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Einleitung 1

A Einleitung

1 Die Immunologie: von den Anfangen bis zur Gegenwart

Abb. 1: Der Pesthof stellt die Verhéltnisse in einem Hamburger Hospital im Jahr
1746 dar. Inmitten regen &rztlichen Treibens wird einem Patienten ein Bein amputiert.
(aus ,Die Geschichte der Medizin im Spiegel der Kunst“ von A. S. Lyons und R. J.
Petrucelli Il)

Die altesten immunologischen Beobachtungen stammen bereits aus dem Jahr 430 vor
Christus. Zur Zeit des Peloponnesischen Krieges beobachtete der Geschichtsschreiber
Thucydides wahrend einer Seuche in Athen, dass nur diejenigen Menschen, die bereits
selbst die Krankheit durchgestanden und Uberlebt hatten, Erkrankte versorgen
konnten, ohne sich selbst erneut zu infizieren.

Erst zwei Jahrtausende spater stellte der Landarzt Edward Jenner 1796 in einem
Experiment (abgeleitet vom lateinischen experiri: versuchen, prifen, erfahren) an
einem achtjahrigen gesunden Jungen folgendes fest: wenn man einen Menschen mit
Kuhpocken impfte, war er vor der geféhrlichen Infektion mit Menschenpocken
geschutzt. Melkerinnen, die sich mit den fir Menschen harmlos verlaufenden
Kuhpocken infiziert hatten, blieben von den damals haufig auftretenden
Pockenepidemien verschont oder zeigten nur leichte Krankheitsverlaufe. Jenner
bezeichnete sein Verfahren als vaccination (Vakzination, abgeleitet vom lateinischen
vacca: die Kuh). Dieser Begriff steht auch heute noch fur die Schutzimpfung einer
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gesunden Person mit abgeschwéachten oder attenuierten Krankheitserregern. Aufgrund
seiner Entdeckung gilt Edward Jenner als Begrinder der Immunologie. Bis die anfangs
umstrittenen Massenschutzimpfungen Uberall auf der Welt eingefiihrt waren, verging
geraume Zeit. 1979 verkiindete die Weltgesundheitsorganisation (WHO), dass die
Pocken ausgerottet seien - ein Meilenstein in der modernen Medizin.

Zur Zeit von Jenners erster Schutzimpfung waren die Kenntnisse Uber die Vielzahl der
Krankheitserreger noch ungenau. Erst im 19. Jahrhundert erbrachte Robert Koch den
Beweis, dass Infektionskrankheiten auf Mikroorganismen zurtckzufihren sind. Diese
kénnen einen spezifischen Krankheitsverlauf verursachen. Heute sind vier groBe
Gruppen mikrobieller Pathogene bekannt: Viren, Bakterien, Pilze und Parasiten. Neben
dem Erreger der Tuberkulose entdeckte Koch auch die Tuberkulin-Reaktion, die auf
Basis der Immunantwort den Nachweis einer Tuberkulose-Infektion ermdglichte.

Ebenfalls noch im 19. Jahrhundert entwickelte Louis Pasteur, aufbauend auf den
Erkenntnissen seiner Vorganger, Impfseren gegen Cholera und Tollwut. Von den Uber
300 gegen Tollwut geimpften und im Verlauf infizierten Personen, verstarb kein
einziger. Die Postexpositionsprophylaxe ist noch heute ein wichtiger Bestandteil in der
Therapie akuter Infektionen wie Tetanus, Diphtherie oder HIV.

SchlieBlich gelang es dem New Yorker Chirurgen William B. Coley im Jahr 1893 mit
einer Kombination von Bakterienextrakten Tumorpatienten erfolgreich zu behandeln
(Coley 1991, classic collection). Erst 100 Jahre spéater beginnen wir die Mechanismen
der antitumoralen Wirkung dieser bakteriellen Lysate zu verstehen: durch Imitation
einer bakteriellen Infektion kann eine spezifische antitumorale Immunantwort im Sinne
einer endogenen Vakzinierung verstarkt werden. Die Suche nach den zugrunde
liegenden Wirkmechanismen und damit der Zugang zu einer gezielt therapeutischen
Manipulation ist weiterhin eine wesentliche Triebkraft der immunologischen
Wissenschaft.

Mit dem heutigen molekularen Wissen bezilglich des Immunsystems ist es mdglich,
verschiedenste Krankheiten, angefangen von Tumoren Uber Infektionen bis hin zu

Autoimmunerkrankungen zu beeinflussen.

Eine zentrale Rolle spielen dabei dendritische Zellen (DCs), die als Antigen-
prasentierende Zellen (APCs) eine Mittlerfunktion zwischen angeborenem und
adaptivem Immunsystem einnehmen. Die Aktivierung dendritischer Zellen wird Gber
sogenannte Gefahrensignale (danger signals) ausgeldst. Dies kann entweder durch
exogene mikrobielle Strukturen wie z. B. bestimmte mikrobielle DNA-Sequenzen, die
CpG-Motive (CpG-DNA) enthalten, oder durch endogene Molekile wie beispielsweise
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Adenosin geschehen und so zur Initiierung einer Immunantwort fihren. Die DCs sind

dabei entscheidend an der Integration der verschiedenen Gefahrensignale beteiligt.

Ein fein abgestimmtes System von Chemokinen wiederum sorgt dabei dafiir, dass die
DCs am Ort der Gefahr prasent sind, um dort die Information via danger signals
aufzunehmen und dann, je nach erforderlicher Immunantwort, in Interaktion mit
weiteren Zellen zu treten, die als Effektorzellen gezielte Abwehrmechanismen bereit
stellen. Die vorliegende Arbeit untersucht die plasmazytoide dendritische Zelle (PDC)
und charakterisiert den Einfluss endogener und exogener Gefahrensignale auf ihr
migratorisches und funktionelles Verhalten im Zusammenspiel mit anderen
Immunzellen. Damit tragt die Arbeit bei zum Verstandnis der PDCs, einer Untergruppe
dendritischer Zellen, denen eine zentrale Rolle in der Abwehr viraler Infektionen
zugeschrieben wird.

2 Das humane Immunsystem

2.1 Angeborene und adaptive Immunitat

Tagtaglich sieht sich jeder Mensch mit einer Vielzahl von bedrohlichen
Mikroorganismen und durch diese hervorgerufene Infektionen konfrontiert. Die
Hauptaufgabe des Immunsystems (abgeleitet vom lateinischen immunis: frei,
verschont, unberlhrt) besteht darin, ein komplexes Abwehrsystem gegen eindringende
Pathogene Dbereitzustellen. Eine faszinierende Eigenschaft ist dabei die
Unterscheidung von "Selbst" und "Fremd", worunter auch pathologisch transformierte

eigene Zellen, wie Tumorzellen und Virus-infizierte Zellen, verstanden werden.

In der Immunologie hat sich die Einteilung in zwei Komponenten etabliert: Einerseits
das angeborene, evolutionsgeschichtlich alte Immunsystem, das eine unspezifische,
im Sinne von vielen Mikroorganismen gemeinsame Abwehr leistet; andererseits das
erworbene (= adaptive) Immunsystem, das individuell spezifische Mechanismen zur

Verflgung stellt.

Das angeborene Immunsystem stellt die erste Verteidigungslinie des menschlichen
Organismus dar und kann zur Erkennung von Mikroorganismen nur eine begrenzte
Anzahl von genetisch determinierten Rezeptoren einsetzen, die hochkonservierte
Strukturen erkennen. Vermutlich werden etwa 90 Prozent aller Infektionen durch das
angeborene Immunsystem erkannt und erfolgreich bekampft. Bei Konfrontation mit
einem Pathogen stehen sofort zahlreiche Mechanismen zur Verfigung. Dazu zahlen
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Haut- und Schleimhautbarrieren, das Komplementsystem sowie verschiedene Zellen
wie Granulozyten, Makrophagen, dendritische Zellen (DC) und nattrliche Killerzellen
(NK-Zellen). Diese Zellen sind zum Teil in der Lage, Pathogene selbst zu eliminieren.
Besteht die Infektion fort, induzieren sie unter Beteiligung von Zyto- und Chemokinen,
Adhé&sionsmolekulen und Interferon das klinische Bild einer Entziindung im infizierten
Gewebe. Darlber hinaus aktivieren sie das adaptive Immunystem, das die Infektion
stoppen kann, und tragen zur Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses bei
(Janeway 2002).

Das adaptive Immunsystem zeichnet sich durch eine groBe Anpassungsfahigkeit
gegenitber den Mikroorganismen aus und entwickelt sich erst im Laufe der
Immunantwort und des individuellen Lebens. Antigenspezifische Effektorzellen, die B-
und T-Lymphozyten, kénnen spezifische Strukturen der Pathogene erkennen und
gezielt zelluldare Abwehrmechanismen und molekulare Antikérper bilden. Das
Repertoire an Antigenerkennungsmechanismen in der Gesamtheit dieser Zell-
population ist sehr groB3, da durch den Prozess der somatischen Rekombination jeder
Lymphozyt mit einem strukturell einzigartigen Antigenrezeptor ausgestattet wird, indem
verschiedene und in zahlreichen Auspragungen vorhandene Segmente, die zusammen
fr einen B- oder T-Zell-Rezeptor kodieren, individuell zusammengesetzt werden. Die
Variabilitdt durch Kombination verschiedener Segmente wird noch dadurch vergréBert,
dass einzelne Nukleotide an den VerknUpfungsstellen der Segmente hinzugefligt oder
entfernt werden, was als junctional diversity bezeichnet wird. Trifft nun ein Lymphozyt
auf sein passendes Antigen, beginnt ein Prozess der Vermehrung und Differenzierung,
der als klonale Selektion bezeichnet wird. Durch somatische Hypermutation -
Punktmutationen im Rezeptorbereich - wird wahrend dieser Vermehrung eine
optimierte Anpassung an das Antigen gewahrleistet. Durch den beschriebenen
Prozess steht nun ein hoch spezialisierter Zellklon zur Bek&mpfung eines Pathogens
mit den Effektormechanismen des adaptiven Immunsystems bereit. Bei Erstkontakt mit
einem Antigen ensteht jedoch eine zeitliche Verzbgerung von einigen Tagen bis zum
Erreichen der Effektivitat. In dieser Zeit steht das angeborene Immunsystem mit
schnellen und unspezifischen Abwehrmechanismen bereit.

Die Anzahl verschiedener B- und T-Zell-Rezeptoren, die in einem Individuum im Laufe
eines Lebens gebildet werden, wird in einem Bereich von 10 - 10'® vermutet. Durch
diese enorme Variabilitdt vorhandener Rezeptoren existieren mit groBer Wahr-
scheinlichkeit Erkennungsmechanismen fir viele Pathogene (Chaplin 2006).

Ein besonderes Kennzeichen des adaptiven Immunsystems ist neben der Spezifitat die
Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses durch die Persistenz sogenannter
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Gedéachtniszellen, um zukinftig denselben Mikroorganismus mit kiirzerer Reaktionszeit
und effektiverer Abwehr unschadlich zu machen.

Zur Erregererkennung benétigt das adaptive Immunsystem Antigen-prasentierende
Zellen (APCs). Die wichtigsten APCs sind hochspezialisierte dendritische Zellen, die
zum angeborenen Immunsystem gehéren. Sie sind in der Lage, naiven T-Zellen
Antigene in Form eines Peptid-MHC-Komplexes auf der Oberflache zu prasentieren
und dadurch eine spezifische Immunantwort zu induzieren. Somit stellen sie eine

entscheidende Verbindung zum adaptiven Immunsystem dar.

2.2 Pathogen-assoziierte molekulare Muster und ihre Rezeptoren

Die Unterscheidung zwischen ,Selbst* und ,Fremd” des angeborenen Immunsystems
erfolgt Uber sogenannte Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMP = pathogen-
associated molecular patterns). PAMP weisen mehrere gemeinsame Charakteristika
auf, die fur das Verstandnis der Pathogen-Erkennung entscheidend sind (Medzhitov
2000):

e Sie reprasentieren als konservierte molekulare Muster Stoffwechselprodukte,
die spezifisch fir bestimmte mikrobielle Pathogene sind und im
Wirtsorganismus nicht auftreten. Beispiele dafiir waren Peptidoglykan und
Lipopolysaccharid (LPS), die z. B. in Bakterien vorkommen.

e PAMP sind meist fir das Uberleben der Mikroorganismen essenziell und
mutieren trotz enormen Selektionsdrucks nicht. Wahrend der Evolution des

angeborenen Immunsystems wurden sie als Erkennungsmuster ausgewahlt.

e GrbBere Gruppen von Mikroorganismen besitzen dieselben PAMP, so dass sie
haufig eine bestimmte Pathogenklasse charakterisieren.

Die Erkennung von PAMP erfolgt durch Rezeptoren der angeborenen Immunabwehr,
den sogenannten Pattern recognition receptors (PRR). Verschiedene APCs wie
Makrophagen, Monozyten, dendritische Zellen und B-Zellen exprimieren diese PRRs.
Dies ermdglicht die prazise Unterscheidung von eigenen Molekiilen und Pathogen-
assoziierten fremden Strukturen. Das Expressionsmuster ist jedoch nicht klonal verteilt,
sondern alle Zellen einer bestimmten Subpopulation exprimieren Rezeptoren einer
identischen Spezifitdt. PRRs sind strukturell und funktionell heterogene Proteine
(Medzhitov 1997). Sie beteiligen sich an der Opsonisierung von Bakterien und Viren
zur Phagozytose sowie an der Komplementaktivierung. AuBerdem ermdglichen sie die
Aufnahme durch dendritische Zellen und triggern Signalkaskaden, die zur Transkription
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zahlreicher, an der Immunantwort beteiligter Gene fihrt. Dazu z&hlen neben
antimikrobiellen Peptiden auch inflammatorische Zytokine (Fraser 1998; Stahl 1998).
Entscheidend ist die zeitlich unmitteloare Immunantwort, im Gegensatz zur spater

erfolgenden adaptiven Reaktion.

Heute sind verschiedene Rezeptor-Familien, die zu den PRRs zahlen, bekannt: die
Lektin- (Banchereau 2000), die Scavenger- (Peiser 2002), die Toll-like Rezeptoren
(Barton 2002) sowie die neu entdeckten Familien der RNA-Helikasen (Creagh 2006)
und Nod-like-Rezeptoren (Fritz 2006).

2.2.1 Toll-like Rezeptoren (TLRs)

Toll-like Rezeptoren (TLRs) zahlen zu den PRRs, die Pathogen-assoziierte molekulare
Muster erkennen. Der erste Rezeptor aus dieser Familie (mittlerweile sind zehn
Rezeptoren bekannt) wurde in der Drosophila-Fliege entdeckt und als
Transmembranprotein beschrieben, das die dorso-ventrale Ausrichtung in der
Embryonalentwicklung kontrolliert (Hashimoto 1988). Der Toll-Signalweg spielt
allerdings auch in der Immunabwehr der Fruchtfliege eine entscheidende Rolle:
mutierte Fliegen weisen einen Defekt in der antifungalen Abwehr auf und sind damit
sehr anfallig fur Pilzinfektionen (Lemaitre 1996). Medzhitov entdeckte 1997 einen
homologen Transmembran-Rezeptor in Vertebraten, den Toll-like Rezeptor 4 (TLR4),
der Lipopolysaccharide (LPS) in der Zellwand gramnegativer Bakterien erkennt.
Poltorak et al. konnte als erster zeigen, dass Mause mit spontaner Mutation des
TLR4-Gens nicht auf LPS-Stimulation reagierten und somit einen sonst tddlichen
Endotoxin-Schock schadlos Uberstanden (Poltorak 1998).

Alle TLRs weisen wichtige strukturelle Charakteristika auf: sie bestehen aus einer
extrazelluldren, Leuzin-reichen (LRR) sowie einer intrazellularen Toll/IL-1-Rezeptor
(TIR) Domane (Takeda 2003). Die groBe Ahnlichkeit des intrazellularen
Rezeptorabschnittes zwischen den TLRs und dem IL-1-Rezeptor setzt sich Uber die
Rezeptorstruktur hinaus in der aktivierten Signalkaskade fort. Dies erfolgt Gber mehrere
Zwischenschritte, welche die Aktivierung von Adapterproteinen und Kinasen
einschlieBen. Initial steht dabei die Rekruitierung von MYD88 (myeloid differentiation
factor 88) zu der TIR-Doméne des TLR, gefolgt von der Aktivierung des IRAK-TRAF6-
Komplexes. Dies flhrt wiederum zur Aktivierung des MAPK (Mitogen-aktivierte
Proteinkinase)- sowie des IKK (Inhibitor der NFkB-Kinase)-Komplexes (Hacker 2000;
Klinman 2005). SchlieBlich werden der Transkriptionsfaktor nuclear factor-kappa B
(NF-kB) und die MAPK-Kinasen aktiviert und somit Entziindungsreaktionen bzw. der
Beginn einer Immunantwort initiiert (siehe Abb. 2).



Einleitung 7

1998 konnte in einer Reihe von Experimenten die Bedeutung des Adapterproteins
myeloid differentiation factor 88 (MyD88) fur die Signaltransduktion durch TLRs gezeigt
werden: In MyD88-defizienten M&usen blieb eine inflammatorische Antwort auf
Stimulation mit IL-1 aus (Kawai 1999). Ebenso verhielt es sich durch Stimulation mit
Lipoproteinen, Peptidoglykanen, CpG-DNA, Imidazoquinolinen und Flagellin (Hacker
2000; Takeuchi 2000).
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Abb. 2: Signaltransduktion durch Toll-like Rezeptoren (nach Takeda 2003)

TLRs rekrutieren die IL-1R-assoziierte Kinase 1 und 4 (IRAK 1/ 4) lber das Adapterprotein
MyD88, welche dann wiederum den TNFR-assoziierten Faktor 6 (TRAF 6) phosphorylieren und
aktivieren. In Abh&ngigkeit von TRAF 6 kommt es schlieBlich Gber mehrere Zwischenschritte
zur Aktivierung der Stresskinasen c-Jun-N-terminale Kinase (JNK) und p38, der extra-cellular
signal-regulated kinase 1/ 2 (ERK 1/ 2) und des inhibitor of NF-xBo. (IxBo)-Komplexes. Uber
letzteren Komplex kommt es zu einer Translokation von NF-xB in den Nukleus und damit zu
einer Transkription von NF-xB-abhangigen Genen wie Tumor-Nekrose-Faktor-o (TNF-a),
Interleukin (IL)-1 und IL-6. MyD88-unabhangig kommt es via TRIF ebenfalls zu einer Aktivierung
des IkBa-Komplexes und zusétzlich zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors IRF3.

Verschiedene TLRs konnen jedoch eine unterschiedliche Genexpression in dem
gleichen Zelltyp induzieren. Auch zeigte sich, dass in MyD88-defizienten Mausen zwar
die TLR-vermittelte Zytokinproduktion aufgehoben ist, es aber dennoch zu einer
LPS-abhangigen Induktion von Interferon-induzierbaren Genen und der Ausreifung von
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DCs kommt (Kawai 1999; Kaisho 2001). So scheint neben MyD88 das zuséatzliche
Adapterprotein TIR domain-containing adapter protein (TIRAP) zumindest far TLR2
und TLR4 in der Induktion proinflammatorischer Zytokine via NF-xB notwendig zu sein
(Yamamoto 2002). Auch das Adapterprotein TIR domain-containing adapter inducing
IFN- (TRIF) bewirkt MyD88-unabhangig tber den IFN regulatory factor 3 (IRF3) die
Transkription von IFN Typ I. Dies scheint wiederum eine entscheidende Rolle in der
Aktivierung via TLR3 und TLR4 zu spielen (Oshiumi 2003).

2.2.2 Die humanen TLRs und ihre Liganden

Mittlerweile sind zehn Mitglieder der humanen TLR-Familie bekannt. Flr die meisten
TLRs wurden naturliche Liganden identifiziert, die als PAMP der Erkennung
mikrobieller Strukturen durch das Immunsystem dienen (s. Tab. 1).

TLR Ligand Herkunft Quelle

TLR1 kooperiert mit TLR2 (Wyllie 2000)

TLR2 |Lipoproteine/-peptide |versch. Path. (Aliprantis 1999)
Peptidoglykane grampos. Bakt. | (Aliprantis1999)
Lipoteichonsaure grampos. Bakt. | (Aliprantis 2000)
Zymosan Pilze (Underhill 1999)

TLR3 | Doppelstr. RNA Viren (Alexopoulou 2001)

TLR4 |LPS gramneg. Bakt. | (Poltorak 1998)
Fusionsproteine Viren (Kurt-dones 2000)
Hitzeschockproteine | Wirt (Gallucci 2001)
Hyaluronsaure Wirt (Termeer 2002)

TLR5 | Flagellin Bakterien (Hayashi 2001)

TLR6 |kooperiert mit TLR2 (Hajjar 2001)

TLR7 | Imidazoquinoline Synthetisch (Hemmi 2002)
Einzelstrangige RNA | Viren (Heil 2004)

TLR8 |Imidazoquinoline Synthetisch (Jurk 2002)
Einzelstrangige RNA | Viren (Heil 2004)

TLR9 |CpG-DNA Mikrob. DNA (Hemmi 2000)

TLR10 |? ?

Tab. 1: Humane TLRs und ihre Liganden
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Bei der PAMP-Erkennung besteht eine Kooperation verschiedener TLRs, die einer
gréBeren Variabilitdt erkannter Muster und der Modulation der vermittelten
Immunantwort dient (Hajjar 2001). So kooperiert TLR2 mit TLR1 und TLR6 bei der
Bindung verschiedener Lipoproteine. Ein &hnlicher Mechanismus wird fir TLR7,
TLR8 und TLR9 angenommen, die in ihrer Struktur groBe Ahnlichkeiten aufweisen
(Hemmi 2002).

Neuere Untersuchungen haben ferner ergeben, dass manche TLRs auch auf
endogene Bestandteile reagieren wie Hitze-Schock-Proteine (HSP), die z. B. von
beanspruchten oder geschadigten Zellen freigesetzt werden. HSP werden vermehrt bei
unterschiedlichen Stresssituationen wie Hitzeschock, ultravioletter Strahlung, viralen
und bakteriellen Infektionen ausgeschiittet und flihren zu einer Steigerung der
Sekretion proinflammatorischer Zytokine und der Expression kostimulierender
Molekule auf dendritischen Zellen und Makrophagen (Gallucci 2001).

Die verschiedenen TLRs unterscheiden sich in ihrer subzelluldren Lokalisation.
Wahrend TLR1, TLR2 und TLR4 auf der Zelloberflache lokalisiert sind und nach
Aktivierung in Phagosomen aufgenommen werden, werden TLR7, TLR8 und TLR9
nicht auf der Oberflache exprimiert (Hajjar 2002; Visintin 2001). Vor kurzem konnte
gezeigt werden, dass TLR9 im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist und nach
Stimulation in endosomale bzw. lysosomale Kompartimente transloziert (Latz 2004).

2.3 Endogene Gefahrensignale und ihre Rezeptoren

Gefahrensignale (danger signals) wurden erstmals 1994 im Rahmen eines Modells
postuliert, das behauptete, dass eine Immunantwort eher durch koérpereigene,
schadigende Substanzen als durch kérperfremde ausgelést werde (Matzinger 1994).
Zu diesen zdhlen verschiedene Molekile, die von gestressten, beschadigten oder
nekrotischen Gewebezellen freigesetzt werden und die Aktivierung ruhender APCs
induzieren, die wiederum Uber kostimulatorische Signale eine Immunantwort initiieren.
Zu den ersten beschriebenen danger signals zahlen CD40 Ligand (CD40L), TNF-a und
IL-1B, die von aktivierten T-Zellen hochreguliert bzw. freigesetzt werden (Caux 1994;
Sallusto 1995).

Heute wird eine Einteilung in zwei groBe Untergruppen vorgenommen: exogene und
endogene Gefahrensignale. Zu letzteren zahlen Nukleotide, reaktive Sauerstoff-
metabolite, Neuromediatoren, Interferone, Hitze-Schock-Proteine und viele mehr. HSP
binden wie auch Lipopolysaccharid, ein Hauptbestandteil in der Wand gramnegativer
Bakterien, an TLR4. Somit kann ein und derselbe Rezptor sowohl endogene als auch
exogene Gefahrensignale erkennen. Unterschieden wird zwischen Signalen, die primar
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eine Immunantwort initiieren und solchen, die ein positives Feedback geben, um eine
Antwort zu verstarken oder zu modifizieren. AuBerdem gibt es intra- und extrazellulare
sowie sezernierte Produkte. Einige sind konstitutiv vorhanden, andere werden erst neu

synthetisiert, bevor sie DCs aktivieren kénnen (Gallucci 2001).

2.3.1 Purinrezeptoren und Nukleotid-vermittelte Zellaktivierung

Auch intrazellulare Nukleotide wie ATP wund UTP, die entscheidend am
Energiemetabolismus beteiligt und normalerweise im Zytosol lokalisiert sind, werden
von einer Vielzahl von Zellen unter bestimmten Bedingungen wie Hypoxie, Ischamie,
Inflammation oder sogar mechanischem Stress freigesetzt (Lazarowski 1997) und
aktivieren DCs allein oder in Kombination mit TNF-a. Der Effekt dieser Nukleotide wird
Uber bestimmte Purinrezeptoren, die von ruhenden DCs exprimiert werden, vermittelt
(Coutinho-Silva 1999; Mutini 1999).

Purinrezeptoren werden in zwei Hauptgruppen eingeteilt: P1-Rezeptoren, an denen
hauptsachlich Adenosin als natirlicher Ligand bindet, und P2-Rezeptoren, die ATP,
ADP, UTP und UDP erkennen.

Im Folgenden soll nur kurz auf die P2-Rezeptoren eingegangen werden. Diese werden
wiederum in zwei groBe Untergruppen eingeteilt, basierend auf Unterschieden in den
nachgeschalteten Signaltransduktions-Mechanismen und der molekularen Struktur.
P2X-Rezeptoren sind an Liganden-gesteuerte lonenkanale, P2Y-Rezeptoren an G-
Proteine gekoppelt (Abbracchio 1994; Fredholm 1994).

P2X-Rezeptoren werden besonders dicht in erregbaren Geweben (glatte Muskulatur,
Neuronen und Gliazellen) exprimiert und werden in weitere sieben Untertypen
eingeteilt (Ralevic 1998). Sie bestehen aus zwei hydrophoben Transmembran-
domanen, die durch einen groBen extrazelluldaren Abschnitt miteinander verbunden
sind. Die Signaltransduktion erfolgt durch schnellen Na*- und Ca®*- Einstrom bei
gleichzeitigem K*-Ausstrom. Dies fUhrt zu einer Depolarisation der Plasmamembran
und einer Zunahme der intrazellularen Ca®*-lonen-Konzentration, die zu einer Reihe
weiterer Signalkaskaden fihrt (Di Virgilio 2001). Auf Grund der verénderten
Membranpermeabilitit gelangen dann die Ca®*-lonen aus dem extrazellularen Raum in
die Zelle. In Folge einer Aktivierung von P2Y-Rezeptoren wird hingegen Ca** aus
intrazellularen Depots freigesetzt.

Bei den P2Y-Rezeptoren sind sechs Untereinheiten bekannt, die alle aus sieben
Transmembrandomanen bestehen; der N-Terminus liegt extrazellular, der C-Terminus
zytoplasmatisch. Die Signaltransduktion innerhalb der P2Y-Rezeptorgruppe ist
uneinheitlich. Alle P2Y-Rezeptoren sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. In der
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weiteren Signaltransduktion kann es jedoch je nach Rezeptor zu einer Aktivierung oder
Hemmung der Adenylatzyklase und/ oder zu einer Aktivierung der Phospholipase-C
(PLC) kommen (Ralevic 1998).

2.3.2 Vorkommen und Funktion von Adenosin

Adenosin ist ein endogenes Nukleosid mit einer sehr kurzen Halbwertszeit
(HWZ < 10 Sekunden). Es zahlt wie ADP (Adenosin-5-Diphosphat) und ATP
(Adenosin-5’-Triphosphat) zu den extrazellularen Purinen. Zusammen mit den
Pyrimidinen (UDP und UTP) vermitteln die Purine zahlreiche biologische Effekte,
besonders im kardiovaskularen und zentralnervésen System. Die Rolle von Adenosin
als ein extrazellulares Signalmolekil wurde erstmals in einer Studie von Drury und
Szent-Gyorgyi (1929) etabliert, in der sie zeigten, dass aus dem Herzmuskel
extrahiertes Adenosin sowohl negativ inotrop als auch koronar vasodilatierend wirkt.
Spater wiesen unabhéngige Forschergruppen nach, dass Adenosin im Herzen
wahrend Hypoxie und Ischdmie freigesetzt wird und entscheidend an der reaktiv
auftretenden Hyperamie beteiligt ist (Berne 1963; Gerlach 1963). Diese Erkenntnisse
fihrten zu der Hypothese, dass Adenosin eine Schutzfunkion im Herzen zukommt.
Zum einen mindert es die metabolischen Anforderungen des Myokards, zum anderen
erhdht es den koronaren Blutfluss.

Adenosin wird wahrend Entziindungsreaktionen von aktivierten oder gestressten Zellen
freigesetzt und gilt inzwischen auch als wichtiger Modulator von Immunantworten, da
es Uber die membrangebundenen Adenosinrezeptoren sowohl inflammatorische als
auch anti-inflammatorische Effekte vermittelt. So kann es chemotaktisch wirken, die
Freisetzung von allergischen Mediatoren, die Produktion von Sauerstoffradikalen, die
T-Zell-Aktivierung und die Zytokinproduktion regulieren und ist auBerdem in der Lage,
die Expression von Kkostimulatorischen Molekilen sowie die Zytokin- und
Chemokinproduktion in antigenprasentierenden Zellen zu beeinflussen (Panther 2003;
Schnurr 2004).

2.3.3 Der Adenosinrezeptor mit seinen Subtypen

Die Adenosin- bzw. P1-Rezeptor-Familie wurde entsprechend ihrer unterschiedlichen
molekularen, biochemischen und pharmakologischen Strukturen in vier weitere
Subtypen aufgeteilt: den A;-, Aca-, Ass- und Az-Rezeptor. Alle P1-Rezeptoren sind an
G-Proteine gekoppelt. Sie bestehen aus sieben Transmembrandomanen hydrophober
Aminosauren. Wie auch bei den P2Y-Rezeptoren liegt der N-Terminus extrazellular,
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der C-Terminus zytoplasmatisch. Bindet Adenosin an den A;- oder auch Az-Rezeptor,
resultiert daraus Uber Gi,-Proteine eine Inhibition der Adenylatzyklase und damit eine
Reduktion des second messengers cAMP (zyklisches Adenosin-3’,5-Monophosphat).
Der entgegengesetzte Effekt tritt GUber A,-Rezeptoren ein, an denen es Uber Gs-Prote-
ine zu einer Stimulation der Adenylatzyklase und damit zum Anstieg von cCAMP kommt.
Gerade bei dem A;-Rezeptor sind jedoch noch weitere Signalkaskaden bekannt, da er
an verschiedene G-Proteine innerhalb der Gio,-Familie bindet. So induziert die
Aktivierung der Phospholipase-C Uber den Phosphoinositol-Metabolismus eine
gesteigerte Produktion von Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3) und tber die Produktion von
IP; eine Kalziummobilisation aus endogenen Speichern (Ralevic 1998; Fredholm
2001). Eine Ubersicht (iber alle vier Adenosinrezeptor-Subtypen beziiglich ihrer
G-Protein-gekoppelten Effekte gibt Tabelle 2.

A, A Azp A;
G-Protein-gekoppelte Effekte Gio Gs G; Gq G Gy
cAMP| cAMP 1 cAMP 1 cAMP|
P31 IPs3 1 IPs3 1
K"t
Ca2+ »L
Affinitat zu Adenosin hoch hoch niedrig niedrig

Tab. 2: G-protein-gekoppelte Effekte der Adenosinrezeptor-Subtypen

3 Chemokine als Koordinatoren des Immunsystems

3.1 Klassifikation und Struktur von Chemokinen und ihren Rezeptoren

Die Funktion des Immunsystems wird entscheidend durch die prazise aufeinander
abgestimmte Fahigkeit der Zellmigration, der Zelllokalisation in bestimmten Geweben
und der Interaktion zwischen den einzelnen Zellpopulationen bestimmt. Dabei spielt die
groBe Familie der Chemokine und Chemokinrezeptoren sowohl unter homdostatischen
wie auch inflammatorischen Konditionen eine bedeutende Rolle (Sallusto 2000).

Mittlerweile sind circa 50 Mitglieder der Chemokinfamilie bekannt, meist kleine l6sliche
Proteine mit einer Cysteinkonfiguration am N’-Ende innerhalb ihrer Aminosaure-
sequenz. Die meisten Chemokine verfligen Uber vier charakteristische Cysteine (Cys),
wobei anhand des Motivs mit den ersten beiden Cysteinen die Klassifikation in vier
Familien erfolgt: CXC (a), CC (B), C (y) und CX3C (). X/X3 steht dabei flr eine bzw.

drei andere Aminosauren. Zwei Disulfidbriicken werden zwischen dem ersten und
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dritten und zwischen dem zweiten und vierten Cystein gebildet (Rossi 2000).
Chemokine sind chemotaktische Zytokine, deren Signalvermittlung Uber G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren, bestehend aus sieben Transmembrandomanen (7TMR),
erfolgt. Entsprechend der Chemokinklassifikation werden auch die circa 20 Rezeptoren
in CXCR, CCR, XCR und CX3CR eingeteilt. Tabelle 3 liefert eine Ubersicht tber die
wichtigsten Chemokinrezeptoren mit ihren zugehdrigen Liganden.

Chemokin- Chemokine
rezeptor
funktioneller | systematischer
Name Name
CXCR1 GCP-2 CXCLs6
IL-8 CXCL8
CXCR2 Gro-a/Bly CXCL1/2/3
NAP2 CXCL7
ENA-78 CXCL5
IL-8 CXCL8
CXCR3 MIG CXCL9
IP-10 CXCL10
I-TAC CXCL11
CXCR4 SDF-1 CXCL12
CXCR5 BCA-1 CXCL13
CCR1 MIP-1a/B CCL3/4
Rantes CCL5
MCP-3 CCL7
CCR2 MCP-1 CCL2
MCP-2 CCL8
MCP-3 CCL7
MCP-4 CCL13
CCRS3 Rantes CCL5
Eotaxin CCL11
MCP-4 CCL13
MEC CCL28
CCR4 TARC CCL17
MDC CCL22
CCR5 MIP-1a/B CCL3/4
Rantes CCL5
CCR6 MIP-3a CCL20
CCR7 ELC = MIP-38 | CCL19
SLC = 6Ckine | CCL21
CCRS8 [-309 CCLA1
CCR9 TECK CCL25
XCR1 | Lymphotactin | XCL1
CX3CRt1 | Fraktalkin | CX3CL1

Tab. 3: Chemokinrezeptoren mit den zugehérigen Liganden
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3.2  Funktion von Chemokinen und Signalvermittlung

Die groBe Anzahl der Chemokine hat zu einer betrachtlichen Unklarheit bezutglich ihrer
individuellen Relevanz und Funktion gefiihrt. In ihrer Gesamtheit betrachtet sind sie an
einer Vielzahl von immunologischen Prozessen beteiligt (siehe Abb. 3). Eine mégliche
Einteilung Dbasiert auf funktionellen Kriterien und unterscheidet zwischen
inflammatorischen Chemokinen, die erst nach Aktivierung von zirkulierenden
Leukozyten und anderen Zellpopulationen exprimiert werden, und homdostatischen
Chemokinen, die konstitutiv vorhanden sind (Moser 2003 und 2004). Wiederum andere
reprasentieren einen dualen Status mit zugleich homd&ostatischen und inflammato-
rischen Eigenschaften wie beispielsweise Fraktalkin, das konstitutiv im Gehirn
exprimiert wird, aber auch durch TNF-a in Endothelzellen induziert werden kann
(Bazan 1997).

Wundheilung B- und T-Zell-Entwicklung
Th1-/ Th2-Shifting

Angi /
Lymphozyten- _Sr;glszgenese
Chemotaxis v\ /

Tumorwachstum/
—» Metastasierung

DC-Reifung «— Chemokine und
ihre Rezeptoren

Entwicklung / \

lymphatischer Zellrekrutierung

Organe Entzindung/

Infektionen

Abb. 3: Biologische Funktionen von Chemokinen und ihren Rezeptoren

Inflammatorische Chemokine wurden zuerst entdeckt. Sie locken neben Neutrophilen
auch Effektor- und Memory-T-Zellen an. Inflammatorische Stimuli wie LPS, IL-1, IFN-y
und TNF-a, aber auch mikrobielle Molekile oder Traumata induzieren besonders in
Monozyten, Makrophagen sowie Epithel-, Endothelzellen und Fibroblasten eine starke
Expression dieser Chemokine. lhre Expressionsdauer ist jedoch limitiert bis die
entsprechende Situation geldst ist. Zu den klassischen Vertretern dieser Gruppe
zahlen IL-8, Rantes, Eotaxin, MIP-13, MCP-1 und IP-10, die bei verschiedenen
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entzindlichen Erkrankungen produziert werden. So wird beispielsweise Eotaxin in
groBen Mengen in der Lunge bei allergischen Reaktionen freigesetzt (Jose 1994). Die
proinflammatorische Antwort ist in der Tat die bekannteste Funktion der Chemokine
und haufig mit einem Th1-Expressionsmuster (IFN-y, IL-2, IL-12) assoziiert, das zur
Infiltration von Th1-Zellen am Ort der Entziindung fihrt. Andere Chemokine hingegen
werden spezifisch durch Th2-Zytokine (IL-4, IL-10, IL-13) z. B. in Monozyten induziert.
Dies spiegelt sich auch in der Chemokinrezeptorverteilung von Th1-/ Th2-Zellen wider:
wahrend Th1-Zellen CXCR3 und CCR5 exprimieren, finden sich auf Th2-Zellen CCR3,
-4 und -8 (O’'Garra 1998). Besondere Bedeutung kommt dabei dem Aktivierungs-
zustand der Zellen zu: CXCRS3 ist z. B. nur auf ruhenden Th1-Zellen présent, wahrend
sich CCR8 auf aktivierten Th2-Zellen nachweisen lasst. Die Rezeptorexpression erfullt
dabei nicht nur den Zweck, die Migration zu dirigieren, sondern auch die
Differenzierung zu beeinflussen, wie an Hand von MIP-1a, einem CCRb5-Liganden, in
Richtung Th1-Phanotyp gezeigt werden konnte (Karpus 1997).

Im Kontrast dazu vermitteln mehrere Chemokine ein homdostatisches Milieu.
Typischerweise werden sie trotz fehlenden inflammatorischen Stimuli exprimiert, und
zwar von Zellen, die primar nicht an Entziindungsreaktionen beteiligt sind. Sie
koordinieren den kontinuierlichen Basalspiegel der Zellmigration, der fir eine intakte
Funktion des Immunsystems unabdingbar ist. Zusatzlich sind sie an komplexen
Entwicklungs- und Migrationsprozessen, wie an der B- und T-Zell-Entwicklung
innerhalb sekundar lymphatischer Organe beteiligt (Moser 2004). Auch in besonders
gefédhrdeten Regionen des Koérpers wie der Haut, der Darmmukosa und der Lunge

werden sie konstitutiv exprimiert.

Trotz oder gerade wegen ihrer Schlusselposition innerhalb des Immunsystems sind
Chemokine und -rezeptoren mit einer Reihe von Krankheitsbildern assoziiert. Dazu
zahlen u. a. Autoimmunerkrankungen wie Psoriasis, Rheumatoide Arthritis und Multiple
Sklerose, chronisch obstruktive Lungenerkrankungen wie COPD und Asthma
bronchiale, TransplantatabstoBungen, verschiedene Tumore und vaskulare
Erkrankungen wie Atherosklerose (Ubersicht in Allen 2007). Auch HIV verwendet
Chemokinrezeptoren als Kofaktoren, um in die Wirtszellen einzudringen (Lusso 2006).

Die Bindung von Chemokinen an ihre Rezeptoren triggert eine intrazellulare
Signalkaskade, die Uber Integrine zur festen Adhédsion der wandernden Zellen, zur
Migration entlang von Chemokingradienten aus dem Blut ins Gewebe und schlieBlich
zur Zell-abhangigen Aktivierung fahrt.

Zu Beginn der Signalkaskade steht die Aktivierung heterotrimerer G-Proteine mit den
Untereinheiten a, B und y. Die dissoziierten Ga- und GRy-Untereinheiten kénnen
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bestimmte Enzyme wie z. B. die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) und die ERK-
MAP-Kinasen binden und aktivieren. PI3K aktiviert Uber viele Schritte die
Proteinkinase-B (PKB), die bei Chemotaxis entscheidend ist und vermehrt an der
Zellspitze nachgewiesen wurde (Thelen 2001). Der bekannteste Weg erfolgt tber die
Aktivierung der Phospholipase-C (PLC), die Phosphatidylinositol-Bisphosphat (PIP,) in
Inositol-Trisphosphat (IP3) und Diazylglyzerol (DAG) spaltet. IP; bewirkt einen
fliichtigen Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration und fiihrt zur Offnung von
Kalziumkanalen in der Plasmamembran; zusammen mit DAG wird die Proteinkinase-C
(PKC) aktiviert. Die Erhdéhung der intrazellularen Kalziumkonzentration ist wiederum
der entscheidende Schritt in der Regulation der Zellmotilitat (Mandeville 1997), indem
sie ein Loslésen von Matrixmolekllen bewirkt. Wichtige Signaltransduktionswege,
deren Aktivierung fur mehrere Chemokine gezeigt werden konnten, sind in Abbildung 4
dargestellt. Die Feinabstimmung bei der Signalvermittlung ermdglicht die sehr groBe
Anzahl verschiedener Antworten, die die Zahl der Chemokine und ihrer Rezeptoren

weit Ubersteigt.

Chamokin

Chemokin- +

R | hir
Zytoplasma

G D TR G

ranskriptions- Zellkern
aktoren, z.B. NF-x

Abb. 4: Darstellung der wichtigsten Chemokin-induzierten
Signaltransduktionswege (nach Thelen 2001)
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4 Die dendritische Zelle (DC)

41 Die Familie der dendritischen Zellen

DefinitionsgemaRB besitzen dendritische Zellen (DCs) die Fahigkeit zum Priming naiver
T-Lymphozyten, weshalb dieser Familie in der Initierung einer Immunantwort
gegeniber eindringenden Pathogenen eine bedeutende Rolle zukommt. Durch eine
dichte Abdeckung der verschiedenen Gewebe des Kérpers werden Antigene Uber
PRRs erkannt und in sekundare lymphatische Organe transportiert, um dort den
T-Zellen prasentiert zu werden. Dadurch kommt es - je nach Aktivierungszustand der
DC - zur Induktion einer spezifischen Immunantwort oder zur Induktion von Toleranz.
Die Aktivierung und klonale Expansion eines flir das jeweilige Antigen spezifischen
T-Lymphozyten, das Priming naiver T-Lymhozyten, hat sowohl die Antigenprésentation
Uber MHC-Molekile als auch das Vorhandensein kostimulatorischer Molekile auf einer
aktivierten APC zur Voraussetzung (Dhodapkar 2001). So entsteht Gber eine PAMP-
getriggerte Aktivierung kostimulatorischer Signale auf DCs und darauf folgender
Aktivierung von T-Zellen eine Verknipfung zwischen angeborener und adaptiver
Immunitat. Voraussetzung fir diesen Prozess ist die Expression eines breiten
Spektrums an PRRs durch verschiedene DCs, welche die Erkennung verschiedenster
Pathogene gewahrleistet.

4.2  Subpopulationen dendritischer Zellen

Die Familie der DC umfasst eine heterogene Gruppe von Zellen, die sich je nach
Entwicklungsstufe und Herkunft in ihren spezifischen Eigenschaften und Funktionen
unterscheiden. So existieren je nach Stadium der Differenzierung Stammzellen im
Knochenmark sowie Vorlauferzellen im Blut und im lymphatischen Gewebe, die nach
Aktivierung groBe Mengen von Zytokinen produzieren. Hinzu kommen gewebsstandige
unreife DCs mit der Fahigkeit zur Aufnahme von Antigen und reife DCs, deren
Hauptaufgabe die Antigenprasentation in sekundaren lymphatischen Geweben ist.
Beim Menschen existieren mindestens zwei phéanotypisch zu unterscheidende
Subpopulationen an DCs, die myeloide unreife CD11c+ DC (MDC) und die CD11c-
plasmazytoide DC (PDC) (O’Doherty 1994). Tabelle 4 zeigt wie sich die beiden
Subpopulationen durch phanotypische und funktionelle Charakteristika unterscheiden
(Spits 2000).
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Phénotyp | PDC = IPC | MDC
Myeloide Marker

CD11b - +
CD11c - +
CD13 - +
CD14 - -
CD33 - +
Weitere Antigene

CD4 ++ +
CD45RA + -
CD45R0O - +
IL-3R +++ +
GM-CSFR + ++
PRRs

TLRA1 + +
TLR2 - +
TLR3 - ++
TLR4 - +
TLR5 - +
TLR6 + +
TLR7 ++ -
TLR8 - ++
TLR9 ++ -
TLR10 + +
Mannose R - +/-
BDCA2 + -
CD1a,b,c,d - -| +/-
Funktion

IFNa/B-Produktion ++++ +
IL-12-Produktion - ++
Phagozytose - ++

Tab. 4: Phanotypische und funktionelle Charakteristika von PDC und MDC

4.3 Die Entdeckung der plasmazytoiden dendritischen Zelle (PDC)

Plasmazytoide dendritische Zellen (PDCs) bilden neben den klassischen myeloiden
dendritischen Zellen (MDCs) und den Langerhanszellen eine wichtige Untergruppe der
DCs. Lennert und Remmele beschrieben erstmals im Jahr 1958 histologisch die ,T-
assoziierte Plasmazelle“ (Lennert 1958). Sie hatten eine Zelle mit Plasmazell-ahnlicher
Morphologie in den T-Zell-Regionen reaktiver Lymphknoten gesehen. 25 Jahre spater
fand Feller et al. heraus (Feller 1983), dass die genannte Zelle CD4 (cluster of
differentiation) - einen Marker fir T-Helferzellen (Th-Zellen) - exprimierte, weshalb er
vermutete, sie wirde den Gegenspieler zur Plasmazelle bilden. Er benannte sie in
splasmazytoide T-Zelle” um. Doch auch bei dieser Namensgebung blieb es nicht, da
die Zelle nicht CD3 des T-Zell-Rezeptors exprimierte, dafir hingegen MHC-Klasse-Il



Einleitung 19

(major histocompatibility complex) und einige myeloide Oberflachenmarker wie CD31,
CD36 und CDe68. Dies fuhrte zum Namen ,plasmazytoider Monozyt“ (Facchetti 1988).

Genauere Untersuchungen ergaben, dass es sich um um eine CD11c-negative und
IL-3Ra-positive Zelle handelte, die in den T-Zell-Regionen um hoch-endotheliale
Venolen (HEV, high endothelial venules) lokalisiert ist und mit IL-3 und CD40-Ligand
(CD40L) zur Ausdifferenzierung eines dendritischen Phanotyps gebracht werden kann
und deshalb letztlich die Bezeichnung plasmazytoide dendritische Zelle (PDC) erhielt
(Grouard 1997). Es stellte sich heraus, dass diese Zelle mit der vorher beschriebenen
CD4-positiven, CD3-negativen und CD11c-negativen pre-DC sowie der HLA-DR-
positiven und CD11c-negativen DC aus dem Blut identisch ist.

4.4  Funktionelle Charakteristika der PDC
4.4.1 Interferonproduktion

Obwohl die PDC unter den mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) mit
lediglich 0,1 % eine sehr seltene Zellpopulation darstellt, hat sie als Hauptproduzent
von systemischem Typ | Interferon eine zentrale Stellung im Rahmen einer viralen

Immunantwort.

Die Frage nach der Funktion der PDC konnte 1998 durch den Beweis geklart werden,
dass es sich bei der PDC und der Interferon-producing cell (IPC), die seit den spaten
70er Jahren als wichtigste IFN-a-produzierende Zelle im peripheren Blut bekannt war,
um ein und denselben Zelltyp handelt (Siegal 1999; Coccia 2004). Obwohl
verschiedene Zellpopulationen nach einer entsprechenden Virusinfektion z. B. mit
Herpes simplex-Virus (HSV) befahigt sind, geringe Mengen an Typ1-IFN zu produ-
zieren, erreicht die PDC 100 - 1000 mal héhere Mengen und zwar 3-10 pg/ Zelle
innerhalb von 24 Stunden. TNF-a und IL-6 werden hingegen nur in moderaten Mengen
produziert.

Zwischen vier und zwélf Stunden nach viraler Stimulation kodiert ca. 50% aller mRNA,
die in PDCs nachweisbar ist, flr Typ1-IFN, darunter alle Untereinheiten wie IFN-q, -,
-w, -A und -1. Nach Stimulation von TLR7 oder -9 durch virale Nukleinsduren kommt es
vor allem wahrend der ersten 24 Stunden zur Produktion groBer Mengen an IFN-a.
Waéhrend der nachsten 48 bis 72 Stunden erfolgt das Ausreifen zu einer dendritischen
Zelle, die IFN-a nur noch in kleineren Mengen produziert. AuBBerdem werden diese
aktivierten PDCs refraktar flr eine zweite Stimulation mit demselben oder einem
anderen Virus (Kadowaki 2000). Phagozytose und Pinozytose werden bei der
ausgereiften PDC nur in sehr eingeschranktem MaBe beobachtet (Grouard 1997).
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Die Fahigkeit der PDC zur IL-12-Produktion bleibt weiterhin umstritten. Wahrend
bestimmte Studien eine IL-12-Produktion auf Stimulation mit LPS, CD40L sowie CpG-B
und CD40L zeigen (Cella 1996; Krug 2001b), postulieren andere Autoren eine strikt
getrennte Spezialisierung von PDC und MDC auf die Produktion von IFN-a bzw. IL-12
(Ito T 2004).

4.4.2 Vermittlung einer T-Zell-regulierten Immunantwort

Unreife PDCs exprimieren nur sehr niedrige Level an MHCII, CD80 und CD86 auf ihrer
Oberflache und besitzen nicht die Fahigkeit, die Generierung von Antigen-spezifischen
T-Zellen in signifikanter Weise zu stimulieren. Wahrend einer antiviralen Immunantwort
kénnen PDCs aber Uber ihre Typ1-IFN-Produktion die Funktion von NK-, B-, T-Zellen
und MDCs férdern. Zu einem spateren Zeitpunkt einer viralen Infektion differenzieren
sie zu reifen dendritischen Zellen, die in hohem AusmaB MHCII, CD80 und CD86 auf
ihrer Oberflache prasentieren; sie regulieren direkt die T-Zell-Funktion und verbinden

somit angeborene mit adaptiver Immunantwort.

Uber zwei bekannte Wege kann die auf IFN-a-Produktion spezialisierte PDC zu einer
professionellen Antigen-prasentierenden Zelle ausreifen: Gber den IL-3-abhangigen
sowie den IFN-a- und TNF-a-abhangigen Weg:

1) Unreife humane PDCs exprimieren verbliffend hohe Mengen an IL-3-Rezeptoren
und reifen in Kultur mit IL-3 oder IL-3 plus CD40L aus; CD40L wird auf aktivierten
T-Zellen exprimiert. Eine Aktivierung durch das CD40/ CD40L-Rezeptorsystem
charakterisiert - bzw. im Falle der Verwendung von rekombinantem CD40L simuliert -
daher die reziprok stimulierende Interaktion von PDCs mit aktivierten T-Zellen (Grouard
1997; Olweus 1997).

2) PDCs exprimieren TLR7 und TLR9. Virusinfektionen oder synthetische CpG-ODN
induzieren Uber diese Rezeptoren eine Signalkaskade, die die PDC zur IFN-a- und
TNF-a-Produktion anregt. Diese beiden Zytokine bewirken ihrerseits auf auto-/
parakrinem Weg das Ausreifen der PDC (Kadowaki 2000).

Die reife PDC erlangt die Fahigkeit, mit T-Zellen zu interagieren. Wahrend mit IL-3 und
CDA40L gereifte PDCs Uberwiegend naive CD4" T-Zellen zur Produktion von IL-4, IL-5
und IL-10 anregen (Rissoan 1999) und somit eine Entwicklung in Richtung Th2-Zellen
begulnstigen, induzieren Virus-stimulierte reife PDCs Uber den IFN-a-abh&ngigen Weg
in naiven CD4" T-Zellen eine Th1-Schiftung, die mit IFN-y- und IL-10-Synthese
verbunden ist (Kadowaki 2000, siehe Abb. 5A). In Einklang mit dieser Beobachtung
konnte bisher ein Priming von CD8-T-Zellen durch CpG-aktivierte PDCs nur far
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endogene Antigene und Peptide, nicht aber fir exogene Antigene gezeigt werden
(Salio 2004).

Eine weitere wichtige Rolle der PDC in der antiviralen Abwehr besteht in der
Aktivierung von Monozyten und MDC durch Typ1-IFN, welche wiederum eine starke
T-Zell-Antwort nach sich zieht (Liu 2005). Interessanterweise ist die Fahigkeit der
Virus-gereiften PDC, in naiven CD4" T-Zellen IFN-y zu produzieren, abhangig von
Typ1-IFN, aber unabhéngig von IL-12. Sowohl MDCs als auch PDCs besitzen die
Kapazitat, CD4" T-Zellen zur Produktion von IFN-y anzuregen. Wie Abbildung 5B zeigt,
verwenden bakteriell aktivierte MDCs dazu hauptséachlich IL-12, viral stimulierte PDCs
Typ1-IFN.
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IFN-c, IFN-a-abhéangi
/ JB(@ 2" | 1
/7 IFN-y, IL-10
T~ IL-4-unabhingig
T e
s IL-4, IL-5,
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Abb. 5: Differenzierung von CD4*-T-Zellen mittels dendritischer Zellen (nach Liu 2005)

A) Virusinfektionen fihren Uber die Freisetzung von IFN-a und TNF-a aus PDCs zur
Differenzierung von CD4" T-Zellen in Th1-Richtung; parasitére Infektionen hingegen generieren
mittels PDCs eine Th2-Antwort. B) MDCs und PDCs kénnen naive CD4" T-Zellen zur IFN-y-
Produktion anregen: MDCs via IL-12, PDCs via Typ1-IFN

PDCs sind nicht nur far die Aktivierung unterschiedlicher T-Zell-Stadien verantwortlich,
sie wirken auch an der Entstehung von Toleranz mit. Die Présentation von Alloantigen
durch IL-3- und CDA40L-gereifte PDCs, induziert in CD8" T-Zellen eine IL-10-
Produktion. Diese T-Zellen ahneln regulatorischen T-Zellen, weisen nur eine sehr
sparliche zytolytische Aktivitdt auf und sind einer weiteren Stimulation unzugéanglich
(Gilliet 2002).
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4.5 Lokalisation und Zirkulation der PDC

Plasmazytoide dendritische Zellen zirkulieren im Blut, sind aber auch in Lymphknoten
oder sekundéaren lymphatischen Organen, wie Milz, Thymus oder Payerschen Plaques
im Darm lokalisiert. Sie akkumulieren in entziindetem Gewebe, z. B. in der Haut bei
Systemischem Lupus erythematodes (SLE) oder Psoriasis vulgaris (Wollenberg 2002).
AuBerdem infiltrieren sie entartetes Gewebe bei Malignem Melanom oder Kopf- und
Halstumoren (Salio 2003).

Wahrend fetale PDCs aus den primaren lymphatischen Organen Leber, Thymus und
Knochenmark isoliert wurden, scheint im erwachsenen Organismus hauptsachlich das
Knochenmark flr die Neubildung verantwortlich zu sein (Blom 2000). Von dort wandern
sie unter normalen Bedingungen in die T-Zell-Zonen sekundarer lymphatischer Organe
via HEV (hoch-endotheliale Venolen) in Lymphknoten (siehe Abb. 6). Dieses
Wanderungsverhalten &hnelt B- und T-Lymphozyten. Im Kontrast dazu migrieren
Monozyten und MDCs zunéachst in nicht-lymphatische Gewebe, um dann nach ihrer
Aktivierung Uber afferente LymphgeféaBe ebenfalls die T-Zell-Zonen zu erreichen.

MDC ¢ %
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Abb. 6: PDCs und MDCs erreichen liber unterschiedliche Wege den Lymphknoten
(nach Liu 2005)



Einleitung 23

4.6 Rezeptorexpression auf DCs
4.6.1 Chemokinrezeptoren und ihre Liganden auf PDCs

Unreife PDCs exprimieren mehrere Chemokinrezeptoren, allerdings je nach
Aktivierungszustand in unterschiedlicher Starke. Eine sehr hohe Intensitéat konnte fir
CC-Chemokin-Rezeptor (CCR)5, CCR7, CXC-Chemokin-Rezeptor (CXCR)3 und
CXCR4, eine mittlere Intensitat fir CCR2 gezeigt werden (Penna 2001, Vanbervliet
2003). Tabelle 5 liefert eine Ubersicht (iber die wichtigsten Chemokinrezeptoren auf
PDCs und im Vergleich dazu auf MDCs.

Chemokin- PDC MDC
rezeptor

CXCRH1 - -
CXCR2 + -
CXCR3 +++ +
CXCR4 +4+4 ++
CXCR5 - -
CCR1 - -
CCR2 ++ ++
CCR3 - +
CCR4 - -
CCR5 +++ +
CCR6 - -
CCR7 +4+4 -

Tab. 5: Chemokinrezeptoren auf PDCs und MDCs

Chemokine nehmen eine entscheidende Position beim chemotaktischen Verhalten der
PDCs ein. Aktivierte PDCs sezernieren vor allem die inflammatorischen Chemokine
MIP-1a/B und IL-8, sowohl auf synthetische TLR9-Liganden (CpG-B), als auch auf
virale (inaktivierter Influenzavirus) und T-Zell-abhangige (CD40L) Stimuli hin (Penna
2002a und b). Krug et al. konnte dies zusatzlich fir Rantes und die CXCR3-Liganden
MIG und IP-10 zeigen (Krug 2002). MIP-10/B sind CCR1/5-Liganden und rekrutieren
hauptsachlich Th1-gerichtete Effektorzellen, die wiederum die zugehdrigen Rezeptoren
exprimieren. Fir die Wanderung unreifer PDCs selbst ist insbesondere der Rezeptor
CXCR4 und sein Ligand, das hom@ostatische und in HEV von Lymphknoten
exprimierte Chemokin SDF-1, bestimmend. So wird verstandlich, warum PDCs
Uberwiegend in den sekundéaren lymphatischen Organen lokalisiert sind und nicht wie
MDCs schnell zu Entziindungsorten wandern (Cella 1999; Facchetti 1988).
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4.6.2 Toll-like Rezeptoren auf DCs

Als Rezeptoren des angeborenen Immunsystems werden TLRs in genetisch
determinierter Weise in bestimmten Kombinationen von verschiedenen Zellarten
exprimiert. |hrer Funktion entsprechend handelt es sich hierbei in erster Linie um
Immunzellen. Auch in einer Vielzahl von anderen Gewebetypen spielen TLRs als
Vermittler immunologischer Prozesse eine wichtige Rolle, wie z.B. im Lungenepithel, in
der Darmmucosa und in Mesothelzellen (Zarember 2002).

Die DC-Subpopulationen unterscheiden sich anhand ihrer Toll-like-Rezeptor-
Expression (siehe auch Tab. 4). Wahrend myeloide dendritische Zellen (MDCs) TLR1,
-2, -4, -5 und -8 exprimieren, sind es auf plasmazytoiden dendritischen Zellen (PDCs)
hauptsachlich TLR7 und -9, in geringeren Mengen auch TLR1, -6 und -10 (Hornung
2002). TLR--9 konnte auf PDCs und B-Zellen nachgewiesen werden und erkennt CpG-
DNA (DNA = Desoxyribonukleinsdure), mikrobielle DNA-Bestandteile, die eine
Aktivierung und Ausreifung der Zellen nach sich ziehen (Hemmi 2000). Die genauere
Charakterisierung der CpG-Oligonukleotide (CpG-ODN) folgt in Kapitel 5. Die
Tatsache, dass nach jetzigem Kenntnisstand TLR7 ausschlieBlich in Kombination mit
TLR9 exprimiert wird, liefert einen weiteren Hinweis auf eine mdgliche Kooperation
dieser beiden TLRs beim Erkennen von Nukleins&duren.

Die Expression von TLRs unterliegt verschiedenen modulierenden Einflissen wie dem
Differenzierungsgrad einer Zelle, der Ausschittung von Zytokinen oder dem
Vorhandensein mikrobieller Stimuli. So fihrt die Sekretion von Typ1-Interferonen im
Verlauf einer viralen Infektion zu einer verstarkten Expression von TLRs auf
verschiedenen Immunzellen. Fir die PDC ist ein Rickgang der TLR9-Expression im
Laufe ihres Ausreifens - sei es durch Stimulation mit IL-3 oder CpG-DNA -
beschrieben. TLR7 wird hingegen nach Ausreifen der PDC mit IL-3 vermindert, nach
Stimulation mit CpG-DNA verstarkt exprimiert (Hornung 2002).

4.6.3 Adenosinrezeptoren auf DCs

In naiven und reifen myeloiden dendritischen Zellen gelang mittels PCR (Polymerase-
Ketten-Reaktion) der Nachweis der mRNA-Expression des A;-, Az- und Az-Rezeptors
(Panther 2001). Adenosinstimulation fihrt in MDCs und Makrophagen via A1- und A3-
Rezeptoren zur Chemotaxis, zum intrazellularen Kalziumanstieg und zur Aktinpoly-
merisation und tragt damit zur Steuerung der Migration an Zielorte bei. Des Weiteren
beeinflusst Adenosin jedoch auch die proinflammatorische Aktivitdt in MDCs und
Makrophagen und kann Uber den A,,-Rezeptor eine Inhibition der IL-12- und TNF-a-
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Produktion bewirken. Nach dem Ausreifen von MDCs mit LPS kann der A;- und As-
Rezeptor nicht mehr nachgewiesen werden, wahrend der inhibitorische Effekt via Ay,
erhalten bleibt. In Ubereinstimmung damit weisen reife MDCs in Gegenwart von
Adenosin eine verminderte Fahigkeit auf, die Differenzierung von T-Zellen in Th1-
Richtung zu férdern. Dies legt modulierende Effekte des Adenosins als Regulator des
T-Zell-Primings nahe. Das Zusammenspiel unterschiedlicher Zellpopulationen mit ihren

jeweiligen Adenosinrezeptoren ist in Abbildung 7 dargestellt.
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Abb. 7: Antigen-prasentierende Zellen (APCs) und ihre Adenosinrezeptoren

(nach Hasko 2004)

Adenosin fihrt in Monozyten und Makrophagen zu einer verminderten IL-12- und zu einer
erhéhten IL-10-Produktion. IL-12 z&hlt, wie auch TNF-a und MIP-1a, zu den
proinflammatorischen, IL-10 hingegen zu den antiinflammatorischen Zytokinen. Unreife MDCs
werden durch Adenosin zur Chemotaxis angeregt. In reifen MDCs kommt es Uber den Aga-
Rezeptor ebenfalls zu einer IL-12-Suppression, was die Entwicklung von T-Zellen in Thi-
versus Th2-Richtung vermindert.
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4.7  Klinische Bedeutung der PDC

Mehrere Studien konnten einen Bezug zwischen der H&aufigkeit und Funktion
plasmazytoider dendritischer Zellen und dem Krankheitsverlauf herstellen. Anhand
zweier Beispiele von Virusinfektionen, namlich der HIV-Krankheit (HIV = human
immunodeficiency virus) und dem Dengue-Fieber, soll die klinische Bedeutung der
PDC unterstrichen werden.

Bei akuter wie auch chronischer HIV-Infektion kommt es zu einer progressiven
Verminderung der PDC- und MDC-Zellzahl. Dies ist auch unter antiviraler Therapie nur
teilweise reversibel. Es besteht eine indirekte Proportionalitédt zwischen der Anzahl der
PDCs im perhipheren Blut, ihrer Féhigkeit Interferon zu produzieren und der Viruslast.
Funktionell betrachtet resultiert die verminderte IFN-a-Produktion HIV-infizierter
Patienten sowohl aus einer Verminderung des pro PDC produzierten IFN als auch aus
einer Reduktion der CD4" Zellen, zu denen auch PDCs gehéren (Barron 2003;
Chehimi 2002). Eine chronische HIV-Infektion betrifft einerseits durch Infektion die Zahl
plasmazytoider dendritischer Zellen selbst, andererseits beeintrachtigt sie ihre Zytokin-
sezernierenden und T-Zell-aktivierenden Funktionen (Barron 2003, Chehimi 2002). Der
Rlckgang der IFN-a/B-produzierenden Zellen geht dabei mit einer erhdhten Anfélligkeit
fiir opportunistische Infektionen einher (Siegal 2001). Ahnliche Betrachtungen lieferten
HCV-infizierte Patienten (HCV = Hepatits C-Virus) bzw. mit HIV und HCV koinfizierte
Patienten (Anthony 2004). Kontrar dazu weisen HIV-Langzeit-Uberlebende héhere
PDC-Zahlen auf als gesunde Spender (Levy 2003). Aus den gewonnenen Daten lasst
sich folgern, dass die Funktion und die Anzahl der PDCs eine ganz entscheidende

Rolle bei der Aufrechterhaltung antiviraler Immunantworten spielen.

Das Dengue-Virus gehért zur Gattung der Flavi-Viren und wird von Moskitos
Ubertragen. Wéahrend die Krankheit in Europa nur selten auftritt und dann meist von
Tropen-Reisenden importiert wird, fihrt sie im asiatischen und stidamerikanischen
Raum immer noch zu Kindersterblichkeit, wenn es zu einer hoch-fieberhaften

Erkrankung bis hin zum Dengue-h@morraghischen Fieber kommt.

Sowohl bei nicht-humanen Primaten als auch bei Kindern - beide Gruppen mit mildem
oder asymptomatischen Verlauf - konnte kurz nach der Infektion mit Dengue-Virus eine
erhbhte Zahl zirkulierender PDCs beobachtet werden. Bei Kindern, die spater Dengue-
hamorraghisches Fieber entwickelten, fehlte hingegen dieser frihe Anstieg der PDCs
(Pichyangkul 2003). Lebende, aber nicht UV- oder Hitze-inaktivierte Flavi-Viren
induzieren in PDCs IFN-a. Ob IFN-a/B essenziell ist, eine Progression der Erkrankung

zu unterbinden, muss noch erforscht werden.
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5 CpG-Oligonukleotide (CpG-ODN)

5.1  CpG-DNA als Pathogen-assoziierte molekulare Muster

Im Jahr 1893 gelang es dem New Yorker Chirurgen William B. Coley mit einer
Kombination aus Bakterienextrakten (Streptokokken-Lysate, spater ,Coley’s toxine”
genannt), die Rickbildung von Tumoren bei Sarkom-Patienten zu induzieren (Coley
1991, classic collection). Durch die Imitation einer mikrobiellen Infektion konnte eine
spezifische anti-tumorale Immunantwort verstarkt werden. Diese historische
Entdeckung stellt den Anfang der CpG-Oligonukleotide (CpG-ODN; p steht fir
Phosphatbindung) dar. CpG-Oligonukleotide sind synthetische Derivate mikrobieller
DNA, die eine Immunreaktion verstérken kénnen. Die Desoxyribonukleinsaure (DNA)
kodiert flr das zellulare Genom und bildet die Matrize flr die Proteinbiosynthese.
Deshalb wurde sie lange Zeit als reiner Informationsspeicher betrachtet, bis Tokunaga
1984 ihre immunstimulierende Wirkung entdeckte (Tokunaga 1984), als er bakterielle

Lysate in ihre einzelnen Fraktionen auftrennte.

CpG-DNA, ein TLR9-Ligand, enthélt die Nukleotid-Abfolge Cytosin-Guanosin in einem
bestimmten Basen-Kontext und stellt einen weiteren Prototyp eines molekularen
Musters (PAMP) dar mit dessen Hilfe das angeborene Immunsystem zwischen Selbst
und Fremd unterscheiden kann. Da auch humane Zellen DNA besitzen, mussen
deutliche Unterschiede zu mikrobieller DNA bestehen, um die Kriterien eines PAMP als
einer konservierten mikrobiellen Struktur, die sich von humanen Strukturen
unterscheidet, zu erflllen (Krieg 2002):

e Wahrend das Auftreten von CG-Dinukleotiden in humaner DNA unterdriickt
wird und lediglich bei einem Viertel der statistischen Haufigkeit liegt (1:60),
enthalt die DNA der meisten Mikroorganismen CG-Dinukleotide gemaB der
statistischen Wahrscheinlichkeit (1:16).

e In humaner DNA herrscht im Gegensatz zu mikrobieller DNA ein Basen-Kontext
vor, in dem CG-Dinukleotide keine immunstimulatorische Aktivitat besitzen,
namlich ein Cytosin vor und ein Guanosin nach der CpG-Sequenz.

e Ca. 70% der humanen CG-Dinukleotide sind an den Cytosinbausteinen
methyliert, eine Modifikation, die ebenfalls der immunstimulatorischen Aktivitat
entgegenwirkt.

Synthetische Oligonukleotide (ODN) mit unmethylierten CpGs (CpG-ODN) bieten in
Mausen Schutz vor Infektionen mit intrazelluldren Erregern wie Leishmanien oder
Listerien (Krieg 1998; Zimmermann 1998). Folglich besitzen sie - der mikrobiellen DNA
vergleichbar - immunstimulatorische Aktivitdt. Anhand von TLR9-depletierten Mausen
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konnte nachgewiesen werden (Hemmi 2000), dass CpG-ODN ihren immunstimu-
latorischen Effekt Gber TLR9 vermitteln; wenig spéter lieB sich dies auch fir das
humane System zeigen (Bauer 2001). Da unmodifizierte ODN instabile Strukturen sind,
die schnell von Nukleasen abgebaut werden, ersetzt man beim Herstellen von
synthetischen ODN die normalen Phosphodiester-Bindungen teilweise oder komplett
durch Phosphothioat-Bindungen, die den Molekilen Nuklease-Resistenz verleihen
(Stein 1988).

Im Laufe der Evolution haben sich die TLR9-Molekile der verschiedenen Spezies
auseinander entwickelt, so dass sich manche Spezies in den CpG-ODN-Sequenzen
unterscheiden, die eine optimale stimulatorische Wirkung entfalten (Rankin 2001).
Wahrend diese Sequenzen im Menschen und in anderen Primaten weitgehend
Ubereinstimmen, bestehen deutliche Unterschiede zwischen Menschen und Nagern.
Auch die TLR9-exprimierenden, CpG-responsiven Zellarten kénnen zwischen
verschiedenen Spezies differieren; so stellen im humanen System und bei Primaten
B-Zellen und PDCs die Zellarten dar, die direkt durch CpG-ODN aktiviert werden;
hingegen werden direkte CpG-Effekte im murinen System zusétzlich Uber myeloide
Zellen wie Makrophagen, Monozyten und myeloide dendritische Zellen vermittelt
(Kadowaki 2001). In vivo Experimente mit CpG-ODN werden typischerweise mit
Mausen begonnen und besonders in Bezug auf therapeutische Anwendungen zur

weiteren Evaluation in Primaten verlegt.

5.2  Einteilung der CpG-Oligonukleotide

CpG-Oligonukleotide stellen potente Aktivatoren von Immunzellen dar, wobei die
immunstimulatorische Wirkung auf ein zentrales Cytosin-Guanin-Dinukleotid zuriick-
zufUhren ist, das in einen bestimmten Basenkontext eingebettet ist (Krieg 1995).
Basierend auf strukturellen und funktionellen Charakteristika mit unterschiedlicher
Wirkung auf die Zielzellen, werden CpG-ODN in verschiedene Klassen eingeteilt.
Mittlerweile sind drei Klassen von ODN bekannt:

1) CpG-A ist charakterisiert durch Poly-G-(Guanosin)-Motive mit Phosphothioat-
Bindungen am 3’- und 5’-Ende sowie einem Palindrom, das sich um ein zentrales CpG-
Dinukleotid gruppiert und durch Phosphodiester-Bindungen verknUpft ist. Unter einer
Palindromsequenz versteht man spiegelbildlich angeordnete Basen. Den Prototyp
eines humanen CpG-A-ODN stellt ODN 2216 dar. Aufgrund der strukturellen
Besonderheiten formieren sich CpG-A-ODN durch Ausbilden sogenannter G-Tetraden
zu Ubergeordneten partikuldren Strukturen (Kerkmann 2005). Diese liegen in der
GréBenordnung von Viren und erweisen sich unter physiologischen Bedingungen als
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stabil. Die Bildung dieser Nanopartikel beeinflusst die zelluldare Lokalisation von CpG-A
mit einer langeren Verweildauer in frih-endosomalen Kompartimenten (Honda 2005).
Diese Eigenheit wird mittlerweile als verantwortlich fir eine potente IFN-a-Induktion
angesehen, da auch CpG-B-ODN, die experimentell zu héhermolekularen Strukturen
zusammengefugt wurden, groBe Mengen an IFN-a induzieren.

2) Im Gegensatz zu CpG-A stellt CpG-B (ODN 2006) einen starken B-Zell-Aktivator dar
und regt die B-Zelle zur Proliferation und Sekretion groBer Mengen von IL-10 und IL-6
an. Die Produktion von Typ1-IFN ist hingegen gering. CpG-B besteht aus einem oder
multiplen CpG-Motiven an einem Phosphothioat-modifizierten Rlckgrat, wodurch eine
héhere Nukleaseresistenz erreicht wird. Es enthélt keine Poly-G-Sequenz (Krieg 2001)
und bildet keine Ubergeordneten Strukturen aus. Eine Ubersicht (iber die beiden CpG-
Klassen liefert Tabelle 6.

CpG-A CpG-B
primare PDC B-Zelle und PDC
Zielzelle
Prototyp ODN 2216 ODN 2006

Sequenz 5'GGgggacqa:tcatcGGGGGg 3 |5 TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT 3°

Struktur e chiméares Phosphodiester-/ e vollstéandiges
Phosphothioat-Rulckgrat Phosphothioat-Ruickgrat
e Poly-G-Enden e enthalt das ,optimale“ humane
e zentrales Palindrom mit CpG-Motiv GTCGTT

CG-Dinukleotid
e Formation héhermolekularer
Strukturen (G-Tetraden)

Wirkung e induziert groBe Mengen e starke Aktivierung von B-Zellen
Typ I-IFN in PDCs e induziert geringe Mengen Typ I-IFN
e schwache Aktivierung von in PDCs
B-Zellen

Tab. 6: Charakteristika und Sequenzen der humanen CpG-Klassen

GroBbuchstaben: Phosphothioat-; Kleinbuchstaben: Phosphodiesterbindung
Fett gedruckt: CpG-Motive; Unterstrichen: Palindrome; : = Zentrum des Palindroms

3) Vor wenigen Jahren wurde eine dritte Oligonukleotidklasse identifiziert. Wichtige
strukturelle Merkmale von CpG-C sind ein zentrales Palindrom in Anlehnung an CpG-A
sowie ein ,TCGTCG"-Motiv am 5-Ende in Anlehnung an CpG-B; dabei sind alle Basen
durch Phosphothioate verbunden, was dem ODN eine gréBere Stabilitédt im Vergleich
zu CpG-A verleiht. Diese ODN-Klasse zeichnet sich sowohl durch IFN-a-Induktion in
der PDC als auch durch Aktivierung von B-Zellen aus und vereint somit die
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Haupteigenschaften von CpG-A und CpG-B (Hartmann 2003). Die starke Aktivitat in
beiden Zielzellen lasst eine verbesserte immunmodulatorische Fahigkeit vermuten.
Beziglich der Aktivierung von B-Zellen in PBMCs erweist sich CpG-C sogar als CpG-B
Uberlegen, was durch die indirekte Stimulation durch induziertes IFN-a erklart werden

kann.

5.3  Wirkung von CpG-ODN auf das Immunsystem

Beim Menschen reagieren nur B-Zellen und PDCs direkt auf die CpG-Stimulation
(Hemmi 2000; Takeshita 2001; Hornung 2002) und initieren dadurch eine
Immunkaskade, in deren Verlauf es indirekt zur Reifung, Differenzierung und
Proliferation von NK-, T-Zellen und Monozyten bzw. Makrophagen kommt. Zusammen
sezernieren all diese Zellen Zyto- und Chemokine, die ein proinflammatorisches (IL-1,
IL-6, IL-18 und TNF) und Th1-induzierendes (IFN-y und IL-12) Milieu schaffen (Klinman
1996; Ballas 1996). Diese Effekte sind hoch spezifisch fiir CpG, da sie fir DNA ohne
unmethylierte CpG-Motive nicht nachweisbar sind.

Interessanterweise bestehen dabei deutliche Unterschiede zwischen den beiden CpG-
Klassen. So induziert CpG-A in PDCs sehr groBe Mengen an Typ1-Interferon
(Hartmann 2000), indem es eine Virusinfektion imitiert. Es kommt jedoch nur zu einer
geringen Hochregulation der fir die Ausreifung charakteristischen Oberflachenmarker
cluster of differentiation (CD)80, CD86 und major histocompatibility complex (MHC)-I.
IFN-a induziert die Antigen-unabhéngige Aktivierung von Gedachtnis-CD8-T-Zellen
(Hornung 2002), die Aktivierung und Interferon-y-Produktion (IFN-y) in nattrlichen
Killerzellen (NK-Zellen) und y&-T-Zellen und die Ausreifung und Entwicklung eines DC-
ahnlichen Phanotyps in Monozyten (Krug 2003). Obwohl auch B-Zellen TLR9
exprimieren, zeigt CpG-A in diesen Zellen keinen Effekt; es scheint vielmehr den
aktivierenden und protektiven Effekten von CpG-B entgegen zu wirken.

CpG-B induziert auf der PDC eine verstarkte Expression von kostimulatorischen
(CD80, CD86, CD40) und Antigen-prasentierenden Molekilen (MHC-Il) sowie eine
erhdhte Sekretion von IL-8 und TNF-a, aber nur eine spérliche IFN-a-Produktion
(Hemmi 2003; Kerkmann 2003). Zudem bewirkt es das Ausreifen (starke Expression
von CD83), das Wachstumsfaktor-unabhangige Uberleben in Kultur und Schutz vor
IL-4-induzierter Apoptose. In Gegenwart von CD40L werden dendritische Zellen wie
auch B-Zellen zur Produktion von IL-12 angeregt; dadurch wird eine bakterielle
Infektion imitiert und durch das Primen naiver CD4" T-Lymphozyten eine Thi-
gerichtete Immunantwort herbeigefihrt. Fir B-Zellen stellt CpG-B einen extrem starken
Stimulus dar: Es fuhrt zum Eintritt in die G1-Phase des Zellzyklus, zur Zytokin-
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Produktion sowie zur verstarkten Expression kostimulatorischer Molekile wie dem Fcy-
Rezeptor, MHCII, CD80, CD86, CD40 und CD54 (Davis 1998). Wahrend die IL-6-
Sekretion fur die Produktion von IgM benétigt wird, stellt die IL-10-Induktion einen
Mechanismus zur Gegenregulation und zur Begrenzung der Aktivierung dar (Anitescu
1997).

Zusammenfassend besteht die Wirkung von CpG-ODN darin, ein starkes Th1-Milieu
in vitro und in vivo zu schaffen, das sich durch die Anwesenheit von IFN und IL-12
auszeichnet. Eine Gegeniiberstellung der beiden in dieser Arbeit verwendeten Oligo-
nukleotide CpG-B und CpG-A zeigt Abbildung 8.

Typ IIFN

|

CD80, CD86, MHCII

Polyklonale Aktivierung
(CD86, CD40, CD54, MHCII)
IL-6, IL-10
Proliferation
Hemmung der Apoptose

}

CD40

B-Zelle

Va YA
)k A K

IFN y
Mye101de
DC

Abb. 8: Die unterschiedliche Wirkung von CpG-B und CpG-A auf die Zellen des
Immunsystems (nach Rothenfusser 2003)

PDCs und B-Zellen werden direkt durch CpG-ODN stimuliert. Bei Monozyten, MDCs, T- und
NK-Zellen erfolgt dies sekundéar durch Zytokine, die von PDCs gebildet werden. CpG-A (ODN
2216) induziert die Produktion groBer Mengen an IFN-a in PDCs, wahrend CpG-B (ODN 2006)
und CD40L synergistisch die IL-12-Freisetzung stimulieren. Dadurch wird das Primen naiver
a/B-T-Zellen und ihre Differenzierung in Richtung Th1 verstarkt.

5.4 Molekulare Wirkmechanismen

Die Aufnahme von ODN in die Zelle erfolgt nach Anlagerung an DNA-bindende
Proteine an der Zelloberflache tber Rezeptor-vermittelte Endozytose in einem aktiven
und temperaturabhangigen Prozess (Hacker 1998). In Anwesenheit von Poly-G-
Motiven erfolgt zuséatzlich eine Aufnahme Uber Scavenger-Rezeptoren (Yao 1996).
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An Latex- oder Gold-Kigelchen gebundene CpG-ODN werden an der Aufnahme in die
Zelle gehindert und verlieren ihre immunstimulatorische Wirkung (Manzel 1999). In der
Zelle sind ODN in endosomalen Kompartimenten lokalisiert. Hier lassen sich wiederum
durch Substanzen wie Chloroquin, welche die Ansauerung und Ausreifung der
Endosomen verhindern, die stimulatorischen Effekte von CpG-DNA aufheben
(Yi 1998). Nachdem die Erkennung Uber TLR9 zuerst in Mausen als notwendige
Voraussetzung fir die Wirkung von CpG-ODN demonstriert werden konnte (Hemmi
2000), folgte bald die Bestatigung im Menschen; auch hier wurde TLR9 als notwendige
Voraussetzung fir die Vermittlung der CpG-ODN-induzierten Effekte identifiziert (Bauer
2001). In Ubereinstimmung mit den bereits beschriebenen Konsequenzen einer
Hemmung der Aufnahme von ODN in die Zelle oder einer Hemmung der endosomalen
Ausreifung, konnte die Lokalisation von TLR9 in endosomalen Kompartimenten
dargestellt werden (Ahmad-Nejad 2002).

5.5 Therapeutische Anwendung von CpG-ODN

Auf der charakteristischen Wirkungsweise von CpG-ODN und ihrer Th1-gerichteten
immunstimulatorischen Wirkung beruhen zahlreiche therapeutische Strategien, die in
Studien bereits untersucht wurden. Sowohl der prophylaktische Einsatz als Vakzine-
Adjuvans, als auch die therapeutische Anwendung bei Tumorerkrankungen, die
Starkung des Immunsystems zur Infektabwehr und die Modifizierung der Immun-
reaktion bei allergisch bedingten Erkrankungen wurden untersucht.

1) Tumortherapie: In verschiedenen Studien werden CpG-ODN als Monotherapie, als
Adjuvans fur Tumorvakzine und in Kombination mit spezifischen Antikérpern zur
Verstarkung der Antikérper-abhangigen zellularen Zytotoxizitat eingesetzt (Weiner
1997; Wooldridge 1997). Zudem bewirken sie ein forderliches Milieu in den
drainierenden Lymphknoten und zeigen direkt antiproliferative Wirkung auf die
Tumorzellen. Als Monotherapie konnten Studien in M&usen eine therapeutische
Wirkung von CpG-ODN nachweisen, wobei CpG-A v. a. Effekte gegen Tumoren zeigte,
die sensibel auf NK-Zell-Aktivierung reagieren, wie Melanome, Kolon-Karzinome oder
Mesotheliome, wéahrend die durch CpG-B vermittelte breitere Aktivierung des
Immunsystems einen Rickgang von Lymphomen, Neuroblastomen oder Glio-
blastomen bewirkte (Ballas 2001).

2) Infektprotektive Aktivitadt: Die systemische Applikation von CpG-ODN verleiht
Mausen Immunitdt gegen verschiedene Pathogene (Klinman 1999). Ein
entscheidender Beitrag zu diesem Schutz kommt der PDC zu: In Experimenten mit
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Listerien-Infektionen konnte gezeigt werden, dass PDCs aus CpG behandelten
Spendern nicht-behandelten Empfédngern Immunitat verliehen, wohingegen PDC-
depletierte  Spenderzellen dies nicht vermochten (Ishii 2005). Auch im
immunsupprimierten, schwangeren oder neugeborenen Individuum scheinen CpG-
ODN die Immunabwehr zu verstérken (Verthelyi 2003; Ito 2004).

3) Adjuvans fur Vakzinierungen: Ein weiterer therapeutischer Ansatz ist die
Verwendung von CpG-ODN als Impfadjuvans. Uber die Induktion von Thi-
proinflammatorischen Zytokinen und die Aktivierung und Ausreifung von Antigen-
prasentierenden-Zellen (APC) fihrt die Gabe von CpG mit verschiedenen Impfstoffen
(z. B. gegen Influenza, Masern, Hepatitis B, Tetanus) zu einem Anstieg spezifischer
Antikdrper auf ein Vielfaches im Vergleich zur Kontrolle ohne CpG (Moldoveanu 1998).

4) Pravention und Therapie von Allergien: Allergische Erkrankungen wie Asthma
bronchiale werden durch eine starke Produktion von Th2-Zytokinen wie IL-4 und IL-5
vermittelt. Durch Induktion einer Th1-Immunantwort, wie sie durch Stimulation mit
CpG-ODN erreicht wird, lasst sich dieser Prozess verhindern oder abschwachen
(Santeliz 2002).

Im Menschen werden derzeit vorrangig Phase I-Studien zur Evaluation der Arznei-
mittelsicherheit durchgefihrt, die u. a. in der Frage einer erhéhten Gefahr von
Autoimmunerkrankungen unter CpG-ODN mehr Klarheit bringen sollen. Erste Phase II-
Studien konnten Dbeispielsweise eine Verstdrkung und Beschleunigung der
Immunantwort auf die Hepatitis B Vakzine Engerix B zeigen (Klinman 2000).

6 Fragestellung

Dendritische Zellen zahlen zu den Antigen-prasentierenden Zellen und haben eine
Mittlerfunktion zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem. Die Erkennung
von exogenen und endogenen Gefahrensignalen am Ort einer Infektion oder eines
Zellschadens flhrt Gber Mustererkennungsrezeptoren des angeborenen Immun-
systems zur Aktivierung und Ausreifung dieser Zellen. Je nach Gefahrensignal und Art
der dendritischen Zelle wird die Produktion unterschiedlicher kostimulatorischer
Moleklle, Zytokine und Chemokine induziert; Uber die Interaktion mit T- und B-Zellen
kommt es zu einer der jeweils auslésenden Situation angepassten Antwort des
adaptiven Immunsystems. Das Auffinden der Gefahrenstelle und die Interaktion von
DCs mit anderen Zellen des Immunsystems am richtigen Ort erfordert eine genau
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koordinierte Steuerung der Migration von DCs und ihren Interaktionspartnern durch
Chemokine und andere chemotaktisch aktive Substanzen.

Die plasmazytoide dendritische Zelle (PDC) bildet eine Untergruppe dendritischer
Zellen, die durch ihre Fahigkeit der Erkennung viraler Nukleinsduren Uber die
Mustererkennungsrezeptoren TLR9 und TLR7 sowie durch ihre Fahigkeit zur
Produktion groBer Mengen an Interferon gekennzeichnet ist; sie besitzt daher eine
zentrale Funktion in der Abwehr viraler Infektionen. PDCs sind aufgrund ihrer
Bedeutung bei viralen Infektionen und der Wirkungsvermittlung synthetischer
Agonisten von TLR9 (CpG-ODN) und TLR7, die bereits in klinischen Studien
eingesetzt werden, in den Mittelpunkt wissenschaftlichen Interesses gerlckt.

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit waren sowohl die chemotaktischen Stimuli, auf die
PDCs selbst reagieren, als auch die chemotaktischen Stimuli, die von PDCs produziert
werden, unvollstandig charakterisiert. Weitgehend unbekannt waren auch die
Zielzellen, die durch eben diese Stimuli zum Wanderungsverhalten zu PDCs hin
angeregt werden. Wahrend die Aktivierung von PDCs durch exogene Gefahrensignale,
insbesondere durch CpG-Oligonukleotide via TLR9, bereits gut beschrieben ist, gibt es
nur wenige Daten Uber die Aktivierung von PDCs durch endogene Gefahrensignale.
Vorarbeiten der eigenen und anderer Arbeitsgruppen (Panter 2001 und 2003) hatten
die Wirkung von Adenosin auf myeloide DCs untersucht und sowohl chemotaktische
Aktivitat als auch funktionsmodulierende Effekte dieses endogenen Gefahrensignals
beschrieben. Uber die Wirkung von Adenosin auf PDCs oder die Expression von
Adenosinrezeptoren auf PDCs war jedoch nichts bekannt.

In der vorliegenden Arbeit sollen deshalb in geeigneten in vitro-Modellen folgende
Fragestellungen beantwortet werden:

e Welche Chemokine werden nach Stimulation durch das exogene
Gefahrensignal CpG-ODN von aktivierten PDCs produziert und auf welche
chemotaktischen Stimuli hin wandern PDCs?

e Welche Zellpopulationen werden von aktivierten PDCs zur Wanderung in
Richtung PDC angeregt?

e Wie wirkt sich das endogene Gefahrensignal Adenosin auf die Chemotaxis und
die Zytokinproduktion von PDCs aus und besteht eine Korrelation zu ihrer
Adenosinrezeptor-Expression?
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B Material und Methoden

1 Reagenzien, Chemikalien und Gerate

1.1 Geréate

Begasungsbrutschrank (1384)
Eismaschine

ELISA-Reader

FACSCalibur

Gene Quant RNA/ DNA Calculator
Kamera Nikon F90X

Lamin Air (HB 244 8)

Light Cycler

MidiMACS

Mikroskop (Axiovert 25)
MiniMACS

Omnifuge 2 ORS

pH-Meter

Photokammer

Power Pac 200 Spannungsgerat
Thermocycler Modell T3
Thermocycler RoboCycler Gradient 40
Vortex VF2

Vortexer

Waage (LP 6209)

Waage (SBC 21)
Wasser-Deionisierungsmaschine
Zentrifuge (5417 R)

Zentrifuge Sepatech Omnifuge

1.2 Chemikalien

Aqua ad injectabile

Brefeldin A

5-[und 6-]-Carboxyfluorescein Di-
acetat Succinimidyl Ester (CFSE)
Dimethylsulfoxid (DMSQO)
Ethylen-Diamin-Tetraessigsaure (EDTA)
FACSFlow

FACSSafe
Fluo-3/AM(Acetoxymethylester)
Formaldehyd

Fura Red/AM (Acetoxymethlyester)
Geneticin g-418 Sulfat
Heparin-Natrium 25000 I.E./ 5 ml
NaCl 0,9% (Kochsalzlésung)
PharmLyse-Reagenz

Phorbol Myristat Acetat (PMA)
Pluronic F-127 (20 % Lsg. in DMSO)

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Heraeus (Hanau, D)

Ziegra (Isernhagen, D)
Dynatech-Laboratories (Guernsey, GB)
Pharmingen/ Becton Dickinson

(Heidelberg, D)

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Pharmacia Biotech (Freiburg, D)
Nikon GmbH (DuUsseldorf, D)

Heraeus (Hanau, D)

Roche (Mannheim, D)

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)
Zeiss (Jena, D)

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)
Heraeus (Hanau, D)

WTW (Weilheim, D)

Kodak (Rochester, USA)

Biorad (Minchen, D)

Biometra (Géttingen, D)

Stratagene (Heidelberg, D)

Bender & Hobein AG (Zlrich, CH)
Janke & Kunkel (Staufen, D)

Sartorius (Géttingen, D)

Scaltec Instruments (Heiligenstadt, D)
SG Reinstwasser-Sys. (Hamburg, D)
Eppendorf (Hamburg, D)

Heraeus (Minchen, D)

Braun (Melsungen, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Molecular Probes (Eugene, USA)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Becton Dickinson (Heidelberg, D)
Becton Dickinson (Heidelberg, D)
Molecular Probes (Eugene, USA)
Merck (Darmstadt, D)

Molecular Probes (Eugene, USA)
GibcoBRL (Paisley, Schottland)
Ratiopharm (Uim, D)

Baxter (UnterschleiBheim, D)

BD Pharmingen (San Diego, USA)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Molecular Probes (Eugene, USA)



Material und Methoden

36

To-Pro-3 lodid(TOPRO-3)
Tris

Tris-Borat-EDTA (TBE)
Trypan-Blau

1.3  Materialien fiir die Zellkultur

Agar

Biocoll Separationsmedium (Ficoll)
Bovines Serum Albumin (BSA)
Fotales Kalberserum (FCS)
Hefeextrakt

Humanes AB-Serum (HS)

Humanes Serum Albumin (HSA)
IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's
Medium)

Interleukin-3 (IL-3)

L-Glutamin

PBS (Phosphate buffered saline)
Penicillin

RPMI (Roswell Park Memorial Institute)-
1640-Medium

Soc-Medium

Streptomycin

Fa. Molecular Probes (Leiden, NL)
Fa. Bio-Rad (Marnes la Moquette, F)
Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Fa. Biochrom (Berlin, D)

Fa. GibcoBRL (Paisley, GB)

Fa. Invitrogen (Carlsbad, USA)

Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Fa. BioWhittaker (Wakersville, USA)
Fa. Pharmacia & Upjohn (Erlangen, D)

Fa. PAA (Linz, A)
Fa. R&D Systems (Wiesbaden, D)
Fa. PAA (Linz, A)
Fa. PAA (Linz, A)
Fa. PAA (Linz, A)

Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Fa. GibcoBRL (Paisley, GB)
Fa. PAA (Linz, A)

Plastikmaterialien fir die Zellkultur wurden von den Firmen Greiner (Frickenhausen,
D), Falcon (Heidelberg, D), Bibby Sterrilin (Stone, GB) und Corning (Corning NY, USA)

bezogen.

Far Migrationsassays wurden zusatzlich spezielle 24-Wellplatten mit

eingesetzten Filtern (sog. Trans-well-Platten) verwendet (Corning NY, USA).

1.4  Zellkulturmedien und Puffer

RPMI-Vollmedium:
RPMI 1640-Medium

10 Vol % FCS

1,5 mM L-Glutamin

100 U/ ml Penicillin

100 pg/ ml Streptomycin

DMEM-Selektionsmedium fir CD40L-
Zellen:

DMEM-Medium

5 Vol % FCS

2 mM Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

200 pg/ml Geneticin G-418 Sulfat

Erythrozyten-Lysepuffer:
PBS
PharmLyse-Reagenz

MACS-Puffer:
PBS

2 mM EDTA
0,5 Vol % BSA
pH 7,2

TE-Puffer:

Wasser

10 mM Tris Chlorid
1 mM EDTA

pH 8,0
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1.5 Reagenziensatze

Zellisolation mittels der MACS-Methode:

B Cell Isolation Kit Fa. Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)
BDCA-1 Cell Isolation Kit Fa. Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)
BDCA-2 Cell Isolation Kit Fa. Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)
BDCA-4 Cell Isolation Kit Fa. Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)
CD4" T Cell Isolation Kit Fa. Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)
CD45R0O MicroBeads Fa. Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)
CD8" MicroBeads Fa. Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)
IFNy Secretion Assay Fa. Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)
Monocyte Isolation Kit Fa. Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)
Pan T Cell Isolation Kit Fa. Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)
RNA Isolation, reverse Transkription und PCR:

First-Strand cDNA Synthesis Kit Fa. Roche Diagnostics (Mannheim, D)
High Pure RNA Isolation Kit Fa. Roche Diagnostics (Mannheim, D)

LightCycler FastStart DNA Sybr Green|  Fa. Roche Diagnostics (Mannheim, D)

PCR-Primer fir Adenosin-Rezeptoren:

A,-Rezeptor TCCCCCTCGCCATCCTCATCAACA
GGCCCGCTCCACCGCACTCAG
Ao.-Rezeptor CTGGTCCTCACGCAGAGCT
ACTCGCGGATACGGTAGGC
Ao,-Rezeptor CGCCCACCAACTACTTC
GCCACCAGGAAGATCT
As-Rezeptor GCTTACCGTCAGATACAAG
GCATAGACGATAGGGTTCA

Alle Primer wurden von der Fa. Sigma Genosys (Castle Hill, Australia) synthetisiert.

Bestimmung von Zytokinen mittels ELISA:

Human IFN-a ELISA Fa. Bender MedSystems (Wien, A)
Human IL-12 ELISA Fa. Bender MedSystems (Wien, A)
Humaner Opteia IL-6 ELISA Fa. BD Pharmingen (San Diego, USA)
Humaner Opteia IL-12 p40 ELISA Kit Fa. BD Pharmingen (San Diego, USA)
Humaner Opteia IL-12 p70 ELISA Kit Fa. BD Pharmingen (San Diego, USA)
Humaner Opteia TNF- a ELISA Kit Fa. BD Pharmingen (San Diego, USA)

Zellfixierung und -permeabilisierung:
Fix N Perm Kit Fa. An der Grub (Kaumberg, A)

1.6 Zytokine, Chemokine und Wachstumsstimulatoren

Anti-Interleukin-4 Fa. BD Pharmingen (San Diego, USA)

Anti-Interleukin-12 Fa. BD Pharmingen (San Diego, USA)

Calcium-lonomycin Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

CD3/ CD28-Dynabeads Fa. Dynal/ Invitrogen (Carlsbad, USA)

Chemokine: IP-10, MIG, MIP-3B, Rantes  Fa. R&D Systems (Wiesbaden, D)
SDF-1 Fa. Dictagene (Genf, CH)

GM-CSF (Granulocyte-macrophage

colony-stimulating factor) Fa. R&D Systems (Wiesbaden, D)

Interferon- Fa. PBL Biomedical Laboratories

(New Brunswick, USA)
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Interferon-o2a

Interleukin-2, -3, -4, -7, -12, -15

Lipopolysaccharid (LPS)
(Herkunft: Salmonella typhimurium)

PMA (Phorbol 12-Myristat 13-Acetat)
Phytohdmagglutinin (PHA)

Fa. PBL Biomedical Laboratories
(New Brunswick, USA)
Fa. R&D Systems (Wiesbaden, D)

Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D

Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D

( )

Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
( )
(

TNF-alpha Fa. R&D Systems (Wiesbaden, D)

1.7  FACS-Antikorper

Name Spezifitat |Klon Isotyp | Fluoreszenz |Hersteller

Anti-CD3 CD3 SK7 Maus FITC, PerCP |BD PharMingen
|gG1

Anti-CD4 CD4 RPA-T4 PE, APC BD PharMingen

Anti-CD8 CD8 RPA-T8 FITC, APC BD PharMingen

Anti-CD14 CD14 M5E2 APC BD PharMingen

Anti-CD19 CD19 APC, PE BD PharMingen

Anti-CD45RA CD45RA L48 Maus FITC BD PharMingen
|gG1

Anti-CD45RO CD45RO Maus PE BD PharMingen
|gG1

Anti-CD40 CD40 FC3 Maus FITC BD PharMingen
I9G4

Anti-CD80 CD80 BB1 Maus FITC BD PharMingen
19G

Anti-CD83 CD83 PE BD PharMingen

Anti-CD86 CD86 2331 Maus APC, PerCP | BD PharMingen
I9G4

Anti-CD123 CD123 PE BD PharMingen

Anti-CD154 CD154 TRAP1 Maus FITC BD PharMingen

(CD40L) lgG;
Anti-Lin1 CD3,14,16, FITC BD PharMingen
19,20,56

Anti-BDCA-2 BDCA-2 AC144 Maus PE, FITC Miltenyi Biotec
19G

Anti-HLA-DR HLA-DR L243 Maus PerCP BD PharMingen
|gG2a

Anti-IFN-y IFN-y 4SB3 Maus PE BD PharMingen
|gG1

Anti-Interleukin 4 | Interleukin 4 | 8D4-8 Maus PE BD PharMingen
|gG1

Streptavidin-APC | Streptavidin APC BD PharMingen

Anti-MCP-1 MCP-1 PE R&D Systems

Anti-MIP-1a MIP-1a PE R&D Systems

Anti-IP-10 IP-10 PE R&D Systems

Anti-Rantes Rantes PE R&D Systems

Tab. 7: Monoklonale FACS-Antikérper gegen humane Oberflachenmolekiile und Zytokine
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1.8  Oligodesoxynukleotide

Komplett oder teilweise Phosphorothioat-modifizierte Oligonukleotide wurden
freundlicherweise von der Fa. Coley Pharmaceutical Group (Wellesley MA, USA) zur
Verfligung gestellt und waren vorab negativ fir Endotoxin getestet (< 0,03 EU/ml, LAL-
Assay, Fa. BioWhittaker, Wakersville MD, USA). Falls nicht anders angegeben, werden
sie in einer Konzentration von 3 pg/ml eingesetzt. Eine Ubersicht gibt Tabelle 8.

Name Typ Lénge Nukleotid-Sequenz (5’ — 3’)
ODN 2006 CpG-B 24-mer tcg tcg tit tgt cgt tit gtc gtt
ODN 2216 CpG-A 19-mer g9G GGA CGA TCG TCg ggg 9G

Tab. 8: Ubersicht iiber die verwendeten Oligonukleotide:
Kleinbuchstabe: Phosphothioat-Bindung; GroBbuchstabe: Phosphodiester-Bindung am 3" Ende
der Base; fett gedruckt: CpG-Dinukleotide

2 Zellisolation und Kultur

2.1 Aufreinigung von peripheren mononuklearen Zellen

Mononukledre Zellen des peripheren Blutes (PBMCs = Peripheral blood mononuclear
cells) wurden entweder aus 200 ml heparinisiertem Vollblut gesunder Spender (pro
10 ml Blut 100 ul Heparin-Natrium) oder aus Buffy coats gewonnen, die
freundlicherweise vom Krankenhaus Harlaching (Eigenblutspender, HIV- und Hepatits-
negativ) zur Verfigung gestellt wurden. Als Buffy coat wird die Leukozytenmanschette
bezeichnet, die man beim Abzentrifugieren von Vollblut erhalt; sie besteht aus den
plasmafreien zelluldren Bestandteilen des Blutes mit einem reduzierten Gehalt an
Erythrozyten.

Die Isolation der PBMCs erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifugation tber Ficoll-
Hypaque-L&ésung. Hierzu wird das Blut (Vollblut bzw. Buffy coats) auf drei bzw. sechs
Falcon 50 ml-Réhrchen (Blue caps) verteilt, die mit 0,9 % sterilem NaCl aufgefillt
werden. Dieses verdunnte Blut wird nun vorsichtig auf vier bzw. acht Réhrchen a 50 ml
geschichtet, die vorher mit je 15 ml Ficoll-Hypaque geflllt wurden, ohne dabei die
Phasen zu vermischen. Nach der ersten Zentrifugation (Beschleunigung/ Bremsung:
1/1, 1000 g, 20 min, 20 °C) erhalt man in jedem Blue cap von oben nach unten
folgende Schichtung: Plasma, Lymphozytenmanschette aus PBMCs, Ficoll und andere
Zellen (Erythrozyten, Granulozyten). Der PBMC-Ring wird vorsichtig abpipettiert, in ein
neues Blue cap gegeben, mit steriler physiologischer Kochsalzlésung auf 50 ml
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aufgeflllt und zwei weitere Male zentrifugiert (9/4, 520 g, 10 min, 20 °C und 9/4, 400 g,
7 min, 4 °C). Vor dem letzten Waschschritt (9/4, 400 g, 7 min, 4 °C) wird das Zellpellet
in 7 ml Erythrozyten-Lysepuffer, einer hypotonen Pufferlésung, resuspendiert und fur
5 min bei Raumtemperatur inkubiert, um die verbliebenen Erythrozyten zu lysieren.

Zuletzt wird das Zellpellet in dem gewinschten Kulturmedium aufgenommen. Zur
Zellzahlbestimmung wird ein Aliquot mit Trypanblau angefarbt (Verdinnung 1:20) und
mit Hilfe einer Neubauer-Kammer unter dem Mikroskop gezahlt. Die Vitalitats-
bestimmung der mononukledren Zellfraktion (in der Regel > 95 %) erfolgt dabei mittels
Trypanblauausschlusstest. Die intakte Zellmembran lebender Zellen verhindert die
Aufnahme dieses Supravitalfarbstoffes. Tote Zellen werden hingegen blau angeféarbt.

2.2 Magnetische Zellsortierung zur PDC-Gewinnung

Die Isolation der PDCs (plasmazytoide dendritische Zellen) aus den gewonnenen
PBMCs erfolgte mittels magnetischer Zellseparation (MACS = magnetic-activated cell
sorting) mit BDCA-4-Kit. BDCA-4 ist ein Oberflachenmolekil, das vor allem auf
plasmazytoiden dendritischen Zellen exprimiert wird.

Bei der MACS-Isolationsmethode werden Zellen mit speziellen Antikérpern markiert.
Diese Antikdérper sind wiederum an paramagnetische Mikropartikel mit einem
Durchmesser von ca. 50 nm gekoppelt. Zusatzlich wird ein FC-Rezeptor-blockierendes
Agens hinzu gegeben, um unspezifische Bindungen des Antikérpers an FC-
Rezeptoren zu verhindern. Die Zellen werden fur 15 Minuten in einem speziellen
MACS-Puffer bei 4 °C mit den Microbeads markiert, gewaschen und anschlieBend in
MACS-Puffer resuspendiert.

Die markierte Zellsuspension wird auf eine Trennsaule gegeben, die eine
paramagnetische Matrix enthdlt. Die Saule wird in das Magnetfeld eines starken
Permanentmagneten eingebracht, das alle mit Microbeads beladenen Zellen in der
Matrix zurGckhalt. Alle unmarkierten Zellen werden durch mehrmaliges Spilen mit
MACS-Puffer aus der Saule entfernt, so dass nur die gewlinschte Zellpopulation in der
Séule zuriickgehalten wird. AnschlieBend wird die markierte Zellpopulation auBerhalb
des Magnetfelds aus der Saule eluiert und die markierte wie auch die unmarkierte
Zellfraktion in Kultur genommen. Das MACS-System kann folglich zur Anreicherung
(positive Selektion) wie auch zum Ausschluss einer Zellpopulation (Depletion) aus
einer Gesamtzellpopulation eingesetzt werden.

Zur Aufreinigung nach der MACS-Methode wurden in dieser Arbeit ausschlieBlich
Reagenziensatze der Firma Miltenyi Biotec geman dem Hersteller-Protokoll verwendet.



Material & Methoden 41

Neben PDCs wurden auch MDCs (myeloide dendritische Zellen, CD1c"), B-Zellen
sowie T-Zellen (CD8" und CD4* CD45RA*) gewonnen. Alle Experimente und
Isolationsschritte wurden unter sterilen Bedingungen an einer Werkbank mit laminarem

Luftstrom durchgeflhrt.

2.3  Kultur plasmazytoider dendritischer Zellen

Die isolierten plasmazytoiden dendritischen Zellen wurden in einer Konzentration von
250 000 Zellen/ml (Endvolumen 200 pl pro Well) in 96-Well-Zellkulturplatten kultiviert.
Dies erfolgte in einem Begasungsbrutschrank bei einer Temperatur von 37 °C, 95 %
Luftfeuchtigkeit und in einer 5 %-igen CO.-Atmosphére in der Luft. Als Kulturmedium
wurde Vollmedium verwendet und 10 ng/ml IL-3 (= Negativkontrolle) zugesetzt, um das
Uberleben der Zellen zu gewéhrleisten. Zur Stimulation gab man den jeweiligen Wells
zusatzlich CpG-ODN 2006 bzw. 2216 in einer Konzentration von 3 pg/ml hinzu. Nach
48 Stunden wurde der zellfreie Uberstand fiir Migrationsassays (siehe Kapitel 5) oder

zur Detektion von Zytokinkonzentrationen abgenommen.

2.4  Generierung von Th1- und Th2-Zellen

Durch magnetische Zellseparation erfolgt in zwei aufeinander folgenden
Zellseparationen die Gewinnung naiver (= CD45RA") CD4" T-Zellen. In einem ersten
Isolationsschritt werden CD4* T-Zellen per Depletion von der Gesamtzellpopulation
separiert, indem CD4 Zellen mit einem Biotin-Antikérper-Cocktail, bestehend aus
Antikérpern gegen CD8, -14, -16, -19, -36, -56, -123, TCRy/d und Glycophorin A,
markiert werden. Die Negativselektion entspricht allen CD4" T-Zellen. Diese werden in
einem zweiten Isolationsschritt mit CD45RO Microbeads markiert. Nach erneuter
Negativselektion erhélt man naive (= CD45RA") CD4" T-Zellen (Reinheit zwischen 80
und 90 %), die in Kulturmedium aufgenommen und in einer Konzentration von 2 Mio/ml
in 24-Wellplatten mit 10 U/ml IL-2 und 1,25 pl/ml CD3/ CD28-Dynabeads inkubiert

werden.

Um die Differenzierung in Richtung Th1-Zellen zu férdern, werden den Kulturen
5 ng/ml IL-12 und 1 pg/ml anti-IL-4, fUr eine Differenzierung in Th2-Richtung 1000 U/mi
IL-4 und 3 pg/ml anti-IL-12 zugesetzt. Die Inkubation findet bei 37 °C im Brutschrank
Uber einen Zeitraum von 7 Tagen statt; bereits nach 5 Tagen wird ein Mediumwechsel
sowie eine erneute Gabe von IL-2 vorgenommen. Zur Kontrolle des Differenzierungs-

erfolgs wird ein Aliquot der Kulturen mit lonomycin (in einer Konzentration von
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500 ng/ml) und PMA (Phorbol Myristat Acetat; in einer Konzentration von 50 ng/ml) in
der Anwesenheit von Brefeldin A (1pg/ml) zur Verhinderung der Zytokinfreisetzung
stimuliert. Nach 4 Stunden wurde dann durchflusszytometrisch (siehe Abschnitt 4) die
intrazelluldare IFN-y- (charakteristisch fir Th1-Zellen) und IL-4-Produktion (charakte-
ristisch fur Th2-Zellen) in beiden Zellpopulationen bestimmt.

2.5 Bestrahlung von Stimulatorzellen

In einigen Versuchen wurden CD40 Ligand-transfizierte Fibroblasten (baby hamster
kidney cells = BHK-Zellen) zur Stimulation von PDCs mit CD40L eingesetzt. Die Zellen
hat Herr Dr. Engelmann (LMU Munchen) freundlicherweise zur Verfigung gestellt. Um
eine Proliferation der BHK-Zellen im Versuchsansatz wahrend der Kultur zu
verhindern, wurden sie in 5-10 ml Medium suspendiert und in einer
Réntgenbestrahlungsanlage (Institut fir Immunologie, LMU Minchen) mit 30 Gray
bestrahlt. Die CD40L-Zellen wurden den plasmazytoiden dendritischen Zellen in einem
Verhaltnis von 1:10 hinzugesetzt.

3 Enzymgekoppelter Inmunadsorptionstest (ELISA)

Die Quantifizierung verschiedener Proteine wie der Zytokine IFN-a, TNF-a (Tumor
Nekrose Faktor a) und der Interleukine IL-6, IL-12p40 und IL-12p70 erfolgte mittels
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay = enzymgekoppelter Immunadsorptions-
test) im zellfreien Uberstand. Die ELISAs wurden entsprechend der Herstellerangaben
der jeweils verwendeten ELISA-Kits durchgefihrt und mit dem ELISA-Reader
spektrometrisch bestimmt.

Das Testprinzip des ELISAs beruht auf der Bindung gelbéster Zytokine aus
Zelliberstdnden an Protein-spezifischen Antikérpern. Entweder sind die Platten bereits
mit dem besagten Antikdrper (coating antibody) beschichtet oder sie werden Uber
Nacht selbst beschichtet. Neben einer Standardreihe mit bekannter Proteinmenge
werden nun alle Proben in Wells pipettiert, die mit einem Protein-spezifischen
Antikérper beschichtet sind. Wahrend der zweistiindigen Inkubationszeit bindet das
vorhandene Protein an die Antikérper. Nach mehreren Waschschritten wird ein zweiter,
biotinylierter Antikdrper (detection antibody) zugegeben, der das bereits gebundene
Protein an einem anderen Epitop bindet. Zusétzlich fagt man ein Strept-
avidin-Peroxidase-Konjugat hinzu, das wiederum an Biotin bindet. Durch die
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Verwendung mehrerer Biotin-Streptavidin-Briicken pro Antikérper wird eine
Signalverstarkung und somit eine hdhere Sensitivitat erreicht. Nach Entfernen des
ungebundenen Konjugates durch einen weiteren Waschschritt wird die Substratlésung
hinzu gegeben und durch das gebundene Enzym zu Farbstoff umgesetzt. Die
Farbintensitat, die proportional zur Proteinkonzentration der Probe ist, wird mittels
Absorptions-ELISA-Reader eingelesen. Mit Hilfe der Standardreihe kann die genaue

Konzentration in der Probe ermittelt werden.

Zur Konzentrationsbestimmung von IL-12p40, IL-12p70 und IL-6 wurden ELISA-Kits
zum Selbstbeschichten verwendet. Bei diesen Kits werden zunéchst die Wande der
Vertiefungen von 96-Wellplatten Gber Nacht mit Antikdrpern gegen das zu messende
Zytokin beschichtet. Zur Verhinderung von unspezifischen Bindungen wird die Platte
am nachsten Tag mit einem Blockierungsreagenz (fétales Kalberserum) geblockt,
bevor die Proben und die Standardkurve in die Vertiefungen pipettiert werden. Im
Unterschied zu den fertigen ELISAs fligt man bei den Kits zum Selbstbeschichten die
Biotin-konjugierten Antikérper gegen das zu bestimmende Zytokin zeitgleich mit dem
Streptavidin hinzu. Die Zugabe des Farbstoffes und die Auswertung am ELISA-Reader
erfolgt auf die gleiche Art und Weise.

4 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

4.1  Allgemeines Funktionsprinzip

Die Durchflusszytometrie (FACS = Fluorescence-activated cell sorting) bietet die
Moglichkeit, Zellen anhand ihres Phéanotyps mittels Streulicht- und Fluoreszenz-
signalen zu analysieren und zu quantifizieren, indem die Zellen mit fluoreszierenden
Antikdrpern gegen ein entsprechendes OberflAichenantigen oder ein intrazelluléres
Molekil markiert und in einem laminaren Flissigkeitsstrom nacheinander einzeln durch
einen Laserstrahl gefiihrt werden. Die durchfluss-zytometrischen Analysen erfolgten
mit einem FACSCalibur-Gerat und den dazu gehdrigen Spulflissigkeiten. In diesem
FACS-Gerat sind zwei Laserstrahler integriert, die monochromatisches Licht emittieren:
der Argonlaser mit einer Wellenlange von 488 nm und der Diodenlaser mit einer
Wellenlange von 635 nm.

Verschiedene Zelleigenschaften wie Gr6Be, Granularitdt, Form und Membran-
oberflache flihren zu einer Lichtstreuung, die von je einer Linse in Verlaufsrichtung des
Laserstrahls (Vorwértsstreulicht = forward scatter (FSC)) und einer rechtwinklig dazu
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angebrachten (Seitwartsstreulicht = sideward scatter (SSC)) gesammelt und
photometrisch detektiert wird. Die Intensitat des FSC wird hauptsachlich durch die
ZellgroBe, die des SSC durch die intrazelluldre Granularitédt bestimmt. Die gewlnschte
Zellpopulation wird anhand dieser Kriterien ausgewahlt und weiter auf ihre
Fluoreszenzeigenschaften untersucht.

Der Laserstrahl regt das Chromophor der fiir die Markierung von Oberflachenproteinen
oder intrazellularen Molekulen verwendeten Antikdrper zur Emission von Lichtquanten
an, die durch eine Linse gesammelt werden. Bandpassfilter trennen das gesammelte
Licht nach Wellenlangenbereichen und lenken es zu unterschiedlichen Detektoren.
Somit kdnnen die Signale mehrerer verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe bei einer
Mehrfarbenanalyse getrennt aufgenommen und quantitativ ausgewertet werden. Die
Fluoreszenzintensitat ist dabei proportional zur Anzahl der pro Zelle gebundenen
Antikdrper und damit auch zur Anzahl der untersuchten Molekile. Die verwendeten
Fluorochrome sind in Tabelle 9 aufgeflhrt.

Fluoreszenzfarbstoff Bandpassfilter | Exzitation | Emission
Fluoresceinisothiocyanat (= FITC) 530 nm 494 nm 518 nm
Phycoerythrin (= PE) 585 nm 565 nm 575 nm
Allophycocyanin (= APC) 661 nm 650 nm 660 nm
Peridinin Chlorophyll Protein (= PerCP) | 670 nm 488 nm 675 nm

Tab. 9: Ubersicht iiber die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe mit den jeweiligen Band-
passfiltern und den dazugehérigen maximalen Emissions- und Exzitatations-Wellenlangen

Bei der direkten Immunfluoreszenz werden Fluorochrom-gekoppelte Antikérper
verwendet, die direkt an die entsprechenden Molekile binden. Bei dem Verfahren der
indirekten Immunfluoreszenz werden die Zellen in einem ersten Schritt mit einem
unmarkierten Antikérper inkubiert und erst in einem zweiten Schritt mit einem
Fluorochrom-gekoppelten Antikérper gefarbt, der gegen den Fc-Teil des ersten
Antikdrpers gerichtet ist.

Die Auftrennung der verschiedenen Fluoreszenzintensitaten durch die Lichtfilter gelingt
nicht vollstdndig, da sich die Spektren der eingesetzten Farbstoffe zum Teil
iberlappen. Dieses Uberlappen wird durch Kompensation korrigiert, indem von jedem
registrierten Fluoreszenzsignal der Anteil abgezogen wird, der durch das Uberlappen
entsteht. Hierzu werden bei jedem Versuch Kontrollproben hergestellt, bei denen
jeweils nur eine Eigenschaft mit einem bestimmten Fluorochrom angefarbt ist, wahrend
die anderen Fluorochrome, gebunden an geeignete Isotypen-Antikdrper, als Negativ-
kontrolle dienen. Dabei wird sichtbar, wie stark ein bestimmtes Fluorochrom in die
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anderen Kanéle hineinstrahlt und so die Kompensation ermdéglicht. In gleicher Weise
kann mit Hilfe der Isotypen die Signalverstarkung der einzelnen Kanéle so justiert
werden, dass sich Zellen mit entsprechenden Antigenen bzw. Eigenschaften qualitativ
und quantitativ unterscheiden und vergleichen lassen.

4.2  Bestimmung von Oberflachenmolekilen

Fir FACS-Analysen wurden 2 x 10* — 2 x 10° Zellen in FACS-Réhrchen abzentri-
fugiert, der Uberstand abgegossen und die Zellen im riicklaufenden Tropfen
resuspendiert. Zur Farbung werden die Zellen 15 Minuten bei 4°C unter Licht-
ausschluss mit FITC, PE, PerCP oder APC gekoppelten Antikérpern (direkte
Fluoreszenz) bzw. einem unmarkierten Antikérper (indirekte Fluoreszenz) inkubiert und
anschlieBend mit PBS einmal gewaschen. Bei indirekter Fluoreszenz wird dann der
Inkubationsschritt ~ wiederholt, diesmal mit einem fluoreszenzgekoppelten
Isotyp-spezifischen Antikdrper. Die Fluoreszenzintensitat der gefarbten Zellen wurde
auf einem FACSCalibur gemessen und im Anschluss daran mit Hilfe der Cell Quest
Software 4.0 (Pharmingen/ Becton Dickinson, Heidelberg, D) analysiert.

Die Reinheitsbestimmung der frisch isolierten Zellpopulationen wurde ebenfalls auf
diese Weise ermittelt. Plasmazytoide dendritische Zellen sind als Lineage-Cocktail-
1(Lin1)-negative sowie als CD123-, HLA-DR (Human leukocyte antigen DR = MHC-II)-
und BDCA-2-positive Zellen definiert und lassen sich somit deutlich von den Gbrigen
mononukledren Zellen abgrenzen. Der Lineage-Cocktail-1 besteht aus einer Mischung
von CD3-, CD14-, CD16-, CD19-, CD20- und CD56-Antikérpern. Die Reinheit lag je
nach Spender zwischen 80 und 96 %. Abbildung 9 zeigt beispielhaft die Reinheit eines
PDC-Spenders, die durchflusszytometrisch ermittelt wurde.

Die in dieser Arbeit verwendeten monoklonalen FACS-Antikdrper gegen humane
Oberflachenmolekile und Zytokine zur Bestimmung der Reinheit der einzelnen
Zellpopulationen sind in Tabelle 7 aufgelistet.
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Abb. 9: Reinheit plasmazytoider
dendritischer Zellen eines Spenders:

Zellschrott bzw. tote Zellen konnten bereits
im FSC (forward scatter) und SSC
(sideward scatter) ausgeschlossen werden.
Besonders anhand der GréBe (FSC) ist
bereits auf dem ersten Bild zu erkennen,
dass es sich um eine einheitliche
] Zellpopulation handelt. 96 % der lebenden
= | Zellen sind LIN', HLA-DR" und CD123" und
=T o RS damit eindeutig als PDCs charakterisiert.

HLADR

4.3 Zellzahlbestimmung mit dem Durchflusszytometer

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kann neben der qualitativen auch eine quantitative
Analyse erfolgen. FUr diesen Vorgang werden die Zellen, deren Anzahl unbekannt ist,
in einem definierten Volumen aufgenommen. Innerhalb einer vorher festgelegten
Zeitdauer wird vom FACS-Geréat ein bestimmtes Volumen eingesaugt und die darin
erhaltene Zellzahl ermittelt. Anhand des Ausgangsvolumens erfolgt daraufhin die
Hochrechnung auf die gesamte Zellzahl.

4.4  Darstellung intrazellularer Chemokine in PDCs

Zur Messung intrazellularer Chemokine wurden die frisch isolierten plasmazytoiden
dendritischen Zellen tGber Nacht fir 12 bzw. 18 Stunden je nach Bedingung mit IL-3
und Oligonukleotiden kultiviert, bevor den Kulturen Brefeldin A in einer Konzentration
von 1 pg/ml fir die Dauer von 10 bzw. 4 Stunden zugesetzt wurde. Brefeldin A inhibiert
die Chemokinsekretion wahrend der Stimulationsphase und hat sich im Vergleich zu
Monensin in Bezug auf das Uberleben der Zellen als leicht vorteilhaft erwiesen
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(Schuerwegh 2001). Die Gesamtzeit des Versuchsansatzes betrug somit immer 22
Stunden. Nach Anféarben der Oberflachenantigene und einem Waschschritt wurden die
Zellen entsprechend des Herstellerprotokolls mit dem Fix & Perm-Kit behandelt. Durch
die Fixierung werden intrazellulare Reaktionen gestoppt und die Zellen in ihrem
momentanen Zustand ,konserviert®. Durch die Permeabilisation wird die Zellmembran
fir Antikérper durchldssig, so dass intrazelluldre Molekile angeféarbt werden. Nach
dem ersten Schritt der Fixierung (15 Minuten bei Raumtemperatur und zweimaligem
Waschen mit PBS) wird in einem zweiten Schritt zeitgleich die Permeabilisierung und
Anfarbung der intrazellularen Bestandteile vorgenommen. Da die verwendeten
Chemokin-Antikérper (je 2 pl) in denselben Kanal strahlen, wurden sie einzeln in
gesonderten Proben angefarbt. Nach einem weiteren Waschschritt erfolgte die Analyse
im Durchflusszytometer entsprechend der Bestimmung von Oberflachenmolekilen.

5 Chemotaxis-Assay

Das Wanderungsverhalten von plasmazytoiden dendritischen Zellen wie auch von
anderen Zellpopulationen auf unterschiedliche Stimuli hin wurde mittels Zellmigrations-
Assays untersucht. Dazu wurden 24-Wellplatten mit eingesetzten Filtern (sog. Trans-
well-Platten) verwendet. Die PorengréBe des Filters betrug 5 um.

Die frisch isolierten PDCs ruhen zunachst ein bis zwei Stunden (ex vivo) oder werden
Uber Nacht mit 10 ng/ml IL-3 in Kultur gegeben. Am darauf folgenden Tag wird
zunachst 600 pl RPMI-Medium mit 2 % HS oder 2 % FCS sowie die gewlinschten
Stimulanzien in die untere Kammer der 24-Wellplatten pipettiert. PDC- oder MDC-
Uberstande werden 20%-ig eingesetzt, entsprechend 120 ul Uberstand und 480 pl
Medium. Dann wird in jedes Well ein Filter eingesetzt und die plasmazytoiden
dendritischen Zellen in einer Konzentration von 250 000/ml sowie in einem
Endvolumen von 100 ul in demselben Medium (ohne Stimulationszusétze) in die obere
Kammer hinzu gegeben. Die Inkubation bei 37 °C betragt zwei Stunden. Danach
entnimmt man das Medium mit den gewanderten Zellen aus den Wellplatten, gibt es in
FACS-R&éhrchen und bestimmt qualitativ und quantitativ die gewanderten Zellen (siehe
Kapitel 4.2 und 4.3).
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Folgende chemotaktische Stimuli wurden eingesetzt:
e rekombinante Zusatzstoffe
o zellfreie, zum Teil stimulierte Uberstinde von Zellkulturen
e verschiedene aufgereinigte Zellpopulationen

Eine Versuchsskizze ist in Abbildung 10 dargestellt. Alle Versuchsbedingungen wurden
in Duplikaten oder Triplikaten durchgefuhrt. Im Einzelnen wird dies explizit im
Ergebnisteil aufgefuhrt.

oben: 25 000 PDCs/ 100 pl ~

Filter

O é) 2 h Inkubation entfernen

Ernten des Mediums mit
Transwellplatte / den gewanderten Zellen

unten: 600 pl: Medium + Stimulus
bzw. Uberstand

Abb. 10: Versuchsskizze des Chemotaxis-Assay

Um in Experimenten die chemotaktische Wirkung einer Zellpopulation auf andere
Zellen derselben Population untersuchen zu koénnen, wurde im entsprechenden
Chemotaxis-Assay die wandernde Zellpopulation mittels des Farbstoffes 5-(6-)
Carboxyfluorescein Diacetat Succinimidyl Ester (CFSE) angeféarbt, um sie von den
bereits als Produzenten der chemotaktischen Stimuli im unteren Transwell-
kompartiment befindlichen Zellen unterscheiden zu kénnen.

CFSE bindet spontan und irreversibel sowohl an intrazellulare als auch an
oberflachliche Molekulle, wird bei Zellteilungen gleichmaBig an die Tochterzellen
weitergegeben und gibt nach Anregung bei 488 nm ein Licht der Wellenlange 517 nm
ab. Um die Farbe-Reaktion zu stoppen und extrazellular verbliebenes CFSE zu
blocken, wird es durch Zugabe von FCS zum Medium abgefangen.
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Zur Farbung wurden die Zellen in 400 pl NaCl und 1 uM CFSE aufgenommen und bei
Raumtemperatur 10 Minuten inkubiert und dann zweimal mit kaltem RPMI-Medium mit
10 % FCS gewaschen.

In Abbildung 11 ist chronologisch der Versuchsplan eines Chemotaxis-Assays mit
CFSE-gefarbten PDCs skizziert. Primar wurden an zwei aufeinander folgenden Tagen
PDCs aufgereinigt, am dritten Tag der Chemotaxis-Assay durchgefihrt. Zu allererst
wurden die im unteren Transwellkompartiment eingesetzten PDCs isoliert und fir
insgesamt 36 Stunden mit IL-3 (10 ng/ml) und Oligonukleotiden inkubiert. Die
Vorinkubation der oben eingesetzten PDCs mit IL-3 betrug hingegen nur 18 Stunden.
Mit diesen Vorlaufzeiten wurde eine verbesserte Migrationsféhigkeit der Zellen erzielt,
da sie sich eine Zeit lang von dem lIsolationsschritt erholen konnten. Am Versuchstag
erfolgte schlieBlich unmittelbar vor dem Migrations-Assay die CFSE-Farbung.

v

Tag 1 Tag 2 Tag 3
PDC-Isolation PDC-Isolation CFSE-Farbung der
far die untere fir die obere am Tag 2 isolierten
Kammer Kammer PDCs

Inkubation mit IL-3 Inkubation mit IL-3 Chemotaxis-

und ODN fir 36h fir 18h Assay (s. Abb. 9)

Abb. 11: Versuchsplan fiir den Chemotaxis-Assay mit CFSE-gefarbten PDCs

6 Intrazellulare Kalziummessung

Durch die Bindung von Chemokinen an ihre Rezeptoren auf der Zellmembran von
plasmazytoiden dendritischen Zellen wird eine Signaltransduktionskaskade in Gang
gesetzt, an deren Ende die Freisetzung von Kalzium aus intrazellularen Speichern
steht. Mit einer Methode zur Messung der intrazelluldren Kalziumkonzentration kann
somit nach Zugabe eines Chemokins zu den PDCs das Vorhandensein und die
Funktionsfahigkeit von Chemokinrezeptoren auf deren Oberflaiche nachgewiesen
werden. Verdnderungen der intrazellularen Kalziumkonzentration werden mittels
FACS-Messungen untersucht (Novak 1994).

Die Inkubation der frisch isolierten plasmazytoiden dendritischen Zellen (5x10°
Zellen/ml) erfolgt mit den Ca®**-sensitiven Reagenzien Fluo-3 in einer Konzentration



Material und Methoden 50

von 2 pg/ml und Fura Red in 10 pg/ml sowie mit dem 0,02 %-igen Detergenz Pluronic
F-127 bei 37 °C flr 40 Minuten. Nach einem Waschschritt (9/4, 500 g, 7 min, 4 °C) zur
Entfernung des Uberflissigen Farbstoffes werden die Zellen in Vollmedium
resuspendiert und in FACS-Réhrchen in ein 37 °C warmes Wasserbad gestellt.
AnschlieBend werden verschiedene Chemokine zur Aktivierung ihres Chemokin-
rezeptors zugegeben. Als Positivkontrolle dient lonomycin in einer Konzentration von
2 pug/ml.

Um einen stabilen Ausgangswert zu erhalten, werden die Proben zun&chst unstimuliert
fir 20 Sekunden gemessen und dann erst die Stimuli zugegeben. Mit einer Auflésung
von 120 Millisekunden werden Uber weitere 100 Sekunden die Veranderungen der
Fluoreszenzsignale aufgezeichnet. Induziert der Stimulus aus intra- oder
extrazellularen Speichern die Kalziumkonzentration im Zytoplasma, andert sich die
Fluoreszenzintensitat der verwendeten Fluorophore Fluo-3 (in Gegenwart von Ca?*
erhdhte Intensitat) und Fura Red (in Gegenwart von Ca?* erniedrigte Intensitat). Zur
Datenanalyse wird mit Hilfe der FloJo Software (Version 3.4, Tree Star, San Carlos,
CA) der Quotient der Fluoreszenzsignale von Fluo-3 und Fura Red berechnet und
gegen die Zeit aufgetragen.

7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Bestimmung der mRNA-Expression eines Genes erfolgte mithilfe der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR). Zum Nachweis, ob und in welcher Menge ein bestimmtes Gen in
einer Zelle abgelesen wird, werden die jeweiligen Zellen zunéachst lysiert, ihre RNA
isoliert und in cDNA (copy-DNA = komplementare DNA) umgeschrieben. Dann wird ein
spezifischer Abschnitt der gesuchten DNA mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) amplifiziert und anschlieBend quantifiziert. Im Folgenden wird zunachst die
Gewinnung von cDNA fir eine PCR beschrieben, anschlieBend auf das allgemeine
Funktionsprinzip der PCR eingegangen.

7.1 RNA-Isolation und Reverse Transkription

Um Uber eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert werden zu kénnen, muss
die RNA revers transkribiert und in einen cDNA-Einzelstrang umgeschrieben werden.
Zur RNA-Isolation aus plasmazytoiden dendritischen Zellen fand der RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Hilden) entsprechend des Herstellerprotokolls Verwendung. Die gewonnene
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RNA konnte dann in cDNA (1st Strand-cDNA-Synthesis Kit for RT-PCR, Roche,
Mannheim) revers transkribiert werden. Dazu wurden die RNA-Proben zusammen mit
dem Reaktionsgemisch (Master Mix) zunachst fur 10 Minuten bei 25 °C, danach fur 60
Minuten bei 42 °C inkubiert. Der Master Mix besteht aus Reaktionspuffer, 25 mM
MgCl,, einem Desoxynukleotid-Mix, Oligo-p(dT)is-Primer, RNAse-Inhibitor und AMV-
Reverse Transkriptase. Im ersten Schritt binden die Primer an die RNA-Matrize, im
zweiten wird die RNA in cDNA umgeschrieben. Danach erhitzt man das
Reaktionsgemisch auf 95 °C und kihlt es dann auf 4 °C (jeweils fir 5 Minuten) ab. Bei
diesem Vorgang wird die AMV-Reverse Transkriptase denaturiert, um eine Interferenz
mit der folgenden PCR auszuschlieBen. Die gewonnene cDNA wurde durch Zugabe
von bidestilliertem Wasser auf ein Endvolumen von 500 pl gebracht und die
gewonnene cDNA als Ausgangssubstanz fir die PCR verwendet.

7.2  Allgemeines Funktionsprinzip

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR = polymerase chain reaction) ist ein Verfahren
zur Amplifikation von Nukleinsduren. Die PCR ermdglicht es, ein spezifisches
DNA-Stiick aus einem komplexen Nukleinsduregemisch (genomische DNA,
Plasmid-DNA, cDNA) zu vervielfaltigen. Diese spezifische, zu amplifizierende
DNA-Matrize wird als template bezeichnet. Die Reaktion erfolgt mithilfe einer
thermostabilen DNA-Polymerase und einem sequenzspezifischen Oligonukleotid-
Primer-Paar, das den Enden des templates homolog ist.

Folgende drei Schritte werden nacheinander durchlaufen:

1) Denaturierung und bei doppelstrangiger DNA Aufschmelzen der beiden Stréange der
DNA-Matrizen (Denaturierung)

2) Spezifische Hybridisierung der Primer an die homologe Zielsequenz auf der DNA
(Anlagerung)

3) Von den Primern ausgehende DNA-Synthese (Elongation).

In den anschlieBenden Amplifikationsrunden dient das neu synthetisierte
DNA-Fragment selbst als Matrize. Dadurch ist in mehreren aufeinander folgenden
Zyklen ein exponentielles Anreichern einer beliebigen DNA-Sequenz mdoglich, die

zwischen den beiden Primern liegt.
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8 Statistische Analyse

Die Ergebnisse sind als arithmetisches Mittel angegeben, wobei die Streuung der
Werte als Standardfehler des Mittelwertes (SEM = Standard error of mean) dargestellt
wird. Zur Ermittlung der statistischen Signifikanz wurde der zweiseitige gepaarte
Student-t-Test angewandt. Statistische Signifikanz wurde bei Werten p < 0,05
(signifikant) und p < 0,01 (hochsignifikant) angenommen und ist durch Markierung mit
* bzw. ** angezeigt. Alle statistischen Berechnungen sowie die rechnerische
Auswertung und graphische Darstellung erfolgte mit dem Programm Microsoft Excel
(Microsoft Cooperation, CA, USA).
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C Ergebnisse

Teil I: Chemokinexpression, Chemotaxis und chemotaktische
Interaktion plasmazytoider dendritischer Zellen mit anderen
Zellen

Der erste Teil der hier vorliegenden Arbeit widmete sich der genaueren funktionellen
Charakterisierung chemotaktischer Eigenschaften von plasmazytoiden dendritischen
Zellen nach Aktivierung durch das exogene Gefahrensignal CpG-DNA. Untersucht
wurden die Produktion von Chemokinen in PDCs, ihr chemotaktisches Verhalten auf
Chemokine und Chemokinkombinationen sowie diejenigen Zielzellen, die durch
aktivierte PDCs chemotaktisch angezogen werden.

1 Chemokinexpression und Chemotaxis von PDCs nach
Aktivierung durch CpG-ODN

1.1 Gesteigerte Expression von Chemokinen in stimulierten PDCs

Die Stimulation mit CpG-ODN l6st - wie bereits beschrieben - in PDCs ein
Aktivierungsmuster aus, vergleichbar einer Virusinfektion und fahrt somit zur
Ausreifung der PDC. Im Gegensatz dazu zeigt die nicht-stimulierte Zelle den
konstitutiven Zustand der Chemokinexpression. Zunachst wurde untersucht, welche
Chemokine sich in CpG-stimulierten PDCs nachweisen lassen. Bei hoher Expression
der korrespondierenden Rezeptoren auf PDCs waren dabei folgende Chemokine von
besonderem Interesse (Penna 2002b): IP-10 (CXCL10), ein CXCR3-Ligand sowie
Rantes (CCL5) und MIP-1qa, beide CCR1- und CCR5-Liganden.

Frisch isolierte plasmazytoide dendritische Zellen (1 Mio/ml) wurden Gber Nacht fir 12
Stunden in reinem Medium gehalten oder mit IL-3 (10 ng/ml) und CpG-Oligonukleo-
tiden (ODN 2006 oder ODN 2216, je 3 ug/ml) stimuliert. Nach Zugabe von Brefeldin A
fir die letzten 10 Stunden wurde die Produktion der Chemokine IP-10, MIP-1a und
Rantes nach intrazellularer Farbung durchflusszytometrisch analysiert.
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Abb.12: Intrazellulare Chemokinexpression in PDCs

PDCs (1 Mio/ml) wurden in reinem Medium aufgenommen oder mit CpG-ODN (3 upg/ml)
inkubiert. Nach insgesamt 22 Stunden konnte der Uberstand abgenommen und die Zellen fixiert
und permeabilisiert werden. Dabei wurde zugleich die Farbung mit fluoreszierenden Antikdrpern
gegen die Chemokine IP-10, MIP-1a und Rantes sowie Isotypen vorgenommen und die Zellen
im Durchflusszytometer untersucht. Dargestellt ist eines von drei représentativen Ergebnissen
mit zwei Spendern. Die Ordinate gibt den Mittelwert der positiven Zellen in Prozent + SEM an.

Wahrend in den unstimulierten Zellen kaum IP-10 oder MIP-1a nachweisbar war, kam
es zu einer deutlichen Steigerung auf das Drei- bis Vierfache dieser beiden Chemokine
in den CpG-ODN (sowohl 2006 als auch 2216) -stimulierten PDCs (siehe Abb. 12). Der
CCR1-Ligand Rantes lie sich hingegen nur in den ODN 2006-stimulierten PDCs auf
knapp sechsfache Werte (von 2,16 auf 12,4% positive Zellen) hochregulieren. Parallel
zur Chemokinproduktion wurde als Aktivierungsmerkmal auch die Expression des
kostimulatorischen Molekiils CD86 auf PDCs flowzytometrisch bestimmt; wie erwartet
fOhrte die Stimulation mit CpG-ODN zu einer deutlichen Aufregulation von CD86 mit
einem starkeren Effekt durch 2006 im Vergleich zu 2216 (Daten nicht gezeigt). Dies
belegt, dass Oligonukleotide zur Stimulation und Reifung von plasmazytoiden
dendritischen Zellen beitragen und es in reifen Zellen zu einer veranderten und vor
allem starkeren Chemokinproduktion kommt. Die vermehrte Expression inflammato-

rischer Chemokine nach Stimulation kdnnte weitere Zellen wie Monozyten und
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Granulozyten, aber auch dendritische Zellen selbst, zum Ort der Infektion locken.
Penna et al. beschrieb SDF-1, einen CXCR4-Liganden, als einen hochaktiven
chemotaktischen Faktor flir PDCs (Penna 2001). Eine Produktion von SDF-1 in CpG-
stimulierten PDCs lieB sich jedoch weder flowzytometrisch durch intrazellulare Farbung
noch mittels ELISA durch Bestimmung im Uberstand von PDCs nachweisen (Daten
nicht gezeigt). Wahrend SDF-1 in hoch-endothelialen Venolen im Lymphknoten
exprimiert wird und im steady state eine wesentliche Rolle fir die Einwanderung von
PDCs in sekundare lymphatische Organe spielt (Penna 2001 und 2002b), scheint die
PDC selbst nicht in der Lage zu sein, dieses Chemokin zu produzieren.

1.2  Kalziumflux in PDCs nach SDF-1-Gabe und Migration zu SDF-1

Als nachstes interessierte die Frage, ob es zu einem Kalziumflux in plasmazytoiden
dendritischen Zellen kommen wiirde, wenn man diese mit Chemokinen stimulierte. Die
Expression verschiedener Chemokinrezeptoren auf PDCs wie CXCR3 und -4, CCR2,
-5 und -7 hatte gezeigt werden kénnen (Penna 2001; Vanbervliet 2003), unklar war
jedoch ihre Funktionalitdt. Nach Bindung von Chemokinen an ihre Rezeptoren auf der
Zellmembran steht am Ende der Signaltransduktionskaskade die Freisetzung von
Kalzium aus intrazellularen Speichern. Dies weist auf die funktionelle Aktivitat des
jeweiligen Rezeptors hin.

SDF-1, IP-10 und MIG (CXCL9, neben IP-10 ein weiterer CXCR3-Ligand) wurden
sowohl einzeln in aufsteigenden Konzentrationen als auch in Kombination miteinander
auf ihre Féhgikeit getestet, Kalziumflux in PDCs auszulésen. Weitere Bedingungen
waren die Vorinkubation mit einem der genannten Chemokine und Hinzugabe eines
weiteren nach 10 bzw. 30 Minuten. Der Kalziumflux wurde dabei, wie im Abschnitt
Material und Methoden angegeben, mit Hilfe Kalzium-sensitiver Fluoreszensfarbstoffe
flowzytometrisch in aufgereinigten PDCs gemessen. AuBer bei den Konzentrations-
reinen wurde SDF-1 (Stromal-derived factor 1) in 100 ng/ml, IP-10 (IFN-y-inducible
protein of 10 kDa) und MIG (Monocyte IFN-y-inducible protein) in 300 ng/ml eingesetzt.
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Abb. 13: Kalziumflux in PDCs nach SDF-1-Gabe

PDCs (5x10° /ml) wurden mit den Ca*-sensiblen Farbstoffen Fluo-3 (2 pg/ml) und Fura Red
(10 pg/ml) bei 37 °C fir 40 Minuten inkubiert. Die intrazelluldre Kalziumkonzentration wurde
mittels Fluoreszenzzytometrie bestimmt. 20 Sekunden nach Beginn der Messung erfolgte die
Stimulation mit SDF-1 (100 ng/ml), IP-10 (300 ng/ml) sowie lonomycin (2 pug/ml) als Positiv-
kontrolle. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Fluoreszenzsignale des Fluo-3 / Fura Red-
Quotienten tber 120 Sekunden.
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Wie in Abbildung 13 demonstriert, kam es nach SDF-1-Gabe zu einem Kalziumflux in
PDCs. Nach Gabe von IP-10 lieB sich dies nicht zeigen. Als Positivkontrolle lief
lonomycin mit, das zu einem deutlichen Kalziumstrom fiihrte. Alle anderen
durchgefiihrten Bedingungen, wie héhere Konzentrationen der Chemokine (SDF-1 in
250 und 500 ng/ml, IP-10 und MIG in 500 ng/ml) oder die Koinkubation von SDF-1 plus
CXCR3-Ligand konnten keine Veranderung in der intrazelluldaren Kalziumkonzentration
bewirken. Ebenso verhielt es sich bei Vorinkubation der Zellen mit einem Chemokin
und spaterer Zugabe (nach 10 und 30 Minuten) eines weiteren Chemokins (Daten nicht
gezeigt).

Um die Wirkung des homdoostatischen Chemokins SDF-1 auf plasmazytoide
dendritische Zellen weiter zu charakterisieren, wurden im Anschluss an die
Kalziumfluxmessung Chemotaxis-Assays durchgeflihrt. Dazu wurde in die unteren
Kammern von Transwellplatten 600 pl Medium und SDF-1 in den Konzentrationen 50,
100 und 500 ng/ml pipettiert, im Anschluss daran jeweils 2,5x10* PDCs oben in die
Filterkammern eingesetzt. Die Inkubationszeit betrug zwei Stunden im Brutschrank bei
37 °C. Danach konnten die gewanderten PDCs aus den unteren Kammern geerntet
und die Zellzahl im Durchflusszytometer bestimmt werden. Wé&hrend bei der
Mediumkontrolle keine PDCs wanderten (eine einzige Zelle befindet sich in dem
markierten Bereich), fiihrt SDF-1 in einer Konzentration von 500 ng/ml zu einer gut
sichtbaren Migration (73 Zellen gezahlt), wie in Abbildung 14A gezeigt wird.

Um zu untersuchen, ob es sich bei dieser Beobachtung wirklich um einen SDF-1-
spezifischen Effekt handelte, wurde das Migrationsverhalten der PDCs in Abhangigkeit
von der SDF-1-Konzentration ermittelt. Bereits in einer Konzentration von 50 ng/ml
bewirkt SDF-1, dass PDCs zu wandern beginnen (siehe Abb.14B). Die zweifache
Konzentration (100 ng/ml) lockt fast doppelt so viele Zellen an (von 43 auf 82). Die
héchste Konzentration von 500 ng/ml SDF-1 stellt wie erwartet nochmals einen
deutlich starkeren chemotaktischen Stimulus dar (183 Zellen). Damit I&sst sich der
beobachtete Effekt spezifisch auf SDF-1 zuriickflhren, da andere Faktoren konstant
blieben.
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Abb. 14: Migration von PDCs zu SDF-1

Konzentrationsabhingige Wanderung von frisch isolierten PDCs (2,5x10* /100ul) zu SDF-1 in
Konzentrationen von 50, 100 und 500 ng/ml. PDCs wurden in die Filter von Transwellplatten
eingesetzt, zwei Stunden bei 37 °C inkubiert und danach aus den Wells geerntet. A zeigt die
durchflusszytometrisch ermittelte quantitative Zellzahl. Gegenlbergestellt wurde eine
Mediumbedingung als Negativkontrolle im Vergleich zu einer Bedingung mit SDF-1 in einer
Konzentration von 500 ng/ml. In B wird der Mittelwert von zwei Spendern, jeweils in Duplikaten
+ SEM, gezeigt.

1.3  Synergistische Wirkung von Chemokinkombinationen auf die Migration

Bei Entziindungsreaktionen wie z. B. viralen Infektionen wandern plasmazytoide
dendritische Zellen in sekundéare lymphatische Organe und reichern sich dort in hoch-
endothelialen Venolen (HEV = high endothelial venules) an (Cella 1999). Fiur HEV
konnte eine SDF-1-Expression gezeigt werden (Krug 2002), wobei SDF-1 als klassisch
homdostatisches Chemokin eher den steady state der PDC-Migration vermittelt. Allein
SDF-1 als Lockstoff wahrend eines akut inflammatorischen Geschehens schien folglich
kaum plausibel.
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Daraus leitete sich die Hypothese ab, dass ein Synergismus zwischen den
verschiedenen Chemokinen bestehen kénnte und nur durch die Kombination von
CXCR3- oder CCR5-Liganden mit SDF-1 weitere PDCs angelockt wirden.

Dem oben beschriebenen Chemotaxis-Assay gemaB wurden frisch isolierte PDCs
(2,5x10* /100pl) nach einer Inkubationszeit von zwei Stunden bei 37 °C aus der
unteren Kammer der Transwellplatte geerntet und die quantitative Zellzahl
durchflusszytometrisch analysiert. Die verwendeten Chemokine wurden in den
folgenden Konzentrationen eingesetzt: MIG, Rantes und IP-10 in 300 ng/ml und SDF-1
in 100 ng/ml. Die Ergebnisse von insgesamt sechs Spendern, alle in Duplikaten,
wurden zusammengefasst und als Vielfaches des Mediumwertes (=1) dargestellt. Wie
in Abbildung 15 zu sehen ist, erfolgt die PDC-Migration auf die einzelnen Chemokine
hin nur bei IP-10 und SDF-1. Verglichen mit der Mediumkontrolle war diese Bewegung
der PDCs signifikant (p = 0,02). Bei der Kombination von SDF-1 mit einem der anderen
Chemokine kommt es zu einer deutlichen Steigerung der angelockten Zellen. Diese
lasst sich nicht allein aus der Addition der einzelnen Chemokine (mit Ausnahme von
IP-10 und SDF-1) erklaren. Die Dreier-Kombination aus SDF-1, MIG und Rantes flhrt
zu keiner erheblichen Steigerung mehr im Vergleich zu SDF-1 plus MIG (sowohl
MIG+SDF-1 als auch MIG+Rantes+SDF-1 hochsignifikant mit p = 0,006 bzw. p = 0,009
gegeniber SDF-1 alleine). Somit scheint ein Synergismus, beispielsweise Uber eine
Kopplung der Signalketten, zu bestehen. SDF-1 ist bereits im steady state vorhanden.
Im Rahmen einer Entzindungsreaktion konnte die zusatzliche Expression oder
Ausschittung von inflammatorischen Chemokinen wie MIG oder Rantes zusammen
mit dem bereits vorhandenen SDF-1 zu einer gesteigerten Migration von PDCs zum
Ort der Infektion fuhren.
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Abb. 15: Synergistischer Effekt von Chemokinkombinationen auf die Migration von PDCs

Wanderung von PDCs (2,5x10* /100pl) zu verschiedenen Chemokinen (MIG, Rantes und IP-10
in 300 ng/ml und SDF-1 in 100 ng/ml) einzeln und in Kombinationen. PDCs wurden oben in die
Filter von Transwellplatten eingesetzt, zwei Stunden bei 37 °C inkubiert und danach aus den
unteren Wells geerntet. Die quantitative Zellzahl wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Die
Ergebnisse sind dargestellt als Vielfaches der Mediumkontrolle + SEM (n = 6 in Duplikaten).
** kennzeichnet p < 0,01 (hochsignifikant).

2 Migration von PDCs zur eigenen Zellpopulation

Die gezeigten Chemokindaten legten die Vermutung nahe, dass neben den
synergistisch wirkenden Chemokinen zahlreiche weitere Stimuli einzeln oder in
Kombination das migratorische Verhalten von plasmazytoiden dendritischen Zellen
beeinflussen kdnnten. Im entziindeten Gewebe wie z. B. nach einer Virusinfektion und
entsprechend einer CpG-Stimulation, befindet sich selten eine einzelne PDC, sondern
es kommt zum Influx zahlreicher PDCs. Dies fiihrte zu der Uberlegung, dass wahr-
scheinlich PDCs selbst chemotaktische Signale aussenden, die weitere PDCs bzw.
andere Zellpopulationen anlocken. Aus den vorangegangenen Versuchen war bekannt,
dass CXCRS3-Liganden zusammen mit SDF-1 einen starken Stimulus fir die PDC-
Migration darstellen. PDCs sezernieren zwar CXCR3-Liganden, jedoch kein SDF-1.
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Die Vermutung lag nahe, dass es noch unbekannte chemotaktische Signale geben
muUsste, die von der PDC produziert werden und die zugleich auf die eigene wie auch
auf andere Zellpopulationen wirken. Um all diese Faktoren in die Fragestellung
einzubeziehen, wurde ein Migrations-Assay mit PDC-Uberstanden als chemotaktisch
aktiver Substanz aufgebaut. Von besonderem Interesse war dabei, ob von PDCs
weitere Zellen angelockt werden und wenn ja, unter welchen Bedingungen dies

vorwiegend passiert.

Frisch isolierte plasmazytoide dendritische Zellen wurden fir 48 Stunden mit IL-3
(10 ng/ml) inkubiert und zur Stimulation zuséatzlich entweder ODN 2006 oder 2216
(3 ug/ml) hinzugegeben. Die Stimulation nur mit IL-3, auch um das Uberleben der recht
anfélligen Zellpopulation zu gewdhrleisten, spiegelt dabei am ehesten die chemo-
taktische Produktion einer steady state-PDC wider. Die Stimulation mit CpoG-ODN steht
hingegen fir eine PDC wahrend einer Entzindungsreaktion.

Die gewonnenen Uberstande wurden fiir die Migrationsversuche im Verhaltnis 1:5 mit
Medium in die unteren Kammern der Transwellplatten pipettiert und wiederum frisch
isolierte PDCs in einer Konzentration von 2,5x10* /100pl als migrierende Population
oben in die Filter eingesetzt. In Vorversuchen war in Migrationsexperimenten und in
Kalziumfluxuntersuchungen ausgeschlossen worden, dass CpG-Oligonukleotide per se
eine chemotaktische Aktivitat fir PDCs besitzen. Abbildung 16A ist zu entnehmen,
dass PDCs bereits zu den mit IL-3 inkubierten Uberstanden wanderten, wenn auch nur
in geringer Zahl. Die Stimulation mit ODN 2006 flihrte zu einem deutlichen Anstieg der
chemotaktischen Aktivitdt des PDC-Uberstandes, der durch die Stimulation mit ODN
2216 nochmals auf das fast FlUnffache anstieg: hier kam es zu einer hochsignifikanten
Steigerung (p = 0,009) der migrierten Zellen gegenliber dem mit IL-3 generierten
Uberstand. Dargestellt sind die Mittelwerte von vier unabhangigen Spendern in
Triplikaten.

In einem weiteren Experiment wurden zusatzlich Uberstande von myeloiden
dendritischen Zellen (MDCs) gewonnen und der Wirkung von PDC-generiertem
Uberstand gegeniibergestellt. MDCs waren dabei mit LPS in einer Konzentration von
1 pg/ml stimuliert worden. Zahlreiche Veréffentlichungen (Banchereau 2000; Grouard
1997; Olweus 1997) hatten die Unterschiede zwischen plasmazytoiden und myeloiden
dendritischen Zellen bezlglich ihrer Morphologie, Lokalisation und Funktion
herausgearbeitet. Offen blieb, ob sich die beiden Subpopulationen dendritischer Zellen
nicht gegenseitig glnstig beeinflussen kénnten. Wie Abbildung 16B demonstriert,
konnten die bereits gewonnen Daten mit PDC-Uberstanden reproduziert werden, die
Migration von PDCs zu LPS-stimulierten MDC-Uberstanden war dagegen gering.
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Abb. 16: Migration von PDCs zu Uberstianden von stimulierten PDCs und MDCs

Frisch isolierte PDCs (2,5x10* /100pl) wanderten zu PDC-Ubersténder)_. Diese wurden in einer
Konzentration von 20% in Medium in die Transwells eingesetzt. Die Uberstdnde waren zuvor
nach 48-stiindiger Inkubation der PDCs mit IL-3 (10 ng/ml) und CpG-ODN 2006 bzw. 2216
(jeweils 3 pg/ml) gewonnen worden. In A wird der Mittelwert von vier unterschiedlichen
Spendern, jeweils in Triplikaten + SEM gezeigt. ** kennzeichnet p < 0,01 (hochsignifikant).
B zeigt einen weiteren Versuch mit zwei Spendern in Duplikaten, bei dem zusétzlich das
chemotaktische Verhalten der PDCs zu MDC-Uberstand (stimuliert mit LPS 1 pg/ml) untersucht
wurde.

Die Chemotaxisversuche mit PDC-Uberstanden lassen vermuten, dass die Stimulation
mit CpG-ODN, vor allem ODN 2216, zur Sekretion |éslicher Faktoren in PDCs fuhrt und
diese einzeln oder in Kombination in der Lage sind, die eigene Zellpopulation
anzulocken. Experimente mit Uberstanden als chemotaktische Substanz erlauben
jedoch nur eine Momentaufnahme zu einem bestimmten Zeitpunkt, in diesem Fall nach
48 Stunden Stimulation. Der zeitliche Verlauf beziglich Sekretion oder auch
Elimination von Stimuli und demzufolge mdglicherweise veranderter Wirkung auf das
chemotaktische Verhalten der PDCs blieb unberlcksichtigt. Um dies weiter
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untersuchen zu kdnnen, wurden in einem zweiten experimentellen Ansatz lebende
PDCs unten in die Transwells eingesetzt, um die PDCs im oberen Kompartiment einem
physiologischeren zeitlichen Verlauf der Chemokinproduktion durch stimulierte PDCs

auszusetzen.

Dazu wurden die oben eingesetzten wandernden PDCs mit CFSE (5- [und -6-]-
Carboxyfluorescein Diacetat Succinimidyl Ester) angefarbt, das im FACS-Gerat in den
FITC-Kanal ausstrahlt. Somit konnten die angefarbten Zellen von den bereits als
Produzenten der chemotaktischen Stimuli im unteren Transwellkompartiment
befindlichen Zellen unterschieden werden. Nach zweistindiger Inkubation zur
Migration erfolgte direkt durchflusszytometrisch die Untersuchung der einzelnen
Proben. In Abbildung 17A ist zur Veranschaulichung der CFSE-Farbung beispielhaft
eine Bedingung mit ODN 2216 herausgegriffen, in der die unten eingesetzten
ungefarbten PDCs sehr gut von den gewanderten CFSE-positiven Zellen differenziert

werden kénnen.

Abbildung 17B fasst das Ergebnis der CFSE-geférbten PDC-Migration mit insgesamt
drei Spendern, alle in Duplikaten, zusammen. Tendenziell lieBen sich die friiheren
Versuche bestatigen. Sowohl mit plasmazytoiden dendritischen Zellen generierte
Uberstiande als auch die mit IL-3 inkubierten Zellen fungieren als chemotaktischer
Stimulus. Wé&hrend in den oben dargestelltlen Experimenten die Migration auf
ODN 2216 immer deutlich Uberlegen war, verhielt sich das bei dieser
Versuchskonstellation weniger eindeutig: ODN 2006 erzielte sogar leicht héhere (52
versus 47) Zellzahlen. Bereits die PDCs, die nur mit IL-3 inkubiert worden waren, um
inr Uberleben sicher zu stellen, hatten verhaltnismaBig viele Zellen angelockt.
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Abb. 17: Migration von PDCs zu CFSE-gefarbten, stimulierten PDCs

Fir 18 Stunden mit IL-3 inkubierte PDCs (5x104 /ml) wanderten zu PDCs (5x104 /600 pl), die 36
Stunden mit IL-3 (10 ng/ml), ODN 2006 und ODN 2216 (jeweils 3 pg/ml) stimuliert worden
waren. Zur Unterscheidung waren diejenigen PDCs, die man oben in die Transwellfilter
einsetzte, zuvor mit CFSE (1 uM) angefarbt worden (A) und konnten so durchflusszytometrisch
von den im unteren Transwell-Kompartiment residenten ungefarbten PDCs unterschieden
werden. Gezeigt wird beispielhaft eine Bedingung mit ODN 2216. In B ist der Mittelwert von drei
Spendern (alle in Duplikaten) + SEM dargestellt.
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3 Migration von T-Zellen zu PDCs

Aufbauend auf die erzielten Resultate erfolgte die Identifizierung weiterer Zielzellen, die
durch die chemotaktische Aktivitdt von PDCs in ihrem migratorischen Verhalten
beeinflusst werden. Dazu wurde die Wirkung von PDC-Uberstanden unter den
Bedingungen steady state (Inkubation nur mit IL-3) und nach Infektion (entsprechend
einer CpG-Stimulation) auf die Migration peripherer mononukleérer Zellen (PBMCs)
untersucht. Im Versuchsansatz wurden dazu unten in die Transwells PDC-Uberstande,
in das obere Kompartiment PBMCs in einer Konzentration von 1 Mio/ml eingesetzt und
flr zwei Stunden inkubiert. Von Interesse war dabei die Verschiebung der prozentualen
Zusammensetzung der gewanderten Zellen im Vergleich zu den eingesetzten Zellen,
um so herauszufinden, welche Zellpopulationen aus der Gesamtheit der PBMCs
angelockt wirden. Die Zusammensetzung der gewanderten Zellen wurde dann
durchflusszytometrisch analysiert und dabei der prozentuale Anteil aller T-Zellen
(CD3Y), der T-Helferzellen (= Th-Zellen, CD3", CD4"), der zytotoxischen T-Zellen
(= T-Effektorzellen, CD3*, CD8"), der B-Zellen (CD19") und Monozyten (CD14Y)

bestimmt.
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Abb. 18: Wanderung von CD4" T-Zellen zu PDC-Uberstinden

Frisch isolierte PBMCs (1 Mio/ml) wurden nach der Migration zu PDC-Uberstanden mit
fluoreszierenden Antikdrpern gegen charakteristische Oberflachenmarker fiir T-Zellen, sowie T-
Helfer- (CD4") und zytotoxische T-Zellen (CD8"), B-Zellen und Monozyten angefarbt. Gezeigt
wird die Zusammensetzung der unter den verschiedenen Bedingungen gewanderten
Zellpopulationen im Vergleich zur Zusammensetzung der oben eingesetzten PBMCs.
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Wie in Abbildung 18 zu sehen, wanderten hauptsachlich T-Zellen und von diesen
wiederum Uberwiegend CD4" Th-Zellen. Die meisten T-Helferzellen wanderten zu
PDC-Ubersténden, die mit ODN 2006 stimuliert worden waren, wéhrend ODN 2216
praktisch keine Zellen anlockte. Im Gegensatz dazu waren weder B-Zellen noch
Monozyten gewandert.

Dieses interessante Ergebnis wurde im Folgenden weiter untersucht, um die von PDCs
angelockten T-Zellpopulationen genauer zu charakterisieren. Um zu tberprifen, ob es
sich bei den gewanderten Th-Zellen vor allem um Th1- oder Th2-Zellen handelte,
wurden diese Subpopulationen generiert. AuBerdem sollten als Lockzellen neben
PDCs auch MDCs betrachtet werden. Wahrend Th1i-Zellen eher eine zellulare
Immunitét induzieren und somit Schutz gegen intrazellulére Infektionen und Tumore
bieten, férdern Th2-Zellen vor allem die humorale Immunantwort und wehren dartber
extrazelluldre Erreger ab. Zur Differenzierung von naiven Zellen zu Th1- versus Th2-
Zellen, wurden - wie bei Kalinski (2000) beschrieben - CD4" T-Zellen in Anwesenheit
von IL-2 und beschichtet mit anti-CD3 und anti-CD28 Dynabeads als Stimulus sowie
mit IL-12 und anti-IL-4 flr sieben Tage inkubiert, um Th1-Zellen zu erhalten bzw. mit
IL-4 und anti-IL-12 kultiviert, um eine Verschiebung in Th2-Richtung zu induzieren. In
Abbildung 19 ist das migratorische Verhalten von Th1- (A) im Vergleich zu Th2-Zellen
(B) zu PDCs und MDCs gegenuber gestellt: Die urspriingliche Fragestellung, ob eher
Th1- oder Th2-Zellen von PDCs angelockt werden, kann nicht eindeutig beantwortet
werden: sowohl fir die PDC im steady state, als auch fir die CpG-B-stimulierte PDC
besteht kein relevanter Unterschied zwischen den beiden T-Zellpopulationen. CpG-A-
stimulierte PDCs ziehen tendenziell eher Th2- als Th1- differenzierte Zellen chemo-
taktisch an. LPS-stimulierte MDCs zeigen verglichen mit CpG-B-stimulierten PDCs
keinen Unterschied im Anlocken von Th1-Zellen; sie Uben jedoch eine etwas starkere
Anziehung auf Th2-Zellen aus.

In weiteren Experimenten wurden aus PBMCs durch magnetische Zellseparation naive
(= CD45RA") CD4", reife (= CD45RO") CD4" und zytotoxische CD8" T-Zellen
gewonnen. Am ehesten wanderten naive CD4" T-Zellen (Daten nicht gezeigt), wahrend
sowoh reife CD4" als auch zytotoxische T-Zellen kaum von PDCs, ob im steady state
oder nach Stimulation, angelockt wurden (siehe auch Abb. 18).

SchlieBlich folgten Versuche mit aufgereinigten B-Zellen und Monozyten. Auch hier
erfolgte keine Migration zu CpG-stimulierten PDC-Uberstdnden (Daten nicht gezeigt).
Dieses Ergebnis glich darin dem Versuch mit PBMCs (siehe wieder Abb. 18).
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Abb. 19: Wanderung von Th1- und Th2-Zellen zu PDC- und MDC-Uberstinden

Aus frisch isolierten naiven (CD45RA") CD4" T-Zellen wurden Th1i- und Th2-Zellen generiert
und in einer Konzentration von 1 Mio/ml in Transwellplatten eingesetzt. Dargestellt ist in A das
migratorische Verhalten der Th1-Zellen, in B das der Th2-Zellen zu PDC- (Stimulation mit IL-3,
ODN 2006 und ODN 2216, schwarze Balken) und MDC-Uberstinden (Stimulation mit LPS,
grauer Balken). Gezeigt sind die Mittelwerte von zwei charakteristischen Spendern + SEM.
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Teil II: Die Wirkung von Adenosin auf plasmazytoide
dendritische Zellen

Das ubiquitéar vorkommende Purin-Nukleosid Adenosin dient einerseits als Baustein
von Nukleinsauren und ATP, andererseits reguliert es verschiedenste Funktionen von
Koérperzellen. Diese regulatorischen Eigenschaften vermittelt Adenosin Uber
Rezeptoren, die zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gehdren. Es
fungiert somit als Signalmolekil Gber Bindung an diese Adenosinrezeptoren (Ralevic
1998). Wahrend Entziindungsreaktionen wird Adenosin von aktivierten oder
gestressten Zellen freigesetzt, so dass es bei Gewebeschdden oder Ischamie
akkumuliert und als endogenes Gefahrensignal angesehen werden kann. Aus der
eigenen Arbeitsgruppe wie auch aus Publikationen anderer Gruppen gab es Vordaten
zu chemotaktischen und funktionsmodulierenden Effekten von Adenosin auf myeloide
DCs (Panther 2001 und 2003).

Der zweite Teil dieser Arbeit widmete sich der Frage, welche Wirkung das endogene
Gefahrensignal Adenosin auf die Chemotaxis und die Zytokinproduktion von PDCs
besitzt. Zunachst wurde die Adenosinrezeptor-Expression in PDCs auf mRNA-Ebene
analysiert, anschlieBend das migratorische Verhalten und die Auswirkungen auf die
Zytokinproduktion untersucht.

4 Der modulierende Effekt von Adenosin auf PDCs

4.1  Expression von Adenosinrezeptoren auf PDCs

Das Expressionsmuster der vier Adenosinrezeptor-Subtypen, die mit A;-, Asa-, Axp- Und
A; bezeichnet werden, wurde in plasmazytoiden dendritischen Zellen mittels RT-PCR
untersucht. Frisch isolierte PDCs exprimierten mRNA flr den As-, nicht jedoch fur den
Ao,- oder As-Rezeptor (Abb. 20). Die mRNA-Expression des A.,-Rezeptors war in
einigen Spendern auf niedrigem Level, in anderen Spendern nicht sichtbar. Nach
Stimulation der PDCs mit IL-3 und CD40L Uber Nacht kam es zu einer verminderten
mRNA-Transkription des A;-Rezeptors und einer Hochregulation der Aj,-Rezeptor-
mRBNA. Ebenso wie in unreifen konnte auch in reifen PDCs weder mRNA fUr den Agy-
noch den As;-Rezeptor detektiert werden.

Die PCR des A;-Rezeptors zeigte ein zusatzliches zweites Produkt, das langer als das
erwartete von 278 Basenpaaren (bp = base pair) war und das nach Reifung der PDCs
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vermindert exprimiert wird. Die DNA-Sequenzierung ergab, dass dieses 483 bp lange
Produkt die erwartete A;-Rezeptor-Sequenz mit einem zusatzlichen Zwischenstiick von
205 bp Lange enthélt. Es gehért zu der 3’-Region des Introns, zwischen Exon 5 und 6,
des A;i-Rezeptor-Gens. Diese Nukleoside waren wahrscheinlich wegen eines
alternativen hoéher gelegenen Splicing-Platzes mit in das Produkt aufgenommen
worden. Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass dieses neue Produkt flr einen
funktionellen Adenosinrezeptor kodiert (Fredholm 2001), da es durch das
Zwischenstlick zu einem frame shift kommt. Dadurch entsteht ein Protein, das nach
Helix 11l abgeschnitten ist und damit die Adenosin-Bindungsstelle in den Helices Il und
VIl wie auch die G-Protein-Bindungsstelle betrifft (Fredholm 2001).

483bp » . Ex vivo

——
278bp >

483bp » —— .
P ™ |L-3 + CD4OL

278bp >
A, A,, A, A, BAktin

Abb.20: Adenosinrezeptorexpression auf PDCs

Extraktion von mRNA aus aufgereinigten PDCs (Reinheit > 96%) direkt nach Isolation oder
nach Kultur mit IL-3 (10 ng/ml) und CD40L (ber Nacht. Die Bestimmung der Profile der A;-,
Aoa-, Ap- und As-Rezeptor-Expression erfolgte mittels RT-PCR. Eines von sechs reprasen-
tativen Experimenten ist gezeigt.

4.2 Chemotaxis von PDCs zu Adenosin

Unter der Voraussetzung, dass plasmazytoide dendritische Zellen Adenosinrezeptoren
exprimieren, galt das Interesse als nachstes der Frage, ob Adenosin auch als
chemotaktischer Stimulus fir PDCs fungieren koénnte, wie es fur andere
Leukozytenpopulationen gezeigt werden konnte (Panther 2001; Rose 1988).

In einem Migrationsassay - wie bereits beschrieben - wurden frisch aufgereinigte PDCs
in einer Konzentration von 2,5x10* untersucht. Adenosin stellt bereits in einer niedrigen
Konzentration von 1 pM einen potenten Lockstoff flr plasmazytoide dendritische Zellen
dar, wie Abbildung 21 demonstriert (15 versus 176 Zellen im Vergleich zur Medium-
kontrolle). In der héheren Konzentration (100 uM) lasst sich das Wanderungsverhalten
nochmals deutlich steigern.
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Abb. 21: PDC-Migration zu Adenosin

Konzentrationsabhangige Wanderung von frisch isolieten PDCs zu Adenosin in einer
Konzentration von 1 und 100 uM. PDCs wurden in die Filter von Transwellplatten eingesetzt,
zwei Stunden bei 37 °C inkubiert und danach aus den Wells geerntet. Die quantitative Zellzahl
wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Gezeigt wird der Mittelwert von zwei Spendern, jeweils
in Duplikaten + SEM.

4.3 Inhibition der Zytokinprodukion in reifen PDCs durch Adenosin

Bereits vor einigen Jahren konnte gezeigt werden, dass die Signalkaskade Uber den
Ao-Rezeptor mit anti-inflammatorischen Eigenschaften in verschiedenen Zellpopu-
lationen wie dendritischen Zellen oder Makrophagen verknlpft ist (Hasko 2000; Link
2000; Panther 2003) und die Produktion verschiedener inflammatorischer Zytokine wie
IFN-a, Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a = tumor necrosis factor-a), IL-1B, IL-6 und
IL-12 (Kadowaki 2000; Krug 2001a; Bauer 2001) hemmt. Es sollte daher untersucht
werden, ob Adenosin neben der Chemotaxis auch die Zytokinproduktion von
plasmazytoiden dendritischen Zellen nach Stimulation mit CpG-ODN beeinflusst. Dazu
wurden PDCs mit ODN 2006 und CDA40L-transfizierten Fibroblasten in An- oder
Abwesenheit von Adenosin inkubiert. Da Krug et al. 2001 herausgefunden hatte, dass
die Vorinkubation der PDC mit IL-3 vor der eigentlichen Stimulation mit
Oligonukleotiden und CD40L zu einer Steigerung der IL-12-Produktion fihrt, wurden in
einigen Experimenten die PDCs 60 Stunden mit IL-3 (10 ng/ml) vorinkubiert, bevor sie
mit CpG und CD40L stimuliert wurden. Die 60-stindige Vorinkubation mit IL-3 sichert
nicht nur das Uberleben der Zellen, sondern fiihrt auch zu einer milden Ausreifung der
PDCs.

Mit CpG und CD40L stimulierte PDCs produzierten besonders groe Mengen an IFN-a
und IL-6 (Mengen im Nanogrammbereich). In unreifen PDCs nahm Adenosin keinen
eindeutigen Einfluss auf die Zytokinfreisetzung. Hingegen kam es bei den mit IL-3 fir
60 Stunden vorinkubierten PDCs zu einer signifikanten Inhibition der Produktion von
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IFN-a und IL-6 (Abb. 22A und B). Zusétzlich produzierten diese reifen PDCs auch
groBe Mengen an IL-12p40 und IL-12p70 (Krug 2001a), die sich wiederum durch
Adenosin supprimieren lieBen (Abb. 22C und D). Die hemmende Wirkung von
Adenosin vor allem auf ausgereifte PDCs lasst sich gut mit der gezeigten veranderten
Adenosinrezeptor-Expression in PDCs korrelieren (Abb. 20). Die Expression des As,-
Rezeptors, der in anderen Zellpopulationen die Zytokinproduktion inhibiert (Hasko
2000; Link 2000), ist in mit IL-3 ausgereiften PDCs verstarkt. Diese Ergebnisse
unterstreichen eine wichtige Funktion von Adenosin in der Modulation der
Zytokinproduktion von reifen PDCs. Adenosinkonzentrationen bis zu 250 uM hatten
dabei keinen Effekt auf die Vitalitdt der PDCs, so dass mdgliche toxische Effekte bei

solch hohen Konzentrationen ausgeschlossen werden konnten.
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Abb. 22: Hemmung der Zytokinproduktion in reifen PDCs durch Adenosin:
PDCs (2,5x105 /ml) wurden mit CpG-ODN 2006 (3 pug/ml) und CD40L-transfizierten Fibroblasten
mit oder ohne Adenosin (100 uM) stimuliert. Entweder wurden frisch isolierte oder mit IL-3 fir
60 Stunden vorinkubierte PDCs eingesetzt. Nach 48 Stunden wurde der Uberstand
abgenommen und die Konzentration von IFN-a (A), IL-6 (B), IL-12p40 (C) und IL-12p70 (D) im
Uberstand mittels ELISA detektiert. Die Ergebnisse zeigen drei reprasentative Spender und sind
als Mittelwert + SEM dargestellt. * kennzeichnet p < 0,05 (signifikant).
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D Diskussion

1 Ubersicht iiber die experimentellen Befunde

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem migratorischen Verhalten der
plasmazytoiden dendritischen Zelle und mit ihrer Einflussnahme auf das
chemotaktische Verhalten anderer Zellen nach Stimulation mit endogenen und
exogenen Gefahrensignalen. PDCs nehmen als Antigen-prasentierende Zellen (APCs)
eine wichtige Rolle in der Regulation von Immunantworten ein, indem sie zwischen
angeborenem und erworbenem, Antigen-spezifischem Immunsystem vermitteln. Als
Modulatorzellen kénnen sie zu einer Aktivierung wie auch zu einer Inhibition von
UberschieBenden Reaktionen fuhren. Die jeweilige adaquate Funktion ist dabei
abhangig von der Integration der Signale lokaler Entziindungsfaktoren und dem
Reifegrad der PDC.

Die Migration plasmazytoider dendritischer Zellen in sekundare lymphatische Organe
wie auch zu Entziindungsorten ist von einer Kaskade diskreter Ereignisse abhangig,
inklusive der Chemokinproduktion und Regulation von Chemokinrezeptoren. Wéhrend
in unreifen PDCs praktisch keine Chemokine nachweisbar sind, produzieren sie nach
Stimulation mit CpG als dem PAMP einer viralen Infektion IP-10, MIP-1a und Rantes.
Die Antwort auf chemotaktische Stimuli ist unabdingbar fir eine optimale Immun-

antwort.

Im unreifen Zustand exprimieren PDCs die Chemokinrezeptoren CCR5, CXCR3 und
CXCR4, in etwas niedrigerer Intensitdt auch CCR2 und CCR7. Nach Ausreifung der
PDC wird CCR7 hoch-, die tbrigen Rezeptoren herunterreguliert. Dennoch sind nicht
alle der exprimierten Rezeptoren funktionell aktiv, da in den unreifen PDCs auf
intrazellularer Ebene nur nach Stimulation mit SDF-1 ein Kalziumflux nachweisbar ist,
nicht jedoch auf CXCR3- und CCR5-Liganden. In Korrelation dazu stellt das
homdostatische Chemokin SDF-1 den starksten Stimulus fir das chemotaktische
Verhalten der PDC dar, wahrend sowohl CXCR3- als auch CCR5-Liganden einzeln
keine Migration bewirken. Dennoch besteht bezlglich der PDC-Migration ein
Synergismus unter den Chemokinrezeptoren. Die Ergebnisse zeigen, dass die
CXCR83-Liganden MIG und IP-10 sowie der CCR5-Ligand Rantes - obwohl von sich
aus nicht in der Lage, Kalziumflux oder Migration zu induzieren - in Kombination mit
SDF-1 synergistisch die Migration von PDCs steigern. Neben den verschiedenen, teils
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nicht funktionellen Chemokinrezeptoren, exprimieren PDCs zusétzlich Adenosin-
rezeptoren; Adenosin wirkt als potenter chemotaktischer Stimulus auf unreife PDCs.

Der Nachweis unterschiedlicher Stimuli auf die PDC-Migration, flhrte zu der
Uberlegung, ob sich plasmazytoide dendritische Zellen auch untereinander
beeinflussen und anziehen. Wéhrend unstimulierte PDCs kaum weitere PDCs
anlocken, kommt es nach CpG-Stimulation zu einer deutlichen Steigerung der
gewanderten Zellen. Oligonukleotide binden an TLR9 und induzieren eine Ausreifung,
eine Aktivierung und eine gesteigerte Zytokinproduktion in PDCs - sind jedoch selbst
keine chemotaktisch aktiven Substanzen. Welche chemotaktischen Faktoren
letztendlich das Anlocken einer PDC durch eine andere vermitteln, ist noch unklar.
Sowohl ODN 2006 als auch ODN 2216 stellen potente Stimuli fiir die Induktion dieser
chemotakischen Aktivitdt dar, mit dem Unterschied, dass mit ODN 2216 stimulierte
PDCs deutlich mehr PDCs anlocken. Im Vergleich zu PDCs nehmen die mit LPS-
stimulierten myeloiden dendritischen Zellen (MDCs) kaum Einfluss auf das
Wanderungsverhalten der PDC.

Da die stimulierte PDC weitere PDCs anlockt, wurde im Folgenden das
chemotaktische Verhalten anderer Zellpopulationen zur PDC hin analysiert. Hier zeigt
sich, dass vorwiegend T-Zellen zu PDCs wandern, wahrend aktivierte PDCs keine
chemotaktische Aktivitat auf B-Zellen oder Monozyten austben. Innerhalb von PBMCs
wandern hauptsachlich CD4* T-Zellen zu den PDCs. Des Weiteren ergab eine
genauere Analyse der T-Zell-Populationen, dass vor allem naive und im Vergleich zu
Th2-Zellen eher Th1-Zellen von PDCs angelockt werden. Im Gegensatz dazu wirken
MDCs eher auf Th2-Zellen chemotaktisch. Dies gilt jedoch nur fir CpG-B-stimulierte
PDCs bzw. LPS-stimulierte MDCs.

Neben der bereits erwdhnten chemotaktischen Wirkung von Adenosin, exprimieren
PDCs entsprechend ihres Reifegrades unterschiedliche Adenosinrezeptoren. Die
Migration unreifer PDCs zu Adenosin erfolgt iber den A;-Rezeptor. Uber den As.-
Rezeptor auf reifen PDCs hingegen vermittelt Adenosin einen anti-inflammatorischen
Effekt, der bewirkt, dass die durch CpG-Stimulation in PDCs induzierte Zytokin-
produktion, vor allem von IFN-a, aber auch IL-6 und IL-12, deutlich supprimiert wird.

Die gewonnenen Ergebnisse charakterisieren die bedeutende Stellung der plasma-
zytoiden dendritischen Zelle, die auf eine Vielzahl von Stimuli reagiert und mit
zahlreichen anderen Zellpopulationen interagiert. Eine schematische Zusammenfas-
sung der Befunde, die in der vorliegenden Arbeit erhoben wurden, zeigt Abbildung 23.
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Chemokine Chemotaxis zu PDCs/ MDCs
- Chemokinproduktion nach ODN 2216 (PDC)
CpG-Stimulation >
- MIP-1a ODN 2006 (PDC)
- Rantes >
- IP-10 LPS (MDC)
- Chemotaxis zu
- SDF-1
- SDF-1 + MIG/Rantes
PDC
Interaktion mit T-Zellen Adenosin
Stimulus und Inhibitor
CD4* Th1 — ODN 2006 (PDC)
> - Chemotaxis unreifer PDCs
LPS (MDC)
- Zytokininhibition in reifen
CD4* Th2 — LPS (MDC) ODN 2006-stimulierten PDCs
>
ODN (2006/ 2216)

Abb. 23: Schematische Darstellung der PDC-Migration und -Interaktion
Gezeigt werden die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse.

2 Ergebnisinterpretation im Vergleich mit der Literatur

2.1 Die plasmazytoide dendritische Zelle als Chemokin-sensible Zelle

Die Induktion hoch spezifischer, adaptiver Immunantworten ist das Endergebnis eines
komplizierten Sets zellularer Mechanismen. Nur mithilfe gemeinsamer Anstrengung
von angeborener und erworbener Immunitdt kann die Abwehr eindringender
Pathogene gelingen. Die Kommunikation dieser beiden Systeme geschieht vorwiegend
tber Chemokine, Zytokine und Zell-zu-Zell-Interaktionen.

Chemokine sind wichtige Regulatoren fir die Zellrekrutierung aus dem Blut in
sekundare lymphatische Organe. Wahrend flir myeloide dendritische Zellen bereits in
zahlreichen Studien ihr Wanderungsverhalten zu Chemokinen hin nachgewiesen
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werden konnte, gibt es bis dato nur wenige Publikationen zu ihrer
Schwesterpopulation, der plasmazytoiden dendritischen Zelle. PDCs wandern vom
Knochenmark, wo sie beim Erwachsenen gebildet werden, lber das Blut und von dort
via hoch-endothelialen Venolen (HEV) in T-Zell-Zonen von Lymphknoten, ahnlich wie
Lymphozyten. Wahrscheinlich tragen verschiedenste Mechanismen zur Rekrutierung
von PDCs zum Ort viraler Infektionen bei, die in der vorliegenden Arbeit naher

untersucht wurden.

2.1.1 Stellt SDF-1 den einzigen chemotaktischen Stimulus dar?

Wie Penna et al. zeigte, wandern MDCs zu verschiedenen Chemokinen, darunter im
Besonderen zu Rantes, MCP-1 und SDF-1, etwas schwacher zu Eotaxin, MIP-3a,
IP-10 und I-TAC (Penna 2001). Obwohl das Rezeptorexpressionsmuster auf beiden
DC-Subpopulationen nicht so stark differiert - MDCs und PDCs exprimieren CCR2,
CCR5, CXCR3 und CXCR4 - sprechen PDCs nur auf SDF-1 an, den Liganden fir
CXCR4 (Penna 2001). Das homdostatische Chemokin SDF-1 (CXCL12) konnte in
verschiedenen Geweben und Zellen bestimmt werden, wie in Epithelzellen der Haut,
HEV in Lymphknoten und malignen Zellen (Zou 2001). Auch bei bakteriellen
Infektionen des zentralen Nervensystems (ZNS) werden PDCs in den Liquor angelockt.
Ihre Anzahl korreliert dabei mit einer erhéhten SDF-1-Konzentration (Pashenkov 2002).
Einzige Ausnahme zwischen den beiden Schwesterpopulationen im frilhen Reife-
stadium besteht bezlglich des CCR7-Rezeptors, der sich nur auf PDCs nachweisen
lasst.

Die Migrationskapazitat unreifer PDCs zu den Ubrigen Liganden ihrer Rezeptoren wie
MIP-1a/ und Rantes fir CCR5, ELC und SLC fiir CCR7, MIG und IP-10 fir CXCR3
und MCP-1 far CCR2 war marginal (Penna 2002b). Penna formulierte die Hypothese,
dass diese Rezeptoren zwar exprimiert wirden, jedoch ohne funktionell aktiv zu sein.
Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten stimmen mit Pennas Aussagen
Uberein. Setzt man die Chemokine einzeln als Stimulus ein, bewirkt lediglich SDF-1 die
PDC-Migration. In Korrelation zur Migration kam es auch nur bei SDF-1 zu einem
Kalziumflux aus PDCs, nicht jedoch bei den CXCR3-Liganden IP-10 oder MIG. Auch
dies korreliert mit Pennas Ergebnis (Penna 2001).

Die Aktivierung der im Blut zirkulierenden PDCs durch mikrobielle Stimuli oder CD40-
Ligand (CD40L) fuhrt zur Ausreifung und Hochregulation von CD83 und CCR7. Nach
ihrer Ausdifferenzierung verlieren PDCs ihr Wanderungsverhalten zu SDF-1, erlangen
es jedoch - entsprechend der verstarkten CCR7-Expression - fur MIP-38 (CCL19 =
ELC). Die Liganden des CCR7-Rezeptors, MIP-33 und 6Ckine (CCL21 = SCL) werden
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wiederum in HEV exprimiert (Cella 1999) und kénnen somit reife PDCs anlocken. Die
Rezeptoren CCR2, CCR5, CXCR3 und CXCR4, die auf den unreifen PDCs
nachweisbar sind, fallen in den reifen Zellen praktisch unter die Nachweisgrenze.

2.1.2 Synergismus zwischen SDF-1 und CXCR3- oder CCR5-Liganden

Sowohl der CXCR3-Ligand MIG als auch der CCR5-Ligand Rantes besitzt allein nicht
die Fahigkeit, PDCs anzulocken. Entscheidend ist das Zusammenwirken mit SDF-1,
das zu einer hochsignifikanten Steigerung der migrierten Zellen fihrt. Diese lasst sich
nicht allein aus der Addition der einzelnen Chemokine erklaren. Denkbar ist, dass
Chemokinrezeptoren (CCR5, CXCRS3), die zwar auf PDCs nachgewiesen werden
konnten, ohne normalerweise funktionell zu sein, durch die Kopplung an CXCR4
aktiviert werden. Die Synergie zwischen homdostatischen Chemokinen, die flr die
konstitutive Migration der PDC in den Lymphknoten verantwortlich ist, und
inflammatorischen Chemokinen reflektiert einen Sensibilisierungseffekt, der es
ermdglicht, die PDC-Rekrutierung wahrend entzindlicher Prozesse wie bei einer
Virusinfektion zu kontrollieren. Vermutlich 1auft dieser Synergismus zwischen SDF-1
und den CXCRS3- und CCR5-Liganden auf Signaltransduktionsebene ab. Via SDF-1
kénnen - so die Vermutung - die primar entkoppelten Rezeptoren der anderen
Liganden aktiviert und damit auch funktionell werden. Welcher Schritt innerhalb der
Signaltransduktion genau daflr verantwortlich ist, missen weitere Versuche zeigen.
Mdoglich ware, dass bereits die Dissoziation der Ga- von der GRy-Untereinheit des
heterotrimeren G-Proteines unterbleibt und so keine Signalkaskade ausgel6st wird.
Entscheidend fir die Zellmotilitat ist jedenfalls die Aktivierung der Phospholipase-C, die
letztendlich einen raschen Anstieg der intrazelluldren Kalziumkonzentration bewirkt
(Thelen 2001); dies ist flr die Modifikation von Adh&renzeigenschaften und damit die
Migration unabdingbar.

Vergleichbare Ergebnisse konnte Krug et al. fir SDF-1 und I-TAC erbringen (Krug
2002). Sie zeigte, dass CXCR3-Liganden, die von Th1-Zellen produziert werden, das
Ansprechen der PDCs auf SDF-1 verdoppeln kénnen. I-TAC stellt wie auch MIG einen
weiteren CXCRB3-Liganden dar. Ebenso gelang es Vanbervliet, die PDC-Migration in
Kombination von SDF-1 mit einem CXCRS3-Liganden (MIG, IP-10 oder I-TAC) zu
steigern (Vanbervliet 2003). Die Schwelle fir SDF-1 konnte mit den CXCR3-Liganden
beeindruckend um das 20-50-fache gesenkt werden. Das homdostatische Chemokin
SDF-1 ebnet wahrscheinlich den Weg zu inflammatorischen Chemokinen, so dass es
zu einer wesentlich starkeren chemotaktischen Reaktion als auf SDF-1 alleine kommt.
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PDCs (mit der Bezeichnung DC2) infiltrieren Tumore, die in hohem MaBe SDF-1
sezernieren und wandern in vitro durch eine Endothelzellschicht zu CXCR3-Liganden
(Zou 2001). Diese kénnen auch nach intravendser Injektion von Propioni-acnes-
Bakterium oder kutaner Herpes-simplex-Virus-Infektion die PDC-Migration in
Lymphknoten bewirken (Yoneyama 2004). Yoneyama et al. konnte dies erstmals
eindeutig beweisen, indem er PDCs aus CXCR3"-Mausen einsetzte und MIG
(=CXCL9) blockierte, was die Zellwanderung unterband. Die CXCL9-Blockade
verhinderte zusatzlich die Anlagerung der PDCs an HEV. Vermutlich ist die CXCR3-
CXCL9-Achse am Verbleib wie an der Diapedese in HEV von Lymphknoten beteiligt.

Kirzlich konnte Asselin-Paturel et al. zeigen, dass die Behandlung mit TLR7- und
TLR9-Liganden wie auch eine Zytomegalie-Infektion zur Migration und zum Cluster von
murinen PDCs in der Marginalzone der Milz fihrt, abhangig von Typ1-IFN-induzierten
CXCRS3-Liganden bei Inflammation. Zu einem spéteren Zeitpunkt nimmt die
Wanderungskapazitdt zu den CXCRS-Liganden hingegen ab. Interferon bewirkt
auBerdem die Hochregulation von CCR7 auf PDCs und ermdglicht somit die
Wanderung zu dessen Liganden (Asselin-Paturel 2005). Trotz vieler Gemeinsamkeiten
ist zu beachten, dass zwischen murinen und humanen PDCs Unterschiede bestehen
und Aussagen aus Mausexperimenten nicht eins zu eins auf den Menschen Ulbertragen
werden dirfen. Im Gegensatz zu ihren humanen Pendants exprimieren beispielsweise
murine Monozyten und MDCs TLR9 und reagieren folglich direkt auf CpG-Stimulation
(An 2002; Renshaw 2002).

2.1.3 Chemerin als Stimulus fir unreife PDCs

Erst vor kurzem entdeckten unabhangige Forschergruppen (Vermi 2005; Zabel 2005)
einen weiteren Rezeptor auf unreifen PDCs: ChemR23, der zu den Serpentine-
Rezeptoren zahlt, an G-Proteine koppelt und von unreifen MDCs und Makrophagen
exprimiert wird. Sein Ligand Chemerin wurde selektiv in HEV sowie in Hautlasionen
von Lupus erythematodes-Patienten detektiert und beféhigt PDCs durch eine
Endothelzellschicht hindurch zur Chemotaxis. Das Wanderungsverhalten der PDC
erfolgt dosisabhangig, wobei deutlich weniger Zellen als bei der Spitzenkonzentration
fir SDF-1 angelockt werden. Chemerin-positive-Endothelzellen sind von ChemR23*-
PDCs umgeben, was die Funktionalitéat dieses Rezeptors belegt.

Eine erhdhte Chemerinkonzentration konnte in Aszites bei Ovarialkarzinom-, in der
Synovia bei Rheumatoider Arthritis- (Wittamer 2003) und in der Haut bei Psoriasis-
Patienten gefunden werden. Wahrscheinlich stellt Chemerin ein weiteres wichtiges
Signal fur die PDC-Rekrutierung wahrend entzindlicher und neoplastischer Prozesse
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dar. Neben SDF-1/ CXCR4 konnte folglich ein neues Chemokin-Rezeptor-Paar fir
unreife PDCs identifiziert werden. Allerdings interagiert Chemerin im Gegensatz zu
SDF-1 weder mit CXCR3- noch CXCR4-Liganden. In reifen PDCs wird ChemR23
entkoppelt und verliert dadurch seine Funktionalitét, so dass wie bei SDF-1/ CXCR4
der Reifezustand der PDC ganz entscheidend ist.

2.1.4 Adenosin-vermittelte PDC-Migration

Normalerweise befinden sich unreife PDCs nicht in peripheren Geweben, vielmehr
zirkulieren sie im Blut und wandern Uber hoch-endotheliale Venolen in Lymphknoten.
Dieses Migrationsverhalten wird neben CXCR3 und CXCR4 (iber L-Selektin (CD62L) in
HEV vermittelt und nimmt unter inflammatorischen Bedingungen im Lymphknoten und
in nicht-lymphatischen Geweben zu (Yoneyama 2004; Cella 1999). Auch die
Hochregulation von CCR7 im Rahmen der Aktivierung von PDCs ermdglicht ihre
Wanderungskapazitat von der Peripherie in den Lymphknoten zu steigern. Neben
klassischen Chemokinen und ihren Kombinationen als Migrationsstimuli gibt es weitere
chemotaktisch aktive Substanzen, die fir die Wanderung von PDCs zu
Entzindungsherden in peripheren Geweben relevant sind. Nach den vorgestellten
Daten ist dafir Adenosin ein mdglicher Kandidat, da an Entziindungsstellen
Adenosingradienten gefunden wurden. Zudem stellt es einen potenten chemo-
taktischen Stimulus fir andere Leukozyten-Populationen, darunter auch MonoDCs dar
(Panther 2001). In der eigenen Arbeitsgruppe gab es zudem Vordaten zum
chemotaktischen Verhalten von PDCs zu ATP. In der vorliegenden Arbeit konnte
nachgewiesen werden, dass unreife PDCs zu Adenosin in Konzentrationen im niedrig-
mikromolaren Bereich wandern. Eben diese Konzentrationen werden in vivo bei
inflammatorischen Reaktionen gefunden. Adenosin induziert die Migration von PDCs
auf ahnlich beeindruckende Weise wie SDF-1 (vergl. Ergebnisteil, Abb. 14 und 20).

Im physiologischen Kontext wird vermutlich eine Reihe von Faktoren gemeinsam zur
beobachteten PDC-Migration beitragen. Dennoch ist es fiir ein tieferes Verstandnis
unabdingbar, zunachst in vitro einzelne Stimuli zu eruieren, um eine Basis fur die
Untersuchung des Zusammenspiels dieser Faktoren in vivo zu haben und auf diese
Weise ein noch besseres Verstandnis fur die PDC-Migration zu erhalten.
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2.1.5 Welche Chemokine produziert die stimulierte PDC?

Mikrobielle Stimuli oder CD40L aktivieren die im Blut zirkulierenden PDCs und
bewirken ihr Ausreifen entsprechend der Expression von CD83, CD86 und CCR?7.
Anders als MDCs, die bereits im unstimulierten Zustand eine gewisse Menge der
beiden homdostatischen Chemokine MDC und TARC produzieren, sind weder die
genannten noch andere Chemokine in unstimulierten PDCs nachweisbar (Penna
2002a). Die Aktivierung mit verschiedenen Stimuli fihrt jedoch zur Produktion der pro-
inflammatorischen Chemokine IL-8, MIP-1a, MIP-13 und IP-10 (Penna 2002a; Krug
2002). Diese Aussagen bestatigen die Ergebnisse in dieser Arbeit. Erst die Stimulation
mit CpG-ODN induzierte in der PDC eine deutliche Chemokinsekretion von IP-10 und
MIP-1a auf das Drei- bis Vierfache, vergleichbar fir beide Oligonukleotid-Klassen. Der
CCR5-Ligand Rantes lie sich hingegen nur in ODN 2006-stimulierten PDCs auf knapp
sechsfache Werte hochregulieren. Dies konnte zwar Krug, nicht jedoch Penna
aufzeigen. Folglich ist zu postulieren: Oligonukleotide tragen zur Stimulation und
Reifung von plasmazytoiden dendritischen Zellen bei und regen in diesem Zustand
eine veranderte und vor allem starkere Chemokinproduktion an. Es ist denkbar, dass
die gesteigerte Zytokinsekretion (IFN-o, TNF-o) in CpG-stimulierten PDCs Uber einen
autokrinen Feedback-Mechanismus zur Chemokinproduktion z. B. von IP-10 fihrt.
Yoneyama wies erst kurzlich fur MIG eine Abhangigkeit von TNF-a nach (Yoneyama
2004). Montoya zeigte eine Typ1-IFN-abhangige phanotypische und funktionelle
Aktivierung muriner dendritischer Zellen (Montoya 2002).

Die Ergebnisse decken sich mit einer 2004 verdffentlichten Studie von Proietto et al. an
Mausen. Die Stimulation mit CpG flihrte zu einer entscheidenden Steigerung der
inflammatorischen Chemokine MIP-1a und MIP-18, die durch zusatzliche Gabe von
IFN-y nur noch leicht erhéht werden konnte. Die alleinige Gegenwart von IFN-y brachte
die PDC nicht zur Produktion der genannten inflammatorischen Chemokine. Die PDC
war beziglich der MIP-1a/B-Sekretion allen Subpopulationen konventioneller
dendritischer Zellen (cDC) weitaus Uberlegen. Auch Rantes wurde von den murinen
PDCs nach ODN-Stimulation vermehrt produziert, jedoch nicht so stark wie von cDCs,
wobei mittels Kostimulation mit IFN-y die Sekretion nochmals mehr als verdoppelt
werden konnte. Uberraschenderweise stellten fir alle DC-Populationen TLR7- und
TLR9-Agonisten - und nicht etwa der TLR4-Agonist LPS flir cDCs - den effektivsten
Stimulus fur die Chemokinsekretion dar.

Vergleichbar mit CpG-A sind virale Pathogene. Die Arbeitsgruppe um Fitzgerald-
Bocarsly wies in beeindruckender Weise flr Herpes-simplex-Virus-aktivierte humane
PDCs die Hochregulation verschiedener Chemokine auf RNA-Ebene nach, darunter
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MCP-1, die CCRb5-Liganden MIP-1a, MIP-18 und Rantes sowie IP-10 (Megjugorac
2004). Auf Proteinebene konnten sie dies eindeutig fir MIP-1B und IP-10, sowie
schwacher fur MIP-1a und Rantes mittels ELISA (enzymgekoppelter Immunad-
sorptionstest) und Durchflusszytometrie verifizieren. Eine entscheidende Rolle spielt
bei der Chemokin-Induktion die Endozytose der viralen Antigene, da die
Unterbrechung dieses Weges die Antwort aufhebt. Hingegen war die Transkription
viraler Gene nicht erforderlich. Fir die Produktion der Chemokine MCP-1 und IP-10
kdnnte erneut - zumindest teilweise - ein autokriner Signalweg Uber IFN-a

verantwortlich sein.

2.2 CpG-aktivierte PDCs als neuer Stimulus fir PDCs

Plasmazytoiden dendritischen Zellen kommt eine Schlisselposition im Rahmen von
viralen Infektionen zu. CpG-Motive in viraler und bakterieller DNA werden vom Toll-like
Rezeptor 9 erkannt, der nur von PDCs und B-Zellen exprimiert wird. Synthetische
CpG-Oligodesoxynukleotide (CpG-ODN) verbessern das Uberleben von PDCs und
induzieren die Reifung und Aktivierung der Zellen. Auf der Suche nach neuen
chemotaktischen Stimuli fiir die PDC, filhrte dieses Wissen zu der Uberlegung, ob nicht
sezernierte Stoffe aus CpG-stimulierten PDCs eine chemotaktische Wirkung auf die

Zellen ausiiben.

CpG-aktivierte PDCs zeigten eine hohe chemotaktische Aktivitat flr nicht-stimulierte
PDCs auf. Dabei war die in PDCs induzierte chemotaktische Aktivitdt von CpG-A
(= ODN 2216), das eine virale Infektion imitiert, stérker als diejenige von CpG-B
(= ODN 2006); keines der beiden CpG-ODN besitzt per se eine chemotaktische
Aktivitat. Im Vergleich mit IL-3 generiertem PDC-Uberstand, der bereits PDCs anlockte,
wurde durch Stimulation mit ODN 2216 eine deutliche Steigerung der chemotaktischen
Aktivitat auf weitere PDCs erzielt.

Wahrscheinlich tragen die nach CpG-Stimulation vermehrt produzierten Chemokine
IP-10, MIP-1a und Rantes zusammen mit SDF-1 und anderen Faktoren wie z. B. auch
Adenosin zu einer gesteigerten Migration bei. Es ist anzunehmen, dass CpG-
Oligonukleotide PDCs zur Sekretion eines wahren ,Stimulationscocktails“ anregen und
die PDC darUber weitere Zellen ihrer eigenen Population anlockt. Um welche Faktoren
es sich dabei im Einzelnen handelt, muss noch in weiteren Studien analysiert werden.
Zahlreiche Untersuchungen Uber die Interaktion zwischen den DC-Subpopulationen
sind in den vergangenen Jahren vorgestellt worden. In Abbildung 15B zeigt sich, dass
auch LPS-stimulierte MDC-Uberstande die Migration von PDCs positiv beeinflussen,
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jedoch weitaus schwécher als die CpG-stimulierten PDC-Uberstande. Auch wenn es
bis dato noch keine Publikationen zur MDC-getriggerten PDC-Migration gibt, belegen
doch verschiedene Quellen die CpG-induzierte Interaktion der beiden DC-
Populationen. Blackwell und Krieg zeigten, dass die bekannte IFN-a-Produktion in
CpG-A-stimulierten PDCs Monozyten zur IP-10-Sekretion anregt (Blackwell 2003).
Vermutlich |asst sich dieser Effekt auf MDCs Ubertragen, die genauso wie Monozyten
den Toll-like Rezeptor 9 nicht exprimieren und somit nicht direkt durch CpG stimuliert
werden kénnen, in Mischkulturen mit PDCs jedoch nach CpG-Stimulation IP-10
produzieren. Eine starkere Wirkung von MDCs besteht wahrscheinlich auf reife PDCs,
die Uber die Hochregulation von CCR7 zu dessen Liganden, MIP-33 und 6Ckine,
wandern. Die CCR7-Liganden werden wiederum von reifenden MDCs, die in T-Zell-
Zonen sekundarer lymphatischer Organe angesiedelt sind, produziert (Ngo 1998).

Da die Experimente mit PDC-Uberstand nur eine Momentaufnahme zu einem
bestimmten Zeitpunkt widerspiegeln, jedoch den zeitlichen Verlauf bezlglich Sekretion
oder auch Elimination von chemotaktischen Stimuli unbertcksichtigt lassen, wurde im
Folgenden die Migration von PDCs zu lebenden PDCs untersucht. Das Ergebnis war
ahnlich den zuvor gemachten Beobachtungen, namlich dass PDCs von stimulierten
PDCs angelockt werden. Uberraschenderweise wurden bei dieser Versuchs-
konstellation bereits viele PDCs auch von den unstimulierten, nur mit IL-3 inkubierten
PDCs angezogen. AuBerdem war CpG-B CpG-A leicht Uberlegen. Der Unterschied
kénnte einerseits auf dem bereits angesprochenen unterschiedlichen zeitlichen Verlauf
der Chemokinproduktion, entsprechend der zwei-stindigen Inkubationszeit, beruhen.
Wahrend dieser Zeit ist ein leicht verandertes Wanderungsverhalten der PDCs im
Vergleich zu der Momentaufnahme bei Verwendung von Uberstanden durchaus
denkbar. Andererseits - und dies ist der vermutlich entscheidendere Faktor - handelt
es sich bei den oben eingesetzten PDCs nicht mehr um frisch isolierte Zellen. Durch
die 18-stiindige Inkubation mit IL-3, das zum Uberleben eingesetzt wurde, erfolgt
zumindest eine milde Ausreifung der Zellen, mit mdglicherweise entsprechend
veranderter Chemokinrezeptorexpression (Grouard 1997; Olweus 1997). Wahrend des
Reifungsprozesses erfolgt eine Herunterregulation von CXCR4 und Hochregulation
von CCR7, dem Rezeptor von MIP-38 und 6Ckine. Fir diese Chemokine konnte ein
positives Migrationsverhalten von PDCs nachgewiesen werden (Krug 2002).

Die gezeigten Daten lassen erwarten, dass CpG-aktivierte PDCs eine entscheidende
Rolle als chemotaktischer Stimulus fur unreife wie auch reife PDCs aus dem Blut
einnehmen. Die Daten lassen vermuten, dass Virus-stimulierte PDCs chemotaktische
Stimuli wie Chemo- und Zytokine freisetzen, die zur weiteren Rekrutierung von PDCs
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an den ,Ort des Geschehens” fliihren und sie erst danach in die T-Zell-Areale von
lymphatischen Organen einwandern.

2.3  Unterschied von CpG-A und -B durch Interferon-Priming der PDC

Warum locken PDCs, die zuvor mit CpG-A stimuliert sind deutlich mehr PDCs an als
die mit CpG-B stimulierten?

Eine mdgliche Erklarung sind die groBen Mengen der antiviralen Zytokine IFN-a/
(Typ1-IFN), die nur durch CpG-A induziert werden (Fitzgerald-Bocarsly 1993; Krug
2001) und eine virale Infektion vortauschen. Uber diesen indirekten Weg kdnnte die
Chemokinsekretion, beispielsweise von IP-10, gesteigert werden. TNF-a, das in der
PDC von CpG-B induziert wird, scheint hingegen von untergeordneter Bedeutung zu
sein (Hemmi 2003; Kerkmann 2003).

Nach wie vor ist jedoch der genaue Grund fir die unterschiedliche Wirkung von CpG-A
und CpG-B auf PDCs, die Uber denselben Rezeptor (TLR9) vermittelt wird, nicht ganz
verstanden. Neuere Erkenntisse lassen vermuten, dass fir diesen Effekt das
gegenseitige Anlocken von PDCs zu gréBeren Zellverbanden, das in dieser Arbeit
gezeigt wird, eine wesentliche Rolle spielt.

Als IFN-Priming wird der Effekt bezeichnet, wenn Zellen nach Vorinkubation mit Typ I-
IFN auf TLR-Stimulation deutlich gréBere Mengen an IFN-a produzieren als nach
Stimulation ohne vorhergehende Aktivierung (Toth 1985; Siren 2005). Es konnte
aufgezeigt werden, dass CpG-B in der PDC nach Vorinkubation mit extrem kleinen
Mengen an IFN-B &hnlich groBe Mengen an IFN-a induziert wie CpG-A (Hornung,
unverodffentlichte Daten). Dieser Effekt erwies sich als abhangig von einem
funktionierenden Typ1-IFN-Rezeptor und ging mit einer verstarkten Expression des
Adaptermolekils IRF-7 einher. Ebenso induzierte die Stimulation mit sehr geringen
Konzentrationen an CpG-B eine starkere und in ihrem zeitlichen Ablauf verzégerte IFN-
a-Produktion als hohe Konzentrationen. Eine weitere sehr interessante Beobachtung
ist, dass eine starke IFN-a-Induktion durch CpG-A erst ab einer gewissen Dichte an
kultivierten PDCs zu erreichen war.

Aufbauend auf diesen Ergebnisse wurde die Hypothese entwickelt, die Grundlage
einer starken IFN-a-Produktion, wie sie durch CpG-A in der PDC induziert wird, sei die
Folge eine TLR9-Aktivierung in mit Typ1-IFN vorstimulierten Zellen; sie stellt damit das
Ergebnis des Zusammenspiels direkter TLR-Aktivierung und para- bzw. autokriner
Vorinkubation in einer Zellpopulation dar und kann auf Ebene einer isolierten Zelle
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héchstens durch externe Zugabe von Typ1-IFN ablaufen. Durch die schnelle und
simultane Aktivierung einer Zellpopulation durch CpG-B kann eine Vorstimulation noch
nicht aktivierter Zellen durch parakrines IFN nicht ablaufen. Durch den verzdgerten und
wenig synchronisierten Ablauf der IFN-a-Induktion durch das von der Struktur her
partikulare CpG-A (Honda 2005) wird diese gegenseitige Beeinflussung der Zellen
maoglich. Fir das Verstandnis der CpG-Stimulation ist es somit ganz entscheidend, die
PDC im Zellverband mehrerer Zellen bzw. in ihrer Population und nicht als Einzelzelle
zu betrachten. Damit das gegenseitige Priming aber Uberhaupt stattfinden kann,
missen die im Blut zirkulierenden PDCs zusammen kommen und sich folglich
gegenseitig anlocken.

2.4 Die Interaktion zwischen stimulierten PDCs und T-Helfer-Zellen

PDCs interagieren im Rahmen einer antiviralen Immunantwort tber ihre Typ1-IFN-
Produktion mit verschiedenen anderen Immunzellen wie NK-, B-, T-Zellen und MDCs.

So kénnen sie auf einzigartige Weise angeborene mit erworbener Immunitat verbinden.

Seit einigen Jahren ist die Typ1-IFN-vermittelte-Wirkung der PDC auf T-Zellen
bekannt. Sie induziert frilhe Aktivierungsmarker wie CD69, ein Langzeit-Uberleben der
T-Zellen, die IFN-y-Produktion und Th1-Differenzierung (Agnello 2003). CpG-
Oligonukleotide fungieren dabei als wirkungsvoller Stimulus. Erst kilrzlich gelang es
Moseman aufzuzeigen, dass CpG-stimulierte PDCs die Differenzierung von naiven
T-Zellen in regulatorische T-Zellen primen (Moseman 2004). Influenzavirus-exponierte
PDCs induzieren die Expansion von spezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten und
T(Helfer)h1-Zellen (Fonteneau 2003). Ein Jahr spéater préasentierte Fonteneau die
Th1-Polarisierung fur HIV-aktivierte PDCs (Fonteneau 2004). Zum aktuellen Zeitpunkt
ist die Datenlage bezlglich der Interaktion von PDCs und T-Zellen somit sehr
vielschichtig, zum Teil sogar widersprichlich; ob PDCs (berwiegend regulatorische
oder zytotoxische T-Zellen primen und ob sie naive CD4* T-Zellen eher in Richtung
Th1 oder Th2 schiften, kann nicht eindeutig beantwortet werden. Woflr die PDC in
diesem Zusammenhang nun wirklich verantwortlich ist, muss anhand weiterer

Versuche geklart werden.

Die Differenzierung von B-Zellen zu Antigen-produzierenden Plasmazellen mittels
PDCs und T-Helfer-Zellen ist bekannt (Jego 2003). Mittlerweile gelang Poeck et al.
sogar der Nachweis, dass die Ausdifferenzierung von B-Zellen durch CpG-stimulierte
PDCs ohne T-Zell-Hilfe mdglich ist. (Poeck 2004). Die bevorzugte IgG- statt IgM-
Sekretion lasst ein Schiften in Richtung Gedéachtnis-B-Zellen vermuten.
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Cooper et al. belegte den wechselseitigen Dialog von DCs und NK-Zellen (Cooper
2004), der die Aktivierung und Zytokinproduktion beider Zellarten zur Folge hat.
Aktivierende Signale werden Gber IL-12 und IFN-y (Yu 2001) sowie Uber den direkten
Zellkontakt zwischen DCs und NK-Zellen vermittelt (Gerosa 2002). Die Freisetzung von
Typ1-IFN aus PDCs flhrt einerseits zur Aktivierung der zytolytischen Aktivitat von
NK-Zellen, andererseits werden nicht-infizierte Zellen vor der NK-Zell-Lyse geschiitzt.
Anhand von Mausversuchen konnten unabhangige Forschergruppen zeigen, dass
erstens eine Zytomegalievirus-Infektion PDCs via TLR9 aktiviert, zweitens Uber die
IFN-a- und IL-12-Sekretion die NK-Zell-vermittelte Zytotoxizitat erhdht, drittens zur IFN-
y-Produktion fiihrt und viertens in vivo eine frihe antivirale Reaktion erzeugt (Krug
2004; Dalod 2003).

Das Migrationsverhalten einer Zellpopulation zu einer anderen - Voraussetzung fur die
erfolgreiche direkte oder indirekte Interaktion - ist bisher kaum untersucht worden. In
Chemotaxisversuchen mit PBMCs konnte gezeigt werden, dass Uberwiegend CD4*
T-Zellen und nicht CD8" T-Zellen, B-Zellen oder Monozyten zu PDCs wanderten.
Weitere Untersuchungen ergaben, dass es sich hierbei vor allem um naive CD4"
T-Zellen handelte. Dies ist nahe liegend, da die Interaktion zwischen PDCs und naiven
T-Zellen in T-Zell-Zonen von Lymphknoten besonders eng ist. Dorthin wandern PDCs
nach Antigenkontakt, vermittelt Gber Chemokine und Adh&sionsmolekile. In den
parakortikalen Bereichen, in denen vorwiegend T-Zellen lokalisiert sind, erfolgt die
Antigenprasentation Uber Peptid-MHC-Komplexe auf PDCs, wodurch, zusammen mit
kostimulatorischen Molekulen, die Aktivierung und Ausreifung naiver T-Zellen induziert
wird. Die weitere Differenzierung der naiven CD4" T-Zellen in Th1- und Th2-Zellen
erbrachte keinen klaren Unterschied im migratorischen Verhalten der beiden
Subpopulationen zu PDCs, wobei Th1-Zellen eine Tendenz zu ODN2006-stimulierten
PDCs zeigen. LPS-stimulierte MDCs scheinen hingegen mehr Th2-Zellen anzulocken.
Dies stiitzt die Behauptung, PDCs wirden bei Abwesenheit von CpG eine Th2-, bei
Anwesenheit von CpG hingegen eine Th1-Antwort initiieren, weshalb PDCs auch als
DC2 bezeichnet werden.

Reife PDCs wie auch MDCs exprimieren nach Antigenaufnahme den
Chemokinrezeptor CCR7, der es ihnen ermdglicht, in sekundéare lymphatische Organe
zu wandern. Dort erfolgt Uber die Interaktion mit T-Zellen die vollstandige Ausreifung zu
Antigen-prasentierenden-Zellen (APCs), die in der Folge zur Aktivierung naiver Zellen
und Gedéachtnis-T-Zellen als Teil der adaptiven Immunantwort beitragen. MDCs und
PDCs koénnen sowohl eine Thi- als auch eine Th2-Antwort induzieren. PDCs
begtinstigen die T-Zell-Entwicklung auf folgende Weise: Virus-stimulierte reife PDCs
bewirken in naiven CD4" T-Zellen Uberwiegend die Schiftung in Richtung Th1-Zellen,
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mit IL-3 und CD40L gereifte PDCs induzieren verstarkt die Bildung von Th2-Zellen
(siehe auch Einleitung, Kap. 4.4.2). Die PDC-Stimulation mit CpG-ODN steigert Uber
die Produktion von Typ1-IFN die Expression von Chemokinrezeptoren wie CCR5 und
CXCRS3 auf aktivierten T-Zellen (Sallusto 1998; Lande 2003; Langenkamp 2003). Dies
entspricht einer Th1-Polarisierung. Zugleich induziert die CpG-Stimulation in PDCs die
gesteigerte Produktion der CCR5-Liganden MIP-1a und Rantes sowie des CXCR3-
Liganden IP-10.

Vergleichbare Experimente fuhrte Megjugorac durch. Er untersuchte in Chemotaxis-
assays mit viral stimulierten PDCs die funktionelle Rolle der Chemokine MIP-1a und
IP-10 (Megjugorac 2004). Er beschreibt, dass Uberwiegend aktivierte T- und NK-Zellen
zu Virus-aktivierten PDCs wandern, nicht jedoch naive T-Zellen. Zur Aktivierung der
T-Zellen wurden diese eine Woche lang mit PHA (Phytohemagglutinin) und IL-2
kultiviert. Die Migration wurde durch die Addition von neutralisierenden Antikdrpern
gegen MIP-1B und IP-10 inhibiert. Im Gegensatz dazu riefen Uberstande von
unstimulierten PDCs einen vierfachen Anstieg der gewanderten, naiven T-Zellen im
Vergleich zu Medium hervor. Mdglicherweise zeigt das veranderte Migrationsmuster
den Wechsel eines homdostatischen zu einem aktivierten Zustand an. Die normale
Lymphozyten-Wanderung in sekundéare lymphatische Organe kann - so die Annahme -
durch residierende PDCs stark beeinflusst werden und wéhrend viraler Stimulation
eine Veranderung der nun aktivierten Effektorzellen zu stimulierten PDCs an den Ort
der Entziindung erfahren.

Megjugorac formulierte folgende Hypothese: Die viral induzierte IFN-a- und Chemokin-
produktion in PDCs spielt eine zentrale Rolle fir das homing von Leukozyten zu PDCs,
gefolgt von der Leukozyten-Aktivierung, was eine effektive antivirale Immunantwort
ermoglicht. Wieso jedoch bei Megjugorac naive T-Zellen nicht so ausgiebig zu
stimulierten PDC-Uberstinden wanderten, bleibt unklar. Auch ob es sich bei den
aktivierten T-Zellen um Th1- oder Th2-Zellen handelte, wurde nicht beantwortet. Eine
Ursache kdnnte in dem unterschiedlich gewéahlten Stimulus liegen. Megjugorac wahlte
Herpes simplex-Virus im Vergleich zu CpG-Oligonukleotiden. ODN 2216, das eine
virale Infektion imitiert, lockte ebenfalls kaum Th1-Zellen an, wohingegen sich
ODN 2006 als etwas effektiverer Stimulus erwies.

Die selektive Rekrutierung von Effektorzellen durch die PDC hat auch Bendriss-
Vermare et al. untersucht. Interessanterweise zeigte sich die Art der Stimulation
sowohl fir das induzierte Chemokinprofil als auch fir die dadurch angelockte
Zellpopulation entscheidend. Die PDC-Gewinnung erfolgte hier nicht aus dem
peripheren Blut, sondern aus den Tonsillen, was einem anderen Reifezustand der PDC
entspricht. Laut ihrer Ergebnisse locken mit CD40L stimulierte PDCs preferenziell
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regulatorische T-Zellen an, wahrend Virus-stimulierte PDCs (bereinstimmend mit den
hier gezeigten Daten vorrangig Th1-Zellen anziehen (Bendriss-Vermare 2005). Fur
MonoDCs hatte lellem et al. bereits 2001 nachweisen kénnen, dass sie regulatorische
CD4" T-Zellen anlocken.

Entscheidend flir das migratorische Verhalten von Th1-Zellen zu PDCs sind die IFN-y-
Produktion und die hohe Expression von CXCR3, CCR4 und CCR5 auf diesen
T-Zellen, deren Liganden wie oben erlautert von aktivierten PDCs produziert werden.
All diese Beobachtungen sprechen fiir eine gewisse Plastizitit der PDC, unter
bestimmten Bedingungen auf die jeweils bendtigten T-Zellen Einfluss zu nehmen.
Dabei kénnen wahrscheinlich diskrete Unterschiede, sei es in der Art des Stimulus
oder bezlglich des Reifezustandes der PDC, dazu fihren, dass andere T-Zell-
Subpopulationen angelockt werden.

2.5 Adenosin als Modulator der PDC-Antwort
2.5.1 Adenosinrezeptor-Expression auf PDCs entsprechend ihres Reifegrades

Adenosin wird kontinuierlich in Zellen gebildet und tritt Gber bidirektionale Transporter
in den extrazellularen Raum aus. Zudem entsteht Adenosin Uber den Abbau von
Adenin-Nukleotiden durch Ektonukleotidasen (Fredholm 2001). In der Umgebung eines
lokalen Entzindungsgeschehens kann die Kombination von erhdhter intrazellularer
Adenosinproduktion durch gestresste Zellen und die Freisetzung von Adenin-
Nukleotiden durch aktivierte oder beschadigte Zellen einen 150-fachen Anstieg der
Adenosinkonzentration im Gewebe mit Werten bis zu 30 uM verursachen (Van Belle
1987; Pedata 2001). Studien in vitro wie auch in vivo lieferten Beweise, dass Adenosin
Uber die Aktivierung von Adenosinrezeptoren, die auf Leukozyten exprimiert werden,
als Modulator bei Entziindungsreaktionen fungiert (Cronstein 1994). Fir MDCs gelang
der Beweis flr das Vorhandensein dieser Rezeptoren auf mRNA-Ebene bereits vor
einigen Jahren (Panther 2001). Da plasmazytoide dendritische Zellen eine zentrale
Rolle in der Regulation von Immunantworten bei viralen Infektionen, Autoimmun-
erkrankungen und Tumoren spielen, war es nahe liegend, die Adenosinrezeptor-
expression auch auf dieser Zellpopulation sowie die Funktion von Adenosin auf PDCs

zu untersuchen.

Unreife PDCs exprimieren den A;- und niedrige Level des A,,-Rezeptors. Sie
unterscheiden sich diesbezlglich von in vitro gereiften mononukledren DCs
(MonoDCs), die den Ai-, As;- und As-Rezeptor exprimieren und ihre Signale
hauptsachlich Uber den As-Rezeptor erhalten (Panther 2001; Fossetta 2003).
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Interessanterweise dhnelt sich das Adenosinrezeptormuster von PDCs und CD1c* DCs
(= MDCs) und unterstreicht somit die Unterschiede von physiologischen MDCs, die im
Blut zirkulieren und in vitro gereiften MonoDCs (M. Schnurr, unveréffentlichte Daten).
Die Ausreifung und Aktivierung der PDC in Kultur mit IL-3 und CD40L verandert ihr
Rezeptormuster sehr schnell: der A,-Rezeptor wird herunter-, der A.,-Rezeptor
hochreguliert. Vergleichbare Ergebnisse bei der Rezeptorregulation hatte Fossetta et
al. fir LPS-gereifte MonoDCs erhalten. Wé&hrend sich unreife DC-Typen in ihrem
Expressionsmuster unterscheiden, lasst sich der Aj,-Rezeptor auf allen reifen
dendritischen Zellen nachweisen (Fossetta 2003).

2.5.2 Ai-Rezeptor-gesteuerte Migration unreifer PDCs zu Adenosin

Wie bereits unter 2.1.4 dargelegt, stellt Adenosin auch einen weiteren starken
chemotaktischen Stimulus fir unreife PDCs dar. Vermittelt wird diese
Wanderungsfahigkeit UOber den A;-Rezeptor, den dominanten Subtyp unter den
verschiedenen Adenosinrezeptoren auf unreifen PDCs. Schnurr et al. (2004) konnte
dies belegen, indem er das chemotaktische Verhalten der PDC auf Adenosinrezeptor-
Agonisten hin untersuchte und eine Migration lediglich auf A;-, nicht jedoch auf Ao.-
oder As-Rezeptor-Agonisten erfolgte. Entsprechend dieser Beobachtung konnte nur
durch Zugabe eines A;-Rezeptor-Antagonisten das chemotaktische Verhalten der
PDCs zu Adenosin unterbunden werden. Da die Signalkaskade des A;- und As-
Rezeptors Uber die Phospholipase C vermittelt wird und zur Freisetzung von Kalzium
aus intrazellularen Speichern fihrt, konnte Ubereinstimmend mit den Migrationsassays
auch auf intrazellularer Ebene ein Kalziumflux nur nach Bindung des Ai-Rezeptor-
Agonisten beobachtet werden. Dies verdeutlicht die Rolle dieses Rezeptors fir die
Rekrutierung unreifer PDCs zu Entziindungsorten. In Kontrast dazu verlieren reife
PDCs ihre chemotaktische Fahigkeit zu Adenosin entsprechend der Herunterregulation
des A;-Rezeptors.

2.5.3 Die PDC als IL-12-Produzent?

Krug et al. gelang es, die PDC als IL-12-Quelle zu identifizieren, wenn diese in der
Gegenwart von IL-3 mehrere Tage lang mit ODN 2006 und CD40L stimuliert wurde
(Krug 2001b). In der vorliegenden Arbeit wurde in &quivalenten PDC-Kulturen nach
Stimulation mit CD40L und CpG-ODN IL-12 gemessen. Dieses Ergebnis ist nach wie
vor in der Literatur umstritten, da die IL-12-Produktion klassischerweise der MDC und
nicht der PDC zugeschrieben wird. So schreibt Liu dies der verunreinigenden CD11c*
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MDC-Population innerhalb der PDCs zu (Liu 2005). Duramad et al. bestatigte Lius
Ergebnis dahingehend, dass keine Zelle in der Lage ist, beide Zytokine, also IFN-a und
IL-12, zugleich zu produzieren (Duramad 2003).

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Aufreinigung der PDCs mittels magnetischer
Zellseparation (MACS) mit Anti-BDCA-4-Mikropartikeln (BDCA-4-Kit), der aktuell am
haufigsten verwendeten Isolationsmethode. Die Reinheit der einzelnen Spender lag
meist weit Gber 90 % (vergl. Abb. 9), so dass von keiner gréBeren Verunreinigung
auszugehen ist, die die Versuche héatten verandern oder beeintréachtigen kénnen.

Dennoch gibt es in letzter Zeit zunehmend kritische Stimmen bezlglich dieses
Aufreinigunsverfahrens. Die Arbeitsgruppe um Liu bevorzugt die PDC-Sortierung als
CD4* CD11c’ Lin” Zelle mittels dreifarbiger Immunfluoreszenz (Liu 2005), da sie ihrer
Meinung nach zu héherer Reinheit mit > 99 % ohne funktionelle Beeintrachtigung fuhrt.
Jedoch ist nicht auBer Acht zu lassen, dass diese Methode die ohnehin labilen PDCs
weitaus starker angreift als die magnetische Zellseparation. Gerade bei den hier
durchgefiihrten Chemotaxis-Experimenten wurden die frisch aufgereinigten PDCs
meist sofort in die Transwellplatten eingesetzt und konnten sich nicht erst mehrere
Tage in Kultur ,erholen®. Ein weiterer Vergleich dieser und anderer (MACSen mit
BDCA-2-Kit, Inmunfluoreszenz-Sortierung der CD123"%" HLA-DR" Lin" Zelle), vielleicht
auch ganz neuer Verfahren, wird hoffentlich mehr Klarheit bringen.

Lius Aussage erscheint nur auf den ersten Blick einleuchtend. Denn CpG-
Oligonukleotide, egal welcher Klasse, binden an TLR9, der auBer auf PDCs nur noch
auf B-Zellen exprimiert wird (Hemmi 2000; Hornung 2002). Es ist folglich unklar, wie
MDCs durch CpG-ODN zur IL-12 Produktion angeregt werden.

Vermutlich I&sst sich dieses Phanomen nur Uber die Interaktion der beiden DC-
Subpopulationen erklaren: CpG-B induziert in der PDC ihre Ausreifung, erkennbar an
der Expression von Oberflachenmolekilen, sowie die Produktion einiger Zytokine wie
TNF-a und in geringer Menge auch IFN-a. Zusammen mit CD40L kdénnen diese
Zytokine die MDC zur IL-12-Produktion aktivieren. Experimente mit Mausen zeigen,
dass der Effekt von Typ1-IFN auf die IL-12-Produktion recht paradox ausfallt: wahrend
hohe IFN-Level die Transkription der IL-12p40-Kette vermindern, sind niedrige Level
fir die Transkription des IL-12p35-Gens notwendig (Dalod 2002; Gautier 2005). Fir
eine endguiltige Klarung, ist es unumganglich, weitere Studien bezlglich der genauen
Zytokinproduktion in PDCs und MDCs durchzufihren.
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2.5.4 A,,-Rezeptor-vermittelte Modulation der Zytokinproduktion in PDCs

Inflammatorische Zytokine wie IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a und IFN-a stellen eine zentrale
Bedeutung flir die Abwehr eindringender Pathogene dar. Besonders Uber die friihe
Interferon-Produktion ist die PDC ganz entscheidend an der initialen Abwehr viraler wie
auch systemischer Infektionen beteiligt. Als Antwort auf eine Virusinfektion oder
Stimulation mit CpG-ODN produziert die PDC groBe Mengen an IFN-a sowie geringere
Mengen an IL-6, IL-12 und TNF-a (Kadowaki 2000; Krug 2001a; Bauer 2001).

In vitro wie auch in vivo Ubt Adenosin eine inhibierende Funktion auf die Zytokin-
produktion aus. Dies erfolgt Gber den cAMP-Anstieg, nach der Bindung von Adenosin
an den Axa-Rezeptor (Panther 2003; Ohta 2001). Entsprechend des Stimulations-
protokolls von Krug et al. wurde in der vorliegenden Arbeit der Effekt der
Adenosinexposition auf die Zytokinproduktion in unreifen und reifen PDCs untersucht.
Die Stimulation der PDCs erfolgte mit CpG-B (ODN 2006) und CD40L. Adenosin
bewirkte keine Veranderung in der IL-6-, IL-12- und IFN-a-Produktion unreifer PDCs,
die Uberwiegend den A;-Rezeptor exprimieren. Jedoch wurde die Produktion der
genannten Zytokine signifikant in den PDCs inhibiert, die fir 60 Stunden mit IL-3
inkubiert waren, bevor sie mit ODN 2006 und CD40L stimuliert wurden. Diese PDCs
exprimieren vorwiegend den A,.-Rezeptor. Uber diesen Rezeptortyp kdnnte Adenosin
in vivo eine regulierende Funktion in Bezug auf die Zytokinfreisetzung bzw. deren

Produktion ausiben.

Wie beschrieben kommt es auf reifen PDCs zum Herunterregulieren des A;-Rezeptors
und dadurch zu einem deutlich verminderten Migrationsverhalten der PDCs auf
Adenosin, im Gegensatz dazu erfolgt ein Hochregulieren des Aj,-Rezeptors auf
mRNA-Ebene. Der A,,-Rezeptor koppelt an die Adenylatzyklase und fuhrt zu einer
vermehrten Bildung des second messengers cAMP, der nach Adenosingabe in CD40L-
aktivierten PDCs deutlich héhere Level als in unreifen PDCs erreicht (Schnurr 2004).
Mittels eines kompetetiven cAMP-Inhibitors kann die verminderte Zytokinproduktion in
stimulierten Monozyten dosisabhangig wieder gesteigert werden (Link 2000), so dass
bereits zu diesem frihen Zeitpunkt der Signaltransduktion die Weichen fir die
Zytokinproduktion gestellt werden. Die Blockade des cAMP-Abbaus Uber die
Phosphodiesterase flhrt erneut zu einer verminderten IL-12-Produktion.

Zusammenfassend l&sst sich eine duale Rolle fur Adenosin auf die Funktion der
plasmazytoiden dendritischen Zelle vermuten. Adenosin aktiviert in unreifen PDCs den
A,-Rezeptor und induziert dadurch Chemotaxis, was initial zur Rekrutierung von PDCs
an EntzGindungsstellen fuhrt. Dort treffen PDCs auf Pathogene, die ihrerseits die PDC-
Ausreifung mit nachfolgender Zytokinproduktion initiieren. Dadurch konditionieren sie



Diskussion 90

ihnr Umfeld und interagieren sowohl mit unreifen als auch Antigen-spezifischen
Effektorzellen. Reife PDCs erfahren einen Rezeptorwechsel vom A;- zum Ag,-
Rezeptor. Dies sensibilisiert sie fir den anti-inflammatorischen Effekt von Adenosin
Uber den A,,-Rezeptor-vermittelten cAMP-Anstieg, indem die Kapazitat zur Zytokin-
produktion in reifen PDCs inhibiert wird. Adenosin lockt die Zellen zwar an den ,Ort des
Geschehens®, verhindert aber zugleich eine inadaquat hohe bzw. chronische
Zellaktivierung und damit einhergehend mdgliche schadliche Auswirkungen bis hin zu
Krankheiten.

In Abbildung 24 sind schematisch die Reaktionsmuster der PDC dargestellt. Welcher
chemotaktische Stimulus die PDC gerade anlockt, ist vor allem von ihrem Reifestadium
abhangig. Dennoch wird in vivo das exakte AusmaB einer Immunreaktion sicherlich
von dem Zusammenspiel vieler Faktoren beeinflusst. Dieses im Detail zu
charakterisieren, stellt eine Herausforderung fiir die nachsten Jahre dar.

Adenosin
Blockade der
Migration Zytokinproduktion
CpG-Aund -B B Migration o
Ausreifung o
_ ©o0,0 Th1-/Th2-
unreife reife o \ Zelle
PDC PDC Zytokinsekretion
Migration /
Produktion von
Chemokinen

Abb. 24: Die Reaktionsmuster der PDC in Abhéangigkeit von ihrem Reifezustand.
Wirkung von CpG-Oligonukleotiden, Chemokinen und Adenosin sowie Interaktion mit Th1-/Th2-
Zellen
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3 Klinische Relevanz der Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, ein besseres Verstandnis fir das chemotaktische
Verhalten humaner plasmazytoider dendritischer Zellen in vitro zu erhalten.
Die Interaktion von PDCs mit Chemokinen wie auch mit einer Vielzahl weiterer
chemotaktischer Stimuli ist wichtig fur ihre normale Funktion. Darlber hinaus gibt es
eine betrachtliche Anzahl weiterer Molekille und Immunzellen, die die PDC-Migration
modulieren. Noch fehlt far einige ein umfassendes Wissen bezuglich ihres
Wirkungsspektrums. Detaillierte Kenntnisse der Mechanismen, die die Migration
regeln, sollten es ermdglichen, die Funktion von PDCs in verschiedenen
pathologischen Situationen zu kontrollieren. Diese sind durch eine verminderte
Aktivitat, wie bei Neoplasien und bei bestimmten chronischen Virusinfektionen, oder
durch eine mitunter UberschieBende Akivitdt dieser Zellen, wie bei Autoimmun-
erkrankungen, charakterisiert. Somit kénnte die pharmakologische Kontrolle der PDC-
Migration eine neue Richtung bei der Strategie therapeutischer Interventionen
reprasentieren. Im Folgenden wird dies anhand einiger Beispiele verdeutlicht.

e Die PDC in der Anti-Tumor-Therapie

PDCs als natiirliches Adjuvans in einer Anti-Tumor-Vakzine einzusetzen, ist von
groBem Interesse. Bereits bei verschiedenen Tumorerkrankungen wurden erhdhte
PDC-Zahlen festgestellt, jedoch handelt es sich hdufig um unreife PDCs, deren
Ausreifung durch inhibierende Faktoren von den Tumorzellen unterbunden wird,
vermutlich Gber TGF-B (transformierender Wachstumsfaktor (), VEGF-B
(vaskulédrer endothelialer Wachstumsfakior ), IL-10 und die verminderte
Expression spezifischer TLRs wie TLR9. Die entscheidende Aufgabe besteht darin,
reife, funktionsfahige PDCs an den ,Ort des Geschehens® zu locken. So korreliert
beispielsweise bei Patientinnen mit Mammakarzinom eine hohe Anzahl unreifer
CD123" PDCs mit einem erhdhten Risiko fir eine Tumordissemination sowie mit
einem Ruckfall (Treilleux 2004).

PDCs sind folglich gut als Targetzellen in der Tumortherapie geeignet, da sie nach
Ausreifung zur Tumorsuppression beitragen und so die Prognose verbessern
kénnen. Sie stellen eine interessante Alternative bzw. Ergédnzung zu den oft sehr
invasiven bzw. den Organismus &uBerst belastenden Eingriffen in Form von
radikalen Operationen oder Radio-Chemotherapien dar. Dabei spielen
verschiedene Ansatzpunkte eine Rolle. Eine Therapie mit den in dieser Arbeit
vorgestellten CpG-Oligonukleotiden als Stimulans kann beispielsweise eine



Diskussion 92

spezifische Immunantwort auslésen oder positiv verstarken und somit Einfluss auf
das Auftreten wie auch auf das GréBenwachstum von bestimmten Tumoren
nehmen. Erst vor kurzem konnte Pilon-Thomas et al. in einem murinen Melanom-
modell die Effizienz einer adjuvanten CpG-lmmuntherapie in Kombination mit
dendritischen Zellen zeigen (Pilon-Thomas 2006). Mause, die mit CpG und
Antigen-stimulierten dendritischen Zellen vakziniert waren, entwickelten einen
Langzeitschutz gegenldber Malignem Melanom. Dies Kkorreliert mit einer
gesteigerten Antigen-spezifischen T-Zell-Immunantwort, die die Wissenschaftler
zuvor in vitro fir CpG-gereifte dendritische Zellen nachgewiesen hatten.

Plasmazytoide dendritische Zellen primen naive Melanom-spezifische CD8*
Lymphozyten zur IFNy-Sekretion in vitro und reichern sich in priméren
Hautlasionen bei Malignem Melanom an (Salio 2003). CD40L-stimulierte PDCs
induzieren in diesen T-Zellen die Expression von Oberflachenmolekuilen wie CLA
(cutanous lymphocyte antigen) und L-Selektin, die die Migration von Effektorzellen
zu entzundlichen Hautlasionen erméglichen. AuBerdem wurden PDCs peritumoral
in den meisten primaren Melanomen in vivo gefunden. Typ1-IFN in Uberstanden
von PDCs erhéht die Expression von CD95, MHC-I und MHC-II auf Tumorzellen,
ein Zeichen fir die immunmodulierende Rolle der PDC, die eine Tumor-spezifische
T-Zell-Antwort primen und die TumorgrdBe Uber die Sekretion Islicher Faktoren
beeinflussen.

Auch in epithelialem Ovarialzellkarzinom wurden PDCs in groBer Zahl gefunden,
die unféhig waren, T-Zellen zu aktivieren. Stattdessen induzierten sie die Sekretion
von IL-10 in regulatorischen T-Zellen (Zou 2001; Hartmann 2003). Die Migration
der PDCs zum Tumor erfolgt im Ovarialkarzinom Uber SDF-1, der in peritumoralen
Stroma- und Endothelzellen detektiert wurde. Die direkte Injektion von CpG-ODN in
den Tumor flhrte zu einer GrdBenreduktion. Bei simultaner Gabe mit MDCs
konnten sogar Chemotherapie-resistente Tumore erfolgreich behandelt werden
(Lonsdorf 2003). Die Autoren mutmaBen, dass PDCs in Tumor-drainierenden
Lymphknoten Indoleamin-2,3-Dioxygenase (IDO) produzieren. IDO fihrt zum
Abbau von Tryptophan, das an der Proliferation von CD4" und CD8* T-Zellen
entscheidend beteiligt ist (Hayashi 2004; Mellor 2004) und auf diese Weise lokal
ein Umfeld kreiert, das wirtseigene antitumorale T-Zell-Antworten unterdriickt
(Munn 2004). Es ist nicht geklart, ob IDO in diesem Fall wirklich von PDCs oder
eher von einer anderen Zellpopulation produziert wird. Je nach Applikationsort kann
CpG nicht nur einen immunstimulatorischen (lokale Anwendung), sondern auch
einen inhibierenden Effekt (systemische Gabe) auf die T-Zell-Expansion und auf
die Aktivitat zytotoxischer T-Zellen ausiiben (Wingender 2006). Vermittelt wird dies
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Uber die Induktion von IDO, ist abhangig von TLR9- und unabhéngig von IFN-a/-y-
Stimulation. So kdnnten auch unerwiinschte oder UberschieBende T-Zell-Antworten
reduziert werden, wie flr Asthma bronchiale an einem Mausmodell aufgezeigt

werden konnte (Hayashi 2004).

Vermutlich sind PDCs in Tumoren unfahig, antitumorale Immunantworten zu
induzieren, sondern regen stattdessen T.g-Zellen an. Es ist mdglich, dass
Tumorzellen zur Dysregulation einer potenten Immunantwort beitragen, indem sie
die Aktivierungsféhigkeit von PDCs manipulieren und die Akkumulation von MDCs
blockieren. Vorstellbar ist ferner, dass Uber eine CpG-induzierte TLR-Aktivierung
die Funktion von T4-Zellen aufgehoben und dartiber das suppressive Tumormilieu
verandert wird. Auch eine anti-angiogenetische Wirkung ist denkbar, wodurch
zumindest das rasche Wachstum unterbunden werden kann. Eine Studie mit
Mausen hat bereits gezeigt, dass die Stimulation von PDCs durch Imidazoquinolin
(Imiquimod), ein TLR7/-8-Agonist, eine Tumorregression bei Malignem Melanom
induziert (Palamara 2004). Die CpG- oder LPS-induzierte Aktivierung von TLRs
blockiert tber die Produktion von IL-6 in DCs den suppressiven Effekt von Teg-
Zellen (CD4" CD25%) und ermdglicht die Aktivierung einer pathogen-spezifischen
adaptiven Immunantwort (Pasare 2003).

e Die PDC und chronische Viruserkrankungen

Ein &hnlicher Therapieansatz ist bei HIV-infizierten Patienten denkbar, namlich die
Verabreichung von PDC-stimulierenden Agenzien, wie den CpG-Oligonukleotiden,
oder der Transfer von ex vivo stimulierten PDCs. Der Nachweis von HIVp24-
Antigen in PDCs HIV-infizierter Patienten deutet darauf hin, dass PDCs von HIV
infiziert werden (Fong 2002). Die Zahl der zirkulierenden PDCs reduziert sich
deutlich im fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung (vergl. Einleitung, Kap. 4.7).
Der Verlust zirkulierender PDCs korreliert mit einer hohen Viruslast und dem
vermehrten Auftreten opportunistischer Erkrankungen wie dem Kaposi-Sarkom.
Erst vor kurzem konnte aufgezeigt werden, dass HIV-infizierte Zellen die IFN-
Produktion, die Reifung und die Migration in PDCs induzieren (Schmidt 2005).
Durch die Abwanderung in befallene Lymphknoten kann so der Zellverlust im Blut
erklart werden, was sich durch Stimulation mit CpG reduzieren lieBe.
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e Die PDC bei Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises

Ein anderer Ansatzpunkt kdénnte bei rheumatischen Erkrankungen eine Rolle
spielen. Neben einer CpG-vermittelten Ausreifung der PDCs steht hier die
Suppression einer UberschieBenden Zyto- und Interleukinproduktion aus unreifen
PDCs im Vordergrund, wie sie durch den Einsatz von Adenosin-Agonisten erreicht
werden kann. Die Synovialflissigkeit von Patienten mit Rheumatoider Arthritis oder
Arthritis psoriatica enthalt die Chemokine IP-10, |-TAC und SDF-1, die zur
Chemotaxis von PDCs fuhren. Die Patienten weisen folglich wesentlich héhere
PDC-Zahlen in der Synovia auf als z. B. Patienten mit Arthrose (Lande 2004). Die
morphologische und immunphanotypische Charakterisierung ergab, dass es sich
um unreife PDCs handelte, vermutlich aufgrund inhibitorischer Faktoren in der
Synovia. Die Ausreifung lieB sich ex vivo durch Exposition eines viralen Antigens
oder CpG-DNA induzieren. Die Chemokin-geleitete Rekrutierung der PDC aus dem
Blut in die Synovia ist wichtig fir die Regulation der Immunantwort bei chronisch
entzindlichen Gelenkerkrankungen. Méglicherweise sind die PDCs auch an der
Aufrechterhaltung immunpathologischer Veranderungen beteiligt, die diesem
Formenkreis an Erkrankungen zugrunde liegen. Nur die reife PDC ist beféhigt,
Gedachtnis-T-Zellen zu aktivieren und die Differenzierung von B-Zellen in
Antikdrper-sezernierende Plasmazellen zu férdern. Die bereits erwahnte IL-6-
vermittelte Unterdriickung von T.4-Zellen (Pasare 2003) kann zur vermehrten
Bildung von selbst-reaktiven T-Zellen fihren und zur Enstehung von
Autoimmunerkrankungen wie Rheumatoider Arthritis beitragen, denn IL-6"-Mé&use
sind gegen diese Art von Erkrankungen resistent (Ohshima 1998). Ein besseres
Versténdnis dieser Vorgange kann zur Entwicklung neuer therapeutischer Anséatze
fihren, mit dem Ziel, die Infiliration und Funktion von PDCs in entziindeten
Gelenken Uber die Inhibition spezieller Interleukine zu blockieren.

Die Verbindung zwischen IFN-a und systemischem Lupus erythematodes (SLE)
erfolgte zunachst an zwei klinischen Beobachtungen: Eine 23-jahrige Patientin mit
einem metastasiertem Karzinom entwickelte wéhrend einer IFN-a-Therapie einen
SLE (Ronnblom 1990). AuBerdem hatten vielen SLE-Patienten erhéhte Typ1-IFN-
Konzentrationen im Serum (Preble 1982). Wahrend die Zahl der im Blut
zirkulierenden PDCs reduziert ist, akkumulieren aktivierte PDCs in Hautl&sionen
und produzieren Typ1-IFN. Diese PDCs scheinen von doppelstrangiger DNA in
Immunkomplexen und in DNA aus apoptotischen Zellen aktiviert zu werden. Die
Expression IFN-regulierter Gene reprasentiert das hervorstechendste molekulare
Merkmal von peripheren Zellen im Blut von SLE-Patienten (Baechler 2003).
Typ1-IFN kdénnte daher eines der wichtigsten Effektormolekile in der Pathologie
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dieser Erkrankung sein und somit als Angriffspunkt fir eine Behandlung genutzt

werden.

Uber Adenosin-Agonisten, die am A2a-Rezeptor reifer PDCs binden, kann eine
Inhibition der Zytokinproduktion wie IFN-a, IL-6 und IL-12 erreicht und somit eine
inadaquat hohe Zellaktivierung verhindert werden. Schnurr et al. wies auch fir ATP
und Agonisten einen inhibitorischen Effekt auf die IL-12-Produktion in MonoDCs
nach (Schnurr 2005), wodurch eine UberschieBende T-Zell-Aktivierung begrenzt
werden konnte. Es ware somit denkbar, dass in Zukunft spezifische Adenosin-
Agonisten Uber ihre Bindung am A2a-Rezeptor reifer PDCs als Antirheumatika zum
Einsatz kommen. Auf diese Weise kdnnte sowohl die UberschieBende IFN-a-
Produktion bei SLE als auch das durch IL-6 vermittelte Ungleichgewicht zwischen
Treg- UNd selbst-reaktiven T-Zellen reduziert und so das Fortschreiten eines SLE
bzw. einer Rheumatoiden Erkrankung gemindert werden.

Trotz groBer BemuUhungen, das migratorische Verhalten der plasmazytoiden
dendritischen Zelle besser zu verstehen und trotz einer Fille neuer Erkenntnisse in
den letzten Jahren, gibt es immer noch viele offene Fragen, die es gilt, in weiteren
Experimenten zu I6sen. Besonders die klinisch therapeutische Intervention steckt erst
in den ,Kinderschuhen“. Wie dargelegt, spielen PDCs bei verschiedensten
Krankheitsbildern eine wichtige Rolle. Der Transfer aktivierter PDCs bzw. die PDC-
Depletion in diversen Modellen wird das Verstédndnis fur die Funktion dieser
Zellpopulation in der Pathologie vieler Krankheiten erweitern und klaren missen, ob
und in welcher Situation die PDC eine geeignete Zielzelle fiir therapeutische
Interventionen darstellt.
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E Zusammenfassung

Plasmazytoide dendritische Zellen (PDCs) bilden eine Untergruppe dendritischer
Zellen und sind durch ihre Fahigkeit zur Erkennung viraler Nukleinsguren Uber die
Mustererkennungsrezeptoren TLR9 und TLR7 sowie durch ihre Fahigkeit zur
Produktion groBer Mengen an Interferon gekennzeichnet. PDCs sind aufgrund ihrer
Bedeutung bei der Abwehr viraler Infektionen und der Wirkungsvermittlung
synthetischer Agonisten von TLR9 (CpG-ODN) und TLR7, die bereits in klinischen
Studien als Immunmodulatoren eingesetzt werden, in den Mittelpunkt wissen-

schaftlichen Interesses geruckt.

Dendritische Zellen (DC) z&hlen zu den Antigen-prasentierenden Zellen und vermitteln
zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem. Die Erkennung von exogenen
und endogenen Gefahrensignalen am Ort einer Infektion oder eines Zellschadens fiihrt
Uber Mustererkennungsrezeptoren des angeborenen Immunsystems zur Aktivierung
und Ausreifung. Je nach Gefahrensignal und Art der dendritischen Zelle wird die
Produktion unterschiedlicher kostimulatorischer Molekulle, Zytokine und Chemokine
induziert; Uber die Interaktion mit T- und B-Zellen kommt es zu einer der jeweils
auslésenden Situation angepassten Antwort des adaptiven Immunsystems. Das
Auffinden der Gefahrenstelle und die Interaktion von DCs mit anderen Zellen des
Immunsystems am richtigen Ort erfordert eine genau koordinierte Steuerung der
Migration von DCs und von ihren Interaktionspartnern durch Chemokine und durch
andere chemotaktisch aktive Substanzen. Diese chemotaktische Steuerung ist fir
PDCs bisher nur unzureichend verstanden. Wahrend die Aktivierung von PDCs durch
exogene Gefahrensignale, insbesondere durch CpG-Oligonukleotide via TLR9, bereits
gut beschrieben ist, gibt es nur geringe Kenntnisse Uber die Wirkung endogener
Gefahrensignale auf PDCs. Adenosin wird vor allem bei Entziindung oder Ischédmie
aus geschadigten Zellen freigesetzt und fungiert als interzellulares Signalmolekil und
endogenes Gefahrensignal. Zusatzlich zeigt es chemotaktische Aktivitat und funktions-
modulierende Effekte auf andere Zelltypen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die weitere Charakterisierung sowohl der
chemotaktischen Stimuli, auf die PDCs selbst reagieren, als auch derjenigen, die von
CpG-stimulierten PDCs produziert werden. Zudem wurde versucht, Zielzellen zu
identifizieren, die durch eben diese chemotaktischen Stimuli zum Wanderungs-
verhalten zu und damit zur Interaktion mit PDCs angeregt werden. Neben dem
exogenen Gefahrensignal CpG-ODN wurde dabei auch die Wirkung des endogenen
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Gefahrensignals Adenosin auf die Chemotaxis und die Zytokinproduktion von PDCs
untersucht.

Die dargelegten Ergebnisse zeigen, dass PDCs nach Stimulation mit CpG-ODN die
Chemokine IP-10, MIP-1a und Rantes produzieren, wahrend in unstimulierten PDCs
keine inflammatorischen Chemokine nachweisbar sind. In Korrelation zum Kalziumflux
in PDCs nach Stimulation mit SDF-1 stellt dieses homd&ostatische Chemokin in
Migrationsassays den starksten Lockstoff unter den Chemokinen dar. Obwohl die
Chemokinrezeptoren CXCR3 und CCR5 auf PDCs exprimiert werden, bewirken
Liganden fir diese Rezeptoren per se keine Migration. Die CXCR3-Liganden MIG und
IP-10 sowie der CCRb5-Ligand Rantes steigern jedoch in Kombination mit SDF-1
synergistisch die Migration von PDCs.

Nach Stimulation mit CpG-ODN locken PDCs Uber die von ihnen produzierten
chemotaktischen Stoffe insbesondere weitere PDCs, sowie naive CD4-positive
T-Zellen an, nicht jedoch Monozyten, B-Zellen oder CD8-positive T-Zellen.

PDCs exprimieren Adenosinrezeptoren. Das Muster der exprimierten Rezeptor-
subtypen ist jedoch wie das Expressionsmuster fir Chemokinrezeptoren vom
Reifegrad der PDC abhangig. Unreife, nicht stimulierte PDCs exprimieren mRNA flr
den A;-, nicht jedoch fir den A,- oder As-Rezeptor. Die Ausreifung der PDC fuhrt zu
einer verminderten mRNA-Transkription des A;-Rezeptors und einer Hochregulation
des A,,-Rezeptors. Funktionelle Experimente zeigen, dass Adenosin - vermittelt Gber
den A;-Rezeptor - einen hochpotenten chemotaktischen Stimulus flr unreife PDCs
darstellt. Auf aktivierten PDCs verliert Adenosin wegen der verminderten A;-Rezeptor-
expression seine chemotaktische Aktivitat, ist jedoch Uber den Aj,-Rezeptor in der
Lage, die CpG-ODN induzierte Zytokinproduktion vor allem von IFN-a, aber auch von
IL-6 und IL-12 signifikant zu vermindern.

Wahrend der experimentellen Phase dieser Arbeit wurden neue Erkenntnisse zur
Wirkung von CpG-DNA und Adenosin auf die Migration und Funktion von PDCs sowie
zu dem fein abgestimmten Netzwerk der Chemokine gewonnen: Die Synergie
zwischen homd@ostatischen und inflammatorischen Chemokinen reflektiert einen
Sensibilisierungseffekt, der die PDC-Rekrutierung wahrend entzindlicher Prozesse wie
bei einer Virusinfektion kontrolliert. Oligonukleotide induzieren die Ausreifung und
Aktivierung von PDCs und regen in diesem Zustand Uber die gesteigerte
Zytokinsekretion von IFN-o und TNF-o eine starkere Chemokinproduktion an. Die
vermehrt produzierten Chemokine wie IP-10, MIP-1a und Rantes tragen zusammen mit
SDF-1 und weiteren Faktoren wie Adenosin zu einer gesteigerten Migration in
entziindetes Gewebe bei. CpG-Oligonukleotide - obwohl selbst nicht chemotaktisch
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aktiv - regen die PDC zur Sekretion eines ,Stimulationscocktails* an, worlber weitere
PDCs und T-Zellen angelockt werden.

FOr Adenosin lasst sich in Bezug auf die Funktion der PDC eine duale Rolle
postulieren, indem es unreife PDCs Uber den A;-Rezeptor an den ,Ort des
Geschehens” rekrutiert, zugleich aber eine inadaquat hohe oder chronische
Zellaktivierung verhindert. Dies erfolgt tber einen Rezeptorwechsel zum A,,-Rezeptor,
der einen anti-inflammatorischen Effekt Uber eine verminderte Zytokinproduktion von
IFN-a, IL-6 und IL-12 vermittelt.

Die gewonnenen Erkenntnisse tragen zur Charakterisierung der plasmazytoiden
dendritischen Zelle bei, die als Schaltzelle eine Vielzahl von Stimuli integriert und Gber
die Interaktion mit zahlreichen anderen Zellpopulationen das AusmaB einer
Immunreaktion moduliert. PDCs und das von ihnen gebildete Typ1-Interferon spielen
eine wichtige Rolle in der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen, viralen
Infektionen und Tumor-Erkrankungen. Fir die kommenden Jahre bleibt die
Herausforderung, die Hemmung oder Aktivierung der PDC-Funktion und -Migration im
klinischen Alltag zur erfolgreichen Behandlung von Patienten umzusetzen.
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G Verzeichnis der Abklirzungen und Akronyme

ADP
Ak
APC
APC
ATP
cAMP
CD
CCL
CCR
CFSE
CLA
COPD
CpG
CXCL
CXCR
Cys
DC
DNA
EDTA
ELISA
FACS
FCS
FITC
FSC
GM-CSF
HCV
HEV
HIV
HLA-DR
HS
HSP
HSV
IDO
IFN

Adenosin-5’-Diphosphat

Antikbrper

Allophycocyanin

Antigen-prasentierende Zelle
Adenosin-5’-Triphosphat

Zyklisches Adenosin-3’,5’-Monophosphat
Cluster of differentiation
CC-Chemokin-Ligand
CC-Chemokin-Rezeptor
5-(6-)-Carboxyfluorescein-Diacetat-Succinimidyl-Ester
Cutanous lymphocyte antigen

Chronic obstructive pulmonary disease
Cytosin-(phosphat)-Guanin-Dinukleotid
CXC-Chemokin-Ligand
CXC-Chemokin-Rezeptor

Cystein

Dendritische Zelle
Desoxyribonukleinsdure
Ethylen-Diamin-Tetraessigsaure
Enzyme-linked immunosorbent assay
Fluorescence-activated cell sorting
Fotales Kélberserum
Fluorescein-Isocyanat

Forward scatter
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
Hepatitis C-Virus

Hoch-endotheliale Venolen

Human immunodeficiency virus

Human leukocyte antigen DR (= MHC-II)
Humanes Serumalbumin
Hitze-Schock-Protein

Herpes simpex-Virus
Indoleamin-2,3-Dioxygenase

Interferon

Immunglobulin
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IKK

IL

IP;
IP-10
IPC
[-TAC
JNK
LPS
LRR
MACS
MAPK

MCP-1
MDC

MDC

MIG
MHC
MIP-1o
mRNA
MYD 88
NF-xB
NK-Zellen
ODN
PAMP
PBMC
PBS
PCR
PDC

PE
PerCP
PRR

Rantes

RNA
SDF-1
SEM
SLE
SSC

Inhibitor der NF-xB-Kinase
Interleukin
Inositol-1,4,5-Triphosphat
IFN-y-inducible protein of 10kDa
Interferon-produzierende Zelle
IFN-inducible T cell a chemoattractant
c-Jun-N-terminale Kinase
Lipopolysaccharid

Leuzin-reiche Doméane
Magnetic-activated cell sorting
Mitogen-aktivierte Proteinkinase

Monocyte chemoattractant protein 1

Myeloide dendritische Zelle

Monocyte-derived chemokine

Monocyte IFN-y-inducible protein

Major histocompatibility complex
Macrophage-inflammatory protein 1«
Messenger Ribonukleinsdure

Myeloid differentiation primary response gene 88
Nuklearfaktor kB

Natlrliche Killerzellen
Oligo(desoxy)nukleotid
Pathogen-assoziiertes molekulares Muster
Mononukleédre Zelle des peripheren Blutes
Phosphate-buffered saline
Polymerase-Ketten-Reaktion
Plasmazytoide dendritische Zelle
Phycoerithrin
Peridinin-Chlorophyll-A-Protein
Pattern-recognition-Rezeptor
Regulated-upon-activation, normal T- cell expressed and
secreted

Ribonukleinsaure

Stromal-derived factor 1

Standard error of mean

Systemischer Lupus erythematosus
Sideward scatter
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TARC Thymus- and activation-regulated chemokine
TGF-B Transformierender Wachstumsfaktor 3
Th-Zelle T-Helferzelle

TIR Toll/ IL-1-Doméne

TLR Toll-like Rezeptor

TNF-a Tumor-Nekrose-Faktor o

Treg-Zelle Regulatorische T-Zelle

UDP Uridin-5’-Diphosphat

UTP Uridin-5’-Triphosphat

VEGF-B Vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor 3

ZNS Zentrales Nervensystem
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