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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem — historischer Uberblick

Seit Ende des 18 Jahrhunderts wurden nach und nach einzelne Komponenten des
Immunsystems identifiziert und deren Zusammenhange aufgedeckt. Als erste
Bestandteile des Immunsystems wurden AntikGrper produzierende Lymphozyten
entdeckt, die nach dem Areal der bursa fabricii bei Vdgeln benannt wurden
(B-Lymphozyten) (Glick et al., 1956, Pauling et al., 1940). Mit der Entdeckung der
monoklonalen Antikorpertechnik durch Koéhler et al. (1975) konnten weitere
Zellpopulationen charakterisiert werden, wie Monozyten, Naturliche-Killer-(NK)-Zellen
und Granulozyten. Ein weiterer wichtiger Schritt war die Differenzierung von
T-Helferzellen und T-Suppressorzellen als Untergruppen der T-Zellen (Clamann et
al., 1966).

Wahrend die Helferzellen (CD4(+)) im wesentlichen fur die Regulation der humoralen
Immunitat und die Antikérperproduktion verantwortlich gemacht worden sind, wurden
die Reaktionen der zellularen Immunitat hauptsédchlich den zytotoxischen/
Suppressor T-Lymphozyten (CD8(+)) zugeschrieben (Evans et al., 1977). Neben den
zellularen Komponenten des Immunsystems wurden nach und nach auch
Botenstoffe des Immunsystem identifiziert (Interleukine), die die Proliferation und die
Differenzierung der Zellen malgeblich mitbeeinflussen. Eines der zuerst
charakterisierten Interleukine war das Interleukin (IL-)2 (Morgan et al., 1976). Die
Entdeckung weiterer Interleukine und deren Bedeutung im Immunsystem brachte
einen wesentlichen Durchbruch fir das Verstandnis des Immunsystems. Es war nun
maoglich, Zellen Uber ihre Oberflacheneigenschaften (CD4 oder CD8 positiv) hinaus,
nach funktionellen Gesichtspunkten zu unterteilen. Diese Einteilung geht auf
Mosmann et al. (1986) zuriick, die erstmals die unterschiedlichen T-Lymphozyten der
Maus beschrieben. Dabei werden T1 Zellen, die IL-2 und IFN-g produzieren und T2
Zellen, die IL-10, IL-4, IL-5 und IL-13 bilden, unterschieden. Wahrend die T1 Zellen
das zellulare Immunsystem unterstutzen, wirken die T2 Zellen besonders férdernd
auf die humorale Immunantwort (Mosmann et al., 1989 und 1996). Im menschlichen
Immunsystem ist die Zugehorigkeit der T-Zellen zu den Untergruppen nicht so strikt

ausgepréagt wie in der Maus, jedoch konnten T1 und T2 Gewichtungen sowohl bei
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CDA4(+) als auch CD8(+) T-Zellen gefunden werden (Halverson et al., 1997). Die
Unterscheidung in dieselben zwei Untergruppen kann dartber hinaus auch bei
NK-Zellen vorgenommen werden (Perrit et al., 1998). Aktuell konzentriert sich die
Forschung insbesondere auf die Regulation der T1 und T2 Differenzierung durch
dendritische Zellen. Dabei kann gezeigt werden, dass die T1/T2 Zellen durch
unterschiedliche DZ-Populationen, sog. DZ1 und DZ2, Zellen reguliert werden
(Kadowski et al., 2001; Liu et al., 2000).

1.2  Modell der T-Zellaktivierung

Die Aktivierung von T-Zellen vollzieht sich durch das Zusammenspiel verschiedener
exogener und endogener Faktoren und miindet in der Differenzierung der Zellen zu
hochspezialisierten Effektorzellen. Zunéachst wird von Antigen-préasentierenden Zellen
(APZ) ein Peptidantigen an der Oberflache préasentiert, an das der entsprechende
T-Zell-Rezeptor bindet. Es wird angenommen, dass es im Menschen mehr als 10°
unterschiedliche T-Zellrezeptorspezifizitaten gibt, die jeweils fur ein bestimmtes
Antigen passend sind. Die Bindung des Peptids an den Rezeptor ist der
Ausgangspunkt fur die Aktivierung der T-Zellen. In-vitro kann dieser Schritt durch die
Stimulation der T-Zellen Giber das CD3 Antigen simuliert werden (Tao et al., 1997).

Die alleinige Stimulation des TCR reicht allerdings nicht fur eine ausreichende
Aktivierung der T-Zellen aus. Zuséatzlich werden sogenannte kostimulatorische
Signale bendtigt. Hierbei kommt es zu weiteren Interaktionen der aktivierten T-Zellen
mit APZ. Daruber hinaus wird die T-Zellaktivierung durch Zytokine wie z.B. IL-2 und
IL-12 verstarkt.

Eine wichtige Kostimulation fur die T-Zellen ist die Interaktion von CD28 auf den
T-Zellen mit den APZ-Epitopen CD80/CD86. Die Bedeutung dieser Kostimulation
wird anschaulich durch Versuche mit CD28 Knock-out Mausen. Hier zeigt sich eine
normale Entwicklung der B- und T-Zellen, wobei die B-Zellen jedoch eine geringere
Menge Immunglobuline produzieren, und die T-Zellen wesentlich schwéacher auf
verschiedene Stimulanzien reagieren (Heinly et al., 2001; Shahiniam et al., 1993).
T-Zellen CD28-inkompetenter Mause weisen eine insuffiziente Stimulierbarkeit durch



Lectin auf. Dieses zeigt sich in einer verminderten IL-2 Produktion und IL-2R
Expression. Zusatzlich sind die Mause vor dem Schock durch das Enterotoxin des
Staphylococcus aureus geschutzt, da eine Uberaktivierung des Immunsystems
ausbleibt.

Eine nachhaltige Hemmung der T-Zell Aktivierung konnte in in-vitro Experimenten
von van Gool et al. (1999) durch die Blockade der CD28/CD80/86 Interaktion
nachgewiesen werden. Eine Hemmung dieses Systems und zusatzliche Blockade
der CD40L-CD40 Interaktion fuhrt bei MNZ, die mit allogenen MNZ stimuliert werden,
zu einer volligen Anergie. Die Zellen zeigen keine Proliferation, keine zytolytische
Aktivitat und keine Produktion von IL-2, IL-5 und IL-13 nach Stimulation, wohingegen
IL-10 deutlich vermehrt vorgefunden wird. Die Zugabe von exogenem IL-2 kann

diesen hemmenden Effekt teilweise tUberwinden.

Neben dem CD28-CD80/86 System ist somit ein weiteres kostimulatorisches Signal
von grof3er Bedeutung, das CD40L/CD40 System. Die Rezeptoren des CD40/CD40L
Systems gehdren zu der Familie der TNF-Rezeptoren. Der ca. 35 kDa schwere
CD40L befindet sich in erster Linie auf aktivierten T-Zellen und das ca. 50 kDa
schwere CD40 auf B-Zellen, Monozyten und anderen APZ (Oppenheim et al., 2001).
CD40L knock-out Mause zeigen neben einer stark gestorten humoralen
Immunantwort mit alleiniger IgM Bildung auch eine gestorte zellulare Reaktion auf
verschiedene Infektionsreize (Greval et al., 1995). Als Zeichen fur diese zuletzt
genannte Immunschwache finden sich stark erniedrigte IFN-g Werte in-vivo, wie auch
nach Stimulation in-vitro (Grewal et al., 1996). Darliber hinaus wird das von
Monozyten und anderen APZ gebildete IL-12 wesentlich verringert nachgewiesen.
Da IL-12 ein wesentlicher Faktor bei der Induktion des IFN-gist, ist die verminderte

IL-12 Produktion verantwortlich fir die bei diesen Mause gestorte IFN-g Produktion.

Als drittes Element bei der T-Zellaktivierung sind l6sliche Zytokine von besonderer
Bedeutung. Eine zentrale Rolle nimmt hierbei das IL-2 ein. Dieses Zytokin wurde
Ende der 70er Jahre erstmals als T-Zell Wachstumsfaktor beschrieben, der von PHA
stimulierten Lymphozyten ausgeschittet wird (Kendall et al., 1984; Morgan et al.,
1976). Das IL-2 ist ca. 15,5 kDa schwer, besteht aus 133 Aminoséuren und wird in

erster Linie von T-Lymphozyten gebildet (Oppenheim et al., 2001). IL-2 kann seinen

5



eigenen, auf T-Zellen exprimierten Rezeptor induzieren und somit seine eigene

Wirkung wesentlich verstarken (Minami et al., 1993).

Die Regulation der IL-2 vermittelten Zytokinproduktion sowie deren
Aktivierungskaskaden ist Gegenstand zahlreicher Untersuchungen mit humanen T-
Lymphozyten. IL-2 induziert zun&chst Uber die Intensivierung der T-APC Interaktion
die Bildung von IL-12. IL-12 kann dann seinerseits in den T-Zellen die Bildung von
IFN-gund IL-10 induzieren (Bonig et al., 1999; Korholz et al., 1997).

Das IL-10 fuhrt Gber die Hemmung der IL-12 Produktion zu einer negativen
Ruckkopplung. Ein anderer Faktor, der in diesem System negativ regulatorische
Wirkungen besitzt, ist das TGF-3. Durch TGF-3 wird die Bildung von IL-12 (Koérholz
et al., 1997) aber auch die Expression des IL-12 Rezeptors moduliert (Kitani et al.,
2000, Ludviksson et al., 2000). Hierdurch kann TGF-R3 die IL-2 induzierte IFN-g und
IL-10 Produktion herabregulieren. Durch die Substitution mit IL-12 kann die IL-10
vermittelte Inhibition der IL-2 induzierten Zytokinproduktion vollstandig und die durch
TGF-3 induzierte Suppression partiell blockiert werden (Bonig et al., 1999; Kérholz et
al., 1997).

Neben IL-10 und TGF-3 kann die IL-2 induzierte Zytokinproduktion auch durch IL-4
beeinflusst werden. Wie IL-10 hemmt IL-4 die IL-12 Produktion, und dartber hinaus
verandert es die IL-12 Rezeptor-Expression, ahnlich dem TGF-3 (Gallob et al., 1997;
Wu et al., 1997). Besonders der High-Affinity Rezeptor fur das IL-12, der vor allem
auf aktivierten T-Zellen zu finden ist, wird durch das IL-4 beeinflusst. Die Regulation
erfolgt Uber die verminderte Expression einer Komponente des zweiteiligen

Rezeptors, wodurch das ohnehin supprimierte IL-12 zusatzlich weniger wirksam wird.

1.3 Immuntherapie mit IL-2 zur Behandlung onkologischer Erkrankungen

Die wachsende Erkenntnis dber die IL-2 vermittelten immunstimulatorischen
Qualitaten hat bereits 1985 zu ersten Therapieversuchen mit diesem Zytokin gefuhrt
(Rosenberger et al., 1985). Es soll bei Patienten eine Immunaktivierung initiieren, die

bei der Bekampfung der unterschiedlichen gut- und bosartigen Krankheiten hilfreich
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sein soll. Das Hauptaugenmerk wird dabei auf die vermehrte zytolytische Aktivitat der
T-Zellen und der NK-Zellen gelegt. Daraus ergibt sich das vorrangige Ziel, den
Korper zu befahigen, die entarteten Zellen zu eliminieren (Rosenberger et al., 1987).
In der Onkologie werden insbesondere prognostisch ungunstige, schon
metastasierte Nierenzellkarzinome und Melanome mit IL-2 therapiert (Rosenberger
et al.,, 1994). Die Ergebnisse dieser Studien sind bisher jedoch eher enttduschend,
da die IL-2 induzierten Immunreaktionen nur bei maximal 15% der Patienten eine

Wirkung zeigen und nur in 10% der Féalle zu einer Remission fuihren.

Maogliche Ursachen fiir das geringe Ansprechen konnten einerseits in der geringen
Immunogenitat bestimmter Tumoren bestehen, oder andererseits in den von
verschiedenen Tumoren gebildeten immunsuppressiven Zytokinen. Von einer Reihe
von Tumoren ist bekannt, dass sie IL-10 und TGF-R3 bilden. In Gliomzelllinien finden
sich IL-10-mRNA Strénge, die eine eigene IL-10 Synthese nachweisen (Huettner et
al.,, 1997). In Magenkarzinomzellen kdnnen sowohl IL-10-mRNA Strange als auch
TGF-B-mRNA Strange gefunden werden, wobei besonders in vielen wenig
differenzierten Adenokarzinomen ein positiver Nachweis gelingt (Morisaki et al.,
1996). Die Ausschittung dieser beiden Zytokine konnte von entscheidender
Bedeutung fir die Unfahigkeit des Immunsystem sein, im ausreichenden Malde
gegen diese Zellen vorzugehen (Bonig et al., 1999; Korholz et al., 1997). Das
Verstandnis der Art und Weise deren Einflussnahme auf die IL-2 regulierten
Zytokinantworten kann helfen, durch Kombination mit anderen Zytokinen

Escapemechanismen zu unterwandern.

Neben der eingeschrankten Wirksamkeit der IL-2 Therapie stehen vor allem die
erheblichen Nebenwirkungen im Mittelpunkt des Interesses. Es werden vielfaltige
Symptome beschrieben, die in unterschiedlicher Auspragung dosislimitierend sind,
wie Fieber, Gerinnungsstorungen (Oleksowicz et al., 1994), das Kapillarleck-
Syndrom mit peripheren und pulmonalen Odemen, Hypotonie und akutes
Nierenversagen (Shalmi et al., 1990). In Zusammenhang mit den IL-2 Gaben wird
auch eine Eosinophilie beobachtet, fir deren Entstehen das IL-5 von kausaler
Bedeutung zu sein scheint (Schaafma et al., 1991; van Haelst et al., 1991).



IL-5 wurde 1985 von Sanderson et al. erstmals als ein Wachstumsfaktor
beschrieben, der zu einer gesteigerten Bildung und Reifung von eosinophilen
Granulozyten im Knochenmark fuhrt. Dariber hinaus bewirkt es eine Aktivierung
dieser Granulozyten eine gesteigerte Adhasions- und Degranulationsfahigkeit mit
gleichzeitig verlangerter Uberlebenszeit (Weltman et al., 1998). IL-5 wird
hauptsachlich in den CD4(+) T-Zellen (TH2) gebildet (Oppenheim et al., 2001; Till et
al., 1995 und 1997a); aber zu einem geringeren Anteil auch in anderen Zellen z.B.
NK-Zellen (Barata et al., 1998; Paul et al. 1990; Walker et al., 1998). Zur
Bestimmung der biologischen Bedeutung dieses Zytokins bieten sich besonders
Versuche mit IL-5 Knock-out Mausen an. Bei diesen Mausen wird auf der einen Seite
die typische Eosinophilie bestimmter Erkrankungen nicht mehr beobachtet und
andererseits fuhrt die Exposition mit einem Antigen-Aerosol nicht mehr zu einem
charakteristischen entztndlichen Infiltrat in der Lunge (Kopf et al., 1996; Matthaei et
al.,, 1997; Wang et al., 1998). Dagegen ist die TH2 Entwicklung und Differenzierung
der Lymphozyten nur unwesentlich beeinflusst. Dieses weist auf unabh&ngige
Faktoren hin, die weitere Bereiche der allergischen Reaktionen kontrollieren. Die
Rolle des IL-5 und die von ihm gesteuerten Eosinophilie fir die Pathogenese
allergischer Erkrankungen ist ausfuhrlich untersucht worden (Morita et al., 1996;
Sanderson et al., 1986). Bei Patienten mit entsprechenden Erkrankungen kann eine
allgemeine TH2 Aktivierung nachgewiesen werden, zu der auch die vermehrte IL-5
Ausschittung gehort. Auch die IL-5 abhangigen eosinophilen Granulozyten spielen
eine wesentliche Rolle bei dem Entstehen und der Unterhaltung allergischer
Entziindungsreaktionen. Die Bedeutung der IL-5/Eosinophilen Achse fir die IL-2
Nebenwirkungen wird durch die erhohten IL-5 Plasmaspiegel unter der Therapie
unterstrichen (von Haelst et al., 1991; Bo6nig et al., 2000). In Analogie zu den
vielfaltigen Erscheinungsformen allergischer Erkrankungen lasst sich schlussfolgern,
dass die IL-5 Induktion durch die IL-2 Therapie die allergiedhnlichen
Nebenwirkungen mitbedingt.

Die Experimente mit IL-5 knock-out Mausen weisen auf weitere unabhangige
Bestandteile der allergischen Reaktionen hin. Ein erst relativ spat in seiner
Bedeutung fir das TH2 System erkanntes Zytokin ist das IL-13. 1993 wurde es
erstmals als ein in-vitro Aktivator von Mauslymphozyten beschrieben, der spéater
IL-13 genannt wurde (McKenzie et al., 1993 und 1998a). Es besteht aus 132



Aminosauren und wird &hnlich dem IL-5 hauptsachlich in T-Zellen und NK-Zellen
produziert (Oppenheim et al., 2001). Von besonderer Bedeutung ist die durch IL-13
vermittelte Wirkung auf B-Zellen, die einen Antikdrperklassenwechsel zur IgE
Produktion vollziehen sowie bei gleichzeitiger CD40-Stimulation, mit der Proliferation
beginnen (Punnonen et al., 1993). In IL-13 knock-out M&usen zeigt sich, dass eine
funktionelle TH2 Antwort von dem Vorhandensein des IL-13 abhéngig ist. Diese
Mé&ause weisen ein basal erniedrigtes IgE auf und zeigen nur eine unvollstandige TH2
Reaktion nach Kontakt mit einem hyperreagiblen Antigen (McKenzie et al., 1998b).
Die IL-13 Wirkung kann unabhangig von IL-5 oder IL-4 nachgewiesen werden
(Emson et al., 1998; Minty et al., 1997; Wills-Karp et al., 1998).

Das Modell des IL-2 induzierten Zytokinnetzwerkes soll nun um die beiden sich
erganzenden Zytokine IL-5 und IL-13 erweitert werden. Dabei sind deren
Wechselwirkungen mit anderen Komponenten dieses Systems von besonderem
Interesse, um theoretische Grundlagen zu erhalten, die eine Optimierung der IL-2
Therapie erlauben.

1.4  Fragestellungen

1. Unterscheidet sich die Kinetik der IL-2 induzierten IL-5 und IL-13 Produktion in
MNZ von der Bildungskinetik des IL-12, IL-10 oder IFN-g¢?.

2. Wie wird das IL-2-induzierte CD40L reguliert, welche Bedeutung besitzt CD40L
fur den IL-2 Effekt?

3. Wie wirken IL-10, IL-12 und IL-4 auf die IL-2 induzierte Bildung von IL-5 und
IL-137

4. Welche Bedeutung haben die endogen produzierten Zytokine IL-10 und IL-12 fir

die vom IL-2 induzierte Immunantwort?



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Ammoniumchlorid (0,83%)

Apotheke der Heinrich-Heine

Universitat

Aqua pro injectione

Delta Pharma (Pfullingen)

Bovines Serum Albumin (BSA)

Sigma (Deisenhofen)

Ficoll

Pharmacia (Freiburg)

Fotales Kalberserum (FCS)

GIBCO (Karlsruhe)

L-Glutamin GIBCO (Karlsruhe)
PBS Serag Wiessner (Naila)
Penicillin GIBCO (Karlsruhe)

RPMI-1640 Medium

GIBCO (Karlsruhe)

Streptomycin

GIBCO (Karlsruhe)

Tris/HCI

Merck (Darmstadt)

2.1.2 Antikorper und Zytokine

Anti-CD3 (Maus IgG2a, Klon X 35)

Coulter (Hamburg)

Anti-CD40L (Maus IgG1, Klon 24-31)
Anti-CD40L-PE (Maus IgG1, Klon 24-31)

Calbiochem (Bad Soden)
Calbiochem (Bad Soden)

Anti-IL-12 (Maus IgG1, Klon 24910.1)

R&D (Wiesbaden)

Anti-IL10R (Maus 1gG1, Klon 37607.11)

R&D (Wiesbaden)

IgG1 (Maus IgG1, Klon 11711.11)

R&D (Wiesbaden)

IL- 2 (E.coli, 18*10° U/mg)

Euro-Cetus (Ratingen)

IL-10 (Sf21, Reinheit >97%, >5*10° U/mg))

Biosource (Ratingen)

IL-12 (Sf21, Reinheit >95%,1,24*10* U/mg))

R&D (Wiesbaden)

IL-4 (E.coli, Reinheit >97%, 2,9*10* U/mg)

R&D (Wiesbaden)
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2.1.3 ELISA

IL-12-Elisa Laboserv (Staufenberg)
IL-4-Elisa Genzyme (Cambridge)
IL-10-Elisa

Monoklonaler Antikdrper : B-N10
Polyklonaler Antikorper : B-T10

Laboserv (Staufenberg)

IFN-g-Elisa
Monoklonaler Antikérper : M020308
Polyklonaler Antikdrper : M020309

Pharmingen (Hamburg)

IL-5-Elisa
Monoklonaler Antikorper : M029949
Polyklonaler Antikdrper : M029950

Pharmingen (Hamburg)

IL-13-Elisa
Monoklonaler Antikdrper : RLO1
Polyklonaler Antikdrper : SY03

R&D (Wiesbaden)

2.1.4 Kulturmedium

Zellkulturmedium R-10

50 ml
10 U/ml
10 pg/ml
2mM
450 ml

FCS
Penicilin
Streptomycin
L-Glutamin
RPMI-1640
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2.2 Methoden

2.2.1 lIsolation mononukleérer Zellen

Mononukleare Zellen werden aus Buffy-Coat Praparationen gesunder Spender durch
Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Nach 1:2 Verdinnung mit PBS wird das
Blut auf Ficoll uberschichtet und bei 600 x g und Raumtemperatur fur 15 min
zentrifugiert. Die in der Interphase befindlichen mononukledren Zellen werden in ein
steriles Falcon-R6hrchen (Falcon, Heidelberg) tberfuhrt und mit PBS gewaschen
(400 x g, 6 min, Raumtemperatur). Eventuell noch vorhandene Erythrozyten werden
durch Inkubation mit Ammoniumchlorid (0,83%) (4 min, auf Eis) lysiert. Die I6slichen
Erythrozytenbestandteile werden durch 3-maliges Waschen mit PBS entfernt.
AnschlieBend werden die Zellen mit Medium auf 1 x 10%ml eingestellt.

2.2.2 Stimulation mononukleéarer Zellen

Die mononuklearen Zellen werden zur Stimulation mit anti-CD3 sedimentiert und
nach Zugabe von 100 ng anti-CD3/10° fir 20 min auf Eis inkubiert. Danach werden
sie in Zellkulturmedium (10° Zellen/ml) aufgenommen und auf die Zellkulturplatten
Uberfuhrt (Costar, Bodenheim). Danach werden die jeweils beschriebenen Zytokine
und/oder Antikorper hinzugegeben. Die Kulturvierung erfolgt in wasserdampf-
gesattigter Atmosphare, bei 5%C0O2 und 37°C. Nach Ablauf der Inkubationszeit,
werden die Zellen in Eppendorfgefal3e tberfihrt und 6 min bei 400 x g sedimentiert.
AnschlieRend werden zellfreie Uberstande zur Bestimmung der sezernierten

Zytokine gewonnen und bis zur weiteren Verwendung bei —70°C gelagert.

2.2.3 Durchflusszytometrische Analysen

Zur Bestimmung von Oberflachenantigenen auf den mononuklearen Zellen, werden
2 x 10° Zellen in speziellen FACS-Rohrchen (Falcon, Heidelberg) sedimentiert,
gefolgt von einem Waschschritt (PBS, 400 g, RT). Danach werden die Zellen mit 1

Hg direkt-fluoreszenmarkierten Antikérpern fur 20 min im Dunkeln inkubiert. Nach
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dem Waschen mit PBS (400 x g, 6 min, RT) werden die Zellen in 200 pl PBS
aufgenommen und mittels FACScan analysiert.

Mit Hilfe eines FACScan (Beston Dickinson) werden durchflusszytometrisch simultan
bis zu 5 verschiedene Parameter einer Zelle (Tab.1 ) analysiert.

Tab. 1Untersuchungsparameter bei der Durchflusszytometrie

Zelleigenschatft FACScan Parameter

a) GrolRe Vorwartsstreulicht
(FSC)

b) Granularitat Seitwartsstreulicht
(SSC)

¢) Markierung durch Fluorescein-lsothiocyanat (FITC)- Fluoreszenz 1

gekoppelte Antikorper*

d) Markierung durch Phycoerythrin (PE)- gekoppelte Fluoreszenz 2
Antikorper*
e) Markierung durch Peridinchlorophyll (PerCP/5FU)- Fluoreszenz 3

gekoppelte Antikorper*

*FITC emittiert grines (525 nm), PE rotes (578 nm), PerCP/5FU dunkelrotes (680
nm) Licht.

Zur Auswertung der Messergebnisse stehen die FACScan- und LYSIS II- Software
zur Verfugung. Die Analyse der Lymphozytenpopulationen erfolgt in einem
sogenannten Lymphozytenfenster, das durch die Parameter Vorwarts- und
Seitwértsstreulicht definiert wird. Es werden 10* Zellen je Probe analysiert. Als
Negativ-Kontrolle dienen mit nicht-reagiblen Isotypkontroll-Antikdrpern inkubierte
Zellen.
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2.2.4 Analyse der Zytokinproduktion mittels Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay (ELISA)

Die Zytokinsekretion in den zellfreien Kulturiberstanden wird mittels kommerziell
erwerblicher solid phase sandwich ELISA bestimmt. Zur Bestimmung werden
Microtiterplatten mit einem spezifischen monoklonalen Antikdrper beschichtet, der als

capture Antikorper fungiert (Abb.1).

3. 5 6.

Abb.1: Prinzip der Zytokin-ELISA
Schematische Darstellung der einzelnen Reaktionsschritten eines ELISA,
innerhalb eines einzelnen Réhrchens. Bindung des gesuchten Antigens an
zwei verschiedene Antikérper und die anschlieBend dadurch initiierte

Farbreaktion.

Legende :

1: Platte 4 : Biotingekoppelter Antikdrper

2 : Capture-Antikorper 5 : Streptavidin-Peroxidase-Komplex
3 : spezifisches Antigen 6 : Farbreaktion

Bei dem IL-12 Elisa werden allerdings schon fertig beschichtete Platten mitgeliefert.
Anschlieend wird eine LOsung (Saturation-Lésung) in die Microplatiterplatten
gegeben, die eine unspezifische Reaktion mit an der Wand haftenden Partikel
verhindern soll. Die Proben werden entsprechend den Angaben in der Tabelle 1

unverdunnt oder verdinnt, mit einem Gesamtvolumen von 100pl, eingesetzt.

14



Als  Vergleichslosungen dienen verschiedene Ansatze mit bekannten

Konzentrationen in dem vorgegeben Nachweisbereich des ELISA (Abb.2).

Extinktion

’ 4, 5000 25,055 I_‘.--.'.-Iu-:l ?H.’I_:.F.I T-"-“.-i.'.‘él ]..'3510.'3
Konzentration des Zytokins (ng/ml)
Abb.2: Beispiel fur eine Standardkure :

Aufgetragen sind die einzelnen Zyokinkonzentrationen (x-Achse) gegen die
entsprechende Extinktion (y-Achse). Ermittelt wird die Standardkurve anhand
bekannter Konzentrationen und der daraus resultierenden Funktion. Diese
errechnete Funktion gibt die Grundlage fir die Umrechnung der gemessenen
Extinktionen in die gesuchte Konzentration des spezifischen Zytokins.

In der folgenden Inkubationszeit bindet das spezifische Zytokin an den
immobilisierten Antikérper. Nach weiteren Waschvorgangen werden spezifische
biotinylierte polyklonale Antikérper hinzugegeben, die gegen andere Zytokin-Epitope
gerichtet sind, als die monoklonalen Antikdrper. Die entsprechende Bindung dieser
Antikorper an das schon immobilisierte Zytokin stellt den nachsten Schritt zum
Nachweis des spezifischen Zytokins dar. Uberschiissige Antikorper werden durch
anschlieBende Waschvorgange entfernt. Das an den Antikorper gekoppelte Biotin
wird im weiteren genutzt, um Uber die Bindung mit Streptavidin eine Peroxidase-
Markierung des Antikorper-Antigen Komplex zu erreichen. Der IL-12 ELISA
verzichtet auf diesen Zwischenschritt, da das Streptavidin schon an den Detection-
Antikorper gebunden ist. Nachdem nicht gebundenes Enzym ebenfalls durch
mehrmaliges Waschen entfernt worden ist, wird die Substratldsung
Tetramethylbenzidin hinzugegeben. Diese dient der Peroxidase als Substrat und wird
zu einem blauen Farbstoff gespalten. Die Intensitat der Farbe ist proportional zu der
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Zytokinkonzentration und wird durch die Messung in einem Spektralphotometer bei

450 nm Wellenlange bestimmt.

Tabelle 2 : Ablauf der ELISA

IL-12-Elisa IL-10-Elisa IL-5-Elisa IL-13-Elisa
IFN-g-Elisa
Beschichtung 100pl 100pl 100pl
der Platten
Inkubation 24h, 4° Uuber Nacht, RT |Uber Nacht, RT
Blockierende 200ul 200pl 300ul
Ldsung 5%BSA Assay Diluent 1%BSA,
0,05%NaNs3
5%Saccharose
Inkubation 2h, RT 1h, RT 1h, RT
Probe 100pl 100pl 100pl 100pl
unverdinnt 1/10 verd. IL-5 unverdinnt unverdinnt
100ul Losung A | 50ul AK-biot. IFN-g(1/50verd.)
Inkubation 2h, RT 1h, RT 2h, RT 2h, RT
Biotinylierter | 50ul AK-HRP 100ul 100ul
Antikorper 100pl Losung A
Inkubation 2h, RT 1h, RT 1h, RT
HRP- 100pl 100pl 100pl
Streptavidin
Reagenz
Inkubation 20min,RT 1h, RT 20min, RT

16



IL-12-Elisa IL-10-Elisa IL-5-Elisa IL-13-Elisa
IFN-g-Elisa
Substrat 200pl 100pl 100pl 100ul
Loésung
Inkubation 30min, RT 20min, RT 30min, RT 20min, RT
Stop-Lsg 50ul 100pl 50pl 50pl
(1M H->SOx)

2.2.5 Statistik

Zur Verdeutlichung der Ergebnisse werden die Mittelwerte aus sechs unabhangigen

Experimenten und der entsprechende Standardfehler des Mittelwertes angegeben.
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3 Resultate

3.1 Stimulation mit verschiedenen IL-2 Konzentrationen

Zu Anfang wird die Induktion der verschiedenen Zytokine (IFN-g, IL-5, IL-10, IL-12
und IL-13) in Abhé&ngigkeit von der eingesetzten IL-2 Konzentration untersucht. Die
mononukledren Zellen (MNZ) werden 72h mit anti-CD3 alleine und zuséatzlich mit IL-2
in verschiedenen Konzentrationen stimuliert. (Abb 3). Schon bei einer IL-2
Konzentration von 1 ng/ml steigen die gemessen Zytokine im Vergleich mit der
alleinigen anti-CD3 Stimulation an, wobei sich eine klare Dosis-Wirkungsbeziehung
ergibt. IL-2 in einer Konzentration von 10 ng/ml fuhrt zu einer weiteren Steigerung
der Menge aller Zytokine, deren maximale Konzentrationen durch 100 ng/ml IL-2
Zugabe erreicht wird. Die deutlichsten Steigerungen werden beim IFN-g und IL-12

gesehen.

3.2 Kinetik der IL-2 induzierten Zytokinproduktion

Die Abhangigkeit der Zytokinproduktion von der Inkubationzeit wird ermittelt, indem
zu sechs verschiedenen Zeitpunkten (24, 48, 72, 96, 120, 144h) die entsprechenden
Zytokine in den Uberstanden bestimmt werden. Die MNZ werden zu diesem Zweck
mit anti-CD3 und IL-2 (100 ng/ml) stimuliert. Die IL-10 Produktion ist bereits nach 24h
deutlich durch das IL-2 vermehrt, zeigt nach 48h ihren Maximalwert und sinkt
anschlieBend wieder ab. IL-5 erreicht nach 48h ebenfalls seinen maximalen
Wertebereich, zeigt aber im weiteren Beobachtungszeitraum einen Plateauverlauf.
Ein &hnlicher Verlauf findet sich auch fur die IL-12 Kinetik. IFN-g dagegen steigt leicht
verzogert an, so dass das Plateau der Zytokinproduktion erst zwischen 72 und 96
Stunden erreicht wird. IL-13 unterscheidet sich vom IFN-g nur durch einen weiteren
Spitzenwert nach 120 Stunden (Abb. 4).
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Abb. 3 Produktion der Zytokine IFN-g, IL-5, IL-10, IL-12 und IL-13 in
Abhangigkeit von der verwendeten IL-2 Konzentration
Mononukleédre Zellen (MNZ) werden entsprechend den angegebenen Bedingungen

stimuliert. Nach 72 stiindiger Inkubation werden in den zellfreien Uberstanden die
Zytokinkonzentrationen mittels spezifischer ELISA gemessen (IFN-g, 1L-10, IL-5,
IL-13 und IL-12). Ein dosisabhéngiger Effekt zeigt sich fur alle untersuchten
Zytokine. Gezeigt sind die Mittelwerte und SEM aus 6 unabh&ngigen Experimenten.
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Abb. 4 Kinetik der IL-2 induzierbaren Zytokine
Anti-CD3 aktivierte mononukleare Zellen werden mit IL-2 (100 ng/ml) stimuliert, wobei
Uberstande zur Zytokinanalyse nach 24, 48, 72, 96, 120 und 144h gewonnen
werden. AnschlieRend werden IFN-g, IL-10, IL-5, IL-13 und IL-12 mittels spezifischer

ELISA gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 6 unabhangigen Experimenten.
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3.3 Kinetik der IL-2 induzierten CD40L Expression

Periphere mononukleare Zellen werden isoliert, in einem N&hrmedium mit oder ohne
zusatzliche Stimulatoren kultiviert und nach verschiedenen Zeiten (12, 24, 48, 72 und
96 Stunden) mit Hilfe der Durchflusszytometrie auf ihre CD40L Expression
untersucht. Die MNZ werden mit anti-CD3 alleine oder in Kombination mit IL-2
stimuliert, als Kontrolle dient ein Ansatz mit unverénderter Nahrldsung. Der Anteil der
CD40L positiven Zellen variiert bereits nach 12h stark zwischen den einzelnen
Bedingungen, wobei sich ein deutlich stimulatorischer Effekt des anti-CD3 als auch
des IL-2 abzeichnet. Ein Maximum fur die gemessenen Werte wird nach 48 Stunden
erreicht, mit einer anschliel3enden allméhlichen Abnahme. Nach 96 Stunden werden
wiederum  Werte  ahnlich denen nach 24h gemessen. Unter der
Kombinationsstimulation mit IL-2 und anti-CD3 findet sich deutlich mehr CD40L
positive Zellen, zu allen gemessenen Zeiten, als bei den beiden anderen
Bedingungen. (Abb. 5)

3.4 Wirkung von IL-12, IL-4 und IL-10 auf die IL-2 vermittelte CD40L
Expression

Im Folgenden wird untersucht, welchen Einfluss die regulatorischen Zytokine IL-4,
IL-10 und IL-12 auf die IL-2 vermittelte Expression von CD40L haben. Zu diesem
Zwecke werden MNZ neben den drei schon beschriebenen Stimulationsweisen in
einer Kombination aus anti-CD3 und IL-2 sowie IL-12, IL-10 oder IL-4 stimuliert. IL-12
fuhrt zu einer Steigerung der CD40L Expression, wahrend IL-4 einen gegenteiligen
Effekt zeigt. IL-10 bewirkt nur einen marginalen Unterschied zu der alleinigen IL-2

Stimulation in der Beeinflussung der CD40L Expression (Abb 6/7).
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Abb 5Kinetik der IL-2 induzierten CD40 Ligand Expression in mononuklearen

Zellen
Mononukledre Zellen werden fur 12, 24, 48, 72, 96h wie angegeben stimuliert.
Anschlieend wird die CD40L Expression im FACS gemessen. Angegeben sind die

Mittelwerte (+/-SEM) aus 6 unabhangigen Experimenten.
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Abb 6 Bedeutung von IL-12, IL-10 und IL-4 fur die IL-2 induzierte CD40L

Expression auf mononukleéren Zellen

Mononukleare Zellen werden neben anti-CD3 und IL-2 (100 ng/ml) zusatzlich mit
IL-12 (10 ng/ml), IL-10 (10 ng/ml) und IL-4 (100 U/ml) stimuliert. Nach 72h werde die
CD40L Oberflachenexpression mittels Durchflusszytometrie gemessen. Dargestellt

sind Mittelwert und SEM von 6 unabhangigen Experimenten
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Abb.7 Regulation der IL-2 induzierten CD40L Expression — FACS Analysen
Dargestellt sind FACS Auswertungen der CD40L Expression eines reprasentativen
Versuches mit MNZ. Links kommen die MNZ im FSC gegen den SSC zur Darstellung.
Ausgewertet werden die sich im Lymphozytengate (R2) befindlichen Zellen. In der Mitte
befindet sich das Ergebnis der Isotyp-Kontrolle mit einem PE gekoppelten
unspezifischen Antikdrper gleichen Subtyps. Rechts werden die Ergebnisse der CD40L

Farbung zusammen mit der entsprechenden Stimulation prasentiert.
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3.5 Die Bedeutung der endogenen IL-10 und IL-12 Produktion fur die IL-2
induzierten Zytokine

Die Rolle des endogen produzierten IL-10 in dem IL-2 induzierten Zytokinnetzwerk,
wird mit Hilfe eines IL-10-Rezeptor neutralisierenden Antikorpers bestimmt. Die
Blockade der IL-10 Wirkung fuhrt zu einer gesteigerten Freisetzung aller funf
untersuchten Zytokine (Tab 2). Auf die Untersuchung der endogenen IL-4 Wirkung
wird verzichtet, da kein endogenes IL-4 mittels ELISA nachgewiesen werden konnte.

Die Blockade des endogenen IL-12 erfolgt durch einen IL-12 inhibierenden
Antikorper, der gleichzeitig mit IL-2 (100ng/ml) zu den anti-CD-3 aktivierten
mononukledren Zellen hinzu gegeben wird. Es zeigt sich eine deutlich geringere
Menge an IFN-g und IL-10 in den Uberstanden der Zellen. Demgegeniiber ist die
Ausschuittung von IL-5 und IL-13 aus den Zellen erhéht (Tab 3).

3.6 Wirkung von exogenem IL-12, IL-4 und IL-10 auf die IL-2 vermittelte
Zytokinproduktion

Anti-CD-3 und IL-2 (100ng/ml) stimulierte mononukleéare Zellen werden mit IL-10,
IL-4 und IL-12 alleine oder in einer Kombination aus IL-12 mit IL-10 oder IL-4 fur 72h
stimuliert. Exogenes IL-12 fuhrt sowohl zu einer gesteigerten Sekretion des IFN-g als
auch des IL-10. Demgegenuber findet sich ein gegenteiliger Effekt fur die IL-5 und
IL-13 Mengen. Beide Zytokine werden nach IL-12 Zugabe in verringerter
Konzentration in den Uberstanden vorgefunden, wobei der Effekt auf das IL-13
starker ausfallt (Abb. 8).

IL-4 seinerseits wirkt inhibierend auf die IFN-g Menge und steigert die Ausschittung
der TH2 Zytokine IL-5 und IL-13. IL-10 verhélt sich diesmal nicht dem IFN-g ahnlich,
sondern wird gleichermalRen dem IL-5 und IL-13 durch IL-4 induziert. Dieser Effekt
fallt in vergleichbarer Starke zu der IL-12 Induktion aus. IL-4 und IL-12 in
Kombination verwendet, fihrt zu einer additiven Verstarkung der IL-10 Produktion.
Bei den anderen Zytokinen jedoch wirken IL-4 und IL-12 entgegengesetzt. So
konnen ca. 50% der durch IL-4 demonstrierten IFN-g Reduktion durch IL-12
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ausgeglichen werden. Auch der positive Einfluss auf die IL-5 und IL-13 Ausschittung
wird durch das IL-12 verringert (Abb. 8).

IL-10 wirkt auf alle finf Zytokine gleichermalf3en reduzierend. Die IFN-g Reduktion ist
dabei Folge der verminderten IL-12 Menge, da durch zusatzlich exogen zugefuhrtes
IL-12 diese Wirkung vollstandig aufgehoben werden kann. Andererseits wirken IL-12
und IL-10 zumindestens teilweise unterschiedlich auf die IL-5 und IL-13
Konzentrationen, da durch IL-12 Zugabe eine geringe weitere Abnahme bewirkt
werden kann (Abb. 8)

3.7 Bedeutung des CD40L und exogenem IL-12 fur die IL-2 vermittelte
Zyokinproduktion

Der Stellenwert der CD40/CD40L Interaktion fir die verschiedenen Zytokine wird
mittels eines CD40L neutralisierenden Antikorpers bestimmt. Als Kontrolle dient ein
entsprechender unspezifischer Antikorper gleichen Subtyps. Da durch die
CD40/CD40L Interaktion bekanntermaf3en die Antigen prasentierenden Zellen zur
IL-12 Ausschittung angeregt werden konnen, wird des Weiteren untersucht, ob
exogen zugefuhrtes IL-12 den Einfluss des CD40L neutralisierenden Antikdrpers
aufheben kann. Durch die CD40L Blockade wird die IL-2 induzierte IL-12 Produktion
vermindert, daraus resultierend kommt es zu verringerten Mengen von IFN-g und
IL-10. Ebenfalls durch die IL-12 Reduktion findet sich IL-5 und IL-13 vermehrt in den
Uberstanden. Die CD40L Blockade bringt somit gleichartige Ergebnisse wie die IL-12
Blockade. Weiterhin kann durch exogenes IL-12 die Ergebnisse der CD40L Blockade

vollig neutralisiert werden.
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Tabelle2  Einfluss des endogenen IL-10 auf die IL-2 induzierten Zytokine

Zytokine Steigerung der Zytokine in Prozent
im Vergleich zur Kontrolle*

IFN-g 348,3 (+/- 88,0)

IL-12 800,1 (+/- 241,4)

IL-13 190,1 (+/- 20,1)

IL-5 300,7 (+/- 96,6)

*% = ((Konzentration der Zytokine bei Koinkubation mit dem anti-IL10-Rezeptor-Antikdrper) /
(Konzentration der Zytokine bei Koinkubation mit einem
Isotyp-Kontroll-Antikérper))x100%

Zur Blockade der endogenen IL-10 Wirkung wird ein anti-IL10 Rezeptor in einer

Konzentration von 1 pg/ml zu anti-CD3 und IL-2 (100 ng/ml) gleichzeitig stimulierten MNZ

gegeben. Als Kontrolle wird ein unspezifischer Antikbrper gleichen Isotyps gewéhlt. Gezeigt

ist der Mittelwert aus 6 unabhangigen Experimenten und der entsprechende SEM.

Tabelle 3  Einfluss des endogenen IL-12 auf die IL-2 induzierten Zytokine

Zytokine Verhaltnis der Zytokine in Prozent

Im Vergleich zur Kontrolle*

IFN-g 32.1 (+/- 10,1)
IL-10 55,8 (+/- 2,5)
IL-13 275,9 (+/- 43,3)
IL-5 368,5 (+/- 90,8)

*% = ((Konzentration der Zytokine bei Koinkubation mit dem anti-IL-12
Antikorper) / (Konzentration der Zytokine bei Koinkubation mit einem Isotyp-Kontroll
Antikorper))x100%
Zur Blockade der endogenen IL-12 Wirkung wirde ein IL-12 neutralisierenderAntikérper in
einer Konzentration von 1 pg/ml zu gleichzeitig anti-CD3 und IL-2 (100 ng/ml) stimulierten
MNZ gegeben. Als Kontrolle wird ein unspezifischer Antikdrper gleichen Isotyps gewahlt.
Gezeigt ist der Mittelwert aus 6 unabhangigen Experimenten und der entsprechende SEM.
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Abb 8 Bedeutung von |IL-12, IL-10 und IL-4 fur die IL-2 vermittelte

Zytokinproduktion.

Neben der Grundstimulation mit anti-CD3 und IL-2 (100ng/ml) werden als weitere
Zytokine 1L-12 (10 ng/ml), IL-10 (10 ng/ml) oder IL-4 (100 U/ml) wie aufgefihrt

hinzugegeben.

Uberstanden mit Hilfe der

Die Bildung der angegebenen Zytokine wird nach 72h
ELISA-Technik bestimmt.

in

Dargestellt sind die

Mittelwerte aus 6 unabhangigen Experimenten und deren SEM.
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Abb 9 Bedeutung der CD40L/CD40 Interaktion fur die IL-2 induzierten Zytokine

Die anti-CD3 und IL-2 (100 ng/ml) stimulierten MNZ werden zusétzlich mit CD40L
neutralisierenden Antikdrper kostimuliert, um die CD40-CD40L Interaktion zu
unterbinden. Als Kontrolle werden Antikdrper gleichen Isotyps verwendet. Zum
Ausgleich der durch anti-CD40L supprimierten IL-12 Produktion wird exogenes
IL-12 (10 ng/ml) hinzugegeben. Die angegebenen Zytokine werden dann im ELISA
bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 6 unabhangigen Experimenten und
deren SEM.
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4 Diskussion

41 IL-2 abhangige Zytokinproduktionen in mononukleadren Zellen -
Dosisabhangigkeit und zeitliche Kinetik

Durch in vitro Analysen konnten bedeutende Regulationsmechanismen der IL-2
vermittelten T-Zellaktivierung aufgeklart werden. Viele dieser Untersuchungen haben
angereicherte Zellpopulationen oder T-Zellklone verwendet (Bonig et al., 1999; De
Waal et al., 1993; Korholz et al., 1997; Leonard at al., 1997; Weltmann et al., 1998).
Im Rahmen dieser Arbeit werden bewusst Untersuchungen an mononuklearen Zellen
durchgefuhrt, um insbesondere die Interaktionen der verschiedenen Zellpopulation

besser erfassen zu kdnnen.

Die Analysen zeigen, dass IL-2 die Bildung verschiedener Zytokine
konzentrationsabh&ngig induziert. Dabei werden die hochsten Zytokinmengen durch
IL-2 Konzentrationen von 100 ng/ml induziert. Ahnliche Beobachtungen werden auch
von anderen Autoren gemacht, die sich mit der IL-2 Regulation beschaftigen. In
einem System mit gereinigten T-Zellen (>90%), in dem die IL-2 vermittelten
Zytokinproduktionen von TNF-a, IFN-g und IL-10 untersucht worden sind, sind mit
dieser Untersuchung tbereinstimmende Ergebnisse gefunden worden (Kérholz et al.,
1997). Zusatzliche FACS-Analysen der Oberflachenexpression von CD25 (IL-2-
Rezeptor) in diesem T-Zell System haben dariber hinaus einen IL-2
dosisabhangigen Anstieg der CD25-positiven T-Zellen darstellen kénnen.

Hohe IL-2 Konzentrationen haben den Vorteil, dass sie einen deutlicheren Anstieg
der Zytokinkonzentrationen bewirken. Dieses macht es mdglich, verschiedene
Effekte besser zu unterscheiden und Zytokinkonzentrationen im mittleren
Nachweisbereich des jeweiligen ELISA Systems zu erreichen. Trotzdem sind die
verwendeten IL-2 Konzentrationen nicht biologisch irrelevant. Messungen unter
niedrigdosierter IL-2 Therapie bei Patienten mit nachgewiesener HIV-Infektion,
haben Spitzenspiegel von bis zu 35pM bei einer Dosierung von 0,5*10°U/m? zeigen
kénnen (Jacobson et al., 1996). Ein zugrunde gelegtes Molekulargewicht von 15kDa
des IL-2 fuhrt dabei zu einer Konzentration von 0,525 ng/ml im Blut. Allerdings
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werden bei der Hochdosis IL-2 Therapie bis zu 12*10° U/m?/24h verabreicht (Bonig et

al., 2000), so dass die Plasmakonzentrationen entsprechend héher ausfallen durften.

Bei der Kinetik der IL-2 induzierten Zytokine lasst sich IL-10 bereits nach 24 Stunden
vermehrt nachweisen. Die IL-10 Menge erreicht nach 48 Stunden ihr Maximum und
fallt anschlieRend allmahlich wieder ab. Dieses korreliert mit den Beobachtungen von
Korholz et al. (1997) im T-Zellsystem. Dort wurde auch gezeigt, dass IL-10 neben
anderen Zytokinen auch seine eigene Synthese hemmt. Es fand sich eine verringerte
IL-10-mRNA Menge in Zellen, die mit IL-2 und IL-10 inkubiert worden waren (Korholz
et al., 1997). Somit lasst sich auch die zunehmende IL-10 Abnahme mit steigender
Inkubationszeit durch die eigene IL-10  Wirkung als negative

Ruckkopplungshemmung erklaren.

Die initial hohe Menge IL-10 kdnnte daneben auch eine Ursache dafur sein, dass die
anderen Zytokine erst mit Abschwachung des negativen IL-10 Signals ansteigen.
Eine Moglichkeit der Einflussnahme des IL-10 auf die anderen Zytokine besteht in
der Hemmung der IL-12 Ausschuttung. Diese fiihrt konsekutiv zu einer Reduzierung
der IL-12 abh&ngigen Zytokine IFN-g und TNF-a. Diese Induktionshierarchie gilt
jedoch nicht fur alle Zellpopulationen im selben Mal3e. Wéahrend IFN-gund TNF-a im
T-Zell System hauptsachlich tGber die IL-12 Herunterregulation beeinflusst werden,
stehen in anderen Zellpopulationen weitere Regulationswege zur Verfiigung. Shin et
al. (1999) haben anhand gereinigter Monozyten (>95%) zeigen kdnnen, dass in
diesem System die TNF-a Inhibition durch IL-10 nicht Gber I1L-12 oder IL-113
gesteuert wird. Bei der Stimulation von Monozyten mit LPS und IL-10 ist durch
zusatzliches exogenes IL-12 oder IL-13 der negative Effekt auf die TNF-a Menge
nicht zu Uberwinden. Somit wird deutlich, dass in vivo eine Vielzahl von

unterschiedlichen Wirkungen desselben Zytokins berticksichtigt werden mussen.

Von den anderen Zytokinen steigen anschlie3end IL-12 und IL-5 gefolgt von IFN-g
und IL-13 an; allen gemeinsam ist der Plateauverlauf im weiterem Zeitintervall. Die
zeitliche Abhéangigkeit der Produktion von IL-12 und IFN-g ist dabei auffallend und
Ausdruck dafir, dass IL-12 die Induktion des IFN-g steuert. Auch in anderen
Kultursystemen wird eine ahnliche Kinetik derselben Zytokine beobachtet. McHugh
et al. (1996) haben MNZ mit PHA in einer Konzentration von 10 pg/ml stimuliert. 24h
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nach Stimulationsstart stieg zunadchst IL-2 an, anschlielend IL-10 mit einem
Maximum nach 72h. In Ubereinstimmung mit den dargestellten Ergebnissen hat IL-5
einen 24-stundigen Vorsprung vor dem IFN-g beim Erreichen seines Hochstwertes.
Abweichend dazu hat IL-12 einen zweigipfligen Verlauf mit einem Maximum nach
72h und 192h gezeigt. Dieses zusammen mit den Kurvenverlaufen als
Optimumkurven kann durch die unterschiedlichen Stimulationsweisen erklart werden,
da IL-2 nicht erst induziert werden muss, sondern exogen in ausreichender Menge

zugefuhrt wird.

Die Kurve der IL-2 induzierten CD40L Expression erreicht nach 48h ihr Maximum
und nimmt anschlieend allm&hlich ab. Die IL-12 Ausschiittung verhalt sich &hnlich,
indem ebenfalls nach 48h ein Plateau erreicht wird. Diese Gemeinsamkeiten sind
Ausdruck der bestehenden Abhangigkeiten zwischen der CD40L Expression auf den
T-Zellen, der Interaktion mit dem CD40 Protein auf den APZ und der darauffolgenden
IL-12 Ausschuittung derselben Zellen (Cella et al., 1996). Die Ergebnisse stimmen
auch mit den Beobachtungen auf RNA-Ebene Uberein, die von Ford et al. (1999)
beschrieben wurden. Aus isolierten CD4(+) Zellen, die mit anti-CD3 stimuliert
wurden, wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten CD40L mRNA gewonnen, die die
grof3te Stabilitat zwischen 24h und 48h zeigte.

4.2 Bedeutung der CD40L/CD40 Interaktion und des IL-12 fur die Regulation
der IL-2 vermittelten Zytokinproduktion

IL-2 bewirkt in anti-CD3 aktivierten MNZ eine gesteigerte CD40L Expression. Die
Interaktion dieses Liganden mit seinem Rezeptor auf den APZ ist essentiell fur die
IL-2 induzierte IL-12 Produktion. Die Blockade der CD40L/CD40 Interaktion fuihrt zu
einer Inhibition von IL-12 und den IL-12 abhangigen Zytokinen IFN-g und IL-10.
Demgegenuber ist die Bildung von IL-13 und IL-5 unter diesen Bedingungen erhoht.
Durch IL-12 Zugabe kann sowohl der supprimierende als auch der steigernde Effekt
des anti-CD40L Antikorpers vollstandig ausgeglichen werden.

Die Bedeutung der CD40L/CD40 Interaktion wurde schon vorher in anderen

experimentellen Systemen untersucht. Peng et al. (1996) demonstrierten, dass
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gereinigte T-Zellen (>99%) nach vorheriger TCR-Aktivierung mit Hilfe der
CD40/CD40L Interaktion vermehrt IFN-g bilden. Zuséatzlich wirkt exogenes IL-12
synergistisch in der Induktion von IFN-g bei gleichzeitiger CD40L Stimulation. I1L-12
selber fiihrt zu einer nochmalig gesteigerten CD40L Expression auf den Zellen, wie
es von Peng et al. (1996) fur T-Zellen gezeigt wurde. Auf der anderen Seite ist das
IL-12 eines der vorrangigsten ausgeschutteten Zytokine der APZ nach CD40
Stimulation (Cella et al., 1996).

Eine Blockade dieses Systems in der Maus durch neutralisierende Antikdrper
verursacht deutlich verringerte Mengen von gebildetem IL-2, IL-12 und IFN-& durch
Splenozyten. Der CD40L Antikdrper bewirkt des Weiteren eine Verbesserung der
Uberlebensrate nach allogener CD4(+) Infusion, durch die Unterdriickung der
todlichen Immunantwort (Blazer et al., 1997). Auch in anderen tierexperimentellen
Systemen wurde die Bedeutung der CD40L/CD40 Interaktion fur die T-Zell
vermittelte Freisetzung von IL-12 bewiesen. CD40L-knock-out Mause zeigen
signifikant geringere Zytokinreaktionen nach MNZ Stimulation mit Antigenen in-vitro
und in-vivo. Diese wird hauptséachlich auf die nur geringe IL-12 Produktion
zurlickgefuhrt (Grewal et al., 1996; Kennedy et al., 1996).

IL-12 ist hauptverantwortlich fur die IL-2 abh&angige IFN-g Produktion humaner MNZ.
Exogenes IL-12 bewirkt in Kombination mit IL-2 eine deutlich gesteigerte IFN-g
Synthese. Neben dem IFN-g findet sich aber auch IL-10 vermehrt in den
Uberstanden derselben Zellen. Die Versuche mit IL-12 neutralisierendem Antikorper
demonstrieren gleichartige Ergebnisse. Durch die Verwendung des Antikorpers kann
die IFN-g- und IL-10-Menge gesenkt werden. Einen gegenteiligen Effekt Ubt das
IL-12 auf die IL-5- und IL-13-Ausschittung aus. Exogenes IL-12 fihrt zu einer
reduzierten Menge von IL-5 und IL-13, wohingegen durch IL-12 Blockade ein
deutlicher Anstieg beider Zytokine verzeichnet werden kann.

IL-12 nimmt in dem Zytokinnetzwerk die Rolle des wichtigsten TH1 Aktivators ein,
demgegenuber wird IL-5 und IL-13 in erster Linie von TH2 Zellen gebildet
(Oppenheim et al., 2001). Diese beiden Zellpopulationen stehen in gegenseitiger
Konkurrenz zueinander und fiihren bei einer Aktivierung zu einer Supprimierung der

jeweils anderen Untergruppe. Die Wege der Beeinflussung und weitere
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regulatorische Vorgange innerhalb dieser Systeme sind noch nicht abschlie3end
erforscht. Die negative Beeinflussung durch das IL-12 ist eine Moglichkeit fur das
TH1 System, eine Uberschiel3ende TH2 Antwort zu verhindern.

Der negative Einfluss von IL-12 auf die IL-5 Menge konnte auch in anderen
Systemen gezeigt werden (Okano et al., 1998). Varga et al. (2000) isolierten MNZ
von Patienten mit allergischer Erkrankung und untersuchten die IL-5 Produktion nach
IL-12 Stimulation mit dem Ergebnis, dass die MNZ eine deutlich geringere Menge
produzierten. MNZ von Patienten mit eosinophilen Szezary Syndrom, die eine
gesteigerte IL-5 Ausschittung aufweisen, produzierten in Anwesenheit von
zusatzlichen IL-12 wieder deutlich weniger IL-5 (Suchin et al., 2001). Allergische
Erkrankungen, die durch Eosinophilie und TH2 Aktivierung gekennzeichnet sind,
wurden daraufhin im Mausmodell auf die Beeinflussbarkeit durch exogenes IL-12
untersucht. Bei Mausen, die bestimmten Allergenen ausgesetzt werden, verhindert
die gleichzeitige intraperitoniale IL-12 Injektion die ansonsten typische IgE
Vermehrung und die erhohte IL-5 Konzentration (Lee et al., 1999). Ahnliche
Ergebnisse erzielten auch von Schwarze et al. (1997), die IL-12 den Mausen
intranasal applizierten bei gleichzeitig geringen Nebenwirkungen. Dieses eroffnet
neue Perspektiven fur immunologische Therapien allergischer Erkrankungen beim
Menschen. Erste Versuche in Kklinischen Studien erbrachten jedoch nur
eingeschréankt positive Ergebnisse, da die Bluteosinophilie signifikant abnahm, die
pulmonale Situation sich jedoch nicht signifikant verbesserte, und die Reaktionen auf
anschlieBende allergene Reize unbeeinflusst blieben (Bryan et al., 2000). Die
geringe Fallzahl dieser Untersuchung mit jeweils ca. 20 Patienten in beiden Gruppen
(IL-12 vs. Placebo) und die Mdglichkeit, dass andere Faktoren zusatzlichen Einfluss
haben, z.B. Kortikoid-sensible und nicht-sensible Erkrankungen bei den Patienten
(Naesser et al., 1997), lasst den Stellenwert dieser Therapie auch weiterhin

Gegenstand einer kontroversen Diskussion sein.

Erst in neuerer Zeit ist die Bedeutung des Zytokins IL-13 fir die Pathogenese
allergischer Erkrankungen erkannt worden (McKenzie et al., 1998b; Wills-Karp et al.,
1998). Durch diesen Umstand wird auch das Verhéltnis von IL-13 zu IL-12
zunehmend interessanter. Ahnlich den beschriebenen Ergebnissen findet sich in
isolierten T-Zellen unter anti-CD3 und anti-CD28 Stimulation wesentlich weniger
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IL-13 bei gleichzeitiger IL-12 Zugabe als in der Vergleichsgruppe (Jung et al., 1996).
Anhand von IL-12-mRNA und IL-13-mRNA Analysen isolierter Zellen und
anschlieBender Kortikoidstimulation koénnen dartuber hinaus Asthmapatienten
unterschieden werden, die kortikoidresistent und —sensibel sind. Kortikoide fihren in
Zellen des Lungengewebes bei kortikoidsensiblen Patienten zu einer Verschiebung
der mRNA Mengen zugunsten des IL-12 und zuungunsten des IL-13 (Naesser et al.,
1997). Dieses Ungleichgewicht zwischen IL-12 und IL-13 wird mittlerweile
hauptverantwortlich gemacht fir das Entstehen und die Unterhaltung vieler
Erkrankungen des allergischen Formenkreises (Wills-Karp et al., 2001). Im
Mausmodel wurden erste Versuche mit IL-13 neutralisierenden Antikdrpern zur
Verhinderung typischer Reaktionen durch von Pilzen induziertes Asthma
unternommen (Blease et al., 2001). Die Ergebnisse wiesen einen signifikanten Effekt
auf, bei gleichzeitig geringen systemischen Nebenwirkungen, so dass sich die IL-13

Beeinflussung als eine vielversprechende zukinftige Therapieoption darstellt.

4.3 DieRolledes IL-4in der IL-2 induzierten Zytokinproduktion

Da endogenes IL-4 mittels ELISA in diesem System nicht nachweisbar ist,
beschrankt sich die Untersuchung auf die Wirkungen des exogenen IL-4. Die
Schwierigkeit IL-4 in einem &hnlichen System nachzuweisen, beschrieben schon
Palmer et al. (1997), die nur nach PHA Stimulation IL-4 in den Uberstanden fanden.
Durch den Einsatz anderer Methoden wird jedoch trotzdem deutlich, dass IL-4 in der
IL-2 induzierten Zytokinkaskade seinen festen Platz hat. Beim Vergleich von MNZ,
die mit anti-CD3 alleine oder in Kombination mit IL-2 stimuliert wurden, lasst sich
vermehrt IFN-g aber auch IL-4 im Zytoplasma der Zellen darstellen (Verheyen et al.,
2001). Der Nachweis gelingt durch die Anwendung einer zytoplasmatischen Farbung
im FACS-Scan fur IFN-gund IL-4.

Im Gegensatz zum IL-12 steigert exogenes IL-4 die IL-2 induzierte IL-5 und IL-13
Produktion in MNZ. Eventuell sind diese antagonistischen Wirkungen miteinander
verbunden, da IL-4 die IL-2 induzierte IL-12 Menge verringert und gleichzeitig die
Expression des IL-12 Rezeptors herunterreguliert (Gallob et al., 1997; Wu et al.,
1997). Zusatzlich sind Effekte auf die CD40L Expression nachweisbar, aber nicht in
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dem Ausmalie, dass die Starke IL-12 Reduktion dadurch erklart werden kdnnte. Fur
den induzierenden Effekt des IL-4 auf die Produktion von IL-5 und IL-13 kann somit
teilweise die Reduzierung des biologisch aktiven IL-12 verantwortlich gemacht
werden. Wenn auch nicht systematisch untersucht, so spricht dennoch fur diese
Hypothese, dass durch exogenes IL-12 der positive Effekt des IL-4 teilweise

neutralisiert werden kann.

Gallob et al. (1997) benutzten IL-4 und IFN-g als Kostimulatoren, um das Verhalten
von PHA aktivierten T-Zellen auf IL-12 zu untersuchen. Dabei fand sich ein durch
IL-4 stark reduziertes Ansprechen der Zellen und ein umgekehrtes Verhalten beim
IFN-&. Durch Bindungsstudien mit radioaktiven Substanzen wurde der Nachweis
erbracht, dass der IL-4 Effekt durch die Herunterregulation des High-Affinity IL-12R
bewirkt wird. Ahnliche Ergebnisse fanden auch Wu et al. (1997) in anti-CD3
stimulierten MNZ, in denen durch IL-4 gleichfalls die Expression des High-affinity
IL-12R vermindert werden kann. Dieses zeigt, dass neben der Regulation der
Synthese der Interleukine, die Veranderung der Rezeptor Expression eine wichtige
biologische Rolle spielt und eine induktive Wirkung auch tber die Hemmung anderer
Faktoren zustande kommen kann. Alternativ ist aber auch denkbar, dass der IL-4
Effekt durch die Erh6hung der endogenen IL-10 Produktion vermittelt wird. Dagegen
hat Frau Ro6hne in ihrer Dissertation (2000) demonstrieren konnen, dass der IL-4
Effekt auf die IFN-& und FasL Mengen nicht durch die Induktion von IL-10 zustande
kommt. In anti-CD3, IL-2 und IL-4 stimulierten Zellen haben zusatzliche anti-IL10R-

Antikorper nicht den reduzierenden Effekt des IL-4 zu vermindern vermocht.

44 Die Rolle des IL-10in der IL-2 induzierten Zytokinproduktion

Exogenes IL-10 ist ein potenter Inhibitor der IL-2 vermittelten IL-12 Sekretion und
somit ebenfalls der IFN-g Ausschuttung, allerdings mit kaum nachweisbarem Einfluss
auf die CD40L Expression. Dieser Effekt beruht hauptsachlich auf einer Reduzierung
der IL-12 Menge, da exogenes IL-12 die IL-10 Wirkung hinreichend Uberwinden
kann. IL-12 fahrt somit Uber die gleichermal3en erfolgte Induktion des IL-10 zu einer
negativen Ruckkopplung, wodurch eine Gberschiessende TH1 Aktivierung verhindert

wird. Anders als beim IL-4 besteht der Einfluss des IL-10 besonders in der
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Regulation der IL-12 Mengen im Extrazellularraum und weniger in der Minderung der
Wirkung des schon vorhandenen IL-12. Gleichzeitig kann aber IL-10 auch durch
exogenes IL-4 induziert werden, in Kombination mit IL-12 zeigt sich daruber hinaus
ein additiver und somit unabhangiger Charakter dieser beiden Induktionswege. IL-10
nimmt aber auch fur die IL-4 abh&ngigen Zytokine IL-5 und IL-13 eine zusatzliche
Kontrollinstanz ein. Dabei kann die negative IL-10 Wirkung, unter Zusatz von IL-12,
weiter verstarkt werden, so dass das IL-12 seinen Einfluss auf das IL-5 und das IL-13
nicht nur Uber die gesteigerte IL-10 Ausschittung entfaltet. Endogenes und
exogenes IL-10 haben dieselbe Wirkung auf die untersuchten Zytokine, da nach
Blockade des IL-10 Rezeptors durch entsprechende Antikorper alle Zytokine

vermehrt in den Uberstanden gefunden werden.

In Kulturen von speziellen CDA4(+) T-Zellklonen, der drei verschiedenen
Untergruppen TH1, TH2 und THO, vermittelt IL-10 seine Untergruppen unabhéngige
hemmende Wirkung besonders durch die Inhibition der zelleigenen IL-2 Produktion.
Daneben stehen dem IL-10 weitere Moglichkeiten zur Verfugung, sowohl TH1 als
auch TH2 Zellen zu beeinflussen, in deren Mittelpunkt die APZ stehen. Nach
Vorinkubation von APZ mit IL-10, die im Anschluss mit den T-Zellklonen inkubiert
wurden, findet sich eine reduzierte Zytokinsynthese aller Zellpopulationen (De Waal
Malefyt et al., 1993). Die besondere Rolle des IL-10 wird weiter dadurch
hervorgehoben, dass sowohl TH1 als auch TH2 T-Zellklone zur IL-10 Produktion
befahigt sind, ihm also in beiden Systemen eine eigenstandige Rolle zufallt (Del
Prete et al.,, 1993). IL-10 supprimiert die Produktion von TH-1 Zytokinen auch in
anderen Systemen deutlich (Kérholz et al., 1997, Shin et al., 1999). Versuche mit
Mausen, die kein IL-10 bilden konnen, zeigen auch in vivo eine deutliche
Beeinflussbarkeit der TH2 assoziierten allergenen Entziindungsreaktionen. IL-10
verhindert eine ungebremste Immunreaktion auf allergene Reize bei IL-10
kompetenten Mausen. Als Quelle fur das durch IL-2 induzierbare IL-10, das
gleichermal3en in-vitro und in-vivo nachgewiesen werden kann (Bonig et al., 2000;
Korholz et al.,, 1997), kommen die verschiedensten Zellen des Immunsystems in

Frage.

Neben den aufgezeigten inhibierenden Eigenschaften fur die TH1 (IL-12/IFN-g) und
TH2 (IL-5/IL-13) Zytokine, fallen dem IL-10 aber auch wichtige aktivierende Aufgaben
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zu. In-vitro ist die Fahigkeit der NK-Zellen, fremde Zellen zu lysieren, durch exogenes
IL-10 eindrucksvoll steigerbar (Carson et al., 1995, Schwarz et al., 1994). Im Hinblick
auf den Tumorescapemechsnismus verschiedener Tumorzellen, die Zytokine wie IL-
10 und TGF-R sezernieren, sind die gewonnen Daten der IL-10 und IL-12
Kombination dartber hinaus besonders wichtig. Zuséatzliches IL-12 vermag den
negativen IL-10 Effekt auf die IFN-g Menge vo0llig auszugleichen. Somit kdnnte bei
einer Kombinationstherapie aus IL-2 und IL-12 der inhibierende Effekt des IL-10 auch
ganzlich uberwunden werden, ohne auf die positive Wirkung des IL-10 auf die NK-

Zellen verzichten zu mussen.

4.5 Biologische Bedeutung der Ergebnisse fir die Behandlung mit IL-2

Der wichtigste Effekt, der mit einer Hoch-Dosis-IL-2 Therapie erzielt werden soll, ist
die Befahigung des Immunsystems, bosartige Zellen zu eliminieren. Dieser Vorgang
beruht in erster Linie auf einer zellularen Reaktion durch Zellen des Immunsystems,
die auffallige Zellen phagozytieren, deren Membran mittels Perforin durchlochern
oder ein Signal zur Apoptoseinitiierung vermitteln (Oppenheim et al., 2001). Bei den
Zellen, denen diese Eigenschaften zugesprochen werden, stehen die zytoxischen
CD8(+) Zellen wund NK-Zellen im Mittelpunkt des Interesses. Deren
Aktivierungszustand wird maf3geblich durch das gebildete IFN-g bestimmt. Somit ist
eine gesteigerte IFN-g Menge auch mit einer verbesserten Wirkung assoziiert, wobei
gerade die akute GvHD mit all ihren Komplikationen und einer Uberexpression von
IFN-g auch Grenzen fur die Aktivierung aufzeigt (Blazer et al., 1997, Klingebiel et al.,
1998).

Von dieser Seite her wirde sich IL-12 als Kombinationspartner fur das IL-2 anbieten.
Die nachgewiesene IL-10 Induktion unter IL-2 Therapie in-vivo als auch in-vitro und
dessen Bedeutung bei einigen Tumorescapemechanismen hemmt die erwiinschte
TH-1 Aktivierung bei der IL-2 Monotherapie. Zusatzliches IL-12 konnte diese
negative Ruckkopplungsschleife erfolgreich durchbrechen, ohne dass man auf die
positiven Eigenschaften des IL-10 verzichten musste. Es wirde sogar im Gegenteil,
durch dessen IL-10 Induktion, die abhangige NK-Aktivierung weiter unterstitzen. Das
Verstandnis der Bedeutung und Beeinflussbarkeit anderer Zellen fir den
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erwunschten Anti-Tumor Effekt ist zur Zeit noch sehr gering. Im Moment gibt es nur
erste Hinweise, dass auch Granulozyten eine Rolle spielen kdnnten, die durch
weitere Versuche abgeklart werden mussen (Girard et al., 1995).

Neben den direkt aktivierenden Wirkungen des IL-2 auf das Immunsystem wird der
therapeutische Effekt auch maf3geblich durch die dosislimitierenden Nebenwirkungen
beeinflusst. Diese Nebenwirkungen sind breit gefachert und kénnen vom akuten
Nierenversagen, der Verdnderung von Gerinnungsparametern bis zum
Kapillarlecksyndrom reichen. Auch hier kénnte die Kombination mit IL-12 wesentliche
Vorteile bringen, wegen der suppressiven Wirkung des IL-12 auf die IL-5 und IL-13
Mengen. Der Nachweis von gesteigerten IL-5 Spiegeln bei Patienten unter IL-2
Therapie, zusammen mit einer Bluteosinophilie, wird fir einen Teil der
beschriebenen Nebenwirkungen verantwortlich gemacht (Schaafsma et al., 1991;
van Haelst et al., 1991). Zu diesen gehdren besonders die Hypotonie, das
Kapillarlecksyndrom und andere allergieahnliche Symptome. Diese Annahme wird
besonders gestitzt durch die Tatsache, dass bei allergischen Erkrankungen, die
teilweise ein &hnliches klinisches Erscheinungsbild haben, wie die IL-2
Nebenwirkungen, ebenfalls ein Anstieg der IL-5 Konzentration und der
Bluteosinophilen beobachtet werden kann. In Analogie zu den allergischen
Erkrankungen ergibt sich daraus, dass IL-13 eine nicht weniger wichtige Rolle fur die
Nebenwirkungen der IL-2 Therapie spielt, auch wenn es bisher noch nicht direkt im
Serum dieser Patienten nachgewiesen wurde. In der Pathogenese allergischer
Erkrankungen erganzen sich beide Zytokine.

IL-5 als wichtigster Regulator der eosinophilen Granulozyten aktiviert diese nicht nur,
sondern verleiht ihnen auch Schutz vor Apoptose. Die Eosinophilen nehmen somit
eine wichtige Rolle in der Entstehung und der Chronifizierung dieser entziindlichen
Prozesse ein. IL-13, dessen Inbalance mit IL-12 betrachtlichen Einfluss auf die
Entstehung allergischer Erkrankungen hat, reguliert vornehmlich die B-Zell
abhangige Antikorperbildung, aber auch viele andere Bereiche der TH2 Antwort
(McKenzie et al., 1993; Till et al., 1997b; Wills-Karp et al., 1998). So kdnnen
Therapieansatze mit IL-12 bei allergischen Erkrankungen als Vorbild dienen,
zukunftig IL-12 als Kombinationspartner in der Zytokintherapie einzusetzen. Eine
Verringerung der dosislimitierenden Nebenwirkungen konnte in der Zytokintherapie
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dazu fuhren, dass eine Dosiseskalation moglich wird und somit eine grol3ere

therapeutische Breite erzielt werden kann.

Zusammengefasst kann durch die Kombination aus IL-2 und IL-12 nicht nur die
Wirksamkeit, sondern auch die therapeutische Breite dieser Immuntherapie
gesteigert werden, da Zytokine durch IL-12 gehemmt werden, die einen Teil der
Nebenwirkungen der IL-2 Gaben vermitteln.

40



5 Abkturzungen :

APZ
BSA

IL-2R
NK-Zellen
PBS

TCR
TGF-R3
TH
TNF-a

Antigen prasentierenden Zellen
bovines Serum-Albumin

Cluster of differntiation

Dendritische Zellen

Enzyme linked immunosorbent assay
Fas-Ligand

Graft versus host disease
Interferon-g

Immunglobulin

Interleukin-

Interleukin-2 Rezeptor

Naturliche Killerzellen

Phosphat gepufferte Kochsalzlésung
T-cell receptor
Transforming-growth-factor-f3
T-Helferzelle

Tumor-Nekrose-Faktor-a
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8. Zusammenfassung

Regulation der Interleukin 2 induzierten Interleukin 5 und Interleukin 13
Produktion durch mononukleare Zellen gesunder Blutspender.
Jens Verheyen

In der padiatrischen Onkologie wird die adjuvante Interleukin-2 Therapie eingesetzt,
um Uber die Steigerung immunologisch vermittelter anti- Tumor Effekte maligne
Zellen zu eliminieren. Die Behandlungsergebnisse mit I[L-2 sind bislang
enttauschend. Gleichzeitig ist hoch-dosierte IL-2 Therapie aber mit z.T.
lebensbedrohlichen Nebenwirkungen assoziiert. In meiner Dissertation habe ich am
Modell mononuklearer Zellen die Regulation der IL-2 induzierten T-Zellaktivierung
untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass IL-2 Uber die Induktion von IL-12 in APC die
Bildung von IFN-g, einem Zytokin mit potentiell antineoplastischer Wirkung vermittelt.
Uber diesen Mechanismus wirkt IL-2 auch auf die Bildung von IL-10. Sowohl IL-4 wie
auch IL-10 hemmen die IL-2 induzierte IFN-g Produktion tber die Suppression der
IL-12 Produktion. Diese suppressiven Effekte konnen durch die Zugabe von IL-12 zu
den Kulturen ausgeglichen werden. Im Gegensatz zu IFN-g wird die IL-2 induzierte
Bildung von IL-5 und IL-13, d.h. von Zytokinen, die fur die IL-2 vermittelten
Nebenwirkungen mitverantwortlich sein kénnen, durch IL-12 gehemmt. Auch IL-10,
obwohl es die IL-12 Produktion unterdruckt, supprimiert die IL-2 induzierte IL-5 und
IL-13 Bildung, wahrend IL-4 die Synthese von IL-5 und IL-13 unterstitzt.
Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass durch die Kombination aus IL-2
und IL-12 die Wirkung des IL-2 auf potentiell antineoplastisch wirksame Zytokine wie
z.B. IFN-g gesteigert werden kann, da die negative Feedbackwirkung durch IL-10
unterdrickt wird. Andererseits fuhrt die Kombination IL-2 und IL-12 auch zur
Unterdrickung der Bildung von IL-5 und IL-13, die potentiell fir einen Teil der durch
IL-2 vermittelten Nebenwirkungen verantwortlich sein konnen. Somit wird durch die
Kombination aus IL-2 und IL-12 die Wirkung der Immuntherapie gesteigert und die
therapeutische Breite des IL-2 vergrofiert.

Univ.-Prof. Dr. med. D. Korholz



