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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1. Die Dendritische Zelle

1.1.1. Entwicklung und Funktion der Dendritischen Zelle

Dendritische Zellen sind die potentesten Antigen Prasentierenden Zellen des Immunsystems.
Charakterisiert sind sie durch folgende Merkmale:
- unvergleichliche Sentinelfunktion, d.h. Antigen wird aufgespiirt, aufgenommen und
présentiert
- Migration der DC zum Entziindungsherd und anschlieBend zu den T-Zell-Arealen der
lymphatischen Organe
- Bindung an antigenspezifische T-Lymphozyten, die DC présentieren dabei die
prozessierten Antigenpeptide
- eine  aktivierende,  kostimulierende  Funktion auf T-Lymphozyten, das
T-Zell-Wachstum und die Effektorfunktionen der T-Zellen werden induziert
(STEINMAN, R., 1991; STEINMAN, INABA, 1999; BANCHEREAU ét. al., 2000)
Die myeloide DC entwickelt sich aus hdmatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks,
wobei zwei verschiedene Entwicklungswege Dbeschritten werden konnen, der
CD14-unabhingige und der CD14-abhédngige Pfad. Die CD14-unabhingigen DC konnen in
vitro aus CD34" hamatopoetischen Vorlduferzellen (aus Knochenmark oder Nabelschnurblut)
(CAUX et al., 1992; SANTIAGO-SCHWARZ et al., 1992) gewonnen werden. Ein prototypischer
Vertreter stellt hierbei die Langerhanszelle der Haut dar. Die CD14-abhéngigen DC hingegen
gehen aus CD14" zur Adhirenz befihigten PBMNL, den peripheren Blutmonozyten, hervor
(SANTIAGO-SCHWARZ, 1999). Monozyten konnen sich in Abhéngigkeit der externen Stimuli
entweder zu DC oder zu Makrophagen entwickeln. Diese Polarisation kann in vitro durch die
Zugabe von Cytokinen erreicht werden (SALLUSTO, LANZAVECCHIA, 1994). Monozyten,
durch GM-CSF und IL-4 kultiviert, besitzen Merkmale unreifer DC wie hohe
Endozytoseaktivitit, aber schlechte T-Zell-Stimulationsaktivitdt. Die Zellen sind fiir die
Antigenaufnahme und deren Prozessierung kompetent (ZHOU, TEDDER, 1996). Die so
generierten Zellen konnen durch die Zugabe bestimmter Stimuli, wie TNF-a, IL-1 oder LPS,

vollstindig ausreifen (SALLUSTO, LANZAVECCHIA, 1994, BANCHEREAU et al., 2000).
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1.1.2. Migration Dendritischer Zellen

Die Wanderung von Leukozyten, inklusive Dendritischer Zellen, zu Entziindungsherden ist
abhingig von einer Reihe von Faktoren, den so genannten Chemotaxinen und deren
komplementdren Rezeptoren auf den Leukozyten. Zu den Chemotaxinen gehdren die
Anaphylatoxine und die inflammatorischen Chemokine (chemotaktische Cytokine)
(BAGGIOLINI, 1997; ALLAVENA et al., 2000; ZLOTNIK, YOSHIE, 2000). Die lokale
Produktion inflammatorischer Chemokine, z. B. CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1a), CCL5
(RANTES), CCL20 (MIP-3a.), ist verantwortlich fiir die Einwanderung von unreifen DC oder
ihren Vorldufern (CYSTER, 1999; SALLUSTO, LANZAVECCHIA, 1999; ALLAVENA et al., 2000;
McCoLL, 2002), da diese Zellen Rezeptoren fiir inflammatorische Chemokine wie z. B.
RANTES, MIP-loo und MCP-3 exprimieren. In gleicher Weise sind die konstitutiven
Chemokine CCL21 (6Ckine) und CCL19 (MIP-3p) fiir die Migration der DC in die
lymphatischen Organe verantwortlich und sind fiir die Anlockung reifer dendritischer Zellen
an den Ort der T-Zell-Stimulation von grofler Bedeutung (SOZZANI et al., 1998; FORSTER et
al., 1999; GUNN et al., 1999). Reife DC haben das Potential gro3e Mengen an IL-12 zu
produzieren. Dieses Cytokin bewirkt die Entwicklung einer TH1-Antwort (GATELY et al.,
1998). Im Gegensatz dazu kénnen IL-10, TGF-f, Corticosteroide, Vitamin D und PGE, die
DC-Reifung dahingehend beeinflussen, dass sich anstatt einer THI1- eine TH2-Antwort
ctabliert (BANCHEREAU et al., 2000).

1.1.3. Einfluss von GM-CSF und IL-4 auf die Ausdifferenzierung von myeloiden
Dendritischen Zellen

Das von GOUGH et al. (1984) isolierte wund charakterisierte =~ GM-CSF
(Granulocyte-macrophage colony stimulating factor) ist ein Wachstumsfaktor mit breitem
Wirkungsspektrum. Es stimuliert in vitro die Differenzierung und Proliferation der
Vorlduferzellen von Granulozyten, Makrophagen und DC (BURGESS, METCALF, 1980;
METCALF et al., 1986; INABA et al., 1992). GM-CSF wird in vivo von Monozyten und auch
von Zellen, die nicht zum Immunsystem gehoren, z.B. Fibroblasten, nach Aktivierung durch
Entziindungsmediatoren gebildet (KAPLAN et al., 1992; KIRCHNER et al., 1994;
BANCHEREAU, STEINMAN, 1998). In vitro ist GM-CSF fiir Uberleben, Funktion und
immunologische Ausreifung der DC als auch fiir die Ausbildung DC-typischer

Oberflichenmarker z.B. eine starke MHC-Klasse-II Expression, essentiell (WITMER-PACK et
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al., 1987; HEUFLER et al., 1987; WITMER-PACK et al.,1987; ALVARO-GRACIA et al. 1989;
GERRARD et al., 1990; STEINMAN, 1991). Durch GM-CSF konnen gré3ere Mengen an DC in
vitro produziert werden. Anhand der Effekte des Cytokins auf die Uberlebensfihigkeit, die
Funktion und das Wachstum von DC sollte das Cytokin eigentlich GMD-CSF (Granulocyte-
macrophage-dendritic cell colony stimulating factor) genannt werden (INABA et al., 1992).
Zusammen mit 1L-2, IL-3, IL-5, IL-7, IL-9, IL-13, IL-15 und GM-CSF gehort 1L-4 zu den
kurzkettigen Vier-Helix-Biindel-Cytokinen. (NICOLA, 1995) Dieses Glykoprotein ist ein
Produkt der TH2-Zellen (PAUL, 1991). IL-4 erhoht die Expression von
MHC-Klasse-1I-Molekiilen auf der Oberfliche von Monozyten und verbessert somit deren
Antigenprésentationsfiahigkeit (KIRCHNER et al., 1994; PAUL, 1991; TE VELDE et al., 1988),
vergrofert in vitro die Anzahl unreifer DC, verringert die Menge an CD14" Zellen (LAUENER
et al., 1990; XU et al., 1996) und inhibiert die Differenzierung von Makrophagen (JANSEN et
al., 1989). GERRARD et al. haben zeigen konnen, dass IL-4 einen direkten Effekt auf
Monozyten hat (GERRARD et al., 1990). In vitro wird die APC-Funktion von humanen
(ZLOTNIK et al., 1987) und von murinen Monozyten (TE VELDE et al., 1990) durch die
Anwesenheit von IL-4 verbessert.

SALLUSTO und LANZAVECCHIA (1994) konnten in Zusammenfassung dieser Erkenntnisse
zeigen, dass adhdrente PBMNL, die mit GM-CSF und IL-4 kultiviert wurden, nach dem
Einfluss von Reifungsstimuli den Phédnotyp und die kostimulierende Aktivitit reifer DC

ausbildeten.

1.1.4. Uberblick tiber die Rolle von IL-4 im Immunsystem

IL-4 iibt seine biologische Funktion iiber den IL-4-Rezeptor (IL-4R) aus. Es spielt eine
zentrale Rolle in der Regulation der Differenzierung von antigenstimulierten naiven T-Zellen
(SEDER et al., 1992; HSIEH et al., 1992). IL-4 unterdriickt sehr wirksam die Generierung von
I[FN-y  produzierenden = THI1-Zellen  und  kontrolliert  die  Spezifitit  des
Immunglobulinklassenswitches (GASCAN et al., 1991; COFFMAN et al., 1986; VITETTA et
al., 1985). IL-4 besitzt noch andere Effekte im hidmatopoetischen Gewebe. Es erhoht die
Expression von MHC Klasse Il auf B-Lymphozyten (NOELLE et al., 1984), stimuliert die
Expression des IL-4-Rezeptors (OHARA, PAUL, 1988) und fungiert als Co-Mitogen fiir das
B-Zell-Wachstum (HOWARD et al., 1982). Obwohl IL-4 selbst kein Wachstumsfaktor fiir
ruhende Lymphozyten ist, kann es die Lebensdauer von T- und B-Zellen in vitro verlangern

und Apoptose verhindern (DANCESCU et al., 1992; ILLERA et al., 1993; ZAMORANO et al.,
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1996; BOISE et al.,, 1995; MINSHALL et al., 1997). Zusitzlich zeigt dieses Cytokin
weitreichende und vielfdltige Wirkung auf Mastzellen, Makrophagen, hidmatopoetische
Vorlauferzellen und Stromazellen (JANSEN et al., 1989). IL-4 kommt weiterhin eine
bedeutende Rolle bei der Zelladhdsion und in Entziindungsreaktionen zu. Es ist beteiligt an
der Induktion der Expression des Adhésionsmolekiils VCAM-1 (vascular cell adhesion
molecule-1) auf GefdBlendothel (THORNHILL et al., 1991) und blockiert dort die Expression
von E-Selektin (BENNETT et al, 1997). Diese Anderung in der Balance von
Adhidsionsmolekiilen wéhrend einer Entziindungsreaktion durch IL-4 favorisiert die

Rekrutierung von T-Zellen und Eosinophilen gegeniiber neutrophilen Granulozyten.

1.1.5. Prostaglandin E; in der Immunantwort und sein Einfluss auf Dendritische Zellen

Die Prostaglandine, eine Signalmolekiilgruppe, die sich von der Arachidonsédure ableitet, sind
Fettsduren mit 20 Kohlenstoffatomen und einem Ring aus fiinf Kohlenstoffen. PGH, ist das
Substrat fiir beide Isoformen der Cyclooxygenase COX-1 und COX-2 und bildet somit das
Edukt fiir die Synthese von PGD,, PGE,, PGF,a und PGI,. Die Prostaglandine binden an
G-Protein  gekoppelte Rezeptoren und sind kurzlebige lokale Hormone mit
entziindungsstimulierender Wirkung (STRYER, 1995). Wihrend in nicht entziindetem Gewebe
die Menge an Prostaglandinen sehr niedrig ist, steigt sie bei inflammatorischen Prozessen
rapide an. Sobald die dadurch rekrutierten Immunzellen den Entziindungsherd infiltrieren,
wird die Prostaglandinmenge weiter gesteigert. Einige der Enzyme der Prostaglandinsynthese
sind induzierbar. Deshalb ist das Synthesemuster wihrend einer Immunantwort abhédngig von
der Zellart und von deren Aktivierungsstadium.

In inflammatorischen Modellen wurde beobachtet, dass in der frithen Entziindungsphase vor
allem PGE, gebildet wird (GILROY, 1999). PGE, agiert iiber vier verschiedene Rezeptoren
(EP1 bis EP4). Jeder dieser Rezeptoren wird von einem eigenen Gen codiert. Weil die
PGE;-Rezeptoren von verschiedenen Zellen in verschiedenen Mengenverhéltnissen
exprimiert werden, ist die Wirkung von PGE, auf die einzelnen Zellpopulationen sehr
unterschiedlich. Jeder PGE,-Rezeptor vermittelt ein anderes intrazelluldres Signal. Dies
ermoglicht der Zelle, eine fein abgestimmte Antwort auf dieses Signal zu geben. Die
Expression der verschiedenen PGE,-Rezeptoren wird unabhingig von einander reguliert. Ein
bestimmter Signaltransduktionsweg iiberwiegt und andere treten in den Hintergrund.
Beispielsweise erhoht sich die Menge an EP2 auf Makrophagen nach LPS-Stimulation um das
Fiinffache, wihrend sich die Menge an EP4 kaum erhoht (TILLEY et al., 2001).
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PGE; iibt den gegenteiligen Effekt zu IL-12 auf die TH1 und die TH2 Antwort aus. Beide
Mediatoren werden in Monozyten, Makrophagen und DC als Antwort auf verschiedene
Stimuli, wie bakterielle Produkte gebildet (HILKENS et al., 1996). Folge dessen wird die
TH1/TH2-Balance durch Cytokine und Prostaglandine moduliert. PGE, ist hierbei ein
TH2-favorisierender Faktor (PALMBLAD, 1990). Es unterdriickt also die zellvermittelte
Immunantwort, wdhrend es die humorale Antwort begiinstigt (ROPER, PHIPPS, 1994;
SNIJDEWINT et al., 1993). Es moduliert damit APC-Funktionen (HARIZI et al., 2001) und die
Produktion von inflammatorischen Cytokinen (WILLIAMS, SHACTER, 1997). Studien haben
gezeigt, dass PGE, ein starker Inhibitor der IL-12 Produktion ist, was wiederum das
Vorhandensein eines Feedbackmechanismus auf der Ebene der APC impliziert (VAN der
POUW KRAAN et al., 1995, STRAUSSMANN et al., 1994).

PGE; ist ein potenter Induktor fiir die Produktion von IL-10 (VAN der POUW KRAAN et al.,
1995, STRAUSSMANN et al., 1994, STOLINA et al., 2000). IL-10 wird von einer Reihe von
Zellen inklusive Monozyten gebildet (GROUX et al., 1998) und besitzt einen inhibierenden
Effekt auf die TH1-Antwort (MOORE et al., 2001; JGIETSEME et al., 2000; FIORENTINO et al.,
1991). PGE; moduliert die DC vermittelte Immunantwort iiber die Induktion von IL-10
(HAR1zI et al., 2002).

Die vier PGE, Rezeptoren des Menschen (EP1 bis EP4) werden alle von humanen unreifen
DC exprimiert, aber nur EP2 und EP4, die iiber Adenylatcyclase und damit iiber cAMP ihre
Funktion ausiiben, werden im Rahmen der DC Aktivitit hochreguliert (HARIZI et al., 2003).
PGE,; nimmt an der Regulation der Sensitivitdt von CCR7 teil (CHEN et al., 2004, LUFT et al.,
2002). Deshalb besitzt es eine duale Rolle in der Migration von DC: Die Regulation der
Expression und der Empfindlichkeit von CCR7. In Miusen mit einer EP4-Defizienz zeigen
die DC eine stark eingeschrinkte Wanderungsfahigkeit in Richtung Lymphknoten
(KABASHIMA et al., 2003).

Genau wie TNF-a, IL-1B und IL-6 ist PGE, an der Reifung von humanen MoDC beteilgt
(JONULEIT et al., 1997, KALINSKI et al., 1997). Obwohl selbst als proinflammatorischer
Mediator determiniert, hemmt PGE, die Freisetzung von proinflammatorischen Cytokinen
(TNF-a, IL-6, IL-12) (KALINSKI et al., 1997; JOZEFOWSKI et al., 2003; VASSILIOU et al.,
2003) und von proinflammatorischen Chemokinen wie CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1f3) und
CXCL10 (IP-10) (JING et al., 2003; KURODA et al., 2001) in LPS-stimulierten humanen
MoDC und murinen KMDC. Die Bedeutung von PGE, wird deutlich in EP4-defizienten
Mause, die eine schwere Colitis entwickeln (NARUMIYA et al., 1999). Weiterhin werden beim

Menschen durch die Einnahme nichtsteroider antiinflammatorischer Substanzen, die als
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COX-Hemmer fungieren, entziindliche Erkrankungen der Harnblase begiinstigt (AABAKKEN
et al., 1989). Diese Studien zeigen eine antiinflammatorische Rolle des PGE,
ibereinstimmend mit friiheren Beobachtungen des antiproliferativen Einflusses von PGE, auf

aktivierte T-Zellen (TILLEY et al., 2001).

1.2. Rezeptoren

1.2.1. Cytokinrezeptoren

1.2.1.1. Der IL-4-Rezeptor: Signalgebung und biologische Funktionen

1.2.1.1.1. Die Struktur des IL-4-Rezeptors

Der IL-4-Rezeptor ist Mitglied der Himatopoetinrezeptorsuperfamilie und ein pleiotroper Typ
I Cytokinrezeptor, der von TH2-Zellen, Basophilen und Mastzellen exprimiert wird. IL-4
wird von bestimmten Subtypen der T-Lymphozyten und Natiirlichen Killerzellen produziert
und ebenfalls von y/6 T-Zellen und Eosinophilen. Der IL-4-Rezeptor findet sich aulerdem in
hdmatopoetischem, endothelialem, epithelialem Gewebe sowie auf Muskelzellen,
Fibroblasten, Hepatozyten und Hirnzellen. Der Rezeptor besteht aus einer 140 kDa
IL-4Ra-Kette, die IL-4 mit hoher Affinitdt bindet. Obwohl die kiinstliche Homodimerisierung
der IL-4Ra-Kette in der Auslosung eines Signals miindet, spielt physiologisch nur die
Heterodimerisierung mit einer zweiten Kette eine Rolle. Die allgemeine y-Kette (yc-Kette),
zuerst beim IL-2-Rezeptor entdeckt, ist der vorrangige Bindungspartner in vielen Geweben.
Die yc-Kette erkennt dabei einen Komplex aus IL-4 und IL-4Ra. Obwohl die yc-Kette die
Affinitdt des IL-4 Rezeptors fiir IL-4 nur wenig erhoht, wird sie fiir die Aktivierung der
Signaltransduktion benétigt (NELMS et al., 1999).

Mitglieder der Hdmatopoetinrezeptorsuperfamilie teilen Strukturmotive in der extrazelluldren
Region. Diese besteht aus Typ III Fibronektindoménen, die konservierte gepaarte Cysteinreste
und in der Membranproximalregion ein WSXWS-Motiv aufweisen, welches fiir die
Cytokinbindung benétigt wird (MIYAJIMA et. al., 1992; LIVNAH et al., 1996). Strukturelle
Abweichungen in der extrazelluliren Doméne der IL-4Roa-Kette fiihren zu verdndertem
Rezeptorsignalverhalten. In der Tat weist eine Variante der IL-4Ra-Kette mit einer [le50Val
Substitution bei atopischen Patienten eine gesteigerte Signaltransduktion auf, die wiederum in

einer erhohten IgE-Produktion miindet (MITSUYASU et al., 1998).
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In der cytoplasmatischen Domine der IL-4Ro-Kette gibt es flinf Tyrosinreste, deren
Positionen und umgebenden Sequenzen stark konserviert sind und bei verschiedenen Spezies
vorkommen, was wiederum den Schluss zulésst, dass diese Bereiche funktionell bedeutsam
sind (siche Abb. 1, NELMS et al., 1999). Eine kleine prolinreiche Sequenz in der
membrannahen Region der Kette, genannt Box-1-Motiv, ist in einer Reihe von
Hamatopoetinrezeptoren zu finden. Die daran angrenzende saure Region und das
Box-1-Motiv selbst sind &hnlich denen in der IL-2RB-Kette, welche mit Kinasen der Src-

Familie interagiert (MURAKAMI et al., 1991; MINAMI et al., 1993).

MOTIF
14R: “’PLxxxxNPxYxSxSD < Y497 [Y1]

S{GYQEF < Y575 [Y2]
Stat-6: :GYKAF < Y603 [Y3]
“’GYKPF < Y631 [Y4]

ITIM: "IVYSAL Y713 [Y5]

Abb. 1: IL-4R Struktur und Funktion. Der IL-4R-Komplex besteht aus der IL-4Ra-Kette und der yc-Kette. Diese
sind mit den Tyrosinkinasen Jak1 und Jak3 assoziiert. Die cytoplasmatische Doméne der humanen IL-4Ra-Kette
enthélt fiinf konservierte Tyrosinreste. Das der Cytoplasmamembran am néchsten liegende (Y497) ist Teil des
I4R-Motivs, welches fiir die Interaktion mit IRS-1/2 und damit fiir die Ausbildung von Proliferationssignalen
und Antiapoptosesignalen wichtig ist. Die Tyrosinreste zwei, drei und vier (Y575, Y603 und Y631) sind
eingebettet in stark konservierte Sequenzen, die fiir die Bindung und Aktivierung von STAT6 unabdingbar sind.
Das C-terminale Tyrosin (Y713) dient als Bindestelle fiir regulierende Phosphatasen wie SHIP (NELMS et al.,
1999).
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1.2.1.1.2. Aktivierung der Signaltransduktion durch den IL-4-Rezeptor

Die ligandeninduzierte Dimerisierung oder Multimerisierung von Cytokinrezeptoren miindet
in der Aktivierung von Tyrosinkinasen, die zelluldre Substrate phosphorylieren und damit
Signalkaskaden initiieren (MIYAJIMA et. al, 1992). Die Bindung von IL-4 an seinen
Rezeptorkomplex fiihrt zur intrazelluldren Tyrosinphosphorylierung an der IL-4Ro-Kette.
Weder die IL-4Ra-Kette noch die yc-Kette besitzen eine endogene Kinaseaktivitét, sind also
keine Rezeptortyrosinkinasen. Der IL-4R und alle anderen Mitglieder der
Hématopoetinrezeptorfamilie bendtigen rezeptorassoziierte Kinasen flir die Initiierung der
Signaltransduktion. Cytoplasmatische Proteintyrosinkinasen wie Src und Jak sind mit Typ I
Cytokinrezeptoren wie dem IL-4R assoziiert. Die Familie der Janustyrosinkinasen (Jak) ist
hierbei von groBer Wichtigkeit (TANIGUCHI, 1995).

Drei Mitglieder der Familie der Januskinasen, ndmlich Jakl, Jak2 und Jak3, werden IL-4R
abhingig aktiviert und sind verbunden mit Komponenten des IL-4R-Komplexes (RANE,
REDDY, 2000). In den meisten hdamatopoetischen Zellen erfolgt nach IL-4-Stimulation die
Phosphorylierung von Jakl und Jak3 (WITTHUHN, et al., 1994; YIN et al., 1994). Jakl
assoziiert mit IL-4Ra (YIN et al, 1994), wihrend Jak3 mit der yc-Kette interagiert
(MIYAZAKI et al.,, 1994). Die Bindung von IL-4 an die IL-4Roa-Kette miindet in der
Tyrosinphosphorylierung von Jakl und Jak3. In nichthdmatopoetischen Zellen erfolgt eine
IL-4 bedingte Phosphorylierung von Jakl, Jak2 und Tyk2, nicht aber von Jak3. Fiir die
Interaktion von Jak1l mit der IL-4Ra-Kette scheinen das Box-1-Motiv und die saure Region
verantwortlich zu sein. Jakl ist hierbei fiir die IL-4 stimulierte Induktion der IRS-1/2
Phosphorylierung absolut unverzichtbar (WANG et al., 1997; CHEN et al., 1997).

Die Aktivierung der IL-4R assoziierten Kinasen fiihrt zur Tyrosinphosphorylierung der
IL-4Ra-Kette, ein Prozess, der sehr schnell nach der Ligandenbindung stattfindet. Die fiinf
konservierten Tyrosinreste der cytoplasmatischen Doméne der IL-4Ra-Kette sind potentielle
Phosphorylierungsstellen und damit involviert in die Interaktion mit Signalproteinen, die SH2
(Src-homology 2) oder PTB (phosphotyrosinbindende) Doménen aufweisen.

Die cytoplasmatische Doméne von IL-4Ro enthédlt drei funktionell verschiedene Regionen,
eine fir die Interaktion mit Jakl, eine zweite fiir die Aktivierung von Proliferation und
Apoptosehemmung und die dritte fiir die Initiierung von Signalen, die iiber die Aktivierung

von STAT6 zur Induktion IL-4 abhingiger Gene fithren (NELMS et al., 1999).



Einleitung

1.2.1.1.3. Der IRS-1/2-Signalweg

Bei der IL-4-induzierten Signaltransduktion spielt neben dem STAT6 ein weiteres
Signalmolekiile, welches in Folge der Ligation des IL-4R phosphoryliert wird, eine wichtige
Rolle. Es handelt sich hierbei um das 170 kDa Phosphoprotein 4PS/IRS-2 (IL-4 induced
phosphotyrosine substrate/insulin receptor substrate 2) (siche Abb. 2). Seine Funktion liegt in
der Aktivierung einer Klasse I PI3K, die verschiedene Proteinkinasen reguliert. Das
Signalmolekiil 4PS ist mit dem IRS-1 (Insulinrezeptorsubstrat-1) verwandt. Die Gene fiir 4PS
und IRS-1 weisen einen hohen Grad an Ubereinstimmung auf, so dass 4PS in IRS-2
umbenannt wurde (SUN et al., 1995).

Die Bedeutung von 4PS/IRS-2 als IL-4-abhidngiges Molekiill wurde an der myeloiden
Vorléduferzelllinie 32D demonstriert. Diese Zellen exprimieren keine nachweisbaren Mengen
an IRS-Molekiilen (WANG et al., 1993; SUN et al., 1995). Wéhrend andere myeloide Linien,
die IRS-2 bilden und nach IL-4-Stimulation proliferieren, tun 32D Zellen dies nicht. 32D
Transfektanten, die IRS-2 exprimieren, zeigen nach IL-4-Stimulation eine Zellvermehrung.
Dies ldsst den Schluss zu, dass IRS-1/2 eine Verbindung zwischen IL-4R und den
Signalwegen herstellt, die in der Induktion zelluldrer Proliferation involviert sind.

Die Region zwischen den Resten 437 und 557 mit der darin eingebetteten
Aminosiuresequenz ***PLXXXXNPXYXSXSD (siche Abb. 1) der IL-4Ra-Kette ist fiir die
Aktivierung von IRS-1/2 und der damit verbundenen IL-4-induzierten Aktivierung der
Proliferation verantwortlich. Sie enthélt ein stark konserviertes Tyrosin. Die Sequenz besitzt
eine grole Homologie zu Sequenzen der cytoplasmatischen Domine des Insulinrezeptors und
des Rezeptors fiir IGF-1, die ebenfalls mit dem IRS-1/2-Signalweg interagiert. Die
Substitution des Tyrosins durch Phenylalanin blockiert den IRS-1/2-Signalweg, da in der
IL-4Ra-Kette an der Position 497 nun keine Phosphorylierung mehr stattfinden kann
(KEEGAN et al., 1994). Da diese Sequenz sowohl fiir Funktionalitit des Insulinrezeptor als
auch fiir die des IL-4Ra bedeutsam ist, wird sie [4R-Motiv (Insulin IL-4 Rezeptor Motiv)
genannt. IRS-1/2 Molekiile binden an das phosphorylierte Y497 mittels einer N-terminale
PTB-Doméne an (GUSTAFSON et al., 1995). Weiterhin sind die Reste L489, P488 und 1491 im
[4R-Motiv der IL-4Ra-Kette fiir die Interaktion mit IRS-2 notwendig (WANG et al., 1998).
Der N-Terminus von IRS-1/2 enthélt eine PH-Doméine (Pleckstrinhomologiedomine) wie sie
in einer Vielzahl von Signalmolekiilen vorhanden ist (ZHOU et al., 1995). PH-Doménen
scheinen eine Rolle in der Lokalisierung von Proteinen an der Plasmamembran zu spielen, da

siec direkt mit Phosphatidylinositolmembranlipiden interagieren konnen (LEMMON et al.,
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1995). IRS-1/2 werden phosphoryliert als Resultat der Interaktion mit dem aktivierten IL-4R.
Eine Reihe der phosphorylierten Stellen interagiert direkt mit SH2-Doménen verschiedener
Signalmolekiile, z.B. der SH2-Doméne der regulatorischen Untereinheit von PI3K. Dies
verdeutlicht die Bedeutung von IRS-1/2 als cytosolische Briickenproteine (SUN et al., 1991,
SUN et al., 1993; SUN et al., 1995).

Die primére PI3K-Isoform, die durch IL-4 aktiviert werden kann, ist eine Klasse IA PI3K
(siche Abb. 5) bestehend aus der regulatorischen Untereinheit p85 und der katlytischen
Untereinheit p110. Die p85 Untereinheit enthélt zwei SH2-Doménen im C-Terminus und eine
SH3-Doméne im N-Terminus (KAPELLER et al., 1994A; KAPELLER et al., 1994B). Die
SH2-Doménen von p85 flankieren eine 104 AS-Sequenz, welche die Interaktion mit p110
ermoglicht (KLIPPEL et al., 1993, DHAND et al., 1994). Die p85 Untereinheit agiert als
Adaptermolekiil, indem es p110 mit tyrosinphosphorylierten Molekiilen verbindet (FRUMAN,
CANTLEY, 2002). Die IL-4R-Stimulation fithrt zur Bindung von p85 an phosphoryliertes
IRS-1/2 Molekiile. IRS-1 hat vier, IRS-2 zehn potentielle p85 Bindestellen (SUN et al., 1995;
SUN et al., 1993).

Die Interaktion von p85 mit IRS-1/2 miindet in einer Konformationsdnderung der mit ihr fest
verbundenen pl10 Untereinheit und fiihrt damit zur Aktivierung ihrer katalytischen
Eigenschaften (DHAND et. al., 1994). Durch die Lipidkinaseaktivitit der PI3K wird in vitro
die Hydroxylgruppe am dritten C-Atom des Inositolringes von Phosphatidylinositolen der
Zellmembran phosphoryliert (FRUMAN, CANTLEY, 2002). Die schnelle Produktion von
Phosphatidylinositol-(3,4,5)-triphosphat und Phosphatidylinositol-(3,4)-dipahosphat
gewdhrleistet die Aktivierung von zahlreichen Kinasen wie Proteinkinase C und die Akt
Kinase (Proteinkinase B) (FRANKE et al., 1997B; FRUMAN, CANTLEY, 2002). Einmal
aktiviert, phosphoryliert p110 auch Serin- und Threoninreste von Proteinen (DHAND et. al.,
1994), besitzt also neben der Lipidkinaseaktivitit auch Proteinkinaseaktivitit. PI3K
phosphoryliert Ser/Thr an IRS-1. Es ist durchaus moglich, dass eine Phosphorylierung von
IRS-1/2 an Ser/Thr die Interaktion mit dem I4R-Motiv von IL-4Ra verringert oder gar
blockiert, so dass eine weitere IRS-1/2-Aktivierung verhindert wird. Dies wiirde als negatives
Feedback der Regulierung des IRS-1/2-Signalweges dienen (PAZ et al., 1997).

Die Aktivierung des IRS-1/2-Signalweges ist unter Umstinden verbunden mit der
Aktivierung des Ras/MAPK-Weges in einer Reihe von Cytokinrezeptorstimulationen und
Insulin. Die IL-4-bedingte Aktivierung des RassMAPK-Weges konnte in himatopoetischen

Zellen nicht durchgéngig nachgewiesen werden (DURONIO et al., 1992; WELHAM et al,,
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1994A; WELHAM et al., 1994B; WELHAM et al., 1995). Dies konnte ganz speziell von der

untersuchten Zelllinie und dem Entwicklungsstadium der Zellen abhidngen.

1.2.1.1.4. Die Aktivierung von STAT6

Wihrend das [4R-Motiv von IL-4Ra bedeutsam ist fiir die Aktivierung von Signalwegen,
welche die Zellproliferation regulieren, sind andere Regionen des cytoplasmatischen Teils der
IL-4Ra-Kette fiir die Aktivierung von IL-4-induzierter Genexpression zustindig. Dies betrifft
die Genregulierungsdoméine zwischen den Aminoséureresten 557 bis 657 (RYAN et al., 1996).
Sie enthédlt drei konservierte Tyrosinreste (Y575, Y603, Y631) als potentielle
Phosphorylierungsstellen und Interaktionsareale fiir SH2-Doménen von Signalproteinen. Die
Mutation aller drei Tyrosinreste flihrt zu einer stark verminderten IL-4-induzierten
Genexpression. Die Genregulierungsdoméne bendtigt wenigstens ein intaktes Tyrosin, um
seiner Funktion gerecht zu werden. Die Reste, welche die Tyrosine der
Genregulationsdomine unmittelbar umgeben, sind GYK/QXF (Y575 in GYQEF, Y603 in
GYKAF, Y631 in GYKPF, siche Abb. 1). Sie stellen den Anbindungsbereich fiir die
STAT6-Molekiile dar. Das zentrale Tyrosin des [4R-Motivs ist eingebettet in die Sequenz
AYRSF. Durch seine Ahnlichkeit mit den tyrosinhaltigen Sequenzen der
Genregulationsdomine kann auch das I4R-Motiv als schwache Bindestelle fiir STAT6
fungieren (NELMS et al., 1999).

Die Entdeckung der STAT-Molekiile (Signal transducers and activators of transcription)
entritselte den Mechanismus der cytokinabhingigen Expression flir IL-4 und fiir andere
Cytokine. Ein oder mehrere STAT-Molekiile werden von jedem Mitglied der
Hiamatopoetinrezeptorfamilie und von den mit ihnen verwandten Rezeptoren aktiviert. STATSs
dienen der direkten Verbindung zwischen dem Cytokinrezeptor und dem
Transkriptionsapparat. Die Phosphorylierung durch Jak ist fiir die STAT-Aktivierung
essentiell. Deshalb wird diese Art der Signaltransduktion auch Jak-STAT-Weg genannt
(DARNELL, 1997).

STAT6 wird durch IL-4-Stimulation aktiviert und ist essentiell fiir die Expression vieler
IL-4-abhédngiger Gene oder verbessert zumindest deren Expression, z.B. VCAM-1, Eotaxin,
MCP-1, MCP-3, MHC Klasse II, CD23, IgE, IgG1, IL-4Ra. (KAPLAN et al., 1996; MALERBA,
PIGNATTI, 2005; RYAN et al., 1996; NAKANISHI et al., 1996). STAT6 bindet am
phosphorylierten Rezeptor (Y575, Y603, Y631) iiber seine stark konservierte SH2-Doméne.

Dies fiihrt zur Phosphorylierung von STAT6 an einem C-terminalen Tyrosinrest (DARNELL,
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1997). STATG6 dissoziiert vom Rezeptor und bildet Homodimere iiber die SH2-Doménen und
den phosphorylierten C-terminalen Tyrosinresten. Diese Komplexe wandern zum Kern wo sie
an spezifische DNA-Sequenzen in der Promotorregion von IL-4-abhéngigen Genen binden.
STAT-Molekiile erkennen palindrome Sequenzen. Diese variieren in Abhingigkeit des zu
bindenden STAT, weisen aber meistens das Grundmuster TTC(N),GAA auf. Jedes Monomer
eines STAT-Komplexes assoziiert mit einer Hilfte des Palindroms (CHATTERJEE-KISHORE et
al., 2000). STAT6 bindet vorrangig an die Sequenz TTC(N)sGAA (EHRET, et al., 2001;
SEIDEL, et al., 1995).

Es ist bekannt, dass STATs mit Transkriptionsfaktoren stabile Komplexe bilden. Dies konnte
fir STAT6 und NF-xB mittels Coimmunprizipitation nachgewiesen werden (SHEN,
STAVNEZER, 1998). Die Kooperation mit NF-xB ist wichtig fiir die Transkriptionsaktivierung
des IgE-Gens durch STAT6 (MIKITA et al., 1996; SHEN, STAVNEZER, 1998).

Die Bedeutung von STAT6 wurde in verschiedenen Studien an knockout Méusen
demonstriert. STAT6-knockout Méuse zeigen keine nachweisbare Menge an IgE. Sie
reagieren auf die Infektion mit dem Helminthen Nippostrongylus brasiliensis oder auf die
Injektion von anti-IgD mit einem sehr geringen Anstieg von IgE (ca. 1% des IgE-Wertes des
Wildtyp). STAT6-knockout Méuse sind nicht in der Lage, eine TH2-Antwort gegen
Nippostrongylus brasiliensis zu initiieren. Sie kénnen den Parasiten dadurch nicht erfolgreich
abwehren. Lymphozyten von STAT6-knockout Méusen konnen keinen Klassenswitch zu IgE
und IgGl nach Stimulation durch LPS und IL-4 durchfiihren. Diese Tiere zeigen keine
IL-4-induzierte Genexpression, wie die Hochregulierung von CD23, MHC Klasse II und
IL-4R. Nach IL-4-Gabe erfolgt keine Unterdriickung der Differenzierung von naiven T-Zellen
in [FNy-produzierende TH1-Zellen. Diese spezifische Immundefizienz von STAT6-/- Méusen
stammt von der Blockade der IL-4-abhidngigen TH2-Zellentwicklung und von der Unfahigkeit
einen Klassenswitch in B-Zellen zu initiieren, weil IL-4 nicht gebildet wird und weil
STAT6-/- Zellen unempfanglich fiir die IL-4-Stimulation sind (NAKANISHI et al., 1996;
URBAN et al., 1998). Die Symptomatik, welche von STAT6-knockout Méusen gezeigt wird,
ist die gleiche wie die von IL-4Ra-knockout Méusen (NOBEN-TRAUTH et al., 1997).
Analysen von STAT6-defizienten Méusen zeigen, dass IL-4 als Co-Mitogen fiir B- und
T-Zellen trotzdem wirksam ist. IL-4 schiitzt auch hier B- und T-Lymphozyten vor spontaner
Apoptose (VELLA et al., 1998).

Ein Polymorphismus in der Kernsequenz der STAT6-Bindestelle um das Tyrosin 575 der
IL-4Ra-Kette (Q576R) wurde bei Patienten mit Hyper-IgE-Syndrom und bei Patienten mit

atopischer Dermatitis gefunden. Dieser Polymorphismus geht mit einer gesteigerten
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Expression von CD23 und verstarkter IgE-Produktion einher. Der Austausch von Q nach R

scheint die Bindungsfahigkeit fiir STAT6 zu verbessern (HERSHEY et al., 1997).

IL-4E e

Zellmembran

G5,

. _ Klassenswitch zu IgE
Proliferation Expression von CD23
Expression von MHCII

Abb. 2: Schema der IL-4-Signaltransduktionskaskade im Typ I IL-4R in hdmatopoetischen Zellen (TAKEDA et
al., 1997; CHATILA, T. A., 2004).

1.2.1.1.5. Modulation der IL-4-Rezeptor-Signalwege

1.2.1.1.5.1. Die Rolle von Phospho-Tyrosin-Phosphatasen

Die Tyrosinphosphorylierung und Interaktion von Signalproteinen reprisentiert den Beginn
vieler Signalwege. Die allgemeine Kontrolle von Tyrosinphosphorylierungen obliegt den
Phospho-Tyrosin-Phosphatasen (PTP). Die SH2-enthaltenden Phosphatasen SHP-1 und
SHP-2 als auch die SH2-enthaltende Inositol-5-Phosphatase (SHIP) sind wichtige
Modulatoren in Cytokinsignalwegen (SCHARENBERG, KINET, 1996).

SHP-1/2 interagieren iiber ihre SH2-Doméne mit so genannten ITIMs (immunregulatory
tyrosine based inhibitory motif). Wahrend SHP-2 in vielen Geweben exprimiert wird, kommt
SHP-1 vorrangig in hidmatopoetischem Gewebe vor und ist dort unabdingbar fiir die
Regulation von cytokininduzierten Signalwegen (DAVID et al., 1995). Eine ITIM-Region ist
am C-Terminus der IL-4Ra-Kette zu finden. Es ist daher wahrscheinlich, dass SHP-1/2 tiber
diese Region eine regulierende Funktion auf die Phosphorylierungsreaktionen, die in
Assoziation mit dem IL-4R stattfinden, ausiibt. HAQUE et. al. wiesen nach, dass eine

spezifische Hemmung dieser Phosphataseaktivititen zu einer Jakl und STAT6-Aktivierung
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fithrt. Damit wére die Regulationsfunktion von SHP-1/2 belegt (HAQUE et al., 1998). Laut
DAVID et al. wirkt SHP-1 auf Jak1 ein und ist deshalb sein direkter Regulator (DAVID et al.,
1995). KASHIWADA et al. zeigten, dass Zellen mit einer Mutation in Position 713 von IL-4Ra
gleiche Level an Jakl und phosphoryliertem IRS-2 aufweisen wie diejenigen, die keine
Mutation an Tyrosin 713 trugen, was wiederum vermuten ldsst, dass frithe Prozesse in der
Signaltransduktion des IL-4R durch die Funktionen des ITIM nicht beeinflusst werden
(KASHIWADA et al., 2001). Dies wiirde den Ergebnissen von DAVID et al. und HAQUE et. al.,
welche eine Beeinflussung der Jakl Aktionen beobachteten, widersprechen. Das ITIM der
IL-4Ra-Kette scheint vielmehr Teil eines gezielten Regulationsmechanismus fiir STAT6 zu
sein. Die Mutation Y713F im ITIM bewirkt eine signifikante Erhdhung der
STAT6-Phosphorylierung, was  wiederum eine  hohere  Bindungsaktivitit  der
STAT6-Molekiile untereinander und damit eine stirkere Aktivierung des IL-4Ro-abhéngigen
Jak-STAT-Weges zur Folge hat (KASHIWADA et al., 2001).

Im Gegensatz zu SHP-1/2, die auf Phosphoproteine Einfluss nehmen, agiert SHIP mit dem
5'Phosphat von Phosphatidylinositol-(3,4,5)-triphosphat und reguliert somit den PI3K-Weg
durch Dephosphorylierung der PI3K-Produkte (SCHARENBERG, KINET, 1996). Diese
Phosphataseaktivitit miindet nicht zwangsldufig in eine negative Regulation des PI3K-Weges.
Die Bildung von Phosphatidyinositol-(3,4)-diphosphat ist ein wichtiger Aktivator der
antiapoptotischen Kinase Akt (FRANKE et al., 1997).

1.2.1.1.5.2. Negative Regulation des Jak-STAT-Weges

Ein zweiter regulatorischer Mechanismus spielt eine spezifische Rolle in der Modulation des
Jak-STAT-Weges. Es handelt sich hierbei um eine Reihe von Proteinen mit SH2-Doménen,
deren Expression durch die cytokinstimulierte STAT-Aktivierung induziert wird: CIS
(cytokin induzierte SH2), SOCS-1, 2, 3 (Suppressoren der Cytokinsignale), JAB (Jak
bindend), SSI-1 (STAT induzierter STAT Inhibitor). Sie werden innerhalb einer Stunde nach
Cytokinstimulation gebildet. Die Mengen dieser Regulatoren sind cytokinabhdngig. IL-4
erhoht die Expression von CIS und SOCS-3 vor allem in Knochenmarkzellen, stimuliert
ebenso die Bildung von SOCS-1 und SOCS-2, aber in geringerem Umfang. Diese
Regulationsproteine scheinen direkt mit aktivierten Januskinasen zu interagieren und sie

dadurch zu hemmen. (STARR et al, 1997, NAKATA et al., 1997, ENDO et al., 1997).
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1.2.1.2. Der IL-13-Rezeptor

IL-13 wird von aktivierten T-Zellen sezerniert und ist mit IL-4 verwandt. Beide Cytokine
liegen auf dem humanen Chromosom 5 und bei der Maus auf Chromosom 11. Das Protein
IL-13 zeigt eine groBe Homologie zu IL-4. Biologisch teilen beide Cytokine viele Funktionen
miteinander wie z.B. die Expressionssteigerung von MHC Klasse II auf B-Zellen und
Makrophagen und den Klassenswitch zu IgE. Aber IL-13 ist nicht in der Lage, eine
T-Zell-Polarisierung zu bewirken. Die Ubereinstimmungen in den biologischen Funktionen
von IL-4 und IL-13 lassen sich durch die Ahnlichkeit der Rezeptoren fiir diese Cytokine
erklaren. Ein Beweis hierfiir ist die Tatsache, dass ein monoklonaler Antikérper gegen die
a-Kette des IL-4R auch die durch IL-13 induzierten Aktionen hemmt. IL-13 kann sowohl die
a-Kette des IL-4-Rezeptors als auch die des IL-13-Rezeptors nutzen, ebenso wie IL-4 den
IL-4Ra/yc oder den IL-4Ra/IL-13Ra. (siche Abb. 3, TAKEDA et. al., 1997). Dies erklart,
warum eine Reihe von Zellen, die nicht die yc-Kette exprimieren, trotzdem fiir IL-4 sensitiv
sind (OBIRI et al., 1995; DAWSON et al., 1997). Die IL-13Ra-Kette, die von diesen Zelllinien
exprimiert wird, bildet zusammen mit IL-4Ra einen IL-4-bindenden Rezeptorkomplex. In der
Tat ist IL-13Ra der Assoziationspartner von IL-4Roa in nichthdmatopoetischem Gewebe
(MURATA et al., 1998). Demzufolge spielt STAT6 nicht nur in der IL-4-Signaltransduktion
eine entscheidende Rolle sondern auch in der von IL-13. Alle IL-13-bedingten Funktionen

finden in STAT6-defizienten Mausen nicht statt (KAPLAN et. al., 1996; TAKEDA et al., 1999).

1.-4 -4 L-13

Zellmembran

YC IL-13Ra IL-13Ra

IL-4Rc IL4R o IL4Ro
Abb. 3: Modell des IL-4- und des IL-13-Rezeptorkomplexes. IL-4 bindet den Komplex aus IL-4Ra und yc (Typ

I IL-4R) als auch den aus IL-4Ra und IL-13Ro (Typ II IL-4R). IL-13 bindet den Komplex aus IL-4Ra und
IL-13Ra (TAKEDA et al., 1997).
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IL-4Ra ist essentiell fiir die Signaltransduktion beider Cytokine. Durch die Paarung von
IL-4Ro mit definierten Partnerketten und der daraus resultierenden Bildung verschiedener
Rezeptorheterodimerkomplexe wird nach Bindung eines entsprechenden Liganden die
jeweilige spezifische Signaltransduktion in Gang gesetzt. Man unterscheidet je nach
Partnerkette den Typ I IL-4R vom Typ II IL-4R. Typ I IL-4R besteht aus IL-4Ro und der
vc-Kette, die auch als Bestandteil anderer Cytokinrezeptoren auftritt, z.B. bei IL-2R, IL-7R,
IL-9R und IL-15R, und deshalb als common gamma Untereinheit bezeichnet wir. Typ I IL-4R
kommt auf hdmatopoetischen Zellen vor und ist hochspezifisch fiir IL-4. Beim Typ II IL-4R
bindet IL-4Ra die Partnerkette IL-13Ral. Diesen Rezeptor findet man auf hdmatopoetischen
als auch bei nichthdmatopoetischen Zellen wie dem Epithel der Atemwege. Typ II IL-4R
bindet nicht nur IL-4 sondern auch IL-13. IL-13 interagiert zuerst mit IL-13Ra 1, welches nur
eine geringe Affinitdt fiir IL-13 besitzt. Danach wird die IL-4Ra-Kette gebunden, und die
Affinitat fiir IL-13 erhoht sich um ein Vielfaches (AMAN et al., 1996). Fiir IL-13 existiert
noch ein weiterer Rezeptor mit hoher Spezifitit aber ohne erkennbare biologische Funktion
im Sinne einer Signaliibertragung. Dieser einkettige Rezeptor besteht nur aus der
IL-13Ra2-Kette und scheint dem Abfangen iiberschiissigen IL-13 zu dienen. Diese Funktion
konnte als Regulation der IL-13-Wirkung angesehen werden und wiirde somit der
Vorbeugung einer allergischen Reaktion dienen. Viele Studien offenbaren tatsdchlich die
Dominanz von IL-13 gegeniiber IL-4 beim Induzieren von Merkmalen allergischer
Atemwegserkrankungen, wie  z.B.  Becherzellmetaplasie,  Schleimiiberproduktion,
Gewebseosinophilie und Ventilationstorung. Somit wire eine entsprechende Inhibition der

IL-13-Wirkung durch die IL-13Ra2-Kette denkbar (CHATILA, 2004).

1.2.2. Sieben-Helix-Rezeptoren (Serpentin-Rezeptoren)

1.2.2.1. Charakteristika

Bei unreifen DC findet man Rezeptoren fiir inflammatorische Mediatoren, bei reifen DC
Rezeptoren fiir das Homing in lymphatische Organe und fiir die Bindung an T-Lymphozyten.
Anders gesagt exprimieren DC wihrend ihrer Reifung wechselnde Muster von
stadienspezifischen = Oberflichenmolekiilen. Hierzu gehdren die so  genannten
Sieben-Helix-Rezeptoren. Diese spielen zusammen mit den an sie gekoppelten G-Proteinen
eine zentrale Rolle bei vielen Signaltransduktionen aller Eukaryonten und besitzen eine lange

Evolutionsgeschichte. Aufgrund ihres phylogenetischen gemeinsamen Ursprungs sind
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Serpentin-Rezeptoren durch gemeinsame Grundprinzipien gekennzeichnet:

- Sieben-Helix-Rezeptoren entfalten ihre Wirkung immer iiber G-Proteine. G-Proteine
sind auch immer an Sieben-Helix-rezeptoren gekoppelt.

- Sieben-Helix-Rezeptoren haben eine zentral gelegene Ligandenbindestelle in der
Hohe der Lipiddoppelschicht.

- Die Ligandenbindung 16st eine Konformationsinderung aus, die durch die
intrazelluldren Loops des Rezeptors weitergeleitet werden. Hierbei ist vor allem die
dritte cytosolische Schleife von zentraler Bedeutung fiir die Signaliibertragung auf die
entsprechenden G-Proteine.

- Werden Sieben-Helix-Rezeptoren durch einen Liganden aktiviert, kommt es zum
Austausch von GTP gegen GDP unter Beteiligung der assoziierten G-Proteine.

- Die Bindung von GTP an ein G-Protein 16st dessen Aktivierung aus und es dissoziiert
in die Untereinheiten G, und Gg,. Dadurch wird der aktivierte Rezeptor freigegeben.

Das Signal wird fast immer durch die G4-Unterinheit weitergeleitet, manchmal auch
durch Gg,.

- Aktivierte Sieben-Helix-Rezeptoren werden durch Phosphorylierung von Serin- und
Threoninresten in ihrem Carboxyterminus deaktiviert.

- Gq hydrolysiert das gebundene GTP zu GDP und iiberfiihrt das G-Protein wieder in
die inaktive Form, wodurch dessen Dissoziation aufgehoben werden kann und die
Bindung an die cytosolische Seite des Serpentin-Rezeptors erneut moglich wird.

- Viele G-Proteine sind gegeniiber dem Choleratoxin und dem Pertussistoxin sensitiv
und konnen durch diese unkontrolliert aktivert bzw. inaktivert werden. Das
Choleratoxin stabilisiert die Bindung von GTP am G-Protein (Aktivierung), das
Petussistoxin die Bindung von GDP (Inaktivierung) (STRYER, 1995).

G-Protein-basierende Signalwege induziert iiber Serpentinrezeptoren aktivieren den einzigen

Vertreter der Klasse IB PI3K, die PI3Ky (Abb.5). Deren katalytische Untereinheit ist die

p110y. Nur sie assoziiert mit der regulatorischen Untereinheit p101, die wiederum spezifisch

an das By-Dimer des aktivierten G-Proteins bindet und dadurch die PI3Ky stimuliert. Die mit
der By-Untereinheit von G-Proteinen-assoziierende PI3Ky produziert vor allem

Phosphatidylinositol-(3,4,5)-Triphosphat und aktiviert anschlieBend die Proteinkinase B

(FRUMAN, CANTLEY, 2002).
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VI

QCOOH

Abb. 4: Schematische Darstellung von Chemokinrezeptoren. Ligandenbindung und Spezifitit werden durch die
Bildung einer intramolekularen Disulfidbriickenbindung zwischen dem Aminoterminus und der dritten
extrazelluldren Schleife ermoglicht. Dies ist die Erkennungssequenz. Verglichen mit anderen GPCR besitzen
Chemokinrezeptoren eine relativ kurze intrazellulére dritte Schleife. Die drei intrazelluldren Schleifen bilden die
Binderegion fiir G-Proteine. Zusitzlich sind die Go und die Gy Untereinheiten durch Myristylierung und
Isoprenylierung an der Innenseite der Zellmembran verankert (YOUN et al., 2002).

‘ Fxtrazellulare Agoristen

/ \ G Proteingeloppelte |

Rezeptoren

Fezeptortyrosin-
kinasen ‘ Cytokinrezeptoren H Adbasionsrezeptoren ‘

G H Gy ‘

L rn

‘ PI3K o, . & ‘ ‘ PI3K v |
/

Zellrealdionen:
Proliferation
Endorytoze
Differenziening
Kontraldion
Apoptose
Duletilitat
A dkdsion

Abb. 5: Die vier PI3K-Isoenzyme in Sédugerzellen als Mediatoren der Signaltransduktion. Die
Lipidkinaseaktivitit der PI3K wird durch spezifische Rezeptoren aktiviert (WETZKER, 2004).
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1.2.2.2. Anaphylatoxine und ihre Rezeptoren

Anaphylatoxine sind kleine Spaltprodukte von Komplementproteinen. Sie gehen nach der
Aktivierung der Komplementkaskade durch proteolytische Spaltung aus den Faktoren C3, C4
und C5 als C3a, C4a und C5a hervor und gelten als proinflammatorische Peptide mit
immunmodulierendem Charakter (JANEWAY, TRAVERS, 2002; WARD, 2004). Eine ihrer
Hauptfunktionen ist die Rekrutierung von Leukozyten. Diese wandern dann zu den Orten von
Infektionen, Entziindungen und Traumata. Gemeinsame strukturelle Merkmale der
Anaphylatoxine sind drei intramolekulare Disulfidbriicken und die C-terminale Aminoséiure
Arginin (HUGLI, 1984). Komplementspaltprodukte werden durch spezifische Rezeptoren
erkannt, die sich auf Endothelzellen, Mastzellen und Phagozyten (Monozyten, Makrophagen,
unreifen DC, neutrophilen Granulozyten) befinden. Durch die Bindung der Anaphylatoxine
an zugehorige Rezeptoren kommt es zum Fliissigkeitseinstrom und zur Einwanderung von
inflammatorischen Zellen in den Ort der Entziindung. Eine iibermifige Produktion von
Anaphylatoxinen fiihrt zu einem generalisierten schockdhnlichen Systemkollaps, der als
anaphylaktischer Schock bezeichnet wird. Alle drei Anaphylatoxine bewirken eine
Kontraktion der glatten Muskulatur und erhdhen die GefdBpermeabilitit. C5a und C3a
induzieren die Produktion von Adhésionsmolekiilen auf Gefdendothel und aktiveren
Gewebsmastzellen. Dadurch kommt es zur Freisetzung von Histamin und TNF-o (JANEWAY,
TRAVERS, 2002; WARD, 2004).

C5a ist, gefolgt von C3a, das Anaphylatoxin mit der hochsten biologischen Wirkung in vivo
(JANEWAY, TRAVERS, 2002; WARD, 2004). Es ist ein potentes Chemotaxin fiir Granulozyten,
Mastzellen, Monozyten und DC (McWILLIAM et al., 1996; MORELLI et al., 1996; SOZZANI et
al., 1995; YANG et al., 2000). In Bezug auf unreife DC verhdlt sich C5a wie die
inflammatorischen Chemokine RANTES, MIP-1a oder MCP-3. Im Unterschied zu diesen
soll nach Meinung von YANG et al. das Anaphylatoxin C5a auch ein ebenso starker
chemotaktischer Stimulus fiir reife DC sein (YANG et al., 2000).

Anaphylatoxinrezeptoren sind Mitglieder der G-Protein-gekoppelten
Sieben-Helix-Rezeptoren (BOULAY et al., 1991; GERARD, GERARD, 1991; LANGKABEL et
al., 1999). Ende der siebziger Jahre wurden C5aR (CHENOWETH et al., 1978) und C3aR
(GLOVSKY et al., 1979) auf humanen Granulozyten beschrieben. C5aR war der erste
Anaphylatoxin-Rezeptor, dessen molekulare Struktur aufgekliart wurde. Er besteht aus 350
Aminosduren. Der N-Terminus liegt extra-, der C-Terminus intrazellulir (WETSEL, 1995).

1996 wiesen WERFEL et al. erstmals nach, dass auch CDI14" humane Monozyten C5aR
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exprimieren (WERFEL et al., 1996A). Vier Jahre spiter berichteten Werfel et al. iiber das
Vorkommen von C5aR auf humanen Mastzellen und Makrophagen der Haut (WERFEL et al.,
1996B, WERFEL et al., 1997). Im Jahr 1997 gelang Gasque et al. der Nachweis von C5aR auf
humanen Astrozyten, Mikrogliazellen und Endothelzellen des zentralen Nervensystems

(GASQUE et al., 1997).

Klassischer Weg MB-Lectinweg Alternativweg

Mannanbindende

Antigen-Antiksrper-Komplexe
E . : Lectine binden an Pathogenobertlichen

Pathogenoberfliche

Mannose auf
Pathogenobertliachen

¥ + ¥
Clq, Clr, Cls MBL, MASP-1, MASP-2 (3,B.D
N C4,C2
; /
—_— —
/ C3 Konvertase \
(Cda)* 3b Terminale
3. C5q Komplementfaktoren
Bindet an Komplement- C5b, C6, C7,C8, C9
E1]1t21'111(11111gsnlle(ﬁfﬂtoreu. rezeptoren auf Phagozyten Membranangrifts-
e P T Opsonierung von Pathogenen, komplex, Lyse von
Futfernen von Pathogenen und
Immunkomplexen Zellen

Abb. 6: Schematische Darstellung der Hauptkomponenten und Reaktionen. Die frithen Prozesse der drei
Aktivierungswege enthalten eine Reihe von Spaltungsreaktionen, die alle in der Bildung von C3a und C3b aus
C3 gipfeln. Diese Reaktion wird durch das Enzym C3-Konvertase katalysiert. C3b bindet kovalent an
Bakterienzellmembranen und opsoniert diese dadurch, C5a und C5b entstehen bei der Spaltung von C5 durch die
C5-Konvertase, die aus der C3-Konvertase und gebundenem C3b besteht. C5b treibt die spiten Prozesse, die zur
Bildung des Membranangriffskomplexes fithren, an. Der Membranangriffskomplex bildet sich in der Membran
von Zielzellen, die daraufhin ihre Zellintegritit nicht aufrechterhalten konnen. * C4a wird wahrend der frithen
Prozesse gebildet und nicht in Abhéngigkeit von der C3-Konvertase. C4a besitzt eine schwache biologische
Wirkung, C4b ist ein schwaches Opsonin (JANEWAY, TRAVERS, 2002).

1.2.2.3. Chemokine und ihre Rezeptoren

Chemokine (chemoattractant cytokines) gehoren zu den Cytokinen. Sie bilden eine Familie
von mehr als 50 strukturell verwandten kleinen Proteinen (6-14 kDa) mit chemotaktischer
Wirkung und stimulieren Migration, Differenzierung und Aktivierung von Zellen, speziell
von Phagozyten und Lymphozyten, und besitzen eine zentrale Rolle bei der Anlockung und

Einwanderung von Leukozyten in Entziindungsherde und sekundire lymphatische Organe
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(DIEU et al., 1998; DIEU-NOSJEAN et al., 1999; LUSTER, 1998; LUSTER, 2001; ZLOTNIK et
al., 1999). Chemokine werden entweder konstitutiv oder im Verlauf inflammatorischer
Reaktionen sezerniert (BAGGIOLINI et al., 1997). Sie konnen von verschiedensten Zelltypen
wie Phagozyten, Lymphozyten, Endothelzellen, Keratinozyten, Fibroblasten und glatten
Muskelzellen als Reaktion auf bakterielle Produkte, Viren und mechanischen Stress
freigesetzt werden und fungieren als Lockstoff fiir Zellen mit entsprechenden Rezeptoren.
Diese Zellen wandern entlang des Chemokingradienten in Richtung der hdchsten
Konzentration. Chemokine besitzen einen &hnlichen Grundaufbau. Sie bestehen aus einer
N-terminalen Schleife, drei antiparallelen, miteinander in Verbindung stehenden B-Stringen
und einer C-terminalen a-Helix (BAGGIOLINI et al., 1997). Der grofite Teil der Chemokine
weist vier Cysteine auf, die durch Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Ihre
Einteilung erfolgt anhand der Stellung und der Anzahl der Cysteine im N-Terminus. Man
unterscheidet deshalb CXC-, CC-, C- und CX3C-Chemokine.

Anhand dieses Ligandenspektrums lassen sich die vier Chemokinrezeptortypen unterteilen. Es
gibt CR, CCR, CXCR, CX;CR. Innerhalb einer Rezeptorgruppe ist die Sequenzihnlichkeit
sehr hoch. Dies ldsst vermuten, dass sie sich aus einem gemeinsamen Vorldufer entwickelt
haben. Die Fiahigkeit, eine groBe Anzahl von strukturell verschiedenen Liganden binden zu
konnen, ist eine Eigenschaft vieler Chemokinrezeptoren (JANEWAY, TRAVERS, 2002).
Chemokinrezeptoren gehoren alle zu den G-Protein-gekoppelten Sieben-Helix-Rezeptoren.
Auch sie enthalten Cysteinreste, die iiber eine Disulfidbriicke zur fiir die Ligandenbindung
wichtigen Rezeptorkonformation beitragen. Allen Chemokinrezeptoren ist eine identische
zweite intrazelluldre Schleife in der dritten transmembranen Region gemeinsam (BAGGIOLINI
et al., 1997, MURPHY, 2000). Die Expression von Chemokinrezeptoren hingt ab vom Zelltyp
sowie von dem Aktivitits- und Differenzierungsgrad der Zelle (LUSTER, 2001).
Beispielsweise gelten die Mitglieder der CC-Familie als typische Chemokine fiir die
Monozytenwanderung. Die meisten Mitglieder der CC-Familie sind auf Chromosom 17 und
die meisten CCRs auf Chromosom 3 codiert (JANEWAY, TRAVERS et al., 2002). Beispiele fiir
diese Chemokine und ihre Rezeptoren sind MCP (monocyte chemotactic protein, wirkt auf
T-Lymphozyten, Monozyten und basophile Granulozyten), RANTES (regulated upon
activation normal T-cell expressed and secreted, wirkt auf T-Gedachtniszellen und
Monozyten) und MIP-1a (macrophage inflammatory protein 1a) (BAGGIOLINI et al., 1997).
Aktuell werden zehn CC-Rezeptoren (CCR1-10) unterschieden (LUSTER, 2001). Defizienzen
in der Produktion bestimmter Cytokine oder deren Rezeptoren  fithren zu einer

beeintrachtigten Fidhigkeit, Entziindungsreaktionen zu initiieren. Des Weiteren sind
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Chemokinrezeptoren als Corezeptor flir Pathogene wie, HIV, SIV, FIV u.a., von groBem

Interesse fiir die Forschung.
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1.3. PROBLEMSTELLUNG

Ein Hauptmerkmal von unreifen DC ist ihre Fahigkeit in Richtung von inflammatorischen
Chemotaxinen wie Anaphylatoxinen und Chemokinen zu wandern. Dies ermdglicht den
unreifen DC zu den Orten der Entziindung zu gelangen wo sie Antigen aufnehmen konnen.
Damit wird ihre Ausreifung induziert (SOZZANI et al., 1995; S0zzANI et al., 1997). Der
Reifungsprozess fiithrt durch den Einfluss inflammatorischer Stimuli zur Herunterregulierung
von Rezeptoren fiir inflammatorische Chemotaxine (CAUX et al., 2000) und gleichzeitig zur
Hochregulation von CCR7, dem Rezeptor fiir die konstitutiven Chemokine CCL19 und
CCL21. Dieser Prozess ist Voraussetzung fiir die Migration der DC zu den sekundéren
Lymphorganen (DIEU et al., 1998; SALLUSTO et al., 1998).

PGE; als potenter Modulator von Immunantworten (TILLEY et al., 2001; HARRIS et al., 2002)
wird derzeit zusammen mit anderen proinflammatorischen Mediatoren haufig zu Reifung von
MoDC fiir experimentelle und klinische Zwecke eingesetzt (JONULEIT et al., 1997). Die
PGE;-abhingige CCL19/CCL21-vermittelte Signaltransduktion und Migration von DC ist
durch einen anderen Mechanismus reguliert als die Modifikation der Expression des
zugehorigen Rezeptors CCR7 (SCANDELLA et al., 2002; SCANDELLA et al., 2004; LUFT et
al., 2002). Es ist bekannt, dass PGE, fiir die DC-Mobilisierung in Richtung des
proinflammatorischen Anaphylatoxin C5a zwingend bendtigt wird, ohne allerdings die C5aR
Expression signifikant zu beeinflussen. PGE, scheint grundsétzlich fiir die Regulierung des
Migrationsverhaltens von DC notwendig zu sein (LEGLER et al., 2006).

IL-4 ist in Kombination mit GM-CSF unabdingbar fiir die Generierung von DC aus
Monozyten in vitro (SALLUSTO, LANZAVECCHIA, 1994; ROMANI et al., 1994). Monozyten
kultiviert mit IL-4 und GM-CSF entwickeln sich zu unreifen DC. IL-4 ist in der Lage, die
Migartionskapazitit von DC zu beeinflussen, da dieses Cytokin die Expression und die
Funktion der Anaphylatoxinrezeptoren C5aR und C3aR herunterreguliert (SORURI et al.,
2003A). IL-13, ebenfalls ein prototypisches TH2-Cytokine, kann wegen seiner funktionellen
Uberlappung mit IL-4 durch die gemeinsame Verwendung von IL-4Ro und der damit
verbundenen Signaltransduktionswege (Janus-Kinase/Signal transducer and activator of
transcription (JAK/STAT) Pfad, PI3K und MAPK Aktivierung) ebenfalls fiir die Generierung
von unreifen DC herangezogen werden (PIEMONTI et al., 1995; CHATILA, 2004; KELLY-
WELCH, 2003).

Da die Wanderungsfihigkeit eine kritische Funktion der DC darstellt, sollten in dieser Studie
folgende Aspekte niher beleuchtet werden:
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(1)

2

3)

Einfluss von IL-4/IL-13 auf die Migrationseigenschaften von DC und
Monozyten/Makrophagen in Richtung verschiedener inflammatorischer Chemotaxine
Untersuchung der an der IL-4/IL-13 induzierten Modulation der chemotaktischen
Rezeptoren beteiligten Signaltransduktion

Untersuchung der regulatorischen Rolle von PGE, auf die Expression und Funktion

ausgewahlter chemotaktischer Rezeptoren
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Material

2.1.1. Medien, Seren, Puffer

Adhirenzmedium

Ampullenwasser 10 1

Blocking-Reagenz

BMDC-Medium

BSA Fraktion 5
CB-Kryomedium

Chemotaxismedium

Erythrozytenlysispuffer

FACS-Puffer

FACS-Fix
FCS

Héamacolor Schnellfiarbung
Humanes autologes Serum
IMDM

Indo-1
Krebs-Ringer-Losung

Kulturmedium

RPMI 1640; 5 % autologes Serum; 100 IU/ml
Penicillin; 100 pg/ml Streptomycin

zum Ansetzen von Puffern u.a., Fresenius Kabi
AG, Bad Homburg

v-Globulin, human, Cohn-Fraktion II, III, 1 g,
Sigma

RPMI 1640; 5 % FCS; 100 IU/ml Penicillin; 100
pg/ml Streptomycin, 1 uM B-Mercaptoethanol,
1% Non Essential Amino Acids 100x

Serva, Heidelberg

20 % FCS, 10 % DMSO in IMDM

RPMI 1640; 1% BSA; 100 IU/ml Penicillin; 100
pg/ml Streptomycin

0,15 mmol/l NH4CI; 1,0 mmol/l KHCOs;
0,1 mmol/l Na,EDTA; pH 7,4

490 ml PBS; 2,5 ml 20 % NaN; (Natriumacid);
7,5 ml FCS

PBS mit 1 % Formalin

Fetales Kilberserum, FCS wurde fiir 30 min bei
56°C inaktiviert, Cambrex, Verviers, Belgien
Merck, Darmstadt

Blutbank, Universititsklinikum Gottingen
Cambrex, Verviers, Belgien

Invitrogen, Karlsruhe

140 mM NaCl, 4 mM KCl, I mM MgCl,, 10 mM
D-Glucose, 10 mM HEPES, 1mM CacCl,

RPMI 1640; 10 % FCS; 100 IU/ml Penicillin;
100 pg/ml Streptomycin
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Medium I

Non Essential Amino Acids 100x
PBS

PKH 26
Pluronic F127
RPMI 1640
Trypanblau

RPMI 1640; 5 % FCS; 100 IU/ml Penicillin; 100
pg/ml Streptomycin

Biochrom, Berlin

Phosphatgepufferte Kochsalzlosung Dulbecco’s
Formula, Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe

Cambrex, Verviers, Belgien

Merck, Darmstadt

2.1.2. Medienzusatze, Cytokine, Chemokine, Anaphylatoxine

rh C5a

rh C3a

rh FIt3-L

fMLP

rh GM-CSF

rm GM-CSF

rh IL-4

rm [L-4

rh IL-10

rm IL-10

rh IL-13

rm IL-13
Ionomycin, Calciumsalz
JNK Inhibitor II
LL37

LPS

LY 294002

rh MCP-1

rm MCP-1

rm M-CSF

Abteilung  fir  Immunologie,  Universitét
Gottingen, Prof. Zwirner

Abteilung  fiir  Immunologie,  Universitét
Gottingen, Prof. Zwirner

Pepro Tech Inc Tebu, USA

Phoenix Pharmaceuticals, Karlsruhe

R&D Systems

Pepro Tech Inc Tebu, USA

R&D Systems

Pepro Tech Inc Tebu, USA

Pepro Tech Inc Tebu, USA

Pepro Tech Inc Tebu, USA

Pepro Tech Inc Tebu, USA

Pepro Tech Inc Tebu, USA

Sigma, Saint Louis, USA

Calbiochem, Merck Biosciences, Schwalbach
Phoenix Pharmaceuticals, Karlsruhe
Calbiochem, Merck Biosciences, Schwalbach
Calbiochem, Merck Biosciences, Schwalbach
Pepro Tech Inc Tebu, USA

Pepro Tech Inc Tebu, USA

Pepro Tech Inc Tebu, USA
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rth MDC
rm MDC
rth MIP-1a
rm MIP-1a
PD 98059
Penicillin/Streptomycin 100x
PGE,

SB 203580
rh SCF

rh TNF-a
rh TPO

2.1.3. Reagenzien, Testkitts, Chemikalien

NH,4CI
[-Mercaptoethanol
DMSO

Ethanol

Formalin

KCl1

KHCOs3
MACS-Separationskit fiir CD34" Zellen
MgCl,

NaCl

Na,EDTA

NaN3;

Trennmedium

2.1.4. Kulturgefale, Pipetten und andere

in vitro Chemotaxiszubehor

Einmalspritzen

Pepro Tech Inc Tebu, USA

Pepro Tech Inc Tebu, USA

Pepro Tech Inc Tebu, USA

Pepro Tech Inc Tebu, USA

Calbiochem, Merck Biosciences, Schwalbach
PAA, Colbe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Calbiochem, Merck Biosciences, Schwalbach
Pepro Tech Inc Tebu, USA

R&D Systems, Wiesbaden

Pepro Tech Inc Tebu, USA

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

absolut, unvergéllt, Merck, Darmstadt
37%ig (v/v), Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Lymphoprep™, d = 1,077 g/ml +/- 0,001g/ml,

Nycomed Pharma, Oslo, Norwegen
Materialien
8 um, Transwell® Permeable Supports, Corning,

Beyer-Laborbedarf, Diisseldorf, New York, USA
1 ml, 10 ml, 20 ml, B. Braun, Melsungen
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Eppendorf-Varipetten

FACS-Platten
FACS-Rohrchen

Glasgerite, Glaspipetten
Kryor6hrchen
Multi-Adapter
Pasteurpipetten

Pipettenspitzen
Pipettierhilfe
Reagiergefilie
S-Monovette Z, 9 ml
Sterilfilter
TC-Schalen
6-Well-TC-Platten
24-Well-TC-Platten
Zentrifugenrdhrchen
Zentrifugenrohrchen

2.1.5. Tierversuche

Mausstamm Balb/c

Mausstamm C57/BL6

Mausstamm SCID CB-17

Mausstamm Balb/c-STAT6-/-

0,1 =2,5ul, 1 =20 pl, 10— 100 pl, 100 — 1000 pl
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg

96 Rundbodenwells, Greiner, Niirtingen

5 ml, 75 x 12 mm ¢, Sarstedt, Niimbrecht, 5 ml,
75 x 12 mm ¢, BD, Erembodegem, Belgien
Schiitt, Gottingen

2 ml, Corning Incorporated New Y ork

Sarstedt, Niimbrecht

Schiitt, Géttingen

blau, gelb, Sarstedt, Niimbrecht

Weil}, Dunn, Asbach

IBS Integra Biosciences Pipetboy acu

0,5 ml; 1,5 ml; 2,0 ml; Sarstedt, Niimbrecht
Serummonovette, Sarstedt, Niimbrecht

0,2 pm, 0,45 pm, Minisart-plus, Sartorius,
Gottingen

1 ml, 5 ml, 10 ml, 15 ml, Sarstedt, Niimbrecht
Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

15 ml, Sarstedt, Nimbrecht

50 ml, Sarstedt, Niimbrecht

Knochenmarksaufreinigung, syngene in Vivo
Wanderungsversuche mit PKH gefarbten Balb/c
Zellen

Knochenmarksaufreinigung, syngene in Vivo
Wanderungsversuche mit PKH  gefarbten
CS57/BL6 Zellen

xenogene in Vvivo Wanderungsversuche mit
humanen Zellen, Gewicht 19-24 g, Charles River,
Sulzfeld

Knochenmarksaufreinigung, Jackson Laboratory
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Narkose

2.1.6. Laborgerate

Autoklav

Brutschrank

Durchflusszytometer

Durchlichtmikroskop

Invertmikroskop
Kamera
Kameramikroskop
Shaker

Sterilbank
Waagen
Wasserbad

Zentrifugen

Hostaket, Intervet

Rompun, Bayer, Leverkusen

Certoclav Hochdruck-Dampfsterilisator, Gruber
& Kaja, Druckgull und Metallwarenfabrik, Traun
Wien, Osterreich

Heraeus CO,-Auto Zero, Sollwerteinstellung,
CO,: 5%, T: 37°C

FACS-Coulter EpicsXL-MCL

LSR II, Becton Dickinson

Calibur, Becton Dickinson

mit Halterung fiir NEUBAUER-Zédhlkammer,
Zeiss, Oberkochen

Axiovert 35, Zeiss, Oberkochen

Nikon Coolpix 990

Axiophot, Zeiss, Oberkochen

Thermo Stat plus, Eppendorf, Hamburg

Herasafe, Heraeus, Hanau

Sartorius, Gottingen

GFL, Schiitt Labortechnik

KBT 100-1P, HLC PROGR;

Thermomixer 5436, Eppendorf

Labofuge 400 R mit Kiihlfunktion, Heraeus,
Hanau;

Plattenzentrifuge Megafuge 1.OR mit
Kihlfunktion Heraeus, Hanau;

Varifuge 3.O0R mit Kiihlfunktion, Heraeus,
Hanau;

Centrifuge 5415 D, Eppendorf

Centrifuge 5417 R, Eppendorf

Cytopro™ Cytocentrifuge 7620, Wescor
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2.1.7. Computersoftware

Textverarbeitung Word
Tabellenkalkulation Excell
FACS-Analyse WinMDI, FlowJo
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2.2. Methoden

2.2.1. Kultivierung von humanen Zellen

2.2.1.1. Isolierung von CD34" hamatopoetischen Vorlauferzellen aus Nabelschnurblut

Prinzip:

Magnetpartikel gekoppelte Antikorper binden an ihr komplementéires Antigen und halten die
so markierten Zellen im Magnetfeld gefangen, wéhrend nicht markierte Zellen das
Magnetfeld passieren. Auf diese Weise isolierte Zellen konnen durch Eluieren gewonnen und

weiterverarbeitet werden (Kultivierung, FACS-Féarbung usw.).

Reagenzien:

Waschpuffer: PBS
EDTA 2 mmol/l
BSA 0,5%
Lymphoprep™ (RT)
MACS Direct CD34 Progenitor Cell Isolation Kit: monoklonal Maus anti-human CD34
(Maus IgG1, Klon QBEND/10)

Durchfiihrung:

Durch 2 M EDTA antikoaguliertes Nabelschnurblut wurde 1:4 bis 1:5 mit Waschpuffer
verdiinnt, gut durchmischt, jeweils 25 ml auf 15 ml Lymphoprep™ (siche auch 2.2.1.2.) in
50-ml-Rohrchen vorsichtig aufgeschichtet und fiir 20 min bei 400 g und RT ohne Bremse
zentrifugiert. Danach wurde der GroBteil des gelblichen Uberstandes abgesaugt und die daran
angrenzende Interphase in neuen 50-ml-Réhrchen gepoolt und mit Waschpuffer gewaschen
(10 min bei 200 g und RT ohne Bremse). Nach Vereinigen der Pellets wurde abermals
zentrifugiert fiir 5 min bei 200 g bei RT mit Bremse, der Uberstand verworfen, das Pellet in 5
ml Erythrozytenlysispuffer aufgenommen und fiir 5 min bei 37°C inkubiert. Anschlieend
wurde das Rohrchen bis 50 ml mit Waschpuffer aufgefiillt und wieder fiir 5 min bei 200 g und

RT mit Bremse zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes erfolgte das Resuspendieren
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des Pellets in 300 pl Waschpuffer/10° Zellen. Durch Zugabe von 100 pl Fc-Blocking-
Reagenz/10® Zellen und Inkubation auf Eis fiir 20 min sollten die Fc-Rezeptoren der Zellen
abgesittigt werden, um unspezifische Bindungen mit den Anti-CD34-Antikdrpern zu
vermeiden. Wihrend der Inkubationszeit wurde die Zellsuspension ab und zu vorsichtig
geschwenkt, um eine gleichméfige Verteilung der Blockantikdrper zu gewihrleisten.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 100 pl CD34-Microbeadlosung/10® Zellen. Nach einer
30 miniitige Inkubation bei 4°C unter stindigem Durchmischen wurden die Zellen vorsichtig
zweimal mit Puffer gewaschen, in 1000 pl Puffer aufgenommen und auf eine MS-Séule, die
im Magnetfeld des MACS-Separators platziert war, pipettiert. Die Sdule wurde vollstindig
mit Puffer durchgespiilt und danach mit der Zellsuspension versehen. Nachdem die
Suspension die Sdule passiert hat und diese drei Mal mit Puffer gespiilt wurde, konnte sie aus
dem Magnetfeld entfernt und in einem geeigneten Auffangrohrchen platziert werden. Nun
erfolgte die Zugabe einer ausreichenden Menge Waschpuffer und mit dem zur Saule
gehorenden Stempel driickte man die Zellen aus der Sdule heraus. Der Vorgang wurde
wiederholt, um sicherzugehen, dass alle in der Sdule vorhandenen Zellen ausgewaschen
wurden. Nach der Bestimmung der Anzahl der eluierten Zellen, wurden diese durch
Zentrifugation pellettiert, anschlieBend in einer entsprechenden Menge IMDM-Medium (2 bis
3 x 10° Zellen/ml) inklusive der Cytokine Flt3-Ligand (25 ng/ml), TPO (10 ng/ml) und SCF
(20 ng/ml) aufgenommen und auf eine 6-Well-Platte iiberfiihrt (5 x 10° Zellen/ml, 2 ml/Well).
Alle Arbeitsschritte sind so ziigig wie mdglich durchzufiihren. Erscheint die Zellsuspension
klumpig oder treten sichtbare Gerinsel auf, so ist die Suspension durch ein vorher
angefeuchtetes Sieb oder Nylonnetz zu geben, um ein Verstopfen der Separationssiule zu
vermeiden.

Die Dauer der Kultivierung der hdmatopoetischen Vorlduferzellen erfolgte in Abhidngigkeit
ihres Proliferationsverhaltens iiber einen Zeitraum von vier bis sechs Wochen. Danach
wurden die suspendierten Zellen geerntet, gezdhlt und 1x10"/ml in CB-Kryomedium in
flissigem Stickstoff bis zur weiteren Verwendung eingefroren oder die Zellen unter Wechsel
der Cytokine vom Proliferationscocktail zu GM-CSF mit und ohne IL-4 fiir zwei Wochen
weiterkultiviert. Anteilig wurden GM-CSF/IL-4 Zellen zwei Tage vor der Ernte mit
250 ng/ml LPS stimuliert und somit innerhalb von 48 h zur Ausreifung gebracht. Zweck der
LPS Stimulation war es, zu iberpriifen, ob die Zugabe eines Reifungsmediators zur

Ausbildung DC-spezifischer Oberflichenantigene fiihrt.

32



Material und Methoden

Pluripotente
Stammzelle
(CD34)

Lymphoide
Stamumnzelle

(CD34%

CFU-GENMM
(CD34%) .
Himatopoetische
Stammzelle

(CD34%), nonconmuted
Pro-B-Zelle
(CD34+)

CFU-GM
(CD34%)

¥

CFU-E(CD34")  CFU-Meg (CD34%) CFU-Eo (CD34%) CFU-Bas (CD34%) Pre-B-Zelle (CD34%)

Abb. 7: CD34-Expression bei hédmatopoetischen Zellen. Die pluripotenten Stammzellen sind in ihrer
Entwicklung noch nicht festgelegt und konnen sich durch die Einwirkung spezifischer Mediatoren in
verschiedene Richtungen entwickeln. Dieser Vorgang kann in vitro durch die Zugabe eines Cytokincocktails
induziert werden. Je nach Art des Cocktails lassen sich Zellen verschiedener Populationen generieren. Die
CD34" Zellen mit bereits festgelegter Entwicklungsrichtung konnen in vitro in Abhingigkeit ihrer
Reihenzugehorigkeit iiberleben oder sie werden aufgrund fehlender Entwicklungs- und Differenzierungssignale
apoptotisch. Auf diese Weise erhilt man nach Ablauf der Kultivierung eine hohe Reinheit an gewiinschten
Zellen (Produktinformation MILTENYI BIOTEC MACS).

2.2.1.2. Leukaphereseaufarbeitung
Prinzip:

Die Leukapherese oder Leukopherese ist eine Methode zur Auftrennung von Spenderblut.
Hierbei gewinnt man ein Leukozytenkonzentrat. Andere Blutbestandteile, wie Plasma und
Erythrozyten, werden dem Spender grofBtenteils zuriickgegeben. Die Aufarbeitung des
Leukozytenkonzentrates mittels einer Dichtegradientenzentrifugation iiber Lymphoprep ™
(5,6%w/v) erlaubt die Gewinnung von peripheren blutmononukledren Leukozyten (PBMNL).
Lymphoprep ist ficollhaltig. Ficoll selbst ist eine kolloidale Losung aus Methylcellulose.
Diese gewidhrleistet die Aggregation der noch enthaltenen Erythrozyten. Die Oberfldchen der
roten Blutzellen sind stark negativ geladen und stoBen sich gegenseitig ab. Diese
physiologisch notwendigen AbstoBungskriafte werden vom Ficoll herabgesezt. Somit wird die
Sedimentation der Erythrozyten erleichtert. In Lymphoprep™ befindet sich auBer Ficoll auch
Natriummetrizoat (9,6%w/v). Diese Verbindung mit hoher Dichte gestattet die Auftrennung

der einzelnen Zellarten in Abhédngigkeit ihrer jeweiligen spezifischen Dichte.
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Reagenzien:

Lymphoprep™ (RT)
PBS

Durchfiihrung:

Das Leukozytenkonzentrat wurde in eine sterile Flasche {iberfiihrt, im Verhéltnis 1:1 mit PBS
(RT) vermischt und je 25 ml der Zellsuspension auf jeweils 15 ml Lymphoprep in 50-ml-
Rohrchen vorsichtig aufgeschichtet. Nach der Zentrifugation (20 min bei RT und 1000 g ohne
Bremse) wurde der GroBteil des gelblichen Uberstandes abgesaugt, die daran angrenzende
Interphase (sie enthélt die PBMNL) gesammelt und in auf Eis vorgekiihlte 50-ml-Réhrchen
tiberfiihrt. Diese wurden mit kaltem PBS aufgefiillt und bei 4°C und 1000 g ohne Bremse fiir
10 min zentrifugiert. Danach konnten die Uberstinde abgesaugt, die Zellpellets in 5 bis 10 ml
kaltem PBS resuspendiert, die Rohrchen aufgefiillt und anschlieend bei 400 g und 4°C fiir 5
min mit Bremse zentrifugiert werden. Dieser Waschschritt wurde so oft wiederholt, bis die
Uberstéinde klar waren. Nach Beendigung des Waschvorganges erfolgte die Bestimmung der
Gesamtzellzahl in einer Zéhlkammer nach Neubauer.

Zur Gewinnung von autologem Serum wurden die der Leukapherese beigegebenen
Serummonovetten bei 1700 g und RT fiir 10 min ohne Bremse zentrifugiert, die Uberstinde

(Serum) gesammelt und die Serummonovetten mit dem verbleibenden Blutkuchen verworfen.

2.2.1.3. Gewinnung von Monozyten durch Adharenz und ihre Kultivierung

Prinzip:

Die Adhidrenz von Monozyten ist auf speziellen Kunststoffoberflichen moglich und kann auf
diesem Wege fiir die Gewinnung dieser Zellen ausgenutzt werden. Die Féhigkeit zur
Adhirenz verlieren die Monozyten wihrend der Kultivierung relativ schnell, wenn sie durch
Zugabe von GM-CSF und IL-4 zu DC ausdifferenziert werden. Dieser Verlust der
Adhirenzfahigkeit ist demzufolge reifungsabhingig (BJERKE, GAUDERNACK, 1985). Die
durch die Leukaphereseaufarbeitung gewonnenen Zellen wurden in Abhéingigkeit der
nachfolgenden Versuche auf verschiedenen Zellkulturschalen und in unterschiedlicher Zahl

ausplattiert:
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TC-Schale 1 ml: 1,0 x 107 Zellen
TC-Schale 5 ml: 2,5 x 10’ Zellen
TC-Schale 10 ml: 5,0 x 107 Zellen
TC-Schale 15 ml: 1,0 x 10® Zellen

Reagenzien:

Adhirenzmedium
PBS

Kulturmedium

Durchfiihrung:

Die gewiinschte Zellzahl der gewonnenen PBMNL wurde in Adhidrenzmedium (1 ml fiir
1-ml-TC-Schalen, 3 ml fiir 5-ml-TC-Schalen, 6 ml fiir 10-ml-TC-Schalen, 10 ml fiir
15-ml-TC-Schalen) suspendiert und auf die fiir den Versuch vorgesehene Anzahl TC-Schalen
verteilt. AnschlieBend inkubierten die Kulturen eine Stunde im Brutschrank (37°C, 5% CO,),
um die Monozyten adhirieren zu lassen. Danach wurden die Uberstinde, welche die nicht
adhédrenten Lymphozyten enthielten, abgesaugt und die TC-Schalen wenige Male vorsichtig
mit warmem PBS abgespiilt (5 ml PBS bei 1-ml-TC-Schalen, 15 ml PBS bei
5-ml-TC-Schalen, 30 ml PBS bei 10-ml-TC-Schalen, 75 ml bei 15-ml-TC-Schalen), um die
restlichen Lymphozyten zu entfernen. Dann erfolgte die Zugabe von 37°C warmem
Kulturmedium (I ml bei 1-mI-TC-Schalen, 5 ml bei 5-ml-TC-Schalen, 10 ml bei
10-ml-TC-Schalen, 15 ml bei 15-ml-TC-Schalen) und Cytokinen. Ansétze, die sieben Tage
kultiviert werden sollten (37°C, 5% CO,), wurden am dritten und fiinften Tag gefiittert.
Hierfiir wurde die Hilfte des Mediums entnommen, zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt
und durch neues Kulturmedium und entsprechende Cytokinmengen ersetzt. Die Aufarbeitung
von Leukapheresen/Vollblut/Nabelschnurblut erfolgte zur Vermeidung von Infektionen unter

der Sicherheits-Sterilbank (Klasse II).
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2.2.1.4. Kulturzuséatze im humanen System

Je nach Fragestellung erfolgte die Zellkultivierung mit verschiedenen Cytokinansitzen in

6-Well-TC-Platten oder TC-Schalen.

Reagenzien:

Tab. 1: Art und Menge der verwendeten Cytokine und Mediatoren im humanen System

Mediatoren eingesetzte Menge
Leukapherese bzw. Nabelschnurblut
Vollblut
- th GM-CSF 300 U/ml 300 U/ml
- rh FIt3-L 25 ng/ml
-rh IL-4 300 U/ml 300 U/ml
-th IL-10 200 U/ml
-rth IL-13 200 U/ml
-LPS 250 ng/ml
- th M-CSF 20 ng/ml
- PGE-2 1 uM/ml
-th SCF 20 ng/ml
-rth TPO 10 ng/ml
- rth TNFa 10 ng/ml
Durchfiihrung:

Tab. 2: CD34" hiimatopoetische Stammzellen wurden unter folgenden Cytokinsituationen kultiviert

Kultivierung Cytokinansatz
bis zu 8 Wochen SCF, TPO, FIt3-L
2 Wochen GM-CSF, GM-CSF/IL-4
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Tab. 3: Monozyten aus der Leukapherese bzw. Vollblut wurden unter folgenden Cytokinsituationen kultiviert

Dauer der Cytokineansitze
Kultivierung
2 Tage ohne Cytokine, GM-CSF, IL-4 , PGE,, IL-4/PGE,, GM-CSF/IL-4;

GM-CSF/PGE,, GM-CSF/IL-4/PGE,, M-CSF, M-CSF/IL-4
3,5bzw.7 Tage |GM-CSF, GM-CSF/IL-4, GM-CSF/IL-4/PGE,, MCSF, M-CSF/IL-4

2.2.1.5. Kryokonservierung

Prinzip:

Unter Verwendung von DMSO (Dimethylsulfoxid) koénnen Zellen iiber einen langen
Zeitraum in fliissigem Stickstoff eingelagert werden. Das DMSO dient der Vermeidung der
Entstehung von groBen Eiskristallen, welche die Zellwidnde zerstoren wiirden. Durch den

Einsatz einer vorgekiihlten Styroporbox wird eine Einfrierkinetik von 1°C/min gewihrleistet.

2.2.1.5.1. Einfrieren von hamatopoetischen Vorlauferzellen aus Nabelschnurblut

Reagenzien:

CB-Einfriermedium

Durchfiihrung:

Die Uberstinde der Kulturen wurden gepoolt, die 6-Well-TC-Platten mit PBS gespiilt und bei
400 g und RT fiir 5 min zentrifugiert. Das dabei entstandene Pellet wurde zweimal mit PBS
gewaschen und anschlieend in das auf Eis vorgekiihlte Einfriermedium aufgenommen, in
gekiihlte Kryorohrchen iiberfiihrt und sofort bei —70°C in einer Styroporbox eingefroren
(1x10” Zellen/ml Einfriermedium). Am nichsten Tag war die Zellsuspension vollstindig

durchgefroren und die Kryordhrchen konnten in fliissigen Stickstoff tiberfiihrt werden.
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2.2.1.5.2. Auftauen von hamatopoetischen Vorlauferzellen aus Nabelschnurblut

Reagenzien:

CB-Kulturmedium

Durchfiihrung:

Ein Kryor6hrchen mit eingefrorenen Zellen wurde unter sterilen Bedingungen ge6ffnet und
etwas kaltes CB-Kulturmedium hinzugetropft. Dadurch begann das Einfriermedium
aufzutauen. Die aufgetaute Suspension wurde in CB-Kulturmedium pipettiert und abermals
etwas CB-Kulturmedium in das Kryordhrchen getropft. Der Vorgang wurde so oft wiederholt,
bis das gesamte CB-Kryomedium mit den darin enthaltenen Zellen in CB-Kulturmedium
iiberfithrt worden war. Das langsame Ausdiinnen ist wichtig, da sonst das im Einfriermedium
enthaltene DMSO nach dem Auftauen auf die Zellen toxisch wirkt. Durch die Verdiinnung
mit CB-Medium konnte die DMSO-Konzentration stark herabgesetzt werden. Die Suspension
wurde nun bei RT und 400 g fiir 5 min zentrifugiert, dann die Zellen in warmem Medium
aufgenommen, anschlieBend die Zellzahl bestimmt, mit CB-Kulturmedium auf die
gewiinschte Zellzahl (5 x 10° Zellen/ml) eingestellt, die entsprechenden Cytokine

hinzugegeben und die Zellsuspension ausplattiert.

2.2.1.6. Vitalistatstest

Prinzip:

Der Azofarbstoff Trypanblau wird verwendet, um den Anteil vitaler Zellen nach einer
Aufreinigung, Ernte oder einer dhnlich traumatisierenden Prozedur zu bestimmen. Tote Zellen
weisen eine verdnderte Membrandurchlissigkeit auf. Trypanblau kann deshalb ungehindert
eindringen und farbt diese Zellen umgehend blau. Man kann sie dadurch im
lichtmikroskopischen Bild von den hell erscheinenden vitalen Zellen sehr gut unterscheiden.
Die Zéhlung sollte sofort nach der Anfarbung erfolgen, da auch lebende Zellen nach einiger

Zeit den Farbstoff aufnehmen.
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Reagenzien:

Trypanblau

Durchfiihrung:

Ein Aliquot (10 pl) der zu untersuchenden Zellsuspension wurde 1:1 mit Trypanblau
vermischt und die Zellzahl unter dem Lichtmikroskop bei 400 facher VergroBerung in einer

Zahlkammer ermittelt.

2.2.1.7. Ernte der Zellen aus Leukapherese

Die Kulturschalen der aus Leukapherese gewonnenen Zellen wurden fiir mindestens 30 min
auf Eis gestellt, damit sich die teilweise noch adhérenten Zellen vom Boden der Schale 16sen
konnten. Danach wurden die Zellen mit einem kraftigen PBS-Strahl abgespiilt. Die 6-Well-
Platten mit den aus Nabelschnurblut gewonnenen Zellen wurden nicht auf Eis inkubiert,
sondern die Uberstinde entnommen und die Wells vorsichtig zweimal mit PBS nachgespiilt.
Ob die Zellernte unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt werden musste oder nicht, war
abhéngig von den sich anschlieBenden Experimenten. Fiir in vivo Versuche war die Sterilitét

unabdingbar, fiir alle anderen Versuche nicht.

2.2.1.8. Ernte der aus Nabelschnurblut generierten Zellen

Da es sich bei den kultivierten hdmatopoetischen Vorlduferzellen um eine sehr heterogene
Population handelt und ein gewisses MaBl an Heterogenitit wéhrend der gesamten
Kultivierung erhalten bleibt, findet man sowohl adhirente als auch nicht adhérente Zellen vor.
Von Interesse sind dabei die nicht adhdrenten Zellen. Diese wurden sowohl beim Wechsel
von Wachstumsfaktoren auf GM-CSF bzw. GM-CSF/IL-4 als auch bei der eigentlichen
Zellernte weiter verwendet. Die Uberstinde wurden abgenommen und die Wells vorsichtig

zweimal mit PBS nachgespiilt und die Zellen gepoolt.
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2.2.2. Kultivierung von Mauszellen

2.2.2.1. Gewinnung, Kultivierung und Ernte von Mausknochenmarkszellen

Prinzip:

Die im Knochenmark vorkommenden hédmatopoetischen Stammzellen koénnen durch

definierte Cytokine in die jeweils erwiinschte Entwicklungsrichtung getrieben werden.

Reagenzien:

PBS
Erythrozytenlysispuffer
BMDC-Medium

Durchfiihrung:

In Abhéngigkeit von der erwiinschten Anzahl an Zellen wurde die bendtigte Menge an
Mausen durch den Einsatz von CO, getétet, die Oberschenkel- und Schienbeinknochen unter
sterilen Bedingungen frei prépariert und in PBS {iberfiihrt. Die Knochenenden wurden
angeschnitten, das Knochenmark mittels PBS-gefiillter Spritze in eine Petrischale ausgespiilt
und die Suspension auf ein Sieb gegeben, um die restlichen Knochenstiickchen und
Gewebereste zu entfernen. Die Zellsuspension wurde in ein Rohrchen pipettiert und fiir 10
min bei 300 g ohne Bremse zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Uberstandes wurde das
Pellet durch das Resuspendieren in 5 ml Erythrozytenlysispuffer und einer anschlieenden
Inkubation von 5 min bei 37°C einer Erythrozytenlyse unterzogen. Danach wurde das
Rohrchen mit PBS aufgefiillt, zentrfugiert, der Uberstand abgesaugt, das Pellet in 10 ml
KMDC-Medium resuspendiert und auf eine 10-ml-TC-Schale iiberfithrt. In den sich
anschlieenden 2 h konnten sich die adhédrenten Zellen im Brutschrank am Boden der TC-
Schale anheften. Danach wurde der Uberstand abgenommen, in ein neues Rohrchen iiberfiihrt
und die Schale einmal vorsichtig mit PBS nachgespiilt. Die TC-Schale konnte nun verworfen
werden. Der Uberstand enthielt die nicht adhdrenten Zellen, zu denen auch die
hédmatopoetischen Stammzellen gehdren. Nach der Ermittlung der Zellzahl und dem

Zentrifugieren (5 Minuten bei 300 g ohne Bremse) der Suspension, wurden die Zellen mit
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KMDC-Medium auf 5 x 10°/ml eingestellt. Jeweils ein Milliliter der Zellsuspension wurde
pro Napf auf 24-Well-Platten ausplattiert. Die Zugabe von Cytokinen und deren
Kombinationen war abhéngig vom Versuchsziel.

Am dritten Tag wurden bei den GM-CSF haltigen Kulturen aus jedem Napf vorsichtig 500 pl
Medium entnommen, gepoolt, zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt, neues Medium
inklusive Cytokine zugegeben und 500 ul wieder auf die Wells verteilt. Nach weiteren zwei
Tagen wurden die Zellen umgesetzt. Die Ernte der nicht adhdrenten Zellen erfolgte durch
Poolen und Spiilen mit PBS. Nach der Zellzahlbestimmung wurde 5 Minuten bei 300 g
zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt, die Zellen mit KMDC-Medium auf 5 x 10°/ml
eingestellt, die entsprechenden Cytokine hinzugegeben und die Suspension zu je 3 ml pro
Well auf 6-Well-Platten ausplattiert. Nach weiteren zwei Tagen erfolgte die Ernte der
suspendierten Zellen.

Bei M-CSF haltigen Kulturen wurden am dritten und flinften Tag pro Well 500 pl entnommen
aber verworfen und durch frisches Medium mit Cytokinen ersetzt. Die Ernte erfolgte am
siebten Tag, indem die Kulturen 30 min auf Eis gestellt und anschlieBend die Wells mit PBS

nachgespiilt wurden.

2.2.2.2. Kulturzusatze im Maussystem

Tab. 4: Art und Menge der im murinen System verwendeten Cytokine und Mediatoren

Cytokin bzw. Mediatoren in Kultur eingesetzte Menge
- rm GM-CSF 100 U/ml

-rm IL-4 100 U/ml

-rm IL-10 200 U/ml

-rm IL-13 200 U/ml

- rm M-CSF 25 ng/ml

- LY 294002 5uM

- SB 203580 5uM

- JNK Inhibitor II 5uM

- PD 98059 5uM
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Tab. 5: Cytokinsituationen bei der Kultiverung von hdmatopoetischen Vorldufern aus Kochenmark von Méusen

Dauer der Cytokine

Kultivierung

7 Tage GM-CSF, GM-CSF/IL-4, M-CSF, M-CSF/ IL-4,

nach Tag 5 bis 7 Fiur48 h LY 294002; SB 203580; JNK Inhibitor II; PD 98059

2.2.3. Zellbiologie

2.2.3.1. FACS-Farbung

Prinzip:

Bei der FACS-Féarbung werden monoklonale Antikorper, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelt sind, flir die Markierung von membranstindigen und intrazelluliren Antigenen
verwendet. Die Fluoreszenzen konnen anschlieend in einem Durchfluzytometer gemessen
werden. Ein DurchfluBzytometer ermdglicht es, gleichzeitig mehrere wichtige Informationen
tiber die gemessenen Zellen zu erhalten. Die zu untersuchenden Zellen werden durch eine
feine Kapillare gedriickt und somit vereinzelt. Sie passieren in bestimmten Abstinden einen
Laserstrahl, der die Fluoreszenzfarbstoffe auf den Antikérpern anregt. Dadurch wird Licht
definierter Wellenldnge emittiert und der Laser wird gestreut. Photodetektoren messen die
Laserstreuung, die dann in ein elektronisches Signal umgewandelt werden kann. Man erhilt
nicht nur Information {iber membranstindige bzw. intrazelluldre Strukturen, sondern
gleichzeitig auch iiber GroBe und Granularitdt der Zellen (JANEWAY, TRAVERS, 1997). Die
Stirke der Expression von definierten Oberflichenmolekiilen kann anhand der
durchschnittlichen Fluoreszenzintensitit MFI beurteilt werden. Die verwendeten primiren
Antikorper waren entweder FITC- oder PE-markiert, bei der indirekten FACS-Fiarbung war
der Sekundérantikdrper FITC-markiert.

Reagenzien:

FACS-Puffer
FACS-Fix
Blocking-Reagenz
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Tab.6: Fiir FACS-Farbung verwendete Antikorper

Spezifitit | Zellklon Isotyp | Markierung | Konzentration Firma
Maus Abt. fiir Immunologie,
hu C3aR RZ38 b keine 5 pg/ml Universitit Géttingen,
1gG2 ZWIRNER et al., 1999
Abt. fiir Immunologie,
hu C5aR RZ1 Maus IgGl keine 5 pg/ml Universitit Géttingen,
Prof. Zwirner
Maus . R&D Systems,
hu CCR1 | 53504111 TeG2b keine 5 pg/ml Wiesbaden
Maus . R&D Systems,
hu CCR2 48607 TeG2b keine 5 pg/ml Wiesbaden
Maus . BD Pharmingen,
hu CCRS5 | 2D7/CCR5 [oGa keine 5 pg/ml Heidelberg
Maus Abt. fiir Immunologie,
hu CCR7 150503 [0G2 keine 5 ng/ml Universitit Gottingen,
gh-~a Prof. Zwirner
- Maus .
hu CD14 TUK4 16G2a FITC 5 pg/ml DAKO, Dinemark
Maus Miltenyi Biotec,
hu CD34 ACI136 IoG2a PE 5 pg/ml Bergisch Gladbach
Maus Immunotech Coulter,
hu CD83 HB15a 1gG2a FITC 5 pg/ml Marseille, Frankreich
Maus DIACLONE SAS,
hu CD86 B-T7 IgG1 PE 5 pg/ml Besancon, Frankreich
hu HLA- Maus Leinco Technologies,
DR L243 IgG2a PE 2,5 ug/ml Inc., St. Louis, USA
DAK-GO1
Isotyp FITC Maus IgGl FITC 5 pg/ml "
DAKO, D k
Kontrolle | DAK-GO5 | Maus gG2a PE > anemar
PE
Ratte Abt. fiir Immunologie,
mu C5aR | 20-70-30-1 b keine 5 pg/ml Universitit Géttingen,
1gG2 SORURI et al., 2003 (C)
Abt. fiir Immunologie,
mu C3aR 1G4 Ratte IgGl1 keine 5 pg/ml Universitit Gottingen;
Prof. Zwirner
Ratte Prof. Dr. Matthias Mack
mu CCR2 | MC-21 1eG2b keine 5 ng/ml Universitidt Regensburg
g MACK et al., 2001
Ratte Prof. Dr. Matthias Mack
mu CCR5| MC-68 b keine 5 pg/ml Universitit Regensburg
IgG MACK et al., 2001
F(ab")2 Goat anti .
D
Fragment polyclonal cat FITC 5 pg/ml ianova
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2.2.3.1.1. Direkte Farbung membranstandiger Antigene

Durchfiihrung:

Die Zellen wurden geerntet und 2 x 10° Zellen/ml jedes Kulturansatzes fiir die FACS-Firbung
verwendet. In eine FACS-Platte wurden fiir jeden Férbeansatz pro Well 10 pl
Blocking-Reagenz und 100 pl Zellsuspension pipettiert und fiir 20 min auf Eis inkubiert. Der
Fc-Teil des IgG im Blocking-Reagenz reagiert mit den Fc-Rezeptoren auf den Oberflachen
der Zellen und verhindert somit spétere wunspezifische Reaktionen mit den
Nachweisantikdrpern. Nach dem Blocken wurden die direkt markierten Antikérper pipettiert
und die Ansétze fiir weitere 40 min im Dunkeln auf Eis inkubiert. Um nicht gebundene
Antikorper zu entfernen, wurden die FACS-Platten bei 300 g und 4 C° fiir 1 min zentrifugiert,
die Uberstinde ausgeschlagen und die Zellen in jeweils 200 ul FACS-Puffer resuspendiert.
Nach nochmaligem Waschen wurden die Pellets in je 400 ul FACS-Fix in FACS-R6hrchen

aufgenommen und diese bis zur Analyse maximal 24 h im Dunkeln bei 4°C aufbewahrt.

2.2.3.1.2. Indirekte Farbung membranstéandiger Antigene

Durchfiihrung:

Zellernte und Blocken erfolgt é&quivalent der direkten FACS-Farbung. Statt
fluoreszenzmarkierter Antikdrper wurden unmarkierte verwendet. Nach einer Inkubationszeit
von 40 min auf Eis wurden die FACS-Platten, wie oben aufgefiihrt, gewaschen, die Pellets in
jeweils 100 pl FACS-Puffer resuspendiert und ein markierter gegen den Primérantikdrper
gerichteter polyklonaler Sekundirantikorper pipettiert. Wiederum wurden die Férbeansitze
fiir 40 min unter Lichtabschluss auf Eis inkubiert. Das Waschen der FACS-Platten erfolgte
wie gehabt. Danach wurden die Pellets in je 400 pl FACS-Fix in FACS-Rohrchen
aufgenommen und bis zur DurchfluBzytometeranalyse maximal 24 h im Dunkeln bei 4°C

aufbewabhrt.
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2.2.3.2. PKH 26-Féarbung

Prinzip:

Um bei einer syngenen Zellgabe (Balb/c-KMDC-Injektion in Balb/c-Maus) die applizierten
Zellen von denen des Versuchstieres, das als Chemotaxismodell dient, unterscheiden zu
konnen, miissen erstere markiert werden. Dies geschieht mit dem Fluoreszenzfarbstoff

PKH 26. Nach Ablauf der Migrationszeit werden die Zellen durch Peritoneallavage geerntet.

Reagenzien:

PKH 26 Kit
PBS
FCS

Durchfiihrung:

Pro Wanderungsansatz wurden 1 x 107 Zellen in 150 pl Diluent des Farbekits resuspendiert.
Anschlieend erfolgte die Zugabe von 150 ul PKH 26 Stocklésung (8u PKH 26 in 992 ul
Diluent). Die Suspension wurde 5 min bei RT unter Lichtabschluss inkubiert. Danach wurde
der Farbevorgang mit 300 pl FCS abgestoppt, die Zellen zentrifugiert (5 min, 300 g) und der
Uberstand verworfen. Um iiberschiissigen Farbstoff zu entfernen, war es wichtig, zwei
weitere Waschschritte mit PBS (jeweils 600 ul) durchzufiihren. Danach wurden die Zellen in

200 pl PBS aufgenommen und konnten nun injiziert werden.

2.2.3.3. Messung der Ca**-Freisetzung

Prinzip:

Das Calciumion ist fiir die Signaltransduktion bei Eukaryonten von zentraler Bedeutung. Die
Funktion als intrazelluldrer Botenstoff wird durch den steilen Konzentrationsgradienten
zwischen Cytosol und Calciumspeicher im endoplasmatischen Retikulum ermdglicht. In der
Membran dieses Kompartimentsystems befindet sich eine Ca*"-ATPase, die Ca*" aus dem

Cytosol in das endoplasmatische Retikulum pumpt und somit den Gradienten aufrechterhilt.
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Die  Ligation von  Sieben-Helix-Rezeptoren, = wie  z.B.  Chemokin-  und
Anaphylatoxinrezeptoren, bewirkt liber die Aktivierung des rezeptorassoziierten G-Proteins
die Ingangsetzung der Phosphoinositidsignalkaskade, die durch die Entstehung von
Inositol-1,4,5-triphosphat in der Freisetzung von Ca®" aus den intrazelluldren Speichern
resultiert. Diese Freisetzung kann durch den Einsatz eines Fluoreszenzfarbstoffs wie dem
Chelator Indo-1 nachgewiesen werden. Hierbei bindet Indo-1 das freigewordene Ca’’
(STRYER, 1995). Dies hat eine Anderung der Wellenlinge des Farbstoffs zur Folge, welche
nachgewiesen und gemessen werden kann. Durch den Einsatz des ionophorischen
Antibiotikums Tonomycin, das als effektiver Carrier fiir zweiwertig positive lonen wirkt, wird
ein Vergleich zwischen dem durch das eingesetzte Chemokin ausgeldsten Calciumsignals und
der Gesamtmenge an intrazellulirem freiem Calcium mdglich. Ionomycin bewirkt einen

kompletten Calciumausstrom aus den intrazelluldren Calciumspeichern ins Cytoplasma.

Reagenzien:

Krebs-Ringer-Losung
Pluronic F127 (5%)
Indo-1 (1 mM)
Medium I
Kulturmedium

Ionomycin

Durchfiihrung:

Pro Messansatz wurden 1 x 10° Zellen in 500 pl Medium I benétigt. Zur Zellsuspension
wurde die bereits vorbereitete Farbelosung hinzu pipettiert (200 pul Medium I; 2,8 ul 5%iges
Pluronic F127; 0,7 ul 1 mM Indo-1). Unter Ausschluss von Licht erfolgte die Inkubation der
Ansitze fir 25 min bei 30°C im Shaker (300 rpm). Danach wurden 700 pl Kulturmedium
hinzu pipettiert und die Ansédtze fiir 10 min bei RT inkubiert. Um das nicht gebundene Indo-1
und Pluronic F127 zu entfernen, mussten die Zellen nun zweimal mit Krebs-Ringer-Losung
gewaschen werden (5 min, 300 g). Anschlieend wurden die Zellen in 900 pl Krebs-Ringer-
Losung resuspendiert. Pro Messung bendétigte man 400 pl der Suspension und 40 pl des

Stimulus (z.B. C5a 1000 ng/ml Ausgangskonzentration ergaben in der Messung durch die
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Verdiinnung mit der Zellsuspension als Endkonzentration 100 ng/ml). Als Positivkontrolle

wurde lonomycin (Endkonzentration 1 pg/ml) verwendet.

2.2.3.4. Cytospin

Prinzip:

Durch die Zentrifugalbeschleunigung konnen Zellen gezielt auf einen Objekttriger
aufgebracht werden. Im Gegensatz zum Ausstrich erfolgt die Verteilung der Zellen

gleichméBig und damit wird ein reproduzierbareres Resultat erzielt.

Durchfiihrung:

Zur Gewinnung von Cytospins wurden sialinisierte Objekttriger in die Vorrichtung des
Rotors (AC-060 Cytopro Rotor) der Cytospinzentrifuge eingesetzt, die Cytospinkammern
eingeklemmt und 2,5 x 10° Zellen in die Reservoirs der Kammern iiberfiihrt. Durch die
Zentrifugation (300 g, 3 Minuten) wurden die Zellen aus den Reservoirs herausgeschleudert
und damit auf die Objekttrager aufgetragen. Nach zweistiindiger Trocknung wurden die
Objekttrager fir 10 min bei minus 20°C in bereits gekiihltes Methanol gestellt. Nach der

Trocknung iiber Nacht wurde eine Hdmacolorschnellfarbung durchgefiihrt.

2.2.3.5. Farbung der Cytospins

Prinzip:

Um den Anteil der einzelnen Zellarten zueinander zu bestimmen, die Qualitét einer Zellkultur
zu iiberpriifen oder sich einen Uberblick verschaffen zu konnen, firbt man einen Ausstrich
oder Cytospin mit Eosin und Methylenblau. Der saure Farbstoff Eosin ist orange-rot und féarbt
basische Zellbestandteile wie Himoglobin und eosinophile Granula. Methylenblau ist basisch,
blau-violett und farbt saure Zellbestandteile wie basophile Granula und Nukleinsduren. Die

Hémacolorschnellfarbung beruht also auf Sdure-Base-Reaktionen.
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Reagenzien:

Hémacolorschnellfarbung: Eosin

Methylenblau

Durchfiihrung:

Der bereits fixierte Objekttrager mit den Zellen wurden nach dem Trocknen 5 x 1 sec in Eosin
getaucht, danach die Riickwand des Objekttragers mit einem weichen Zellstofftuch
abgewischt, um Ttberschiissigen Farbstoff nicht in die ndchste Losung zu iibertragen.
Anschlieflend erfolgte die Farbung mit Methylenblau auf die gleiche Weise. Zum Schluss
wurde der Objekttriager vorsichtig unter flieBendem Wasser von iiberschiissiger Farbe befreit,
nach dem Lufttrocknen unter dem Mikroskop (800 bis 1000 fache Vergroferung,

Immersionsobjektiv) begutachtet und fotografiert.
2.2.3.6. Chemotaxis

Die Chemotaxis ermdglicht es dem Experimentator Riickschliisse auf die Funktion
bestimmter membranstdndiger Oberflichenproteine, der Rezeptoren, ziehen zu kénnen. Das
Vorkommen dieser Marker und deren Ankopplung an das intrazelluldre
Signaltransduktionsnetz versetzt die Zelle in die Lage, auf Reize zu reagieren. Der Einsatz
von Chemotaxinen ldsst Zellen mit passendem Rezeptor in Richtung des
Chemotaxinkonzentrationsgradienten wandern. Somit kann der Beweis fiir die Funktionalitit
des Rezeptors erbracht werden. Eine Chemotaxis kann sowohl in vitro als auch in vivo

durchgefiihrt werden.

2.2.3.6.1. Chemotaxis in vitro

Reagenzien:

Chemotaxismedium
PBS
Chemotaxin (th C5a, rh MIP-1a)

8 um, Transwell® Permeable Supports
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Durchfiihrung:

Die Poreneinsdtze mit der gewiinschten Porengrofe wurden in die Népfchen einer
24-Well-Platte des Transwell® Systems platziert und anschlieBend 600 pl des
Chemotaxismediums, welches das zu testende Chemotaxin enthielt, in die Népfchen
pipettiert. Das Chemotaxismedium der Negativkontrolle enthielt kein Chemotaxin. Die zu
untersuchenden Zellen wurden in Trypanblau gezdhlt und 1 x 10° lebende Zellen pro ml
Chemotaxismedium aufgenommen. Von der Zellsuspension wurden 100 pl in die
Poreneinsitze pipettiert und die Transwell®-Platte. Die Platte wurde dann fiir die Dauer der
Inkubation (1h) in den Brutschrank (37°C und 5 % CO,) gestellt. Wahrend dieser Zeit ist es
den Zellen moglich in Richtung des Chemotaxins zu wandern, vorausgesetzt sie exprimieren
den dafiir passenden Rezeptor.

Im Anschluss daran wurden die Filtereinsitze einzeln entnommen, ihre Unterseite mit PBS in
das zugehorige Nipfchen gespiilt, um daran haftende Zellen zu entfernen. Dann wurde die
Platte fiir 30 min auf Eis gestellt, damit adhdrente Zellen sich vom Untergrund ablésen und
anschlielend der Inhalt jedes Népfchens in ein separates Rohrchen tiberfiihrt. Die Napfchen
wurden mit kaltem PBS nachgespiilt und die Zellen wurden zentrifugiert (5 min, 300 g). Nach
der Entfernung des Uberstandes wurden die Zellen in 200 pl PBS aufgenommen und gezihlt.

Filtereinsatz

/ Zellsuspension

|| o o | [ O LE R o] || % |
.?.--.E-- --.D._.?- i — -.D.-.O.'E-

Chemotaxinlésung Poren Nipfchen

Abb. 8: Schematische Darstellung des Transwell® Systems. Beschreibung siehe Text.

2.2.3.6.2. Chemotaxis in vivo

Da die in vivo Chemotaxis ein Tierversuch ist, sind die entsprechenden Experimente mit

grofter Sorgfalt zu planen und durchzufiihren.
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Reagenzien:

Narkosecocktail: Hostaket / Rompun/PBS=1/1/8

PBS
Zellen

Chemotaxin

Tab. 7: Einsatz von Chemotaxinen in den in vivo Versuchen

Chemotaxin Rezeptor Dauer der Wanderung
4 h 24 h 48 h
rh C5a C5aR (CD88) 5, 10,40 pg 10, 20 pg 40 pug
rh C3a C3aR 50 ug
rh MDC hu CCR4 10 pg
rh MCP-1 hu CCR2 10 pg
rh MIP-1a hu CCR1, hu CCR5 10 pg 10 pg
rm MCP-1 mu CCR2 10 pug
rm MDC mu CCR4 10 pg
rm MIP-1a. mu CCRI1, mu CCRS |10 pg 10 pug 2x10 pg
rm MIP-30. mu CCR6 10 pg
rm MIP-3f mu CCR7 10 ug
fMLP FPR 10 pg
LL37 nicht bekannt 10 pg
Durchfiihrung:

Die im Wanderungsversuch zu untersuchenden Zellen wurden geerntet, 1 x 10’ Zellen in 250
ul PBS in einer 1-ml-Spritze, und 200 pl PBS inklusive Chemotaxin in einer anderen 1-ml-
Spritze aufgenommen. Die Miuse wurden durch die intraperitoneale Injektion von 100 pl des
Narkosecocktails sediert. Die Wirkung der Narkose setzte ca. 5 bis 10 Minuten nach der
Injektion ein. Wihrend dieser Zeit sollten die Méuse ruhig und abgedunkelt stehen.
AnschlieBend wurden das Chemotaxin intraperitoneal (bei Kontrolltieren PBS) und die
Zellsuspension intravends in eine der vier Schwanzvenen appliziert. In Abhdngigkeit des

Versuchsziels sollten die Zellen entweder 4 h oder 24 h bzw. 48 h in vivo wandern.
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2.2.3.6.3. Peritoneallavage

Reagenzien:

auf Eis gekiihltes PBS

Durchfiihrung:

Nach Ablauf der Migrationszeit/Inkubationszeit wurden die Méuse durch CO, getdtet, die
Haut des Abdomens und das Peritoneum durch einen kleinen Schnitt perforiert. Kaltes PBS
wurde in die Bauchhohle pipettiert, vorsichtig resuspendiert, um nicht die Innereien zu
verletzen, und das PBS aus der Bauchhoéhle in ein Rohrchen tiberfiihrt. Der Pipettiervorgang
wurde so oft wiederholt, bis 7 ml PBS verbraucht waren. Die so gewonnenen Zellen wurden
mit Trypanblau gefirbt, gezahlt und fiir die FACS-Firbung auf 2x10° lebendige Zellen/ml in
FACS-Puffer eingestellt.

Da bei der Applikation von Balb/c-Zellen in Balb/c-Tiere (Inzuchtstamm) eine PKH-Férbung
vorausging, konnten die injizierten Zellen durch ihre PKH-bedingte Eigenfluoreszenz bei der
FACS-Messung von denen des Tieres, in das sie appliziert wurden, unterschieden werden.
Vor der Injektion von humanen Zellen in SCID-Maiuse ist eine PKH-Farbung nicht
notwendig. Hier geniigt es, die Lavagezellen mit spezifischen antihumanen Antikérpern zu

farben, um sie im FACS-Gerit von denen des Versuchstieres differenzieren zu konnen.

2.3. Statistik

Fiir die Kalkulationen der p-Werte wurde der gepaarte Student’s T-Test angewandt.
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3. ERGEBNISSE

Durch vorangegangene Studien von SORURI et al. (2003A) konnte IL-4 bereits als kritischer
Modulator fiir die Expression von Anaphylatoxinrezeptoren bei Monozyten und
Dendritischen Zellen (DC) und deren Wanderungsverhalten gegen die entsprechenden
Liganden demonstriert werden.

Aufbauend auf diesen Versuchsergebnissen war das Ziel der vorliegenden Arbeit, die
Migrationseigenschaften von Monozyten, Makrophagen und DC in Abhédngigkeit der
TH2-Cytokine IL-4 und IL-13 sowie die regulatorische Funktion von PGE, auf Expression
und Funktion ausgewihlter chemotaktischer Rezeptoren fiir die genannten Zellen ndher zu
beleuchten. Zu diesem Zweck wurde auf humanen Makrophagen, DC und Monozyten und auf
murinen Makrophagen und DC die Menge ausgewdhlter Chemotaxinrezeptoren anhand der
FACS-Analyse bestimmt. Da die Ermittlung der Rezeptorexpression allein keine Aussage
tiber die biologische Wirkungsweise zuldsst, war es unumgénglich, die biologische
Funktionalitdt der betreffenden Rezeptoren in einem in vivo Migrationsmodell im
Maussystem zu untersuchen. Ergdnzend ermoglichten Versuche mit Knockout-Mausen und

mit Signaltransduktionsinhibitoren tiefere zusitzliche Einblicke in die Materie.

3.1. Rezeptorexpression und Chemotaxis im murinen System

3.1.1. Der Einfluss von IL-4 und IL-13 auf Anaphylatoxinrezeptoren im murinen System

SORURI et al. (2003A) konnten zeigen, dass IL-4 die mRNA-Expression des C5aR in murinen
aus Knochenmark generierten DC herunterreguliert und deren C5a-induzierte Mobilisierung
hemmt.  Murine =~ Makrophagen und DC  wurden aus  h@matopoetischen
Knochenmarksvorlduferzellen mit M-CSF bzw. GM-CSF mit und ohne IL-4 bzw. IL-13
generiert. Die Anaphylatoxinrezeptorexpression wurde mittels indirekter FACS-Farbung und
anschliefender FACS-Analyse bestimmt. Fiir in vivo Migrationstudien wurden Makrophagen
und DC aus Balb/c mit PKH26 gefirbt, i.v. in syngene Balb/c-Méuse appliziert und C5a
(10png) oder C3a (50pug) i.p. injiziert. Nach 15-18 h wurden die Peritonealzellen durch Lavage
geerntet und die PKH26-geféarbten gewanderten Zellen per FACS-Analyse identifiziert. Durch
die Verwendung von Balb/c- und C57/BL6-Méusen, zwei Mausstimme mit
unterschiedlichem  genetischen  Hintergrund, = wurde  sichergestellt, dass die

Versuchsergebnisse nicht durch die genetischen Besonderheiten eines Inzuchtstammes
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determiniert sind, sondern einzig und allein auf die Wirkungsweise der verwendeten

Mediatoren zuriickzufiihren waren und damit als repriasentativ angesehen werden kdnnen.

C5aR C5a
90 600000
80 7 500000 -
70 A
60 - — 400000 1
=50 1 ® M-CSF T 300000 - m M-CSF
= 40 A O M-CSF IL4 3 O M-CSF L4
30 N 200000 *
20 4 * %
0 100000 -
0 1 0
C57BL6 n=10 Balb/c n=19 A n=3 B
C5a C5aR
4000000 60
50 -
3000000 -
_ B GM-CSF 40 - B GM-CSF
=
S OGM-CSF IL4 = O GM-CSF IL-B
N i = |
S 2000000 B GM.CSF S 30 * * B M-CSF
O GM-CSF L4 20 B M-CSFIL-13
1000000 - GM-CS cs
* * 10
0 - 0.
4hn=6  24hn=8 C n=9 D
C5sa
4000000
3000000 -
= B GM-CSF
N 2000000
8 * OGM-CSF IL-13
1000000 - |
0
n=3 E

Abb. 9: IL-4 und IL-13 beeintrachtigen Expression und Funktion von Anaphylatoxinrezeptoren auf murinen DC
und Makrophagen. (A) C5aR-Expression auf Makrophagen, die mit und ohne IL-4 kultiviert wurden, von
C57/BL6- (n=10) und Balb/c-Méusen (n=19). (B) In vivo Migration dieser Zellen gegen C5a (n=3). (C) In vivo
Migration von DC gegen C5a (4 h n=6, 24 h n=8). (D) C5aR-Expression auf DC und Makrophagen (jeweils
n=9), die mit und ohne IL-13 kultiviert wurden. (E) In vivo Migration der DC gegen C5a (n=3). Die mittlere
Fluoreszenzintensitdt (MFI) ist dargestellt. Die Mittelwerte und Standartabweichungen sind angegeben. *p<0,05

In Abbildung 9A ist zu sehen, dass Makrophagen aus Balb/c und aus C57/BL6-Méausen den
C5aR auf ihrer Oberfliche als Folge des Einflusses von IL-4 herunterregulierten. Die
Abnahme der C5aR-Menge korrelierte mit einer verminderten Wanderungsfahigkeit der

Zellen in vivo in Richtung eines C5a-Konzentrationsgradienten (Abb. 9B). Eine
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beeintrachtigte Migration im Versuchstier konnte auch fiir DC nachgewiesen werden (Abb.
9C). Wie in den Abbildungen 9D und 9E zu erkennen ist, stellt auch das mit IL-4 verwandte
TH2-Cytokin IL-13 einen Inhibitor der C5aR-Expression und -Funktion in murinen DC und

Makrophagen dar.
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Abb. 10: IL-4 und IL-13 beeintrachtigen Expression und Funktion von Anaphylatoxinrezeptoren auf murinen
DC und Makrophagen. (A) C3aR-Expression auf DC, die mit und ohne IL-4 (n=18) bzw. (B) mit und ohne
IL-13 (n=11) kultiviert wurden und (C) auf Makrophagen, die mit und ohne IL-4 (n=17) bzw. (D) mit und ohne
IL-13 (n=8) kultiviert wurden. (E) In vivo Migration der Makrophagen gegen C3a (n=3). Die mittlere

Fluoreszenzintensitit (MFI) ist dargestellt. Die Mittelwerte und Standartabweichungen sind angegeben. *p<0,05

Die Expression des Oberflichenproteins C3aR auf Makrophagen wurde ebenso wie die
C5aR-Expression durch den Einfluss von IL-4 bzw. IL-13 gehemmt (Abb. 10C, 10D).

Parallel dazu fiihrte die Kultivierung mit IL-4 zu einer starken Beeintrdchtigung der
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Wanderungsfahigkeit der Makrophagen gegen C3a in vivo (Abb. 10E). Die Expression von
C3aR auf DC, die aus hdmatopoetischen Knochenmarkszellen generiert wurden, war duflerst
niedrig im Vergleich zu der auf Makrophagen (Abb. 10A, 10B). Aus diesem Grund wurden
die Makrophagen fiir die in vivo Versuche ausgewéhlt, da hier eher die Mdglichkeit bestand

einen Effekt beobachten zu kdnnen.
3.1.2. Die in vivo Migration gegen einen Liganden ist zeit- und dosisabhangig
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Abb. 11: Die Wanderung von GM-CSF kultivierten murinen DC gegen C5a in vivo ist zeitabhdngig und
spezifisch. PKH26-markierte KMDC wurden i.v. injiziert, C5a 10 pg i.p. Peritonealzellen wurden geerntet nach
1 h,2h,3hoder4hund (B)nach 4 h, 24 h oder 48 h.

PKH26-markierte murine DC, die mit GM-CSF kultiviert wurden, wanderten in Vivo

zeitabhédngig gegen C5a in das Peritoneum ein. Die peritoneale Ansammlung dieser Zellen
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konnte bereits zwei Stunden nach Injektion beobachtet werden und war noch nach 48 Stunden

nachweisbar (Abb. 11A, 11B).
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Abb. 12: Groflere Mengen an C5a iiberwinden die IL-4 induzierte Unempféanglichkeit bei murinen DC, die mit
GM-CSF und IL-4 kultiviert wurden. DC wurden mit PKH26 markiert, i.v. injiziert, variierende Mengen an C5a
i.p. appliziert. Peritonealzellen wurden nach 4 h oder 24 h geerntet.

Um herauszufinden, ob hohere Dosen an C5a den hemmenden Einfluss von IL-4 auf die
Wanderungseigenschaften von Zellen iiberwinden konnen, wurden zusitzlich in vivo
Migrationsversuche mit 20 pg und 40 pg C5a durchgefiihrt. Abbildung 12 demonstriert, dass
diese groBeren CS5a-Mengen tatsdchlich zu einer gesteigerten Migration von mit IL-4
kultivierten murinen DC fiihrten. Damit DC bereits nach vier Stunden in den Peritonealraum
einwandern, war eine Gabe von 40 pg C5a nétig. Fiir eine 24-h-Wanderung reichten 20 pg
C5a aus. Im Gegensatz dazu waren fiir Zellen, die nur mit GM-CSF kultiviert wurden, nur
5 ug nodtig, um sie in einem Zeitraum von vier Stunden ins Peritoneum einwandern zu lassen.
Eine in vivo Migration wurde nur beobachtet bei gleichzeitiger Applikation von Zellen i.v.
und C5a i.p.. Bei Kontrolltieren, denen anstelle von C5a PBS injiziert wurde, fand keine
Zellwanderung statt. Durch diese Beobachtung konnte eine Spontanmigration in die

Bauchhohle ausgeschlossen werden.

3.1.3. Bedeutung des Transkriptionsfaktors STAT6 in der Expression von

Anaphylatoxinrezeptoren

Knockout-Méuse bieten die Moglichkeit, die Bedeutung von Proteinen fiir bestimmte

physiologische Prozesse zu erkennen. Durch die Abwesenheit des Transkriptionsfaktors
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STATG in Zellen aus STAT6-/- Méusen kann IL-4 seiner biologischen Funktion nicht gerecht
werden, da das durch dieses Cytokin gegebene Signal seinen Bestimmungsort nicht erreicht.
Der Einfluss von IL-4 bleibt damit vollstindig wirkungslos.

In Abbildung 13A wird die Expression des C5a-Rezeptors auf DC und Makrophagen und in
Abbildung 13B die des C3a-Rezeptors auf Makrophagen gezeigt. In der Expression der
Anaphylatoxinrezeptoren besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den Zellen die mit
und ohne IL-4 kultiviert wurden. Dies demonstriert die dominante Rolle von STAT6 in der
IL-4-induzierten Expressionsverringerung der chemotaktischen Rezeptoren fiir C5a und C3a

auf DC und Makrophagen.
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A B

Abb. 13: Anaphylatoxinrezeptorexpression auf DC und Makrophagen in STAT6 defizienten Méusen. Die Zellen
wurden mit und ohne IL-4 kultiviert. (A) C5aR-Expression auf DC und Makrophagen. (B) C3aR-Expression auf
Makrophagen. Die mittlere Fluoreszenzintensitdit (MFI) ist dargestellt. Die Mittelwerte und
Standartabweichungen sind angegeben.

3.1.4. Einsatz von Inhibitoren zur Klarung der Beteiligung von Signalmolektilen

Der Einsatz von pharmakologischen Inhibitoren eroffnete die Mdglichkeit PI3K als Teil der
Signaltransduktionskaskade, die an der IL-4-induzierten Signalgebung beteiligt ist, zu
identifizieren. LY294002 (2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-eins) ist ein
zellpermeabler, potenter und spezifischer Inhibitor der Phosphatidylinositol 3-Kinasen (PI3-
Kinasen). Seine Wirkung entfaltet dieser an der ATP-Bindestelle des Enzyms (Calbiochem
Produktinformation). Um die Beteiligung weiterer Kinasen an der Regulation des C5aR
festzustellen, wurden auBerdem SB203580 (4-(4-Fluorophenyl)-2-(4-methylsulfinylphenyl)-
5-(4-pyridyl)1H-imidazol), JNK Inhibitor II (SP600125; anthra(1,9-cd)pyrazol-6(2H)-eins;
1,9-pyrazoloanthron) und PD98059 (2'-Amino-3"-methoxyflavon) verwendet. SB203580 ist
ein MAP Kinase Inhibitor, INK Inhibitor II ein selektiver und reversibler Inhibitor der c-Jun

N-terminalen Kinase (JNK-1, JNK-2, JNK-3). Die Hemmung der Phosphorylierung von JNK
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ist kompetetiv mit ATP. PD98059 unterdriickt selektiv die Aktivierung der MAP Kinase
Kinase (MEK) und dadurch die davon abhdngige Phosphorylierung des MAP Kinase

Substrates (Calbiochem Produktinformation).
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Abb. 14: C5aR-Expression auf Makrophagen, die nach 5 Tagen mit und ohne IL-4 fiir 48 h unter Zusatz von
Inhibitoren fiir Signaltransduktionsmolekiile oder ohne diese kultiviert wurden. Zugabe der Inhibitoren fiir (A)
PI3K (LY294002) (n=9), (B) ERK (PD098059) (n=6), (C) MAPK p38 (SB203580) (n=6) oder (D) JNK (JNK
Inhibitor 1I=SP600125) (n=5). Die mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) ist dargestellt. Die Mittelwerte und
Standartabweichungen sind angegeben. #*p<0,05

Nur unter Verwendung des PI3K-Inhibitors LY294002 konnte eine Beeintrdchtigung der
Expression des C5aR, der hierbei als Indikatorprotein fiir den IL-4-Effekt diente, gezeigt
werden (Abb. 14A). Dies impliziert eine Beteiligung von PI3K an der IL-4-abhidngigen
intrazelluldren Signaliibertragung. Da die anderen Inhibitoren keinerlei Wirkung auf die
C5aR-Expression ausiibten, kénnen die von ihnen inhibierten Proteine nicht in der IL-4
abhingigen Signaltransduktion involviert sein (Abb. 14B, 14C, 14D). Vergleicht man die
C5aR-Expressionen der M-CSF-Zellen und M-CSF/IL-4/LY294002-Zellen miteinander so
erkennt man eine unvollstindige Hemmung des IL-4-Effektes. Trotz des PI3K-Inhibitors
erfolgt eine leichte Herunterregulierung des C5aR durch IL-4. Erkldrt werden konnte dies
durch die PI3K Klasse II Isoenzyme PI3K-C2a, PI3K-C23 und PI3K-C2y. Ein Merkmal

dieser Enzyme ist ihre Unempfindlichkeit gegeniiber PI3K Inhibitoren mit einer ausgeprigten
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Resistenz von PI3K-C2a gegen LY294002 und Wortmannin. Vieles in der Aktivierung der
Klasse II PI3K ist noch nicht geklért, aber ihre Beteiligung an diversen Signalwegen ist
unumstritten. Es ist bekannt, das Insulin PI3K-C2a in Adipozyten und Muskelzellen aktiviert.
So konnte man spekulieren, ob durch die Aktivierung des IRS-1/2 Signals infolge der
Stimulation der IL-4Ra-Kette neben der PI3K der Klasse I nicht auch PI3K-C2a aktiviert
werden konnte. FALASCA et al. (2007) konnten nachweisen, dass die Signaltransduktion {iber

PI3K-C2a ausgeldst durch Insulin unabhingig von anderen PI3K Isoenzymen fungiert.

3.1.5. Einfluss von IL-4 und IL-13 auf Chemokinrezeptoren im murinen System

Zusitzlich zu den Anaphylatoxinrezeptoren war in dieser Studie auch der Einfluss von IL-4
und IL-13 auf ausgesuchte Chemokinrezeptoren von Interesse. Murine Makrophagen und DC
wurden aus hdmatopoetischen Vorlduferzellen des Knochenmarks mit M-CSF bzw. GM-CSF
mit und ohne IL-4 bzw. IL-13 generiert. Die Bestimmung der Chemokinrezeptorexpression
erfolgte durch indirekte Immunfluoreszenzfarbung mit anschlieBender FACS-Analyse. Fiir
die in vivo Wanderungsversuche wurden Makrophagen und DC mit PKH26 gefarbt und i.v. in
eine der vier Schwanzvenen in syngene Balb/c-Mause appliziert und die Chemokine (10pg)
i.p. injiziert, d.h. die Migrationsstudien wurden nur in Balb/c-Miusen und nicht in
C57/BL6-Maiusen durchgefiihrt. Nach 4 h bzw. 15-18 h wurden die Peritonealzellen geerntet
und die PKH26-gefédrbten gewanderten Zellen per FACS-Analyse identifiziert.

Die murinen CC-Chemokinrezeptoren CCR2 und CCRS standen im Mittelpunkt des
Interesses. CCRS reagierte sensitiv auf beide TH2-Cytokine. Die Abbildung 15A zeigt, dass
IL-4 CCRS auf DC, die aus hédmatopoetischen Vorlduferzellen aus Balb/c- und
C57/BL6-Maiusen generiert wurden, herunterreguliert. Damit ging eine verminderte
Ansprechbarkeit der Zellen gegen den CCRS5-Liganden MIP-1a in vivo einher (Abb. 15B).
Fir Makrophagen, die unter M-CSF kultiviert wurden wund ebenfalls von
Knochenmarksvorlduferzellen aus Balb/c-Midusen abstammten, wurden &hnliche Ergebnisse
erzielt (Abb. 15C, 15D). Zusitzlich regulierte IL-13 die Anzahl von CCRS in geringerem
Mafe als IL-4 herunter (Abb. 15E). Dies wurde parallel von einer signifikanten Hemmung der

MIP-1a induzierten Migration in vivo begleitet (Abb. 15F).
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Abb. 15: IL-4 und IL-13 beeintrachtigen Expression und Funktion von Chemokinerezeptoren auf murinen DC
und Makrophagen. (A) CCRS5-Expression auf DC von Balb/c- (n=17) und C57/BL6-Méusen (n=10) mit oder
ohne IL-4. (B) In vivo Migration der DC gegen murines MIP-la (jeweils n=2 fiir 4 h und 15-18 h). (C)
CCR5-Expression auf Makrophagen (n=17), die mit und ohne IL-4 kultiviert wurden. (D) In vivo Migration von
Makrophagen gegen murines MIP-1a (n=2). (E) CCRS5-Expression auf DC, die mit und ohne IL-13 kultiviert
wurden, von Balb/c- (n=11) und C57/B6-Méusen (n=3). (F) In vivo Migration der DC gegen murines MIP-1a
(n=3). Die mittlere Fluoreszenzintensitdt (MFI) ist dargestellt. Die Mittelwerte und Standartabweichungen sind
angegeben. *p<0,05

Neben CCRS wurde ebenfalls die Expression und Funktionalitdt von CCR2 untersucht. Wie
in Abbildung 16A zu sehen ist, regulierte IL-4 die Menge an CCR2 auf der Zelloberfldche
von aus hdmatopoetischen Vorlduferzellen generierten DC aus Balb/c- und C57/BL6 Méusen
herunter. In Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen zeigten die Zellen eine verminderte

Fahigkeit, in vivo in Richtung des CCR2-Liganden MCP-1 zu wandern (Abb. 16B). In
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Abbildung 16C und 16D werden dhnliche Ergebnisse fiir die mit M-CSF generierten murinen

Makrophagen gezeigt.
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Abb. 16: IL-4 und IL-13 beeintrachtigen Expression und Funktion von Chemokinrezeptoren auf murinen DC
und Makrophagen. (A) CCR2-Expression auf DC, die mit und ohne IL-4 kultiviert wurden, von Balb/c- (n=14)
und C57/B6-Méusen (n=9). (B) In vivo Migration der DC gegen murines MCP-1 (n=3). (C) CCR2-Expression
auf Makrophagen, die mit und ohne IL-4 kultiviert wurden, von Balb/c- (n=14) und C57/BL6-Méiusen (n=7). (D)
In vivo Migration der Makrophagen gegen murines MCP-1 (n=2). (E) CCR2-Expression auf DC (n=9), die mit
und ohne IL-13 kultiviert wurden. (F) In vivo Migration der DC gegen murines MCP-1 (n=4). Die mittlere
Fluoreszenzintensitiat (MFI) ist dargestellt. Die Mittelwerte und Standartabweichungen sind angegeben. *p<0,05
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Abb. 17: IL-4 und IL-13 beeintrachtigen die Migration von murinen DC und Makrophagen gegen verschiedene
inflammatorische Stimuli. (A) In vivo Migration von DC, kultiviert mit und ohne IL-13 (n=3), bzw. (B) mit und
ohne IL-4 (n=2), gegen murines MIP-3c.. (C) In vivo Migration von DC und Makrophagen, kultiviert mit und
ohne IL-4 (jeweils n=3), gegen murines MDC. (D) In vivo Migration von DC, kultiviert mit und ohne 1L-13
(n=4), gegen murines MDC. (E) In vivo Migration von DC und Makrophagen (jeweils n=3), kultiviert mit und
ohne IL-4, gegen fMLP. (F) In vivo Migration von DC, kultiviert mit und ohne IL-13 (n=4), gegen fMLP. (G) In
vivo Migration von DC (n=3) und Makrophagen (n=2), kultiviert mit und ohne IL-4, gegen LL-37. Die mittlere
Fluoreszenzintensitdt (MFI) ist dargestellt. Die Mittelwerte und Standartabweichungen sind angegeben. *p<0,05
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IL-13 verringerte ebenfalls die Menge von CCR2 auf der Zellobefliche (Abb. 16E) und
hemmte die MCP-1-induzierte in vivo Chemotaxis (Abb. 16F). Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass IL-4 und IL-13 die Ansprechbarkeit von murinen DC und Makrophagen auf
MIP-3a, welches der einzig bekannte Ligand fiir den Chemokinrezeptor CCR6 darstellt,
verringern (Abb. 17A, 17B) (SORURI, et al., 2007).

Dies traf auch fiir das Chemokin MDC, das an den Chemokinrezeptor CCR4 bindet, zu (Abb.
17C, 17D). AuBerdem mobilisiert fMLP, ein N-formyl Peptid bakteriellen Ursprungs mit
potenter chemotaktischer Aktivitit, DC und Makrophagen mit auffallend niedrigerer
Effizienz, wenn die Zellen mit IL-4 oder I1L-13 kultiviert wurden (Abb. 17E, 17F). Ahnliches
konnte auch fiir das antimikrobielle Peptid LL-37 gezeigt werden (Abb. 17G). Die Peptide
fMLP und LL-37 binden ebenfalls wie Anaphylatoxine und Chemokine an
G-Proteingekoppelte Rezeptoren (Serpentinrezeptoren) (LE et al., 2002).
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Abb. 18: Blockade durch Priinkubation bei murinen DC mit den angegebenen Chemotaxinen. Negativkontrollen
mit PBS (). (A) In vivo Migration gegen C5a (n=3), (B) murines MIP-1a. (n=3), (C) fMLP (n=4), und (D)
LL-37 (n=4). Die mittlere Fluoreszenzintensitiat (MFI) ist dargestellt. Die Mittelwerte und Standartabweichungen
sind angegeben. *p<0,05

Um die Beteiligung der entsprechenden Rezeptoren an der beobachteten Zellrekrutierung in
den in vivo Migrationsversuchen beweisen zu konnen, wurde die Tatsache genutzt, dass

G-Proteingekoppelte Rezeptoren nach Liganden-Rezeptor-Interaktion internalisiert werden
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(LEFKOWITZ, 1998). Murine Makrophagen und DC wurden auch fiir diese Versuche aus
hdmatopoetischen Knochenmarksvorlduferzellen mit M-CSF bzw. GM-CSF mit und ohne
IL-4 bzw. IL-13 generiert, mit PKH26 gefirbt, i.v. in syngene Balb/c-Méuse appliziert und
die Chemotaxine (10 ug MIP-3a oder MDC, 20 pg LL-37, 50 pg fMLP ) i.p. injiziert. Nach
15-18 h wurden die Peritonealzellen geerntet und die PKH26-gefarbten gewanderten Zellen
per FACS-Analyse identifiziert.

SORURI et al. (2003A) konnten zeigen, dass eine Pridinkubation von Monozyten bzw.
Makrophagen mit C3a die C3a-induzierte in vivo Migration vollstindig blockieren kann, nicht
aber die von C5a und umgekehrt. Die vorliegende Studie zeigt, dass die Chemotaxis von
murinen DC in Richtung C5a, MIP-3a, fMLP oder LL-37 ligandenspezifisch ist, da die
Wanderung durch Priainkubation der Zellen mit dem homologen Liganden unterbunden wurde
(Abb. 18A, 18B, 18C, 18D). Im Gegensatz dazu gab es keinen hemmenden Effekt bei der
Verwendung eines heterologen Liganden. Diese Experimente unterstreichen die in vivo

Bedeutung und die rezeptorspezifische Natur der beobachteten in vivo Chemotaxis.

3.1.6. Bedeutung des Transkriptionsfaktors STAT6 in der Expression von

Chemokinrezeptoren

CCRS5 CCR2
50 120
40 4 100
BGM-CSF %0 | BGM-CSF
= 30 O GM-CSF IL-4 2 e O GM-CSF IL-4
2 50 B M-CSF = BM-CSF
OM-CSF IL-4 40 1 O M-CSF IL-4
10 - 50
0- 0
STAT-/- n=6 STAT6-/- n=8 A STAT6-/- n=7 STAT6-/- n=9 B

Abb. 19: Chemokinrezeptorexpression auf DC und Makrophagen in STAT6-defizienten Méusen. (A) Expression
von CCR5 auf DC (n=7) und Makrophagen (n=10). (B) Expression von CCR2 auf DC (n=7) und Makrophagen
(n=9). Die mittlere Fluoreszenzintensitdt (MFI) ist dargestellt. Die Mittelwerte und Standartabweichungen sind
angegeben. *p<0,05

Ahnlich wie bei den Anaphylatoxinrezeptoren erwies sich STAT6 als unverzichtbar fiir die
IL-4-induzierte Herunterregulierung der Chemokinrezeptoren CCR2 und CCRS auf murinen
DC und Makrophagen. Auch hierbei wurde durch die Untersuchung dieser Zellen aus
STAT6-/- Méusen dieses Signalmolekiil als essentiell fiir die Rezeptorregulierung durch IL-4
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dentifiziert (Abb. 19A, 19B). In der Expression der Chemokinrezeptoren bestand kein

signifikanter Unterschied zwischen den Zellen die mit und ohne IL-4 kultiviert wurden.

3.1.7. Einfluss von 1L-4 auf den Calciuminflux von murinen DC

Zu den Reaktionen, die eine Zelle nach der Ligierung von G-Protein gekoppelten Rezeptoren
durch einen Agonsiten zeigt, gehort die intrazelluldre Ca®-Freisetzung. Sie wird unabhingig
von anderen Signalwegen iiber die Aktivierung der Phospholipase C in Gang gesetzt. In der
vorliegenden Studie sollte nicht nur der Zusammenhang zwischen IL-4-Wirkung und
Migrationskapazitit der Zellen dargelegt, sondern auch die Abhingigkeit der
Ca®"-Freisetzung von der IL-4-induzierten Rezeptormodulation untersucht werden. In den
Abbildungen 20A, 20B und 20C sind die Reaktionsverliufe der Ca®'-Freisetzung in
Abhéngigkeit verschiedener Mediatoren in murinen DC, die mit und ohne IL-4 kultiviert
wurden, dargestellt. Die Verringerung der Ca®’-Freisetzung war bei den Zellen, die dem
Einfluss von IL-4 ausgesetzt waren, zu beobachten. Dieses Resultat korreliert mit der
niedrigeren Expression und der beeintrichtigten in vivo Migration in Abhéngigkeit der
involvierten Rezeptoren C5aR, CCR5 und CCR2. Alle Ca*'-Messungen waren signifikant
(Abb. 21A, 21B, 21C). Die Zeitpunkte der Stimuluszugabe sind durch Pfeile
(Chemotaxinzugabe nach 20 sec, lonomycinzugabe nach 4 min) gekennzeichnet. Der
Messzeitraum betrug 5 min. Das ionophorische Antibiotikum Ionomycin bewirkte den
Ausstrom des gesamten Calciums aus den intrazelluldren Speichern ins Cytoplasma und
ermoglicht so einen zuverldssigen Vergleich zum Calciumsignal der eingesetzten Mediatoren

CS5a, MIP-1a und MCP-1.
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Abb. 20A: Reaktionsverlauf Calciummessung gegen C5a von KMDC aus Balb/c-Méusen nach sieben Tagen
Kultivierung mit GM-CSF (blau) und GM-CSF/IL-4 (rot). Gezeigt wird ein reprisentatives Experiment von n=4.
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Abb. 20B: Reaktionsverlauf Calciummessung gegen MIP-1a. von KMDC aus Balb/c-Méusen nach sieben Tagen
Kultivierung mit GM-CSF (blau) und GM-CSF/IL-4 (rot). Gezeigt wird ein reprisentatives Experiment von n=3.
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Abb. 20C: Reaktionsverlauf Calciummessung gegen MCP-1 von KMDC aus Balb/c-Méusen nach sieben Tagen
Kultivierung mit GM-CSF (blau) und GM-CSF/IL-4 (rot). Gezeigt wird ein reprisentatives Experiment von n=5.
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Abb. 21: IL-4 beeintrichtigt die Ca*'-Freisetzung unter dem Einfluss verschiedener Chemotaxine. (A) C5a
100 ng/ml (n=4), (B) MIP-lac 100 ng/ml (n=3), (C) MCP-1 1000 g/ml (n=5). Die Mittelwerte und
Standartabweichungen sind angegeben. *p<0,05

3.2. Rezeptorexpression und Chemotaxis im humanen System

3.2.1. Generierung von DC aus CD34" hamatopoetischen Vorlauferzellen
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Abb. 22: CD34" hiamatopoetische Zellen wurden durch MACS-Aufreinigung aus Nabelschnurblut gewonnen.
(A) Einige Proben wurden auf die Effizienz der Aufreinigung hin tiberpriift. Dies geschah mittels PE-markiertem
antihumanen CD34-Antikorpern. Dargestellt ist ein représentatives Experiment von 9. (B) Die Zellzahlen vor
und nach der MACS-Aufreinigung unterschieden sich um das Hundertfache. *p<0,05

67



Ergebnisse

Um die Genauigkeit der CD34-MACS-Aufreinigung zu iiberpriifen, wurden stichprobenartig
Kontrollfarbungen mit einem Antikérper durchgefiihrt, der ebenfalls gegen humanes CD34
gerichtet war, aber ein anderes Epitop erkannte, so dass eine sterische Behinderung zwischen
den Antikorpern ausgeschlossen wurde (Abb. 22A). Die durchschnittliche Reinheit der

hiamatopoetischen Vorlduferzellen betrug 94,7 % und lag damit genau in dem vom Hersteller

angegebenen Bereich von 85 - 98 % (Miltenyi Biotec Produktinformation).

Abb. 23: Ubersichtsaufnahmen Cytospin Nabelschnurblut 3 Wochen Kultivierung mit TPO, SCF, FIt3-L.
Cytospins wurden gefarbt mit Eosin und Methylenblau. Die ausgeprégte Heterogenitit der Kultur ist durch das
Auftreten verschiedenster Zellpopulationen in unterschiedlichen Entwicklungsstadien gekennzeichnet.

Die Generierung von DC aus hidmatopoetischen CD34" Vorldufern erwies sich als sehr
zeitaufwendig, da die Zellausbeute nach der MACS-Aufreinigung nur zwischen 10* und 10°
lag (Abb. 22B). Ursache hierfiir war die geringe Ausgangsmenge an Nabelschnurblut mit
durchschnittlich 20ml. Da CD34" hidmatopoetische Stammzellen verschiedenen
Entwicklungslinien angehdren und auch in ihrer Reihenzugehorigkeit noch nicht festgelegt
sein miissen, wurde nach der MACS-Aufreinigung mit anti-CD34-Antikdrpern eine stark
heterogene Zellpopulation kultiviert. Um eine geniigend groBe Zellzahl fiir die geplanten
Versuche zu erhalten, mussten die hdmatopoetischen Vorldufer fiir vier bis sechs Wochen
kultiviert werden. Dabei entwickelten sie sich in die Richtung myeloider Vorstufen. Kulturen,
die nicht umgehend gebraucht wurden, wurden nach der Proliferation eingefroren. Die
Beurteilung der kultivierten Zellen erfolgte regelmafig unter dem Mikroskop bei 400 facher
VergrofBerung. In Abbildung 23 ist zu erkennen, dass nach 3 Wochen Kultivierung die
Heterogenitdt der Kultur weiterhin vorhanden war. Unter dem FEinfluss des
Proliferationscocktails (TPO, SCF, Flt3-L) vermehrten sich die Zellen sehr rasch um das
Einhundertfache. Durch eine Kontrollfarbung mit Antikdrpern gegen CD3 (T-Zellmarker)
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und CD19 (B-Zellmarker) konnte das Vorhandensein von Lymphozyten ausgeschlossen
werden (Daten nicht gezeigt). Des Weiteren waren keine erythrozytidren Vorstufen in den
Cytospins vorhanden. So konnte davon ausgegangen werden, dass es sich bei den kultivierten
Zellen hauptséchlich um Vertreter der myeloiden Entwicklungsreihen handeln musste. Dies
wurde durch die Anfarbung von Oberflichenmarkern, die auf myeloiden Zellen vorkommen,
bestitigt (Abb. 24). Die Zellen exprimierten zu einem grof3en Teil CD14 und zeigten auch, in
unterschiedlichem MaBe, das MHC Klasse II Protein HLA-DR (Abb. 24A). Die
Anaphylatoxinrezeptoren fiir C5a und C3a konnten ebenfalls nachgewiesen werden (Abb.

24B, 24C).
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Abb. 24: CD34" himatopoetischen Vorlduferzellen aus Nabelschnurblut wurden 4 Wochen mit dem
Proliferationscocktail (TPO, SCF, FIt3-L) kultiviert. Bevor der Cytokinwechsel zu GM-CSF mit und ohne IL-4

stattfand, wurde ein Teil der Zellen einer FACS-Farbung unterzogen. (A) Doppelfarbung HLA-DR PE und
CD14 FITC. (B) C5aR-Expression. (C) C3aR-Expression. Dargestellt ist ein repriasentatives Experiment von 18.

Durch den Cytokinwechsel zu GM-CSF mit und ohne IL-4 wurden DC-Vorlduferzellen
gezielt positiv selektiert. Dies garantierte die hohe Reinheit der Kultur.
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Abb. 25: IL-4 beeintrichtigt die Expression des myeloiden Markers CD14 (FITC) und erhdht die des MHC

Klasse II Proteins HLA-DR (PE). (A) Expression von HLA-DR und CD14 nach vier Wochen Kultivierung mit

TPO, SCF und FIt3-L und zwei Wochen GM-CSF. (B) Expression von HLA-DR und CD14 nach vier Wochen

mit TPO, SCF und FIt3-L und zwei Wochen GM-CSF und IL-4. Dargestellt ist ein représentatives Experiment

von 18.
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Abb. 26: LPS erhoht die Expression von HLA-DR (PE) und den kostimulatorischen Molekiilen CD83 (FITC)
und CD86 (PE). (A) GM-CSF/IL-4-Zellen. Expression von HLA-DR. (B) GM-CSF/IL-4 Zellen wurden 48 h mit
LPS stimuliert. Expression von HLA-DR. (C) GM-CSF/IL-4-Zellen. Expression von CD83 und CD86. (D)
GM-CSF/IL-4 Zellen wurden 48 h mit LPS stimuliert. Expression von CD83 und CD86. Dargestellt ist ein
reprasentatives Experiment von 18.
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Am Tag der Ernte wurden die Zellen einer FACS-Fiarbung der Oberflichenmolekiile
HLA-DR und CD14 (Abb. 25A, 25B), C5aR und C3aR (Abb. 28A, 28C) unterzogen. Um
sicherzustellen, dass es sich tatsichlich um DC handelte, reiften einige ausgewihlte
GM-CSF/IL-4-Kulturen fiir 48 h unter dem Einfluss von LPS (250 ng/ml). Dies bewirkte eine
gesteigerte Expression von HLA-DR und das Auftreten von CD83 und CD86 auf der
Zelloberflaiche (Abb. 26). Eine grofle Menge an MHC Klasse II und die Expression von

kostimulatorischen Molekiilen sind typische Merkmale reifer Dendritischer Zellen.

3.2.2. Einfluss von IL-4 und IL-13 auf Anaphylatoxinrezeptoren auf humanen MoDC
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Abb. 27: IL-4 und IL-13 beeintriachtigen Expression und Funktion von C5aR auf humanen aus Monozyten
generierten DC. (A) C5aR-Expression auf DC, die mit IL-4 kultiviert wurden (n=33). (B) In vivo Migration
dieser Zellen gegen C5a (n=6). (C) C5aR-Expression auf DC, die mit IL-13 kultiviert wurden (n=4). (D) In vivo
Migration dieser Zellen gegen CS5a (n=4). Die mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) ist dargestellt. Die
Mittelwerte und Standartabweichungen sind angegeben. *p<0,05

Humane Monozyten wurden fiir zwei Tage mit und ohne IL-4 oder fiir sieben Tage unter
Zugabe von GM-CSF mit und ohne IL-4 bzw. IL-13 kultiviert. Die
Anaphylatoxinrezeptorexpression wurde mittels indirekter FACS-Farbung und anschlieBender
FACS-Analyse ermittelt. Fiir die in vivo Migrationsstudien wurden die humanen Zellen in

SCID-Méuse in eine der Schwanzvenen i.v. appliziert und die Anaphylatoxine i.p. injiziert.
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Nach 15-18 h wurden die Peritonealzellen mittels Lavage geerntet und durch die Verwendung
von anti-HLA-DR-PE in Kombination mit anti-CD14-FITC bzw. anti-CD86-FITC gefarbt,
um die gewanderten humanen Zellen per FACS-Analyse identifizieren zu konnen.

SORURI et al. (2003A) haben bereits gezeigt, dass IL-4 den humanen C5aR auf Monozyten
und auf DC, die aus Monozyten generiert wurden, herunterreguliert und ebenfalls die

C5a-induzierte Migration dieser Zellen hemmit.
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Abb. 28: IL-4 beeintrichtigt die Expression von Anaphylatoxinrezeptoren auf DC, die von CD34"
hamatopoetischen Vorlduferzellen aus Nabelschnurblut abstammen. (A) C5aR-Expression mit und ohne 1L-4.
(B) In vivo Migration gegen C5a. (C) C3aR-Expression mit und ohne IL-4. (D) In vivo Migration gegen C3a
(40 ng). Die mittlere Fluoreszenzintensitdt (MFI) ist dargestellt. Die Mittelwerte und Standartabweichungen sind
angegeben. *p<0,05

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die Verringerung der Menge des
C5aR und die Hemmung seiner Funktion sowohl auf MoDC als auch auf DC, die aus CD34"
hdmatopoetischen Stammzellen aus Nabelschnurblut generiert wurden, ein Resultat des
Effektes von IL-4 (Abb. 27A, 27B, 28A) und bei MoDC auch von IL-13 war (Abb. 27C,
27D). Ahnliches konnte fiir den C3aR auf nabelschnurblutgenerierten DC gezeigt werden
(Abb. 28C, 28D).

72



Ergebnisse

3.2.3. Einfluss von IL-4 auf Chemokinrezeptoren von humanen Monozyten und MoDC

Auch fiir die Untersuchung der Chemokinrezeptoren wurden humane Monozyten fiir zwei
Tage mit und ohne IL-4 oder fiir sieben Tage unter Zugabe von GM-CSF mit und ohne IL-4
kultiviert. Die Rezeptorexpression wurde mittels indirekter FACS-Farbung und nachfolgend
durch FACS-Analyse untersucht. Fiir die in vivo Wanderungsversuche wurden die humanen
Zellen in SCID-Mause i.v. in eine Schwanzvene appliziert und die Chemokine (jeweils 10 pg)
1.p. injiziert. Nach 4 h bzw. 15-18 h wurden die Peritonealzellen mittels Lavage geerntet und
durch die Verwendung von anti-HLA-DR-PE in Kombination mit anti-CD14-FITC bzw. anti-
CD86-FITC gefarbt, um die gewanderten humanen Zellen per FACS-Analyse identifizieren

zu konnen.
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Abb. 29: IL-4 beeintrachtigt die Expression von Chemokinrezeptoren auf Monozyten und DC. (A)
CCR2-Expression auf Monozyten, die fiir zwei Tage kultiviert wurden (n=10). (B) In vivo Migration dieser
Zellen gegen humanes MCP-1 (n=6). (C) CCR2-Expression auf DC (n=9). (D) In vivo Migration dieser Zellen
gegen humanes MCP-1 (n=5). Die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) ist dargestellt. Die Mittelwerte und
Standartabweichungen sind angegeben. *p<0,05

Ahnlich wie im Mausversuch war der IL-4-Effekt auf die humanen Zellen nicht auf die
Anaphylatoxinrezeptoren C5aR und C3aR beschriankt. IL-4 verminderte ebenso die
Expression von CCR2 auf humanen Monozyten (Abb. 29A, 29B) und monozytengenerierten
DC (Abb. 29C, 29D). Es inhibierte auch die MCP-1-induzierte Migration dieser Zellen in

73



Ergebnisse

vivo. Die Migration von monozytengenerierten DC in Richtung des CCR4-Liganden MDC
war ebenfalls durch die Kultivierung der Zellen mit IL-4 vermindert (Daten nicht gezeigt).

Die Oberfldchenexpression der Chemokinrezeptoren CCR1 und CCRS5 auf Monozyten wurde
unter dem Einfluss von IL-4 verringert (Abb. 30A, 30B). Dazu passend konnte eine
signifikant reduzierte Zellrekrutierung durch den Liganden MIP-1a beobachtet werden (Abb.
30C). Ebenso zeigten die monozytengenerierten DC eine weniger effiziente
MIP-1o-induzierte Mobilisierung im Vergleich zu den Zellen, die nur mit GM-CSF kultiviert
wurden. Allerdings war keine ausgepriagte Abnahme von CCR1 und CCRS auf den DC durch
die Zugabe von IL-4 zu verzeichnen (Abb. 31A, 31B). Die eingeschriankte in vivo Migration
(Abb. 31C) trotz relativ gleich bleibender Rezeptorexpression lieBe sich durch eine
Rezeptorentkopplung von den zugehdrigen Signaltransduktionswegen oder aber durch eine

Blockade oder einen Mangel involvierter Signalmolekiile erkléren.
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Abb. 30: IL-4 beeintrdchtigt die Expression von Chemokinrezeptoren auf Monozyten, die fiir zwei Tage
kultiviert wurden. (A) Expression von CCR1 (n=13) und (B) von CCR5 (n=13). (C) In vivo Migration dieser
Zellen gegen humanes MIP-1a (n=4). Die mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) ist dargestellt. Die Mittelwerte
und Standartabweichungen sind angegeben. *p<0,05
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Abb. 31: IL-4 beeintrachtigt die Expression von Chemokinrezeptoren auf DC. (A) Expression von CCR1 (n=20)
und (B) von CCR5 (n=20). (C) In vivo Migration dieser Zellen gegen humanes MIP-1a (4 h n=2 und 15-18 h

n=4, fir n=6 gilt *p< 0,05). Die mittlere Fluoreszenzintensitdt (MFI) ist dargestellt. Die Mittelwerte und
Standartabweichungen sind angegeben.

3.24. Einfluss von PGE, auf chemotaktische Rezeptoren auf humanen
monozytengenerierten Dendritischen Zellen

Um den Einfluss von PGE, auf die Expression von Chemotaxinrezeptoren untersuchen zu
konnen, wurden humane Monozyten fiir zwei Tage mit und ohne IL-4 bzw. PGE, und fiir
sieben Tage mit GM-CSF plus IL-4 mit und ohne PGE, kultiviert. Die Analyse der
Rezeptorexpression und die in vivo Migrationsstudien wurde wie oben angegeben
durchgefiihrt.

LEGLER et al. (2006) zeigten, dass PGE, in vitro in seiner Funktion als inflammatorischer
Mediator MoDC in Richtung des Anaphylatoxins C5a mobilisieren kann ohne die C5aR
Expression signifikant zu beeintrachtigen. In Ergénzung dazu demonstriert die vorliegende
Studie PGE, als potenten Modulator fiir die C5aR-Menge auf der Zelloberfliche von
Monozyten (Abb. 32C), MoDC (Abb. 33A) und DC aus hdmatopoetischen Vorldauferzellen
(Abb. 34), wenn diese mit IL-4 kultiviert wurden. Parallel zur Erhohung der C5aR-Menge
war die in vivo Chemotaxis gegen C5a in mit IL-4 und PGE, kultivierten Monozyten (Abb.
32D) und MoDC (Abb. 33B) ebenfalls stark erhoht. In Abwesenheit von IL-4 blieb PGE,
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ohne Einfluss auf die C5aR-Expression auf Monozyten in vitro und auf die C5a-induzierte
Wanderung in vivo (Abb. 32A, 32B).
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Abb. 32: PGE, moduliert die Expression und Funktion vom C5aR auf humanen Monozyten, die fiir zwei Tage
kultiviert wurden. (A) C5aR-Expression auf Monozyten (n=19). (B) In vivo Migration gegen C5a (n=6). (C)
C5aR-Expression auf Monozyten (n=19). (D)
Fluoreszenzintensitdt (MFI) ist dargestellt. Die Mittelwerte und Standartabweichungen sind angegeben. *p<0,05
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Abb. 33: PGE, moduliert die Expression und Funktion vom C5aR auf humanen DC. (A) C5aR-Expression auf
DC (n=33). (B) In vivo Migration gegen C5a (4 h n=3 und 15-18 h n=5, fiir n=8 gilt *p<0,05). Die mittlere
Fluoreszenzintensitiat (MFI) ist dargestellt. Die Mittelwerte und Standartabweichungen sind angegeben.
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Abb. 34: PGE, moduliert die Expression und Funktion vom C5aR auf humanen DC, die aus CD34"
hédmatopoetischen Vorlduferzellen aus Nabelschnurblut generiert wurden. (A) C5aR-Expression auf mit
GM-CSF und IL-4 kultivierten Zellen. (B) C5aR-Expression auf mit GM-CSF, IL-4 und PGE, kultivierten
Zellen. (C) C5aR-Expression auf DC. Die mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) ist dargestellt. Die Mittelwerte
und Standartabweichungen sind angegeben. *p<0,05
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Abb. 35: PGE, moduliert die Expression und Funktion von Chemokinrezeptoren auf humanen Monozyten, die
fiir zwei Tage kultiviert wurden. (A) CCR1- (n=13) und (B) CCR5-Expression (n=13). (C) In vivo Migration
gegen MIP-1a. (n=4). (D) CCRI1- (n=13) und (E) CCR5-Expression (n=13). (F) In vivo Migration gegen
MIP-1a (n=4). Die mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) ist dargestellt. Die Mittelwerte und
Standartabweichungen sind angegeben. #p<0,05

Da vermutet wird, dass PGE, grundsitzlich fiir die DC-Migration von Bedeutung ist, wurde
zusitzlich der Einfluss von PGE, auf die MIP-1a-induzierte Chemotaxis in vivo sowie auf die
Expression der MIP-1a Rezeptoren CCR1 und CCRS5 in vitro untersucht. Werden Monozyten
und aus Monozyten generierte DC mit IL-4 kultiviert, reagieren beide Zelltypen auf externes
PGE; mit einer moderaten Erniedrigung der CCR1-Menge (Abb. 35D, 36A), aber mit einem
starken Abfall von CCRS auf der Zelloberfliche (Abb. 35E, 36B). Parallel zur Abnahme von

CCRS wurde die in vivo Chemotaxis gegen MIP-1a signifikant gechemmt (Abb. 35F, 36C).
Der inhibierende Effekt von PGE, auf die Expression und die Funktion von CCR1 und CCRS5
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wurde auch in Abwesenheit von IL-4 beobachtet (Abb. 35A, 35B, 35C). Demnach moduliert
PGE; die Expression und Funktion vom C5aR und von Chemokinrezeptoren auf humanen DC

und Monozyten in unterschiedlicher Weise.
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Abb. 36: PGE, moduliert die Expression und Funktion von Chemokinrezeptoren auf humanen DC. (A) CCRI1-
(n=18) und (B) CCRS5-Expression (n=18). (C) In vivo Migration gegen MIP-lo. (n=6). Die mittlere
Fluoreszenzintensitit (MFI) ist dargestellt. Die Mittelwerte und Standartabweichungen sind angegeben. *p<0,05

3.2.5. Einfluss von PGE, auf C5aR und CCR7 im SCID-Mausmodell

Es ist bekannt, dass PGE; zusammen mit TNF-a eine schnelle Differenzierung von humanen
Monozyten in reife DC im SCID-Mausmodell bewirkt (SORURI et al., 2003B). Diese
Erkenntnis war die Grundlage fiir die Untersuchung des Einflusses von PGE, auf C5aR im
Vergleich zur CCR7-Expression auf humanen Monozyten in vivo. In Abbildung 36 werden
FACS-Daten présentiert, welche die Umwandlung von wandernden Monozyten in reife
CCR7-exprimierende Dendritische Zellen unter dem Einfluss von PGE, und TNF-a in vivo
dokumentieren. Dieser Reifungsprozess ist charakterisiert durch die signifikante Reduktion
des C5aR (Abb. 37E) und des Monozyten-/Makrophagenmarkers CD14 (Abb. 37A), durch
die Erhohung der Expression der kostimulatorischen Molekiile CD86 (Abb. 37B) und CD83
(Abb. 37C) und durch die Ausbildung des Chemokinrezeptors CCR7 (Abb. 37D) auf der
Zelloberfliche. Die Anderung der Ausprigung dieser Oberflichenproteine ist Ausdruck der
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Entwicklung der unreifen DC zu reifen antigenprasentierenden Zelle. Der Einsatz von PGE,
allein hat keinen Effekt auf die Expression der Rezeptoren C5aR und CCR7 (Daten nicht
gezeigt).

Fir diese Versuchsreihe wurden Monozyten (1x107) in SCID-Miuse in eine der
Schwanzvenen injiziert und humanes MIP-1a (10 pg) i.p. appliziert. Nach 24 h erfolgte eine
Wiederholung der Injektion mit MIP-la (10 pg). Zusammen mit der MIP-1a-Injektion
wurden die Méuse zusétzlich mit TNF-a (2 x 500 ng) plus PGE, (2 x 500 ng) behandelt. Die
Kontrolltiere erhielten MIP-1oi.p. und PBS i.v. (@). Nach weiteren 24 h wurden die
Peritonealzellen durch Lavage geerntet, gezdhlt, gefirbt und mittels Durchflusszytometrie

analysiert. Die Gates wurden auf HLA-DR humane Zellen gesetzt.

%) TNF-a und PGE;

CD14 CD14
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10 11 12 13 14 70 11 12 1 14
Fluoreszenzintensitit

Abb. 37A: Monozytendifferenzierung durch TNF-o und PGE,. TNF-a und PGE, induzieren in vivo die
Differenzierung von humanen Monozyten in DC. Graue Histogramme stellen die Isotypkontrolle dar, offene
Histogramme die Féarbung mit monoklonalen Antikorpern gegen CD14. Gezeigt wird ein reprédsentatives
Experiment von n=3.
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Abb. 37B: Monozytendifferenzierung durch TNF-a und PGE,. TNF-a und PGE, induzieren in vivo die
Differenzierung von humanen Monozyten in DC. Graue Histogramme stellen die Isotypkontrolle dar, offene
Histogramme die Farbung mit monoklonalen Antikérpern gegen CD86. Gezeigt wird ein représentatives
Experiment von n=3.
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Abb. 37C: Monozytendifferenzierung durch TNF-o. und PGE,. TNF-a und PGE, induzieren in vivo die
Differenzierung von humanen Monozyten in DC. Graue Histogramme stellen die Isotypkontrolle dar, offene
Histogramme die Féarbung mit monoklonalen Antikdrpern gegen CDS83. Gezeigt wird ein reprisentatives
Experiment von n=3.
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Abb. 37D: Monozytendifferenzierung durch TNF-o und PGE,. TNF-a und PGE, induzieren in vivo die
Differenzierung von humanen Monozyten in DC. Graue Histogramme stellen die Isotypkontrolle dar, offene
Histogramme die Fiarbung mit monoklonalen Antikdrpern gegen CCR7. Gezeigt wird ein reprisentatives
Experiment von n=3.
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Abb. 37E: Monozytendifferenzierung durch TNF-o und PGE,. TNF-o und PGE, induzieren in vivo die
Differenzierung von humanen Monozyten in DC. Graue Histogramme stellen die Isotypkontrolle dar, offene
Histogramme die Féarbung mit monoklonalen Antikdrpern gegen C5aR. Gezeigt wird ein représentatives
Experiment von n=3.
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3.2.6. Einfluss von IL-4 und PGE; auf das Wanderungsverhalten von DC in vitro
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AbDb. 38: Leukapheresezellen wurden flir 48 h kultiviert. Die Zellen wanderten in vitro entweder ohne Zugabe
eines Chemotaxins (Kontrolle) oder unter dem Einfluss von C5a bzw. MIP-1a. (A) In vitro Wanderung gegen
C5a 100 ng/ml (n=5). (B) In vitro Wanderung gegen MIP-la 100 ng/ml (n=5). Die Mittelwerte und
Standartabweichungen sind angegeben. Vergleich Kontrolle mit Wanderung gegen Chemotaxin #p<0,05.

Die Migration der Zellen in vitro gegen C5a korrelierte anndhernd mit der Expression des
C5aR. Zellen, die mit PGE, kultiviert wurden, regulierten den C5aR herauf und zeigten in der
Chemotaxis in vitro ein ungleich ausgepréigtes Vermogen in Richtung des C5a-Gradienten zu
wandern (Abb. 38A). Da auch die Zellen in den Kontrollansidtzen eine grofle Motilitét
aufwiesen, ist anzunehmen, das PGE, die Beweglichkeit von DC positiv beeinflussen kann.
Dies konnte essentiell sein fiir das Migrationsverhalten der DC in vivo. Die Zellen, die mit

GM-CSF und IL-4 kultiviert wurden, waren hingegen nur sehr eingeschrénkt in der Lage, auf
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den Reiz durch C5a zu reagieren. Es bestand eine Korrelation zwischen der geringen Menge
von C5aR auf der Zelloberfldche und der verminderten Wanderungsfahigkeit dieser Zellen.
Die Migration gegen MIP-1a ist insgesamt schwécher als die gegen C5a (Abb. 38B).
Allerdings sind auch hier die mit PGE, kultivierten Zellen am besten in der Lage, auf den
Liganden zu reagieren. Dies widerspricht den FACS-Ergebnissen, da PGE, CCRS5 sehr
deutlich herunterreguliert (Abb.36). Weiterhin konnte die oben erwidhnte Moglichkeit der
vermuteten PGE;-induzierten unspezifischen Motilitétssteigerung bestehen.

Die Wanderung der mit PGE, kultivierten Zellen in den Kontrollen ist signifikant erhoht
gegeniiber den Zellen, die mit GM-CSF bzw. GM-CSF und IL-4 kultiviert wurden (p<0,05).
Da PGE; die Kontrollmigration der Zellen in etwa verdoppelt, wird dadurch das Ergebnis der

in vitro Chemotaxis insgesamt beeintriachtigt und verliert dadurch an Aussagekraft.

3.2.7. Einfluss von I1L-4 und PGE; auf den Calciuminflux in humanen DC

Im humanen System sollte nicht nur die Abhingigkeit des Ca’’-Fluxes von der
IL-4-induzierten Rezeptormodulation untersucht werden sondern auch der Einfluss von PGE,
auf diesen Prozess. In den Abbildungen 39A und 39B sind die Reaktionsverldufe der
Ca”-Freisetzung in Abhingigkeit unterschiedlicher Stimuli in humanen Monozyten, die drei
Tage mit und ohne IL-4 und mit und ohne PGE; kultiviert wurden, dargestellt.

Wie auch bei den murinen DC war hier eine Verringerung der Ca®’-Freisetzung bei den
Zellen, die der IL-4-Wirkung ausgesetzt waren, zu verzeichnen. Die Resultate fiir die Ansétze
mit PGE, waren weniger klar. Der Ca*"-Flux in diesen Zellen durch die Stimulation mit C5a
war sehr prignant. Der Ca”"-Einstrom erwies sich als kongruent mit der erhdhten Expression
des C5aR als auch mit dem gesteigerten Migrationsverhalten in vitro in Richtung des C5a
Gradienten.

Die Ca’’-Messung der mit PGE, kultivierten Zellen gegen MIP-lo. demonstrierte einen
dhnlichen Verlauf wie die gegen C5a. Aber bezogen auf CCRS5 widerspricht sie ebenso den
FACS-Ergebnissen wie die in vitro Migrationsrate, d.h. trotz der drastischen Abnahme von
CCRS5 unter dem Einfluss von PGE, war hierbei gleichzeitig die stirkste Zellreaktion auf den
Liganden MIP-1a zu beobachten. Abermals konnte man eine gesteigerte CCR1-vermittelte
Aktivitdt oder einen unbekannten MIP-1a-Rezeptor vermuten.

Alle Ca*-Messungen im humanen System waren signifikant (Abb. 40A, 40B). Die
Zeitpunkte der Stimuluszugabe sind durch Pfeile (Mediatorenzugabe nach 20 sec,

Ionomycinzugabe nach 4 min) gekennzeichnet. Der Messzeitraum betrug 5 min. lonomycin
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initiierte den Ausstrom der gesamten Calciummenge aus den intrazelluldren Speichern, so

dass ein zuverldssiger Vergleich mit dem Calciumsignal der eingesetzten Mediatoren C5a und

MIP-1a méglich war.

150000 +
125000 ~ CSa
100000 ~

75000 -

Zellzahl

50000 -

0 T T T T T T
1 T 51 101 151 201 TZS]

Zeit
C5a

Ionomycin

Abb. 39A: Reaktionsverlauf Calciummessung gegen C5a bei Leukapheresezellen nach drei Tagen Kultivierung

mit GM-CSF (blau), GM-CSF/IL-4 (rot) und GM-CSF/IL-4/PGE, (griin). Gezeigt wird ein reprisentatives
Experiment von n=3
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Abb. 39B: Reaktionsverlauf Calciummessung gegen MIP-la bei Leukapheresezellen nach drei Tagen

Kultivierung mit GM-CSF (blau), GM-CSF/IL-4 (rot) und GM-CSF/IL-4/PGE, (griin). Gezeigt wird ein
reprasentatives Experiment von n=6
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Abb. 40: IL-4 beeintrichtigt die Ca’'-Freisetzung unter dem Einfluss verschiedener Chemotaxine in
Leukapheresezellen, die drei Tage kultiviert wurden. (A) C5a 10 ng/ml (n=3), (B) MIP-1a 1000 ng/ml (n=6).
Die Mittelwerte und Standartabweichungen sind angegeben. *p<0,05
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4. DISKUSSION

Um Antigene aufnehmen und prozessieren und sie dadurch Lymphozyten prisentieren zu
konnen, miissen DC an den Orten von Infektion, Entziindung und Trauma einwandern und
dort akkumulieren (CAUX et al., 2000). Da die in vivo Wirkung von IL-4 auf das
Wanderungsverhalten der DC noch weitgehend ungeklart ist, besteht ein grofles Interesse an
der Aufklarung des Zusammenspiels dieses TH2-Cytokins mit antigenpriasentierenden Zellen.
Dies ist vor allem im Hinblick auf den Einsatz von DC, die in vitro mit IL-4 aus Monozyten
generiert wurden, gegen maligne Tumore in Patientenstudien von Bedeutung. Es muss hierbei
gewdhrleistet sein, dass die applizierten Abwehrzellen ihren biologischen Funktionen in
gewiinschter Weise gerecht werden. SORURI et al. (2003A) konnten beobachten, dass IL-4 die
chemotaktischen Fihigkeiten von murinen DC, die aus CD34" himatopoetischen
Vorlduferzellen in vitro generiert wurden, in Richtung C5a beeinflusst (SORURI et al., 2003
A). Andere Arbeitsgruppen fanden heraus, dass IL-4 einen negativen Einfluss auf die CCR6
Expression und Funktion hat (CARRAMOLINO et al., 1999; DIEU-NOSJEAN et al., 2001). In
der vorliegenden Studie war der Einfluss von IL-4 und IL-13 und die regulatorische Funktion
von PGE, auf Monozyten, DC und Makrophagen im humanen und murinen System

Gegenstand des Interesses.

4.1. Expression und Funktionalitat von Chemotaxinrezeptoren im murinen

System

Das TH2-Cytokin IL-4 verringerte die chemotaktische Reaktivitit von murinen DC, die aus
hdmatopoetischen ~ Vorlduferzellen des Knochenmarks generiert wurden. Die
Wanderungsfiahigkeit dieser Zellen gegen diverse inflammatorische Mediatoren, wie die
Chemokine MIP-1a, MCP-1, MDC, MIP-3a, das bakterielle Peptid fMLP, das
antimikrobielle Peptid LL-37 und die Anaphylatoxine C3a und C5a, wurde gehemmt.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass IL-13 seine Wirkung in &hnlicher Art und Weise
entfaltetet wie IL-4. Die funktionelle Uberlappung von IL-4 und IL-13 reflektiert deren
gemeinsame Nutzung der Rezeptorkomponente IL-4Ra.

Bemerkenswerterweise waren die Aktivitdten von IL-4 und IL-13 nicht auf DC beschrankt.
Die Mobilisierung von murinen Makrophagen, die ebenfalls aus hédmatopoetischen
Vorlduferzellen des Knochenmarks generiert wurden, gegen ausgesuchte Chemotaxine wurde

in gleicher Weise beeinflusst wie die Migrationsfahigkeit der murinen DC. Die Erklérung fiir
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die beobachtete Wanderungsdefizienz ist in der Reduktion der Expression der
Chemotaxinrezeptoren C5aR, C3aR, CCR2 und CCRS5 zu sehen. Durch die Verwendung von
spezifischen monoklonalen Antikérpern konnte die Abnahme dieser Oberflichenproteine
nachgewiesen werden.

Knockout Méuse, die kein IL-4 (KUHN et al., 1991) bzw. keinen IL-4 Rezeptor (NOBEN-
TRAUTH et al., 1997) exprimieren, und Maiuse, denen das spezifische Substrat der
Signaltransduktion des IL-4 Rezeptors, das STAT6, fehlt (SHIMODA et al., 1996, KAPLAN et
al., 1996; AKIRA, KISHIMOTO, 1997), sind nicht in der Lage in ausreichendem Umfang IgE
zu Dbilden. IL-4-Rezeptor-knockout Maiuse (NOBEN-TRAUTH et al, 1997) und
STAT6-knockout Maiause (AKIRA, S., KISHIMOTO, T., 1997) entwickeln keine
IL-4-produzierenden T-Zellen, wenn sie mit parasitischen Helminthen infiziert werden, da
IL-4 unter physiologischen Bedingungen an der Entwicklung einer effektiven Immunantwort
gegen Helminthen und andere extrazelluldre Parasiten beteiligt ist. Es zeigte sich am Beispiel
der Anaphylatoxinrezeptoren C3aR und C5aR und der Chemokinrezeptoren CCR2 und
CCRS5, dass der Transkriptionsfaktor STAT6 unverzichtbar ist fiir die IL-4-induzierte
Rezeptorverringerung. Bemerkenswerterweise sind nicht nur Antikdrperproduktion und
IL-4-Produktion von STAT6 abhédngig sondern auch die Regulation der untersuchten
Chemotaxinrezeptoren.

Die Beteiligung eines PI3K-Isoenzyms an der IL-4-induzierten Signaltransduktion konnte
durch den Einsatz von Signalmolekiilinhibitoren verifiziert und andere wie MAPK
ausgeschlossen werden. Einige frithere Studien mit Wortmannin und LY294002 beschrieben
die Hemmung der Wanderungsfahigkeit gegen fMLP. Genau wie Anaphylatoxine, wirkt auch
fMLP tiiber G-Protein-gekoppelte Serpentinrezeptoren. DEL PRETE et al. (2004) konnten
zeigen, dass sowohl unreife als auch reife PI3Ky-/- murine DC in ihrer Wanderungsfahigkeit
gegen die inflammatorischen Chemokine CCL3 (MIP-1a) und CCL5 (RANTES) bzw. gegen
das konstitutive Chemokin CCL19 stark eingeschrankt waren. PI3Ky spielt damit eine
entscheidende Rolle in der Rekrutierung von Leukozyten sowohl an Orte von Entziindung
und Infektion als auch in Richtung der sekunddren Lymphorgane (HIRSCH et al., 2000; LI et
al., 2000). Passend zu den Ergebnissen der vorliegenden Studie wurde schon von DAI et al.
gezeigt, dass IL-4 die Expression des murinen Formylpeptidrezeptor-1 auf der mRNA-Ebene
durch einen STAT6-abhingigen Mechanismus in Makophagen, die durch die Verwendung
von Thyoglycolat gewonnen wurden, hemmt (DATI et al., 2005). Weiterhin werden STAT6
und PI3K fiir die IL-4-induzierte Herunterregulierung von c-Kit (Stemm Cell Factor

Receptor) auf Mastzellen benotigt (MIRMONSEF et al., 1999).

87



Diskussion

Klassischerweise wird die IL-4-induzierte Signalgebung in zwei Hauptwege unterteilt:
JAK-STAT-Weg und IRS-1/2-PI3K-Weg. Die Rolle eines dritten Hauptsignalweges mit
Beteiligung von MAPK bleibt kontrovers. Zwei Mitglieder der MAPK Familie, ndmlich p38
MAPK und JNK, werden durch eine Reihe von hdmatopoetischen Cytokinen wie 1L-2, IL-3,
IL-7, G-CSF und Erythropoetin aktiviert. IL-4 scheint zwischen den wachstumsausldsenden
Cytokinen eine Ausnahme zu sein und zeigt keine Beteiligung von JNK oder p38 MAPK an
der Aktivierung von Mastzellen. Obwohl die Stimulierung von p38 MAPK durch IL-4 in
murinen Pro-B-Zellen BA/F3 gezeigt werden konnte, wird p38 in der humanen B-Zell-Line
RAMOS 2G6 nicht aktiviert. Es gibt eine Reihe von Genen, die unabhingig von STAT6 und
PI3K durch IL-4 reguliert werden. Am besten bekannt ist hierbei der Suppressor fiir
Cytokinsignaling (SOCS) 3. Die Hochregulierung der SOCS3 Expression in murinen
B-Zellen durch IL-4-Stimulation ist abhédngig von der Aktivitdt von p38 MAPK und JNK.
AuBerdem wird p38 MAPK direkt und schnell STAT6-unabhéngig von IL-4 aktiviert. Die
Blockade dieser Wege ist moglich durch die Verwendung des JNK Inhibitors IT (SP600125)
bzw. p38 MAPK Inhibitors (SB203580) (CANFIELD et al., 2005).

4.2. Expression und Funktionalitat von Chemotaxinrezeptoren im humanen

System

Es ist unumstritten, dass IL-4 die Expression und Funktion des Chemokinrezeptors CXCR4 in
humanen Monozyten hemmt (CREERY et al., 2006; WANG et al., 1998, WANG et al., 2001),
aber es existieren kontroverse Resultate hinsichtlich der IL-4-Wirkung auf CCR5 (WANG et
al., 1998A; CREERY et al., 2006). Beide Oberflachenproteine sind HIV-Corezeptoren. In der
vorliegenden Studie wird der negative Effekt von IL-4 auf CCRS, CCRI1 und CCR2 auf
kultivierten Monozyten und deren Chemotaxis in vivo gegen MIP-laa und MCP-1
demonstriert. Auerdem konnte gezeigt werden, dass IL-4 die Rekrutierung von DC, die aus
Monozyten generiert wurden, in Richtung MIP-1o und MCP-1 behindert. Die Kultivierung
mit IL-4 fiihrte nur zur Reduktion der Expression von CCR2, aber nicht zur Abnahme von
CCR1 und CCRS5 auf diesen Zellen.

Humane MoDC als auch Monozyten waren in der Lage gegen C5a zu wandern. Die Zellen
konnten auch nach der Kultivierung mit IL-4 in den Peritonealraum der Versuchstiere
migrieren, auch wenn dieser Prozess aufgrund der starken Herunterregulierung des C5aR
erheblich verzogert war. Vorangegangene Untersuchungen zeigten, dass IL-4 die Funktion als

auch die Expression der Anaphylatoxinrezeptoren C3aR und C5aR auf monozytengenerierten
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DC behindert (SORURI et al., 2003A). Weiterhin gelang SORURI et al. durch die Isolierung
und durchflusszytometrische Analyse der eingewanderten Zellen der Nachweis, dass diese
sich innerhalb von 24 bis 48 Stunden zu reifen DC differenzierten, die neben der Expression
DC-typischer Oberflichenmarker (HLA-DR, CD86, CD83 und CCR7) grofle Mengen an
TNF-a produzierten (SORURI et al., 2003B).

YANG et al. (2000) konnten zeigen, dass nicht nur unreife sondern auch reife DC den C5aR
exprimieren. Fiir unreife DC ist dies nicht unbedingt iiberraschend, da C5a als
Entziindungsmediator unterschiedlichste Immunzellen anlocken kann. Ungewdhnlich erschien
jedoch die Tatsache, dass der C5aR auf reifen DC vorhanden sein soll, da diese Zellen
eigentlich nur Rezeptoren fiir konstitutive (nicht-inflammatorische) Chemotaxine bendtigen,
damit sie zur Antigenprdsentation in die lymphatischen Organe einwandern kdnnen
(SALLUSTO et al., 1998; CHAN et al. 1999; S0zZANI et al. 1998). Obwohl es offensichtlich
ist, dass die Modulation der Expression der chemotaktischen Rezeptoren fiir die Regulierung
der Migrationseffizienz von DC wichtig ist, konnten aber auch andere Mechanismen wie die
funktionelle Entkopplung von Chemokinrezeptoren greifen. Dies wurde bereits bei IL-10 und
Vitamin-D3-behandelten DC beobachtet (D’AMICO et al., 2000; GAUzzI et al., 2005).
Zukiinftige Studien haben diesen Sachverhalt zu kléren.

Der Einfluss von IL-4 und IL-13 auf Makrophagen kann als alternative Aktivierung
angesehen werden, welche die Induktion der Expression von MHC Klasse II und
Mannoserezeptor als auch die Hemmung der Sekretion proinflammatorischer Cytokine
beinhaltet (GORDON et al., 2003). Die Daten der vorliegenden Studie lassen vermuten, dass
eine Hemmung der Mobilisierung gegen eine Vielzahl von inflammatorischen Chemotaxinen
wie Chemokine, Anaphylatoxine, antmikrobielle Peptide und N-Formylpeptide ein integrales
Merkmal der alternativen Aktivierung von Makrophagen ist, aber nicht auf diesen Zelltyp
beschrénkt bleibt.

DC werden in gleicher Weise durch IL-4 und IL-13 beeinflusst. Bemerkenswerterweise spielt
IL-4 als Schliisselcytokin fiir die Bildung der TH2-Effektorzellen aus naiven T-Zellen eine
zentrale Rolle in der Generierung von DC in vitro, wenn Monozyten als DC-Vorlduferzellen
genutzt werden (SALLUSTO et al., 1994; ROMANI et al., 1994). Es konnte angenommen
werden, dass IL-4 die Expression von Anaphylatoxinrezeptoren inhibiert, weil diese zu
TH1-assoziierten Chemotaxinrezeptoren gehdren. Zumindest der C5a Rezeptor scheint ein
solcher Chemotaxinrezeptor zu sein. In Tierexperimenten konnte gezeigt werden, dass die
Blockade von C5aR zur Hemmung der Bildung von IL-12, einem TH1-Cytokin, fiihrt (KARP
et al., 2000). Die Resultate dieser Studie lassen vermuten, dass IL-4-behandelte DC
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moglicherweise nicht die migratorischen DC repridsentieren, die in vivo in den
Entziindungsherd migrieren, da ihre Kapazitit gegen inflammatorische Stimuli zu wandern

allgemein gestort ist.

4.3. Der Einfluss von Prostaglandin E, auf Chemotaxinrezeptoren im

humanen System

Ein anderes Molekiil mit DC-modulierender Aktivitdt ist PGE,. In Makrophagen und DC
induziert PGE, die Bildung von IL-10 und verringert die Expression von Chemokinen und
Cytokinen, inklusive IL-12, die eine THI1-Antwort charakterisieren. Die Polarisierung der
naiven T-Zellen erfolgt zugunsten der TH2-Antwort (HARRIS et al., 2002; HARIZI et al.,
2006; TAKAYAMA et al., 2002; JING et al., 2003). Es wird angenommen, dass PGE, generell
ein unverzichtbarer Faktor fiir die Entwicklung von migratorischen, aus Monozyten
generierten DC in vivo darstellt, da die Wanderung gegen CCL21 (6Ckine), CXCL12 (SDF-1)
und C5a in vitro strickt abhédngig ist von der Anwesenheit von PGE,, aber es wird kein
offensichtlicher Effekt auf die Rezeptormenge durch den Einfluss von PGE, beobachtet
(LEGLER et al., 2006). Die monozytengenerierten DC, die durch LEGLER et al. beschrieben
wurden (LEGLER et al., 2006), zeigten Merkmale wie das Fehlen der mRNA des
fMLP-Rezeptors und den Mangel an C5aR auf der Zelloberfliche begleitet von einer
fehlenden Ansprechbarkeit gegen fMLP und C5a. Diese von LEGLER et al. beschriebenen
DC-Merkmale stimmen allerdings nicht mit anderen ver6ffentlichten Daten iiberein (SOZZANI
et al., 1995; SALLUSTO et al., 1998; WEINMAN et al., 2003; KIRCHHOFF et al., 2001; SORURI
etal., 2003A; YANG et al., 2000).

Die Bemiihungen zur detaillierteren Untersuchung des Sachverhaltes enthiillten, dass PGE;
ein Gegenspieler von IL-4 ist, da es die C5a-induzierte Chemotaxis von mit IL-4 behandelten
Monozyten und monozytengenerierten DC in vivo deutlich verbessert und parallel dazu den
C5aR stark hochreguliert. In Abwesenheit von IL-4 zeigte PGE, keinen Effekt auf den C5aR.
Diese Daten stimmen {iberein mit den Ergebnissen von WEINMAN et al. (WEINMAN et al.,
2003). Sie demonstrierten, dass PGE; den C5aR auf DC, die in vitro mit IL-4 aus Monozyten
generiert wurden, hochreguliert und ebenso als Gegenspieler der TNF-o-induzierten
Herunterregulierung wihrend der Reifung der DC fungiert.

Zur Unterstiitzung der Hypothese, dass PGE, die DC-Mobilisierung durch Regulierung der
Expression der chemotaktischen Rezeptoren beeinflusst, konnte in der vorliegenden Studie

eine leichte Herunterregulierung von CCR1, aber eine dramatische Abnahme der Menge von
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CCRS5 auf der Oberfliche von monozytengenerierten DC in vitro durch PGE, verzeichnet
werden. Parallel zur verringerten CCRS Expression war auch die in vivo Wanderung dieser
Zellen gegen MIP-1a beeintrachtigt. Passend zu diesen Ergebnissen wurde die essentielle
Rolle von PGE; in der LPS-induzierten Herunterregulierung von inflammatorischen
Chemokinrezeptoren und der damit verbundenen chemotaktischen Funktion der DC von
CHEN et al. postuliert (CHEN et al., 2004).

Der negative Effekt von PGE; auf die CCR1- und CCR5-Expression und -Funktion war nicht
auf die aus Monozyten generierten DC beschrinkt, sondern auch auf Monozyten selbst
nachzuweisen. Der additive Effekt von IL-4 und PGE, auf die Abnahme der Expression von
CCRS fiihrte zu einer nahezu totalen Eliminierung dieses Rezeptors von der Zelloberfldche.
PGE, allein 16ste einen solch dramatischen Effekt nicht aus. In zwei vorangegangenen
Studien wurde eine PGE;-induzierte Hemmung der CCRS5-Expression und -Funktion fiir
Monozyten bereits beschrieben (THIVIERGE et al., 1998; ZEIDLER et al., 2000). Im Gegensatz
dazu berichteten PANZER et al., dass PGE, eine hohere funktionelle Ansprechbarkeit gegen
RANTES, einen weiteren CCR5-Liganden, induziert trotz der offensichtlichen Abnahme der
Expression von CCR5 (PANZER et al., 2004). Mogliche Griinde fiir diese offensichtlichen
Diskrepanzen wurden bisher nicht prédsentiert. Die Verwendung des SCID-Mausmodells,
welches die Untersuchung von Zellwanderung in einem in vivo Milieu erlaubt, ermdglichte
die eindeutige Bestitigung der Versuchsergebnisse innerhalb des Konzeptes der
PGE;-induzierten Herunterregulierung der CCR5-Expression und -Funktion. Damit gehen die
Versuchsergebnisse der vorliegenden Arbeit mit den Daten von THIVIERGE et al. (1998) und
ZEIDLER et al. (2000) Hand in Hand.

PGE; beeinflusst anscheinend nicht nur die Expression von Rezeptoren fiir Anaphylatoxine
und inflammatorische Chemokine, sondern ist ebenfalls essentiell fiir die Hochregulierung
von CCR7 in mit LPS gereiften DC, die aus Monozyten in Anwesenheit von GM-CSF und
IL-4 in vitro generiert wurden (CHEN et al., 2004). Es wurde bereits postuliert, dass PGE, auf
DC die Sensitivitit von CCR7 fiir seine Liganden CCL19 und CCL21 verbessert ohne die
Hohe der CCR7-Expression signifikant zu modulieren (SCANDELLA et al., 2002; SCANDELLA
et al., 2004; LUFT et al., 2002). Studien haben die Rolle von PGE, fiir die Regulation der
Migration von DC in Richtung sekunddrer Lymphorgane, den Orten der Produktion der
CCR7-Liganden CCL19 (MIP-3p3) und CCL21 (6Ckine), aufgezeigt (JONULEIT et al., 1997;
LEE et al., 2002). Im Gegensatz dazu ist PGE, fiir die Anlockung unreifer DC in Richtung
anderer Chemokine wie CCL3 (MIP-1a) nicht nétig (CHEN et al., 2004). Interessanterweise

induziert PGE, in Kombination mit TNF-a im SCID-Mausmodell direkt die Differenzierung
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von CCR7-negativen Monozyten in CCR7-exprimierende reife DC innerhalb von 2 Tagen
(SORURI et al., 2003B und Abb. 31). Diese in vivo Differenzierung ist mit einem starken
Anstieg von TNF-a und PGE; im Serum der Méduse assoziiert. Mittels eines neutralisierenden
anti-TNF-o-Antikorpers bzw. des Cyclooxygenase-Inhibitors Indomethacin wiesen SORURI et
al. nach, dass eine simultane Einwirkung von TNF-a und PGE; fiir die Reifung dendritischer
Zellen in vivo notwendig ist. Auch durch die MIP-1a induzierte Wanderung von Monozyten
konnten diese Zellen in reife DC differenziert werden, wenn TNF-a und PGE; exogen in den
Peritonealraum der Versuchstiere appliziert wurden (SORURI et al., 2003B und Abb. 31).

Die Ergebnisse der Studie bestitigen zusammen mit den Resultaten von SORURI et al. die
Hypothese, dass PGE, ein potenter Modulator der Expression von chemotaktischen
Rezeptoren ist (SORURI et al., 2003B). Durch die Nutzung des in vivo Modells, welches als
Ersatz fir die langwierigere Kultivierung von Monozyten mit GM-CSF und IL-4 in vitro
diente, wurde iiberraschenderweise herausgefunden, dass der C5aR von der Oberfliache der
Monozyten verschwindet wenn diese sich rapide zu DC differenzieren. Dies ist der
gegenteilige Effekt von PGE, auf die C5aR-Expression von DC, die in vitro aus Monozyten
generiert wurden. Die komplexe Rolle von PGE, wird weiterhin reflektiert durch seine
regulierende Wirkung auf die Expression von CD14. Auf konventionellen DC, die in vitro aus
Monozyten hergestellt werden, verhindert PGE, die Abnahme von CDI14 durch IL-4
(KALINSKI et al., 1997; -eigene unverdffentlichte Daten), wohingegen es im
SCID-Mausmodell zusammen mit TNF-a die Herunterregulierung von CD14 auf der
Oberfldache von differenzierten Monozyten induziert (SORURI et al., 2003B und Abb. 31). Die
Resultate der vorliegenden Studie lassen vermuten, dass PGE, eine duale Rolle in der
Regulierung der Chemotaxis von DC und Monozyten spielt. Erstens konnte es sein, dass
PGE, zusammen mit IL-4 einen anderen Effekt auf die Expression von inflammatorischen
chemotaktischen Rezeptoren in vitro hat. Dies wiirde in der Verringerung von CCR1 und
CCRS und in der Hochregulierung von C5aR miinden, mit PGE, als Gegenspieler von IL-4.
Zweitens konnte PGE, als integraler Teil eines entziindlichen Mikromilieus zur schnellen
Induktion der DC-Differenzierung aus Monozyten fiihren. Dies wére kombiniert mit einer
Reduzierung von inflammatorischen chemotaktischen Rezeptoren und einer Hochregulierung
von CCR7.

Die Ergebnisse dieser Studie stimmen iiberein mit der Annahme, dass die Reifung von DC
durch unterschiedliche Regulation von Chemokinrezeptorexpression charkterisiert ist (CAUX
et al., 2000). Weiterhin sollte der C5aR in die Reihe der inflammatorischen chemotaktischen

Rezeptoren, die wihrend der DC-Reifung in vivo einer Herunterregulierung unterliegen,
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aufgenommen werden trotz der Tatsache, dass kontroverse Resultate fiir die C5aR-Expression
bei unreifen versus reifen DC in vitro existieren (YANG et al., 2000, SALLUSTO et al., 1998,
KIRCHHOFF et al., 2001, WEINMANN et al., 2003).

Viele der beobachteten Effekte von PGE; auf DC sind mit der Aktivierung der
Adenylatcyclase und der daraus resultierenden cAMP-abhidngigen Aktivierung der
Proteinkinase A verbunden. Aber auch PI3K und die von ihr abhéngige Proteinkinase B (Akt)
sind involviert (SCANDELLA et al., 2004; MEI et al., 2002). Da iiber die Aktionen der
Proteinkinase B Uberlebens- und Proliferationssignale in Gang gesetzt werden, bedeutet dies,
dass iiber eine EP2/EP4 bedingte Erhohung des intrazelluliren cAMP-Spiegels ein
antiapoptotischer Effekt ausgelost wird. Dieser ist zurlickzufithren auf die PGE,-bedingte
Stabilisierung der Mitochondrienmembranen und der signifikanten Expressionsreduktion
proapoptotischer Molekiile wie Caspase und Granzyme B. Exogenes PGE, ist demnach lokal
am Uberleben der DC im Entziindungsmilieu beteiligt. Dadurch und durch seinen Einfluss auf
die Migration der DC in Richtung sekundirer Lymphorgane stellt PGE, einen Initiator der
adaptiven Immunitét dar (VASSILIOU et al., 2004).

Durch die Beteiligung von IL-4, IL-13 und auch von PGE; an der Initiierung der
TH2-Antwort stehen diese Mediatoren im Fokus der Erforschung TH2-assoziierter
Erkrankungen wie Asthma bronchiale und anderer allergischer Prozesse. T-Zell- und
IgE-vermittelte Immunantwort sind bekannt als Schliisselreaktionen von allergischen
Vorgidngen. Dendritische Zellen sind durch die Antigenprozession die Briicke zwischen
Allergenen und T-Zellen. Ein Ungleichgewicht zwischen der TH2- und der THI1-Antwort
wird verantwortlich gemacht fiir die Entstehung von atopischen Erkrankungen wie Asthma
bronchiale. Atopische Patienten zeigen eine erhohte Menge an IL-4, welches fiir die Induktion
der TH2-Antwort verantwortlich ist. Diese bedingt wiederum die IgE-Produktion.
T-Helferzellen sind aber nicht die einzige Quelle fiir proallergische Cytokine. Mastzellen,
basophile und eosinophile Granulozyten, T-Killerzellen, Bronchialzellen, Fibroblasten und
glatte Muskelzellen kénnen inflammatorische Molekiile produzieren. Die Mediatoren I1L-4,

IL-5, IL-9 und IL-13 werden vom 5q Cytokincluster codiert (MALERBA, PIGNATTI, 2005).

5. ZUSAMMENFASSUNG

Myeloide Dendritische Zellen dienen als Vermittler zwischen angeborener und erworbener
Immunitét. Sie migrieren zum Ort der Entziindung, phagozytieren dort Antigene und wandern

als akzessorische Zellen zu den sekundéren lymphatischen Organen, wie den Lymphknoten,
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wo sie T-Lymphozyten prozessierte Antigene prisentieren und durch Kostimulation die
Proliferation und Differenzierung der T-Lymphozyten initiieren. Voraussetzung flr die
Funktionen der DC ist deren Wanderungsfdhigkeit in Richtung chemotaktischer Mediatoren
wie Chemokine und Anaphylatoxine, deren chemotaktische Eigenschaften iiber spezifische
G-Protein-gekoppelte Serpetinrezeptoren vermittelt werden. Durch das die Zellen umgebende
Cytokinmikromilieu erfolgt die Regulation der Rezeptoren. Die zugrunde liegenden
Mechanismen sind noch in groBen Teilen ungekldrt und bediirfen weiterer detaillierter
Forschung. Obwohl Monozyten sich in vitro durch die Zugabe von GM-CSF und IL-4 in DC
differenzieren konnen, sind die Bedingungen, die in vivo zur DC-Entstehung fithren noch
weitgehend unbekannt. So spielt IL-4 zumindest in vitro eine herausragende Rolle und ist
gegenwirtig fiir die Generierung von DC in vitro unverzichtbar (SALLUSTO, LANZAVECCHIA,
1994). Die Entwicklung von DC in vitro aus CD14" Monozyten oder CD34" Vorliuferzellen
eroffnet die Moglichkeit zur Gewinnung groBerer Mengen dieser antigenprédsentierenden
Zellen. MoDC unter Kultivierung mit GM-CSF und IL-4 entsprechen in ihren Funktionen
unreifen DC. Durch den Einsatz von IL-4 als Wachstumsfaktor fiir DC ist deren Verwendung
fiir experimentelle als auch fiir klinische Zwecke moglich. Dies birgt die Hoffnung zur
erfolgreichen Therapie von malignen Tumoren. Es gibt eine groe Anzahl an Studien zur
Tumorimmunitédt in Tiermodellen, in denen DC in vitro mit tumorassoziierten Antigenen
beladen wurden und in der Lage waren, eine Abwehrreaktion gegen den Tumor in Vivo
auszulosen. Unter dem Strich lassen diese Studien erkennen, dass die Vaccinierung mit
definierten Populationen von in vitro generierten DC nach ihrer ex vivo Beladung mit
Tumorantigenen in einer effektiven Antitumorimmunantwort miinden konnte (SORURI,
ZWIRNER, 2005). PGE; und IL-4 sind an der Reifung von Dendritischen Zellen und an der
Modulation ihrer Migration beteiligt. In der vorliegenden Studie wurde demonstriert, dass
IL-4 und auch IL-13 die Wanderungsfahigkeit von murinen DC und Makrophagen gegen
verschiedene inflammatorische Mediatoren wie die Chemokine MIP-3a,, MIP-1a, MCP-1,
MDC, aber auch gegen die Peptide fMLP und LL-37 und die Anaphylatoxinen C5a und C3a
beeinflussen. Ergdnzend dazu konnten eine STAT6- und PI3K-abhidngige Reduktion der
Expression von C5aR, C3aR, CCR2 und CCRS festgestellt werden. IL-4 behinderte ebenfalls
die Chemotaxis von human Monozyten und monozytengenerierten DC gegen MIP-1o und
MCP-1. Es regulierte die Expression der Chemokinrezeptoren CCR1, CCR2, CCRS auf
Monozyten herunter. Auf MoDC verringerte sich die CCR2 Menge ebenfalls, aber nicht die
von CCRI1 und CCRS. Der negative Einfluss von IL-4 auf die Migrationsfdhigkeit von

monozytengenerierten Zellen gegen MIP-1a wurde verbessert durch PGE, obwohl dieser
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Mediator die Oberflachenexpression von CCR1 und CCRS vermindert. Im Gegensatz dazu
tritt PGE, als Gegenspieler der IL-4-induzierten Abnahme der C5aR Expression und Funktion
bei monozytengenerierten DC und Monozyten auf. PGE, beseitigt in vivo die
C5aR-Expression auf Monozyten wihrend es die schnelle Differenzierung dieser Zellen zu
reifen CCR7-exprimierenden DC im SCID-Mausmodell in Kombination mit TNF-a
vorantreibt.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die TH2-Cytokine IL-4 und IL-13 allgemein die
Kapazitidt von DC und Monozyten/Makrophagen gegen Chemokine, Anaphylatoxine, formyl-
und antimikrobieller Peptide zu wandern, kompromittieren, hingegen PGE, eine komplexe
Rolle in der Regulation der DC Chemotaxis durch differenzierte Beeinflussung der

Expression chemotaktischer Rezeptoren spielt.
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