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Einleitung

1.1 Tumor und Immunsystem

Bereits gegen Ende des letzten Jahrhunderts konnte die Wissenschaft erste Erkenntnisse zu
Mechanismen immunologischer Tumorabwehr liefern. Schon in dieser Zeit sah man die
Moglichkeit, das kdrpereigene Immunsystem gegen entartete Zellen zu lenken. So gelang es
in den letzten zwel Jahrzehnten, auf menschlichen Tumoren, Antigene zu charakterisieren, die
von Antikorpern oder T- Lymphozyten erkannt werden.

Maligne neoplastische Zellen vermehren sich unkontrolliert, infiltrieren gesunde Gewebe und
bilden haufig Metastasen, die aulferhalb des Ursprungsgewebes weiterwachsen konnen [1].
Bei vielen Tumoren, einschliefflich der Osteosarkome, konnten durch molekularbiol ogische
Untersuchungen relativ spezifische genetische Alterationen festgestellt werden. Diese, je nach
Wirkung as Onkogene oder Tumorsuppressorgene zu wertenden Genprodukte, konnen eine
unkontrollierte Proliferation, einen Durchbruch und die Metastasierung in andere
Organsysteme ermdglichen.

Obwohl Neoplasmen von autologen Geweben stammen, kann der Prozess der malignen
Transformation mit der Expression von neuen oder verénderten Oberfl&chenantigenen auf den
Tumorzellen einhergehen. Das Immunsystem welches mit seinen spezialisierten Zellen, den
Lymphozyten bzw. Leukozyten und Makrophagen, auf alle Gewebe und FlUssigkeiten des
Korpers verteilt ist, kann diese Tumorantigene erkennen und Reaktionen ausldsen, die sich
gegen die neoplastischen Zellen richten. Eine Vielzahl solcher Tumorantigene ist heute
bekannt. Ihr Nachweis ist ein wichtiges Hilfsmittel in der Tumordiagnostik und kann auch in
bestimmten Fallen ein wichtiges prognostisches Kriterium sein.

Histologische Untersuchungen menschlicher Tumoren haben gezeigt, dass die Mehrzahl der
Tumoren deutlich erkennbar mit inflammatorischen Zellen infiltriert ist. Man beobachtet

Infiltrate, bestehend aus T-Lymphozyten, Natirlichen Killerzellen (NK-Zellen) und



Makrophagen sowohl in den Tumoren as auch in ihrer unmittelbaren Umgebung. Dieser
immunologische Entziindungsvorgang ist von einer standig funktionierenden interzelluléren
Kommunikation abhangig. Neben dem direkten Kontakt von Zellen Gber membrangebundene
Rezeptoren kommt den Zytokinen, als Botenstoffe, eine zentrale Rolle zu. Zytokine kdnnen in
vieféltiger Weise immunkompetente Zellen steuern. Die Aktivierung und Hemmung von
zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) und NK-Zéellen, die Beeinflussung der Aktivitét von T-
Helferzellen, B-Zellen und Makrophagen sind einige ihrer Wirkungen. Auf3erdem sind auch
direkte und indirekte Wirkungen auf den Stoffwechsel der Tumorzellen bekannt und
schliefdich kénnen Tumorzellen selbst Zytokine produzieren.

Es konnen aso durch Stimulation des Immunsystems mit Zytokinen immunologische
Abwehrmechanismen gegen Krebszellen potenziert und auch die Tumorzellproliferation
sowie die Tumorzelldifferenzierung durch direkte und indirekte zytotoxische / zytostatische
Wirkung moduliert werden [1].

Man unterscheidet prinzipiell die zellulére von der humoralen Immunreaktion. In vitro
Experimente haben jedoch gezeigt, dass Tumorzellen in erster Linie durch die zelluléren
Abwehrmechanismen zerstort werden. Hierbel erkennen und eliminieren Natirliche
Killerzellen (NK-Zellen), aktivierte Makrophagen und Lymphokinaktivierte Killerzellen
(LAK) die Tumorzellen auch in Abwesenheit eines bestimmten Tumorantigens. Im Gegensatz
dazu stehen die spezifischen Abwehrmechanismen wie die T-Zell vermittelte Zytotoxizitét
und die Antikdrper-abhangige zelluldre Zytotoxizitdt. Diese konnen nur in Anwesenheit eines
Tumorantigens aktiviert werden. Die Effizienz der Immunantwort wird durch die Expression
der Haupthistokompathbilitétskomplexe (MHC) Klasse | und Il Oberflachenmolekilen [2,3]

und der Présens von Adhasionsmolekilen beeinflusst [4,5].



1.2 Osteosarkome

Osteosarkome werden in der Literatur als Ergebnis einer aktiven Proliferation von
Osteoblasten dargestellt, welche undifferenziert, atypisch und oft mitotisch sind [6-9]. Unter
den malignen priméren Knochentumoren stellen die Osteosarkome mit 40% den grofdten
Anteil dar, gefolgt von Chondrosarkomen mit 9% und Ewingsarkomen mit 7.5% [10]. Mit
jahrlich etwa 1900 todlich verlaufenden Erkrankungen in der Bundesrepublik Deutschland
betragt der Anteil von Knochensarkomen etwa 1% aller ttédlichen Neoplasien [11].
Osteosarkome treten Uberwiegend bel Jugendlichen auf. Ihr Anteil in dieser Altersgruppe,
bezogen auf dle malignen Neoplasien, betragt 3,4% [12,13]. Das mannliche Geschlecht ist
etwa doppelt so haufig betroffen, wie das weibliche. Das Osteosarkom geht meistens von den
Metaphysen der langen Rohrenknochen aus. Bevorzugte Lokalisation sind die
kniegelenksnahen Anteile von Femur und Tibia [10]. Die Tendenz der Osteosarkome zur
frihen Metastasierung insbesondere in die Lungen macht den natirlichen Verlauf dieser
Erkrankungen sehr ungunstig. Ohne moderne interdisziplindre Behandlungsmethoden betrégt

die 5-Jahres-Uberlebensrate bei Extremitatenbefall im metastasiertem Stadium nur 24% [14].

1.3 Zytokine

Innerhalb der immunologischen Vorgange zur Bekdmpfung der Tumorzellen nehmen die
Zytokine eine SchlUsselrolle ein. Zytokine sind eine heterogene Gruppe von Proteohormonen,
welche von nahezu alen Zellen des Korpers gebildet werden. Als autokrin, parakrin oder
endokrin wirksame Polypeptide bilden sie ein Netzwerk, welches interzellulére
Kommunikationen erméglicht und dadurch Wachstum, Differenzierung und funktionelle
Aktivitdt von Zellen steuert [15]. Entsprechend ihrer (vermuteten) Funktion erfolgte die

Einteilung der Zytokine in verschiedene Zytokinfamilien. Interferone (IFN), Interleukine (IL),



Chemokine, Tumornekrosefaktoren (TNF), Transforming Growth Factors (TGF) und andere
Wachstumsfaktoren.

Interferone sind Proteine  die  antivirale, zellwachstumsregulierende  und
immunmodulatorische Eigenschaften besitzen [16-19]. Interferon-g (IFN-g) nimmt unter den
bekannten Zytokinen eine Schlusselposition in der Aktivierung und Regulation der
zellvermittelten Tumorabwehr ein. IFN-g wird unter anderem von aktivierten FZellen und
Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) gebildet. Die Stimulierung der IFN-g Expression fuhrt
letztlich zur Aktivierung der zellzerstorenden Mechanismen, beispielsweise in zytotoxischen
T-Lymphozyten und NK-Zellen, und ist somit eine grundlegende Voraussetzung fur die
effektive immunol ogische Tumorabwehr [20,21].

Die IFN-g Aktivierung kann durch Interleukine erfolgen. Bekannt ist diese Wirkung seit
langerem fir IL-2. Der Antitumor-Effekt einer IL-2 Applikation ist fur die verschiedensten
Tumorentitdten gezeigt worden. So kann die systemische Anwendung von IL-2
bei spiel sweise zu Tumorregressionen bei kleinzelligen Nierenkarzinomen fihren [22].

In jingerer Zeit sind weitere IFN-g induktive Interleukine beschrieben worden [23]. IL-12,
auch as Natural Killer Cell Stimulating Faktor (NKCF) bezeichnet, wird tUberwiegend von
aktivierten B- und T-Lymphozyten gebildet und stimuliert die IFN-g Synthese und dessen
Ausschittung in aktivierten T-Lymphozyten und NK-Zelen [24-26]. In vivo wurde gezeigt,
dass IL-12 antitumorale Eigenschaften gegen eine Rethe von Mausetumoren hat, indem das
Tumorwachstum gehemmt und die Metastasierung reduziert wird [27,28]. In einer Vielzahl
von Tiermodellen konnten Antikorper gegen dieses Zytokin, die Antitumor Effekte aufheben
[28].

Mit IL-18, auch as Interferon Gamma Inducing Factor (1GIF) bezeichnet, wurde ein weiteres
Zytokin mit ahnlichem Reaktionsmuster gefunden. Weiterhin konnte nachgewiesen werden,

das IL-18 Mause- und humane NK-Zell Zytotoxizitét verstérkt [29,30]. IL-18 wird von



Kupfer-Zellen und aktivierten Makrophagen produziert [30,31]. Neben synergistischen
Wirkungen zwischen 1L-12 und IL-2 gibt es Hinweise auf einen Synergismus von IL-12 und
IL-18 [23]. Diese sind an einem Antitumor Effekt beteiligt, indem sie essentielle Substanzen
fir den Tumor reduzieren [32], die Blutgefébildung limitieren, T-Lymphozyten anlocken
[33] und Tumorantigene den Zellen des Immunsystems préasentieren (HLA-1).

Obwohl 1L-12 und IL-18 &hnliche Reaktionen des Immunsystems fordern, haben beide
Zytokine keine identische Wirkung [31]. Die Méglichkeit, dass beide Zytokine, ndmlich IL-
12 und IL-18, eine zellvermittelte Immunantwort und eine synergistische | FN-g Ausschtittung

induzieren, ist die Grundlage fur diese Arbeit.

1.4 Funktion des Enzyms I ndoleamin 2,3-Dioxygenase (IDO)

Auf Grund der Mdglichkeit Neoplasmen mit IFN-g zu behandeln, [34] gab es immer wieder
Untersuchungen, die gezeigt haben, dass eine starke Synthese und Aktivitét des Enzyms IDO
(EC 1.3.11.17) fUr einen Mechanismus verantwortlich ist, der sich gegen Tumorzellen richtet
[35-38]. Das Enzym IDO wird in verschiedenen gesunden und pathologischen Geweben
induziert[39-41] und ist hauptsachlich fir den L-Tryptophan Katabolismus zustandig [42-44].
Es katalysiert die Reaktion von L-Tryptophan zu N-formyl-L-kynurenin [45-47], indem es
den Pyrolring des L-Tryptophans oxidativ spaltet. Die Verflgbarkeit dieses Enzyms
gewdhrleistet die Proteinsynthese sowie den Proteinabbau, die Genomreplikation und das
Zellwachstum [48,49]. Es konnte an peripheren Blutmonozyten gezeigt werden, dass die
Induktion des Enzyms IDO eine Erhéhung des L- Tryptophan Metabolismus bewirkt [36] und
eine wichtige Rolle in der Etablierung von Zellwachstums- und immunmodulatorischen

Eigenschaften durch IFN-g spielt.



1.5 DieOberflachenantigene | CAM -1 und HLA-I

Wie schon erwéhnt, werden durch IFN-g Proteine produziert [50], die eine wichtige Rolle in
den durch IL-12 ausgel6sten Interferon vermittelten Antitumor Effekten spielen. Zu diesen
Proteinen gehdren auch das Histokompatibilitétsantigen| (HLA-1) und das Interzellulére
Adhésionsmolekil 1 (ICAM-1), welches die Bildung von Konjugaten mit zytolytischen T
Zdllen vermittelt.

Recht haufig wurden Veradnderungen in der Expression von HLA-I Molekulen festgestellt. In
Verbindung mit einer hohen Metastasi erungsbereitschaft wurde bei Mammakarzinomen Uber
eine verminderte oder fehlende Expression berichtet. Andererseits lésst sich bei hoher
Expression von Adhasionsmolekilen, wie ICAM-1, bei priméaren Melanomen eine hohe
M etastasierungsbereitschaft vorhersagen.

Interleukine beeinflussen viele biochemische Vorgénge, wie eben auch die Induktion der IDO
und die Regelung der Oberflachenexpresson von HLA-Antigenen und ICAM-1 auf
Tumorzellen. So kann die Expresson von HLA-I und ICAM-1 durch IFN-g auch bel
Osteosarkomzellen induziert und verstérkt werden [51].

Das Immunsystem des menschlichen Organismus besitzt zwei wichtige Eigenschaften. Es
kann es sehr préazise korperfremde von korpereigenen Strukturen unterscheiden. Hierzu besitzt
es bestimmte Erkennungsmolekiile, die Antigenrezeptoren. Die zweite Eigenschaft ist die
aulRergewohnliche Mobilitét durch immunkompetente Zellen (Lymphozyten, Monozyten und
Granulozyten), die praktisch alle Regionen des menschlichen Kérpers erreichen kdnnen.
Genauso wie das Immunsystem, benutzen auch maligne Zellen die selben molekularen
Mechanismen, um sich im Koérper Uber Lymphgefal3e und Blutgefalie auszubreiten.

Unter den verschiedenen Rezeptoren der Lymphozytenmembran [52,53], gibt es zwel
unterschiedliche Klassen. Zum einen sind dies Antigenrezeptoren [54], die allein dazu

befahigt sind, korperfremdes Material in Form von préasentierten Peptiden zu erkennen. Die



anderen werden as Adhéasionsrezeptoren bezeichnet und treten nur mit korpereigenen

Molekilen in Wechselwirkung [55].



Material und Methoden

1.6 Zdlkultur

1.6.1 Zelkulturmedien und Zusétze

Als Zellkulturmedium wurde MEM Medium und RPMI 1640 Medium verwendet. ES wurde
10% hitzeinaktiviertes fetales Kadberserum (FCS, Fa. Seromed), 20mM L-Glutamin (Fa.
Gibco), 2.5ng/ml Amphotericin B (Fa.Gibco), 10ng/ml Gentamicin (Fa. Gibco), 1% MEM-

Non-Essential Amino Acid Solution 100x (Fa.Sigma) benutzt.

Medium-1 Medium-2
Basismedium || MEM-Medium ohne Glutamin (Fa. Gibco) RPMI 1640 Medium ohne Glutamin
Serum
hitzeinaktiviert . 10% FCS (Fa. Seromed) . 5% FCS (Fa Seromed)
(58°C, 30 min.)
20mM L-Glutamin - 20mM L-Glutamin,
2.5ng/ml Amphotericin B - 2.5m/ml Amphotericin B
(Fa.Gibco) (Fa.Gibco),
Zusdtze . 10ny/ml Gentamicin (Fa. Gibco) . 10my/ml Gentamicin (Fa. Gibco)
1% MEM -Non-Essential Amino
Acid Solution 100x (Fa.Sigma)

Tab. 1 Bezeichnungen und Zusammensetzungen der verwendeten Zellkulturmedien. Die Antibiotika und

das L-Glutamin wurden vor Gebrauch sterilfiltriert.

1.6.2 Kulturbedingungen
Trypsin/EDTA-L6sung: 0.05% Trypsin, 0.02% EDTA steril in PBS (Fa. Boehringer
Mannheim)
PBS: 8g NaCl, 0.2 g KCl, 1.4 g NgyHPOy4, 0.24 g KH2PO4, pH 7.4 mit H,O ad 1 Liter

auffullen und autoklavieren.



Alle Zelkulturen wurden unter aseptischen Bedingungen bei 37°C in 5% CO, in einer

wasserdampf- geséttigten Atmosphére inkubiert. Die Weiterfihrung der Zellkulturen erfolgte

unter Verwendung von Nunc-Deltaclon™ Plastikmateria, Vereinzeln der Zellen mit

Trypsin/EDTA-L6sung 1x und Teilung der Zellsuspension im angegebenen Verhdltnis (Tab.

2). Die verwendeten Zellkulturmedien sind in Tab. 1 dargestellt.

Zéllinie Herkunft/Typ Medium Kulturteilung Bezugsquelle
HOS human / Osteosarkom 1 1:10 ECACC
MG-63 human / Osteosarkom 1 1:3 ECACC

Tab. 2 Die Tabelle zeigt die Bezeichnungen, die Herkunft und die Kulturparameter der verwendeten Zellinie.

1.6.3 Zytokine

Zytokin Konzentration Spezie Katal ognummer Firma
Interleukin-12 [5ng/ml] human Nr. 219-1L-005 R&D Systems
Interleukin-18 [25ng/ml] human Nr. 318IL R&D Systems
IFN-g [10°U/m] human Polyferon Renschler
TNF-a [10°U/ml] human PHC3011 BIOSOURCE

Tab.3 Beschreibung der in dieser Arbeit verwendeten Zytokine.



1.6.4 Zédlinien

Verwendet wurden die Osteosarkomzellinien HOS und MG-63. Diese Zellinien wurden von
der European Collection of Cell Culture (ECACC, Salisbury, UK) komerziell erworben. HOS
entstammt einem priméren Osteosarkom eines 13 jahrigen Mé&dchens. MG-63 ist eine stabile
reproduzierbare Osteosarkomzellinie, die einem 14 jdhrigen mannlichen Patienten
entnommen wurde. In der Zellkultur konnen die kolonieformenden Zellen zu hoher Dichte
heranwachsen. Genetisch liegt bei diesen Tumorzellen eine Abweichung vom normalen

Chromosomensatz vor.

A B

Abb. 1 Gezeigt werden die Osteosarkomzellinien HOS (A) und MG-63 (B) unter aseptischen

Zéellkulturbedingungen bei 37°C und 5% CO,-Begasung.

1.6.5 Gewinnung peripherer Blutlymphozyten

Die Isolation der Lypmphozyten erfolgte unter aseptischen Bedingungen der Zellkultur. 4 ml
EDTA-BIlut eines klinisch unauffélligen, HIV-negativen Spenders wurden mit 4 ml PBS
verdinnt und in einem 15 ml Probenr6hrchen (Fa. Falcon) auf 10ml Ficoll-Paque (Fa.
Pharmacia) geschichtet. Durch Zentrifugation fir 20 Minuten bel 2400 U/min in ener
Eppendorf-Hermle Zentrifuge/Z320 wurden Erythrozyten und Granulozyten abgetrennt.
Mononukleére Zellen reicherten sich in der Interphase an, wurden mit einer Transferpipette

10



abgenommen, zweimal mit 10 ml PBS gewaschen und bei 1500 U/min zentrifugiert. Die

Zéellzahl wurde mikroskopisch in einer Neubauerkammer bestimmt.

1.7 Versuchsansatze

1.7.1 Untersuchung zur Bestimmung der Zytotoxizitat

Hintergrund

Nachfolgend wird der MTT-Test, oder auch Tetrazolium-Assay genannt, beschrieben. Er ist
einin-vitro Chemosensitivitétstest, der semi-quantitativ nur lebende Zellen erfasst. Favorisiert
wird dieser Test auch vom National Cancer Institut in den USA im Rahmen eines breiten
Screening-programms fur Zytostatika. Mosmann et a. beschrieben 1983 diese Methode zur
Quantifizierung des Tumorwachstums, die auf der Annahme beruht, dass nur lebende Zellen
die basischen Tetrazolium Verbindungen zu einem blaufarbenen Formazansalz reduzieren
koénnen. Die Menge dieses gebildeten Formazans ist daher direkt proportional zur Anzahl
lebender Tumorzellen. Der Test erfolgt auf Mikrotitrationsplatten und ist schnell, einfach und

kostenglnstig.

Methodik

Zur Bestimmung der Vitalitat der Osteosarkomzellinien HOS und MG-63 bei Behandlung mit
den Zytokinen IFN-g und TNF-a wurde der direkte zytostatische / zytotoxische Effekt in
einem Standard 3-(4.5-dimethylthiazol-2-yl)-2.5-diphenyl-tetrazoliumbromid (MTT) Test
durchgefthrt. Das Zelmateria wird nach ener Trypsinbehandlung aus 10ml
Plastikpetrischalen  geerntet  und mit  Hilfe einer  Mikropipette in 96-Well

Flachbodenmikrotiterplatten ausgebracht. Die Tumorzellen wurden mit einer Konzentration

11



von 5x10° Zellen pro Vertiefung und 100m Medium-1 eingesetzt. Eine lineare
Verdinnungsreihe zu 7.81 U/ml bis 2000 U/ml IFN-gund TNF-a wurde verwendet.

Nach 72 h |Inkubation bei 37°C wurden 100m Medium wund 100mg MTT
(Stammlésungskonzentration MTT 7.5 mg/ml  in PBS geldst, Gebrauchslésung 1:10 in
Medium verdiinnt, Fa. Sigma) pro Vertiefung auf die Mikrotiterplatte gegeben und bel 37°C
60 Minuten inkubiert. Anschlief?end wurde die Farbreaktion durch Ausklopfen und Zugabe
von 200m 0.5%igem DM SO (Dimethylsulfoxid) gestoppt. Man beobachtet ein Umschlagen
der L6sung von gelb nach dunkelblau und bestimmt die Absorption bei 573 nm und bei 630

nm as Referenzwellenlange in eéinem Mikroplatten- Photometer.

1.7.2 Induktion der Indolamin 2.3-dioxygenase (1DO)

Hintergrund

Untersuchungen am IDO Stoffwechsel haben gezeigt das eine starke Synthese und Aktivitat
des Enzyms Indolamin 2.3-dioxygenase (EC 1.3.11.17) fir enen Mechanismus
verantwortlich ist, der sich gegen Tumorzellen richtet [35-38]. IDO wird in gesunden und
pathologischen Geweben durch IFN-g induziert und ist hauptséchlich fir den L-Tryptophan
Katabolismus zustéandig [36,42-44]. Es katalysiert die Reaktion L-Tryptophan zu N-formyl- L-
kynurenin, indem es den Pyrolring des L-Tryptophans oxidativ spaltet [45-47] (Abb.1). Die
Verfugbarkeit dieses Enzyms gewéhrleistet die Proteinsynthese und den Proteinabbau, die
Genomreplikation und das Zellwachstum [48,49].

Der Nachweis und die Induktion des Enzyms IDO wurde bei der Osteosarkomzellinien HOS
und MG-63 mit den Zytokinen IFN-g, TNF-a, IL-12 und IL-18 in verschiedenen
Konzentrationsansdtzen durchgefuhrt. In einem zweiten Ansatz wurden die Messungen nach

Co-Inkubation mit aktivierten peripheren Blutlymphozyten wiederholt.

12



1.7.21 1DO Induktion durch IFN-g, TNF-a,IL-12und IL-18

Fir eine 96er Flachboden-Mikrotiterplatte, wurden 1.8x10° Osteosarkomzellen/12ml
Medium-1 eingesetzt. 100m dieser Zellésung ergaben dann 1.5x10% Zellen pro Vertiefung.
Um den L-Tryptophan Stoffwechsel messen zu kdnnen wurde eine definierte Menge von
50nmg/ml L-Tryptophan (Fa. Sigma) hinzugegeben.

Die Verdiinnungsreihen der Zytokine IFN-g [10° U/ml] und TNF-a [10* U/ml], wurden so
angesetzt, dass sich lineare Verdinnungsreihen von 4 U/ml bis 2000 U/ml IFN-g bzw. TNF-a
ergaben. Die Zytokine IL-12 und IL-18 wurden nur in zwei Verdinnungen zu je 50ng/ml und
200ng/ml angesetzt.

Nach 72 h Inkubation bei 37°C und 5% CO, Gehdt wurde die Reaktion mit 10m 30%iger
Trichloressigsaure gestoppt und das n-Formylkynurenin durch 30-mindtige Inkubation bei
50°C zu Kynurenin hydrolysiert. Nach 5-mindtiger Zentrifugation in einer Heraeus Minifuge-
T bei 2000 U/min, wurden 100m Uberstand abgenommen und mit 100m Ehrlichsreagenz
(0.4% pDimethylaminobenzaldehyd in Essigsdaure, Fa. Sigma) vermischt. Die Absorption

konnte dann bei 490 nm in einem Plattenlesegerédt bestimmt werden.

L-Tryptophan —® L-Formylkynurenin %% %% ® L-Kynurenin
IDO
- (4)
IFN-g - IL-12,1L-18

Abb. 2 Stoffwechselweg des Tryptophans und der | FN -g abhangigen | ndolaminoxygenase.
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1.7.2.2 Herstellung eines zytokinaktivierten Lymphozytenmediums

Periphere Blutlymphozyten wurden nach dem unter Punkt 1.6.5 beschriebenen Verfahren von
einem gesunden menschlichen Spender entnommen und isoliert. Auf einer 6-well Platte
wurden die Lymphozyten zu je 1x10° Zellen/well eingestellt, so dass sich eine
Endkonzentration fur IL-12 und I1L-18 von 30ng/ml und fur IFN-g von 2000 U/ml ergab. Um
freies IFN-g abzufangen, wurde ein monoklonaler Anti-human IFN-g Antikorper (Nr.
MAB285, Fa. R&D Systems, Wiesbaden) mit einer Konzentration von Ing/ml eingesetzt.
Das Lymphozytenmedium wurde dann fur 48 h unter sterilen Bedingungen bei 5% CO

Begasung und 37°C Umgebungstemperatur inkubiert.

1.7.2.3 Koinkubation von Osteosar komzellen und Lymphozyten

Auf einer 96 well Flachboden Mikrotiterplatte wurden 3.6x10° Osteosarkomzellen/12m
Medium-1 eingesetzt, wonach dann 100m dieser Lésung 3x10* Tumorzellen ergaben. Die
isolierten Lymphozyten, wurden mit einer Menge von 2x10° pro Vertiefung eingesetzt, so
dass man eine Lymphozyten/Tumorzellratio von ca. 6:1 erhielt. Die Konzentration der
Zytokine IL-12 [5ng/ml] und IL-18 [25ng/mI] wurde auf 100ng/ml eingestellt. Als Kontrolle
wurden auch Proben erstellt, in denen Tumorzellen und Lymphozyten getrennt voneinander
gemessen wurden, damit Rickschlisse auf die IDO Induktion gezogen werden konnten. Die
Endkonzentration von L-Tryptophan betrug 50ng/ml.

Nach 72h Inkubation bei 37°C und 5% CO, wurde die Resktion mit 10m 30%iger
Trichloressigsaure gestoppt und das n-Formylkynurenin durch 30-mindtige Inkubation bel
50°C zu Kynurenin hydrolysiert. Nach 5-mindtiger Zentrifugation in einer Heraeus Minifuge-

T bei 2000 U/min, wurden 100 m Uberstand abgenommen und mit 100m Ehrlichsreagenz
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(0.4% pDimethylaminobenzaldehyd in Essigsaure, Fa. Sigma) vermischt. Die Absorption

konnte dann bei 490 nm in einem Plattenlesegerét bestimmt werden.

1.7.2.4 Induktion der DO durch Zédlkulturiber stande zytokinaktivierter
Lymphozyten

Wie unter Punkt 1.7.2.2 beschrieben, wurde ein zytokinaktiviertes Lymphozytenmedium
hergestellt. Auf einer 96 well Flachboden Mikrotiterplatte wurden die Osteosarkomzellen mit
Medium-1 so eingesetzt, dass sich fiir jede Vertiefung der Mikrotiterplatte 3x10* Tumorzellen
ergaben. Nach 48 stiindiger Inkubation der Lymphozyten wurden die Zellosung in Rohrchen
(Fa. Falcon) aufgenommen und das Zellmaterial fir 5 min. bel 2000 U/min abzentrifugiert.
Der Zellkulturiberstand konnte so mit einer Transferpipette abgenommen werden und zu

gleichen teilen den Tumorzellen zugefiigt werden. Die Endkonzentration von L-Tryptophan
betrug 50my/ml. Um zu sehen ob sich ein IFN-g Effekt blocken lief3, wurde ein monoklonaler
Anti-human IFN-g Antikorper (Nr. MAB285, Fa. R&D Systems GmbH, Wiesbaden) mit
1ng/ml eingesetzt.

Nach 72 Stunden Inkubation bei 37°C und 5% CO, wurde die Reaktion mit 10m 30%iger
Trichloressigsaure gestoppt und das n-Formylkynurenin durch 30-mindtige Inkubation bei
50°C zu Kynurenin hydrolysiert. Nach 5-mindtiger Zentrifugation in einer Heraeus Minifuge-
T bei 2000 U/min, wurden 100m Uberstand abgenommen und mit 100m Ehrlichsreagenz

(0.4% pDimethylaminobenzaldehyd in Essigséaure, Fa. Sigma) vermischt. Die Absorption

konnte dann bel 490 nm in einem Plattenlesegerat bestimmt werden.
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1.7.3 Durchflusszytometrische Erfassung von Oberflachenantigenen

1.7.3.1 Beschreibung der FACS® -Analyse

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Anayse der Fluoreszenss und
Streulichteigenschaften von Einzelzellen in Suspension. Dabei kénnen die Zellen mittels
spezifischer, fluoreszenzmarkierter monoklonaler Antikorper anhand ihrer
Oberflachenantigene charakterisiert werden, was eine Unterscheidung von Zellen mit
ahnlichen morphologischen Eigenschaften ermdglicht.

Die zu untersuchende Zellsuspension wird Uber eine Kapillare mit Uberdruck in den
Messbereich befordert, wobei das eigentliche Probenmaterial zur Gewéhrleistung eines
kontinuierlichen Flusses von einem Mantelstrom isotoner Pufferlésung umgeben ist. Dieser
Druck beschleunigt die Zellen beim Eintreffen am Analysepunkt derartig, dass sie in der
Suspension einzeln und perlenkettenartig aneinandergereiht vorliegen. Zellaggregate werden
durch diesen Vorgang aufgel 0st.

Am Analysenpunkt trifft monochromatisches Licht einer Wellenlange von 488 nm, das
mittels eines fokussierten Argonlaserstrahls generiert wird, auf die Einzelzelle. Jede Zellart
streut entsprechend ihrer GrofRe, der Struktur ihrer Zellmembran und der Art ihrer
intrazelluldren Bestandteile das auftreffende Licht in spezifischer Weise. Der grofite Antell
des Lichtes wird vorwérts gestreut, wobei das Vorwartsstreulicht (foreward light scatter,
FSC), nach Ausblendung des ungebrochenen Zentralstrahles, ein Mal3 fur die Grol3e der Zelle
darstellt.

Ein weiterer Teil des Lichtes wird im rechten Winkel zum einfallenden Lichtstrahl gestreut
und als Seitwartsstreulicht (sideward light scatter, SSC, 90-Streulicht) bezeichnet. Das Mal3
der Seitwértsstreuung ist von der Granularitét der Zelle abhangig.

Die zu bestimmenden Zellen kénnen mit monoklonalen Antikérpern markiert werden, die

ihrerseits mit Fluoreszenzfarbstoffen konjugiert sind. Bel dem in dieser Arbeit verwendeten
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Antikorpern handelte es sich um den Fluoreszenzfarbstoff Fluoresceinisothiocyanat (FITC)
und Phycoerythrin (PE). Diese Farbstoffe werden durch das vom Laser generierte Licht mit
der Wellenlange 488 nm zur Fluoreszenz angeregt und emittieren daraufhin Licht
unterschiedlicher Wellenldngen. Das Fluoreszenzspektrum von FITC weist ein Maximum bei
515 nm (gelb-grtin), das von Phycoerythrin ein Maximum bei 580 nm (rot-orange) auf. Damit
sind die Gipfel der Emissionsmaxima deutlich voreinander zu unterscheiden und kénnen von
entsprechenden Detektoren erfasst werden.

Uber Spiege- und Filtersysteme werden die von jeder einzelnen Zelle ausgesandten
Fluoreszenz- und Streulichtsignale auf Photoverstéarkerréhren geleitet. Diese Signale werden
von Detektoren erfasst. Es wird die Amplitude des Pulses bestimmt und zur quantitativen
Auswertung auf den angeschlossenen Computer Ubertragen. Dabei kénnen pro Zelle funf
Einzelparameter simultan erfasst werden : Vorwartsstreulicht (FSC, foreward light scatter),
Seitwartsstreulicht (SSC, sideward light scatter, 90-Streulicht), Fluoreszenzsignal 1 (FITC),
Fluoreszenzsignal 2 (PE), Fluoreszenzsignal 3 (nicht verwendet).

Fir jeden dieser Parameter ist der Messbereich in eine definierte Anzahl von Kandlen (hier
1024) eingeteilt, denen der jeweilige Puls entsprechend seiner Intensitét zugeordnet wird.

Die durchflusszytometrische Analyse von Oberfl&chenantigenen erfolgte in einem FACScan
Analyser der Fa. Becton Dickinson (Mountain view, USA). Das Gerét ist mit einem 15 mW
Argon LASER (488 nm Anregungswellenldnge) und einer Filtereinstellung von 530 nm fur
die FTC-Fluoreszens-Detektion ausgeriistet. Durch Einstellung eines Gatters in der
Punktdarstellung des Vor- und Seitenstreulichtes wurden Zelltrimmer von der Anayse
ausgeschlossen. Die Auswertung des Fluoreszenssignales von 3000-5000 Zellen erfolgte
anhand eines Histogrammes auf logarithmischer Kanalskala mittels FACScan Software (Fa.
Becton Dickinson). Zur graphischen Darstellung der Histogramme wurde die

Trarsfersoftware LifUtilities Ver. AOO3 (Hewlett Packard) und WinMDI Ver. 2.8 verwendet.
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1.7.3.2 Expressionsanderung von ICAM -1 nach Stimulation mit IFN-gund TNFa

An der Osteosarkomzellinie HOS wurde die Expression des Oberflachenantigens ICAM-1
nach Zugabe der Zytokine IFN-g und TNF-a bestimmt. Auf einer 6 Well-Platte (Fa Costero)
wurden pro Vertiefung 3 ml Medium vorgelegt und die Osteosarkomzellen zu 2x10° Zellen
pro Vertiefung eingesetzt. Die Zytokine IFN-g[10° U/ml] und TNF-a [10% U/ml] sind dann in
einer Verdinnungsreihe zu 10U/ml, 100U/ml, und 1000 U/ml IFN-g bzw. zu 50U/ml und 500
U/ml TNF-a eingestellt worden. Anschlief3end wurde fir 72 h bei 37°C inkubiert. Der
Zellmonolayer wurde dann mit PBS gewaschen mit 1 ml Trypsin/EDTA-LAsung pro
Vertiefung suspendiert und in Eppendorfgefal3e pipettiert. Die Suspension wurde kurz
anzentrifugiert, der Trypsiniberstand abgenommen und mit 1 ml PBS gepuffert. Danach
splittete ich die Proben in zwei Teile, so dass ich die Kontrollproben erhielt. Nach erneuter
Zentrifugationbei 1500 U/min fiir 5 Minuten erfolgte die Abnahme des Uberstandes.

Als Antikorper wurde der monoklonale Antikorper AK CD 54-FITC (Fa Immunotech, Nr.
0726) und zur Negativkontrolle das Negative Control Ig G1 FITC/lg G1 Phyco (Fa
Immunotech, Nr. 1203) benutzt.

Es wurden jewells 18 m der Antikorper mit 540m PBS und 10m FKS versetzt. Von jeder
Mischung wurden jeweils 90 nl auf die Zelen in den Eppendorfgefél3en gegeben und 1
Stunde im Kuhlschrank bei +4°C inkubiert. Anschlief3end wurde nicht-gebundener Antikorper
durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. Die Zellen wurden dann mit 500n1 PBS in ein

FACS-Rohrchen aufgenommen und gemessen.
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1.7.3.3 Expressionsanderung von ICAM -1 und HLA-I durch exogenes IFN-g, TNF-a,

IL-12 und IL-18

An den Osteosarkomzellinien HOS und MG-63 wurde die Expression der
Oberflachenantigene ICAM-1 (CD54) und HLA-I nach externer Zugabe der Zytokine IFN-g,
TNF-a, IL-12 und IL-18 bestimmt. Auf einer 6 Well-Platte (Fa Costero) wurden pro
Vertiefung 3ml Medium vorgelegt und die Osteosarkomzellen zu 2x10° Zellen pro Vertiefung
eingesetzt. Die Zytokine sind dann auf eine Konzentration von 100ng/ml eingestellt worden.
Anschlief3end wurde fur 72 h bei 37°C inkubiert. Nach Waschen des Zellmonolayers mit PBS
wurden die Zellen dann mit 1 ml Trypsin/EDTA-LGsung pro Vertiefung resuspendiert und in
Eppendorfgefélde pipettiert. Die Suspension wurde kurz anzentrifugiert, der Trypsintberstand
abgenommen und mit 1 ml PBS gepuffert. Danach gab man die Héafte enes
Eppendorfgefélies auf ein neues Eppendorfgefal3, so dass man insgesamt 12 Proben erhielt.
Danach erneute Zentrifugation bei 1500U/min fir 5 Min. und Abnahme des Uberstandes.

Als Antikorper benutzte ich den monoklonaen AK CD 54-FITC (Nr. IM0544, Fa
Immunotech), HLA-DR (Nr.IM0463, Klon B8.12.2, FITC, Fa. Immunotech) und zur
Negativkontrolle das Negative Control 1Ig G1 FITC/lg G1 Phyco (Nr.IM0280, Fa
mmunotech).

Es wurden jeweils 90 der Antikérper mit 2.8ml PBS und 50m FKS versetzt. Von jeder
Mischung gab ich jeweils 100m auf die Zellen in den Eppendorfgeféen und inkubierte sie 1h
bei +4°C. Anschlief3end wurde nicht-gebundener Antikdrper durch dreimaliges Waschen mit
PBS entfernt. Die Zellen wurden dann mit 300m PBS in ein FACS-Rohrchen aufgenommen

und gemessen.
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1.7.3.4 Expressonsanderung von ICAM-1und MHC-I durch exogenes|L-12 und IL-
18in einer Konzentrationsreihe

An den Osteosarkomzellinien HOS und MG-63 wurde die Expresson der
Oberflachenantigene ICAM-1 und HLA-I nach Zugabe der Zytokine IL-12 und IL-18
bestimmt. Auf einer 6 Well-Platte (Fa. Costero) wurden pro Vertiefung 3ml Medium
vorgelegt und die Osteosarkomzellen zu 2x10° Zellen pro Vertiefung eingesetzt. Die Zytokine
IL-12 (5ng/ml), 1L-18 (25mg/ml) und IFN-g (10°U/ml) sind dann in einer Verdiinnungsreihe
zu Ong/ml, 1ng/ml, 10ng/ml, 100ng/ml und 1000ng/ml eingestellt worden. Anschlief3end
wurde fur 72h bei 37°C inkubiert. Der Zellmonolayer wurde dann mit PBS gewaschen mit
Iml Trypsin/EDTA-L6Gsung pro Vertiefung suspendiert und in Eppendorfgefal3e pipettiert.
Die Suspension wurde kurz anzentrifugiert, der Trypsintiberstand abgenommen und mit 1ml
PBS gepuffert. Danach trennte ich die Proben zu zwei gleichen Teilen, um die Kontrollproben
zu erhalten Danach erneute Zentrifugation bei 1500U/min fur 5 Minuten und Abnahme des
Uberstandes.

Als Antikorper benutzte ich den monoclona AK CD 54-FITC (Fa. Immunotech) und zur
Negativkontrolle das Negative Control 1g G1 FITC/Ig G1 Phyco (Fa. Immunotech). Es
wurden jeweils 90 der Antikérper mit 2.8ml PBS und 50m FKS versetzt. Von jeder
Mischung gab ich jeweils 100m auf die Zellen in den Eppendorfgeféien und inkubierte sie 1h
bei 4°C. AnschliefRend wurde nicht-gebundener Antikdrper durch dreimaliges Waschen mit
PBS entfernt. Die Zellen wurden dann mit 500m PBS in ein FACS-Rohrchen aufgenommen

und gemessen.
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1.7.3.5 Expressionsdnderung von ICAM-1 und HLA-I bel Osteosarkomzellen in Co-
Inkubation mit aktivierten Lymphozyten

An der Osteosarkomzellinien HOS und MG-63 wurde die Expression der
Oberflachenantigene ICAM-1 und HLA-1 nach Zugabe der Zytokine IL-12 und IL-18 und in
Koinkubation mit peripheren Blutlymphozyten bestimmt. Auf einer 6 Well-Platte (Fa.
Co§ero) wurden pro Vertiefung 3ml Medium vorgelegt und die Osteosarkomzellen zu 5x10*
Zellen pro Vertiefung eingesetzt. Die Gewinnung und Isolation der Lymphozyten ist unter
2.3.4 beschrieben worden. Sie konnten dann mit 2.5x10° Lymphozyten pro Vertiefung
eingesetzt werden, so dass sich ein Lymphozyten/Tumorzellverhdltnis von 5:1 ergab. Die
Zytokine I1L-12 (5mg/ml) und IL-18 (25my/ml) sind dann auf 30ng/ml eingestellt worden.

Zusdtzlich wurde ein monoklonaler Anti-human IFN-g-Antikorper mit 1miml eingesetzt.

Anschlief3end wurde fur 72h bei 37°C und 5% CO, Begasung inkubiert. Der Zellmonolayer
wurde dann mit PBS gewaschen, mit 1ml Trypsin/EDTA-LAsung pro Vertiefung suspendiert
und in Eppendorfgefélde pipettiert. Die Suspension wurde kurz anzentrifugiert, der
Trypsiniberstand abgenommen und mit 1ml PBS gepuffert. Danach trennte man die Proben
zu zwe gleichen Teilen, um die Isotyp-Kontrollproben zu erhalten. Danach erneute
Zentrifugation bei 1500U/min fir 5 min. und Abnahme des Uberstandes. Als Antikorper
verwendete ich die monoklonalen Maus Antikdrper HLA-DR (Nr.F-1902, Fa. SIGMA) und
ICAM-1 (Nr.F-7143, Fa. DAKO). Die genauen Bezeichnungen und eingesetzten
Konzentrationen sind oben aufgefuhrt. Es wurden jeweils 190 der Antikorper mit 740m
PBS und 20m FKS versetzt. Von jeder Mischung gab ich jewells 501 auf die Zellen in den
Eppendorfgefdl3en und inkubierte die Suspension 1h auf Eis. Anschlief3end wurde nicht-
gebundener Antikdrper durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. Die Zellen wurden

dann mit 500m PBS in ein FACS-Rohrchen aufgenommen und gemessen.

21



Antigen Antikor per

(human) Klon Endkonz. I sotyp Bezugsquelle K opplung
HLA-| W6/32 40ny/ml IgG2ak Maus | SIGMA® FITC
ICAM-1
(CD54) 6.585 20ny/mi lgG2ak Maus | DAKO FITC

Tab. 4 Eingesetzte Antikdrper zur durchflusszytometrischen Bestimmung der Oberflachenantigen-Expression

auf humanen Osteosarkomzellen.

1.7.3.6 Expressionsanderung von ICAM -1 bei Osteosar komzellen in Koinkubation mit

aktivierten Blutlymphozyten in direktem und indirektem Kontakt

An der Osteosarkomzellinien HOS und MG-63 wurde die Expressionsdnderung des
Oberflachenantigens ICAM-1 nach Zugabe der Zytokine IL-12 und IL-18 in Koinkubation
mit peripheren Blutlymphozyten bestimmt. Die Gewinnung und Isolation der Lymphozyten
ist weiter oben beschrieben worden. Die Lymphozyten hatten direkten Kontakt zu den
einem zweiten Versuchsteil

Tumorzellen. In wurden die Lymphozyten durch

Zelkultureinsdtze (£ 9mm mit 0.45nm Porengrof3e, Nr.3495, Fa Falcon) von den
Turmorzellen getrennt inkubiert. Auf einer 24 Well-Platte (Fa. Costero) wurde pro Vertiefung
1ml Medium vorgelegt und die Osteosarkomzellen zu 2x10° Zellen pro Vertiefung eingesetzt.
Die Lymphozyten konnten dann mit 1x10° Zellen pro Vertiefung eingesetzt werden, so dass
sich ein Lymphozyten/Tumorzellverhdtnis von 5:1 ergab. Die einzelnen Zellsuspensionen
sind mit den Zytokinen IL-12 (5ng/ml) und IL-18 (25ng/ml) dann auf je 30ng/ml eingestel It
worden. Zusétzlich wurde ein monoklonaler Anti-human IFN-g-Antikorper mit 1ndml
eingesetzt. Anschlief3end wurde fir 72h bei 37°C und 5% CO,-Begasung inkubiert. Nach

Entfernung der Zellkultureinsdtze, wurde der Zellmonolayer dann mit PBS gewaschen, der

Rickstand mit  1ml  Trypsin/EDTA-LOsung pro Vertiefung suspendiet und in

Eppendorfgefélde pipettiert. Die Suspension wurde kurz anzentrifugiert, der Trypsiniberstand

22



abgenommen und mit 1ml PBS gepuffert. Danach trennte man die Proben in zwei gleiche
Telle, um die Isotyp-Kontrollproben zu erhalten. Danach wurde erneut bei 1500U/min fur 5
min. zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Als Antikorper verwendete ich den
monoklonalen Maus Antikorper ICAM-1 (Nr.F-7143, Fa. DAKO) und als Isotypkontrolle den
Maus Antikorper 1gG2a,k (Nr.F-6522, Fa SIGMAO). Die genauen Bezeichnungen und
eingesetzten Konzentrationen sind in Tabelle 3 aufgefthrt. Es wurden jeweils 250m der
Antikorper mit 1000m PBS und 25m FKS versetzt. Von jeder Mischung gab ich jeweils 50m
auf die Zedlen in den Eppendorfgefdl3en und inkubierte die Suspension 1h auf Eis.
Anschlief?end wurde nicht-gebundener Antikorper durch dreimaliges Waschen mit PBS
entfernt. Die Zellen wurden dann mit 500m PBS in ein FACS-Rohrchen aufgenommen und

gemessen.
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Ergebnisse

1.8 Zytotoxizitatsbestimmung mit dem MTT-Assay nach Zytokinapplikation

Mit Hilfe des MTT-Assay ist die Zytotoxizitéat der verwendeten Zytokine in einer festgelegten
Konzentrationsreihe bestimmt worden. Hiermit sollte zum einen die Zytotoxizitédt der
Zytokine selbst und zum arderen die notwendige Ausgangskonzentration fir die
Zytokinapplikation ermittelt werden. Dargestellt wird die optische Dichte des
Zellkulturmediums, die dguivalent die Vitalitat der Osteosarkomzellen wiedergibt.

Eine Verénderung der Vitalitét bel den HOS Zellen unter TNF-a Einfluss bis 1000U/ml ist
nur gering (Vitalitétsabnahme 2.7%). IFN-g hingegen, zeigt eine signifikante Reduzierung der
vitalen Tumorzellen (Vitalitétsabnahme 17.1%, p<0.01, Abb. 3). Der Kurvenverlauf fir TNF-

a lasst keinen Abfal erkennen, bei 250U/ml IFN-g hingegen wird ein deutlicher Abfall

erkennbar.
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Abb. 3 Vitalitdt von HOS Zellen 60min nach TNF-a und IFN-g Gabe in einer festgel egten Konzentrationsreihe.
Dargestellt wird die optische Dichte des Zellkulturmediums + SA. Die Dichte gibt quivalent die Vitalitét der
Osteosarkomzellen wieder.
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Die direkte Wirkung der Zytokine IL-12 und IL-18 in einer Konzentration von 50 ng/ml zeigt
keine nennenswerte Verdnderung der Zellvitalitdt. Bel einer Zytokinkonzentration von

200ng/ml ist die Menge der vitalen Tumorzellen am gréf3ten.
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00 ng/ml O50 ng/m| W200 ng/ml |

Abb. 4 Vitaitéd von HOS Zellen 60min nach IL-12 und IL-18 Applikation bei Ong/ml (Kontrolle), 50ng/ml und

200ng/ml 1L-12 bzw. 1L-18. Dargestellt wird die optische Dichte des Zellkulturmediums + SA. Die Dichte gibt
aquivalent die Vitalitét der Osteosarkomzellen wieder.

Sowohl die Applikation von 1000U/ml TNF-a as auch von 1000U/ml IFN-g bei MG-63
Zéellen fuhrt zu ener signifikanten Abnahme der Zdlvitalitét (1000U/ml TNF-a vers.
Kontrolle, p<0.05; 1000U/ml IFN-g vers. Kontrolle, p<0.01). Die Vitalitdtsabnahme lag unter
TNF-a Einfluss bei 16.6%. Sehr sensibel reagierten die Tumorzellen auf IFN-g mit 35.5%
Vitaditdtsabnahme. Die Vitalitdt nimmt unter Konzentrationszunahme von TNF-a
kontinuierlich ab. Bei Steigerung der IFN-g Konzentration nimmt die Vitalitét deutlich bei

250U/ml ab (Abb. 5).
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Abb. 5 Vitditst von MG63 Zellen 60min nach TNF-a und

IFN-g Gabe in ener festgelegten

Konzentrationsreihe. Dargestellt wird die optische Dichte des Zellkulturmediums = SA. Die Dichte gibt

aquivalent die Vitalitét der Osteosarkomzellen wieder.

Auch bel den MG-63 Zellen ergab die direkte Zugabe der Zytokine IL-12 und IL-18 eine

geringe Steigerung der Vitalitdt nach Erhdhung der Interleukinkonzentration (Abb. 6).
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Abb. 6 Vitalitédt von MG 63 Zellen 60min nach I1L-12 und IL-18 Applikation bei Ong/ml (Kontrolle), 50ng/mi

und 200ng/ml IL-12 bzw. IL-18. Dargestellt wird die optische Dichte des Zellkulturmediums + SA. Die Dichte
gibt &quivalent die Vitalitat der Osteosarkomzellen wieder.
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In diesem Versuchsabschnitt konnte der zytotoxische Effekt von IFN-g an humanen
Osteosarkomzellen gezeigt werden. Die Sensibilitdt der Osteosarkomzellen ist gegentiber
IFN-g Applikation wesentlich héher as unter TNF-a Applikation. Basierend auf dieser

Grundlage nimmt 1FN-g eine zentrale Rolle fir die folgenden Versuchsabschnitte ein.

1.9 Nachweisder |IDO-Induktion

1.9.1 [IDO-Induktion durch IFN-g, TNF-a, IL-12und IL-18

Zunéchst wurde die relative IDO Aktivitéat der Osteosarkomzellen HOS und MG-63 in einer
Konzentrationsreihe mit den Zytokinen TNF-a und IFN-g bestimmt. Hierbel zeigten die
Zéllinien in einer Konzentrationsreihe mit IFN-g eine Erhdhung der relativen IDO Aktivitét,
durch TNF-a konnte die relative IDO Aktivitét fur die Zellinien nicht gesteigert werden.
Durch IFN-g konnte bei den HOS Zellen ab einer Konzentration von 125U/ml und bei den
MG-63 Zellen ab einer Konzentration von 62U/ml ein deutlicher Anstieg der IDO Aktivitét
festgestellt werden. Bei TNF-a dagegen ergab selbst eine Konzentrationssteigerung bis
1000U/ml keine IDO Induktion.

Bel der untersuchten Zellinie HOS besteht zwischen der IFN-g Konzentration und der
relativen IDO Aktvitét eine hohe signifikante Korrelation (r=0.969, p<0.01). Bei der Zellinie
MG-63 besteht zwischen steigender |FN-g Konzentration und relativer IDO Aktivitét nur eine
mittlere nicht signifikante Korrelation (r=0.672). Zwischen der steigenden TNF-a
Konzentration und der relativen IDO Aktivitédt besteht bei den HOS Zellen (r=-0.808) und bei
den MG-63 Zdllen (r=0.01) jedoch keine Korrelation.

Die Zytokine IL-12 und IL-18 wurden der HOS Zellinie exogen in einer Konzentrationsreihe

von Ong/ml (Kontrolle), 50ng/ml und 200ng/ml zugefihrt. Durch die Zytokine I1L-12 und IL-
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18 konnte keine nennenswerte Induktion der IDO gezeigt werden (Abb. 8). Fir die Z€llinie
MG-63 zeigt sich eine sehr signifikante Steigerung gegentiber der Kontrollreihe mit 200ng/m

IL-12 (p<0.01) und 200ng/ml 1L-18 (p<0.01),(Abb. 10).
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Abb. 7 Induktion der IDO Aktivitdt in HOS Zellen durch exogene Zytokine (IFN-g und TNF-a) in einer
Konzentrationsreihe. Der Anstieg der Kurve unter IFN-g Gabe beginnt bei 250U/ml. Ab dieser Konzentration

wird eine deutliche IDO Induktion nachweisbar. TNF-a dagegen weist im Kurvenverlauf keinen Anstieg auf.
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Abb. 8 Induktion der IDO Aktivitét in HOS Zellen durch exogene Zytokine (IL-12 und IL-18). Bei einer
Interleukinkonzentration von 200ng/ml kommt es fur IL-12 und 1L-18 zu einer geringen Steigerung der IDO
Induktion. Diese betrégt fir 1L-12 2.6% und fur 1L-18 0.5%.
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Abb. 9 Induktion der IDO Aktivitat in MG-63 Zellen durch exogene Zytokine. Die IDO Induktion l&sst sich mit

IFN-g ab einer Konzentration von 250 U/ml steigern. TNF-a hat in der Konzentrationsreihe keinen Einfluss auf
die IDO Induktion.

0,25 7
£
T 3 0,201

0,15 H
<9
=g -
£ o 0,10
£ 8 0,05
Z

0,00 .

IL-12 IL-18
Konzentration (ng/ml)
00 ng/ml 050 ng/ml M200 ng/ml |

Abb. 10 Induktion der IDO Aktivitdt in MG-63 Zellen durch exogene Zytokine. Mit einer IL-12 Konzentration
von 200ng/ml kann die IDO Aktivitdt um 21.3 % signifikant (p<0.01) gesteigert werden, mit einer IL-18
Konzentration von 200ng/ml um 9.9 % (p<0.01). Bei einer Interleukinkonzentration von 200ng/ml wird durch
I L-12 gegenuiber IL-18 eine hohere IDO Induktion von 5.3 % erreicht.

Durch die direkte Zugabe von I1L-12 und IL-18 konnte fur die Zellinie MG-63 eine Steigerung

der IDO Induktion ohne Koinkubation mit Lymphozyten erreicht werden. So konnte die IDO

Induktion ohne die exogene Wirkung von IFN-g erfolgen.
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1.9.2 Induktion der IDO nach Inkubation mit zytokinaktivierten Lymphozyten

In Koinkubation wurden humane periphere Blutlymphozyten mit Osteosarkomzellen der
Zelinien HOS und MG-63 inkubiert. Unter Zusatz von IL-12 und IL-18 mit ener
Endkonzentration von jewells 100ng/ml kam es zur Aktivierung der Lymphozyten. Die
Kontrollreihe bestand aus unbehandelten Tumorzllen. So konnte die IDO Aktivitét jeweils
im Vergleich zur Kontrollreihe errechnet und angegeben werden.

Um zu prifen, ob sich das Enzym IDO auch in humanen peripheren Blutlymphozyten
induzieren l&sst, wurde unter gleichen Versuchsbedingungen, einer Testreihe mit den
verwendeten Lymphozyten, die selben Zytokinkonzentrationen und Kombinationen
zugefihrt.

Die Inkubation der HOS Zellen mit zytokinaktivierten Lymphozyten zeigt eine Erhéhung der
IDO Aktivitét. Lymphozyten die mit IL-12 und IL-18 alein aktiviert wurden zeigen eine
geringe IDO Aktivitétserhdhung. Durch IL-12 (m=175 + 0.007) wurde eine Erhthung der
IDO-Aktivitat um 2.9% und fir IL-18 (m=176 + 0.01) eine Erhthung um 3.5% erreicht. Die
kombinierte Aktivierung der Lymphozyten mit IL-12 und IL-18 (m=440 + 0.058, p<0.001),
kann die IDO Aktivitét im Vergleich zur Kontrollrethe (m=170 + 0.005) sehr signifikant um
61.4 % steigern (Abb. 7). Im Vergleich zu den Einzelapplikationen mit 1L-12 (60.3%,
p<0.001) und IL-18 (60%, p<0.001) kann durch die Kombination von IL-12 und IL-18

ebenfals eine hdchst signifikante Steigerung erreicht werden (Abb. 11).
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Abb. 11 Induktion der IDO Aktivitét in HOS Zellen durch zytokinaktivierte Lymphozyten. Die Stimulierung
erfolgte mit B. 100ng/ml 1L-12 und C. 100ng/ml 1L-18 und deren Kombination D. Als Kontrolle A. dienten
nicht-stimulierte HOS Zellen. ***p<0.001 vers. A. (Kontrolle HOS Zellen).

Die Induktion bzw. die IDO Aktivitét |&sst sich auch an der MG-63 Zellinie bestimmen. Man
kann auch hier eine Zunahme der IDO Aktivitét durch die Kombination von IL-12 und IL-18
erkennen. Die Aktivierung der Lymphozyten mit IL-12 und IL-18 getrennt ergeben fur IL-12
(m=135 £ 0.002, p<0.01) eine signifikante IDO Aktivitétserhohung um 8.1% und fur 1L-18
eine Erhdhung um 2.4% (m=127 £ 0.014) im Vergleich zur Kontrollreithe (m=124 + 0.008).
Bel der Kombination von IL-12 und IL-18 (m=162 + 0.019, p<0.01), ergibt sich eine sehr
signifikante Aktivitatserhohung von 23.5% im Vergleich zur Kontrollreihe (m=124 + 0.008).

Gegenlber den Einzelgaben von IL-12 und IL-18 konnte wiederum mit dieser
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Interleukinkombination eine signifikante (IL-12+1L-18 vers. 1L-12: 16.7%, p<0.01 und IL-

12+IL-18 vers. 1L-18: 21.6%, p<0.01) Erhéhung der IDO Aktivitét erreicht werden (Abb. 12).
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Abb. 12 Induktion der IDO Aktivitét in MG-63 Zellen durch zytokinaktivierte Lymphozyten. Die Stimulierung
erfolgte mit B. 100ng/ml 1L-12 und C. 100ng/ml 1L-18 und deren Kombination D. Als Kontrolle A. dienten
nicht-stimulierte MG 63 Zellen. **p<0.01 vers. A. (Kontrolle MG-63 Zellen).
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1.9.3 Induktion der IDO in humanen Blutlymphozyten
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Abb. 13 Induktion der IDO Aktivitét in peripheren Lymphozyten mit je B. 100ng/ml 1L-12, C. 100ng/ml IL-18
und deren Kombination D. ***p<0.001 vers. A (Kontrolle Lymphozyten).

Auch in den verwendeten Lymphozyten konnte eine Induktion des Enzyms IDO tellweise
nachgewiesen werden. Durch IL-12 (m=174 + 0.019) konnte keine IDO Aktivitatserhéhung
erreicht werden. Die IL-18 Stimulation (m=185 + 0.005) ergab eine Steigerung um 5.9% und
die Kombination von IL-12 und IL-18 (m=220 + 0.004) eine héchst signifikante Steigerung
um 20.9% (p<0.001) im Vergleich zur Kontrolle (m=174 + 0.013).

Das Ausmald der IDO Aktivitdtserhohung der Lymphozyten im Vergleich zur IDO

Aktivitétserhohung der Osteosarkomzellen HOS und MG-63 ist fir IL-12 und der
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Kombination von IL-12 und IL-18 geringer. Die aleinige Stimulation mit IL-18, ergab jedoch
eine hohere IDO Aktivitdt an den Lymphozyten als an den Osteosarkomzellen. Somit konnte
nachgewiesen werden, dass die Beeinflussung des Tryptophanstoffwechsels, im wesentlichen
durch die Kombination mit IL-12 und IL-18 an den Osteosarkomzellen stattfand. Der
Vergleich der Kombination von IL-12 und IL-18 mit den Einzelapplikationen dieser
Interleukine ergibt eine signifikante Steigerung der IDO Aktivitédt (IL-12+IL-18 vers. IL-12

20.9%, p<0.01 und IL-12+IL-18 vers. IL-18 15.9%, p<0.001).

IL-12 2.9% 8.1% 0%
IL-18 3.4% 2.4% 5.9%
IL-12+IL-18 |61.4% 23.5% 20.9%

Tab. 5 Dargestellt werden die IDO Aktivitaten der Zellinien HOS, M G-63 und die peripher Blutlymphozyten.
Die einzelnen Werte stellen die prozentuale Erhéhung der IDO Aktivitét durch IL-12 und IL-18 im Vergleich
zur Kontrollgruppe (unbehandelte Zellen) dar.

1.9.4 Induktion der IDO durch Lymphozytenkultur tiber stand

Frisch isolierte humane periphere Blutlymphozyten wurden zusammen mit den Zytokinen IL-
12 und IL-18 inkubiert. Nach Zentrifugation wurde der entstandene Uberstand den
Osteosarkomzellkulturen zugefthrt um die Induktion der IDO enzuleiten. Zusétzlich wurde
wahrend der Inkubation ein IFN-g Antikorper eingesetzt um den gesamten IFN-g Anteil aus
dem Medium abzufangen. Anschlief3end konnte die IDO Aktivitdt der Osteosarkomzellen
bestimmt werden. Verglichen werden die Mittelwerte der unbehandelten Kontrollreihe mit

den Mittelwerten der einzelnen Untersuchungsreihen.



Der Uberstand mit IL-12 alein, konnte die IDO Aktivitét bei den HOS und MG-63 Zellen
erhdhen. Es konnte eine signifikante IDO-Aktivitétserhéhung bel den HOS Zellen (p<0.001)
und bei den MG-63 Zellen (p<0.05) im Vergleich zur Kontrolle gemessen werden.

Der Uberstand mit IL-18 allein, zeigte ebenfalls eine signifikante Erhthung der IDO Aktivitét
der HOS Zéllen (p<0.01) Zelen und der MG-63 Zellen (p<0.05). Bei beiden Zellinien kann
durch IL-12 gegenuber IL-18 eine hohere IDO Aktivitdt erreicht werden. Mit der
Kombination von IL-12 und IL-18 konnte ebenfalls die IDO Aktivitét bei den HOS Zellen
(p<0.05) und den MG-63 Z€llen (p<0.05) gesteigert werden.

Mit Hilfe des IFN-g Antikorpers wurde freies IFN-g im Zellmedium gebunden und bewiesen,
dass IFN-g fur die IDO Induktion von wesentlicher Bedeutung ist. Die Untersuchungsreihen
mit der Kombination aus IL-12 und IL-18, zeigten nach IFN-g Blockierung eine Reduktion
der IDO Aktivitdt. Eine signifikante IFN-g Blockierung konnte fir MG-63 (p<0.05)
nachgewiesen werden. Nach [FN-g Blockierung ergibt sich fur die HOS Zellen und fur die
MG-63 Zellen eine IFN-g unabhangige Restaktivitédt der IDO innerhalb der Probe mit der
Kombination von IL-12 und IL-18. Die Restaktivitat der IDO nach IFN-g Blockierung betragt
fur die HOS Zellen 10.6% und fur die MG-63 Zellen 24.8%.

Da die Erhdhung der IDO Induktion nicht vollstandig geblockt werden konnte, muss ein
seperater Mechanismus vorhanden sein der eine IFN-g unabhéngige IDO Induktion

verursacht.
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Abb. 14 Induktion des Enzyms IDO durch lymphozytenkonditioniertes Medium. Die Osteosarkomzellen wurden
mit dem Uberstand von Lymphozyten inkubiert die zuvor mit 100ng/ml 1L-12 und 100ng/ml IL-18 und deren

Kombination aktiviert worden sind. Als Kontrolle (V) dienten unbehandelte Osteosarkomzellen. (s)=supernatant
*p<0.05, **p<0.01 und ***p<0.001 vers. Kontrolle.

1.10 Nachweisund Induktion der HLA-I und ICAM -1 Expression

1.10.1 Expressionsanderung von ICAM-1 durch IFN-gund TNFa

Es konnte bereits gezeigt werden das die Zytokine TNF-a und IFN-g einen Einfluss auf den
Stoffwechsel von humanen Osteosarkomzellen haben. In diesem Ergebnisteil wird mittels
durchflusszytometrischer Messung die Expressionsdnderung des Oberflachenmolekiils
ICAM-1 an HOS Zelen bestimmt. Die exogene Zugabe von TNF-a zur
Osteosarkomzel lkultur konnte die Expression des Oberflachenmolekils ICAM-1 verstarken.
Be ener TNF-a Konzentration von 50U/ml (M=4.83), konnte gegeniber der Kontrolle
(M=2.11) eine Steigerung von 56.3%, bei 500U/ml (M=16.89) eine Steigerung von 87.5% im
Vergleich zur Kontrolle gemessen werden (Abb. 15).

Auch die exogene Applikation von IFN-g konnte unter Konzentrationserhthung eine

Steigerung der ICAM-1 Expression bewirken. 10U/ml IFN-g (M=5.95) bewirkten eine
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Steigerung um 64.5%, 100U/ml IFN-g (M=11.96) eine Steigerung um 82.4% und 1000U/m

IFN-g (M=17.73) eine Steigerung um 88% im Vergleich zur Kontrolle (M=2.11, Abb. 16).
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Abb. 15 Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messung des Oberflachenmolekils ICAM-1 auf HOS Zellen
nach exogener TNF-a Inkubation. Die Abbildung zeigt die Gegeniberstellung der FACS-Signale durch
graphische Uberlagerung der Histogramme. |:| unspezifischer Kontrollantikorper, ICAM-1 Expression auf
HOS Zellen, [l ICAM-1 Expression auf HOS Zellen nach 50U/ml TNF-a, [JJ ICAM-1 Expression auf HOS

Zé€llen nach 500U/ml TNF-a.
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Abb. 16 Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messung des Antigens ICAM-1 auf HOS Zellen nach
exogener IFN-g Inkubation. Die Abbildung zeigt die Gegenuberstellung der FACS-Signale durch graphische
Uberlagerung der Histogramme. |:| unspezifischer Kontrollantikdrper, ICAM-1 Expression auf HOS Zéellen,

ICAM-1 Expression auf HOS Zellen nach 10U/ml IFN-g, . ICAM-1 Expression auf HOS Zellen nach
100U/ml IFN-g, . ICAM-1 Expression auf HOS Zellen nach 1000U/ml IFN-g
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1.10.2 Expressionsanderung von ICAM-1 und HLA-I durch IL-12 und IL-18

In diesem Versuchsteil wurden den HOS Zellen IL-12 und IL-18 einzeln und in Kombination
in ener Konzentration von 30ng/ml exogen zugefuhrt. Die Expression der
Oberflachenantigene ICAM-1 und HLA-1 wurde dann durchflusszytometrisch fir die Z€ellinie
HOS gemessen werden.

Die exogen zugefuhrten Interleukine-12 und -18 bewirkten keine wesentliche Veranderung im
Expressionsmuster der Oberflachenmolekile ICAM-1 und HLA-1 (Abb. 17 und Abb. 18).
Weder die Einzelapplikation noch die kombinierte Stimulation mit 1L-12 und IL-18 ergab
eine Expressionssteigerung. So zeigten die HOS Zellen fur die ICAM-1 und HLA-I
Expression folgende gemittelte Medianwerte der Fluoreszenz (Tab. 6).

Ein @nliches Verhalten wies die Zellinie MG-63 auf, deren Abbildungen jedoch nicht gezeigt

werden.

Kontrolle 21.74+ 45 151.10 + 98.8
IL-12 21.84+2.04 137.56 + 67.38
IL-18 22.81+ 544 132.36 £ 67.97
IL-12+I1L-18 2152+ 3.34 154.47 + 66.98

Tab. 6 Dargestellt sind die Mittelerte der Medianwerte nach durchflusszytometrischer Messung der
Flureszenzintensitdt und Stimulation durch IL-12 und IL-18 von ICAM-1 bei HOS Zellen. Die Mittelwerte der

Medianwerte werden + SA angegeben.
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Abb. 17 Expressionsdnderung von ICAM-1 bei HOS Zellen durch exogene Applikation von B. 30ng/ml 1L-12,

C. 30ng/ml IL-18 und deren D. Kombination + SA.
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Abb. 18 Expressionsanderung von HLA -I bei HOS Zellen durch exogene Applikation von B. 30ng/ml 1L-12, C.

30ng/ml IL-18 und deren D. Kombination £ SA.
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1.10.3 Expressionsanderung von ICAM -1 und HL A-1 nach Koinkubation mit IL-12

und 1L-18 aktivierten Lymphozyten

Die ICAM-1 Expression konnte durch die Kombination von IL-12 und IL-18 bei den HOS
Zéellen gesteigert werden.

Dabel konnte an den HOS Zelen eine Erhéhung um 74.4% (p<0.01) im Vergleich zur
Kontrolle gemessen werden. Fur diese Zellinie ergab die alleinige Koinkubation mit [L-12
aktivierten Lymphozyten ebenfalls eine Expressionssteigerung um 71.3% (p<0.001). So
konnte durch die Kombination von IL-12 und IL-18 eine nochmalige Erhdhung der ICAM-1
Expression nachgewiesen werden.

Fir HLA-1 konnte ebenfalls eine Verdnderung des Expressionsmusters nachgewiesen
werden. Durch die Lymphozytenaktivierung mit 30 ng/ml 1L-12 kann die HLA-I Expression
um 14.1 % im Vergleich zur Kontrollreihe gesteigert werden. Durch die Kombination mit
30ng/ml IL-18 ergibt sich eine Steigerung um 27.6 %.

Sowohl fur die ICAM-1 als auch fur die HLA-I Induktion konnte durch Stimulation mit 1L-18
alein keine Erhdhung der Expression gegentiber der Kontrollreithe nachgewiesen werden.

Freies IFN-g konnte durch einen Antikorper geblockt werden.
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Abb. 19 Expressionsanderung von ICAM-I bei HOS Zellen durch zytokinaktivierte Lymphozyten nach exogener

Applikation von B. 30ng/ml IL-12, C. 30ng/ml IL-18 und deren D. Kombination £ SA. A. Kontrolle. E. Anti-

IFN-g Block. **p<0.01 und ***p<0.001 vers. Kontrolle. IFN-gamma Block vers. IL12+IL 18 **p<0.01).
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Abb. 20 Expressionsanderung von HLA -I bei HOS Zellen durch zytokinaktivierte Lymphozyten nach exogener
Applikation von B. 30ng/ml IL-12, C. 30ng/ml IL-18 und deren D. Kombination £ SA. A. Kontrolle. E. Anti-
IFN-g Block.



KontrolleL 4232+ 1.77 346.06 + 188.29
IL-12 147.65 + 8.38 403.11 + 83.99
IL-18 40.15+ 1.29 311.39+ 97.39
IL-12+IL-18 165.38 + 27.96 478.04 + 120.14
IL-12+IL -18+Anti-IFN-g AK 58.20 + 27.91 303.63 + 159.95

Tab. 7 Medianwerttabelle der Oberflachenmolekildnderung von ICAM-1 und HLA -1 durch Koinkubation von
HOS Zellen und zytokinaktivierten Lymphozyten. Darstellung der Medianwerte als Mittelwerte + SA (n=3).

Fur die Zellinie MG-63 konnte ebenfalls durch IL-12 eine ICAM-1 Steigerung um 16.5%
und durch die Interleukinkombination von IL-12 und IL-18 eine Steigerung um 38.7%
gemessen werden (Abb. 21).

Auch die HLA-1 Expression konnte durch IL-12 und IL-18 mit 71.7% wesentlich gegentiber
der Kontrolle gesteigert werden (Abb. 22).

Die Zdlinie MG-63 weist nach Blockierung von IFN-g eine signifikante ICAM-1
Restexpression von 23% (p<0.05) im Vergleich zur Kontrolle auf. Somit konnte fur die
humane Osteosarkomzellinie MG-63 eine IFN-g unabhangige ICAM-1 Expression ermittelt

werden.
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Abb. 21 Expressionsanderung von ICAM-1 bei MG 63 Zellen durch zytokinaktivierte Lymphozyten nach

exogener Applikation von B. 30ng/ml IL-12, C. 30ng/ml IL-18 und deren D. Kombination = SA. A. Kontrolle.

E. Anti-IFN-gBlock **p<0.01 vers. D.
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Abb. 22 Expressionsdnderung von HLA-I bei MG-63 Zellen durch zytokinaktivierte Lymphozyten nach

exogener Applikation von B. 30ng/ml IL-12, C. 30ng/ml IL-18 und deren D. Kombination + SA. A. Kontrolle.

E. Anti-IFN-gBlock * p<0.05 vers. D.
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ICAM-1 HLA-I
KontrolleL 40.08 £ 0.46 182.34 +1.61
IL-12 48.00 + 7.58 479.92 + 119.91
IL-18 41.11 + 12.58 345.64 + 126.52
IL-12+IL-18 65.42 + 10.79 645.05 + 130.15
IL-12+IL-18+Anti-IFN-g AK |  52.02 (*p<0.05) + 0.71 437.86 + 49.90

Tab. 8 Medianwerttabelle der Oberflachenantigenanderung von ICAM-1 und HLA -1 durch Koinkubation von
MG-63 Zellen mit zytokinaktivierten Lymphozyten (T-Test). Es werden die Mittelwerte derMedianwerte der
Kontrollgruppe (unbehandelte Osteosarkomzellen) gegen die Medianwerte der jeweiligen Probe verglichen
(n=3).

1.10.4 Expressionsanderungvon ICAM -1 und HLA-I durch direkten und indirekten
Lymphozytenkontakt

1. Direkt und Indirekt induzierte ICAM -1 Expression bei HOS Zellen

Humane Osteosarkomzellen der Zellinie HOS und MG-63 wurden mit nicht-aktivierten und
zytokinaktivierten Lymphozyten koinkubiert. Eine Probe unbehandelter humaner
Osteosarkomzellen diente als Kontrolle. Um heraus zu finden ob der direkte Zellkontakt
zwischen Lymphozyten und Osteosarkomzellen einen Einfluss auf das Expressionsmuster
von ICAM-1 hat, wurde ein Zellkultureinsatz verwendet. Die Proben mit nicht-aktivierten
Lymphozyten zeigen bei Verwendung des Zellkultureinsatzes eine Expressionsabnahme von
ICAM-1 (M=133.97 + 5.59) gegentiber der Probe ohne Verwendung des Zellkultureinsatzes
(M=263.8 = 3.65, p<0.001). Nach Co-Inkubation mit zytokinaktivierten Lymphozyten
bewirkt der Zellkultureinsatz ebenfalls eine Verringerung der ICAM-1 Expression fir I1L-12
von 56.6 % (p<0.001), fur IL-18 von 28 % und fur die Kombination von IL-12 und IL-18 von

139 % (p<0.05) (Abb. 23, Tab. 9). Es bestdtigt sich ohne Verwendung des
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Zelkultureinsatzes eine signifikant erhdhte ICAM-1 Expression durch I1L-12 (M=305.65 *
4.67, p<0.001) und eine nochmalige signifikante Expressionssteigerung durch die
Kombination von IL-12 und IL-18 (M=334.07 + 23.8 p<0.001) gegeniber der Probe mit
nicht-aktivierten Lymphozyten. Gegenliber der Probe mit den nicht-aktivierten Lymphozyten
mit Zellkultureinsatz kann durch I1L-18 (M=153.63 + 32.56, p<0.05) die ICAM-1 Expression
un 12.8% gesteigert werden. Durch die Kombination von IL-12 und IL-18 mit
Zdelkultureinsatz (M=287.78 + 9.43) kann diese Expressionserhhung von ICAM-1
gegentiber der Probe um 53.4% (p<0.001) signifikant gesteigert werden (Abb. 23).

Nach Blockierung von IFN-g, konnte gegentiber der Probe (Kombination von IL-12 und IL-
18) mit Zdlkultureinsatz eine 1FN-g unabhangige ICAM-1 Expression von 42.9% (p<0.001)
und gegeniiber der Probe ohne Zellkultureinsatz von 37% (p<0.01) erreicht werden.

Der Vergleich zwischen der Kombination von IL-12 und IL-18 nach IFN-g Blockierung und
der Kontrolle (unbehandelte Osteosarkomzellen) ergab eine signifikante [ICAM-1
Restexpression von 45.3% (p<0.05). Fur die HOS Zellen kann so ein IFN-g unabhangiger

Mechanismus fir die ICAM-1 Expression angenommen werden.
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Abb. 23 ICAM 1 Expression bei HOS Zellen nach Kokultivierung mit zytokinaktivierten (D-l) und nicht-

aktivierten (B, C) Lymphozyten mit (#) und ohne Zellkontakt. K zeigt den IFN-g Block gegen die Kombination
von IL-12 und IL-18. *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 vers. A (Kontroll Gruppe). #***p<0.001 und

#*p<0.05 vers. die gleiche Gruppe ohne Zellkultureinsatz. K verglichen mit C zeigt den vollstandigen Block von

IFN-g. Die Daten werden als Mittelwert + SE der Fluoreszenz Intensitdten dargestellt. (# Inkubation mit
Zellkultureinsatz)
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ICAM -1 Abnahme (%)

L+IL-12-> L+IL-12 # 56.6
L+IL-18->L+IL-18 # 28
L+IL-12+IL-18 -> L+IL-12+IL-18 # 13.9

Tab. 9 Verringerung der ICAM-1 Expression durch Verwendung eines Zellkultureinsazes bei HOS Zellen nach
Inkubation mit zytokinaktivierten Lymphozyten. Die Aktivierung der Lymphozyten erfolgte mit 100ng/ml IL-
12, 100ng/ml IL-18 und deren Kombination. (#) Zellkultureinsatz, (L) Lymphozyten.

2. Direkt und Indirekt induzierte ICAM -1 Expression bei M G-63 Zellen

Wie bel den HOS Zellen zeigten die Proben mit nicht-aktivierten Lymphozyten bei MG-63
Zellen mit Zellkultureinsatz eine Expressionsabnahme von ICAM-1 (M=109.87 + 3.95)
gegenuber der Probe ohne Zellkultureinsatz (M=271.9 £ 11.13, p<0.001). Nach Koinkubation
mit IL-12 lasst sich fur die Probe mit Zellkultureinsatz ebenfalls eine Verringerung der
ICAM-1 Expression von 39.6%, fur I1L-18 von 8.5% und fir die Kombination von IL-12 und
IL-18 von 20.0% nachweisen (Abb. 24, Tab. 10).

Ohne Verwendung des Zellkultureinsatzes konnte fur IL-12 (M=279.59 + 67.0) eine
Steigerung der ICAM-1 Expression von 2.6% und eine nochmalige Steigerung durch die
Kombination von IL-12 und IL-18 (M=310.49 + 86.26) von 12.4% gegenlber der Probe mit
nicht-aktivierten Lymphozyten gemessen werden. Nach Verwendung des Zellkultureinsatzes
konnte gegentiber der Probe mit nicht-aktivierten Lymphozyten die ICAM-1 Expression
durch IL-12 (M=168.88 + 15.32) um 34.9% (p<0.01), durch IL-18 (M=167.46) um 34.4%
(p<0.01) und durch die Kombination beider Interleukine (248.46 + 42.04) um 55.8% (p<0.01)

gesteigert werden (Abb. 24).
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Nach IFN-g Blockierung konnte gegeniber der Probe (Kombination IL-12/1L-18) mit
Zelkultureinsatz eine ICAM-1 Expression von 37.9% und gegentber der Probe ohne
Zéellkultureinsatz von 50.3% erreicht werden.

Der Vergleich zwischen der Kombination von IL-12 und IL-18 nach IFN-g Blockierung und
der Kontrolle (unbehandelte Osteosarkomzellen) ergab eine signifikante [ICAM-1
Restexpression von 80.9% (p<0.01). Fir die MG-63 Zellen kann so ebenfalls ein IFN-g
unabhangiger Mechanismus fur die ICAM-1 Expression angenommen werden.

In diesem Versuchsabschnitt konnte gezeigt werden, dass die Trennung der Tumorzellen von
Lymphozyten insgesamt eine verminderte ICAM-1 Expression nach sich zieht. An beiden
Zellinien konnte durch IL-12 sowohl mit als auch ohne Zellkultureinsatz, gegentiber den
nicht-aktivierten Lymphozyten, eine ICAM-1 Steigerung erreicht werden. Durch IL-18
hingegen konnte keine wesentliche Verénderung der ICAM-1 Expression nachgewiesen
werden. Aber die Kombination beider Interleukine bewirkte eine nochmalige
Expressionserh6hung. Weiterhin konnte auch hier gezeigt werden, dass fur beide Zellinien ein

| FN-g unabhangiger Weg fur die ICAM-1 Expression existieren muss.
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Abb. 24 ICAM 1 Expression bei MG-63 Zellen nach Kokultivierung mit zytokinaktivierten (D-1) und nicht-

aktivierten (B, C) Lymphozyten mit (#) und ohne Zellkontakt. K zeigt den IFN-g Block gegen die Kombination
von IL-12 und IL-18. **p<0.01 and ***p<0.001 vers. A (Kontroll Gruppe). #**p<0.01 und #* p<0.05 vers. Die

gleiche Gruppe ohne Zellkultureinsatz. K verglichen mit C zeigt den vollstandigen Block von IFN-g Die Daten
sind dargestellt als Mittelwerte + SE der Flureszenzintensitét (# Inkubation mit Zellkultureinsatz).
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L+IL-12-> L+IL-12 # 39.6
L+IL-18->L+IL-18 # 8.5
L+IL-12+IL-18 -> L+IL-12+IL-18 # 20.0

Tab. 10 Verringerung der ICAM-1 Expression durch Verwendung eines Zellkultureinsatzes bei HOS Zellen
nach Inkubation mit zytokinaktivieten Lymphozyten. Die Aktivierung der Lymphozyten erfolgte mit 100ng/ml
IL-12, 100ng/ml 1L-18 und deren Kombination. (#) Zellkultureinsatz, (L) Lymphozyten.



Diskussion

1.11 MTT-Assay — Zytotoxizitatsnachweis bei humanen Osteosar komzellen

IFN-g besitzt eine Zytotoxizitédt die im direkten Zellkontakt bei den Zellinien HOS und MG-
63 einen Viatalitétsverlust bewirkt. Fir TNF-a konnte keine wesentliche Vitalitétsabnahme
der Tumorzellen nachgewiesen werden. In Bezug auf die Osteosarkomzellinien verfugen IL-
12 und IL-18 nur Uber eine geringe Zytotoxizitét, die die Vitdita& der Zellen kaum
beeinflusst.

Mit dem MTT-Assay besteht die Mdglichkeit mit einem einfachen Verfahren eine sichere
Aussage Uber die Vitalitét von Osteosarkomzellen zu erhaten [56-58]. Auf Grund der
gezeigten Ergebnisse wird deutlich, dass IFN-g Uber eine Zytotoxizitét gegenuber
Osteosarkomzellen verfigt, die die Vitalitét der Tumorzellen wesentlich beeinflusst. So kann
bestétigt werden, dass IFN-g eine wichtige Komponente des Immunsystems bel der
Beeinflussung des  Tumorzellwachstums  einnimmt [28,59]. Durch die
Zytotoxitatsbestimmung kann vermutet werden, dass IFN-g eine Schliisselposition bei der
Immunantwort auf Osteosarkomzellen einnimmt. Fir TNF-a wurde ebenfals in
verschiedenen Versuchsmodellen eine Anti- Tumorwirkung nachgewiesen [34]. Mariani et al.
zeigten das die Antitumorwirkung von TNF-a auf Osteosarkomzellen im wesentlichen von
der Expression bestimmter Oberfléchennatigene abhangig ist [60]. Desweiteren ist bekannt,
das TNF-a die Knochenresorption und die Osteoblastenproliferation stimuliert [61].

Auf Grund der neueren Erkenntnisse Uber die synergistische Wirkungsweise von [L-12 und
IL-18 wurde die Antitumorwirkung auf die verwendeten Osteosarkomzellen tbertragen. Die
Grundlage fiir diese Uberlegung bildeten die 1998 und 1999 veroffentlichten Ergebnisse tiber

synergistische Wirkungsweisen von IL-12 und IL-18 [23,62-64]. Caughlin et a. konnten im
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Tiermodell nachweisen, dass IL-12 und IL-18 bei der Behandlung des Mammakarzinoms,
einen IFN-g vermittelten Antitumor Effekt aufweisen [24].

An den Osteosarkomzellinien kam es durch IL-12 und IL-18 zu keiner Verringerung der
Tumorzellvitalitét. Es muss angenommen werden das weitere Botenstoffe zur Entfaltung der
Antitumorwirkung notwendig sind. Welche Stellung dabei IFN-g einnimmt soll im Folgenden

erldutert werden.

1.12 IDO Induktion

Der Einfluss der Zytokine IFN-g, TNF-a, IL-12 und IL-18 auf das Enzym IDO der humanen
Osteosarkomzellinien HOS und MG-63 im invitro-Modell soll im Folgenden diskutiert
werden.

Mit den Zytokinen IL-12 und IL-18 kann bel den humanen Osteosarkomzellen HOS und MG-
63 die Induktion des Enzyms IDO erreicht werden. Durch die Kombination der Zytokine IL-
12 und IL-18 konnte gegenuber der Einzelapplikaton dieser Interleukine eine nochmalige
Steigerung der IDO Induktion lymphozytenvermittelt nachgewiesen werden. Somit konnte
durch das IFN-g abhangige Enzym IDO gezeigt werden, dass die Interleukine-12 und 18 eine
wesentliche Rolle bei der IFN-g Ausschiittung spielen.

In einer Vielzahl durchgefiihrter invitro und invivo Untersuchungen konnte die
beeinflussende Wirkung des Tumorzellstoffwechsel durch IDO Induktion bewiesen werden.
Diese antiproliferative Wirkung basiert auf der Erhthung des L-Tryptophan Metabolismus
[32,65]. Die Mechanismen die zu dieser antiproliferativen Wirkung fihren sind bis heute
nicht eindeutig geklart. Sicher ist alerdings das IFN-g hier einen entscheidenden Einfluss hat
[32]. Weiterhin wurde bewiesen, dass IFN-g eine inhibitorische Wirkung auf Osteolysen hat

[66], die eine wichtige Komponente beim Osteosarkom darstellen.
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Bisher wurde die zytokinabhangige IDO Induktion fir humane Osteosarkomzellen nicht
beschrieben. In unserer Untersuchung konnten wir einen direkten IFN-g Effekt auf die IDO
der Osteosarkomzellen nachweisen.

An Glioblastomen [67] und HelLa [68] Zellen konnte eine durch TNF-a induzierte IDO

Aktivitdt gezeigt werden. Diese Ergebnisse konnten wir an Osteosarkomzellen allerdings
nicht bestétigen. Durch direkte TNF-a Applikation kam es an den Osteosarkomzellen zu
keiner Steigerung der IDO Induktion.

Die Applikation von IL-12 und IL-18 bewirkte an den humanen Osteosarkomzellen eine IDO
Induktion. Mit der Kombination dieser Interleukine konnte dieser Effekt noch gesteigert
werden. Diese weitere Erhdhung der IDO Aktivitét konnte nur durch Koinkubation mit
Lymphozyten nachgewiesen werden.

Der Effekt erkléart sich durch die synergistische Wirkungsweise von IL-12 und IL-18 die eine
IFN-g Ausschittung durch TZellen bewirkt [23,62-64] und sehr wahrscheinlich auch durch
die vermehrte IL-18 Rezeptor Genexpression auf den Lymphozyten nach IL-12 Stimulation
[69].Dieser Synergismus konnte durch unsere Versuche bestétigt werden.

Die Wirkung von Lymphozyten und lymphozytenkonditioniertem Medium sind bisher fir
ossare Abbauprozesse untersucht worden, sowie die Wirkung einzelner Zytokine auf die
Osteoblastenfunktion [70]. Allerdings ist es so, dass es sich immer um ein Netzwerk von
Zytokinen handelt, welches diese Wirkungswei se entfaltet.

Es konnte zwar eine IDO Induktion durch lymphozytenkonditioniertes Medium an den HOS
und MG-63 Zellen nachgewiesen werden, in dieser Versuchsreihe wurde aber deutlich, dass
die Interleukinkombination keine weitere Erhéhung der IDO Aktivitdt bewirkt. ES muss
vermutet werden, dass der fehlende direkte Zellkontakt zwischen Tumorzellen und
immunkompetenten Zellen fur die geringere IDO Induktion verantwortlich ist. Trotz der

Inaktivierung von IFN-g verblieb eine Restaktivitdt der IDO. So konnte gezeigt werden, dass
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IL-12 und IL-18 auch ohne IFN-g, eine wenn auch nur geringe IDO Induktion, bewirken
kénnen. Andererseits muss angenommen werden, dass noch weitere IDO induzierende
Faktoren fur die Restaktivitét verantwortlich sind.

Die mdglichen verschiedenen Konzentrationskombinationen zwischen IL-12 und [L-18
haben gezeigt, dass mit steigender Konzentration der beiden Interleukine die IDO Aktivitét
nicht proportional ansteigt. Es war auffallig, dass ab unterschiedlichen Konzentrationen die
unterhalb des Maximal punktes lagen, keine Steigerung der IDO Induktion mehr méglich war.
Dieses Phanomen konnte mit dem Tryptophanstoffwechsel in Zusammenhang gebracht
werden. Der Verbrauch des Anfangs eingesetzten Tryptophans kann hier ds limitierender
Faktor der IDO Induktion angesehen werden. Desweiteren muss hier eine Enzymséttigung
diskutiert werden.

Diese Untersuchungen zur Induktion des Enzyms IDO haben gezeigt, dass die untersuchten
Osteosarkomzellen die Voraussetzungen fir einen IFN-g abhangigen Antitumor Mechanismus
erfillen. Es bestent die Mdoglichkeit durch 1L-12 und IL-18 die IFN-g Ausschittung zu
steigern. Diese IFN-g Erhohung bewirkt eine verstéarkte IDO Induktion [35,36,44] in den
Osteosarkomzellen.  Hierdurch kann en verstarkter L-Tryptophan Abbau in den
Osteosarkomzellen eingeleitet werden [38]. Die Reduktion dieser essentiellen Aminoséure

koénnte ein wichtiger Bestandteil bel der Apoptose von Osteosarkomzellen sein.

1.13 Expression von Oberflachenantigenen bel humanen Osteosar komzellen

Eine stabile und effiziente HLA-I Antigenexpression ist fir eine effektive CD8" T-Zell-
vermittelte Immunantwort essentiell [71,72]. Veranderungen der HLA-1 Antigene sind somit
fur die Klinik von diagnostischer, prognostischer und therapeutischer Bedeutung.

In 25-75% ener Gruppe Tumoren unterschiedlicher Histologie ist die HLA-I

Oberfléchenexpression im Vergleich zur korrespondierenden nicht-malignen Gruppe
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vermindert [73,74]. Diese defiziente HLA Expression in humanen Tumoren erlaubt Tumoren
Uber verschiedene Wege so dem Immunsystem zu entkommen.

Neben der erwéhnten Anomalie der HLA Oberflachenmolekiile stellt die fehlende oder
defiziente Expression des Interzelluldaren Adhasionsmolekils 1 (ICAM-1) einen wesentlichen
Faktor dar. Es beeinflusst in erster Linie die Interaktion von T-Zellen und Tumorzellen und
damit die antitumorale Immunantwort [5]. Die fehlende Expression von ICAM-1 in humanen
Tumoren unterschiedlicher Histologie, hat eine defiziente TZdl- vermittelte Immunantwort
zu Folge [75].

Durch IFN-g und konnten wir in einer Versuchsreihe nachweisen, dass eine Steigerung der
ICAM-1 Expression auf HOS und MG-63 Zellen moglich ist. Eine Konzentrationserhéhung
beider Zytokine bewirkte fur die Osteosarkomzellen eine nochmalige Steigerung der ICAM-1
Expression.

Die Bedeutung von IFN-gund fir die Expression der Oberflachenantigene auf Tumorzellen
wurde in den letzten 6 Jahren mehrfach nachgwiesen. ICAM-1 as Adhasionsrezeptor fuhrt zu
Zéellinteraktionen die zur Kohasion und Aktivierung notwendig sind. Ein wichtiger Ligand fir
ICAM-1 dellt LFA-3 dar. Diese Interaktion bewirkt eine Zytokinproduktion, T-
Zé€lproliferation und —aktivierung und eine zellvermittelte Zytolyse [ 76].

IFN-g ist ein wesentlicher Mediator fur die akute Immunantwort auf Tumorzellen. Die
Anwendung dieser Zytokine auf humane Osteosarkomzellen ermoglicht durch die
Expressionssteigerung von ICAM-1 eine verstérkte immunologische Reaktion. Mariani et a.
zeigten 1997 die Steigerung der ICAM-1 Expression auf humanen Osteosarkomzellen und
konnten dadurch eine eine gesteigerte Lyse der Tumorzellen durch NK-Zellen nachweisen.
Trotz adjuvanter Chemotherapie entwickeln ein Tell der Osteosarkompatienten
Lungenmetastasen. Dieses Phanomen kann wahrscheinlich durch eine Resistenz der malignen

Tumorzellen auf Chemotherapeutika erklart werden [77]. Zukinftig kdnnten neue spezielle
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Therapieverfahren auf der Basis immunmodulatorischer Ansdtze mit  Zytokinen,
Verbesserungen zur Eradikation chemotherapieresistenter Osteosarkomzellen erbringen.
Durch die exogene Gabe von IL-12 und IL-18 zu den verwendeten humanen
Osteosarkomzellen konnte in einem weiteren Versuchsabschnitt gezeigt werden, dass ohne
die Koinkubation von Lymphozyten keine Expressionssteigerung der Oberflachenantigene
ICAM-1 und HLA-l ereicht werden kann. Dieses Phanomen spiegelt nochmals die
vermitteinde Rolle von IFN-g in dem Netzwerk der Zytokine wieder. Es muss diskutiert
werden, dass durch das Fehlen von IL-12 und IL-18 Rezeptoren auf der Oberflache der
Osteosarkomzellen es zu keiner interleukininduzierten Steigerung von ICAM-1 und HLA-I
kommt. Erst durch die Anwesenheit immunkompetenter Zellen die sich durch IL-12 und IL-
18 aktivieren lassen kann ein gesteigertes Expressionsmuster von ICAM-1 und HLA-I
nachgewiesen werden. Man muss annehmen, das flr eine Expressionssteigerung der
Oberflachenantigene durch Interleukine der direkte Zellkontakt zu Lymphozyten notwendig
ist. Fir verschiedene Interleukine konnte im invitro Model diese Wirkungsweise an
Osteosarkomzellen nachgewiesen werden [78].

Nach Koinkubation der Osteosarkomzellen HOS und MG-63 mit humanen Blutlymphozyten
und anschliefRender Aktivierung durch IL-12 und IL-18 konnte fir die Zellinien HOS und
MG-63 ene Steigerung der ICAM-1 Expresson nachgewiesen werden. Mit der
Interleukinkombination konnte fur beide Zellinien die grofite Steigerung der ICAM-1
Expression gemessen werden. Diese lag auch in jedem Fall oberhalb der ICAM-1 Expression
nach der Einzelapplikation dieser Interleukine. So bestétigt sich die Tatsache, dass zwischen
IL-12 und IL-18 ein Synergismus besteht, der zu einer verstarkten 1FN-g Produktion fuhrt
[79].

Fur das Oberflachenantigen HLA-I bestétigt sich bei den HOS und MG-63 Zellen eine

vermehrte Expression durch die Kombination von IL-12 und IL-18, sowohl gegeniiber den
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unbehandelten Zellen als auch gegentber der Einzelapplikation dieser Interlelkine. Hierbel
war besonders auffdllig, dass die Zellinie MG-63 durch diese Interleukinkombination eine
besonders stark erhohte HLA-1 Expression aufwies. Diese unterschiedlich hohe Expression
von HLA-I an den Tumorzellen basiert sehr wahrscheinlich auf den heterogenen
Eigenschaften der HLA-I Antigenexpression [80]. Weiterhin ist bekannt, dass die fortlaufende
Zellkultivierung zu einer spontanen Veranderung des Expressionsmusters von
Oberfl&chenproteinen an Tumorzellen fuhrt [81,82]. Wie in der Vergangenheit an
Melanomzellen gezeigt [83] konnte mit dieser Expressionssteigerung der Oberflachenproteine
ICAM-1 und HLA-1 an humanen Osteosarkomzellen durch die Einwirkung von IL-12 und IL-
18 die Voraussetzung fur einen Antitumormechanismus bewiesen werden.

Nach Aktivierung durch die [L-12/IL-18 Kombination konnte an beiden
Osteosarkomzellinien durch IFN-g Blockierung, eine IFN-g unabhangige ICAM-1
Restexpression festgestellt werden. Fir HLA-I konnte allerdings nur an den MG-63 Zellen
eine interleukininduzierte |FN-g unabhéngige Restexpression gemessen werden. Weiteren in-
vitro Studien muss es vorbehalten bleiben diesen Mechanismus zu identifizieren. So wére es
maoglich, neue Ansdtze fir weitere Antitumormechanismen zur immuntherapeutischen
Behandlung von Osteosarkompatienten zu finden.

Um die Frage nach der Notwendigkeit des direkten Zellkontaktes zwischen Lymphozyten und
Osteosarkomzellen zur ICAM-1 Expression beantworten zu kdnnen, kam in einem weiteren
Versuchsabschnitt ein Zellkultureinsatz zur Anwendung. Dieser Zellkultureinsatz verhindert
den unmittelbaren Zellkontakt, lasst jedoch eine Interaktion von niedrig molekularen
Botenstoffen, zu denen auch IFN-g gehort, zu. Nach Koinkubation der Lymphozyten mit IL-
12 und IL-18 wurde fir alle Versuchsproben mit Zellkultureinsatz eine verringerte ICAM-1
Expression gemessen. Insgesamt bestétigte sich allerdings auch in diesen Proben die Tendenz,

dass die Kombination von IL-12 und IL-18 die héchste ICAM-1 Expression gegeniber der
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Einzelapplikation dieser Interleukine bewirkt. So konnte auch ohne direkten Zellkontakt
gezeigt werden, das IL-12 in Kombination mit IL-18 eine vermehrte IFN-g Ausschittung und
somit eine gesteigerte ICAM-1 Expression bewirkt. Da|CAM-1 zu Zdllinteraktionen fuhrt die
zur Kohasion und Zellaktivierung notwendig sind bewirkt der indirekte Zellkontakt mit
verminderter ICAM-1 Expression eine verringerte Zytokinproduktion, verringerte T-
Zéellproliferation und -Aktivierung [76]. Die Verringerung der ICAM-1 Expression beeinflusst
in erster Linie die Interaktion von T-Zellen und Tumorzellen und bewirkt eine defiziente T-
Zell vermittelte Immunantwort [5,75]. Der direkte Zellkontakt zwischen Lymphozyt und
Osteosarkomzelle und somit auch die effiziente ICAM-1 Expression ist fur die antitumorale
mmunantwort notwendig.

Nach Verwendung des IFN-g Antikorpers konnte auch in diesem V ersuchsabschnitt eine IFN-
g unabhangige ICAM-1 Restexpression fur die humanen Osteosarkomzellen HOS und MG-63
nachgwiesen werden. Hiermit |ésst sich zeigen, dass ein weitere interleukininduzierter, IFN-g
unabhéngiger Weg fur die ICAM-1 Expression existieren muss. Obwohl dieser Weg an
humanen Osteosarkomzellen noch nicht identifiziert werden konnte, besteht die Moglichkeit
dass dieser Mechanismus mit dem Vorhandensein von IL-12 und IL-18 Rezeptoren im

Zusammenhang steht.

1.14 Zytokine

Bisher ergaben sich in Kklinischen Studien eindeutige Hinweise fUr die grundsétzliche
Wirksamkeit von Zytokinen zur Beeinflussung immunkompetenter Zellen. Eine
Zytokinvermittelte  Immunmodulation  konnte eine  Behandlungsméglichkeit  von
Tumorkrankheiten darstellen. Bel Patienten mit malignem Melanom und metastasierendem
Nierenzellkarzinom wurden Krankheitsriickbildungen unter Therapie mit den Zytokinen IFN-

g, TNF-a, Interleukin-2 und Interleukin-6 beobachtet. Aufschluss fur diese zytokininduzierten

62



Tumorregressionen geben folgende Hinweise. Die Ansprechraten der verschiedenen
Zytokintherapieansétze lassen sich vergleichen [84,85] und die Tumorrtickbildungen sind in
Einzelfdllen gut dokumentiert. Desweiteren beobachtet man leukozytére Infiltrate sowie eine
enge Beziehung zwischen HLA Genexpression und dem klinischen Ansprechen [86].

Um eindeutigere Ergebnisse zur Beeinflussung des Immunsystems mit Zytokinen gegentber
Tumorzellen zu erhalten, bedarf es weiterer Untersuchungen zur Charakterisierung dieser

Tumorabstof3ungen.
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In-vitro Untersuchungen tber den Einfluss exogener Cytokine an humanen
Osteosarkomzellen

Sebastian Schmidt

Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit wurde mit der Zielsetzung durchgefuhrt, weiteren Aufschluss Uber den Einsatz
rekombinanter humaner Cytokine zur Immunmodulation an humanen Osteosarkomzellen zu gewinnen. Hierzu
wurde ein in-vitro Versuchsmodell entwickelt in dem von primdren humanen Osteosarkomen abgeleitete
Zéllinien zusammen mit immunkompetenten Zellen kultiviert. Durch Stimulation des Immunsystems mit
bestimmten Cytokinen, kénnen immunologische Abwehrmechanismen gegen Krebszellen potenziert und die
Tumorzellproliferation und Tumorzelldifferenzierung moduliert werden. Ziel war es auch, direkte
Cytokineffekte gegentiber indirekten, also Uber eine Stimulation immunkompetenter Zellen vermittelte Wirkung
an den Osteosarkomzellen zu vergleichen. In diesem in-vitro Modell kamen dann die Cytokine IFN-g TNF-a,
IL-12 und IL-18 zur Anwendung. Mit modernen zellbiologischen Methoden wurde dann anschlief3end die
Wirkung der Cytokinapplikation tber verschiedene Nachweismethoden charakterisiert. Die bekannte Wirkung
dieser Cytokine ist gekennzeichnet durch eine Verdnderung der Expression der Oberflachenantigene ICAM-1
und HLA I, so wie die Beeinflussung des essentiellen Tryptophanstoffwechsels. Es konnte gezeigt werden, dass
es moglich ist, die Induktion des Enzyms Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) in den humanen
Osteosarkomzellen HOS und MG 63 durch Cytokine zu erhohen. Besonders die synergistische Wirkungsweise
von IL-12 und IL-18 auf die IDO Induktion bei Osteosarkomzellen sollte bel diesem Versuchsvorhaben
bewiesen werden. Es wurden zwei verschiedene Wege (direkt/indirekt) zur IDO Induktion untersucht. Bei der
direkten Wirkung wurden die Cytokine IFN-g TNFa, 1L-12 und IL-18 in unterschiedlichen Konzentrationen
exogen zugefihrt. Die indirekte Wirkung beschreibt die Cytokinwirkung nach Aktivierung von Lymphozyten.
Nach Aktivierung der Lymphozyten mit IL-12 und IL-18 und anschlief3ender Co-Inkubation mit den
Osteosarkomzellen (indirekte Wirkung) konnte eine Aktivitdtserhohung der IDO gegentber unbehandelten
Osteosarkomzellen erreicht werden. Die Kombination dieser Interleukine konnte eine signifikante Erhéhung der
IDO Aktivitdt sowohl gegentiber den unbehandelten Zellen als auch gegeniiber den Einzelapplikationen der
Interleukine zeigen. Bei Applikation von IL-12 und IL-18 ohne Lymphozytenaktivierung (direkte Wirkung), lief3
sich nur bei einer Zellinie eine geringe Aktivitdtserhéhung von IDO nachweisen. Freies IFN-g konnte durch
einen Antikorper geblockt werden. Die IDO Aktivitat wurde hierdurch wesentlich verringert. So stellte sich
heraus, dass diese Vorgange wesentlich durch die Prasens von IFN-g beeinflusst werden. So wie die IDO
Induktion, beeinflussen Interleukine auch die Regelung der Oberflachenexpression von HLA -1 Antigenen und
ICAM-1 auf Tumorzellen. Durch die exogene Zugabe von IL-12 und IL-18 ohne vorherige Stimulation von
Lymphozyten konnte keine Veranderung im Expressionsmuster von HLA -I und ICAM-1 festgestellt werden.
Nach Lymphozytenaktivierung durch die Kombination von IL-12 und IL-18 konnte allerdings die ICAM-1 und
HLA-l Expression der Osteosarkomzellen sowohl gegenlber einer unbehandelten Kontrollreihe, als auch
gegenlber der Interleukin Einzelapplikation gesteigert werden. Nach IFN-g Blockierung kam es auch hier zu
einer wesentlichen \érringerung der ICAM-1 und HLA -l Expression. Wenn es gelingen sollte den IFN-g
unabhangigen Weg, der ztokininduzierten Beeinflussung humaner Osteosarkomzellen weiter aufzuschlUisseln,
konnten die erzielten Resultate eine Grundlage fir neue Therapieansdtze bei der zuklnftigen Behandlung von
Osteosarkompatienten sein. Es werden aber auch weitere Untersuchungen nétig sein, um das zytotoxische und
zytostatische Potential von IL-12 und I L-18 auch in vivo besser abschétzen zu kdnnen.
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