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1 Einleitung
1.1 Pollen

1.1.1 Pollen als Allergentrager

Pollen zahlen neben Pilzsporen und Saugetierepithelien zu den wichtigsten
Allergenquellen der AuRRenluft. Inren Namen verdanken die Pollen dem schwedischen
Naturforscher Linnaeus der bereits 1760 ihre mehlartige (lat. Pollos) Substanz beschrieb
(1] [2].

Die Bezeichnung Pollen steht fur einen Sammelbegriff aus einzelnen Pollenkdrnern.
Jedes Pollenkorn ist Trager des mannlichen Erbgutes hoher entwickelter Pflanzen und
damit fur die Reproduktion der Pflanzen essentiell. Der Durchmesser der Pollen variiert
abhangig von der Spezies zwischen 5 und 80um, wobei Birkenpollen einen Durchmesser
von etwa 25um haben [3]. Pollenkérner besitzen eine widerstandsfahige zweischichtige
Hulle (Sporoderm), bestehend aus der aul3eren Exine und einer inneren Intine. Die Intine
wird von Cellulose und Pektin gebildet. Diese Schicht umschliel3t neben den
Zellorganellen den vegetativen Nukleus sowie eine generative Zelle. Sie ist nicht
besonders widerstandsfahig, wird jedoch von der Exine, der auf3eren Schicht der
Sporopollenin, umhdillt, die den Pollen vor physikalischen und enzymatischen Einflissen
schitzt [4], so dass sie Jahrhunderte in trockener Umgebung unbeschadigt tberdauern
kénnen. Eine Allergenfreisetzung wird durch hohe Luftfeuchtigkeit, Gewitter und
Luftverschmutzung beglinstigt. Des Weiteren ist die Freisetzung von Allergenen
temperatur-, zeit- und pH-abhangig [5].

Schon geringste Luftbewegungen fiihren bei windbestaubten (amenophilen) Pflanzen zu
einem Transport der Pollen Uber weite Entfernungen. Das hat fir die Pflanze den Vorteil,
dass weit entfernte Pflanzen bestdubt werden konnen, andererseits erhdht sich die
Pollenlast in der Umwelt. Die amenophilen Pflanzen bilden nur 10% der 300
blutenbildenden Pflanzenfamilien, sie sind jedoch ausschlieZlich fir die durch Pollen
induzierten Allergien verantwortlich.

Die Birke setzt pro Blitenstand ungefahr 5,4 Millionen Pollenkérner in die Atmosphére
frei [6]. Im Allgemeinen werden Pollen windbestaubender Pflanzen bei Einatmung im
Bereich der oberen Luftwege deponiert, aufgrund ihrer Gré3e dringen sie aber nicht tiefer
als die Trachea ein. Bei sensibilisierten Personen kénnen sie die Symptome einer
allergischen Rhinitis bzw. Asthma ausldsen [1]. Zu Erklarung des allergischen Asthmas,
dessen Symptome sich in den tiefen Lungenabschnitten, den Bronchioli terminales,
manifestieren, wird unter anderem eine Freisetzung der Allergene aus den Pollen

angenommen [7].



Bereits im Jahre 1883 unternahm der englische Arzt Charles Blackley die ersten
Versuche mit Pollen. Der an Heuschnupfen leidende Arzt erbrachte durch
Selbstversuche den Beweis, dass Pollen Heuschnupfen hervorrufen kdnnen [8].
Einerseits fuhrte er Inhalationsversuche und Applikationen von Pollen in die Nase durch
und konnte durch diese MafRnahme die Symptome einer Rhinokonjunktivits sowie
asthmatische Beschwerden hervorrufen. Andererseits konnte er durch die Applikation
von Pollen in Kratzwunden zeigen, dass der Korper mit Hautrotung und Schwellung auf
den Reiz reagiert. Im Jahre 1965 gelang es der Arbeitsgruppe Johnson und Marsh, die
biochemische Struktur des Gruppe 1-Allergens aus Graserpollen zu identifizieren [9].
Pollenallergene sind vorwiegend auf den Pollen lokalisiert, z.B. im Zytoplasma, oft in
Ribosomen-reicher Umgebung [10]. Sie wurden aber auch in Mitochondrien, P-Partikeln
und Starkegranula von Pollen [5], sowie in den Blattern und Wurzeln beschrieben [11-
13]. Ihre allergene Eigenschaft erhalten Allergene dadurch, dass sie mindestens zwei
Epitope fur das IgE aufweisen. Allergene sind haufig Proteine mit globularer Struktur,
geringer molekularer Masse (4-60kDa) und guter Wasserltslichkeit. Sobald Pollen in
Kontakt mit dem wassrigen Milieu der Schleimhaute kommen, werden die Allergene sehr
schnell freigesetzt.

1994 wurde eine einheitliche Nomenklatur fur Allergene herausgearbeitet. Dabei werden
Allergene mit den ersten drei Buchstaben des wissenschaftlichen Gattungsnamen, dem
Anfangsbuchstaben des Artnamens und einer laufenden, chronologisch vergebenen
Nummer bezeichnet [14]. Bei den Birkenpollen gibt es vier Gruppen: Bet v 1, 2, 3 und 4.
Bet v 1 besitzt ein Molekulargewicht von 24 kDa, Bet v 2 wiegt 14 kDa, Bet v 3 24 kDa
und Bet v 48 kDa. Bet v 1 ist ein PR-Protein, das auch Ribonuclease-Aktivitat zeigt [15],
Bet v 2 ist ein Profilin [16] und Bet v 3 [17] und Bet v 4 [18] sind Kalzium-bindende
Proteine [19].

Allergene werden in Major- und Minorallergene eingeteilt: Reagieren tber 50% eines
untersuchten  Patientenkollektivs  mit  spezifischen IgE, dann wird das
reaktionsauslésende Allergen als Majorallergen bezeichnet. Bei weniger als 50% wird

das Allergen als Minorallergen klassifiziert [14].

1.1.2 Pollen assoziierte Lipidmediatoren

Pollen als Allergentrager — dieses Konzept ist seit vielen Jahren bekannt. Pollen sind
aber weit mehr als ,nur® Allergentrager. Bereits 1970 beschrieben Siegel und Shermann
die Interaktion von Zellen des innaten Immunsystems (Makrophagen, neutrophilen und
eosinophilen Granulozyten) mit BeifuRpollen. In einem Meerschweinchenmodell konnten
bei diesen Zellen Adharenz und morphologische Veranderungen nach Beifu3expositon

nachgewiesen werden [20]. Dreil3ig Jahre spater konnten Behrendt et al. erstmals
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nachweisen, dass Pollen im wassrigen Milieu neben den Allergenen auch physiologisch
wirksame Konzentrationen an Lipiden freisetzen. Diese Lipide wurden Pollen-assoziierte
Lipidmediatoren (PALMs: pollen associated lipid mediators) genannt [21]. Muller et al.
veroffentlichten erstmals chemische Beschreibungen dieser Molekile [22]. Sie weisen
strukturelle Ahnlichkeiten zu den Leukotrienen und Prostaglandinen aus Saugetierzellen
auf und besitzen, ebenso wie ihre Homologen aus Saugetierzellen, proinflammatorische
und immunmoldulatorische Eigenschaften. 2002 gelang es Traidl-Hoffmann et al. zu
zeigen, dass PALMs die Chemotaxie von neutrophilen Granulozyten beeinflussen [23].
Plotz et al. konnten 2004 zeigen, dass Leukotrien-&hnlichen Substanzen analog dem
Leukotrien B, (LTB-4) eine chemotaktische Wirkung auf eosinophile Granulozyten
ausiben [24]. SchlieR3lich konnten Traidl-Hoffmann et al. 2005 zeigen, dass Phytoprostan
E, (PPE;) die IL-12p70 Produktion von Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen
(moDC) inhibiert und dadurch eine Ty2 Antwort begiinstigt [25] [26].

Prostaglandine und Leukotriene zéhlen zu den Cyclopentanverbindungen und werden
durch die Enzyme Lipoxygenase (LOX) bzw. Cyclooxygenase (COX) aus dem
gemeinsamen Vorlaufer Arachidonaure, einem Zellmembranbestandteil, synthetisiert.
Prostaglandine sind an diversen Immunabwehr- und Entziindungsprozessen beteiligt,
wahrend Leukotriene unter anderem wichtige Chemoattaktanzien fir neutrophile
Granulozyten darstellen [27].

Cyclopentanverbindungen, welche nicht-enzymatisch hergestellt werden, stellen Isomere
der Enzym-katalysierten Prostaglandine dar und werden deshalb als Isoprostane
bezeichnet. Imbusch und Mueller konnten in frischen Birkenpollen Isoprostane in grof3en
Mengen mittels Hochleistungsflissigkeits-Chromatographie (HPLC: high performance
liquid chromatography) nachweisen. Da jedoch bei hoheren Pflanzen weder
Arachidonséure noch PGH-Synthase Aktivitat festgestellt werden konnte, musste es sich
bei den von Imbusch und Mueller gefunden Substanzen um Dinor-Isoprostane handein.
Diese Dinor-Isoprostane entstehen aus der Linols&ure oder der Linolensdure, dreifach
ungesattigten Fettsduren mit 18 Methylgruppen. Um Verwechslungen mit Dinor-
Isoprostanen, die durch B-Oxidation von Isoprostanen im tierischen Organismus
entstehen, zu vermeiden, schlugen sie im Jahre 2000 die Benennung Phytoprostane fir
die aus Linolsdure oder Linolenséure entstandenen Dinor-Isoprostane vor [22].

Durch die Lipooxigenase oder durch Autoxidation entsteht aus der Linolsaure 13-
Hydroxyoktadekadiensaure (13-HODE) oder 9-Hydroperoxyoktadekadiensaure (9-
HODE) [28]. Und wie oben bereits erwdhnt, kénnen diese Leukotrien-dhnlichen
Substanzen analog dem Leukotrien B4 (LTB4) eine chemotaktische Wirkung auf

neutrophile- und eosinophile Granulozyten ausiiben [23] [24] [29].



Bei Kontakt eines Pollenkorns mit der Schleimhaut kommt es zur Freisetzung des
Allergens und der PALMs. Die Bet v 1-Freisetzung verlauft allerdings langsamer als die
Freisetzung von Eicosanoid-ahlichen Substanzen aus Pollen, der frihe Anstieg der Bet v
1-Freisetzung ist in den ersten Minuten der Inkubationszeit nicht so stark wie bei den
PALMs. Es kann daher die Hypothese aufgestellt werden, dass die Allergenwirkung im
Vergleich zur Wirkung der PALMs erst zeitverzogert auftritt. Die Lipidmediatoren konnten
somit in IgE-unabhangiger Weise proinflammatorisch wirken und dadurch die initiale
Phase einer allergischen Reaktion modulieren [29].

Von besonderem Interesse konnte die Tatsache sein, dass Pollen von Pflanzen mit
klinisch und epidemiologisch hoherer allergener Potenz (Graser, Birke, Beifuss)
signifikant hohere Mengen an proinflammatorischen PALMs produzieren und freisetzen
als z. B. Kiefernpollen, die als weniger allergen gelten [5]. Die Menge der freigesetzten
Lipidmediatoren ist pH- und temperaturabhéngig. Weiterhin setzen Graserpollen, die in
der unmittelbaren Umgebung von Stralen mit hohem Verkehrsaufkommen gesammelt
wurden, groBere Mengen an PALMs frei als Graserpollen landlicher Herkunft [5].
Weiterhin wurde herausgefunden, dass bei Birkenpollen ein durch Autooxidation

hervorgerufenener Alterungsprozess mit erhdhter Freisetzung von PALMs vorlag [19].

o~~~ COOH Linolensaure

R Phytoprostan G;

At
Red. / \ Red.
HO COOH
m\/\coou = type |

type | He T on Phytoprostan E;

HO OH HO
mcoon
o gw el Phytoprostan D;
PPD
Phytoprostan F; ”m !
= COOH
o OH

Abb. 1. Synthesemechanismen der Phytoprostane aus Linolensaure Uber mehere
Autooxydationsschritte. Phytoprostane G; (PPG;) entstehen aus Linolensdure Uber den
Endoperoxid- und den Dioxetanmechanismus. Durch Reduktion an unterschiedlichen Stellen der
Kohlenstoffkette entstehen die D;-, E;- und F;-Phytoprostane. Aus: Analysis of Oxidative Stress
and Wound-Inducible Dinor Isoprostanes F; (Phytoprostanes F;) in Plants, Ruth Imbusch and
Martin J. Mueller (2000) [22]
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1.2 Dendritische Zellen

Die dendritische Zelle (DC) stellt das Bindeglied zwischen innater (angeborener) und
adaptiver (erworbener) Immunitéat dar. Bei einer Infektion nehmen im Gewebe anséssige
DCs ein mikrobielles Antigen auf, prozessieren es und migrieren in die regionaren
Lymphknoten, wo sie das Antigen naiven T-Zellen prasentieren. Die Entscheidung,
welche T-Helferzell-Antwort auf das Antigen erfolgt (z. B. Tyl, Ty2, Tyl7, Treg), hangt
dabei von verschiedenen Faktoren ab: Der Natur des mikrobiellen Antigens (z. B.
intrinsische T2 fordernde Aktivitdat mancher Antigene wie Der p 1 der Hausstaubmilbe)
(Signal 1), der Expression von Kostimulationsmarkern (Signal 2), Pathogen-assoziierten
Molekulen (PAMPs, Signal 3) sowie Faktoren des lokalen Mikromilieus (z. B. Nucleoside,
Prostaglandine, Leukotriene, Zytokine (Signal 4). Abbildung 2. veranschaulicht die
Aktivierung der DCs, die in die Lymphknoten wandern und dort die Aktivierung naiver T-

Zellen vermitteln.

. IL-12 "
Signal 3 “
o - - Thl
Microbielle Stimuli - Slgnal 2
(z. B. LRS) Co- Stimulation
(z.B. B7/CD28)
Naive CD4+
T-Zelle

Signal 1
Antigen/MHC/
Micromilieu -Faktoren

T-Zell -Receptor @
PALMSs)

(z. B. Prostaglandine,

Abb. 2: Signale, die notig sind um eine dendritische Zelle zu aktivieren, sowie deren
Einfluss auf die jeweilige T-Zell Antwort. Die Natur der T-Zell-Antwort h&ngt von mehreren
Signalen ab: Von der Natur des Stimulus (Antigen, Signal 1), von costimulatorischen Signalen
(Signal 2), von Pathogen-assoziierten Molekilen, welche Uber Pattern Recognition Rezeptoren
(PPR) von der dendritischen Zelle erkannt werden (Signal 3) und von Faktoren des lokalen
Mikromilieus (Signal 4). Diese 4 Faktoren beeinflussen mafgeblich die Aktivierung der
dendritischen Zellen und fiihren je nach Aktivierungszustand zu einer einer Tyl- oder Ty2
gewichteten Immunantwort.

Paul Langerhans entdeckte 1868 die ersten dendritischen Zellen in der Epidermis der

Haut. Er vermutete, dass die Zellen aufgrund der langen sternférmigen Zellauslaufer zum
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Nervensystem gehdrten und nannte sie dendritische Zellen [30]. Die Funktion der Zellen
blieb allerdings unbekannt. Im Jahre 1973 identifizierten Steinmann und Cohn eine bis
dahin unbekannte Zellpopulation in der Milz von Mausen, die sie aufgrund ihrer
Morphologie ebenfalls dendritische Zellen nannten [31-33]. Heute weil3 man, dass
dendritische Zellen eine heterogene Gruppe verschiedener Subpopulationen umfassen,
die in Abhangigkeit von ihrem Differenzierungs- und Reifungsstatus unterschiedliche
Funktionen erfillen. Sie besitzen sowohl die Fahigkeit, T-Zellen zu aktivieren [34] als
auch Toleranz oder Immunitat zu induzieren [35].

Dendritische Zellen verlassen das Knochenmark als unreife Zellen und migrieren durch
die BlutgefaRe zu lymphoiden und nicht-lymphoiden Geweben, wo sie sesshaft werden
[36]. Sie liegen in fast allen Geweben vor, werden aber gehauft an den Grenzschichten
zur Umgebung (Haut und Mukosa) gefunden [37]. Sie analysieren standig ihre
Umgebung, indem sie extrazellulare Bestandteile endozytieren. Dies geschieht durch
Makropinozytose [38], durch Rezeptor-vermittelte Endozytose Uber C-Typ Lektine (z. B.
Mannose-Rezeptor) [39-41] oder Fc-Rezeptoren (Aufnahme von Immunkomplexen oder
opsonierten Partikeln) [42], sowie durch Phagozytose von apoptotischen oder
nekrotischen Zellfragmenten, Bakterien und Viren [43-46]. Nach Aufnahme eines
Antigens, korpereigen oder korperfremd, werden die Antigene prozessiert und als
Peptide zusammen mit einem MHCII-Molekil an der Zellmembran prasentiert. Die DCs
verlassen das jeweilige Gewebe und wandern in den nachsten drainierenden
Lymphknoten. Dort induzieren sie entweder eine spezifische Immunantwort oder aber
Toleranz. Eine Immunantwort wird dann ausgel6st, wenn das von der DC présentierte
Antigen von der T-Zelle erkannt wird und zusatzlich eine Kostimulation durch DC-
Oberflachenmolekiile stattfindet. Neben dem Reifungsgrad der DC ist die adaquate
Kostimulation entscheidend an der Induktion einer T-Zell vermittelten Immunantwort
beteiligt. Gleichzeitig werden die DCs im aktiven Zentrum der Lymphknoten durch die T-
Helferzellen weiter aktiviert. Die T-Helferzellen stimulieren die DCs mittels CD40-
Liganden und fordern dadurch die Entstehung einer Immunantwort.

DCs gehen aus einer CD34+ hamatopoetischen Stammzelle des Knochenmarks hervor
und entwickeln sich zu verschiedenen Subpopulationen. Wie bereits oben erwéhnt,
handelt es sich bei den DCs nicht um eine homogene Population. DCs unterscheiden

sich in Ursprung und Stadium der Differenzierung.

1.2.1 SlanDCs

SlanDCs wurden erstmals 1998 von Knut Schakel und Mitarbeitern beschrieben. lhr
Name rihrt von einer speziellen O-gebundenen glykosidischen Modifikation des PSGL-1

(P selectin glycoprotein ligand 1) Molekils her, der 6-Sulfo LacNAc Modifikation. Im
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peripheren Blut machen sie etwa 0,5-2% aller Leukozyten aus und stellen damit die
vorherrschende DC-Population im Blut dar [47]. Die Zellen wurden auf3erdem gehauft in
der ileakalen Mukosa bei Morbus Crohn Patienten [48] gefunden. Auch in der Dermis von
Psoriasis Vulgaris-Lasionen und in Gewebe von rheumatoider Arthritis sind vermehrt
slanDCs nachgewiesen worden [49]. Weiterhin wurden die Zellen sowohl in der
Nasenschleimhaut als auch in von atopischem Ekzem befallenener Haut gefunden (Knut
Schékel, personliche Mitteilung).

Im Gegensatz zu anderen DCs fehlt bei den slanDCs das kutane lymphozytére Antigen
(cutaneous lymphocyte antigen: CLA) und die Méglichkeit P- und E-Selektin zu binden.
SlanDCs werden zu den myeloiden Zellen gezahlt und exprimieren CD11c. Fur slanDCs
charakteristisch ist die hohe Expression von CD16, dem niedrig affinen IgG Rezeptor
Fcgrlll. Die Expression von CD16 geht im Verlauf der in vitro Inkubation verloren.
SlanDCs haben folgenden Phénotyp: Sie sind CD1lc-, CD11lc+, CD14-, C5aR+, und
CD45RA+, wodurch die Zellen gut von anderen DCs abzugrenzen sind. Zusatzlich dazu
exprimieren die slanDCs diverse Toll-like Rezeptoren [50].

SlanDCs produzieren bei entzundlichen Prozessen hohe Mengen an IL-12. Allerdings
sind unreife slanDCs hierzu noch nicht befahigt. Sie missen zuerst ausreifen, was mit
einer verstarkten Expression der kostimulatorischen Molekiile CD80, CD83, HLA-DR,
CD86 und CD40 einhergeht. Im Blut hemmen Erythrozyten die Ausreifung der slanDCs,
indem diese mit ihrem CD47 Rezeptor an das Signal-regulierende Protein a (signal-
regulatory protein: SIRPa) binden. Diese Bindung hemmt die Reifung der slanDC und
deren IL-12 Sekretion [49]. In vitro, (in Abwesenheit von Erythrozyten) reifen slanDCs in
etwa 6Std. spontan aus.

Unreife slanDCs zeigen eine ausgepragte Endozytose und Makropinozytose von
I6slichen Antigenen [51]. lhre Fahigkeit zur Antigenprasentation und T-Zell-Aktivierung ist
ausgepragt [51]. In vitro konnte nachgewiesen werden, dass slanDCs zytotoxische T-

Zellen weitaus effektiver aktivieren konnten als Monozyten [51].

1.2.2 Myeloide denrdritische Zellen (MDC)

Myeloide dendritische Zellen sind im Gegensatz zu den plasmazytoiden dendritischen
Zellen CD11c+ und CD123-. Als unreife DCs nehmen sie aulerst effizient Antigene auf
und prozessieren diese. Als reife MDCs sind sie in der Lage, IL-12 zu produzieren, und
stimulieren die Polarisierung von naiven CD4+ T-Zellen zu IFN-y produzierenden Ty1-
Zellen [52].

Die CD11c+ DCs sind in der dunklen und hellen Zone von Keimzentren zu finden [53]. Im

Blut befinden sich die MDCs im unreifen Stadium. Dendritische Zellen myeloider Herkunft
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gelangen Uber den Blutweg in die T-Zell-Areale der wei3en Milz-Pulpa (PALS), wo sie
durch Adhasion an naive T-Zellen funktional zurtickgehalten werden [54].

Die meisten Einblicke in die Natur dieser Zellen stammen nicht aus der Isolation der
MDCs aus Gewebe, sondern aus in vitro Untersuchungen. In Studien konnte gezeigt
werden, dass MDCs eine starke allogene T-Zellaktivierung in der sogenannten mixed
lymphocyte reaction (MLR) bewirken und auf Stimulation durch TLR-Liganden mit der
Produktion von Zytokinen sowie der Expression von Kostimulations-Molekilen reagieren.
Im Gegensatz zu den haufig in Studien verwendeten Monozyten-abgeleiteten
dendritischen Zellen (moDC) benottigen MDCs zur Produktion von groRen Mengen
IL-12p70 jedoch eine simultane Stimulation durch einen TLR-7 oder TLR-8-Liganden (z.
B. R-848) plus einen TLR-3 (Polyl:C) oder TLR-4 Liganden (LPS) [55].

1.2.3 Plasmazytoide dendritische Zellen (PDC)

Die plasmazytoiden dendritischen Zellen verdanken ihren Namen ihrer Plasmazell-
ahnlichen Morphologie. Lennert und Remmele beschrieben 1958 zum ersten Mal ,T-
assoziierte Plasmazellen®, die den T-Zell Marker CD4 und eine pra-TCR-a-Kette (TCR =
T-cell receptor) exprimierten, aber keine Immunglobuline im Inneren aufwiesen [56-59].
Weitere Untersuchungen dieses Zelltyps ergaben, dass dieser auch myeloide
Oberflachenmolekille wie CD31, CD36, CD68 und die Interleukin-3 (IL-3)-Rezeptor-a-
Kette exprimiert, was zu einer Umbenennung dieses Zelltyps in plasmazytoider Monozyt
fuhrte [60]. Die Zellen exprimierten weder CD3 noch T-Zell-Rezeptoren, daflir fand man
aber die MHC Klasse Il Antigene HLA-DR und HLA-DQ an ihrer Oberflache. Steinmann
entdeckte 1994 zwei unterschiedliche dendritische Subpopulationen: CD11c-positive und
CD11c-negative dendritische Zellen [61]. Weitere Untersuchungen zeigten, dass die
CD11c negativen und CD4 positiven Subpopulationen der DCs identisch mit den
plasmazytoiden Monozyten waren. Daraufhin wurde aus dem plasmazytoiden Monozyt
die plasmazytoide denritische Zelle [62].

Lange herrschte die Meinung vor, dass die meisten humanen Blutzelltypen die Fahigkeit
zur Sekretion von Typ | Interferonen besallen. Ende der siebziger Jahre des letzten
Jahrhunderts zeigte sich aber, dass es einen Hauptzelltyp geben musste, der bei viraler
Infektion das IFN Typ | produzierte [63]. Anfang der 80er Jahre des letzten Jahrhunderts
wurde dann nach den zellularen Quellen der antiviralen Zytokine IFN-a unf IFN-B
gesucht. Dabei konnte festgestellt werden, dass die Interferon-produzierenden Zellen
eine aulerst kleine Zellpopulation des peripheren Blutes darstellten [64]. Weitere
Untersuchungen fihrten zu der Entdeckung, dass es sich bei dieser Population um CD3-
negative und CD4-positive dendritische Zellen handelte [65]. 1999 gelang es dann zwei
Forschergruppen unabhangig voneinander zu beweisen, dass eben diese Interferon

produzierende Zellen identisch war mit den plasmazytoiden dendritischen Zellen [66, 67].
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Plasmazytoide dendritische Zellen wurden im Laufe ihrer Entdeckung verschiedenen
Zellreinen zugeordnet. Heute wird am ehesten eine eigenstandige hamatopoetische
Zelllinie angenommen, in deren Entwicklung FLT3L aus hamatopoetischen Stammzellen
eine kritische Rolle spielt [68]. Zu dieser Hypothese passt das Fehlen von linien-
spezifischen Oberflachenproteinen wie Immunglobuline und CD19 (B-Zelle), T-Zell-
Rezeptor und CD3 (T-Zelle), CD14 (Monozyten), CD16 und CD56 (NK-Zellen) und
CD11c (myeloide dendritische Zellen).

Die Haufigkeit von PDCs innerhalb der mononukleéren Zellfraktion des peripheren Blutes
betragt zwischen 0,1-0,7%. PDCs finden sich meist in sekundaren lymphatischen
Organen, wo sie in der T-Zell-Region nahe der hochendothelialen postkapillaren Venolen
(high endotehlial venules: HEV) lokalisiert sind [60, 69]. PDCs finden sich aber auch in
der gesunden Haut und in der Mukosa [70-72].

PDCs sind mit dem TLR7 und dem TLR9 als pattern recognition receptor ausgestattet,
was auf die gezielte Erkennung mikrobieller Nukleinsduren und auf eine besondere Rolle
der PDCs in der Abwehr von Viren hinweist. Dies steht im Gegensatz zu den myeloiden
dendritischen Zellen, welche durch ihre vorhandenen TLRs eher auf die Abwehr von
Bakterien spezialisiert sind [73]. Als Interferon Typ | produzierende Zellen des
menschlichen Korpers sind sie entscheidend an der Abwehr bei Virusinfektionen
beteiligt. Bei Viruskontakt setzen sie sehr hohe Mengen an IFN-a (3-10pg/Zelle/24Std.)
frei und aktivieren dadurch zytotoxische Effektorzellen wie NK-Zellen [66, 67].

Unreife PDCs exprimieren wenig CD40, CD80, CD83, CD86, CCR7 und HLA-DR auf
ihrer Oberflache. Nach Kontakt von einem als fremd erkannten Antigen reifen die PDCs
und wandern in den n&chsten drainierenden Lymphknoten, wo sie T-Zellen zur Antigen-
abhangigen Proliferation stimulieren. Nach Ausreifung der PDCs durch ein erkanntes
Antigen werden die Oberflachenmarker CD40, CD80, CD83, CD86, CCR7 und HLA-DR
induziert. Zusatzlich werden je nach Stimulus groRe Mengen an Typ | Interferon
freigesetzt. Ausgereifte PDCs verlieren ihre Fahigkeit zur Phagozytose und Pinozytose
von Antigenen nahezu vollstandig; ihre Hauptfunktion besteht in der Aktivierung von T-
Zellen [62]. Durch die IFN-a-Sekretion besitzen die PDCs zusétzlich die Eigenschaft,
naive, allogene CD4 T-Zellen zur Proliferagtion und zur IFN-y- und IL-10-Produktion
anzuregen [74]. Zusétzlich dazu kénnen PDCs Monozyten und MDCs aktivieren und die
damit verbundene T-Zell Antwort verstarken [73].

Die PDCs sind also sowohl an der angeborenen (durch die Sekretion von IFN-a) als
auch an der adaptiven (durch die Stimulation von naiven T-Zellen) Immunantwort
beteiligt [74]. Die Auspragung bestimmter Pattern-recognition-Rezeptoren wie TLR9
spricht weiterhin dafir, dass diesen Zellen auch eine Funktion bei antibakteriellen

Immunantworten zugesprochen werden kénnte [75, 76].
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Phanotyp Plasmazytoide Myeloide SlanDC
denritische Zellen denritische Zellen M-DC8+
Myeloide Marker
CDla - - -
CD11b - +
CD11c - + +
CD13 - +
CD14 - -
CD33 - + +
CD40 + + +/-
CD54 + + +
CD80 + + -
CD83 + + -
CD86 + + +
CD123 + - -
MHC Klasse I + + +
PRR
TLR4 - + +
TLR7 + - -
TLRS8 - + -
TLR9 + - -
Weitere Marker
CD4 + + +
CD45RA + - +
CD45R0 - + +/-
IL-3R + + +
GM-CSFR + + +
BDCA-2 + - -
BDCA-4 + - -
FceRI + + +
CD16 (FcyRlll) - - +
Funtkion
IFN-a/f3 + + -
II-6 Produtkion ) + +
IL-12p70 Produktion ) + +
Phagozytose - + +

Abb. 3: Charakteristika von plasmazytoider, myeloider und slan dendritischer Zelle [49, 77,

78]
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1.3 Toll-like Rezeptoren

Toll-like Rezeptoren (TLRs) gehdren neben den Scavenger Rezeptoren zu der Gruppe
von Mustererkennungsrezeptoren, Pattern recognition receptors (PRR) genannt. Sie
gehdren zum angeborenen Abwehrsystem und dienen der Erkennung von pathogenen
Molekulen (PAMP: Pathogen Associated Molecular Patterns). TLRs stellen auch die
Verbindung des angeborenen mit dem adaptiven Immunsystem dar, indem die Reifung
von dendritischen Zellen induziert und die T-Zell-vermittelte Antwort dirigiert wird [79].
Der Toll-Rezeptor wurde erstmals bei der Drosophila melanogaster Fliege wéahrend eines
Screenings nach Polaritdtsgenen in Embryonen gefunden. Im Embryonalstadium steuert
dieses Protein die dorsoventrale Polaritat [80]. Spater erst wurde fir diesen Rezeptor
eine Beteiligung an der Immunantwort der ausgewachsenen Fruchtfliege auf Infektionen
mit Pilzen und Gram-positiven Bakterien nachgewiesen [81]. Die Drosophila Fliegen
zeigen trotz des Fehlens eines adaptiven Immunsystems eine effektive Abwehr
gegenlber Mikroorganismen. Adulte Fruchtfliegen, deren Gene fir Toll und 18-wheeler,
einem spater entdeckten regulatorischen Rezeptor, mutiert sind, kénnen Infektionen
durch Pilze oder Bakterien nicht effektiv bekampfen [82]. Daraus kann man schlief3en,
dass es bei der Drosophila mindestens zwei Rezeptoren aus der Toll-Familie gibt, die
zwischen verschiedenen Pathogenen unterscheiden und eine passende Immunantwort
initiieren kdénnen.

Nach der Entdeckung von Drosophila Toll wurden auch in Sdugetieren Homologe dieses
Rezeptors beschrieben. Diese Rezeptoren wurden Toll-like Rezeptoren (TLR: Toll
ahnliche Rezeptoren) genannt [83]. Bis heute sind beim Menschen elf Toll-like
Rezeptoren (TLRs 1-11) naher charakterisiert worden. Die TLRs unterscheiden sich
durch ihre Ligandenspezifizitat, ihre Expressionsmuster, sowie in den Zielgenen, die sie
induzieren konnen [84]. Toll-like Rezeptoren sind evolutiondr hoch-konservierte
Transmembranproteine, die in der Ektodomane in tandem angeordneten Leucin-reichen
Sequenzen, welche fiur die PAMPs-Erkennung essentiell sind, und auf der
zytoplasmatischen Seite die so genannte TIR Domane besitzen. Dieser
intrazytoplasmatische Bereich zeigt eine starke Ahnlichkeit mit dem Interleukin-1
Rezeptor, daher auch die Bezeichnung dieser Doméne als Toll/IL-1-Rezeptor-Doméne
(TIR). Dieser Bereich ist entscheidend fir die Signallibertragung [85] [86].

TLR-4 wurde als erster TLR entdeckt. Er ist essentiell fur die Erkennung von
Lipopolysaccharid (LPS) aus der Zellmembran gram-negativer Bakterien. Zwei weitere
fur unsere Arbeit interessante Toll-like Rezeptoren sind der TLR-7, welcher durch
Resiquimod (R-848) stimuliert wird und einzelstrangige RNA erkennt sowie TLR-9,
welcher durch CpG-reiche DNA aktiviert wird.

In der Regel fuhrt eine Bindung des Liganden and den TLR zur Rekrutierung des

Adapterproteins MyD88 (myeloid differentiation marker 88) und ultimativ zur Aktivierung
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des Transkriptionsfaktors NF-kB, der zahlreiche proinflammatorische und immun-
modulatorische Gene reguliert.

TLR-4 im speziellen rekrutiert Gber das Adaptermolektl MyD88 die IL-1R-assoziierte
Kinase-1 und -4 (IRAK-1/4). Es kommt zur Autophosphorylierung von IRAK-1 und -4 und
von MyD88, was wiederum zur Phosphorylierung des TNF-Rezeptor-assoziierten Faktor
6 (TRAF 6) und zu dessen Aktivierung fuihrt. Dieser Komplex aus IRAK-1 und TRAF 6
dissoziiert wieder und fuhrt Gber mehrere Zwischenschritte zur Inaktivierung des Inhibitor
of NF-kBa (IkBa)-Komplexes. Letzteres fuhrt zu einer Translokation des
Transkriptionsfaktors NF-kB in den Nukleus und damit zur Expression von NF-kB-
abhangigen Genen wie TNF-a (Tumor-Nekrose-Faktor-a), IL-1, IL-6, IL-12 und E-
Selektin.

In einem anderen Modell konnte LPS Interferon-induzierbare Gene und die Ausreifung
von dendritischen Zellen in MyD88-defizienten Mausen, bei aufgehobener TLR-
vermittelter Zytokinoproduktion, induzieren. Dies weist auf das Vorhandensein eines
weiteren, MyD88-unabhangigen Signaltransduktionsweg hin. Bei diesem Signalweg
kommt es via TRIF und TBK1 sowohl zu einer Aktivierung des IkBa-Komplexes als auch
des Transkriptionsfaktors IRF3 (siehe Abb. 4) [87].

TLR7

TLR9 PRBe

TLR3

QLTI

MyD88 MyD88
MyD88 TIRAP/Mal
IRAK /
TRAFe ]

NEMO/IKK’

nash /
nr-«s SR @ rrF-3

—

NF-xB

NF-xB
(early phase

I-—> (late phase

| Inflammatory cytokines | IFN-B

Abb. 4: Siganlkaskaden der verschiedenen TLRs. TLRs rekrutieren die IL-1R-assoziierte
Kinase 1 und 4 (IRAK 1/4) Uber das Adaptermolekil MyD88. Es kommt zur Autophosphorylierung
von IRAK 1 und 4 und von MyD88, was wiederum zur Phosphorylierung des TNF-Rezeptor-
assoziierten Faktor 6 (TRAF 6) und zu dessen Aktivierung fuhrt. Die Aktivierung des Inhibitor of
NF-kBa (IkBa)-Komplexes fiihrt zu einer Translokation von NF-kB in den Nukleus und damit zur
Expression von NF-kB-abhangigen Genen wie TNF-a (Tumor-Nekrose-Faktor-a), IL-1, IL-6, IL-12
und E-Selektin. MyD88 unabhdngig kommt es via TRIF sowohl zu einer Aktivierung des IkBa-
Komplexes als auch des Transkriptionsfaktors IRF3. Aus: K. Takeda, S. Akira / Seminars in
Immunology 16 (2004) 319

g

-18 -



1.3.1 TLR-4 Ligand Lipopolisaccharid (LPS)

Lipopolysaccharid (LPS) ist ein wichtiger Bestandteil der duf3eren Membran von gram-
negativen Bakterien. Lipopolysaccharide sind spezifisch fur das jeweilige Bakterium. Das
Kernpolysaccharid ist mit seinem LPS-spezifischen Zucker lebenswichtig fur den
Mikroorganismus. Es ist ein komplexes thermostabiles Molekul bestehend aus einem
hydrophilen Polysaccharid und einem hydrophoben Teil (Lipid A). Lipid A verankert das
Glykolipid in der Bakterienmembran und wird bei Bakterienverfall als Endotoxin
freigesetzt. Die biologische Aktivitdt von Lipid A kann beim Menschen die
lebensbedrohliche Situation eines Endotoxin-Schocks auslosen.

Freies LPS bindet im Serum am das Lipopolysaccharid-bindende-Protein (LBP), auch
Septin genannt. Dieser Komplex bindet an CD14 auf Monozyten. Es konnte auf3erdem
gezeigt werden, dass Monozyten von TLR-4 mutierten Mausen nicht auf LPS reagierten
[88] [89]. Dies fuhrte zu der Erkenntnis, dass TLR-4 essentiell fir die Signaltransduktion
von LPS ist. Beim Menschen konnte dieser Effekt bei Mutationen im TLR-4 Gen

ebenfalls gezeigt werden [90].

1.3.2 TLR-7 Ligand Resiquimod

Bei Resiquimod handelt es sich um einen Wirkstoff, der bei der Behandlung von kleinem,
oberflachlichem Basalzell-Hautkrebs (Basaliom), bei aktinischer Keratose und bei
Feigwarzen (Condylomata acuminata) eingesetzt wird. Resiquimod selber bewirkt keine
aktive Zerstorung der Viren oder Krebszellen. Resiquimod, wie auch Imiquimod, ist ein
Immunmodulator, der seine Wirkung durch Aktivierung des Immunsystems der Haut
entflaltet. Der Wirkstoff provoziert dazu eine Entziindungsreaktion, indem er den Toll-like
Rezeptor 7 (TLR-7) oder TLR-8 bindet [91]. TLR-7 und -8 befinden sich an der
Plasmamembran von dendritischen Zellen oder Makrophagen. Die Bindung von
Resiquimod an den TLR-7/-8 fuhrt zu einer Aktivierung der Zellen und zu einer IFN-q, IL-
6-, TNF-a und IL-12 Sekretion [92]. In unseren Versuchen haben wir uns die Eigenschaft
zur Aktivierung von dendritischen Zellen zunutze gemacht, indem wir Resiquimod als

Reifungsstimulus fir die Zellen benutzt haben.

1.3.3 TLR-9 Liganden CpG-Oligodesoxynukleotide

Oligodesoxynukleotide (ODN) sind kurzkettige, einzelstrangige DNA-Molekiile, die aus 8-
30 Basen (Nukleotiden) bestehen. Diese Nukleotide sind Uber 3’,5’-Phosphatbricken
miteinander verbunden. Bei den Phosphatbricken handelt es sich um
Phosphodiesterbriicken, welche bei manchen synthetisch hergestellten ODN durch die

sogenannte Phosphoorothioat-Modifikation ersetzt werden. Diese Modifikation fuhrt
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einerseits zu einer Steigerung der Stabilitit der ODN gegenuber extrazellularen
Nukleasen, gleichzeitig aber auch zu einem starkeren stimulierenden Effekt auf das
Immunsystem [93].

Den ersten Hinweis auf immunstimulatorische Bestandteile bei Bakterien fand der New
Yorker Chirurg William Coley. 1893 veroffentlichte er seine therapeutischen Erfolge bei
Tumorpatienten in einer Serie von Studien [94] [95]. In diesen Studien injizierte er
Streptokokken oder hitzeinaktivierte Bakterien, ,Coley’s Toxin® in die Tumormasse von
Patienten. Durch diese MalRnahme erreichten tber 40% seiner etwa 900 Patienten eine
anhaltende klinische Remission. Dieses Vorgehen kann als erste Immuntherapie einer
Tumorerkrankung bezeichnet werden [96, 97].

Nachdem Tokunaga et al. 1984 durch eine Reihe von Versuchen feststellen konnten,
dass die DNA-haltige Fraktion die hochste therapeutische Aktivitat zeigte, fihrten weitere
Untersuchungen zu der Erkenntnis, dass innerhalb der bakteriellen DNA
Palindromsequenzen (spiegelbildliche Sequenzen um ein zentrales Dinukleotid)
verantwortlich fir die Aktivierung waren [98]. Wahrend A. M. Krieg die Wirkung
sogenannter Antisense-ODN auf B-Zellen studierte, bemerkte er, dass einige der
Kontroll-ODN, die keine Palindrome in ihren Sequenzen enthielten, ebenfalls B-Zellen
aktivierten [99]. Er fand heraus, dass unmethylierte Cytosin-Phosphat-Guanin-Motive
(CpG-Motive) in bakterieller DNA zur Erkennung durch Immunzellen und zur Induktion
einer Immunantwort fihrten [93]. Die Induktion der NK-Zellen wurde allerdings nicht
durch direkte Effekte von CpG-ODN auf jene Zellen hervorgerufen, sondern waren
vielmehr die Folge von CpG-induzierter Zytokin-Sekretion von Monozyten und
dendritischen Zellen, die ihrerseits durch CpG-ODN aktiviert wurden [99], [100], [101],
[102].

Bakterielle und Wirbeltier-DNA unterscheiden sich unter anderem durch Methylierung am
Cytosin. Wahrend Cytosin-Guanosin (CG)-Dinukleotide in bakterieller wie in synthetisch
hergestellter DNA am Cytosin meist nicht methyliert sind, ist das bei der Wirbeltier-DNA
in bis zu 80% der Falle der Fall. Im Unterschied zur bakteriellen DNA, in der CpG-
Dinukleotide mit der rechnerisch zu erwartenden Haufigkeit von 1:16 auftreten, findet
sich bei der DNA von Wirbeltieren eine CpG-Suppression, d. h. CpG-Motive sind
mindestens viermal seltener (1 von 60 Dinukleotiden) [103]. Weiterhin sind die Mehrheit
der CpG-Dinukleotide eukaryontischer DNA an der 5° Stelle des Cytosins methyliert,
wodurch sie ihre immunostimulatorische Wirkung verlieren [104]. Ferner zeigte sich, dass
selbst unmethylierte menschliche DNA mit CpG-Motiven keine immunstimulatorische
Wirkung zeigte. Dies ist dadurch zu erklaren, dass es sich hier um hemmende CpG-
Motive handelte. Bei hemmenden CpG-Motiven ist dem CpG-Dinukleotid entweder ein
Cytosin vorangestellt oder es folgt unmittelbar ein weiteres CpG-Dinukleotid oder ein
Guanosin [105].
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CpG-ODN konnen Zellen sowohl des adaptiven als auch des angeborenen
Immunsystems aktivieren. Die meisten Zellen des Immunsystems nehmen CpG-ODN
endozytotisch auf, die wenigsten koénnen jedoch darauf reagieren. TLR-9 ist der
spezifische und notwendige Rezeptor, um eine Immunantwort auf bakterielle DNA bzw.
synthetische CpG-ODN hervorzurufen [106] [107]. Im Gegensatz zu anderen TLRs wie z.
B. TLR-4, die auf der Plasmamembran lokalisiert sind, befindet sich TLR-9 auf ruhenden
Zellen in den Membranen des endoplasmatischen Retikulums. Von dort gelangt er durch
Fusion mit der Plasmamembran und anschlie3ender Endozytose oder auf direktem Weg
durch Fusion von endoplasmatischen Retikulum mit Endosomen ins lysosomale
Zellkompartiment [108]. Die CpG-Motive werden als molekulare Muster fir intrazellulare
Bakterien oder Viren erkannt und fiihren letztlich zu einer Tyl-dominierten T-Zell-Antwort.
Dabei ist CpG eher als eine Art Amplifikator fir Tyl Antworten zu betrachten und nicht
als direkter Initiator einer T-Zell-Antwort.

Anhand von Screening-Versuchen gelang es optimale Sequenzen von CpG-ODN zu
identifizieren. Im Laufe der Zeit konnten so zwei CpG-ODN-Klassen definiert werden,
welche wesentliche Unterschiede sowohl in ihrer Sequenz als auch in ihrer Wirkung
aufzeigten. CpG-ODN der Klasse A, CpG-ODN 2216 (CpG-A) haben ein Poly-Guanosin-
Motiv (Poly-G), ein Palindrom im Zentrum und ein Rickgrat bestehend aus
Phosphothioat-Bindungen an den Enden und Phosphodiester-Bindung im Zentrum. CpG-
A induziert bei PDCs die Sekretion von grollen Mengen IFN-a, es aktiviert B-
Lymphozyten aber nur schwach [75]. Die Wirkung von CpG-A entspricht in etwa der
eines Virus, das ebenfalls zu einer hohen IFN-a Produktion fuhrt. Insofern ist es
nahelegend, CPG-ODN 2216 als Prototyp fur die Stimulation einer viralen Infektion
anzufihren [109].

Der Prototyp der Klasse B CpG-ODN ist das CpG-ODN 2006 (CpG-B). Im Unterschied
zu CpG-A weist CpG-B weder Palindrom noch Poly-G-Motive auf. Das Ruckgrat von
CpG-B besteht ausschlie3lich aus Phosphothioatbindungen. CpG-B fuhrt bei PDCs zu
verhaltnismaRig geringer IFN-a Freisetzung und nur zu einer schwachen Aktivierung von
NK-Zellen. Allerdings fuhrt CpG-B zu einer Reifung von PDCs und Aktivierung von B-
Lymphozyten, welche sich unter anderem durch eine Hochregulation kostimulatorischer
und Antigen prasentierender Moleklle manifestiert [110]. CpG-B wird aufgrund dieser

Eigenschaften als Prototyp fur die bakterielle Infektion aufgefiihrt [110].

14 Zytokine
1.4.1 Interleukine

Interleukine sind zu den Zytokinen zéhlende Peptidhormone des Immunsystems. Sie

besitzen vielfaltige Aufgaben in der Regulation der Immunabwehr, der
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Entzindungsreaktion, der Hamatopoese und der Apoptose [111]. Sie sind Trager der
Kommunikation zwischen Leukozyten. Die Signaltransduktion der Interleukine erfolgt
Uber Tyrosin-Kinasen der Janus-Familie, die als Effektorproteine STAT-
Transkriptionsfaktoren (signal transducer and activator of transcription) aktivieren.
Innerhalb der Interleukine werden proinflammatorische und anti-inflammatorische
Zytokine unterschieden [111]. Nach der Reihenfolge ihrer Entdeckung werden sie in
mehrere Untergruppen unterteilt, die durch Zahlen gekennzeichnet werden. Bisher
wurden 35 verschiedene Interleukine entdeckt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
Sekretion der Interleukine 6, 10 und 12 n&her untersucht.

1411 Interleukin-6

Interleukin-6 (IL-6) ist ein Phospho-Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 23-
30kD. Fruher wurde es auch B-Zellen-stimulierender Faktor (BSF-2) [112], Interferon-32
(IFN-R2) [113] oder auch Hepatozyten-stimulierender Faktor (HSF) genannt [114], bis
eine Analyse der cDNA Aufschluss gab, dass es sich bei diesen beschriebenen
Molekilen um ein und dasselbe Protein handelte [115, 116]. Allgemein wird IL-6 als
Aktivator der Akute-Phase Antwort (acute phase reaction, APR) und als Lymphozyten
stimulierender Faktor (lymphocyte stimulatory factor, LSF) betrachtet [117]. Es stimuliert
im Gegensatz zu IL-1 und TNF-a die gesamte Bandbreite der Akute-Phase Proteine und
Ubernimmt eine Schlisselrolle in der APR, indem es zeit- und dosisabhangig die
Synthese von C-reaktivem Protein (CRP) und Serum Amyloid-A (SAA) induziert [118-
121].

IL-6 besitzt sowohl pro- als auch antiinflammatorische Eigenschaften [122-125], es sollte
aber eher als Faktor gesehen werden, welches den pro- und antiinflammatorischen
Ausgang einer immunologischen Antwort ausbalanciert. Es besitzt die Fahigkeit eine
angeborene Immunantwort in eine adaptive zu dirigieren. Die Kontrolle dieses
Umschaltens ist essentiell fiir eine erfolgreiche Immunantwort [126]. Aus diesem Grund
scheint IL-6 entscheidend bei der effektiven Handhabung einer akuten

Entziindungsreaktion zu sein.

1.4.1.2 Interleukin-10

Interleukin-10 (IL-10) besitzt zahlreiche Funktionen in der Regulation des Immunsystems.
Es wirkt unter anderem begrenzend und hemmend auf Abwehrvorgénge, die z.B. in
einem septischen Schock minden kdnnen und schitzt damit den Organismus davor,
sich durch Ubersteigerte Entziindungsprozesse selbst zu zerstéren. Es ist zusammen mit

TGF-B eines der bedeutendsten antientzindlichen Zytokine und wichtig bei der
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Entwicklung der Immuntoleranz [127]. Es hemmt die Bildung von Zytokinen der Tyl-
[128] und der Ty2-Antwort [129] und wirkt férdernd auf das Uberleben, die Proliferation
und die Antikdrperproduktion von B-Lymphozyten. Die Hemmung der Tyl- und Ty-2
Antwort erfolgt indirekt Uber die Hemmung der Antigen-préasentierenden Zellen (APC:
antigen presenting cells) [130-132]. IL-10 scheint allerdings mehr als nur Zytokin-
Synthese-Inhibitor zu sein, es entspricht eher dem eines pleiotropen Immunmodulators
mit aktivierenden und hemmenden Eigenschaften [129]. Es blockt den nuklearen Faktor
NFkB und ist in die Regulation des JAK-STAT-Signalweges einbezogen. Interleukin-10
ist ein wesentlicher Immunmodulator im Intestinaltrakt. Ein Mangel geht mit einer
Veranlagung zu chronisch entzundlichen Darmerkrankungen wie Morbus Crohn oder
Colitis ulcerosa einher. [133]. Bei allergischen Prozessen wie Asthma, Rhinitis oder
Ekzem konnte gezeigt werden, dass IL-10 produzierende regulatorische T-Zellen (T-

regs) in ihrer Funktion vermindert sind [134].

1.4.1.3 Interleukin-12

Interleukin-12 (IL-12) besteht aus 2 Glykoproteinenen, die kovalent tber Disulfid-Brucken
miteinander verbunden sind. Die leichte Kette hat ein Molekulargewicht von 35kD, die
schwere Kette 40kD. Beide Ketten bilden das biologisch aktive p70 Heterodimer.
Produziert wird IL-12 von Monozyten, MDCs, Monozyten-abgeleiteten DCs (moDCs) und
slanDCs im Rahmen der initialen Phase einer Immunantwort [49]. IL-12 bindet an einen
hochaffinen  Rezeptor, welcher aus zwei Typ-I-Transmembran-Glykoprotein-
Untereinheiten (IL-12RB1 und IL-12RB2) besteht. IL-12RB2 wird von T-Lymphozyten,
NK-Zellen, dendritischen Zellen und B-Lymphozyten exprimiert und wahrend einer Ty1-
Immunantwort verstarkt induziert [135].

Interleukin-12 (IL-12) spielt sowohl bei der Zell-vermittelten angeborenen, als auch bei
der adaptiven Immunantwort [136] eine zentrale Rolle: Es verstarkt die Zytotoxizitat und
IFN-y Produktion von NK-Zellen [137]. Von dendritischen Zellen produziertes IL-12 fuhrt
zu einer Differenzierung von naiven CD4+ T-Zellen in IFN-y produzierende T-Helfer
Zellen vom Typ 1. Das von den NK- und T-Zellen sekretierte IFN-y verstarkt die
bakteriozide Wirkung von Makrophagen und stimuliert die Produktion von Komplement-
fixierenden Antikorpern durch B-Lymphozyten [138]. Der Hauptstimulus zur IL-12-
Sekretion sind virale, bakterielle oder parasitare Motive, die an TLRs von denritischen
Zellen binden. Die IL-12 Sekretion wird durch IL-4, IL-18, TNF-a und IFN-y, aber auch
durch IL-12 selbst verstarkt. Guenova et al. konnten 2008 zeigen, dass eine vermehrte
Sekretion von IL-4 auch zu einer erhéhten Sekretion von IL-12 fihrt und dadurch eine
Trl-Antwort fordert [39, 139]. Verminderte Sekretion bewirken TGF-f und IL-10 [140,

141]. Die zentrale Rolle von IL-12 bei der Immunabwehr gegen Pathogene konnte in
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Studien mit Knock-out Tieren, welche kein IL-12 produzierten oder mit neutralisierenden
Antikérpern gegen IL-12 gezeigt werden [136]. Die Sekretion von IL-12p70 unterliegt
einer strengen Kontrolle, da andauernde Expression und systemische Wirkung des

Zytokins toxisch sind und die Gefahr einer Autoimmunitat gefordert wird [142-144].

1.4.2 Typ-I Interferone

Die Gruppe der Interferone (IFN) umfasst eine heterogene Gruppe von Zytokinen, die
zusammen eine Vielfalt an biologischen Funktionen vermitteln. Ihren Namen haben sie
aufgrund ihrer Interferenz mit der viralen Replikation erhalten [145]. Sie gehéren wie IL-
10 zur Familie der Klasse |l a-helikaler Zytokine [146]. Wahrend die Gruppe der Typ |
Interferonen IFN-a, IFN-B, IFN-¢g, IFN-k und IFN-w beinhalten, stellt IFN-y das einzige
Mitglied der Typ Il Interferonen dar. Bei immunologischen Vorgangen sind IFN-a, IFN-
und IFN-y von besonderem Interesse und wurden auch dementsprechend untersucht
[147-150]. Prinzipiell besitzt jede Zelle die Fahigkeit zur Produktion von IFN-a und IFN-{.
Plasmazytoide dendritische Zellen stellen, vor allem nach Stimulation durch bakterielle
oder virale Pathogene Uber PRR, die Hauptproduzenten von Typ | Interferonen dar [75].
IFN-y wird hauptsachlich von T-Zellen und NK-Zellen produziert [151]. Die Wirkung von
IFN-a und IFN-B ist zehn- bis hundertmal starker als die der Typ Il Interferonen [152].

1.4.2.1 Interferon a

Die Genfamilie der humanen IFN-a kodiert fur etwa 12 verschiedene Proteine mit
Molekulargewichten um 20 kDa, die aus monomeren Polypeptidketten mit einer Lange
von 165 oder 166 Aminosduren bestehen [153]. Typ I-Interferone zeigen viele
gemeinsame Eigenschaften, wie zum Beispiel die antivirale Wirksamkeit, die hohe pH-
und Temperaturstabilitdt und den gleichen molekularen Aufbau [154].

Interferon a gehort zur first line Abwehr bei viralen Infektionen und kann die Ausbreitung
einer viralen Infektion im Anfangsstadium unterbinden [155]. Die antivirale Aktivitat der
Interferone greift in nahezu jeden Schritt der Virusreplikation ein. Beschrieben wurden
unter anderen Interferenzen mit dem Eintritt von Viren in die Wirtszelle, dem Uncoating-
Prozess (Simian-Virus 40, Retroviren), der Transkription (Influenza, Vesiculostomatitis-
Virus (VSV)), der RNA-Stabilitat (Picornavirus), dem Translationsprozess (Reovirus,
Adenovirus, Vaccinia-Virus), der Reifung, der ,Verpackung“ und der Virusfreisetzung
(Retrovirus, VSV) [156].

Die infektionsbedingte Aktivierung der Expression von Typ 1 IFN variiert in Abh&angigkeit
vom Virustyp. Meist sind jedoch erste Virus-Zell-Kontakte, z.B. ber strukturelle
Viruskomponenten wie Glykoproteine, fir eine IFN-Induktion verantwortlich [157], wobei

auch virale Nukleinsauren einen Stimulus fur die Aktivierung der IFN-Expression sein
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kénnen. Bei RNA-Viren konnen z. B. einzelstrangige RNA-Molekile Uber Toll-like
Rezeptoren zu einer Induktion von IFN fuhren [158]. Bei DNA-Viren kénnen zusatzlich
Intermediate, wie doppelstrangige RNA, eine Aktivierung von IFN-Genen induzieren
[157]. Alle Typ I-Interferone binden an den gleichen Rezeptor auf der Oberflache der
Zielzellen.

1.5 Oberflachenmarker dendritischer Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Subpopulationen dendritischer Zellen anhand ihrer
Expression von Oberflachenmolekilen auf ihre Reifung hin untersucht. Die vermehrte
Expression dieser sogenannten Reifungsmarker gibt Auskunft Gber den jeweiligen
Aktivitdtszustand der Zellen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die folgenden Oberflichenmolekile untersucht: CD40,
CD80, CD83, CD86, CD206, CCR-7, FceRl und HLA-DR.

151 Mannose Rezeptor

Als phagozytierende Zellen sind dendritische Zellen mit Rezeptoren ausgestattet, die
Pathogenoberflachen erkennen. Zu diesen Rezeptoren gehért der Mannose-Rezeptor
(MR, CD206). CD206 ist ein zellgebundener Lektin-Rezeptor vom C-Typ, welcher wie
Toll-like Rezeptoren bestimmte Zuckermolekiile an der Oberflache von Bakterien bindet.
Der MR Dbesitzt eine mehrlappige Struktur mit mehreren Kohlenhydrat-
erkennungsdoménen. Als Transmembranrezeptor kann CD206 direkt als Phagozytose-
Rezeptor wirken [159]. Nach Erkennung eines Molekils wird der Rezeptor-
Liganden/Antigen Komplex in die Zelle aufgenommen. Phagozytierte Antigene werden in
intrazellularen Phagolysosomen in Fragmente zerlegt, an MHC-Il (siehe unten)

gebunden und wieder an die Plasmamembran transportiert.

152 HLA-DR

Mit der Reifung wandelt sich die dendritische Zelle von einer Phagozyte in eine
professionelle Antigen-prasentierende Zelle (antigen presenting cell, APC), deren
Aufgabe es ist, eine primére T-Zell-Antwort zu initiieren. Die Prasentation von Antigenen
erfolgt mittels hoch polymorpher Molekile, den MHC-Molekilen (major histocompatibility
complex). Sie wurden erstmals im Rahmen der Transplantat-Abstof3ung entdeckt,
weshalb sie beim Menschen humane Leukozytenantigene (HLA: human leucocyte
antigen) genannt werden. Intrazellulare Antigene (z. B. virale Proteine, Onkogene,
Selbst-Antigene) werden Uber Klasse | MHC prasentiert, wahrend extrazellulare Antigene

(z. B. mikrobielle Proteine) dber MHC Klasse II Molekile prasentiert werden. Zum
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humanen MHC-II Gencluster gehéren die hoch polymorphen Gene HLA-DR, HLA-DQ,
HLA-DM und HLA-DP.

153 CCR-7

Die Reifung dendritischer Zellen stellt eine komplexe Umprogrammierung dar, im Zuge
derer die DC die Fahigkeit erlangt, vom Ort der Antigenexposition zu den drainierenden
Lymphknoten zu wandern. Die Expression spezifischer Chemokin-Rezeptoren ermdglicht
dabei die gerichtete Migration entlang von Chemokin-Gradienten. So kommt es im
Rahmen der DC-Ausreifung u. a. zur erhdhten Expression des Chemokin-Rezeptors
CCR-7 (CD197) [160]. An diesen Rezeptor binden die Chemokine CCL-19 sowie CCL-21
(auch SLC: secondary lymphoid chemokine genannt), welche hauptsachlich von den
hochendothelialen Venolen und Endothelzellen der lymphatischen GeféfRe gebildet
werden [161, 162]. Die Bindung der Chemokine an CCR-7 fordert die Migration der
dendritischen Zellen zu den Lymphknoten [163], wo sie ihre an die MHC-II Molekile
gebundenen Antigene T-Helfer Zellen prasentieren kénnen.

154 CD40

Bei CD40 handelt es sich um ein integrales Membranprotein, welches bei B-
Lymphozyten, bei dendritischen, h&matopoetischen aber auch bei Epithel- und
Karzinomzellen gefunden wird [164]. CD40 geho¢rt zu den Rezeptoren der Tumor-
Nekrose-Faktor-Familie (TNF Familie). Die Bindung des CD40-Liganden einer CD4+ T-
Zelle an den CD40-Rezeptor der APC ubermittelt der T-Zelle Aktivierungssignale. Auf
Seiten der APC fuhrt diese Interaktion zur vermehrten Sekretion von Zytokinen (z. B. IL-
12) sowie zur Aufregulation von Kostimulationsmolekilen, darunter CD80 (B7.1)
und/oder CD86 (B7.2).

155 Der B7 Komplex (CD80, CD86)

Diese beiden Liganden gehdren zu der Gruppe der Immunglobulin-Superfamilie. Sie sind
Homodimere, deren Ketten jeweils eine variable und eine konstante Domane besitzen.
Sie bilden 2 kostimulatorische Molekile bei der Bindung von T-Zell Rezeptoren (T-cell
receptor, TCR) und seines Korezeptors CD4 an ein von den dendritischen Zellen
exprimierten und mit Antigenen beladenes MHC II Molekil. Nur im Falle einer Bindung
eines der B7 Molekile der APC an CD28 kommt es zu einer Aktivierung und klonaler
Vermehrung der T-Zelle [159].

Aktivierte dendritische Zellen stimulieren T-Zellen Uber die Bindung eines

antigenspezifischen T-Zell-Rezeptors mit Molektlen der MHC Klasse Il (MHC-II). Dieser
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Prozess ist von der Anwesenheit kostimulatorischer Molekile wie CD28 und CTLA-4
abhangig. Nur Signale, welche sowohl Uber den T-Zell Rezeptor als auch Uber die
kostimulatorischen Molekule Ubermittelt werden, fihren zu einer Aktivierung der T-Zellen.

Fehlende Kostimulation fuhrt bei den T-Zellen zu Anergie oder Toleranz.

1.5.6 CD83

Das transmembrane Protein CD83 wird in der Literatur als potenter Reifungsmarker fur
dendritische Zellen beschrieben. Uber seine Funktion ist bislang wenig bekannt.
Allerdings gibt es Hinweise, dass CD83 die B-Zell Funktion, die T-Zell Reifung aber auch
die periphere T-Zell Aktivierung reguliert [165, 166].

157 FceRl

Als weiterer Marker wurde der Fcel-Rezptor untersucht. Hierbei handelt es sich um den
hochaffinen Rezeptor fir IgE. FceRI ist ein tetramerer Rezeptor, welcher aus einer a-
Kette, einer B-Kette und zwei y-Ketten besteht. Novak et al. konnten zeigen, dass in der
Haut von Patientin mit atopischem Ekzem vermehrt inflammatorische dendritische Zellen
(inflammatory dendritic epidermal celll: IDEC), welche die héchste FceRI-Expression in
der Haut aufweisen [167]. IDECs sind in normaler Haut gesunder Patienten und in
nichtldsionaler Haut der AE-Patienten nicht zu finden. Sie werden in der akuten Phase
der AD aus zirkulierenden oder dermalen Vorlaufern rekrutiert. Die exakte Vorlauferzelle
der IDECs ist bislang nicht bekannt. Aufgrund der Vermutung, dass vielleicht die slanDCs
die Vorlauferzelle der IDECs stellen, wurden die slanDCs auf ihre Exprimierung des Fce-
Rezeptors | hin untersucht. Die Bindung des IgE-Antikérpers an FceRI flhrt bei
Mastzellen zu einer Degranulation mit Freisetzung von Histamin [168]. FceRI wird auf
dendritischen Zellen, auf basophilen- [169], eosinophilen- [170], neutrophilen
Granulozyten [171] und auf Langerhanszellen [172] exprimiert.
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2 Ziel der Arbeit

Pollen stellen den héaufigsten Ausloser von Uberempfindlichkeitsreaktionen bei den
Menschen dar und verursachen Krankheiten wie Asthma, Rhinokonjunktivits oder das
atopische Ekzem. In den letzten Jahren stellte sich heraus, dass im Pollen nicht nur
Allergene vorhanden sind, sondern auch sogenannte Pollen-assoziierte Lipidmediatoren
(PALMS). Es konnte gezeigt werden, dass diese PALMs einen Einfluss auf die Migration
und die Aktivierung von neutrophilen und eosinophilen Granulozyten haben [23, 24].
Weiterhin konnten Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass Pollen-assoziierte E;-
Phytoprostane die LPS-induzierte Interleukin-12 Produktion von Monozyten-
abgegeleiteten dendritischen Zellen (moDCs) hemmen und es dadurch zu einer
Unterdriickung von Ty1-Antworten und einer Férderung von Ty2-Antworten kommt [25].
Da es sich bei den moDCs um in vitro generierte dendritische Zellen handelt, sollte im
Rahmen dieser Arbeit der Einfluss von Pollen-assoziierten Lipidmediatoren auf native
humane dendritische Zellen untersucht werden.

Unterschiedliche DC-Subtypen spielen differentielle Rollen bei der Entstehung und/oder
Aufrechterhaltung von allergischen Erkrankungen. So fanden Schékel et al. heraus, dass
sich slanDCs in der Haut von Patienten mit atopischen Ekzem finden (nicht publizierte
Daten). Auch beschreiben Novak und Bieber inflammatorische dendritische epidermale
Zellen (IDEC: inflammatory dendritic epidermal cells), welche in Lasionen von Patienten
mit chronischem atopischem Ekzem gefunden werden [167]. Sie vermuten, dass sich
diese IDECs aus Monozyten ableiten. Die Rolle von IDECs im Atopischen Ekzem ist
bisher allerdings unklar. Weiterhin konnte im murinen Asthmamodell ein protektiver
Einfluss von plasmazytoiden dendritischen Zellen beschrieben werden [173].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss von wasserlgslichen Substanzen aus
Birkenpollen und speziell der Phytoprostane auf die Reifung und Zytokinproduktion von
nativen Subpopulationen dendritischer Zellen aus humanem, peripherem Blut untersucht.
Es wurden drei verschiedene Populationen an dendritischen Zellen isoliert: Die
myeloiden, plasmazytoiden und slanDCs. Die Zellen wurden mit geeigneten
Reifungsstimuli in Gegenwart oder Abwesenheit von Pollenextrakten bzw. E;- oder F;-
Phytoprostanen inkubiert. Anschlie@Bend wurde untersucht, ob und gegebenenfalls
welchen Einfluss die Lipidmediatoren auf die Zytokinsekretion und/oder Reifung der DCs

haben.

-28 -



3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Probanden

Die Blutentnahmen erfolgten von freiwilligen Probanden (Frauen oder Manner, Alter 19-
54 Jahre), die Uber keinerlei Symptome einer Allergie berichteten und einen Gesamt-IgE
Spiegel <50kU/ml sowie kein spezifisches IgE gegen 12 verschiedene getestete

Allergene aufwiesen (=RAST-Klasse 0).

3.1.2 Biologisches Material

Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma, Munchen, Deutschland
Best.-Nr. A2153-100G

Pollen von Betula alba L. Sigma, Miinchen, Deutschland
Best.-Nr. P6770

CpG oligonucleotide type A (ODN 2216) Invivogen, San Diego, USA

Best.-Nr. 05°28-MT

CpG oligonucleotide type B (ODN 2006) Hycult, Uden, Niederlande
Best.-Nr. HC4039

Ent-PPE,/16-epi-PPE; PD Bernd Spur, Department of Cell Biology,
School of Osteopathic Medicine, University of
Medicine and Dentistry of New Jersey

MACS BSA Stock Solution Myltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland
Best.-Nr. 130-091-376

Phytoprostan A; Prof. Martin J. Mller, Julius-von-Sachs Institut fur
Pharmazeutische Biologie, Universitat Wirzburg

Phytoprostan B, Prof. Martin J. Miller, Julius-von-Sachs Institut fur
Pharmazeutische Biologie, Universitat Wirzburg

Phytoprostan E; Prof. Martin J. Miller, Julius-von-Sachs Institut fur
Pharmazeutische Biologie, Universitat Wirzburg

Phytoprostan F; Prof. Martin J. Miller, Julius-von-Sachs Institut fir
Pharmazeutische Biologie, Universitat Wirzburg

Recombinant Human Interleukin-3 Immunotools, Friesoythe, Deutschland
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R-848 (Resiquimod)

Antikorper:

Anti-lgM Microbeads

Biotin mouse anti-human IL-6
monoclonal antibody

Biotin mouse anti-human IL-12
(p40/p70)

MDC8+-AK

Purified rat anti-human IL-6

Purified rat anti-human IL-12

Kits:

CD1c (BDCA1)" Dendritic Cell Isolation
Kit, human

Diamond Plasmacytoid Dendritic Cell
Isolation Kit, human

Human IFN-alpha Module Set

BD OptEIA™ Set Human IL-10

Best.-Nr. 11340032
Alexis, Griinberg, Deutschland

Best.-Nr. ALX-420-038-M005

Myltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland
Best.-Nr. 130-093-230

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Best.-Nr. 554546

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Best.-Nr. 554660

Knut Schéakel, Dresden, Deutschland
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Best.-Nr. 554543

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Best.-Nr. 5545065

Myltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland
Best.-Nr- 130-090-506

Myltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland
Best.-Nr- 130-092-402

Bender MedSystems, Wien, Osterreich
Best.-Nr. BMS216MST

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Best.-Nr. 555157

3.1.3 Chemikalien, Verbrauchsmaterial und Geréate

Chemikalien:

Aqua ad injectabila Delta Select, Pfullingen, Deutschland

autoMACS Rinsing Solution Myltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland
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autoMACS Running Buffer

autoMACS Pro Washing Solution

DMSO (Dimethyl-Sulfoxid)

DPBS w/o Ca/MG

10x CPBS w/o Ca/MG

EDTA

FACS-Flow

Gentamycin

Heparin-Natrium 250.000U

Hydrogen Peroxide

L-Glutamin

Lymphoprep

Lymphoprep

2-Mercapto-Ethanol

Best.-Nr. 130-091-222

Myltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland
Best.-Nr. 130-091-221

Myltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland
Best.-Nr. 130-092-987

Baker, Griesheim, Deutschland

Best.-Nr 7157

Invitrogen, Paisley, GB

Best.-Nr. 14190094

Invitrogen, Paisley, GB

Best.-Nr. 70013-016

Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Best.-Nr. ED4SS

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Best.-Nr. 342003

Invitrogen, Paisley, GB

Best.-Nr. 15710049

Ratiopharm, Ulm, Deutschland

Best.-Nr. PZN-7833909

Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Best.-Nr. H1009-5ML

Invitrogen, Paisley, GB

Best.-Nr. 25030024

Axis-Shield, Oslo, Norwegen

Best.-Nr. 1114545

Axis-Shield, Oslo, Norwegen

Best.-Nr. 1114547

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Best.-Nr. M-7522
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RPMI 1640 + L-Glutamine

Streptavidin-horseradish Peroxidise

3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB)
Liquid Substrate System for ELISA

Trypan Blue 0,4% solution

Tween 20 Detergent

Verbrauchsmaterial:
AffinityPak Detoxi-Gel Endotoxin
Removing Gel

autoMACS Separation Columns

Filtopur V50 0,2m 500ml Vacuum Filter

HiTrap™ Phenyl FF (high sub)
Columns

Kapillarspalt-Objekttrager 100um

MACS Separation LS Columns

Microcon Centrifugal Filter Devices

YM-3

Mikro-Schraubréhre 2ml, PP

Original-Perfusor-Spritze OPS 50ml|

Invitrogen, Paisley, GB

Best.-Nr. 21875-034

GE Healthcare, Buckinghamshire, GB
Best.-Nr. RPN4401V

Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Best.-Nr T0440-100ML

Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Best.-Nr. T-8154

Merck, Darmstadt, Deutschland

Best.-Nr. 655205

Pierce, Rockford, USA

Best.-Nr. 20344

Myltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland
Best.-Nr. 130-021-101

Sarstedt, Nimbrecht , Deutschland
Best.-Nr.83.1823.001

GE Healthcare, Munchen, Deutschland
Best.-Nr. 28-9339-64 AC

Dako, Hamburg, Deutschland

Best.-Nr. 52025

Myltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland
Best.-Nr- 130.042-401

Millipore, Billerica, USA

Best.-Nr. 42404

Sarstedt, NiUmbrecht, Deutschland
Best.-Nr.72.694.006

Braun, Melsungen, Deutschland
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Rohre 15ml

Rohre 50ml

Serum-Monovetten

96-well Mikrotitierplatten T-Form steril

96-well Mikrotitierplatten U-Form steril

96-well Mikrotitierplatten fur ELISA

(flachbédig)

384-well Mikrotitierplatten T-Form steril

Gerate:
Auto-MACS™ Pro
FACSCalibur

Feinwaage

Lichtmikroskop

Mikrowellenbad

Multipette

Pipetten

Schittler

Wasserbad

Best.-Nr. 8728810F

Sarstedt, Nimbrecht , Deutschland
Best.-Nr-62.554.502

Sarstedt, Nimbrecht , Deutschland
Best.-Nr-62.547.254

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Best.-Nr. 02.1063.500

Nalge Nunc, Rochester, USA
Best.-Nr. 167008

Nalge Nunc, Rochester, USA
Best.-Nr. 163320

Nalge Nunc, Rochester, USA
Best.-Nr. 449824

Nalge Nunc, Rochester, USA

Best.-Nr. 242765

Myltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
MC1 Research, Sartorius, Géttingen,
Deutschland

Axiovert 25, Fa. Zeiss, Jena, Deutschland
Sonorex super RK 103H, Bandelin, Schalltec,
Morfelden-Walldorf, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Reference, Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Titramax 100,

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Typ 1003, GFL, Burgwedel, Deutschland
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Zentrifuge Megafuge 1.0R, Heraeus, Osterode,
Deutschland

Zentrifuge Multifuge 1 L-R, Heraeus, Osterode,
Deutschland

ELISA-Reader MRX'® Revelation, Dynex, Berlin,

Deutschland

3.14 Verwendete Medien

FACS-Puffer

500mI DPBS Dulbecco’s w/o Ca/Mg, 0,02% Na-Azid, 5% FCS
Lagerung bei 4-8°C

MACS-Puffer
500ml DPBS Dulbecco’s w/o Ca/Mg, 2ml EDTA (entspricht 2mM, aus Invitrogen 0,5M
EDTA, pH 8,0), 2,5g BSA (entspricht 0,5%)

Sterilfiltriert, vor Gebrauch entgast, Lagerung bei 4-8°C

Humanes-DC Medium (HU-DC)

450ml RPMI 1640 Medium with L-Glutamin (Gibco™, Lot No. 3063498), 50ml FCS
inaktiviert, 5ml Glutamin, 1ml Gentamycin, 500ul 50mM 2-Mercaptoehtanol

Sterilfiltriert, Lagerung bei 4-8°C

3.2 Methoden

3.21 Herstellung von wassrigen Pollenextrakten

Die wassrigen Pollenextrakte (APE) wurden in einer Konzentration von 20mg Pollen/ml
Puffer hergestellt. Betula alba-Pollen wurden abgewogen und mit RPMI 1640 aufgefullt.
Die Pollenlésung wurde durch Vortexen homogenisiert und fir 30 Minuten im 37°C
warmen Wasserbad inkubiert, wobei die Ldsung alle 10min gevortext wurde.
AnschlieBend wurde die Losung wahrend 15min bei 12000g zentrifugiert. Der Uberstand

dieses Zentrifugats wurde sterilfiltriert.
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3.21.1 Elution von LPS aus wassrigen Pollenextrakten Uber Detoxigel Saulen

Um moglicherweise in Pollenextrakten vorhandenes bakterielles Lipopolysaccharid (LPS)
zu entfernen, wurden die Extrakte mittels AffinityPak Detoxi-Gel Endotoxin Removing Gel
Saulen (Pierce, Rockford, USA) eluiert. Dazu wurden die Saulen jeweils nachfolgend mit
5ml DPBS ohne Calcium/Magnesium, 5ml 1% Desoxycholicacid, 5ml aqua ad injectabila
und 10ml DPBS ohne Calcium/Magnesium gespult. Die Lésungen wurden stets bis auf
den Filter durchlaufen gelassen bevor die néachste Losung dazugegeben wurde. Nach
der Aquilibrierung der Saulen wurden 1,5ml Bet.-APE auf die Saule gegeben und bis auf
den Filter durchlaufen gelassen. AnschlieBend wurden 200ul DPBS ohne Ca/Mg
aufpipettiert, um ein Austrocknen der Saulenmatrix zu verhindern, und die Saulen mit
dem Pollenextrakt fur 1h bei RT inkubiert. Nach der Inkubation wurde 1ml DPBS ohne
Calcium/Magnesium auf den Filter pipettiert und die wassrigen Pollenextrakte eluiert. Die
ersten 500ul des Eluats wurden dabei verworfen, der Rest (x750ul/Saule) wurde
aufgefangen. Die Saulen wurden noch einmal mit 5ml DPBS o/w Ca/Mg, 5ml 1%
Desoxycholicacid und 10ml DPBS ohne Calcium/Magnesium gespiilt. Zur Aufbewahrung
wurde auf jede Saule +3ml 25% Ethanol pipertiert.

3.21.2 Herstellung von proteinfreiem Bet.-APE

Das LPS-depletierte Bet.-APE wurde mit Proteinase K (10mg/ml) in einer 1/10
Verdinnung versetzt (finale Konzentration 1mg/mL). Nach einer 2-stiindigen
Inkubationszeit im 37°C heiRen Wasserbad wurde die Proteinase K durch 10 minltiges
Erhitzen bei 90°C deaktiviert. Das verdaute Bet.-APE wurde bis zum Beginn des

Experiments (maximal 1Std.) auf Eis aufbewahrt.

3.2.1.3 Herstellung von fraktioniertem Bet.-APE

Zur Herstellung von fraktioniertem Bet.-APE wurden YM-3kD Cut-off Saulen von
Microcon benutzt. Diese bestehen aus einem Reagenzgefal? mit einem Einsatz, der eine
Filtermembran enthalt. Die Poren dieser Membran lassen Proteine mit hoherer
molekularer Masse als 3kD nicht passieren. Die Protein-haltige Losung wird in die
Einsatze pipettiert und dann mittels Zentrifugation in das untere Reservoir filtriert.

Zunachst wurde das Glycerin aus den Membranen entfernt. Dazu wurden 500l Aqua ad
injectabila in den Einsatz pipettiert. Es folgte eine 50minitige Zentrifugation bei 14000g
bei 4°C. Nach dem Zentrifugieren wurde der Einsatz invertiert. Nach einer weiteren
kurzen Zentifugation im Quick-run Modus (30s bis 13900g) zur Entfernung von restlicher

Flissigkeit wurde das Roéhrchen geleert.
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AnschlieBend wurden 500ul 70% Ethanol in den Einsatz pipettiert, um den Filter zu
desinfizieren. Die Losung wurde fur 20min bei 14 000g zentrifugiert. Der Einsatz wurde
wieder invertiert. Das Réhrchen wurde wieder zentrifugiert (Qick-run) um den restlichen
Alkohol zu entfernen. Das Réhrchen wurde verworfen und der Einsatz wurde in ein
neues Rohrchen gestellt.

Zur Filtration von Bet.-APE wurden 500pl Bet.-APE in den Einsatz pipettiert und far
90min bei 14 000g zentrifugiert. Nach diesem Schritt wurde der Einsatz aus dem
Réhrchen genommen. Es wurden 50-100pl des Konzentrats aus dem oberen Reservoir
in ein Sarstedt Rohrchen uberfuihrt, das Volumen mit der Pipette abgemessen und mit
PBS ohne Ca/mg auf 500ul aufgefllt. Das Rohrchen mit dem Filtrat wurde ebenfalls auf
500ul aufgefullt.

Das Ergebnis waren zwei Fraktionen: das Konzentrat, in dem Proteine >3kD

angereichert und das Filtrat, in dem ausschlie3lich Substanzen <3kD enthalten waren.

3.2.2 Zellkultur

3.2.21 Isolierung von peripheren blood mononuclear cells (PBMC)

Gesunden, nicht-atopischen Probanden (siehe Abschnitt 3.1.1) wurden 300ml Vollblut
aus einer Armvene in heparinisierten 50ml-Spritzen entnommen. Hieraus wurden PBMC
mittels Dichtegradientenzentrifugation isoliert.

Das Blut wurde hierfir 1:2 in DPBS ohne Ca/Mg verdinnt. Das verdiinnte Blut wurde
sodann auf Lymphoprep™ (Axis-Shield, Oslo, Norwegen) als Trennmedium geschichtet.
Nach 15mindtiger Zentrifugation bei 900g ohne Bremse erhalt man vier verschiedene
Banden: Oben befindet sich das Plasma, gefolgt von einer diinnen Bande mit den PBMC
(Monocyten, NK-Zellen, T- und B-Zellen). Direkt oberhalb des Trennmediums befinden
sich die Thrombozyten und unten im Konus die Erythrozyten und Granulozyten. Die
PBMC wurden vorsichtig aspirirert und dreimal mit DPBS ohne Ca/Mg + 5mM EDTA
gewaschen. Beim ersten Waschschritt wurde die Zellen mit 589g (1600rpm) zentrifugiert,
ab dem néchsten Waschschritt mit 301g (1200rpm). Nach dem 3. Waschschritt wurden

die Zellen gezahlt und weiter prozessiert.

3.2.2.2 SlanDCs

3.2.2.2.1 Isolierung von slanDCs aus PBMC

Die PBMC wurden in 40ml HU-DC Medium aufgenommen und Uber Nacht auf Eis
inkubiert. Dieser Schritt erwies sich als hilfreich, um eine bessere Reinheit der slanDCs
zu erhalten. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit DPBS ohne Ca/Mg + 2mM EDTA
gewaschen. Zur Zahlung wurde ein Aliquot von 5ul der PBMC in 95pl 0,5% Trypan-Blau

-36 -



aufgenommen (Verdinnung 1/20), 10ul dieser Suspension in eine Neubauer-
Zahlkammer pipettiert und im Mikroskop ausgezahlt. Quantifiziert wurden dabei sowohl
vitale (Trypan-Blau negative) als auch tote (Trypan-Blau gefarbte) Zellen. AnschlielRend
wurden die slanDCs mittels Magnetically Activated Cell Sorting (MACS™, Miltenyi
Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland; siehe Abschnitt 3.3) durch positive Selektion
isoliert. Hierfiir wurden je 10° Zellen in 1ml entgastes DPBS ohne Ca/Mg + 2mM EDTA
aufgenommen und der MDC8+-AK (Klon 1A4, zur Verfigung gestellt von Dr. Knut
Schékel, TU Dresden) in einer Verdinnung von 1/60 in die Zellsuspension gegeben. Die
Antikorperbindung erfolgte fur 15min auf Eis. Es folgte ein Waschschritt (Auffillen des
Rohrchens bis zur 50ml Marke mit DPBS w/o Ca/Mg mit 2mM EDTA, 10-mindtige
Zentrifugation bei 301g). Das Pellet wurde in 2ml MACS-Puffer aufgenommen, rat anti
mouse IgM Microbeads (Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach, Deutschland) in einer
Konzentration von 15pl/108 Zellen zugegeben und die Zellen fiir 15min im Kihlschrank
inkubiert. Es folgte ein weiterer Waschschritt. Das Zellpellet wurden sodann in 500ul1/10®
Zellen aufgenommen und entweder manuell Uber 2 LS-Saulen oder automatisch mit dem
autoMACS™Pro  (Miltenyi  Biotech) isoliert. Verwendet wurde hierbei das
Isolationsprogramm ,Posseld2*.

Nach der Isolierung wurden die Zellen in der Positv-Fraktion gezahlt (1/2 Verdlinnung in
Trypan-Blau) und in HU-DC-Medium in einer Konzentration von 1,5x10° Zellen pro ml
gebracht. Je nach Proband wurden zwischen 2,5 - 9x10° slanDCs isoliert. Direkt nach
der Isolation wurden die Zellen mittels Durchflusszytometrie phanotypisiert (Zeitpunkt
t=0Std.). Die FACS-Farbung (30min, 4-8°C) erfolgte in einer 96-well Rundboden Platte
(Nunc) bei einer Zelldichte von 75.000 Zellen/well in 100ul FACS-Puffer. Die Antikorper-
Verdinnungen betrugen jeweils 1:100 (alle verwendete Antikdrper von Becton Dickinson,
siehe Abschnitt 3.4.2). Nach der Farbung wurden die Zellen zweimal mit FACS-Puffer
gewaschen (Quick-run bis maximal 13.900g), in 2004l FACS-Puffer aufgenommen und in
FACS-R6hrchen Uberfuhrt. Die Messung erfolgte am FACSCalibur unter Verwendung
von CellQuest Software (Geréat und Software von Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland). Analysiert wurde die Expression der Marker M-DC8, CD16, CD80, CD83,
CD86, CD40, CCR-7, HLA-DR, CD206 sowie FceRI. Die Reinheit der slanDCs betrug
80-<95%.

3.2.2.2.2 Versuchsaufbau

Nach der Phanotypisierung wurden die restlichen slanDCs in 384-well Flachboden
Platten (Nunc) in einer Dichte von 75.000 Zellen/well eingesat (Zelldichte 75.000 Zellen
pro well) und bei 37°C, 5%CO, inkubiert. Nach einer Spontanreifungszeit von 6Std.

wurden die Zellen mit den jeweiligen Stimulanzien (LPS: 100ng/ml; Bet.-APE: 3mg/ml,
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PPs: 2x107M) versehen. Es wurden verschiedene Ansatze verfolgt: entweder wurden
nach 24Std. Inkubation die Expression der Reifungsmarker auf der Zelloberflache
durchflusszytometrisch bestimmt oder die Zytokinproduktion im Uberstand mittels ELISA
untersucht. Jeder Stimulus wurde in Triplikaten angesetzt. Der Versuchsaufbau fur beide
Ansatze war nahezu identisch und ist in Abbildung 5 schematisch dargestellt. Fir die
Zytokinuntersuchung (IL-6, IL-10 und IL-12) wurden die Uberstande nach 24Std. Stunden
abpipettiert und bis zur Analyse bei —80°C eingefroren.

Medium
Bet-APE
PPE
PPR LPS

0Std. 6Std. 245td.

FACSAnalyse

FAC_SAnaIyse Zeitpunkt A
Zeitpunkt Uberstande: ELISA

Abb. 5: Experimenteller Aufbau fur die Untersuchung von Reifung und Zytokinproduktion
der slanDCs. Nach der Isolierung wurden die Zellen durchflusszytometrisch phanotypisiert und
mit Bet.-APE, PPE; und PPF; stimuliert. Nach 6 Stunden Vorreifung wurden die restlichen Zellen
in Kultur genommen und mit wassrigen Pollenextrakten, welche Uber Detoxigel Saulen von LPS
eluiert wurden, stimuliert. Zum Zeitpunkt 24Std. wurden die Zellen gefarbt und
durchflusszytometrisch untersucht. In den Uberstanden wurde mittels ELISA die IL-6-, IL-10- und
IL-12-Zytokinsekretion quantifiziert.

Fur die durchflusszytometrische Bestimmung der Oberflachenmarker wurden die Zellen
geerntet und mit FITC-, PE- oder APC-gekoppelten Antikdrpern gegen die
Reifungsmarker CD80, CD40, CD83, CCR-7, CD86 und HLA-DR sowie gegen CD206
und FceRlI gefarbt und wie oben beschrieben der FACS Analyse unterzogen. Ein Aliquot
der Zellen wurde jeweils mit Propidium-lodid gefarbt, das sich in apoptotische oder
nekrotische Zellen einlagert, wéhrend vitale Zellen ungefarbt bleiben. Auf diese Weise
lasst sich die Uberlebensrate der Zellen unter den unterschiedlichen Stimulations-

bedingungen ermitteln.

3.2.2.3 Myeloide dendritische Zellen (MDC)

3.2.231 Isolierung von myeloiden dendritischen Zellen (MDC)

Zur Isolierung der MDCs wurde das CD1c (BDCA1)" Dendritic Cell Isolation Kit von
Miltenyi benutzt. Die Isolierung erfolgte nach dem Protokoll von Miltenyi, wobei nur die

Hélfte der angebenen Mengen an MircoBeads verwendet wurde. Das Prinzip der
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Isolation ist folgendermalf3en: Zunéchst werden aus den PBMC mittels CD19 MicroBeads
B-Zellen depletiert, da diese z.T. ebenfalls CD1c exprimieren. AnschlieRend wird die
Negativ-Fraktion mit CD1c MicroBeads markiert und die Zellen erneut tber die Saulen
gegeben; die Positiv-Fraktion enthalt dann die CD1c* MDCs. Die lIsolierung erfolgte
wiederum automatisch mit Hilfe des autoMACS™ pro (Programm fiir die Negativ-
Selektion: Depletes; Programm fir die anschlielRende Positiv-Selektion: Posseld2).

Nach der Isolation wurden die Zellen gezéahlt und in einer Konzentration von 0,75 x 10°
Zellen pro ml in HU-DC Medium aufgenommen. Ein Aliquot der Zellen wurde direkt
durchflusszytometrisch phanotypisiert (Zeitpunkt t=0Std.), wobei mit den Antikdrpern
CD11c-PE, CD80-FITC, CD83-PE, CD86-PE-Cy5.5, CD40-FITC, CCR-7-PE und HLA-
DR-APC gefarbt wurde (Vorgehen siehe Abschnitt 3.2.2.2). Die Reinheit der Zellen
betrug 85,41+10,01%.

3.2.2.3.2 Versuchsaufbau

Nach der Phanotypisierung wurden die restlichen Zellen in eine 96-well Flachboden
Microtiterplatte (Nunc) eingesét (Zelldichte 75.000 Zellen/well). Gleich im Anschluss
wurden der Zellkultur unterschiedliche Reifungsstimuli (LPS: 100ng/ml; R-848: 2,4pg/ml)
zugesetzt. Die Ausreifung erfolgte jeweils in Abwesenheit oder Gegenwart von Bet.-APE
oder PPE;. Unstimulierte Zellen dienten als Kontrolle. Nach der Inkubation (24Std., 37°C,
5%CO0O,) wurde der Zellkulturiberstand abgenommen und die Zytokinproduktion (IL-6, IL-
12) mittels ELISA bestimmt; die Zellen wurden geerntet und der FACS Analyse
unterzogen. Gefarbt wurde mit den Antikérpern CD80-FITC, CD83-PE, CD86-PE-Cy5.5,
CD40-FITC, CCR-7-PE und HLA-DR-APC. Mittels Propidium-lodid Farbung wurde
zudem die Uberlebensrate der Zellen unter den verschiedenen Stimulationsbedingungen

ermittelt. Eine schematische Darstellung des Versuchsaufbaus ist in Abbildung 6 gezeigt.

Medium
Bet.-APE
PPE;
Resiquimod
LPS l
0Std. 24Std.
FACSAnalyse
T FACSAnalyse Zeitpunkt fR2.
el tpunkt Uberstande: ELISA

Abb. 6: Experimenteller Aufbau fir die Untersuchung von Reifung und Zytokinproduktion
der MDCs. Direkt nach der Isolation wurden die Zellen im FACS phénotypisiert. Die restlichen
Zellen wurden in Kultur genommen und mit wassrigen Pollenextrakten welche Uber Detoxigel
Saulen von LPS eluiert wurden, stimuliert. Nach 24Std. wurden die Zellen geerntet und
durchflusszytometrisch die Expression von Reifungsmarkern bestimmt. Die Sekretion der Zytokine
IL-6 und IL-12 wurde im Uberstand mittels ELISA nachgewiesen.
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3.2.24 Plasmazytoide dendritischen Zellen (PDC)

3.2.24.1 Isolierung von plasmazytoiden dendritischen Zellen (PDC)

Die PDCs wurden mit Hilfe des Diamond Plasmacytoid Dendritic Cell Isoliation Kit
(Miltenyi Biotech) isoliert. Es wurde nach Protokoll des Herstellers verfahren, wobei auch
hier jeweils nur die Halfte der von Miltenyi empfohlenen Mengen an Antikdrpern bzw.
MicroBeads verwendet wurden.

Isoliert wurden die Zellen mit Hilfe des auto-MACS™ pro, wobei zuerst eine Negativ-
Selektion (Programm: Depletes) und nach Zugabe des CD304-AK (BDCA-
4/Neutrophilin-1) die Positiv-Selektion (Programm ,Posseld2“) durchgeflihrt wurde.
Gleich nach der Isolierung wurden die Zellen gezahlt, in einer Konzentration von 0,75 X
10°® Zellen pro ml in HU-DC Medium aufgenommen und rh IL-3 in einer Konzentration
von 10pg/ml zugegeben, um ein Absterben der PDCs in Kultur zu verhindern.
AnschlieRend wurden die Zellen in eine 96-well Flachboden Platte eingesat (Zelldichte
75.000 — 100.000 Zellen/well). Ein Aliquot der frisch isolierten Zellen wurde sofort gefarbt
und durchflusszytometrisch untersucht. Die Farbung erfolgte nach dem oben
beschriebenen Protokoll (siehe Abschnitt 3.2.2.3.1). Bestimmt wurde die Expression der
Reifungsmarker CD80, CD83, CD86, CD40, CCR-7 und HLA-DR. Zusatzlich erfolgte der
Nachweis von PDCs mit einem PE-Cy5-konjugierten Antikérper gegen IL-3Ra (CD123).
Die so ermittelte Reinheit der PDCs betrug 94,98+4,73%.

3.2.24.2 Versuchsaufbau

Die Zellen wurden sofort im Anschluss an die Isolation stimuliert. Zwei unterschiedliche
Protokolle wurden verwendet: Fir die Analyse der Reifungsmarker wurden die Zellen
entweder unstimuliert belassen oder mit CpG-B (10uM) alleine, sowie in Kombination mit
Bet.-APE (3mg/ml) oder PPE; (2x10'M) ausgereift. Nach 24Std. Inkubation (37°C,
5%CO0O,) wurden die Zellen geerntet und die Expression der Reifungsmarker mittels
FACS-Analyse untersucht (Vorgehen siehe Abschnitt 3.2.2.3.2). Bestimmt wurden wieder
die Marker CD80, CD83, CD86, CD40, CCR-7 und HLA-DR. Fur die Untersuchung der
IFN-a Sekretion wurden die Zellen mit CpG-A (1uM) entweder alleine oder in
Kombination mit unterschiedlichen Konzentrationen an Bet.-APE oder PPE; stimuliert.
Nach 24Std. wurden die Uberstande abgenommen und im ELISA die IFN-a -Sekretion
bestimmt.. Die Zellen wurden jeweils mit Propidium-lodid geféarbt, um ein MaR fir die
Uberlebensrate unter den verschiedenen Stimulationsbedingungen zu erhalten.

Abbildung 7 veranschaulicht den Versuchsaufbau.
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Medium

Bet.-APE
PPE,
CpG-A, CpG-B
0Std. 24Std.
FACSAnalyse FACSAnalyse
Zei tpunkt ZeitpuBkd. A24

Uberstande: ELISA

Abb. 7: experimenteller Aufbau fiir die Untersuchung der Reifung und der Zytokin-
produktion der PDCs. Zum Zeitpunkt 0Std. wurden die Zellen phanotypisiert und mit Bet.-APE,
PPE,;, CpG-A oder CpG-B stimuliert. Nach 24Std. Reifung konnten die Zellen im FACS-Gerat im
Hinblick auf ihre Reifung angeschaut werden. Aus den Uberstanden wurde im ELISA die IFN-o-
Sekretion quantitativ untersucht.

3.3 Prinzip des Magnetically Activated Cell Sorting (MACS)

Das Prinzip des Magnetically Activated Cell Sorting (MACS™) beruht — sowohl bei
manueller, als auch bei automatischer Separation — auf der Verwendung von MACS
MicroBeads, MACS-Separatoren (Magneten) und (Matrix-Material) MACS-Saulen. Bei
den MicroBeads handelt es sich um superparamagnetische Partikel von 50nm
Durchmesser, die aus biologisch abbaubarem Material bestehen, so dass ein
Entfernen der MicroBeads nach der Zellseparation nicht nétig ist. Es kdnnen entweder
direkt mit MicroBeads gekoppelte oder, falls diese nicht erhaltlich sind, indirekt
markierte Antikorper verwendet werden. In der Regel bewirkt die Markierung mit
MicroBeads keine Aktivierung der Zellen.

Die markierten Zellen werden zunachst auf die Sdulenmatrix geladen, welche sich in
einem starken Magnetfeld befindet. Durch das Magnetfeld werden die markierten Zellen
auf der Saule zurtickgehalten, wahrend unmarkierte Zellen im Durchfluss verbleiben. Es
ist demnach sowohl eine Positiv-, als auch eine Negativ-Isolation von Zellen mdglich.
Nach intensivem Waschen der Saule werden die markierten Zellen eluiert, indem die
Saule aus dem Magnetfeld entfernt und die Zellsuspension aus der Saule in ein Gefafl
transferiert wird. Bei der manuellen Separation erfolgt die Elution durch Druck mit Hilfe
eines Stempels. Bei der Separation mittels AutoMACS™ erfolgen die Aufnahme der
Probe, der Transport auf die Saule, sowie die Elution mittels eines hydraulischen
Pumpensystems. Die Magneten werden durch einen Elektromotor in Stellung gebracht.
Zur besseren Anreicherung markierter Zellen bei der Positiv-Selektion kann die Probe
nach der Elution erneut Uber eine Sdule gegeben werden. Dies ist auch bei der

automatischen Selektion im AutoMACS™Pro méglich.
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3.4. Durchflusszytometrie

3.4.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein optisches Messsystem zur schnellen phanotypischen
Charakterisierung von Zellpopulationen. Sie basiert auf dem Prinzip der Anféarbung zell-
assoziierter Moleklle mit geeigneten Fluorochromen, welche Fluoreszenz emittieren,
wenn sie von monochromatischem Licht angeregt werden. Fir die Analyse im
Durchflusszytometer wird ein steter Fluss einer Tragerflussigkeit erzeugt, in welcher die
fluoreszenz-markierten  Zellen aufgenommen und die  Fluorophore durch
monochromatisches Licht i im Falle des fir diese Arbeit verwendeten FACSCalibur
(Becton Dickinson, Heidelberg) durch Argon-Laserlicht der Wellenlange 488nm i
angeregt werden. Mit Hilfe eines Mantelstroms werden die Zellen nach dem Prinzip der
hydrodynamischen Fokussierung in Einzelzellsuspension hintereinander durch das
Laserlicht gefuhrt. Dadurch kann synchron die GroRe, die Granularitat und die
Fluoreszenz jeder einzelnen Zelle analysiert werden kann.

Um Aussagen uber Grof3e und Granularitdt machen zu kdénnen, wird das Streulicht, das
beim Durchtritt der Zellen durch das Laserlicht entsteht, von verschiedenen Detektoren
registriert. Die Intensitat des von den Zellen in Vorwartsrichtung gestreuten Lichtes ist ein
Mal3 fur die ZellgrofRe und wird vom sog. FSC-Detektor (Forward Scatter) gemessen.
Das Seitwartsstreulicht wird dagegen vom SSC-Detektor (Side Scatter) aufgenommen
und lasst Rickschlisse auf Zelldichte und T Granularitat zu. Graphisch in Dot Plots
veranschaulicht, ergeben sich anhand dieser morphologischen Kriterien fir bestimmte
Zellpopulationen bestimmte Bereiche: Je gréRRer eine Zelle ist, umso weiter rechts wird
sie auf der FSC-Achse dargestellt; je starker granuliert sie ist, umso weiter oben
erscheint sie auf der SSC-Achse. Auch die Fluoreszenzen werden in unterschiedlichen
Kanalen detektiert und kbnnen sowohl im Dot Plot als auch im Histogram Plot dargestellt
werden. Fir die selektive Auswertung einzelner Zelltypen konnen sog. Gates
eingegeben werden, so dass z.B. ausschlieB3lich die Population der FITC-markierten
Zellen (FL1 positive Wolke) dargestellt und analysiert werden kann [174]. Neben der
Darstellung unterschiedlicher Populationen in einer Zellmischung bietet die Methode der
Durchflusszytometrie zahlreiche weitere Anwendungsmdglichkeiten. So konnen u.a.
funktionelle Untersuchungen von Aktivierungszustanden anhand der Hochregulierung
von Oberflachenmolekiilen beobachtet werden. Eine weitere fir diese Arbeit genutzte

Funktion war die Unterscheidung zwischen vitalen und nekrotischen Zellen.
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3.4.2 Verwendete Antikorper

Folgende Antikdrper kamen bei der Durchflusszytometrie zum Einsatz:

APC anti-human HLA-DR

APC mouse IgG1, k-Isotype

FITC anti-human CD16

FITC anti-human CD40

FITC anti-human CD80

FITC anti-human CD86

FITC Mouse IgG1, k-Isotype

Goat F(ab’)2 Fragment anti-mouse IgM

(mu)-FITC

PE anti-human CCR7

PE anti-human CD11c

PE anti-human CD16

PE anti-human CD83

PE anti-human CDw123 IL-3Ra

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Best.-Nr. 559866

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Best.-Nr. 555751

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Best.-Nr. 555406

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Best.-Nr. 555588

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Best.-Nr. 557226

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Best.-Nr. 555657

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Best.-Nr. 555748

Beckman Coulter, Fullerton, USA

Best.-Nr- IM1620

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Best.-Nr. 555176

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Best.-Nr. 555392

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Best.-Nr. 555407

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Best.-Nr. 555855

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Best.-Nr. 555644
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PE anti-human FceRI eBioscience, San Diego, USA
Best.-Nr. 12-5899-73

PE anti-human HLA-DR Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Best.-Nr. 555812

PE anti-human Mannose Receptor Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Best.-Nr. 555954

PE mouse IgG1, k-Isotype Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Best.-Nr. 555749

PE-Cy5 anti-human CD86 Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Best.-Nr. 555659

PE-Cy5 mouse IgG1 k-Isotype Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Best.-Nr. 555750

3.4.3 Toxizitatsmessung mittels Propidiumjodidfarbung

Propidiumjodid (P1) ist ein Fluoreszenzfarbstoff mit hoher Bindungsaffinitat zu DNA. Mit
seiner Hilfe lasst sich die Plasmamembranintegritdt der DCs durchflusszytometrisch
bestimmen. Da Pl ein nicht membranpermeabler Fluoreszenzfarbstoff ist, gelingt eine
Kernfarbung mit Pl nur bei geschadigter Plasmamembran, wie sie bei nekrotischen
Zellen zu finden ist.

Die Anzahl der Pl-positiven Zellen wurde mittels Durchlusszytometrie gemessen. Dazu
wurde im Anschluss an die Messung der Reifungsmarker 10ul PI auf 2100ul
Zellsuspension gegeben. Nach einer optischen Anregung bei 488nM emittiert
Propidiumjodid Licht im roten Bereich. Dabei liegt das Emissionsmaximum bei 617nM.
Fur die Messungen mittels Durchlusszytometrie wurde der FL-3 Filter (650 nm) fir die
rote Fluoreszenz verwendet. Der prozentuale Anteil der DCs mit hoher Intensitéat der

Rotfluoreszenz wurde bestimmt. Diese Zellen wurden als nekrotisch eingestuft.

35 Bestimmung von Zytokinen in Uberstanden von stimulierten DCs mittels
ELISA
351 Theoretische Grundlagen

Der Enzymimmunoassay ist eine quantitative analytische Methode, bei der ein

Reaktionspartner enzymatisch markiert ist. Dieser kann entweder das Antigen oder der

- 44 -



Antikérper sein. Die in dieser Arbeit verwendeten ELISAs beruhen auf der sogenannten
"Sandwich-Technik®. Im ersten Schritt wird ein Antikdrper gegen das gesuchte Antigen in
einer Mikrotiterplatte (Maxi Sorp) immobilisiert. AnschlieBend werden Proben und
geeignete Standards zugegeben. Als néchstes erfolgt die Zugabe eines
Zweitantikdrpers, der unter Bildung des "Sandwiches” das Antigen bindet. Dieser
ZweitantikOrper ist biotinyliert und wird im n&chsten Inkubationsschritt von einem
Konjugat aus Streptavidin und Horseradish Peroxidase (Streptavidin-HRP) erkannt. Die
Detektion erfolgt durch Zugabe eines chromogenen Substrats, welches von der HRP
enzymatisch umgesetzt wird, wobei die Farbentwicklung in jedem well photometrisch
(Messung der Absorption im Dynex MRX TC Revelation plate reader, iLF bioserve,
Langenau, Deutschland) bestimmt wird.

3.5.2 IL-6 und IL-12 ELISA

IL-12 und IL-6 wurden jeweils aus derselben Probe parallel bestimmt. Fir den Enzym-
Immunoassay wurden die Antikérper human matched pair capture and human matched
pair detection antibody (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) verwendet.

Tag 1:

Zunachst erfolgte die Beschichtung (coating) der 96-well Flachbodenplatten (Maxisorp,
Nunc) mit dem Capture-Antikérper. Hierfir wurden die Capture Antikdrper 1:250 mit D-
PBS ohne Ca/Mg verdiinnt und 50uL verdinnter Antikoper pro well pipettiert. Nach einer
Inkubation von 1h bei 37°C wurden die Platten 3x mit Waschpuffer gewaschen (D-PBS
ohne Ca/Mg + 0,1% Tween-20) und anschlieRend mit D-PBS ohne Ca/Mg + 1% BSA
geblockt (30min bis 2h, RT). Nach dem Blocken wurden die Platten 4x mit Waschpuffer
gewaschen und die Proben bzw. Standards (in Duplikaten) aufgetragen. Die Inkubation
erfolgte Uber Nacht bei 4°C. Fir die Bestimmung von IL-12 wurden die Proben
unverdinnt aufgetragen, fur die IL-6-Bestimmung 1:50 in HU-DC Medium verdinnt.

Tag 2:

Die Proben/Standards wurden aspiriert und die Platten 4x mit Waschpuffer gewaschen.
AnschlieRend wurde der biotinylierte Detection-Antikérper mit HU-DC Medium 1:500
verdunnt, 50uL pro well zugegeben und 2-3h bei RT inkubiert. Nach diesem Schritt
wurden die Platten 3x mit Waschpuffer gewaschen. Streptavidin-HRP (GE Healthcare,
Little Chalfont Buckinghamshire, UK) wurde in einer Verdinnung von 1:5000 in D-PBS
ohne Ca/Mg + 1% BSA zugegeben (50uL/well) und die Platte 2h bei RT inkubiert. Nach 6
Waschschritten erfolgte die Detektion. Hierfur wurde pro Platte 10mL 0,1M
Citronenséure, pH 4,2 mit 200uL 50-fach ABTS und 10uL 30%iger H,0,-L6sung versetzt
und 100pL pro well pipettiert. Die Quantifizierung der Farbreaktion erfolgte photometrisch
im ELISA reader (MRX'® Revelation, Dynex, Berlin, Deutschland).
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3.5.3 IL-10 ELISA

Fir die Untersuchung der IL-10 Produktionen von slanDCs kam das OptEIA™ Set
Human IL-10 von Becton Dickinson (Heidelberg) zum Einsatz. Der Versuchsaufbau
erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers.

3.54 IFN-a ELISA

Die Bestimmung der IFNa-Produktion erfolgte mit dem IFN-alpha Module Set von Bender
MedSystems (Wien, Osterreich). Vorgegangen wurde nach dem Protokoll des

Herstellers.

3.6 Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung wurden die Programme Microsoft Excel (Microsoft,
Seattle, USA) oder SPSS (SPSS inc., Chicago, USA) verwendet. Der ungepaarte t-Test
kam zur Anwendung, wobei ein p-Wert von p<0,05 als signifikant eingeschatzt wurde.
Unterschiede zwischen verschiedenen Stichproben wurden als statistisch signifikant
eingestuft, wenn sich ein p-Wert <0,05 ergab (*); p-Werte <0,01 wurden mit ** und p-

Werte <0,001 wurde mit *** gekennzeichnet.
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4 Ergebnisse

Nachdem unserer Arbeitsgruppe der Nachweis gelungen war, dass wassrige
Pollenextrakte (Bet.-APE) die Interleukin-12-Produktion von Monozyten-abgeleiteten
dendritischen Zellen (moDCs) hemmen, sollte im Rahmen dieser Arbeit der Einfluss von
Bet.-APE auf die Zytokinsekretion (IL-6, IL-10, IL-12 und IFN-a) sowie die Reifung von
Subpopulationen nativer dendritischer Zellen aus Blut (slanDC, MDC und PDC)

untersucht werden. Im folgenden Kapitel werden die erzielten Ergebnisse aufgezeigt.
4.1 SlanDCs
4.1.1 Phanotyp, Reinheit, Uberleben

Je nach Spender wurden zwischen 2 und 8x10° slanDCs aus 300ml Vollblut isoliert. Bei
diesen Vorlauferzellen handelt es sich um dendritische Zellen mit typischen
zytoplasmatischen Auslaufern, die zur Vergré3erung der Zelloberflache dienen und somit
moglichst vielen Lymphozyten die Mdoglichkeit geben eine immunologische Synapse
auszubilden (siehe Abb. 8) [175].

Abb. 8: slanDCs unter dem Rasterelektronenmikroskop. Links: 3000-fache Vergrof3erung,
rechts: 5000-fache VergroRerung. Die REM Aufnahmen wurden unter Leitung von Dr. med. vet.
Ingrid Weichenmeyer am ZAUM — Zentrum Allergie und Umwelt angefertigt.

SlanDCs sind phanotypisch charakterisiert durch die starke Expression des niedrig-
affinen 1gG-Rezeptors FcyRIlIl (CD16) sowie das Vorhandensein des Oberflachen-
markers M-DC8. Hierbei handelt es sich um eine spezielle Glycosylierungsvariante (6-
sulfo LacNac) des P-Selectin Glycoprotein Liganden-1 (PSGL-1). Der zur Isolation der
slanDCs benutzte Antikorper (Klon 1A4, bereitgestellt von PD Dr. Knut Schékel, TU
Dresden) ist ein IgM Antikorper und erkennt vermutlich den Kohlenhydratanteil des M-
DC8 Molekdls. Im unreifen Stadium exprimierten slanDCs HLA-DR, CD40 sowie CDS86.
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Auch der Mannose-Rezeptor (CD206) sowie der hoch-affine IgE-Rezeptor (FceRl) waren
bei allen Spendern nachzuweisen. Abbildung 9 zeigt expemplarisch eine FACS-Analyse

frisch isolierter slanDCs.

MDC8

v

CD16

Abb. 9 : FACS-Analyse von frisch isolierten slanDCs. Die Zellen wurden mit dem anti-M-DC8
Antikorper (Knut Schékel, Dresden) gefarbt und mittels MACS (Miltenyi Biotech, Bergisch
Gladbach, Deutschland) isoliert. Direkt nach der Isolation wurden die Zellen mit anti-IgM-FITC und
anti-CD16-PE Antikorpern (BD, Heidelberg, Deutschland) angefarbt. Die Reinheit bei dieser
Isolation betrug 93%.

Die Reinheit der verschiedenen slanDC Isolationen betrug zwischen 80 und <95%. Die
Verunreinigungen in den Isolierungen wurden durch T- und B-Lymphozyten (Féarbung
durch anti-CD3) verursacht. Nach 24Std. Inkubation tGberlebten 30-70% der Zellen.

4.1.2 Einfluss von Bet.-APE und Phytoprostan E; auf die LPS-induzierte
Zytokinproduktion

Nach der Isolation wurden die Zellen mit Bet.-APE oder PPE; in verschiedenen
Konzentrationen stimuliert.

LPS (100ng/ml) wurde erst nach 6Std. Inkubation auf die slanDCs gegeben. Eine
Stimulation der Zellen gleich zum Zeitpunkt 0Std. wird von den Zellen nicht toleriert, die
Zellen brauchen eine 6-stiindige Vorreifungszeit. Nach 24Std. wurden die Uberstande
abgenommen und im ELISA auf ihren Gehalt an freigesetzten Zytokinen (IL-6, IL-10 und
IL-12) untersucht.

IL-10 konnte in slanDC-Uberstanden nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
Im IL-6 ELISA wurden folgende Ergebnisse festgestellt: Nicht-stimulierte slanDCs zeigten

keine oder kaum IL-6 Sekretion. Die Stimulation der Zellen mit LPS fihrte zu einer

-48 -



starken Freisetzung von IL-6. Bet.-APE, eingesetzt in Konzentrationen von 0,3-3mg/ml,
hatte aber keinen Effekt auf die LPS induzierte IL-6 Sekretion (siehe Abb. 10A). Im
Gegenteil dazu filhrte die Stimulation mit PPE; in den Konzentrationen 10°M und
3x10'M zu einer leichten Steigerung der IL-6 Sekretion. Bei weiter steigenden
Konzentrationen kam es dagegen zu einem dosisabhdngigen Rickgang der LPS-
induzierten IL-6 Sekretion (siehe Abb. 10C)

Im IL-12 Immunoassay konnte eine dosisabhangige Hemmung der LPS-induzierten
Freisetzung von IL-12 sowohl bei Stimulation der slanDCs mit Bet.-APE als auch mit
PPE; nachgewiesen werden. Zwar fihrte die Stimulation mit PPE; 10'M zu einem
leichten Anstieg der IL-12 Sekretion, bei h6heren Konzentrationen an PPE; kam es aber
zu einem dosisabhangigen Abfall der IL-12 Sekretion. Die Saulendiagramme in 10B und
10D veranschaulichen die gefundenen Ergebnisse. Dabei wurde die LPS-induzierte

Zytokinsekretion jeweils 100% gleich gesetzt.
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Abb. 10: Einfluss von Bet.-APE und PPE; auf die LPS-induzierte Sekretion von IL-6 und IL-
12. Die Zellen wurden direkt nach der Isolation mit Mediumkontrolle, Bet.-APE oder PPE; in den
angezeigten Konzentrationen stimuliert. Nach 6Std. wurde LPS (100ng/mL) in die geeigneten
wells gegeben. Nach 24Std. wurden im Uberstand die Zytokine IL-6 und IL-12p70 bestimmt
(Balkendiagramme). Die Uberlebensrate der Zellen wurde mittels Propidium-lodid-Farbung
bestimmt (box plots). Die durch LPS-induzierte Zytokinproduktion ist als 100% angegeben (IL-12:
2500 + 1000pg/mL; IL-6: 15,000 + 2000pg/mL). Gezeigt sind die MW und SEM von 6
unabhéngigen Experimenten.

=49 -



41.3 Einfluss von Bet.-APE, Phytoprostan E; und F; auf die LPS-induzierte

Induktion von Reifungsmarkern

Frisch isolierte slanDCs zeigten eine geringfiigige Expression der Molekile CD80, CD83,
CD40 und des Chemokinrezeptors CCR-7. Nach 24Std. Inkubation im Medium ohne
Stimulus konnte eine erhéhte Expression der Reifungsmarker CD80, CD83 und CCR-7,
nicht aber von CD40 gefunden werden. Die Stimulation der Zellen mit Bet.-APE oder
PPE; und PPF; fuhrte zu keiner Veranderung der Expression von CD40, CD80, CD83
und CCR-7. Die Stimulation mit LPS dagegen fihrte zu einer starken Induktion aller
Reifungsmarker. Bet.-APE hemmte die LPS-induzierte Reifung der Oberflachen-
rezeptoren CD40, CD80, CD83 und CCR-7 signifikant (vgl. Abb. 11).

PPE; fuhrte zu keiner signifikanten Hemmung der LPS-induzerten Induktion der

untersuchten Reifungsmarker (siehe Abb. 11 und 12)
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Abb. 11: Einfluss von Bet.-APE, PPE,, PPF; und LPS auf die Reifungsmarker CD80, CD83,
CD40 und CCR-7 bei den slanDCs. Die Zellen wurden nach der Isolation und nach einer 6
stiindigen Reifungszeit mit LPS und/oder Bet.-APE oder PPE; oder PPF; stimuliert und wahrend
insgesamt 24Std. inkubiert. Nach 24Std. wurden die Zellen im FACS-Gerét auf ihre Reifung hin
untersucht. LPS fiihrt zu einer verstarkten Expression dieser Reifungsmarker. Gemessen wurde
die mean fluorescent intensity (MFI) (**=p<0,01), gepaarter t-Test. Gezeigt sind die MW + SEM
von zwolf unabhéngigen Experimenten.
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Frisch isolierte slanDCs zeigen eine hohe Expression von CD86 und HLA-DR. Beide
Molekile zeigten eine Induktion nach 24Std. Inkubation ohne Stimulus (Spontanreifung).
Obwohl nicht signifikant, zeigte sich eine Abnahme der Spontanreifung von CD86 und
HLA-DR durch Bet.-APE oder PPE;. Im Gegensatz dazu hatte PPF; keinen Einfluss auf
die Spontanreifung der slanDCs (siehe Abbildung 12).

Die Stimulation mit LPS fuhrte zu einer starken Induktion der Reifungsmarker CD86 und
HLA-DR. Bet.-APE und PPE; hemmen die LPS-induzierte Reifung von CD86 und HLA-
DR leicht, eine Signifikanz konnte allerdings nicht festgestellt werden. Auch hier zeigte
PPF,; keinen Einfluss auf die LPS-induzierte Reifung von CD86 und HLA-DR
(vgl. Abb. 12).

Weiterhin exprimieren frisch isolierte slanDCs den Mannose-Rezeptor (CD206) und
FceRIl. Nach 24Std. Spontanreifung findet sich eine erhdhte Expression dieser Marker,
welche weder durch Bet.-APE, noch durch PPE; beeinflusst wird. Auch bei LPS-gereiften
Zellen haben weder Bet.-APE noch PPE; noch PPF; einen Effekt auf die Expression der
Marker CD86, CD206, HLA-DR und FceRI (vgl. Abb. 12).
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Abb. 12: Einfluss von Bet.-APE, PPE;, PPF; und LPS auf die Reifungsmarker CD83, HLA-
DR, CD206 und FceRI bei den slanDCs. SlanDCs wurden entweder direkt nach der Isolation
(,0Std.“) oder nach 24Std. auf die Expression der Marker CD83, HLA-DR, CD206 und FceRI hin
untersucht. MFI: Mittlere Fluoreszenz-Intensitat; Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von 15
unabhéngigen Experimenten; gepaarter t-Test. Gezeigt sind die MW = SEM von zwolf
unabhéngigen Experimenten.
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414 Dosis-abhédngige Hemmung der LPS induzierten Reifung durch Bet.-APE

Als néchstes wurde untersucht, ob die Hemmung der LPS-induzierten Hochregulation
der Marker CD80, CD83, CD40 und CCR-7 durch Bet.-APE ein dosisabhangiger Effekt
ist. Hierfur wurden die Zellen entweder mit LPS alleine oder in Kombination mit
unterschiedlichen Konzentrationen an Bet.-APE inkubiert. Nach 24Std. wurde die
Expression der Reifungsmarker untersucht. Bet.-APE hemmte dabei die LPS-induzierte
Induktion der Marker CD80, CD40, CD83 und CCR-7 dosis-abhangig (siehe Abbildung
13).
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Abb. 13: Dosis-abhangige Hemmung der LPS induzierten Reifung durch Bet.-APE. Die
Zellen wurden zum Zeitpunkt 6Std. nach der Isolation mit LPS bzw. mit LPS + Bet.-APE stimuliert.
Nach 24Std. wurde die Expression der Reifungsmarker CD80, CD83, CD40 und CCR-7
durchflusszytometrisch bestimmt. (MFI) = mittlere Fluoreszenz-Intensitat. Gezeigt ist ein
reprasentatives Experiment.

4.15 Proteinase K Verdau von Bet.-APE

Um zu untersuchen, ob die Bet.-APE bedingte Hemmung der TLR-4-induzierten Reifung
durch LPS eher durch Proteine oder andere in den wassrigen Pollenextrakten

vorhandenen Substanzen verursacht wurde, wurde Bet.-APE mit Proteinase K versetzt.
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Die Proteinase K, die zur Familie der Subtilisin-&hnlichen Serinproteasen gehort, fihrt zu
einem Abbau der vorhandenen Proteine [176].

Nach 24Std. Stunden Inkubation mit Proteinase K-verdautem Bet.-APE wurden die
Reifungsmarker der slanDCs durchflusszytometrisch untersucht und mit den
Ergebnissen des unverdauten Bet.-APE verglichen.

Dabei wurde festgestellt, dass Proteinase K-verdautes Bet.-APE den gleichen
hemmenden Effekt auf die LPS-induzierte Hochregulation der Reifungsmarker CD8O0,
CD83, CD40 und CCR-7 der slanDCs hatte als unverdautes Bet.-APE (vgl. Abb. 14).
Verdautes Bet.-APE fihrte wie unverdautes Bet.-APE, bei den Reifungsmarkern CD86,
CD206, FceRl und HLA-DR zu keiner Verringerung der TLR-4 induzierten Hochregulation
der Reifungsmarker (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 14: Einfluss von Proteinase K Verdau auf die Bet.-APE-vermittelte Hemmung der
slanDC-Reifung. Die Zellen wurden 6Std. nach der Isolation mit LPS, LPS + Bet.-APE oder LPS
+ Proteinase K-verdautem Bet.-APE stimuliert. Nach 24Std. wurde die Expression der
Reifungsmarker durchflusszytometrisch untersucht. Dargestellt ist die Mittlere Fluoreszenz-
Intensitat (MFI). Gezeigt sind die Mittelwerte aus 6 reprasentativen Experimenten.

416 Fraktionierung von Bet.-APE mit 3kDa cut-off Filtern

Um herauszufinden, ob es sich bei den hemmenden Substanzen auf die LPS-induzierte
Hochregulation der Reifungsmarker um ein Molekil mit einem Gewicht >3kD oder <3kD
handelt, wurde das Bet.-APE Uber einen cut-off mit einer Membran von 3kD zentrfugiert.

Durch die Filtration erhielt man zwei unterschiedliche Fraktionen: Beim Filtrat handelt es
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sich um die Substanzen <3kD, welche den Filter passieren konnten. Im nicht filtrierten
Konzentrat befanden sich die Molekiile >3kD.

AnschlieBend wurde der gleiche Versuch mit den beiden Fraktionen von Bet.-APE
durchgefuhrt. Dabei konnten die oben erwahnten Versuche mit dem durch Proteinase K-
verdautem Bet.-APE bestétigt werden. Auch in diesen Versuchen zeigte sich, dass die
Bet.-APE Fraktion <3kD die LPS-induzierte Reifung bei den slanDCs starker hemmt als
die Bet.-APE Fraktion >3kD (siehe Abb. 15).
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Abb. 15: Einfluss verschiedener Fraktionen von Bet.-APE auf die LPS-induzierte Expression
der Reifungsmarker CD80, CD83, CD40 und CCR-7. Bet.-APE wurde uber eine Cut-off
Membran von 3kD in zwei Fraktionen zentrifugiert. 6Std. nach der Isolation wurden die Zellen mit
LPS und Bet.-APE in den unterschiedlichen Fraktionen (Konzentrat >3kD, Filtrat <3kD) stimuliert.
Nach insgesamt 24Std. wurden die Zellen durchflusszytometrisch auf ihre Reifung hin untersucht.
MFI: Mittlere Fluoreszenz-Intensitat. Gezeigt sind die MW + SEM von 5 unabhéngigen
Experimenten. *=p<0,05, **=p<0,01; gepaarter t-Test
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4.2 Myeloide dendritische Zellen (MDC)

Myeloide dendritischen Zellen wurden mit dem BDCA-1(CD1c)+ Dendritic Cell Isolation
Kit von Myltenyi isoliert und fur 24Std. in DC-Medium inkubiert. Stimuliert wurde mit LPS,
entweder alleine oder in Kombination mit Bet.-APE oder PPE;.

4.2.1 Phanotyp, Reinheit, Uberleben

Je nach Spender wurden zwischen 2 und 4 Mio MDCs aus 300ml vendsem Blut isoliert.
Die Reinheit der Isolationen betrug im Durchschnitt 85,41% (£10,01%), die
Verunreinigungen bestanden hauptséachlich aus B- und T-Lymphozyten, was die Farbung
der Zellen mit anti-CD11c und Gegenfarbung mit anti-CD19 Antikdrpern zeigte (Daten
nicht gezeigt). Nach 24Std. Inkubation tUberlebten rund 75% der Zellen.

4.2.2 Einfluss von Bet.-APE und Phytoprostan E; auf die TLR-Liganden-induzierte
Zytokinproduktion

Die MDCs wurden fur 24Std. im Medium (Kontrolle), mit LPS und R-848 (Resiquimod)
oder in Kombination mit verschiedenen Konzentrationen an Bet.-APE oder PPE;
inkubiert. Die kombinierte Stimulation mit einem TLR-4- und einem TLR-8-Liganden ist
notwendig, um eine Sekretion von IL-12p70 zu induzieren. Nach 24Std. wurden im
Zellkulturiberstand mittels ELISA die Zytokine IL-6 und IL-12p70 bestimmt. Ausserdem
wurde die Uberlebensrate unter der jeweiligen Stimulation durchflusszytometrisch

bestimmt (PI-Farbung).

Nach 24Std. Inkubation im Medium ohne Stimulus war keine IL-12p70 Sekretion und nur
eine sehr geringe IL-6 Sekretion im ELISA nachweisbar. Nach Stimulation mit LPS und
R-848 produzierten die MDCs grof3e Mengen an IL-6 (48ng/ml) und IL-12p70 (55ng/ml)
(siehe Abbildung 16A-D).

Bet.-APE fiihrte in unseren Versuchen zu keiner Anderung der LPS/R-848-induzierten IL-
6 Produktion (siehe Abb. 16A).

Bet.-APE fiihrte ab einer Konzentration von 1mg/ml zu einer signifikanten Hemmung der
LPS-/R-848-induzierten IL-12p70 Produktion. Diese Hemmung war dosisabhangig.
Dieser Effekt ist nicht auf ein vermehrtes Absterben der Zellen durch Bet.-APE
zurickzufuhren (siehe Darstellung der Zellvitalitat in Abb 16B).

PPE, fuhrte aber weder bei IL-6, noch bei IL-12 zu einer Modulation der jeweiligen
Zytokinproduktion (siehe Abb. 16C+D).
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Abb. 16: Einfluss von Bet.-APE und PPE; auf die R-848 und LPS induzierte IL-6 und IL-12
Sekretion. Die Zellen wurden fur 24Std. mit Medium (Kontrolle), mit LPS + Resiquimod oder mit
LPS + Resiquimod und Bet.-APE/PPE; in verschiedenen Konzentrationen stimuliert. IL-6 und IL-
12 wurden im Uberstand mittels ELISA bestimmt (Balken). Die durch LPS + R-848-induzierte
Zytokinproduktion ist als 100% angegeben (IL-12: 48.000 + 5.000pg/mL; IL-6: 55.000 *
8.000pg/mL). Die Uberlebensraten wurden durchflusszytomtrisch mittels PI-Farbung ermittelt (Dot
Plots). *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001, gepaarter t-Test. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM
von 6 unabhéngigen Experimenten.

42.3 Einfluss von Bet.-APE und Phytoprostan E; auf die TLR-Liganden-induzierte

Hochregulation von Reifungsmarkern

Die MDCs zeigen nach 24Std. im Medium eine Spontanreifung: die Reifungsmarker
CD83, CD86, CCR-7 und HLA-DR nahmen gegentber dem 0Std. Wert stark zu. Bei den
Reifungsmarkern CD80 und CD40 blieb diese Spontanreifung weitgehend aus (vgl. Abb
17A-F).

Wurden die MDCs mit LPS stimuliert, so kam es bei samtlichen Reifungsmarkern zu
einer Hochregulation. Diese Hochregulation der Reifungsmarker wurde durch Bet.-APE,
mit Ausnahme von HLA-DR und CCR-7, signifikant gehemmt.

Bet.-APE hemmt sowohl die LPS-induzierte, die R-848-induzierte als auch die LPS + R-
848-induzierte Hochregulation der Marker CD80, CD83 und CD40 (vgl. Abb. 17A-C).

Die Stimulation mit R-848 fuhrt zu einer Hochregulation samtlicher untersuchter
Reifungsmarker (siehe Abb. 17A-F). Eine Kostimulation von R-848 und Bet.-APE fiihrte

zu einer signifikanten Hemmung der R-848-induzierten Hochregulation der Marker CD80,
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CD83, CD40, CD86 und HLA-DR (vgl. Abb. 17A-C und E-F). CCR-7 wird nicht signifikant
gehemmt (siehe Abb. 17D).

Die simultane Stimulation mit R-848 und LPS flhrt ebenfalls zu einer Hochregulation
aller untersuchter Reifungsmarker, wobei sich CD83 und CD86 weniger erhdhen als bei
alleiniger Stimulierung mit LPS oder R-848 (vgl. Abb. 17A-F). Bet.-APE hemmt die
Hochregulierung der Marker CD80, CD83 und CD40 signifikant (siehe Abb. 17A-C). Die
Rezeptoren CD86 und HLA-DR wurden ebenfalls gehemmt, eine Signifikanz konnte aber
nicht festgestellt werden (siehe Abb. 17E-F).

PPE, fuhrte zu einer signifikanten Abnahme der LPS-induzierten Hochregulation der
Reifungsmarker CD40 und HLA-DR (siehe Abb. 17C und F). Bei CCR-7 fuhrte PPE; zu
einer signifikanten Steigerung der LPS-induzierten Hochregulation (vgl. Abb. 17D). Einen
Einfluss auf die Marker CD80, CD83 und CD86 wurde nicht beobachtet (siehe Abb. 17A,
B und E).

PPE; flhrte zu einer signifikanten Hemmung der R-848-induzierten Hochregulation der
Marker CD40, CD86 und HLA-DR (vgl. Abb. 17C, E-F). Die R-848-induzierte
Hochregulation der Marker CD80, CD83 und CCR-7 wurde durch PPE; nicht gehemmt.
PPE; hemmt die LPS + R-848-induzierte Hochregulation der Marker CD83 und CD40
signifikant (vgl. Abb. 17B-C). Die LPS + R-848-induzierte Hochregulation von CD86 und
HLA-DR wurde nicht signifikant gehemmt. Einen Effekt von PPE; auf die LPS + R-848-
induzierte Hochregulation von CD80 wurde nicht beobachtet (siehe Abb. 17A). PPE,
fuhrte bei CCR-7 zu einer nicht signifikanten Induktion der LPS + R-848-induzierten
Hochregulation (vgl. Abb. 17D).
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4.3 Plasmazytoide dendritische Zellen (PDC)

4.3.1 Phanotyp, Reinheit, Uberleben

Die PDCs wurden aus PBMC mit dem Diamond® PDC Isolation Kit von Miltenyi isoliert.
Je nach Spender konnten zwischen 1-2,5Mio PDCs aus 300ml Blut isoliert werden. In
der Literatur wird ihre Haufigkeit mit etwa 0,3% angegeben. PDCs sind mittelgrof3e
Zellen mit reichhaltigem endoplasmatischen Retikulum. Sie zeigen dendritenzell typische
zytoplasmatische Auslaufer. Abbildung 18 zeigt durchflusszytometrisches Bild der PDCs
mit Farbung der Zellen mit CD3-FITC und CD123-PE.

Side Scatter

PE
102 101 102 103 109

S e 0 1‘ : 2 3 9q
0 200 400 600 200 1000 10 10 10 10 10
Forward Scatter FITC

Abb. 18: FACS-Analyse von frisch isolierten PDCs. Die Zellen wurden mit dem Diamond®
Plasmacytoid Dendritic Cell Isoliation Kit (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach) mittels MACS
isoliert. Direkt nach der Isolation wurden die Zellen mit anti-CD3 FITC und anti-CD123 PE
Antikarpern (Becton Dickinson, Heidelberg) angefarbt. Die Reinheit bei dieser Isolation betrug
97%.

Gleich nach der Isolation wurden die Zellen mit Antikdrpern gegen die Oberflachmarker
CD123 und gegen die Reifungsmarker CD40, CD80, CD83, CD86, CD206 und HLA-DR
gefarbt und durchflusszytometrisch gemessen. CD40, CD80, CD86 und CCR-7 waren im
nativen Stadium nur schwach nachweisbar. Die Reifungsmarker CD83 und HLA-DR
zeigten zum Zeitpunkt 0Std. bereits eine verstarkte Expression.

Die Reinheit betrug im Durchschnitt 94,98% +4,73%. Verunreinigungen waren auch hier
durch B- und T-Lymphozyten (CD3+ Zellen) bedingt.

Nach 24Std. Inkubation tberlebten rund 95% der PDCs, sofern das Medium mit IL-3
(200ng/ml) versetzt wurde. Ohne IL-3 Zugabe waren die Zellen nach 24 grof3tenteils

apoptotisch.
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4.3.2 Einfluss von Bet.-APE und Phytoprostan E; auf die CpG-induzierte IFN-a
Produktion

Direkt nach der Isolation wurden die PDCs mit Medium (Kontrolle), CpG-A oder CpG-A in
Kombination mit Bet.-APE oder PPE; inkubiert. Nach 24Std. wurden die Uberstande
abgenommen und IFN-a mittels ELISA bestimmt. Die Zellen wurden mit Propidium-Jodid
gefarbt und die Uberlebensrate unter jeder Stimulationsbedingung durchfluss-
zytometrisch bestimmt.

Bet.-APE hemmte die CpG-A induzierte IFN-a Sekretion dosisabhangig ab einer
Konzentration von 0,1mg/ml (siehe Abb. 19).
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Abb. 19: Einfluss von Bet.-APE auf die IFN-a-Sekretion und auf das Uberleben von PDCs
(n=5). Nach Isolation der Zellen wurden die Zellen mit CpG-A (1uM) oder mit CpG-A und mit
unterschiedlichen Konzentrationen Bet.-APE stimuliert. Nach 24Std. wurde in den Uberstanden
die CpG-A-induzierte IFN-a-Sekretion im ELISA untersucht (Balkendiagramme). Die Zellen
wurden mit Propidiumjodid gefarbt und die Uberlebensrate im FACS bestimmt (dot Plots). Die
CpG-A-induzierte IFN-a Sekretion wurde als 100% angegeben (IFN-a-: 25000 + 5000pg/mL).
***=pn<(0.001, gepaarter t-Test; Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von 5 unabhangigen
Versuchen.

Bei Stimulation der PDCs mit CpG-A und PPE; wurden unterschiedliche Ergebnisse
beobachtet (vgl. Abb. 20A und B). Bei vier Spendern bewirkte PPE; in Konzentration von
10®M bis zu 10°M keine signifikante Anderung der IFN-a Produktion. 10°M PPE; fiihrte
zwar zu einer leichten Steigerung der Sekretion von IFN-qa; signifikant war diese
Steigerung aber nicht (p=0,11). Das Uberleben der Zellen war bei den verwendeten
Konzentrationen von PPE; nahezu 100% (siehe Abb. 20A).

Bei zwei Spendern konnte dagegen eine dosisabhdngige Hemmung der CpG-A-
induzierten IFN-a Produktion festgestellt werden. Hier fuhrte PPE; ab einer
Konzentration von 10°M zu einer Abnahme der IFN-a-Produktion (siehe Abb. 20B). Bei

einem dieser Spender scheint dieser Effekt nicht auf einer verminderten Zellvitalitat
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zuruickzufiihren sein. Bei den anderen Spendern war die Uberlebensrate ab PPE; 10°M

drastisch gesunken (siehe Abb. 20B).
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Abb. 20: Einfluss von PPE; auf die CpG-A induzierte IFN-a Fr ei set zungNachon PDCs
Isolation wurden die Zellen mit CpG-A oder CpG-A und verschiedenen Konzentrationen PPE;

stimuliert. Nach 24Std. wurde in den Uberstanden die durch CpG-A-induzierte IFN-a-Sekretion im

ELISA untersucht (Balkendiagramme). Die Zellen wurden mittels Propidiumjodidfarbung im FACS

Gerat auf ihr Uberleben hin untersucht (dot plots). Die CpG-A-induzierte IFNa-Sekretion wurde als

100% gesetzt (IFN-a-: 25000 + 5000pg/mL). Gepaarter t-Test. Gezeigt werden in A die MW +

SEM von vier unabhangigen Experimenten.

433 Einfluss von Bet.-APE und Phytoprostanen auf die CpG-B-induzierte
Hochregulation von Reifungsmarkern

Die PDCs wurden direkt nach der Isolation mit Medium (Kontrolle), CpG-B oder CpG-B
und Bet.-APE oder CpG-B und PPE; stimuliert. Nach 24Std. wurden die Zellen geerntet
und auf die Expression von den Reifungsmarkern CD40, CD80, CD83, CD86, CCR-7
und HLA-DR untersucht. Auch PDCs zeigen nach 24Std. Stunden Inkubation im Medium
eine gewisse Spontanreifung, die im Gegensatz zu den slanDCs eher als gering
einzuschatzen ist (siehe Abb. 21A-E). Allein bei HLA-DR zeigte sich eine ausgepragte
Zunahme der Expression (siehe Abb. 21F).

CpG-B Stimulation fuhrt zur deutlichen Induktion aller Reifungsmarker mit Ausnahme von
HLA-DR (vgl. Abb. 21A-F)

Bet.-APE hemmt die CpG-B-induzierte Induktion von CD80, CD83, CD40 und CCR-7
signifikant (vgl. Abb. 21A-D). Bei Stimulation der PDCs mit PPE;, zeigte sich eine
signifikante Hemmung der CpG-B-induzierten Reifung von CD80 und CD83 (siehe Abb.
21A und B).
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Abb. 21: Einfluss von CpG-B, Bet.-APE und PPE; auf die Reifung von PDCs. Direkt nach
der Isolation wurden die Zellen mit CpG-B oder mit CpG-B und PPE,/Bet.-APE stimuliert. Nach

24std. wurden die Reifungsmarker durchflusszytometrisch untersucht. Dargestellt wurde die

mean fluorescent intensity (MFI). Gezeigt werden die MW + SEM von zehn unabhéngigen

Experimenten. *=p<0,05, **=p<0,01, **=p<0,001, gepaarter t-Test.
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5 Diskussion

Vorarbeiten unserer Gruppe konnten zeigen, dass Pollen-assoziierte E;-Phytoprostane
die IL-12p70 Sekretion von Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen hemmen und
dadurch eine Tyl-Antwort von naiven T-Zellen hemmen und eine Ty2 Antwort
beglnstigen [25]. Da diese dendritischen Zellen ein in vitro Modell darstellen, sollte im
Rahmen dieser Arbeit der Einfluss wassriger Pollenextrakte und Phytoprostane auf

native humane dendritische Subpopulationen aus peripherem Blut untersucht werden.

51 Dendritische Zellen

Es konnte gezeigt werden, dass Pollen-assoziierte wasserlosliche Faktoren multiple
Funktionen aller DC-Subtypen modulieren. Dabei wurden slanDCs, MDCs und PDCs

untersucht.

Als erste Subpoulation wurden die 6-sulfo-LacNAc+ dendritischen Zellen (slanDCs)
untersucht. SlanDCs exprimieren in hohem Maf3e den FcyRIII/CD16. Wir wissen, dass
Subpopulationen von CD16+ Monozyten pradestiniert sind, migratorische DCs zu
werden [177]. Daher ist es vorstellbar, dass slanDCs, welche CD16 exprimieren, auch
eine Rolle bei der Initiierung oder Modulierung von Immunreaktionen in der Haut und der
Schleimhaut spielen. Somit kommen sie als Zielzellen fir Pollen-assoziierte adjuvante
Faktoren in Frage.

Es zeigte sich, dass, ahnlich wie bei Monozyten-abgeleiteten DCs (moDCs), wassrige
Pollenextrakte die LPS-induzierte IL-12p70-Sekretion myeloider DCs (sowohl der CD1c*
MDCs als auch der slanDCs) hemmen, wobei die IL-6-Sekretion durch Bet.-APE nicht
gehemmt wird. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass bei den slanDCs E;-
Phytoprostane sowohl die LPS-induzierte IL-6- als auch die IL-12p70-Produktion
hemmen. Dieses Ergebnis deckt sich nicht mit den bereits publizierten Daten aus
moDCs, wo nur die IL-12-, nicht aber die IL-6-Sekretion gehemmt wird. Bei den CD1c+
MDCs hemmte PPE, dagegen weder die IL-12-, noch die IL-6 Produktion.

Kirzlich konnte gezeigt werden, dass PPE; die LPS-induzierte IL-12p70-Produktion von
moDCs Uber eine Blockade des NF-kB-Signalweges und Uber einen PPAR-y-abhangigen
Mechanismus hemmt [178]. Die unterschiedlichen Ergebnisse mit PPE; bei den
verschiedenen myeloiden DC-Subpopulationen legen den Verdacht nahe, dass PPAR-y
in diesen Subpopulationen unterschiedlich stark exprimiert sein kdnnte. Alternativ wére
es auch denkbar, dass MDCs eine geringere Kapazitat zur Aufnahme von PPE; haben
oder die aktiven E;-Phytoprostane in der Zelle zu inaktiven Metaboliten umgebaut

werden.
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Novak et al. beschreiben in der Haut von Patienten mit atopischem Ekzem das
Vorhandensein von IDECs (Inflammatory Dendritic Epidermal Cells), welche den hoch-
affinen IgE-Rezeptor (FceRl) stark exprimieren. Mdglicherweise leiten sich diese IDECs
aus Monozyten her [167]. Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, zeichnen sich
slanDCs durch eine deutliche Expression des FceRI aus. Es ware denkbar, dass die im
atopischen Ekzem beschriebenen IDECs sich auch aus myeloiden dendritischen
Vorlauferzellen, wie zum Beispiel den slanDCs, herleiten. Interessanterweise konnten
slanDCs auch in der Dermis und Epidermis von Patienten mit Psoriasis vulgaris und
atopischem Ekzem nachgewiesen werden ([179] und K. Schékel, personliche Mitteilung).

In einer bereits publizierten Studie an moDCs konnte kein hemmender Einfluss von
wassrigen Pollenextrakten oder PPE; auf die Expression von Reifungsmarkern
festgestellt werden. Allenfalls wurde eine leichte Induktion von HLA-DR durch Bet.-APE
beobachtet, diese wurde jedoch auf eine mdgliche Verunreinigung der Extrakte mit
bakteriellen Produkten zurtickgefihrt [25].

In unseren Versuchen verwendeten wir ausschlieB3lich Extrakte, die Uber Polymyxin B
Saulen von LPS gereinigt wurden. Es lasst sich jedoch nicht ausschlie3en, dass andere
bakterielle Produkte in den Extrakten vorhanden waren. Im Gegensatz zu den an moDCs
publizierten Daten zeigten unsere Versuche an slanDCs eine signifikante Hemmung der
LPS-induzierten Reifung durch Bet.-APE der Reifungsmarker CD80, CD83 und CD40
sowie eine Hemmung des Oberflachenrezeptors CCR-7. Auch bei den CDlc+ MDCs
beobachteten wir eine Reifungshemmung durch Bet.-APE. Auch beobachteten wir
gegeniuber Medium-gereiften Zellen keine erhéhte Reifung in Gegenwart von Bet.-APE.
Dies spricht gegen eine signifikante bakterielle Verunreinigung der in dieser Arbeit
verwendeten Extrakte.

Monozyten-abgeleitete DCs werden aus Monozyten durch Zusatz von GM-CSF und
dem T-Zell-abgeleiteten Zytokin Interleukin 4 (IL-4) generiert. IL-4 erhoht die Kapazitat
von moDCs, grof3e Mengen an IL-12p70 zu sekretieren [180]. Auch ist gezeigt worden,
dass moDCs - im Gegensatz zu Monozyten und CD1c+ MDCs - bereits durch einfache
LPS-Stimulation zur Sekretion von IL-12p70 angeregt werden. Myeloide Zellen aus dem
Blut bendtigen dagegen eine kombinierte Stimulation mit LPS und einem TLR8-
Liganden, um IL-12 produzieren zu kdnnen [55]. Mdglicherweise maskiert das wéahrend
der DC-Kultur zugesetzte IL-4 bei moDCs die reifungshemmenden Effekte von wéassrigen
Pollenextrakten, weshalb sie nur bei nativen myeloiden DC-Populationen zu beobachten
sind.

Bei slanDCs hemmt Prostaglandin E, (PGE,) die LPS-induzierte IL-12-Sekretion und
-Reifung (S. Gilles, persdnliche Mitteilung). Es wurden bisher bereits einige Bet.-APE-

vermittelte Effekte auf moDCs beobachtet, welche nicht auf das Vorhandensein von
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PPE; zurtckzufuhren sind. Hierzu zahlen die Induktion von cAMP und die Auspragung
eines migratorischen Phanotyps, der dem von PGE,-gereiften DCs ahnelt [26]. Es ist
mithin vorstellbar, dass bislang noch nicht identifizierte, PGE,-&hnliche Lipide in den
wassrigen Pollenextrakten auch fir die beobachtete Reifungshemmung bei slanDCs und
MDCs verantwortlich sind.

Interleukin-10 hemmt die Expression von diversen kostimulatorischen Molekulen bei
Monozyten und dendritischen Zellen [181, 182] und wirkt daher begrenzend und
hemmend auf Immunprozesse. Wir konnten jedoch im Uberstand von slanDCs kein IL-10
nachweisen. Daher ist es unwahrscheinlich, dass die in unseren Experimenten
beobachtete Hemmung der IL-12-Sekretion von slanDCs durch IL-10 vermittelt wird.
Allerdings ist es denkbar, dass slanDCs als Vorlaufer stark proinflammatorischer
dendritischer Zellen nicht zu einer ausgepréagten IL-10-Produktion neigen, IL-10 jedoch

bei der Hemmung der Zytokinproduktion von MDCs durchaus eine Rolle spielt.

Plasmazytoide dendritische Zellen (PDCs) spielen eine wichtige Rolle in der Abwehr von
viralen Infektionen. Sie finden sich vermehrt in der nasalen Schleimhaut von Allergikern,
in der Synovia von Patienten mit rheumatoider Arthritis sowie in von Lupus
erythematodes oder Psoriasis befallener Haut [71, 183-185]. Sie exprimieren den FceRl,
allerdings werden sie kaum in der Haut von AE-Patienten gefunden [186].

Es gibt Hinweise darauf, dass PDCs — im Gegensatz zu MDCs — eine protektive Rolle bei
asthmatischen Reaktionen auf inhalierte Antigene spielen. Nach Depletion von PDCs in
der Lunge reagierten Mause auf die Inhalation eines inerten Antigens mit erhfhtem
Serum-IgE-Spiegel, Eosinophilie in der Lunge sowie vermehrter Expression von Ty2-
Zytokinen [173]. In einem anderen Mausmodell konnte bei durch Ovalbumin
sensibilisierten Mausen gezeigt werden, dass sowohl die akute Entziindungsreaktion als
auch die Remodelierung in der Lunge durch CpG reduziert wurde [187]. Diese
Beobachtung findet sich allerdings primar bei unreifen PDCs. Bei IFN-a-produzierenden
PDCs findet sich dieser Effekt nicht mehr [188]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurde der Einfluss von Bet.-APE und PPE; auf die CpG-induzierte Reifung und
Interferon-a-Produktion untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass Bet.-APE die CpG-
B-induzierte Expression der Reifungsmarker CD80, CD83, CD40 und CCR-7 signifikant
hemmt. Des Weiteren wurde bei finf Spendern eine Hemmung der CpG-A-induzierten
IFN-a-Sekretion beobachtet. Diese Befunde kénnte man dahingehend deuten, dass
Substanzen in wassrigen Pollenextrakten in der Lage sein konnten, mogliche Toleranz-
brechende Eigenschaften von PDCs (Reifung, IFN-a-Sekretion) zu hemmen. PPE;
konnte eine der verantwortlichen Substanzen sein, ein hemmender Effekt auf die IFN-a-
Produktion wurde jedoch nur bei zwei von funf Spendern beobachtet. Die Spender waren

in der gleichen Altersgruppe und hatten ahnliche Ergebnisse im RAST. Interessant ware
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zu untersuchen, ob es bei diesen Spendern ebenfalls einen Unterschied auf der Ebene
der PPAR-gExpression gibt.

Die Ausreifung verschiedener dendritischer Zell-Subpopulationen mit wassrigen
Pollenextrakten und E;-Phytoprostanen lieferte z. T. sehr divergierende Ergebnisse. So
unterschieden sich beispielsweise slanDCs und MDCs beziglich der Hemmung der
Zytokinproduktion durch PPE,. Diese Unterschiede konnten darauf beruhen, dass die
verschiedenen DCs unterschiedliche Rezeptoren fur PPE; exprimieren oder diese
Substanzen unterschiedlich gut aufnehmen. Aufgrund der Tatsache, dass bei moDCs die
Hemmung der IL-12-Sekretion durch PPE; Uber PPAR-g vermittelt wird [178], erscheint
eine Untersuchung Expression von PPAR-ginteressant,.

Unsere Arbeitsgruppe hat untersucht, ob die Hemmung der LPS-induzierten Reifung der
slanDCs durch Bet.-APE von der Sensibilisierung der Spender abhéngt. Alle Versuche
an slanDCs wurden in den Monaten Januar bis Marz durchgefuhrt, wenn der Birken-
Pollenflug gering ist. Die Spender waren alle gegen Betula-Pollen sensibilisiert, und alle
Spenderzellen wurden mit Bet.-APE stimuliert. Dabei wurde festgestellt, dass die LPS-
induzierte Reifung der slanDCs von Atopikern gleichermal3en durch Bet.-APE gehemmt
wird. Das bedeutet, dass die in den wassrigen Pollenextrakten vorhandenen Substanzen,
welche fur diese Reifungshemmung verantwortlich sind, unabhangig vom
Sensibilisierungszustand wirken [Jacoby et al, Clin Exp Allergy, accepted]. In einer
weiteren Studie konnte kein Unterschied zwischen Atopikern und nicht-Atopikern bei
Stimulation von moDCs mit diversen TLR Liganden festgestellt werden [189]. Diese
Befunde kénnen durch die hier vorliegenden Ergebnisse bestatigt werden.

Die Tatsache, dass Pollen-assoziierte niedermolekulare Faktoren auf Zellen von
Nichtatopikern und Atopikern gleichermalBen wirken, kénnte bedeuten, dass sich die
unterschiedlichen Reaktionsmuster der Enziindungsreaktionen von Atopikern und Nicht-
atopikern auf einer anderen Zellebene abspielen. Dabei kdnnten die Epithelzellen der
Haut oder des Respirationstraktes eine Rolle spielen. Die Epithelzellen sind die ersten
Zellen, die mit AuRenluftallergenen in Kontakt treten. Mdglich ware, dass bei Atopikern
primar die Epithelzelle anders reagiert und dadurch die DCs von vorneherein anders
stimuliert werden. Daflr bedarf es allerdings weiterfUhrender Versuche, welche den
Crosstalk zwischen Epithelzellen (Schleimhaut- und Respiratorisches Epithel oder

Keratinozyten) und dendritischen Zellen ndher untersuchen.

5.2 Einfluss von Pollen assoziierten Lipidmediatoren

Bet.-APE und PPE; beeinflussen bei dendritischen Zellen neben der Zytokinproduktion
auch die TLR-Liganden-induzierte Reifung. Die LPS-induzierte Hochregulation der
kostimulatorischen Molekiille CD80 (B7-1), CD40, CD83 und CCR-7 wurde bei den
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slanDCs und den MDCs durch wassrige Pollenextrakte gehemmt. Bei den PDCs wurde
die CpG-B- induzierte Reifung der Oberflachenmarker CD80, CD83, CD40 und CCR-7
und die CpG-A-induzierte IFN-a Sekretion durch Bet.-APE gehemmt. Die Phytoprostane
E; und F; fohrten bei den myeloiden DCs zu keiner Hemmung der LPS-induzierten
Reifung. Bei den PDCs konnte allerdings eine signifikante Hemmung der CpG-B
induzierten Hochregulation der Reifungsmarker CD80 und CD83 durch PPE; beobachtet
werden. Aufgrund der Tatsache, dass sich die Effekte von Bet.-APE - die Hemmung der
Reifungsmarker CD80 und CD83 bei den PDCs ausgenommen - durch Stimulation mit
E;- und F;-Phytoprostanen nicht reproduzieren lie3en, dachten wir an die Moglichkeit
einer Hemmung durch in wassrigen Pollenextrakten befindliche Proteine. Dazu wurden
die wassrigen Pollenextrakte mit Proteinase K verdaut und der Einfluss von verdautem
Bet.-APE auf die slanDCs untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, dass wassrige
Pollenextrakte auch in Abwesenheit von Proteinen die LPS-induzierte Reifung hemmten.
Auch die Auftrennung von Bet.-APE Uber einen Cut-off von 3kD zeigte, dass die Fraktion
<3kD starker hemmte als die Fraktion >3kD (sowohl auf der Ebene der IL-12-Hemmung
als auch der Reifungshemmung).

Diese Ergebnisse legen den Verdacht nahe, dass ein niedrigmolekularer, nicht-proteiner
Faktor, wie zum Beispiel ein noch nicht identifiziertes Lipid, fir diesen Einfluss
mitverantwortlich ist. In physiologischen Ldsungen befinden sich viele an Proteine
gebundene Lipide. An moDCs wurden bereits mehrere Effekte beobachtet, die durch
PGE,-artige Lipide vermittelt sein kénnten. Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten
beispielsweise zeigen, dass Eikosanoid-&hnliche Substanzen aus Bet.-APE bei
Monozyten abgeleiteten DCs eine intrazellulare cAMP-Antwort induzieren und die
Expression von Chemokinrezeptoren modulieren sowie die Migration auf die Chemokine
CCL19, CCL21 und CXCL12 modulieren. Diese Effekte ktnnen nicht dem PPE;
zugeschrieben werden [26]. Es ware daher denkbar, dass auch die in unseren
Versuchen beobachteten Effekte durch ein Lipid vermittelt werden, das PGE,-&hnlich,
jedoch nicht identisch mit PPE; ist (,PALM-PGE,"). Es gibt verschiedene Hinweise aus
der Literatur, dass PGE, bei DCs unter bestimmten Bedingungen nicht nur die
Zytokinproduktion, sondern auch die Expression von Reifungsmarkern hemmen kann. So
wurde berichtet, dass PGE, aus dem Speichel von Insekten die Reifung von DCs hemmt
[190]. Eigene, unveréffentlichte Versuche an slanDCs ergaben, dass PGE, die LPS-
induzierte Reifung hemmt (S. Gilles, personliche Mitteilung). Bekannt ist, dass das
Mikromilieu und der Mikrometabolismus aus Lipiden die dendritischen Zellen
beeinflussen [191-193]. So wurde berichtet, dass oxidierte Phospholipide die Reifung
und Zytokinproduktion bei moDCs hemmen [194]. Auch konnte gezeigt werden, dass
exogenes PGE, die HLA-DR Expression in dendritischen Zellen aus murinem

Knochenmark herunterreguliert [195].
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Die Hemmung der Expression von CD86 (B7-1) und MHC-Klasse Il durch Bet.-APE war
bei den slanDCs nicht signifikant. Auch bei den MDCs zeigte sich keine signifikante
Hemmung der LPS-induzierten Hochregulation von CD86 durch Bet.-APE. Allerdings
besteht hier ein Trend in Richtung Hemmung, wobei PPE; eher wirksamer als Bet.-APE
zu sein scheint. Bei den MDCs wird die LPS-induzierte Hochregulation von HLA-DR
signifikant durch PPE; gehemmt. Die verschiedenen Effekte, die wir beobachten, legen
den Verdacht nahe, dass mehrere verschiedene Signalwege beteiligt sind. Es scheint
daher sehr wahrscheinlich, dass eine Reihe von unabhéngigen Faktoren den
hemmenden Effekt vermitteln. Einer dieser Faktoren kénnte PPE; sein.

Aus der Literatur ist bekannt, dass NF-kB viele kostimulatorische Molekule reguliert
[196]. Die Hemmung von NF-kB fordert in dendritischen Zellen Anergie oder die
Generierung von T-regulatorischen Zellen [197]. Unsere Arbeitsgruppe konnte erst vor
kurzem zeigen, dass sowohl Bet.-APE als auch PPE; die Translokation von NF-kB p65 in
den Zellkern bei moDCs hemmen [178]. Toleranz oder Anergie kann in dendritischen
Zellen durch Aktivierung von PPAR-y ausgeldst werden [191, 198, 199]. Kirzlich wurde
gezeigt, dass das Phytoprostan E; die LPS-induzierte IL-12p70 Produktion Uber einen
PPAR-y abhangigen Signalweg hemmt [178], wobei bislang noch unbekannt ist, ob PPE;
PPAR-y direkt hemmt. Dazu passt, dass die nasale Instillation von PPE; im Mausmodell
sowohl die Tyl- als auch die Ty2-Differenzierung von T-Zellen in den drainiernden
Lymphknoten hemmte [200]. Ob die Reifung von murinen DCs durch PPE; in vivo
gehemmt wird, ist nicht bekannt.

Neben den Lipiden befinden sich in wassrigen Pollenextrakten viele andere, potentiell
bioaktive niedermolekulare Substanzen, zumeist Sekundarmetabolite der Pflanze. Unter
Anderem finden sich darin Flavonoide, polyzyklische Pigmente, von denen bekannt ist,
dass sie antioxidative oder antikarzinogene Eigenschaften besitzen. Eine ganze Reihe
von Arbeiten weisen darauf hin, dass Flavonoide die Reifung und/oder die
Zytokinproduktion dendritscher Zellen tber eine Hemmung von NF-kB und/oder Uber
MAPK hemmen kénnen [201-204]. Eine andere mengenmalfig relevante Molekilklasse
in den Pollen sind die Arabinogalaktane. Bislang konnte jedoch noch kein hemmender
Einfluss von Polysacchariden auf die Reifung von dendritischen Zellen beobachtet
werden. Andererseits wirken bakterielle Polysaccharide als PAMPs und aktivieren
proinflammatorische Signalwege [205]. Es gibt Daten, die zeigen, dass dendritische
Zellen bei standiger Stimulation durch eine niedrige Dosis an Nukleotiden eine
Entzindungsreaktion unterdriickt oder verandert [206].

Ein weiterers niedermolekulares Molekil ist das Adenosin, welches in Bet.-APE
nachgewiesen werden konnte (S. Gilles, personliche Mitteilung). Adenosin wird im
Rahmen von entziindlichen Reaktionen vermehrt freigesetzt [207] und wirkt Gber G-

Protein-gekoppelte Rezeporen auf inflammatorische Zellen. Es ist bekannt, dass

-68 -



Adenosin die IL-12-Produktion von DCs supprimiert und damit Tyl-hemmend wirkt.
Allerdings besitzen DCs eine Adenosin-Deaminase Aktivitdt, was zu einer
Herunterregulation von Adenosin-vermittelten Effekten fuhrt [208, 209].

In Pollen befinden sich sogenannte Defekt-assoziierte molekulare Strukturen (Damage-
associated molecular patterns, DAMPSs) wie zum Besispiel Harnsdure oder Adenosin-
Triphosphat. Diese Molekile fiihren bei entziindlichen Reaktionen zur Rekrutierung und
Aktivierung von Entziindungszellen. Dabei scheint eine enge Zusammenarbeit von
PAMPs und DAMPs notwendig zu sein, um eine Immunreaktion auszuldsen. Zahlreiche
Studien konnten zeigen, dass endogene Signale wie Adenosin eine wichtige Rolle bei
der Initiierung und Aufrechterhaltung einer allergischen Reaktion haben [210]. Auch
Pollen-assoziiertes Adenosin kénnte als ,Gefahr-Signal® fungieren und damit pro-
inflammatorisch wirken.

Aus unseren vorherigen Untersuchungen an moDCs konnten wir zeigen, dass PALMs
die Polarisierung der T-Zellantwort in Richtung T2 férdern [25, 26]. Diese Ergebnisse
stimmen gut mit denen im Rahmen dieser Arbeit gefundenen Ergebnissen Uberein.
Gleichzeitig konnte im Mausmodel gezeigt werden, dass die nasale Instillation von Bet.-
APE einen Ty2 Shift bei T-Zellen in drainierenden Lymphknoten induziert [200] und so
die Gegebenheiten in vivo widerspiegelt. Wir wissen auch, dass CpG-A durch Bindung
an TLR9 die Produktion von Ty1-Typ Zytokinen und Chemokinen bei PDCs fordert [211].
Die Stimulation der slan-, plasmazytoiden und myeloiden DCs durch Bet.-APE
beeintrachtigt die Hochregulation der T-Zell kostimulatorischen Molekile. Es konnte
daher spekuliert werden, dass naive T-Helferzellen durch Bet.-APE-stimulierte DCs eher
anergisch werden als dass sie zu einer Ty2 Polarisierung fihren. Aus unseren
Versuchen ist bekannt, dass wassrige Pollenextrakte die Zytokinproduktion und Reifung
dendritischer Zellen modulieren. Unbekannt bleibt allerdings, ob die DCs die
eigentlichen, d. h. die primaren Zielzellen der PALMs sind. Weiterhin ist nicht bekannt,
welche Substanz(en) aus dem komplexen Substanzgemisch den starksten Einfluss auf
die Zellen austiben. Die Identifikation weiterer immunmodulatorischer Substanzen aus
Pollen ist daher ein wichtiges Ziel, um besser zu verstehen, wie adjuvante Faktoren die

Sensibilisierung gegeniiber Pollenallergenen férdern kénnten.
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6 Zusammenfassung

Nachdem bekannnt war, dass Pollen-assoziierte E;-Phytoprostane bei Monozyten-
abgeleiteten dendritischen Zellen (moDCs) die LPS-induzierte IL12-Produktion hemmen
und so eine Ty2 Differenzierung von naiven T-Zellen fordern, sollte im Rahmen dieser
Arbeit der Einfluss von wasserléslichen Substanzen aus Birkenpollen und insbesondere
der Phytoprostane auf die Reifung und Zytokinproduktion von nativen Subpopulationen
dendritischer Zellen aus humanem, peripherem Blut untersucht werden. Dabei wurden
myeloide, plasmazytoide und 6-sulfo-LacNAc+ (,slan®-) dendritische Zellen fir 24Std. mit
geeigneten Reifungsstimuli in Gegenwart oder Abwesenheit von Pollenextrakten bzw.
Phytoprostanen inkubiert. Anschlie3end wurde die Zytokinsekretion und die Reifung der
unterschiedlichen DCs untersucht

Dabei wurde festgestellt, dass wassrige Pollenextrakte von Betula alba (Bet.-APE) die
reifungsinduzierte Zytokinproduktion sowie die Aufregulation von Maturationsmarkern bei
allen DC-Subpopulationen hemmten. Die Versuche ergaben ferner, dass in Bet.-APE ein
nicht-proteiner Faktor mit einem Molekulargewicht <3kD fir die Hemmung der LPS-
induzierten Reifung und Zytokinproduktion verantwortlich ist. Zwei Kandidaten-
substanzen, die E;- und F;-Phytoprostane, hatten jedoch keinen Einfluss auf die LPS-
induzierte Reifung myeloider DCs (MDCs und slanDCs). Allerdings flihrte E;-
Phytoprostan bei einzelnen Spendern zu einer Hemmung der CpG-induzierten Reifung
von PDCs. Die beobachteten Unterschiede in der Wirkung auf die verschiedenen DC-
Subpopulationen lassen sich méglicherweise durch die Verwendung unterschiedlicher
Signalwege oder aber durch eine(n) unterschiedliche(n) Abbau/Aufnahme der
Phytoprostane bei den verschiedenen DC-Zelltypen erklaren. Weiterhin konnten wir
feststellen, dass die E;-Phytoprostane zu einer dosis-abhéngigen Hemmung der TLR-
Liganden-induzierten IL-12-Sekretion myeloider DCs fiihren. Damit konnten wir die
Ergebnisse einer friiheren Studie an Monozyten-abgeleiteten DCs bestéatigen.

Unsere Versuche mit nativen DC-Subpopulationen zeigen, dass native humane
dendritische Zellen Zielzellen fur Pollen-assoziierte immun-modulatorische Faktoren sein
kénnten. Die Identifikation weiterer immunmodulatorischer Substanzen aus Pollen wird
zu einem umfassenderen Verstandnis der Rolle biogener, adjuvanter Faktoren bei der

allergischen Sensibilisierung ftihren.
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Anhang

Daten zu Abbildung 10:

slanDC Interleukin-6  |Uberleben  |interleukin-12 |[Uberleben
Medium 1,11+111 44,63+£6,95 [1,23+1,35 44,63 * 6,95
LPS 100 £ 0,00 40,38 + 5,83 |100 £ 0,00 40,00 + 3,84
APE 0.3mg/mL 1,08 £ 0,99 38,30+ 3,22 10,88 + 0,28 40,38 £ 5,83
APE 1.0mg/mL 1,23 +£1,06 37,56 +558 |0,33+0,16 38,30 + 3,22
APE 3.0mg/mL 1,00 £ 0,89 40,00 + 3,84 0,00 * 0,00 37,56 * 4,58
LPS + APE 0,3mg/ml 96,63 + 0,00 33,50+9,77 (47,83 £ 12,85 33,50 £ 9,77
LPS + APE 1mg/ml 99,54 + 0,00 37,15+ 8,57 |20,15 +8,17 37,15 £ 8,57
LPS + APE 3mg/ml 85,93 + 0,00 41,07 +5,20 |7,02 +£2,52 41,07 £5,20
PPE1 10-7 0,33+£0,13 48,57 £ 6,88 0,00 * 0,00 44,63 * 6,95
PPE1 3x10-7 0,02 + 0,01 46,56 + 3,43 |0,00 £ 0,00 48,57 + 6,88
PPE1 10-6 0,00 £ 0,00 44,55 +5,12 |0,00 * 0,00 46,56 * 3,43
PPE1 3x10-6 0,00 £ 0,00 42,75 +5,56 10,00 + 0,00 44,55 £ 5,12
PPE1 10-5 0,00 £ 0,00 41,68 £ 6,09 |0,00 + 0,00 42,75 £ 5,56
LPS + PPE1 10-7 109,31 £ 10,04 (44,04 +5,64 [125,91 + 15,46 |44,04 +5,64
LPS + PPE1 3x10-7 121,81 £ 11,60 (38,09 +3,92 [106,73 + 14,07 |38,09 + 3,92
LPS + PPE1 10-6 88,66 + 12,67 44,16 + 6,48 |74,31 + 18,66 44,16 + 6,48
LPS + PPE1 3x10-6 65,70 + 14,30 46,26 £ 7,90 35,18 +11,51 46,26 + 7,90
LPS + PPE1 10-5 18,50 * 6,65 43,23 +7,39 19,19 + 5,56 43,23 + 7,39
Daten zu Abbildung 11:

slanDC CD80 CD83 CD40 CCR-7

Oh 3,32 +0,89 4,90 + 0,94 11,95 +6,90 | 16,55+ 13,09
Medium 12,04 +£3,11 [17,70+6,11 12,94 + 3,06 | 8,68 +0,98
LPS 66,16 + 17,08 | 71,57 £ 8,44 42,46 £ 6,03 | 18,81 + 3,32
APE 11,53 +3,20 |12,29+1,37 12,50 +4,19 [9,17 + 1,06
LPS +APE 31,54+£9,10 |32,53+4,98 19,33 +5,06 | 12,00 +1,50
PPE1 53,29 + 26,64 | 88,31 + 106,06 | 19,09 +7,23 |10,39 2,70
LPS + PPE1 65,86 + 32,93 | 54,67 + 10,72 42,87 £8,48 | 16,13 + 2,65
PPF1 17,10+ 3,02 | 30,88 + 15,44 9,717 + 0,69 | 10,76 £ 0,96
LPS + PPF1 65,31+ 7,48 | 102,52 +51,26 | 28,06 +3,39 | 21,06 + 4,57
Daten zu Abbildung 12:

slanDC CD86 HLA-DR CD 206 FceRI

Oh 37,11+ 6,92 88,07 + 8,42 6,25+ 0,32 13,54 +1,28
Medium 122,43 +£ 27,29 | 238,50 + 35,46 11,62 +1,20 | 24,40 +£2,63

LPS 117,67 £21,98 | 229,94 + 44,42 14,40+1,18 |26,82+3,11

APE 106,35 + 18,08 | 192,53 + 29,80 14,94 +1,30 | 30,88 £6,73

LPS +APE 91,56 + 19,50 205,84 + 32,75 16,22 £2,92 | 26,48 +3,73

PPE1 66,06 + 9,64 184,87 £ 19,31 12,59 +£1,09 |29,20+8,84

LPS + PPE1 66,98 + 7,41 153,02 + 26,45 16,95+1,42 |24,62+259

PPF1 188,53 + 16,78 | 309,54 + 55,34

LPS + PPF1 204,29 + 25,99 | 436,47 + 188,94
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Daten zu Abbildung 13:

slanDC CD80 CD83 CD40 CCR-7

Medium 59,86 52,69 49,03 14,03

LPS + APE 0,3mg/ml 51,64 38,42 37,56 13,87

LPS + APE 1,0mg/ml 39,2 31,87 28,67 10,10

LPS + APE 3,0mg/ml 18,42 23,91 16,81 6,94

Daten zu Abbildung 14:

slanDC CD80 CD83 CD40 CCR-7

Medium 12,04+2,53 |17,70+6,11 |12,94+3,06 |8,68+0,98

LPS 66,16 + 4,75 | 71,57 +8,44 |42,46+6,03 |18,81 +3,32

LPS + APE 3,0mg/ml 31,54+7,48 |32,53+4,99 |19,33+5,06 |12,00 +1,50

LPS + APE + Proteinase K | 26,76 + 14,35 | 44,96 + 9,16 | 11,07 +4,55 | 13,81+ 2,66

Daten zu Abbildung 15:

slanDC CD80 CD83 CD40 CCR-7

Medium Oh 237+151 |339+165 |[537+167 [470+144

Medium 24h 38,42 +3,65 [36,20+251 [18,96+2,76 |13,90+1,66

APE 27,38+2,76 |29,14+543 |11,39+4,22 |12,30 +2,26

APE Konzentrat 13,59+5,55 [39,52+14,88(8,21+2,30 |11,30+2,40

APE Filtrat 17,52+1,91 [22,543,05 |7,56+2,27 |10,12+2,15

LPS 50,12+ 1,87 |44,95+9,08 |2502+5,02 |16,58 + 2,20

LPS + APE 31,20+ 1,71 |40,16+6,89 | 13,26 +4,36 | 14,36 +2,34

LPS + APE Konzentrat 18,80+ 12,59 | 42,85+6,93 [11,2+156 |13,16+1,73

LPS + APE Filtrat 16,89+6,13 |26,00+4,15 |9,14+3,74 |11,20+1,64

Daten zu Abbildung 16:

MDC Interleukin-6  |Uberleben Interleukin-12 Uberleben
Medium 5,06 + 2,40 127,01 +18,71 0,58 0,19 123,85 + 20,26
LPS + R-848 100,00 + 0,00 100,00+ 0,00  |100,00 + 0,00 100,00 + 0,00
LPS + R-848 + APE 0,1mg/ml 101,61+4,92  [101,33+12,40 106,11 + 11,12 118,93 + 13,66
LPS + R-848 + APE 0,3mg/ml 102,84 +2,13 [113,12+6,91  |101,47 + 11,25 119,30 + 14,92
LPS + R-848 + APE 1mg/ml 102,67 4,48 (108,06 +9,79 |55,67 +11,01 127,33 £ 9,70
LPS + R-848 + APE 3mg/ml 103,88 +5,76  [103,44+7,88 30,68 + 10,90 114,30 + 6,87
LPS + R-848 + APE 10mg/ml| 109,01 £ 16,25 [74,43+1528 8,66 + 2,11 99,45 +11,82
LPS + R-848 + PPE1 10-9M 105,65 + 1,35 101,18 + 12,18
LPS + R-848 + PPE1 3x10-9M 104,65 * 5,86 106,53 + 4,36
LPS + R-848 + PPE1 10-8M 96,82+9,87  |99,71+2,90  [117,83 6,43 98,70 + 8,20
LPS + R-848 + PPE1 3x10-8M _ |101,32+9,79  |106,90 +4,94 [12233+51,66  |96,25+5,99
LPS + R-848 + PPE1 10-7M 115,28 + 10,40 (111,58 +4,22  |94,66 + 17,28 100,15 + 1,90
LPS + R-848 + PPE1 3x10-7M _ |112,11+9,72  |101,43*4,74 (94,29 +13,12 109,55 + 8,51
LPS + R-848 + PPE1 10-6M 105,77 + 13,58 [107,06 + 11,87 /99,10 + 10,45 101,75 + 10,53
LPS + R-848 + PPE1 3x10-6M 90,76 + 12,68  |133,55 + 27,16 |99,83 + 9,19 111,78 + 4,09
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Daten zu Abbildung 17:

MDC CD80 CD83 CD40 CCR-7 CD86 HLA-DR

Oh 2,13+ 0,57 7,00 +1,94 2,28 +1,14 248,63 + 124,32 24,97 + 6,6,7 14,34 £ 7,17
Medium 13,58 + 3,51 58,81 + 15,19 9,02 + 4,51 626,25 + 313,12 209,16 + 54,00 9,96 + 4,98
LPS 53,74 £ 13,88 67,53 17,44 18,80 + 9,40 999,06 + 499,53 507,39 + 130,99 | 12,62 + 6,31
APE 8,86 + 2,46 57,77 + 16,02 8,30 + 4,15 659,66 + 329,83 202,19 + 56,08 8,16 + 4,08
LPS +APE 26,82 + 7,74 32,61 +9,41 15,00 + 7,50 891,54 + 445,77 309,00 + 89,20 11,19 £ 5,59
R-848 43,25 + 21,62 33,45+ 16,72 23,69 +11,84 887,03 + 443,52 313,94 + 156,97 | 14,08 + 7,04
LPS + R-848 43,70 £ 21,85 67,58 + 33,79 44,88 + 22,44 750,61 + 375,30 257,06 + 128,53 | 13,67 + 6,83
PPE1 5,57 +£2,79 43,76 £ 21,88 549 +2,74 367,71 + 183,86 69,48 + 34,74 8,83 £4,42
LPS + PPE1 38,67 + 19,33 22,23+11,12 10,24 £ 5,12 532,46 + 266,23 310,31 + 155,16 | 16,09 + 8,05
R-848 + PPE1 | 30,54 + 15,27 70,55 + 35,27 10,54 + 5,27 633,49 + 316,74 178,22 £ 89,11 12,82 £ 6,41
R-848 + LPS +

APE 29,02 + 14,51 66,86 + 33,43 26,75 + 13,37 553,51 + 276,76 220,98 + 110,49 | 15,03 + 7,52
R-848 + LPS +

PPE1 45,00 £ 22,50 35,09 £ 17,55 30,86 £ 15,43 486,84 + 243,42 185,17 + 92,59 17,02 + 8,51
R-848 + APE 20,94 + 10,47 40,05 + 20,03 12,82 + 6,41 546,34 + 273,17 218,69 + 109,35 | 12,36 + 6,18
Daten zu Abbildung 19:

PDC I nt er f er|Uberleben

Medium 0,00 + 0,00 101,40 £ 11,61

CpG-A 100 + 0,00 100 + 0,00

CpG-A + APE 0,1Img/ml  |72,40 + 0,00 103,00 £ 0,00

CpG-A + APE 0,3mg/ml 87,37 + 26,34 97,81 +1,52

CpG-A + APE 1mg/ml 51,85 + 18,59 85,74 + 8,47

CpG-A + APE 3mg/ml 458 + 2,36 65,34 + 2,14

Daten zu Abbildung 20:

PDC I nt er f er|Uberleben I nt er f elUberleben || nt er f elUberleben
Medium 0,24 £0,22 102,55 £ 5,71 0,040889489 (92,9 0 96,7

CpG-A 100 + 0,00 100 + 0,00 100 100 100 100

CpG-A + PPE1 10-8M 193,66 £ 26,75 (100,04 + 3,51 98,28822316 |92

CpG-A + PPE1 3x10-8M (127,37 + 17,22 |97,83 + 2,47 59,32974531 |87,2 108

CpG-A + PPE1 10-7M 116,10 £ 9,55 98,07 +1,98 17,8045218 70,8 73,65852708 |103

CpG-A + PPE1 3x10-7M  |125,30 + 33,44 99,87 + 4,29 0,910756801 |22,3 23,33536883 |97

CpG-A + PPE1 10-6M 107,41 £ 0,00 101,8 £ 0,00 0,075851103 |9,7 0

CpG-A + PPE1 3x10-6M

CpG-A + PPE1 10-5M 0,077316356 |4,3

Darten zu Abbildung 21:

PDC CD80 CD83 CD40 CCR-7 CD86 HLA-DR

Oh 1,67+0,43 2,83+£0,79 1,77 £ 0,47 2,77 £0,07 5,84 £ 0,50 83,38 £ 9,96
Medium 12,88 + 3,33 11,04 +£2,85 |5,71+1,47 6,87 £ 0,15 25,90+ 2,71 244,82 + 23,32
CpG-B 1uyM 103,97 £ 26,84 | 34,98 +9,03 | 11,80+ 3,05 | 13,04 +0,57 | 117,40 + 10,38 | 283,41 + 23,75
APE 19,46 £ 5,40 12,85+ 3,57 [4,86+1,35 7,40 £ 0,46 73,97 £11,13 251,17 + 28,43
CpG + APE 32,19 +£9,29 15,94 +4,60 [7,41+2,14 10,09 + 0,58 | 93,46 + 11,54 222,88 + 34,62
PPE1 13,54 + 3,91 11,04 +3,19 [5,60+1,62 7,20+0,17 26,81 + 4,56 277,84 + 41,37
CpG + PPE1 71,39 + 20,61 27,06 +7,81 | 8,66 + 2,50 12,36 + 0,60 | 94,08 +19,10 270,15 + 57,84
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