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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das humane Immunsystem

Der menschliche Korper ist zeitlebens mit diversen schidlichen Einfliissen konfrontiert.
Um sich davor zu schiitzen hat sich das Immunsystem entwickelt, das vor Noxen und
Pathogenen schiitzt. Neben einer anatomischen Barriere, sowie chemischen und
enzymatischen Schutzmechanismen, ldsst sich das Immunsystem in ein angeborenes und

in ein adaptives Immunsystem unterteilen.

1.1.1 Angeborenes Immunsystem

Das angeborene Immunsystem reagiert typischerweise relativ schnell im Vergleich zum
Erworbenen auf Pathogene wie Viren, Bakterien, Pilze und Parasiten. Makrophagen,
neutrophile Granulozyten und dendritische Zellen sind unter anderem an der angeborenen
Abwehr beteiligt. Um zwischen fremden und eigenen Einfliissen zu unterscheiden, tragen
diese Zellen sog. pattern recognition receptors (PRRs), die die pathogenen Strukturen,
auch pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) genannt, erkennen. Die
Rezeptoren konnen sowohl transmembranér, wie die Toll-/ike Rezeptoren (TLRs), als
auch zytoplasmatisch, wie die NOD-/ike Rezeptoren (NLRs), vorkommen. Ihre
Aktivierung regt die Zellen entweder selbst an, z.B. zur Phagozytose, oder bedingt eine

Kaskade weiterer Immunzellen, die {iber Zytokine und Chemokine vermittelt wird.

1.1.2 Adaptives Immunsystem

Das adaptive Immunsystem trigt zu einer effektiveren Antwort auf Pathogene bei, als es
dem angeborenen Immunsystem moglich ist.

Verantwortlich sind vor allem zwei Gruppen von Lymphozyten — die B-Zellen und die
T-Zellen. Uber antigen-spezifische Rezeptoren konnen Pathogene deutlich spezifischer
erkannt und bekdmpft werden. Wihrend B-Zellen immunogene Oberflachenstrukturen
erkennen konnen, benétigen T-Zellen, um korperfremde Antigene zu erkennen, eine
antigenprasentierende Zelle (APC), die das Antigen intrazelluldr prozessiert und iiber
major histocompatibility complex (MHC)-Molekiile prasentiert. Diese Zellen sind unter
anderem die dendritischen Zellen (DCs).
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Das Besondere des adaptiven Immunsystems ist auch das immunologische Gedéchtnis:
wihrend beispielsweise ein Makrophage (angeborenes Immunsystem) zwar sofort auf
Pathogene reagieren kann, &ndert sich die Reaktion im Lauf der Zeit nicht. Antigen-
erfahrene T- und B-Zellen (Gedéchtniszellen) zeigen dagegen eine wesentlich schnellere
und robustere Antwort inklusive einer erhohten Proliferation bei Zweitexposition
gegeniiber einem Antigen.

Da die adaptive Immunantwort, insbesondere beim Erstkontakt, erst spéter einsetzt als

die angeborene Abwehr, sind beide sehr wichtig.

1.2 Das mononukleare-phagozytare System: in vivo

Zellen reagieren auf extra- oder intrazelluldre Stimuli und werden somit zur Reifung und
Differenzierung zu unterschiedlichen Zelltypen, die sich in Funktionalitdt und Phinotyp
unterscheiden, angeregt. Die extrazelluliren Stimuli werden iiber Rezeptoren vermittelt,
die sowohl in der Zellmembran verankert sind als auch im Zytosol von Zellen vorhanden
sind. Die membranstindigen Rezeptoren besitzen neben extrazelluliren auch
intrazelluldre Doménen, die die Signalkaskaden ausldsen und das Signal bis auf die Ebene
von Zellkernen und folglich Transkription und Translation weitergeben. Abhéngig von
der Kombination und der Reihenfolge der Stimuli, sowie dem Zeitpunkt der Stimulation
beziiglich des Differenzierungsgrads der Zelle, koénnen aus einer gemeinsamen
Vorlduferzelle heterogene Zellpopulationen entstehen. In dieser Arbeit wurde die
Differenzierung unter diversen Stimuli zu verschiedenen Zelltypen untersucht, auf die im

Folgendem néher eingegangen wird.

1.2.1 Dendritische Zellen — zwischen angeborenem und adaptivem
Immunsystem

Dendritische Zellen spielen eine bedeutende Rolle in der Immunantwort und stellen das
Bindeglied zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem dar. Sie wurden
erstmalig 1973 in Lymphorganen von Miusen entdeckt und beschrieben!-2. Sie gehoren
neben Monozyten und Makrophagen zu den mononukledren Phagozyten und gehoren zur
Gruppe der antigenprésentierenden Zellen (wie auch Monozyten, Makrophagen und B-

Zellen)’.
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Dendritische Zellen kann man wiederum in zwei verschiedene Hauptgruppen unterteilen.
Man unterscheidet die myeloiden bzw. konventionellen dendritischen Zellen, die sich
wiederum in zwei Populationen aufteilen (cDC1 und ¢DC2), von den plasmazytoiden
dendritischen Zellen (pDC)*.

Urspriinglich ging man hdmatopoetisch von einer getrennt lymphoiden und myeloiden
Entwicklung aus, wihrend man heute von einer gemeinsamen lymphoiden, multipotenten
Vorlduferzelle ausgeht®. Aus dieser Vorlduferzelle entstehen auch Monozyten, aus denen
sich ebenfalls dendritische Zellen entwickeln konnen (Abbildung 1).

Die zuletzt genannte Gruppe stellen die sog. monocyte-derived dendritic cells (mo-DCs)

dar, die auch in vitro generiert werden konnen.

Ausgereifte, differenzierte dendritische Zellen sind relativ selten im menschlichen Blut
vorhanden und machen weniger als 1% der mononukledren Zellpopulation aus. Ihre
Funktion besteht zum einen in der Produktion von Interferonen, wodurch sie fir die
angeborenen Immunantwort von Bedeutung sind, und zum anderen in der Aktivierung
von T-Zellen, weshalb sie auch besonders fiir das adaptive Immunsystem wichtig sind.
Fiir Letzteres sind vor allem die cDCs verantwortlich und verschiedene Signale
notwendig. Die Aktivierung findet zum einen durch MHC-Molekiile, zum anderen durch
kostimulierende B7-Molekiile, wie die Oberflichenantigene CD80 und CD86, und
Zytokinen statt>. Des Weiteren sind dendritische Zellen die einzigen APCs, die in der
Lage sind naive T-Zellen zu stimulieren, weshalb sie u.a. fiir den therapeutischen Nutzen

so interessant sind>°.

Wihrend der Reifung der dendritischen Zellen werden vermehrt MHC-Peptid-Molekiile,
B7-Molekiille und Adhisionsmolekiile wie das DC-SIGN (CD209) exprimiert,
wohingegen die Fahigkeit zur Phagozytose und Makropinozytose verloren geht.

Die lokale Produktion von Zytokinen durch Gewebsmakrophagen als Antwort auf
Entziindungen dient u.a. der Ausreifung von dendritischen Zellen. Man unterscheidet in
vitro je nach Reifungszustand der Zelle zwischen unreifen (iDCs) und reifen
dendritischen Zellen (mDCs). Die Expression des Oberflichenmarkers CD83 dient, wie

auch in der vorliegenden Arbeit, als Erkennungsmerkmal einer mDC in vitro’.
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Dendritische Zellen dienen neben ihrer Funktion als Vermittler von Immunitét auch als
Vermittler von Toleranz. Beispiele hierfiir sind u.a. die B7-Molekiile CD273 (PD-L2)
und CD274 (PD-L1). Beide Liganden sind wichtig zur Erhaltung von Selbsttoleranz.

Die kostimulierenden Rezeptoren der dendritischen Zellen regen die T-Zellen
unterschiedlich an und zeigen, dass damit verschiedene Funktionen im Korper je nach

Stimulus und Differenzierungsgrad der Zelle wahrgenommen werden konnen.

In vitro kann man Monozyten mit IL-4 und GM-CSF stimulieren, sodass diese zu iDCs
heranreifen®. Dauer et. al zeigten, dass iDCs bereits innerhalb von 48 h heranreifen und
nach Stimulation weiter zu mDCs ausdifferenzieren’. Auch in dieser Arbeit wurde mit in
vitro stimulierten Monozyten gearbeitet und ihre Differenzierung zu dendritischen Zellen
analysiert. Diese teilen in vieler Hinsicht Eigenschaften von in vivo zirkulierenden

myeloiden Zellen und sind u.a. in der Lage eine ausreichende T-Zell-Antwort zu

stimulieren.
HSC
é
/ LMPP
CDP\
/ Pre-DC \ Monocyte

cDC1 cDC2 mo-DC mo-mac

Abbildung 1: Himatopoese der dendritischen Zellen (nach® modifiziert)
Aus der hdmatopoetischen Stammzelle (HSC) geht die lymphoide multipotente Vorlauferzelle (LMPP)
hervor, aus der sich sowohl die dendritische Vorldufer-Zelle (CDP) als auch der Monozyt entwickelt.
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1.2.2 Makrophagen

Makrophagen konnen sich wie die dendritischen Zellen u.a. von den Monozyten
ableiten'®. Wihrend einer Inflammationsreaktion werden Monozyten u.a. durch Zytokine,
Pathogene und Chemokine angelockt sowie stimuliert und differenzieren zu
Makrophagen. Diese lassen sich je nach Differenzierung in verschiedene Populationen
aufteilen und iiben in Abhéngigkeit des Mikromilieus pro- oder anti-inflammatorische
Funktionen aus. Es werden vor allem die pro-inflammatorischen M1-Makrophagen von
den anti-inflammatorischen ~M2-Makrophagen unterschieden. Erstere werden
hauptséchlich klassisch durch die Zytokine INF-y und TNF-a aktiviert und sind bei der
Abwehr von intrazelluliren Pathogenen von Bedeutung. M2-Makrophagen, auch
alternativ  aktivierte Makrophagen genannt, lassen sich noch weiter in die
Subpopulationen M2a, M2b und M2c¢ unterteilen. Mantovani et al. konnten zeigen, dass
M2a durch IL-4 und IL-13, M2b durch Immunkomplexe und Toll-/ike-Rezeptoren und
M2c durch IL-10 und Glukokortikoide aktiviert werden. Es wird dabei ausgegangen, dass
M2c-Makrophagen die Immunantwort herunterregulieren!!.

Makrophagen konnen unterschiedliche Aufgaben erfiillen und sind zur Phagozytose
fahig. Dabei sind sie in der Lage Mikroorganismen zu erkennen, aufzunehmen und zum
Teil intrazelluldr zu zerkleinern. Zum anderen konnen sie diese zerkleinerten Bestandteile
iiber MHCII-Molekiile an ihrer Zelloberfldche préisentieren und regen T-Helfer-Zellen
zur Proliferation an. Daher werden sie wie die dendritischen Zellen auch als

antigenprasentierende Zellen bezeichnet.

Auch wenn Makrophagen und dendritische Zellen gleichen Ursprungs sind und zum Teil
die gleichen Funktionen erfiillen, lassen sie sich dennoch phinotypisch unterscheiden.
Ein wichtiges Oberfldchenantigen ist CD163, welches hauptsédchlich auf Makrophagen
gebildet wird und sich somit als Unterscheidungsmerkmal eignet!?. Das auch als
hemoglobin-haptoglobin scavenger receptor bezeichnete Antigen wird u.a. durch IL-4
heraufreguliert und kennzeichnet M2-Makrophagen!®. Ebenfalls konnte gezeigt werden,
dass Monozyten und Makrophagen diesen Rezeptor basal bereits hoch exprimieren und
IL-10 sowie Glukokortikoide die Expression nochmals steigern konnen'#'¢, Da auch
andere Zellen den Rezeptor exprimieren, kann er allerdings nicht als alleiniger M2-
Marker herangezogen werden!”.

Die M2-like Makrophagen sind in der Produktion angiogenetischer Faktoren und

immunsuppressiver Molekiile beteiligt und begiinstigen damit die Tumorentstehung!®-2°,
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1.2.3 Slan* Zellen

Slan (M-DC8 oder 6-sulfo LacNac) ist eine Kohlenhydrat-Modifikation von P-selectin
glycoprotein ligand-1 (PSGL-1) und wird von 0,5-2% aller mononukleédren Zellen des
peripheren Blutes (PBMCs) exprimiert?!. Slan* Zellen teilen viele phénotypische und
funktionelle Eigenschaften mit anderen humanen DCs und wurden daher urspriinglich als
slanDCs bezeichnet?> ?*. Eine wichtige Rolle wird ihnen in der antitumoralen
Immunantwort zugeschrieben, da sie daran beteiligt sind Tumorzellen zu bekdmpfen oder
auch zytotoxische natiirliche Killerzellen, die gegen den Tumor gerichtet sind, zu
aktivieren?. Thr pro-inflammatorisches Potential ist durch die Produktion von IL-12 und
TNF-a gekennzeichnet®,

Leeuwen-Kerkhoff et al. gehen im Gegensatz zu vielen anderen Autoren mittlerweile
davon aus, dass slan® Zellen eher einer Monozytenpopulation zuzuordnen sind?®. In
dieser Arbeit wurde untersucht, inwieweit phanotypische Eigenschaften von mo-DCs mit

slan™ Zellen, einer in vivo relevanten Zellpopulation, vergleichbar sind.

1.3 Monozyten-gereifte dendritische Zellen: in vitro

Zur in vitro Generierung von monocyte-derived dendritic cells wurden verschiedene
Ansitze entwickelt um isolierte Monozyten zu dendritischen Zellen ausreifen zu lassen.
Bei einem Ansatz werden CD14* PBMCs in Anwesenheit von IL-4 und GM-CSF iiber
mehrere Tage kultiviert. AnschlieBend werden diese Zellen mit Reifungsstimuli
behandelt, die sich je nach Protokoll unterscheiden.

Etabliert hat sich die Kombination aus pro-inflammatorischen Zytokinen und
Prostaglandin®’. Jonuleit et al. kultivierten in einem zweischrittigen Verfahren zunéchst
PBMCs und stimulierten diese nach sieben Tagen mit IL1-B, IL-6, TNF-o. und PGE>?’.
Ein weiteres Konzept neben der Entwicklung aus Monozyten ist die Ausdifferenzierung

aus CD34" hamatopoetischen Stammzellen.

Fiir diese Arbeit wurde der Ansatz aus isolierten CD14" Monozyten gewéhlt. Die Effekte
der einzelnen Komponenten des Stimulus-Cocktails von Jonuleit et al. auf die
Differenzierung der dendritischen Zellen wurden genauer untersucht und sind nach wie

vor Gegenstand der Forschung und auch Teil dieser Arbeit.
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TNF-a wird vor allem von Monozyten und Makrophagen selbst produziert und 16st eine
Immunantwort aus. Auf dendritischen Zellen reguliert das Zytokin MHCI und MHCII
sowie die kostimulierenden Molekiile CD80 und CD86 hoch und fiihrt zu einer

verstirkten T-Zell-Stimulation?®.

PGE, wird von APCs produziert und dient allgemein als Immunmodulator®. Es konnte
gezeigt werden, dass PGE: die terminale Ausdifferenzierung von mo-DCs fordert und die
Expression von MHC und kostimulierenden Molekiilen steigert>’3%*!. Eine wichtige
Eigenschaft ist die vermehrte Expression der Chemokinrezeptoren CCR7 und CXCR4
auf reifen dendritischen Zellen, welche die Migration zu den Chemokinen
CCL19/MIP-3p und CCL21/SLC bedingt*®. Dies spielt insofern eine wichtige Rolle, da
Chemokine unreife dendritische Zellen, die entsprechende Rezeptoren ausbilden, zu den
entscheidenden Stellen im Koérper, wie die T-Zell-Zone in Lymphknoten, navigieren?-34,
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die T-Zell-Proliferation als Antwort auf
Alloantigene bei PGE»-stimulierten mo-DCs verstirkt war®>. Dies ist eine entscheidende
Eigenschaft, die mo-DCs als Therapeutikum interessant macht. Allerdings konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass PGE: dosisabhédngig die IL-12-Produktion hemmt, was

sich wiederum negativ auf das T-Zell-Priming auswirkt®.

1.4 Interleukin 10: Vermittler der Immuntoleranz

1.4.1 Tolerogene dendritische Zellen

Das Wort Toleranz entstammt dem lateinischen folerare und bedeutet ertragen und
erdulden. Fiir unser Immunsystem ist es wichtig eine Balance zwischen einer pro-
inflammatorischen Immunantwort gegeniiber Pathogenen und einer Toleranz gegeniiber
korpereigenen Antigenen zu finden. Dies erfolgt sowohl zentral reguliert (z.B.
Aussortierung autoreaktiver Zellen im Thymus) als auch in der Peripherie des Korpers
auf verschiedenen Ebenen. Auf zelluldrer Ebene tragen verschiedene Zelltypen zur
Aufrechterhaltung dieses Gleichgewichts bei. Zu diesen zdhlen auch die sogenannten

tolerogenen dendritischen Zellen (tolDCs).

Aufgrund der hohen Plastizitdt des mononukledren-phagozytdren Systems weisen sowohl

tolerogene dendritische Zellen als auch Makrophagen und myeloiden Suppressorzellen
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(MDSCs)?*” tolerogene Charakteristika auf, sodass die Definierung einer tolerogenen APC
erschwert wird. Dies erfordert weitergehende Untersuchungen beziiglich der
phédnotypischen und funktionellen Eigenschaften dieser Zellen. Eine wichtige
Eigenschaft tolerogener dendritischer Zellen ist die Induktion von regulatorischen
T-Zellen, wobei in den letzten Jahren viel zu den (FoxP3") regulatorischen T-Zellen (Treg)

geforscht wurde.

Klinisch duBert sich die Dysbalance des Immunsystems beispielsweise in Form
autoimmuner Erkrankungen wie der rheumatoiden Athritis, Typ 1 Diabetes oder der
Multiplen Sklerose, aber auch der akuten Graft-versus-Host-Erkrankung (GvHD), bei der
das Allograft eine Aktivierung von T-Helfer-Zellen (Tui und Txi7) bedingt und somit
Toleranz gegeniiber dem Spenderorgan verhindert. Dementsprechend grof3 bleibt das
Interesse an tolerogenen APCs, die in der Lage sind diese Zellen zu regulieren, die
wiederum in der Therapie autoimmuner Erkrankungen, GvHD und Krebs eingesetzt
werden konnen.

MDSCs, urspriinglich in den 1980er Jahren in Tumor-Patienten entdeckt, werden
aufgrund ihrer induzierenden Wirkung als Therapeutikum in der Transplantationsmedizin

erforscht und angewandt®®.

In vitro haben sich verschiedene anti-inflammatorische Verfahren etabliert, die einen
induzierenden Phdnotyp von dendritischen Zellen fordern. Beispiele hierfiir sind der
Einsatz von IL-10, Rapamycin, Dexamethason und Vitamin D sowie niedrigen Dosen
von GM-CSF3**4!, Festzuhalten ist, dass sich in vifro aus Monozyten abhingig vom
Stimulus sowohl dendritische Zellen, tolerogene dendritische Zellen, Makrophagen als
auch myeloide Suppressorzellen entwickeln konnen, wobei die verschiedenen
Differenzierungswege, resultierenden Phénotypen und funktionellen Eigenschaften nach

wie vor Gegenstand der Forschung wie auch dieser Arbeit sind.

1.4.2 Interleukin 10 (IL-10)

Unter IL-10 ausgereifte dendritische Zellen in vitro werden oft als tolerogene DCs
beschrieben, die regulatorische T-Zellen stimulieren und somit zur tolerogenen

Immunlage beitragen konnen?”.
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IL-10 wurde urspriinglich als Zytokin entdeckt, das von Typ2-T-Helferzellen (Tu2)
produziert wird und die Typ1-T-Helferzell-(Tu1)Funktion unterdriickt. Mittlerweile weif3
man iiber das Zytokin, dass es sowohl immunsuppressive als auch immunstimulatorische
Eigenschaften hat*?. So wirkt IL-10 auf antigenprisentierende Zellen vor allem
immunsuppressiv, wihrend es auf B-Zellen, Mastzellen oder natiirliche Killerzellen
immunstimulierende Eigenschaften besitzt*.

Dabei bindet IL-10 an einen heterodimeren IL-10 Rezeptor Komplex, der aus der
IL-10R2 Untereinheit, die konstitutiv exprimiert wird, und der IL-10R1 Untereinheit, die

induziert werden kann, besteht**

. Wihrend nicht vollstindig ausgereifte dendritische
Zellen sensitiv fiir [L-10 sind, geht man davon aus, dass ausgereifte dendritische Zellen
das Zytokin nicht mehr binden, da sie die Untereinheit IL-10R 1 nicht mehr exprimieren®.
Somit ist der Zeitpunkt der Stimulation entscheidend fiir die Differenzierung der Zelle.
Nach Bindung an das Dimer wird JAK, eine zytoplasmatische Tyrosinkinase, aktiviert,
was letztendlich zur Phosphorylierung und Aktivierung der Transkriptionsfaktoren
STATI1, STAT3 und STATS5 fiihrt**. Dem gegeniiber steht ein zweiter Signalweg,

welcher iiber PI3K/AKT lduft und die Expression von pro-inflammatorisch wirkenden

Genen unterdriickt*’.

In vielen Studien konnte gezeigt werden, dass IL-10 in vitro auf humanen generierten
myeloiden Zellen die Expression von MHCII-Molekiilen, den Reifungsmarker CD83
sowie kostimulierende Molekiile wie CD80 und CD86 unterdriickt*®. Damit verlieren
diese Zellen ihre stimulierende Aktivitdt auf T-Zellen. Diese Eigenschaft machen sich
u.a. Tumorzellen zu Nutze, die IL-10 produzieren konnen und sich somit einer effektiven
Immunantwort entziechen®,

In friiheren Untersuchungen wurden bereits Populationen unter den Einfluss von IL-10
auf Monozytenkulturen beschrieben. 1997 beschrieben Steinbrink et al. den Effekt von
IL-10 auf die Ausbildung kostimulierender Molekiile und Funktion humaner
dendritischer Zellen®. Die Zellen erhielten in der neun- bis elftdgigen Kultur fiir die
letzten zwei Tage IL-10 und zeigten eine reduzierte Heraufregulierung von CD58, CD83
und CD86. Es wurde folglich angenommen, dass IL-10 die Entwicklung zur vollstindig
ausgereiften dendritischen Zelle verhindert. Allavena et al. zeigten 1998, dass Monozyten
unter GM-CSF und IL-13 die Funktion und Morphologie dendritischer Zellen annehmen,
aber der zusitzliche Stimulus mit IL-10 dieser Entwicklung entgegenwirkt und die Zellen

in Richtung reife Makrophagen differenzieren®!. 2000 zeigten Ancuta et al., dass sich
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humane Monozyten in vitro unter Stimulation von GM-CSF, IL-4 und IL-10 (die
Kombination, die auch in dieser Arbeit verwendet wurde) nach sechs Tagen in eine
CD14°CD16"" Zellpopulation entwickeln, die phianotypisch durch die Expression der
dendritischen Zellmarker CD40, CD80, CD86, HLA-DR, CD11b, CD11c, CD18, CDla
und CD83 gekennzeichnet waren®2. Die Zugabe von IL-10 erfolgte hier bereits am ersten
Tag zusammen mit IL-4 und GM-CSF. 2004 wurden von Li et al. CD14"CD16"" Zellen
beschrieben, die sich unter dem Einfluss von IL-10, M-CSF und IL-4 aus humanen
Monozyten entwickelten und ebenfalls durch die Expression dendritischer Zellmarker
wie CD80, CD83, CD86 und HLA-DR sowie einer reduzierten mixed lymphocyte
reaction (MLR) definiert wurden®?. Im selben Jahr wurde eine Subpopulation IL-10-
stimulierter CD14" dendritischer Zellen beschrieben, die u.a durch die Expression
inhibitorischer Molekiile wie ILT2, ILT3, ILT4, ILT5 gekennzeichnet waren>*,

Gregori et al. charakterisierten 2010 erstmalig DC-10: dendritische Zellen, die selbst
IL-10 produzieren und eine Untergruppe tolerogener dendritischer Zellen darstellen und
den CD14%€CD16" Zellen zugeordnet wurden®. Zusitzlich exprimierten die Zellen
CD40, CD83, CD86 und HLA-DR. Dieser Zelltyp machte in vivo 0,3% der
mononukledren Zellen gesunder Probanden aus und reprisentierte 3,1% aller Zellen in
der Milz der Probanden. Die Forschergruppe zeigte, dass DC-10 auch in vitro in
siebentdgiger Kultur aus Monozyten unter Zugabe von IL-10, GM-CSF und IL-4
heranreiften und vergleichbar mit den peripheren Zellen in vivo waren. Die aus
Monozyten gereiften DC-10 exprimierten HLA-DR, CD40, CD80, CD83 und im
Gegensatz zu iDCs und mDCs vermehrt CD163.

Interessanterweise sind DC-10 in Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie vermehrt
vorhanden, sodass die Vermutung aufgestellt wurde, dass leukdmische Zellen durch
DC-10 einer effektiven Immunantwort entzogen werden>®.

Die Eigenschaften der DC-10 und ihre Funktion in vivo will man sich in der Behandlung
von Allergien und autoimmunen Erkrankungen zu Nutze machen. Ein Ansatz ist die
Generierung antigenspezifischer regulatorischer T-Zellen’’. Dazu werden in vitro
autologe DC-10 nach Stimulation mit IL-10, GM-CSF und IL-4 mit Antigenen beladen
und die Differenzierung autologer antigen-spezifischer regulatorischer T-Zellen (Treg1)
induziert, sodass eine Toleranz zur Behandlung dieser Erkrankungen wiederhergestellt

werden soll.
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Die vorliegende Arbeit befasst sich ebenfalls mit der Entwicklung von humanen
Monozyten unter IL-10-Einfluss und ihre Differenzierung in verschiedene
Subpopulationen und deren Expression von Oberflichenmolekiilen, Phagozytoseaktivitét

wie auch Sekretion von Zytokinen.

1.5 Dendritische Zelle als Tumorvakzine

In den letzten Jahrzehnten gab es viele Bestrebungen dendritische Zellen als
Tumorvakzine einzusetzen’®°. Erste Ansétze gab es bereits 1996 als Patienten mit
follikuldrem B-Zell-Lymphom ex vivo autolog beladene dendritische Zellen in drei bis
vier Serien mit Erfolg injiziert wurden®!. Viele weitere klinische Versuche folgten bereits
in den 1990er Jahren insbesondere bei Patienten mit malignem Melanom, wobei neben
anfangs monotherapeutischen Ansétzen®>% auch kombinierte therapeutische Strategien
mit Chemotherapeutika heutzutage angewandt werden®. Die grundlegenden
Eigenschaften der dendritischen Zellen, die sie als Vakzine niitzlich machen, sind
(Tumor-)Antigene zu erkennen, aufzunehmen, zu prozessieren und T-Zellen
anschlieend zu prisentieren. Im peripheren Gewebe sind unreife dendritische Zellen in
der Lage die Antigene aufzunehmen, was aber mangels kostimulierender Molekiile
(CD80 und CD86) zu Immuntoleranz fiihren kann. Dies geschieht unter anderem durch
die Beseitigung von T-Zellen oder die Induktion von regulatorischen T-Zellen und
entziecht dem Tumor einer ausreichenden Immunantwort®>%, Aktivierte, ausgereifte
dendritische Zellen, die mit einem Antigen beladen wurden, sind hingegen in der Lage
antigen-spezifische T-Zellen in Richtung Teffrekior-Zellen und Immunantwort zu
stimulieren. Die Ausreifung der dendritischen Zellen bedingt dabei eine verminderte
Antigen-Aufnahme, eine Hochregulierung der kostimulierenden Molekiile und MHCII
sowie die Expression des Chemokin-Rezeptors CCR7, welcher die Migration der Zelle
steuert®’. Diese Eigenschaften macht man sich in der Medizin und der Therapie von

Tumorerkrankungen zu Nutze®®,

Dendritische Zellen konnen auf verschiedene Art als Vakzine eingesetzt werden. Zum
einen besteht die Moglichkeit die Zellen mit Proteinen/Antigenen in vivo direkt zu
stimulieren oder die Antigene vorher an DC-spezifische Antikorper zu koppeln. Zum
anderen kann man dendritische Zellen ex vivo mit Antigenen stimulieren und im

ausgereiften Zustand dem Patienten injizieren®. Variationen beziiglich dieses Ansatzes
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sind unterschiedliche Populationen dendritischer Zellen, Reifungsstimuli, Antigene oder
auch die Art der Applikation”. Verschiedene Studien konnten zeigen, dass die
Therapieform sicher ist und eine Proliferation von CD4" T-Zellen und CD8" T-Zellen
bedingen®71:72, Mittlerweile gibt es klinische Phase-1II-Studien, die die Wirksamkeit von
mo-DCs testen. Zum einen werden diese als Vakzine bei Patienten mit Glioblastom
zusitzlich zur Radio- und Chemotherapie getestet (NCT00045968; Northwest
Therapeutics) und die Zellen vorher mit autologem Tumorlysat beladen. Zum anderen
werden mo-DCs bei Patienten mit fortgeschrittenem Nierenkarzinom mit autologer
Tumor-RNA beladen und als zusdtzliche Therapie zu Sunitinib verwendet
(NCTO01582672). Eine weitere klinische Studie testet die Effektivitit autologer
dendritischer Zellen bei Patienten mit Melanom (NCTO01875653). In Wiirzburg wird
aktuell die Wirksamkeit einer Kombinationstherapie von autologen Tumorlysat-
beladenen dendritischen Zellen und Cyclophosphamid bei Kindern und Jugendlichen mit
hochgradig malignem Gliom nach Tumorresektion und Riickfall in einer Phase-I/II-

Studie evaluiert (HGG Rez Immunovac, EudraCT 2013 — 000419 -26).

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Dendritische Zellen, die in dieser Arbeit untersucht werden, konnen in der Therapie von
Tumorerkrankungen als auch Autoimmunerkrankungen eingesetzt werden, sodass deren
Entwicklung und detailierte Erforschung in vitro von groBer Relevanz ist.

Das Zytokin IL-10 gilt in der Literatur als Induktor tolerogener dendritischer
Zellen®%7737  Eg wird angenommen, dass durch den Einfluss von IL-10 eine
Ausdifferenzierung von unreifen zu reifen dendritischen Zellen unterdriickt wird und die
Zellen in einem unreifen Stadium bleiben. Bereits 1997 postulierten Steinbrink et al., dass
durch IL-10 eine Ausdifferenzierung unreifer dendritischer Zellen zu reifen CD83"
dendritischen Zellen verhindert wird und die Oberflichenantigene CD86 und CDS58
herunterreguliert werden®®. In einer 2016 erschienenen Studie, ebenfalls aus der
Arbeitsgruppe von Steinbrink, konnte gezeigt werden, dass die unter IL-10 gereiften
dendritischen Zellen, und folglich als IL-10DCs bezeichnete Zellen, in zwei
Subpopulationen  aufgeteilt ~ werden  konnen: ~ CD83Me" ]L-10DCs  und
CD83 [L-10DCs”.  Entscheidend fiir die anteilsmidBige Verteilung  der
Subpopulationen war die Hohe der Konzentration von IL-10, die am fiinften Tag den

iDCs hinzugefiigt wurde. 20 ng/ml oder hoéhere Konzentrationen induzierten den
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typischen Phénotyp tolerogener IL-10DCs mit reduzierter CD83-Expression und erh6hter
CDI14-Expression im Vergleich zu mDCs. Demgegeniiber resultierten geringere
Konzentrationen an IL-10 zu einer Entwicklung von reifen CD83"e"CD14!°% DCs. Diese
exprimierten vermehrt die Oberflachenantigene CD80, CD86 und HLA-DR, vergleichbar
mit der Expression von reifen inflammatorischen mDCs. Das Oberflichenantigen CD14
hingegen wird allgemein als Zeichen eines unreifen Phanotyps und als Charakteristikum
tolerogener dendritischer Zellen angesehen’®”’. Dementsprechend scheint IL-10 das

Reifungsstadium dendritischer Zellen zu beeinflussen.

In dieser Arbeit soll der tolerogene und als unreif charakterisierte Phanotyp dieser Zellen
sowohl in der morphologischen als auch in der funktionellen Dimension sorgfiltig
analysiert werden. Es wird der Frage nachgegangen, welchen Einfluss IL-10 auf den
Reifungsprozess der dendritischen Zellen hat. Dabei wird die Ausdifferenzierung zwei
verschiedener Zellpopulationen aus humanen Monozyten in vitro nach Reifung zu iDCs
und konsekutiver IL-10-Stimulation, insbesondere in Kombination mit einem TLR-
Stimulus, detailliert betrachtet. Neben einer phénotypischen Charakterisierung dieser
zwei Zellpopulationen, werden die Zellen anhand ihres Zytokinprofils auch funktionell
analysiert. Mit der Betrachtung von slan® Zellen, einer in vivo zirkulierenden
Zellpopulation, und nach erfolgter IL-10-Stimulation soll die Ubertragbarkeit auf

zelluldre Vorginge in vivo verbessert werden.
Ziel der Untersuchungen soll auch sein, durch ein besseres Verstidndnis der in vitro

Ausdifferenzierung dendritischer Zellpriparate neue zelltherapeutische Strategien zu

entwickeln.
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2 Material

2.1 Gerate

Brutschrank

Deckglas
Durchflusszytometer
Gefrierschrank

Inverses Mikroskop
Kiihlschrank
Lagerbehilter

MACS Magnete
Mikroskop
Mikroplattenphotometer
Freezing Container
Pipetten

Pipettierhilfe (automatisch)
Sicherheitswerkbank
Tiefkiihlschrank
Zidhlkammer

Zentrifuge

Material

Heracell 240
Haemocytometer
BF FACS Canto II

Leica DM IL
Biosafe©

Quadro, Octo
Kolleg SHB45
TECAN GENios
NALGENE™ Cryo
accu-jet pro
HeraSafe

Neubauer improved

Rotanta 460 RS

Thermo Fisher
Hartenstein

BD Biosciences
Liebherr

Leica

Liebherr
Cyrotherm
Miltenyi Biotec
Eschenbach
Tecan Group
Thermo Fisher
Eppendorf
Brand Scientific
Thermo Fisher
Liebherr
Hartenstein

Hettich

Tabelle 1: Geriite

2.2 Verbrauchsmaterialien

Eppendorf Tubes Safe Seal 1,5ml Greiner Bio-One
Cyrovials 2ml Biozym Scientific
Mikrotitierplatten 6, 12, 48, 96 Vertiefungen = Thermo Fisher
Mikrotitierplatten ELISA 96 Vertiefungen eBioscience
Pipettenspitzen 20ud, 200ul, 1000l Sarstedt
Stabpipetten 5ml, 10ml, 25ml Greiner Bio-One
Zentrifugenrohrchen 15ml, 50ml Fisher Scientific

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien
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Material

2.3 Losungen, Medien und Puffer

Biocoll Separating Solution Biochrom

CellGro© CellGenix

Deionisiertes Wasser Sigma-Aldrich

DPBS Life Technologies Limited
FACS Flow BD Biosciences

FACS Rinse BD Biosciences
Humanserum (Type AB) Biochrom

Tween® Carl Roth

Tabelle 3: Losungen, Medien und Puffer

2.4 Wachstumsfaktoren und Stimuli

Brefeldin A (1000X) BioLegend
Dextran, Alexa Fluor™ 647 Thermo Fisher
(10,000 MW, anionic, fixable)

GM-CSF Gentaur

IFN-y PeproTech
IL-1B cellGenix

IL-4 PeproTech
IL-10 PeproTech
Lipopolysaccharid (E. coli 055:B5) Sigma-Aldrich
Penicillin/Streptomycin (100X) GE Healtcare (PAA)
Prostaglandin E> Sigma-Aldrich
R848 InvivoGen
TNF-a PeproTech

Tabelle 4: Wachstumsfaktoren und Stimuli
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2.5 Antikorper

CDl14 M¢P9 PE BD Biosciences
CD36 eBioNLO7 PerCpCy5.5 eBioscience
CD80 2D10 PerCpCy5.5 BioLegend
CD83 HB15¢ Brilliant Violet 421™  BioLegend
CD85d 42D1 APC eBioscience
CD85k ZM4.1 APC eBioscience
CD86 IT2.2 PerCPCy5.5 BioLegend
CD91 A2MR-a2 APC eBioscience
CD163 GHI/61 FITC BioLegend
CD206 15-2 FITC BioLegend
CD273 MIH18 APC BioLegend
CD274 MIH1 FITC BD Biosciences
CD279 MIH4 FITC eBioscience
CX3CRI1 2A9-1 PerCpCy5.5 BioLegend
Viability Dye - eFluor® 780 eBioscience
IL-12//IL-23p40 eBioHP40 PE eBioscience
IL-8 E8N1 APC BioLegend
TNF-o MADb11 PerCpCy5.5 BioLegend

Tabelle 5: Antikérper

2.6 Kits
Beseichmung  Henstelr
Anti-CD14 MicroBeads, human Miltenyi Biotec
Human IL-6 Uncoated ELISA Thermo Fisher
Slan (M-DC8)+ Monocyte Isolation Kit, Miltenyi Biotec
human
TARC Human ELISA Kit Thermo Fisher

Tabelle 6: Kits
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2.7 Software

Autodesk Sketchbook® 2017
BD FACSDiva™ Software
FlowJo 7.6.5

Graphpad Prism 7
Microsoft® Word 2015

Microsoft® PowerPoint 2015
Tabelle 7: Software

2.8 Firmenverzeichnis

BD Biosciences, San Jose, CA, USA
Biochrom, Berlin, Deutschland

BioLegend, San Diego, CA, USA

Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf, Deutschland
Brand Scientific, Mannheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
CellGenix, Freiburg, Deutschland
Cyrotherm, Kirchen (Sieg), Deutschland
eBioscience, San Diego, CA, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eschenbach, Niirnberg, Deutschland

Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland
GE Healtcare (PAA), Solingen, Deutschland
Gentaur, Aachen, Deutschland

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Deutschland
Hartenstein, Wiirzburg, Deutschland
Hettich, Kirchlengern, Deutschland
InvivoGen, San Diego, CA, USA

Leica, Wetzlar, Deutschland

Liebherr, Biberach an der Rif3, Deutschland
Life Technologies Limited, CA, USA




Material

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
PeproTech, Hamburg, Deutschland

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Tecan Group, Ménnedorf, Schweiz

Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, USA

Tabelle 8: Firmenverzeichnis
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3 Methoden
3.1 Ethikvotum

Fir die Arbeit wurde Material verwendet, das unter dem Ethikvotum Nr. 04/09 vom

19.01.2009 von der Transfusionsmedizin, anonymisiert, erhalten wurde.

3.2 Isolation von PBMCs durch Dichtegradientenzentrifugation

Zur Isolierung von mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) wurden
Leukozytenfilter aus der Transfusionsmedizin des Uniklinikums Wiirzburg verwendet.
Die Leukozytenfilter entstehen als Nebenprodukt bei der Herstellung von
Thrombozytenkonzentraten. Fiir die Arbeit wurde das Blut von anonymen, gesunden
Spendern verwendet.

Zunichst wurde das Blut zu je 5 ml auf 50 ml-Falcons verteilt und mit 10 ml PBS (1% HS)
suspendiert. AnschlieBend wurde die Suspension mit 12 ml Ficoll-Isopaque-
Separationslésung mit einem spezifischen Gewicht von 1,077 g/ml vom Boden aus
unterschichtet. Nach Dichtegradientenzentrifugation (1400 rpm, 15 min, 20°C, R9) ist
eine Schichtung der Bestandteile erkennbar, wobei ein weiler Leukozytenring, auch buffy
coat genannt, abgrenzbar ist und die PBMCs enthélt. Diese Grenzschicht wurde
vorsichtig mit Hilfe einer sterilen 50 ml-Stabpipette abgesaugt und in ein neues 50 ml-
Falcon tiiberfiihrt. Aufgefiillt mit PBS (1% HS) wurde dieses erneut zentrifugiert
(1600 rpm, 10 min, 4°C), der Uberstand abgesaugt und dieser Zentrifugationsschritt
wiederholt. Das Zellpellet wurde erneut in PBS (1% HS) resuspendiert und ein letztes
Mal, um die Thrombozytenzahl zu reduzieren, zentrifugiert (1200 rpm, 10 min, 4°C, R9).
Vor diesem Schritt wurde ein Aliquot der Zellen zur Zellzahlung an einem automatischen
Zellzdhlgeriat (ADVIA) entnommen. Das Ergebnis wurde entsprechend der Verdiinnung
des Aliquots und Zellsuspension berechnet. FEin Leukozytenfilter erbrachte
200-1000 x 106 Zellen.

Zuletzt wurden die PBMCs auf Vials verteilt (100 x 10% Zellen/Vial), wobei ein
Einfriermedium von 800 pl CellGro, 800 pul HS und 160 ul DMSO pro Vial verwendet
wurde. Die Vials wurden iiber 24 h zunéchst bei -80°C gelagert und anschlieend in einen
Stickstofftank bei -190°C {iberfiihrt, wo sie zur weiteren Verwendung zur Verfiigung

standen.

19



Methoden

Zentrifugation
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Blut + PBS PBMC
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Erythrozyten/
Granulozyten
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Abbildung 2: Dichtegradientenzentrifugation

Mittels Dichtegradientenzentrifugation werden die Zellen anhand ihrer Dichte in verschiedene Phasen
getrennt. Es grenzt sich ein weiler Leukozytenring (PBMC) ab, der die Monozyten und Lymphozyten
enthélt.

3.3 Zellkultur

3.3.1 Generierung von Monozyten-gereiften dendritischen Zellen

Unter dem mehrtidgigen Einfluss von IL-4 und GM-CSF reifen humane Monozyten in
vitro zu unreifen dendritischen Zellen heran. Dazu wurden verschiedene Protokolle und
Inkubationszeiten beschrieben.

Zur Generierung von unreifen dendritischen Zellen wurden die isolierten PBMCs genutzt.
Die im Stickstofftank gelagerten Vials mit den Zellen wurden erwdrmt und in PBS
(1% HS) tberfiihrt. AnschlieBend wurden diese abzentrifugiert (1700 rpm, 4 min, 20°C)
und abhéngig von der GroBe des Pellets in PBS (1% HS) resuspendiert. Die Zellzahl

wurde anschlieend mittels Neubauer Zihlkammer bestimmt;

Dazu wurden die 10 pl der Zellsuspension mit dem Farbstoff Trypanblau im Verhiltnis
1:10 verdiinnt und in die Neubauer Zahlkammer pipettiert. Trypanblau wird nicht von
lebenden Zellen aufgenommen und grenzt somit diese beim Zdhlen von den
abgestorbenen ab. 10 ul der Verdiinnung wurden mit der Pipette aufgenommen. Durch

Kapillarkraft wird die Teilchensuspension unter das Glaspldttchen der Zellkammer
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gezogen, sodass sich unter dem Durchlichtmikroskop die Anzahl der Zellen je
Volumeneinheit berechnen ldsst. Dazu wurden die vitalen Zellen von zwei der neun
Quadrate gezéhlt und dann durch zwei geteilt um einen mittleren Wert pro Quadrat zu
erhalten. Da ein Feld die Kantenlinge von 1 mm hat und das Deckglas einen
Zwischenraum von 0,1 mm iiber der Zellkammer liegt, entspricht dieser Raum 0,1 mm?,
also 0,1 ul. Deswegen wurde die berechnete Anzahl zunichst mit 10 multipliziert um die
Zellzahl pro pl zu ermitteln. Anschlieend wurde mit der entsprechenden Verdiinnung
multipliziert, sodass man die Gesamtzahl der PBMCs pro Vial erhielt, die im Schnitt
zwischen 200 und 400 x10° Zellen lag.

Die Zellen wurden abzentrifugiert und in Zellkulturmedium (CellGro) im Verhiltnis
107 Zellen/ml resuspendiert. Es wurden 2 ml Zellsupension pro Well in eine 6 Well
Multiwell Platte gegeben und bei 37°C fiir 2 h im Brutschrank inkubiert.

Danach wurden die Wells vorsichtig vom Uberstand mit den nicht-adhérenten Zellen
komplett getrennt. Die plastik-adhdrenten Zellen wurden erneut in eine 3 ml Néhrlosung
aus CellGro, Humanserum (1%), GM-CSF (800 U/ml) und IL-4 (100 U/ml) gegeben. Es
erfolgte eine erneute Inkubation im Brutschrank bis zur weiteren Behandlung der

herangereiften Zellen.

3.3.2 Reifung dendritischer Zellen

Je nach Experiment wurden nach einer 48- bis 72-stiindigen Differenzierung der
Monozyten zu iDCs die Zellen durch verschiedene Reifungstrigger stimuliert. Zunichst
wurden die Zellen vor der Stimulation abgeerntet und zentrifugiert (1700 rpm, 4 min,
20°C). Dann erfolgte eine Resuspension in CellGro, Humanserum (1%), GM-CSF
(800 U/ml) und IL-4 (100 U/ml) und die Zugabe des entsprechenden Reifungsstimulus.
Das Zytokin IL-10 (40 ng/ml) und PIK-75 (10 nM), ein PI3K Inhibitor, der gezielt die
Signaltransduktion fiir Zellproliferation, - wachstum, und differenzierung beeinflusst,
wurden eine Stunde vor den weiteren Reifungstriggern zugegeben. Nach der einstiindigen
Prainkubation im Brutschrank (37°C, 5% CQOx) erfolgte dann der Reifungsstimulus durch
die TLR-Trigger R848 (2 mg/ml) oder LPS (30 ng/ml) oder einem etabliertem
Zytokinmix mit PGE; (1 mg/ml), IL-1-f (10 ng/ml) und TNF-a (10 ng/ml). Die
unterteilten Gruppen wurden fiir weitere 24 — 48 h im Brutschrank zur

Ausdifferenzierung inkubiert und dann ausgewertet.
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R848

IL-10
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Zellkulturen
Die iDCs wurden in 6 Well Multi Well Platten mit verschiedenen Reifungsstimuli behandelt und fiir 24 -
48 h im Brutschrank inkubiert.

3.4 Zelldepletion und -elution

3.4.1 LD-Saulen

Um nur mit bestimmten Zellen weiter zu arbeiten, wurden Zellen mit entsprechenden
Oberflachenantigenen aus der Ursprungspopulation depletiert. Dazu wurden LD-Sdulen
verwendet. In der Versuchsreihe zur Isolierung sog. slan®™ Zellen wurden CD3-positive
Zellen depletiert.

Nach Zahlung der PBMCs wurden die Zellen abzentrifugiert und das Pellet in 300 pl
Puffer, bestehend aus PBS und 1% HS, resuspendiert und mit 100 pl Anti-CD3
MicroBeads, superparamagnetische Beads mit kovalent an die Oberfliche gebundene
Anti-CD3-Antikorper, je 10® Zellen beladen. Die eisenhaltigen Beads werden unter
Einfluss eines magnetischen Feldes festgehalten, sodass die Antikérper mit
unterschiedlicher Affinitit an ausgewihlte Oberflachenmolekiile binden knnen. Um die
Spezifitit der Methode zu erhdhen, wurden die Fc-Rezeptoren auf den Zellen mit 100 pl
FcR Blockierungsreagenz geblockt. Nach 20-miniitiger Bindungsphase auf Eis wurden
die Zellen abzentrifugiert, in 500 pl Puffer je 108 Zellen resuspendiert und auf eine LD-
Sdule gegeben, sodass nicht-gebundene Zellen die Sdule passierten, wihrend Beads-
gekoppelte CD3-positive Zellen gebunden wurden. Die Sdule wurde mit 3 ml Puffer
nachgespiilt um den Ertrag CD3-negativer Zellen zu erhéhen. Mit der negativen

Zellfraktion wurde dann weitergearbeitet.
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3.4.2 MS-Saulen

Mit MS-Sdulen konnen Zellen depletiert oder selektiert werden. Einerseits wurden
unreife dendritische Zellen mit Anti-CD 14 MicroBeads gekoppelt um nach Depletion mit
der CDIl14-negativen Zellfraktion fortzufahren. Andererseits wurden in einer
Versuchsreihe zur Isolierung von slan® Zellen CD3-negative Zellen mit Anti-Slan
(M-DC8) MicroBeads gebunden und durch Elution mit der positiven Zellfraktion
weitergearbeitet. Dazu wurden die Zellen mit 200 pl Puffer und 50 ul Anti-CD14
MicroBeads je 10® Zellen bzw. 400 ul Puffer und 100 pl Anti-Slan MicroBeads je 10®
Zellen abhéngig vom Versuch versetzt. Nach 20 min auf Eis wurden die Zellen mit 1 ml
Pufferlosung auf die MS-Sdule gegeben und mit 1 ml Pufferlosung nachgespiilt. Damit
wurden nur diejenigen Zellen gebunden, die fiir diesen Marker positiv waren. In einer
Versuchsreihe wurden damit CD14-negative Zellen gewonnen und zur weiteren
Zellreifung verschieden stimuliert.

In einer anderen Versuchsreihe wurden die slan® Zellen aus der MS-Séule eluiert und in

Zellkultur analog zu anderen Experimenten behandelt.

3.5 Durchflusszytometrie

3.5.1 Prinzip

Dieses Verfahren, auch FACS (fluorescence-activated cell sorting) genannt, dient der
Zellseparierung sowie —analyse und wurde 1968 von Wolfgang Goéhde entwickelt und
1976 von Herzenberg beschrieben. Mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten
spezifischen Antikorpern konnen Antigene quantitativ bestimmt und Zellen auf
Oberflachenmarker oder auch intrazelluldre Marker analysiert werden. Grundlage des
Prinzips ist ein Laserstrahl, der eine Emission von optischen Signalen hervorruft. Dabei
wird zum einen das Streulicht der Zelle und zum anderen das Fluoreszenzsignal, das
durch die Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikdrper bedingt ist, erfasst. Das Streulicht
spiegelt Informationen iiber Grofe und Komplexitit der Zelle wider. Das
Vorwirtsstreulicht (FSC) ist ein Mal3 fir die Grofle, wiahrend das Seitwartsstreulicht
(SSC) Aussagen iiber die Granulitdt, also intrazelluldre Vesikel, sowie Form und GroB3e
des Zellkerns trifft. Mit Hilfe dieser beiden Parameter lassen sich Zellpopulationen in
einem x-y-Diagramm bestimmen, da z.B. Monozyten andere Eigenschaften als

Granulozyten besitzen. Nach bestimmten Eigenschaften ausgewihlte Populationen

23



Methoden

konnen in der Analyse getrennt betrachtet werden. Diesen Vorgang nennt man auch
gating (Abbildung 4).

Um die Zellpopulationen genauer zu bestimmen, markiert man die Zellen mit
Antikorpern, die an Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt sind. Ein Laserstrahl regt Elektronen
der Fluoreszenzfarbstoffe an, die wiederum Photonen emittieren. Die Fluorochrome sind
durch unterschiedliche Emissionsspektren gekennzeichnet. Photodetektoren erfassen die
unterschiedlichen Emissionen und machen damit die gleichzeitige Analyse mehrerer

Marker, wie z.B. Oberflachenantigene, mdglich.
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Abbildung 4: Gating von Zellpopulationen

A Die zu untersuchende Zellpopulation wurde durch Hilfe von Grofie (FSC-A) und Granulitit (SSC-A)
ausgewahlt um dann genau charakterisiert zu werden. Gezeigt ist das gate von unreifen dendritischen Zellen
nach viertdgiger Kultur in CellGro, 1% HS, GM-CSF (800 U/ml) und IL-4 (100 U/ml). B Die ausgewahlte
Population wurde dann auf ihre Antigenexpression untersucht. Dargestellt sind unreife dendritische Zellen
hinsichtlich ihrer CD14- und CD83-Expression.

3.5.2 Kompensation

Bedingt dadurch, dass Fluorchrome ein ganzes Farbspektrum emittieren, kann es zur
Uberlagerung verschiedener Emissionen kommen, die ein falsch-positives Signal dann
fiir einen anderen Farbstoff als den eigentlichen verursachen. Deshalb werden vor der
Zellanalyse die Emissionsmaxima der verwendeten Farbstoffe in einem
Kompensationsverfahren bestimmt und Uberschneidungen rechnerisch kompensiert. Es

wurden fiir die Versuche bis zu sechs Fluoreszenzen gleichzeitig gemessen.
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3.5.3 Oberflachenantigen-Farbung

Am Tag der FACS-Analyse wurden die Zellen abgeerntet und fiir 30 min in PBS (1% HS)
auf Eis gestellt. Der Uberstand der Zellkultur wurde abgenommen und in Eppendorf-
Tubes bis zur weiteren Verwendung tiefgefroren. Die kalt gestellten Zellen wurden
einmal in PBS resuspendiert und mit einem Viability-Dye Antikoérper, 1:1000 verdiinnt
in PBS, fiir 30 min (4°C, dunkel) geférbt. Die Zellen wurden erneut in PBS resuspendiert
und dann mit den entsprechenden Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikdrpern, 1:50 in
PBS (1% HS), fiir 45 min (21°C, dunkel) gefirbt. Danach wurden die Zellen
abzentrifugiert und in PBS aufgenommen und mit einem FACS gemessen. Anschlie3end

wurden die Daten mit dem Programm FlowJo 7.6.5 ausgewertet.

3.6 Funktionelle Methoden

Neben einer morphologischen und phéanotypischen Beschreibung der Zellen wurden die
Zellen auch funktionell untersucht. Dabei wurden zum einen die Zellen selbst als auch

der Uberstand mit den enthaltenden Zytokinen der Zellkultur untersucht.

3.6.1 Dextran-Assay: Makropinozytose

Um die Kapazitit der Antigen-Aufnahme der Zellen zu bestimmen wurde die Dextran-
Aufnahme getestet. Dazu wurden die Zellen 24 h nach ihrer Stimulation abgeerntet und
fir 30 min in PBS (1% HS) auf Eis gelagert. AnschlieBend wurden die Zellen
abzentrifugiert und in 500 pl vorgewirmten CellGro mit FITC-Dextran 10,000 MV (0,2
mg/ml) aufgenommen, in fiinf 96 Well Platten verteilt und im Brutschrank fiir eine
unterschiedliche Zeitdauer inkubiert. Zu den Zeitpunkten 0, 20, 40 60 und 90 min nach
Zugabe des Dextrans wurde jeweils eine Platte mit Zellen dem Brutschrank entnommen
und die Antigen-Aufnahme durch Hinzufiigen von 100 pl kaltem PBS gestoppt. Die
Zellen wurden abzentrifugiert, in 200 ul kaltem PBS aufgenommen und bis zur FACS-
Analyse auf Eis gestellt. Nach 90 min wurde die letzte Platte entnommen, ebenfalls mit
PBS behandelt und fiir 10 min auf Eis gestellt. Alle Zellen wurden dann einmal in PBS
resuspendiert und mit den Antikérpern CD14 und CD83 fiir 45 min (21°C, dunkel)
gefirbt und anschlieBend durch FACS-Analyse gemessen.
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3.6.2 ELISA

Mit Hilfe des Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) lassen sich u.a. Peptide,
Proteine, Antikorper oder Hormone detektieren und quantifizieren. Grundlage fiir das
immunologische Nachweisverfahren ist eine enzymatische Farbreaktion, die bei
stattgefundener Bindung von Antigen und Antikorper ablduft. Dabei ist die Farbintensitét
proportional zur Menge des gebundenen Antigens. Fiir die Arbeit wurde auch der
sogenannte Sandwich-ELISA, bei dem zwei Antikorper genutzt werden, verwendet um

die Antigene bzw. Zytokine zu bestimmen.

3.6.2.1 CCL17

Zur Messung der Konzentrationen von CCL17 wurde das TARC Human ELISA Kit von
ThermoFisher verwendet und bei Raumtemperatur gearbeitet.

Zunichst wurden 100 pl/Well von den vorbereiteten Standardlésungen von CCL17 und
100 pl/Well von den Uberstinden der behandelten Zellen, 1:100 verdiinnt mit Diluent C,
auf die 96 Well Platte gegeben. Dann wurde die Platte mit Parafilm bedeckt fiir 2,5 h
inkubiert. AnschlieBend wurde die Platte mit Wash Buffer, 1:20 verdiinnt in
deionisiertem Wasser, mehrmals gewaschen. Dann folgte eine einstiindige Inkubation mit
100 pl/Well von dem biotinylierten Antikdrper, 1:80 verdiinnt mit Diluent B. Nach
erneutem Waschen mit dem Wash Buffer wurden 100 pl/Well von dem Enzym
Streptavidin-HRP hinzugegeben und bei Raumtemperatur fiir 45 min inkubiert. Danach
erfolgte wieder ein Waschschritt und die Inkubation mit 100 ul/Well von dem Chromogen
TMB (3,3’-5,5-Tetramethylbenzidin), das HRP als Substrat dient und einen blauen
Farbumschlag bewirkt, fiir 30 min. In einem letzten Schritt wurden dann 50 pl
Schwefelsdure als Fixierlosung den Proben hinzugefiigt, welche einen Farbwechsel von
blau auf gelb bedingt. In diesem Zustand wurde die Platte bei 450 nm Messwellenldnge

und 620 nm Referenzwellenlédnge in einem TECAN GENios gemessen.

3.6.2.2 IL-6

Gearbeitet wurde mit dem Human IL-6 Uncoated ELISA von ThermoFisher. Im ersten

Schritt wurde eine 96 Well Platte mit ebenem Boden mit dem entsprechenden Capture
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Antibody, der zuvor im Verhdltnis 1:250 mit Coating Buffer gemischt wurde und der
Immobilisierung von Proteinen bzw. Antikorpern dient, beschichtet und iiber Nacht mit
Parafilm versiegelt und inkubiert. Als Coating Buffer diente PBS 1:10 in deionisiertem
Wasser. Fiir den IL-6 ELISA wurden vom Antikorper 100 ul/Well verwendet.

Am folgenden Tag wurde die Platte griindlich mit PBS und 0,05% Tween als Wash Buffer
gewaschen und fiir eine Stunde mit ELISA/ELISASPOT Diluent, im Verhéltnis 1:5 mit
deionisiertem Wasser, bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser Schritt dient der
Reduzierung von Wechselwirkungen zwischen Proteinen und Platte, sodass spéter bei der
Messung der ,,Hintergrund* von nicht zu messenden Bestandteilen kleiner wird.

Nach einem weiteren Waschschritt mit dem Wash Buffer wurde in einer Titrationsreihe
das zu messende und vorbereitete Zytokin IL-6 zur Ermittlung der Eichkurve sowie die
Proben auf die Platte gegeben und 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit band
der haftende Capture Antibody das IL-6, je nachdem wie viel davon vorhanden war.
Nach der Inkubation und erneutem Waschen wurde der Detection Antibody, 1:250 in
ELISA/ELISASPOT Diluent gelost, hinzugegeben. Dieser band ebenfalls das Zytokin,
falls es vorhanden war. Nach einer einstiindigen Inkubation wurden dann 100 pul von dem
Enzym Avidin-HRP fiir den IL-6 ELISA den Proben hinzugefiigt, welches diesen zweiten
Antikorper band. Nach 30 min wurde in einem weiteren Schritt das Enzym mit TMB
Choromogen versetzt. Dazu wurden 100 pl pro Well verwendet und die Proben fiir
15 min bei Raumtemperatur inkubiert.

In diesem Zustand wurde die Platte bei 450 nm Messwellenlinge und 620 nm

Referenzwellenlinge gemessen.
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Abbildung S: Das Prinzip des Sandwich-ELISAs

Zunéchst bindet der sog. Capture Antibody am Boden der Platte. Im nidchsten Schritt haftet das zugehorige
Antigen, falls es in der Losung vorhanden ist, an diesen ersten Antikdrper. Ein zweiter biotinylierter
Antikorper, der sogenannte Detection Antibody, bindet dann ebenfalls an dasselbe Antigen. Dieser dient
dann als Bindestelle fiir Avidin-HRP. HRP ist eine Peroxidase, die TMB blau firbt bei einem
Absorptionsmaximum bei 650 nm. Schwefelséure als Fixierlosung fiihrt einen Farbwechsel herbei, sodass
sich TMB bei 450nm gelb verfarbt. AnschlieBend werden die Proben von einem Photometer gelesen.

3.7 Statistik

Fiir die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde Graphpad Prism 7 verwendet. Bei
Experimenten mit mehrfachen Wiederholungen wurde das arithmetische Mittel mit
Standardabweichung berechnet. Bei einfachen Experimenten wurde der t-test angewandt.
Zum Vergleich der Einflussfaktoren auf die Gruppen und dem Vergleich der Gruppen
untereinander wurde die Varianzanalyse (two-way ANOVA) mit anschlieBendem Tukey-
Test verwendet. Statistische Signifikanz wurde bei p < 0.05 angenommen und mit *

gekennzeichnet (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p <0.001, ****p < 0.0001).
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4 Ergebnisse

Die Arbeit vertieft das Verstidndnis von in vitro generierten dendritischen Zellen, die in
der Immuntherapie von Tumoren als zelluldre Vakzine genutzt werden. In allen
Experimenten wurden humane Monozyten verwendet und der Einfluss von IL-10, TLR-
Triggern und PIK-75 auf die Differenzierung von Monozyten zu dendritischen Zellen
phédnotypisch und funktionell analysiert. Durch die separate Betrachtung zweier
resultierender Populationen aus der Monozytenpopulation wurde die Heterogenitit der

Zellprodukte differenziert.

4.1 Unreife dendritische Zellen verlieren ihren
Monozytenmarker CD14

Kultiviert man Monozyten in IL-4 und GM-CSF, so entwickeln sich nach einigen Tagen
unreife dendritische Zellen (iDCs), die dadurch gekennzeichnet sind, dass sie den fiir
Monozyten charakteristischen Oberflichenmarker CD14 wéhrend ihrer Entwicklung
verlieren. Hierzu wurden PBMCs vor Beginn der Zellkultur und dann im 24-stiindigen
Abstand auf ihre CD14-Expression untersucht.

Vor der Kultivierung war ein Grofiteil der Zellen (85,6%) positiv hinsichtlich dieses
Markers und bereits 24 h spiter wurde eine deutlich verminderte Expression (49,1%)
festgestellt. Diese Tendenz zeichnete sich auch nach 48 h (9,6%) und 72 h (9%) ab, sodass
die Mehrheit der Zellen an Tag 3 des Versuchs kaum noch den Monozytenmarker CD14
exprimierte, bevor die Zellen den Reifungsstimulus zur weiteren Differenzierung

erhielten (Abbildung 6 und Abbildung 7).
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Abbildung 6: Monozyten verlieren wihrend ihrer Entwicklung zu iDCs den Marker CD14

Dargestellt ist die Expression des Oberflachenmarkers CD14 von Monozyten in Kultur von IL-4 und GM-
CSF {iber 3 Tage (n=3, Mittelwert + SD, unpaired t-test).
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Abbildung 7: Unreife dendritische Zellen exprimieren weniger CD14 als Monozyten

Monozyten werden 72 h in IL-4 und GM-CSF kultiviert und differenzieren zu unreifen dendritischen Zellen
(iDCs), die deutlich weniger CD14 exprimieren. Der Plot zeigt neben der CD14-Expression auch die
Expression von CD83. Die Expression von CD83 definiert in vitro eine reife dendritische Zelle (mDC).
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4.2 CD14-Reexpression

4.2.1 CD14-Reexpression wird durch IL-10 und R848 stimuliert

Wie gezeigt (Abbildung 6 und Abbildung 7) verlieren unreife dendritische Zellen den
Oberflachenmarker CD14 wihrend ihrer mehrtagigen Kultur.

Der Marker wurde nach 24-stiindiger Stimulation der unreifen dendritischen Zellen
erneut gemessen (Abbildung 8). Je nach Stimulus war eine unterschiedlich starke
Expression von CD14 festzustellen. Die unstimulierten iDCs (9,2%) zeigten dabei keine
Verdnderung ihrer Expression im Vergleich zum Vortag. Erfolgte die Inkubation
ausschlieBlich mit IL-10, so war eine Verdreifachung der CD14-positiven Population im
Vergleich zu den nicht stimulierten Zellen festzustellen (26,2%). Ebenfalls zeigte sich
eine verstirkte Expression nach Stimulation mit dem TLR7/8-Agonisten R848 (14,9%).
R848 fungiert als Immunmodulator und reguliert den Reifungs- und
Differenzierungsprozess dendritischer Zellen8!#2, Erfolgte sowohl eine Inkubation der
Zellen mit IL-10 als auch mit R848 eine Stunde spéter, so war die stirkste CDI14-
Expression im Vergleich zu den anderen Kulturbedingungen zu beobachten (35,3%). Fiir
weitere Beobachtungen wurden die Zellen, die CD14 exprimierten, als CD14" Population

definiert und genauer analysiert.

Die Expression des Oberflichenmarkers CD83, der in vitro eine ausgereifte dendritische
Zelle definiert, wurde ebenfalls gemessen (Abbildung 8). Dabei zeigte sich, dass iDCs zu
einem kleinen Teil ohne Stimulation diesen Marker exprimierten (12%). Unter dem
Einfluss von IL-10 blieben diese Zellen fiir CD83 negativ (4,2%). Bei Stimulation mit
dem TLR7/8-Agonisten R848 differenzierten die meisten Zellen zu mDCs aus (63,8%),
wihrend die gleichzeitige Stimulation von IL-10 und R848 eine verminderte
Ausdifferenzierung zu CD83-positiven Zellen bedingte (28,6%). Die CD83-positiven
Zellen wurden als CD83* Population definiert und wie auch die CD 14" Population separat
analysiert.

Diese beiden Populationen wurden dann in weiteren Experimenten hinsichtlich ihrer

Morphologie und Funktionalitédt gegentibergestellt.
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Abbildung 8: Expression von CD83 und CD14 unter IL-10 und/oder R848-Stimulation
iDCs zeigen unter 24-stiindiger Stimulation von IL-10, R848 oder beidem eine unterschiedlich starke
Expression der Oberflachenmarker CD14 und CDS83 (n=13, Mittelwert + SD, ANOVA).

4.2.2 CD14-Reexpression wird durch IL-10 und R848 bei CD14-depletierten
Zellen stimuliert

Vor Stimulation mit IL-10 oder R848 war ein kleiner Teil der Zellen CD14-positiv
(Abbildung 6). Um auszuschlieBen, dass die Heraufregulierung von CD14 nach 24 h nur
auf die Proliferation dieser Gruppe zurilickzufiihren war, erfolgte vor einer weiteren
Stimulation die Depletion der CD14* Zellen. Die Ausgangspopulation zeigte somit vor

der Stimulation keine Expression dieses Markers (Abbildung 9A).
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Abbildung 9: Reexpression von CD14 nach IL-10 und R848-Stimulation nach CD14-Depletion

A Unreife dendritische Zellen wurden an Tag 3 CD14-depletiert. B CD14-negative Zellen wurden fiir 24 h
mit IL-10 und R848 stimuliert und am FACS hinsichtlich von CD14 und CD83 gemessen. Beispiclhafte
Darstellung eines Experiments.
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Einen Tag nach der Zellstimulation wurde eine unterschiedlich starke Reexpression von
CD14 abhéngig vom Stimulus sichtbar (Abbildung 9B und Abbildung 10). Ein kleiner
Prozentsatz der CD14-depletierten iDCs zeigte eine Expression des Oberflaichenmarkers
(2,2%). Im Vergleich zu den iDCs war die Expression unter IL-10 (8,3%) und R848-
Einfluss (5,4%) erhoht. Wurden die Zellen mit beidem stimuliert, zeigte sich ein

signifikanter Unterschied (p<0,05) beziiglich der CD14-Expression (17,2%).
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Abbildung 10: CD14-Reexpression nach 24-stiindiger Stimulation

iDCs wurden an Tag 3 CD14 depletiert. Wie auch in der Kontrollgruppe der nicht-depletierten Zellen zeigt
sich eine unterschiedlich starke Expression von CD14 abhéngig vom Stimulus. IL-10- und R848-stimulierte
Zellen zeigen im Vergleich zu der nicht stimulierten Gruppe signifikante Unterschiede hinsichtlich der
CD14-Expression (n=3, Mittelwert+SD, ANOVA).

4.2.3 R848 allein steigert die CD14-Reexpression leicht

Um den Einfluss von R848 allein, also ohne IL-10-Zugabe, auf die CD14-Expression zu
testen, wurden die Zellen in einer Titrationsreihe mit dem TLR-Agonisten stimuliert
(Abbildung 11). Dabei korrelierte mit steigender Konzentration eine leicht hohere CD14-
Expression. Diese war bei 20 pl/ml R848 (28,5%) im Vergleich zur Ausgangspopulation
mit den unstimulierten Zellen (23,5%) am stirksten. Vor allem war bei dieser

Konzentration die Variabilitit der Versuchsergebnisse deutlich niedriger.
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Abbildung 11: Titration mit dem TLR-Agonisten R848
iDCs wurden fiir 24 h in unterschiedlicher Konzentration mit R848 stimuliert. Bei 20ul/ml zeigt sich ein
leichter Anstieg der CD14-Expression (n=3, Mittelwert +SD).

4.2.4 1L-10 in Kombination mit R848 steigert die CD14-Reexpression stark

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, inwieweit IL-10 die Expression von
CD14 fordert. Dazu wurden iDCs in einer Titrationsreihe mit IL-10 inkubiert (Abbildung
12). Des Weiteren wurde alle Zellen 1 h nach IL-10-Prdinkubation zusétzlich mit R848
stimuliert, sodass sich insgesamt eine hohere Expression und damit ein groferer Anteil
der CD14" Population feststellen lie3, da R848 allein bereits zu einer erhéhten CD14-
Expression fiihrte (Abbildung 11).

Mit steigender Konzentration des Zytokins IL-10 war eine hohere Expression des
Oberflachenmarkers zu erkennen. Bei einer hohen Konzentration von 40 ng/ml zeigten
die Zellen eine hohe Expression (42%) des Markers im Vergleich zu den unbehandelten

Zellen (16,9%), die nur den R848-Stimulus erhielten.
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Abbildung 12: Titration mit IL-10

iDCs wurden fiir 24 h in unterschiedlicher Konzentration mit IL-10 inkubiert. Zusétzlich erhielten alle
Zellen 1 h nach erfolgter Inkubation mit IL-10 eine R848-Stimulation. Es zeigt sich mit zunehmender
Konzentration eine hohere Expression von CD14 (n=3, Mittelwert +SD).

4.2.5 TNF-a reduziert die CD14-Reexpression

Es ist bekannt, dass der Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) die Reifung dendritischer
Zellen fordert und pro-inflammatorisch wirkt33.

Hier sollte untersucht werden, inwiefern sich TNF-a auf die Ausdifferenzierung der
CD14" Population, die wie bereits gezeigt insbesondere nach IL-10-Inkubation
ausdifferenziert, auswirkt. Die Zugabe von TNF-a erfolgte 48 h nach
Kultivierungsbeginn in Form einer Prainkubation bereits 24 h vor der weiteren Inkubation
mit IL-10 und R848. Dadurch wurde ein pro-inflammatorisches Milieu geschaffen und
der Frage nachgegangen, inwiefern diese Prdinkubation die untersuchten Zellen bereits
in ihren weiteren Differenzierungsprozess beeinflusst und eine Ausdifferenzierung der
CD14" Zellpopulation bei IL-10-Inkubation verhindert.

Untersucht wurden unreife dendritische Zellen, die zum einen durch R848 stimuliert
wurden und Zellen, die neben R848 zusétzlich IL-10 erhielten. Letztere Kombination
fithrte zu einer deutlich groeren CD 14" Population (Abbildung 12).

Die Titration mit TNF-a verdeutlicht, dass eine Zunahme der Konzentration von TNF-o
zu einer Abnahme der CDI14-Expression fiihrt (Abbildung 13). Ohne Zugabe des
Zytokins war bei den R848-gereiften Zellen deutlich eine CD14-Expression festzustellen
(15,4%). Diese war bei einer Konzentration von 1 ng/ml TNF-a fast nicht mehr
vorhanden (0,4%). Wurden die Zellen zusétzlich mit IL-10 inkubiert, zeigte sich ebenfalls
in der TNF-a-priinkubierten Gruppe eine deutliche Reduktion der CD14-Expression.
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Durch Stimulation mit 10 ng/ml TNF-a sank der Anteil der CD14-exprimierenden Zellen

(9,9%) signifikant im Vergleich zu der unstimulierten Kontrolle (47,3%).
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Abbildung 13: Titration mit TNF-a

Geringe Mengen von TNF-a hemmen die Entwicklung einer CD14" Population signifikant. Die Zellen
wurde 24 h vor Zugabe von R848 und IL-10 mit TNF-a priinkubiert (A+B n=3, Mittelwert +SD, B
ANOVA).

4.2.6 PGE; verstarkt die CD14-Reexpression

Da das Prostaglandin E» das Immunsystem hemmen und anti-inflammatorisch wirken
kann, wurde untersucht, welche Effekte das Prostaglandin auf die CD14-Expression der
Zellen hat. Die Stimulation mit PGE:> erfolgte in einer Titrationsreihe analog zur
Versuchsreihe der TNF-a-Priinkubation und wurde 24 h vor weiteren Reifungsstimuli
gegeben (Abbildung 14). Als weiterer Reifungsstimulus wurde R848 allein oder in
Kombination mit IL-10 gegeben.

R848-stimulierte Zellen zeigten mit zusdtzlicher PGE>-Stimulation in hoher
Konzentration von 1 pg/ml eine deutlich erh6hte CD14-Expression (26,9%) im Vergleich
zur Kontrolle (12,8%). Wurden die Zellen zusitzlich mit IL-10 behandelt, zeigte sich der
gleiche Effekt, sodass bei einer Konzentration von 1 pg/ml PGE; der Anteil der CD14-
exprimierenden Zellen (67,5%) hoher war als ohne PGE»-Priinkubation (49,1%).
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Abbildung 14: Titration mit PGE:
Hohe Konzentrationen von PGE: fordern die Entwicklung einer CD14" Population. Die Zellen wurde 24 h
vor Zugabe von R848 und IL-10 mit PGE: inkubiert (n=3, Mittelwert + SD).

4.2.7 IL-4 und GM-CSF haben keinen Einfluss auf die CD14-Reexpression

Um Monozyten zu iDCs ausreifen zu lassen, erhielten die Zellen in Zellkultur IL-4 und
GM-CSF. Dabei ist die Uberlegung, dass IL-4 die Entwicklung zu Makrophagen
unterbinden soll, wihrend GM-CSF die Differenzierung zu dendritischen Zellen fordert.
Um festzustellen, inwiefern die Konzentration beider Zytokine einen Einfluss auf die
Expression von CD14 hat, wurden die Konzentrationen jeweils im Vergleich zu der
Standarddosis erhoht (Abbildung 15). Die zehnfache Zugabe von IL-4 (1000 U/ml statt
100 U/ml) und GM-CSF (8000 U/ml statt 800 U/ml) erfolgte bereits an Tag 1 nach
Kulturstart und an Tag 3 am Tag der Stimulation. Als Reifungsstimuli wurden entweder
LPS, R848 oder die Kombination aus PGE>, TNF-a und IL1-f eingesetzt. Zusétzlich
erhielten die Zellen IL-10, sodass die CD14-Expression insgesamt gefordert wurde. Es
wurde nun getestet, ob IL-4 und GM-CSF einen Einfluss auf die von IL-10 bedingte
Heraufregulierung von CD14 haben.

Wie bereits gezeigt wurde, war nach R848-Stimulation der Anteil der Zellen, die CD14
exprimierten, bei zusétzlicher IL-10-Gabe deutlich hoher (71%) als ohne IL-10 (11,7%).
Dieser Anteil dnderte sich nicht wesentlich, wenn entweder die Konzentration von GM-
CSF erhoht wurde (71,7%) oder IL-4 in hoherer Konzentration gegeben wurde (73,4%).
Wurde statt R848 ein anderer TLR-Stimulus wie LPS gegeben, war ein dhnlicher Effekt
zu beobachten. IL-10 erhohte den CD14-Anteil der LPS-stimulierten Zellen (68,3%).
Weder eine hohere Konzentration von GM-CSF (69,7%), noch von IL-4 (69,7%)

beeinflussten die Heraufregulierung wesentlich im Vergleich zu der nicht mit IL-10
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behandelten Zellpopulation. Auch Zellen, die unter dem Zytokinmix PGE, IL1-f3 und
TNF-a reiften, zeigten ein &hnliches Bild. IL-10 erhohte den Anteil der CDI14-
exprimierenden Zellen (43%) in &hnlichem AusmaBl wie unter zusétzlich hoéherer
GM-CSF- (45,6%) oder 1L-4-Konzentration (44,4%) im Vergleich zu den alleinig unter
dem Zytokinmix gereiften Zellen (3,7%).
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Abbildung 15: Hohe Konzentration von IL-4 oder GM-CSF haben keinen Einfluss auf die CD14-
Expression bei IL-10-Inkubation

Humane Monozyten wurden mit der zehnfachen Dosierung von IL-4 (1000 U/ml) und GM-CSF
(8000 U/ml) nach 24 h und 72 h behandelt und an Tag 3 zusétzlich stimuliert. Unter dem Einfluss hoher
Dosierungen zeigt sich kein Unterschied (ns) in der Expression von CD14 im Vergleich zu den Zellen bei
Standarddosierungen (n=3, Mittelwert + SD, ANOVA).

4.2.8 Eine siebentagige Inkubationsdauer hat keinen zusatzlichen Einfluss auf
die CD14-Reexpression

In allen bisherigen Experimenten wurde die CD14-Expression bei Zellen gemessen, die
iiber vier Tage ausreiften, also nach drei Tagen (72 h) einen 24-stiindigen
Reifungsstimulus erhielten. Es sollte getestet werden, inwiefern bei langerer Kulturdauer
die Heraufregulierung von CD14 erfolgt. Dazu wurden die Zellen nach drei Tagen fiir
weitere drei Tage in Kultur mit IL-4 und GM-CSF belassen, sodass iDCs insgesamt sechs
Tage (144 h) heranreiften. Dann wurden die Zellen mit den Reifungsstimuli fiir 24 h
aktiviert (Abbildung 16).

Unstimulierte iDCs exprimierten auch nach sieben Tagen geringfiigig CD14 (10,7%).
Reiften diese unter IL-10-Inkubation, so erhohte sich dieser Anteil (21,8%). Eine
alleinige R848-Stimulation bewirkte keine Heraufregulierung (10,7%), wihrend die
kombinierte Gabe von R848 und IL-10 die Expression signifikant verstirkte (29,7%).
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Abbildung 16: 7-Tages-Kultur

Humane Monozyten wurden sechs Tage zu iDCs ausdifferenziert bevor sie den 24-stiindigen
Reifungsstimulus erhielten. Stimulation mit R848 und IL-10 erhoht die CD14-Expression signifikant (n=3,
Mittelwert +SD, ANOVA).
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4.3 Zwei Zellpopulationen: CD14*- und CD83*-Population

Um die stimulierten Zellen genauer zu analysieren, wurden diese in Subpopulationen
aufgeteilt. Dazu wurden gates auf die CD14" Population und die CD83" Population
gesetzt. Es wurde untersucht, welchen Einfluss die Stimulation bzw. Inkubation auf die
einzelnen Subpopulationen hat und wie sich die Subpopulationen unter diesem Einfluss
voneinander unterscheiden.

Als Stimuli wurden das Zytokin IL-10 oder der TLR-Agonist R848 oder deren
Kombination eingesetzt und zunédchst beobachtet, wie sich alle Zellen unter diesem
Einfluss verdndern. Dann wurden die CD14" und die CD83" Subpopulation unter diesem
Einfluss genauer betrachtet (Abbildung 17). Dabei wurde die CD83" Population als
mDCs definiert, wihrend die CD14" Population neu definiert werden sollte. Gemessen
wurde die MFI verschiedener Oberflichenantigene.

Zur Modulation dieser Subpopulationen wurden TNF-o und PGE; eingesetzt. Des
Weiteren wurde der Einfluss einer ldngeren Inkubationsdauer von 7 Tagen sowie der

Einfluss hoherer Konzentrationen von GM-CSF und IL-4 auf die Zellen analysiert.
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Abbildung 17: Gates von CD14" und CD83" Population

Zur Analyse der Zellen wurden gates gesetzt, die eine CD14" Population und eine CD83" Population
definieren. Dargestellt sind Zellen, die nach 72-stiindiger Differenzierung zu iDCs fiir weitere 24 h mit
R848 und IL-10 inkubiert wurden.

40



Ergebnisse

4.3.1 IL-10 reduziert nicht die Expression kostimulierender Oberflaichenmarker
auf CD83* mDCs

Im Folgenden wurden die beiden Subpopulationen miteinander verglichen und gezeigt,
welchen Einfluss neben einer TLR-Stimulation durch R848 auch das Zytokin IL-10 hat,
das in der Literatur dafiir bekannt ist, die Differenzierung von iDCs zu tolerogenen DCs,
bzw. einer Subpopulation namentlich DC-10, anzuregen®->7-%4, Da R848 die endogene
IL-10-Produktion stimuliert, wird zwischen endogenen Effekten und exogenem IL-10

unterschieden.

Unreife Zellen konnen bei TLR-Stimulation zu reifen Zellen differenzieren. In einer
ersten Versuchsreihe sollte gezeigt werden, welchen Einfluss der TLR7/8-Agonist R848
auf iDCs hat. Dazu wurden iDCs an Tag 3 nach Kulturbeginn fiir 24 h in einer
Titrationsreihe mit dem TLR7/8-Agonisten R848 stimuliert. R848 wurde in den
Konzentrationen von 0; 0,02; 0,2; 2 und 20 ul/ml verwendet (Abbildung 18A und
Abbildung 19A).

Hier zeigte sich vor allem, dass kostimulierende Molekiile aus der B7- und B2-Familie
(CD80, CD86, CD273, CD274 und ILT4) durch R848 insgesamt hochreguliert wurden
(Abbildung 18A). Separat analysiert zeigte die CD83" Zellpopulation interessanterweise
bereits ohne R848-Stimulation eine hohe CD86-Expression, die durch den zusétzlichen

Stimulus nicht verdndert wurde.

Neben einer R848-Stimulation wurden in einer weiteren Versuchsreihe die Zellen mit
dem Zytokin IL-10 behandelt. Dazu wurden iDCs eine Stunde vor R848-Stimulation
(20 pg/ml) in unterschiedlich hoher Konzentration mit IL-10 inkubiert (0; 0,004; 0,04;
0,4; 4 und 40 ng/ml) (Abbildung 18B und Abbildung 19B).

Betrachtet man die gesamte Zellpopulation, so ist zu erkennen, dass das kostimulierende
B7-Molekiill CD86, das bei der Antigenprdsentation und T-Zell-Proliferation eine
tragende Rolle spielt, mit steigender IL-10-Konzentration herunterreguliert wurde.
Interessanterweise wurde die Expression von CD86 auf beiden Subpopulationen durch
die zusitzliche Gabe von IL-10 aber nicht beeinflusst, anders als es die Betrachtung aller
Zellen annehmen wiirde. CD83" mDCs exprimierten auch unter exogenem IL-10-Einfluss
CD86 hoch, wihrend die CD14* Population diesen Rezeptor, unabhingig von exogenem

IL-10, generell in geringerer Intensitéit exprimierte.
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Ein dhnlicher Effekt zeigte sich bei dem Oberflichenantigen ILT4, das die
Immuntoleranz fordert. IL-10 steigerte insgesamt die MFI von ILT4, wenn man alle
Zellen betrachtet, hatte aber selbst kaum einen regulatorischen Einfluss auf die beiden
Subpopulationen hinsichtlich ihrer ILT4-Expression, die unabhéngig von IL-10 hoch
bzw. niedrig exprimiert wurde. Die CD14* Population exprimierte signifikant hoher den
immunsuprimierenden Oberflichenrezeptor ILT4 als mDCs.

Die bereits gezeigten Versuche zeigen, dass IL-10 eine Verschiebung der Populationen
mit einem hoéheren Anteil der CD14" Zellen bewirkt. Folglich sinkt der Anteil der
CD83" Zellen, die CD86 exprimieren und dadurch auch die CD86-Expression auf die
Gesamtheit aller Zellen betrachtet. Umgekehrt steigt der Anteil der CD14-
exprimierenden Zellen, die ILT4 exprimieren und somit auch die ILT4-Expression
insgesamt.

Das kostimulierende B7-Molekiill CD80 wurde insgesamt leicht herunterreguliert, was
sich auf beiden Zellpopulationen widerspiegelte. Sowohl die CD14" Population als auch
die CD83" Population exprimierten diesen Marker dhnlich hoch.

CD273 (PD-L2) und CD274 (PD-L1), ebenfalls B7-Molekiile, aktivieren als Liganden
fiir PD-1 T-Zellen. CD273 wurde auf beiden Subpopulationen gleich hoch exprimiert,
wobei IL-10 den Rezeptor auf beiden Zellpopulationen leicht hochregulierte. CD274
hingegen wurde signifikant hoher von der CD14"* Population gebildet. Dieser Unterschied
im Vergleich der beiden Populationen wurde durch IL-10 nur leicht gesteigert.

Generell erkennt man, dass IL-10 keinen wesentlichen Einfluss auf die Expression der
kostimulierenden Molekiile CD80, CD86, CD273, CD274 und ILT4 auf den beiden
Subpopulationen selbst hatte, auch wenn IL-10 die Gesamt-MFI aller Zellen von CD86,
CD274 und ILT4 signifikant verdnderte (Abbildung 18C). Dieser Effekt ist bedingt durch
eine Verschiebung der beiden Populationen, wobei IL-10 die Ausbildung einer CD14"
Zellpopulation fordert und der Anteil der CD83" mDCs abnimmt. Folglich sinkt die
Gesamt-MFI von CD86 respektive steigt die Gesamt-MFI von CD274 und ILT4.
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Abbildung 18: Antigenexpression von B7- und B2-Molekiilen

Dargestellt ist die Expression in MFI der kostimulierenden Oberflichenmarker CD80 und CD86 sowie der
immunregulatorischen Oberflichenmarker ILT4, CD273 und CD274. A iDCs nach 24-stiindiger
Inkubation mit R848 (n=3). B R848-stimulierte Zellen nach 24-stiindiger Inkubation mit IL-10 (n=3). C
Vergleich von A und B bei R848 von 20 pg/ml und IL-10 von 40 ng/ml (n=8, Mittelwert + SD, ANOVA).
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4.3.2 IL-10 foérdert eine immunmodulatorische CD14* Population: M2c-like
Makrophagen

Des Weiteren wurde der Einfluss von R848 und IL-10 auf die Makrophagenmarker
CD36, CD91, CD163, CD204, CD206 und CX3CR| untersucht.

Nach alleiniger R848-Stimulation wurden alle Oberflichenantigene - abgesehen von dem
macrophage scavenger receptor CD204 - insgesamt betrachtet niedriger exprimiert
(Abbildung 19A).

Umgekehrt wurden alle Marker - abgesehen von CD204 - bei steigender IL-10-
Konzentration, insgesamt gesehen, hoher exprimiert (Abbildung 19B). Wenn man die
beiden Populationen separat analysiert, blieb die Markerexpression auf den CD83" mDCs
allerdings unbeeinflusst.

Auf der CD14" Population hingegen war die Expression des mannose receptors CD206
und des scavenger receptors CD163 nicht nur im Vergleich zu den CD83" mDCs erhoht,
sondern wurde bei zusétzlicher IL-10-Inkubation sowohl bei CD206 leicht als auch bei
CD163 deutlich erhoht, sodass hier ein dosisabhédngiger, qualitativer Effekt von IL-10
beobachtet wurde (Abbildung 19C). Alle anderen Marker (CD36, CD91, CD204,
CX3CRy) blieben auf dieser Population weitestgehend unbeeinflusst. Es zeigt sich, dass
IL-10 zwar auf die gesamte Population einen groflen Einfluss haben kann, auf die beiden
Subpopulationen aber eher geringe Effekte hat. Dies erklirt sich, wie auch bei CD86 und
ILT4, durch die Verschiebung der beiden Populationen. Durch die vermehrte Ausbildung
der CDI14" Population bei IL-10-Inkubation steigt die Expression der
Makrophagenmarker insgesamt ohne dabei in der Regel einen direkten Einfluss auf die
Markerexpression der einzelnen Populationen zu nehmen. Nur CD163 und in geringem
Mall CD206 zeigen eine vermehrte dosisabhingige Expression auf der
CD14" Zellpopulation.

Damit lassen sich diese Zellen als CD14"CD36"CD91°CD163"CD206"CX3CR;"
Population in Abgrenzung zu den CD83" mDCs definieren.
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Abbildung 19: Antigenexpression von Makrophagenmarkern

Dargestellt ist die Expression in MFI der kostimulierenden Oberflaichenmarker CD36, CD91, CD163,
CD204, CD206 sowie CX3CR1. A iDCs nach 24-stiindiger Inkubation mit R848 (n=3). B R848-stimulierte
Zellen nach 24-stiindiger Inkubation mit IL-10 (n=3). C Vergleich von A und B bei R848 von 20 pg/ml
und IL-10 von 40 ng/ml (n=8, Mittelwert + SD, ANOVA).
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4.3.3 TNF-a- oder PGE,-Prainkubation beeinflussen nicht die Differenzierung
von CD83* mDCs durch exogenes IL-10

Es wurde untersucht, inwiefern eine zusitzliche TNF-a- oder PGE;-Stimulation den
Phinotyp von Monozyten-gereiften Zellen bzw. der CD14" und CD83" Population
verdndert und Einfluss auf die weitere Inkubation mit IL-10 nimmt. Das Zytokin TNF-a
hat eine tragende Rolle in Inflammationsprozessen, sodass hier die Uberlegung war die
Zellen durch ein pro-inflammatorisches Milieu vor weiterer Ausdifferenzierung bereits
in ihrem Differenzierungsprozess zu beeinflussen. Neben einer R848- und IL-10-
Inkubation wurden die Zellen zusitzlich 24 h zuvor mit TNF-a in unterschiedlichen
Konzentrationen priinkubiert (Abbildung 20A und Abbildung 21A). Analog zu der
Versuchsreihe mit TNF-o wurden die Zellen in einer anderen Versuchsreihe ebenfalls
24 h vor weiterer Stimulation mit PGE: priinkubiert und der Einfluss auf die weitere
Differenzierung analysiert (Abbildung 20B und Abbildung 21B). Das Prostaglandin E:
hat im Reifungsprozess von mo-DCs pleiotrope Effekte, die sowohl immunogen als auch

tolerogen sein konnen.

Betrachtet man die CD83" Population, so regulierte das pro-inflammatorische Zytokin
TNF-a den kostimulierenden Marker CD80 auf den ausschlie8lich R848-gereiften mDCs
etwas herunter, wihrend CD86 unbeeinflusst blieb. Wurden die Zellen zusétzlich mit
IL-10 inkubiert, hatte TNF-a keinen zusitzlichen Einfluss auf deren Expression und
CD83" mDCs exprimierten mit oder ohne IL-10 bei einer TNF-a-Konzentration von
10 ng/ml CD80 und CD86 gleich hoch. Die PD-1-Liganden CD273 und CD274 blieben
ebenfalls unbeeinflusst. Der Rezeptor ILT4, der die Immunantwort inhibiert, wurde durch
die Inkubation mit TNF-a insgesamt weniger exprimiert. Dabei war es ohne Relevanz,
ob die Zellen eine weitere Inkubation mit IL-10 erhielten oder nicht.

Die Expression dieser Marker unter dem Einfluss von TNF-a wurde auch auf der CD14*
Population analysiert. Wie bereits beschrieben, blockierte das Zytokin die Ausbildung
der CD14" Population. Der kleine verbleibende Anteil der Zellen, der unter TNF-a
CD14" exprimierte, zeigte eine geringe Expression des kostimulierenden Molekiils CD80
sowohl bei den Zellen ohne IL-10-Inkubation als auch mit IL-10-Inkubation. Insgesamt
konnte man aber keine starken Verdanderungen der Expression der beschriebenen Marker
bei steigender TNF-a-Konzentration und auch keinen Einfluss auf die weitere IL-10-

Inkubation feststellen.
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Unter PGE»-Einfluss zeigten R848-gereifte CD83* mDCs eine vermehrte Expression von
CD80, CD86, CD273 und ILT4. Bei zusatzlicher IL-10-Inkubation wurden diese Marker
ebenfalls vermehrt exprimiert. Zusétzlich lie sich ein leichter Anstieg von CD274
beobachten.

Auch die CD14" Population exprimierte nach PGE;-Inkubation die B7-Molekiile CD80
und CD86 hdher. Der PD-Ligand 1 CD274 wurde interessanterweise bei R848-
stimulierten CD14" Zellen unter alleinigem PGE»-Einfluss weniger gebildet, wihrend
diese Population bei zusétzlicher IL-10-Gabe stabil blieb und diese Herunterregulierung

verhinderte.
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Abbildung 20: Antigenexpression von B7- und B2-Molekiilen bei TNF-a- oder PGE:-Priinkubation
Dargestellt ist die Expression in MFI der kostimulierenden Oberflichenmarker CD80 und CD86 sowie der
immunregulatorischen Oberflichenmarker ILT4, CD273 und CD274. A iDCs wurden 24 h vor Stimulation
mit R848 oder R848/IL-10 mit TNF-a priainkubiert. B iDCs wurden 24 h vor Stimulation mit R848 oder
R848/IL-10 mit PGE: préinkubiert.
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4.3.4 TNF-a- oder PGE,-Prainkubation beeinflussen nicht die Differenzierung
von CD14* M2c-like Makrophagen durch exogenes IL-10

Es wurde analysiert, inwiefern eine TNF-a- oder PGE»-Prdinkubation Auswirkungen auf
die Differenzierung der M2c-/ike Makrophagen durch IL-10 hat. Dazu wurden die
entsprechenden Makrophagenmarker CD36, CD91, CDI163, CD204, CD206 und
CX3CR;1 gemessen (Abbildung 21).

Betrachtet man die Makrophagenmarker zunichst auf CD83* mDCs, zeigte sich lediglich
eine Herunterregulierung von CD36 durch TNF-a, wéhrend die anderen Marker CD91,
CD163, CD204, CD206 und CX3CR| nicht reguliert wurden. Dies war unabhéngig von
einer weiteren IL-10-Inkubation.

Ein dhnliches Bild war bei der CD14" Population zu beobachten, die durch TNF-o mit
und ohne IL-10 hinsichtlich ihrer Makrophagenmarker-Expression in gleicher Weise
beeinflusst wurde. Auffillig bei der CD14" Population war vor allem eine verminderte
Expression von CD163 bei steigender TNF-a-Konzentration, die sowohl auf den R848-
gereiften Zellen mit IL-10-Inkubation als auch ohne IL-10-Inkubation zu beobachten war.
Zusitzlich blockierte TNF-o die Expression von CD36 und CX3CR; auf dieser
Zellpopulation. Der macrophage scavenger receptor CD204 wurde durch den pro-

inflammatorischen Zytokin-Einfluss vermehrt exprimiert.

Unter PGE»-Einfluss exprimierten die CD83" mDCs geringer den Phagozytose-Rezeptor
CD36, den Mannose-Rezeptor CD206 als auch den Oberflichenmarker CD91, wobei
dieser Effekt bei zusitzlicher IL-10-Inkubation etwas ausgepragter war. Die weiteren
Makrophagenmarker CD163, CD204 und CX3CR| blieben unverdndert.

Auf der CD14" Population zeigte sich ein dhnliches Bild wie nach der TNF-a-Inkubation.
Die Makrophagenmarker blieben weitestgehend unbeeinflusst. Lediglich CD204 wurde
durch die zusitzliche PGE»-Inkubation unabhédngig von IL-10 heraufreguliert.

Insgesamt hat weder TNF-o noch PGE; eine Auswirkung auf den Phénotyp bei
zusitzlicher IL-10-Inkubation im Vergleich zu den allein unter R848 ausdifferenzierten
Zellen und es zeigt sich ein stabiler Phénotyp der M2c-like Makrophagen, die aber wie
die Versuche zuvor gezeigt haben unter TNF-o. quantitativ weniger und unter PGE;-

Inkubation quantitativ mehr gebildet werden.
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Abbildung 21: Antigenexpression von Makrophagenmarkern bei TNF-a- oder PGE2-
Prainkubation

Dargestellt ist die Expression in MFI der kostimulierenden Oberflaichenmarker CD36, CD91, CD163,
CD204, CD206 sowie CX3CRi. A iDCs wurden 24 h vor Stimulation mit R848 oder R848/IL-10 mit TNF-a
préinkubiert. B iDCs wurden 24 h vor Stimulation mit R848 oder R848/IL-10 mit PGE: préinkubiert.
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4.4 M2c-Makrophagen zeigen einen stabilen Phanotyp

4.4.1 1L-4 und GM-CSF in hoherer Konzentration haben keinen Einfluss auf den
M2c-like Makrophagen Phanotyp

Wie gezeigt bildet sich unter R848- und IL-10-Inkubation neben mDCs eine neue
CD14"CD36"CD91"CD163*CD206"CX3CR;" Population. Es wurde untersucht, welchen
Einfluss neben R848 und IL-10 die Zytokine IL-4 und GM-CSF auf die Ausbildung dieser
Population haben (Abbildung 22). Die Zellen wurden in jeweils zehnfacher
Konzentration dieser beiden Zytokine kultiviert. Die weitere Inkubation erfolgte mit
R848 mit zuvor erfolgter Pradinkubation mit IL-10. Dabei zeigte sich bei allen gemessenen
Oberflachenantigenen  keine unterschiedliche Expression der Marker bei
unterschiedlicher Konzentration von IL-4 oder GM-CSF, sodass der Phénotyp der
CD14" Population, wie auch der Phianotyp der mDCs unverandert blieb.
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Abbildung 22: Antigenexpression ausgewihlter Marker bei zehnfacher Konzentration von IL-4 und
GM-CSF bei R848- und IL-10-stimulierten Zellen
iDCs wurden 24 h mit R848 stimuliert und mit IL-10 inkubiert. Zusétzlich erfolgte die Kultivierung der
Zellen entweder in zehnfacher Dosierung von IL-4 (1000 U/ml) oder GM-CSF (8000 U/ml) (n=3,

Mittelwert + SD, ANOVA).
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4.4.2 Siebentagige Inkubationsdauer hat keinen Einfluss auf den M2c-like
Makrophagen Phanotyp

In einem weiteren Experiment wurde der Frage nachgegangen, inwiefern eine lédngere
Inkubationsdauer der Monozyten die Entwicklung zu iDCs und deren Plastizitidt und
weiteren Entwicklung zu den beiden Subpopulationen beeinflusst und sich von der
kiirzeren viertdgigen Kultur unterscheidet (Abbildung 23 und Abbildung 24). Die meisten
Generierungsprotokolle gehen von fiinf bis sieben Tagen Kulturdauer oder noch linger
aus’.
Bei einer siebentigigen Kultivierung erkennt man, dass sich bei 24-stiindigem Einfluss
von R848 und IL-10 ebenfalls eine CD14" und eine CD83" Population bildeten, wobei
letztere als mDCs klassifiziert wurde.

Die kostimulierenden Molekiile CD80 und CD86 wurden hoher von den CD83" mDCs
exprimiert als von den CD14" Zellen. Es zeigte sich, wie auch bei der kiirzeren
Kulturdauer, dass CD86 auf den mDCs auch unter IL-10-Einfluss deutlich hoher als auf
der CD14" Population exprimiert wurde, aber IL-10 keinen groBen Einfluss auf die
Populationen einzeln betrachtet hat, sondern nur eine Verschiebung der Populationen
zugunsten der CDI14" Zellen bedingt. Keine Verdnderungen bewirkte IL-10 auch
beziiglich der kostimulierenden Molekiile CD273, CD274 und ILT4 auf beiden
Subpopulationen. Es zeigte sich wieder nur eine unterschiedlich hohe Expression im
Vergleich der beiden Populationen untereinander.

Ein Vergleich der beiden Zellpopulationen nach sieben Tagen zeigt, dass der PD-1-
Ligand CD273 auf den mDCs hoher exprimiert wurde als auf der CD14" Population,
wihrend CD274 als weiterer PD-1-Ligand gleichermaflen auf beiden Populationen
gebildet wurde. Der regulatorische Rezeptor ILT4 wurde auf der CD14" Population

hingegen, wie in der verkiirzten Kulturdauer, hoher exprimiert als auf den mDCs.
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Abbildung 23: Antigenexpression von B7- und B2-Molekiilen auf den Subpopulationen CD14" und
CD83" bei siebentigiger Kultur

iDCs wurden an Tag 6 fiir 24 h nur mit R848 stimuliert oder zusétzlich mit IL-10 inkubiert (n=3, Mittelwert
+ SD, ANOVA).

Eine Betrachtung der Makrophagenmarker auf der CD 14" Population zeigte sowohl nach
einer viertdgigen als auch nach einer siebentéigigen Inkubationsdauer einen dhnlichen
Phénotyp. Auch hier wurde deutlich, dass die CD14" Population im Vergleich zu den
mDCs eine hohere Expression von CD36, CD91, CD163, CD206 und CX3CR; zeigte,
wihrend CD204 nicht als Differenzierungsmarker dieser beiden Populationen
herangezogen werden konnte. AuBerdem wurde deutlich, dass IL-10 auf der
CD14" Population die Expression vom scavenger receptor CD163 signifikant steigert.
Letztendlich ist auch nach sieben Tagen eine neue

CD14°CD36°'CD91°CD163"CD206"'CX3CR;* Population zu definieren, die im
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Gegensatz zu den mDCs ausdifferenziert. Ein Unterschied zwischen einer vier- oder

siebentigigen Kulturdauer konnte nicht beobachtet werden.

1x10%
8x10°+
6x103

4x10°%

MFI CD36

2x10°4

1.5%10%

1.0x10%

MFI CD163

5.0x103

0.0-Lmpm_N__

5x10%-
4x10%+
3x10%4

2x10%4

MFI CD206

1x10%

o+

’,\Q

*k

Kk kk

>

» 2

& N
K

Q*p

Q)

®

»oo2

&
o

Q‘_b

N

8x10°+

6x%103+

4x103+

MFI CD91

2x10°4

1.5%102

1.0x102

MFI CD204

5.0x10"

0.0-

1.5%10%

1.0x10%

5.0x1034

MFI CX3CR1

0.0-

Q> QS

SN

& N
]

&

0,0542
ns Il alle Zellen
Il cD14*
ns I cDs3*
i i ns
S Q Q Q
N M N
& & N
» »
' '
& &
ns
ns
ns
ns i
> Q) Q Q
MN M»oN
& N & N
w »
Q> '
& &
ok
ns
i ' ns
G S ) Q)
N MN
& N & N
» »
Q' N
& &

Abbildung 24: Antigenexpression von Makrophagenmarkern auf den Subpopulationen CD14" und
CD83" bei siebentigiger Kultur
iDCs wurden an Tag 6 fiir 24 h nur mit R848 stimuliert oder zusétzlich mit IL-10 inkubiert (n=3, Mittelwert
+ SD, ANOVA).
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4.5 M2c-like Makrophagen: gesteigerte Makropinozytose

Dendritische Zellen und Makrophagen sind in der Lage, Antigene iiber Endozytose
aufzunehmen. Eine besondere Form der Endozytose ist die Makropinozytose, die auch
bei der Dextran-Aufnahme der Zellen erfolgt. Dies wurde bei verschieden stimulierten

iDCs mit FITC-Dextran getestet. Als Stimuli dienten R848, IL-10 oder deren

Kombination.

Dabei ist zu erkennen, dass eine ldngere Inkubationszeit mit Dextran die Antigen-
Aufnahme steigert (Abbildung 25). Vergleicht man die beiden CD14" und CD83"
Subpopulationen, so ldsst sich in allen unterschiedlich stimulierten Gruppen nach 90 min
ein signifikanter Unterschied beziiglich der Dextran-Aufnahme feststellen (p<0,0001),
sodass die beiden Subpopulationen verschieden charakterisiert werden kénnen. CD14*
Zellen zeigten eine gesteigerte Antigen-Aufnahme, wéhrend die ausgereiften

dendritischen Zellen in allen Gruppen kaum Dextran aufnehmen konnten.
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Abbildung 25: Dextran-Aufnahme der CD14* und CD83" Population bei unterschiedlichen

Inkubationszeiten
1DCs wurden 24 h mit R848 behandelt und/oder mit IL-10 inkubiert. Nach 24 h wurden die Zellen bis zu

90 min mit Dextran inkubiert und die Dextran-Aufnahme gemessen (n=3, Mittelwert + SD, ANOVA).
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Vergleicht man die verschieden stimulierten Zellpopulationen nach 90-miniitiger
Dextran-Aufnahme untereinander, so waren insgesamt betrachtet nur minimale
Unterschiede zu erkennen (Abbildung 26). Keine Unterschiede zeigten sich dann in den
beiden Subpopulation, die unabhingig vom Stimulus viel (CD14* Zellen) oder wenig
(CD83" Zellen) Dextran aufnehmen konnten. Die CD14" Population nahm, wenn sie
zusétzlich mit IL-10 inkubiert wurde, genauso viel Dextran auf wie ohne die zusétzliche
IL-10-Inkubation.

Bei allen Stimuli zeigte sich, dass die CD14" Population im Vergleich zu den ausgereiften
Zellen eine deutlich gesteigerte Makropinozytose und damit Antigen-Aufnahme hatte.
Die CD14" Zellen konnen damit auch funktionell als eine andere Population im Vergleich

zu den CD83* dendritischen Zellen definiert werden.
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Abbildung 26: Dextran-Aufnahme bei unterschiedlicher Stimulation nach 90 min
iDCs wurden 24 h entweder mit R848 stimuliert und/oder mit IL-10 inkubiert. Nach 24 h wurden die Zellen
fiir 90 min mit Dextran inkubiert (n=3, Mittelwert + SD, ANOVA).
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4.6 Zytokinsekretion

Um die Zellen funktionell weiter zu charakterisieren, wurden Zytokine im Uberstand der
stimulierten Zellen mittels ELISA gemessen. Dabei war technisch eine Unterteilung in
Subpopulationen nicht mdglich, da die Zytokinsekretion von allen Zellen ausgeht und
nachtraglich die Produktion weder den CD83"* noch den CD14" Zellen separat zugeordnet
werden kann. Wie in den Versuchen zuvor bereits gezeigt, fordert die kombinierte
Inkubation mit IL-10 und R848 den Phénotyp von M2c-/ike Makrophagen, wahrend eine
alleinige Stimulation mit R848 ohne exogene IL-10-Gabe vermehrt die Ausbildung von

CD83" mDCs fordert.

4.6.1 IL-6-Sekretion wird durch IL-10 inhibiert

Makrophagen sezernieren abhéngig vom Mikromilieu in vivo IL-6, was sowohl pro- als
auch anti-inflammatorisch wirken kann. In vitro wurden iDCs fiir 24 h mit IL-10, R848
oder beiden Stimuli aktiviert und die IL-6-Sekretion gemessen (Abbildung 27). Wihrend
iDCs, die vier Tage kultiviert wurden, kaum IL-6 sezernierten (135 pg/ml), zeigten die
R848-stimulierten Zellen eine 55-fach hohere Sekretion (7500 pg/ml) des Zytokins.
Wurden die Zellen nur mit IL-10 behandelt, war ebenfalls die Sekretion sehr gering
(130 pg/ml). Auffillig war, dass IL-10 die Sekretion der R848-stimulierten Zellen
ebenfalls stark reduzierte (573 pg/ml). Ein &hnliches Bild zeigten die CD14-depletierten
Zellen, also Zellen, die nach 72-stiindiger Ausreifung zu iDCs vor weiterer Stimulation
keine CD14-Expression mehr aufwiesen, indem verbliecbene CD14" Zellen aus der
Zellkultur entfernt wurden. Auch hier wurde IL-6 nach alleiniger TLR-Stimulation
deutlich mehr sezerniert (6998 pg/ml) als bei zusétzlicher IL-10-Gabe (511 pg/ml). Der
Effekt war auch nach siebentigiger Inkubationsdauer zu sehen, wobei die IL-6-Sekretion

insgesamt gesteigert war.
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Abbildung 27: IL-6-Sekretion bei R848- und/oder IL-10-inkubierten Zellen

iDCs wurden entweder mit IL-10, R848 oder beidem inkubiert. Die Sekretion von IL-6 wurde bei Zellen,
die entweder vier oder sieben Tage kultiviert wurden, sowie bei CD14-depletierten Zellen, die vier Tage in
Kultur waren, gemessen (n=1).

Die Versuche demonstrieren, dass IL-10 einen Effekt auf die Sekretion aller Zellen hatte.
Um zu beobachten, inwiefern IL-10 dosisabhingig die IL-6-Sekretion bei R848-
stimulierten Zellen senkt, wurden die Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen von
IL-10 inkubiert (Abbildung 28). Es zeigte sich, dass erst hohere Konzentrationen von
IL-10 ab 4 ng/ml die Sekretion inhibierte und bei 40 ng/ml die Sekretion um das 13-Fache

im Vergleich zu der Kontrolle gesenkt wurde.
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Abbildung 28: IL-6-Sekretion bei R848-Stimulation und IL-10-Titration

iDCs wurden 24 h mit R848 stimuliert. Zusatzlich erhielten die Zellen eine Stunde vor R848-Stimulation

IL-10 in unterschiedlichen Konzentrationen (n=2).

Des Weiteren wurde getestet, ob TNF-a die IL-10-induzierte Suppression von IL-6
aufhebt. Hier zeigte sich, dass TNF-o @hnlich wie IL-10 wirkt und bereits selbst ab

geringen Konzentrationen von 0,001 ng/ml die Sekretion von IL-6 supprimierte

(Abbildung 29).
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Abbildung 29: IL-6-Sekretion bei zusétzlicher TNF-a-Priinkubation

iDCs wurden 24 h mit R848 allein oder zuséitzlich IL-10 stimuliert. Zuséitzlich erhielten alle Zellen fiir 24 h
vor Stimulation TNF-a in unterschiedlichen Konzentrationen (n=1).
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4.6.2 CCL17-Sekretion wird durch IL-10 nicht beeinflusst

Das Chemokin CCL17 wird u.a. von bestimmten Populationen von Makrophagen und
dendritischen Zellen produziert. Es wurde mittels ELISA bestimmt, inwiefern R848 und
IL-10 einen Einfluss auf die Produktion haben (Abbildung 30).

In der viertdgigen Kultur wurde deutlich, dass iDCs das Chemokin basal produzierten
(25254 pg/ml) und R848 die Sekretion anregte (57188 pg/ml). IL-10 hatte keinen Effekt
auf die Produktion. Dieses Bild wurde ebenfalls bei den CD14-depletierten Zellen
deutlich. Bei CD14-depletierte Zellen wurden unmittelbar vor weiterer Stimulation und
Ausdifferenzierung von iDCs der Anteil CD14-exprimierender Zellen entfernt, sodass
nur CD14 Zellen weiter kultiviert wurden. Wurden iDCs fiir sieben Tage kultiviert, war
die basale Sekretion insgesamt hoher (111597 pg/ml) und wurde durch R848 ebenfalls
gesteigert (145361 pg/ml). IL-10 zeigte auch hier kaum einen Effekt auf die CCL17-

Produktion.
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Abbildung 30: CCL17-Sekretion bei R848- und IL-10-stimulierten Zellen

iDCs wurden entweder mit IL-10, R848 oder beidem inkubiert. Die Sekretion von CCL17 wurde bei Zellen,
die entweder vier oder sieben Tage kultiviert wurden, sowie bei CD14-depletierten Zellen, die vier Tage in

Kultur waren, gemessen (n=1).
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4.7 Slan* Zellen: Betrachtung einer in vivo relevanten
Population

Es wurde versucht festzustellen, inwiefern sich die Ergebnisse einer R848- und IL-10-
Stimulation der mo-DCs auf eine andere Zellpopulation, den slan® Zellen, iibertragen
lassen, da diese bekannterweise viele phinotypische und funktionelle Eigenschaften
anderer DC-Populationen gemeinsam haben??24, Schikel et al. beschrieben erstmalig
diese wenig kultivierten APCs, die 0,5-2% aller mononukleédren Zellen des peripheren
Blutes ausmachen und durch slan, eine Kohlenhydrat-Modifikation von P-selectin
glycoprotein ligand-1, charakterisiert sind?’.

Im Gegensatz zu den Monozyten-gereiften iDCs wurde bei den slan® Zellen, die
differenzierte APCs darstellen, unter R848- und IL-10-Inkubation das Antigen CD14
nicht reexprimiert, sodass auch keine neue CD14" Population gebildet wurde (Abbildung
31 und Abbildung 32). Der Reifungsmarker CD83 hingegen wurde bei TLR-Stimulation
vermehrt gebildet, wihrend die zusdtzliche Inkubation mit IL-10 dessen Expression
reduzierte. Ein Vergleich einer CD14" und CD83" Population war durch die fehlende
CD14" Zellpopulation nicht moglich.
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Abbildung 31: Differenzierung von slan* Zellen nach R848- und/oder IL-10-Inkubation

A Darstellung von slan® Zellen nach Aufreinigung von PBMCs an Tag 0 hinsichtlich ihrer CD14 und
CD83-Expression. B Darstellung von slan” Zellen nach 48 h in Kultur. Die Zellen erhielten nach 24-
stiindiger Kultur in GM-CSF und IL-4 entweder keine weitere Stimulation oder eine 24-stiindige
Stimulation mit R848, IL-10 oder deren Kombination. Je nach Inkubation und Stimulation exprimieren die
Zellen CD83 in unterschiedlich hoher Intensitit, aber kein CD14.
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Abbildung 32: CD14- und CD83-Expression von slan* Zellen

Slan* Zellen wurden aus PBMCs isoliert und an Tag 1 fiir 24 h mit R848 und/oder IL-10 inkubiert (n=3,
Mittelwert + SD).

Nachdem untersucht wurde, welchen Effekt R848, IL-10 oder deren kombinierter Gabe
auf die weitere Differenzierung von slan™ Zellen hat und gezeigt werden konnte, dass sich

eine CD14" Population nicht bildet und eine CD83" Population quantitativ abhidngig von
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der Stimulation ist, wurde im Folgenden ein qualitativer Effekt von IL-10 auf die
slan"CD83" Zellpopulation untersucht (Abbildung 33).

Dabei zeigte sich vergleichbar zu den Experimenten mit mo-DCs eine verminderte
Expression des kostimulierenden Molekiils CD86 bei IL-10-Gabe auf allen Zellen.
Slan"CD83" Zellen zeigten allerdings unter IL-10-Einfluss wie auch mo-DCs keine
verminderte Expression dieses Oberflichenmarkers verglichen mit den slan'CD83"
Zellen ohne IL-10-Einfluss. Dies begriindet sich in der quantitativen Verschiebung der
slan"CD83" Zellen, die unter IL-10 Einfluss anteilsméBig weniger zu CD83" Zellen
ausdifferenzieren. Ebenfalls zeigte sich, dass das Antigen CD163, das vor allem auf
CD14" Zellen hoch exprimiert wird, auf den ausdifferenzierten CD83" Zellen nicht
wesentlich reguliert wurde. Im Gegensatz dazu fand eine geringe Hochregulierung des
PD1-Liganden CD273 auf den ausgereiften slan"CD83" Zellen unter zusétzlicher IL-10-
Inkubation statt. Dies ist vergleichbar mit der vermehrten Expression von CD273 unter

exogenem IL-10-Einfluss, die auch auf CD83* mo-DCs stattfand.
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Abbildung 33: Antigenexpression ausgewihlter Marker bei slan* Zellen
Slan* Zellen wurden aus PBMCs isoliert und an Tag 1 fiir 24 h mit R848 und/oder IL-10 inkubiert (n=3,
Mittelwert + SD, ANOVA).
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5 Diskussion

Mit der Immuntherapie wurde in der Behandlung von Krebserkrankungen eine weitere
mogliche Therapiesdule neben der Chirurgie, Chemo- und Radiotherapie entwickelt.
Auch wenn erste DC-Vakzinierungen in den 1990er Jahren bei Patienten mit B-Zell-
Lymphom®! oder Melanom® sehr vielversprechend schienen, zeigte diese neue
Behandlungsstrategie dennoch insbesondere in der Behandlung solider Tumore nur eine
limitierte Effektivitdt®>. Oftmals wurden in den Studien Patienten mit fortgeschrittenen
und metastasierten Tumorstadien eingeschlossen. Folglich wurde die besondere Rolle des
Zytokinmilieus des Tumors auf die applizierten DC-Vakzine diskutiert. Entscheidende
Einflussfaktoren auf die Effektivitit der Vakzine sowie auf die Entwicklung der
Zellpopulationen sind dementsprechend die Aufarbeitung und die optimalen
Reifungsbedingungen der Zellprdparate. In vitro Analysen der Zellprdparate unter
verschiedenen Bedingungen sind wichtig fiir das Verstindnis und die Etablierung neuer
Behandlungsstrategien. Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der phénotypischen und
funktionellen Charakterisierung dendritischer Zellprodukte in vitro unter dem Einfluss

von IL-10 und einem TLR-Trigger.

5.1 CD14-Reexpression definiert alternative Zellaktivierung

Der Oberfldchenmarker CD14 deutet allgemein auf Zellen myeloiden Ursprungs hin und
wurde als Differenzierungsmarker von Monozyten, Makrophagen und dendritischen
Zellen beschrieben®®, Vor zwei Jahrzehnten stellte man fest, dass Monozyten das Antigen
CD14 herunterregulieren, wenn sie in vitro unter dem Einfluss von IL-4 und GM-CSF zu
dendritischen Zellen ausdifferenzieren”-?’. Abhédngig vom Reifungsstadium exprimierten
dendritische Zellen CD14 nicht mehr.

Der aktuelle Forschungsstand beschreibt die Diversitdt und Plastizitdt dendritischer
Zellen differenzierter, sodass man davon ausgeht, dass auch einige reife Subpopulationen
dendritischer Zellen CD14 exprimieren. Allerdings wird die Klassifikation von
antigenprasentierenden Zellen, zu denen auch dendritische Zellen gehdren, besonders bei
Infektionen und unter inflammatorischen Bedingungen zu einer Herausforderung. Die
exakte Zuordnung der APCs zu dendritischen Zellen wird dadurch erschwert. Mit der
Expression von CD14 assoziiert werden u.a. inflammatorische Monozyten-gereifte

dendritische Zellen. Diese kommen vor allem unter steady-state Bedingungen vor®s,
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Andere Autoren zeigten aber weiterhin, dass inflammatorische mo-DCs neben CD14,
auch CD206, CD209 sowie CD163 exprimierten®®, also auch Marker, die Makrophagen
zugeordnet werden. Dies verdeutlichte den auch hier diskutierten dualen Charakter von
mo-DCs, der einerseits als DC-like und andererseits als macrophage-like von den Autoren
beschrieben wurde. Neben inflammatorischen mo-DCs wurden auch monocyte-like
CD14" cDC2 beschrieben, die u.a. zusitzlich CD32, CD36 und CD163 exprimierten®*!,
Als in vivo Korrelat fiir CD14" DCs wurden u.a. inflammatorische CD11¢" CD14"
CD163" CCR2" DCs in der Darmmukosa von Patienten mit Zoliakie nach Gluten-
Aufnahme gefunden®?. Des Weiteren definierten Segura et al. CD1c* CD11b* CD14*
CD206" DCs in der Synovialfliissigkeit von Patienten mit rheumatoider Arthritis sowie

im Aszitis von Tumorpatienten®.

Die Beispiele verdeutlichen, dass eine klar definierte Einteilung der verschiedenen
Subpopulationen von DCs nicht existiert. Dennoch konnten verschiedene in vitro und in
vivo CD14" DCs beschrieben werden. Diese Studie zeigt zunichst im Einklang mit der
Literatur, dass die Differenzierung von Monozyten zu mo-DCs eine Herabregulierung
von CD14 bedingt. Die Zellen wurden dann als immature DCs bezeichnet. Abhingig vom
Stimulus konnte eine unterschiedlich starke Reexpression von CD14 festgestellt werden.
Durch die Auswahl der gates wird nun gezeigt, dass diese Reexpression invers mit der
CD83-Expression korreliert, also jenem Marker, der eine ausgereifte dendritische Zelle
in vitro kennzeichnet. Entweder exprimierten die Zellen CD14 oder CD83. Eine
ausgereifte dendritische CD83" Zelle exprimierte aber nicht CD 14 respektive exprimierte
eine CD14" Zelle nicht CDS83.

In der Literatur wird diese Unterscheidung nicht getroffen. Mufioz et al. beschrieben in
einer kiirzlich verdffentlichten Studie u.a. mo-DCs, die als Reifungsstimuli nach 5 Tagen
Vitamin D3 und LPS erhielten®. In Anwesenheit von Vitamin D3 zeigte sich eine hohe
CD14-Expression im Vergleich zu den nicht stimulierten Zellen. Nach zusétzlichem LPS-
Stimulus war die Expression von CD83 und CD86 niedrig, sodass die DCs folglich als
semi-mature beschrieben wurden. Die Zellen wurden allerdings nach der Stimulation als
gesamte Population und nicht separat betrachtet. Trotz CD14-Expression wurden die
Zellen als DCs bezeichnet, jedoch mit reduzierter kostimulierender Funktion. Die
vorliegende Studie unterscheidet mit der Setzung der gates zwischen reifen
CD83" dendritischen Zellen und immunregulatorischen CD14" Zellen und betrachtet

damit zwei Populationen separat.
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Die Beobachtungen belegen, dass sich die immunregulatorischen CD14* Zellen aus iDCs
durch die Reexpression von CD14 entwickeln. Die stirkste CD14-Reexpression zeigte
sich, wenn iDCs mit IL-10 und dem TLR-Agonisten R848 stimuliert wurden. Bereits
IL-10 alleine steigerte die CD14-Reexpression signifikant. Am effektivsten allerdings,
hinsichtlich der Ausdifferenzierung zur CD 14" Population, stellte sich die Kombination
beider Stimuli mit einstiindiger Prdinkubation von 40 ng/ml IL-10 vor R848-Gabe heraus.
Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass unter dieser Kombination weiterhin eine CD83"
Population gebildet wurde. Die CD83" Population weist auf reife, ausdifferenzierte,

dendritische Zellen hin.

Zudem konnte demonstriert werden, dass die CD14-Reexpression de novo entsteht,
indem iDCs vor IL-10- und R848-Stimulation CD14-depletiert wurden. Die depletierten

Zellen zeigten nach Stimulation ebenfalls eine signifikante CD14-Reexpression.

In dieser Arbeit sollte auch geklart werden, ob andere Einflussfaktoren Auswirkungen
auf die CD14-Reexpression haben. Neben den Reifungsstimuli R848 und IL-10 erhielten
die Monozyten zunéchst zur Ausdifferenzierung zu iDCs sowohl IL-4 als auch GM-CSF.
Holla et al. konnten zeigen, dass erst die Kombination beider Zytokine eine
Differenzierung zu iDCs ermdoglicht®™. Auch fiir die erfolgten Experimente waren die
beiden Zytokine wichtige Parameter. Es wurde der Frage nachgegangen, welchen
Einfluss die Zytokine jeweils auf die CD14-Reexpression und damit Ausbildung einer
neu definierten Zellpopulation haben. Dazu wurde jeweils die zehnfache Dosierung von
IL-4 (1000 U/ml statt 100 U/ml) und GM-CSF (8000 U/ml statt 800 U/ml) an den Tagen
1 und 3 nach Beginn der Zellkultur verwendet. Aus der Literatur ist bekannt, dass
Monozyten bei hohen Konzentrationen von GM-CSF und in Abwesenheit einer
Inflammation nicht zu mo-DCs heranreifen®®. Zudem ist es bestétigt, dass hohe
Konzentrationen an IL-4 einen reifen dendritischen Zelltyp fordern, wiahrend niedrige
Dosierungen zu einem unreifen Phénotyp fiihren®’. Diese Studien zeigen, dass die richtige
Dosierung der Zytokine Auswirkungen auf die Entwicklung der Zellpopulationen hat.
Vor diesem Hintergrund war es wichtig zu untersuchen, ob dies auch fiir die Entwicklung
der CD14" Zellpopulation gilt. In diesen Experimenten konnte bei unterschiedlich hohen
Dosierungen sowohl von GM-CSF als auch von IL-4 kein Effekt auf die Entwicklung der
CD14" Zellpopulation festgestellt werden. Dies legt die Vermutung nahe, dass andere

Zytokine, wie IL-10, verantwortlich fiir die CD14-Expression gemacht werden konnen.
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Nicht untersucht wurde in diesen Experimenten, welchen FEinfluss die
Zytokinkonzentrationen aullerhalb des gewéhlten Bereichs haben oder inwiefern der

Zeitpunkt der Stimulation eine Rolle spielt.

Viele therapeutische Ansétze mit DC-Vakzinen basieren auf standardisierten Protokollen
mit DCs, die sieben bis zehn Tage generiert werden”®°. Es wurden aber auch Protokolle

entwickelt, die eine kiirzere Reifungsdauer evaluierten!®

. Diese konnten zeigen, dass sich
der Phédnotyp und die Kapazitit zur Stimulation zytotoxischer T-Zellen bei einer
Reifungsdauer von drei bzw. sieben Tagen nicht wesentlich unterscheiden. Es sollte
geklart werden, inwiefern sich eine unterschiedlich lange Kulturdauer auf die
Ausdifferenzierung der Zellen und damit auch CD14-Expression auswirkt. Dazu wurden
iDCs, die 72 h oder 144 h in Kultur waren und anschlieBend den 24-stiindigen
Reifungsstimulus erhielten, unterschieden. Dabei konnte aufgezeigt werden, dass die
kombinierte Stimulation von IL-10 und R848 auch bei lingerer Kulturdauer von sieben
Tagen eine Heraufregulierung von CD14 bedingt und die resultierende Zellpopulation

einen stabilen Phénotyp zeigt. Damit unterscheiden sich die Differenzierungswege der

mo-DCs bei kiirzerer Reifungsdauer nicht.

Nicht nur unterschiedlich hohe Konzentrationen von Zytokinen und die Reifungsdauer
der Zellen sind wichtige Parameter in der Entwicklung heterogener Zellpopulationen.
Auch unterschiedliche Zeitpunkte der Stimulation mit den Zytokinen beeinflussen den
Zelltyp. Steinbrink et al. beschrieben dendritische Zellen, die im ausgereiften und spéten
Zustand resistent gegeniiber IL-10 waren®. Ein friiherer Zeitpunkt einer IL-10-
Stimulation der unreifen dendritischen Zellen hingegen zeigte nach FACS-Analyse eine
Herabregulierung der Gesamt-MFI einiger kostimulierender Molekiile. 2017 analysierten
Sandner et al. den zeitabhingigen Einfluss von IL-4 auf die in vitro Differenzierung
humaner Monozyten!?!. Danach befiirwortete die Arbeitsgruppe ein dynamisches
Modell, in dem der Monozyten-gereifte Zelltyp abhidngig vom Zeitpunkt und der Dauer
der Stimulation zu betrachten ist. Die dichotome Aufteilung Monozyten-gereifter Zellen
in Makrophagen bzw. dendritische Zelle wurde damit weitestgehend verlassen.

Auch in der vorliegenden Arbeit wurde der zeitabhdngige Einfluss eines Zytokins auf die
Entwicklung von Monozyten-gereiften Zellen untersucht. Bekannt ist, dass TNF-a eine
Reifung von Monozyten zu dendritischen Zellen fordert'®?. Unter anderem nimmt die

Expression von CD80 und CD83 von dendritischen Zellen bei TNF-a-Stimulation zu.
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Untersucht wurde, welchen Einfluss TNF-a auf die CD14-Reexpression von unreifen
dendritischen Zellen hat, bevor die CD14-Reexpression mit IL-10 und R848 induziert
wird. Die iDCs erhielten 24 h vor der IL-10/R848-induzierten CDI14-Reexpression
unterschiedlich hohe Konzentrationen an TNF-a.. Interessanterweise zeigte sich, dass die
24 h spiter erfolgte Gabe von IL-10 und R848 nicht die zu erwartende CDI14-
Reexpression forderte. Der Anteil einer CD14" Population sank um das 5-Fache im
Vergleich zu den nicht behandelten Zellen. Die Zellen waren also durch die Pridinkubation
mit TNF-a zu dem Zeitpunkt resistent gegeniiber der IL-10/R848-induzierten CD14-
Reexpression. Nicht nur die richtige Dosierung von Zytokinen, sondern auch die richtige
Reihenfolge der Zytokine bestimmt folglich den Differenzierungsweg der Zelle. Das
konnte auch den klinischen Einsatz dendritischer Zellen verdndern und vom Tumor
produziertem IL-10 entgegenwirken. Der Tumor verliert damit einen Mechanismus zur
Immunevasion. Eine systemische Blockade von IL-10 birgt allerdings das Risiko
negativer autoimmuner Reaktionen, sodass eine lokale Blockade des Zytokins in
Tumorndhe erfolgen sollte. Spezifische IL-10-Rezeptor-Blocker wurden bisher im
murinen Modell bei Ovarialtumor erfolgreich getestet!%. Der therapeutische Ansatz kann
nun erginzt, bzw. erweitert werden. Unerwiinschte Regulierungen von IL-10 auf die
Zellen konnten durch den dosierten und gezielten Einsatz von TNF-a ausbleiben und die

Effektivitdt von DC-Vakzinen gesteigert werden.

Parallel zu den Untersuchungen mit TNF-o wurden auch Prdinkubationen mit PGE:
durchgefiihrt. Im Einklang mit der Literatur stieg die CD14-Expression mit zunehmender
Konzentration von PGE>!%. Ein zeitabhingiger Einfluss konnte hier nicht beobachtet

werden.

5.2 IL-10 bewirkt quantitative Veranderungen bei Monozyten-
gereiften Zellen

Versuche von Steinbrink et al. definierten DCs, die nach IL-10-Stimulation einen
tolerogenen Charakter zeigten®®. Dies #duBerte sich in einer reduzierten Fahigkeit
Antigene zu présentieren sowie einer reduzierten Expression kostimulierender Molekiile
wie CD86. Eine kiirzlich erschienene Studie beschreibt die Herabregulierung von CD86

auf mo-DCs im von Ovarialtumoren produzierten Aszites'®>. Den Autoren nach ist
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autokrin produziertes IL-10 fiir die reduzierte Expression verantwortlich. Nach
Stimulation mit einem der drei TLR-Stimuli R848, LPS oder polyl:C und in Anwesenheit
von 25% Aszites konnten die Forscher eine deutliche Reduktion von CD86 auf
dendritischen Zellen gegeniiber der Abwesenheit von Aszites feststellen. AuBerdem
wurde eine reduzierte Sekretion von IL-6, IL-12p40 und TNF-o beobachtet. Im
Gegensatz dazu zeigen die in dieser Arbeit dargestellten Experimente nun, dass unter
zusitzlichem IL-10-Einfluss die Funktion und der Phinotyp dendritischer Zellen
beibehalten wird und die tolerogenen Eigenschaften IL-10-stimulierter Zellprodukte
anders zu erkldren sind.

Durch die Reexpression von CD14 kann ein Zelltyp definiert werden, der den CD83"
dendritischen Zellen gegeniiber steht. Dies weist darauf hin, dass IL-10 zur Entwicklung
zweil verschiedener Zellpopulationen beitrdgt. Dadurch lésst sich die unterschiedliche
Expression  kostimulierender —und  immunsupprimierender = Molekiile  nach
IL-10-Inkubation erkldren. Das Zytokin bewirkt eine quantitative Verdnderung der
Zellpopulationen und fiihrt einerseits zu einer erhohten Anzahl an CD14" Zellen und
andererseits zu einer reduzierten Anzahl an CD83" Zellen. Die beiden Zellpopulationen
zeigen wiederum eine unterschiedliche Rezeptorexpression, bzw. unterschiedliche
Intensitdten, ohne dass IL-10 viele der Molekiile direkt beeinflusst. Auch Steinbrink et al.
konnten sehen, dass IL-10 eine reduzierte Anzahl an CD83" Zellen bewirkt®. Die
qualitativen Verdnderungen der CD83" dendritischen Zellen mit verdndertem Phénotyp
nach IL-10-Stimulation konnen zum Teil nun widerlegt werden. Die durchgefiihrten
Experimente zeigen, dass die CD83" dendritischen Zellen auch bei IL-10-Stimulation
CD86 genauso hoch exprimieren wie die unstimulierte Kontrolle, was nur durch die
quantitative ~ Verschiebung zu erkldren ist. Die Heraufregulierung der
immunmodulatorischen Marker CD274 und ILT4 lassen sich ebenfalls durch eine
quantitative Verschiebung erkldren. Auch wenn nach IL-10/R848-Stimulation beide
Marker insgesamt vermehrt exprimiert wurden, ist dies auf die vermehrte Bildung der
CD14" Zellpopulation zuriickzufithren und nicht auf eine erhohte Expression auf den
dendritischen Zellen. Beide Marker dienen der Toleranzbildung in vivo und wurden von
der CD14" Zellpopulation im Vergleich zu den CD83" dendritischen Zellen deutlich
vermehrt gebildet. Gleiches gilt fiir den Mannoserezeptor CD206, der vor allem von
Makrophagen gebildet wird, die u.a. durch IL-10-Sekretion bei Feten fiir Toleranz

6

gegeniiber der miitterlichen Plazenta sorgen'®. Dieser wurde von der CDI14*

Zellpopulation deutlich starker als von den dendritischen Zellen exprimiert, sodass eine
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erhohte Expression vor allem auf die Verschiebung zu den CD14" Makrophagen
zurlickzufiihren ist. Interessanterweise zeigte sich auf diesen Zellen aber auch, dass IL-10
selbst die CD206-Expression nochmal steigerte. Dies kann man in vivo im Sinne einer
Selbstverstarkung verstehen, bei der CD206" Zellen IL-10 sezernieren und die
Eigenproduktion zu einer verstirkten CD206-Expression fiihrt.

Des Weiteren hatte IL-10 einen direkten Effekt auf die Expression des scavenger
receptors CD163. Es ist deutlich zu sehen, dass CD14" Zellen den fiir Makrophagen
typischen Marker ersichtlich hoher exprimierten als dendritische Zellen. Dariiber hinaus
war aber auch hier ein direkter dosisabhingiger Effekt auf die Zellen festzustellen. IL-10
als zusitzlicher Stimulus zu R848 steigerte die Expression auf dieser CD14"
Zellpopulation signifikant. Dieser Oberflichenmarker dient auf Makrophagen als Sensor
fiir Gram-positive und -negative Bakterien'®” und wird vor allem den M2¢c-Makrophagen
zugeordnet!®®1%% Dies ldsst vermuten, dass die CD14" Zellpopulation auch den M2c-

Makrophagen zugerechnet werden kann.

In den Uberlegungen zur vorliegenden Arbeit wurden auch funktionelle Aspekte
einbezogen und die Sekretion von IL-6 und CCL17 von den Zellen nach IL-10-Inkubation
getestet. Allerdings war hier eine Unterteilung durch FACS-Analyse in eine CD14+ und
eine CD83+ Population nicht méglich, da jeweils der Uberstand aller Zellen verwendet
wurde und eine Aufteilung der Zellpopulationen technisch schwierig war. Tolerogene
IL-10-behandelte dendritische Zellen werden mit einer reduzierten Produktion von IL-6
assoziiert’*. Allerdings verdeutlichen in vitro Studien, dass reife dendritische Zellen
groBe Mengen von IL-6 produzieren'!®, Die durchgefiihrten Experimente zeigen, dass
eine zusétzliche IL-10-Inkubation eine dramatische Reduktion der IL-6-Produktion,
gemessen im Uberstand, bewirkt. Diesen Effekt konnte man nun anders deuten. M2
Makrophagen sezernieren im Gegensatz zu pro-inflammatorischen M1 Makrophagen und
reifen dendritischen Zellen nur sehr geringe Mengen an pro-inflammatorischen
Zytokinen wie IL-6''!. Eine Verschiebung der Populationen durch IL-10 hin zu einer M2
Makrophagenpopulation und weg von einer reifen DC-Population kdnnte die Reduktion
von IL-6 erkldren. Verbliebene reife dendritische Zellen konnten deshalb weiterhin IL-6
produzieren.

Die angestellten Beobachtungen verdeutlichen, dass TNF-a die Ausbildung einer IL-10-
induzierten CD14+ Population verhindert. Folglich wurde der Frage nachgegangen, ob
TNF-a auch die IL-6-Suppression durch IL-10 aufhebt. Da TNF-a aber mit steigender
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Konzentration die durch den TLR7/8-Agonisten R848 erhohte IL-6-Produktion bereits
ohne IL-10 wieder herunterregulierte, konnten keine Effekte beobachtet werden. Auch
nach TNF-a-Prainkubation wurde bei IL-10-inkubierten Zellen kaum IL-6 gebildet.

Die Produktion von CCL17 ist typisch fiir M2 Makrophagen!!. Dementsprechend wurde
die Zytokinsekretion der behandelten Zellpridparate auf dieses Zytokin hin getestet.
Allerdings konnten keine nennenswerten Unterschiede in der Sekretion der
unterschiedlich stimulierten Zellpriparate festgestellt werden. Ein Grund dafiir konnte
sein, dass CCL17 vor allem von M2a Makrophagen'!? produziert wird und nicht von
anderen = Makrophagenpopulationen. Die Rolle von CLL17 in anderen

Makrophagenpopulationen, wie M2c-Makrophagen, muss weiter untersucht werden.

5.3 CD14" M2c-like Makrophagen zeigen einen stabilen
immunmodulatorischen Phanotyp

Myeloide Zelllinien sind durch eine hohe phinotypische Plastizitit gepragt'!®. Dadurch
gelingt es Tumoren u.a. durch die Sekretion von Zytokinen eine normale myeloide
Reifung zu verhindern und eine Differenzierung zu immunsuppressiven Zellen zu
bewirken. Dies fithrt zu Anergie und der Induktion regulatorischer T-Zellen!!*!!>, Das
Tumormilieu wird folglich durch eine hohe Anzahl an Monozyten und Makrophagen
sowie durch eine niedrige Anzahl an dendritischen Zellen geprégt, was in der Regel als
prognostisch ungiinstig gesehen wird. /n vitro Studien konnten bereits zeigen, dass
Tumor-assoziierte Zytokine die Differenzierung von Monozyten zu dendritischen Zellen

116-118 oder

blocken konnen und eine Entwicklung von CD14" M2 macrophage-like Zellen
MDSC-like Zellen''® mit supprimierender T-Zell-Aktivitit fordern. Chen et al. stellten
zudem fest, dass auch bereits ausgereifte dendritische Zellen in vitro unter dem Einfluss
von Aszites von Ovarialzellkarzinomzellen, die IL-10 sezernieren, zu Makrophagen
differenzieren konnen!?’, Lindenberg et al. beschrieben ausgehend von diesen
Ergebnissen CD14*IL-10-mDCs mit einem macrophage-like Phianotyp, der durch eine
kombinierte hohe Expression von CD14, BDCA3, DC-SGIN, CD163 und CD16, aber
auch einer niedrigen CD83-Expression gekennzeichnet war'?!, Die dendritischen Zellen
wurden folglich als unreif bezeichnet.

Mit dieser Arbeit wird gezeigt, dass auch unter IL-10-Stimulation dendritische Zellen mit

reifem Phéanotyp (CD83") und insbesondere auch mit einer hohen Expression

kostimulierender Molekiile wie CD86 gebildet werden. Dem gegeniiber konnen wir nun
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eine CD14" Zellpopulation definieren. Diese ist durch die hohe Expression der fiir
Makrophagen typischen Marker CD36 (Phagozytose), CD91 (Efferozytose), CD163
(Tumorprogression), CD206 (Phagozytose, Endozytose) und CX3CR; (Adhdsion und
Migration) gekennzeichnet. Die Oberflichenmolekiile CD163 und CD206 werden oft mit
M2c-Makrophagen assoziiert. So werden auch in dieser Arbeit diese Zellen den M2c-
Makrophagen zugeordnet. Es konnte nachgewiesen werden, dass diese eine hohe
Endozytoseaktivitit aufweisen. Des Weiteren zeigten die CD14" Zellen eine hohe
Expression immunsupprimierender und regulatorischer Rezeptoren wie ILT4 und
CD274.

Zusammenfassend kann ein stabiler und regulatorischer Phanotyp von CD14" M2c-

Makrophagen definiert werden.

5.4 Therapeutische Anwendung

Zahlreiche Vakzinierungen mit dendritischen Zellen gegen Tumore wurden mit mo-DCs
durchgefiihrt. Wimmers et al. stellten fest, dass in vitro behandelte Monozyten, die mit
IL-4 und GM-CSF stimuliert wurden und zu mo-DCs heranreiften, oftmals keine
effektive Tumorantwort bei den Patienten ausldsen!??. Verantwortlich fiir eine ineffektive
Immunantwort kann neben der Diversitdt von Tumorzellen auch die Heterogenitit der
dendritischen Zellen sein. Diese spiegelt sich auf verschiedenen Ebenen wider: den
Vorlauferzellen und deren Ausdifferenzierung, deren Funktion, deren Wirkungsort in
vivo sowie letztendlich der provozierten Immunantwort!'?*. Mit der vorliegenden Arbeit
kann ein moglicher Erklarungsansatz der reduzierten Effektivitit auf der Ebene der

Ausdifferenzierung und Funktion erbracht werden.

Viele klinische Ansétze mit dendritischen Zellen als Tumorvakzine zeigen, dass vor allem
immunsuppressive Monozyten iiber verschiedene Mechanismen eine optimale
antitumorale Immunantwort limitieren. Dafiir verantwortlich scheinen wu.a.
CD14*HLA-DR""™¢ Monozyten zu sein, die bei Patienten unterschiedlicher
Tumorentitdten in hoherer Anzahl im Blut zirkulieren. Erhohte Spiegel fanden sich bei
Patienten mit Nierenzellkarzinom!?4, CLL!?, Non-Hodgkin-Lymphom!'?¢ sowie
Glioblastom!?’. Die Spiegel waren vergleichbar mit denen bei Sepsispatienten. Bei diesen
tritt im Rahmen der Infektion die sogenannte Immunparalyse auf, die durch eine

verminderte Expression von HLA-DR auf Monozyten charakterisiert und durch erhohte
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Level von IL-10 und PGE; gekennzeichnet ist. Der Verlust von HLA-DR wiederum ist
mit einer funktionellen Deaktivierung von Monozyten assoziiert. In der Immuntherapie
gegen Krebs bedeutet das, dass eine hohe Anzahl an CD14" HLA-DR!*"¢ Monozyten
moglicherweise bereits auf eine Immunparalyse bei dem Patienten hinweist und somit
eine effektive antitumorale Therapie erschwert wird. Forschungsergebnisse von Mengos
etal. zeigen, dass CD14" HLA-DR!"¢ Zellen invers mit der Anzahl CD83" dendritischer
Zellen korrelieren und damit ebenfalls zu einer verminderten Immunabwehr beitragen!?s.
Die durchgefiihrten Experimente zeigen ebenfalls, dass eine hohe Anzahl in vitro
generierter immunsuppressiver CD14" Zellen eine niedrige Anzahl CDS83" Zellen
bedingt. Diese Zellen stellen moglicherweise das in vivo Korrelat CD14* HLA-DR!/nee
Monozyten dar. In der Produktion von Tumorvakzinen kann die CD14" Zellpopulation
als ein Grund ineffektiver Vakzinierung verantwortlich gemacht werden und eine
Immunsuppression  bedingen. CD14 sollte deshalb grundsitzlich fiir die
Qualitatskontrolle eines DC-Protokolls analysiert werden. Es ist erforderlich diese Zellen
zukiinftig in der Therapieplanung zu beriicksichtigen, genauer zu analysieren und ihre
Effekte in vivo zu bestimmen. Ein Ausschluss der immunsupprimierenden CD14°
Zellpopulation in der Produktion der Tumorvakzine kann moglicherweise den

Therapieerfolg steigern.

5.5 Methodendiskussion

Die am besten untersuchten humanen dendritischen Zellen sind in vitro mo-DCs, da sie
in groBer Zahl produziert werden konnen und leicht zur Verfiigung stehen'?’. Dabei zeigte
sich allerdings vor zehn Jahren, dass diese mehr Gemeinsamkeiten mit Monozyten haben
als mit in vivo vorkommenden dendritischen Zellen'*°. Ein Vergleich zwischen den in
vitro generierten mo-DCs und in Blut zirkulierenden dendritischen Zellen wird damit
erschwert. Es muss die Frage diskutiert werden, welcher Abstammung in vivo
dendritische Zellen sind. Im murinen Modell konnten bereits 2003 zwei Studien zeigen,
wie in vivo Monozyten zu DCs differenzieren'*!!1*2, Diese ausdifferenzierten Zellen
wurden den inflammatorischen dendritischen Zellen zugeordnet und konnten abhéngig
von den inflammatorischen Bedingungen eine Tui-, Th2-, oder Tui7-Antwort ausldsen.
Auch beim Menschen konnten mittlerweile mehrere Arbeitsgruppen zeigen, wie
Monozyten in vivo zu dendritischen Zellen differenzieren. Auch wenn ein gemeinsamer

Ursprung klar zu erkennen ist, unterscheiden sich dennoch die Versuchsbedingungen von
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dem physiologischen Milieu fiir die Zellen, sodass die biologische Rolle von mo-DCs
offenbleibt.

Zudem besteht eine hohe Variabilitit der Zellen zwischen Spendern, wodurch identische
Versuchsbedingungen bei mo-DCs verschiedener Spender zu unterschiedlichen

Ergebnissen fiihren konnen.

Wie sich die Ergebnisse und Methoden auf eine wenig kultivierte APC aus dem Blut
ibertragen lassen, wurde in einer Versuchsreihe mit slan® Zellen, die viele Eigenschaften

mit dendritischen Zellen teilen2224133.134

, getestet. Diese reifen nicht erst in vitro aus
Monozyten zu dendritischen Zellen heran, sondern beschreiben einen fortgeschrittenen
Differenzierungsgrad und eine alternative APC. 1998 beschrieben Schikel et al. erstmalig
diese Subpolulation humaner APCs und bezeichneten diese als slanDCs?2. Slan (6-sulfo
LaCNAc) ist eine Kohlenhydrat-Modifikation von P-selectin glycoprotein ligand-1
(PSGL-1) und wird von 0,5-2% aller mononukledren Zellen des peripheren Blutes
(PBMCs) exprimiert?!. Damit kann diese Zellpopulation direkt aus dem Blut ohne weitere
Kultivierung isoliert werden. Funktionell konnte die Sekretion von TNF-a und IL-12
demonstriert werden, sodass eine pro-inflammatorische Immunantwort ausgeldst wird*.
AuBlerdem konnte gezeigt werden, dass sie zytotoxische natiirliche Killerzellen aktivieren
und damit eine antitumorale Immunantwort induzieren kénnen?®. Insgesamt eignet sich
damit diese Zellpopulation auch als Kandidat fiir die in vivo Applikation von Antigenen
zur Tumorvakzinierung?*.

In den hier erfolgten Experimenten zeigte sich, dhnlich wie bei der Stimulation von iDCs,
dass der TLR-Agonist R848 eine CD83-Expression auf allen Zellen forderte. IL-10
konnte den Anteil der CD83" Zellen etwas senken. Eine CD14" Zellpopulation wurde,
wie auch erwartet, nicht gebildet. Mit dem Versuch konnte demonstriert werden, dass
auch die CD83"slan* Zellen einen stabilen Phénotyp zeigen und die Expression von CD86
und CD163 durch IL-10 auf diesem Zelltyp nicht moduliert wurde.

Fiir eine effiziente DC-Vakzine bedarf es weiterer Forschung, bei der auch dieser Zelltyp

mit dem Vorteil der schnellen Kultivierung eine Rolle spielen kann.
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5.6 Zusammenfassung

Dendritische Zellen konnen als antigenprésentierende Zellen sowohl immunogene als
auch tolerogene Funktionen im Immunsystem wahrnehmen und werden in der Therapie
von Tumorerkrankungen und Autoimmunerkrankungen eingesetzt. IL-10 gilt als
Induktor tolerogener dendritischer Zellen. Diese werden in der Literatur oft als unreif
bezeichnet und stehen im Gegensatz zu den reifen immunogenen dendritischen Zellen,
die durch die Expression des Reifungsmarkers CD83 gekennzeichnet sind.
Ausdifferenzierte dendritische Zellen exprimieren zudem das Antigen CD86, das der T-
Zell-Aktivierung dient. Steinbrink et al. und Studien anderer Autoren beschreiben durch
den Einfluss von IL-10 eine qualitative Verdnderung dendritischer Zellen mit u.a.

reduzierter CD83- und CD86-Expression.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von IL-10 auf den Reifungsprozess
dendritischer Zellen in vitro untersucht. Zur Generierung unreifer dendritischer Zellen
wurden humane Monozyten nach etabliertem Protokoll mit IL-4 und GM-CSF stimuliert.
Nach anschlieBender IL-10-Stimulation, insbesondere in Kombination mit einem TLR-
Agonisten, bildeten sich zwei exklusive Zellpopulationen: eine CD14" Population und
eine CD83" Population. Unreife CD14°CD83" dendritische Zellen reexprimierten
einerseits CD14 oder exprimierten andererseits CD83. TNF-a wiederum konnte die
Ausbildung der CD14" Zellpopulation verhindern. Die CD83"* Zellen wurden als reife
dendritische Zellen klassifiziert. Dabei zeigte sich, dass das kostimulierende Antigen
CD86 gleichermalien sowohl mit als auch ohne IL-10-Inkubation hoch exprimiert wurde
und IL-10 folglich keinen zusitzlichen Einfluss auf dessen Expression hat. Desgleichen
wurde die Expression des Antigens ILT4, das die Immuntoleranz fordert, auf den reifen
CD83" dendritischen Zelle nicht reguliert. Die CD14" Zellen exprimierten einen
vergleichbaren Phinotyp zu M2c-Makrophagen und waren durch eine hohe Expression
von CD163 gekennzeichnet. IL-10 konnte die Expression auf dieser Zellpopulation
nochmals steigern, sodass hier ein qualitativer Effekt von IL-10 vorlag. Insgesamt jedoch
waren Verdnderungen beziiglich der Oberfldchenantigene, die bei der Betrachtung der
Gesamtheit aller Zellen auffallen, auf eine quantitative Verschiebung der beiden
Zellpopulationen zuriickzufithren. IL-10 beeinflusst also nicht direkt einzelne
kostimulierende oder inhibitorische Molekiile (mit wenigen Ausnahmen wie CD163),
sondern beeinflusst den Anteil der CD14" Zellen gegeniiber den CD83" dendritischen
Zellen. Erhohte Konzentrationen an IL-4 oder GM-CSF, sowie eine léngere
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Inkubationsdauer, konnten den Phénotyp der beiden Zellpopulationen nicht beeinflussen.
Funktionell betrachtet zeigten die CD14" Zellen eine gesteigerte Makropinozytose im

Gegensatz zu den reifen CD83" dendritischen Zellen.

Zusammenfassend fithrt IL-10 zu einer Reexpression von CDI14 auf unreifen
dendritischen Zellen und aktiviert einen alternativen Differenzierungsweg. Die CD14"
Zellen weisen einen stabilen immunregulatorischen Phinotyp auf und unterscheiden sich
somit von reifen dendritischen Zellen, die nach Inkubation mit IL-10 nicht reguliert
werden. Damit muss die Begrifflichkeit und Klassifikation tolerogener dendritischer

Zellen weiter diskutiert werden.
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7 Glossar

CCL17 (TARC)

Das Chemokin CCL17, auch thymus and activation-regulated chemokine (TARC)
genannt, dient als Chemoattraktans verschiedener T-Zell-Populationen!3*>. CCL17 wurde
urspriinglich den M2-Makrophagen zugeordnet, wird aber auch von bestimmten
dendritischen Zellen produziert!*®!7, Achuthan et al. konnten zeigen, dass GM-CSF eine
erhohte Produktion des Zytokins u.a. in humanen Monozyten bedingt'*®. Es spielt bei
inflammatorischen Prozessen, u.a. bei Osteoarthritis, eine wichtige Rolle, sodass eine
Blockade des Zytokins oder seines Signalweges ein mdglicher Therapieansatz bei

Entziindungsprozessen sein kann.

CCR7

Die Aktivierung von dendritischen Zellen im peripheren Gewebe induziert die CCR7-
Expression. Dieser Rezeptor erkennt CCL19 und CCL21 und erhoht die Expression von
kostimulierenden Molekiilen (B7) sowie MHC I und 1'%,

CD14

CD14 ist ein Glykoprotein, das sowohl in 16slicher als auch membrangebundener Form
vorkommt und zusammen mit den Rezeptoren TLR4 und MD-2 den Lipopolysaccharid-
Rezeptor bildet!'*!.

In vitro generierte dendritische Zellen bilden im reifen Zustand kein CD14 mehr aus,
wodurch sie sich von Makrophagen unterscheiden. In der vorliegenden Arbeit gilt CD14

als Differenzierungsmarker einer Subpopulation.

CD16
Die Expression findet vor allem auf Makrophagen statt. Der Rezeptor dient der

Phagozytose und antikdrperabhingigen zellvermittelten Zytotoxizitét!42.

CD25 (IL2RA):

Der IL-2-Rezeptor ist ein Transmembranprotein auf aktivierten T-Lymphozyten und

regulatorischen T-Zellen!*.
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CD36

Das Oberfldchenantigen wird sowohl von Monozyten als auch Makrophagen gebildet und
ist an der Phagozytose apoptotischer Zellen beteiligt. Daneben ist der Rezeptor bei der
Beseitigung von Zelltriimmern von Relevanz und ist somit wichtig fiir die Reparatur von
Gewebe und der Kontrolle einer Inflammation'#+1%°, Pennathur et al. ordnen diesen

Marker den profibrotischen M2-Markern zu'46.

CD40
Uber diesen Rezeptor, der von dendritischen Zellen exprimiert wird, werden durch

Bindung von CD154 (CD40L) T-Zellen aktiviert'4’.

CD80 (B7-1)
CD80 ist ein kostimulierender Ligand von CD28/CLTA4, welcher T-Zellen stimuliert!#®,

CDS83
Der Marker zeigt sich deutlich auf reifen dendritischen Zellen, aber auch auf aktivierten
B-Zellen und T-Zellen'*. Er ist Teil des angeborenen Immunsystems und wirkt

modulierend auf die Immunantwort. In der Arbeit definiert er reife dendritische Zellen.

CD85d (ILT4)
Das immunglobulin-like trancript 4 (ILT4) ist ein Rezeptor, der Inmuntoleranz vermittelt

und sowohl von Monozyten als auch von dendritischen Zellen exprimiert wird!>°.

CDS85k (ILT3)

Das immunglobulin-like trancript 3 (ILT3) ist ein inhibitorischer Rezeptor und wird
sowohl von dendritischen Zellen als auch von Makrophagen und Monozyten
exprimiert’>!, Er inhibiert die Immunantwort, wofiir tolerogene dendritische Zellen

verantwortlich gemacht werden.

CD86 (B7-2)
Dieser Oberflichenmarker ist ein CD28/CLTA4-CR Ligand und dient somit der
Aktivierung von T-Zellen'*¥®, Im Gegensatz zu CD80 wird dieser schneller und

zahlreicher auf dendritischen Zellen exprimiert!*2.
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CD91 (LRP1)

Der Oberflachenmarker CD91, auch low-density lipoprotein receptor-related protein 1
(LRP1), ist ein Membranrezeptor auf Makrophagen, der mit inflammatorischen Signalen
und Efferozytose, ein Prozess phagozytierender Zellen, verkniipft ist'>®. Ein Mangel
dieses Rezeptors beeintridchtigt sowohl Efferozytose als auch Phagozytose von

Makrophagen in vivo und in vitro'>*15,

CD163

Der Rezeptor gehort zur Gruppe der Scavenger Rezeptoren, genauer zu den scavenger
receptor cysteine-rich (SRCR) und wird vor allem von Makrophagen exprimiert'?. Damit
unterscheidet dieser Marker zwischen Makrophagen und dendritischen Zellen!”’.

CD163" Makrophagen sind in der Entwicklung und Progression von Tumoren beteiligt!>®.

CD197 (CCR7)

CCR7 stimuliert die Reifung dendritischer Zellen. Der Rezeptor erkennt die Liganden
CCL19 und CCL21 und dient der Expression von kostimulierenden Molekiilen aus der
B7-Gruppe sowie MHC I und MHC II'*°,

CD204

CD204 ist ein weiterer sog. scavenger receptor'®. Makrophagen, die diesen Rezeptor
exprimieren, werden den M2-Makrophagen zugeordnet!¢!. Eine hohe Anzahl CD204-
positiver Tumor-assoziierter Makrophagen (TAM) sind mit einer schlechten Prognose

beziiglich des Tumors verkniipft'®2.

CD206 (Mannose receptor, MMR)

Das C-type-Lectin spielt bei der Antigenprasentation eine entscheidende Rolle, vermittelt
Phagozytose sowie Endozytose wund fithrt bei dendritischen Zellen zur
Zytokinproduktion!%3,

Des Weiteren wird der Marker auf M2-Makrophagen exprimiert!%4. Seine Expression
wird u.a. durch IL-4, GM-CSF oder durch IL-4-unabhingige Signalwege reguliert'®.
Auch wenn die Funktion von CD206 noch nicht vollstindig verstanden ist, konnten Lee
et al. zeigen, dass der Mannoserezeptor an der Homoostase inflammatorischer Molekiile

im Blut beteiligt ist und diese beseitigt!%®. Deziduale Makrophagen, die CD206
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exprimieren, sezernieren IL-10 und CCL18 und scheinen fiir die Toleranz des Fetus

gegeniiber der miitterlichen Plazenta mitverantwortlich zu sein!,

CD209 (DC-SIGN)
Dieser C-type lectin Rezeptor (CLR) befindet sich auf Makrophagen und dendritischen
Zellen, erkennt PAMPS und aktiviert bei Bindung Phagozytose und interagiert mit

T-Zellen. Besonders ist seine Stellung in der Tumorvakzinierung!¢’.

CD273 (PD-L2, B7-DC)

B7-DC wird von dendritischen Zellen exprimiert und fordert die Proliferation von
T-Zellen und die Interferon-y-Sekretion!'®s, Des Weiteren dient er als Ligand fiir PD-1
(CD279)'6°,

CD274 (PD-L1, B7-H1)

Das Transmembranprotein ist Teil der B7-Familie und wird unter anderem von
aktivierten dendritischen Zellen exprimiert. Es stimuliert u.a. die IL-10-Sekretion!”®, Auf
dendritischen Zellen tridgt es zur tolerogenen Immunlage bei und verhindert eine
Ausdifferenzierung von follikuldren T-Helferzellen und follikuldren regulatorischen

Zellen'’!. B7-H1 ist ein weiterer Ligand von PD-1'%°.

CD275

CD275 wird durch IL-4 heraufreguliert. Er definiert unter anderem eine mDC2!72,

CD276 (B7-H3)

Der Marker gehort zu der kostimulierenden B7-Gruppe und dient der Aktivierung von T-

Zellen!”3,

CD279 (PD-1)

PD-1 ist ein Oberflachenrezeptor, der eine wichtige Rolle in der Immunsuppression und
Selbsttoleranz spielt'”. Er wird u.a. von T-Zellen, B-Zellen und Makrophagen
exprimiert. Seine zwei Liganden sind PD-L1 und PD-L2, welche sich auf der Oberfléche

von dendritischen Zellen befinden.
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CX3CRy

Dieser Rezeptor wird nicht nur von Makrophagen exprimiert, sondern auch von
Monozyten, dendritischen Zellen, natiirlichen Killerzellen und T-Zellen'”>. Seine
biologische Funktion im Kdrper ist die Kontrolle der Migration und Rekrutierung von
Effektorzellen bei Entziindungen. Auferdem spielt der Rezeptor bei Krebserkrankungen
eine Rolle, da er sowohl Wachstum als auch Metastasen reguliert und dem Tumor einer
Immunantwort entziehen kann!'7>-177,

Sein Ligand Fraktaline aktiviert dendritische Zellen und induziert T-Zell-abhingige

Immunitdt gegeniiber einem Tumor. Panek et al. zeigten, dass der Rezeptor auf

Makrophagen hoher exprimiert wird als auf dendritischen Zellen!”®,

HLA-DR (Human Leukocyte Antigen — antigen D related)
Dieser Zelloberflichenrezeptor gehort zur Klasse MHC II und bildet zusammen mit
einem Protein einen Liganden fiir den T-Zell-Rezeptor. In erster Linie werden mit diesem

Rezeptor Antigene prisentiert um eine T-Zell-Antwort auszuldsen.

IL-6

IL-6 ist ein inflammatorisches Zytokin, das sowohl die angeborene als auch die
erworbene Immunantwort reguliert!”. Es wird neben Tumorzellen u.a. von myeloiden
Zellen wie Makrophagen oder dendritischen Zellen sezerniert!8%!8!. Chomarat et al.
konnten zeigen, dass IL-6 die Differenzierung von Monozyten vermehrt in Richtung
Makrophagen stimuliert®”. Interessanterweise werden M2-Makrophagen gefordert,

wodurch letztendlich eine effektive anti-tumorale Antwort reduziert wird!®3.
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