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1. Einleitung

1.1. Produktion und funktionelle Bedeutung von Tumor Nekrose Faktor-alpha

TNF-alpha gehdrt zu den ersten pro-inflammatorischen Zytokinen, die von mononukleéren
Phagozyten nach Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS) produziert werden (11). Es wird
initial als 26-kD groBles transmembrandses Protein synthetisiert, das nach Abspaltung eines
Proteinteiles durch eine seitenspezifische Metalloprotease in die reife 17-kD grofle Form

tibergeht (12,13).

TNF-alpha besitzt zahlreiche biologische Wirkungen, die abhidngig von der Art des
Zielgewebes sind:

- In Endothelzellen supprimiert es die Expression von Thrombomodulin, setzt gerinnungs-

aktivierende Prozesse in Gang (14) und induziert die Freisetzung von IL-1 (15,16).
Dariiberhinaus wirkt es wachstumshemmend auf Endothelzellen (17,18) und verursacht
morphologische Verdnderungen des Endothels, wie zum Beispiel die Reorganisation von

endothelialen Monolayern oder die Umlagerung von Aktinfilamenten (17,19).

- Bei Granulozyten fithrt TNF-alpha zu einer Aktivierung und Adhédsion. Es wird dadurch
zu einem entscheidenden Mediator in der Entstehung des Endotoxinschocks, der in seiner
Patho- genese wesentlich von der Aktivitit der neutrophilen Granulozyten abhdngig ist
(20,21). Zusétzlich zu der vermehrten Adhdsion an endotheliale Zellen verstirkt TNF-alpha

die Phagozytose von Latexpartikeln (22), die Produktion von Superoxid-Anionen (23), die



Freisetzung von Lysozym (24) und die Degranulation (25) in Granulozyten. Hierdurch

kann TNF-alpha die Resistenz gegentiiber Infektionserregern steigern.

- Monozyten und Makrophagen zdhlen zu den Hauptproduzenten von TNF-alpha

(27,28,29). Ahnlich wie bei Granulozyten verstirkt TNF-alpha die chemotaktische Aktivitit
in Monozyten und Makrophagen (30). Dariiberhinaus fiihrt es zu einer vermehrten

Produktion von GM-CSF (31), IL-1 und PGE; (32).

- In Lymphozyten induziert TNF-alpha eine verstirkte Expression von TNF-alpha und IL-
2 Rezeptoren sowie HLA-DR Antigen (33,34), wodurch die Aktivierung und
Differenzierung von T-Zellen vermittelt wird. Im Gegensatz zu T-Zellen wird die

Proliferation und Differen- zierung von B- Zell Lymphozyten dagegen gehemmt (35).

- In Knochen- und Knorpelgewebe scheint TNF-alpha eine Rolle bei der Entstehung von

entziindlichen Gelenkerkrankungen zu spielen. Beschrieben wurde die Fahigkeit, die Re-
sorption von Proteoglykanen in Knorpelgewebe (36) und die Resorption von Knochen (37)

zu stimulieren.

Die wohl wichtigste klinische Bedeutung des TNF-alpha besteht in seiner Rolle als Mediator

der Entstehung des Endotoxinschocks. Im Tierversuch an Ratten und Hunden zeigten sich
nach einer Applikation von TNF-alpha allgemeine endotoxininduzierte Schocksymptome wie
Hypotension, Tachypnoe, metabolische Azidose, anfingliche Hyperglykdmie gefolgt von
einer Hypoglykdmie und multiplen Organschiadigungen (38,39). Verabreicht in einer letalen

Dosis fithrte TNF-alpha vornehmlich durch einen respiratorischen Arrest bedingt durch eine



akute interstitielle Pneumonie zum Tode, wihrend subletale Dosen hauptsidchlich zu
Darmnekrosen mit sich anschlieBenden akuten intraabdominalen Infektionen fiihrten (39).
Dariiberhinaus wurde nach kontinuierlicher TNF-alpha Applikation eine Hepatotoxizitdt (40)

und eine Andmie (41) bei den Versuchstieren beobachtet.

In Ratten konnte nach Verabreichung einer letalen Dosis von Endotoxin die Uberlebensrate
durch eine Behandlung mit monoklonalen Antikoérpern gegen TNF-alpha (57) oder durch die
zytokingesteuerte Suppression der TNF-alpha Produktion (58) verbessert werden. Affen, die
2 Stunden vor einer todlichen Dosis von E.coli (10'* Keime) monoklonale Antikérper gegen
TNF-alpha erhalten hatten, entwickelten keinen letalen Endotoxinschock (56). Beim
Menschen findet man erhéhte TNF-alpha Serumspiegel auller beim Endotoxinschock (42) in
Patienten mit parasitiren Erkrankungen (44), AIDS (45), bakteriellen Infektionen (46,47) und

verschiedenen Tumorerkrankungen (48).

AufBer bei Infektionen scheint TNF-alpha auch bei der Induktion von Tumorkachexien eine
Rolle zu spielen. So wurde in Miusen, die mit einem TNF-alpha produzierenden Tumor
infiziert wurden, eine schnellere und schwerere Gewichtsabnahme und Kachexie als in der
TNF-alpha negativen Kontrollgruppe beobachtet (43). In der anti-Tumor Therapie jedoch
stellt TNF-alpha noch eine untergeordnete Rolle dar. Benannt nach seiner Féhigkeit in
experimentell erzeugten Tumoren hdmorrhagische Nekrosen zu erzeugen, waren kurz nach
seiner Entdeckung viele Hoffnungen beziiglich einer moglichen klinischen Anwendung in
der Tumor-Therapie mit dem TNF-alpha verbunden. Die bisher durchgefiihrten Studien bei
Menschen waren jedoch eher enttduschend: bei systemischer Gabe von TNF-alpha und auch

bei intratumoraler Injektion konnten nur vereinzelt Tumorregressionen induziert werden.



Eine Indikation scheint sich bei Peritonealkarzinose mit Aszites abzuzeichnen, wo die lokale
Gabe von TNF-alpha zur Riickbildung des Aszites fiihrt, ohne jedoch die Gesamtprognose zu

beeinflussen (56).

Die Regulationsmechanismen von TNF-alpha in Wechselwirkung mit anderen Zytokinen
sind vielféltig. Korholz et al. beschreiben, dal IL-2 in T-Zellen zu einer Aktivierung und
Induktion der IL-12 Produktion fiihrt, wobei IL-12 die TNF-alpha Produktion induziert. Ein
Zugabe von IL-10 fiihrt zu einer Suppression der TNF-alpha Produktion, wobei dies nicht
durch eine direkte Hemmung der TNF-alpha Produktion geschieht, sondern durch eine

Unterdriickung der IL-12 Produktion erreicht wird (49).

Der supprimierende Effekt von IL-10 auf die TNF-alpha Produktion wurde auch bei
Monozyten beschrieben (50,51,52,53), jedoch ist unklar, ob diesem Hemmungsprozel3 ein
vergleichbarer Mechanismus wie in T-Zellen zugrunde liegt. Dariiberhinaus beschreiben
Panzer et al. (54), da3 IL-1 beta in mit murinen Antigenen stimulierten T-Zellen die TNF-
alpha Produktion induziert und gleichermaflen TNF-alpha die Bildung von IL-1 beta mRNA
induziert und verstirkt. Uber die Bedeutung von IL-12 und IL-1 beta fiir die Produktion von

TNF-alpha in Monozyten ist jedoch nichts bekannt.

In dieser Arbeit sollte zunichst eine Methode zur Monozytenisolation erprobt, und

anschlieBend die Regulation der TNF-alpha Produktion in Monozyten untersucht werden.



2. Methoden

2.1. Reagenzien

2.1.1. Zellkulturreagenzien

RI10 Medium: 50 ml hitze-inaktiviertes und steril fotales Kédlberserum + 5 ml Penicillin /
Streptomycin, 10.000 IE/ml + 6 g L-Glutamin, RPMI 1640 ad 500 ml (alle Reagenzien

Gibco, Berlin, auBer RPMI 1640: Biochrom, Berlin)

serumfreies Medium: 5 ml Penicillin / Streptomycin, 10.000 IE/ml + 6 g L-Glutamin, RPMI

1640 ad 500 ml (alle Reagenzien Gibco, Berlin, auBer RPMI 1640: Biochrom, Berlin)

2.1.2. Stimulatoren / Inhibitoren

Lipopolysaccharid (LPS; Escherichia coli) (Sigma Chemical, St. Louis, MO) in einer

Konzentra-tion von 1 ug/10° Zellen.

Monoklonaler anti-IL-10 Rezeptor Antikérper (R&D Systems, Minneapolis, MN) in einer

Konzentration von 1 pg/10° Zellen. Klon 37607.11, Maus IgG1.



Monoklonaler anti-IL-12  Antikorper (R&D Systems, Minneapolis, MN) in einer

Konzentration von 1 pg/ 10° Zellen. Klon 24910.1, Maus IgGl.

Monoklonaler anti-IL-1 beta Antikorper (R&D Systems, Minneapolis, MN) in einer

Konzentration von 1 pg/10° Zellen. Klon 2805.31, Maus IgG1.

Monoklonaler Maus IgGl Antikérper (R&D Systems, Minneapolis, MN) in einer
Konzentration von 1 pg/10° Zellen; alle Experimente mit neutralisierenden oder
blockierenden Antikdrpern wurden kontrolliert durch die identische Durchfiihrung aller

Experimente mit nicht-reaktiven Maus IgG1 Antikérpern.

Reagenzien zur quantitativen Zytokinbestimmung mit enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA)

ELISA-Kits fiir TNF-alpha, IL-10, IL-12 (p70) (alle Diaclone, Besacon, Frankreich) und IL-1

beta (R&D Sytem, Minneapolis, MN).

2.1.3. Reagenzien zur Monozytenisolation

Buffycoats gesunder Blutspender (Blutbank der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf)

Phosphatgepufferte physiologische Kochsalzlosung, pH 7,4 (PBS) (Apotheke der Heinrich-

Heine-Universitit Diisseldorf)



Ficoll-Paque (5,7 % w/v Ficoll 400, spezifische Dichte 1,077 g/ml, 9 % w/v

Natriumdiatrizoat in Aqua ad injectabile) (Pharmacia, Freiburg)

Petriperm Teflon-beschichtete Kulturschalen (Haereus, Hamburg, 50 mm Durchmesser)

Percoll (spezifische Dichte 1.13 g/ml, pH 9.0 bei 20 °C, Osmolalitit < 25 mOs/kg H,0)

(Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden)

Flat-bottom full area 96-well Kulturplatten (Falcon, Lincoln Park, NJ)

50 ml Falcon-Rohrchen (Becton Dickinson, Heidelberg)

10 ml Greiner-Réhrchen (Greiner, Berlin)

CDI4-FITC, CD56-FITC, CD3-PE, CD20-PERCP: FITC-gekoppelter CD14-1gGl1-

Antikorper aus der Maus, FITC-gekoppelter CD56-1gG1-Antikorper aus der Maus, PE-

gekoppelter CD3-IgG2-Antikérper aus der Maus, PERCP-gekoppelter CD20-IgG2-

Antikorper aus der Maus (alle Becton Dickinson, Heidelberg)

Rat-anti-mouse Microbeads: Ratte-anti-Maus IgGl, an ein paramagnetisches Partikel

(mircobeads®) gekoppelt (Miltenyi, Bergisch-Gladbach)

MiniMacs Separationseinheit und Mikrosdulen (Miltenyi, Bergisch-Gladbach)



2.2. Monozytenisolierung

Die Anreicherung humaner Monozyten aus Buffycoat Blut gesunder Blutspender erfolgte

durch Adhérenz der Monozyten an teflonbeschichtete Kulturschalen.

Buffycoat-Blut wurde im ersten Schritt mit PBS in einem Verhiéltnis von 1:1 in einem 50 ml
Falcon-Rohrchen verdiinnt. Ebenfalls in einem 50 ml Falcon-Rohrchen wurden 30ml
verdiinntes Blut auf 20 ml Ficoll iiberschichtet, um die mononukledre Zellfraktion durch eine
Ficoll Dichte-gradientenzentrifugation bei 800 x g anzureichern und von den Erythrozyten zu
trennen. Die sich in der Interphase befindenden mononukledren Zellen wurden mit einer
Pipette abgesaugt, in 30 ml eiskaltem PBS aufgenommen und dann 5 mal bei 300 x g mit
jeweils 30 ml gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in eiskaltem serumfreien Medium
aufgenommen, in einer Neubauer-Zihlkammer gezéhlt und auf eine Zellkonzentration von
10" Zellen / ml eingestellt. ~ Wihrenddessen  wurde das  durch  die
Dichtegradientenzentrifugation gewonnene autologe Serum jeweils 10 Minuten bei 720 x g
und danach 1600 x g zentrifugiert. Mit dem nun thrombozytenfreien Serum wurden die
teflonbeschichteten Schalen 15 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
einmaligem Spiilen der Schalen mit jeweils 5 ml PBS wurde zu den eingestellten
mononukledren Zellen FCS zugegeben, so dal3 sich eine 3 %ige FCS Konzentration im
Medium ergab. Jede Schale wurde mit 5 ml der Zellsuspension gefiillt und 45 Minuten lang

unter Standardbedingungen (37 °C, 5 % CO», 21 % O,, 98 % Luftfeuchtigkeit) inkubiert.

Danach konnten die nicht-adhédrenten Zellen mit warmem PBS von den Schalen gespiilt

werden. Die Schalen mit den verbleibenden adhirenten Zellen wurden mit jeweils 5 ml



eiskaltem serumfreien Medium {iiberschichtet und 1 Stunde lang auf Eis inkubiert. Nach
dieser Zeit konnte im Durchlichtmikroskop eine durch den Kéltereiz verursachte Abkugelung
der zuvor noch adhirierten und damit der Schale flach aufliegenden Monozyten beobachtet
werden, wodurch es moglich war, sie mit einer 1000 pl Pipette und eiskaltem PBS von der
Schale zu spiilen. Die Monozyten wurden anschlieend in einem 10 ml Greiner-Réhrchen
gesammelt und in eiskaltem PBS bei 600 x g gewaschen. Das Pellet wurde danach in
eiskaltem R10 Medium resuspendiert. Anschlieend wurden die Zellen in einer Neubauer-
Zshlkammer gezdhlt und die Zellkon-zentration auf 10° Zellen/ml eingestellt sowie die
Viabilitdt durch Suspension in Trypan-Blau (Gibco, Berlin) iiberpriift. Diese lag regelmifig
iiber 95 %. Auf diese Art und Weise konnten aus 30 ml Buffycoat Blut zwischen 4 und 20 x
10° reine Monozyten gewonnen werden. Die Monozyten wurden mittels DurchfluBzytometrie
auf ihre Reinheit {iberpriift (s.u.). AnschlieBend wurden die Monozyten mit LPS und
Zytokinen je nach Versuchsbedingungen zwischen 6 wund 24 Stunden unter

Standardbedingungen inkubiert.

2.3. Reinheitsbestimmung durch Durchflu3zytometrie

Mit der DurchfluBzytometrie konnen einzelne Zellen beziiglich ihrer Grof3e, Granularitit und
Fluoreszenzverhalten analysiert werden. Das Fluoreszenzverhalten kann durch eine vorherige
Kopplung an fluoreszierende Antikorper bestimmt werden (55).

Zur Reinheitsbestimmung wurden die CD14-FITC-gekoppelten Monozyten in einem
Durchflufizytometer (FACScan, Becton-Dickinson) analysiert. Die Reinheit, ausgedriickt als
Anteil der FITC-positiven Zellen, betrug zwischen 85-96 % mit einem Mittelwert +

Standard-abweichung von 90 % + 2,68 %. Abbildung 1 zeigt ein reprisentatives Experiment.



FSC-Height (1) vs SSC-Height (2)
L"'.lj.

[l
[
B

0 1023

a-1 :@untru:ul FITC (3} v= Gamma-2 Cortrol

107 10 10F 100 10

107

Abbildung 1

Monozytenreinheit

Monozyten wurden wie im Text beschrieben
isoliert. Die CD14 positiven Monozyten stellen
sich als FITC-positiv dar. In diesem
repriasentativen  Experiment  betrdgt  die
Monozytenreinheit ca. 95%.
A. Im oberen Plot sind der Vorwirtsscatter (x-
Achse) und der Seitwirtsscatter (y-Achse)
dargestellt.

B. Das untere Bild zeigt die Isotypenkontrolle
mit dem Fluoreszenzkanal I (FITC) auf der x-
Achse und den Fluoreszenzkanal II (PE) auf der
y-Achse.

C. Das obere Diagramm zeigt > 95 % CDI14
positive Monozyten auf der x-Achse und die < 1
% CD3 positive T-Zellen auf der y-Achse.

D. Im unteren Diagramm sind > 95 % CDI14
positive Monozyten auf der x-Achse <1 % CD20
positiven B-Zellen auf der y-Achse
gegeniibergestellt.



2.4. Quantitative Zytokinmessung mittels ELISA

Bei diesem immunologischen Nachweisverfahren wird eine Unterlage mit Antikérpern
(capture antibody) beschichtet, welche das zu bestimmende Antigen zu binden vermdgen.
An diesen Antikorper-Antigen Komplex bindet sich nun an eine zweiter, enzymgekoppelter
Antikorper (detection antibody) an das Antigen. Das Enzym ist nun in der Lage, ein farbloses
Substrat in ein farbiges Produkt oder ein nichtfluoreszierendes Substrat in ein intensiv
fluoreszierendes Substrat umzuwandeln. Die Bindung des zweiten Antikorpers ist
proportional zur Menge des Antigens in der Probe, sodal man durch die Messung des Farb-
bzw. Fluoreszenzumsatzes die Menge des zu analysierenden Antigens bestimmen kann.

Fiir die Zytokinmessungen von TNF-alpha, IL-10, IL-12 und IL-1 beta wurden kommerziell
erhilltliche ELISA Kits verwendet. Zur Zytokinbestimmung wurden Zellkultur-Uberstinde
nach 6, 12 oder 24 Stunden abgenommen. Dazu wurden die Zellsuspensionen aus den
einzelnen wells der Kulturplatten in Eppendorf Behélter pipettiert und danach bei 800 x g 10
Minuten lang zentrifugiert. Die nun zellfreien Uberstinde wurden bis zur Messung bei -

70 °C gelagert.

2.5. Statistische Auswertung

Mit Riicksicht auf den durch die Anwendung dieser Untersuchungsmethoden bedingten
erheblichen finanziellen Aufwand wurde bei gleichbleibender Aussagekraft eine geringe Zahl
an Untersuchungen durchgefiihrt, so da3 auf eine statistische Auswertung verzichtet werden

muBte. Jedoch sind alle Daten als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.



3 Ergebnisse

3.1. Monozytenisolierung aus Buffy Coats

Kombination aus Ficoll Dichtegradientenzentrifugation, T-Zellrosettierung und Negativ-

Selektionierung mittels MACS-Sdule (Methode 1)

Da nicht aktivierte Monozyten isoliert werden sollten, wurde auf eine Plastikadhirenz
verzichtet, da es hierbei regelmifBig auch zur Kontaktaktivierung kommt. In einem ersten
Schritt wurden aus Buffy Coats mononukledre Zellen (MNC) durch eine Ficoll
Dichtegradientenzentrifugation angereichert. Die so gewonnen Zellen wurden einer T-
Zellrosettierung unterzogen, um alle T-Zellen aus der MNC Population zu entfernen. Hierbei

binden Erythrozyten an die CD2-Rezeptoren reifer T-Zellen.

20-40 x 10° MNC wurden in 15 ml R10 Medium aufgenommen, mit 3 ml der Neuraminidase
behandelten Schafserythrozyten gemischt und 5 Minuten bei 120 x g zentrifugiert. Nach 1-
stiindiger Inkubation auf Eis wurde der Uberstand abgesaugt, das Pellet in der verbleibenden
Fliissigkeit resuspendiert und in 10 ml R10 Medium aufgenommen. Die Zellsuspension
wurde auf 15 ml Ficoll tiberschichtet und 15 Minuten bei 800 x g zentrifugiert. Danach
befanden sich die rosettierten T-Zellen im Pellet, die nicht-T-Zellen in der Interphase. Die
sich in der Interphase befindlichen Zellen wurden isoliert, in PBS gewaschen und mit 30 pl
CD20 Antikorper aus der Maus 15 Minuten lang auf Eis inkubiert. Nach einem erneuten
Waschvorgang folgte eine Zugabe von 30 pl eines an ein paramagnetisches Partikel

(Microbeads) gekoppelten Ratte-anti-Maus



IgG, mit welchem die Zellen fiir weitere 15 Minuten auf Eis inkubiert wurden. Nach
Waschen in PBS und Resuspension in 1 ml PBS wurde die Zellsuspension iiber eine Mini-
MACS Séule gegeben, die sich in einem Magnetfeld befand. Die nicht markierten Zellen
wurden durch Zugabe von PBS aus der Sédule herausgewaschen und die markierten CD20

positiven B-Zellen in der Saule festgehalten.

Durch die Kombination dieser 3 Verfahren sollten der Granulozyten-, T-Zell- und B-
Zellanteil aus der MNC Population soweit wie moglich entfernt werden, um die
verbleibenden Monozyten in einem hohen Reinheitsgrad in Suspension zu erhalten.

Die gewonnenen Zellen wurden mit fluoreszenzgekoppelten CD20, CD3 und CD14
Antikorpern markiert, und die Anteile von Monozyten, B-Zellen und T-Zellen durch eine
FACS Analyse bestimmt.

Die Monozytenreinheit betrug 30 %. Der T-Zell Anteil betrug 2 %, der B-Zell Anteil 28 %.
Insgesamt zeigte sich in der FACS Analyse ein sehr verstreutes Zellbild im Vorwirts- und

Seitwirtsscatter mit einem groflen Anteil an toten Zellen (s. Abbildung 2).
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Aufgrund dieser Ergebnisse war ersichtlich, dal die T-Zellrosettierung zwar zu einer



zufriedenstellenden Reduktion des T-Zell Anteils gefiihrt hat, jedoch der Anteil der B-Zellen
noch wesentlich verkleinert werden mufite, um eine hdhere Monozytenreinheit zu erzielen.
Daher wurde in einem neuen Versuchsansatz Monozyten-Ficoll der Firma Biochrom zur

Dichtegradientenzentrifugation verwendet.

Monozyten-Ficoll von Biochrom (Methode 2)

Zunichst wurde eine Ficoll Dichtegradientenzentrifugation, wie oben beschrieben,
durchgefiihrt. Die Zellen der Interphase wurden in PBS gewaschen, in 15 ml PBS
aufgenommen und schlieflich auf 15 ml Monozyten-Ficoll iiberschichtet. Bei Monozyten-
Ficoll handelt es sich um ein Trennmedium fiir die Dichtegradientenzentrifugation, das als
besondere Substanz Iopromid™ enthilt, welches nach Firmenangaben die Viskositit der
Trennlosung senken wiirde, wodurch eine verbesserte Zellseparation erzielt werden konnte.
Die so preparierten Zellen wurden bei 1000, 1200 oder 1400 x g 20 Minuten zentrifugiert.
Die Interphase wurde abgesaugt, mit PBS gewaschen und fiir eine FACS Analyse mit CD14,
CD20 und CD3 Antikorpern markiert.

Der grofite Monozyten Anteil wurde durch die Zentrifugation bei 1200 x g erreicht und
betrug 13 %. Der B-Zell Anteil konnte auf 3 % reduziert werden, wohingegen der T-Zell

Anteil 58 % betrug (s. Abbildung 3).

Abbildung 3
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Nach der Isolation mit Monozyten Ficoll von
Biochrom zeigt sich folgendes Bild: Im oberen
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CD14 FITC markierten Monozyten abgebildet.
Im linken, oberen Quadranten ist die grofle
Population CD3 PERCP markierter T-Zellen zu
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Im unteren Bild sind CD3 PERCP markierte T-
Zellen CD20 PE markierten B Zellen
gegeniibergestellt.

Da durch die Anwendung der Monozyten-Ficolls eine weitgehende Reduktion des B-Zell

Anteils erreicht werden konnte, erschien es naheliegend, dieses Verfahren mit der Ficoll

Dichtegradi-entenzentrifugation und anschlieBender T-Zellrosettierung zu kombinieren.

Kombination von Methode I und Methode 2 (s. Tabelle 1)

Wie bereits beschrieben wurde eine Ficoll Dichtegradientenzentrifugation, und anschliefend

eine Monozyten-Ficoll Dichtegradientenzentrifugation durchgefiihrt. Die in der Interphase

befind-lichen Zellen wurden mit Hammelerythrozyten inkubiert (s.0.) und nach einer 1-

stiindigen Inkubationszeit auf Eis erneut auf Ficoll iiberschichtet zentrifugiert. Nach

Waschen der Inter-phase wurde eine FACS Analyse durchgefiihrt. (s. Abbildung 4)

Der Monozyten Anteil betrug 59%, der B-Zell Anteil 10 % und der T-Zell Anteil 1,5 %.
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Abbildung 4

Monozytenreinheit nach Kombination von
Methode 1 und 2

Monozyten wurden wie im Text beschrieben
isoliert. Im oberen Bild sind die CD3 PERCP
markierten T-Zellen im linken, oberen
Quadranten und die CD14 FITC markierten
Monozyten im rechten, unteren Quadranten
abgebildet.

Im unteren Bild sind CD20 PERCP markierte B-
Zellen den CDI14 FITC markierten Monozyten
gegeniibergestellt.



Tabelle 1

Monozyten Anteil | B-Zell Anteil T-Zell Anteil
Methode 1 30 % 28 % 2%
Methode I1 13 % 3% 58 %
Methode I + 11 59 % 10 % 1,5 %

Trotz ausreichender Entfernung von B- und T-Zellen war die Reinheit der gewonnenen
Monozyten noch nicht befriedigend. Vor allem stellte sich die Frage, welcher Zellpopulation

die verbleibenden 30 % der Zellen angehdrten.

Der Versuch wurde in einem zweiten Experiment wiederholt und die gewonnen Zellen
wurden mit CD14 (Monozyten), CD3 (T-Zellen), CD20 (B-Zellen), CD15 (Granulozyten),
Glyko-phoren-A (Erythrozyten) und CD56 (NK-Zellen) fiir eine FACS Analyse markiert, um
herauszufinden, welche anderen Zellen zu einer Verunreinigung der Monozytenpopulation
fiihrten. Diese Untersuchungen erbrachten folgendes Ergebnis:

Anteil der CD14 positiven Zellen 58 %
CD20 positiven Zellen 24 %
CD3 positiven Zellen 2 %
CD56 positiven Zellen 12 %
CD15 positiven Zellen 22 %

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde nun versucht, zusitzlich die Zahl der NK-Zellen und

Granulozyten durch Negativselektionierung zu verringern.



Kombination von Methode I, Methode II und Mini-MACS Sdule gegen B-Zellen und NK-
Zellen

(Methode III)

Wie oben beschrieben wurde Buffy Coat Blut mit Ficoll und danach 2 mal mit Monozyten-
Ficoll zentrifugiert. Darauf folgte eine 2-malige T-Zellrosettierung. Vor und nach Durchlauf
durch die MACS-Siule, die die CD20 und CD56 markierten Zellen zuriickhalten sollte,

wurde eine FACS-Analyse durchgefiihrt (Tabelle 2 / Abbildung 5).

Dieser Versuch wurde insgesamt 3mal durchgefiihrt, wobei der 2. Versuch nach der 1. T-
Zellrosettierung aufgrund zu geringer Zellzahl abgebrochen werden mufite. Der 3. Versuch
erbrachte eine Monozyten-Reinheit von 70 %. Da keine hoheren Reinheiten zu erzielen

waren, wurde die Versuchsreihe mit Monozyten-Ficoll abgebrochen.

Tabelle 2
Anteil der Zellen vor Mini- | Anteil der Zellen nach
MACS Séule Mini-MACS Séule
Monozyten 63 % 70 %
B-Zellen 3% 1 %
T-Zellen 1% 0,5 %
NK-Zellen 17 % 4%
Granulozyten 1% 1%

(Bei den  verbleibenden  Zellen handelte es sich um tote  Zellen.)



Isolierungsversuch durch Percoll (Methode IV)

Bei Percoll handelt es sich #hnlich wie bei Ficoll um ein fliissiges Medium zur
Dichtegradienten-zentrifugation. Nach einem Protokoll von Pertoft et al. (1) sollten in einem
2-Schritt Verfahren Monozyten in einer Reinheit von > 90 % gewonnen werden konnen.
Zunidchst wurde kommerziell erhéltliches Percoll mit einer spezifischen Dichte von 1,13
g/ml in einem Verhéltnis von 1 : 9 mit 1,5 molarem NaCl verdiinnt. Die so entstandene
Standardldsung hatte eine Dichte von 1,124 g/ml. Die Standardlésung wurde erneut in einem
Verhiltnis von 1 : 6 oder 1 : 5 mit 0,9 % NaCl verdiinnt, um eine 60 % (Dichte 1,076 g/ml)
bzw. 50 % ige (Dichte 1,064 g/ml) Percoll-Standardldsung (PS) zu erhalten. Nach dem
Originalprotokoll wurde 7 ml Buffycoat-Blut auf 4 ml PS 60 % tiberschichtet und bei 800 x g
30 Minuten lang bei 20 °C zentrifugiert. Die Interphase wurde abgesaugt, gewaschen und in
7 ml 0,9 %igem NaCl resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde danach auf 3 ml PS 50 %,
PS 53 % oder PS 57 % iiberschichtet und erneut bei 800 x g 1 Stunde lang bei 4 °C
zentrifugiert. Die Zellen der Interphase wurden nach einem Waschvorgang einer FACS

Analyse unterzogen (Tabelle 3).

Tabelle 3
PS 50 % PS 53 % PS 57%
Monozyten 40 % 25 % 38 %
T-Zellen 38 % 55 % 45 %
B-Zellen 6 % 7% 5%
NK-Zellen 7% 10 % 9%




Da mit 50 % Percollstandardlésung die groite Monozytenreinheit erreicht wurde, wurde der

gleiche Versuch mit PS 50 % wiederholt, wobei jedoch das Buffycoat Blut in verschiedenen

Verhiltnissen mit PBS verdiinnt wurde (Tabelle 4).

Tabelle 4
Buffycoat Blut 1:1 | Buffycoat Blut 1:3 | Buffycoat Blut 1:5
verdiinnt mit PBS | verdiinnt mit PBS | verdiinnt mit PBS
Monozyten 52% 31 % 22 %
T-Zellen 31% 39 % 47 %
B-Zellen 9% 18 % 18 %
Granulozyten 1 % 1 % 1 %

Aufgrund dieser Ergebnisse war es erforderlich den T-Zell, B-Zell und NK-Zell Anteil weiter
zu reduzieren. Dazu wurden Percoll Dichtegradientenzentrifugation, T-Zellrosettierung und
MACS Séule gegen B-Zellen und NK-Zellen miteinander kombiniert.

Im Verhidltnis 1 : 1 mit PBS verdiinntes Buffycoat-Blut wurde, wie oben beschrieben,
zundchst mit 60 % iger, dann mit 50 % iger Percollstandardldsung zentrifugiert. Die so
gewonnen Zellen wurden einer T-Zellrosettierung unterzogen, woran sich ein Duchflufl mit
CD20 und CD56 markierten Zellen durch die MACS Séaule anschloB. Vor und nach der

MACS Séule wurde eine FACS Analyse durchgefiihrt (Tabelle 5).



Tabelle 5

Anteil der Zellen vor Mini- | Anteil der Zellen nach

MACS Séule Mini-MACS Séule
Monozyten 85 % 94 %
B-Zellen 6% 0,5 %
T-Zellen 2% 0,5 %
NK-Zellen 3% 1,5 %
Granulozyten 1% 1%

In unabhingigen Wiederholungen dieses Versuches wurden Monozyten-Reinheiten von 73,
79, 84, 90 und 95 % erreicht. Trotz der befriedigenden Reinheitsgrade wurde, aufgrund des
zu hohen Zeitaufwandes von mehr als 6 Stunden und der zu kleinen Monozytenausbeute von
2-4 x 10° Zellen aus 80 ml Buffycoat Blut (20-40 x 107 Zellen), diese Isolationsmethode nicht

weitergeflihrt.

Isolierungsversuch mit teflonbeschichteten Petriperm-Schalen

Monozyten wurden, wie bereits im Methodenteil beschrieben, aufgrund ihrer
Adhirenzfahigkeit von den iibrigen mononukledren Zellen separiert. Nach einer Ficoll-
Dichtegradienten-zentrifugation wurden die MNC in FCS freies Medium aufgenommen und
auf Petriperm-Schalen verteilt. Nach einer 45 miniitigen Inkubation unter
Standardbedingungen wurden alle nicht-adhdrenten Zellen mit warmen PBS von der Schale

gespiilt. Die adhérierten Monozyten wurden 1 Stunde lang auf Eis inkubiert und konnten



dann mit eiskaltem PBS von der Platte herunterge-spiilt werden. Die so gewonnen
Monozyten besalen eine Reinheit von bis zu 96 % und eine Viabilitdt von > 95 %. Mit
dieser Methode konnten aus 30 ml Buffycoat-Blut 10 x 10° Zellen gewonnen werden. Die
Monozyten-Reinheit lag bei insgesamt 23 Isolationen zwischen 85 und 96 % mit einem

Mittelwert + Standardabweichung von 90 % + 2,68 %.

Mit diesem wenig zeitaufwendigen Verfahren, welches die Isolation von nicht aktivierten
Monozyten ermoglichte, wurden die besten und reproduzierbarsten Ergebnisse erzielt.

Dieses Verfahren wurde daher fiir die in vitro Analysen weiterhin verwendet.



3.2. In vitro Untersuchung zur Interleukin 10 gesteuerten Regulation von Tumor Nekrose

Faktor-alpha in Monozyten

3.2.1. Zytokinkinetik in LPS stimulierten Monozyten

Monozyten wurden wie beschrieben separiert und mit LPS stimuliert. Nach 6, 12 und 24
Stunden wurde die Produktion von TNF-alpha, IL-10, IL-12 und IL-1 beta mittels ELISA
gemessen. Dabei erreicht die Produktion von TNF-alpha das Maximum nach 6-12 Stunden
und ist nach 24 Stunden signifikant geringer (Abbildung 1a). Die IL-10 Produktion ist nach 6
Stunden am niedrigsten und erreicht das Maximum nach 24 Stunden (Abbildung 1b). Die
Produktion von IL-12 erreicht das Maximum nach 6-12 Stunden und ist nach 24 Stunden
vermindert (Abbildung Ic), wohingegen IL-1 beta vermehrt nach 12-24 Stunden produziert
wird (Abbildung 1d).

3.2.2. Wirkung des endogenen IL-10 auf die TNF-alpha, IL-12 und IL-1 beta Produktion in

Monozyten

Monzyten wurden stimuliert mit Medium, LPS, LPS+anti-IL-10R oder LPS+Isotyp
Kontrolle. Nach 24 und 72 Stunden wurde die Produktion von TNF-alpha, IL-12 und IL-1
beta mittels ELISA gemessen. Nach 24 stiindiger Stimulation mit LPS ist die TNF-alpha
Produktion 7-fach im Vergleich zur Stimulation mit Medium erhoht. Die Inhibition von
endogenem IL-10 durch den blockierenden anti-IL10 Rezeptor Antikorper fiithrt in drei
durchgefiihrten Experimenten zu einer Steigerung der TNF-alpha Produktion um 108 + 63,5

% im Vergleich zu der alleinigen Stimulation mit LPS (Abbildung 2a). Ahnlich wird die



Freisetzung von IL-12 in drei durchgefiihrten Experimenten durch die Inhibition von
endogenem IL-10 um 287 + 153 % (Abbildung 2b), die Produktion von IL-1 beta um 94 + 70
% gesteigert (Abbildung 2c). Ahnliche Werte wie nach 24 stiindiger Stimulation werden fiir

alle drei Zytokine auch nach 72 Stunden ermittelt.

3.2.3. Wirkungsweise des endogenen IL-10

Die Inhibition der Bindung von endogenem IL-10 an seinen Rezeptor fiihrt zu einer
gesteigerten Produktion von TNF-alpha, IL-12 und IL-1 beta. Da sowohl IL-12 als auch IL-1
beta in der Lage sind, die TNF-alpha Sekretion in T-Zellen hochzuregulieren (50,55), wird
untersucht, ob IL-12 oder IL-1 beta fiir die beobachtete Steigerung der TNF-alpha Produktion
verantwortlich sind. Kostimulation von LPS-behandelten Monozyten mit anti-IL-12 oder
anti-IL-1 beta Antikorpern hat keinen Effekt auf die TNF-alpha Produktion im Vergleich zur
Stimulation mit LPS allein (Abbildung 3a). Gleichermallen zeigt die Inkubation von LPS
behandelten Monozyten mit anti-IL-10R in Kombination mit anti-IL-12 oder anti-IL-1 beta
keinen Effekt auf die TNF-alpha Produktion verglichen mit der Inkubation mit LPS und anti-
IL-10R alleine hat (Abbildung 3b). Dies 14Bt vermuten, da3 die Suppression von endogenem
IL-12  und IL-1 beta nicht fiir die durch IL-10 verminderte TNF-alpha Produktion

verantwortlich ist.
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Abbildung 1a:

Kinetik der TNF-alpha Produktion in LPS stimulierten Monozyten

Monozyten wurden 6, 12 und 24 Stunden mit LPS stimuliert, und die Produktion von TNF-
alpha wurde in den Uberstiinden mittels ELISA gemessen. (Abgebildet sind die Mittelwerte
und die Standardabweichungen von 3 unabhéngigen Experimenten.)
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Abbildung 1b:

Kinetik der IL-10 Produktion in LPS stimulierten Monozyten

Monozyten wurden 6, 12 und 24 Stunden mit LPS stimuliert, und die Produktion von IL-10
wurde in den Uberstinden mittels ELISA gemessen. (Abgebildet sind die Mittelwerte und
die Standardabweichungen von 3 unabhdngigen Experimenten.)
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Abbildung 1a:

Kinetik der TNF-alpha Produktion in LPS stimulierten Monozyten

Monozyten wurden 6, 12 und 24 Stunden mit LPS stimuliert, und die Produktion von TNF-
alpha wurde in den Uberstiinden mittels ELISA gemessen. (Abgebildet sind die Mittelwerte
und die Standardabweichungen von 3 unabhéngigen Experimenten.)
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Abbildung 1d:

Kinetik der IL-1 beta Produktion in LPS stimulierten Monozyten

Monozyten wurden 6, 12 und 24 Stunden mit LPS stimuliert, und die Produktion von IL-1
beta wurde in den Uberstiinden mittels ELISA gemessen. (Abgebildet sind die Mittelwerte
und die Standardabweichungen von 3 unabhédngigen Experimenten.)
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Abbildung 2a:

Effekt von endogenem IL-10 auf die TNF-alpha Sekretion in gereinigten, LPS stimulierten
Monozyten. Monozyten wurden isoliert wie im Methodenteil beschrieben und dann 24
Stunden mit Medium, LPS, LPS+anti-IL-10R oder LPS+Isotyp Kontrolle stimuliert. Die
TNF-alpha Konzentration wurde in zellfreien Uberstinden mittels ELISA gemessen.
(Abgebildet sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen von 3 unabhédngigen
Experimenten.)
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Abbildung 2b:

Effekt von endogenem IL-10 auf die IL-12 Sekretion in gereinigten, LPS stimulierten
Monozyten. Monozyten wurden isoliert wie im Methodenteil beschrieben und dann 24
Stunden mit Medium, LPS, LPS+anti-IL-10R oder LPS+Isotyp Kontrolle stimuliert. Die IL-
12 Konzentration wurde in zellfreien Uberstinden mittels ELISA gemessen. (Abgebildet
sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen von 3 unabhéngigen Experimenten.)



30000 -

25000 -

20000 -

15000 -

pg/mi

10000

5000

LPS LPS + anti-IL1IOR  LPS + Isotyp

Abbildung 2c:

Effekt von endogenem IL-10 auf die IL-1 beta Sekretion in gereinigten, LPS stimulierten
Monozyten. Monozyten wurden isoliert wie im Methodenteil beschrieben und dann 24
Stunden mit Medium, LPS, LPS+anti-IL-10R oder LPS+Isotyp Kontrolle stimuliert. Die IL-1
beta Konzentration wurde in zellfreien Uberstinden mittels ELISA gemessen. (Abgebildet
sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen von 3 unabhédngigen Experimenten.)
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Abbildung 3a:

Bedeutung von IL-1 beta und IL-12 fiir die LPS induzierte TNF-alpha Produktion.

Monozyten wurden wie beschrieben isoliert und mit Medium, LPS, LPS+anti-IL-12,
LPS+anti-IL-1 beta oder LPS+Isotyp Kontrolle 24 Stunden stimuliert. Die TNF-alpha
Konzentration wurde aus den zellfreien Uberstinden mittels ELISA gemessen. (Abgebildet
sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen von 4 unabhédngigen Experimenten.)
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Abbildung 3b:
Mechanismus der durch endogenes IL-10 vermittelten Inhibition der LPS induzierten TNF-
alpha Produktion.

Monozyten wurden wie beschrieben isoliert und mit Medium, LPS, LPS+anti-IL-10R allein
oder in Kombination mit anti-IL-12, anti-IL-1 beta oder Isotyp Kontrolle 24 Stunden
stimuliert. Die TNF-alpha Konzentration wurde aus den zellfreien Uberstinden mittels
ELISA gemessen. (Abgebildet sind Mittelwerte und Standardabweichungen von 4
unabhingigen Experimenten.)



4. Diskussion

4.1. Isolation hochreiner Monozyten

Wie im Methodenteil ausfiihrlich beschrieben, wurde zur Isolation von Monozyten deren
Adhérenzfahigkeit an glatte Oberfldchen genutzt. Nach Inkubation mononukleédrer Zellen in
teflonbeschichteten Schalen wurden die nicht adhirenten Zellen mit PBS von der Schalen-
oberfliche heruntergespiilt und auf diese Weise von den adhérierten Monozyten separiert.
Die adhirierten Monozyten wurden darauthin 1 Stunde auf Eis inkubiert und anschlieend
mit eiskaltem PBS von ihrer Oberfliche abgelost. Mittels dieser Methode konnten regelmifig
Monozyten mit einer Viabilitdt von = 95 % und einer Reinheit von 90 % + 2,68 gewonnen
werden. Dariiberhinaus befanden sich die Monozyten in einem nicht-aktivierten Zustand und

waren in ausreichender Zahl in Suspension verfiigbar.

In der Literatur sind verschiedende Techniken zur Isolation von gereinigten Monozyten
beschrieben. Durch die Dichtegradientenzentrifugation mit Percoll® werden die Monozyten
aufgrund ihrer spezifischen Dichte durch eine Trennfliissigkeit in  einem
Zentrifugationsvorgang von den anderen Leukozyten separiert und kénnen je nach Protokoll

in einer Reinheit zwischen 80 und 90% gewonnen werden (1,2).

An Antikorper gebundene magnetische Microbeads ermdglichen eine sowohl positive als als
auch negative Selektionierung von Monozyten. Dabei werden zur positiven Selektionierung

anti-CD14 Antikorper verwendet, die bei Durchflu duch ein magnetisches System, die



CD14-positiven Monozyten zuriickhalten und so deren Gewinnung ermdglichen. Bei der
negativen Selektionierung werden Antikdrper mit spezifischer Bindung an alle nicht-
monozytiren Zellen verwendet und gereinigte Monozyten nach Durchflu durch das
magnetische System gewonnen. Ein Nachteil der positiven Selektionierung ist die
Aktivierung der Monozyten durch Antikorperbindung an den LPS-Rezeptor, was sie
ungeignet flir Zytokinstimulationen in Zellkulturen werden lat. Mit Hilfe der Microbeads

erreicht man Reinheiten des isolierten Monozyten-Anteils von > 95 % (3.4,5).

Ebenfalls beschrieben sind Monozyten-Isolationen mit zentrifugaler Elutriation (6) und
Nutzung der Adhérenzfihigkeit von Monozyten an Plastik (7,8,9), wodurch Reinheitsgrade
von > 90 % erreicht wurden. SchlieBlich besteht die Mdglickeit der Zellseparation mit
durchfluB-zytometrischen Methoden an einem fluoreszenz-aktivierten Zellsorter (FACS),
durch welchen Zellen nach ihren Oberflichen-Antigenen sortiert und separiert werden
konnen (10). Die Methode erlaubt die Isolation von nahezu 100 % reinen Monozyten, die
jedoch durch die an den LPS Rezeptor gebundene fluoreszierende Antikorper zu einer

Aktivierung der Monozyten fiihrt.

Aufgrund der Monozyten-Aktivierung kamen sowohl die magnetischen Microbeads also
auch die FACS Methode zur Gewinnung von gereinigten Monozyten nicht in Betracht, da fiir
die Stimulationsversuche mit Zytokinen nicht-aktivierte Monozyten benétigt wurden. Die
Dichte-gradientenzentrifugation mit Percoll® erwies sich als zu zeitaufwendig und erbrachte
keine befriedigenden Reinheitsgrade. Daher wurde die Adhédrenzfahigkeit der Monozyten zur
Isolation genutzt und die in der Literatur beschriebenen Methoden wie bereits beschrieben

modifiziert.



Der Nachteil der angewendeten Adhédrenz-Methode liegt in der aufwendigen Losldsung der
adhérierten Monozten von ihrer Unterlage. In der Literatur sind verschiedene Mdglichkeiten
der Ablosung erldutert. So beschreibt Nielsen (61) die Verwendung von Lidocain, Trypsin,
Kilte von 4 °C und EDTA zu Abldsung von Monozyten von Plastikoberflaichen. Weder
EDTA, Trypsin noch Kélte fiihrten in mehreren Versuchen zu einer hinreichenden Ablosung
der Monozyten von den teflonbeschichteten Unterlagen. Darliberhinaus fithrt Trypsin
aufgrund seiner enzymatischen Aktivitit zu einer Beseitigung aller Zelloberflichenmarker
und macht dadurch die Zellen fiir eine FACS-Analyse unbrauchbar. Unter dem
Durchlichtmikroskop stellten sich Monozyten im adhérierten Zustand unregelméfig
abgeflacht und iiber die Adhdrenzfliche ausgebreitet dar. Erst durch den Kéltereiz nach
Inkubation auf Eis kam es zu einer Umkehr der Adhidrenz, die man mikroskopisch als
Abkugelung der Monozyten beobachten konnte. Trotz der verringerten Kontaktfliche, die
durch diesen Abkugelungsvorgang erreicht wurde, befanden sich die Monozyten immer noch
auf ihrer Unterlage befestigt und muften nun mit PBS und einer 1000 ul Pipette kréiftig von
der Kulturplatte heruntergespiilt werden. Die Kombination von Kilte und aktiver Loslosung
der Monozyten ermoglichte die Gewinnung von Monozyten in Suspension. Die spezielle
Wahl der teflonbeschichteten Petripermschalen als Adhédrenzoberfliche lag in der
erleicherten Zellpreparation begriindet. An Plastik adhérierte Monozyten sind deutlich
schwerer und aufgrund ihrer stirkeren Adhirenz unter einem hoheren Zellverlust von ihrer

Unterlage abzuldsen. Zudem befinden sie sich in einem aktivierten Zustand.

Von besonderer Bedeutung fiir die angewendete Methode ist die Beschichtung der
Kulturschalen mit autologem Serum, um eine Adhdrenz der Monozyten iiberhaupt erst zu

ermOglichen. Weder an unbehandelten noch an mit fotalem Kélberserum (FCS) inkubierten



Kulturschalen konnte eine Monozyten-Adhirenz beobachtet werden. In der Literatur ist
gegensitzlich dazu die Adhdrenz von Monozyten an unpreparierte Plastikunterlagen
beschrieben (7,8,9). Nielsen beschreibt eine vermehrte Monozytengewinnung durch
Vorbehandlung von Plastikoberflachen mit FCS (61).Vermutlich liegt diese Differenz an der

spezifischen Eigenheit der Teflonbeschichtung der verwendeten Petriperm Schalen.

4.2. Regulation der LPS induzierten TNF-alpha Produktion in gereinigten Monozyten

Korholz et al. beschreiben, daB3 in IL-2 stimulierten T-Zellen IL-10 eine Suppression der
TNF-alpha Produktion verursacht. Dies geschieht nicht mittels einer direkten Hemmung,

sondern wird durch die Herabsetzung der IL-12 Produktion erreicht (49).

Der supprimierende Effekt von IL-10 auf die TNF-alpha Produktion wurde auch bei
Monozyten bereits beschrieben (50,51,52,53), jedoch ist unklar, ob diesem Hemmungsprozef3
ein vergleichbarer Mechanismus wie in T-Zellen zugrunde liegt. Dariiberhinaus beschrieben
Panzer et al. (54), da3 IL-1 beta in mit murinen Antigenen stimulierten T-Zellen die TNF-
alpha Produktion induziert und gleichermaflen TNF-alpha die Bildung von IL-1 beta mRNA
induziert und verstérkt. Daraus ergaben sich die Fragen, ob IL-12 oder IL-1 beta fiir die LPS
induzierte TNF-alpha Produktion und damit moglicherweise auch fiir die IL-10 gesteuerte

Suppression von TNF-alpha in Monozyten beteiligt sind.

Die Versuchsergebnisse zeigen, dal weder IL-12 noch IL-1 beta EinfluB auf die LPS

induzierte TNF-alpha Produktion besitzen. Dariiberhinaus konnte gezeigt werden, daf3 IL-12



und IL-1 beta auch keine Rolle fiir die IL-10 modulierte Suppression der TNF-alpha
Produktion spielen. Da diese Fragestellungen noch nicht untersucht wurden, finden sich auch

in der Literatur keine vergleichbaren oder gegensitzlichen Resultate.

Weiterhin konnte gezeigt werden, daBl endogenes IL-10 die Produktion von TNF-alpha
hemmt. Dieser supprimierende Effekt von IL-10 wird auch von der Kinetik der TNF-alpha
und IL-10 Produktion nach Stimulation mit LPS reflektiert. Das Maximum der TNF-alpha
Produktion zeigt sich nach 6-12 Stunden, wohingegen die IL-10 Produktion verzdgert nach
24 Stunden ihr Maximum erreicht. In Gegenwart von IL-10 war die TNF-alpha Produktion
deutlich vermindert. Andere Autoren beschreiben gleichermaflen eine zeitlich versetzte
Produktion von TNF-alpha und IL-10 nach LPS Stimulation in dhnlichen Zeitabstinden

(62,63).

Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse von Wanidworanum et al. (57), wonach TNF-alpha
die Synthese von IL-10 in Monozyten induziert, lassen die Resultate darauf schlieBen, daf3
endogenes IL-10 die LPS aktivierte TNF-alpha Sekretion in Monozyten iiber einen direkten
negativen Feed-back Mechanismus reguliert, an welchem weder IL-12 noch IL-1 beta
beteiligt sind. Ein solcher Mechanismus ist von biologischer Bedeutung, da es ohne eine
Suppression der TNF-alpha Produktion durch IL-10 schnell zu einer schidlichen
Anreicherung des TNF-alpha kdme. So beschrieben Gerad et al., da es in Méusen durch die
Applikation von Antikérpern gegen IL-10 nach einer Stimulation mit LPS zu einer
signifikant vermehrten Entwicklung eines letalen Endotoxinschocks gekommen ist (60).

Wie von Korholz et al. beschrieben (49), kann der suppressive Effekt von IL-10 auf die TNF-

alpha Produktion in T-Zellen aufgrund der Beteiligung von IL-12 an der IL-10 modulierten



Suppression von TNF-alpha durch eine Zugabe von IL-12 aufgehoben werden. Hier konnte
nun gezeigt werden, dal IL-10 in Monozyten iiber einen anderen, IL-12 unabhéngigen
Mechanismus wirkt. So erscheint es wichtig, nicht nur die Vernetzung und
Wechselwirkungen der einzelnen Zytokine, sondern auch die unterschiedlichen Wirkungen
der Zytokine auf die verschiedenen Zelltypen zu untersuchen und zu beriicksichtigen. Von
Bedeutung ist dies z.B. fiir der Entwicklung von Immuntherapien, da sich abhéngig vom Zell-

oder Gewebetyp unterschiedliche Effekte von Zytokintherapeutika ergeben konnen.

Gleichermafen bedeutsam ist die unterschiedliche Modulation der TNF-alpha Produktion fiir
die Therapie von septischen Patienten, die sich in einer sogenannten Immunparalyse
befinden. Dieser Begriff wurde von Volk et al. (58,59) eingefiihrt und bezeichnet die
hypoinflammatorische Phase einer Sepsis. Nach Volk ist die Sepsis durch einen biphasischen
Verlauf charakterisiert. Initial besteht eine hyperinflammatorische Immunantwort, in der
TNF-alpha syngergistisch mit anderen proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1, IL-6 u.a.,
produziert wird. Fiir die sich anschlieBende hypoinflammatorische Phase ist der global
immunsuppressive  Effekt von  IL-10  verantwortlich. = IL-10  wird  {iber
Riickkopplungsschleifen zeitlich verzogert produziert und erfiillt die Funktion eines
Gegenregulators der proinflammatorischen Immunantwort. Allerdings fiihrt bei einer
Subpopulation septischer Patienten eine verldngerte oder gesteigerte IL-10 Wirkung zu einer
"endogenen" Immundefizienz. Durch den supprimierenden Effekt von IL-10 kommt es zu
einer verminderten bis fehlenden Produktion proinflammatorischer Zytokine. Hierdurch wird
die Anfalligkeit des septischen Patienten fiir opportunistische Infektionen wesentlich erhdht,

die in vielen Féllen sogar zum Tode fiihrt.



Eine Erklarung fiir diese Abwehrschwiche konnte darin bestehen, daB TNF-alpha eine
wesentliche Bedeutung fiir eine Infektabwehr durch seine Wirkungen auf verschiedenste
Zielzellen besitzt. So steigern neutrophile Granulozyten, eosinophile Granulozyten und
Monozyten unter TNF-alpha Einfluf3 ihre Phagozytosefdhigkeit und ihre antikorperabhéngige
zelluldre Zytotoxozitdt, und bei Reduktion von TNF-alpha kommz es zu einer erheblichen
Schwichung der Immunabwehr. Der therapeutische Ansatz besteht nun in dem Versuch, diese
Immunparalyse durch Zytokinwirkung auf das IL-10 aufzuheben. Die Ergebnisse lassen
vermuten, dal zwar die durch IL-10 supprimierte TNF-alpha Produktion in T-Zellen durch
eine IL-12 Zugabe aufgehoben werden kann, jedoch in Monozyten, aufgrund der IL-12
unabhingigen Regulation von TNF-alpha, es zu keiner Steigerung der TNF-alpha Produktion
kommen wird. Im Gegensatz dazu fiihrt eine Zugabe von Interferon-gamma durch seine
Hemmung der IL-10 Produktion in Monozyten und durch seinen induzierenden Effekt auf die
IL-12 Produktion in T-Zellen in beiden Zellpopulationen zu einer Uberwindung der IL-10
gesteuerten Suppression der TNF-alpha Produktion und damit auch zu einer moglichen

Aufhebung des immunparalytischen Zustandes.

Somit tragen diese Ergebnisse zum Verstindnis der Wirksamkeit einer Interferon-gamma
Therapie zur Uberwindung der Immunparalyse im septischen Schock bei, wie sie von Décke

et al. beschrieben wurde.
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7. Zusammenfassung

Regulation der LPS induzierten TNF-alpha Produktion in gereinigten Monozyten

Dong-In Shin

In T-Zellen erfolgt die Interleukin (IL-) 10 modulierte Suppression der TNF-alpha Produktion
durch eine Hemmung der Produktion von Interleukin 12. Auch in LPS stimulierten
Monozyten wird die TNF-alpha Produktion durch Interleukin 10 supprimiert. Die vorliegende
Arbeit untersucht, ob die Suppression der TNF-alpha Produktion durch Interleukin 10 in
Monozyten ebenfalls in Abhéngigkeit von sekunddren Zytokinproduktion ablduft. Hierzu
wurden mittels Nutzung der Adhdrenzféhigkeit an teflonbeschichtete Schalen nicht-aktivierte
Monozyten aus Buffycoat Blut in einer Reinheit von 90 % + 2,68 isoliert.

Die Untersuchungen an gereinigten Monozyten zeigen:

1. Nach Stimulation mit LPS erreicht die TNF-alpha Produktion nach 6-12 Stunden, die von
IL-10 erst nach 24 Stunden ihr Maximum.

2. Eine Blockade des IL-10 Rezeptors durch einen monoklonalen Antikorper fiihrt zu einer
Steigerung der Produktion von TNF-alpha, IL-12 und IL-1 beta.

3. Die supprimierende Wirkung von endogenem IL-10 auf die TNF-alpha Produktion ist
unabhingig von der endogenen IL-12 und IL-1 beta Produktion.

Diese Ergebnisse haben grofle Bedeutung sowohl fiir die Entwicklung neuer Immuntherapien
zur Behandlung des septischen Schocks als auch fiir die Tumortherapie, da sie belegen, daf3
neben den Wechselwirkungen der Zytokine untereinander auch die unterschiedlichen

Wirkungen auf verschiedene Zelltypen und Gewebe beriicksichtigt werden miissen.

Diisseldorf, im Mérz 1999 Priv.-Doz. Dr. med. D. Kérholz



