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Einleitung 2

der Immunabwehr genauer erldutert, die die Grundlage fiir den Arbeitsansatz dieser Arbeit
darstellen.
Staphylokokken, vor allem Staphylococcus aureus, als bedeutende Krankheitserreger und der

Tryptophanabbau durch die IDO werden in getrennten Abschnitten ausfiihrlich erldutert.

1.1.2 Einfuhrung in die Entwicklung der Immunabwehr

Die Immunabwehr wird durch unterschiedliche Leukozyten vermittelt. Sie alle stammen von
pluripotenten haematopoietischen Stammzellen im Knochenmark ab. Die pluripotenten
Stammzellen teilen sich und bilden zwei Arten von Vorlduferzellen, die lymphoiden und
myeloiden Vorlduferzellen. Wihrend der Myelopoese entwickeln sich aus den myeloiden
Vorlduferzellen die Monozyten und die Granulozyten. Die Granulozyten werden aufgrund
ihres Firbeverhaltens weiter in neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten
unterteilt. Aus den lymphoiden Vorlduferzellen entwickeln sich wihrend der Lymphopoese
die Natiirlichen Killerzellen (NK) sowie die T- und B-Lymphozyten. T- und B-Lymphozyten
unterscheiden sich unter anderem durch den Ort ihrer Reifung. B-Lymphozyten differenzieren
sich zu ihrer funktionellen Form vor allem im Knochenmark und teilweise in den
Lymphknoten. Die funktionelle Differenzierung der T-Zellen findet vor allem im Thymus
statt. Weil die naiven Lymphozyten im Thymus bzw im Knochenmark zu reifen
Lymphozyten differenzieren, zdhlt man diese Organe auch zu den zentralen lymphatischen
Organen. Lymphozyten, die keine B- oder T-Zelltypischen Oberflichenmerker exprimieren,

werden als Null-Zellen bezeichnet. Hierzu zdhlen die Natirlichen Killerzellen.
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1.1.3 Einteilung der Immunabwehr

Zur Abwehr pathogener Erreger stehen dem Korper zunédchst einmal zwei Systeme zur
Verfligung: die angeborene und die adaptive (erworbene) Immunabwehr. Beide Systeme
arbeiten nicht unabhingig von einander, sondern erginzen sich. Haupttriger der zelluldren
Abwehr sind die Granulozyten, Monozyten, Mastzellen, dendritischen Zellen und z.T.
Natiirliche Killerzellen. Die unspezifische Abwehr erkennt und eliminiert schnell
Fremdkorper, ohne spezifische Oberflichenstrukturen zu erkennen. Die mangelnde
Antigenspezifitit und die fehlende Ausbildung eines immunologischen Gedichtnis dieser
unmittelbaren Immunantwort sind ein wesentlicher Nachteil, durch den es leicht zur

wirtseigenen Gewebeschddigung kommen kann.

Antigenspezifischer und mit einem immunologischen Gedéchtnis ausgestattet sind die T- und
B-Lymphozyten (Ahmed et al., 1996), die zu der spezifischen Immunitit gehdren (siche

unten).

Da im Rahmen dieser Arbeit der Effekt der Tryptophanmetabolite vor allem auf T-Zellen
untersucht wird, werde ich im Folgenden ein stirkeres Gewicht auf die Beschreibung der

spezifischen Abwehr und hier besonders auf die T-Zellen legen.

1.1.4 Spezifische Immunitat

Die spezifische Immunabwehr besteht aus zwei Effektorsystemen:
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Der zelluldren Komponente, bestehend aus den T-Zellen und der humoralen Komponente (lat.
humor = Fliissigkeit), bestehend aus den von den B-Zellen gebildeten Antikérpern. Im
Unterschied zur unspezifischen Immunabwehr ist es den Lymphozyten durch das Tragen
antigenspezifischer Rezeptoren moglich, unterschiedliche pathogene Keime anhand ihrer
Antigenstruktur zu erkennen bzw wiederzuerkennen. Durch die Bindung zwischen Antigen
und dem antigenspezifischen Rezeptor kommt es zur klonalen Expansion des entsprechenden
(Rezeptor-tragenden) Lymphozyten und der gezielten Eliminierung des Pathogens. Ein
weiterer wichtiger Aspekt der erworbenen Immunabwehr ist die Fadhigkeit, ein
immunologisches Gedéchtnis auszubilden. Hierdurch sollen Reinfektionen effektiver
bekdmpft werden: bei erneutem Kontakt mit einem bekannten Antigen reagiert das

Immunsystem stérker und schneller als beim Priméirkontakt.

1.1.5 T-Zellen

Die T-Lymphozyten bilden den zelluldren Teil der spezifischen Immunabwehr. Nach den
Reifungsprozessen im Thymus zirkulieren die reifen T-Zellen hauptséchlich zwischen Blut
und peripheren lymphatischen Organen, wie den Lymphknoten und der Milz. T-Zellen
erkennen Antigene mithilfe von speziellen T-Zellrezeptoren. Durch zufdllige genetische
Rekombination der Genelemente, die fiir die variablen antigenbindenden Rezeptorstrukturen
kodieren, werden eine Vielzahl unterschiedlicher T-Zellrezeptoren produziert, so dass es fiir
jedes erdenkliche Antigen einen spezifischen T-Zellrezeptor gibt. Damit ein T-Zellrezeptor
ein Antigen erkennt muss dieses vorher prozessiert werden, d.h. antigenprasentierende Zellen
(antigen presenting cells, APC) zerlegen das Antigen in antigene Peptidfragmente und
prasentieren diese den T-Zellen iiber Molekiile, die im Haupthistokompatibilitdtskomplexe

(MHC) kodiert sind (sieche unten). Zu den APC gehdren u.a. dendritische Zellen, sessile
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Makrophagen, Mikroglia und Astrozyten (Kayser et al., 1998; Janeway 2005). Nach Bindung
des passenden T-Zell-Rezeptors an das prasentierte Antigenfragment kommt es zur klonalen

Expansion der entsprechenden T-Zelle.

1.1.6 Strukturelle und funktionelle Einteilung der T-Zellen

Anhand der Reaktivitit monoklonaler Antikdrper mit bestimmten membranstindigen
Glykoproteinen, wurden die Oberflichenmolekiile verschiedener Zellen klassifiziert. Hierbei
bilden Antikorper, die dasselbe Oberfichenmolkiil binden, ein sogenanntes Cluster. Diese
werden nach konventioneller internationaler Nomenklatur CD (cluster of differentiation)
benannt und nummeriert (Lai et al., 1998). T-Zellen werden anhand dieser Nomenklatur
entsprechend ihren Oberflichenmolekiilen in zwei Klassen unterteilt. Zum einen in die CD4"
T-Helferzellen (Th-Zellen) und die CD8" T-Zellen. Beide Klassen sind zuséitzlich CD2" und
CD3". Durch Bestimmung dieser Rezeptoren konnen spezifische Zellgruppen identifiziert
werden. Auflerdem gelingt hierdurch eine Zuordnung der T-Lymphozyten zu bestimmten
Subpopulationen. Zwar ist die biologische Funktion jeder dieser verschiedenen Rezeptoren
nicht vollstindig aufgeklart, dennoch weiss man, dass sie unter anderem als Rezeptoren fiir
Antigene, Botenstoffe, wie z.B. Zytokine und fiir Strukturmolekiile, zur Interaktion mit den

Umgebungszellen, dienen.
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1.1.7 T-Zell-Subpopulationen

T-Suppressorzellen (CD8") hemmen die Immunantwort, z.B. nach Heilung einer Infektion
und verhindern somit eine iiberschiessende Immunreaktion. Die zytotoxischen T-Zellen
(CD8") erkennen intra- und extrazellulire Pathogene und eliminieren diese mithilfe von
Perforinen, TFN oder den Fas-Liganden und induzieren in der Zielzelle einen programmierten
Zelltod. Ein Teil der T-Zellen differenzieren sich nach Antigenkontakt in Gedéchtniszellen
(CD4"), die nach ernecutem Antigenkontakt eine schnelle Immunabwehr erméglichen.

Die T4-Helferzellen (CD4") unterstiitzen die Antikorperproduktion von B-Zellen und die
Differenzierung von zytotoxischen T-Zellen. Unabhéngig von ihrer CD-Klassifikation werden
die T-Helferzellen anhand ihres Zytokinmusters in TH;- und TH,-Zellen unterteilt. Die TH;-
Zellen exprimieren hauptsidchlich IL 2, IFN y und TFN B, wodurch sie vornehmlich
Makrophagen, zytotoxische T-Zellen und IgG-produzierende Plasmazellen stimuliert. TH»-
Zellen produzieren hauptsdchlich IL 4, 5, 9 und 10, wodurch sie vor allem Mastzellen,

Eosinophile und IgE-produzierende Plasmazellen stimuliert (Janeway 2005).

1.1.8 T-Zellrezeptor und T-Zellaktivierung

Jeder T-Lymphozyt besitzt auf seiner Oberfliche viele identische Kopien eines individuellen

Antigenrezeptors, dem T-Zellrezeptor (TZR). Der TZR setzt sich zusammen aus zwei
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Aminosaureketten, dem CD3-Komplex und einem Kalziumkanalprotein. In der Mehrzahl der
Félle ist der TZR ein Heterodimer aus einer a- und einer B-Polypeptidette. In einigen wenigen
Féllen setzt sich der TZR aus einer y- und einer d-Polypeptidkette zusammen. Aufgrund der
unterschiedlichen Polypeptidketten unterscheiden sich die Funktion und die Eigenschaft der

TZRs (Bluestone et al., 1995)

f 1
recognition

Abb.1: Der TZR

ist ein
Heterodimer aus
o- und [-

signéling

Figure 68 Immunobiology, 6/e. (2 Garland Science 2005)

Poloypeptidketten, die {iber Disulfidbriik-
ken miteinander verbunden sind. Der TZR ist mit den CD3-Hetreodimeren €/6 und y/e
und dem CD3-Homodimer {/C assoziiert und in der Zellmembran eingelagert. Die
CD3-Dimere sind an der Expression der Antigen-bindendenen Oberfldchenmolekiile
und an der Signaltransduktion ins Zellinnere beteiligt. Entnommen aus Immunbiology
(Elsevier 2005)

Eine T-Zelle wird stimuliert, wenn ein Antigen von einer antigenprasentierenden Zelle (APC)
vorprozessiert und das entsprechende antigenspezifische Peptidfragment iiber bestimmte
Oberflachenstrukturen, sogenannte MHC-Molekiile, der T-Zelle présentiert wird, so dass der

TZR daran binden kann.
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Die Gruppe der Haupthistokompatibilititskomplex (Abk. MHC von engl. Major
Histocompatibility Complex) wird in zwei Klassen eingeteilt. Die MHC-Klasse-1 Molekiile
kommen auf der Oberflache fast aller kernhaltiger Zellen vor und stimulieren vornehmlich
CD8+ Zellen. Die MHC-Klasse II Molekiile werden nur auf antigenprdsentierenden Zellen,
wie Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen und B-Lymohzyten exprimiert und
stimulieren hauptsidchlich CD4+ Zellen. Die MHC-Gene unterliegen einem starken
Polymorphismus, die Genorte werden als HLA (Human Leucocyte Antigen) bezeichnet.

Nach Bindung des Antigens an den TZR wird das Ligandenbindungssignal iiber das CD3
Molekiil in das Zellinnere weitergeleitet (Van Wauve et al., 1980). Durch Bindung des
Antigenpeptids werden die T-Zellen zwar aktiviert, aber nicht zur klonalen Expansion
stimuliert. Hierzu bedarf es eines kostimulatorischen Signals, welches ein von anderen
Abwehrzellen gebildetes Zytokin sein kann oder aus Zell-zu-Zell-Kontakten der
Oberflachenmolekiile von T-Zelle und antigenprédsentierender Zelle besteht, z.B. meist B7-

CD28.

1.1.9 Verschiedene Methoden der T-Zellaktivierung

Superantigene

Eine Reihe von bakteriellen oder retroviralen Peptidantigenen besitzen die Fahigkeit, die
MHC Klasse II-Molekiile antigenpridsentierender Zellen mit dem T-Zellrezeptor von T-
Lymphozyten direkt zu verbinden, ohne dass ein vorprozessiertes Peptid in der MHC II
Tasche vorhanden sein muss (Fleischer et al., 1988). Hierdurch ist es diesen sogenannten
Superantigenen mdglich, gleichzeitig eine grole Zahl an CD4+ T-Lymphozyten zu aktivieren.
Die durch Superantigene induzierte Immunantwort ist jedoch nicht spezifisch und fiihrt

oftmals zu {berschiessenden und autoimmunen Immunreaktionen. Ein Beispiel fiir



Einleitung 9

Superantigene ist das Staphylokokken Enterotoxin B (SEB), ein Exotoxin, das fiir schwere
Lebensmittelvergiftungen verantwortlich ist oder das toxic shock syndrom toxin-1, welches

zu einem letalen septischen Schock fiihren kann.

Bacterial 5
superantigen ‘:'rs:i .
eg, SE, TSST-1 Gl sl

antigen-presenting cell | | antigen-presenting cell

- A y

. b

<.
L},

(apept-de "y

Figure 5-19 Immunchiology, 6/e. (T Garland Science 2005)

Abb.4: Superantigene binden unabhidngig an MHC-Klasse II-Molekiile und den entsprechen-
den T-Zellrezeptor. Entnommen aus Immunbiology (Elsevier 2005)

Lektine

Lektine sind Proteine pflanzlicher oder tierischer Herkunft, die spezifisch an bestimmte
Zuckerstrukturen von Oberflichenmolekiilen binden. In dieser Arbeit spielt das
Phytohaemagglutinin (PHA) eine wichtige Rolle. PHA stammt aus roten Kidney Bohnen und
gehort zu den polyklonalen Mitogenen, die T-Zellen stimulieren. Durch Bindung an den TZR
triggern sie denselben Mechanismus wie andere Antigene (Meuer et alt., 1984), jedoch
beschréinkt sich die Stimulation nicht nur auf eine Subpopulation der T-Zellen, sondern auf T-
Zellen vieler verschiedener Gruppen und klonalen Ursprungs. Dadurch wirken Lektine

starker polyklonal als z.B. SEB.
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OKT3

OKT3 ist ein monoklonaler Antikérper, der gegen das CD3 Molekiil humaner T-
Lymphozyten gerichtet ist. Durch die agonistische Wirkung auf das CD3-Molekiil {ibt OKT3
seine mitogene Wirkung aus, so dass es zur polyklonalen Expansion von T-Zellen mit
unterschiedlichen Effektorfunktionen kommt (Smith, 1997) und gleichzeitig die Freisetzung

verschiedener Zytokine induziert wird (Van Wauve et alt., 1980; von Wussow et alt., 1981)

TLA
Das Toxoplasma Lysat Antigen wirkt als klassisches T-Zellantigen. Der TZR wird dabei
durch den MHC Antigen-Komplex (Denkers et alt., 1998) stimuliert und vornehmlich CD8"

T-Zelle zur klonalen Expansion gebracht.

1.1.10 Zytokine

Die Zytokine sind eine Gruppe kleiner Proteine (25 kD), die von verschiedenen Zellen de
novo gebildet und sezerniert werden. Zytokine konnen sowohl autokrin, parakrin und
endokrin wirken, abhingig davon, ob sie an die Zytokin-sezernierende Zelle selbst, eine
Nachbarzelle oder an entferntere Zellen binden. Die Hauptaufgabe der Zytokine liegt in der
Regulation des Immunsytems, von Entziindungsreaktionen und in der Haematopoese.
Zytokine binden an speziesspezifische Oberflichenrezeptoren und beeinflussen iiber

bestimmte Signalwege die Genexpression der Zielzelle. Bis heute sind alleine iiber 200 Gene
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bekannt, deren Expression durch IFN vy induziert wird und deren Genprodukte Aufgaben in
der Immunregulation und Infektionsabwehr haben.

Zu den Zytokinen zdhlen die Lymphokine, die von Lymphozyten gebildet werden, die
Chemokine, die als chemotaktische Molekiile fiir die Leukozytenmigration verantwortlich
sind, die Interleukine, die als Signalmolekiile zwischen verschiedenen Lymphozyten
vermitteln, die Tumornekrosefaktoren, die u.a. Zellproliferation und Zelltod induzieren und

die Interferone.

Die Interferone werden in zwei Gruppen eingeteilt (Finter 1996; Biron et al., 2001):

Typ 1 Interferone haben vornehmlich eine antivirale Wirkung und werden in fast allen
virusinfizierten Zellen gebildet. Zu ihnen gehdren IFN o, IFN  und IFN ®. Zu den Typ2
Interferonen zéhlt IFNy, das von aktivierten CD4" Thl-Zellen, CD8" zytotoxische
Suppressorzellen und natiirlichen Killerzellen (Young 1996; Bach et al., 1997) produziert
wird.

IFN vy spielt eine entscheidende Rolle in der angeborenen (unspezifischen) und in der
erworbenen (spezifischen) frithen Abwehr (Boehm et al., 1997; Biron et al., 2001). Durch
seine immunregulatorischen, antiinfektiosen und antiproliferativen Effektormechanismen, wie
der Tryptophan-Depletion durch Induktion der IDO, der Hemmung viraler Replikation, der
Aktivierung von und der Verstirkung der Expression von MHC-Molekiilen auf Makrophagen
und Unterstiitzung des Ig-Klassen-switch zu IgG,,, ist IFN y vor allem an der Immunabwehr
von Tumorzellen und bakteriellen Infektionen beteiligt (Cantin, et alt., 1999; Dalton et al.,
1993; Huang et al., 1993; Vilcek et al., 1985). Interferone binden an speziesspezifische
Oberflachenrezeptoren (Farrar et al., 1993; Bach et al., 1997; Mogensen et al., 1999; Heim,
1999) die das Signal {iber second messenger in das Innere der Effektorzelle weitergeben und
die entsprechende Genexpression induzieren. Der IFN y-Rezeptor setzt sich aus einer [IFINGR-

1 und eciner IFNGR-2 Untereinheit zusammen, die beide auf Chromosom 21 des
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menschlichen Genoms kodiert sind (Bach et al., 1997). Nach Binden von IFN y an den
Oberflachen-Rezeptorkomplex bilden die beiden Untereinheiten IFNGR-1 und -2 ein
Heterodimer (Bach et al., 1997; Farrar et al., 1993) worauthin die JAK-STAT Signalkaskade
aktiviert wird (Darnell et al., 1994). Hierbei wird die rezeptorassoziierte Janus Tyrosin Kinase
(JAK) durch Phosphorylierung aktiviert. Die aktivierten Kinasen phosphorylieren (aktivieren)
wiederum das STAT-Protein (signal transducer and activator of transcription). STAT ist ein
Transkriptionsfaktor, der als inaktives Monomer latent im Zytoplasma vorliegt. Die
Entstehung des STAT 1 alpha Proteins fiihrt zur Bildung eines STAT 1 alpha
Proteinkomplexes. Dieses als GAF (gamma activator factor), bezeichnetes Homodimer
wandert in den Zellkern ein und bindet dort an seine entsprechende Promotorregion, der
gamma aktivierte DNA-Sequenz (GAS), wodurch die Transkription IFN y abhingiger Gene

induziert wird (Baglioni et al., 1979; Bandyopadhyay et al., 1995).

Zytokine binden an ihren
Rezeptor, der aus zwei
Untereinheiten besteht

Es bildet sich ein
Homodimer, das die
JAK-Kinase aktiviert

STAT bindet an
Rezeptor und wird selbst
aktiviert

Aktivierte STAT bilden
ein Dimer induzieren
Gentranskription im
Nukleus

JAK
JAK

STAT
B STAT

> (49
@m

Figure 6-23 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)

Abb.5: Schematische Darstellung der Signalkaskade nach Binden von IFN vy an seinen
Zytokinrezeptor. Entnommen aus Immunology (Elsevier 2005)
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Die Aktivierung von STAT und die folgende Transkription von Genen wird als primére
Antwort auf IFN y bezeichnet.

Die sekunddre Antwort beschreibt die Aktivierung von STAT und die Transkription von
Genen, die selber Transkriptionsfaktoren kodieren. MalB3geblich beteiligt an der sekundiren
Immunantwort sind die IFN Regulatory Factor (IRF), die aus neun verschiedenen Vertretern
bestehen. Diese Faktoren, hauptséchlich durch IFN y induzierbar, binden an IFN stimulated
response elements (ISRE) —Sequenzen der DNA und sind zusammen mit STAT-1 a an der
Regulation vieler Gene beteiligt, deren Genprodukte wichtige Funktionen im Rahmen des

Immunsystems iibernehmen (Bach et al., 1997).

In dieser Arbeit soll v.a. die Induktion der Indolamin 2,3-dioxygenase durch IFN v und deren

Effekte auf das Immunsystem und das Tumorzellwachstum untersucht werden.

1.1.11 T-Zellen im Kontext von Allergien, Autoimmunerkrankungen und

Transplantatabstossung

T-Zellen sind ein wichtiger Bestandteile des Immunsystems und an der Immunabwehr
verschiedenster Genese beteiligt. Doch nicht immer schiitzen die Zellen den Wirtsorganismus.
In einigen Fillen schaden sie ihm vielmehr, wie z.B. bei Allergien. Unter Allergien versteht
man iliberschieBende Abwehrreaktion des Immunsystems auf bestimmte und normalerweise
harmlose Umweltstoffe (Allergene), die sich in typischen, durch entziindliche Prozesse
ausgelosten Symptomen duflert. T-Zellvermittelt sind vor allem die Typ-4 Spét-Reaktionen.
Diese treten 12-72 Stunden nach Allergenkontakt auf. Allergische Reaktionen vom Spittyp
sind mafigeblich dominiert von der Aktivierung allergen-spezifischer T-Zellen und dem

nachfolgenden Einwandern von Eosinophilen, Basophilen und Monozyten in die betroffenen
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Gewebe (Lunge, Haut). Typische Symptome sind erhohte vaskuldre Permeabilitit,
Kontraktion der glatten Muskulatur, Stimulierung der kutanen Nervenendigungen (fiihrt zu

Juckreiz), kurz die Auslosung der Symptome einer allergischen Reaktion (Jéger et al., 2000)

Eine andere Form von tliberschieBender Immunantwort stellt die Autoimmunerkrankung dar:

T-Zellen sind fiir die Erkennung von korperfremden Stoffen verantwortlich. Bei
Autoimmunkrankheiten greifen sie, anstatt eindringende Fremdkorper, jedoch korpereigene
Strukturen an. Dieser Angriff des Immunsystems setzt sich ohne Behandlung in der Regel
lebenslang oder bis zur vollstindigen Zerstorung des Organs fort. Ursachen fiir
Autoimmunerkrankung sind meist vielfélltig (erbliche Disposition, Umwelteinfliisse, aber
auch virale oder bakterielle Infektion, z.B. das rheumatische Fieber nach einer Infektion mit

B-hdmolysierenden Streptokokken) (Janeway 2005).

Ein letzter wichtiger Aspekt in dieser Reihe ist die AbstoBung von Transplantaten.

Hier unterscheidet man drei Formen:

1. Die "perakute AbstoBung" tritt innerhalb von Minuten bis Stunden nach der erfolgten
Transplantation und der Wiederherstellung des Blutflusses auf. Sie wird durch allospezifische
Antikorper oder durch blutgruppenspezifische Antikdrper verursacht.

2. Die "akute AbstoBung" beginnt meist innerhalb von Tagen bis Wochen. Meist beruht sie
auf zelluldrer interstitieller AbstoBung.

3. Die "chronische AbstoBung" kann einige Wochen bis Jahre dauern. CD4-T-Effektorzellen
vom TH;-Typ wandern in die GefiBwéinde ein und stimulieren dort Makrophagen und
Endothelzellen. Weitere Monozyten wandern ein und differenzieren zu Makrophagen, die
TNF-a und IL-1 sezernieren. Es entsteht eine chronische Entziindung der GefaBwand (Miiller

2004/05).
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Die Wissenschaft ist stindig auf der Suche nach neuen Mdglichkeiten der Immunmodulation,
um die negativen Effekte des Immunsystems zu beseitigen. In dieser Arbeit soll ein mdglicher
Weg der Beeinflussung des T-Zell vermittelten Immunsystems durch das Enzym Indolamin
2,3-Dioxygenase aufgezeigt werden. Ebenso soll in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die
IDO nicht nur eine Rolle in der Modulation der korpereigenen Abwehr spielt, sondern, dass
sie andererseits einen wichtigen Effektormechanismus in der Bekdmpfung pathogener Keime
einleitet. Mithilfe der IDO vermittelten Tryptophan-Depletion konnen Bakterien wie
Staphylococcus aureus effektiv an ihrer Proliferation und somit der Ausbreitung im Korper
gehemmt werden. Unter den Staphylokokken hat Staphylococcus aureus nicht nur eine
besondere Bedeutung weil er zu den hiufigsten Erregern nosokomialer Erkrankungen z&hlt,
sondern auch weil sie immer hdufiger Resistenzen gegen Antibiotika aufweisen (Kayser et al.,
1997). Diese sogenannten MRSA- bzw ORSA-Stdmme stellen ein grosses Problem dar.

Vielleicht bietet an dieser Stelle die IDO einen Losungsansatz.
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1.2 Staphylokokken als Krankheitserreger

Staphylokokken sind grampositive, amotile, nichtsporenbildende und zum Grofteil fakultativ
anaerobe Kugelbakterien, die sich in dichten Haufen anordnen. Aufgrund ihrer Fahigkeit zur
Produktion von Plasmakoagulase werden die Staphylokokken in die stark pathogenen
koagulasepositiven und die weniger pathogenen koagulasenegativen Spezies eingeteilt.

Der wichtigste Vertreter der koagulasepositiven Spezies ist Staphylococcus aureus. Zu den
koagulasenegativen Spezies gehoren wunter anderem Staphylococcus — epidermidis,
Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus haemolyticus und viele mehr. Bereits 1926
beschrieb J. V. Daranyi den Zusammenhang zwischen der Plasmakoagulaseaktivitit der
Staphylokokken und ihrer Pathogenitit. Das extrazellulire Enzym Koagulase bindet an
Prothrombin und katalysiert somit die Bildung von Fibrin aus Fibrinogen. Eine #hnliche
Wirkung hat der an der Zelloberfliche gebunden Clumpingfaktor. Ein Enzym, das ebenfalls
Fibriongen in Fibrin umwandelt. Mithilfe dieser Fibrinausfallung bildet das Bakterium einen
Schutzwall und ist so flir das Immunsystem nicht angreifbar. Im Rahmen dieser Arbeit soll

vor allem der Effekt der IDO auf Staphylococcus aureus untersucht werden.

Staphylococcus aureus ist ein in der Natur ubiquitir vorkommendes Bakterium. Als
Kolonisationskeim ist er beim Menschen vor allem auf der Haut und in den Atemwegen zu
finden, ohne Krankheitssymptome auszulosen, weil das intakte Immunsystem die pathogene
Potenz dieses Erregers einddmmt. Zu gefdhrlichen Erkrankungen kommt es, wenn
Staphylococcus aureus giinstige Bedingungen zum Wachstum und zur Ausbreitung findet,
wie z.B. einen immundefizienten Wirtsorganismus. Neben lokalen Haut- und
Schleimhautinfektionen, wie z.B. der Impetigo follicularis kénnen sich lebensbedrohliche

Pneumonien, Meningitiden, Endokarditiden oder Sepsen entwickeln. Fiir diese Erkrankungen
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stechen dem Bakterium verschiedene Virulenzfaktoren zur Verfiigung, wie z.B. eine
Polysaccharidkapsel mit Protein A, die das Bakterium vor der Phagozytose schiitzt oder
Enzyme wie Hyaluronidase und Hamolysin, die eine bakterielle Ausbreitung im Gewebe
ermdglichen. Dariiber hinaus bildet es noch verschiedene Toxine, die z.B. zu Enteritis oder

zum Toxic Shock Syndrom fiihren konnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde unter anderem untersucht, ob neben den zelluldren und
humoralen Abwehrmechanismen des Immunsystems IDO vermittelte Abwehrstrategien
bestehen, wie z.B. ein zytotoxischer Effekt von Tryptophanmetaboliten auf das
Staphylokokkenwachstum. Dies geschah mit der Absicht, neue Erkldrungsansidtze zum
Verstindnis der Immunabwehr zu liefern und zusitzlich einen Beitrag in Hinblick auf
alternative =~ Behandlungs- bzw  Bekdmpfungsmoglichkeiten  antibiotikaresistenter
Staphylokokken zu leisten. Verschiedene Arbeiten haben bereits gezeigt, dass durch IFN y
-aktvierte Tumorzellen Bakterienwachstum gehemmt werden kann (MacKenzie et al., 1998).
Dieser bakteriostatische Effekt beruht auf dem Abbau von Tryptophan in der Umgebung des
Bakteriums. Durch die IFN y vermittelte Aktivitit des Enzyms Indolamin 2,3-Dioxygenase
wird die essentielle Aminosdure Tryptophan abgebaut und steht den Bakterien nicht mehr fiir
deren Stoffwechsel zur Verfligung. Folge ist eine Hemmung der Proliferation. Dieser
antimikrobielle Wirkmechanismus der Tryptophandegradation wurde auch an anderen
pathogenen Mikroorganismen nachgewiesen, wie z.B. Toxoplasma gondii (Pfefferkorn et al.,
1984) und Clamydia psittaci (Byrne et al., 1986).

In dieser Arbeit wurde der Hemmechanismus auf Staphylococcus aureus untersucht. Hierflir
wurden Entziindungsmodelle angesetzt, in denen Staphylococcus aureus als Erreger und
Astrozyten als Zielzelle dienten. Anhand dieser Infektionsmodelle wurde die Wirksamkeit des
Effektormechanismus IDO gegeniiber Staphylococcus aureus quantifiziert. Der Mechanismus

wird unter 2.2.6 genauer erldutert.
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1.3 Indolamin 2,3-dioxygenase

1.3.1 Tryptophan und seine physiologische Bedeutung

L-Tryptophan ist eine Aminosdure, die von allen lebenden Organismen zur
Proteinbiosynthese bendtigt wird, jedoch nur von einigen wenigen, wie z.B. Pilzen, einigen
Bakterien und Pflanzen synthetisiert werden kann. Sdugetiere besitzen diese Fahigkeit nicht
und sind auf die Aufnahme von Tryptophan durch die Nahrung angewiesen. Aus diesem
Grund zdhlt Tryptophan zu den essentiellen Aminosiduren. Nach der Aufnahme mit der
Nahrung wird das Tryptophan von der Leber aufgenommen und zur Proteinbiosynthese
verwendet. Uberschiissiges Tryptophan, das nicht zur Proteinbiosynthese in der Leber
bendtigt wird, wird in den Hepatozyten mithilfe der Tryptophan 2,3-dioxygenase (TDO) iiber
den Kynurenin-Weg vollstindig zu ATP und CO, oxidiert oder {iiber das Blutsystem, weiter
im Korper verteilt, um in Stoffwechselprozessen auBlerhalb der Leber genutzt zu werden.
Denn Tryptophan ist ein wichtiges Substrat zur Bildung vieler anderer Molekiile im Korper,
wie z.B. Serotonin, ein Neurotransmitter im zentralen und peripheren Nervensystem,
Melatonin, ein Hormon der Zirbeldriise und NAD" (Nikotinamid Adenin Dinukleotid), ein
Kofaktor vieler enzymatischer Prozesse, wie z.B. ATP-Synthese oder DNA-Reparatur
(Moffett et al.,, 2003). Neben seiner Bedeutung in der Proteinbiosynthese und als
Substratquelle wurde auch immer hiufiger der Einflul des Tryptophanstoffwechsels auf das

Immunsystem und dessen Zusammenhang mit Gesundheit und Erkrankung untersucht.
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1.3.2 Der Kynurenin-Weg

Der Abbau von Tryptophan wird von zwei Enzymen bestimmt: der Tryptophan 2,3-
dioxygenase und der Indoleamin 2,3-dioxygenase. TDO und IDO unterscheiden sich
hauptsidchlich durch ihre Struktur, ihre Substratspezifitit und ihr Verteilungsmuster im
Korper. Die TDO wird nur in der Leber exprimiert und weil Tryptophan ihr einziges Substrat
ist, ist die TDO hauptsichlich an der Tryptophan-Homoostase und -Verteilung im Korper
beteiligt (s.0.). Im Gegensatz zur IDO, die in unterschiedlichen Geweben und Zellen, z.B.
Lunge, Milz, Gehirn, Leukozyten, Endothelzellen, Tumorzellen, u.v.m. exprimiert wird, ist
die TDO nicht durch immunologische oder inflammatorische Signale, wie z.B. IFN y oder
LPS induzierbar. Stattdessen kann die TDO durch Tryptophan, verschiedene Glukokortikoide
und Insulin aktiviert werden (Salter et al., 1985; Bender et al., 1989). Im Gegensatz zur TDO
katalysiert die IDO auch den Abbau von anderen Indolaminen. Dazu gehdren Tryptamin,
Serotonin und Hydroxytryptophan. Im Tryptophanstoffwechsel katalysieren beide Enzyme
den ersten und mengenbestimmenden Schritt im Kynurenin-Weg (Grohmann et al., 2003;
Stone et al., 2002). Durch oxidative Spaltung des Indolaminrings des Tryptophans entsteht N-
Formyl-Kynurenine (Stone et al., 2002), das durch die Kynurenin-Formylase zu Kynurenin
abgebaut wird. Der weitere Abbau von Kynurenin und welche Metabolite nachfolgend
entstehen ist abhéngig davon, welche Enzyme die unterschiedlichen Gewebe exprimieren in
denen der Tryptophanstoffwechsel stattfindet (Saito et al., 1993; Bertazzo et al., 2001;
Alberati-Giani et al., 1996).

Entscheidend fiir diese Arbeit ist jedoch, dass die IFN y stimulierte IDO-Aktivitit zu einer
Tryptophanverarmung in der Umgebung fiihrt (Yoshida et al., 1986) und die Entstehung von

Metaboliten wie v.a. Kynurenin, Hydroxkynurenin und Hydroxyanthranilséure fordert.
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1.3.3 Das IDO-Gen und die Regulation der Gentranskription

Die IDO ist ein 42 kD groBBes Enzym mit Him als prosthetischer Gruppe. Es wird von einem
einzigen Gen auf Chromosom 8 kodiert, das sich aus 10 Exons zusammensetzt und sich iiber
15 kbp DNA erstreckt. Die Gentranskription dieses Enzyms unterliegt starken
Kontrollmechanismen und bleibt auf bestimmte Zellen beschrinkt. Dazu gehdren
Fibroblasten, Monozyten, Dendritische Zellen, Endothelzellen und einige Tumorzellen
(Taylor et al., 1994). Die IDO Expression wird durch IFN o/f und stirker durch IFN vy
vermittelt (Yoshida et al., 1982 und 1986), wobei die Induktion durch IFN y die Synthese
eines Transkriptionsfaktors erfordert, ndmlich IRF-1. Diese binden an die entsprechende IDO-
Promotorregion, die sich aus ISRE (interferon stimulatory response elements)- und GAS (y-
activating sequences)-Elementen zusammensetzt (Mellor et al., 2004). IFN v stellt zwar den
starksten Stimulus fiir die IDO-Expression dar, ist jedoch nicht der einzige und wichtigste.
Lipopolysaccharide (LPS), inflammatorische Zytokine wie IL-1 und TNF wirken
synergistisch mit IFN y bei der IDO-Expression in vitro (Babcock et al., 2000; Robinson et
al., 2003).

Da eine konstitutive Expression der IDO durch den Verbrauch der essentiellen Aminosdure
Tryptophan toxisch fiir den Wirtsorganismus wire, muss die Steuerung des Enzyms strikt
geregelt sein. Ob das durch post-translationale Modifikationen des Enzyms, alternatives
Splicen, Enzyminhibitoren oder anderen Mechanismen geschieht ist noch nicht vollstindig
geklart. Klar ist aber, dass es einen engen Zusammenhang zwischen entziindlichen
Reaktionen, IFN y und der IDO-Expression gibt. Daher soll im Folgenden die Rolle der IDO

im Rahmen von Immunreaktionen beschrieben werden.
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1.3.4 Bedeutung der IDO als Effektor und Modulator im Immunsystem

Ein signifikanter Unterschied zwischen der IDO und der TDO ist, dass die IDO vor allem
durch das pro-inflammatorische Zytokin IFN vy induzierbar ist, wihrend die Aktivitit der
TDO durch die alimentire Zufuhr von Tryptophan reguliert wird. Diese verschiedenen
Regulationsmechanismen der beiden Enzyme, immunologisch bei der IDO und substrat-
spezifisch dietdtisch bei der TDO, fiihrten zu der Annahme, dass es physiologischerweise
zwei  Kontrollmechanismen des  Tryptophanstoffwechsel gibt: Den fir die
Tryptophanhomoostase zustdndigen TDO gesteuerten und den immunregulatorischen IDO
gesteuerten Mechanismus.

In verschiedenen Studien wurde die Rolle der IDO bei der Abwehr pathogener Erreger
untersucht. So zeigte sich, dass eine IFN y vermittelte IDO-Aktivitdt das Wachstum von
Toxoplasma gondii in vitro hemmen konnte (Pfefferkorn et alt., 1984). Erklirt wurde der
antimikrobielle Effekt der IDO 1986 von Pfefferkorn mit einer Tryptophanverarmung in der
Umgebung des Parasiten. Durch die Induktion der IDO wird das vorhandene Tryptophan
abgebaut und steht somit den tryptophan-abhéngigen Organismen nicht mehr zur Verfiigung.
Durch Supplementation mit L-Tryptophan konnte der antiparasitire Effekt antagonisiert
werden.

Weitere Beispiele fiir Erreger auf die die IDO vermittelte Tryptophan-Depletion einen
biostatischen Effekt ausiibt sind Chlamydia pneumoniae (Byrne et al., 1986), B-
Streptokokken (MacKenzie et al., 1998), Enterokokken (Dé&ubener et al., 1999) und
Mykobakterien (Hayashi et al., 2001). Gemeinsam ist diesen pathogenen Keimen, dass sie
entweder intrazelluldr oder in engem Verhéltnis mit der Wirtszelle leben und die Expression
der IDO in der Wirtszelle die in vitro Replikation des Keims hemmen kann. Ahnliche
Mechanismen laufen bei der Abwehr viraler Infektion in einer Wirtszelle ab. Durch

Stimulation der IDO konnte in vitro die Replikation von Zytomegalie- und Herpesviren
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gehemmt werden (Bodaghi et alt., 1999; Adams et alt., 2004). In allen beschriebenen Fillen
ist die antiproliferative Wirkung der IDO mit dem Abbau von Tryptophan zu erkldren, da
durch Zufiihren supra-physiologischer Mengen an Tryptophan dieser Effekt aufgehoben
werden konnte und die Mikroorganismen wieder proliferierten bzw. sich replizierten (Byrne
et al., 1986; MacKenzie et al., 1998; Daubener et al., 1999; Hayashi et al., 2001).

Um sich selber vor dem Effekt der Tryptophan-Depletion zu schiitzen, exprimiert die
Wirtszelle WRS (tryptophanyl-transfer RNA synthetase). WRS ist die einzige RNA
Synthetase, die unabhidngig vom Tryptophanabbau direkt durch IFN vy induzierbar ist (Frovola
et al., 1993) und Tryptophan intrazelluldir bindet. Es wurde postuliert, dass eine
Uberexpression von ~ WRS in  Zellen mit hoher IDO-Aktivitit  einen
Kompensationsmechanismus der Wirtszelle fiir die lokale Tryptophanverarmung darstellt.
Tryptophan wird intrazelluldr gebunden und steht der Wirtszelle, nicht aber dem Erreger, bei

Bedarf zur Verfiigung (Frolova et al., 1993; Fleckner, et al., 1995).

In weiteren Studien wurde gezeigt, dass der biostatische Effekt der IFN y vermittelten IDO-
Aktivitdt und der konsekutiven Tryptophanverarmung nicht allein auf pathogene Keime
beschrinkt ist, sondern auch das Wachstum von Tumorzellen hemmt. Auch hier wirkt der
Mangel an der essentiellen Aminosdure antiproliferativ (Byrne et al., 1986; Brown et al.,
1991). Bestitigt wird diese Tryptophanmangel-These als biostatischer Effekt auf
Tumorzellen, indem durch Gabe von Tryptophan dieser Hemmmechanismus wieder

aufgehoben werden kann.

Ein anderer entscheidender Schritt in der IDO-Forschung war die Entdeckung von Mellor und
Munn, dass die Induktion der IDO nétig ist, um eine T-Zell-vermittelte Abstossung allogener
Foten in trachtigen Méusen zu verhindern (Munn et al., 1998). Durch Expression der IDO in

der Plazenta wurde ein tryptophanarmes Umfeld schaffen, in dem T-Zellen nicht proliferieren
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konnen. Eine T-Zell-vermittelte AbstoBungsreaktion ist folglich nicht moglich. Bestitigt
wurde die Theorie durch Studien, in denen Mellor und Munn den schwangeren Méusen einen
IDO-Inhibitor  zufiitterten. Dies filihrte zur T-Zell-vermittelte Abstoungsreaktion des
allogenen Fotus (Mellor et al., 1999). Weitere Studien zeigten daraufhin, dass die IFN y
vermittelte Induktion der IDO in Makrophagen und die resultierende Tryptophan-Depletion
antigen-spezifische T-Zellproliferation in vitro hemmt (Munn et al., 1999). Ein &hnlicher
Effekt konnte bei Tumorzellen beobachtet werden, die eine hohe IDO-Aktivitdt aufwiesen.
Durch exprimieren der IDO konnten Tumorzellen einer T-Zellvermittelten Immunantwort
entgehen (Pardoll et al., 2003) und dariiber hinaus eine Immuntoleranz gegeniiber den
tumorspezifischen Antigene induzieren (Taylor et al., 1991; Logan et al., 2002; Uyttenhove et
al., 2003). Da in vivo viele humane Tumorzellen IDO exprimieren (Taylor et al., 1991;
Uyttenhove et al., 2003; Logan et al., 2002) wurde dieser Mechanismus als Schutz vor der
Infiltration und Zerstérung des Tumorgewebes durch T-Zellen postuliert.

Mit ihren Studien hatten Mellor und Munn (1999, 2005) als auch Uyttenhove (2003) gezeigt,
dass die IDO sowohl in vivo als auch in vitro beteiligt ist an der Suppression der zelluldren
erworbenen Immunabwehr und der Entwicklung von Immuntoleranz (Mellor et al., 2002).

Da wihrend des IDO-vermittelten Tryptophanabbaus hohe Konzentrationen von Kynurenin,
Hydroxykynurenin und Hydroxyanthranilsdure entstehen (Frumento et al., 2002; Terness et
al., 2002), wird in neueren Studien zusdtzlich postuliert, dass nicht allein die Tryptophan-
Depletion fiir die Immunsuppression und —toleranz verantwortlich ist, sondern dass auch die
entstehenden Tryptophanmetabolite entscheidend beteiligt sind an der Regulation des
Immunsystems (Espey et al., 1996; Namboodiri et al., 1996; Frumento et al., 2002; Terness et
al., 2002). Diese Beobachtung unterstreicht die Theorie eines Metaboliteneffekts auf das
Immunsystems (Fallarino et al., 2002). Ebenso die Entdeckung, dass sich vermehrt toxische
IDO-abhingige Metabolite im Gehirn HIV-infizierte Personen finden, lie die

Schlussfolgerung zu, dass Tryptophanmetabolite eine wesentliche Rolle bei der Entwicklung
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von Immuntoleranz spielen (Fuchs et al., 1995; Zangerle et al., 2002) und der Entstehung der
AIDS-typischen Neuropathologie beteiligt sind (Kerr et al., 1997; Heyes et al., 1998; Burudi

etal., 2002)

1.4 Konzeption der Arbeit

Die in dieser Arbeit untersuchten enzymatischen Aktivititen, die IDO vermittelte
Tryptophan-Depletion und die Entstehung toxischer Metabolite, sind als biostatische und
immunregulatorische Mechanismen beschrieben. Ebenso ist die Induzierbarkeit der IDO
durch IFN vy bekannt. Mein Interesse ist es, die IDO-Aktivitdit in verschiedenen
Tumorzellreihen nachzuweisen und zum ersten Mal in einer Arbeit die Tryptophan-Depletion
als Dbiostatischen Effektormechanismus auf Tumor-, T-Zellen wund Bakterien
zusammenhdngend zu vergleichen. AuBlerdem soll in Inkubationsversuchen, die Wirkung der
Tryptophanmetabolite auf T-Zellen, Bakterien und Tumorzellen beschrieben und anhand von
Kinetik- und Vorinkubationsexperimenten dieser Metaboliteneffekt genauer untersucht
werden.

Das Hauptziel dieser Arbeit soll sein, einen Uberblick iiber die IDO vermittelten Effekte auf
verschiedene Zellreihen zu geben und mithilfe von in vitro Untersuchungen, eine theoretische
Grundlage fiir mogliche in vivo Abldufe zu liefern. Ich hoffe mit meiner Arbeit einen Beitrag
zum Verstindnis der IDO und seiner Metabolite leisten zu konnen und vielleicht einige

DenkanstoBe zu weiteren Arbeitshypothesen fiir die zukiinftige Forschung zu schaffen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerate

26

Autoklav Dampf-Autoklav, Melag

CO,-begaste Brutschrinke B5060 EK/CO,, Heraeus Binder

Kiihlzentrifugen Heraecus Megafuge 1.0 R, Heraeus Biofuge 13,
Heraeus Biofuge fresco

Lichtmikroskop Axiovert 100, Zeiss

Pipetten Finnpipetten, Labsystems

Pipettierhilfe Pipetboy, Biosciences

Schiittler Polymax 1040, Heidolph

Sterile Werkbank BSB 6A, Gelaire Flow Laboratories

Ultrazentrifuge Optima-L.60, Beckmann

Wasserbad Laktotherm 1, Dinkelberg; W 6, Preiss-Daimler

Zahlkammer Neubauer

Liquid Scintillation Counter

Basic96 Harvester

LKB Wallac, 1205 Betaplate

Skatron

Waage

Chyo JL-180 von Balance Corp. Japan

2.1.2 Plastikwaren und sonstige Einwegartikel

Combitips 10 pl Dispensertips: Eppendorf
100 ul Dispensertips: Brand

Cryotube Nunc

Multiwellplatten steril Costar

Multiwellplatten unsteril Greiner

Petrischalen Greiner

Pipettenspitzen gestopft Biozym

Pipettenspitzen ungestopft Polylab
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ReaktionsgefaBle 1,0 u. 1,5 ml Eppendorf

Sterilfilter Millipore, Sterivex

Zellkulturflaschen 25 u. 75 ¢cm® Costar

Zellschaber Greiner

Zentrifugenréhrchen 15 u. 50 ml Greiner

Dialyseschlauch Spectrum

(Vol.: 2ml/cm; (Spectra/Por moleculareporous membrane)

Flat Width: 25+/- 2mm;

Diameter: 16 mm)

Butterfly Venofix Luer Lock 19 G von Braun
Spritzen

20 ml Omnifix Luer Lock Solo von Brand

50 ml Perfusor-Spritze OPS Luer Lock von Brand

2.1.3 Chemikalien

2.1.3.1 Chemikalien und Losungen fiir die Zellkulturen

Alle prozentualen Angaben sind, wenn nicht anders erwéhnt, (w/v)-Angaben
Laborchemikalien und Farbstoffe wurden erhalten von: Merck, Darmstadt; Roth, Karlsruhe;
Serva, Heidelberg; Sigma-Aldrich, Steinheimen; Moravek Biochemicals, Brea, Califormia;

GE Healthcare Uppsala, Schweden.

Iscoves Modified Dulbecco’s | BioWhittaker/ Cambrex, Potsdam

Medium (IMDM)

Fetales-Kélber-Serum (FCS) BioWhittaker / Cambrex, Potsdam

Trypsin/EDTA-L6sung

0.05/0.02% (w/v) Gibco (Invitrogen), Karlsruhe
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RPMI 1640-Medium

w/o Tryptophan

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

Trypsin/EDTA-L6sung

0,05/0,02% (w/v) Seromed, Berlin

Heparin Boehringer Ingelheim
Ficoll-Hypaque Amersham Pharmacia Biotech
Tritium Moravek Biochemicals

Methyl-Thymidine

Moravek Biochemicals

Toxoplasma Lysat Antigen (TLA)

(1000 pg/ml)

Sigma-Aldrich , Steinheim

Humaner Anti CD3 (OKT3)

Sigma-Aldrich , Steinheim

Phytohdmagglutinin (PHA) (100ug/

ml)

Sigma-Aldrich , Steinheim

Staphylococcus aureus Enterotoxin B

(SEB) (1000 ng/ml)

Sigma-Aldrich , Steinheim

Ehrlich’s Reagenz

Methylenblau-Losung

p-Dimethylaminobenzaldehyd (Sigma-Aldrich ,

Steinheim) geldst in 96% Essigsdure (12 mg/ml)
0,5 M Natriumacetat pH 5,2; 0,04% Methylenblau

Sigma-Aldrich , Steinheim

PBS pH 7.3 0,8% Natriumchlorid; 0,02% Kaliumchlorid;
0,135% Dinatriumhydrogenphosphat;
0,025% Kaliumhydrogenphosphat
Gibco (Invitrogen), Karlsruhe

Trypanblau 0,16% Trypanblau; 0,85% Natriumchlorid in

Aqua dest.

Sigma-Aldrich, Steinheim
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2.1.3.2 Zytokine
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Rekombinantes humanes Interferon y wurde von R&D Systems, Wiesbaden bezogen.

2.1.3.3 Chemikalien

L-Tryptophan

Sigma-Aldrich, Steinheim

L-Kynurenine

Sigma-Aldrich, Steinheim

3-Hydroxy-DL-Kynurenine

Sigma-Aldrich, Steinheim

3-Hydroxyanthralinic acid

Sigma-Aldrich, Steinheim

2,3-Pyridinedicarboxylic acid

(Quinolinic acid)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Anthranilic acid

Sigma-Aldrich, Steinheim

2.1.3.4 Bakterien-Medien und Antibiotikum

LB Broth Base 1%(w/v) Bacto-Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt;
0,5% (w/v) Natriumchlorid, pH 7-7,5; (Gibco BRL)
LB-Agar LB-Medium + 1,5% Agar fiir feste Ndhrboden

Ampicillin

Sigma (Endkonzentration von 50mg/ml)
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2.2 Methoden

Es wurde grundsitzlich unter sterilen Bedingungen gearbeitet, um Kontaminationen zu
vermeiden. Die verwendeten Medien wurden steril geliefert und die Materialien vor Gebrauch
autoklaviert (121°C, 100 kPa fiir 25 min) oder trockensterilisiert (200 °C). Gearbeitet wurde
an einer sterilen Werkbank (BSB 6A, Gelaire Flow Laboratories). Alle funktionellen Tests
wurden in 96-Well Rundboden-Mikrotiterplatten (Costar) angesetzt. Das Endvolumen in den
Vertiefungen betrug, wenn nicht anders angegeben, immer 200 upl. Alle Cytokine und
Chemikalien wurden in Iskove's Medium suspendiert. Ausnahme waren Tryptophan und
seine Metabolite als auch die verschiedenen Mitogene, die in RPMI-Medium (w/o
Tryptophan) suspendiert wurden. Die Suspension der Cytokine, Chemikalien und Mitogene
wurden in einem Volumen von 50 pl, die der Tumorzellen und PBLs in 100 pl in die
Vertiefungen der Mikrotiterplatten zugegeben. Wurde das Volumen von 200 pl pro Well nicht
erreicht, wurde das fehlende Volumen mit entsprechendem Medium aufgefiillt. Bei den
angegebenen Konzentrationen von Cytokinen und Chemikalien handelt es sich um

Endkonzentrationen.

2.2.1 Herstellen und Lagerung von 3HT, Mitogenen, Metaboliten, Zytokinen

und dialysiertem FCS

2.2.1.1 Methyl-*H-Thymidine

Methyl-’H-Thymidine wird in einem Verhéltnis von 1:50 mit IMDM-Medium verdiinnt und
in 25ml Rohrchen der Firma Greiner aliquotiert. Gelagert wurde das *HT bei -20°C im

Gefrierschrank. Zum Gebrauch wurde es bei Raumtemperatur aufgetaut. AnschlieBend wurde
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es bei 4 °C im Kiihlschrank gelagert Die Konzentration von *HT betrigt 1.0 mCi/ml; 4 ug/ml

in einer Verdiinnung von 1:50. Das Zugabevolumen pro Well betrug 10 pl.

2.2.1.2 Metabolite

Die in Pulverform vorliegenden Metabolite wurden in RPMI-Medium (w/o Tryptophan) im
Wirmebad bei 50°C aufgeldst und anschlieBend in 25 ml Spritzen aufgezogen, iiber
Sterilfilter steril in 15 ml Greiner Roéhrchen aliquotiert und bei -20°C gelagert. Die
Konzentration im Rohrchen betrug fiir Kynurenin, 3-Hydroxy-Kynurenin und 3 Hydroxy-
Anthralinsdure 1mg/ml; fiir Anthralinsdure und Quinolinsdure 2mg/ml und fiir Tryptophan 4
mg/ml. Fiir entsprechende Versuche wurden die Metabolite bei Raumtemperatur aufgetaut
und auf die ndtigen Endkonzentrationen im Well verdiinnt. Zur Verdiinnung und Zugabe der

Metabolite wurde RPMI-Medium (w/o Tryptophan) verwendet.

2.2.1.3 Dialyse des FCS

Zur Dialyse des FCS wird der Dialyseschlauch der Firma Spectrum mit FCS gefiillt und in
PBS gelegt. Das PBS wird dreimal gewechselt. AnschlieBend wird das FCS durch Millipore
Sterilfilter der Firma Sterivex filtriert und in 15ml Roéhrchen der Firma Greiner steril

aliquotiert.
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2.2.1.4 Mitogene

Die Mitogene wurden bei -70°C in Cryotubes der Firma Nunc gelagert. Fiir jeden Versuch
wurde das bendtigte Volumen bei Raumtemperatur aufgetaut und auf die notige
Endkonzentration verdiinnt. Die Konzentration im Cryotube betrug von SEB 1000 ng/ml, von
PHA 100 pg/ml und von TLA 1000 pug/ml. Wenn nicht anders angegeben wurden die
Mitogene in 50 pl RPMI-Medium (w/o Tryptophan) in die Vertiefung der Multiwellplatten
pipettiert. Die Endkonzentration im Well betrug von OKT3 1:3000; von SEB 10 ng/ml; von

PHA 2 pg/ml und von TLA 1 pg/ml.

2.2.2 Herstellung von Uberstinden stimulierter und nicht-stimulierter Zellen

Zur Herstellung der Uberstéinde wurden 5x10° Tumorzellen pro 75cm? Zellkulturflaschen der
Firma Costar eingesetzt. Insgesamt wurden drei Flaschen angesetzt. In die erste Flasche
wurden nur die Zellen mit 20 ml Medium (IMDM + 5% FCS) kultiviert. In der zweiten
Flasche wurde 20 ml Medium (IMDM + 5% FCS) zu den Tumorzellen gegeben und
anschlieBend mit IFN y (500 U/ml) stimuliert. In einer dritten Flasche wurde 20 ml Medium
(IMDM + 5% FCS) zu den Tumorzellen gegeben. Danach wurde dieses Medium zusitzlich
mit Tryptophan (100 pg/ml) supplementiert und anschlieBend mit IFN y (500 U/ml)
stimuliert. Danach wurden alle drei Flaschen im Brutschrank inkubiert. Durch die Zugabe
von IFN v in die zweite Zellkulturflasche wurde die IDO-Aktivitdt der Tumorzellen stimuliert
und das Tryptophan in der Kultur abgebaut. Hierbei entstand der Tryptophanmetabolit

Kynurenin. Um eine hohere Konzentration von Kynurenin zu erhalten wurde die dritte
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Flasche zusétzlich mit Tryptophan supplementiert. Hierdurch erhielten wir drei verschiedene
Uberstinde: In der ersten Flasche Uberstand unstimulierter Zellen, in dem sich normales
tryptophanhaltiges Medium befand. In der zweiten Flasche Uberstand stimulierter Zellen, in
dem das gesamte Tryptophan abgebaut ist und in der dritten Flasche Uberstand stimulierter
Zellen, in dem das gesamte Tryptophan abgebaut ist und zusitzlich eine hohe Konzentration
des Tryptophanmetaboliten Kynurenin erzeugt wurde. Erst als das Tryptophan in der zweiten
und dritten Flasche vollstindig zu Kynurenin abgebaut war, wurden die drei Uberstinde aus
den Flaschen pipettiert und in separate 50 ml Rohrchen der Firma Greiner {iberfiihrt. Die
Rohrchen wurden anschliessend im Kiihlschrank bei 4°C gelagert. Die Uberstéinde wurden fiir
die unter 2.2.16 beschriebenen Proliferationsversuche verwendet. Die Messung des
Tryptophanabbaus anhand des entstandenen Kynurenins erfolgte wie unter 2.2.5 beschrieben.

Als Kontrollen wurde eine Flasche nur mit Medium ohne Zellen, eine Flasche mit Medium
ohne Zellen und mit 500 U/ml INF y und eine Flasche nur mit Medium mit INF y und 100 mg

L-Tryp / ml ohne Zellen

2.2.3 Zellen

2.2.3 Periphere Blutleukozyten/lymphozyten

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten PBLs wurden aus vendsem Vollblut von gesunden
Spendern gewonnen. Diese Zellen dienten zur Untersuchung, ob der Abbau von Tryptophan
in der Zellkultur und die dabei entstehenden Reaktionsprodukte einen antiproliferativen

Effekt auf das Zellwachstum haben.
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2.2.3.2 Tumorzellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei Zelllinien verwendet. Die 86HG39-Zellen sind humane
Glioblastomzellen, die im Institut fiir Neuropathologie der HHU Diisseldorf isoliert wurden.
Die Zell-Linie wurde von T. Bilzer und Mitarbeitern immunhistologisch und morphologisch
charakterisiert (Bilzer et al, 1991). Im Rahmen dieser Arbeit war wichtig, dass diese Zelle
nach Stimulation mit IFN vy eine starke IDO-Aktivitdt entwickelt und es wurde untersucht, ob
Tryptophanmetabolite einen antiproliferativen Effekt auf diese Zelle haben. Die HBMEC
(human brain microvascular endothelial cells) wurden uns von Professor Kwang Sik Kim
(John Hopkins University, Baltimore, Maryland, USA) zur Verfiigung gestellt. Diese Zellen
wurden aus einer Hirnbiopsieprobe, die bei einer Patientin nach Epilepsiechirurgie
entnommen wurde, isoliert. Die morphologischen und funktionellen Eigenschaften dieser
Zelllinie wurden bereits ausreichend beschrieben (Stins et al., 1997). Im Rahmen dieser
Arbeit war wichtig, dass diese Zelle nach Stimulation mit IFN vy eine starke IDO-Aktivitét
entwickelt und es wurde untersucht, ob Tryptophanmetabolite einen antiproliferativen Effekt

auf diese Zelle haben.

Die Zelllinie A 549 (ATCC CCL 185) stammt aus einem humanen Lungenkarzinom und
wurde 1973 von D.J. Giard et al. etabliert und 1976 von M. Lieber et al. eingehend
beschrieben. Im Rahmen dieser Arbeit war wichtig, dass diese Zelle nach Stimulation mit IFN
vy eine starke IDO-Aktivitit entwickelt und es wurde das Verhalten der Zellen nach Inkubation

mit Tryptophanmetaboliten untersucht.
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2.2.3.3 Bakterien

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Bakterien waren Staphylokokken des Stammes
Staphylococcus aureus. Es handelte sich bei allen Bakterien um Isolate aus der Uniklinik
Diisseldorf. Sie wurden auf ,brain heart infusion agar® (Difco, Hamburg) mit 5% Schafblut

bei 37°C kultiviert und auf Hemmbarkeit durch Tryptophanabwesenheit getestet.

2.2.4 Zellernte

2.2.4.1 PBL-Praparation aus venosem Vollblut

60 ml venoses Vollblut wurde in Perfusor-Spritzen der Firma Braun aufgezogen und durch
Zugabe von 0.5 ml Heparin ungerinnbar gemacht. Danach wurde das Blut aus der Spritze auf
vier 50 ml Zentrifugenrohrchen verteilt. Die 15 ml Vollblut in jedem Réhrchen wurden mit
jeweils 15 ml PBS aufgefiillt und anschlieBend mit 15ml Ficoll- Hypaque unterschichtet.
Nach einer Zentrifugation von 20 min bei 2400 U/min und 19°C wurde der Uberstand in den
Rohrchen bis zur Interphase mit einer Pasteurpipette abgesaugt und verworfen. Mit einer Sml
Pipette wurde dann die Interphase, die sichtbare weifle Schicht mit den mononukledren
Zellen, bis zum Blutkuchen abgesaugt und in ein 50 ml Réhrchen tiberfiihrt, mit 40 ml PBS
resuspendiert und bei 1800 U/min bei 19°C fiir 10 min zentrifugiert. Nach der Zentrifugation
wurde der Uberstand abgesaugt und das Sediment aller vier Rohrchen in PBS resuspendiert
und in ein 50 ml Réhrchen tberfiihrt und bei 1200 U/min und 19°C fiir 10 min zentrifugiert.
Nach diesem Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand abgesaugt und das Sediment erneut

mit 50 ml PBS resuspendiert und 800 U/min und 19°C fiir 10 min zentrifugiert.
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Im Anschluss an die Zentrifugation wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellsediment in
5-10 ml Medium resuspendiert. Dann wurde die Anzahl der lebenden Zellen in einer
Neubauer-Zahlkammer festgestellt. Dazu wurden 100 ul der Zellsuspension mit Trypanblau

geeignet verdiinnt und das Gemisch in eine Neubauer-Zahlkammer pipettiert.

2.2.4.2 Kultivierung und Ernte der Zelllinien HBMEC, A549, 86HG39

Die Zellen dieser Linien wurden in liegenden 75c¢m* Zellkulturflaschen der Firma Costar in
Heraeus-Brutschrinken bei 37 °C in befeuchteter und mit 10% CO, angereicherter
Atmosphire in 15 ml Iscove’s modifiziertem Dulbecco’s Medium kultiviert. Das Medium
wurde zudem mit 5% FCS (v/v) angereichert. Durch das Kohlensdure-Bicarbonat-
Puffersystem des Kulturmediums wird eine pH-Konstanz gewihrleistet. Die Teilungsrate der
Zellen betrug, unter der Voraussetzung eines ausreichenden Néhrstoffangebots und
Nichterreichens einer konfluierenden Einzelschicht, 1-3 pro Tag. War durch das Wachstum
der Zellen eine konfluierende Einzelschicht erreicht, wurden die Zellen geerntet. Da die starke
Adhdrenz der Zellen ein Ablosen dieser durch Resuspendieren des Kulturmediums
verhinderte, wurden nach Entfernung des Kulturmediums und einmaligen Spiilens mit PBS
ca. 5 ml Trypsin-EDTA-Losung fiir etwa 5 Minuten zu den Zellen gegeben. Das Trypsin
bewirkt ein Andauen und Ablosen der Zellfortsitze vom Flaschenboden und ein Abrunden
der Zellen. Anschlieend wurden sie unter Verdiinnung und Neutralisierung des Trypsins mit
10 ml Iscove’s Medium mit FCS aus der Kulturflasche geerntet und in ein 15 ml
Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt. Nach einer Zentrifugation fiir 10 min. bei 1200 U/min und 4
°C und zwei Wasch-Schritten mit PBS wurde der Uberstand abgesaugt und die Zellen in 5-10
ml Medium resuspendiert. Dann wurde die Anzahl der lebenden Zellen in einer Neubauer-

Zahlkammer festgestellt. Dazu wurden 100 pl der Zellsuspension mit Trypanblau geeignet



Material und Methoden 37

verdiinnt und das Gemisch in eine Neubauer-Zahlkammer pipettiert. Zur weiteren
Kultivierung der Zellen wurden 1-2 ml der Zelllosung in die alte Kulturflasche mit 15 ml

frischem Medium uberfiihrt.

2.2.4.2.1 Bestrahlen der Tumorzellen

Um die Tumorzellen am Wachstum zu hindern und somit die Zahl der Tumorzellen bei 3x10*
Zellen pro Well konstant zu halten, wurden die Zellen durch y-Strahlung (Caesium “7) in
ihrer Eigenproliferation unterdriickt. Hierfiir wurden die Zellen wie oben beschrieben geerntet
und anschliefend in ein 15ml Rohrchen {iberfiihrt und mit 100 Gy im Gammacell 1000 Elite
der Firma MDS Nordion fiir 36,16 min. bestrahlt. Anschlielend wurden die Zellen bei 1200
U/min. fiir 10 min. und bei 4 Grad zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet resuspendiert. Dann wurde die Anzahl der Zellen in einer Neubauer-Zihlkammer
festgestellt. Dazu wurden 100 pl der Zellsuspension mit Trypanblau geeignet verdiinnt und
das Gemisch in eine Neubauer-Zdhlkammer pipettiert. AnschlieBend wurden 3x10* Zellen pro
Vertiefung in 96 Multiwellplatten ausgesdht. Jeweils ein Viertel der Zellen wurden dann nur
mit Tryptophan, nur mit 500 U/ml IFN y oder mit IFN y und L-Tryptophan stimuliert. Nach
72 stiindiger Inkubation im Brutschrank wurde den unterschiedlich stimulierten Zellen jeweils
in 50 pl Zugabevolumen entweder PBLs oder Tumorzellen der Reihe A549, 86HG39 oder
HBMEC hinzupipettiert. Dabei wurden die Tumorzellen jeweils zu 3x10* Zellen pro Well und
die PBLs zu jeweils 1.5x10° Zellen pro Well ausgeséht. AuBerdem wurden die PBLs
zusdtzlich mit OKT3 zur Proliferation stimuliert. Nach drei Tagen Inkubation wurde das

Wachstum der zugegebenen Zellen, wie unter 2.2.8 beschrieben, bestimmt.
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2.2.5 IDO-Aktivitatsmessung

Alle funktionellen Tests wurden in 96-well Flachboden-Mikrotiterplatten (Costar) angesetzt.
Das Endvolumen in den Vertiefungen betrug, wenn nicht anders erwéhnt, immer 200 ul. Alle
eingesetzten Cytokine und Chemikalien wurden in Iscove’s Medium geldst. Bei den
angegebenen Konzentrationen von Cytokinen und Chemikalien handelt es sich immer um die
fir den Test erforderlichen Endkonzentrationen. Fiir die IDO-Aktivititsmessung wurde
zunéchst eine Verdiinnungsreihe von rekombinantem humanen Interferon y von 1000 U/ml
bis 0 U/ml (Kontrolle) vorgelegt, jeder Wert als Dreifachbestimmung. Dann wurden 3x 10*
Zellen pro Vertiefung in 50 pl Medium zugegeben. Um den Test mit Substrat anzureichern,
wurde noch L-Tryptophan in einer Endkonzentration von 100 pg/ml zugesetzt. Das
Kulturmedium selbst enthielt ca. 15 pg/ml Tryptophan. Die Anreicherung diente dem Zweck,
moglichst viel von dem Endprodukt Kynurenin zu erhalten, um die IDO-Aktivitdt gut
darstellen zu konnen und die photometrische Auswertung zu erleichtern. Die Testansétze
wurden fiir 72 Stunden im Brutschrank inkubiert. Dann wurden 160 ul des Uberstandes in
eine Spitzbodenplatte pipettiert und 10 pl Trichloressigsdure (30%) zugesetzt, um vorhandene
Proteine auszufillen. Es folgte eine 30 miniitige Inkubation in einem 50 °C warmen
Wasserbad. Die ausgefillten Proteine wurden 10 Minuten bei 1800 U/min abzentrifugiert.
Dann wurden 100 pl des Uberstandes in eine Flachbodenplatte iiberfiihrt und mit 100 pl
Ehrlich’s Reagenz versetzt. AnschlieBend wurde die Absorption bei 492 nm im ELISA-
Photometer (SLT Labinstruments, Crailsheim) gemessen.

Ehrlich’s Reagenz reagiert mit Kynurenin zu einem gelben Azofarbstoff. Die Stirke der
Absorption bei 492 nm représentiert die Menge an gebildetem Kynurenin (Daubener et al.,
1994) Um die Absorptionswerte in eine Kynureninkonzentration umrechnen zu konnen,
wurde ein Kynureninstandard erstellt. Zu diesem Zweck wurde Kynurenin in Iscove’s

Medium gelost und in einer Flachbodenplatte eine Verdiinnungsreihe erstellt, beginnend bei
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200 pg/ml Kynurenin bis 0 pg/ml Kynurenin (Kontrolle). Das Volumen pro Vertiefung betrug
200 pl und die einzelnen Konzentrationen wurden wiederum als Dreifachbestimmung
vorgelegt. Je 160 ul der einzelnen Ansdtze wurden nun in eine Spitzbodenplatte {ibertragen.
Nach dem Zusatz von 10 pl Trichloressigsdure (30%) erfolgte die 30 miniitige Inkubation in
einem 50 °C warmen Wasserbad. Nach einer Zentrifugation der Ansitze bei 1800 U/min
konnten 100 pl des gewonnenen Uberstandes in eine Flachbodenplatte iiberfiihrt werden und
mit 100 ul Ehrlich’s Reagenz versetzt werden. Die Auswertung erfolgte wiederum im ELISA-
Photometer. Anhand der gewonnenen Standardkurve konnten nun die Ergebnisse der

einzelnen IDO-Aktivitdtstests in Kynureninkonzentrationen umgerechnet werden.

Kynureninstandard

2.25+
2.00+
1.75+
1.50+
1.254
1.00+
0.754
0.50+
0.254
0.00-

OD 492 nm

S 0 O b O O O O
Q. (b. %. 0 6. Q. Q. Q.
L S

Kynureninkonzentration in ug / mi

Abb. Al: Kynureninstandard

Durch eine Verdiinnungsreihe von Kynurenin und anschlieBende Behandlung wie bei einer
IDO-Aktivitaitsmessung konnte der hier abgebildete Standard erstellt werden. Mit seiner Hilfe
war es moglich, die Werte fiir die optische Dichte, die bei den IDO-Aktivitétstests anfielen, in
die Konzentration an produziertem Kynurenin, angegeben in pg/ml, umzurechnen
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2.2.6 Bakterienwachstum im Testsystem

Um festzustellen wie sich die IDO Aktivitdt auf das Wachstum von Bakterien auswirkt,
wurden die in der IDO-Aktivitditsmessung beschriebenen Testsysteme, jedoch ohne Zusatz
von Tryptophan, nach dreitdgiger Inkubation mit Staphylococcus aureus versetzt. Dazu
wurden zwei Kolonien in 1 ml RPMI 1640 Medium (w/o Tryptophan) suspendiert. Diese
Suspension wurde in 5 Schritten jeweils 1:10 verdiinnt, ebenfalls in RPMI Medium (w/o
Tryptophan), um den Test nicht nachtrdglich Tryptophan zuzufiihren.Von der vierten
Verdiinnungsstufe wurden 10 upl in jede Vertiefung der Testplatte pipettiert. Nach 24
stiindiger Inkubation bei 37°C wurde das Bakterienwachstum bei 620 nm im ELISA-
Photometer bestimmt. Um die Anzahl der eingesetzten Bakterien zu ermitteln, wurden 10ul
aus jeder Verdiinnungsstufe als Doppelbestimmung auf einer Blutagarplatte pipettiert. Nach
Inkubation {iber Nacht wurden die gebildeten Kolonien ausgezihlt. Die Bakterienzahl in der

Verdiinnungsstufe 4 lag immer zwischen 5 und 50 cfu.

2.2.7 Bestimmung der Zellproliferation in Testsytemen stimulierter bzw. nicht-

stimulierter Tumorzellmedien

2.2.71 T-Zellen

Zur Bestimmung des T-Zellwachstums in stimulierten tryptophanarmen Medien wurden pro
Vertiefung einer 96 Wellplatte 3x10* Tumorzellen der Linie A549 in IMDM-Medium gelost
vorgelegt. Die A549-Zellen wurden zuvor durch Bestrahlung mit 100 Gy am Wachstum
gehemmt (siehe 2.2.4.2.1). AnschlieBend wurden in zwei drittel der angesetzten Wells die

A549 jeweils mit 500 U/ml IFN vy inkubiert, so dass durch Stimulation deren IDO-Aktivitat
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das im Well vorhandene Tryptophan abgebaut wurde. Um den Zeitpunkt festzustellen an dem
das Tryptophan in den Wells durch die IDO vollstdndig abgebaut ist, wurde eine Reihe fiir die
Messung der IDO-Aktivitdt angelegt und wie unter 2.2.5 beschrieben gemessen. Nach Abbau
des Tryptophans wurde zu den stimulierten und unstimulierten Ansitzen jeweils 1.5x10°
PBL-Zellen hinzupipetiert. Um eine mogliche Reversibilitdt des antiproliferativen Effekts zu
untersuchen, wurde die Hailfte der Wells mit PBLs in den IFN y stimulierten Medien
zusitzlich mit Tryptophan supplementiert. Als Proliferationsstimulus fiir die T-Zellen diente
OKT3, TLA, PHA bzw. SEB, die jeweils in den oben beschriebenen Endkonzentrationen
zugegeben wurden. Es wurden Dreifachwerte angesetzt. Als Positivkontrolle diente das
OKT3, TLA, SEB bzw. PHA induzierte Wachstum von T-Zellen in unstimuliertem Medium.
Nach dreitdgiger Inkubation wurde das T-Zellwachstum wie unter 2.2.8 beschrieben

gemessen.

2.2.7.2 Tumorzellen

Zur Bestimmung des Tumorzellwachstums wurden wie oben beschrieben — 3x10*
Tumorzellen der Linie A549 vorgelegt, die zuvor durch Bestrahlung mit 100 Gy am
Wachstum gehemmt wurden (siehe 2.2.4.2.1) . Jeweils ein Drittel der Zellen in der
Mikrotiterplatte wurde nur in IMDM-Medium angesetzt. Zwei drittel wurden in IMDM-
Medium angesetzt und zusétzlich mit 500 U/ml IFN vy stimuliert. Nach 72 stiindiger
Inkubation im Brutschrank wurde den unterschiedlich stimulierten Zellen jeweils 3x10*
Tumorzellen hinzupipettiert. Zusdtzlich wurde die Hélfte der Tumorzellen, die in IFN vy
stimulierten Medium ausgesdht wurden, mit Tryptophan supplementiert. Es wurden

Dreifachwerte angesetzt. Als Kontrolle wurde das Tumorzellwachstum in mit 5% FCS
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angereichertem Iscoves Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) gemessen. Nach dreitagiger

Inkubation wurde das Tumorzell-Wachstum wie unter 2.2.8 beschrieben gemessen.

2.2.8 Messung der Zellproliferation

Im Folgenden wird die Messung des Zellwachstums aller in dieser Arbeit verwendeten Zellen
beschrieben, insofern es keine Abweichungen unter den einzelnen Zellarten gibt. Nach 72
stiindiger Inkubation der Zellen im Brutschrank wurden jeweils 10 ul *HT (1.0 mCi/ml; 4 ug/
ml) der Firma Moravek Biochemicals pro Vertiefung der Multiwellplatte zu den Zellen
pipettiert. Dann wurden die Platten mit den markierten Zellen fiir 24 Stunden im Brutschrank
inkubiert und anschliessend bei -20°C tiefgefroren. Nach 24 Stunden wurden die Platten bei
Zimmertemperatur wieder aufgetaut. Durch die Verbindung von Tritium(*H) mit Methyl-
Thymidine zu *HT kann der schwache B-Strahler Tritium mit Thymidine als DNA-Prekursor
in die DNA proliferierender Zellen wihrend der Inkubation im Brutschrank eingebaut
werden. Durch das Tieffrieren und anschlieBende Auftauen brechen die Zellen auf, was zur
Folge hat, dass nun die *HT-haltige DNA frei im Well vorliegt. Ldsst man den Inhalt der
Wells tliber den Harvester durch einen Glasfaserfilter laufen, bleibt die freiliegende DNA im
Filter hdngen und die B-Strahlung des in der DNA gebundenen Tritium kann mit Hilfe der
Szintilisationsfliissigkeit, die das Signal verstérkt, im Counter gemessen werden. Anhand der

Strahlung wurde im B-Counter die Zellproliferation gemessen.
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2.2.9 T-Zellen und Metabolite

Fiir diesen Test wurden die PBLs wie unter 2.2.4.1 beschrieben gewonnen. AnschlieBend
wurden 1.5x10° Zellen pro Vertiefung in Mikrotiterplatten ausgesiht und mit OKT3, SEB,
PHA oder TLA zur Proliferation stimuliert. Nach der Stimulation wurden die Zellen mit
jeweils  einer  Titrationsreihe von  Tryptophan, Kynurenin, Hydroxykynurenin,
Hydroxyanthranilsdure, Anthranilsdure und Quinolinsdure inkubiert. Hierzu wurden
Dreifachwerte angelegt, in denen jeweils einer der sechs Metabolite in drei waagerecht
aufeinanderfolgende Wells angesetzt und dann in einer Verdiinnungsreihe von 1:2
auspipettiert wurde, so dass der Metabolit jeweils in folgenden Endkonzentration vorlag:
400/200/100/50/25/12/6 bzw. 3 uM. Als Kontrolle wurde eine Reihe Zellen nur in Medium
und eine Reihe mit Medium und Stimulus supplementiert. Nach 72 stiindiger Inkubation im

Brutschrank erfolgte die Zellproliferationsmessung wie unter 2.2.8 beschrieben.

2.2.10 Bakterien und Kynurenin

Kynurenin wurde in IMDM mit 5% FCS gelost. In einer 96er Well Platte wurde Kynurenin in
unterschiedlichen Endkonzentrationen von (400 pg/ml) bis (6 pg/ml) in einem Endvolumen
von 200 pul pro Well eingesetzt. Es wurden Dreifachwerte angesetzt. Als Positivkontrolle
wurde ein Dreierwert nur mit Staphylokokken ohne Kynurenin angesetzt. AnschlieBend
wurde Staphyloccocus aureus in einer Verdiinnung von 1:100.000 in 10 pl (zwei Kolonien
von einer Agarplatte in 1 ml Medium, resuspendieren, Verdiinnungsreihe) zugegeben. Nach
24 stiindiger Inkubation bei 37 Grad Celsius im Brutschrank, erfolgte die

Proliferationsmessung im ELISA-Reader bei 620 nm.
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2.2.11 Metabolitentitration

Um die minimale Hemmkonzentration der Metabolite Kynurenin, Hydroxykynurenin und
Hydroxyanthralinsdure zu bestimmen wurden diese Metabolite von 3 bis 400 uM auf einer
Mikrotiterplatte austitriert. Auf einer zweiten Platte wurde zum Vergleich eine Titrationsreihe
von Tryptophan, Anthranilsdure und Quinolinsdure angesetzt. Fiir diesen Versuch wurden
PBLs wie unter 2.2.4.1 beschrieben gewonnen und ausgezihlt. Anschliessend wurden 1.5x10°
Zellen pro Vertiefung in Mikrotiterplatten ausgeséht und mit OKT3 stimuliert. Es wurden
dreifach Ansitze angelegt, indem jeweils einer der sechs Metabolite in drei waagerecht
aufeinander folgende Wells auspipettiert wurde. Die Metabolite wurden senkrecht von der
hochsten Konzentration (400 pM) bis zur niedrigsten Konzentration (3 uM) auspipettiert. Als
Positivkontrolle wurden T-Zellen nur mit einem monoklonalen Antikorper stimuliert. Als
Negativkontrolle wurde das Wachstum unstimulierter T-Zellen gemessen. Danach wurden
die Platten fiir 72 Stunden im Brutschrank inkubiert. Das Zellwachstum wurde wie unter 2.2.8

beschrieben gemessen.

2.2.12 Antagonisieren des Metaboliteneffekts

In diesem Versuch wurde untersucht, ob der Hemmefekt der Metabolite Kynurenin,
Hydroxykynurenin und Hydroxyanthralinic Acid durch Zugabe von Tryptophan aufgehoben
werden kann. Hierflir wurden die PBLs gewonnen, gezdhlt, auspipettiert und stimuliert wie
unter 2.2.11 beschrieben. Es wurden insgesamt drei Mikrotiterplatten mit stimulierten T-
Zellen angesetzt. Jede Platte wurde in zwei Hélften geteilt. Es wurden dreifach Ansitze

angelegt. Auf der linken Hélfte wurden alle stimulierten Zellen nur mit der Titrationsreihe
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eines der hemmenden Metaboliten angesetzt. Auf der rechten Hélfte wurde zusitzlich zu der
Titrationsreihe des jeweiligen Metaboliten noch 100 pg/ml Tryptophan in jedes Well
pipettiert. Als Positivkontrolle wurden T-Zellen nur mit einem monoklonalen Antikorper
stimuliert. Als Negativkontrolle wurde das Wachstum unstimulierter T-Zellen gemessen.
Danach wurden die Platten fiir 72 Stunden im Brutschrank inkubiert. Das Zellwachstum

wurde wie unter 2.2.8 beschrieben gemessen.

2.2.13 Vorinkubation

Fiir diesen Versuch wurden die PBLs gewonnen wie unter 2.2.4.1 beschrieben. AnschlieBend
wurden die PBLs auf sieben 50ml Rohrchen der Firma Greiner verteilt.  In jedes R6hrchen
wurden 5x10° PBL-Zellen in 1.5ml IMDM-Medium pipettiert und die Zellen mit jeweils
einem Tryptophanmetaboliten (400 uM) inkubiert. Der jeweilige Metabolit wurde in 0.5 ml
RPMI-Medium hinzugegeben, so dass das Endvolumen im Rd&hrchen 2ml betrug. Als
Kontrolle wurde ein Rohrchen nur mit 5x10° Zellen in 2 ml IMDM-Medium angesetzt. Als
zweite Kontrolle wurde eine 96 Mikrotiterplatte wie unter 2.2.11 beschrieben angesetzt. Dann
wurden die Zellen in den Rohrchen jeweils fiir 1 Stunde, 6 oder 12 Stunden mit dem
Metaboliten im Brutschrank vorinkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurden die entsprechenden
Rohrchen aus dem Brutschrank genommen und mit IMDM-Medium auf 10 ml aufgefiillt und
bei 1200 U/min fiir 10 min zentrifugiert. Anschliessend wurde der Uberstand abpipettiert und
das Pellet in frischem IMDM-Medium resuspendiert und wieder bei 1200 U/min fiir 10 min
zentrifugiert. Nach dem dritten und letzten Waschschritt wurde das Medium abpipettiert und
das Pellet in 2ml IMDM-Medium aufgenommen und sorgfiltig resuspendiert. Dann wurde die
Anzahl der lebenden Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer festgestellt. Dazu wurden 100 pl

der Zellsuspension mit Trypanblau geeignet verdiinnt und das Gemisch in eine Neubauer-
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Zihlkammer pipettiert. Danach wurden die Zellen zu je 1.5x10° Zellen in 100 ul IMDM-
Medium pro Vertiefung in Mikrotiterplatten ausgesiht. Als Wachstumstimulus wurde OKT3
(1:3000) oder SEB (10 ng/ml) in 100 ul IMDM die Vertiefungen zu den Zellen pipettiert.
Nach 72 stiindiger Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen mit *HT gepulst und nach

24stunden bei -20°C weggefroren. Die Messung erfolgte wie unter 2.2.8 erldutert.

2.2.14 Zugabekinetik

In die Vertiefungen der Mikrotiterplatten wurden jeweils 1.5x10° PBLs ausgesiht. Insgesamt
wurden vier Platten angesetzt. AnschlieBend wurde das Wachstum der Zellen mit OKT3
(1:3000) stimuliert. Die Platten mit den stimulierten Zellen wurden zur Inkubation in den
Brutschrank gestellt und nur fiir die Zugabe der Metabolite herausgenommen. Als
wachstumshemmende Metabolite wurden in diesem Versuch Kynurenin, Hydroxykynurenin
und Hydroxyanthranilic Acid eingesetzt. Zusitzlich wurde jeweils eine Reihe fiir Tryptophan,
Anthranilic Acid und Quinoloinic Acid angesetzt. Die erste Platte wurde direkt am Tag des
Ansatzes nach der Stimulation mit OKT3 (d0) mit der Titrationsreihe der sechs Metabolite
versetzt. Die zweite Platte am ersten Tag (d1), die dritte am zweiten Tag (d2) und die vierte
am dritten Tag (d3) nach Stimulation mit OKT3. Es wurden dreifach Ansétze angelegt, indem
jeweils einer der sechs Metabolite in drei waagerecht aufeinander folgende Wells auspipettiert
wurden: von der hochsten Konzentration(400 uM) bis zur niedrigsten Konzentration (50 pM).
Um Abweichungen beim Ansatz der Metabolite zu vermeiden, wurden die Titrationsreihen
der Metabolite Tryptophan, Kynurenin, Hydroxykynurenin, Hydroxyanthranilsdure,
Anthranilsdure und Quinolinsdure fiir alle Platten am selben Tag in separaten 15 ml R6hrchen
der Firma Greiner angesetzt und bei 5°C im Kiihlschrank gelagert. Als Negativkontrolle auf

jeder Platte wurde eine Reihe Zellen nur in Medium und eine zweite als Positivkontrolle nur
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mit Medium und OKT3 angesetzt. An d3 wurden alle Zellen mit *HT gepulst und nach 24
stiindiger Inkubation im Brutschrank bei -20°C eingefroren. AnschlieBend wurde wie unter

2.2.8 beschrieben das Zellwachstum gemessen

2.2.15 Tumorzellen und Metabolite

Fir diesen Versuch wurden die Tumorzellen der Reihe A549, 86HG39 und HBMEC wie
unter 2.2.4.2 beschrieben geerntet und kultiviert. AnschlieBend wurden 3x10* Zellen pro
Vertiefung in 96 Mikrotiterplatten eingesetzt. Danach wurden die Zellen mit jeweils der
Titrationsrethe von 50 bis 400 pM der Metabolite Tryptophan, Kynurenin,
Hydroxykynurenin, Hdroxyanthranilsdure, Anthranilsdure und Quinolinsdure am Tag des
Ansatzes supplementiert, um zu untersuchen, ob sie einen Einflul aus das Zellwachstum
haben. Es wurden dreifach Ansétze angelegt, in denen jeweils einer der sechs Metabolite in
zwOlf waagerecht aufeinander folgende Wells austitriert wurde: von der hochsten
Konzentration (400 uM ) in den ersten drei Wells bis zur niedrigsten Konzentration (50 uM)
in den letzten drei. So wurden in jeder senkrecht aufeinander folgenden Reihe die jeweiligen
Metaboliten austitriert. Als Positivkontrolle wurde eine Reihe Zellen nur in IMDM-Medium
kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 72 Stunden im Brutschrank inkubiert. Die

Proliferationsmessung erfolgte wie unter 2.2.8 beschrieben.
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2.2.16 Tumorzellproliferation in Uberstinden (un-) stimulierter Zellen

Fiir diesen Versuch wurden die Tumorzellen wie unter 2.2.4.2 beschrieben geerntet und
kultiviert. Die hierfiir verwendeten Uberstinde wurden wie unter 2.2.2  beschrieben
hergestellt. Es wurden vierfach Bestimmungen angesetzt. In die ersten vier waagerecht
aufeinander folgenden Wells der Mikrotiterplatten wurden 150 pl des Uberstandes der
unstimulierten Zellen pipettiert. Diese Reihe diente als Positivkontrolle. In die darunter
liegenden vier Wells wurden 150 ul des Uberstandes der mit IFN y stimulierten Zellen
pipettiert. In die darunter liegenden vier Wells wurden 140 pl des Uberstandes der mit IFN vy
stimulierten Zellen pipettiert und diese zusétzlich mit 10 pl Tryptophan (100 pg/ml)
supplementiert. In die darunter folgenden vier Wells wurden 150 ul des Uberstandes der mit
Tryptophan supplementierten und IFN 7y stimulierten Zellen pipettiert. In die untersten vier
Wells wurden 140 pl des Uberstandes der mit Tryptophan supplementierten und mit IFN y
stimulierten Zellen pipettiert und zusitzlich 10 pl Tryptophan (100 pg/ml) hinzugegeben.
AnschlieBend wurde in jedes mit dem Uberstand angereicherte Well 3x10* Tumorzellen
eingesetzt. Das Zugabevolumen der Tumorzellen pro Well betrug 50 ul RPMI-Medium (w/o
Tryptophan). Nach Zugabe der Tumorzellen wurden die Mikrotiterplatten fiir 72 Stunden im
Brutschrank inkubiert. Die Messung der Tumorzellproliferation wurde wie unter 2.2.8

beschrieben durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 IDO-Aktivitdt und Kynureninproduktion in A549-, 86HG39- und HBME-Zellen

Die IFN vy vermittelte IDO-Aktivitdt und die konsekutive Tryptpohan-Degradation wurde
bereits ausfiihrlich in der Einleitung beschrieben. Um auch vergleichend die IDO-Aktivitét
der drei Tumorzellreihen A549, 86HG39 und HBMEC quantitativ zu erfassen, wurden diese
Tumorzellen mit unterschiedlichen Mengen an IFN y (0 — 1000 U/ml) stimuliert.
AnschlieBend wurde die IDO-Aktivitit gemessen. Hierbei wurde nach 72 stiindiger
Stimulation der angegebenen Tumorzellen das stabile Endprodukt L-Kynurenin im
Zelliiberstand mittels Ehrlich-Reagenz nachgewiesen. Das intrazellulir aus Tryptophan
gebildete Kynurenin wird nach extrazellular freigesetzt und kann somit photometrisch
gemessen werden. Unter Mitfiilhrung eines Kynurenin-Standards, wie in Material und
Methoden beschrieben, wurde die IDO-Aktivititsmessung durchgefiihrt. Rechnet man die in
Abb.1 gezeigten Werte um, so ergibt sich bei maximaler Stimulation, dass das im Ansatz
vorhandene Tryptophan (15 pg/ml) innerhalb von 72 Stunden vollstindig zu Kynurenin

umgesetzt wird. Das Ergebnis eines reprisentativen Experiments ist in Abb.1 dargestellt.
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Abb.1:Ab einer IFN y -Dosis von 250U/ml ist die IDO-Aktivitit in Tumorzellen maximal
stimuliert und lasst sich nicht weiter durch hohere Zytokin-Dosierungen steigern.
Fiir diesen Test wurden 3x10* Zellen pro Vertiefung in Mikrotiterplatten ausgesiht und
mit einer Titrationsreihe von humanem IFN v stimuliert, so dass das im Medium vor-
handene Tryptophan abgebaut wurde. Fiir diesen Test wurde das Medium nicht mit zu-
satzlichem Tryptophan supplementiert. Der Nachweis des Kynurenins erfolgte wie un-

ter 2.2.5 beschrieben.
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In diesem Experiment zeigen alle drei Tumorzellreihen nach identischer Stimulation mit IFN
v eine dhnliche IDO-Aktivitdt: eine IFN y Dosis von 250 U/ml induziert in A549-, 86HG39-
und HBMEC-Zellen eine maximale IDO-Aktivitit, bei der das gesamte in der Kultur
vorhandene Tryptophan zu Kynurenin abgebaut wird. Erhoht man die Zytokin-Dosis auf
Werte iiber 250 U/ml hat dies keinen steigernden Einfluf3 auf die IDO-Aktivitdt. Die Menge

des entstandenen Kynurenins veridndert sich nicht weiter.

Die Beobachtung, dass ab einer IFN y -Dosis von 250 U/ml das gesamte Tryptophan im
Testansatz zu Kynurenin abgebaut wird und dass keine weitere Steigerung der IDO-Aktivitét
in den angegebenen Tumorzellen durch héhere Konzentrationen an IFN y moglich ist, fithrte
zu der Uberlegung, dass nicht die IFN y —Dosis der limitierende Faktor beim Umsatz von
Tryptophan zu Kynurenin ist, sondern vielmehr die im Testansatz vorliegende Menge an
Tryptophan entscheidend ist, wie viel Kynurenin durch die IDO entsteht. Um diese
Uberlegung quantitativ zu belegen, wurde ein weiterer Versuch angesetzt.

Hierfiir wurden die unter 2.2.2 beschriebenen Medien mit unterschiedlichen Mengen an
Tryptophan (25-100 pg/ml) angereichert. AnschlieBend wurde die IDO-Aktivitit der
Tumorzellen mit IFN y maximal stimuliert. Nach dreitdgiger Stimulation wurde das
Endprodukt Kynurenin, wie oben beschrieben, gemessen. Das Ergebnis reprisentativer

Experimente ist in Abb.2 dargestellt
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Kynureninkonzentration im Uberstand stimulierter A549-Zellen
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Abb.2: Durch maximale Stimulation der IDO-Aktivitit in Tumorzellen wird das im Me-
dium vorhandene Tryptophan zu Kynurenin abgebaut. In diesem Experimenten
wurden 3x10* Zellen pro Vertiefung ausgsiht und mit einer konstanten Menge IFN y
(500 U/ml) stimuliert. Um moglichst hohe Konzentrationen des Reaktionsproduktes
Kynurenin zu erhalten, wurden die Tests mit unterschiedlichen Mengen an Trypto-
phan angereichert und anschlieBend die IDO der Tumorzellen maximal mit IFN y
stimuliert. Der Nachweis des Kynurenins erfolgte wie unter 2.2.5 beschrieben.
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Die Grafiken zeigen deutlich den Zusammenhang zwischen der Ausgangskonzentration von
Tryptophan im Testansatz und der anschlieBenden Kynureninkonzentration im Testansatz
nach maximaler Stimulation mit IFN y. Bei identischer (maximaler) Stimulation der IDO-
Aktivitdt aller drei Tumorzellen mit IFN vy ist die entstehende Menge an Kynurenin im
Testansatz abhingig von der Tryptophankonzentration im Uberstand vor Stimulation der
Zellen: Je mehr Tryptophan im Uberstand vorhanden ist desto mehr Kynurenin entsteht bei

maximaler Stimulation der IDO.

Betrachtet man Abbildung 1 und 2 zusammen, so wird deutlich, dass im Kynurenin-Weg, d.h.
beim Abbau des Tryptophans, in meinem Testsytem nicht die Aktivitit des IDO-Enzyms,
sondern allein die Menge ihres Substrats Tryptophan den limitierenden Faktor darstellt.

Ab einer IFN y -Dosis von 250 U/ml ist die IDO-Aktivitit in den Tumorzellen maximal
stimuliert und es ldsst sich keine weitere Steigerung der Enzymaktivitit erzielen (siehe
Abb.1). Eine Steigerung der Kynureninentstehung ist nur durch gréssere Mengen an
Tryptophan im Uberstand moglich (siche Abb.2). Diese Ergebnisse bestitigen, dass der
Abbau von Tryptophan zu Kynurenin ein entscheidender mengenbestimmender Schritt im
Kynurenin-Weg ist und die Konzentration an Substrat im Testansatz ein wichtiger Faktor fiir

die Menge an entstehenden Metaboliten ist.

3.2 Bedeutung der IDO-Aktivitdt und der Tryptophan-Degradation in der

Hemmung von Zellwachstum

Nachdem gezeigt wurde, dass auch die A549-, 86HG39- und HBMEC-Zellen durch IFN y

induziert eine starke IDO-Aktivitdt exprimieren und es dadurch zum Abbau von Tryptophan
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im Testansatz kommt, wurde als nichstes in den folgenden Versuchen quantitativ erfasst, ob
die Zellen durch ihre IDO-Aktivitdt und den konsekutiven Tryptophanabbau zur Hemmung
von Bakterienwachstum fahig sind. Hierfiir wurden die Tumorzellen wie in Abb.1
beschrieben stimuliert und anschlieBend, nach 72stiindiger Stimulation, mit Staphylococcus
aureus infiziert. Das Ergebnis der Bakterienhemmung eines repridsentativen Experiments

zeigt Abb.3. (ndchste Seite)

Die drei Grafiken zeigen eine deutliche Inhibition der Bakterienproliferation durch die
Aktivierung der IDO in den Tumorzellen mit IFN y. Ab einer IFN y -Dosis von 250 U/ml
wird das Bakterienwachstum maximal gehemmt. Durch héhere Zytokin-Konzentrationen
kann das Bakterienwachstum nicht stdrker inhibiert werden. Die Wachstumskurven in der
Grafik erreichen ihr Plateau. Gibt man die Bakterien zusdtzlich mit 100 pg/ml Tryptophan zu
den stimulierten Kulturen, wird die IFN vy induzierte Wachstumshemmung aufgehoben.

Ergebnis dieses Versuches ist, dass durch die Aktivitit der IDO und der daraus resultierenden
Tryptophandegradation das Bakterienwachstum gehemmt wird. Ersetzt man das abgebaute
Tryptophan in der Kultur durch zusétzliche Tryptophangabe, so kann der bakteriostatische
Effekt antagonisiert werden und die Staphylokokken proliferieren wieder. Der Grund fiir die
Bakteriostase und die anschliessende Proliferation nach Zugabe von Tryptophan ist, dass den
Bakterien in den mit IFN vy stimulierten Ansétzen Tryptophan als essentielle Aminosiure zur
Proteinbiosynthese fehlt. Durch die IDO-Aktivitit wird das gesamte Tryptophan in der Kultur
zu Kynurenin abgebaut. Wird der Mangel an Tryptophan in den stimulierten Ansétzen
behoben, indem man die Kulturen zusdtzlich mit 100 pg/ml Tryptophan supplementiert, kann
die Bakteriostase aufgehoben werden. Tryptophan ist wieder fiir die Proteinbiosynthese und

folglich fiir die Bakterienproliferation vorhanden.
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Abb.3: Die IFN vy induzierte IDO-AKktivitit in Tumorzellen iibt einen bakteriostatischen

Effekt aus, der durch Tryptophangabe aufhebbar ist. Fiir diesen Test wurden
3x10* Tumorzellen pro Vertiefung ausgesiht und fiir drei Tage mit einer Titration

von humanem IFN v inkubiert. Dann wurden etwa 50cfu Staphylococcus aureus (in
10 pl tryptophanfreiem Medium) pro Vertiefung zugesetzt. Auf einer zweiten Test-
platte wurden die Bakterien zusammen mit 100 pg/ml Tryptophan zugegeben. Nach
einer Inkubation iiber 24 Stunden wurde das Bakterienwachstum wie unter 2.2.6 be-

schrieben gemessen.
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Dieser Mechanismus ist nur bei auxotrophen Organismen moglich, d.h. die nicht zur
Tryptophansynthese fahig und auf Tryptophanzufuhr mit der Nahrung angewiesen sind (siche
Einleitung). Der Abbau von Tryptophan durch die IFN y vermittelte Stimulation der IDO hat
sich somit in allen drei untersuchten Zelllinien als potenter antimikrobieller
Effektomechanismus erwiesen. In den folgenden Versuchen wurde die antiproliferative
Wirkung der IDO-vermittelten Tryptophan-Depletion sowohl auf das T-Zell- als auch auf
das Tumorzellwachstum quantitativ erfasst. Hierfiir wurde die IDO-Aktivitit der A549-Zellen
mit IFN y stimuliert und anschlieend das Wachstum der zugegebenen T- bzw Tumorzellen
gemessen. Abb.4.1 zeigt die Ergebnisse fiir die T-Zellversuche und Abb.4.2 fiir die A549-,
86HG39- und HBMEC-Zellen.

T-Zellproliferation in stimulierten A549-Kulturen
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Abb.4.1: Der IFN vy vermittelte Tryptophanabbau durch die IDO hat einen antiprolifera-
tiven Effekt auf das Zellwachstum von T-Zellen. Fiir diesen Test wurdrden A549-
Zellen durch Bestrahlung mit 100 Gy im Wachstum gehemmt und danach zu 3x10*
Zellen pro Well in Mikrotiterplatten ausgesiht. In zwei Drittel der Ansétze wurde
die IDO mit IFN v stimuliert und somit das vorhandene Tryptophan im Well
abgebaut. Um den EinfluB3 der Tryptophan-Depletion auf das T-Zellwachstum zu
untersuchen wurde nach Abbau des Tryptophans in den Wells mit stimulierten
A549-Medium, zusitzlich jeweils 1.5x10° PBLs hinzupipettiert . Die T-Zellen
wurden mit einem monoklonalen anti-CD3-Antikorper stimuliert. Jeder Wert wurde
als Dreifachbestimmung angelegt. Um zusétzlich zu untersuchen, ob eine IDO
vermittelte Wachstumshemmung reversibel ist wurde die Hilfte der Ansitze, die im
Anwesenheit stimulierter A549-Zellen angesetzt wurden mit 100 pg/ml Tryptophan
supplementiert. Nach 72 stiindiger Inkubation im Brutschrank wurde das Zell-
wachstum wie unter 2.2.8 beschrieben gemessen.
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Abb.4.2: Der IFNy vermittelte Tryptophanabbau durch die IDO hat eine antiproliferati-
ven Effekt auf das Zellwachstum von Tumorzellen. Testansatz wie unter 4.1
beschrieben. Anstelle der PBLs wurden jeweils 3x10* Tumorzellen der Reihe
A549/86HG39 bzw HBMEC ausgesidht und deren Wachstum gemessen. Um zusétz-
lich zu untersuchen, ob eine IDO vermittelte Wachstumshemmung reversibel ist,
wurde die Hélfte der Ansédtze mit 100 pg/ml Tryptophan supplementiert. Nach 72
stiindiger Inkubation im Brutschrank wurde das Zellwachstum wie unter 2.2.8
beschrieben gemessen. Als Positivkontrolle wurde das Tumorzellwachstum in
unstimulierten Medium gemessen. Die IDO-Aktivitit und damit der Abbau des
Tryptophans wurde in gesonderten Wells wie unter 2.2.5 beschrieben gemessen.

Die vier Grafiken belegen, dass durch den Abbau von Tryptophan im Medium das Wachstum

sowohl der T-Zellen als auch der drei Tumorzellreihen deutlich gehemmt ist. In Anwesenheit

unstimulierter Zellen proliferieren die T-Zellen, die A549-, die 86HG39- und die HBMEC-

Zellen ungehemmt. Die IDO ist nicht aktiviert, folglich ist das in der Kultur vorhandene

Tryptophan nicht abgebaut und kann von den T- und Tumorzellen uneingeschréinkt fiir den

eigenen Stoffwechsel genutzt werden (Dieser Wert dient als Positivkontrolle). Stimuliert man

hingegen die IDO der bestrahlten A549-Zellen mit IFN v iiber drei Tage, wird das Tryptophan

im Ansatz abgebaut. Pipettiert man anschliessend in diese tryptophanarmen Ansétze T-Zellen

oder Tumorzellen zeigt sich, dass deren Proliferation stark gehemmt ist, ndmlich um 80% der

Ausgangswerte der Positivkontrolle. Dall der antiproliferative Effekt tatséchlich auf der

Tryptophan-Depletion 1m Testansatz beruht, zeigt die Beobachtung, dass die

Wachstumshemmung der eingesetzten T-Zellen und Tumorzellen durch Zufuhr von

Tryptophan aufgehoben werden kann. Die Zellen erreichen wieder eine Proliferationsrate von

100% der Positivkontrolle. Aus diesen Beobachtungen lédsst sich auBBerdem schliessen, dass
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ein Mangel an Tryptophan zwar zytostatisch nicht aber zytotoxisch wirkt. Ansonsten wére die

Wachstumshemmung nicht antagonisierbar.

Zusammenfassend betrachtet zeigte sich die IFN vy induzierte IDO-Aktivitit und die
konsekutive Tryptophan-Degradation als potenter antiproliferativer Mechanismus auf

Bakterien, T-Zellen und die Tumorzellen A549, 86HG39 und HBMEC.

3.3 Einfluss des Kynurenins auf das Zellwachstum

In den vorangegangenen Versuchen wurde der Abbau von Tryptophan als potenter
Hemmmechanismus auf das Zellwachstum beschrieben (Abb.4). Da Tryptophan durch die
IDO zu Kynurenin verstoffwechselt wird (Abb.1 und 2), stellt sich die Frage, welche Rolle
das Reaktionsprodukt Kynurenin bei der Hemmung der Zellproliferation spielt.

Im Folgenden wird quantitativ untersucht, ob der Tryptophanmetabolit Kynurenin einen
Effekt auf das Zellwachstum hat. Zuerst wurde der Einfluss von Kynurenin auf das
Bakterienwachstum tiberpriift. Als Screeningversuch wurde eine hohe Konzentration von 400
uM Kynurenin gewéhlt mit der die Staphylokokken 24 Stunden inkubiert wurden.

Die Ergebnisse dieses Experiments sind in Abb.5 dargestellt.

Einflufl von Kynurenin auf das Staphylokokkenwachstum
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Staphylokokkenwachstum
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Abb.5:Kynurenin hat keinen antiproliferativen Effekt auf das Bakterienwachstum.
Fiir diesen Versuch wurde Staphylokokkokus aureus aus zwei Kolonien in 1 ml
Medium gegeben und nach einer Verdiinnung von 1:100 000 in 10 pl pro Vertiefung
in Mikrotiterplatten eingesetzt und anschlieBend mit Kynurenin inkubiert. Nach 72
stiindiger Inkubation wurde das Bakterienwachstum im ELISA-Photometer gemessen,
wie unter 2.2.10 beschrieben.

Nach 24 stiindiger Inkubation mit einer hohen Konzentration Kynurenin wachsen die
Staphylokokken ungehemmt. Sie erreichen dieselbe Wachstumsrate wie die Positivkontrolle.

Kynurenin hat somit keinen antiproliferativen Effekt auf die Bakterien.

Im néchsten Versuch wurde der Kynurenineinfluss auf das T-Zellwachstum quantifiziert.
Hierzu wurden die T-Zellen mit einem monoklonalen anti CD3-Antikorper stimuliert und fiir
72 Stunden mit Kynurenin in einer Endkonzentration von 400 pM im Well, ebenfalls als

Screeningwert, inkubiert. Abb.6 zeigt das Ergebnis des Versuchs.
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Wirkung von Kynurenin auf das T-Zellwachstum
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Abb.6: Kynurenin hat einen starken Hemmeffekt auf das T-Zellwachstum. Fiir diesen
Test wurden 1.5x10° T-Zellen pro Vertiefung in Mikrotiterplatten eingesetzt.
Anschliessend wurden die Zellen mit jeweils einem monoklonalen Antikérper zur

Proliferation stimuliert. Danach wurden die stimulierten T-Zellen tiber drei Tage mit
Kynurenin (400 pM) inkubiert. Jeder Wert wurde als Dreifachbestimmung angesetzt.
Als Positivkontrolle wurden die T-Zellen nur mit einem monoklonalen Antikdrper
(PBL+OKT3) stimuliert und als Negativkontrolle wurde das Wachstum unstimulierter
PBLs gemessen. Die Messung erfolgte wie unter 2.2.8 beschrieben.

Im Gegensatz zu den Staphylokokken iibt Kynurenin auf die T-Zellen eine starke Inhibition
des Zellwachstums aus. Die T-Zellen werden im Vergleich zur Positivkontrolle um mehr als
80% in ihrem Wachstum gehemmt. Somit reagieren die T-Zellen gleichermaBBen empfindlich
auf einen Tryptophanmangel als auch auf die Anwesenheit groer Mengen an Kynurenin im

Medium.

Zuletzt wurde noch der Einfluss von Kynurenin auf das Tumorzellwachstum quantitativ
erfasst. Fiir dieses Experimentalsystem wurden spezielle Uberstinde, wie unter 2.2.2 und
2.2.16 beschrieben, etabliert: Um einen direkten Vergleich zwischen dem Einfluss des

Tryptophanmangels und den Einfluss des Kynurenins auf die Tumorzellproliferation zu
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haben, wurden zwei verschiedene Uberstiinde angesetzt. In einer Zellkulturflasche wurde das
im Medium bereits vorhandene Tryptophan mithilfe IDO-aktivierter Zellen abgebaut, so dass
ein tryptophanarmer Uberstand entstand. Um einen zweiten tryptophanarmen aber
kynureninreichen Uberstand herzustellen, wurde in einer weiteren Zellkulturflasche das
Medium zuvor mit Tryptophan angereichert und anschliessend die IDO der Zellen mit IFN vy
aktiviert, so dass das im Medium vorhandene Tryptophan abgebaut und Kynurenin
angereichert wurde. AnschlieBend wurde das Tumorzellwachstum in den verschiedenen
Uberstinden gemessen. Als Positivkontrolle wurde das Tumorzellwachstum in Uberstinden

unstimulierter Zellen gemessen. Die Ergebnisse sind in Abb.7 dargestellt.

A549-Proliferation 86HG39-Proliferation

in Uberstinden stimulierter und unstimulierter Tumorzellen
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Abb.7:Der Tryptophanmangel in den stimulierten Uberstinden hat einen wachstums-
hemmenden Effekt auf alle drei Tumorzellen, wohingegen das entstandene
Kynurenin in den stimulierten Uberstinden nur eine eingeschriinkte antiproli-
ferative Wirkung auf die Tumorzellen ausiibt. Fiir diesen Test wurden 3x10* Zel-
len pro Vertiefung in 96er-Mikrotiterplatten eingesetzt und das Tumorzellwachstum
in den Uberstdnden unstimulierter bzw mit IFN y stimulierter Zellen gemessen. Um
eine hohe Konzentration von Kynurenin in einem Teil der Uberstinde zu erhalten,
wurde das Medium zuvor mit Tryptophan angereichert und anschlieend die Zellen
mit IFN vy stimuliert. Um zu untersuchen, ob der wachstumshemmenden Effekt in den
stimulierten Uberstinden auf dem Mangel an Tryptophan oder der hohen Konzen-
tration an Kynurenin beruht, wurde die Hilfte der Tumorzellen in den stimulierten
Uberstinden zusitzlich mit Tryptophan supplementiert. Die Uberstinde wurden wie
unter 2.2.2 beschrieben angesetzt und die Messung der Tumorzellproliferation wie
unter 2.2.8 beschrieben gemessen.

Die Grafiken zeigen, dass die Tumorzellen sehr unterschiedlich und weitaus weniger

empfindlich auf die Anwesenheit von Kynurenin reagieren als auf den Tryptophanmangel in

den Uberstinden. Sowohl die A549- als auch die 86HG39- und HBMEC-Zellen reagieren in
diesem Versuch und wie unter 3.2 bereits ausfiihrlich beschrieben auf den Tryptophanmangel
in den Uberstinden mit einer Hemmung ihrer Proliferation. Durch Gabe von Tryptophan lisst
sich die Wachstumshemmung wieder autheben, was belegt, dass der Effekt tatsdchlich durch

Tryptophanmangel induziert wurde. Ebenfalls ist das Wachstum der drei Tumorzellreihen in

den tryptophanarmen und zusitzlich kynureninreichen Uberstinden gehemmt. Gibt man

zusitzlich Tryptophan zu den Tumorzellen, so ldsst sich dieser Hemmeffekt bei den A549-

Zellen vollstindig und bei den 86 HG39-Zellen zum Teil autheben. Die A549-Zellen

erreichen wieder eine Proliferationsrate von 100% der Positivkontrolle und die 86HG39-

Zellen von 70%. Am stirksten beeintrdchtigt sind die HBMEC-Zellen in kynureninreichen

Uberstinden. Sie erreichen nach Tryptophanzugabe lediglich wieder eine Proliferationsrate

von etwas iiber 50% der Positivkontrolle. Dieser Versuch belegt also deutlich, dass die

Tumorzellen sehr empfindlich auf Tryptophanmangel reagieren, der Tryptophanmetabolit

Kynurenin jedoch einen viel geringeren Effekt auf die Tumorzellproliferation ausiibt: Die

Hemmung des A549- und 86HG39- und HBMEC-Wachstums lédsst sich selbst in den

kynureninreichen Uberstinden durch Zufuhr von Tryptophan antagonisieren, so dass die
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Wachstumshemmung eher auf den Tryptophanmangel als auf einen antiproliferativen Effekt
des Kynurenins im Uberstand zuriickzufiihren ist. Zwar zeigen die HBMEC-Zellen eine
leichte Wachstumshemmung durch die Inkubation mit Kynurenin, die sich nicht vollstindig
antagonisieren 14Bt, doch fillt dieser antiproliferative Effekt weitaus geringer aus als bei den

T-Zellen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die T-Zellen am empfindlichsten auf Kynurenin
reagieren. Auf das Wachstum der Staphylokokken hat Kynurenin jedoch keine Auswirkungen
und die Tumorzellen werden durch diesen Tryptophanmetaboliten nur teilweise und weitaus

geringer in ihrer Proliferationsrate beeinflusst als die T-Zellen.

3.4 Bedeutung der librigen Tryptophanmetabolite auf das T-Zellwachstum

Kynurenin ist nicht der einzige Metabolit der beim Abbau von Tryptophan entsteht (sieche
Einleitung), sondern abhéngig von den vorhandenen Enzymen in den Zellen und Geweben
entsteht eine Reihe von Metaboliten, deren Funktion noch nicht vollstindig geklart ist.

Aber nachdem nun gezeigt wurde, dass Kynurenin einen starken inhibitorischen Effekt auf
das T-Zellwachstum hat, wurde untersucht, ob die nachfolgenden Metabolite des Kynurenin-
Weges ebenfalls einen Effekt auf das T-Zellwachstum haben. Hierfiir wurden als
Screeningtest stimulierte T-Zellen fiir 72 Stunden mit den angegebenen Metaboliten in hohen
Konzentrationen von 400 uM inkubiert. Abb.8 zeigt die Ergebnisse dieser Versuche (nichste
Seite).

Die  verschiedenen Tryptophanmetabolite {iben unterschiedliche Effekte auf das T-

Zellwachstum aus. In einer Konzentration von 400 uM hemmen vor allem Kynurenin,
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Hydroxykynurenin und Hydroxyanthranilsdure die T-Zellproliferation um 90% der
Positivkontrolle. Quinolinsdure und Anthranilsdure haben keinen antiproliferativen Effekt auf
die T-Zellen. Unter Zugabe dieser beiden Metabolite ist die T-Zellproliferation ebenso

unbeeinflusst wie die der Positivkontrolle oder in tryptophanreichen Medium.
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Abb.8:Die Tryptophanmetabolite zeigen unterschiedliche Effekte auf das T-Zell-
wachstum. Fiir diesen Test wurden 1.5x10° PBLs pro Vertiefung in vier Mikrotiter-
platten eingesetzt. Die T-Zellen jeder Mikrotiterplatte wurden mit jeweils einem
monoklonalen anti-CD3 Antikdrper zur Proliferation stimuliert. AnschlieBend wurden
die T-Zellen iiber drei Tage mit den angegebenen Tryptophanmetaboliten (400uM)
inkubiert. Jeder Wert wurde als Dreifachbestimmung angesetzt. Als Positivkontrolle
wurden T-Zellen nur mit einem monoklonalen Antikdrper (PBL+OKT3) stimuliert.
Als Negativkontrolle wurde das Wachstum unstimulierter PBLs gemessen. Die
Messung erfolgte wie unter 2.2.8 beschrieben.

Weil verschiedene Wachstumsstimuli iiber unterschiedliche Signalinduktionen die T-
Zellproliferation stimulieren (siehe Einleitung), wurde im Folgenden untersucht, ob die Art

des T-Zell-Stimulus einen Einfluf3 auf die Wirkung der Tryptophanmetabolite hat. Zu diesem
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Zweck wurden die T-Zellen anstatt mit OKT3 mit SEB, PHA bzw TLA stimuliert und

anschliefend mit den Metaboliten inkubiert. Die Ergebnisse zeigt Abb.9

nach Stimulation mit SEB
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Abb.9:Der Effekt der Metabolite auf das T-Zellwachstum édndert sich nicht durch Stimu-
lation der T-Zellen mit unterschiedlichen Mitogenen. Fiir diesen Test wurden
1.5x10° PBLs pro Vertiefung in Mikrotiterplatten eingesetzt. Nach Stimulation der T-
Zellen mit jeweils einem monoklonalen Antikdrper wurden die T-Zellen {iber drei Ta-
ge mit den angegebenen Tryptophanmetaboliten (400 uM) inkubiert. Um zu unter-
suchen, ob die Wirkung der Metabolite abhéngig von einem bestimmten Stimulus ist,
wurden die T-Zellen in einem Ansatz mit OKT3, im zweiten mit SEB, im dritten mit
TLA und im vierten mit PHA stimuliert. Jeder Wert wurde als Dreifachbestimmung
angesetzt. Als Positivkontrolle wurden T-Zellen nur mit jeweils dem entsprechenden
monoklonalen Antikorper stimuliert, ohne mit einem Metaboliten inkubiert zu werden.
Als Negativkontrolle wurde das Wachstum unstimulierter T-Zellen gemessen Die
Messung erfolgte wie unter 2.2.8 beschrieben.

Auch diese Versuche zeigen, dass unabhingig vom Stimulus vor allem Kynurenin,

Hydroxykynurenin und Hydroxyanthranilsdure die T-Zellproliferation um 90% der

Positivkontrolle auf wenige 100 cpm hemmen. Ebenfalls unveréndert, trotz verschiedener

Stimuli, ist, dass Quinolinsdure und Anthranilsdure keinerlei Hemmwirkung auf das T-Zell

Wachstum haben. Hier entspricht das T-Zellwachstum dem der Positivkontrolle. Diese

Experimente belegen, dass die Art des Mitogens keine Rolle spielt. Kynurenin,

Hydroxykynurenin und Hydroxyanthranilsdure {ben auf alle stimulierten, d.h.

proliferierenden T-Zellen einen wachstumshemmenden Effekt aus.

In den vorangegangenen Versuchen wurden Kynurenin, Hydroxykynurenin und
Hydroxyanthranilsdure als Tryptophanmetabolite mit starkem antiproliferativen Effekt auf T-

Zellen identifiziert. Um ein genaueres Wirkspektrum dieser Metabolite zu quantifizieren,
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wurden in einem weiteren Versuch stimulierte T-Zellen mit unterschiedlichen
Konzentrationen der angegebenen Metabolite fiir drei Tage inkubiert. Zum Vergleich wurden
auch die nicht hemmenden Metabolite Quinolinsdure und Anthranilsdure austitriert. Das

Ergebnis zeigt Abb.10 (nichste Seite).

Die Grafiken veranschaulichen noch einmal die starke Hemmwirkung der Metabolite
Kynurenin, Hydroxykynurenin und Hydroxyanthranilsdure, wobei Kynurenin und
Hydroxyanthranilsdure das stiarkste Hemmpotential aufweisen. Schon ab einer Konzentration
von ca 75 uM im Testansatz hemmen sie das T-Zellwachstum auf 50% der Positivkontrolle,
wiéhrend Hydroxykynurenin erst ab einer Konzentration von 100 uM diese Hemmwirkung
erreicht. Niedrigere Konzentrationen dieser Metabolite zeigen keinen antiproliferativen Effekt

mehr auf das T-Zellwachstum.
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Abb.10:Kynurenin, Hydroxykynurenin und Hydroxyanthranilsiure zeigen den
stirksten antiproliferativen Effekt auf das T-Zellwachstum. In diesem
Experiment wurden 1.5x10° PBLs pro Vertiefung in Mikrotiterplatten ausge-
sdaht und mit einem monoklonalen Antikdrper zur Proliferation stimuliert. Um die
minimale Hemmkonzentrationen von 50% der Metabolite zu ermitteln, wurden die
Zellen pro Testplatte mit unterschiedlichen Mengen eines Tryptophanmetaboliten
drei Tage inkubiert. Als Positivkontrolle wurden PBLs nur mit einem monoklonalen
Antikorper stimuliert. Als Negativkontrolle wurde das Wachstum unstimulierter
PBLs gemessen Die Messung des Zellwachstums erfolgte wie unter 2.2.8
beschrieben.

Nachdem nun neben dem Abbau von Tryptophan auch fiir seine Metabolite Kynurenin,

Hydroxykynurenin und Hydroxyanthranilsdure ein wachstumshemmender Effekt auf die T-
Zell-Proliferation nachgewiesen wurde, wurde im néchsten Versuch untersucht, ob die
Hemmwirkung dieser Metabolite durch die Zugabe von Tryptophan zu den Zellen
antagonisiert werden kann. Hierzu wurde die Hélfte der T-Zellen, die mit Metaboliten
inkubiert wurden, zusdtzlich mit Tryptophan supplementiert. Das Ergebnis reprédsentativer
Experimente zeigt Abb.11 (ndchste Seite).

Wie erwartet zeigt sich in den Grafiken der wachstumshemmende Effekt der Metabolite

Kynurenin, Hydroxykynurenin und Hydroxyanthranilsdure auf das T-Zellwachstum. Dieser
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hemmende Effekt ist nicht durch Tryptophanzugabe antagonisierbar. Im Gegenteil, die
Zugabe von Tryptophan zu den Metaboliten hemmt das T-Zellwachstum zusétzlich in allen
drei Ansdtzen. V. a. in den hohen Konzentrationen der Metabolite von 100 bis 400 uM
erreicht das T-Zellwachstum nach Zugabe von Tryptophan nicht die Proliferationsrate der T-
Zellen, die nur mit dem angegebenen Meatboliten inkubiert wurden. Dieser zusétzliche
Hemmeffekt des Tryptophans entsteht dadurch, dass das zugegebenen Tryptophan im
Testsystem weiter zu seinen Metaboliten abgebaut wird. Die antiproliferative Wirkung der
zusitzlich entstandenen Meatbolite addiert sich mit der des bereits vorhandenen Metabolite.

Aus diesem Grund wird die T-Zellproliferation zusétzlich gehemmt.
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Abb.11:Der antiproliferative Effekt von Kynurenin, Hydroxykynurenin und Hydroxy-
anthranilsiure auf das T-Zellwachstum lésst sich nicht durch Tryptophangabe
antagonisieren. In diesem Testansatz wurden 1.5x10° Zellen pro Vertiefung in
Mikrotiterplatten eingesetzt und mit einem monoklonalen anti-CD3 Antikdrper zur
Proliferation stimuliert. AnschlieBend wurden die T-Zellen mit unterschiedlichen
Mengen eines der angegebenen Tryptophanmetaboliten inkubiert.Um zu untersuchen,
ob der antiproliferative Effekt dieser Metabolite antagonisierbar ist, wurden in einem
zweiten Ansatz die T-Zellen zusétzlich mit Tryptophan (100 pg/ml) supplementiert.
Jeder Wert wurde als Dreifachbestimmung angesetzt. Als Positivkontrolle wurden
T-Zellen nur mit einem monoklonalen Antikorper stimuliert und als Negativkontrolle
wurde das Wachstum unstimulierter PBLs gemessen Die Messung des Zellwachstums
erfolgte wie unter 2.2.8 beschrieben.

Nachdem  nun in einer Reihe von Versuchen gezeigt wurde, dass sowohl der

Tryptophanabbau (Abb.1 und 2) als auch die dabei entstehenden Reaktionsprodukte (siche

Abb.7 bis 11) eine wesentliche Rolle im antiproliferativen Effektormechanismus von T-

Zellen spielen, wurde untersucht, ob dieser Effekt gleichermaBlen auf stimulierte und

unstimulierte T-Zellen zutrifft. Hierfiir wurden ruhende PBLs mit den entsprechenden

Metaboliten {iber unterschiedliche Zeitrdume (1 Stunde, 6 Stunden oder 12 Stunden)

vorinkubiert. Anschlieend wurden die vorinkubierten PBLs in Mikrotiterplatten ausgeséht

und entweder mit OKT3 (ndchste Seite) oder SEB (iiberndchste Seite) stimuliert. Das

Ergebnis dieser Vorinkubationsversuche zeigt Abb.12 (folgende Seiten).

Die Grafiken zeigen deutlich, dass die Vorinkubation unstimulierter T-Zellen iiber eine
Stunde, sechs oder zwolf Stunden mit jeweils einem Tryptophanmetaboliten keinen
wachstumshemmenden Effekt auf die nachfolgend stimulierten T-Zellen hat. Weder die

Dauer der Vorinkubation ruhender Zellen noch die Art des Metaboliten haben einen Einfluss



Ergebnisse 73

auf die Proliferation der nachfolgend mit einem monoklonalen Antikdrper stimulierten T-
Zellen. Selbst nach zwdlfstiindiger Vorinkubation mit den Metaboliten Kynurenin,
Hydroxykynurenin oder Hydroxyanthranilsdure zeigt sich keine Beeintrachtigung des
anschliefend stimulierten T-Zellwachstums. Im Vergleich dazu hemmen die Metabolite auf
der Kontrollplatte die stimulierten T-Zellen deutlich in ihrem Wachstum. In diesem Fall
wurden die Metabolite nicht ruhenden, sondern proliferierenden T-Zellen zugegeben
(Vergleiche Versuch 8). Folglich stellen die Metabolite nur einen potenten
Hemmmechanismus auf T-Zellen in der Proliferationsphase und nicht in der Ruhe-(GO)-

Phase dar.
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Abb.12.1:Die Vorinkubation von PBLs mit einem Tryptophanmetaboliten beeinflusst
nicht das Wachstum nachfolgend mit OKT3 stimulierter T-Zellen.

Fiir dieses Experiment wurden 5x10° PBLs fiir 1Stunde, 6 bzw 12 Stunden mit
Einen der angegebenen Tryptophanmetaboliten (400 uM) vorinkubiert. Anschlies-
send wurden die PBLs aus jeder Kultur in Mikrotiterplatten ausgeséht (1.5x10°
Zellen proVertiefung) und mit einem monoklonalen Antikérper zur Proliferation
stimuliert. Als Positivkontrolle (PBL+OKT3) dienten T-Zellen, die mit keinem
Metaboliten vorinkubiert, sondern lediglich mit einem monoklonalen Antikorper
stimuliert wurden. Als Negativkontrolle wurde das Wachstum unstimulierter PBLs
gemessen. Nach dreitdgiger Stimulation erfolgte die Proliferationsmessung wie
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Abb.12.2:Die Vorinkubation von PBLs mit einem Tryptophanmetaboliten beeinflusst
nicht das Wachstum nachfolgend mit SEB stimulierter T-Zellen.
Fiir dieses Experiment wurden 5x10° PBLs fiir 1Stunde, 6 bzw 12 Stunden mit
Einen der angegebenen Tryptophanmetaboliten (400 uM) vorinkubiert. Anschlies-
send wurden die PBLs aus jeder Kultur in Mikrotiterplatten ausgeséht (1.5x10°
Zellen proVertiefung) und mit einem monoklonalen Antikdrper zur Proliferation
stimuliert. Als Positivkontrolle (PBL+SEB) dienten T-Zellen, die mit keinem
Metaboliten vorinkubiert, sondern lediglich mit einem monoklonalen Antikdrper
stimuliert wurden. Als Negativkontrolle wurde das Wachstum unstimulierter PBLs
gemessen. Nach dreitigiger Stimulation erfolgte die Proliferationsmessung wie
unter 2.2.8 beschrieben.
Nachdem gezeigt wurde, dass die Tryptophanmetabolite nur auf stimulierte T-Zellen
wachstumshemmend wirken, wurde im folgenden Versuch untersucht, ob der Zeitpunkt der
Proliferation, an dem die Metabolite zugegeben werden und der Zeitraum der
Metaboliteninkubation eine Rolle spielen. Um die Metabolite zu unterschiedliche Zeitpunkten
der T-Zellproliferation zuzugeben, wurden alle T-Zellen an Tag 0 mit einem monoklonalen
Antikorper zur Proliferation stimuliert und anschlieBend an verschiedenen Tagen mit den
angegebenen Metaboliten inkubiert. Ein Viertel der stimulierten Zellen wurde bereits am Tag
der Stimulation (d0) mit den Metaboliten inkubiert. Das nichste Viertel einen Tag (d1) nach
Stimulation, ein weiteres zwei(d2) bzw drei Tage(d3) nach Stimulation. Um gleichzeitig den

Einfluss unterschiedlich langer Inkubationszeiten auf das T-Zellwachstum zu untersuchen,

wurden alle stimulierten Zellen unabhingig vom Zeitpunkt der Metabolitenzugabe an d3
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gepulst und ihr Wachstum gemessen, wie unter 2.2.8 beschrieben. Das Ergebnis dieser

Zugabekinetik ist in Abb.13 dargestellt.
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Abb.13:Bei Zugabe in der frithen Phase der Proliferation haben die Metabolite den
stirksten wachstummshemmenden Effekt auf das T-Zellwachstum.In diesem
Versuch wurden 1.5x10° PBLs pro Vertiefung in Mikrotiterplatten eingesetzt und
mit einem monoklonalen Antikorper zur Proliferation stimuliert. AnschlieBend
wurden die Tryptophanmetabolite zu jeweils unterschiedlichen Zeitpunkten in die
einzelnen Testplatten pipettiert: am Tag des Ansatzes (d0), an Tag 1(d1), Tag 2 (d2)
oder Tag 3 (d3) nach Ansatz. Die Messung aller angesetzten Platten erfolgte an Tag3
wie unter 2.2.8 beschrieben. Als Positivkontrolle wurden T-Zellen nur mit einem
monoklonalen Antikorper stimuliert und als Negativkontrolle wurde das Wachstum
unstimulierter PBLs gemessen.

Aus diesem Experimentalsystem wird deutlich, dass die angegebenen Metabolite vor allem in

der frithen Phase der T-Zell-Proliferation ihre maximale Wirkung entfalten. Kynurenin,
Hydroxykynurenin und Hydroxyanthranilsdure haben ihre starkste antiproliferative Wirkung
bei Zugabe am Tag 0 und an Tag 1. Bei Zugabe an diesen Tagen wird das T-Zellwachstum
um mehr als 90% der Positivkontrolle gehemmt. Werden die Metabolite erst ab Tag 2
zugegeben, verringert sich der Hemmmeffekt auf die T-Zell-Proliferation auf 75% und

erreicht nach Zugabe an Tag 3 nicht einmal mehr eine Hemmwirkung von 50%.

Der stérkste antiproliferative Effekt der Metabolite zeigt sich also in der frithen Phase der T-
Zell-Proliferation, vor allem bei Zugabe an Tag 0 und Tag 1. Bei spiterer Zugabe der

Metabolite nimmt die antiproliferative Wirkung kontinuierlich ab. Ein anderer wichtiger
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Aspekt in der Hemmung der T-Zellproliferation ist der Zeitraum der Metaboliteninkubation:
Je langer die T-Zellen mit dem jeweiligen Metaboliten inkubiert werden desto stirker ist der
Hemmeffekt des Metaboliten. Der antiproliferative Effekt z.B. von Hydroxykynurenin ist bei
Zugabe am d0 am stirksten und nimmt mit Zugabe an d1, d2 und d3 ab. Folglich spielen
Zeitpunkt und Zeitraum eine entscheidende Rolle in der inhibierenden Wirkung der

Metabolite.

3.5 Einfluss der Tryptophanmetabolite auf die Tumorzellproliferation

Die IDO-vermittelte Depletion von Tryptophan hat sich als potenter Effektormechanismus in
der Hemmung des Wachstums von A549-, 86HG39- und HBMEC-Zellen erwiesen (siche
Versuch 4). Die Wirkung der beim tryptophanabbau entstehenden Tryptophanmetabolite
wurde vor allem bei T-Zellen untersucht (sieche Versuch 10). Um die Wirkung dieser
Metabolite auf die Tumorzellen nidher zu untersuchen und weiter zu quantifizieren, wurden
alle drei Tumorzellreihen fiir 72 Stunden mit den angegebenen Tryptophanmetaboliten in
unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert. Als Screeninguntersuchung wurden sehr hohe
Konzentrationen der Metabolite gewihlt, die sich bereits in der Hemmung der T-
Zellproliferation bewihrt haben. Das Ergebnis ist in Abb.14 dargestellt (nidchste Seite).

Die Metabolite iiben unterschiedliche Effekte auf die drei Tumorzellreihen aus. Wahrend das
Wachstum der A549-Zellen unbeeintrachtigt von der Inkubation mit den
Tryptophanmetaboliten bleibt, iibt vor allem Hydroxyanthranilsdure in hoher Konzentration
einen antiproliferativen Effekt auf die 89HG39- und HBMEC-Zellen aus. Kynurenin und
Hydroxykynurenin entfalten lediglich einen leichten hemmenden Einfluf auf die Proliferation
der HBMEC-Zellen. Die Grafiken zeigen deutlich, dass ein antiproliferativer Effekt der

Metabolite auf die Tumorzellen deutlich geringer ausfillt als bei den T-Zellen.
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Insgesamt lédsst sich sagen, dass die in dieser Arbeit verwendeten Tumorzellen zwar durch
Stimulation mit IFN vy eine starke IDO-Aktivitdt aufweisen, wodurch sie effektiv am Abbau
von Tryptophan und der Entstehung von Metaboliten beteiligt sind, selber aber weniger
empfindlich gegeniiber den Metaboliten sind als die T-Zellen. /n vivo nutzen Tumorzellen
ihre IDO-Aktivitdt, um sich gegen eine T-Zell vermittelte Immunabwehr zu schiitzen, ohne
sich selbst zu schiadigen. Die Bildung von Tryptophanmetaboliten, die hemmend auf T-Zellen
nicht aber auf die Tumorzellen selbst wirken wire eine ,,intelligente Uberlebensstrategie der

entarteten Zellen.
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Abb.14:Die Tryptophanmetabolite zeigen unterschiedliche Wirkungen auf das Tumor-
zellwachstum. Fiir diesen Test wurden 3x10* Zellen pro Vertiefung in Mikrotiter-
platten ausgesiht und drei Tage mit unterschiedlichen Mengen der Tryptophanmeta-
boliten inkubiert. Zum Vergleich wurde eine Kontrollplatte mit T- Zellen angesetzt.
Die Messung der Zellproliferation erfolgte wie unter 2.2.8 beschrieben

Ahnliches gilt fiir den in dieser Arbeit untersuchten Staphylococcus aureus-Stamm. Wird
thnen Tryptophan als Substrat entzogen, sind sie stark in ihrem Wachstum gehemmt. Keinen
Einfluf} auf die Staphylokokkenproliferation haben die Tryptophanmetabolite. Als einzige in
dieser Arbeit untersuchte Zellreihe, zeigen proliferierende T-Zellen bei Inkubation mit den
Metaboliten ~ Kynurenin, Hydroxykynurenin und Hydroxyanthranilsdure eine starke

Wachstumshemmung, die jedoch abhéngig vom Zeitpunkt der Metabolitenzugabe ist.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurden zwei wichtige immunologische Aspekte des Tryptophanstoffwechsels
untersucht: zum einen die Tryptophan-Degradation durch die IFN vy induzierte IDO-Aktivitét
und zum anderen die dabei entstehenden Tryptophanmetaboliten. Die Tryptophanverarmung
vermittelt sowohl immunregulatorische, antiproliferative, antitumordse und antimikrobielle
Effekte, wihrend die Tryptophanmetabolite vor allem an immunregulatorischen Prozessen der

erworbenen Immunabwehr beteiligt sind.

Der Abbau von Tryptophan zu Kynurenin wird im sogenannten Kynurenin-Weg von der
Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) initiiert. Dieser erste und zugleich mengenbestimmende
Schritt (Werner-Feldmeyer et al., 1989, Grohmann et al., 2003; Stone et al., 2002) im
Katabolismus des Tryptophans ist ein Weichensteller fiir die Entstehung weiterer
Tryptophanmetabolite (Werner et al., 1987, Widmer 2000). In der vorligenden Arbeit konnte
dieser IDO katalysierte Schritt in Lungenkarzinomzellen (A549), Glioblastomzellen
(86HG39) und Endothelzellen (HBMEC) nachgewiesen werden. Hierbei wurde das gesamte
im Medium vorhandene Tryptophan durch die IDO der drei Tumorzellreihen zu Kynurenin
abgebaut. Diese Untersuchungen machten auch deutlich, dass der limitierende Faktor beim
Abbau von Tryptophan zu Kynurenin das im Testansatz vorhandene Tryptophan ist. Bei
maximaler Stimulation der IDO mit IFN y konnte der Umsatz an Kynurenin in den Kulturen
nur durch hohere Konzentrationen an Tryptophan im Medium gesteigert werden. Aus diesen
Beobachtungen ergibt sich ein weiterer wichtiger Aspekt des IDO vermittelten

Tryptophanabbaus: die Stimulierbarkeit der IDO mit IFN 7.

Ein Zusammenhang zwischen IFN y und der Expression der IDO wurde bereits 1990 von Dai

et al., beschrieben. Durch Stimulation mit IFN y konnte die Expression der IDO in
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Makrophagen, Dendritischen Zellen, Fibroblasten, Endothelzellen und einigen Tumorzellen
induziert werden (Taylor et al., 1991, Burke et al., 1995, Varga et al., 1996, Munn et al.,
1999, HWU et al., 2000). In dieser Arbeit wurde dieser Zusammenhang noch einmal fiir die
Tumorzellrethen A549, 86HG39 und HBMEC nachvollzogen. Diese Untersuchungen
belegten somit, dass IFN vy ein potenter Stimulus fiir die Aktivitit der IDO darstellt,
unabhédngig von der Zellreihe, die dieses Enzym exprimiert.

IFN vy gehort zur Gruppe der Zytokine und ist mallgeblich an der Regulation von
Immunreaktionen beteiligt. Aus diesem Grund wurde auch fiir die IDO eine Beteiligung an

Immunprozessen postuliert.

Bereits 1984 zeigten Pfefferkorn et al., dass tatsdchlich ein Zusammenhang zwischen der
Induktion der IDO durch IFN y wund der Hemmung von intrazelluldren
Toxoplasmenwachstum besteht. Durch die Aktivitit des IDO-Enzyms wird die Aminosdure
Tryptophan zu Kynurenin abgebaut und dem parasitdren Stoffwechsel entzogen. Auxotrophe
Organismen, wie die Toxoplasmen, sind nicht zur de novo Synthese von Tryptophan fdhig.
Aus diesem Grund sind sie auf die Zufuhr von Tryptophan als Substrat fiir ihre
Stoffwechselprozesse angewiesen und konnen somit durch Entzug dieser essentiellen
Aminosiure in ihrer Proliferation gehemmt werden.

In weiteren Studien an auxotrophen (eu- und) prokaryotischen Organismen, wie z.B.
Chlamydien (Byrne et al., 1986), Streptokokken (MacKenzie et alt., 1998), Viren (Bodaghi et
al., 1999), Enterokokken (Ddubener et alt., 1999) und Mykobakterien (Hayashi et al., 2001)
wurde die Theorie von der lokalen intra- und extrazelluliren Tryptophanverarmung als
inhibitorischer Effektormechanismus der Immunabwehr verifiziert. In der vorliegenden
Arbeit wurde der IDO vermittelte biostatische Effekt an Staphylococcus aureus bestitigt.
Anhand von Infektionsmodellen in den drei Tumorzellreihen A549, 86 HG39 und HBMEC

konnte nach Induktion der IDO mit IFN y das Staphylokokkenwachstum effektiv gehemmt
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werden. Durch Supplementation der Kulturen mit Tryptophan konnte die Hemmung wieder
aufgehoben werden, so dass die Staphylokokken erneut proliferierten. Aus diesem
Experimentalsystem ldsst sich schlieBen, dass der IDO vermittelte Abbau von Tryptophan in
der Umgebung des Erregers einen potenten Abwehrmechanismus darstellt mit dem sich der
Korper in vivo vor der Infektion bzw Ausbreitung dieses Krankheitserreger schiitzen kann.
Dies ist jedoch nur moglich, solange das Bakterium nicht zur de novo Synthese von
Tryptophan féahig ist. Staphylokokken spielen eine bedeutende Rolle bei der Entstehung von
Wundinfektionen, wie z.B. der Abszessen oder dem Stayphylokokken scaled skin syndrome
und anderen Erkrankungen, wie Pneumonien und Endokarditiden. Nach der Invasion des
Erregers greift zuerst die angeborene (innate), unspezifische und spdter die erworbene,
spezifische Immunantwort. Wéhrend der angeworbenen Reaktion dringen Granulozyten und
Makrophagen in das entziindete Gewebe ein, phagozytieren den Erreger und aktivieren die
spezifische Abwehr. Im Zuge der erworbenen Immunantwort werden Zytokine, wie IFN v,
von aktivierten T-Zellen und NK-Zellen gebildet. Das sezernierte IFN y stimuliert die
Expression der IDO (Taylor et Feng, 1991; Dai et Gupta, 1990; Koida et Yoshida, 1994) in
den umliegenden Endothelzellen, Gliazellen oder Lungenepithelzellen (Caplen et al., 1988).
Die Aktivitit der IDO fiihrt zu einer (intra- und extrazelluldren) Depletion des vorhandenen
Tryptophans in der Umgebung des Erregers und folglich zur Hemmung von Wachstum und
Ausbreitung der Staphylokokken. Um sich selbst vor dem Mangel an Tryptophan zu schiitzen,
bilden die korpereigenen (Abwehr-) Zellen einen Tryptophanreservespeicher (Flohr et al.,
1992): Dies geschieht, indem sie die Produktion der tryptophanyl-tRNA (WRS)
hochregulieren (Frolova et al., 1993) und daran Tryptophan binden, das schlielich in den
Zellen gespeichert wird. Dieser Mechanismus gewdhrleistet die Hemmung der
Bakterienausbreitung, ohne dass sich die Immunzellen selbst die notige Aminosdure
entziehen. Aber nicht nur die korpereigenen Abwehrzellen verfiigen {iber -einen

Schutzmechanismus vor Tryptophanmangel. Auch Bakterien haben Uberlebenstrategien



Diskussion &4

entwickelt, die es ihnen moglich machen in einem tryptophanarmen Milieu zu iiberleben, wie
diese Arbeit zeigt: Wird das im Medium vorhandene Tryptophan durch die IDO abgebaut,
wachsen die Staphylokokken in der Kultur nicht mehr. Wird das Medium jedoch mit
Tryptophan supplementiert proliferieren die Bakterien wieder. Das heifit, der Mangel an
Tryptophan wirkt nicht zytotoxisch auf die Staphylokokken, sondern hemmt lediglich ihr
Wachstum (zytostatisch). Eine Erkldrung fiir die Fahigkeit der Staphylokokken fiir eine
bestimmte Zeit ohne die Zufuhr der essentiellen Aminosiure zu liberleben konnte das bereits
beschriebene Modell der stringenten Kontrolle sein: Dies ist nichts anderes als die Fahigkeit
des Bakteriums unter aminosdurearmen Bedingungen, seinen Stoffwechsel auf ein Minimum
zu begrenzen, indem die Synthese bzw die Produktion von rRNA, tRNA und Ribosomen
gestoppt wird (Knippers, 1997). Dieser Mechanismus ist vor allem bei Streptokokken
(Whithead et al.) und E. coli ausfiihrlich beschrieben. Der Abbau von Tryptophan stellt somit
einen effektiven bakteriostatischen Mechanismus dar, der die Staphylokokken zwar nicht
direkt abtdtet, aber dennoch ein effektiver Schutz vor der Ausbreitung des Erregers bietet. Die
vollstindige Eliminierung der Staphylokokken obliegt dann weiteren Effektormechanismen
im Immunsystem.

Mithilfe der tryptophanabbauenden Prozesse ist gewdéhrleistet, dass nicht jeder Kontakt mit
einem Pathogen/Krankheitserreger zu dessen Vermehrung und Ausbreitung im Korper und
schlussendlich zu einer Infektion des Wirtsorganismus fiihrt. Die IDO vermittelte Depletion
des Tryptophans in der Umgebung eines Erregers stellt somit eine unkomplizierte T-Zell-
mediierte spezifische Abwehrreaktion dar, die unter minimalen Aufwand einen potenten
Schutz gegen pathogene Keime vermittelt mit denen der Organismus tiglich konfrontiert

wird.
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Der Abbau von Tryptophan spielt aber nicht nur eine Rolle in der Hemmung des
Bakterienwachstums. In dieser Arbeit wurde auch der IDO vermittelte antiproliferative Effekt
auf T-Zellen und A549-, 86HG39- sowie HBMEC-Zellen untersucht. Hierbei wurde deutlich,
dass sowohl die T-Zellen als auch die drei Tumorzellreihen auf Tryptophan als Substrat fiir
ihren Stoffwechsel angewiesen sind:

Nach Stimulation der IDO mit IFN y und dem konsekutiven Abbau des im Testansatz
vorhandenen Tryptophans entstand ein tryptophanarmes Medium in dem sowohl die T-Zellen
als auch die Tumorzellen nicht proliferierten. Gemeinsam ist diesen Zellen, dass sie fiir ihren
Stoffwechsel Tryptophan bendtigen und diese Aminosdure nicht de novo synthetisieren
konnen. In einem tryptophanarmen Milieu fehlt die essentielle Aminosdure fiir die
Proteinbiosynthese. Folglich kommt es zur Inhibition des Zellwachstums. Frumento et al.
demonstrierten 2002, dass vor allem CD4" und CD8" T-Lymphozyten durch die Tryptophan-
Depletion gehemmt werden. Um zu beweisen, dass die Inhibition des Zellwachstums
tatsdchlich auf dem Mangel von Tryptophan beruht, wurden in dieser Arbeit
Supplementationsversuche etabliert. In diesen Versuchen konnte die Wachstumshemmung
der T-Zellen und Tumorzellen antagonisiert werden, indem man das tryptophanarme Medium
mit Tryptophan supplementierte. Damit zeigen die Supplementationsversuche aber auch
deutlich, dass das Wachstum der T-Zellen und Tumorzellen, dhnlich wie bei den oben
beschriebenen Staphylokokkenversuchen, zwar gehemmt ist, dass die Tryptophan-Depletion
aber nicht sofort zytotoxisch wird, sondern die Zellproliferation erstmal lediglich arretiert.
Dieser Schluss wurde durch Studien von Lee et al., 2002 bestitigt. Lees Arbeitsgruppe fand
heraus, dass trotz des Tryptophanmangels die T-Zellen noch in den Zellzyklus eintreten und
erst in der mid-G1 Phase des Zellzyklus arretieren. Dauert der Tryptophanmangel an, werden
die Zellen apoptotisch. Fiir den antiproliferativen und apoptotischen Effekt der Tryptophan-

Depletion konnen zwei Erkldrungsansitze herangezogen werden.
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Als eine Moglichkeit kann der mTOR-Kinase-Weg postuliert werden (Fingar et al., 2004).
Das Enzym mTOR (mammalian target of rapamycin) ist eine Kinase, dessen Funktion unter
anderem in der Regulation des Zellzyklus, der Zellmotilitdt und Proteinsynthese liegt. Durch

den Mangel an Aminosduren wird mTOR gehemmt und und die proliferierende Zelle arretiert

in der G1-Phase des Zellzyklus (Asnaghi L et al., 2004).

Diese Theorie wurde jedoch von Munn wie auch von Fox infrage gestellt, als deren
Arbeitsgruppen zeigen konnte, dass die Hemmung des Zellwachstums nicht stattfindet, wenn
mTOR durch seinen Inhibitor rapamycin gehemmt wird (Munn et al., 2005; Fox et al., 2005).
Das bedeutet, dass der Tryptophanmangel nicht iiber die Hemmung des mTOR-Kinase-Wegs
die Zellproliferation inhibiert, sondern dass ein alternativer Weg vorhanden sein muf3. Aus
Studien von Hinnebusch weill man, dass bei Pilzen ein zweiter Aminosiure-sensitiver-
Kinase-Weg besteht (Hinnebusch, 1994). In Saccharomyces cerevisiae 16st ein
Aminosduremangel die Phosphorylierung des elF2 (eukaryotischen Initiationsfaktors 2) aus,
der wiederum die Translation GCN4 kodierender mRNA induziert. GCN4 (genral control
nonderepressible 4) aktiviert bis zu 40 Genen, die fiir Aminosiure-synthetisierende Enzyme
kodieren (Hinnebusch, 1992 und1997). Mithilfe dieses stress-induzierten Mechanismus

schiitzt sich der Pilz vor dem Zelltod durch Substratmangel.

Einen dhnlichen Mechanismus fand man bei Toxoplasmen. Werden Toxoplasmen zelluldrem
Stress, wie z.B. einem Hitze-Schock oder einem alkalischen Medium ausgesetzt, wird auch
in diesen Parasiten der Toxoplasma elF2a (TglF2a) durch die entsprechende Kinase
phosphoryliert und es findet ein Wechsel von der aktiven infektidsen tachyzoiten Form in die
ruhende bradyzoite Zytenform statt (Weiss et al., 2000; Sullivan et al., 2004). In anderen
eukaryoten Sdugetierzellen existiert ebenfalls ein derartiger stressinduzierter Mechanismus
(Harding et al., 2000; Sood et al., 2000). Im Falle von Aminosduremangel wird die

sogenannte GCN2-Kinase durch unbeladene tRNA aktiviert. Die aktivierte GCN2-Kinase
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phosphoryliert die a-Untereinheit des elF2 (eukaryotischen Initiationsfaktors 2). Der elF2
induziert einen noch nicht im Detail geklarten downstream-Mechanismus (Dong et al., 2000),
der im weiteren Verlauf abhidngig vom Zelltyp entweder zum Zellzyklus-Arrest, zur
Zellanergie, Zellapoptose oder Zelldifferenzierung fiihren kann (Crosby et al., 2000; Harding
et al., 2000; Niwa et Walter, 2000; Rao et al., 2004) (Anthony et al., 2004; Zhang et al.,

2002). Bezeichnet wird dieses Modell als ISR (integrated stess response).

Zwar ist bis heute nicht viel liber den Zusammenhang zwischen CD4" T-Zellen und ISR
bekannt (Beretta, 2004) und die Forschung hat sich bis jetzt auf CD8" Zellen konzentriert
(Munn et al., 2005), aber dennoch haben Studien von Hinnebusch gezeigt, dass die Induktion
der ISR eine generelle, jedoch temporire Hemmung der mRNA Translation in T-Zellen
bewirkt (Hinnebusch, 2000), d.h. die T-Zellen in einen Zustand der Anergie iiberfiihren. Trotz
der wenigen Studien hierzu, bietet das ISR Modell dennoch einen plausiblen Erkldrungsansatz
fir die IDO vermittelte Hemmung des in dieser Arbeit gezeigten CD4" T-Zellwachstums:
Durch Aktivierung der IDO wird das vorhandene Tryptophan in der Umgebung der T-Zellen
abgebaut. Der Abbau des Tryptophans in der Zellumgebung hat zur Folge, das vermehrt
unbeladene tryptophanyl tRNA in den Zellen entsteht, welche die GCN2-Kinase aktiviert.
Die aktivierte GCN2-Kinase phosphoryliert den GCN2 Faktor, der auf der einen Seite die
Synthese verschiedener Proteine hemmt und auf der anderen Seite die Expression spezifischer
Gene hochreguliert, die eine wichtige Rolle in der Signalkaskade des GCN2-Weges spielen
(Wek et al.,, 2006). Dariiber hinaus fiihrt der GCN2-Kinase-Weg {liber bis jetzt nicht
vollstindig gekldrte Mechanismen zu einer Hemmung des Zellzyklus (Niwa et al., 2000).
Durch Zufuhr von Tryptophan kann dieser Effekt wieder aufgehoben werden (Munn et al.,
2005): die tryptophanyl tRNA ist wieder mit Tryptophan beladen und die GCN2-Kinase wird

nicht weiter aktiviert. Dieses Modell wiirde den IDO vermittelten antiproliferativen Effekt auf
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die T-Zellen und dessen Antagonisierbarkeit durch Tryptophanzufuhr erkldren. Unterstiitzt
wird diese These von der Tatsache, dass GCN2 defiziente T-Zellen sowohl in vitro als auch
in vivo keine Hemmung der Proliferationsrate nach Stimulation der IDO zeigen (Munn et al.,

2005).

Ein dhnlicher Mechanismus, die sogenannte stringente Kontrolle wurde bereits weiter oben

fiir die Staphylokokken postuliert.

Dem Tryptophanabbau als Effektormechanismus in der Regulation der T-Zell- und
Tumorzellproliferation kommt eine besondere Bedeutung zu. Neben der Abwehr von
pathogenen Keimen sind T-Zellen an vielen {iberschiessenden Immunreaktionen beteiligt, wie
z.B. Autoimmunreaktionen, Allergien und TransplantatabstoBungen. Mithilfe der IDO und
der konsekutiven Tryptophankatalyse ist es dem Korper moglich eine iiberschieBende
Immunreaktion einzuddmmen und eine periphere Immuntoleranz auszubilden (Munn et al.,
2005), indem autoreaktiven Immunzellen durch Abbau des Tryptophans die Grundlage zur
Proliferation genommen wird. Mellor und Munn zeigten dies an Versuchen mit trichtigen
Maiusen. Durch Hemmung der IDO in Zellen der Plazenta kam es zur AbstoBung des
allogenen Fotus, wohingegen es in Anwesenheit IDO-aktiver Plazentazellen zu keiner
AbstoBungsreaktion kam. Ahnliche Studien zeigten, dass in Anwesenheit IDO-aktiver Zellen
es zu einer negativen Selektion von autoreaktiven T-Zellen kommt und somit zu einer
Toleranz-Entwichklung gegeniiber korpereigenen Antigenen ( Munn et al.,, 1999; HWU
2000). Fu (1996) und Rastellini (1995) berichteten, dass die Verabreichung von IDO " DC
eines Organspenders an den designierten Empfanger einige Zeit vor der eigentlichen

Transplantation zu einer Ausschaltung der Donor-reaktiven T-Zellen und so zum
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Hinauszogern einer moglichen TransplantatabstoBung fiihrte. Dariliber hinaus konnte durch
einen IDO-Gentransfer in fiir die Transplantation bestimmte Gewebe eine ektope
Uberexpression der IDO induziert werden. Die daraus resultierende Immunsuppression
machte eine zusitzliche medikamentdse Therapie zum Schutz vor einer AbstoBungsreaktion
des transplantierten Lungengewebes (Swanson et al., 2004; Liu et al., 2006) oder der
Corneatransplantate (Beutelspacher et al., 2006) tiberfliissig.
Die Ergebnisse dieser Arbeit beziiglich des antiproliferativen Effekts des Tryptophanabbaus
auf das T-Zellwachstum stiitzen diese Theorien und bieten zugleich ein in vitro Modell fir
das oben beschriecbene und fiir mogliche Therapieansitze. Der IDO vermittelte
Tryptophanabbau ist ein potenter Mechanismus, Zellwachstum zu hemmen und vor allem
durch Inhibition der T-Zellproliferation einen entscheidenden Einflul auf die erworbene
Immunabwehr zu nehmen. Moglicherweise wiren Autoimmunreaktionen, Allergien und
OrganabstoBungen viel haufiger, wiirde die T-Zell-vermittelte Immunreaktion nicht durch
IDO aktive Zellen kontrolliert. So belegten zwei Studien, dass eine pharmakologische
Inhibition der IDO zu einer signifikanten Verschlechterung von Entziindungsreaktionen bei
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (Gurtner et al., 2003) und beim allergischen
Asthma (Hayashi et al., 2004) fiihrte.

Die Versuche mit den T-Zellen zeigen, dass der Effekt der IDO nicht nur als
Abwehrmechanismus von pathogenen Erregern, wie z.B. Staphylokokken, betrachtet werden
kann, sondern auch als ein negativer Feedbackmechanismus, der zu einer Selbstlimitierung

der Immunreaktion fiihrt und den Korper vor liberschieBenden Autoimmunreaktionen schiitzt.

Die Eindimmung und Abwehr von entarteten Zellen konnte in vivo wie folgt ablaufen:
Sobald eine Zelle entartet werden deren Antigene von immunkompetenten Zellen als fremd
erkannt. Nach der Phagozytose durch Makrophagen und Aktivierung von Immunzellen durch

Prisentation von Tumorantigenen produzieren stimulierte T-Zellen und NK-Zellen IFN v.
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Ahnlich wie bei inflammatorischen Prozessen stimuliert das IFN y wiederum die IDO in den
umliegenden Zellen. Der darauf folgende konsekutive Abbau von Tryptophan entzieht den
sich entwickelnden Tumorzellen die essentielle Aminosdure und hemmt damit bereits im
Anfangsstadium deren Wachstum und Ausbreitung.

Ob diese Theorie eine Erkldrung fiir mogliche in vivo Abldufe bei der Abwehr und
Einddmmung entarteter Zellen darstellt, bleibt dennoch fraglich, da die Tumorzellen wie auch
die T-Zellen iiber die oben beschriebenen intrazellularen Tryptophanspeicher verfiigen. Wird
das vorhandene Tryptophan in der Umgebung der T-Zellen und Tumorzellen abgebaut,
konnen sie mithilfe der WRS (tryptophanyl tRNA) (Frolova et al., 1993) diese Speicher
auffiillen und fiir kurze Zeit liberleben. Erst wenn die Speicher aufgebraucht sind und die
Tryptophan-Depletion weiter anhélt konnte die Tumorzellproliferation nachhaltig in diesem
Gewebe gehemmt werden. Das wiirde aber auch eine weitere Hemmung der ebenfalls
tryptophanabhéngigen T-Zellen bedeuten. Diese Folgerung macht also einen derartigen
Mechanismus in der Immunabwehr von Tumorzellen in vivo nur schwer vorstellbar.
Dennoch bieten diese Ergebnisse und Uberlegungen zumindest neue Ansatzméglichkeiten in

der Bekdmpfung von Tumorleiden in vivo.

Der zweite Teil dieser Arbeit beschiftigt sich mit den immunregulatorischen Effekten der
Tryptophanmetabolite. Denn die Depletion von Tryptophan ist nicht das einzige Ergebnis
einer IFN vy stimulierten IDO-Aktivitdit. Wéhrend des IDO vermittelten Abbaus von
Tryptophan entstehen tryptophanabhéngige Reaktionsprodukte im sogenannten Kynurenin-
Weg. Wie die Versuche dieser Arbeit gezeigt haben wird an erster Stelle im Kynurenin-Weg
das Tryptophan abgebaut. Hierbei entstehen dquimolaren Mengen an Kynurenin. Abhéngig
von den im entsprechenden Gewebe vorhandenen Enzymen entstehen nachfogend weitere
Metabolite, wie z.B. Hydroxykynurenin, Hydroxyanthranilsdure, Anthranilsdure und als

letztes Quinolinsdure.
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Dass diese Metabolite eine Rolle im Zusammenhang mit Gesundheit und Krankheit spielen ist
aus fritheren Studien bekannt: So findet sich zum Beispiel bei Tumorpatienten mit
Harnblasenkarzinom ein erhéhter Hydroxykynurenin- und Hydroxyanthranilsdure-Spiegel im
Urin (Boyland et al., 1956; Dyer et al., 1961) und Benassi et al., postulierten, dass einige der
Tryptophanmetabolite auch an Tumorerkrankungen der Prostata, der Nieren und sogar bei der
Pathogenese des Hodgkinlymphoms beteiligt sind. Ebenso zeigten Studien an AIDS-
Patienten, dass sich durch den IDO-induzierten Tryptophanabbau neurotoxische Metabolite
im Gehirn ansammeln, die wesentlich zur HIV-assoziierten Neuropathologie beitragen (Fuchs
et al., 1990; Kerr et al., 1997; Heyes et al., 1998; Burudi et al., 2002; Zangerle et al., 2002).
1996 fanden Espey und Namboodiri heraus, dass sich in Folge von Infektionen hohe
Konzentrationen von Quinolinsdure, dem letzten Reaktionsprodukt im Kynurenin-Weg, in
Leukozyten anhdufen. Moffett machte diese Beobachtung 1998 auch mit Kynurenin. Diese
Entdeckungen legten die Vermutung nahe, dass auch die Tryptophanmetabolite eine
wesentliche Rolle in Zusammenhang mit Erkrankungen und Immunprozessen spielen und die
Tryptophan-Depletion nicht der einzige Effektormechanismus ist. Um zu untersuchen, ob
neben dem Tryptophanabbau, auch die entstandenen Tryptophanmetabolite einen
biostatischen Effekt auf das Zellwachstum ausiiben, somit auch eine Rolle in der
Immunabwehr bzw Modulation des Immunsystems spielen, wurden sowohl Staphylokokken,
T-Zellen und Tumorzellen mit den Metaboliten inkubiert und anschlieBend deren
Proliferationsrate bestimmt.

Der Ausgangspunkt der Metabolitenversuche war, dass in unseren Untersuchungen gezeigt
werden konnte, dass der IDO vermittelte Abbau von Tryptophan stets mit der Bildung
dquimolarer Mengen von Kynurenin als erstes und direktes Reaktionsprodukt aus der
Tryptophan-Depletion einhergeht. Je mehr Tryptophan im Testsystem vorhanden ist, umso
mehr Kynurenin entstand bei maximaler IDO Stimulation mit IFN vy. Bei Infektionen und

folgenden Antigenkontakt werden CD4" Immunzellen aktiviert und groe Mengen IFN vy
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produziert. Dieses Zytokin stimuliert die IDO-Aktivitdt IDO™ Zellen. Folge ist nicht nur der
Abbau des vorhandenen Tryptophans, sondern auch die Anhdufung von Kynurenin im
Umfeld der Entziindungsreaktion. Frumento verdffentlichte 2002 Daten, in denen er zeigte,
dass Kynurenin und Quinolinsdure als einzige Metabolite das Wachstum von T-Zellen
hemmen. In dieser Arbeit konnte stattdessen gezeigt werden, dass neben Kynurenin auch
Hydroxykynurenin und Hydroxyanthranilsdure potente Inhibitoren der T-Zellproliferation
sind. Fiir Anthranilsdure und Quinolinsdure konnte dagegen kein antiproliferativen Effekt auf
das T-Zellwachstum fesgestellt werden.

Diese Ergebnisse decken sich mit den Untersuchungen von Terness, in denen er ein dhnliches
Wirkspektrum fiir die Metabolite beobachtete (Terness et al., 2002). Ein weiteres wichtiges
Ergebnis in dieser Arbeit ist, dass der metaboliten-induzierte antiproliferative Effekt nicht
durch Supplementation des Mediums mit Tryptophan aufgehoben werden konnte. Das
bedeutet, dass die Hemmwirkung der Metabolite auf die T-Zellen ein anderer ist als bei der
Tryptophanverarmung. Offensichtlich beruht der antiproliferative Effekt nicht lediglich auf
dem Mangel eines essentiellen Substrats, sondern die Metabolite scheinen irreversibel in den
Zellstoffwechsel und die Zellproliferation einzugreifen.

Von Hydroxyanthranilséure ist bekannt, dass es durch Blockierung der Atmungskette an
Mitochondrien in der Rattenleber hemmt und somit zum Zelltod fiihrt (Quagliariello et al.,
1963). Ein &hnlicher Mechanismus konnte bei den T-Zellen zu Grunde liegen. Eine
stoffwechselaktive Zelle ist auf die Energiegewinnung durch die Atmungskette stdrker
angewiesen. Ist die Atmungskette gestort, fithrt dies unweigerlich zum Zelltod.

Diese Beobachtung wiirde auch erkldren, warum die Metabolite nicht auf ruhende T-Zellen
hemmend wirken. Denn unabhéngig von der Art des Stimulus werden nur proliferierende T-
Zellen, vor allem in der frithen Phase der Zellzyklus, gehemmt. Stimulierte T-Zellen sind im
Gegensatz zu ruhenden T-Zellen stoffwechselaktiv(er), d.h. sie sind auf die

Energiegewinnung durch die Atmungskette angewiesen, um proliferieren zu kdnnen. Durch
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Blockierung der Atmungskette durch die Metabolite moglicherweise iiber spezifische
Rezeptoren wird die Zellproliferation inhibiert und die Zelle wird apoptotisch.

Eine andere Erklarung fiir die Wirkung der Metabolite ist der bereits genannte GCN2-Kinase-
Weg. Nachdem die Metabolite iiber einen Aminosédure-spezifischen Transporter, wie z.B.
GPR35 (orphan G protein-coupled receptor) (Wang et al., 2006) in die T-Zellen
aufgenommen werden, binden sie als Enzymaktivatoren irreveribel an ein allosterisches
Zentrum der GCN2-Kinase. Nach Aktivierung der GCN2-Kinase setzt dieselbe Signalkaskade
ein wie bei Tryptophanmangel. Da die Metabolite jedoch an einem allosterischen Zentrum
binden, kann die GCN2 induzierte Signalkaskade nicht wie oben beschrieben durch
Tryptophanzufuhr und Beladen der tRNA mit Tryptophan antagonisiert werden. Durch die
Irreversibilitidt dieses Metaboliten-induzierten Prozesses wird das Zellwachstum nicht nur
kurzfristig gehemmt, sondern durch Andauern des GCN2 vermittelten Signals zusétzlich die
Apoptose der Zelle initiiert.

Ein anderer Ansatz fiir die Hemmwirkung der Metabolite konnte die tryptophanyl-tRNA-
Synthetase sein. Wird die Synthetase durch die Metabolite gehemmt und somit die
Acetylierung geblockt, die fiir die Bindung von Tryptophan an die tryptophanyl-tRNA
notwendig ist, bliebe diese unbeladen und wire wieder ein potenter Stimulus fiir den oben
beschriebenen GCN2-Kinase-Weg.

Durch irreversible Bindung an das allosterische Zentrum der tryptophanyl-tRNA-Synthetase

kann dieser Effekt auch nicht durch Tryptophan antagonisiert werden.

Der wachstumshemmende Effekt von Kynurenin, Hydroxykynurenin und Hydroxyanthranil-
sdure hat sich in weiteren Untersuchungen dieser Arbeit als ein eher spezifischer
Mechanismus herausgestellt, der vor allem T-Zellen hemmt: Staphylokokken zeigen keine
Proliferationshemmung nach Inkubation mit Kynurenin und auch das Tumorzellwachstum der

in dieser Arbeit getesteten Zellreihen bleibt weitgehend unbeeinflusst von den Metaboliten.
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Nur bei sehr hohen unphysiologischen Dosierungen zeigen Kynurenin  und
Hydroxyanthranilsdure eine partielle Wachstumshemmung auf die HBMEC-Zellen, die aber

im Vergleich mit den T-Zellen weitaus geringer ausfillt.

Ein Grund fiir die Spezifitdt der Metabolite kann sein, dass die Metabolite liber spezifische
Aminosauretransporter erst in die Zelle aufgenommen werden miissen, um im Zellinneren
die entsprechenden Enzyme aktivieren (GCN2-Kinase) oder hemmen (tryptophan tRNA-
synthetase) (siche oben) zu kénnen. Vielleicht bedarf es auch spezifischer Rezeptoren, wie
z.B. dem GPR35 (orphan G protein-coupled receptor), der vor allem in den Zellen des
Immunsystems exprimiert werden (Wang et al., 2006) und dort einen downstream
Mechanismus auslost, dhnlich dem GCN2-Kinase-Weg.

Die Unwirksamkeit der Metabolite bei Staphylokokken und Tumorzellen kann dann auf das
Fehlen dieser spezifischen Aminosduretransporter oder Rezeptorsysteme fir die

Tryptophanmetabolite zuriickgefiihrt werden.

Bleibt man bei der Theorie, dass die Metabolite an der Atmungskette ansetzten, wire eine
andere Erklidrung, warum zumindest die Staphylokokken nicht durch die Metabolite gehemmt
werden, die Tatsache, dass die Tryptophanmetabolite vor allem auf stoffwechselaktive Zellen
wirken: durch das geringe Angebot an Tryptophan und der erhohten Konzentration von
Metaboliten im Testsystem aktivieren die Bakterien ihre stringente Kontrolle. Der
Stoffwechsel und damit der Bedarf an Energiegewinnung durch die Atmungskette wird auf
ein Minimum reduziert. Infolgedessen bleibt den Metaboliten kein Angriffspunkt im
Bakterienstoffwechsel, der zum Zelltod fithren kann. Die IDO vermittelte Bildung von

Tryptophanmetaboliten ist in diesem Fall nutzlos in der Abwehr von
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Staphylokokkeninfektionen, was u.a. in Versuch 5 eindrucksvoll gezeigt werden konnte.
Weiterhin wird diese Theorie von der Tatsache unterstiitzt, dass in der Abwehr von
Staphylococcus aureus das T-zellulire Immunsystem eine untergeordnete Rolle spielt
(Janeway 2005) und deren IDO vermittelte Abwehr per se lediglich eine erste Barriere gegen
Staphylokokkeninfektionen darstellt. An der endgiiltigen Abwehr sind vor allem die B-
Lymphozyten beteiligt. B-Lymphozyten weisen selber keine IDO-Aktivitit auf und bilden
somit auch keine toxischen Tryptophanmetabolite. Folglich spielen bei der B-Zell-
vermittelten Staphylokokkenabwehr andere Effektormechanismen als die IDO-vermittlete

Bildung von Tryptophanmetaboliten eine entscheidende Rolle spielen.

Fir die Unwirksamkeit der Tryptophanmetabolite bei den Tumorzellen konnte neben dem
Fehlen spezifischer Aminosduretransporter oder Rezeptoren vor allem die hohe
Proliferationsrate der Tumorzellen eine Rolle spielen. Die entstandenen Mengen an
Metaboliten reichen einfach nicht aus, um wachstumshemmend auf die hier getesteten

Tumorzellreihen zu wirken.

Was auch immer der Grund hierfiir sein mag, so geben diese Ergebnisse dennoch wichtige
Hinweise flir mogliche in vivo Abldufe bei Infektion und Tumorerkrankung und die Rolle die

die IDO dabei spielt.

In vivo kann sich der Organismus mithilfe der Tryptophan-Depletion und der Bildung
zytotoxischer Metabolite z.B. vor iiberschiessenden Immunreaktionen schiitzen: Nach Ablauf
einer Immunreaktion kann man die IDO vermittelte Katalyse von Tryptophan als einen
negativen Riickkopplungsmechanismus betrachten, der eine iiberschiessende und mogliche
autoreaktive Immunreaktion verhindern soll. Zum einen durch den IDO vermittelten Abbau

von Tryptophan in der Umgebung der Immunreaktion wird den T-Zellen die essentielle
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Aminosdure als Grundlage fiir ihre Proliferation genommen. Zum anderen konnen die bereits

proliferierenden T-Zellen durch zytotoxische Metabolite inhibiert werden.

Ahnlich wie die Staphylokokken zeigen weder Kynurenin, Hydroxykynurenin noch
Hydroxyanthranilsdure einen Effekt auf das AS549-Zellwachstum und nur einen geringen
antiproliferativen Effekt auf 86HG39- und HBMEC-Zellen. Dennoch ist diese
Wachstumshemmung nicht anndhernd so stark wie bei den T-Zellen, d.h. eine minimale
Hemmwirkung von 50 % wurde mit den in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen des
Metaboliten bei den Tumorzellen nicht erreicht. Dies ldsst den Schlufl zu, dass Tumorzellen
zwar durch Tryptophanentzug im Wachstum gehemmt werden kdnnen, nicht aber durch die
tryptophanabhéngigen Metabolite. In tryptophanarmen Kulturen kénnen die Tumorzellen
nicht proliferieren, weil ihnen die esssentiele Aminosdure Tryptophan fehlt. Supplementiert
man die Tumorzellen aber mit Tryptophan stellt sich das Tumorzellwachstum wieder ein.
Gleiches gilt fiir das Tumorzellwachstum in tryptophanarmen aber metabolitenangereicherten
Medium. Durch Supplementation mit Tryptophan erreichen die Tumorzellen wieder ihre
iibliche Wachstumsrate.

Dies belegt, dass einzig und allein der Substratmangel der essentiellen Aminosdure und nicht
die Wirkung toxischer Metabolite eine Rolle in der Hemmung von Tumorzellen spielt.
Weiterhin wurde in dieser Arbeit deutlich gezeigt, dass die hier untersuchten A549-, 86HG39-
und HBMEC-Zellen selbst eine starke IDO-Aktivitit exprimieren und Tryptophan zu seinem
Reaktionsprodukt Kynurenin abbauen. Sowohl der Tryptophanabbau als auch die folgenden
Metabolite des Kynurenin-Wegs haben einen antiproliferativen Effekt auf stimulierte T-
Zellen. T-Zellen spielen eine wichtige Rolle in der Erkennung und Abwehr von Tumorzellen.
Dennoch gelingt es Tumorzellen immer wieder der Abwehr zu entgehen und sich ungehemmt
zu vermehren, so dass die Schlussfolgerung nahe liegt, dass die IDO in vivo weniger an der

Abwehr von Tumorzellen beteiligt ist, als dass sich Tumorzellen vielmehr die
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Effektormechanismen der IDO zu nutze machen, um der Immunabwehr des Korpers zu
entgehen und eine Immuntoleranz gegeniiber den korperfremden Tumorantigenen zu
induzieren: Nach Erkennen der Tumorzelle, werden deren Antigene von APC prozessiert und
den T-Zellen présentiert. Dieser Stimulus fiihrt zu klonalen Expansion der T-Zellen und
gleichzeitig zur Ausschiittung von Zytokinen zur weiteren Regulation des Immunsystems.
Das dabei ausgeschiittete IFN y stimuliert aber nicht nur die IDO-Expression in kérpereigenen
(immunkompetenten) Zellen, sondern auch in den tumordrainierenden Lymphknoten und in
den Tumorzellen selbst.

Somit kann die IDO an zwei Orten an der Toleranzentwicklung gegeniiber Tumorantigenen
beteiligt sein: in der Umgebung des Tumors oder in den tumor-drainierenden Lymphknoten
(Munn et al., 2007).

Nach IFN y-Stimulation der IDO in den Tumorzellen wird der erste Schritt des Kynurenin-
Wegs katalysiert. Das vorhandene Tryptophan im Umfeld der Tumorzelle wird abgebaut und
stattdessen mit Kynurenin angereichert. Der Mangel an Tryptophan unterbindet iiber den
GCN2-Kinase-Weg eine effektive Immunantwort durch die T-Zellen und die entstandenen
Mengen an Kynurenin reichen aus, bereits aktive T-Zellen zu hemmen, ohne jedoch die
Proliferation der Tumorzelle zu beeinflussen. Auf diese Weise schafft es der Tumor mithilfe
der IDO und des Kynurenins eine tumorantigen-spezifische Immunantwort zu unterbinden
oder, wenn bereits eine Stimulation von T-Zellen stattgefunden hat, sie zu eliminieren.
Dadurch gelingt es den Tumorzellen eine Immuntoleranz gegeniiber spezifischen
Tumorantigenen zu erzeugen und ungehindert zu wachsen. Den bei diesen IDO-vermittelten
Prozessen entstandenen Tryptophanmangel kompensieren die Tumorzellen mithilfe des oben
beschriebenen tryptophanyl-tRNA-Speichers.

Untersuchungen haben gezeigt, dass in einigen tumornahen Lymphknoten, die IDO
exprimiert wird (Munn, D.H., et al. 2002; von Bergwelt-Baildon, M.S., et al. 2006; Lee, J.R.,

et al. 2003; Lee, J.H., et al. 2005) und das IDO" DC aus diesen Lymphknoten eindeutig die T-
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Zell vermittelte Immunantwort in vitro hemmen und eine antigenspezifische T-Zellanergie/-
toleranz induzieren (Munn, D.H., et al. 2004; Munn, D.H., et al. 2005). Ebenso zeigten
weitere Studien, dass sich die Prognose einiger Tumoren mit der Anwesenheit DO
exprimierender Zellen in den tumor-drainiernden Lymphknoten verschlechterte (Munn, D.H.,
etal. 2004; Lee, J.H., et al. 2005).

Eine dhnliche Verschlechterung der Prognose fand man bei IDO-exprimierenden Tumorzellen
(Uyttenhove et al. 2003), wie z.B. dem Kolonkarzinom (Brandacher et al. 2006), dem
Endometriumkarzinom (Ino et al. 2006) und dem Ovarialkarzinom (Okamoto et al. 2005).
Aber unabhingig vom Ort der IDO-Expression (im Tumor selbst oder im Lymphknoten) sind
die zwei entscheidenen Wege in der Entstehung der antigenspezifischen Tumor-Toleranz zum
einen die Blockierung des Primirkontakts zwischen dem Immunsystem und dem
Tumorantigen (Staveley-O’Carroll et al., 1998; Cuenca et al., 2003) durch den
antiproliferativen Effekt der Tryptophan-Depletion und zum anderen die Hemmung bereits
aktivierter T-Zellen (Gajeweski et al., 2006) durch die Metabolite. Beides Mechanismen, die

durch die IDO vermittelt werden.

Aus den Untersuchungen und der Diskussion geht deutlich hervor, dass die Tryprophan-
Depletion und die Tryptophanmetabolite unterschiedliche Effektormechanismen ausiiben. Der
IDO vermittelte Abbau von Tryptophan stellt einen potenten Hemmechanismus
tryptophanabhidngigen Organismen, wie z.B. Bakterien, dar. Durch eine lokale
Tryptophanverarmung kann sowohl die Ausbreitung auxotropher pathogener Erreger im
Korper gehemmt werden als auch die Proliferation von T-Zellen. Durch diese Wirkung

kommt der Tryprophan-Depletion per se eine entscheidende Bedeutung im Zusammenhang
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mit Immunreaktionen zu. Die Wirkung der Metabolite ist viel zellspezifischer und zugleich
ambivalenter. Kynurenin, Hydroxykynurenin und Hydroxyanthranilsdure wirken
hauptsichlich auf stimulierte T-Zellen antiproliferativ und nicht auf pathogene Erreger. Daher
scheint den Metaboliten eher eine Rolle in der Immunmodulation als in der Abwehr von
Erregern zuzukommen. Zum einen konnten die Tryptophanmetabolite in vivo entscheidend an
der Hemmung {iberschiessender T-Zellreaktionen beteiligt sein, wie Munn es fiir die IDO
vermittelte Tryptophan-Depletion postulierte (Munn et al., 2002). Zum anderen konnten die
Reaktionsprodukte des IDO vermittelten Typtophanabbaus aber auch entscheidend an der
Ausbreitung von Tumorzellen in vivo mitwirken. So wire die Bildung von Metaboliten in
vivo ein potenter Effektormechanismus von Tumorzellen, der T-Zellvermittelten
Immunabwehr des Korpers zu entgehen und sich ungehindert auszubreiten.

Ungeachtet dessen, ob der in vivo Effekt des Tryptophanabbaus und der
Metabolitenenstehung dem Korper Nutzen oder Schaden zufiigen, so bietet die IDO doch
auch zahlreiche Ansatzpunkte fiir die weitere Forschung und fiir neue therapeutische Ansétze
bei Allergien, Tumorerkrankungen, Autoimmunreaktionen und fiir die
Transplantationschirurgie. Besonders das Wissen um die Beteiligung der IDO an der
Toleranzentwicklung gegeniiber Tumorantigenen und deren Mechanismen bietet einen
interessanten Ansatzpunkt fiir die medikamentdse Tumortherapie. So konnte womdoglich die
Wirkung einiger Chemotherapeutika unterstiitzt werden, wenn man die IDO in
Tumorgeweben effektiv hemmt. So konnte bereits eine Studie zeigen, dass durch die
Kombination eines Chemotherapeutikums mit dem IDO-Inhibitor IMT (1 Methyltryptophan)

die Grosse einiger Tumoren konstant abnahm (Muller et al., 2005).

Wie diese Doktorarbeit hoffentlich zeigt, ist die Indolamin 2,3-Dioxygenase ein Enzym, das

an vielen Prozessen beteiligt ist und deren Wirkung teilweise nur schwer zu erfassen ist. Ich
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hoffe aber dennoch, einen umfassenden und aufschlussreichen Eindruck von dem so
vielseitigen Enzym Indolamin 2,3-Dioxygenase und seinen Effekten auf verschiedenes
Zellwachstum vermittelt und neue Denkanstosse fiir zukiinftige Forschungsansitze gegeben

zu haben.
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6. Abklurzungen

AA Anthranilic acid (Anthranilsiure)

cfu  colony forming unit

elF2 eukaryotischen Initiationsfaktors 2

GCN 2/4 genral control nonderepressible 2/4

HAA 3-Hydroxyanthralinic acid (Hydroxyanthranilsiure)
'HT Methyl-"H-Thymidine

HyKyn 3-Hydroxy-DL-Kynurenin

IDO  Indolamin 2,3-Dioxygenase

IFN-a, -B, -y Interferon-a, -, -y

ISR integrated stess response

Kyn L-Kynurenine

LPS Lipopolysaccharid

mRNA messenger Ribonucleinacid

mTOR mammalian target of rapamycin
OKT3 Humanes Anti CD3

PBL Periphere Blutlymphozyten

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung
PHA Phytohdmagglutinin

QuA 2, 3-Pyridinedicarboxylic acid (Quinolinic acid) (Quinolinsdure)
rpm Umdrehungen pro Minute

SEB Staphylococcus aureus Enterotoxin B

TDO Tryptophan 2,3-Dioxygenase
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TLA Toxoplasma Lysat Antigen

Trp L-Tryptophan

tRNA transporter Ribonucleinacid

U Einheit der Enzym- und Cytokin-Aktivitat

WRS Tryptophanyl-tRNA-Synthetase
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Zusammenfassung

»Einfluss der Indolamin 2,3-Dioxygenase auf das Zellwachstum von T-Zellen, Tumorzellen
und Staphylokokken“

Indolamin 2,3-Dioxygenase ist ein ubiquitdr im Korper vorkommendes Enzym, das den ersten
und mengenbestimmenden Schritt im sogenannten Kynurenin-Weg vermittelt. Hierbei
verstoffwechselt die IDO, stimuliert durch IFN vy, die Aminosdure Tryptophan zu Kynurenin.

Im Folgenden entstehen dann, abhingig von anderen (in dieser Arbeit nicht untersuchten)
Enzymen, weitere Tryptophanabbauprodukte, wie z.B. Hydroxykynurenin,
Hydroxyanthranilsédure, Anthranilsiure und Quinolinsdure. Da Tryptophan eine essentielle
Aminosdure ist, hat ihr Abbau einen wesentlichen Einfluss auf den Stoffwechsel
tryptophanabhéngiger Organismen.

Diese Erkenntnisse stellten den Ausgangspunkt meinerer Arbeit dar, in der zuerst einmal das
oben beschriebene praktisch nachvollzogen wurde. Die ersten Versuche zeigten eindriicklich die
Stimulierbarkeit der IDO durch INF vy, den IDO vermittelten Tryptophanabbau und die
Entstehung des Kynurenins als erstes Reaktionsprodukt im Kynurenin-Weg. Bei maximaler
Stimulation der IDO mit IFN y war die Menge des Kynurenins stets abhingig von der
Konzentration des in der Kultur vorhandenen Tryptophans.

Bereits verdffentliche Studien beschrieben, dass der Mangel an Tryptophan einen potenten
inhibitorischen Effekt auf das Wachstum von Mykobakterien, Toxoplasmen. Chlamydien und
Streptokokken darstellt. In meiner Arbeit wurde dieser antiproliferative Effekt vor allem auf
Staphylococcus aureus, T-Zellen sowie den Tumorzellreihen A549, 86HG39 und HBMEC
untersucht. Die Depletion von Tryptophan in den entsprechenden Ansitzen zeigte sich ebenfalls
als effektiver Hemmmechanismus auf die Proliferation der hier getesteten Zellreihen. Was
nebenbei bestitigte, dass die hier untersuchten T-Zellen, Tumorzellen und Staphylokokken zu
den auxotrophen Organismen gehoren, die auf die Zufuhr von Tryptophan fiir ihren Stoffwechsel
angewiesen sind.

Der antiproliferative Effekt des Tryptophanabbaus, war aber stets nur ein zytostatischer und kein
zytotoxischer, der durch erneute Supplementation der tryptophanarmen Ansétze mit Tryptophan
antagonisiert werden konnte. Mithilfe der sogenannten WRS (tryptophanyl-transfer RNA
synthetase) war es den Zellen moglich einen intrazelluldren Tryptophanspeicher zu schaffen und
somit zumindest zeitweise in den tryptophanarmen Medien zu iiberleben. Nach Zufuhr supra-
physiologischer Mengen an Tryptophan konnten die Zellen ihre Stoffwechselaktivitit wieder
aufnehmen und erneut proliferieren.

Da aber in vivo nicht nur Tryptophan mithilfe der IDO abgebaut wird, sondern —wie bereits oben
erldutert- Tryptophanmetabolite entstehen, wurde in folgenden Ansitzen untersucht, welche



Rolle die Metabolite Kynurenin, Hydroxykynurenin, Hydroxyanthranilsdure, Anthranilsdure und
Quinolinsiure auf das Wachstum der genannten Zellen haben.

Hierbei zeigte sich deutlich, dass die Tumorzellen und Staphylokokken nur missig bis gar nicht
in ihrer Proliferation gehemmt werden, dass das T-Zellwachstum jedoch deutlich inhibiert wird.
Die Metabolite Kynurenin, Hydroxykynurenin und Hydroxyanthranilsdure iibten vor allem in der
frithen Proliferationsphase stimulierter T-Zellen einen starken antiproliferativen Effekt auf das T-
Zellwachstum aus, der nicht durch Zufuhr von Tryptophan antagonisiert werden konnte. Somit
konnte von einem zytotoxischen Effekt der Metabolite auf die T-Zellen ausgegangen werden. Die
Metabolite Anthralinsdure und Quinolinsdure iibten keinen antiproliferativen Effekt auf das T-
Zellwachstum aus. Ebenfalls unbeeinflusst, jedoch von allen fiinf verwendeten Metaboliten,
blieben unstimulierte T-Zellen.

Die Ergebnisse dieser Versuche zeigen, dass zwar alle in dieser Arbeit verwendeten Zellreihen
auf die Zufuhr von Tryptophan als essentielle Aminosdure fiir ithren Stoffwechsel angewiesen
sind, dass aber nur die T-Zellen durch die entstehenden Metabolite gehemmt werden. Diese in
vitro Beobachtungen bieten eine Vielzahl von Mdglichkeiten fiir zukiinftige Forschung und
dariiber hinaus Erkldrungansitze fiir immunologische Phinomene, wie z.B. der Ausbreitung von
Tumorzellen in gesunden Geweben, die mithilfe der IDO und den toxischen Abbauprodukten die
korpereigene intakte T-Zellvermittelte Immunabwehr hemmen und somit ungehindert
proliferieren konnen.



