS zur FACS-Analyse

resuspendiert.
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4.4.3 Bestimmung von intrazellularen Molekilen

Fur die Analyse von intrazellularen Molekilen wurde das Foxp3 / Transcription Factor
Staining Buffer Set von eBioscience verwendet. Nachdem die Oberflachenmolekdle
gefarbt wurden (siehe 4.4.2), wurden die Zellen abzentrifugiert (400 G, 4° C, 5 Minuten)
und in Fixations- / Permeabilisierungsreagenz geldst. Nach 30-mindtiger Inkubation bei
4° C wurden die Zellen zweimal in Permeabilisierungspuffer gewaschen und in 50 pl
dieses Puffers resuspendiert. Es wurden 10 pl/ml eines Antikdrpers gegen das
Zielmolekul hinzugegeben und nach 30 Minuten Inkubation bei 4° C und Dunkelheit
zweimal in Permeabilisierungspuffer gewaschen. Die Zellen wurden in PBS mit 2% FCS

resuspendiert und am FACS-Gerat analysiert.

4.5 Vakzinierung von Mausen mit dendritischen Zellen

4.5.1 Stimulation und Beladung von dendritischen Zellen mit OVA2s7-264

10 Millionen BMDCs wurden in 10 ml BMDC Medium fir 1 Stunde mit Ovalbumingzsz-zes
(OVA) (100 nM) kultiviert. AnschlieRend wurden 6 pg/ml CpG 1826 hinzu gegeben und
die Zellen fur weitere 4 Stunden in Kultur gelassen. Vor Weiterverwendung der Zellen
erfolgte ein Waschschritt in PBS (400 G, 4° C, 7 Minuten).

4.5.2 Vakzinierung der Mause

Den Mausen wurden 400.000 BMDCs in 100 pl PBS mit 10 ug CpG und 2 mg Imject
Alum intraperitoneal injiziert. Die Vakzinierung wurde im Abstand von einer Woche
dreimal wiederholt, bevor nach einer Woche peripheres Blut gewonnen wurde, um den
Vakzinierungserfolg zu tberprifen und nach einer weiteren Woche der Versuch beendet

wurde.

4.6 Interferon-y Restimulationsassay

4 Millionen Zellen wurden in 100 pl mit 5 pg /ml OVAzs7-264 flir 1 Stunde im Brutschrank
inkubiert, bevor 1 pg/ml Brefeldin A hinzugegeben wurde und die Zellen fir weitere

3 Stunden im Brutschrank inkubiert wurden. Die Zellen wurden in PBS gewaschen
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(400 G, 4° C, 7 Minuten) und fur 20 Minuten bei 4° C mit anti-CD8 APC-Cy-7 Antikdrper
inkubiert. Nach einem Waschschritt in PBS (600 G, 4°C, 7 Minuten) fand eine
intrazellulare FACS Farbung (siehe 4.4.3, Seite 33) mittels anti-IFN-y pacific blue
Antikorper statt. lonomycin (500 ng/ml) in Kombination mit Phorbol-12-myristat-13-
acetat (PMA) (50 ng/ml) wurde als Positivkontrolle fur die Stimulation verwendet.

4.7 In vitro Kontaktanalyse

4.7.1 Etablierung des dreidimensionalen Kontakt- und Migrationsassays

Die Grundidee hinter der Etablierung dieser neuen Methode war, die Attraktion und
Interaktion wvon Zellen unter mdoglichst physiologischen Bedingungen im
dreidimensionalen Raum untersuchen zu wollen. Der erste Schritt bestand darin, eine
Methode zu entwickeln, die Zellen in das Kollagengel einzubringen. Es wurden Versuche
gemacht, in denen die Zellen mittels Spritze in das Gel injiziert wurden, auf die Gelmatrix
gegeben wurden, sodass sie in das Gel einwandern konnten oder sich schon wahrend
dem Polymerisierungsprozesses in der Gelmatrix befanden. Letztere Methode hat sich
als am geeignetsten herausgestellt, da dadurch eine homogene Verteilung der Zellen im
Gel erreicht werden konnte.

AnschlieBend sollte die am besten geeignete Kollagenkonzentration fir das Gel
gefunden werden. Hierzu wurden Experimente mit verschiedenen Konzentrationen
durchgefuhrt bei denen die Geschwindigkeit sowie die Anzahl der sich bewegenden
Zellen untersucht wurden (siehe Abbildung 2, Seite 35). Bei weniger als 0,5 mg/ml
Kollagen ergab sich eine zu instabile und inhomogene Gelmatrix, sodass Hohlrdume
entstanden und eine betrachtliche Zahl an Zellen auf den Boden sackten. Es zeigte sich,
dass die Anzahl der migrierenden Zellen umso grol3er war, je geringer die
Kollagenkonzentration war. Fur die maximale Geschwindigkeit ergab sich mit Ausnahme
von 1,7mg/ml Kollagen ein Wert um die 5pm/Minute und bei der
Durchschnittsgeschwindigkeit zeichnete sich eine Abnahme mit zunehmender

Kollagenkonzentration ab.
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Abbildung 2: Vergleich verschiedener Kollagenkonzentrationen hinsichtlich der Geschwindigkeit
und Anzahl der Zellen in Bewegung

Mit PKH 26 gefarbte Splenozyten wurden in verschiedene Konzentrationen von Kollagen eingebettet und
Uber drei Stunden mittels konfokaler Lasermikroskopie gefilmt. Die dreidimensionalen Datensatze wurden
mit Bitplane Imaris Software auf (A) die Anzahl der sich bewegenden Zellen, (B) die Maximalgeschwindigkeit
und (C) die Durchschnittsgeschwindigkeit hin ausgewertet. In (B) und (C) wurden die abgebildeten
Durchschnittwerte aus 115 (0,5mg/ml), 52 (1,0 mg/ml), 27 (1,7mg/ml), bzw. 32 (3,0 mg/ml) Einzelwerten
gebildet. Der Fehlerbalken repréasentiert den SEM der Mittelwerte. * = p < 0.05 im Vergleich zu 0,5 mg/ml,
kein * = keine Signifikanz

Um eine moglichst gute Auswertbarkeit der Videos zu erreichen, wurden 1 Million T-
Zellen je Kammer eingesetzt. Dies entspricht nicht der Zelldichte in vivo im
Lymphknoten, ergibt aber Videos, in denen morphologisch noch gut zwischen den

einzelnen T-Zellen unterschieden werden kann (Dzhagalov et al. 2012).

Zur Farbung der Zellen wurden die Membranfarbstoffe PKH 67 (griin) und PKH 26 (rot)
der Firma Sigma-Aldrich verwendet, da sie mit dem konfokalen Lasermikroskop
differenziert werden konnten und die Zellen gut anfarbten. Zur weiteren Analyse wurde
in Kooperation mit dem Bildanalyse-Unternehmen Wimasis Image Analysis ein
automatisiert arbeitender Algorithmus zur Erkennung grin geféarbter DCs, rot gefarbter
T-Zellen und von Zell-Zell-Kontakten entwickelt. Wie sich herausstellte, neigten DCs

dazu, uber die Zeit hinweg den jeweils anderen Farbstoff aufzunehmen. Um dadurch
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keine falschen Kontakte wahrzunehmen, wurde der Algorithmus entsprechend
programmiert, die in den DCs entstehenden roten Flachen nicht falschlicher Weise als

T-Zelle zu erkennen.

In der Anfangszeit des Projektes wurden die Aufnahmen am konfokalen Lasermikroskop
mit einer Aufldsung von 1024 x 1024, einer Abtastrate von 400 Hz und einem Zoomfaktor
von 1,0 durchgefihrt. Im Laufe des Projektes stellte sich heraus, dass auch mit einer
geringeren Aufldsung suffizient auswertbare Videos erstellt werden konnten, wodurch
durch die Zeiteinsparung beim Aufnahmeprozess zwolf statt wie bisher nur 4 Positionen
gleichzeitig gefilmt werden konnten. Hierdurch war es méglich, die dreifache Menge an
Zellen gleichzeitig zu analysieren. Darauf folgend wurden alle weiteren Experimente mit
der niedrigauflésenden Methode gemacht. Diese hatte eine Auflésung von 256 x 256,

eine Abtastrate von 700 Hz und einen Zoomfaktor von 1,7.

Ansicht von oben Ansicht von der Seite
(leer) (beflllt)
Kammer  Glas Kunststoff
Medium
: © Kollagengel
) | ©) 10mm

analysiertes Areal

35mm

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus

Auf der linken Seite ist der Versuchsaufbau schematisch in leerem Zustand und von oben und auf der
rechten Seite in gefiillltem Zustand von der Seite abgebildet. Das System besteht aus vier voneinander
getrennten Kammern.
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Abbildung 4: Foto der befillten Gelkammer (links) und des startbereiten gesamten Versuchsaufbaus
In dem Foto auf der rechten Seite sind (von links nach rechts) das konfokale Mikroskop (Leica TCS SP5),
die Kontrollpanel fir die CO2-Begasung und Temperaturregulierung und der Computer zur Steuerung des
Mikroskops zu sehen.

4.7.2 Versuchsaufbau

Zunachst wurde ein Kollagenmastermix hergestellt, der in einer 1 zu 5 Verdiinnung die
gewollte Konzentration von Kollagen ergab. Fir eine Kollagenendkonzentration von
0,5 mg/ml wurden 10 pl Minimal essential medium (MEM) mit 36 pl autoklaviertem
destilliertem Wasser, 2,93 ul 7,5% Bikarbonatlosung, 1,25 yl 3M Natronlauge und 50 pl
Kollagenmonomerkonzentrat auf Eis in der aufgefihrten Reihenfolge vorsichtig
vermischt. Von der erhaltenen Losung wurden auf Eis 20 pl zu 80 pl Zellsuspension
gegeben, vorsichtig vermischt und in eine der vier Kammern einer Glasboden-
Petrischale pipettiert (siehe Abbildung 3 und linke Seite Abbildung 4). In 80 ul
Zellsuspension befanden sich 0,1 Mio mit PKH 67 geféarbte DCs und 1 Mio mit PKH 26
gefarbte T-Zellen. Nach 45 Minuten Inkubation bei 37°C war das Gel polymerisiert und
es wurden 500 pl T-Zell-Medium als Verdunstungspuffer in jede Kammer tber das Gel
gegeben. Rekombinantes IL-2 wurde in entsprechender Menge sowohl zur
Zellsuspension als auch in den Uberstand gegeben, sodass in allen Kompartimenten
des Versuchs eine einheitliche IL-2 Konzentration von 10 Units/ml herrschte.
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Abbildung 5: Videoausschnitt mit griin geféarbter BMDC und rot gefarbten Treg-Zellen

Grun (PKH67) gefarbte BMDCs und rot (PKH26) gefarbte Treg-Zellen wurden in ein dreidimensionales
Kollagengel eingebettet und bei 37° C und Begasung mit 5% CO3-haltiger Luft mehrere Stunden kokultiviert.
Der Kantenlange des abgebildeten Bildausschnittes entsprechen etwa 100 pum.

Am konfokalen Mikroskop wurde die Glasboden-Petrischale mit 5% CO2-haltiger Luft
begast und auf konstant 37°C beheizt (siehe Abbildung 4). Die Aufnahmen wurden mit
einem konfokalen Lasermikroskop von Leika mit einem 20x Objektiv vorgenommen. Die
Farbstoffe PKH 67 und PKH 26 wurden mit einem Argonlaser der Wellenlange 488 nm,
respektive 514 nm angeregt und das emittierte Licht wurde mit einem Prismenfilter von
500 bis 540 nm, respektive 600 bis 700 nm detektiert. In jeder der 4 Kammern der
Glasboden-Petrischale wurde eine Position markiert, an der 30 um tber dem Glasboden
ein 100 ym hoher und 600 pym breiter Quader der Kollagenmatrix durch 21 Einzelbilder,
je im vertikalen Abstand von 5 um, etwa alle 2 Minuten aufgenommen wurde. Am
Computer konnte daraus ein dreidimensionaler Film der gefarbten Zellen in dem
jeweiligen Ausschnitt aus der Kollagenmatrix erzeugt werden. Die Aufnahmedauer belief
sich auf etwa 15 Stunden. Fir die weitere Auswertung wurden die ersten 200 Frames
verwendet, was den ersten 8 Stunden und 20 Minuten des Versuchs entspricht, da die

Vitalitat der Zellen in der zweiten Halfte des Videos zunehmend schlechter wurde.
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Abbildung 6: Videoausschnitt mit griin gefarbten DC2.4 und rot geféarbten Treg-Zellen

Griin (PKH67) gefarbte DC2.4 und rot (PKH26) gefarbte Treg-Zellen wurden in ein dreidimensionales
Kollagengel eingebettet und bei 37° C und Begasung mit 5% CO2-haltiger Luft mehrere Stunden kokultiviert.
Der Kantenlange des abgebildeten Bildausschnittes entsprechen etwa 100 pum.

4.7.3 Auswertung

Der Film wurde fur die Auswertung in ein zweidimensionales Video konvertiert und
anschlieend von dem automatisierten Algorithmus analysiert. Das Ergebnis der
Analyse wurde in einer Tabelle ausgegeben. Fir jeden Frame des Videos wurden jeweils
die Gesamtzahl an DCs und T-Zellen sowie jeweils die Zahl der Zellen die sich mit einer
der anderen Zellpopulation in Kontakt befand berechnet. Jede Videoanalyse wurde von
Hand auf mogliche falsch erkannte Zellen Uberprift. Als ndchsten Schritt wurde fir jeden
Frame die durchschnittliche Prozentzahl an DCs, die in Kontakt mit T-Zellen steht

berechnet.
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Abbildung 7: Gesamtansicht eines Videos mit griin gefarbten BMDC und rot gefarbten Treg-Zellen

Grun (PKH67) gefarbte BMDCs und rot (PKH26) gefarbte Treg-Zellen wurden in ein dreidimensionales
Kollagengel eingebettet und bei 37° C und Begasung mit 5% CO3-haltiger Luft mehrere Stunden kokultiviert.
Der abgebildeten Rasterung entsprechen etwa 50 pm, die Gesamtbreite des Bildes betragt 600 pm.

Trotz gleicher Ausgangszellzahlen fir jede Kondition gab es teilweise Unterschiede in
der Gesamtzellzahl der T-Zellen je Video. Da man bei einer hoheren Gesamtzahl an T-
Zellen haufiger zufallige Zelliberlappungen und -kontakte erwarten kann und dies zu
einer statistischen Verzerrung fihren wirde, wurden die resultierenden Prozent-Werte
der DCs auf eine durchschnittliche T-Zell-Zahl normiert. Hierfir wurde folgender Maf3en
vorgegangen:

N _een (DUrchschnitt)

Nr_zeiien (FTrame)

%DCs(normiert) = %DCs x

Formel 1: Berechnung der normierten Prozentanzahl der DCs die in Kontakt mit T-Zellen stehen

%DCs = Prozent der DCs, die im jeweiligen Frame mit T-Zellen in Kontakt stehen; nt-zelen(Durchschnitt) =
durchschnittliche Anzahl der T-Zellen, gemittelt aus allen Konditionen des Versuches; nr-zeien(Frame) =
Anzahl der T-Zellen im jeweiligen Frame des betrachteten Videos
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Abbildung 8: Ausschnitt aus einem Videoframe nach Auswertung mit dem automatisierten
Algorithmus

Grun (PKH67) gefarbte DC2.4 und rot (PKH26) gefarbte Treg-Zellen wurden in ein dreidimensionales
Kollagengel eingebettet und bei 37° C und Begasung mit 5% CO:2-haltiger Luft gefilmt. Dies ist ein
reprasentativer Frame nach Analyse mit dem automatisierten Algorithmus. Die Umrandungen haben
folgende Bedeutung: blau = DC ohne Kontakt; tiirkis = DC in Kontakt; gelb = T-Zelle ohne Kontakt; rosa =
T-Zelle mit Kontakt. Der abgebildeten Rasterung entsprechen 50um.

4.8 Statistische Analyse

In der vorliegenden Arbeit wurden Ergebnisse durch ihr arithmetisches Mittel, ihren
Standardfehler des Mittelwertes (Standard error of the mean = SEM) und bei
Verwendung der Punktewolken-Diagramme zusétzlich durch alle Einzelwerte
angegeben. Signifikanzen zwischen den einzelnen Gruppen wurden anhand des
zweiseitigen Student-t-Tests fur unverbundene Stichproben berechnet. Alle statistischen
Berechnungen wurden mit GraphPad Prism vorgenommen und Signifikanz wurde fur

p < 0,05 angenommen.
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5 Ergebnisse

5.1 CCL22 Produktion dendritischer Zellen fuhrt selektiv zu mehr

Kontakten mit regulatorischen T-Zellen

DCs befinden sich innerhalb des Immunsystems an einer Schllsselposition, an der
entschieden wird, ob auf ein bestimmtes Antigen eine Aktivierung des Immunsystems
im Sinne einer Immunantwort, oder eine immunsuppressive Reaktion hervorgerufen
wird. Eine der wichtigsten Komponenten dieser Entscheidungsfindung ist die

immunsuppressiv wirkende Treg-Zelle.

Das direkte "In-Kontakt-Treten" von Treg-Zellen mit DCs ist essentiell fur ihre suppressive
Funktion, da ihr potentester Suppressionsmechanismus, namlich die Interaktion von
CTLA4 mit CD80 und CD86 auf DCs, dies voraussetzt (Tang et al. 2006, Onishi et al.
2008, Wing et al. 2008, Sakaguchi et al. 2009, Sakaguchi et al. 2010, Wing and
Sakaguchi 2010). Der Mechanismus, der zu dieser Kontaktformation fuhrt, ist noch nicht
bekannt und sollte moglichst spezifisch fir T.g-Zellen sein, da sie eine vollig andere
Funktion haben als die T-Effektor-Zellen (Tes-Zellen), welche die lbrigen Th-Zellen

darstellen, die auf ein passendes Antigen immunstimulierend wirken kdnnen.

Nach TLR-Stimulation von DCs zeigt sich in ihrem Chemokinexpressionsprofil eine
deutliche Hochregulation von CCL22 und CCL17 (Lieberam and Forster 1999, Sallusto
et al. 1999). Der Rezeptor dieser beiden Chemokine ist CCR4 und ist unter
homoostatischen Bedingungen selektiv auf Treg-Zellen exprimiert (lellem et al. 2001). Im
Rahmen der nachfolgenden Versuche wurde untersucht, ob von DCs sezerniertes
CCL22 zu mehr Kontakten mit Trg-Zellen fuhrt und ob dieser Effekt spezifisch im

Vergleich mit Tex-Zellen ist.

5.1.1 DC-Teg-Zell-Kontakte sind unter CCL22 Uberexpression durch DCs

vermehrt

Hierfir wurde die immortalisierte, mit einem lentiviralen CCL22-Tet-On Konstrukt
transfiziert Zelllinie DC2.4 mit Tg-Zellen oder Tes-Zellen in einem dreidimensionalen

Kontakt- und Migrationsassay kokultiviert.
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Abbildung 9: CCL22 ELISA aus DC2.4 Uberstand
CCL22 Konzentration wurde aus dem Uberstand der Kokultur mit Treg- (links) und Tes-Zellen (rechts)

jeweils ohne und mit Doxycyclin-Zugabe und damit CCL22 Uberexpression bestimmit.

Die Teg-Zellen wurden aus Splenozyten durch MACS mit den Kriterien CD4+ und CD25+
und die Tes-Zellen mit den Kriterien CD4+ und CD25- gewonnen. Die DC2.4 Zellen
wurden vor dem Versuch entweder Uber 12 Stunden mit 2 ug/ml Doxycyclin inkubiert
oder waren unbehandelt. DC2.4 Zellen kénnen ohne Doxycyclin-Zugabe kein CCL22
produzieren. Die DCs und T-Zellen wurden unterschiedlich geféarbt, im Verhaltnis 1 zu
10 in ein Kollagengel eingebettet und es wurde ein dreidimensionaler Kontakt- und
Migrationsassay durchgefiihrt. Aus den Uberstanden wurde CCL22 mittels ELISA
bestimmt (siehe Abbildung 9) und die Videos wurden durch einen automatisiert

arbeitenden Algorithmus auf Kontaktformation hin ausgewertet.

Die CCL22 Konzentration war in den Konditionen mit CCL22 Uberexpression
erwartungsgemaf erhoht, wahrend in der Kondition ohne Uberexpression mit Treg-Zellen
so gut wie kein CCL22 nachgewiesen werden konnte (Abbildung 9). Tex-Zellen kdnnen
geringe Mengen CCL22 produzieren (siehe Einleitung unter 1.4.2 Die Chemokine
CCL22 und CCL17), weshalb in den Versuchsansatzen, die Tes-Zellen enthalten, auch

in der Kondition ohne Doxycyclin-Zugabe CCL22 nachweisbar ist.

Bemerkenswert war, dass sich fiir DCs mit CCL22 Uberexpression eine signifikante
Zunahme der Kontaktrate mit Treg-Zellen zeigte, wahrend mit Te-Zellen kein Unterschied
zur Kontrollkondition festzustellen war (Abbildung 10). Somit ist anzunehmen, dass die

Sekretion von CCL22 in DCs spezifisch die Kontaktformation mit T.eg-Zellen vermittelt.
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Abbildung 10: CCL22 Uberexprimierende DC2.4 mit Treg- und Test-Zellen

10° mit PKH67 (griin) gefarbte, mit CCL22-Tet-On Konstrukt stabil transfizierte DC2.4 und 108 mit PKH26
(rot) gefarbte Treg-, bzw. Ter-Zellen wurden in ein dreidimensionales Kollagengel eingebettet und bei 37° C
und Begasung mit 5% CO3-haltiger Luft tiber 8 Stunden gefilmt. Zur CCL22-Uberexpression wurden die
DC2.4 fur 12 Stunden mit 2 pg/ml Doxycyclin vorbehandelt. Die Videos wurden mit einem automatisierten
Algorithmus ausgewertet. Dargestellt sind die Prozent der DCs, die mit T-Zellen in Kontakt stehen fiir
Kokultur mit Treg- (links) und Tes-Zellen (rechts) jeweils ohne und mit CCL22 Uberexpression. Ein Punkt
entspricht einem Frame eines Videos; ein Video je Kondition; Fehlerbalken = SEM; p ***<0,001; ns = nicht
signifikant; dieser Versuch wurde finf Mal durchgefuihrt (davon zweimal im direkten Vergleich mit Tes-Zellen)

5.1.2 DC-Tieg-Zell-Kontakte sind unter selektivem CCL22 Knockout in DCs

verringert

Die Uberexpression von CCL22 in DC fiihrt zu vermehrten Kontakten mit Tg-Zellen.
Aufbauend auf diesem Befund sollte nun die Hypothese, dass durch einen selektiven
Knockout von CCL22 in DCs die Kontakte mit Teg-Zellen reduziert werden, tberpriift
werden. Hierfir wurden DCs aus Knochenmark von Mausen mit CCL22-Knockout und
von Wildtyp (WT) Mausen generiert und mit WT Teg-Zellen oder WT Tex-Zellen im

dreidimensionalen Kontakt- und Migrationsassay kokultiviert.
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Abbildung 11: CCL22 ELISA aus Uberstand von Versuch mit DCs mit CCL22 Knockout

CCL22 Konzentration wurde aus dem Uberstand der Kokultur mit Treg- (links) und Tew-Zellen (rechts)
jeweils mit WT oder mit CCL22 Knockout DCs bestimmt.

Aus den Uberstanden wurde CCL22 mittels ELISA bestimmt und die Videos wurden
durch einen automatisiert arbeitenden Algorithmus auf Kontaktformation hin

ausgewertet.

Die Konditionen mit CCL22 Knockout DCs zeigten tatsachlich so gut wie keine (im Fall
von Ko-Kultivierung mit Teg-Zellen) beziehungsweise nur sehr geringe (im Fall von Ko-
Kultivierung mit Tex-Zellen) CCL22 Konzentrationen. Letzteres kann, wie schon unter

5.1.1 angesprochen durch die Tex-Zellen selbst erklart werden.

Fur die nicht zur CCL22 Produktion fahigen DCs zeigte sich eine signifikante Abnahme
der Kontaktrate mit Teg-Zellen. In der Ko-Kultur mit Tes-Zellen war kein Unterschied zur
WT Kondition festzustellen(Abbildung 12). Nachdem gezeigt werden konnte, dass es
unter Doxycyclin-induzierter CCL22 Uberexpression zur vermehrten Kontakt-Frequenz
von DCs mit Treg-Zellen kommt (siehe 5.1.1), wird hier nun gezeigt, dass es durch mittels
CCL22-Knockout ausgeschaltener CCL22 Produktion durch DCs zu einer Verringerung
der Kontakt-Frequenz mit Twg-Zellen kommt. Beide Ergebnisse unterstiitzen die
Hypothese, dass die Kontaktvermittlung zwischen DCs und Trg-Zellen tber von DCs

sezerniertes CCL22 vermittelt wird.
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Abbildung 12: DCs mit CCL22-Knockout mit Treg- und Ter-Zellen

10° mit PKH67 (griin) gefarbte BMDCs und 10® mit PKH26 (rot) gefarbte Treg-, bzw. Ter-Zellen wurden in ein
dreidimensionales Kollagengel eingebettet und bei 37° C und Begasung mit 5% COz-haltiger Luft Uber 8
Stunden gefilmt. BMDCs wurden entweder aus Knochenmark von WT oder von CCL22 -/- M&usen generiert.
Siehe flir ergdnzende Informationen zur Auswertung und Darstellung Legende Abbildung 10; drei Videos je
Kondition; dieser Versuch wurde zwei Mal durchgefihrt

5.1.3 DC-Teg-Zell-Kontakte sind unter CCL22 Knockdown in DCs verringert

Um den Beitrag von CCL22 zur DC-Trg Kontaktbildung weiter zu validieren, wurde ein
Versuch mit DCs mit CCL22-Knockdown durch RNA-Interferenz durchgefiihrt. Hierfiir
wurden DCs aus Knochenmark von WT Mausen generiert und einer RNA-Interferenz
durch Elektroporation unterzogen. Durch die Transfektion zeigte sich eine deutliche

Suppression der CCL22 Produktion im Vergleich zur Kontroll-siRNA (siehe Abbildung
13).
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Abbildung 13: CCL22 ELISA aus Uberstand von Versuch mit DCs mit CCL22-RNA-Interferenz
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CCL22 Konzentration wurde aus dem Uberstand der Kokultur von Treg-Zellen mit DCs mit Kontroll-siRNA
(links) oder mit gegen CCL22-mRNA gerichtete siRNA (rechts) bestimmt.

Die vorhergehenden Versuche bestatigend zeigte sich fur die DCs mit eingeschrankter
Fahigkeit zur CCL22-Produktion eine Abnahme der Kontaktrate mit Trg-Zellen im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 14). Auch dieses Experiment unterstreicht die
Bedeutung von CCL22 fur die Kontaktbildung von DCs mit Teg-Zellen.
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Abbildung 14: DCs mit RNA-Interferenz Knockdown von CCL22 mit Treg-Zellen

10° mit PKH67 (griin) gefarbte BMDCs und 10° mit PKH26 (rot) gefarbte Treg-Zellen wurden in ein
dreidimensionales Kollagengel eingebettet und bei 37° C und Begasung mit 5% CO:z-haltiger Luft Uber 8
Stunden gefilmt. BMDCs wurden aus Knochenmark von WT Mausen generiert und einer RNA-Interferenz
entweder mit Kontroll-siRNA (siKtrl) oder siRNA gegen CCL22-mRNA (siCCL22) unterzogen. Siehe fir
erganzende Informationen zur Auswertung und Darstellung Legende Abbildung 10; ein Video je Kondition;
dieser Versuch wurde vier Mal durchgefiihrt

5.2 CCL17 Produktion dendritischer Zellen fuhrt selektiv zu mehr

Kontakten mit regulatorischen T-Zellen

Wie unter 5.1 (Seite 42) ausgefuhrt, ist die Kontaktformation mit DCs fir die Funktion
von Tg-Zellen essentiell. Analog zu CCL22 wird allerdings auch CCL17 nach TLR-
Stimulation von DCs vermehrt exprimiert und der Rezeptor beider Chemokine, CCR4 ist

unter homoostatischen Bedingungen selektiv auf Teg-Zellen exprimiert.
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Im Rahmen der nachfolgenden Versuche soll untersucht werden, ob von DCs
sezerniertes CCL17 zu mehr Kontakten mit Teg-Zellen fuhrt und ob dieser Effekt

spezifisch im Vergleich mit Teg-Zellen ist.

5.2.1 DC-Teg-Zell-Kontakte sind unter CCL17 Uberexpression durch DCs

vermehrt

In diesem Experiment wurde diese Hypothese mit DCs, welche CCL17 Doxycyclin-
induziert Uberexprimieren kdnnen, gepruft. Hierfur wurde die immortalisierte, mit einem
lentiviralen CCL17-Tet-On Konstrukt transfizierte Zelllinie DC2.4 mit Treg-Zellen oder Tes-
-Zellen in einem dreidimensionalen Kontakt- und Migrationsassay kokultiviert. Der

Versuchsaufbau entspricht dem unter 5.1.1, Seite 42 beschriebenem.
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Abbildung 15: CCL17 ELISA aus Uberstand von DC2.4 Zellen mit CCL17 Uberexpression
Die CCL17 Konzentration wurde aus dem Uberstand der Kokultur mit Treg- (links) und Tex-Zellen (rechts)

jeweils ohne und mit Doxycyclin-Zugabe und damit CCL22 Uberexpression bestimmt.

In den Konditionen mit Uberexpression war CCL17 héher als in den Konditionen ohne
Doxycyclin Vorinkubation (Abbildung 15), gleichwohl war die Starke der Uberexpression

im Vergleich zu CCL22 geringer ausgepragt.

Fur DCs mit CCL17 Uberexpression zeigte sich eine deutliche Zunahme der Kontaktrate
mit Treg-Zellen, wahrend das fur Tes-Zellen nicht der Fall war (Abbildung 16). Dieses
Ergebnis zeigt, dass auch CCL17 eine entscheidende Rolle fur die Kontaktformation von

Treg-Zellen und DCs spielt.
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Abbildung 16: CCL17 Uberexprimierende DC2.4 mit Treg- und Test-Zellen

10° mit PKH67 (griin) gefarbte, mit CCL17-Tet-On Konstrukt stabil transfizierte DC2.4 und 108 mit PKH26
(rot) gefarbte Treg-, bzw. Ter-Zellen wurden in ein dreidimensionales Kollagengel eingebettet und bei 37° C
und Begasung mit 5% COz-haltiger Luft Uber 8 Stunden gefilmt. Siehe fir ergdnzende Informationen zur
Methodik, Auswertung und Darstellung Legende Abbildung 10; ein Video je Kondition; dieser Versuch wurde
zwei Mal durchgefiihrt

5.2.2 DC-Teg-Zell-Kontakte sind unter CCL17 Knockdown in DCs verringert

Aufbauend auf den Ergebnissen mit CCL17 Uberexpression wurde in diesem
Experiment die Hypothese durch DCs mit CCL17-Knockdown durch RNA-Interferenz
erganzend Uberpruft. Hierfir wurden DCs aus Knochenmark von WT Mausen generiert,
einer RNA-Interferenz durch Elektroporation unterzogen und mit T.eg-Zellen in einem
dreidimensionalen Kontakt- und Migrationsassay kokultiviert. Der Versuchsaufbau

entspricht dem unter 5.1.3, Seite 46 beschriebenem.
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Abbildung 17: CCL17 ELISA aus Uberstand von Versuch mit DCs mit CCL17-RNA-Interferenz
CCL17 Konzentration wurde aus dem Uberstand der Kokultur von Treg-Zellen mit DCs mit Kontroll-siRNA

(links) oder mit gegen CCL17-mRNA gerichtete siRNA (rechts) bestimmt.

Durch die Transfektion zeigte sich eine Suppression der CCL17 Produktion im Vergleich
zur Kontroll-siRNA (siehe Abbildung 17). Fur die DCs mit eingeschrankter Fahigkeit zur
CCL17-Produktion zeigte sich eine deutliche Abnahme der Kontaktrate mit Trg-Zellen
im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 18). Dieser Versuch bestéatigt die Bedeutung
von CCL17 fur die DC-Teg-Zell-Kontaktformation.
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Abbildung 18: DCs mit RNA-Interferenz Knockdown von CCL17 mit Treg-Zellen

10° mit PKH67 (grin) gefarbte BMDCs und 108 mit PKH26 (rot) gefarbte Treg-Zellen wurden in ein
dreidimensionales Kollagengel eingebettet und bei 37° C und Begasung mit 5% CO:2-haltiger Luft Uber 8
Stunden gefilmt. BMDCs wurden aus Knochenmark von WT Mausen generiert und einer RNA-Interferenz
entweder mit Kontroll-siRNA (siKtrl) oder siRNA gegen CCL17-mRNA (siCCL17) unterzogen. Siehe fiir
ergénzende Informationen zur Auswertung und Darstellung Legende Abbildung 10; ein Video je Kondition;
dieser Versuch wurde zwei Mal durchgefiihrt
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5.3 CCL22-vermittelte Kontaktformation ist CCR4-abhangig

In den vorhergehenden Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Attraktion von
Treg-Zellen zu DCs von CCL22 und CCL17 abhéngig ist (siehe 5.1 und 5.2). Wie anfangs
erwahnt ist CCR4 der einzige bekannte Rezeptor dieser beiden Chemokine und wird fast
ausschlielich auf Treg-Zellen exprimiert (siehe 1.4.2, Seite 11). Vor diesem Hintergrund
ist zu erwarten, dass die auf CCL22- und CCL17-basierende Attraktion gleichsam auch
von dem Vorhandensein von CCR4 auf T.g-Zellen abhangig ist. In diesem Experiment

wurde diese Hypothese Uberpruft.

Der grundsatzliche Aufbau des Versuches entspricht dem unter 5.1.1, Seite 42,
beschriebenem. Als DCs wurden hier nun DC2.4 mit CCL22 Uberexpression und als T-
Zellen Treg-Zellen aus CCR4-Knockout und WT M&ausen verwendet.

Wahrend in der Gruppe mit WT Teg-Zellen die Kontaktformation unter CCL22
Uberexpression zunahm, war in der Gruppe mit CCR4-Knockout Teg-Zellen keine
Zunahme zu beobachten (Abbildung 19). Diese Ergebnisse bestéatigen die Hypothese,
dass die Attraktion von Teg-Zellen zu DCs Uber die CCL22-CCR4-Achse vermittelt wird.
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Abbildung 19: CCL22 Uberexprimierende DC2.4 mit WT Treg- und CCR4-Knockout Treg-Zellen

10° mit PKH67 (griin) gefarbte, mit CCL22-Tet-On Konstrukt stabil transfizierte DC2.4 und 108 mit PKH26
(rot) gefarbte WT Treg-, bzw. CCR4 -/- Treg-Zellen wurden in ein dreidimensionales Kollagengel eingebettet
und bei 37° C und Begasung mit 5% COgz-haltiger Luft Gber 8 Stunden gefilmt. Siehe fur ergdnzende
Informationen zur Methodik, Auswertung und Darstellung Legende Abbildung 10. Drei Videos je Kondition;
Fehlerbalken = SEM; p ***<0,001
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5.4 In vivo induzieren CCL22-defiziente dendritische Zellen eine

verstarkte Immunantwort

Nachdem in vitro die spezifische Attraktion von Teg-Zellen zu DCs durch CCL22 (siehe
5.1, Seite 42) und dessen Abhangigkeit von der CCR4 Expression (siehe 5.3, Seite 51)
gezeigt werden konnte, wurde die Rolle der CCL22-vermittelten Tig-DC-

Kontaktformation in vivo untersucht.

Vor dem Hintergrund der immunsuppressiven Wirkung der Tg-Zellen ist zu erwarten,
dass DCs, welche kein CCL22 produzieren und damit weniger Kontakte mit Tg-Zellen
haben, eine starkere Immunreaktion hervorrufen. Diese Hypothese wurde im Rahmen
eines Vakzinierungsversuches mit aktivierten und mit Antigen-beladenen DCs
untersucht. Hierzu wurde die Immunantwort, die von CCL22-defizienten DCs

hervorgerufen wird mit der von WT DCs verglichen.

Hierfr wurden C57 BL/6 Mause mit WT oder CCL22 -/- DCs vakziniert und die Starke
der Immunantwort quantifiziert. Konkret wurden WT Mausen dreimalig im Abstand von
14 Tagen intraperitoneal OVAzs7-264 gepulste BMDCs, CpG und Imject Alum injiziert. Die
BMDCs wurden entweder aus Knochenmark von WT Mausen oder von CCL22 -/-
Mausen generiert. Sieben Mause wurden mit CCL22 -/- DCs vakziniert, sieben weitere
mit WT DCs und vier wurden nicht vakziniert. Als Mal3 fir die Immunantwort wurden eine
Woche nach der letzten Injektion ein IFN-y Restimulationsassay sowie eine Bestimmung
des Anteils OVAuzs7.064 Spezifischer zytotoxischer T-Zellen mit aus peripherem Blut

gewonnen Zellen vorgenommen.
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Abbildung 20: Bestimmung OVAzs7-264 sSpezifischer CD8+ CD19- Zellen aus peripherem Blut
2 Millionen, aus peripherem Blut isolierte Zellen wurden mit H-2Kb OVA2s7-264 PE Pentameren, pacific blue
anti-CD8 Antikorper und anti-CD19 PerCP-Cy5.5 Antikdrper gefarbt und mittels FACS analysiert. Dargestellt
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sind die % OVA spezifischen CD8+ CD19- Zellen, jeweils fur die Gruppen unvakziniert (4 Mause), vakziniert
mit WT DCs (7 M&use) und vakziniert mit CCL22 -/- DCs (7 Mause). Fehlerbalken = SEM; p *<0,05; dieser
Versuch wurde zwei Mal durchgefiihrt

Mit CCL22 -/- DCs vakzinierte Mause hatten etwa doppelt so viele OVA spezifische T-
Zellen und etwa dreimal so viele IFN-y positive CD8+ Zellen nach OVA-Restimulation
wie Mause, die mit WT DCs vakziniert wurden (Abbildung 20 und Abbildung 21). Diese
Ergebnisse deuten auf eine hohe Relevanz von CCL22 fir die Funktion von DCs in vivo
hin.
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Abbildung 21: Bestimmung IFN-y positiver CD8+ Zellen nach OVA2s7.264 Restimulation

4 Millionen aus peripherem Blut isolierte Zellen wurden mit 5 pg/ml OVAzs7-264 restimuliert und Brefeldin A
ausgesetzt. Nach 4 Stunden wurde die Zelloberflache mit anti-CD8 APC-Cy-7 Antikdrper und das Zellinnere

mit anti-IFN-Y pacific blue Antikérper geféarbt und die Auswertung mittels FACS vorgenommen. Dargestellt

sind die % IFN-Yy + CD8+ Zellen, jeweils ohne und mit Restimulation fur die Gruppen unvakziniert (4 Mause),
vakziniert mit WT DCs (7 Mause) und vakziniert mit CCL22 -/- DCs (7 Mause). Fehlerbalken = SEM; p
**<(0,01; dieser Versuch wurde zwei Mal durchgefuhrt

5.5 CCL22und CCL17 Produktion dendritischer Zellen fihrt auch im
humanen System selektiv. zu mehr Kontakten mit

regulatorischen T-Zellen

Nachdem in den vorherigen Versuchen gezeigt werden konnte, dass im murinen
System:
1) CCL22 und CCL17 selektiv Treg-Zellen zu DCs anlocken (siehe 5.1 und 5.2),
2) dies fur CCL22 in Abhéangigkeit von der CCR4-Expression auf Teg-Zellen
geschieht (siehe 5.3) und
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3) CCL22 defiziente DCs in vivo eine wesentlich starkere Immunantwort
hervorrufen als WT DCs (siehe 5.4),

sollte nun die Rolle dieser beiden Chemokine im humanen System untersucht werden.

5.5.1 DC-Teg-Zell-Kontakte sind unter CCL22 Knockdown in DCs verringert

Zunéachst wurden humane dendritische Zellen aus peripheren Blutmonozyten generiert
und einem CCL22 Knockdown durch RNA-Interferenz unterzogen. Sie wurden mit

humanen Treg- und Te-Zellen in einem dreidimensionalen Kontakt- und Migrationsassay

kokultiviert.
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Abbildung 22: CCL22 und CCL17 ELISA aus Uberstand von Versuch mit DCs mit CCL22-RNA-
Interferenz (human)

Die CCL22 (links) und CCL17 (rechts) Konzentration wurde aus dem Uberstand der Kokultur mit
Treg- (jeweils links) und Tes-Zellen (jeweils rechts) jeweils mit DCs mit Kontroll-siRNA (siKrtl) oder mit
gegen CCL22-mRNA gerichteter siRNA (siCCL22) bestimmt.

Die Teg-Zellen wurden aus PBMCs durch MACS mit den Kriterien CD4+, CD25+ und
CD127- und die Te-Zellen mit den Kriterien CD4+, CD25- und CD127+ gewonnen. Die
RNA-Interferenz wurde entweder mit einer gegen CCL22-mRNA gerichteten siRNA oder
einer Kontroll-siRNA durchgeftuhrt. Ein dreidimensionaler Kontakt- und Migrationsassay

wurde, wie oben, im murinen System beschrieben (siehe 5.1), durchgefihrt.

Die CCL22 Konzentrationen waren in den Konditionen mit DCs mit anti-CCL22-siRNA
im Vergleich zur Kondition mit Kontroll-siRNA erniedrigt, wahrend die CCL17
Konzentration unbeeinflusst bliebt (Abbildung 22).
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Fur die DCs mit eingeschrénkter Fahigkeit zur CCL22 Produktion zeigte sich eine
deutliche Abnahme der Kontaktrate mit T.eg-Zellen, wéhrend mit Tes-Zellen kein
Unterschied zur WT Kondition festzustellen war (Abbildung 23).
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Abbildung 23: DCs mit RNA-Interferenz Knockdown von CCL22 mit Treg- und Teft-Zellen (human)

10° mit PKH67 (griin) gefarbte hBMDCs und 108 mit PKH26 (rot) gefarbte humane Treg-, bzw. Ter-Zellen
wurden in ein dreidimensionales Kollagengel eingebettet und bei 37° C und Begasung mit 5% CO--haltiger
Luft Uber 8 Stunden gefilmt. hBMDCs wurden aus peripheren Blutmonozyten generiert und einer RNA-
Interferenz entweder mit Kontroll-siRNA (siKtrl) oder siRNA gegen CCL22-mRNA (siCCL22) unterzogen.
Siehe fiir ergdnzende Informationen zur Auswertung und Darstellung Legende Abbildung 10; drei Videos je
Kondition; dieser Versuch wurde vier Mal durchgefuihrt (einmal im direkten Vergleich mit Tes-Zellen)

5.5.2 DC-Teg-Zell-Kontakte sind unter CCL17 Knockdown in DCs verringert
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Abbildung 24 CCL17 und CCL22 ELISA aus Uberstand von Versuch mit DCs mit CCL17-RNA-
Interferenz (human)

Die CCL17 (links) und CCL22 (rechts) Konzentration wurde aus dem Uberstand der Kokultur mit
Treg- (jeweils links) und Tes-Zellen (jeweils rechts) jeweils mit DCs mit Kontroll-siRNA (siKrtl) oder mit
gegen CCL17-mRNA gerichteter siRNA (siCCL17) bestimmt.
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Analog zu dem Experiment mit CCL22 (siehe 5.5.1), wurden humane dendritische Zellen
einem CCL17 Knockdown durch RNA-Interferenz unterzogen und die Kontakte mit

humanen Tg- und Ter-Zellen quantifiziert.

Die CCL17 Konzentrationen waren in den Konditionen mit DCs mit anti-CCL17-siRNA
im Vergleich zur Kondition mit Kontroll-siRNA erniedrigt, wéahrend die CCL22
Konzentration nicht abnahm (Abbildung 24).

Fur die DCs nach CCL17 siRNA Behandlung zeigte sich ebenfalls eine deutliche
Abnahme der Kontaktrate mit Teg-Zellen, die fir Tex-Zellen nicht beobachtet werden
konnte. Fur Tes-Zellen zeigte sich keine Abnahme der Kontaktformation mit DCs
(Abbildung 25).Diese Ergebnisse unterstitzen die Hypothese, dass auch im humanen
System CCL17 die Kontaktformation von Teg-Zellen mit DCs vermittelt.
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Abbildung 25: DCs mit RNA-Interferenz Knockdown von CCL17 mit Treg- und Teft-Zellen (human)

10° mit PKH67 (griin) gefarbte hBMDCs und 108 mit PKH26 (rot) gefarbte humane Treg-, bzw. Tef-Zellen
wurden in ein dreidimensionales Kollagengel eingebettet und bei 37° C und Begasung mit 5% CO2-haltiger
Luft Gber 8 Stunden gefilmt. h(BMDCs wurden aus peripheren Blutmonozyten generiert und einer RNA-
Interferenz entweder mit Kontroll-siRNA (siKtrl) oder siRNA gegen CCL17-mRNA (siCCL17) unterzogen.
Siehe fur erganzende Informationen zur Auswertung und Darstellung Legende Abbildung 10; drei Videos je
Kondition in Treg Konditionen, zwei Videos in Tes siKtrl und ein Video in Tert SICCL17 Kondition;
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6 Diskussion

6.1 Kontaktformation regulatorischer T-Zellen mit dendritischen
Zellen wird tber CCL22 und CCL17 vermittelt

Treg-Zellen wirken Uber unterschiedliche Mechanismen suppressiv. Angefangen bei der
Storung des Metabolismus anderer Zellen durch IL-2 Deprivation, tber Induktion von
Apoptose, Sekretion verschiedener suppressiver Zytokine und mehrerer direkt gegen
DCs gerichteter Suppressionsmechanismen. Es ist bekannt, dass das Zustandekommen
des Kontaktes von Twg-Zellen mit DCs eine wichtige Grundvoraussetzung fur die
Funktion der Treg-Zellen in vitro wie in vivo ist: nur durch direkten Teg-DC-Kontakt wird
eine Reduktion der Costimulatorischen Molekiile auf DCs erreicht (Misra et al. 2004,
Onishi et al. 2008, Wing et al. 2008), die suppressiv wirkende Indolamin-2,3-
Dioxygenase auf DCs induziert (Onodera et al. 2009), die Aktivierung von T-
Effektorzellen verhindert (Tang et al. 2006) und Tx-Zellen davon abgehalten mit DCs zu
interagieren (Tadokoro et al. 2006, Onishi et al. 2008). Mehrere filhrende Autoren auf
dem Gebiet der Tg-Zell-Forschung gehen dartber hinaus davon aus, dass es einen
zentralen Teg-Zell Suppressionsmechanismus gibt und dieser abhangig von dem
Kontakt mit DCs ist (Sakaguchi et al. 2009, Sakaguchi et al. 2010, Wing and Sakaguchi
2010, Campbell and Koch 2011). Als aussichtsreichster Kandidat fur diesen
Mechanismus gilt CTLA-4. Es wird konstitutiv stark auf Teg-Zellen exprimiert, ist in seiner
Expression durch FoxP3 gesteuert und bei selektivem Defekt von CTLA-4 in Trg-Zellen
entwickelt sich schwerste Autoimmunitat mit einem &hnlichen Krankheitsbild wie bei

volligem Fehlen von Tg-Zellen (Wing and Sakaguchi 2010).

Diese DC-spezifischen Mechanismen setzen alle den direkten Zell-Zell-Kontakt der Treg-
Zelle mit der DC voraus. Bislang sind die Mechanismen der Kontaktformation von DCs

mit Treg-Zellen nur unvollstandig verstanden.

Es wurden zwei Proteine identifiziert, die Gberhaupt erst die Voraussetzung fur einen
suffizienten Tg-DC-Kontakt bilden: Onishi et al. konnten zeigen, dass das Leukozyten
Funktion-assoziierte Antigen-1 (LFA-1) nétig ist, um in Gegenwart von Teg-Zellen effizient
Kontakte mit DCs einzugehen(Onishi et al. 2008). Hierzu wurden jeweils verschieden
gefarbte Teg- und Tex-Zellen mit DCs in einem Rundboden-Well fir 12 Stunden kultiviert
und danach mittels konfokaler Lasermikroskopie auf Kontaktformation mit DCs hin
ausgewertet. Bei Verwendung von LFA-1 -/- Teg-Zellen kam es zu einer wesentlich

geringeren Kontaktformation mit DCs. LFA-1 bindet an das unter anderem auf DCs
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exprimierte Interzellulare-Adhasions-Molekil-1 (ICAM-1) wodurch diese die Migration
von T-Zellen regulieren konnen (Katakai et al. 2013). Das zweite Protein, welches eine
wichtige Rolle fur die T.g-DC-Kontaktformation darstellt, ist das stark auf Tweg-Zellen
exprimierte Neuropilin-1 (Nrp-1) (Mizui and Kikutani 2008, Sarris et al. 2008). Nach
Blockade von Nrp-1 durch Antikbrper kommt es zu einer Reduktion von lang-
anhaltenden Kontakten mit DCs. Es ist entsprechend fir eine effiziente
Antigenerkennung no6tig und verschafft T.g-Zellen durch die langer anhaltenden
Kontakte einen Vorteil gegeniiber Tes-Zellen. Nrp-1 ist Teil der immunologischen

Synapse.

Dies sind allerdings beides zell-standige Molekile, die auf Teg-Zellen exprimiert werden.
Der Anforderung einer Kontaktvermittlung auch tber gré3ere Distanz, wie sie in einem
Lymphknoten von Néten ist, werden sie nicht gerecht. Entsprechend muss es noch einen
Mechanismus der Trg-Zell Attraktion Uber Iosliche Botenstoffe geben. Bei Betrachtung
des Expressionsprofiles von Antigen-prasentierenden Zellen fiir Chemokine fallt auf,
dass CCL22 und CCL17 hauptsachlich von dendritischen Zellen produziert werden
(Godiska et al. 1997, Imai et al. 1999, Lieberam and Forster 1999, Vulcano et al. 2001)
und DCs nach Maturierung diese besonders stark exprimieren (Lieberam and Forster
1999, Vulcano et al. 2001). Gleichzeitig ist deren einziger Rezeptor, CCR4, nahezu
selektiv auf Treg-Zellen vorhanden und diese sprechen in ihrer Migration neben CCL1
besonders stark auf CCL22 und CCL17 an (lellem et al. 2001).

Bisherige Untersuchungen zur Rolle von CCL22 und CCL17 bei der Anlockung von Treg-
Zellen zu DCs haben gezeigt, dass der Uberstand von DCs, die einen Knockdown von
CCL22 und CCL17 mittels RNA-Interferenz erfahren haben, eine geringere
chemotaktische Wirkung auf Teg-Zellen ausibt (Kang et al. 2010). Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass nach GM-CSF Behandlung nur CCL22 produzierende CD11c”*
CD8 DCs zu vermehrter Akkumulation von Teg-Zellen in Lymphknoten fiihren (Layseca-
Espinosa et al. 2013) und, dass in CCR4”- Mausen DCs in mesenterischen Lymphknoten
weniger IDO-Expression aufweisen, welches von Teg-Zellen nur Kontakt-abh&ngig
induziert werden kann (Onodera et al. 2009). Dariiber hinaus fiihrte die Lokalisation
sowohl von CCL17 produzierenden pDCs als auch von T.g-Zellen in der direkten
Umgebung der hochendothelialen Venolen in einem Transplantationsmodell zu der
Vermutung, dass CCL17 zur Attraktion der Trg-Zellen zu den pDCs gefiihrt haben muss
(Ochando et al. 2006). Zusammenfassend ist aus diesen Beobachtungen zu schliel3en,
dass CCL22 und CCL17 fur die Kontaktformation von Tg-Zellen und DCs von

entscheidender Bedeutung sein kénnten.
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In den Experimenten der vorliegenden Arbeit zeigte sich nun im CCL22-
Uberexpressions-Model mit einer mittels lentiviralem CCL22-Tet-On Konstrukt
transfizierten DC2.4 Zelllinie eine Zunahme der Kontaktbildung mit Trg-Zellen unter
CCL22 Uberexpression. Diese Befunde konnten im Versuch mit DCs mit CCL22-
Knockout bestatigt werden: hier war eine Abnahme der Interaktionsfrequenz bei
fehlendem CCL22 festzustellen. Auch im Experiment mit DCs mit RNA-Interferenz
Knockdown von CCL22 wurde eine reduzierte Kontaktformation beobachtet. Fir CCL17
wurde an Hand eines CCL17-Uberexpressions-Models mit einer DC2.4 Zelllinie mit
CCL17-Tet-On Konstrukt eine erhohte Kontaktbildung mit Treg-Zellen unter
Uberexpression nachgewiesen. Entsprechend wurde im Versuch mit DCs mit RNA-
Interferenz Knockdown von CCL17 eine verminderte Interaktionsfrequenz festgestellt.
Zusammenfassend konnten durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit CCL22 und
CCL17 als direkte Vermittler der Treg-Zell Attraktion hin zu DCs und der Kontaktformation

mit diesen identifiziert werden.

Das hier verwendete experimentelle Setting zeichnet sich dadurch aus, dass es das
erste Mal eine Untersuchung der Migration und Interaktion in vitro in einer deutlich
physiologischeren, dreidimensionalen Matrix erlaubt. Dies ahmt die Bedingungen im
Lymphknoten wesentlich besser nach, als die sonst durchgefiihrten zweidimensionalen
Transwell-Assays zur Migrationsuntersuchung oder Versuche im Rundboden-Well zur
Kolokalisation von DCs mit T.g-Zellen (Onishi et al. 2008). Die in dieser Arbeit
vorgestellte Methode hat den Nachteil, dass durch das Absinken von Zellen wahrend
des Polymerisierungsprozesses des Gels in den obersten Kollagen-Schichten keine und
in den untersten vermehrt Zellen vorhanden sind. Bei Wahl des zu untersuchenden
Ausschnittes im mittleren Bereich der Matrix stellt dies jedoch keine Beeintrachtigung
dar. Ein weiterer Nachteil ist der grol3e zeitliche Aufwand der Versuche. Je nach
Vorbehandlung der Zellen (beispielsweise Elektroporation zur RNA-Interferenz) bendtigt
ein Versuch eine Vorbereitung von 12 oder mehr Stunden. Vor Durchfiihrung der ersten
Experimente zu CCL22 und CCL17 wurden Versuche ohne Chemokin-Beeinflussung
durchgefihrt, in der die Reliabilitat der Methode tberprift wurde. Zusammenfassend ist
die Methode des dreidimensionalen Kontakt- und Migrationsassays zwar eine
aufwendige, aber sehr physiologische Methode in vitro die Migration und

Kontaktformation zu untersuchen.



60

6.2 Kontaktformation regulatorischer T-Zellen mit dendritischen
Zellen tiber CCL22 und CCL17 ist selektiv fur regulatorische T-
Zellen

Der Rezeptor der beiden Chemokine CCL22 und CCL17, CCR4, ist nicht ausschlief3lich
auf Teg-Zellen exprimiert. Er kommt auch auf aktivierten Tn-2-Zellen vor und kann dort
zur Anlockung zu Antigen prasentierenden Zellen tGber CCL22 und CCL17 fihren
(D'Ambrosio et al. 1998, Imai et al. 1999). Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass Zell-
Kontakt von aktivierten Ty-Zellen mit DCs durch Antikdrper gegen CCL22 unterbunden
werden kann (Wu et al. 2001). Diese Anlockung von CCR4+ Tyx-Zellen zu DCs spielt in
entztindeter Haut und den dazugehdérigen drainierenden Lymphknoten eine Rolle (Katou
et al. 2001). Neben den Ty-2-Zellen gibt es allerdings auch in der Ty-1-Zell-Population
CCR4+ Zellen (Andrew et al. 2001). Des Weiteren ist CCR4 in Gedachtnis-T-Zellen
exprimiert (Campbell et al. 1999) und erst kirzlich konnte gezeigt werden, dass CCR4
die Interaktion von Thymozyten und Thymus-DCs vermittelt (Hu et al. 2015). Unter
homdostatischen Bedingungen ist CCR4 auf den in der Peripherie vorkommenden
Zellen jedoch am starksten auf Trg-Zellen exprimiert und dessen Liganden erzeugen bei

Treg-Zellen den stérksten chemotaktischen Index (lellem et al. 2001).

Die Experimente der vorliegenden Arbeit konnten nun zeigen, dass die Anlockung von
Treg-Zellen zu DCs tiber CCR4 und dessen Liganden CCL22 und CCL17 selektiv flr Treg-
Zellen im Vergleich mit anderen Ty-Zellen ist. Dies wurde im Versuch mit CCL22
tberexprimierenden, CCL22-defizienten und CCL17 tiberexprimierenden DCs bestatigt.
Des Weiteren wurde die Abhangigkeit der Kontaktformation von DCs mit Tg-Zellen im
CCL22 Uberexpressionsmodell von dem Vorhandensein von CCR4 auf Trg-Zellen
nachgewiesen. Bei Verwendung von CCR4 -/- Tieg-Zellen zeigte sich keine Steigerung
der Interaktionsrate mit DCs.

In einigen Berichten wurde mittels konventionellem Tranwellassay gezeigt, dass auch
CDA4+ Te-Zellen eine minimale Migration zu CCL22 zeigen (lellem et al. 2001, Kang et
al. 2010). Im dreidimensionalen Kontakt- und Migrationsassay konnte allerdings keine
vermehrte Kontaktformation festgestellt werden. Bei diesem beobachteten Widerspruch
konnte die Selektion der Teg-Zellen Uber CD25 eine Rolle spielen, da dadurch auch
aktivierte CD25" Ty-Zellen, welche ebenfalls CCR4 exprimieren kénnen (siehe 1.4.2,
Seite 11), der Tg-Zell-Population zugeordnet werden mussten. Allerdings wurden fir
die Organentnahmen stets vollig unstimulierte also in Immunhomdostase befindliche
Mause verwendet, in denen es zu keiner nennenswerten Immunaktivierung gekommen

sein sollte. Des Weiteren kdnnte es zwar sein, dass der geringe attraktive Effekt von
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CCL22 auf Tes-Zellen zwar ausreicht, um in einem zweidimensionalen Transwell-Assay
eine Migration zu erzeugen, nicht aber fir eine suffiziente Anlockung und

Zellkontaktausbildung in einem dreidimensionalen, komplexeren System.

Nach Bestatigung der selektiven Attraktion und Kontaktformation von T.g-Zellen im
Vergleich mit anderen Tp-Zellen ist der néchste Schritt die Untersuchung, ob es
Unterschiede der Attraktion innerhalb der T.g-Zell-Population gibt. Wie eingangs
erwahnt, lassen sich T.eg-Zellen in Abhangigkeit davon, wie lange ihr Antigen-Kontakt
zuriick liegt in naive und Effektor Treg-Zellen einteilen (siehe 1.3.1, Seite 7). Im humanen
System lasst sich die Unterscheidung von naiven zu Effektor Tg-Zellen anhand der
Starke der CD45RA und FoxP3 Expression vornehmen. Wie in Abbildung 26 zu sehen
lassen sich drei FoxP3 positive Populationen ausmachen. Fraktion | entspricht hierbei
naiven Trg-Zellen und Fraktion Il Effektor Teg-Zellen (Miyara et al. 2009). Fraktion Il hat
einen Tpl7-Zell &hnlichen Phénotyp. Die Expression von CCR4 ist auf Effektor-Tieg-
Zellen starker ausgepragt als auf naiven Teg-Zellen (Sakaguchi 2013). Die
Schlussfolgerung hieraus ist, dass Effektor-Tg-Zellen durch CCL22 und CCL17
entsprechend auch starker zu DCs angelockt und eine ausgepragtere Kontaktformation
mit diesen aufweisen missten. Dies sollte man in zukinftigen Experimenten zur
Gegentberstellung der Attraktion und Kontaktformation von naiven und Effektor Treg-

Zellen untersuchen.

/N

CD45RA

~N
FoxP3 -

Abbildung 26: Schematische Unterscheidung verschiedener T-Zellpopulationen anhand ihrer
CD45RA und FoxP3 Expression. Modifiziert nach (Miyara et al. 2009) und (Sakaguchi 2013)

Die FoxP3 positiven Populationen lassen sich in drei Fraktionen einteilen: Fraktion | = CD45RA positive und
leicht FoxP3 positive Zellen, nTreg = naive Treg-Zellen, Fraktion Il = CD45RA negative und stark FoxP3
positive Zellen, eTreg = Effektor Treg-Zellen, Fraktion 11l = CD45RA negative und leicht FoxP3 positive Zellen,
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kein Treg = keine Treg-Zellen. Die beiden FoxP3 negativen Zellpopulationen werden durch die zwei
hellgriinen kreisrunden Flachen reprasentiert.

6.3 Funktionelle Bedeutung der Kontaktformation regulatorischer
T-Zellen mit dendritischen Zellen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Kontaktformation von Tg-Zellen mit DCs
Uber CCL22 und CCL17 vermittelt wird und dies selektiv fur Teg-Zellen im Vergleich mit
anderen Tp-Zellen geschieht stellt sich die Frage, was die funktionelle Bedeutung dieser
Attraktion und Kontaktformation Uber CCR4 und dessen Liganden ist. In bisherigen
Untersuchungen wurde eine Abhangigkeit der Migration von Trg-Zellen in die nicht-
lymphatischen Organe Haut, Leber sowie Lunge von CCR4 festgestellt. In einer Maus
mit Knochenmark, das zum Teil aus WT Zellen und zum Teil aus CCR4” Zellen bestand
wurde eine reduzierte Migration von CCR4” Teg-Zellen in eben diese Organe
beobachtet (Sather et al. 2007). In der Lunge ist CCRA4 fir Trg-Zellen darliber hinaus bei
der Kontrolle der Effektor-Phase des Asthmas von Bedeutung (Afshar et al. 2013,
Faustino et al. 2013). Des Weiteren spielt CCR4 auch bei der Migration hin zu
Lymphknoten eine Rolle. In einem Mausmodell fir entzindliche Darmerkrankungen
wanderten CCR4™" Treg-Zellen erst wesentlich spater als WT Trg-Zellen in mesenterische
Lymphknoten, was maf3geblich zur Entwicklung einer autoimmunen Kolitis fuhrte (Yuan
et al. 2007). Daruiber hinaus wandern mit anti-CCR4 behandelte Antigen-spezifische
Treg-Zellen nach Vakzinierung mit ihrem spezifischem Antigen schlechter in den
drainierenden Lymphknoten (Pere et al. 2011). Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass die CCR4 Expression auf Trg-Zellen wichtig fur deren Immigration in bestimmte
Organe ist. Wahrend sich CCR4” Mause normal entwickeln (Chvatchko et al. 2000),
kommt es bei selektiver Deletion von CCR4 in Teg-Zellen zu Entwicklung einer schwerste
Autoimmunerkrankung vor allem in Haut und Lunge (Sather et al. 2007). Dieser
Phanotyp ahnelt dem des vdlligen Fehlens von Teg-Zellen in der Scurfy Maus (Clark et
al. 1999). Fraglich ist, ob der autoimmune Phanotyp in vivo alleine durch die reduzierte
Immigration von Tg-Zellen in bestimmte Organe verursacht wird. Die Rolle von CCR4
fur Treg-Zellen muss allerdings Uber die Anlockung hin zu peripheren Organen hinaus
gehen, denn Bayry et al. und Davies et al. konnten zeigen, dass es zu einer gesteigerten
Proliferation humaner Te-Zellen bei Nachahmung einer Immunreaktion in vitro, bei der
die Ter- und Treg-Zellen durch ein Transwell zu den DCs migrieren mussten, kam, wenn
CCRA4-Antagonisten zugesetzt wurden (Bayry et al. 2008, Davies et al. 2009). Des
Weiteren zeigten sie, dass es in der Maus zu einer gesteigerten IFN-y Produktion in vitro

bei Antigen-Restimulation mit CCR4-Antagonisten und einer gesteigerten
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Antikdrperproduktion in vivo nach Vakzinierung unter Zugabe von CCR4-Antagonisten
kam. Dieses Experiment weist auf eine Beteiligung von CCR4 an der direkten
interzellularen Funktionsweise von T.g-Zellen hin. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit legen nahe, dass die wichtige Funktion von CCR4 durch die Kontaktvemittlung
mit DC und Trg-Zellen bedingt ist. Allerdings fand bei ihnen eine Beeinflussung der
CCR4-CCL22/CCL17 Achse nicht spezifisch fur DCs, sondern fur alle im Versuch
befindlichen Zellen, sowie nicht bei der Initiierung einer Immunantwort, sondern erst bei

der Restimulation statt. Des Weiteren wurde die Vakzinierung ohne DCs durchgefihrt.

Um der Rolle von CCR4 fir die Funktion von Teg-Zellen nachzugehen wurden in der
vorliegenden Arbeit Vakzinierungsversuche mit DCs, die aus Knochenmark, welches
entweder von WT DCs oder CCL22-/- Mausen stammte unternommen. WT Mause
wurden mit diesen DCs dreimalig vakziniert und im Anschluss wurde die Immunantwort
an Hand peripherer Blutmonozyten quantifiziert. Mit CCL22-/- DCs kam es zu einer
enormen Steigerung der Immunantwort. Doppelt so viele Antigen-spezifische
zytotoxische T-Zellen wurden generiert und nach Restimulation in vitro trat eine mehr als
dreimal starkere IFN-y Produktion auf. Dies ist vergleichbar mit einer Vakzinierung nach
Treg-Zell-Depletion (Furuichi et al. 2005, de Goer de Herve et al. 2012). Es handelt sich
hierbei um das erste Mal, dass die Rolle von CCL22 bei der Generierung einer
Immunantwort spezifisch auf DCs beleuchtet wurde. Durch die beeindruckende
Steigerung der Immunreaktion, die mit dem vdlligen Fehlen von Tg-Zellen vergleichbar
ist, wird ersichtlich, wie essentiell die Sekretion von CCL22 durch DCs fir die Funktion

von Treg-Zellen sein muss.

Die eigenen Ergebnisse und die Literatur zusammenfassend, ist CCR4 auf Teg-Zellen
neben der schon bekannten ,makroskopischen“ Migration zu peripheren und
lymphatischen Organen hin auch fir die ,mikroskopische®, lokale Migration hin zu DCs
und Kontaktformation mit diesen von grundlegender Bedeutung (siehe Abbildung 27,
Seite 64). Fur die Funktion von Tg-Zellen ist dieser zusatzliche CCR4-vermittelte
Mechanismus essentiell, denn er stellt eine Voraussetzung fur den zentralen
Suppressionsmechanismus der Teg-Zellen dar. DCs produzieren schon im
unstimulierten Grundzustand konstitutiv. CCL22 und CCL17 und locken dadurch
kontinuierlich Teg-Zellen an. Fir die Entwicklung einer Immunantwort ist immer eine
Immunstimulation der Ausgangspunkt. Nach Stimulation der DC kommt es zu einer
deutlichen Steigerung der CCL22 und CCL17 Produktion (Lieberam and Forster 1999,
Sallusto et al. 1999). Es ist anzunehmen, dass dies einer moglichst zigigen Treg-Zell

Anlockung zur DC und Interaktion mit den auf ihr prasentierten Antigenen dient, um im
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Falle der Erkennung eines kommensalen oder Selbstantigens immunsuppressiv zu
wirken. Bei Wegfall der CCL22 und CCL17 vermittelten Attraktion der Teq-Zelle zur DC
kommt es zur ungezigelten Immunreaktion mit der Entwicklung einer Immunantwort
gegen harmlose oder Selbstantigene. Wie wichtig die initiale Anlockung vor allem von
Treg-Zellen nach Immunstimulation ist, wird auch an der Dynamik der Chemokin-
Rezeptor Anpassung nach Aktivierung deutlich. Die Hochregulation eines typischen
inflammatorischen Chemokin-Rezeptor-Profils inklusive CCR4 ist auf T.eg-Zellen im
Vergleich mit anderen CD4* Ty-Zellen wesentlich schneller und starker ausgepragt (Lee
et al. 2007). Dies fuhrt nach Antigenprasentation moglicherweise zu einer viel friiheren
Attraktion von Trg-Zellen zu DCs Uber CCR4 als der Ubrigen Ty-Zellen tber andere

hochregulierte Chemokine.

ccLz CCL22
/

CCL221& CCL17T: Immunsuppression!

Abbildung 27: Schematische Darstellung der immunsuppressiven Wirkung von CCL22 und CCL17

Im Vergleich zum Zustand mit nur geringer CCL22 und CCL17 Produktion durch DCs (links)
kommt es bei Hochregulation der beiden Chemokine (rechts) zu einer wesentlich starkeren
Kontaktformation mit Treg-Zellen. Durch Interaktion von CTLA-4 auf Treg-Zellen mit CD80/86 auf
DCs kommt es zu dessen Transendozytose (Qureshi et al. 2011). Durch die fehlende Co-
Stimulation kommt es zur Immunsuppression. TCR = T-Zell-Rezeptor, AG = Antigen;

6.4 Diskussion widerspruchlicher Literatur zu CCL17

Da CCL17 genau wie CCL22 Uber CCR4 wirkt und in den bisher aufgefiihrten
Ergebnissen einen gleichsinnigen Effekt wie CCL22 hatte, liegt die Vermutung nahe,

dass es auch funktionell ahnlich wie CCL22 wirkt. Man wirde also einen
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immunsuppressiven Effekt durch CCL17 Ausschittung von DCs erwarten. Allerdings
gibt es einige gegensatzliche Literatur zur Funktion von CCL17. So wirkt CCL17 im
Mausmodell von entziindlichen Darmerkrankungen proinflammatorisch (Heiseke et al.
2012). Daruber hinaus fuhrte die CCL17 Produktion von DCs im Mausmodell zu
allergischem Asthma zu einer Verstéarkung des akuten Schubes (Ait Yahia et al. 2014).
Im Atherosklerosemodell wird CCL17 eine proinflammatorische Rolle durch Assoziation
mit verringerter Teg-Zell Akkumulation in den atherosklerotischen L&sionen
zugesprochen (Weber et al. 2011). Passend hierzu wurde ein Zusammenhang der
CCL17 Serumwerte mit dem Auspragungsgrad Koronarer Herzkrankheit gefunden (Ye
et al. 2015). In einem Transplantationsmodell wurde eine Abschwéachung der
AbstoRBungsreaktion bei Fehlen von CCL17 festgestellt (Ait Yahia et al. 2014). In
Nierenzellkarzinom- und Melanompatienten wies man eine Verlangerung des
Uberlebens bei héheren CCL17 Serumlevel nach (Cornforth et al. 2009, Walter et al.
2012). Weiterhin hat im murinen Colonkarzinommodell eine CCL17 Gentherapie zur
Tumorregression geflihrt (Kanagawa et al. 2007). In der Zusammenschau der Literatur
erscheint die Rolle von CCL17 eher immunstimulatorisch. Im Gegensatz dazu wies
CCL17 in den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit in Bezug auf die Kontaktvermittlung
zwischen DCs und Trg-Zellen einen &hnlichen Effekt wie CCL22 auf. Durch CCL17

Produktion von DCs kam es zu vermehrter Kontaktformation mit Teg-Zellen.

Ein mdoglicher Erklarungsversuch fir diese widersprichlichen Erkenntnisse ist, dass
auch CD8* Gedachtniszellen eine CCR4 Expression aufweisen (Kondo and Takiguchi
2009). Tatsachlich wurde der therapeutische Effekt der Gentherapie im
Colonkarzinommodell in der Studie von Kanagawa et al. auf eine verstarkte
Tumorinfiltration mit CD8* T-Zellen zurlickgefihrt (Kanagawa et al. 2007). CCR4 wird
daruber hinaus auch auf DCs exprimiert (Sallusto et al. 1998). Die proinflammatorische
Wirkung von CCL17 im Modell entziindlicher Darmerkrankungen wurde Uber einen
autokrinen Effekt an DCs der zur Ausschiittung inflammatorischer Zytokine fuhrt erklart
(Heiseke et al. 2012). Trotzdem bleibt die Frage, wieso CCL17 so unterschiedlich zu
CCL22 wirken kann, obwohl beide denselben Rezeptor CCR4 besitzen. Zwar gibt es
Unterschiede von CCL17 und CCL22 auf direkter Rezeptorebene, wie, dass die
Bindungsaffinitat von CCL22 um das Dreifache starker ist (Imai et al. 1998), CCL22
einen starkeren Calcium-Einstrom auslost (Imai et al. 1998, D'Ambrosio et al. 2002) und
es zumindest auf humanen Ty-2-Zellen durch CCL22 zu einer starkeren CCR4
Internalisierung kommt (Mariani et al. 2004). Dariber hinaus spielt CCL17 bei der
Extravasation eine Rolle und wird im Gegensatz zu CCL22 bei Entziindung endothelial

exprimiert (Campbell et al. 1999, D'Ambrosio et al. 2002). Es scheint eine gewisse
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Dominanz von CCL22 lber CCL17 zu geben. Bei Kreuzdesensibilisierung dominiert
CCL22 sowohl bei der Induktion des Calcium-Einstroms (Imai et al. 1998), als auch der
Chemotaxis tber CCL17 (Mariani et al. 2004). Nach intensiver CCL22 Exposition ist also
die Fahigkeit auf CCL17 zu reagieren eingeschrénkt, wahrend es durch CCL17 zu keiner
nennenswerten Verringerung der Reaktion auf CCL22 kommt. Des Weiteren flhrt
CCL22 starker zu endothelialer Adhasion als CCL17 (D'Ambrosio et al. 2002).
Tatséchlich kdnnten diese verschiedenen Effekte die widerspriichlichen Erkenntnisse zu
CCL17 erklaren.

Eine weitere Mdglichkeit, die teils gegenséatzliche Wirkung von CCL22 und CCL17 zu
erklaren ist, dass es einen zusatzlichen, bisher unbekannten Rezeptor fir CCL22 oder
CCL17 gibt. Diese Hypothese wurde schon mehrfach von anderen Autoren formuliert
(Imai et al. 1998, Struyf et al. 1998, Schaniel et al. 1999). In der Zusammenschau kénnen
CCL22 und CCL17 zwar beide Teg-Zellen selektiv zu DCs anlocken und mit diesen in

Kontakt bringen, aber auch funktionell gegensatzliche Effekte vermitteln.

6.5 Ubertragbarkeit auf den Menschen und klinisch-therapeutische
Ansatzpunkte

Bei einer Vielzahl medizinischer Situationen ist das Gleichgewicht von Immunstimulation
und Suppression von entscheidender Bedeutung, wie beispielsweise bei
Tumorerkrankungen, Autoimmunerkrankungen und Organtransplantationen. Die
immunsuppressiven Teg-Zellen sind hierbei ein grundlegendes Element. Entsprechend
ist es von groBem Interesse, ob die Ergebnisse dieser Arbeit auf den Menschen zu

Ubertragen sind.

Treg-Zellen spielen bei dem Entkommen von Tumoren vor dem Immunsystem eine
tragende Rolle (Shang et al. 2015). Durch eine Attraktion von T.g-Zellen zu dem
Tumorgewebe kommt es zu einer Suppression von einer gegen den Tumor gerichteten
Immunreaktion (Facciabene et al. 2012). Mittlerweile gibt es viele Erkenntnisse aus
Studien im Menschen, die die Beteiligung von CCL22 und CCL17 in diesem Prozess
aufzeigen. So fihren Uber CCL22 angelockte Tg-Zellen im Ovarialkarzinom zu
verstarktem Tumorwachstum und reduziertem Uberleben (Curiel et al. 2004). In
Mamma-Karzinom Schnitten kann CCL22 Expression nachgewiesen werden, die
CCL22-Expression korreliert mit der Tg-Zell-Attraktion und Tumor-assoziierte Treg-

Zellen befinden sich in direkter Nachbarschaft von DCs. Des Weiteren gibt es eine
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Assoziation zwischen der Menge Tumor-infiltrierender Trg-Zellen und schlechterem
Uberleben und die Metastasierung dieses Tumors in die Lunge wird unter anderem uiber
pulmonale CCL22 Induktion, die zur Trg-Zell Attraktion fuhrt, ermoglicht (Gobert et al.
2009, Olkhanud et al. 2009, Anz et al. 2011).Da die Hauptproduzenten von CCL22 und
CCL17 unter Normalbedingungen DCs sind, liegt die Vermutung nahe, dass diese auch
eine Rolle bei der Tumor-assoziierten Produktion spielen. Fiur CCL22 konnte
nachgewiesen werden, dass es in Tumoren so gut wie ausschlie3lich von DCs produzier
wird (Wiedemann et al. 2016).

Die Ausnutzung der Tumoren von Teg-Zellen bei dem Entkommen vor dem
Immunsystem ermdglicht die Entwicklung darauf aufbauender Therapieansatze. So wird
der Trg-Zell-depletierende anti-CTLA-4 Antikorper Ipilimumab bereits erfolgreich bei
Melanompatienten eingesetzt (Weber 2007). Allerdings ist dies mit der Entwicklung
schwerer Autoimmunreaktion verbunden, was die Anwendung einschrankt. Deshalb sind
neue therapeutische Ansatze in diesem Bereich erforderlich. Eine Méglichkeit ist die
Verwendung von Antikérpern gegen CCR4, CCL22 oder CCL17. Pere et al. fihrten im
Mausmodell Vakzinierungen gegen Tumor-Antigene in Kombination mit Verabreichung
antagonistischer Antikorper gegen CCR4 durch und konnten zeigen, dass so die
Toleranz gegeniber Tumor-Antigenen Uberwunden werden kann (Pere et al. 2011).
Auch gegen T-Zell-Lymphom kann durch anti-CCR4-Antikorper eine Immunantwort
ausgelost werden (Kumai et al. 2015). Eine andere Mdglichkeit in die CCR4-
CCL22/CCL17 Achse einzugreifen ist die Produktion der Chemokine auf DCs zu
verringern. Anz et al. fanden heraus, dass durch Aktivierung des angeborenen
Immunsystems Uber TLR oder RIG-I die CCL22 Produktion tber Typ | Interferone
reduziert werden und dadurch die Anlockung von Trg-Zellen in Tumoren verhindert
werden kann (Anz et al. 2015).

Ein weiterer Therapieansatz sind Vakzinierungen mit DCs gegen Tumor-Antigene.
Mittlerweile ist die erste DC-Vakzinierungs-Therapien von der Food and Drug
Administration (FDA) zugelassen worden und es werden zahlreiche Phase-IlI-Studien
hierzu durchgefiihrt (Dannull et al. 2005, Anguille et al. 2014, Mac Keon et al. 2015). DC-
Vakzinierungen gegen Tumor-Antigene mit CCL22 und CCL17 defizienten DCs kdnnten
analog zu den in diese Arbeit erbrachten in vivo Versuchen zu einer enormen Steigerung
der Immunantwort gegen den Tumor fihren und das bei lediglich lokaler Beeinflussung
der Tieg-Zell-Funktion.
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Durch Steigerung der T.g-DC-Interaktion tiber verstarkte CCL22 oder CCL17 Produktion
lassen sich Toleranz-induzierende DCs generieren, welche bei der Therapie von
Autoimmunkrankheiten, Allergien und TransplantatabstoRungen therapeutische
Moglichkeiten bieten (Steinman and Pope 2002, Steinman and Banchereau 2007,
Belkaid and Oldenhove 2008, Pulendran et al. 2010). Es konnte bereits mehrfach gezeigt
werden, dass CCL22 und CCL17 bei Transplantationen eine entscheidende Rolle bei
der Verhinderung einer AbstoRungsreaktion spielen (Ochando et al. 2006, Paantjens et
al. 2008, Yu et al. 2011) und dass sich Toleranz Uber Vakzinierung hervorrufen lasst
(Dhodapkar et al. 2001, Martin et al. 2003, Sato et al. 2003, Wakkach et al. 2003,

Svensson et al. 2004).
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7 Zusammenfassung

Die Regulation des Immunsystems ist flr unsere Existenz von grundlegender
Bedeutung. Bei Fehlregulation kommt es zur Entstehung von Autoimmunerkrankungen
und unzureichender Infektionsabwehr, beides kann in lebensgeféahrliche medizinische
Situationen minden. Dariiber hinaus nutzen Tumorzellen die kérpereigenen
Regulationsmechanismen aus, um die Entwicklung einer suffizienten Immunreaktion
gegen sie zu verhindern. Fir die Regulation des Immunsystems sind regulatorische T-
Zellen als hochwirksame Vermittler von Immunsuppression von zentraler Bedeutung.
Fur eine effiziente Suppression durch regulatorische T-Zellen ist zwingend ein direkter
Zellkontakt mit dendritischen Zellen erforderlich und bislang ist ungeklart, wie diese
Kontaktformation vermittelt wird. Ziel der vorliegenden Arbeit war die Rolle der
Chemokine CCL22 und CCL17 bei der Interaktion zwischen regulatorischen T-Zellen
und dendritischen Zellen zu untersuchen, denn CCL22 und CCL17 werden
hauptsachlich auf dendritischen Zellen und der Rezeptor CCR4 vorrangig auf

regulatorischen T-Zellen exprimiert.

Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurde die neue Methode des auf konfokaler
Lasermikroskopie basierenden dreidimensionalen Migrations- und Kontaktassays

entwickelt.

Es konnte gezeigt werden, dass im murinen System CCL22 und CCL17 die
Kontaktformation regulatorischer T-Zellen mit dendritischen Zellen vermitteln. Dies
geschieht spezifisch flr regulatorische T-Zellen und nicht mit anderen T-Helfer-Zellen.
Dartber hinaus ist die Kontaktformation abhéngig von der CCR4-Expression auf
regulatorischen T-Zellen. Auch im humanen System konnten diese Befunde durch in
vitro generierte dendritische Zellen und siRNA-Knockdown jeweils beider Chemokine

bestatigt werden.

Darauf aufbauend wurden Mause mit CCL22-defizienten dendritischen Zellen, die mit
dem Impf-Antigen Ovalbumin beladen waren vakziniert. Dabei konnte gezeigt werden,
dass CCL22-defiziente dendritische Zellen eine erheblich potentere Impfantwort

hervorrufen als Wildtyp dendritische Zellen. Die verminderte Kontaktformation von
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CCL22-defizienten dendritischen Zellen und regulatorischen T-Zellen hat somit eine

funktionelle Konsequenz in vivo, namlich eine verstarkte Immunantwort.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse dieser Promotionsarbeit darauf hin, dass von
dendritischen Zellen sezerniertes CCL22 und CCL17 einen grundlegenden Teil des
Suppressionsmechanismus von regulatorischen T-Zellen ausmachen. Eine Modulation
der CCL22-CCL17-CCR4 Achse konnte in Zukunft einen neuen Therapieansatz zur
Behandlung von Tumoren, Autoimmunerkrankungen und Abstof3ungsreaktionen nach

Transplantation darstellen.
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dNTPs 2 -Desoxynukleosid 5°-Triphosphate (Seite 25)
EDTA Ethylen-Diamin-Tetraessigsaure (Seite 15)
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