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Einleitung I

. EINLEITUNG

Die Forschung auf dem Gebiet der Immunologie ist nicht nur unter dem Aspekt der
wissenschaftlichen Grundlagenforschung von Relevanz, sondern auch von groler
medizinischer Bedeutung. Der auf dem lateinischen Wort ,munire“ = ,schitzen”
basierende Begriff Immunologie bedeutet die Lehre von den Vorgangen, die zur
Abwehrreaktion gegen Fremdstoffe oder Fremdorganismen, beispielsweise
Krankheitserreger, fuhren. Die betreffenden Vorgange werden auf sowohl zellularer
und molekularer Ebene, als auch auf der Ebene von Organismen und Populationen
betrachtet. Neben Fragen nach der Herkunft von Allergien, der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen, stellt die Aufklarung der Abwehrmechanismen des
Immunsystems gegen Infektionserreger, beispielsweise Mycobacterium tuberculosis,
eine zentrale Aufgabe dar. Ziel ist es zu verstehen wie unser Immunsystem arbeitet,
um dem Organismus Immunitat gegenuber einer Infektion oder einem Fremdstoff zu
verleihen. Welche Zellen sind an Immunreaktionen im Rahmen der Bekadmpfung von
Infektionen beteiligt und welche Aufgaben erfullen diese? Immunitat gegenuber
einem Fremdstoff zu erlangen kann bei Saugetieren auf zwei Ebenen geschehen: im
Rahmen der natlrlichen, unspezifischen Immunitat sowie der erworbenen,
spezifischen Immunitat, wobei beide Systeme eng zusammen arbeiten.

Bei der angeborenen oder naturlichen Immunitat handelt es sich um eine
unspezifische Abwehr von Krankheitserregern auf sowohl molekularer Ebene, zum
Beispiel durch das Komplementsystem oder Akute-Phase-Proteine, als auch auf
zellularer Ebene, beispielsweise durch phagozytierende Zellen wie Makrophagen.
Die Erkennung von Pathogenen anhand deren konservierter Pathogen-assoziierter
molekularer Muster (pathogen associated molecular patterns, PAMP) durch
Antigen-prasentierende Zellen erfolgt Uber Mustererkennungsrezeptoren (pattern
recognition receptors, PRR) (1). Neben phagozytischen Zellen stellen auch die
naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) eine wichtige Immunzellpopulation zur
unspezifischen Abwehr von Fremdstoffen oder entarteten Zellen dar. NK-Zellen sind
jedoch auch in der Lage korpereigene, entartete oder viral befallene Zellen effektiv
zu lysieren (2). Die Zellen der angeborenen Immunitat stellen nach Kontakt des
Organismus mit einem Pathogen oder dessen Bestandteilen die erste

Verteidigungslinie dar.
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Neben der schnellen, unspezifischen Antwort ist parallel die Induktion spezifischer
Immunantworten von essenzieller Bedeutung fir die erfolgreiche Elimination von
Pathogenen. Im Rahmen der erworbenen Immunitat erfolgt eine spezifische
Abwehrreaktion, wobei hier auf zellularer Ebene T- und B-Zellen zu nennen sind.
Nach heutigem Kenntnisstand stehen sich die angeborene Immunitat und die
spezifische Immunitat nicht separiert gegenuber. Vielmehr ermoglicht erst die
wechselseitige Beeinflussung, also eine komplexe Vernetzung, Interaktion und
Kommunikation aller Zellen des Immunsystems, die Entwicklung hoch effizienter
Strategien zur Bekampfung von Pathogenen (3).

Dendritische Zellen (dendritic cells, DC) als professionell Antigen-prasentierende
Zellen sind als essenzielles Bindeglied zwischen der angeborenen und der
spezifischen Immunitat anzusehen (4). Ihnen kommt eine zentrale Rolle im Rahmen
der Initiierung und Polarisierung nachgeschalteter, adaptiver Immunantworten zu (5).
In Folge ihrer Aktivierung kdnnen dendritische Zellen qualitativ unterschiedliche
adaptive Immunantworten initiieren (6) oder auch auf NK-Zellen rickwirken (7). Auf
diese einzigartige und seltene Immunzellsubpopulation soll daher im Folgenden

naher eingegangen werden.

1.1. Steuerung von Immunantworten durch dendritische Zellen

Die erste Beschreibung humaner dendritischer Zellen geht auf die Entdeckung der
Langerhanszellen, einer Subpopulation dendritischer Zellen in der Haut, im Jahre
1868 zurlck. Namensgebend fur die etwa 10 ym groRen dendritischen Zellen sind
ihre langen zytoplasmatischen Auslaufer, die Dendriten. Ein weiteres
morphologisches Charakteristikum der Langerhanszellen stellen die Birbeck-Granula
dar, denen eine entscheidende Rolle im Rahmen der Antigenaufnahme sowie
-prasentation zuzuschreiben ist (8).

Nach der ersten Erwahnung der Langerhanszelle vergingen jedoch uber 100 Jahre,
bevor eine ausfuhrliche Charakterisierung dendritischer Zellen beginnen konnte (9).
Erst die Etablierung eines Protokolls zur Generierung dendritischer Zellen in vitro aus
Monozyten als Vorlauferzellen ermdglichte letztendlich in den vergangenen 20
Jahren umfassende Studien zum Phanotyp sowie zur Funktionalitat dieser

Immunzellpopulation (10). Mit der Moglichkeit der Generierung dendritischer Zellen
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wurde diese zuvor aufgrund geringer Ausbeuten nur schlecht analysierbare
Immunzellpopulation besser verfligbar. Damit wurden dendritische Zellen nun auch
phanotypischen  Charakterisierungen  sowie  funktionellen  Untersuchungen
zuganglich. Dies erlaubte erste Einblicke zur Funktion dendritischer Zellen im
Rahmen der Steuerung von Immunantworten.

Basierend auf bisherigen Kenntnissen ist zunachst festzuhalten, dass
immunphanotypisch kein spezifisches Antigen fur dendritische Zellen existiert.
Dendritische Zellen stellen eine sehr heterogene Immunzellpopulation dar. In vivo
gehen dendritische Zellen aus Knochenmarksvorlauferzellen hervor, wandern in die
Peripherie und fungieren dort als Wachter des Immunsystems (11). In nahezu allen
Geweben kommen dendritische Zellen in unterschiedlichen Anteilen vor (12, 13). Mit
der unterschiedlichen Lokalisation dendritischer Zellen gehen morphologische,
phanotypische und funktionelle Charakteristika dieser einher. Eine bestimmte
dendritische Zelle ist erst anhand einer distinkten Zusammensetzung an Antigenen
auf deren Oberflache identifizierbar. Typischerweise exprimieren dendritische Zellen
des peripheren Blutes zum Beispiel die Differenzierungsmarker (cluster of
differentiation, CD) CD1a, CD11b/c sowie die Molekule des
Haupthistokompatibilitatskomplexes (major histocompatibility complex, MHC I/Il) und
Fc-Rezeptoren, wohingegen Linienmarker wie CD3, CD14, CD19 und CD56 nicht
exprimiert werden (14). Die differenzielle Expression von Antigenen durch
dendritische Zellen ist sowohl gebunden an deren Subpopulation als auch an die
gewebespezifische Lokalisation der dendritischen Zelle. Einige Antigene werden
auch in Abhangigkeit des Reifungsstatus der dendritischen Zelle differenziell
exprimiert, zum Beispiel CD1a, CD40, CD80, CD83, CD86 oder MHC (15). Somit
handelt es sich bei dendritischen Zellen um eine sehr heterogene
Leukozytenpopulation bezlglich Herkunftslinie und Differenzierungsweg. Daraus
resultieren entsprechend vielfaltige Implikationen bezliglich ihrer Funktionalitat (16).
Aktuell erfolgt die Einteilung dendritischer Zellen zunachst in zwei
Hauptdifferenzierungslinien, denen eindeutige phanotypische sowie funktionelle
Unterschiede zugeschrieben werden: dendritische Zellen myeloiden Ursprungs
(mDC, DC1) und plasmazytoide dendritische Zellen (pDC, DC2), von denen ein
lymphoider Ursprung angenommen wird (17, 18).

Plasmazytoide dendritische Zellen sind durch die Expression der Oberflachenmarker
BDCA-2 und BDCA-4, CD4, CD45RA, CD123 sowie geringer Mengen von MHC Il
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und das Fehlen von CD11c gekennzeichnet (19). Initial wurde eine exklusive
Expression von Toll-like-Rezeptor 7 (TLR-7) und TLR-9 (20, 21) durch plasmazytoide
dendritische Zellen angenommen. Kurzlich konnte jedoch fur myeloide dendritische
Zellen die Expression von TLR-7 gezeigt werden (22). TLR-7 und TLR-9 dienen der
Erkennung von Einzelstrangribonukleinsaure (single strand ribonucleic acid, ssRNA)
beziehungsweise CpG-DNA-Motiven. Eine virale Stimulation plasmazytoider
dendritischer Zellen flhrt zur Sekretion der Typ-I-Interferone IFN-o. und IFN-B
(23, 24). Die Sekretion von IFN-o und IFN-B beeinflusst entscheidend den Verlauf
von Infektionen durch Aktivierung dendritischer Zellen und die Regulation der
Freisetzung anderer immunologisch bedeutsamer Zytokine, zum Beispiel
Interleukin 12 (IL-12, (25)).

Myeloide dendritische Zellen exprimieren im Gegensatz zu plasmazytoiden
dendritischen Zellen CD11¢c und CD33 sowie hohe Mengen an MHC Il, nicht jedoch
CD123. Das TLR-Repertoire myeloider dendritischer Zellen umfasst die Expression
von TLR-1,-2,-3,-4,-5,-6,-7,-8 und-10 (22, 26, 27). Bezuglich der Zytokin-
freisetzung stellen myeloide dendritische Zellen potente Produzenten von TNF-a und
IL-12 dar. Uber die Mdglichkeit zur Produktion von IFN-a verfligen myeloide
dendritische Zellen ebenfalls, wie kiurzlich gezeigt werden konnte (22).

Als Bindeglied zwischen der angeborenen und der erworbenen (adaptiven)
Immunitdt nehmen dendritische Zellen als professionell Antigen-prasentierende
Zellen eine herausragende Position im Immunsystem ein. Mit der Aktivierung von
B- beziehungsweise T-Zellen durch dendritische Zellen (Zytokine,
Antigenprasentation) geht die Initierung adaptiver Immunantworten einher. Im
Hinblick auf den Verlauf von Infektionen spielt die Aktivierung distinkter
T-Zell-Subpopulationen, zum Beispiel CD8-positive (CD8") zytotoxischer T-Zellen
oder CD4"-T-Helfer-Zellen (Th-Zellen), eine entscheidende Rolle. Die friihere
Annahme, dass mit dem Ursprung der dendritischen Zelle eine bevorzugte Induktion
von Antworten durch Th-Zellen einhergeht, ist mittlerweile revidiert. Urspringlich
wurde angenommen, dass myeloide dendritische Zellen bevorzugt Th1-orientierte
Immunantworten induzieren und dass im Gegensatz dazu durch plasmazytoide
dendritische Zellen bevorzugt Th2-orientierte Immunantworten induziert werden. Es
konnte mittlerweile gezeigt werden, dass plasmazytoide dendritische Zellen zur
parallelen Sekretion der Th1-Zytokine IFN-a/p als auch IL-12 befahigt sind (28).

10
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Nach heutigem Kenntnisstand hat in vivo nicht maRgeblich die Herkunft der
dendritischen Zellen sondern die Art und Dosis der aktivierenden Signale Einfluss auf
die durch dendritische Zellen ausgelosten Immunantworten (29-31). In vitro haben
zusatzlich die gewahlten Differenzierungs- sowie Kulturbedingungen einen
erheblichen Einfluss auf Phanotyp, Reifungsstadium und Funktion der betreffenden
dendritischen Zellen (32-37). Auf die unterschiedlichen Moglichkeiten der
Differenzierung und Kultivierung dendritischer Zellen soll daher an spaterer Stelle
genauer eingegangen werden.

Unreife dendritische Zellen patrouillieren als Wachter des Immunsystems im
Organismus. Sie zeichnen sich durch eine hohe Fahigkeit zur Endozytose und
Aktivierbarkeit durch diverse mikrobielle Stimuli, aktivierte T-Zellen oder Zytokine,
sowie ein maliges lymphostimulatorisches Potenzial aus. Die Erkennung von
Pathogenen oder deren Oberflachenstrukturen wie Lipopolysaccharid (LPS) aus
Gram-negativen Bakterien oder mykobakteriellem Lipoarabinomannan (LAM) erfolgt
mithilfe von Mustererkennungsrezeptoren, beispielsweise membranstandigen
Toll-like-Rezeptoren (38, 39) oder C-Typ-Lektin-Rezeptoren (CLR, 40, 41), als auch
intrazellularen nucleotide oligomerisation domain (NOD)-Proteinen (42, 43). Dies
fuhrt in  Abhangigkeit des jeweiligen Liganden zu einer Induktion
pro-inflammatorischer Signalkaskaden (44), in deren Verlauf die zuvor unreife
dendritische Zelle ausreift und befahigt wird, pro-inflammatorische Zytokine wie zum
Beispiel IL-12 und TNF-a zu sekretieren. Die Reifung dendritischer Zellen ist
weiterhin von einer Reduktion der Endozytosefahigkeit, Verlust an Aktivierbarkeit,
sowie einer gesteigerten Expression der T-Zell-kostimulatorischen Molekile CD80
und CD86 begleitet, womit ein hohes lymphostimulatorisches Potenzial einhergeht
(5, 11). Auch die Expression von Chemokinrezeptoren andert sich (45), wodurch die
Wanderung der dendritischen Zellen induziert und gesteuert wird. Reife dendritische
Zellen sind in der Lage, inflammatorisches Gewebe zu verlassen um beispielsweise
in T-Zell-Areale sekundarer lymphatischer Organe einzuwandern. Dort erfolgt die
Aktivierung von T-Zellen durch die ausgereifte dendritische Zelle mittels Prasentation
antigener Peptide der zuvor aufgenommenen und intrazellular prozessierten
Antigene. Dazu werden Antigen-restringierte Peptidprasentation, kostimulatorische
Signale und aktivierende Zytokine bendtigt (4, 46). Die Prasentation antigener
Peptide an T-Zellen erfolgt uber die Molekule des
Haupthistokompatibilitatskomplexes Klasse | (MHC ) oder Il (MHC Il). T-Zellen

11
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erkennen mithilfe von T-Zell-Rezeptoren (TCR) die an MHC-Klasse-l oder
MHC-Klasse-ll prasentierten Peptide. Die unterschiedlichen MHC-Klassen werden
von unterschiedlichen T-Zell-Rezeptoren erkannt: CD8"-T-Zellen und zytotoxische
T-Zellen reagieren auf MHC-Klasse-I-Molekule und induzieren die Zerstorung der
Zelle, die das Antigen prasentiet. CD4'-Th-Zellen reagieren  auf
MHC-Klasse-II-Molekiile mit gebundenem Peptid.

Wie bereits erwahnt haben unterschiedliche Umweltbedingungen in vivo, zum
Beispiel die Lokalisation der dendritischen Zellen, und in vitro, zum Beispiel die
Differenzierungs- oder Kulturbedingungen, maRgeblichen Einfluss auf den Phanotyp,
das Reifungsstadium und die Funktion dendritischer Zellen. Konventionelle myeloide
dendritische Zellen werden in vitro aus Monozyten als Vorlauferzellen in der
Gegenwart von IL-4 und GM-CSF generiert (10). Unter Verwendung dieser Methode
differenzieren Monozyten zu unreifen dendritischen Zellen, die sich durch die zuvor
beschriebenen Eigenschaften auszeichnen. Die Gabe von IFN-o und GM-CSF zu
Monozyten fuhrt ebenfalls zu einer Differenzierung in dendritische Zellen. Die
resultierenden dendritischen Zellen weisen einen halbreifen (semi mature) Status
auf, der durch die konstitutive Expression des Reifungsmarkers CD86
gekennzeichnet ist. Auch die Expression anderer Oberflachenmarker, zum Beispiel
DC-SIGN (CD209), wird beeinflusst, in diesem Fall negativ reguliert. Zusatzlich
verflugen diese dendritischen Zellen Uber ein verandertes lymphostimulatorisches
Potenzial (47). Die Verwendung von IL-4 und Plattchenfaktor 4 (PF-4) zur
Differenzierung von dendritischen Zellen aus Monozyten fuhrt ebenfalls zu Antigen-
prasentierenden Zellen mit Eigenschaften dendritischer Zellen (PFAPC, (48)).
PFAPC zeigen eine konstitutive Aktivierung und induzieren bevorzugt Th2-orientierte
T-Zell-Antworten. Die eingangs als eine Subpopulation dendritischer Zellen
erwahnten Langerhanszellen konnen durch die Kombination von GM-CSF und IL-15
aus Monozyten generiert werden (35). Plasmazytoide dendritische Zellen sind zur
Zeit in vitro noch nicht generierbar. Neben Monozyten kdénnen auch CD34"
hamatopoetische = Stammzellen als Ausgangspopulation zur  Generierung
dendritischer  Zellen genutzt werden (49, 50). Die  Moglichkeit der
in vitro Generierung dendritischer Zellen erlaubt es, detaillierte Untersuchungen
dieser durchzufihren. Faktoren von Interesse kdnnen gezielt untersucht werden.
Auch unterliegen die Zellzahlen hier nicht den Limitationen verglichen mit der

Isolation dendritischer Zellen aus dem Blut oder Gewebe.

12
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Neben der Art und Dosis verschiedener Signale, denen dendritische Zellen wahrend
der Differenzierung ausgesetzt sind beziehungsweise gegenuberstehen,
beeinflussen auch Art und Dosis der eingehenden Signale im Verlauf der Aktivierung
dendritischer Zellen nachhaltig deren Phanotyp, das Reifungsstadium sowie die
Zytokinsekretion und somit ebenfalls die selektive Initierung, Polarisierung und
Modulation nachgeschalteter Immunantworten, beispielsweise T-Zell-Antworten. In
Abhangigkeit der Aktivierung unterschiedlicher Subpopulationen von Th-Zellen
(Th1/2, Tho oder T.g) resultieren qualitativ unterschiedlich ausgerichtete
Immunantworten. Die selektive Sekretion bestimmter Zytokine sowie die Expression
T-Zell-kostimulatorischer Moleklle der B7-Familie (CD80 und CD86) durch
dendritische Zellen bestimmen dabei malgeblich die Aktivierung und die
Orientierung der adaptiven Immunantwort zum Beispiel in Richtung Th1 oder Th2. Im
Rahmen einer Th1-orientierten T-Zell-Antwort, die einer Freisetzung eines
Th1-assozierten Zytokins wie IL-12 durch die dendritische Zellen folgt, wird zum
Beispiel das Zytokin IFN-y verstarkt von T-Zellen sekretiert. Im Gegensatz dazu wird
die Sekretion von IL-4, IL-5 oder IL-13 vermindert. Dies hat die Vermittlung zellularer
Immunitat zur Folge. Die Freisetzung von IL-10 durch dendritische Zellen hingegen
resultiert in einer eher Th2-orientierten T-Zell-Antwort, die sich durch eine
verminderte Sekretion von IFN-y dulRert, der eine verstarkte Freisetzung von IL-4,
IL-5 und IL-13, begleitet von der Induktion humoraler Immunantworten, gegenuber
steht. Th1- und Th2-assoziierte Zytokine unterliegen einerseits einer wechselseitigen
Regulation und fliihren andererseits zu einer positiven Verstarkung der Immunantwort
der betreffenden T-Zell-Subpopulation.

Unterschiede in dem lymphostimulatorischen Potenzial der dendritischen Zellen
bezlglich Zytokinsekretion und Proliferation von T-Zellen sind also eng mit der Art
und Dosis des aktivierenden Stimulus verknlpft. Eine Aktivierung dendritischer
Zellen mit Gram-positiven Bakterien, zum Beispiel Streptococcus pyogenes (51),
Gram-negativen Bakterien, beispielsweise Escherichia coli (52), oder Mykobakterien
wie Mycobacterium tuberculosis (53) sowie CD40L fuhrt zur Sekretion groler
Mengen des Th1-assoziierten Zytokins |[L-12. Isoliertes Lipopolysaccharid
Gram-negativer Bakterien hingegen induziert nur moderate Mengen IL-12.

Erfolgt die Interaktion einer dendritischen Zelle mit einem klar definierten Liganden,
beispielsweise einem Lipopolysaccharid, fur einen bestimmten Rezeptor, in diesem

Fall TLR-4, so werden definierte intrazellulare Signalkaskaden induziert, hier die
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NF«-B-vermittelte Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF-a oder IL-12.
Interagieren dendritische Zellen jedoch mit kompletten Mikroben, wie zum Beispiel
dem Mykobakterium M. bovis Bacillus Calmette-Guérin (M. bovis BCG), so wird eine
Vielzahl von Rezeptoren, unter anderem TLR-2 (54) und dendritic cell-specific
ICAM-3-grabbing-non-integrin (DC-SIGN, CD209) (55)), ligiert. Dies hat eine
Aktivierung multipler intrazellularer Signalwege zur Folge. Eine kollaborative
Aktivierung verschiedener Rezeptoren erfordert eine intrazellulare Integration
verschiedenster induzierter Signale. Hierbei erfolgt eine wechselseitige Modulation
(cross talk) einzelner Signalkaskaden. Im Detail sind die Mechanismen zum cross
talk bisher noch nicht verstanden und nur exemplarisch untersucht. Im Rahmen einer
kollaborativen Aktivierung der Rezeptoren Dektin-1 und TLR-2 wurde eine verstarkte
Sekretion  pro-inflammatorischer  Zytokine  beschrieben (56). Die  Uber
Lipopolysaccharid vermittelte Zellaktivierung ist an die Prasenz von CD14 und TLR-4
gebunden (57). Somit fuhrt eine Stimulus-abhangige, spezifische Aktivierung
dendritischer Zellen in Folge der Erkennung Pathogen-assoziierter molekularer
Muster durch unterschiedliche Mustererkennungsrezeptoren, alleine oder in
definierter Kombination dieser, schlielllich zu einer gezielten Aktivierung
dendritischer Zellen. Dies hat eine selektive Induktion adaptiver Immunantworten zur
Folge. In ihrer Funktion als eines der wichtigsten Bindeglieder zwischen der
angeborenen und der erworbenen Immunitat resultiert damit erst aus einer
differenziell induzierten Antwort der dendritischen Zellen eine distinkte Aktivierung,
Initiierung, Polarisierung und  Modulation  nachgeschalteter,  adaptiver
Immunantworten (58-60). Somit kommt dendritischen Zellen eine herausragende
Bedeutung und Aufgabe als professionell Antigen-prasentierende Zellen des

Immunsystems zu, da diese maldgeblich den Verlauf von Infektionen beeinflussen.

1.2. Die Rolle myeloider Zellen in der mykobakteriellen

Infektionsbiologie

Mykobakterien sind weltweit verbreitet. Mit dem wohl bekanntesten Erreger der rund
100 Spezies umfassenden Gattung Mycobacterium, M. tuberculosis, ist nach
Schatzungen der Weltgesundheitsorganisation aktuell ca. ein Drittel der

Weltbevolkerung infiziert. Prognostiziert sind ein starker Anstieg an Neuinfektionen
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und eine erhdhte Sterberate an der Tuberkulose (TB oder auch Phthisis =
Schwindsucht), was in der Zunahme multiresistenter (multi drug resistent, MDR)
Stamme wund in gehauft auftretenden Koinfektionen mit dem humanen
Immundefizienzvirus (human immunodeficiency virus, HIV) begrindet ist.

Die Einteilung von Mykobakterien kann unter anderem anhand ihrer Pathogenitat
erfolgen. Hierbei wird zwischen den langsam wachsenden obligat pathogenen
Mykobakterien, bezeichnet als M. tuberculosis-Komplex (M. tuberculosis complex,
TB-Komplex/Familie), und den schnell wachsenden fakultativ pathogenen
Mykobakterien, bezeichnet als nicht-tuberkulése Mykobakterien (non-tuberculosis
mycobacteria), unterschieden. Zu den Mykobakterien der TB-Familie gehoéren u.a.
M. tuberculosis, M. bovis und M. africanum. Zu den nicht-tuberkuldsen
Mykobakterien gehoren u.a. M. avium, M. chelonae und M. smegmatis. Heutzutage
erfolgt die Einteilung der Mykobakterien nicht mehr vorwiegend anhand
biochemischer Merkmale (Wachstum, Pigmentationsverhalten (61)) sondern mithilfe
molekularbiologischer Methoden (62, 63).

Die Bekampfung von Mykobakterien durch das Immunsystem stellt eine besondere
Herausforderung dar: um eine aktive Aufnahme in ihre primaren Wirtszellen, die
Makrophagen, zu gewahrleisten, interagieren Mykobakterien mit diversen
Rezeptoren auf deren Oberflache, zum Beispiel dem Mannose-Rezeptor (MR, (64)),
Komplement-Rezeptoren (65), Fibronectin-Rezeptoren (66), Integrinen (67), CD14
(68) oder DC-SIGN (69, 70). Nach erfolgter Aufnahme der Mykobakterien durch
Makrophagen werden die Mykobakterien jedoch nicht intrazellular abgetotet, sondern
Uberleben haufig in den befallenen Zellen durch Inhibition der Phagosom-Lysosom-
Fusion (71) und sind in der Lage sich in den Makrophagen zu replizieren (72). Dies
stellt einen effizienten Mechanismus dar, der Immunabwehr zu entgehen und einen
optimalen Lebensraum in der Wirtszelle zu schaffen (73). Gezeigt wurde auch, dass
Mykobakterien nicht nur durch Makrophagen, sondern auch durch Neutrophile und
dendritische Zellen phagozytiert werden. Im Gegensatz zur Aufnahme durch
Makrophagen kdnnen Mykobakterien zwar intrazellular in den dendritischen Zellen
verbleiben, sich jedoch nicht replizieren (74).

Verglichen mit dendritischen Zellen weisen Makrophagen nur eine schwach
ausgepragte Fahigkeit zur Antigenprasentation auf (75-78). Ferner ist die Aktivierung
von T-Zellen zur Induktion spezifischer Immunantworten auf bestimmte

T-Zell-Subpopulationen (CD4", CD8*, CD4/CD8 und v/5-T-Zellen) beschrankt. Die
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HLA-E- und CD1-vermittelte T-Zell-Aktivierung ist dendritischen Zellen vorbehalten,
da Makrophagen diese Molekile nicht exprimieren (79, 80). Nach heutigem
Kenntnisstand wird weiterhin angenommen, dass ausschlieRlich dendritische Zellen
als professionelle Antigen-prasentierende Zellen CD4"- sowie CD8"-naive T-Zellen in
vitro aktivieren und deren Ausreifung in Effektor-T-Zellen vermitteln kénnen (81, 82).
Hier konnte jedoch kurzlich gezeigt werden, dass zumindest CD8-naive T-Zellen in
vivo auch durch Makrophagen aktivierbar sind (83). Mit Hinblick auf die Sekretion von
Zytokinen ist festzuhalten, dass nur dendritische Zellen, nicht aber Makrophagen, zur
Freisetzung von IL-12 in groReren Mengen nach mykobakterieller Stimulation
befahigt sind (84). IL-12 stellt ein Schllsselzytokin in der Aktivierung und
Differenzierung von CD4*-Th-Zellen Richtung Th1 dar.

Zusammenfassend ist somit festzustellen, dass der primaren Wirtszelle von
Mykobakterien, dem Makrophagen, hauptsachlich die Aufgabe der Abtétung von
Mykobakterien zukommt. Die nachhaltige Induktion adaptiver Immunantworten, zum
Beispiel spezifischer T-Zell-Antworten, bleibt jedoch den dendritischen Zellen
vorbehalten. Daher ist das mechanistische Verstandnis der Interaktion von

Mykobakterien mit dendritischen Zellen von hohem Interesse.

1.3. Die mykobakterielle Zellwand

Die Interaktion von Pathogenen, zum Beispiel Mykobakterien, mit Immunzellen des
Wirtes, zum Beispiel dendritischen Zellen, ist auRerst komplex. Pathogene zeichnen
sich durch die Existenz unterschiedlicher, definierter Oberflachenstrukturen aus.
Gram-positive Bakterien tragen im Gegensatz zu Gram-negativen Bakterien
beispielsweise kein Lipopolysaccharid. Mykobakterien weisen einen hohen Anteil an
Mykolsauren in ihrer Zellhtlle auf. Damit verbunden ist die besondere Resistenz der
ca. 3-5pum grolen und 0,2-0,6 um breiten Stabchen gegenuber Sauren und
Laugen. Der hohe Anteil an Mykolsauren geht mit einem hohen Lipidgehalt einher.
Dies fuhrt zum Verklumpen der Zellen in wassrigen Lésungen, verleiht aber auch
Saurefestigkeit zum Beispiel gegeniber 6 - 8 %-iger Schwefelsaure (85-87). Der
Aufbau der mykobakteriellen Hulle ist auferst komplex und lasst sich im
Wesentlichen in drei Schichten einteilen: die Plasmamembran, die Zellwand und die

Kapsel (71). Hauptbestandteil der Zellwand ist ein Polymer aus Arabinofuranosyl-
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und Galactofuranosyl-Resten (sog. Mykolyl-Arabinogalactan-Peptidoglycan-Komplex,
mAGP-Komplex), welches kovalent an Peptidoglycan gebunden und mit
Mykolsauren, die eine dicke Schicht ahnlich der zweiten aul’eren Membran
Gram-negativer Bakterien bilden, verestert ist. Zusatzlich existieren Lipoglycane wie
das Lipoarabinomannan, das bei einzelnen Mykobakterien mit unterschiedlichen
Zuckern modifiziert sein kann. So tragen M. tuberculosis oder M. bovis BCG ein
mannosyliertes Lipoarabinomannan (ManLAM). Im Gegensatz zu den kovalent
gebundenen Molekllen der Zellwand ist die Kapsel, die aus Polysacchariden und

Proteinen besteht, nur locker mit der Zellwand assoziiert (88).

Lipomannan

s P e
S \..)
Mykolséuren =9 I ‘ Il ;‘: I I o
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Komplex il I A5 - Lipoarabino 7.,
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Abbildung 1: Die mykobakterielle Hiille (Schema) bestehend aus Plasmamembran, Zellwand und Kapsel (88).

Im Rahmen mykobakterieller Infektionen stellt das Lipoarabinomannan einen der
wichtigsten Interaktionspartner zwischen dem Mykobakterium und der Immunzelle
des Wirtes dar. Lipoarabinomannan ist auf der Oberflache von Mykobakterien
exprimiert. Nach heutigem Kenntnisstand ist noch nicht geklart, ob das
Lipoarabinomannan Uber einen Phosphoinositol-Anker nicht-kovalent in der
Plasmamembran oder ebenfalls nicht-kovalent in der Mykolsaureschicht verankert ist

(89). Auch wird diskutiert, ob sowohl eine Verankerung des Lipoarabinomannans in
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der Membran als auch das Vorkommen in der auReren Zellwand mdglich ist (90). Die
immunmodulatorischen Wirkungen des Lipoarabinomannans beinhalten
beispielsweise die Inhibition der T-Zell- und Makrophagenaktivierung (91), die
Induktion von Zytokinen (92-94), die Neutralisation von Sauerstoffradikalen (95) und
die Veranderung enzymatischer Aktivitaten (96, 97) und tragen maldgeblich zur
klinischen Manifestation einer Tuberkulose bei. Struktur-Funktionsbeziehungen sind
hierbei jedoch weitgehend unklar. Die komplizierte biochemische Isolierung und
nachfolgende Charakterisierung von Lipoarabinomannanen, die vielfaltig modifiziert
auftreten, sowie die Vielzahl der moglichen Interaktionspartner auf den Wirtszellen
hat die Aufklarung der immunologischen Funktionen der Lipoarabinomannane bis vor
wenigen Jahren sehr schwierig gestaltet.

Die einzelnen Spezies in der Gattung der Mykobakterien kdnnen sich, wie bereits
angedeutet, in der Modifikation des Lipoarabinomannans unterscheiden. So tragen
die Mitglieder der TB-Familie wie M. bovis BCG, M. africanum oder auch
M. tuberculosis mannosyliertes Lipoarabinomannan auf ihrer Oberflache,
wohingegen beispielsweise M. chelonae ein nicht zusatzlich modifiziertes
Lipoarabinomannan (Arabinose-haltiges Lipoarabinomannan, AraLAM) oder
M. smegmatis ein mit Phosphoinositol-Resten versehenes Lipoarabinomannan
(PILAM) exprimieren (98). Diese Modifikationen erlauben dem Bakterium ein
breiteres Spektrum an Interaktionsmoglichkeiten mit Immunzellen des Wirtes,
vornehmlich Makrophagen oder dendritischen Zellen. Umgekehrt ist damit auch eine
Diskriminierung einzelner Mykobakterienspezies durch genannte Zellen mdglich (69).
Neben der herausragenden Rolle des Lipoarabinomannans im Rahmen
mykobakterieller Infektionen gibt es noch eine Vielzahl anderer antigener Molekile
auf deren Oberflache, unter anderem Glycoproteine oder Lipomannan (LM). Diese
unterscheiden sich ebenfalls innerhalb der einzelnen Spezies und sind im Rahmen
der sehr komplexen Interaktion eines kompletten Bakteriums mit einer Immunzelle
des Wirtes in ihrer Funktion noch nicht genau beschrieben (99).

Nach neuesten Erkenntnissen wird die Interaktion von Mykobakterien der TB-Familie
mit dendritischen Zellen hierbei durch die Bindung von mykobakteriellem
mannosyliertem Lipoarabinomannan an spezifische Rezeptoren auf den
dendritischen Zellen vermittelt. In der vorliegenden Arbeit galt deshalb das
Hauptinteresse der Interaktion des mannosylierten Lipoarabinomannans aus

M. tuberculosis beziehungsweise M. bovis BCG mit dendritischen Zellen.
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1.4. Interaktionen von Mykobakterien und dendritischen Zellen

Die Interaktion von Pathogenen mit Wirtszellen wird durch die Interaktion zahlreicher
Pathogen-assoziierter molekularer Muster mit diversen Mustererkennungsrezeptoren
vermittelt. Somit wird eine erfolgreiche Infektion der Wirtszelle durch das Pathogen
auf der einen Seite, sowie die nachhaltige Aktivierung der Wirtszellen auf der
anderen Seite erreicht. Im Hinblick auf einzelne Pathogene konnten in den letzten
Jahren zunehmend spezifische Interaktionspartner auf der Oberflache bestimmter
Zellen identifiziert werden. So erbrachte die rasch voranschreitende
Charakterisierung der Interaktion von Mykobakterien mit Antigen-prasentierenden
Zellen auf molekularer Ebene Uberraschende Erkenntnisse. Ein prominenter
Rezeptor fur M. tuberculosis oder auch M. bovis BCG auf humanen Makrophagen ist
der Mannose-Rezeptor. Auf dendritischen Zellen stellt das Oberflachenmolekl
DC-SIGN den Hauptinteraktionspartner fir Mykobakterien dar (55). Die Interaktion
von mannosyliertem Lipoarabinomannan und DC-SIGN ermdglicht eine effektive
Aufnahme von Mykobakterien des TB-Komplexes in Immunzellen des Wirtes.
Weiterhin ist die Aktivierung des Rezeptors DC-SIGN mit der Modulation von
Immunantworten verbunden (100). DC-SIGN gehoért zu der Familie der
Kohlenhydrat-bindenden Proteine, den Lektinen. Im Gegensatz zu Antikérpern
gehoren Lektine unterschiedlichen Proteinfamilien an und weisen unterschiedliche
Funktionen (Agglutination, mitogene oder toxische Wirkung) auf. Ihre Spezifitat wird
nach dem jeweiligen inhibierenden Zuckermolekll bezeichnet. Die Affinitat eines
Lektins zu einer Zelle ist jedoch nach empirischen Befunden stets hdher als zu
isolierten Zuckern, was zum Teil auf zusatzliche Protein-Protein-Wechselwirkungen
zuruckgefuhrt wird. Nach den ersten Beschreibungen von zunachst pflanzlichen
(Ricin, 101) und spater tierischen Lektinen (Hamagglutinin) sind diese zum heutigen
Zeitpunkt gut beschrieben (102).

Anhand von Sequenzhomologien ist eine Einteilung der tierischen Lektine in die

nachfolgend aufgefuhrten sieben Lektinklassen erfolgt (103):

- Chaperone (z. B. Calnexin, Calreticulin)

- C-Typ-Lektine (z. B. DC-SIGN, Mannose-Rezeptor)

- I-Typ-Lektine (z. B. Siglecs)

- P-Typ-Lektine (z. B. Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren)
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- S-Typ-Lektine (z. B. Galactine)
- Hyaluronan-bindende Proteine

- Froschei-Lektine.

DC-SIGN gehort der Gruppe der C-Typ-Lektin-Rezeptoren an. Als Bindungspartner
wurden Mannane, Glykokonjugate, die endstandige Mannosen enthalten, sowie
Sialyl-Lewis-X-Strukturen beschrieben. Die Bezeichnung ,C-Typ-Lektin® ist auf die
Calcium-abhangige Ligandenbindung zurlckzufuhren. Ferner enthalten CLR
mindestens eine carbohydrate recogniton domain (CRD) zur Interaktion mit den
betreffenden Zuckerstrukturen und stellen mit Uber 20 bisher beschriebenen
Mitgliedern die groRte Gruppe der Lektine dar (104). Innerhalb der C-Typ-Lektine
wird zwischen den I6slichen (Collectine (105), Mannose-bindendes Protein (106))
und den transmembranen C-Typ-Lektinen unterschieden, wobei die transmembranen
C-Typ-Lektine in Abhangigkeit der Orientierung ihres N-Terminus noch in Typ |
(N-Terminus aulerhalb der Zellmembran, vgl. Mannose-Rezeptor) und Typ Il
(N-Terminus zytoplasmatisch, vgl. DC-SIGN) C-Typ-Lektine eingeteilt werden (107).
Unter immunologischen Gesichtspunkten spielen C-Typ-Lektine als
Adhasionsmolekile oder Mustererkennungsrezeptoren eine wichtige Rolle im
Rahmen der Zell-Zell-Interaktion, der Zell-Migration sowie der Antigenprasentation
(108-110). Seit einigen Jahren ist bekannt, dass C-Typ-Lektine ebenfalls an der
Interaktion von Zellen des Immunsystems mit Pathogenen beteiligt sind (111). Diese
Funktion ist fir den 44 kDa Typ-ll-Transmembranrezeptor DC-SIGN nachgewiesen,
der mit lediglich einer Domane zur Erkennung von Kohlenhydraten, zum Beispiel
komplexen Mannose-haltigen Strukturen, ausgestattet ist. Die erste Beschreibung
von DC-SIGN und dessen Funktion als Adhasionsmolekil im Rahmen von
Zell-Zell-Interaktionen geht auf Geijtenbeek und Mitarbeiter mit der Beschreibung
einer Interaktion von DC-SIGN mit ICAM-3 auf T-Zellen im Jahr 2000 zurick (112).
Ferner wurde beobachtet, dass DC-SIGN auch das rolling dendritischer Zellen
entlang des Endothels Uber ICAM-2 (113) sowie die Interaktion mit neutrophilen
Granulozyten Uber Mac-1 und CD66a (CEACAM1, (114-116)) vermittelt. Als
Mustererkennungsrezeptor wurde DC-SIGN bereits wesentlich friher (1992) im
Rahmen einer Ca2+-abhéngigen Bindung des Glycoproteins 120 (gp120) des HIV an
einen C-Typ-Lektin-Rezeptor beschrieben (117). Zum heutigen Zeitpunkt ist der
Aufbau von DC-SIGN bekannt (118), die fur die Ligandenbindung erforderliche
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Tetramerisierung beschrieben (119, 120) und die Funktion als Rezeptor flr
unterschiedliche = Pathogene, @ zum  Beispiel Bakterien (M. tuberculosis,
Heliobacter pylori), Pilze (Candida albicans), Viren (HIV, Hepatitis C Virus,
Herpesvirus 8) als auch Parasiten (Leishmania spec., Schistosoma mansoni) gezeigt
(55, 121-126). Zusatzlich zu der urspringlich postulierten exklusiven Expression des
Rezeptors auf myeloiden und in vitro generierten dendritischen Zellen ist die
Expression von DC-SIGN auch auf Makrophagensubpopulationen sowie
B-Lymphozyten beschrieben (127, 128). Trotz der zahlreichen biochemisch
orientierten Arbeiten zur Interaktion von DC-SIGN mit unterschiedlichen Pathogen-
assoziierten Liganden ist die immunologische Bedeutung der Ligation von DC-SIGN
durch mannosyliertes Liupoarabinomannan noch weitgehend ungeklart. In
Anlehnung an initiale Experimente zur Modulation der Zytokinfreisetzung wurde in
Folge der Aktivierung von DC-SIGN nach Ligation durch mannosyliertes
Lipoarabinomannan eine suppressive Wirkung auf die Immunantwort des Wirtes
postuliert (70, 100). Bisher gibt es jedoch keine Untersuchungen zu der Modulation
des Zytokinprofils dendritischer Zellen in Folge der Interaktion mit mannosyliertem
Lipoarabinomannan und damit verbundenen mdglichen Konsequenzen flr

nachgeschaltete Immunantworten.

1.5. Fragestellung

Dendritische Zellen nehmen als Bindeglied zwischen adaptiver und angeborener
Immunitat eine zentrale Stellung im Immunsystem ein. Die Initiierung primarer
Immunantworten dendritischer Zellen wird ma3geblich durch die Art des betreffenden
Stimulus bestimmt. Daraus resultiert eine selektive Modulation nachgeschalteter
Immunantworten, die malgeblich den Infektionsverlauf beeinflusst. Die
Mechanismen, die zu einer gezielten Modulation der Immunantwort des Wirtes, zum
Beispiel durch Pathogene, fihren, sind bislang nicht im Detail verstanden.

Im Hinblick auf  mykobakterielle Infektionen  wurde mannosyliertes
Lipoarabinomannan als zentrales Molekul zur Interaktion von Mykobakterien mit
dendritischen Zellen beschrieben (55). Ein mykobakterieller Bindungspartner auf
dendritischen Zellen ist DC-SIGN. Neben DC-SIGN sind im Rahmen der Interaktion

von Mykobakterien mit dendritischen Zellen parallel eine Reihe von mykobakteriellen
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Liganden, zum Beispiel das 19kDa Antigen, und Rezeptoren wie der
Mannose-Rezeptor oder TLR-2 beteiligt. Daraus ergibt sich eine multivariante
Aktivierung dendritischer Zellen in Folge der Ligation unterschiedlichster
Mustererkennungsrezeptoren. Nach intrazellularer Integration der eingehenden
Signale erfolgt die Generierung einer entsprechenden zellularen Antwort. Zum
heutigen Zeitpunkt ist vollig unklar, wie die wechselseitige Modulation einzelner
Signalwege durch cross talk dieser erfolgt und in einer ausbalancierten Antwort durch
die dendritische Zelle resultiert. Eine genaue Kenntnis dieser Mechanismen ist
jedoch von grofer Bedeutung, um die Manipulation der Antwort dendritischer Zellen
durch Pathogene nachzuvollziehen und somit gezielt therapeutisch nutzbar machen
zu konnen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, auf welche Weise isoliertes
Lipoarabinomannan und auf der mykobakteriellen Zellwand verankertes
mannosyliertes Lipoarabinomannan die Immunbiologie dendritischer Zellen
modulieren. Hierbei galt es zu analysieren, welche Konsequenzen die gleichzeitige
Aktivierung unterschiedlicher Mustererkennungsrezeptoren fur die intrazellulare
Integration der verschiedenen Signale durch die dendritischen Zellen hat. Eine
kombinierte Ligation einzelner Rezeptoren erfordert den cross talk der aktivierten
Signalwege flr die finale, ausbalancierte Antwort der Zielzellen. Ebenfalls sollte der
damit verbundene Einfluss auf nachgeschaltete, adaptive Immunantworten, im
Speziellen T-Zell-Antworten, untersucht werden. Wird durch Aktivierung der
dendritischen Zellen Uber mannosyliertes Lipoarabinomannan die Immunantwort der
Wirtszelle beeinflusst? Stellt dies unter Umstanden einen mdglichen Mechanismus
zur Manipulation der mykobakteriell befallenen Zellen zugunsten des Pathogens dar?
Neben der Betrachtung des isolierten mannosylierten Lipoarabinomannans war es
von Interesse, die Bedeutung dieses Moleklls im Rahmen der Interaktion
dendritischer Zellen mit intakten Mykobakterien zu untersuchen, die mannosyliertes
Lipoarabinomannan auf ihrer Zellwand tragen. Das daraus resultierende
mechanistische Verstandnis der Aktivierung dendritischer Zellen durch Pathogene
oder deren Bestandteile ist von essenzieller Bedeutung, um die Modulation der
Antwort dendritischer Zellen und somit mogliche Einflisse auf nachgeschaltete
Immunantworten nachzuvollziehen. Dies ermoglicht einerseits Pathogenesen und
Krankheitsbilder zu verstehen und andererseits dendritische Zellen gezielt flur

therapeutische Zwecke zu manipulieren.
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Il MATERIAL UND METHODEN

21. Materialien

21.1. Chemikalien und verwendete Substanzen

Substanz: Bezugsquelle:

- Agarose LifeTechnologies (Paisley, Schottland)

- Aqua injectabilia Braun (Melsungen)

- R-Mercaptoethanol Fluka (Buchs, Schweiz)

- Bromphenolblau Serva (Heidelberg)

- BSA PAA (Pasching, Osterreich)

- dNTP Invitrogen (Karlsruhe)

- EDTA Serva (Heidelberg)

-FITC Sigma-Aldrich (Minchen)

- Mannan (S. cerevisae) Sigma-Aldrich (Munchen)

- Oligo dT Primer MWG Biotech (Ebersberg)

-3p dCcTP Hartmann-Analytik (Braunschweig)

- para-Formaldehyd Fluka (Buchs, Schweiz)

- Salze u.a. Bestandteile Merck (Darmstadt), Fluka (Buchs, Schweiz)
fur Losungen oder Serva (Heidelberg)

2.1.2. Puffer, Losungen und Kulturmedien

Nachfolgend ist die Zusammensetzung angesetzter Puffer, Ldosungen und
Kulturmedien aufgefuhrt. Die Zusammensetzung gebrauchsfertiger LOsungen bzw.

Bestandteile verwendeter Kits sind den jeweiligen Herstellerangaben zu entnehmen.

- 1x Azid-PBS 3 mM NaN;, 121,5 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 6,5 mM
Na,HPOy4, 1,5 mM KH2POy4 in A. dest., pH7,2-7,4

- DNA-Marker (100 bp)  Invitrogen (Karlsruhe)

- Elutriationsmedium 1x HBSS, 2% (v/iv) FCS, 3,5% (v/v) NaHCO; in
Aqua injectabilia

- Ethidiumbromid gebrauchsfertig (Merck, Darmstadt)
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- FCS
- 10 x HBSS

- Kulturmedium R,,10

- Lymphozyten-
Separationsmedium

- 1x MACS-Puffer

- 1x PBS (pH 7,2-7,4)

- Penicillin/Streptomycin

- RPMI 1640

- Rotiscint eco plus
(Szintillationsfllssigkeit)

- 1x TBE

inaktiviert bei 56°C, sterilfiltriert (Linaris, Bettlingen)
gebrauchsfertig (Gibco, Eggenstein)

RPMI 1640, 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin,

10% (v/v) FCS

gebrauchsfertig (PAA, Pasching, Osterreich)

1x PBS, 0,5% (w/v) BSA, 2 mM EDTA,pH 7,2-7,4

0,9 mM CacClyp, 0,5 mM MgCl,, 2,7 mM KCI, 140 mM NaCl,
1,5 mM KHyPOy4, 8,1 mM NayH2PO4 in A. dest.
gebrauchsfertig (PAA, Pasching, Osterreich)
gebrauchsfertig (PAA, Pasching, Osterreich)
gebrauchsfertig (Roth, Karlsruhe)

89 mM Tris, 89 mM H3zBO3, 1 mM EDTA, pH 8,0

- Tween 20 Fluka (Buchs, Schweiz)
- Tween 80 Fluka (Buchs, Schweiz)
21.3. Wachstumsfaktoren und Stimuli

Zur Differenzierung und Ausreifung der unterschiedlichen in dieser Arbeit

verwendeten Antigen-prasentierenden Zellen wurden folgende Wachstumsfaktoren

und Stimuli eingesetzt:

- bakterielle Stimuli

M. bovis BCG, M. chelonae und M. smegmatis
(Nationales Referenzzentrum fur Mykobakterien,
Forschungszentrum Borstel), E. coli (Invitrogen,
Karlsruhe) sowie S. minnesota (ATCC) wurden in
der logarithmischen Wachstumsphase eingesetzt.
Unmittelbar vor Verwendung wurde die Zahl der
Kolonie-bildenden Einheiten pro ml (colony forming
units, CFU) anhand der optischen Dichte (OD) bei
600 nm berechnet und die Zellen in gewunschter

MOI eingesetzt. GFP (green fluorescent protein)-
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exprimierende M. bovis BCG  Mykobakterien
wurden von M.A. O’Donnell (University of lowa,

lowa, USA, (129)) zur Verfugung gestellt.

- compound 406, compound 506 Prof. Dr. K. Brandenburg (LG Biophysik,

- LPS (S. minnesota)

- ManLAM

- Pam3;CSK4

- PPD

- rh-GM-CSF

- rh-IFN-a

- rh-IL-4

- zellularer CD40L

2.1.4. Kits

- AmpoLabelling L-03 Kit
- Beadlyte®Human Multi-
Cytokine Detection System 2
- LightCycler FastStart DNA
Master™"® SYBR Green | Kit
- MACS CD1c" (BDCA-1)
DC Isolation Kit
- MACS naive CD4" T Cell
Isolation Kit
- MACS Pan T cell
Isolation Kit
- NucleoSpin Il RNA
Isolation Kit

Forschungszentrum Borstel)

Prof. Dr. K. Brandenburg (LG Biophysik,
Forschungszentrum Borstel)

Isolat aus M. tuberculosis H37Rv, NIH, NIAID
contract number Al-75320 (Qualitatskontrolle
mittels NMR, GC, SDS-PAGE, LAL-Assay)

EMC microcollections GmbH (Tubingen)

Statens Serum Institute (Kopenhagen, Danemark)
R&D (Wiesbaden)

Strathmann Biotech AG (Hamburg)

R&D (Wiesbaden)

transiente adenovirale Transfektion der Zelllinie
J82 (130)

SuperArray (Frederick, USA)
Biomol (Hamburg)

Roche (Penzberg)

Miltenyi Biotec (Bergisch-Gladbach)

Miltenyi Biotec (Bergisch-Gladbach)

Miltenyi Biotec (Bergisch-Gladbach)

Macherey&Nagel (Dueren)
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2.1.5. cDNA Microarrays

- GEArray™ Q Series Human Inflammatory Cytokines, Chemokines and their
Receptors Gene Array, HS-005, SuperArray Bioscience (Frederick, USA)

2.1.6. Antikorper zur durchflusszytometrischen und funktionellen

Analyse

Nachfolgend sind die im Rahmen der vorliegenden Arbeit flr durchflusszytometrische

und funktionelle Analyse verwendeten Antikorper in Tabelle 1 aufgelistet:

Tabelle 1: Tabellarische Auflistung verwendeter Ak
Spezifitat Klon Isotyp Fluorochrom Hersteller

CD1a BL6 migG1 PE BeckmannCoulter
CD1c M241 migG1 FITC Ancell
CD14 18D11 migG1 PE Dianova
CD40 mADb89 migG1 PE Immunotech
CD80 MAB104 migG1 PE Immunotech
CD83 HB15e migG1 PE Pharmingen
CD86 FUN-1 migG1 PE Pharmingen
CD206 19.2 migG1 - Pharmingen
CD209 120507 migG1 PE BeckmanCoulter
CD209 120507 mlgG2b - NIH
MHC 1l IR-RD1 mlgG2a PE BeckmannCoulter
Isotyp DAK-GO2 mlgG1 FITC DAKO
Isotyp DAK-GO3 migG1 PE DAKO
Isotyp DAK-GO5 migG2a - DAKO
Isotyp MCP-11 mlgG2b - BeckmannCoulter

Ziege-a-Maus - F(ab)2 PE DAKO
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2.1.7. Verbrauchsmaterialien

- Einmalpipetten

- Glasfiltermatten

- Kulturplatten (6-well, 24-well, 96-well)
- Kulturréhrchen

- MACS-Séaulen (LS)

- Mikrotiterplatten (ELISA/96-well)

- Pasteurpipetten (Plastik, steril)

- Pasteurpipetten (Glas, unsteril)

2.1.8. Geriate

- autoMACS™ Separator

- B-Counter 1205 Betaplate®

- Elutriator JE-6B

- ELX 800 Photometer

- Durchflusszytometer FACS Calibur
- Gelkammer

- LightCycler Instrument 2.0

- Phospholmager Sl

- Photometer Ultrospec 1000

- Roche Light Cycler Instrument

- Spannungsquelle Power Pack P25
- Thermocycler

- Zellcounter CASY TT

- Zentrifugen

Costar (Bodenheim)

PerkinElmer (Boston, USA)

NUNC (Wiesbaden)

NUNC (Wiesbaden)

Miltenyi Biotec (Bergisch-Gladbach)
NUNC (Wiesbaden)

Sarstedt (Hildesheim)

Brand (Wertheim)

Miltenyi Biotec (Bergisch-Gladbach)
PerkinElmer (Boston, USA)

Beckmann Instruments (Munchen)
Biotek Instruments (Winooski, USA)
Becton Dickinson (Heidelberg)

Biorad (Mlnchen)

Roche (Penzberg)

Molecular Dynamics (Sunnydale, USA)
Pharmacia Amersham Biotech (Freiburg)
Roche (Penzberg)

Biometra (Gottingen)

Biozym (Oldendorf)

Scharfe (Reutlingen)

Hettich (Tuttlingen)
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2.2, Methoden
2.21. Immunologisch-Zellbiologische Methoden
2211. Isolation humaner mononuklearer Zellen aus peripherem Blut

Humane mononukleare Zellen des Blutes (MNC) wurden aus dem Vollblut gesunder
Spender nach der Methode von Boyum et al. (131) mittels
Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Dazu wurde das frisch abgenommene
Vollblut, versetzt mit 10% (w/v) Natrium-Citrat-Losung als Antikoagulanz, 1:1 mit PBS
gleicher Temperatur (20-37°C in Abhangigkeit von Zeitpunkt der Blutabnahme und
Weiterverarbeitung) gemischt. Fir die Dichtegradientenzentrifugation wurden 12 ml
Lymphozytenseparationsmedium in 50 ml Rohrchen vorgelegt, mit 38 ml
PBS-gepuffertem Vollblut vorsichtig Uberschichtet und anschlieend flr 35 min bei
300 x g, Raumtemperatur (20-25°C), minimal mdglicher Beschleunigung und ohne
Bremse zentrifugiert. Der so erhaltene Plasmauberstand (leukozytenfrei) wurde
vorsichtig bis unmittelbar Gber die Interphase abgesaugt, welche die MNC enthielt.
AnschlieBend wurden die MNC mittels Pasteurpipette geerntet und zur grindlichen
Entfernung von u.a. Thrombozyten zwei Mal mit kaltem PBS gewaschen (10 min,
4°C, 300xg, Waschschritte oder Zellernten erfolgten stets unter diesen
Bedingungen sofern nicht anders angegeben). Die erhaltene Zellzahl wurde nach
Resuspendieren der Zellen in PBS oder Elutriationsmedium durch Entnahme von
5 ul Zellsuspension und Mischen in 5 ml Zahlflissigkeit (CASY®ton, isotonische
Elektrolytlosung) in einem Zellcounter (CASY TT, Scharfe, Reutlingen) bestimmt.
Grundlage dieser Messung bildet hierbei eine Widerstandsmessung. Die zu
zahlenden Zellen werden mit konstanter Geschwindigkeit durch eine elektrolytgefiilite
Prazisionsmesspore gesaugt, welche einen definierten Widerstand darstellt. Mit dem
Eintritt der Zellen in die Messpore verdrangen diese eine ihrem Volumen
entsprechende Menge an Elektrolytlosung. Demzufolge andert sich der Widerstand,
wobei intakte Zellen als Isolator wirken und somit zu einer Erhdhung des
Widerstandes in der Messpore flhren. Im Gegensatz dazu werden tote Zellen
anhand der GroRe ihres Zellkernes, da keine intakte Membran als elektrische
Barriere vorhanden ist, bestimmt. Mit dieser Art der Zellzahlung ist demzufolge eine

exakte Trennung unterschiedlicher Zellpopulationen sowie eine klare Abtrennung
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lebender und toter Zellen voneinander madglich. Die beschriebene Methode wurde im
Rahmen der vorliegenden Arbeit standardmafig zur Bestimmung von Zellzahlen

verwendet.

2.21.2. Isolation von Monozyten und Lymphozyten aus humanen MNC

Humane Monozyten sowie Lymphozyten wurden durch weitere Auftrennung der
erhaltenen MNC mittels Gegenstromzentrifugation nach Contreras et al. (132)
isoliert. Dazu wurden die MNC in einer Konzentration von 5x10° Zellen pro ml in
Elutriationsmedium mit einer Pumpengeschwindigkeit von 33 U/min (25 ml/min) bei
laufendem Rotor (12°C, 3.500 U/min) in die Trennkammer eines Elutriators (JE-6B,
Beckmann Instruments, Munchen) eingeladen. Im Verlauf der Elutriation wurden die
in den MNC enthaltenen Zellpopulationen (T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen, Monozyten)
durch stufenweises Erhdéhen der Pumpengeschwindigkeit in Abhangigkeit ihrer
Grolde (Volumen) wieder aus der Trennkammer des Elutriators in Elutriationsmedium
herausgespult und somit eine Fraktionierung dieser in kleine (T-Zellen,
Pumpengeschwindigkeit 38-42 U/min bzw. 29 ml/min) und grof3e Lymphozyten
(NK-Zellen, Pumpengeschwindigkeit 45-46 U/min  bzw. 34-35 ml/min) sowie
Monozyten (Pumpengeschwindigkeit 52 U/min/min bzw. 39 ml/min) erreicht. Die
Reinheit und Zellzahl der durch Elutriation erhaltenen Lympho- bzw. Monozyten
wurde anschlieBend im CASY TT wie unter 2.2.1.1. beschrieben ermittelt, bevor die

Zellen ihrer weiteren Verwendung zugefuhrt wurden.

2.21.3. Isolation von Gesamt-T-Zellen mittels magnetischer Zellseparation

Die durch Elutriation erhaltenen (T-)Lymphozyten wurden nach Herstellerangaben
unter Verwendung des MACS Pan T cell Isolation Kit (Miltenyi, Bergisch-Gladbach)
mittels magnetischer Zellseparation (MACS) weiter aufgereinigt, um eine Reinheit der
T-Zellen von 95-98% in den durchgefuhrten Experimenten zu gewahrleisten. Zur
Isolation der gewlnschten T-Zellen wurden 107 Lymphozyten in 40 pl MACS-Puffer
resuspendiert, 10 pl eines Cocktails biotinylierter Ak (a-CD14, «-CD16, a-CD19,
a-CD36, a-CD56, a-CD123, a-CD235a) dazugegeben, gemischt und 10 min bei 4°C
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inkubiert. Im Anschluss daran wurden wiederum pro 10" Zellen 30 pl MACS-Puffer
und 20 ul Strepavidin-markierte Mikroklgelchen (microbeads) dazugegeben, gefolgt
von einer 15-minutigen Inkubation bei 4°C. Zur Entfernung Uberschussiger Ak
wurden die Zellen mit dem 20-fachen des Markierungsvolumens mit MACS-Puffer
oder PBS gewaschen, in 500 yl MACS-Puffer resuspendiert und an einem
autoMACS™ Separator (Miltenyi, Bergisch-Gladbach) unter Verwendung des
Programms ,Deplete“ magnetisch getrennt, wobei die nicht markierten, reinen
CD3"-Gesamt-T-Zellen an dem Ausgang ,Neg 1¢ aufgefangen wurden. Vor der
weiteren Verwendung der Zellen wurde die Reinheit dieser per CASY TT und/oder im
Durchflusszytometer (Kontrolle der Expression von CD3 als Marker flr

Gesamt-T-Zellen) analysiert.

221.4. Isolation von naiven CD4'CD45RA"-T-Zellen mittels magnetischer

Zellseparation

Zur Isolation von naiven T-Zellen (CD4"CD45RA") wurden ebenfalls durch Elutriation
angereicherte (T-)Lymphozyten verwendet und diese anschlieBend nach
Herstellerangaben unter Verwendung des MACS naive CD4" T cell Isolation Kit
(Miltenyi, Bergisch-Gladbach) mittels MACS isoliert. Die einzusetzenden Mengen an
Ak und an Puffern sowie das gewahlte Separationsprogramm entsprechen denen
des unter 2.2.1.3. beschriebenen Protokolls, wobei der Ak-Cocktail gegen folgende
Ag gerichtete Ak enthielt: CD8, CD14, CD16, CD19, CD36, CD45R0O, CD56, CD123,
CD235a und TCRy/é. Vor der weiteren Verwendung wurden auch hier wieder die
Reinheit der erhaltenen Zellen im CASY TT und/oder durchflusszytometrisch

(Kontrolle der Expression von CD45RA als Marker fr naive T-Zellen)uberpruft.

2.2.1.5. Isolation von CD1c” dendritischen Zellen des peripheren Blutes

mittels magnetischer Zellseparation

Die lIsolation humaner dendritischer Zellen des peripheren Blutes (BDC) erfolgte
ebenfalls unter Verwendung des Prinzips der magnetischen Zellseparation unter
Einsatz des MACS CD1c* (BDCA-1) DC Isolation Kit (Miltenyi, Bergisch-Gladbach)
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Ausgangsmaterial fir die Isolation CD1¢” BDC bildeten nach Elutriation erhaltene
Monozyten. BDC entsprechen in ihrer Grofle Monozyten, weshalb diese beiden
Zellpopulationen durch Elutriation nicht trennbar sind. Zur Aufreinigung von BDC, die
eine sehr seltene Zellpopulation darstellen, war die Anwendung eines komplexeren
MACS-Protokolls notwendig, um eine maximale Anzahl hochreiner BDC ohne
kontaminierenden Zellen wie z.B. B-Lymphozyten (CD1c*, CD19%) zu erhalten.
100-150x10° Monozyten wurden in 200 pl MACS-Puffer resuspendiert, und mit je
100 pl Blockierlosung, o-CD19-Ak gekoppelt an microbeads sowie biotinyliertem
a-CD1c-Ak fur 15 min bei 4°C inkubiert. Nach Waschen der Zellen mit MACS-Puffer
oder PBS wurden diese in 500 uyl MACS-Puffer aufgenommen und mithilfe des
autoMACS™ Separators (Miltenyi, Bergisch-Gladbach) unter Verwendung des
Programms ,Deplete” getrennt. Hierbei wurden zunachst die B-Zellen depletiert und
die B-Zell-freien Monozyten am Ausgang ,Neg 7“ aufgefangen. Nach erneutem
Waschen wurden die Monozyten in 400 pl MACS-Puffer aufgenommen und mit
100 ul biotinylierten microbeads versetzt, fir 15 min bei 4°C inkubiert, gewaschen
und in 500 pI MACS-Puffer aufgenommen. Unter Verwendung des Programms
,Posseld” wurden die Monozyten von den BDC im autoMACS™ Separator (Miltenyi,
Bergisch-Gladbach) getrennt. Die Monozyten wurden am Ausgang ,Neg 7“ und die
BDC am Ausgang ,Pos 2“ aufgefangen. Die Monozyten wurden zur Generierung
dendritischer Zellen genutzt. Vor der weiteren Verwendung wurden die isolierten
BDC im CASY und/oder Durchflusszytometer analysiert und anschliel’end in einer
Konzentration von 0,5-1x10° Zellen pro ml in Kulturmedium mit 1% heterologem

Plasma (human) anstatt 10 % (v/v) FCS zur weiteren Verwendung eingesetzt.

2.2.1.6. Generierung konventioneller DC-SIGNP°® dendritischer Zellen

Das Ausgangsmaterial zur Differenzierung humaner dendritischer Zellen in vitro nach
Sallusto et al. (10) bildeten die durch Elutriation gewonnenen Monozyten (Reinheit
95-98 %). 10° Monozyten pro ml wurden in Rw10 in Gegenwart von 500 U/ml rh-IL-4
sowie 500 U/ml rh-GM-CSF in 6-well Kulturplatten (NUNC, Wiesbaden) angesetzt
(37°C, 5% CO,), wobei pro well 5-6 ml Zellsuspension eingesetzt wurden. An Tag 2
oder 3 sowie an Tag 4 oder 5 der DC-Kultur wurde ein sog. ,halber Mediumwechsel*

durchgefuhrt. Dazu wurde die Halfte des Kulturmediums (2,5-3 ml pro well) in ein
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50 ml Kulturréhrchen Uberfuhrt und nach Zentrifugation des DC-haltigen Mediums
das Zellpelett entsprechend dem Ausgangsvolumen in frischem Ry10, versetzt mit
frischen Zytokinen, aufgenommen. Mit dieser Methode wurden unreife dendritische

Zellen generiert, die an Tag 5 bis 8 experimentell verwendbar waren.

2.21.7. Generierung DC-SIGN"® dendritischer Zellen

Auch hier bildeten elutriierte Monozyten die Grundlage der DC-Generierung, wobei
diese in einer Konzentration von 0,5x10° Zellen pro ml in R10 in Gegenwart von je
1.000 U/ml rh-IFN-a und rh-GM-CSF eingesetzt wurden (37°C, 5% CO;). Der
Mediumwechsel und die Verwendung der DC erfolgte wie unter 2.2.1.6. beschrieben.
Die resultierenden DC weisen in Folge dieser Generierungsmethode einen halbreifen
(semi mature) Phanotyp auf und exprimieren den DC-Oberflachenmarker DC-SIGN
(CD209) nicht, da dessen Expression zum einen IL-4-abhangig ist und zum anderen
negativ durch IFN-a reguliert wird (47, 133).

2.2.1.8. Stimulation dendritischer Zellen (DC-SIGNP°® und DC-SIGN"9)

Die wie unter 2.2.1.6. und 2.2.1.7. generierten DC wurden an Tag 5 bis 8 nach der
Differenzierung aus Monozyten vorsichtig geerntet und in frischem R,10 ohne
Zusatz frischer Zytokine (bei Stimulationsdauer 24-72 h mit Zusatz frischer Zytokine)
aufgenommen, die exakte Zahl der lebenden DC ermittelt und diese in einer
Konzentration von 10° Zellen pro ml R10 zur Stimulation eingesetzt (v = 500 pl,
24-well Kulturplatte, 37°C, 5% CO,). Um Aktivierungsartefakte durch mechanische
Reizung wahrend der Zellernte zu minimieren, wurden die DC stets morgens
geerntet und erst am Abend stimuliert. Die jeweilige Stimulationsdauer sowie exakte
Konzentration der verwendeten Stimuli sind im Detail dem Ergebnisteil zu
entnehmen. Verwendet wurden: LPS [1-100 ng/ml], Mannan [10-200 ug/ml],
ManLAM [10-15 pg/ml], Pam3sCSK4 [50 nM], PPD (Tuberculin-derived purified protein
derivate) [10 pg/ml], bakterielle Stimuli (E. coli, M. bovis BCG, M. chelonae,
M. smegmatis, S. minnesota) in der MOl =1 -2 sowie zellularer CD40L (erhalten

durch transiente adenovirale Transfektion der Zelllinie J82, G. Steller, LG
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Immuntherapie, Forschungszentrum Borstel) in der MOI =0,1. Alle Angaben
verstehen sich stets als Endkonzentrationen in den betreffenden
Stimulationsansatzen. Nach Bedarf wurden die Uberstande der stimulierten Zellen
sowie die Zellen selber nach dem gewinschten Stimulationszeitraum entweder direkt
analysiert (enzyme linked immunosorbent assay, ELISA s. 2231,
Durchflusszytometrie s. 2.2.3.2.) oder in entsprechenden Folgeexperimenten
(gemischte  Lymphozytenreaktion s. 2.2.1.10., Antigen-Prasentations-Assay

s. 2.2.1.11.) weiter verwendet.

2.2.1.9. Stimulation von CD1c¢* BDC

BDC wurden umgehend nach deren Isolation zur Stimulation eingesetzt, wobei die
Zellkonzentration 0,5-1x10° Zellen pro ml betrug. Die Zellen wurden 18 h mit LPS
[2 pg/ml] und/oder ManLAM [10-15 ug/ml] stimuliert (v = 500 pl, 24-well Kulturplatte,
37°C, 5% CO,) und anschlieend die Uberstande auf die Sekretion von Zytokinen
mittels ELISA Uberpruft.

2.2.1.10. Gemischte Lymphozytenreaktion

Zur Analyse der Antigen-unabhangigen Induktion der Proliferation sowie
Zytokinsekretion von humanen T-Zellen (CD3*- bzw. CD4"CD45RA" s. 2.2.1.3 und
2.21.4) wurden DC mit unterschiedlichen heterologen T-Zell-Populationen im
Rahmen einer gemischten Lymphozytenreaktion (mixed lymphocyte reaction, MLR)
kokultiviert. Dazu wurden die T-Zellen (frisch isoliert bzw. Gber den Zeitraum der
DC-Differenzierung in R10 in einer Konzentration von 2x10° Zellen pro ml kultiviert)
am Tag der DC-Stimulation geerntet, gezahlt und in einer Konzentration von 1 bzw.
2x10° Zellen pro ml fir die Kokultur der DC mit den T-Zellen in 96-well
Rundbodenplatten (Proliferation) bzw. in 24-well Kulturplatten (Zytokinsekretion)
vorbereitet, wobei die Gesamtzellzahl (Endkonzentration) in den Kokulturen 0,5 bzw.
1x10° Zellen pro ml betrug. Die DC wurden im Vorfeld der Kokulturen mit LPS
und/oder ManLAM stimuliert (v = 1000 ul, 24-well Kulturplatte, 37°C, 5% CO.,),

gewaschen und dann in den entsprechenden Verhaltnissen zu den T-Zellen
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gegeben. Die gewahlten Verhaltnisse sind im Detail dem Ergebnisteil der
betreffenden Experimente zu entnehmen. An Tag 5 der Kokulturen wurde zu den
Kokulturen 1 pCi *H-Thymidin pro 200 pl Kulturmedium (96-well Rundbodenplatte)
gegeben und die Zellen nach 18 h Thymidineinbau in der Rundbodenplatte bei -20°C
eingefroren. Die nach Auftauen erhaltenen Zelllysate wurden auf Glasfiltermatten
(Perkin Elmer, Boston, USA) aufgesaugt und anschlieRend wurde in einem
B-Counter (Perkin Elmer, Boston, USA) der Einbau von °H-Thymidin in die DNA
proliferierender Zellen gemessen. Ebenfalls an Tag 5 der Kokulturen wurden
Uberstande (nicht radioaktiv) der Kokulturen abgenommen und ELISA-Analysen zur

Bestimmung von Zytokinen durchgefuhrt.

2.21.11. Antigen-Prasentations-Assay

Zur Analyse der Antigen-abhangigen Induktion der Proliferation sowie
Zytokinsekretion von T-Zellen wurden DC mit Gesamt-T-Zellen im Rahmen eines
Antigen-Prasentations-Assays  (autolog)  kokultiviert. = Dazu  wurden  die
Gesamt-T-Zellen PPDP*-Spender (PPD fiir Tuberculin-derived purified protein
derivate) Uber den Zeitraum der DC-Differenzierung in R10 in einer Konzentration
von 2 x 10° Zellen pro ml kultiviert. PPDP Spender zeichnen sich durch eine
nachgewiesene Immunreaktion im Rahmen eines Tuberkulintests, z.B. begrundet in
einer Immunisierung mit M. bovis BCG oder einer fruheren TB-Infektion der
betreffenden Spender, aus. Somit kann eine Restimulation von T-Zellen in
Gegenwart des durch die DC prasentierten Antigens PPD zur Analyse der Antigen-
abhangigen T-Zell-Aktivierung erfolgen. Am Tag der DC-Stimulation wurden die
T-Zellen geerntet, gezahlt und in einer Konzentration von 1 bzw. 2x10° Zellen pro ml
fir die Kokulturen in 24-well Kulturplatten vorbereitet, wobei die Gesamtzellzahl
(Endkonzentration) in den Kokulturen 1x10° Zellen pro ml betrug. Die DC wurden im
Vorfeld der Kokulturen mit Antigen beladen (ManLAM [10pg/ml], LPS [10ng/ml], PPD
[10pg/ml], v = 1000 pl, 24-well Kulturplatte, 37°C, 5% CO,), gewaschen und in den
entsprechenden Verhaltnissen zu den T-Zellen gegeben. Die entsprechenden DC-
zu T-Zell-Verhaltnisse sind im Detail den betreffenden Experimenten im Ergebnisteil

zu entnehmen.

34



Material und Methoden Il

2.2.2. Molekularbiologische Methoden
2.2.21. RNA-Isolation

Unter Verwendung des NucleoSpin RNA Il Kits (Macherey & Nagel) wurde nach
Herstellerangaben aus humanen DC die Gesamt-Ribonukleinsaure (ribonucleic acid,
RNA) isoliert. Dazu wurden 5x10° Monozyten zu DC generiert und diese ohne Ernte
direkt fur die RNA-Isolation verwendet. Der Zellkulturiberstand, in dem sich ebenfalls
DC befinden, wurde 5 min bei 500 x g (4°C) zentrifugiert. Die in der Kulturplatte
verbleibenden Zellen wurden durch Gabe von 350 pl des Puffers RA1 in Gegenwart
von B-Mercaptoethanol lysiert und dann auf die zentrifugierten DC gegeben. Das so
erhaltene Zelllysat wurde durch einmindtige Zentrifugation bei 11.000 U/min (4°C)
(U/min gultig fur Tischzentrifuge EBA 12 R, Hettich, Tuttlingen) durch eine Saule
homogenisiert, anschlieRend mit 350 pl 70% Ethanol vermischt (Vortex) und dann
Uber eine nachste Saule zum Binden der RNA wahrend 30 s Zentrifugation bei
8.000 U/min (4°C) gegeben. Danach wurde die auf der Saule gebundene RNA mit
350 yl MDB, membrane desalting buffer, gewaschen und kontaminierende DNA
durch 15-minutige Inkubation der RNA mit DNAse | bei RT degradiert. Die DNAse
wurde im Anschluss durch Zusatz von 200 pl Puffer RA2 inhibiert, gefolgt von einer
Zentrifugation fir 30 s bei 8.000 U/min (4°C). Nach zweimaligem Waschen mit 800 ul
bzw. 200 pl Puffer RA3 und Zentrifugation fur 30 s bzw. 1 min bei 11.000 U/min (4°C)
wurde die RNA in 60 yl RNAse-freiem Wasser durch zweiminutige Zentrifugation bei
11.000 U/min (4°C) eluiert. Die erhaltene RNA wurde bei -80°C eingefroren oder zur
direkten Weiterverarbeitung auf Eis gelagert. Die Bestimmung der Konzentration und
Reinheit der isolierten RNA erfolgte durch Messung der Absorption der Isolate bei
A =260 nm (Nukleinsauren) sowie A =280 nm (Proteine). Zusatzlich wurden PCR-
Reaktionen (s. 2.2.2.3.) nach reverser Transkription (s. 2.2.2.2.) der RNA in cDNA
unter Verwendung Intron-umfassender Primer (intron spanning primer) zur Kontrolle

der Isolate auf Kontamination mit genomischer DNA durchgefuhrt.
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2.2.2.2. Reverse Transkription und Synthese komplementarer DNA

Zur Herstellung von komplementarer DNA (complementary desoxyribonucleic acid,
cDNA) wurden 50-500 ng der isolierten RNA in einem maximalen Volumen von 10 pl
mit 1 pl Oligo-dT-Primer sowie 1 pl 10 mM dNTP-Mix gemischt und zunachst 5 min
bei 65°C inkubiert, gefolgt von sofortiger Abkiuhlung auf Eis. Danach wurden 4 ul
SuperScript Il 5x reaction buffer, 1 yl RNAse out und 2 yl DTT hinzugegeben, der
Reaktionsansatz 2 min bei 42°C inkubiert und anschliel3end mit 1 yl SuperScript Il
reverse Transkriptase versetzt. Die reverse Transkription wurde flr 60 min bei 50°C
durchgefuhrt und die enzymatische Reaktion durch 15-mindtige Inkubation bei 70°C

beendet.

2.2.2.3. Polymerasekettenreaktion

Zur Kontrolle der RNA-Isolation und cDNA-Synthese wurde standardmafig eine
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) unter Verwendung einer
thermostabilen Taqg-Polymerase in einem Thermocycler (Biozym, Oldendorf)

durchgefuhrt.

Ein typischer PCR-Ansatz mit einem Endvolumen von 50 pl enthielt:

5 ul 10 x PCR reaction buffer

1,5 yl 50 mM MgCl,

1 ul 10 mM dNTP-Mix

1 pl 10 uM forward primer

1 pl 10 uM reverse primer

2 ul der cDNA erhalten aus der reversen Transkription
38,5 ul H0.

Nach der initialen Denaturierung (5 min bei 95°C) gefolgt von der Primeranlagerung
wurden 35 Zyklen zur Amplifikation des betreffenden Genes durchgefuhrt und
anschliel3end auf 4°C abgekuhlt.
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2.2.2.4. Quantitative PCR

Neben der reinen Amplifikation zum Nachweis einzelner Gene unter Durchfuhrung
einer PCR wie unter 2.2.2.3. beschrieben, bietet die Variante der real time PCR die
Maoglichkeit zur Quantifizierung der Genexpression. In der vorliegenden Arbeit wurde
ein System unter Verwendung eines Farbstoffes, SYBRGreen (Roche), eingesetzt,
der mit doppelstrangiger DNA interkaliert. SYBRGreen wird bei A = 470 nm angeregt,
die Emissionswellenlange liegt bei A = 530 nm. Die Einlagerung von SYBRGreen ist
mit einer starken Zunahme der Fluoreszenz dieses Farbstoffes verbunden. Die
Intensitat des emittierten Signals ist direkt proportional zur entstandenen Menge
doppelstrangiger DNA. In der vorliegenden Arbeit wurde die real time PCR im
Rahmen der cDNA-Array-Analyse zur Untersuchung der Regulation einzelner Gene

durchgefuhrt.

Ein typischer Ansatz fur eine real time PCR in einem Volumen von 10 pl enthielt:

2 pl SYBR Mix

0,5 ul 10 uM forward primer

0,5 pl 10 uM reverse primer

2,5 pl cDNA erhalten aus reverser Transkription (2.2.2.2)
4,5 pl H20.

Ein typischer Lauf einer real time PCR wurde wie folgt durchgefuhrt:

1) 600 s 95°C sog. heiller Start

2) 10 s 95°C initiale Denaturierung

3) 10 s Anlagerung der Primer bei Temperatur x (s. Tabelle 2)
4) 1 s pro 25 bp bei 72°C Amplifikation

5) 1 s bei Temperatur x Aufnahme (s. Tabelle 2)

6) 30 s 63°C Schmelzen

7) 44-malige Wiederholung der Schritte 2-6

8) 30 s 40°C Abkuhlen
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Die Reaktion wurden in einem Roche Light Cycler Instrument (Roche, Penzberg) in
20 ul Glaskapillaren durchgefuhrt, nachdem diese nach Beladung fiir 5 s bei maximal
1.500 U/min zentrifugiert wurden. Die Auswertung erfolgte unter Verwendung der

Light Cycler Software Version 3.5.3. (Roche, Penzberg).

Die fir die PCR sowie real time PCR verwendeten Primer sind nachfolgend in

Tabelle 2 dargestellt:

Tabelle 2: Verwendete Primer mit ihren jeweiligen Anlagerungs- sowie

Aufnahmetemperaturen, FragmentgrofRen und Sequenzen

Anlagerungs- Aufnahme- Fragment-

Primer | temperatur temperatur groBe forward primer reverse primer
(°C) (°C) (bp)
5-AGC GGG AAATCG TGC GTG-3" 5°-GGG TAC ATG GTG GTG CCG-3°
B-Actin 55 - 309
-GCT GT T TACT - A TCT TCA AAC CT!
B-ZM 60-52 82 368 5-GCTG G(?FCCE3(?CGC CTC 5-GCG GC C/(:Z\T_3C C CTC
5°-T CA GGC AGT ATA ATC CAA 5°AGT CTG GCT TAT ATC CAA
HPRT 65-55 78 84 ; ]
AGATGGT-3 CAC TTC G-3
IL-10 52.52 75 81 5-TGG GGG BAGA ACC TGA AGA 5-ACA GGG AAG AAA TCG ATG
C-3 ACA-3
"-TCA GA ACA ACA A -CT AC GCT AAT-3'
IL-12p40 60-50 79 305 5’-TCA GAG GGG ACA ACA AGG 5’-CTG GGC CCG CAC GC 3
AGT ATG-3
5°-GGC TCC AGG CGG TGCTTG 5°-AGA CGG CGA TGC GGC TGA
TNF-o 62-52 80 409

TTC-3 TG-3

2.2.2.5. Agarose-Gelelektrophorese

Die analytische Auftrennung von DNA-Fragmenten nach deren GroRe wurde unter
Verwendung einer Agarosegelmatrix (1-2% (w/v) Agarose in 1 x TBE) in horizontalen
Gelkammern (Biorad, Minchen) unter Verwendung von 1 x TBE-Puffer als Laufpuffer
durchgefuhrt. Zu den Proben (ca. 5-50 ng cDNA in 10 pl A. dest) wurde 1/6 6x
Probenpuffer (i. d. R. 2 yl, Endvolumen 12 pul) gegeben. Zur Abschatzung der Gréen
der aufgetragenen DNA-Molekille wurde stets ein GroRenstandard (100bp DNA-
ladder) mit aufgetragen. Die angelegte Spannung betrug in Abhangigkeit der
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GelgrofRe und Konzentration der Agarosematrix 70-120 V. Die Auftrennung erfolgte
Uber einen Zeitraum von 30-90 min. Als Nachweisreagenz wurde der fllissigen
Agarose (nach Aufkochen und Abkuhlen auf 60°C) Ethidiumbromid in einer
Konzentration von [1 pg/ml] zugesetzt. Ethidiumbromid ist ein Farbstoff, der mit den
DNA-Molekulen interkaliert (ca. 3 Molekule pro 10 Basen, Fluoreszenz nimmt mit
Einlagerung in die DNA zu) und nach Anregung durch UV-Licht (A =302 nm)
fluoresziert (A =590 nm). Dies wurde mittels des GelDoc 2000 Systems der Fa.

Biorad detektiert und dokumentiert.

2.2.2.6. Analyse von Genregulationen mittels cDNA-Microarrays

Zur Analyse des differenziellen Expressionsmusters immunologisch relevanter Gene
fand im Rahmen dieser Arbeit die Technik der cDNA-Microarray-Analyse
Anwendung. Hierbei sollten der Einfluss von ManLAM auf die Genexpression
dendritischer Zellen sowie das Genexpressionsmuster dendritischer Zellen nach
alleiniger Stimulation mit LPS mit dem Genexpressionsmuster dendritischer Zellen
nach Stimulation mit LPS und ManLAM verglichen werden. Diese Untersuchungen
bieten die Mdoglichkeit, einen ersten Eindruck Uber die Rolle von ManLAM im
Rahmen der Modulation der Immunantwort der dendritischen Zellen zu erhalten.
Nach Isolation der RNA wurde zur Durchfiihrung der cDNA-Microarrays die RNA von
drei unterschiedlichen Spendern aus drei voneinander unabhangigen Experimenten
zu gleichen Teilen vereinigt und einer reversen Transkription zugefuhrt.
Anschlieend wurde die erhaltene cDNA mittels PCR (AmpoLabelling Kit L-03,
SuperArray Bioscience, USA) vervielfaltigt. Die Amplifikation erfolgte in Gegenwart
von **P-dCTP-Nukleotiden (Hartmann-Analytik) zur radioaktiven Markierung der
cDNA. Nach erfolgter Amplifikation wurde die cDNA 2 min bei 95°C denaturiert und
anschliellend 18 h bei 60°C auf den Arraymembranen unter Schwenken hybridisiert.
Die Membranen wurden danach mehrfach gewaschen und abschlieRend in
Szintillationsfolien (PerkinElmer, Wellesley, USA) blasenfrei eingeschweil3t. Die
Detektion der erfolgreich hybridisierten, radioaktiv markierten cDNA erfolgte fur 24 h
bei RT (20-25°C) auf Phospholmage-Belichtungsplatten (Molecular Dynamics;
Sunnydale, USA). Im Anschluss wurden die belichteten Platten mittels eines

Phospholmager Sl (Molecular Dynamics, Sunnydale, USA) eingelesen und unter
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Verwendung der ImageQuant Software (Molecular Dynamics, Sunnydale, USA)
aufgenommen. Die Auswertung der erhaltenen Daten erfolgte durch Einsatz der

Phoretix Array v3.11 Software von Nonlinear Dynamics (Newcastle upon Tyne, GB).

2.23. Biochemische Methoden
2.2.31. Bestimmung der Konzentration von Chemokinen und Zytokinen
mittels ELISA

Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assays (ELISA) stellen eine quantitative, analytische
Methode dar. Eingesetzt werden ELISA zum Nachweis sowie zur Charakterisierung
ausgewahlter Molekule auf der Grundlage einer Antigen-Antikdrper-Reaktion. Ein
Reaktionspartner ist dabei jeweils markiert, so dass eine messbare Nachweisreaktion
ablaufen kann. Die Intensitdt der Nachweisreaktion ermdglicht final eine
Quantifizierung der betreffenden Proteine (im Vgl. zu einem Standard). Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit wurden zum Nachweis von Zytokinen und Chemokinen in
den Kulturiberstanden (un-)stimulierter Zellen Sandwich-ELISA als ein Vertreter der

drei Grundtypen des ELISA (sequenziell, kompetitiv, Sandwich) durchgefuhrt.

2.2.311 Konventioneller Sandwich-ELISA

An dieser Stelle soll kurz das Prinzip der durchgefuhrten Sandwich-ELISA dargestellt
werden. Zum Nachweis des gewahlten Zyto- oder Chemokins wurde zunachst eine
96-well Mikrotiterplatte mit dem Fanger-Ak gegen das Molekll der Wahl Gber Nacht
(12-16 h) bei 4°C beschichtet, 1x mit ELISA-Waschpuffer (1 x PBS mit
0,05% Tween 20) gewaschen und anschlieRend 1 h bei RT (20-25°C) oder uber
Nacht (12-16h) bei 4°C blockiert (Blockpuffer richtet sich nach Kit und Hersteller).
Nach Waschen (3 x) der Mikrotiterplatte wurden die zu analysierenden Proben
aufgetragen und fur 2 h bei RT inkubiert, wiederum gewaschen (3 x) und ein
biotinylierter Detektions-Ak aufgetragen. Dieser wurde 1-2 h (abhangig von Kit und
Hersteller) inkubiert, gefolgt von einer 30-mindtigen Inkubation mit Streptavidin-

markierter Meerrettich-Peroxidase (horse radish peroxidase, HRP). Danach wurde
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die Mikrotiterplatte grundlich gewaschen (5-7 x) und mit TMB-Substrat versehen.
Nach ausreichendem Substratumsatz wurde die enzymatische Reaktion durch Gabe
von 1 M Schwefelsdure beendet und die OD bei A =450 nm in einem ELX 800
Photometer (Biotek Instruments, Winooski, USA) unter Verwendung der MicroWin
2000 Software (Mikrotek, Overath) gemessen und ausgewertet. Alle ELISA wurden

nach Herstellerangaben durchgefuhrt.

Nachfolgend sind in Tabelle 3 die in der vorliegenden Arbeit verwendeten ELISA zur

Analyse humaner Zyto- und Chemokine aus Kulturiberstanden aufgefuhrt:

Tabelle 3: Verwendete ELISA-Kits

Zytokin/Chemokin (human) Hersteller

IFN-y ebiosciences, R&D Systems
IL-1B R&D Systems

IL-5 ebiosciences

IL-6 Dr. H. Gallati

IL-8 BD

IL-10 ebiosciences, R&D Systems
IL-12p70 ebiosciences, R&D Systems
IL-13 Bender Med Systems
TNF-a ebiosciences, R&D Systems

2.2.3.1.2.  Multi-Zytokin-ELISA

Neben der Bestimmung von nur einem Zytokin zur Zeit (s. 2.2.3.1.1.) besteht die
Maoglichkeit der parallelen Bestimmung mehrerer Zytokine in einer Probe, was eine
enorme Materialersparnis bedeutet und bei bestimmten Anwendungen
herkdbmmlichen ELISA vorzuziehen ist. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden
DC parallel auf die Induktion von IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 und TNF-a nach
Stimulation durch LPS und ManLAM unter Verwendung des Beadlyte®Human
Multi-Cytokine Detection System 2 (Biomol, Hamburg) analysiert. Die Durchflihrung
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erfolgte nach Herstellerangaben, gefolgt von der Messung und Auswertung der

Proben mittels Bio-Plex System und der Manager Software 4.0 (Biorad, Minchen).

2.23.2. Immunfluoreszenzmarkierungen fir die Durchflusszytometrie

Zur phanotypischen Analyse mittels Durchflusszytometrie wurde die Expression
unterschiedlicher Oberflachenantigene auf dendritischen Zellen analysiert. Dazu
wurden 0,1x10° bis 1x10° DC pro Ansatz nach Waschen in 1 ml Azid-PBS (5 min,
4°C, 500 x g) in Kunststoffrohrchen (,FACS-Réhrchen®, Falcon Tubes, Beckton
Dicksinson, Heidelberg) in Azid-PBS mit 3 % (v/v) Humanserum (HS) resuspendiert.
Entsprechend der Herstellerangaben wurden die jeweiligen (Primar-)Ak zur
Markierung der gewunschten Oberflachenantigene zu der Zellsuspension gegeben
und die Ansatze 20-30 min bei 4°C inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen in 1 ml
Azid-PBS gewaschen. Wurden zur Farbung direkt mit einem Fluorophor markierte
Primar-Ak verwendet, so wurden die Zellen nach dem Waschen in Azid-PBS
aufgenommen und die spezifisch gebundenen Ak durch Gabe von
3 % p-Formaldehyd im Verhaltnis 1:1 (i. d. R. je 150 pl) unter Schutteln fixiert. Waren
die Primar-Ak nicht direkt mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert, so wurden die
Zellen nach dem Waschen erneut in Azid-PBS mit 3 % HS aufgenommen,
entsprechend den Herstellerangaben markierte Sekundar-Ak dazugegeben, die
Zellen 15 min bei 4°C inkubiert, gewaschen und anschliefend wie beschrieben
fixiert. Die fixierten Zellen wurden innerhalb von 5 bis 7 Tagen an einem
Durchflusszytometer (FACS-Calibur, Beckton Dickinson, Heidelberg) bezuglich der
Expression ihrer gefarbten Oberflachenantigene analysiert. Als Negativkontrolle
wurden Ak entsprechenden Isotyps gegen ein irrelevantes Ag verwendet. Die
Auswertung der durchflusszytometrischen Analysen erfolgte stets unter Verwendung
der WinMDI 2.8 Software (J. Trotter, Scripps Institute, Kalifornien, USA).

2.2.3.3. Farbung von Mykobakterien

Zur Analyse mykobakterieller Bindung an dendritische Zellen wurden Mykobakterien

nach deren Markierung mit Fluoresceinthiocyanat (FITC) verwendet. Dazu wurden
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Mykobakterienkulturen M. bovis BCG, M. chelonae bzw. M. smegmatis bis zu einer
ODgoonm = 0,4 - 0,6 angezogen, die gewlinschte Zellzahl (i. d. R. 100-200 x 10°
Mykobakterien) entnommen und 10 min bei 2000 xg und 4°C zentrifugiert. Die
Korrelation von optischer Dichte und CFU wurde zuvor anhand einer Eichkurve

ermittelt. Daraus ergaben sich folgende Werte als Grundlage der Berechungen:

- M. bovis BCG ODsgoonm = 1 entsprechen 70x10° CFU/mI
- M. chelonae ODgoonm = 1 entsprechen 230x10° CFU/mI
- M. smegmatis ODgoonm = 1 entsprechen 300x10° CFU/m.

Nach Zentrifugation der Mykobakterien wurde der Uberstand verworfen und das
Zellpellet in 1 ml FITC-Farbelosung ([1 mg/ml] FITC in [1 M] Na,COs3 und 0,05 % (v/v)
Tween 80 vor Benutzung frisch geldst und steril filtriert) resuspendiert und die
Mykobakterien 30 min unter Schutteln bei 37°C gefarbt. AnschlieBend wurden die
Mykobakterien 2-4 x in PBS mit 0,05 % (v/v) Tween 20 gewaschen (10 min, 4°C,
2000 x g) bis der Uberstand klar war. Danach wurden die Mykobakterien in PBS

aufgenommen und in das jeweilige Bindungsexperiment eingesetzt.

2.2.3.4. Analyse mykobakterieller Bindung an dendritische Zellen

Um die Interaktion von Mykobakterien mit dendritischen Zellen zu untersuchen,
wurden FITC-markierte Mykobakterien in der MOI 1-2 mit diesen koinkubiert. In
Abhangigkeit des jeweiligen Ansatzes ging eine Inkubation (15 min) der
dendritischen Zellen mit Mannan [100 pg/ml], o-DC-SIGN-Ak [10 ug/ml] bzw.
Isotypkontrolle gleicher Konzentration zur Inhibition der mykobakteriellen Bindung
voraus. Die Koinkubation der dendritischen Zellen mit den Mykobakterien erfolgte
zunachst Uber einen Zeitraum von 30 min bis 18 h bei 37°C. Nach Ermittlung des
optimalen  Untersuchungszeitpunktes wurde in  Folgeexperimenten eine
Koinkubationszeit von 2h gewahlt. Zur Visualisierung der Interaktion der
Mykobakterien mit den dendritischen Zellen wurden diese in Azid-PBS in
FACS-Rohrchen Uberfihrt und sofort im Durchflusszytometer analysiert. Die

Auswertung erfolgte wie unter 2.2.3.2. beschrieben.
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M. ERGEBNISSE

3.1. Mannosyliertes Lipoarabinomannan von M. tuberculosis H37Rv

als Immunmodulator

Die Interaktion von Mykobakterien mit dendritischen Zellen wird durch eine Vielzahl
von Oberflachenmolekulen vermittelt. In den letzten Jahren konnte gezeigt werden,
dass mannosyliertes Lipoarabinomannan im Rahmen der Interaktion von
Mykobakterien des TB-Komplexes mit dendritischen Zellen eine herausragende
Stellung einnimmt. Experimentelle Befunde zeigen zusatzlich eine Modulation der
LPS-induzierten IL-10-Sekretion dendritischer Zellen durch isoliertes mannosyliertes
Lipoarabinomannan in Folge der Ligation des Oberflachenrezeptors DC-SIGN (100).
Bisher wurden jedoch noch nicht die immunmodulatorischen Eigenschaften von
isoliertem mannosyliertem Lipoarabinomannan ohne Verwendung von LPS als
zusatzlichem  aktivierenden  Stimulus  untersucht. Die  Modulation  von
Immunantworten in Kombination mit anderen aktivierenden Stimuli abgesehen von
LPS wurde ebenfalls noch nicht analysiert. Auch der Einfluss von isoliertem
mannosyliertem Lipoarabinomannan auf andere Zytokine neben IL-10 sowie
mogliche Effekte auf nachgeschaltete T-Zell-vermittelte Immunantworten ist noch

unklar.

3.1.1. Analyse des immunmodulatorischen Potenzials von

mannosyliertem Lipoarabinomannan

Basierend auf den unter 3.1. beschriebenen Erkenntnissen, und um einen weit
reichenden Eindruck Uber das mogliche immunmodulatorische Potenzial von
mannosyliertem Lipoarabinomannan aus M. tuberculosis H37Rv zu erhalten, wurden
in der vorliegenden Arbeit zunachst Genexpressionsanalysen durchgefuhrt. Zur
Kontrolle der erfolgreichen Stimulation wurde LPS verwendet.

In Abbildung 2 ist der cDNA-Microarray ,Human Inflammatory Cytokines,
Chemokines and their Receptors” dargestellt. Mithilfe dieses cDNA-Micorarrays kann
das Genexpressionsmuster von Zytokinen, Chemokinen und der dazugehérigen

Rezeptoren analysiert werden, die im Verlauf inflammatorischer Prozesse
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differenziell reguliert werden, zum Beispiel die pro-inflammatorischen Zytokine IL-12
und TNF-a, das regulatorische Zytokin IL-10 oder die Chemokinrezeptoren CCR-3
und CCR-5.

Die Analyse des  Transkriptionsprofils  ergab, dass  mannosyliertes
Lipoarabinomannan selber keine Zytokine oder Chemokine in dendritischen Zellen
induziert und auch nicht die Expression von entsprechenden Rezeptoren moduliert.
Unter Verwendung von LPS als Stimulus hingegen wurde ein klassisches
Zytokinmuster aktivierter dendritischer Zellen erhalten. Pro-inflammatorische
Zytokine wie IL-6, IL-12/23p40 und TNF-a konnten erwartungsgemal’ induziert und
nachgewiesen werden, ebenso Chemokine wie CCL4 (RANTES) und CCLS5
(MIP-1B).
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Abbildung 2: cDNA-Microarray-Analysen des mRNA-Transkriptionsprofils inflammatorischer Zytokine und ihrer

Rezeptoren in stimulierten und unstimulierten DC. Zur Analyse des Transkriptionsprofils wurden in vitro
differenzierte DC (je 500 U/ml IL-4 und GM-CSF) mit LPS [10 ng/ml] bzw. ManLAM [10 pg/ml] stimuliert, die
RNA von drei Spendern isoliert, vor der radioaktiven Markierung (**P) vereinigt und auf den
entsprechenden Membranen (Human Inflammatory Cytokines and their Receptors cDNA-Microarray,
Superarray) hybridisiert. Dargestellt sind die Membranen nach Hybridisierung und Detektion. Rote
Markierungen zeigen exemplarisch durch LPS-Stimulation heraufregulierte Gene, griine Markierungen

durch LPS-Stimulation herabregulierte Gene.

Zusatzlich zu dem hier aufgefuhrten cDNA-Microarray wurden noch weitere Analysen
unter Verwendung anderer cDNA-Microarrays durchgefihrt (,Antigen Presenting Cell
Array®, ,Immune Signalling Pathways®, ,Signal Transduction Array®), die das

beschriebene Ergebnis bestatigen. Als alleiniger Stimulus fungiert mannosyliertes
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Lipoarabinomannan nicht als Immunmodulator, induziert keine Zytokine oder
Chemokine de novo und initiiert somit auch keine Signalkaskaden.

Parallel zu den cDNA-Microarray-Analysen wurden die Kulturiberstande
dendritischer Zellen bezuglich der Sekretion von Zytokinen nach Stimulation mit
mannosyliertem Lipoarabinomannan untersucht. Die daraus erhaltenen Daten
bestatigen die Ergebnisse der durchgefihrten cDNA-Microarray-Analysen.
Mannosyliertes Lipoarabinomannan induziert keine Zytokine oder auch Chemokine
de novo (Abbildung 3). Lediglich die fur Lipoarabinomannan bereits beschriebene,
sehr geringe Induktion von TNF-a konnte nachgewiesen werden. Konstitutiv von
dendritischen Zellen exprimierte Zytokine bzw. Chemokine wie IL-6 und IL-8
hingegen wurden nach Stimulation mit mannosyliertem Lipoarabinomannan verstarkt
sekretiert (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Analyse der DC-Aktivierung nach Stimulation mit ManLAM auf Zytokinebene (IL-6, IL-8, IL-10,

IL-12p70, TNF-a). In vitro generierte DC (je 500 U/ml IL-4 und GM-CSF) wurden fur 18 h stimuliert
(ManLAM [10 pg/ml]). WeilRe Saulen zeigen unstimulierte DC, graue Saulen mit ManLAM stimulierte DC.
Die Uberstande wurden geerntet und mittels ELISA auf 0.g. Zytokine/Chemokine analysiert. Dargestellt ist

ein reprasentatives Experiment von drei durchgefiihrten Experimenten pro Zytokin.

Isoliertem  mannosyliertem  Lipoarabinomannan sind demzufolge  keine
immunmodulatorischen Eigenschaften im Sinne der de novo Induktion von Zytokinen
oder Chemokinen zuzuschreiben. Die Sekretion konstitutiv exprimierter Zytokine oder
Chemokine hingegen wird moduliert, was durch eine gesteigerte Sekretion dieser in

Gegenwart von mannosyliertem Lipoarabinomannan erkennbar ist.
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3.1.2. Die Rolle von mannosyliertem Lipoarabinomannan im Rahmen der

LPS-induzierten Zytokinsekretion - ein Kostimulus

In den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass eine alleinige
Stimulation dendritischer Zellen mit mannosyliertem Lipoarabinomannan nicht zu
einer de novo Synthese von Zytokinen oder Chemokinen flhrt. Daher wurde in den
nachfolgenden  Experimenten das immunmodulatorische  Potenzial des
mannosylierten Lipoarabinomannans in Kombination mit einem zusatzlichen
aktivierenden Stimulus untersucht.

Die durchgefihrten Experimente zeigen, dass mannosyliertes Lipoarabinomannan
umfassend die LPS-induzierte Zytokinsekretion verstarkt. So wurde sowohl die
Sekretion des immunregulatorischen  Zytokins  IL-10, als auch der
pro-inflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a, sowie des Th1-assoziierten Zytokins
IL-12 in Gegenwart von mannosyliertem Lipoarabinomannan bei der Aktivierung
dendritischer Zellen mit LPS synergistisch verstarkt (Abbildung 4 A).

Das kostimulatorische Potenzial von mannosyliertem Lipoarabinomannan ist damit
nicht auf eine bestimmte Gruppe von anti- oder pro-inflammatorischen Zytokinen
beschrankt, sondern erstreckt sich auf alle gemessenen, durch LPS in den
dendritischen Zellen induzierten Zytokine. Neben den hier dargestellten Zytokinen
IL-6, IL-12p70 und TNF-a. wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit noch IL-1
und das Chemokin IL-8 analysiert, welche ebenfalls beschriebenes Induktionsprofil
aufweisen (Daten nicht gezeigt). Im Vorfeld der Proteinbestimmungen mittels ELISA
wurde per quantitativer PCR die Modulation der LPS-induzierten Zytokinantwort
(IL-1B, 1L-12/23p40, TNF-a und IL-10) durch mannosyliertes Lipoarabinomannan

ebenfalls auf transkriptioneller Ebene bestatigt (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 4: Einfluss von ManLAM auf die LPS-induzierte Zytokinsekretion. In vitro generierte DC (je 500 U/ml IL-4

und GM-CSF) wurden fur 18 h stimuliert (ManLAM [10 pg/ml], LPS [10 ng/ml], Mannan [10 pg/ml],
compound 406 [10 ng/ml], compound 506 [100 ng/ml]) und mittels ELISA die Sekretion von IL-6, IL-10,
IL-12p70 bzw. TNF-a analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte intraexperimenteller Triplikate +/-
Standardabweichung, wobei ein reprasentatives von drei (B, C) oder mehr (A, s.u.) analog durchgefiihrten
Experimenten gezeigt ist. * zeigt die statistische Signifikanz (P-Wert < 0,05) an, ermittelt mittels Student’s
T-Test. Darliber hinaus wurden die Daten (A) aller analysierten Spender einem Wilcoxon-
Rangsummen-Test unterzogen, der eine statistisch signifikante Steigerung der Zytokinsekretion durch
ManLAM in Gegenwart von LPS gegenuber alleiniger LPS-Stimulation ergab (IL-10 n = 38, TNF-a n = 29,
IL-12n =9, IL-8 n = 6).

Zur Untersuchung der Mannose-Abhangigkeit der durch mannosyliertes
Lipoarabinomannan gesteigerten Zytokinsekretion wurde Mannan als Inhibitor
verwendet. Dendritische Zellen wurden nach vorausgegangener Vorinkubation mit
Mannan wiederum mit LPS alleine, als auch in Kombination mit mannosyliertem
Lipoarabinomannan stimuliert. Die Zugabe von Mannan hemmt die durch

mannosyliertes Lipoarabinomannan vermittelte Steigerung der IL-10-Freisetzung
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(Abbildung 4 B). Somit handelt es sich um eine Mannose-abhangige Verstarkung der
IL-10-Sekretion in Gegenwart von LPS, begriindet in der zusatzlichen Interaktion der
dendritischen Zellen mit mannosyliertem Lipoarabinomannan.

Es ist unklar, ob die Mannose-abhangige, synergistische Verstarkung der durch LPS
induzierten IL-10-Sekretion einer Aktivierung von TLR-4 oder lediglich einer Ligation
von TLR-4 bedarf. Zur Klarung dieser Frage, ob mannosyliertes Lipoarabinomannan
einen echten Kostimulus darstellt, wurden agonistisch und antagonistisch wirksame
synthetische Lipid A Analoga verwendet. Lipid A stellt im Rahmen der Biosynthese
von LPS eine Vorstufe dessen dar und zeichnet sich durch seine hohe biologische
Aktivitat aus. Die biologische Wirksamkeit von LPS beruht auf dem Lipid A. In den
durchgefuhrten Experimenten wurden die synthetischen Lipid A Analoga compound
406 und compound 506 verwendet, die sich in ihrer Acylierung unterscheiden. Bei
compound 406 handelt es sich um einen auf humanen Zellen nicht-aktivierenden
TLR-4-Liganden (TLR-4-Antagonist), wohingegen die compound 506 einen
aktivierenden TLR-4-Liganden (TLR-4-Agonist) fir humane Zellen darstellt.
Kombiniert man compound 406 beziehungsweise compound 506 mit mannosyliertem
Lipoarabinomannan, so fuhrt lediglich die aktivierende Ligation von TLR-4 durch
compound 506 in Kombination mit mannosyliertem Lipoarabinomannan zu einer
gesteigerten IL-10-Sekretion im Vergleich zu alleiniger Stimulation mit compound
506. Eine reine Ligation von TLR-4 durch compound 406 resultiert auch in
Gegenwart von mannosyliertem Lipoarabinomannan nicht in der Induktion von
Zytokinen (Abbildung 4 C).

AbschlielRend ist somit festzuhalten, dass es sich bei isoliertem mannosyliertem
Lipoarabinomannan um ein Molekul mit kostimulatorischen Eigenschaften handelt,
dessen immunmodulatorisches Potenzial an eine Aktivierung der dendritischen Zelle

durch einen anderen Stimulus gebunden ist und Mannose-abhangig vermittelt wird.
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3.1.3. Kostimulatorisches Potenzial von mannosyliertem
Lipoarabinomannan im Rahmen TLR-abhangiger und

TLR-unabhangiger Aktivierung dendritischer Zellen

Im bisherigen Verlauf der Arbeit konzentrierten sich die Untersuchungen auf die
Analyse der TLR-4-vermittelten Zellaktivierung. Es konnte gezeigt werden, dass eine
aktivierende Ligation von TLR-4 durch LPS in Kombination mit einer
Mannose-abhangigen Interaktion von mannosylietem Lipoarabinomannan die
Sekretion eines breiten Spektrums an Zytokinen durch dendritische Zellen moduliert.
Nachfolgend sollte nun untersucht werden, ob das immunmodulatorische Potenzial
des mannosylierten Lipoarabinomannans auf eine aktivierende Ligation von TLR-4
beschrankt ist, oder ob auch weitere Mechanismen der Aktivierung dendritischer
Zellen durch mannosyliertes Lipoarabinomannan modulierbar sind. Dazu wurden
M. bovis BCG (z.B. TLR-2, (54)), CD40L (CD40), E. coli (z.B. TLR-4), Pam3zCSK4
(TLR-2) sowie LPS (TLR-4) zur Stimulation der dendritischen Zellen eingesetzt und
mit mannosyliertem Lipoarabinomannan kombiniert.

Interessanterweise verstarkt mannosyliertes Lipoarabinomannan die Sekretion des
regulatorischen Zytokins IL-10 sowie der pro-inflammatorischen Zytokine TNF-a bzw.
IL-6 (Pam3CSK4 induziert kein TNF-a) bei Aktivierung der dendritischen Zellen durch
alle der getesteten TLR-abhangigen als auch TLR-unabhangigen Stimuli (Abbildung
5 A und B). Das kostimulatorische Potenzial von mannosyliertem Lipoarabinomannan

ist demnach nicht auf eine aktivierende Ligation von TLR-4 durch LPS beschrankt.

Zusammengefasst zeigen die bisherigen Ergebnisse, dass isoliertes mannosyliertes
Lipoarabinomannan aus M. tuberculosis H37Rv zwar nicht als eigenstandiger
Induktor einer Zytokinantwort in humanen, in vitro generierten dendritischen Zellen
wirkt, aber eine anderweitig induzierte Aktivierung der dendritischen Zellen moduliert.
Dabei verstarkt mannosyliertes Lipoarabinomannan TLR-abhangige als auch
TLR-unabhangige Signale und moduliert ein breites Spektrum unterschiedlich
immunologisch wirksamer Zytokine. Somit handelt es sich hierbei zunachst um eine
quantitative, nicht jedoch qualitative Modulation der Immunantworten dendritischer

Zellen.
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Analyse des kostimulatorischen Potenzials von ManLAM in Kombination mit unterschiedlichen
TLR-abhangigen und TLR-unabhangigen Liganden. In vitro generierte DC (je 500 U/ml IL-4 und
GM-CSF) wurden fir 18h stimuliert (M. bovis BCG und E.coli MOI=1, CD40L MOI=0,1,
Pam3;CSK4 [100 nM], LPS [10 ng/ml]) und mittels ELISA die Sekretion von IL-10 und TNF-a ermittelt. Weille
Séaulen zeigen Einzelstimulation der DC, graue Saulen die Kostimulation mit ManLAM. Dargestellt sind die
Mittelwerte intraexperimenteller Triplikate +/- Standardabweichung, wobei ein représentatives von drei
analog durchgefiihrten Experimenten gezeigt ist. * zeigt die statistische Signifikanz (P-Wert < 0,05) an,

ermittelt mittels Student’s T-Test.
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3.1.4. Das kostimulatorische Potenzial von mannosyliertem
Lipoarabinomannan ist beschrankt auf DC-SIGNP°®

dendritische Zellen

Die Interaktion des mannosylierten Lipoarabinomannans mit dem Rezeptor DC-SIGN
basiert auf der Erkennung Mannose-haltiger Endstrukturen. Die
Mannose-Abhangigkeit der gesteigerten Sekretion von Zytokinen in Gegenwart von
LPS und mannosyliertem Lipoarabinomannan konnte bereits gezeigt werden.
Weitere Bindungspartner flir das mannosylierte Lipoarabinomannan auf
dendritischen Zellen sind jedoch nicht auszuschlielen. Somit kann zum jetzigen
Zeitpunkt lediglich von einer Mannose-, nicht aber von einer DC-SIGN-Abhangigkeit
der bisherigen Befunde gesprochen werden. Um die Rolle von DC-SIGN im Rahmen
der Modulation der Immunantwort dendritischer Zellen durch mannosyliertes
Lipoarabinomannan zu untersuchen, wurden dendritische Zellen generiert, die den
Rezeptor DC-SIGN entweder auf der Oberflache exprimieren oder nicht exprimieren.
Die konventionelle Methode der Generierung dendritischer Zellen aus Monozyten in
Gegenwart von IL-4 und GM-CSF resultiert in unreifen dendritischen Zellen, die den
Rezeptor DC-SIGN (CD209) auf ihrer Oberflache exprimieren. Wird statt IL-4 jedoch
IFN-a verwendet, so erhalt man halbreife dendritische Zellen, die den Rezeptor
DC-SIGN nicht oder nur schwach auf ihrer Oberflache exprimieren, da die
Expression von DC-SIGN einerseits IL-4-abhangig und andererseits durch IFN-a
reprimiert ist. Zur Untersuchung der DC-SIGN-Abhangigkeit der Modulation der
Immunantwort dendritischer Zellen im Rahmen der Kostimulation mit LPS und
isoliertem  mannosyliertem  Lipoarabinomannan  wurden  diese  beiden
Zellpopulationen aus den Monozyten desselben Spenders generiert. Nach
immunphanotypischer Analyse wurde vergleichend deren Antwortverhalten auf

isoliertes mannosyliertes Lipoarabinomannan betrachtet.

3.1.4.1. Immunphéanotypische Analyse DC-SIGNP°® und DC-SIGN™*

dendritischer Zellen

Bedingt durch die unterschiedlichen Differenzierungsmethoden kénnen neben der

hier gewlnschten differenziellen Expression von DC-SIGN auch weitere
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Veranderungen der dendritischen Zellen bezlglich des Phanotyps, des
Aktivierungsstatus oder auch der Funktionalitat resultieren. Um einen Eindruck zu
bekommen, ob es sich trotz unterschiedlicher Generierungsbedingungen um
vergleichbare Antigen-prasentierende Zellen handelt, wurde eine
Immunphéanotypisierung DC-SIGNP®® sowie DC-SIGN™® dendritischer Zellen
durchgefuhrt (Abbildung 6 A und B).

Die Differenzierung dendritischer Zellen aus Monozyten in Gegenwart von IL-4 und
GM-CSF fuhrt, wie zuvor erwahnt, zum Erhalt unreifer dendritischer Zellen. Unter
Verwendung von IFN-a. und GM-CSF werden halbreife dendritische Zellen generiert.
Die Reifungsstadien dendritischer Zellen zeichnen sich neben der differenziellen
Expression einiger Oberflachenantigene auch durch eine unterschiedliche
Morphologie aus und sind daher bereits mikroskopisch gut unterscheidbar.
Konventionell generierte dendritische Zellen bilden eine gemischte Kultur aus Zellen
in Suspension und Zellen, die schwach an dem Boden der Kulturplatte adhariert sind.
Die dendritischen Zellen liegen vereinzelt vor, zeigen eine heterogene Morphologie
und weisen Dendriten auf. Bei Differenzierung dendritischer Zellen in Gegenwart von
IFN-o. und GM-CSF neigen diese geringfiigig zur Bildung von Zellhaufen. Das weist
darauf hin, dass es sich bei diesen Zellen um bereits leicht aktivierte, also halbreife,
dendritische Zellen handelt. Auch hier zeigt sich eine sehr heterogene
Zellmorphologie. Typische dendritische Strukturen sind ebenfalls erkennbar (Daten
nicht gezeigt).

Die Immunphanotypisierung konventionell generierter DC-SIGNP®® dendritischer
Zellen ergab, dass charakteristische Marker dendritischer Zellen wie CD1a, CD40
und MHC Il exprimiert werden. CD14 (Marker fur Monozyten, Makrophagen) ist
hingegen nicht auf der Zelloberflache vorhanden. Das C-Typ-Lectin DC-SIGN,
CD209, st deutlich exprimiert, ebenso der Mannose-Rezeptor, CD206,
(Abbildung 6 A). Betrachtet man vergleichend den Phanotyp DC-SIGN™° DC
(dargestellt in Abbildung 6 B), so ist festzuhalten, dass in Analogie zu dem Phanotyp
der DC-SIGNP*® DC CD1a, CD40 und MHC Il ebenfalls exprimiert werden. CD14 ist
ebenfalls nicht exprimiert. Das C-Typ-Lectin DC-SIGN (CD209) ist nur schwach auf
der Zelloberflache nachweisbar. Die Expression des Mannose-Rezeptors (CD206)
bleibt bestehen.
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A) Immunphanotypisierung DC-SIGNP®® dendritischer Zellen
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Abbildung 6: Immunphinotypisierung DC-SIGNP*® und DC-SIGN™® DC. In vitro differenzierte DC (je 500 U/ml IL-4 und

GM-CSF bzw. je 1000 U/ml IFN-o. und GM-CSF) wurden geerntet und einer Oberflachenfarbung von CD1a,
CD14, CD40, MHC II, CD206 und CD209 sowie den entsprechenden Isotypkontrollen unter Verwendung
PE-konjugierter Antikdrper unterzogen und im Durchflusszytometer analysiert. Gezeigt sind Histogramme,
in denen jeweils die spezifische Farbung (dick, schwarz) im Vergleich zu der betreffenden Isotypkontrolle
(diinn, grau) dargestellt ist (log. Auftrag der mittleren Fluoreszenzintensitat). Gezeigt ist ein reprasentatives

von drei analog durchgefiihrten Experimenten.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Expression typischer Marker
dendritischer Zellen wie CD1a, CD40, CD206 oder MHC Il nicht oder nur geringfigig
verandert ist, wenn Monozyten in Gegenwart von IL-4 und GM-CSF oder IFN-a und
GM-CSF zu dendritischen Zellen generiert werden. Somit handelt es sich bei den
eingesetzten dendritischen Zellen um vergleichbare Zellpopulationen mit

differenzieller Expression des Oberflachenrezeptors DC-SIGN.

3.1.4.2. Analyse der Zytokinsekretion DC-SIGNP°® und DC-SIGN"*¢

dendritischer Zellen

Nach immunphanotypischer Analyse der zuvor beschriebenen Populationen
dendritischer Zellen wurde deren Antwortverhalten auf mannosyliertes

Lipoarabinomannan im Rahmen einer LPS-Stimulation untersucht.
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Abbildung 7: Zytokinproduktion in vitro generierter DC-SIGN"** und DC-SIGN™® DC. In vitro differenzierte DC (je

500 U/ml IL-4 und GM-SCF bzw. je 1000U/ml IFN-o. und GM-CSF) wurden fiir 18 h stimuliert (ManLAM
[10 pg/ml], LPS [10 ng/ml]) und mittels ELISA die Sekretion von IL-10 sowie TNF-o analysiert. Dargestellt
sind die Mittelwerte intraexperimenteller Triplikate +/- Standardabweichung. Gezeigt ist ein reprasentatives
von drei analog durchgefiihrten Experimenten. * zeigt die statistische Signifikanz an (P-Wert < 0,05),
ermittelt mittels Student’s T-Test. Darliber hinaus wurden die Daten aller analysierten Spender (n = 6)
einem Wilcoxon-Rangsummen-Test unterzogen, der fir die o.g. Zytokine eine statistisch signifikante
Steigerung der Zytokinsekretion durch ManLAM in Gegenwart von LPS gegenuber LPS als alleinigem
Stimulus bei Aktivierung DC-SIGN"* DC ergab.
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Die Modulation der Immunantwort dendritischer Zellen durch mannosyliertes
Lipoarabinomannan ist an die Expression von DC-SIGN auf der Zelloberflache
gebunden. Fehlt DC-SIGN, so erfolgt keine Steigerung der LPS-induzierten
Zytokinsekretion. Dies gilt sowohl fur das regulatorische Zytokin IL-10 als auch das
pro-inflammatorische Zytokin TNF-a (Abbildung 7).

Zusammenfassend lasst sich damit festhalten, dass die gesteigerte Sekretion von
Zytokinen im Rahmen einer kombinierten Stimulation dendritischer Zellen mit LPS
und mannosyliertem Lipoarabinomannan nicht nur Mannose-abhangig ist, sondern
auch streng mit der Expression von DC-SIGN korreliert.

Zusatzlich zu in vitro generierten DC-SIGN™ dendritischen Zellen wurden frisch
isolierte dendritische Zellen des peripheren Blutes (BDC) in ihrer Antwortfahigkeit auf
mykobakterielles ManLAM ex vivo untersucht. BDC zeichnen sich durch die
Expression von CD1c (134) und das Fehlen von DC-SIGN aus (Abbildung 8 A).
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Abbildung 8: A) CD1c- und DC-SIGN (CD209)-Expression frisch isolierter BDC. Frisch isolierte BDC wurden einer

Oberflachenfarbung von CD1c und CD209 unter Verwendung PE-konjugierter Ak sowie der
entsprechenden Isotypkontrollen unterzogen und dann im FACS analysiert. Dargestellt sind
Histogramme, in denen jeweils die spezifische Farbung (dick, schwarz) im Vergleich zu der betreffenden
Isotypkontrolle (diinn, grau) gezeigt ist (log. Auftrag der mittleren Fluoreszenzintensitat). Gezeigt ist ein
reprasentatives von drei analog durchgeflihrten Experimenten. B) IL-10-Sekretion frisch isolierter
DC-SIGN™® BDC ex vivo. Frisch isolierte BDC wurden in Kultur genommen und fir 18 h stimuliert (LPS
[2 pg/ml], ManLAM [10 pg/ml]). Dargestellt sind die Mittelwerte intraexperimenteller Triplikate +/-
Standardabweichung, wobei ein reprasentatives von drei analog durchgefiihrten Experimenten gezeigt

ist. * zeigt die statistische Signifikanz an (P-Wert < 0,05), ermittelt mittels Student’s T-Test.

Die Stimulation frisch isolierter BDC mit LPS fuhrte zu einer Induktion von IL-10, die
jedoch nicht durch die zusatzliche Gabe von mannosyliertem Lipoarabinomannan

gesteigert wurde (Abbildung 8 B). DC-SIGN"™® dendritische Zellen reagieren
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demnach nicht mit einer gesteigerten Zytokinfreisetzung auf die Gabe von
mannosyliertem Lipoarabinomannan. Das kostimulatorische Potenzial von
mannosyliertem Lipoarabinomannan ist beschrankt auf die Modulation der
Aktivierung DC-SIGNP®® dendritischer Zellen.

3.1.5. Einfluss von mannosyliertem Lipoarabinomannan auf die

Aktivierung von T-Zellen

In der Einleitung wurde die essenzielle Rolle dendritischer Zellen im Rahmen der
Initierung und Polarisierung adaptiver Immunantworten illustriert. Die Qualitat der
induzierten nachgeschalteten Immunantworten steht in engem Zusammenhang mit
der vorausgegangenen Aktivierung der dendritischen Zellen. Wie einleitend
beschrieben, zeichnen sich unreife dendritische Zellen durch ein geringes und reife
dendritische Zellen durch ein hohes lymphostimulatorisches Potenzial aus und
konnen somit effektiv Antigene an T-Zellen prasentieren. Da isoliertes
mannosyliertes Lipoarabinomannan die Zytokinsekretion und damit die Aktivierung
dendritischer Zellen deutlich moduliert, wurde im folgenden Teil der Arbeit ein
moglicher Einfluss von mannosyliertem Lipoarabinomannan auf die durch
dendritische Zellen vermittelte T-Zell-Aktivierung analysiert. Dabei kamen
unterschiedliche Testsysteme zur Anwendung, mit deren Hilfe sowohl die Aktivierung

naiver T-Zellen als auch die Aktivierung von Gesamt-T-Zellen untersucht wurde.

3.1.5.1. Antigen-unabhéangige T-Zell-Aktivierung

Als professionell Antigen-prasentierende Zellen sind DC in der Lage, die Proliferation
unterschiedlicher T-Zell-Subpopulation zu induzieren. Hierbei zeichnen sich
dendritische  Zellen im Gegensatz zu anderen, nicht professionell
Antigen-prasentierenden Zellen wie Monozyten oder Makrophagen, funktionell
dadurch aus, dass sie die einzige Zellpopulation darstellen, die in der Lage ist, die
Proliferation naiver T-Zellen (gekennzeichnet durch die Expression von CD45RA) zu
induzieren. Nachfolgend wurde die Antigen-unabhangige T-Zell-Aktivierung in

Abhangigkeit von mannosyliertem Lipoarabinomannan untersucht.
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Abbildung 9: Proliferation von Gesamt-T-Zellen im Rahmen Antigen-unabhangiger T-Zell-Aktivierung (gemischte

Lymphozytenreaktion, MLR) in Gegenwart von DC-SIGN"** (A) und DC-SIGN™°® (B) DC. In vitro
differenzierte DC (je 500 U/ml IL-4 und GM-CSF bzw. je 1.000 U/ml IFN-o. und GM-CSF) wurden fiir 24 h
aktiviert (LPS [10 ng/ml] und/oder ManLAM [10 pyg/ml]). Nach Waschen der DC wurden diese mit
Gesamt-T-Zellen in den angegebenen DC- zu T-Zell-Verhéltnissen im Rahmen einer MLR kokultiviert. Nach
fiinf Tagen Kokultur wurden die T-Zellen durch Zugabe von *H-Thymidin (1uCi/100.000 T-Zellen) radioaktiv
markiert und anschlielend der Thymidineinbau als Maf fiir proliferierende T-Zellen nach Ernte der lysierten
Zellen auf Filtermatten und Messung dieser in einem B-Szintillationscounter bestimmt. Gezeigt ist ein
reprasentatives von finf analog durchgefiihrten Experimenten. Dargestellt sind Mittelwerte

intraexperimenteller Quadruplets +/- Standardabweichung.
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Zunachst wurde die Proliferation von Gesamt-T-Zellen nach Kokultur mit DC-SIGNP°®
und DC-SIGN™® dendritischen Zellen im Rahmen einer gemischten
Lymphozytenreaktion (MLR) analysiert, die zuvor einer Kostimulation durch LPS und
mannosyliertem Lipoarabinomannan unterzogen wurden.

Hierbei wird deutlich, dass eine vorangehende Stimulation von DC-SIGNP®®
dendritischen Zellen in Gegenwart von mannosyliertem Lipoarabinomannan zu einer
erhohten T-Zell-Proliferation fuhrt (Abbildung 9 A). Werden hingegen DC-SIGN™
dendritische Zellen verwendet, so ist keine verstarkte T-Zell-Proliferation in

Abhangigkeit von mannosyliertem Lipoarabinomannan zu erkennen (Abbildung 9 B).

Als professionell Antigen-prasentierende Zellen verfugen dendritische Zellen Uber die
einzigartige Fahigkeit, auch die Proliferation naiver T-Zellen zu induzieren. Daher
wurde nach Analyse des Einflusses von mannosyliertem Lipoarabinomannan auf die
Proliferation von Gesamt-T-Zellen auch dessen Einfluss auf die Proliferation naiver
T-Zellen untersucht. In Kongruenz mit den unter Verwendung von Gesamt-T-Zellen
erhaltenenen Daten (Abbildung 9 A und B) wird auch die Proliferation naiver T-Zellen

in Abhangigkeit von mannosyliertem Lipoarabinomannan gesteigert (Abbildung 10).

Zusammenfassend ist somit festzustellen, dass die Aktivierung dendritischer Zellen
in Gegenwart von mannosyliertem Lipoarabinomannan die Proliferation von T-Zellen
im Rahmen einer gemischten Lymphozytenreaktion steigert. Hierbei ist verstarkte
T-Zell-Proliferation nicht auf eine T-Zell-Subpopulation beschrankt. In Abhangigkeit
des mannosylierten Lipoarabinomannans wird die Proliferation unterschiedlicher

T-Zell-Subpopulationen (Gesamt-T-Zellen und naive CD4*-T-Zellen) gesteigert.
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Abbildung 10: Proliferation naiver CD4'CD45RA’-T-Zellen im Rahmen Antigen-unabhingiger T-Zell-Aktivierung
(MLR) in Gegenwart von DC-SIGNP* DC. In vitro differenzierte DC (je 500 U/ml IL-4 und GM-CSF)
wurden fur 24 h aktiviert (LPS [10 ng/ml] und/oder ManLAM [10 yg/ml]). Nach Waschen der DC wurden
diese mit Gesamt-T-Zellen in den angegebenen DC- zu T-Zell-Verhaltnissen im Rahmen einer MLR
kokultiviert. Nach finf Tagen Kokultur wurden die T-Zellen durch Zugabe von 3H-Thymidin (1uCi/100.000
T-Zellen) radioaktiv markiert und anschlieBend der Thymidineinbau als Maf fiir proliferierende T-Zellen
nach Ernte der lysierten Zellen auf Filtermatten und Messung dieser in einem B-Szintillationscounter
bestimmt. Gezeigt ist ein reprasentatives von fiinf analog durchgefiihrten Experimenten. Dargestellt sind

Mittelwerte intraexperimenteller Quadruplets +/- Standardabweichung.

3.1.5.2. Antigen-abhangige T-Zell-Aktivierung

Neben der Analyse der Antigen-unabhangigen T-Zell-Aktiverung im Rahmen einer
MLR (s. 3.1.5.1., T-Zellen und dendritische Zellen heterolog) sollte nachfolgend der
Einfluss von mannosylietem Lipoarabinomannan auf die Antigen-abhangige
T-Zell-Aktivierung  mittels Durchfuhrung eines Antigen-Prasentations-Assays
(T-Zellen und dendritische Zellen autolog) untersucht werden. Hierzu wurde die
IFN-y-Sekretion von Gesamt-T-Zellen PPDP® Spender nach PPD-Restimulation
(Differenzbildung PPD-stimulierter und nicht PPD-stimulierter Zellen) in Abhangigkeit
von mannosyliertem Lipoarabinomannan untersucht.

Die Fahigkeit dendritischer Zellen zur Antigenprasentation an Gesamt-T-Zellen wird

durch mannosyliertes Lipoarabinomannan nicht beeinflusst (Abbildung 11). Auch im
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Rahmen einer LPS-Stimulation dendritischer Zellen ist keine differenzielle IFN-y-

Sekretion in Abhangigkeit von mannosyliertem Lipoarabinomannan zu beobachten.

IFN-gamma [pg/ml]
PPDstim-PPDunstim
o
o
=]

15001
5007
0 " " ‘ ‘
T-Zellen T-Zellen plus DC (10:1)
ManLAM - - + - +
LPS - - - + +
Abbildung 11: IFN-y-Sekretion von Gesamt-T-Zellen PPDP* Spender im Rahmen Antigen-abhingiger

T-Zell-Aktivierung (Antigen-Prasentations-Assay) nach Kokultur mit LPS und/oder ManLAM-
aktivierten DC und anschlieBender PPD-Restimulation. /n vitro differenzierte DC (je 500 U/ml IL-4 und
GM-CSF) wurden fur 24 h aktiviert (LPS [10 ng/ml] und/oder ManLAM [10 pg/ml]). Nach Waschen der DC
wurden diese mit Gesamt-T-Zellen in den angegebenen DC- zu T-Zell-Verhaltnissen im Rahmen eines
Antigenprasentationsassays in Gegenwart von PPD [10ug/ml] kokultiviert. Nach funf Tagen wurde der
IFN-y-Gehalt der Kokulturen mittels ELISA bestimmt. Gezeigt ist ein reprasentatives von vier analog

durchgefiihrten Experimenten. Dargestellt ist die Differenz PPD-haltiger und PPD-freier Ansatze.

3.1.5.3. Mannosyliertes Lipoarabinomannan verschiebt das
T-Zell-Zytokinprofil Richtung Th1

In den bisher durchgefuhrten Experimenten konnte gezeigt werden, dass
mannosyliertes Lipoarabinomannan im Rahmen einer MLR die Proliferation von
T-Zellen steigert. Die Fahigkeit dendritischer Zellen zur Antigenprasentation an
T-Zellen wird hingegen nicht moduliert. Um die Frage zu beantworten, ob noch
weitere Parameter der T-Zell-Aktivierung moduliert werden, wurde nachfolgend die
Qualitat  der  T-Zell-Antworten  in  Abhangigkeit von  mannosyliertem
Lipoarabinomannan im Rahmen einer gemischten Lymphozytenreaktion analysiert.
Um Uber die Qualitat der T-Zell-Antwort Aussagen treffen zu konnen, wurde

exemplarisch die Sekretion von Th1- als auch Th2-assoziierten Zytokinen untersucht.

61



Ergebnisse

Die Stimulation dendritischer Zellen mit mannosyliertem Lipoarabinomannan flhrte

lediglich zu einer quantitativen, jedoch nicht zu einer qualitativen Modulation der

zellularen Antwort.
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Abbildung 12: Th1/Th2-Profil von Gesamt-T-Zellen in Abhédngigkeit von ManLAM. /n vitro differenzierte DC

(500 U/ml IL-4 und GM-CSF) wurden fir 24 aktiviert (LPS [10 ng/ml] und/oder ManLAM
[10 yg/ml]), gewaschen und mit Gesamt-T-Zellen in den angegebenen DC- zu
T-Zell-Verhaltnissen im Rahmen einer MLR kokultiviert. Die Kokulturen wurden nach fiinf Tagen
mittels ELISA auf den Gehalt von IFN-y, IL-5 und IL-13 Uberpriift. Dargestellt sind die Mittelwerte
intraexperimenteller Triplikate +/- Standardabweichung, wobei ein reprasentatives Experiment von
vier analog durchgefiihrten Experimenten gezeigt ist. * zeigt die statistische Signifikanz an (P-

Wert < 0,05), ermittelt mittels Student’s T-Test.
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Die Analyse der Kulturiberstande von Gesamt-T-Zellen ergab Uberraschenderweise
jedoch, dass in Abhangigkeit von mannosyliertem Lipoarabinomannan die
Freisetzung des Th1-assoziierten Zytokins IFN-y verstarkt wird (Abbildung 12 A).
Diese ist zusatzlich begleitet von einer parallel auftretenden Reduktion der
Th2-Zytokine IL-5 und IL-13 (Abbildung 12 B). Somit flhrt die Aktivierung
dendritischer Zellen in Gegenwart von mannosyliertem Lipoarabinomannan zu einer

klaren Th1-Orientierung der nachgeschalteten T-Zell-Antwort.

In Analogie zu den Proliferationsexperimenten wurde neben dem Zytokinprofil von
Gesamt-T-Zellen auch das Zytokinprofil naiver T-Zellen im Rahmen einer MLR in
Abhangigkeit von mannosyliertem Lipoarabinomannan untersucht. Auch hier kommt
es in Abhangigkeit der vorausgegangenen Aktivierung dendritischer Zellen in
Gegenwart von mannosyliertem Lipoarabinomannan zu einer erhéhten Freisetzung
des Th1-Zytokins IFN-y (Abbildung 13).

* Abbildung 13: IFN-y-Sekretion naiver T-Zellen in Abhéngigkeit
2500 ,_l_._ von ManLAM. In vitro differenzierte DC (500 U/ml IL-4 und
EZOOO GM-CSF) wurden fir 24 h aktiviert (LPS [10 ng/ml], ManLAM
8_’ [10 ug/ml]), gewaschen und mit naiven T-Zellen in den
; 1500 angegebenen DC- zu T-Zell-Verhaltnissen im Rahmen einer MLR
% 1000 kokultiviert. Nach funf Tagen Kokultur wurde mittels ELISA der
=) Gehalt an IFN-y bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte
i 500 r-l intraexperimenteller Triplikate +/- Standardabweichung, wobei ein
0 el reprasentatives von sechs analog durchgefiihrten Experimenten
T-Zellen  T-Zellen plus DC (10:1) gezeigt ist. * zeigt die statistische Signifikanz an (P-Wert < 0,05),
ManLAM - - + - + ermittelt mittels Student’s T-Test.
LPS - - - + +

Das Th2-assoziierte Zytokin IL-5 wurde nur einigen Experimenten im Rahmen einer
gemischten Lymphozytenreaktion mit naiven T-Zellen induziert. In diesen Fallen
wurden nur sehr geringe Mengen IL-5 produziert, wobei die vorausgegangene
Stimulation dendritischer Zellen mit mannosyliertem Lipoarabinomannan zu einer
weiteren Reduktion von IL-5 fuhrte (Daten nicht gezeigt). Das ebenfalls Th2-
assoziierte Zytokin 1L-13 konnte in den Uberstanden der DC-Kokulturen mit naiven

T-Zellen nicht detektiert werden (Daten nicht gezeigt).
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Unter Berucksichtigung der Modulation der Sekretion des Th1-assozierten Zytokins
IFN-y durch mannosyliertes Lipoarabinomannan kann auch hier von einer
Verschiebung des Zytokinprofils naiver T-Zellen in Richtung einer Th1-orientierten
Immunantwort gesprochen werden. In Anlehnung an die Proliferationsexperimente
hat die Aktivierung dendritischer Zellen in Gegenwart von mannosyliertem
Lipoarabinomannan Konsequenzen fur die Ausrichtung des Zytokinprofils

unterschiedlicher T-Zell-Populationen.

Isoliertes mannosyliertes Lipoarabinomannan aus M. tuberculosis H37Rv moduliert
nachhaltig das Antwortverhalten unterschiedlicher T-Zell-Populationen. Die
Aktivierung dendritischer Zellen mit mannosyliertem Lipoarabinomannan resultiert in
einer gesteigerten Proliferation von Gesamt- als auch naiven T-Zellen. Die
Antigenprasentationsfahigkeit dendritischer Zellen bleibt unbeeinflusst. Im Gegensatz
zu der zuvor beschriebenen rein quantitativen Modulation der Zytokinantwort
dendritischer Zellen kommt es in  Abhangigkeit von mannosyliertem
Lipoarabinomannan zu einer qualitativen Modulation der T-Zell-Zytokinantworten. Die
Aktivierung  dendritischer  Zellen in  Gegenwart von  mannosyliertem
Lipoarabinomannan fuhrt zu einer Th1-Verschiebung des in T-Zellen induzierten

Zytokinprofils.

3.2. Die Rolle von Zellwand-assoziiertem mannosyliertem
Lipoarabinomannan im Rahmen der Interaktion

von Mykobakterien mit dendritischen Zellen

Im Verlauf mykobakterieller Infektionen treten Lipoarabinomannane sowohl in der
bisher untersuchten isolierten Form als auch an die mykobakterielle Zellwand
assoziiert auf (135, 136). Im Rahmen dieser Arbeit konnte bisher gezeigt werden,
dass isoliertes mannosyliertes Lipoarabinomannan aus M. tuberculosis H37Rv als
potenter Immunmodulator fungiert. In Anbetracht der immunmodulierenden
Eigenschaften des isolieten mannosylierten Lipoarabinomannans wird im
abschlieenden Teil der Arbeit die Rolle von Zellwand-assoziiertem mannosyliertem

Lipoarabinomannan genauer analysiert werden.
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3.2.1. Die Rolle von Zellwand-assoziiertem mannosyliertem
Lipoarabinomannan und DC-SIGN im Rahmen

mykobakterieller Bindung an dendritische Zellen

DC-SIGN stellt den wichtigsten Rezeptor auf dendritischen Zellen fir Mykobakterien
des TB-Komplexes dar. Die Ligation von DC-SIGN wird durch mannosyliertes
Lipoarabinomannan vermittelt, welches einen Hauptbestandteil der mykobakteriellen
Zellwand darstellt. Die beschriebene Interaktion ist Mannose-abhangig und sollte
somit neben der Verwendung eines Antikorpers gegen DC-SIGN auch durch Mannan

inhibiert werden.
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Abbildung 14: Inhibition der Bindung von M. bovis BCG an DC-SIGN"® DC. In vitro differenzierte DC (je 500 U/ml IL-4
und GM-CSF) wurden nach Vorinkubation mit Mannan [100 pg/ml] oder a-DC-SIGN-Ak [10 pg/ml] bzw. der
entsprechenden Isotypkontrolle [10 pg/ml] fur 2 h mit GFP-transfiziertem M. bovis BCG kokultiviert. Zur
Analyse der Bindung und Internalisierung der GFP-exprimierenden M. bovis BCG Mykobakterien wurden
die DC anschlieend in Azid-PBS aufgenommen, nicht fixiert und sofort im Durchflusszytometer analysiert.

Ein reprasentatives Experiment von drei analog durchgefiihrten Experimenten ist dargestellt.

Abbildung 14 zeigt, dass die Bindung von M. bovis BCG an DC-SIGNP®® dendritische
Zellen sowohl in Gegenwart von Mannan (A) als auch durch einen inhibitorischen
a-DC-SIGN-Ak (B) gehemmt wird. Eine vollstandige Hemmung der Bindung ist
jedoch nicht zu beobachten. Daraus lasst sich ableiten, dass noch weitere,
DC-SIGN- beziehungsweise Mannose-unabhangige Interaktionen von M. bovis BCG
mit der dendritischen Zelle stattfinden, die ebenfalls eine Aufnahme der

Mykobakterien ermdglichen.
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Basierend auf den beschrieben Daten und der daraus resultierenden Annahme, dass
noch weitere, DC-SIGN- bzw. Mannose-unabhangige Interaktionsmaoglichkeiten flr
Mykobakterien mit dendritischen Zellen bestehen, wurde nachfolgend die Rolle von
DC-SIGN und Zellwand-gebundenem mannosyliertem Lipoarabinomannan genauer
untersucht. Dazu wurden DC-SIGNP*® sowie DC-SIGN™° dendritische Zellen
verwendet. Es wurde die Bindung und Aufnahme von Mykobakterien, die entweder
ein  mannosyliertes Lipoarabinomannan (ManLAMP®® Mykobakterien), ein nicht
modifiziertes Lipoarabinomannan (AraLAM, M. chelonae) beziehungsweise ein
alternativ. mit Phosphoinositolresten  modifiziertes (PILAM, M. smegmatis)
Lipoarabinomannan (ManLAM™® Mykobakterien) tragen, an die genannten

dendritischen Zellen untersucht.
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Abbildung 15: Rolle der Interaktion von DC-SIGN und ManLAM im Rahmen der Bindung von M. bovis BCG,
M. chelonae und M. smegmatis an DC-SIGN"*® und DC-SIGN"° DC. In vitro differenzierte DC (500 U/ml
IL-4 und GM-CSF bzw. 1.000 U/ml IFN-a. und GM-CSF) wurden mit FITC-markierten Mykobakterien flir 2 h
ggf. nach Vorinkubation mit Mannan [100 pg/ml] wie im Diagramm dargestellt inkubiert. Zur Analyse der
Bindung und Internalisierung der FITC-markierten Mykobakterien wurden die DC anschlieRend in Azid-PBS
aufgenommen, nicht fixiert und sofort im Durchflusszytometer analysiert. Ein reprasentatives von drei

analog durchgefiihrten Experimenten ist gezeigt.

Die Expression von DC-SIGN auf der Oberflache dendritischer Zellen, kombiniert mit
der Expression von mannosyliertem Lipoarabinomannan auf der mykobakteriellen
Zellwand, resultiert in einer gesteigerten Aufnahme von Mykobakterien in die
dendritische Zelle (Abbildung 15 A). Diese Aufnahme ist bis zu einem bestimmten

Mafy durch Mannan inhibierbar und damit Mannose-abhangig (Abbildung 15 A). In
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Abwesenheit von DC-SIGN oder mannosyliertem Lipoarabinomannan kommt es
ebenfalls zu einer Aufnahme der Mykobakterien in die dendritische Zelle (Abbildung
15 A und B). Diese Interaktion ist nicht durch Mannan inhibierbar und damit
Mannose-unabhangig (Abbildung 15 A und B). Das Fehlen von DC-SIGN und
mannosyliertem Lipoarabinomannan fuhrt zu einer Aufnahme von Mykobakterien in
dendritische Zellen in etwa dem Ausmal, das nach Hemmung der Bindung von
M. bovis BCG auf DC-SIGNP®® dendritischen Zellen bestehen bleibt (Abbildung 15 A).
Somit lasst sich schlussfolgern, dass die Bindung von Mykobakterien des
TB-Komplexes an dendritische Zellen gesteigert ist, verglichen mit nicht-tuberkulésen
Mykobakterien. Dies ist begrundet in der Expression von mannosyliertem
Lipoarabinomannan. Parallel dazu gibt es weitere, Mannose-unabhangige,
Interaktionen zwischen Mykobakterien und dendritischen Zellen, die sowohl
tuberkulésen als auch nicht-tuberkulosen Mykobakterien eine Aufnahme in

dendritische Zellen ermoglichen.

3.2.2. Einfluss der Interaktion von DC-SIGN und mannosyliertem
Lipoarabinomannan auf das Zytokinprofil DC-SIGNP°®

dendritischer Zellen nach mykobakterieller Stimulation

Mannosyliertes Lipoarabinomannan auf der mykobakteriellen Zellwand steigert
malfgeblich die Aufnahme von Mykobakterien in dendritische Zellen. Basierend auf
diesen Erkenntnissen wurden nachfolgend sowohl die Rolle des mannosylierten
Lipoarabinomannans als auch die Rolle von DC-SIGN im Rahmen der Modulation
des Antwortverhaltens dendritischer Zellen bei Interaktion mit intakten Mykobakterien
untersucht. Hierbei war es zunachst von Interesse herauszufinden, ob
mannosyliertes Lipoarabinomannan die Quantitdt der Immunantwort dendritischer
Zellen beeinflusst. Dazu wurde der Frage nachgegangen, ob die Inhibition der
Bindung ManLAMP®  Mykobakterien an DC-SIGNP*® dendritische Zellen
Auswirkungen auf die Zytokinsekretion, in diesem Fall auf die Sekretion von IL-10,

durch genannte Zellen hat.
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Abbildung 16: Mannose-Abhéngigkeit der IL-10-Sekretion durch DC-SIGN’*® DC nach Stimulation mit
M. bovis BCG. In vitro differenzierte DC-SIGN"* DC (500 U/ml IL-4 und GM-CSF) wurden mit
FITC-markierten M. bovis BCG Mykobakterien tber einen Zeitraum von 0-24 h ggf. nach Vorinkubation mit
Mannan [100 pg/ml] inkubiert. Zur Analyse der Bindung und Internalisierung der FITC-markierten M. bovis
BCG Mykobakterien (0-6 h) wurden die DC anschlieend in Azid-PBS aufgenommen, nicht fixiert und sofort
im Durchflusszytometer analysiert (A). Parallel wurde die Sekretion von IL-10 mittels ELISA gemessen (B).
Dargestellt sind die Mittelwerte intraexperimenteller Triplikate +/- Standardabweichung, wobei ein
reprasentatives von sechs analog durchgefiihrten Experimenten gezeigt ist. * zeigt die statistische
Signifikanz an (P-Wert < 0,05), ermittelt mittels Student’s T-Test.

Die Bindung von M. bovis BCG an dendritische Zellen wurde wie zuvor beschrieben
durch Mannan inhibiert (Abbildung 16 A). Parallel wurde die IL-10-Sekretion
dendritischer Zellen nach Stimulation mit M. bovis BCG mit oder ohne Zusatz von
Mannan analysiert (Abbildung 16 B). Trotz einer starken Inhibition der Bindung von
M. bovis BCG an die dendritischen Zellen flhrte dies nicht zur einer Modulation der
IL-10-Sekretion durch die dendritischen Zellen.

Fasst man die bisher durchgefihrten Experimente zusammen, so konnte gezeigt
werden, dass mannosyliertes Lipoarabinomannan die mykobakterielle Bindung an
dendritische Zellen erleichtert. Ein Einfluss auf die Sekretion von IL-10 konnte nicht

festgestellt werden.

Neben der Analyse der rein quantitativen Modulation eines Zytokins sollte im
Folgenden untersucht werden, ob durch die Expression von mannosyliertem
Lipoarabinomannan die Qualitdt der Immunantwort dendritischer Zellen moduliert
werden kann. Um dies zu beurteilen ist es essenziell, nicht nur ein Zytokin zu

betrachten, sondern die Induktion immunregulatorischer Zytokine, beispielsweise
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IL-10, als auch pro-inflammatorischer Zytokine, beispielsweise TNF-a, zu
analysieren. Ebenfalls ist zu beachten, dass bei der Verwendung unterschiedlicher
Pathogene, hier unterschiedlicher Mykobakterien, nicht die absoluten Mengen der
induzierten Zytokine verglichen werden konnen, da hier in Abhangigkeit des
verwendeten Stimulus Unterschiede auftreten koénnen. Fir die Qualitat der
Immunantwort sind jedoch nicht die absoluten Mengen, sondern das Verhaltnis
beispielsweise von IL-10 zu TNF-o entscheidend. Demzufolge wurde im
durchgefuhrten Experiment das Verhaltnis von TNF-a zu IL-10 gebildet. Wenn die
Prasenz von mannosyliertem Lipoarabinomannan zu einer praferenziellen Induktion
von pro-inflammatorischen oder regulatorischen Immunantworten fuhrt, so sollte dies

das Verhaltnis von TNF-a oder IL-10 zugunsten des jeweiligen Zytokins verschieben.
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Abbildung 17: Einfluss der Interaktion von DC-SIGN und ManLAM auf die TNF-o/IL-10-Balance im Rahmen
mykobakterieller Stimulation von DC-SIGN’*® DC mit M. bovis BCG, M. chelonae, M. smegmatis. In
vitro differenzierte DC-SIGNP* DC (500 U/ml IL-4 und GM-CSF) wurden fir 18 h mit M. bovis BCG,
M. chelonae bzw. M. smegmatis (MOI = 1) stimuliert und die Produktion von TNF-o sowie IL-10 mittels
ELISA gemessen. Dargestellt sind die aus sieben unabhangigen Experimenten erhaltenen TNF-o/IL-10
Verhaltnisse nach Stimulation DC-SIGN*® DC mit M. bovis BCG, M. chelonae und M. smegmatis, wobei
das durch BCG erhaltenen TNF-o/IL-10-Verhaltnis fiir jedes Experiment auf 100% gesetzt wurde (rote

Linie) und in Relation dazu die durch M. chelonae bzw. M. smegmatis induzierten TNF-a/IL-10-Verhéltnisse

berechnet wurden.

Uberraschenderweise wurde im Rahmen von sieben durchgefiihrten Experimenten

drei Mal eine Verschiebung des Zytokinprofils in Richtung des pro-inflammatorischen
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Zytokins TNF-a und vier Mal eine Verschiebung des Zytokinprofils der dendritischen
Zellen in Richtung des regulatorischen Zytokins IL-10 beobachtet (Abbildung 17).
Dies stellt eine experimentelle Schwankung dar. Damit zeigen die durchgeflihrten
Experimente deutlich, dass die Prasenz von Zellwand-assoziiertem mannosyliertem

Lipoarabinomannan nicht in einer reproduzierbaren, praferenziellen Induktion von

IL-10 oder TNF-a resultiert.

Neben der Bedeutung von mannosyliertem Lipoarabinomannan auf der
mykobakteriellen Zellwand wurde auch die Rolle von DC-SIGN auf der Oberflache
der dendritischen Zellen untersucht. Auch hier zeigte sich im Rahmen der funf
durchgefiihrten Experimente zur Stimulation DC-SIGNP*® als auch DC-SIGN"™9
dendritischer Zellen mit M. bovis BCG Mykobakterien kein differenzielles
Antwortverhalten genannter dendritischer Zellen in Abhangigkeit von der Expression

von DC-SIGN auf deren Oberflache (Abbildung 18).
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DC-SIGNP** DC DC-SIGN™® DC

Abbildung 18: Einfluss der Interaktion von DC-SIGN und ManLAM auf die TNF-o/IL-10-Balance im Rahmen
mykobakterieller Stimulation von DC-SIGN’** und DC-SIGN™® DC mit M. bovis BCG. In vitro
differenzierte DC-SIGN™* bzw. DC-SIGN™? DC (500 U/ml IL-4 und GM-CSF bzw. 1.000 U/ml IFN-o. und
GM-CSF) wurden fir 18 h mit M. bovis BCG (MOI = 1) stimuliert und die Produktion von TNF-a sowie IL-10
mittels ELISA gemessen. Dargestellt sind die aus finf unabhangigen Experimenten erhaltenen TNF-

a/IL-10-Verhéltnisse nach Stimulation DC-SIGNP* DC bzw. DC-SIGN™® DC mit M. bovis BCG.
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Zusammenfassend lasst sich aus den erhaltenen Ergebnissen somit schlussfolgern,
dass weder die Expression des mannosylierten Lipoarabinomannans durch
Mykobakterien des TB-Komplexes noch die Expression von DC-SIGN auf den
dendritischen Zellen zu einer bevorzugten Induktion einer pro-inflammatorisch oder
regulatorisch orientierten Immunantwort flhrt.

Die durchgefuhrten Experimente zur Untersuchung der Rolle der Ligation von
DC-SIGN durch mannosyliertes Lipoarabinomannan konnten zeigen, dass diese
Interaktion die mykobakterielle Aufnahme in dendritische Zellen erleichtert. Eine
qualitative Modulation der Immunantwort dendritischer Zellen in Folge der
beschriebenen Interaktion erfolgte hingegen nicht. Somit verfigt an die
mykobakterielle Zellwand gebundenes mannosyliertes Lipoarabinomannan nicht
Uber die immunmodulatorischen Eigenschaften, die zuvor fur das isolierte
mannosylierte Lipoarabinomannan in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurden,
sondern ist in erster Linie als Bindungspartner im Rahmen der Interaktion von

Mykobakterien des TB-Komplexes mit dendritischen Zellen zu betrachten.
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IV. DISKUSSION

Dendritischen Zellen kommt als essenzieller Bestandteil des Immunsystems eine
herausragende Rolle als Mediator zwischen der angeborenen und der erworbenen
Immunitat zu. Ermdglicht wird dies durch die einzigartige Verknlpfung einer innate
recognition potenzieller Fremdstoffe durch die dendritischen Zellen, kombiniert mit
der selektiven, differenziellen Induktion adaptiver Immunantworten. Die Aufklarung
des Aktivierungsprozesses dendritischer Zellen tragt somit wesentlich zum tieferen

Verstandnis der Initiierung, Polarisierung und Regulation von Immunantworten bei.

4.1. Die Rolle von isoliertem mannosyliertem Lipoarabinomannan aus

M. tuberculosis H37Rv als Immunmodulator

411. Die Bedeutung der Ligation des C-Typ-Lektin-Rezeptors DC-SIGN

fiir die Modulation von Immunantworten dendritischer Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurde das immunmodulatorische Potenzial des
mannosylierten Lipoarabinomannans, einer mykobakteriellen Oberflachenstruktur,
untersucht. Mannosyliertes Lipoarabinomannan stellt den Hauptinteraktionspartner
von Mykobakterien des TB-Komplexes mit dendritischen Zellen dar (55). Durch
Geijtenbeek und Mitarbeiter wurde fur dieses Molekul eine potenziell suppressive
Wirkung auf die Immunantwort des Wirtes im Verlauf einer Infektion mit
M. tuberculosis in Folge der Ligation und Aktivierung des Rezeptors DC-SIGN
postuliert. Diese Hypothese basiert auf initialen Untersuchungen der IL-10-Antwort
humaner dendritischer Zellen im Rahmen einer kombinierten Aktivierung dieser mit
dem TLR-4-Liganden LPS und isoliertem mannosyliertem Lipoarabinomannan als
Ligand des C-Typ-Lektin-Rezeptors DC-SIGN (100). Dies fuhrte zu der Annahme,
dass hier eine gezielte Interaktion von Mykobakterien mit definierten Rezeptoren auf
der Oberflache dendritischer Zellen die Mdglichkeit zur Manipulation von Wirtszellen
zugunsten des Pathogens gibt, also zum Schutz des Mykobakteriums vor der
Immunabwehr des Wirtes (immune escape mechanism). In Kongruenz dazu stehen
Untersuchungen aus denen hervorgeht, dass durch das immunregulatorische Zytokin

IL-10  (ERK-vermittelt) eine  Regulation  seines  Gegenspielers, des
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pro-inflammatorischen Zytokins IL-12 (NFk-B-abhangig) erfolgt, in Folge dessen
entweder eine verstarkt suppressive oder eine inflammatorische Immunantwort des
Wirtes resultiert (137).

In den zuvor beschriebenen Experimenten wurde hauptsachlich auf die Sekretion
einzelner Zytokine, hier IL-10, als Schlisselzytokine fokussiert und basierend darauf
Hypothesen zur Modulation der Immunantwort dendritischer Zellen durch
Mykobakterien postuliert. Im Rahmen der Aktivierung dendritischer Zellen bei einem
gegebenen Stimulus, beispielsweise LPS, wird jedoch gleichzeitig eine Vielzahl von
Zytokinen induziert. Ist die Aktivierung nicht auf die Interaktion eines isolierten
Molekuls mit einem definierten Rezeptor beschrankt, so kommt hinzu, dass durch die
dendritische Zelle, die mit einer Vielzahl an Mustererkennungsrezeptoren zur
Interaktion mit Pathogenen ausgestattet ist, intrazellular eine Integration aller
eingehenden Signale erfolgen muss. Mechanismen zum cross talk einzelner
Mustererkennungsrezeptoren sind bisher nur fur Einzelfalle beschrieben und weitaus
schlechter untersucht als Mechanismen individueller Signalkaskaden (56).
Letztendlich entscheiden das resultierende Zytokinprofil, der Aktivierungsstatus und
die Ausreifung der dendritischen Zelle Uber die finale Richtung der Immunantwort.
Folglich ist es von enormer Bedeutung, den Einfluss der zu untersuchenden
Substanzen auf unterschiedliche, anti- sowie pro-inflammatorische Zytokine zu
betrachten. Erst unter Berucksichtigung der Balance der mit den entsprechenden
immunmodulierenden Eigenschaften verknlpften Zytokine oder auch Chemokine
I&sst sich eine Aussage Uber die Orientierung der Immunantwort treffen. Aber auch
hierbei ist zu beachten, dass nicht mit jedem Zytokin zwingend die eine oder andere
Wirkungsweise auf Zellen des Immunsystems verbunden ist. Zum Teil hangt diese
auch von der Art des eingehenden Stimulus ab, wie kurzlich am Beispiel von IL-10
gezeigt werden konnte (138).

Im Rahmen der angefertigten Arbeit konnte dargelegt werden, dass isoliertes
mykobakterielles mannosyliertes Lipoarabinomannan als Kostimulus synergistisch
die durch andere aktivierende Stimuli induzierte Zytokinantwort weit reichend
verstarkt. Das immunmodulatorische Potenzial von isoliertem mannosyliertem
Lipoarabinomannan ist nicht auf die Regulation regulatorischer oder
pro-inflammatorischer Zytokine beschrankt. Mannosyliertes Lipoarabinomannan
verstarkt die Produktion unterschiedlich immunologisch wirksamer Zytokine

(Abbildung 4 A). Das Antwortverhalten dendritischer Zellen wird somit bezlglich der

73



Diskussion \Y

Quantitat, nicht jedoch qualitativ, moduliert. Die Interaktion des mannosylierten
Lipoarabinomannans mit dendritischen Zellen hat somit keinen immunsuppressiven
Effekt und bietet demzufolge Pathogenen auch nicht die Mdéglichkeit eines immune
escape mechanism. Die Wirksamkeit des mannosylierten Lipoarabinomannans ist
hierbei nicht auf die Modulation von LPS-induzierten Signalen beschrankt. Die
Zytokinsekretion der dendritischen Zellen wird bei Verwendung unterschiedlicher
TLR-abhangiger als auch TLR-unabhangiger aktivierender Liganden in Gegenwart
von mannosyliertem Lipoarabinomannan verstarkt (Abbildung 5 A und B). Eine de
novo Synthese von Zytokinen oder Chemokinen auf transkriptioneller Ebene oder
Proteinebene wird jedoch nicht induziert (Abbildung 2 und 3). Das
immunmodulatorische Potenzial des mannosylierten Lipoarabinomannans ist an die
Prasenz eines kollaborativen Signals gebunden und kommt erst im Rahmen der
Aktivierung dendritischer Zellen zum Tragen (Abbildung 4 C). Somit lasst sich
mannosyliertes Lipoarabinomannan eventuell als ein in seiner Wirkungsweise dem in
der Lunge exprimierten surfactant protein A (SP-A) nahe stehendes Molekil
betrachten. Funktionelle Konsequenzen einer Stimulation von Alveolarmakrophagen
mit dem surfactant protein A kommen ebenfalls erst bei einer LPS-Stimulation der
Zellen zum Tragen. Dies ist begrundet in einer Modulation des NFk-B turnover durch
das surfactant protein A (139).

Der von Geijtenbeek und Mitarbeitern vorgeschlagenen Hypothese stehen neben
den in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Daten weitere, andere Arbeiten
gegenuber, welche die in der Arbeit aufgezeigten Befunde unterstitzen. So wurde
gezeigt, dass dendritische Zellen nach mykobakterieller Infektion IL-10 sekretieren,
dies aber in einem Makrophagen-ahnlichen Phanotyp resultiert und von einer
Inhibition der intrazellularen mykobakteriellen Replikation begleitet ist (74). Auch
konnte gezeigt werden, dass die Expression von DC-SIGN auf der Zelloberflache
nicht zwingend zu einer gesteigerten IL-10-Sekretion nach Interaktion mit isoliertem
mannosyliertem Lipoarabinomannan fuhrt (127). Klinisch-epidemiologische Studien
zeigen, dass mit einer gesteigerten Expression von DC-SIGN beim Menschen eine
Reduktion des Risikos einhergeht, an Tuberkulose zu erkranken (140). Somit kann
hier nicht von einem mykobakteriellen immune escape mechanism, vermittelt in
Folge der Ligation von DC-SIGN, gesprochen werden. Ferner wurde beobachtet,
dass dendritische Zellen nach mykobakterieller Stimulation durchaus in der Lage

sind, sowohl [L-12 als auch TNF-o und IFN-y im Rahmen der Immunabwehr von
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Mykobakterien oder der Interaktion mit mykobakteriellen Antigenen zu produzieren
und damit nachhaltig T-Zell-Antworten induzieren konnen (54, 141, 142).

Neben der direkten Modulation, oder auch der parallelen Induktion alternativer,
intrazellularer Signalkaskaden, sind naturlich auch andere Mdoglichkeiten in Betracht
zu ziehen, die zu der in dieser Arbeit beschriebenen Modulation von Immunantworten
durch mannosyliertes Lipoarabinomannan fuhren kénnen. Liegen zwei Moleklle in
Lésung vor, hier LPS und mannosyliertes Lipoarabinomannan, so kann eine
Interaktion dieser deren Eigenschaften, zum Beispiel das Transportverhalten Uber
eine biologische Membran, modulieren. Ein geandertes Transportverhalten kann in
einer veranderten zellularen Antwort resultieren.

Eine weitere Variante der Modulation der zellularen Antwort ware in Folge der
wechselseitigen  Beeinflussung der  beteiligten  Rezeptoren, hier des
Lipopolysaccharid-Rezeptorkomplexes und des DC-SIGN-Tetramers, nach Bindung
der betreffenden Liganden, Lipopolysaccharid beziehungsweise mannosyliertes
Lipoarabinomannan, denkbar. Der Aufnahme von Mykobakterien in die dendritische
Zelle geht eine Interaktion zwischen mykobakterieller Zellwand und Membran der
dendritischen Zelle voraus. Molekul-Molekul-Interaktionen kénnen mithilfe des
Forster-Resonanz-Energie-Transfers (FRET) untersucht werden. Hierbei kdnnen
sowohl intakte Zellen als auch kunstliche biologische Membranen verwendet werden.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden preliminare Analysen des Rezeptor-
unabhangigen Transportverhaltens des mannosylierten Lipoarabinomannans Uber
die Membran artifizieller Liposomen durchgefuhrt (Daten nicht gezeigt). Die
durchgefuihrten FRET-Analysen ergaben, dass mannosyliertes Lipoarabinomannan
weder alleine noch in Kombination mit dem LPS-bindenden Protein (LBP), dass auch
als Transportprotein fur LPS fungiert, Uber die Zellmembran transportiert wird. Nicht
geklart ist bisher, wie sich die zusatzliche Anwesenheit von LPS und LBP auf das
Integrationsverhalten von mannosyliertem Lipoarabinomannan in eine kunstliche
Membran auswirkt. Denkbar ware eine Interaktion von LPS und mannosyliertem
Lipoarabinomannan, die in Gegenwart von LBP zu einem Transport beider Molekule
Uber die Zellmembran flhrt. Die zuvor angesprochene Rezeptor-abhangige
Interaktion des mannosylierten Lipoarabinomannans auf der dendritischen Zelle ist
noch nicht untersucht. Die damit verbundenen Konsequenzen fir zum Beispiel die
Beeinflussung des LPS-Rezeptorkomplexes durch den Rezeptor DC-SIGN und damit

die eventuelle Modulation intrazellularer Signalkaskaden sind noch unklar.
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In Anlehnung an die aktuelle Literatur ist im Hinblick auf DC-SIGN zum jetzigen
Zeitpunkt noch nicht eindeutig geklart, ob beziehungsweise welchen Einfluss die
Ligation von DC-SIGN durch mannosyliertes Lipoarabinomannan alleine oder auch in
Kooperation mit aktivierenden Liganden auf die Induktion nachgeschalteter
Signalkaskaden hat. Kurzlich wurde beschrieben, dass eine Antikdrper-vermittelte
Ligation des CLR DC-SIGN zu der Aktivierung von ERK, PI3K und PLC-y fuhrt (143).
Nach aktuellem Kenntnisstand scheint die Aktivierung von CLR nicht an die Induktion
bestimmter Kinasen gebunden zu sein. Die Modulation TLR-vermittelter Signale
durch Mannose-bindende Rezeptoren ist sehr vielfaltig und noch nicht im Detall
untersucht oder verstanden. Fur die Aktivierung des CLR Dektin-1 wurde vor kurzem
zu der bekannten kollaborativen Aktivierung mit TLR-2 (56), die in einer verstarkten
Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine resultiert, zusatzlich eine
TLR-2-unabhangige Induktion von Zytokinen nach Rekrutierung von Syk gezeigt
(144). Fur die Ligation des Mannose-Rezeptors auf murinen Makrophagen hingegen
wurde eine Reduktion des TLR-abhangig induzierten pro-inflammatorischen Zytokins
IL-12 gezeigt, die in der Induktion von IRAK-M begrtindet ist (145).

Zusammenfassend lasst sich demnach festhalten, dass durch CLR in Abhangigkeit
der betrachteten Zellen und des verwendeten Liganden ein breites Spektrum
unterschiedlicher intrazellularer Signalkaskaden moduliert werden kann. Die
Aktivierung dendritischer Zellen in Gegenwart von isolietem mannosyliertem
Lipoarabinomannan fuhrt zu einer parallelen Modulation unterschiedlich
immunologisch wirksamer Zytokine. Demzufolge ist denkbar, dass verschiedene
Signalkaskaden, zum Beispiel die NFk-B-vermittelte Induktion pro-inflammatorischer
Zytokine, wie fur die kollaborative Aktivierung von Dektin-1 und TLR-2 gezeigt (56),
zum Beispiel TNF-o und IL-12, sowie die ERK-vermittelte Induktion des

regulatorischen Zytokins IL-10, beeinflusst werden.

4.1.2. Die Aktivierung dendritischer Zellen in Gegenwart von
mannosyliertem Lipoarabinomannan resultiert in einer

Th1-Orientierung von T-Zell-Antworten

Pathogene zeichnen sich durch eine differenzielle Ausstattung mit unterschiedlichen

Oberflachenmolekilen aus. Daraus resultiert eine selektive Erkennung durch
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verschiedene Rezeptoren, die von Wirtszellen exprimiert werden. Die definierte
Ligation bestimmter Rezeptoren hat eine distinkte Induktion von Signalkaskaden zur
Folge. Dies fuhrt letztendlich zu einem klaren Antwortmuster der betreffenden
Wirtszelle mit den entsprechenden Implikationen fur den Verlauf einer Infektion. So
resultiert die TLR-vermittelte Aktivierung von NFx-B in der verstarkten Sekretion
pro-inflammatorischer Zytokine (44), wohingegen die Aktivierung von ERK mit der
Induktion des regulatorischen Zytokins IL-10 (137) verbunden ist. Im Hinblick auf die
Ligation von DC-SIGN als ein Hauptrezeptor flir Mykobakterien auf dendritischen
Zellen wurde die Induktion von ERK, PI3K und PLC-y beschrieben (143). Die
Aktivierung dieser Signalwege hat nach aktuellem Kenntnisstand mafgeblich eine
Th2-orientierte Immunantwort zur Folge. Aufgrund der selektiven Aktivierung der
genannten Kinasen wird somit eine Th-2-Verschiebung der Immunantwort durch
DC-SIGN-ligierende Pathogene diskutiert (143). Die Ligation von DC-SIGN flhrt laut
Literatur jedoch nicht zu einer generellen Verschiebung des Zytokinprofils
nachgeschalteter T-Zell-Antworten. Bisher wurde sowohl eine Th1- (124) als auch
Th2-Orientierung (121) nach Ligation von DC-SIGN in Abhangigkeit der verwendeten
Pathogene experimentell belegt. Die primare Aktivierung dendritischer Zellen in
Gegenwart des mannosylierten Lipoarabinomannans flhrt nicht zu einer qualitativen,
sondern zu einer quantitativen Beeinflussung der Immunantwort, da die Sekretion
aller durch dendritische Zellen sezernierter Zytokine gesteigert wird. Betrachtet man
jedoch die vielfache Induktion einzelner Zytokine induziert durch LPS gegenuber der
Induktion durch LPS und mannosyliertes Lipoarabinomannan, so erfahrt das Th1-
assoziierte Zytokin IL-12 die starkste Steigerung. Dies ist als Indiz flr eine mogliche
Th1-Orientierung des  T-Zell-Zytokinprofils  anzusehen. Im  Verlauf der
immunologischen Reaktion differenzieren urspriinglich nicht determinierte ThO-Zellen
in Richtung Th1- oder Th2-Zelle in Abhangigkeit des vorherrschenden Zytokinmilieus
und der Art der Antigenprasentation (146-148). Daraus resultieren unterschiedliche
Mechanismen der Bekampfung von Pathogenen. Die Bekampfung von intrazellularen
Bakterien oder auch von Viren erfolgt bevorzugt unter Th-1-Bedingungen. Th1-Zellen
zeichnen sich durch die Sekretion der Zytokine IFN-y, IL-2, TNF-a und GM-CSF aus.
Damit geht eine Aktivierung zytotoxischer T-Zellen und Makrophagen einher, was zu
einer ausgepragten Entzindungsreaktion fihrt, in deren Verlauf das Abtdten
intrazellularer Pathogene ermoglicht wird (146, 149). Im Rahmen einer

Th-2-orientierten T-Zell-Antwort werden zum Beispiel bevorzugt die Zytokine IL-4,
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IL-5, IL-10 und IL-13 produziert, was in einer Aktivierung Antikérper-produzierender
B-Zellen resultiert, jedoch nicht zu der unter Th1-Bedingungen auftretenden
Entziindungsreaktion zur Eliminierung intrazellularer Pathogene fuhrt (146). Th1- und
Th2-assoziierte Zytokine unterliegen einer wechselseitigen Regulation. Dies
gewabhrleistet den Erhalt der Qualitdt der initial induzierten Immunantwort. Far
Krankheitserreger bietet sich an dieser Stelle die Moglichkeit zur gezielten
Manipulation der Wirtszelle. Der Expression spezifischer Oberflachenmolekile folgt
eine selektive Interaktion mit Rezeptoren auf der Wirtszelle und damit Induktion von
pro- (Th1) oder anti-inflammatorischen (Th2) Signalkaskaden in der Wirtszelle. Das
im Rahmen der vorliegenden Arbeit gemessene T-Zell-Zytokinprofil zeigt eine klare
Th1-Verschiebung. Das Th1-Zytokin IFN-y wird in Abhangigkeit von mannosyliertem
Lipoarabinomannan verstarkt freigesetzt. Parallel wird die Sekretion der
Th2-assoziierten Zytokine IL-5 und IL-13 in Abhangigkeit von mannosyliertem
Lipoarabinomannan reduziert. (Abbildung 12 und 13). Die Interaktion von
mykobakteriellem mannosyliertem Lipoarabinomannan mit dendritischen Zellen hat
den experimentellen Befunden nach in vitro somit keine Suppression der
Immunantwort zugunsten des Pathogens zur Folge. Auch in vivo konnte gezeigt
werden, dass es eine Korrelation zwischen einer gesteigerten Expression von
DC-SIGN (Polymorphismen im Promoter) und einem verringerten Risiko, an
Tuberkulose zu erkranken, gibt (127). Die in der vorliegenden Arbeit aufgezeigte
Verschiebung in Richtung Th-1-orientierter Immunantworten durch isoliertes
mannosyliertes Lipoarabinomannan impliziert die Maoglichkeit einer erfolgreichen
Bekampfung mykobakterieller Infektionen und bietet somit eine Erklarung fur den
durch eine gesteigerte Expression von DC-SIGN vermittelten Schutz vor
TB-Erkrankungen.

Die Erkennung von Mykobakterien oder deren Bestandteilen durch dendritische
Zellen, die im Gegensatz zu dem Makrophagen, der primaren mykobakteriellen
Wirtszelle, potente Induktoren spezifischer Immunantworten darstellen, bietet damit
die Mdglichkeit der effektiven Bekdmpfung mykobakterieller Infektionserreger durch

das Immunsystem.
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4.1.3. Mannose-Rezeptor und DC-SIGN: Antagonistische Wirkung von
C-Typ-Lektin-Rezeptoren auf TLR-Signale?

Die simultane Ligation einer Vielzahl von Rezeptoren auf einer Wirtszelle durch
unterschiedlichste Pathogen-assoziierte molekulare Muster flihrt zu einer multiplen
Aktivierung der betreffenden Zellen. Intrazellular bedarf eine kollaborative Aktivierung
verschiedener Rezeptoren einer Integration der verschiedenen eingehenden Signale.
Die Mechanismen zur wechselseitigen Beeinflussung des intrazellularen cross talk
sind bisher wenig bekannt. Fur die kollaborative Aktivierung des CLR Dektin-1 und
TLR-2 ist gezeigt, dass dies in einer verstarkten Sekretion pro-inflammatorischer
Zytokine resultiert (56, 150). Eine Signalweiterleitung Uber Dektin-1 kann jedoch auch
ohne Beteiligung von TLR-2 erfolgen (151). Fur einen weiteren CLR, den
Mannose-Rezeptor, wurde ebenfalls eine modulierende  Wirkung auf
TLR-Signalwege beschrieben. Nigou und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die
kombinierte Aktivierung von TLR-4 durch LPS und des Mannose-Rezeptors durch
mannosyliertes Lipoarabinomannan in einer reduzierten Freisetzung des
pro-inflammatorischen  Zytokins IL-12  resultiert (152). Aufgrund dieses
experimentellen Befundes wurde postuliert, dass die Modulation TLR-abhangiger
Signale durch die parallele Aktivierung von CLR zu einer Inhibition zellularer
Immunantworten fuhrt. Geijtenbeek und Mitarbeiter fanden Ubereinstimmend damit
eine verstarkte Sekretion des regulatorischen Zytokins IL-10 in Folge der Ligation
des CLR DC-SIGN durch mannosyliertes Lipoarabinomannan in Gegenwart des
TLR-4-Liganden LPS. Aufgrund dieser Datenlage wurde die Hypothese eines immun
escape mechanim (70) aufgestellt, begrindet in der erhdhten Freisetzung von IL-10,
begleitet von der reduzierten Sekretion von IL-12, nach Konfrontation dendritischer
Zellen mit mannosyliertem Lipoarabinomannan (100, 152). Demzufolge wurde
mannosyliertes Lipoarabinomannan als Virulenzfaktor betrachtet, der zellulare
Immunantworten inhibiert und somit Immunantworten zugunsten des Pathogens
moduliert (153-155).

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhaltenen Daten zeigen, dass
mannosyliertes Lipoarabinomannan Mannose- bzw. DC-SIGN-abhangig jedoch nicht
nur die Freisetzung des regulatorischen Zytokins IL-10 verstarkt, sondern auch die
Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine (IL-6, IL-12, TNF-a, s. Abbildung 4 A)
steigert.
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In vitro generierte dendritische Zellen tragen den Mannose-Rezeptor und DC-SIGN.
In vivo ist dies nach bisherigem Kenntnisstand nur flr Alveolarmakrophagen
beschrieben (127). Die Stimulation von humanen Alveolarmakrophagen mit
mannosyliertem Lipoarabinomannan in Gegenwart von LPS fuhrt jedoch
interessanterweise nicht zur einer erhdhten IL-10-Freisetzung gegenuber alleiniger
LPS-Stimulation (127). Somit wird der Rezeptor DC-SIGN von Alveolarmakrophagen
zwar exprimiert, dies hat aber nicht die zuvor durch Geijtenbeek und Mitarbeiter
postulierten funktionellen Konsequenzen im Rahmen einer TB-Infektion zur Folge.
Die Expression der CLR DC-SIGN und Mannose-Rezeptor ist streng
gewebespezifisch reguliert und wird zusatzlich mallgeblich durch die lokale
Mikroumgebung moduliert (156-158). Die Expression des Mannose-Rezeptors wird
beispielsweise unter inflammatorischen Bedingungen induziert (158). Die Expression
von DC-SIGN kann im Rahmen einer TB-Infektion durch bisher nicht identifizierte
Molekule induziert werden, die von infizierten Makrophagen freigesetzt werden (127).
Daraus ergeben sich unterschiedliche Expressionsmuster der genannten CLR mit
entsprechenden funktionellen Konsequenzen (157). Mit der Expression des
Mannose-Rezeptors beziehungsweise von DC-SIGN sind ebenfalls unterschiedliche
immunologische Konsequenzen verbunden: Die Aktivierung des Mannose-Rezeptors
resultiert in einer Inhibition pro-inflammatorischer Immunantworten (152), die
Aktivierung von DC-SIGN flhrt, wie in dieser Arbeit gezeigt, zu einer rein qualitativen,
nicht jedoch quantitativen Modulation der Immunantwort dendritischer Zellen. Wie
zuvor erwahnt, ist die parallele Expression von DC-SIGN wund des
Mannose-Rezeptors in vivo lediglich fur humane Alveolarmakrophagen beschrieben
(127), wobei die Expression von DC-SIGN nicht wie postuliert die Zellaktivierung
beeinflusst (127, 154). Zusammenfassend konnen die bisherigen Daten zur
Expression von CLR auf Antigen-prasentierenden Zellen und die daraus
resultierende Modulation von TLR-Signalen somit wie folgt interpretiert werden: Ist
eine dendritische Zelle ausschlielich positiv fir den Mannose-Rezeptor, so resultiert
eine Immunantwort, die sich deutlich von der einer ausschliefldlich DC-SIGN-positiven
dendritischen Zelle unterscheidet. Werden beide Rezeptoren exprimiert, so bestimmt
letztendlich das Verhaltnis der Expressionsstarke das Antwortverhalten der
dendritischen Zelle bei einem gegebenen Stimulus. Die in der vorliegenden Arbeit
verwendeten in vitro generierten dendritischen Zellen sind ausnahmslos positiv fur

DC-SIGN und den Mannose-Rezepetor, wobei Uber das Verhaltnis der
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Expressionsstarke beider Rezeptoren an dieser Stelle keine Aussage getroffen
werden kann. Funktionell kommt jedoch dem Mannose-Rezeptor keine Bedeutung im
Rahmen der Modulation der Immunantworten der dendritischen Zellen durch
mannosyliertes Lipoarabinomannan zu. Das immunmodulatorische Potenzial ist auf
DC-SIGN-exprimierende dendritische Zellen beschrankt (Abbildung 7). Somit stehen
sich hier im Hinblick auf die Modulation TLR-vermittelter Signale nicht zwei im
immunologischen Sinne antagonistisch wirksame (im Hinblick auf die Modulation der
IL-12-Sekretion) CLR, Mannose-Rezeptor und DC-SIGN, gegenuber. Vielmehr
erlaubt eine hoch differenzierte Expression einzelner Rezeptoren auf der Oberflache
dendritischer Zellen eine hoch selektive Immunantwort bezuglich Stimulus,
Lokalisation und Mikroumgebung. Dadurch wird letztendlich eine definierte Reaktion
des Immunsystems in Folge der parallelen Ligation von CLR und TLR gewabhrleistet.
Auf der einen Seite sind Pathogene zur selektiven Ligation bestimmter Rezeptoren
befahigt. Auf der anderen Seite sind auch die betreffenden Wirtszellen zu einer
differenziellen Erkennung von Pathogenen in der Lage (69). Somit erfolgt stets eine
wechselseitige Manipulation von Immunzelle und Pathogen (159). Die Interaktionen
von Pathogenen mit Wirtszellen sind sehr vielfaltig und komplex (159, 160). Speziell
die Modulation von Immunantworten, insbesondere durch glykosylierte Strukturen, ist
bisher nur exemplarisch beschrieben (161) und auch nicht im Detail verstanden
(162). Basierend auf den bisherigen Kenntnissen zur Modulation TLR-induzierter
Signalkaskaden durch CLR ist festzuhalten, dass bei simultaner Ligation von TLR
und CLR die TLR-vermittelten Signale sehr unterschiedlich beeinflusst werden
kénnen (111). Eine kollaborative Aktivierung von CLR und TLR kann sowohl in der
Promotion pro-inflammatorischer Signale, wie am Beispiel von Dektin-1 und TLR-2
gezeigt (163), als auch in der Verstarkung anti-inflammatorischer Signale, wie am
Beispiel des Mannose-Rezeptors und TLR-4 gezeigt (152), resultieren. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der CLR DC-SIGN TLR-abhangige
als auch TLR-unabhangige Signale weit reichend modulieren kann. Sowohl die
Sekretion pro- als auch anti-inflammatorischer Zytokine wird nachhaltig gesteigert.
Die erhaltenen Ergebnisse zeigen somit neben den bereits beschriebenen Varianten

eine weitere Mdglichkeit der Modulation aktivierender Signale durch CLR auf.
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4.2. Die Rolle von Zellwand-assoziiertem mannosyliertem
Lipoarabinomannan im Rahmen der Interaktion von

Mykobakterien mit dendritischen Zellen

Die Untersuchung isolierter Strukturen von Pathogenen dient zunachst dem
mechanistischen Verstandnis der Interaktion mit den betreffenden Wirtszellen auf
molekularer Ebene. Das Hauptaugenmerk liegt hierbei in erster Linie auf der Analyse
prominenter und dominanter Interaktionen. Im Rahmen der Infektion dendritischer
Zellen mit Mykobakterien des TB-Komplexes ist die Ligation des CLR DC-SIGN auf
der Oberflache dendritischer Zellen durch mykobakterielles mannosyliertes
Lipoarabinomannan als eine prominente Interaktion anzusehen. DC-SIGN stellt den
Hauptrezeptor fur Mykobakterien fur deren Aufnahme in dendritische Zellen dar.
Diese Interaktion ist Mannose-abhangig und kann daher neben der Verwendung
eines a-DC-SIGN-Antikorpers durch Mannan inhibiert werden (Abbildung 14).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Prasenz beider
Bindungspartner, mannosyliertes Lipoarabinomannan und DC-SIGN, die
mykobakterielle  Bindung an dendritische Zellen malgeblich  verstarkt
(Abbildung 15 A). Weiterhin legen die Daten nahe, dass parallel andere Molekule
sowohl auf der mykobakteriellen Zellwand als auch auf der Oberflache der
dendritischen Zellen eine zusatzliche Mannose-unabhangige Interaktion und
Aufnahme der Mykobakterien ermoglichen. Die Interaktion von Mykobakterien und
dendritischen Zellen fuhrt auch in Abwesenheit von DC-SIGN und mannosyliertem
Lipoarabinomannan zu einer Bindung und Aufnahme der Mykobakterien durch
dendritische Zellen. Die hier zu Grunde liegenden Mechanismen ermoglichen sowohl
Mykobakterien der TB-Familie als auch nicht-tuberkulosen Mykobakterien eine
Interaktion mit dendritischen Zellen (Abbildung 15 A und B).

Basierend auf den durchgeflhrten in vitro Analysen unter Verwendung von isoliertem
mannosyliertem Lipoarabinomannan aus M. tuberculosis H37Rv konnten diesem
Molekdl eindeutig immunmodulatorische Eigenschaften im Rahmen einer
kollaborativen, TLR-abhangigen als auch TLR-unabhangigen (Abbildung 5)
Aktivierung dendritischer Zellen zugeordnet werden. Interagieren dendritische Zellen
nun mit Mykobakterien des TB-Komplexes beziehungsweise mit nicht-tuberkuldsen

Mykobakterien, so sind qualitativ unterschiedliche Immunantworten denkbar,
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begrindet in den immunmodulatorischen Eigenschaften des mannosylierten
Lipoarabinomannans.

Die dargestellten Untersuchungen unter Verwendung von Mykobakterien des
TB-Komplexes und nicht-tuberkulésen Bakterien sowie DC-SIGN-exprimierenden
und nicht DC-SIGN-exprimierenden Zellen zeigen uUberraschenderweise keine
qualitativ veranderte Sekretion von Zytokinen durch die aktivierte dendritische Zelle.
Weder die Prasenz des mannosylierten Lipoarabinomannans auf der
mykobakteriellen Oberflache, noch die Prasenz von DC-SIGN auf der Oberflache
dendritischer Zellen fuhrt zu einer bevorzugten Induktion pro- oder
anti-inflammatorisch orientierter Immunantworten, betrachtet man das Verhaltnis der
Sekretion der Zytokine IL-10 und TNF-a (Abbildung 17 und 18).

Im Verlauf der Infektion mit M. tuberculosis ist das Lipoarabinomannan als
entscheidendes Molekil im Rahmen der klinischen Manifestation einer Tuberkulose
anzusehen (s. Einleitung 1.2.2.). Auf molekularer Ebene konnte gezeigt werden,
dass hierbei zum Beispiel maligeblich die Acylierung des Lipoarabinomannans
verantwortlich fur die resultierenden immunmodulatorischen Effekte ist (164).

Der Modifikation des Lipoarabinomannans mit terminalen Mannose-Resten wird
ebenfalls eine grolRe Bedeutung zugeschrieben. Diese Modifikationen sind spezifisch
fur einzelne mykobakterielle Spezies (s. Einleitung 1.2.2.). Im Hinblick auf das
mannosylierte Lipoarabinomannan wurde ursprunglich eine exklusive Expression
dieses Molekils durch M. tuberculosis-Stamme postuliert und eine Korrelation mit
deren Virulenz angenommen (165). Mit dem Nachweis des mannosylierten
Lipoarabinomannans auf M. bovis BCG wurde diese Aussage mittlerweile revidiert
(166). Vielmehr geht mit der Spezies-spezifischen Modifikation des
Lipoarabinomannans zunachst eine selektive Erkennung von Mykobakterien durch
bestimmte Rezeptoren, zum Beispiel DC-SIGN, einher (69).

Die Interaktion von Mykobakterien des TB-Komplexes mit dendritischen Zellen durch
Ligation von DC-SIGN durch mannosyliertes Lipoarabinomannan ist somit von
grofRer Bedeutung fur eine effektive Aufnahme von Mykobakterien des TB-Komlexes
in dendritische Zellen. Funktionelle Konsequenzen im Hinblick auf die Modulation von
Immunantworten resultieren jedoch zunachst nicht aus der genannten Interaktion.
Zellwand-assoziiertes mannosyliertes Lipoarabinomannan kann somit in erster Linie

zunachst als ein Virulenzfaktor betrachtet werden, der die Aufnahme von
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Mykobakterien des TB-Komplexes in die Wirtszellen verstarkt. Immunmodulatorische
Eigenschaften sind hingegen malf3geblich dem isolierten Molekll zuzuschreiben.

Im Verlauf einer mykobakteriellen Infektion, zum Beispiel mit M. tuberculosis, kdnnen
Lipoarabinomannane jedoch sowohl in Zellwand-gebundener als auch in isolierter
(I6slicher) Form auftreten. Im Blut von TB-Patienten konnten I&sliche
Lipoarabinomannane nachgewiesen werden (136). Auch die Sekretion bisher
unidentifizierter mykobakterieller Substanzen fihrt zu einer Induktion von DC-SIGN in
Alveolarmakrophagen (127). Nach Bindung und Aufnahme der Mykobakterien in die
entsprechenden Immunzellen des Wirtes kann die Manipulation der
Wirtsimmunzellen somit Uber den Erstkontakt zwischen Pathogen und Wirtszelle
hinausgehen. In Abbildung 19 ist dazu ein 2-Phasen-Modell zur Rolle des

mannosylierten Lipoarabinomannans im Verlauf einer mykobakteriellen Infektion

dargestellt.
Mykobakterien
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=
=
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Abbildung 19: 2-Phasen-Modell zur Rolle des mannosylierten Lipoarabinomannans im Verlauf einer

mykobakteriellen Infektion. Zellwand-gebundenes Lipoarabinomannan erleichtert die
mykobakterielle Aufnahme in dendritische Zellen. Nach intrazelluldrer Prozessierung und
Freisetzung des Lipoarabinomannans erfolgt die Modulation der Immunantworten dendritischer

Zellen durch nun I6slich vorliegendes mannosyliertes Lipoarabinomannan.
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Am Beispiel mykobakteriell infizierter Makrophagen konnte in vitro gezeigt werden,
dass ein intrazellularer Transport des Lipoarabinomannans unter Beteiligung
verschiedener Zellorganellen erfolgt und schliellich in einer Freisetzung des
Lipoarabinomannans resultiert (135). Mechanistisch liegt diesem Prozess eine
Kalzium-abhangige Exozytose Iysosomaler Vesikel zu Grunde (167). Die
freigesetzten Lipoarabinomannan-haltigen Vesikel kénnen von anderen Zellen, zum
Beispiel zuvor nicht infizierten dendritischen Zellen, aufgenommen werden, was zu
einer Modulation der Immunantwort der betreffenden Zellen fuhrt. Denkbar ist also,
dass erst zu einem spateren Zeitpunkt der Infektion nach Freisetzung des I6slichen
Lipoarabinomannans eine Modulation von Immunantworten dendritischer Zellen
erfolgt, die letztendlich zu einer nachhaltigen Induktion spezifischer Immunantworten
zur Bekampfung des Pathogens fuhrt.

Fasst man die bisher publizierten Daten und die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
erhaltenen Befunde zur Rolle des isolierten (I6slichen) und des Zellwand-assoziierten
mannosylierten Lipoarabinomannans zusammen, so lasst sich das in Abbildung 19
illustrierte 2-Phasen-Modell im Verlauf einer mykobakteriellen Infektion anwenden: In
der ersten Phase der Infektion wird durch Zellwand-gebundenes mannosyliertes
Lipoarabinomannan die Aufnahme von Mykobakterien des TB-Komplexes in
Immunzellen des Wirtes verstarkt. In der zweiten Phase der Infektion kann die
Immunantwort der Wirtszellen, wie in dieser Arbeit gezeigt, nach Kontakt mit
I6slichem Lipoarabinomannan nachhaltig moduliert werden. Denkbar ware somit der
Einsatz von isoliertem mannosyliertem Lipoarabinomannan als positiv verstarkender
Immunmodulator. Wie zuvor beschrieben, stellt eine gesteigerten Expression von
DC-SIGN stellt einen Schutz vor TB-Infektionen dar. Dies wurde in vivo fur die
humane Situation beschrieben (127) und konnte auch im Mausmodell durch ein
verlangertes Uberleben DC-SIGN-transgener TB-infizierter Mause gegeniiber der
Kontrollgruppe gezeigt werden (168). Die Konfrontation DC-SIGN-positiver
dendritischer Zellen mit isoliertem mannosyliertem Lipoarabinomannan konnte somit
positiv den Verlauf einer Infektion zugunsten des Wirtes beeinflussen. Die
systematische Manipulation dendritischer Zellen mit isoliertem mannosyliertem
Lipoarabinomannan bietet demzufolge die Maoglichkeit diese gezielt, und dadurch

sehr effektiv therapeutisch einzusetzen.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde in vitro der Einfluss von mykobakteriellem
mannosyliertem Lipoarabinomannan  in  loslicher  (isolierter)  und in
Zellwand-assoziierter Form auf die Aktivierung humaner dendritischer Zellen
untersucht. Ziel war es, die Integration multipler aktivierender, inflammatorischer
Signale zu analysieren, denen dendritische Zellen im Rahmen einer Infektion
ausgesetzt sind. Dazu wurde zunachst in einem Modellsystem der Einfluss von
isoliertem mannosyliertem Lipoarabinomannan aus M. tuberculosis H37Rv auf die
LPS-vermittelte Aktivierung dendritischer Zellen betrachtet. Es konnte gezeigt
werden, dass isoliertes mannosyliertes Lipoarabinomannan als potenter
Immunmodulator im Hinblick auf eine universell verstarkte Sekretion sowohl pro- als
auch anti-inflammatorischer Zytokine durch dendritische Zellen im Rahmen der
Stimulation mit LPS oder anderen TLR-abhangigen sowie TLR-unabhangigen
aktivierenden Stimuli fungiert. Es handelt sich hierbei um einen kostimulatorischen,
synergistischen Effekt. Dieser fuhrt zu einer quantitativen, nicht jedoch qualitativen
Modulation der Immunantwort dendritischer Zellen. Die verstarkte Aktivierung
dendritischer  Zellen in Gegenwart  von isoliertem mannosyliertem
Lipoarabinomannan hat funktionelle Konsequenzen fur die Modulation
nachgeschalteter T-Zell-Antworten. In Abhangigkeit von isoliertem mannosyliertem
Lipoarabinomannan wird die Proliferation von T-Zellen gesteigert und das
T-Zell-Zytokinprofil Richtung Th1-orientierter Immunantworten verschoben. Die
Effektivitat der Antigenprasentation dendritischer Zellen wird hingegen durch
isoliertes mannosyliertes Lipoarabinomannan nicht beeinflusst.

Im Verlauf einer mykobakteriellen Infektion tritt mannosyliertes Lipoarabinomannan
sowohl in isolierter als auch Zellwand-gebundener Form auf. Daher wurde
abschlielend der Einfluss der Expression von mannosyliertem Lipoarabinomannan
auf der mykobakteriellen Zellwand im Rahmen der Modulation der Zytokinantwort
dendritischer Zellen betrachtet. Im Gegensatz zu den vorher beschriebenen
experimentellen Befunden der Immunmodulation durch isoliertes mannosyliertes
Lipoarabinomannan spielt Zellwand-assoziiertes mannosyliertes Lipoarabinomannan
diesbezlglich eine untergeordnete Rolle. Essenziell ist es jedoch als
Interaktionspartner, der die Bindung von Mykobakterien an dendritische Zellen

verstarkt und damit deren Aufnahme in die Zelle erleichtert.
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Auf Basis der ermittelten Daten lasst sich ein 2-Phasen-Modell zur Rolle des
mannosylierten Lipoarabinomannans im Rahmen der Interaktion von Mykobakterien
mit dendritischen Zellen vorschlagen. In der ersten Phase der Interaktion von
Mykobakterium und Wirtszelle fungiert Zellwand-assoziiertes mannosyliertes
Lipoarabinomannan als ein die Aufnahme in die Immunzelle des Wirtes
erleichternder Ligand. Im weiteren Verlauf einer mykobakteriellen Infektion konnte
mannosyliertes Lipoarabinomannan in der I6slichen Form, zum Beispiel nach
Freisetzung aus den betreffenden Zellen, nachhaltig das Antwortverhalten von

Immunzellen modulieren.
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VII. ANHANG

71. Abkurzungsverzeichnis

o- anti-

Ag Antigen

Ak Antikoérper

BCG Bacillus Calmette-Guérin

BDC dendritische Zelle(n) des peripheren Blutes (blood dendritic cell)
bp Basenpaar(e) (base pairs)

BSA Rinderserum (bovine serum albumin)

B2M B-2 Mikroglobulin

CD Differenzierungsmarker (cluster of differentiation)

cDNA komplementare DNA (complementary DNA)

CFU Kolonie-bildende Einheit (colony forming unit)

Ci Curie

CCL/R CC Chemokine Ligand/Rezeptor

CLR C-Typ-Lektin-Rezeptor

cpm counts per million

DC dendritische Zelle(n) (dendritic cell(s))

DC-SIGN  dendritic cell-specific ICAM-3-grabbing-non-integrin

dCTP 2’-Desoxycytosin-5"-triphosphat

dT 2’-Desoxythymidin

DNA Desoxyribonukleinsaure (desoxy ribonucleic acid)

dNTP 2’-Desoxynukleosid-5"-triphosphat

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacylsaure (ethylendiamintetraacylic acid)
ELISA Enzym-gekoppelter Immunabsorptions-Assay (enzyme-linked immuno

sorbent assay)

ERK extracellular signal-regulated kinase

et al. et altera

FACS Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (fluorescence activated cell
sorting)
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FITC Fluoresceinisothiocyanat

FCS Fotales Kalberserum (fetal calf serum)

FRET Edrster-Resonanz-Energie-Transfer

g Gravitationskonstante (9,81 m/s)

GFP grun-fluoreszierendes Protein (green fluorescent protein)

GM-CSF Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

h Stunde

HBSS Hanks Balanced Salt Solution

HIV humanes Immundefizienzvirus (human immunodeficiency virus)
HRP Meerettichperoxidase (horse radish peroxidase)

HS Humanserum

IFN Interferon

IL Interleukin

IRAK-M Interleukin 1 Rezeptor-assoziierte Kinase aus Makrophagen

kDa KiloDalton

LAM Lipoarabinomannan

LM Lipomannan

LPS Lipopolysaccharid

MACS magnetisch aktivierte Zellsortierung (magnetic activated cell sorting)
ManLAM mannosyliertes Lipoarabinomannan

MBP Mannose-bindendes Protein

M. bovis Mycobacterium bovis

M. chelonae Mycobacterium chelonae

MFI durchschnittliche Fluoreszenzintensitat (mean fluorescence intensity)
MHC Haupthistokompatibilitatskomplex (major histocompatibility complex)
min Minute

MLR gemischte Lymphozytenreaktion (mixed lymphocyte reaction)

MNC Mononukleare Zelle(n) (mononuclear cells)

MOI multiplicity of infection

MR Mannose-Rezeptor

mMRNA Boten-Ribonukleinsaure (messenger ribonucleic acid)

M.smegmatis Mycobacterium smegmatis

NFk-B
NK-Zelle(n)

Nuclear factor of kappa light chain enhancer in B cells

Naturliche Killerzelle(n)
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oD
PAM3;CSK,
PAMP
PBS
PCR
pDC
PE
PF-4
pH
PI3K
PLC-y
PPD
PRR
PS

rh-
RPMI
RNA
RT
ssRNA

optische Dichte

Palmitoyl-3-cystein-serin-lysin-4

Pathogen associated molecular pattern

Phosphat-gepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline)
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
plasmacytoide DC

Phycoerythrin

Plattchenfaktor 4

negativer dekadischer Logarithmus der Oxoniumionenaktivitat
Phosphatidylinositol-3-kinase

Phospholipase C-y

Tuberculin-derived purified protein derivate
Mustererkennungsrezeptor (pattern recognition receptor)
Penicillin/Streptomycin

rekombinant, human

Roswell Park Memoirial Institute

Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)

Raumtemperatur

Einzelstrang-Ribonucleinsaure (single strand ribonucleic acid)

S. minnesota Salmonella entirica sv. minnesota

Syk
B
TBE
TCR
Th
TLR
TMB
TNF

Tris

U/min

viv

wiv

splenic tyrosine kinase
Tuberkulose

Tris-Borsaure-EDTA
T-Zell-Rezeptor (T cell receptor)
T-Helferzelle(n)

Toll-like Rezeptor
Tetramethylbenzidin
Tumornekrosefaktor
Tris-(hydroxylmethyl)-aminomethan
Biologische Aktivitatseinheit (unit)
Umdrehungen pro Minute

Volumen

Volumen pro Volumen (volume/volume)

Gewicht pro Volumen (weight/volume)
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7.2.

Abbildung 1:

Abbildung 2:

Abbildung 3:

Abbildung 4:

Abbildung 5:

Abbildung 6:

Abbildung 7:

Abbildung 8:

Abbildung 9:

Abbildung 10:

Abbildung 11:

Abbildung 12:

Abbildung 13:

Abbildung 14:

Abbildungsverzeichnis

Die mykobakterielle Hille (Schema) bestehend aus Plasmamembran,
Zellwand und Kapsel (88).

cDNA-Microarray-Analysen des mRNA-Transkriptionsprofils inflammatorischer

Zytokine und ihrer Rezeptoren in stimulierten und unstimulierten DC.

Analyse der DC-Aktivierung nach Stimulation mit ManLAM auf Zytokinebene
(IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, TNF-a).

Einfluss von ManLAM auf die LPS-induzierte Zytokinsekretion.

Analyse des kostimulatorischen Potenzials von ManLAM in Kombination mit

unterschiedlichen TLR-abhangigen und TLR-unabhangigen Liganden.

Immunphanotypisierung DC-SIGNP*® und DC-SIGN™ DC.

Zytokinproduktion in vitro generierter DC-SIGNP°® und DC-SIGN"® DC.

A) CD1c- und DC-SIGN- (CD209)-Expression frisch isolierter BDC.
B) IL-10-Sekretion frisch isolierter DC-SIGN"® BDC ex vivo.

Proliferation von Gesamt-T-Zellen im Rahmen Antigen-unabhangiger
T-Zell-Aktivierung (gemischte Lymphozytenreaktion, MLR) in Gegenwart von
DC-SIGNP*® (A) und DC-SIGN™ (B) DC.

Proliferation  naiver CD4'CD45RA’-T-Zellen im Rahmen Antigen-
unabhangiger T-Zell-Aktivierung (MLR) in Gegenwart von DC-SIGNP*® DC.

IFN-y-Sekretion von Gesamt-T-Zellen PPD* Spender im Rahmen Antigen-
abhangiger T-Zell-Aktivierung (Antigen-Prasentations-Assay) nach Kokultur
mit LPS und/oder ManLAM-aktivierten DC und anschlielender PPD-

Restimulation.

Th1/Th2-Profil von Gesamt-T-Zellen in Abhangigkeit von ManLAM.

IFN-y-Sekretion naiver T-Zellen in Abhangigkeit von ManLAM.

Inhibition der Bindung von M. bovis BCG an DC-SIGNP*® DC.
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Abbildung 15:

Abbildung 16:

Abbildung 17:

Abbildung 18:

Abbildung 19:

7.3.

Tabelle 1.:

Tabelle 2:

Tabelle 3:

Rolle der Interaktion von DC-SIGN und ManLAM im Rahmen der Bindung von
M. bovis BCG, M. chelonae und M. smegmatis an DC-SIGN"* und
DC-SIGN™9 DC.

Mannose-Abhangigkeit der IL-10-Sekretion durch DC-SIGNP*® DC nach
Stimulation mit M. bovis BCG.

Einfluss der Interaktion von DC-SIGN und ManLAM auf die
TNF-o/IL-10-Balance im Rahmen mykobakterieller Stimulation von
DC-SIGNP*® DC mit M. bovis BCG, M. chelonae, M. smegmatis.

Einfluss der Interaktion von DC-SIGN und ManLAM auf die
TNF-o/IL-10-Balance im Rahmen mykobakterieller  Stimulation von
DC-SIGNP*® und DC-SIGN™® DC mit M. bovis BCG.

2-Phasen-Modell zur Rolle des mannosylierten Lipoarabinomannans im

Verlauf einer mykobakteriellen Infektion.

Tabellenverzeichnis

Tabellarische Auflistung verwendeter Ak

Verwendete  Primer mit ihren jeweiligen  Anlagerungs-  sowie

Aufnahmetemperaturen, Fragmentgrof3en und Sequenzen

Verwendete ELISA-Kits
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Hiermit erklare ich an Eides statt, dass ich, Jessica Mittelstadt, die vorliegende Arbeit
selbststandig verfasst habe und keine weiteren, als die darin angegebenen Quellen
und Hilfsmittel verwendet habe. Diese Arbeit hat weder in gleicher noch in ahnlicher

Form an anderer Stelle im Rahmen eines Prifungsverfahrens vorgelegen.

Libeck, Januar 2007

Jessica Mittelstadt
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