Aus dem Institut fur Medizinische Mikrobiologie und Virologie
Heinrich - Heine - Universitat Dusseldorf

Direktor : Univ. - Prof. Dr. Ulrich Hadding

Regulation IFN-y vermittelter antiparasitarer Effektormechanismen:

EinfluB von Cytokinen und Glukokortikoiden

auf die Aktivierung der Indolamin 2,3-Dioxygenase

Dissertation
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
Der Medizinischen Fakultat der Heinrich - Heine - Universitat Dusseldorf
vorgelegt von
Jochen Turck

2002



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat der
Heinrich — Heine — Universitat Dusseldorf.

gez.:
Dekan: Prof. Dr. Dr. Labisch
Referent: Prof. Dr. W. Daubener

Korreferent: PD Dr. H. Koller



Vorliegende Arbeit wurde am Institut fur Medizinische Mikrobiologie und Virologie der

Heinrich - Heine - Universitat Dusseldorf durchgefuhrt.

Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. W. Daubener, mdchte ich fur die
Uberlassung des Themas, seine immerwahrende Unterstiitzung und wertvollen

Anregungen bei der Durchflihrung dieser Arbeit recht herzlich danken.



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

A. Einleitung

1. Biologie von Toxoplasma gondii

1.1 Morphologie und Entwicklungszyklus
1.2Klinisches Bild und Diagnose
1.3 Therapie und Prophylaxe
1.4 Immunologische Reaktionen im Zentralen Nervensystem
1.5Immunologische Abwehrmechanismen bei einer Infektion
mit Toxoplasmen
1.6 Antiparasitare Effektormechanismen
1.6.1 Produktion von Stickoxid (NO)
1.6.2 Produktion toxischer Sauerstoffradikale
1.6.3 Abbau von Tryptophan durch die IDO
1.7 Fragestellung

B. Material und Methoden

1. Herkunft der verwendeten Zellinien

1.1 Herkunft der Glioblastomzellinien
21
1.1.1 Herkunft der Zellinien 86HG39, 87HG31
1.1.2 Herkunft der Zellinie U373MG
1.2 Herkunft der Raw — Zellen
1.3 Herkunft der B9-Zellen
1.4 Herkunft des Toxoplasma gondii - Stammes BK
1.5 Herkunft der Mausfibroblasten L 929

oo bW A,

11
11
12
13
16

21

21

21
21
21
21
21
22



Inhaltsverzeichnis

2. Zellkulturtechniken

2.1 Medien, Puffer, Zytokine Chemikalien und Antikorper
2.2 Kultivierung und Ernte der Glioblastomzellreihen

2.3 Kultivierung und Ernte der Raw — Zellen

2.4 Kultivierung und Ernte der Mausfibroblasten L929
2.5 Kultivierung und Ernte der Toxoplasmen

2.6 Einfrieren bzw. Auftauen von Zellen

3. Testsysteme

3.1 Kynureninnachweis im Uberstand stimulierter Zellen

3.2 Indirekter Nachweis der intrazellularen Indolamin 2,3-
Dioxygenase

3.3 Toxoplasmenproliferationstest

3.4 Nachweis von Stickoxiden

3.5 IL-6 Bioassay

3.6 Proteinpraparation und Bestimmung der Konzentration

3.7 SDS-PAGE und Coomassie-Farbung

3.8 Western-Blot

3.9 Ponceau S-Farbung

3.10 Immunologischer Nachweis der IDO

C. Ergebnisse

1. Wirkung von Interferon y auf Glioblastomzellen

22
22
25
26
27
27
28

29
29

30
31
32
32
33
33
34
34
35

36

36

v



Inhaltsverzeichnis

2. Effekte von Zytokinen auf die Interferony vermittelte

IDO-Aktivitat 40
2.1 Wirkung von IL-1 auf die IDO Aktivitat 40
2.2 Effekte der spontanen und induzierten

IL-6 Produktion auf die IDO 44
2.3 Wirkung von TGFp auf die IDO Aktivitat 47
2.4 Wirkung von IL-10 auf die IDO-Aktivitat 48

3. Beeinflussung der IDO-Aktivitat durch das Medikament

Dexamethason 51

3.1 Effekte von Dexamethason auf die IDO
51
3.2 Effekte von Dexamethason auf das Toxoplasmen-
wachstum 54
3.3 Effekte von Dexamethason auf die intrazellulare IDO 55

3.4 Effekte von Dexamethason auf die TNFa-verstarkte IFNy

vermittelte IDO-Induktion 56

3.5 TNFa-Antikdrper vermittelte Effekte auf die IDO 58

3.6 Nachweis des IDO-Proteins mittels Western-Blot 60

D. Diskussion 62
1. Effekte des Zytokin IL-1 auf die IDO 64

2. Effekte des Zytokin IL-6 auf die IDO 67

3. Effekte des Zytokin TGF( auf die IDO 69

4. Effekte von Dexamethason auf die IDO 71




Inhaltsverzeichnis

E. Zusammenfassung 77
F. Literaturverzeichnis 79
G. Abkirzungsverzeichnis 87

VI



Einleitung 1

A. Einleitung

1. Biologie von Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii ist ein obligat intrazellular parasitierendes Protozoon und wird zur
Klasse der Sporozoa gezahlt. Es wurde erstmalig 1908 von Nicolle und Manceaux in
einem afrikanischen Nagetier, dem Gundi, entdeckt und ist weltweit verbreitet.
Aufgrund seiner geringen Wirtsspezifitat ist Toxoplasma gondii in der Lage ein
breites Spektrum warmblitiger Vertebraten, so z.B. viele Saugetierarten (Katze,
Schaf, Schwein, Hund), einige Vogelarten und nicht zuletzt den Menschen zu
infizieren. Serologische Untersuchungen ergaben bei Mensch und Tier hohe
Durchseuchungsraten. Diese steigen beim Menschen mit wachsendem Lebensalter
und erreichen bei Uber 65-jahrigen nahezu 80%. Die Morbiditat ist allgemein gering.
Bei immunkompromitierten Patienten (HIV-Infektion) sowie bei Infektion des Fetus
kann es jedoch =zu schwerwiegenden Komplikationen wie zerebrale und
generalisierte Toxoplasmose sowie zur konnatalen Toxoplasmose kommen.

Einziger Endwirt der Toxoplasmen ist die Katze und katzenartige Tiere wobei letztere
epidemiologisch unbedeutend sind. Hier laufen sowohl sexuelle als auch asexuelle
Entwicklungsphasen ab. Die Infektion von Zwischenwirten zu denen auch der
Mensch gehort, erfolgt Uber die Aufnahme zystenhaltigen rohen Fleisches
(Schweinefleisch/ Mett/ Tartar), durch die orale Aufnahme von infektidsen
sporulierten Oozysten im Kot von Katzen (der direkte Kontakt zu Katzen ist
ungefahrlich) sowie Uber diaplazentare Infektion des Fetus bei erstmalig infizierten

Schwangeren.

1.1. Morphologie und Entwicklungszyklus

Das wichtigste taxonomische Merkmal des 6um langen und 2um breiten Protozoons
ist der Apikalkomplex, der bei der aktiven Penetration in die Wirtszelle eine
entscheidende Rolle spielt (1). Nach dem Eindringen in die Wirtszelle ist der Parasit
in eine parasitophore Vakuole eingelagert, in der er sich durch Endodyogenie

vermehrt.
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Im Entwicklungszyklus von Toxoplasma gondii unterscheidet man verschiedenen
Phasen:

Die enteroepitheliale Phase mit der Ausbildung von Geschlechtsformen vollzieht
sich nur in Endwirten. Katzen infizieren sich durch Aufnahme zystenhaltigen

Fleisches. Nach Einwanderung in das Dunndarmepithel (Die Penetration der

Wirtszellen erfolgt Uber die dem

Apikomplex angehérenden StrUK_ r Extraintestinale Phase
i Kat: nteroepitheliale Phase
turen.) erfolgt zuerst nur die atze W)« vil o
. [ amonten ‘achyzoiten
Entwicklung ungeschlechtlicher Gl -

Vermehrungsformen. Sie werden Ooyzysten

als Endozoiten (wegen der TP
porulierte Oozysten im
Kot von Katzen

schnellen Vermehrung auch

Zystenhaltigesrohes Fleisch|

Tachyzoiten genannt) bezeichnet

Diaplazentare Infektion

Zysten
und entstehen innerhalb der Bradyzoiten

Organtransplantationen

Zellen durch eine asexuelle L
Endodyogenie
Vermehrung. Dabei entstehen M
Extraintestinale Phase - ensc}l

innerhalb einer Mutterzelle zwel Tier

Tochterindividuen (Endodyo- Abbildung 1 Lebenszyklus

genie). Ein Teil der Endozoiten

gelangt Uber den Blutkreislauf in die inneren Organe, wo die ungeschlechtliche
Vermehrung wie beim Zwischenwirt fortgesetzt wird (extraintestinale Phase).

Bei einem anderen Teil erfolgt die Entwicklung geschlechtlich differenzierter
Gamonten. Diese Phase endet mit der Entstehung von Oozysten, die eine Zygote
enthalten und mit dem Kot an die AuRenwelt gelangen. Dort sporulieren sie innerhalb
von 2-4 Tagen und werden somit infektios.

Nach Aufnahme von sporulierten Oozysten oder zystenhaltigen Fleisches durch den
Zwischenwirt (Endwirt), beginnt nach Penetration der Darmwand die extraintestinale
Phase. Die Vermehrung der Toxoplasmen erfolgt vorzugsweise im
retikuloendothelialen System, in der Muskulatur und vor allem im ZNS. Im
Zytoplasma der infizierten Zellen vermehren sich die Tachyzoiten durch
Endodyogenie bis zum Platzen der Zellwand wodurch sie frei werden und
benachbarte Zellen befallen. Durch Wiederholung dieses Vorgangs entstehen lokale
Gewebsschadigungen die eine entzundliche Reaktion sowie einen Gewebsuntergang

hervorrufen. Die einsetzende Immunreaktion des befallenen Organismus verhindert
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eine weitere intrazellulare Vermehrung; des weiteren werden die noch freien Erreger
eliminiert. Durch die entzundlichen Reaktionen bilden sich dann neue Zysten aus, in
denen die Zystozoiten (wegen der langsamen Vermehrung auch Bradyzoiten
genannt) lebenslang persistieren konnen. Die Zysten (150-300 pym im Durchmesser)
konnen sich in verschiedenen Organen und Geweben insbesondere in Muskel und
Gehirn entwickeln und enthalten bis zu mehrere tausend Zystozoiten. Diese rufen
keine entzlndliche Umgebungsreaktionen mehr hervor, sind aber fur Mensch und
Tier durch orale Aufnahme infektios. Des weiteren sind sie Ausgangspunkt fur eine

Reaktivierung bei einer Schwachung des Immunsystems des Wirtes.

1.2. Klinisches Bild und Diagnose

Es gibt zwei Erscheinungsformen der Toxoplasmose:

Die postnatale Toxoplasmose verlauft beim immunkompetenten Menschen meist
harmlos oder ganzlich unbemerkt. Es handelt es sich um eine chronisch latente
Infektion ohne Symptome. Bei 1% der Infizierten kommt eine symptomatische
Toxoplasmose in Form einer Lymphknoten-Toxoplasmose mit Schwellung von
Lymphknoten (haufig nuchal und zervikal), Fieber, Kopf- und Muskelschmerzen vor.
Die Diagnose ist nur uber die Bestimmung der Antikorper im Blut moglich. Bei
immunsupprimierten Patienten (z.B. nach Organtransplantation) und bei AIDS (ca.
30% aller AIDS Kranken) kann eine chronische Toxoplasmose reaktiviert werden. In
diesem Fall kann eine Toxoplasmenencephalitis entstehen. Dieses Krankheitsbild
kann einen schweren Verlauf, mit fokalneurologischen Defiziten (Hemiparesen,
Sensibilitatsstorungen, Aphasie) und Wesensanderungen sowie ev. septischer
Streuung in Herz, Leber und Milz, nehmen.

Bei der konnatale Toxoplasmose unterscheidet man eine relativ seltene frihe
Fetusinfektion mit einem schweren Verlauf von einer haufigeren spateren
Fetusinfektion. Bei der frihen Form kommt es u.a. zu Hepatosplenomegalie, lkterus,
Myokarditis und Aborten sowie zur Enzephalitis mit der Trias Hydrozephalus,
Chorioretinitis und intrazerebralen Verkalkungen. Bei der spaten Form beobachtet
man einen leichteren Krankheitsverlauf wobei es zu spateren postenzephalitischen
Schaden (Intelligenzdefekte) kommen kann. Zur Infektion des Feten kann es nur bei
einer Primarinfektion der Mutter wahrend der Schwangerschaft kommen. In

Deutschland rechnet man mit 0,7% Erstinfektionen in der Schwangerschaft. Man
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schatzt, dass pro Jahr etwa 300 Kinder schwere und 1400 Kinder leichtere
Spatschaden entwickeln.

Nach einer Inkubationszeit von Tagen bis Wochen kann die Diagnose anhand eines
serologischen parasitenspezifischen Antikérpernachweises (KBR, Sabin-Feldman-
Test, IFT, Elisa) gestellt werden. Der Nachweis von IgM-Antikorpern gelingt nach
einer Woche und zeigt die frische Infektion an. IgG-Antikdrper treten etwas spater auf
und persistieren Uber viele Jahre. Bei immunsupprimierten Patienten sind
serologische Verfahren meist nicht aussagekraftig da IgM-Antikérper sowie ein
signifikanter 1gG-Titeranstieg oft fehlen. AuRerdem kann man den Erreger im Liquor
oder Blut nachweisen. Bei Verdacht auf eine Hirntoxoplasmose sollte ein CT/MRT
erfolgen. Hier kann man die relativ kleinen ring- oder fleckférmigen
Verkalkungsstrukturen erkennen (siehe
Abb. 2). In der Pranataldiagnostik bieten
sich  Ultraschallkontrollen (granuloma-
tése Veranderungen) sowie der Nach-
weis von Toxoplasmen-DNA aus Frucht-
wasser und fetalem Blut an (nach der 20.

Schwangerschaftswoche).

1.3. Therapie und Prophylaxe

Die Therapie erfolgt bei der Toxo-

Abbildung 2 Hirntoxoplasmose,

plasmose mit klinischen Symptomen, bei

Darstellung mittels Computertomographie (mit

|mmunSUppr|m|erten mit akuter Toxo- Kontrastmittel). Quelle: hivinfo.de

plasmose sowie bei  Erstinfektion

wahrend der Schwangerschaft und kongenitaler Toxoplasmose. Das Mittel der 1.
Wahl ist Pyrimethamin (50-100mg/d p.o.) + Sulfadiazin (3-4 x 2g/d p.o.) + Folinsaure
(15-30mg/d p.o.) fur 4-6 Wochen oder statt Sulfadiazin Clindamycin (4 x 600-
900mg/d p.o.). Vor der 20. Schwangerschafts-woche ist diese Therapie
kontraindiziert; hier empfiehlt sich stattdessen eine Monotherapie mit Spiramycin.

Bei der Therapie kongenital infizierter Neugeborener haben sich auch Spiramycin
(100mg/kgKG) und Prednison (1mg/kgKG) als wirksam erwiesen (2. Wahl; dann

auch wenn mdglich in Kombination mit Pyrimethamin).
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Eine Prophylaxe ist fur Immunsupprimierte, AIDS-Patienten und seronegative
Schwangere indiziert. Diese besteht in peinlichster Hygiene bei Katzenkontakt und
Meidung von Genuss rohen Fleisches. Frauen und Schwangere sollten sich
serologisch untersuchen lassen Die Kosten dieses Testes werden jedoch nicht von
den Krankenkassen ubernommen.

Bei AIDS-Patienten sollte eine Primarprophylaxe mit Cotrimoxazol (960mg/d)(bei
CD4-Zellzahl<150/ul) erfolgen um eine Reaktivierung der Toxoplasmose zu
vermeiden. Eine Sekundarprophylaxe (nach erfolgreich behandelter Infektion) ist
immer indiziert und sollte mit einer Kombination aus Pyrimethamin und Sulfadiazin
mit taglich 25-50% der Akutdosis erfolgen. Glukokortikoide konnen hier fur die
Therapie des intrazerebralen Odems empfohlen werden (Initialdosis 40-100mg i.v.

danach 3x8mg/d i.v. Uber 4 Tage).
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1.4. Inmunologische Reaktionen im Zentralen Nervensystem

Das zentrale Nervensystem nimmt in Bezug auf immunologische Vorgange eine
Sonderstellung ein. Bei einer Beteiligung des zentralen Nervensystems im Rahmen
einer Toxoplasmose kann eine fokale wie auch diffuse Meningoenzephalitis mit
Nekrosen und Mikrogliakndtchen beobachtete werden. Angrenzend an das
nekrotische Gewebe finden sich haufig bradyzoitenhaltige Zysten. Es gibt eine Reihe
von strukturellen und funktionellen Voraussetzungen, die besondere Schwierigkeiten
bei der Bekampfung der Parasiten im ZNS darstellen: Dazu gehort die Blut-Hirn-
Schranke. Sie besteht aus einem System von sogenannten ,tight junctions im
Kapillarnetz des ZNS ohne das jedoch Fenestrationen vorkommen. Auf diese Weise
wird die Passage der im Blut zirkulierenden Zellen des Immunsystems sowie auch
von Pathogenen und von grof3en Molekulen in den Subarachnoidalraum erschwert.
Vollstandig entwickelt ist die Blut-Hirn-Schranke erst am Ende des 1. Lebensjahres,
was eine praktische Bedeutung bei postnatalen Hyperbilirubindmien hat. Interessant
ware die Frage zu klaren, inwieweit eine Infektion durch Toxoplasmen in dieser Zeit
zur Ausbildung von Zysten im ZNS fuhrt (nicht ausgebildete Blut-Hirn Schranke vs.
unreifes Abwehrsystem). Aktivierte T-Zellen konnen jedoch im Gegensatz zu
ruhenden Zellen die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden. Ein weiteres Erschwernis stellt
die im ZNS reduzierte Expression von MHC-Klasse | und Il Antigenen dar. Diese ist
erforderlich bei der Antigenprasentation und Induktion von Abwehrvorgangen, kann
jedoch auch im ZNS in Abhangigkeit von verschiedenen Stimuli gesteigert werden.
Weiterhin besitzt das ZNS kein Lymphdrainagesystem welches fiur die
antigeninduzierte Differenzierung und Proliferation von Lymphozyten wichtig ist (2).
Zusatzlich scheint es genetische Faktoren zu geben (insbesondere bei
immunkompromitierten Patienten), die die Pathogenitat einer Toxoplasmen-
enzephalitis beeinflussen (3/4).

In dieser Arbeit wurden als Modell fir humane native Astrozyten die
Glioblastomzellreihen 86HG39, U373MG und 87HG31 benutzt, da die Gewinnung
von humanen Astrozyten aus ethischen Grunden schwierig ist. Die verwendeten
Zellreihen ahneln den Astrozyten in bezug auf deren immunologische
Verhaltensmuster sowie akzessorischen Zellfunktionen und exprimieren auch das flr

Astrozyten typische ,glial fibrillar acid protein“ Antigen (5).
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Die hier verwendeten Glioblastomzellen sind entartete Astrozyten (Makroglia) eines
schnell proliferierenden infiltrativ wachsenden und stets rezidivierenden Tumors.
Astrocyten gehdren wie die Oligodendrozyten und die Ependymzellen zur Makroglia
(aus der Neuralanlage hervorgehend) und zusammen mit der Mesoglia
(Mikrogliazellen/Hortegazellen)(aus dem Blut- und Abwehrzellen bildendem
Mesenchym) zur Neuroglia (6). Die Neuroglia ist das vom Ektoderm abgeleitete Hull-
und Stutzgewebe des Zentralen Nervensystems. Die Neurogliazellen sind wesentlich
kleiner als die Nervenzellen und nehmen ca. die Halfte des Gesamtvolumens des
Gehirnvolumens ein. Das funktionelle Pendant der Neuroglia im peripheren
Nervensystem stellen die Mantel- und Schwannzellen dar.

Im ZNS bilden die Astrozyten die Gliagrenzmembran, die das Hirngewebe gegen
Hirnhaute und BlutgefalRe geweblich abgrenzt sowie die funktionelle Integritat des
ZNS bewahrt. Sie sind jedoch nicht am Aufbau der Blut-Hirn-Schranke beteiligt.
AulRerdem sind die Astrozyten zur Bildung von Zytokinen (IL-1 (7/8), IL-3, IL-6, TNFa
und Prostaglandine), zur Antigenprasentation mit Hilfe der MHC-Klasse-II-Molekule
(anhand von Astrozytomzellen gezeigt (9)) und zur Phagozytose (10) befahigt.
Entscheidend bei der Abwehr von Mikroorganismen im zentralen Nervensystem sind
Makrophagen und T-Zellen sowie Astrozyten und Mikrogliazellen (als
antigenprasentierende Zellen). Besondere Bedeutung kommt hier den CD4" und
CD8" T-Zellen zu. Das wichtigste dabei involvierte und von CD4'/CD8" T-Zellen
sowie NK-Zellen (11) produzierte Zytokin ist IFNy (12). Seine antiparasitare bzw.
antibakterielle Wirkung konnte nicht nur bei der Toxoplasmose sondern auch z.B. bei
Leishmania donovani (13), Schistosoma mansoni (14), und Clamydia psittaci (11),
respektive bei Gruppe B-Streptokokken (15) gezeigt werden. Einige andere Zytokine
(TNFa/ IL-1/ IL-2/ IL-7/ 1L-12/ IFNB und GM-CSF) sind ebenfalls in der Lage die
Immunantwort zu beeinflussen. IFNy, ein als Typ Il Interferon bezeichnetes
Glykoprotein, fuhrt unter anderem zu einer Erhéhung der MHC-Klasse I/l Expression
auf verschiedenen Zelltypen. Dabei sind die Astrozyten (Glioblastomzellen 86HG39)
in der Lage in einer MHC-Klasse Il abhangigen Weise Uber eine Antigenprasentation
wiederum humane T-Zellen zu aktivieren. Diese, einmal aktiviert, induzieren Uber die
Bildung von IFNy in den Glioblastomzellen, humanen Fibroblasten bzw. humanen
Makrophagen das Tryptophan degradierende Enzym die Indolamin 2,3-dioxygenase.
Uber diese Enzyminduktion erfolgt die Abwehr gegen Toxoplasmen. Das die

Induktion der IDO und damit die Tryptophandepletion eine Toxoplasmostase bewirkt,
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zeigt sich dadurch, dass durch die Zugabe von IFNy-Antikorpern bzw. durch eine
Tryptophansupplementation der toxoplasmostatische Effekt vollstandig wieder
aufgehoben werden kann (16).

In murinen in vivo Experimenten konnte zusatzlich gezeigt werden, das T-Zellen
einerseits in der Lage sind infizierte Zellen zu lysieren und damit die Erreger selbst
abzutoten, andererseits durch die Lyse die vorher intrazellular lokalisierten Parasiten
freizusetzen und dadurch eine Bekampfung der Parasiten durch Antikdrper und

Komplement mdglich machen (17/18).

1.5. Immunologische = Abwehrmechanismen bei einer Infektion mit

Toxoplasmen

Nach oraler Aufnahme zystenhaltigen rohen Fleisches (Schweinefleisch/ Mett/
Tartar) oder infektiosen sporulierten Oozysten im Kot von Katzen kommt es durch
Einwirkung von Verdauungsenzymen im Magen zur Freisetzung aus den Zysten und
Vermehrung der Parasiten. Hier kommt es auch zur ersten Auseinandersetzung mit
dem Wirtsorganismus mit der Bildung von gegen SAG-I gerichteten IgA-Antikdrpern.
SAG-I| ist eines von 5 wichtigen Oberflachenproteinen welches bei der Zelladhasion
der Toxoplasmen eine Rolle spielt (19). Im Gegensatz zum Menschen konnte hier
bereits im murinen System durch eine intranasale Immunisierung mit SAG-| eine
Protektion erreicht werden (20). Die Bradyzoiten, selbst weniger empfindlich
gegenuber Verdauungsenzymen als Tachyzoiten, transformieren in Darmzellen zu
invasiven Tachyzoiten. Diese asexuellen Parasiten sprengen durch Endodyogenie
schnell die Wirtszelle und verteilen sich im gesamten Organismus, bevorzugt im
Zentralen Nervensystem. Die Verbreitung im Organismus scheint Uber
Subpopulationen von Monozyten (21)(hamatogen) bzw. Uber das Lymphsystem zu
erfolgen. AnschlieRend infiziert der Erreger weitere Zellen, teilt sich durch
Endodyogenie, sprengt sie und beféllt benachbarte Zellen. Im Rahmen dieses
Geschehens zeigen sich die Merkmale der akuten Entziindung und Nekrosen bilden
sich aus. Die Bevorzugung des ZNS scheint an den dort bestehenden besonderen
Voraussetzungen (siehe oben) zu liegen.

Bei immunkompetenten Wirten spielen nun die humorale und die zellulare
Immunantwort eine wichtige Rolle. Die Parasiten bewirken einen Anstieg von

parasitenspezifischen IgM- (nach ca. 1 Woche) und 1gG- (nach ca. 1-2 Wochen)
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Antikorpern im Serum. Diese Immunkomplexe kdnnen nach Antigenkontakt Gber das
Fc-Fragment C1 fixieren und somit eine kaskadenartige Aktivierung des Klassischen
Reaktionsweges des Komplementsystems induzieren und damit die Parasiten
abtoten. (Dies ist auch die Basis fur den diagnostisch wichtigen Sabin-Feldmann-
Test)(22). Der alternative Reaktionsweg der Komplement Aktivierung hingegen zeigt
keine effiziente Toxoplasmostase. Dabei bricht der Reaktionsweg nach Spaltung des
C3-Fragmentes in ein inaktives iC3-Fragment an der Toxoplasmenmembran ab; ein
lytischer Komplex C5b-9 kann nicht mehr ausgebildet werden (23).

Die zellvermittelte Immunantwort bildet den Hauptmechanismus gegen die Infektion,
insbesondere ist hier eine Abwehr gegen intrazellular parasitierende Erreger moglich.
Makrophagen sowie Monozyten und Granulozyten phagozytieren die durch
Antikorper markierten Parasiten und vernichten sie in den Phagolysosomen. Im
Gegensatz dazu vermogen aktiv in die Zelle eingedrungenen Erreger in einer
parasitophoren Vakuole zu Uuberleben; hier ist dann auch eine Toxoplasmen-
replikation in diesen Zelltypen moglich (24/25/21). Weiterhin  flhren
membrangebundene oder zytoplasmatische Antikorper zu einer verstarkten
Immunantwort der CD4*/ CD8" T-Zellen. Diese besteht in der Produktion von

Zytokinen die wiederum eine Reihe von Effektormechanismen auslosen.

Im immunkompromitierten oder fetalen Wirt sind diese Abwehrmechanismen
abgeschwacht, so dass es zu einer unkontrollierten Ausbreitung der Tachyzoiten
kommt.

Die Reaktivierung der Toxoplasmen bei vormals immunkompetenten und nun
immunkompromitierten Wirten (AIDS, Transplantierte) erfolgt am ehesten aus
Bradyzoiten. Bei einem intaktem Immunsystem besteht eine Art Gleichgewicht
zwischen den enzystierten Bradyzoiten und der kérpereigenen Abwehr (IFNy/CD8"
T-Zellen): Rezidivierend kommt es zur Ruptur einiger Zysten mit einer ent-
sprechenden Reaktion der korpereigenen Abwehr und in der Folge zu Veran-
derungen der Oberflachenantigenexpression der Toxoplasmen. Diese standige
Auseinandersetzung ist wohl auch als Ursache fur die lebenslang erhohten
Antikorpertiter zu sehen.

Ist das Immunsystem nicht mehr in der Lage die zufallig freiwerdenden Parasiten zu

bekampfen kommt es zu einem Aufflackern der Infektion.
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Die Tachyzoiten werden durch Antikorperbildung, Aktivierung von Makrophagen,
Produktion von IFNy sowie von zytotoxischen T-Zellen vom CD8"-Typ unter Kontrolle
gehalten. Die CD8" T-Lymphozyten scheinen entscheidend bei der Induktion von
Abwehrmechanismen zu sein (26). Diese antigenspezifischen Lymphozyten sind in
der Lage sowohl extrazellulare als auch intrazellulare Parasiten abzutoten. Kommt es
zur Ausbildung von Zysten mit Bradyzoiten wird die Immunantwort von Antikorpern,
IFNy sowie CD4" und CD8" T-Zellen moduliert. Bei Versagen dieser Immunantwort
kommt es zu einer Reaktivierung einer chronischen Infektion (27/28/29). So kommt
es im Endstadium der Immunschwache AIDS im Zuge der Verringerung von T-
Lymphozyten (30) insbesondere der CD8" T-Zellen, die die Exazerbation einer
chronische Toxoplasmose im Normalfall verhindern (29), zur Entwicklung einer
Enzephalitis. Des weiteren scheint fur die erhohte Anfalligkeit gegenlber
opportunistischen Erkrankungen ein Wechsel der protektiven TH1- zu einer nicht

protektiven TH2 — Antwort verantwortlich zu sein.
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1.6. Antiparasitare Effektormechanismen

Bisher wurde beschrieben, welche Zellen und Zytokine, sowie welche Reaktionen die
Immunantwort des Wirtsorganismus ausmachen. Bezuglich der Frage auf welche
Weise die Abwehr intrazellularer Parasiten erfolgt, wurden inzwischen 3
Effektormechanismen identifiziert, die durch T-Zell Zytokine (IFNy) beeinflult werden
kénnen. Im folgenden werden diese beschrieben und deren Wirkungsweise erlautert:
e Produktion von Stickoxid (NO)
e Produktion toxischer Sauerstoffradikale

e Abbau von Tryptophan durch die Indolamin 2,3-dioxygenase
1.6.1. Produktion von Stickoxid (NO):

NO besitzt, neben der Bedeutung im Herz-Kreislaufsystem (Vasodilatation),
verschiedene Effekte als Mediator und Zellgift. So besitzt es tumorizide und
antimikrobielle Wirkung oder fungiert z.B. als Neurotransmitter, oder bei der
unspezifischen, angeborenen Immunabwehr. NO wird durch eine enzymatische
Umsetzung von L-Arginin und Sauerstoff zu L-Citrullin frei. Die Reaktion wird durch
die NO-Synthase katalysiert und bendtigt einige Kofaktoren und Kosubstrate wie
NADPH, FAD und vor allem Tetrahydrobiopterin (BH4) (Regulationsfunktion). Hierbei
unterscheidet man 3 Isoformen, die in 2 Gruppen unterteilt werden: Ca2+-abhéngige
und constitutive NOS (NOS-3/ NOS-1) sowie die Ca**-unabhingige und induzierbare
NOS (NOS-2 oder iNOS). Die dabei produzierte NO-Spezies ist abhangig von dem
herrschenden intra- und extrazellularen Milieu. Je nach Verfligbarkeit von
Superoxiden (O2-)(,oxidative burst”) kommt es zur Bildung von NO-Radikalen oder
Peroxinitriten (ONOQO") und anderen Stickstoffintermediaten die fur die antimikrobielle
Wirkung verantwortlich gemacht werden. Dabei ist besonders die Reaktion von ‘NO
mit SH-Gruppen von freien Aminosauren, Peptiden oder Proteinen zu erwahnen. Hier
kommt es zur Bildung von S-Nitrosothiolen (Nitrosylierung). Diese Reaktion ist die
Basis fur den Transport von und die Regulationsfunktion durch NO sowie auch fur die
antimikrobielle Wirkung (31). Fur die zytotoxische Wirkung wird weiterhin eine Eisen
(Il) Depletion verantwortlich gemacht (so z.B. bei Enzymen, deren katalytisches
Zentrum Fex+ enthalt z.B. die IDO)(32).
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In murinen Makrophagen ist die Bildung von Stickoxiden sicherlich der wichtigste
antiparasitare Effektormechanismus zur Abwehr von Toxoplasma gondii und anderer
pathogener Keime (33).

Es wird kontrovers diskutiert inwieweit dieser Mechanismus im humanen System
eine Rolle spielt. Auf der einen Seite wurde gezeigt, dass professionelle Phagozyten
wie humane Monozyten oder Makrophagen zwar eine iINOS besitzen und auch NO
produzieren, jedoch die freigesetzte NO-Menge fur einen antimikrobiellen Effekt
gegen Toxoplasmen nicht ausreichend ist (34/35); allerdings vermag NO hier eine
immunregulatorische Funktion zu Ubernehmen. Es konnte der Nachweis der iNOS -
mRNA (36) und der Nachweis entsprechender Proteine (37), die zur NO-Produktion
notwendig sind, gefuhrt werden.

Auf der anderen Seite konnte gezeigt werden, dass humane Makrophagen in der
Lage sind NO in ausreichenden Mengen zur Wachstumshemmung z.B. von
Leishmanien zu produzieren (38).

Bei sog. Nicht-Professionellen Phagozyten wie humane Astrozyten wurde gezeigt,
dass deren iINOS nach Stimulation durch IL-1+IFNy in der Lage ist, ausreichende
Mengen an NO zu produzieren um das Toxoplasmenwachstum zu hemmen (39).
Dieser Effekt konnte durch die Zugabe eines L-Arginin Antagonisten teilweise
blockiert werden.

Auf der anderen Seite zeigten Experimente mit humanen Uroepithelzellen dass eine
Stimulation mit IL-1+IFNy und konsekutiver NO-Produktion nicht zu einer Verstarkung
einer IDO-induzierten Toxoplasmostase, sondern zu einer Abschwachung dieses
Effektes fuhrte (40). Wahrend also bei murinen Zellen die NO-Produktion sicherlich
der entscheidende Mechanismus zur Infektabwehr darstellt, hat man bei humanen

Zellen auch regulatorische bzw. hemmende Wirkungen beobachtet.

1.6.2. Produktion toxischer Sauerstoffradikale:

Grundlage der Produktion von Sauerstoffradikalen ist der sogenannte ,Oxidative
burst‘, der durch einen erhohten Sauerstoffverbrauch charakterisiert ist. Er hat
jedoch mitnichten etwas mit der Zellatmung zu tun. Experimente mit Substanzen, die
blockierend auf mitochondriale Enzyme wirken, zeigen hier namlich keine hemmende

Wirkung.
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Nach Stimulation eines Phagozyten (Makrophagen, Monozyten, Leukozyten)
phosphoryliert die aktivierte Proteinkinase C Proteine des NADPH-Oxidase Systems.

Diese Phosphorylierung fuhrt zum Oxidative burst. Dabei wird die Reaktion

20, + NADPH > Op- +NADP" + H*

katalysiert. Bei dieser Reaktion wird molekularer Sauerstoff (O,) bei Aufnahme eines
Elektrons in das Superoxid-Anion Oj- (hier gezeigt) und bei Aufnahme zweier
Elektronen zu Sauerstoff-Peroxid (H20) reduziert. Die Sauerstoffradikale zeichnen
sich, ahnlich wie das beschriebene NO, durch ihre Reaktionsfreudigkeit aus. Gerade
deswegen spielen sie bei Entziindungsprozessen und pathologischen Zustanden
eine groRe Rolle. Weitere entstehende reaktive Sauerstoffradikale sind Singulett-
Sauerstoff ('0,) sowie Hydroxyl- (¢OH) und Alloxyradikale (ROe). Samtliche Radikale
konnen von murinen (13) als auch von humanen (11) Phagozyten nach Aktivierung
mit IFNy gebildet werden. Als Schutz gegen diese Sauerstoffradikale dienen
sogenannte ,scavenger‘-Molekule wie die Superoxiddismutase (SOD) ,die Katalase
sowie die Glutathion-Peroxidase. Diese Molekile kommen in allen Organismen vor,
die Sauerstoff zum Wachstum benétigen. Durch die Produktion von SOD sind z.B.
die Toxoplasmen zumindest teilweise in der Lage sich diesem antiparasitaren
Effektormechanismus zu entziehen (41/42/43). Bei Organismen, die diese
.scavenger‘-Molekulle nicht enthalten, kdnnen die Sauerstoffintermediate u.a. bei
Trypanosoma cruzei (34), Staph. aureus (35) oder Candida (33) eine mikrobizide
Wirkung entfalten. Dies ist auch klinisch bedeutsam: So z.B. bei der chronischen
Granulomatose des Menschen, bei der durch fehlende Bildung toxischer
Sauerstoffmetaboliten in den Granulozyten, schwere rezidivierende Infektionen

resultieren.

1.6.3. Abbau von Tryptophan durch die Indolamin 2,3-dioxygenase:

Nachdem die IDO erstmalig Anfang der 60iger Jahre von Hayaishi et al. (44/45) als
ein Haem enthaltendes Protein beschrieben wurde, konnten Pfefferkorn und Guyre
1984 (46) die Interferon y induzierte IDO-Aktivierung in Fibroblasten und den damit
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verbundenen antitoxoplasmatischen Effekt zeigen. Dieser Effekt wird durch einen
Tryptophanabbau erzielt. Dieses Enzym katalysiert die Oz-abhangige Umsetzung von
Tryptophan zu L-N-Formylkynurenin, der ersten Schritt im Abbau von Tryptophan
(47). Der zweite Schritt zu L-Kynurenin erfolgt tUber eine ubiquitare Formaminidase

(48)(siehe Abb. 3). Dabei wird nahezu samtliches Tryptophan aus der Zellumgebung

abgebaut.
L-Tryptophan =  5-Hydroxykynurenin =  Serotonin
|} <o
L-N-Formylkynurenin
U_<_Formaminidase
Anthranilsdure < L-Kynurenin =  Kynureninséure
¥
Xanthurensaure < 3-Hydroxykynurenin
U
AcetylCoA + CO;, = Quinolinsaure
Y
NAD, NADP
Y
PolyADPribose

Abbildung 3 Tryptophanmetabolismus

In den folgenden Jahren konnte eine IDO Induktion bei weiteren Zelltypen wie
Makrophagen (49), Monozyten (50) Astrozyten (51) und verschiedenen
Tumorzelllinien (43) gezeigt werden. Da diese Aminosaure essentiell far
Toxoplasmen ist, wird dadurch eine Hemmung des Toxoplasmenwachstums erreicht.
Der Abbau der Aminosaure korreliert dabei direkt mit der Hemmung des
Toxoplasmenwachstums. Durch Supplementierung von Tryptophan kann die
antiparasitare Wirkung wieder aufgehoben werden. Dabei scheint die Wirkung alleine
auf der Verarmung von Tryptophan zu beruhen, wahrend Abbauprodukte, die im
weiteren entstehen (siehe Abb. 3) keinen Einflu® auf die Proliferation der Parasiten
ausuben (52). Dabei ist es unerheblich ob es sich um intrazellulare Parasiten wie
Toxoplasmen oder Clamydien (53), oder extrazellulare Bakterien wie Gruppe B
Streptokokken handelt (15/54). Des weiteren besitzt die IDO eine schitzende
Wirkung beim oxidativen Stress, da es das Superoxidanion als Substrat und Cofaktor
bendtigt und die Tryptophanmetaboliten eine scavenger-Funktion in Bezug auf

Sauerstoffradikale besitzen (55).
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In murinen Zellen kommt diesem Enzym im Gegensatz zu den humanen Zellen

sicherlich keine tragende Rolle bei der antiparasitaren Abwehr zu.

Es bestehen somit enge Verflechtungen zwischen der IDO, der Produktion von
Stickoxiden sowie der Produktion toxische Sauerstoffradikale und auch der
Myeloperoxidase im Rahmen der spezifischen und unspezifischen Immunitat. Dabei
scheinen die entscheidenden Einflisse im murinen System von NO und toxischen
Sauerstoffradikalen sowie im humanen System von der Indolamin 2,3-dioxygenase

auszugehen.
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1.7 Fragestellung

Eine Infektion mit dem Protozoon Toxoplasma gondii verlauft, wie bereits erwahnt, in
der Regel inapperent und komplikationslos. Lediglich der plazentaren Infektion des
Feten galt es entsprechende Aufmerksamkeit durch Prophylaxe, Diagnostik, und
Therapie zu widmen. Die Pravalenz von Toxoplasma Infektionen im
westeuropaischen Raum reicht dabei bis ca. 80% (56). Im Zuge der Immunschwache
AIDS und der damit zunehmenden Zahl an Reaktivierungstoxoplasmosen
(Toxoplasmenenzephalitis) verstarkte sich das Interesse flir die immunologischen
Vorgange insbesondere im zentralen Nervensystem (ZNS). Hinzu kam die
zunehmende Zahl an immunkompromitierten Patienten durch Chemotherapie oder
neoplastische Erkrankungen sowie Immunsuppression bei Organtransplantierten.
Insbesondere die Vorgange in bestimmten Kompartimenten wie z.B. dem ZNS,
welches sich durch seinen strukturellen Aufbau und besonderer Milieubedingungen
von den ubrigen Geweben des Korpers unterscheidet, gewinnen gerade im Rahmen
der Toxoplasmose eine herausragende Bedeutung.

Wichtigster Mechanismus bei der Abwehr von Toxoplasmen in humanen Zellen ist
die Indolamin 2,3-dioxygenase (IDO). Die IDO ist ein Enzym, das die Umsetzung der
Aminosaure L-Tryptophan zu L-N-Formylkynurenin O, abhéangig katalysiert. L-N-
Formylkynurenin wird dann in einem weiteren Schritt durch eine ubiquitar
vorkommende Formaminidase zu Kynurenin hydrolisiert (siehe Abb. 3). Das
entscheidende Zytokin bei der Induktion des tryptophan-degradierenden Enzym ist
Interferon y. Auf diese Weise gelingt es die fur Toxoplasmen essentielle Aminosaure

Tryptophan abzubauen und damit eine Toxoplasmostase zu induzieren.

Eine Reihe von pro- und antiinflammatorisch wirkenden Zytokinen, die bei der
korpereigenen Abwehr wichtige Aufgaben Ubernehmen, sind bekannt. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde die Bedeutung der Zytokine IL-1, IL-6, IL-10, TGFp sowie der
wichtigsten antiinflammatorisch wirkenden korpereigenen Substanz Cortison, fur die
Modulation der IDO naher beleuchtet. In der Literatur ist bisher lediglich IFNy als
starker Induktor der IDO bekannt. In diesem Zusammenhang sollten im Rahmen
dieser Arbeit weitere Zytokine auf deren Funktion im Hinblick auf eine IDO-Induktion

bzw. Regulation untersucht werden. Bekannt ist weiterhin, dass TNFa zwar nicht
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selbst die IDO induziert, jedoch in Glioblastomzellen (51) sowie z.B. in Makrophagen
(67) den IFNy vermittelten Effekt verstarkt und damit eine Verstarkung der
Toxoplasmostase bewirkt. Gibt es also weitere Zytokine, die in unserem
Infektionsmodell in der Lage sind, die IFNy vermittelte IDO-Induktion zu verstarken
oder zu hemmen. Falls ein Einfluss erkennbar wird ist die Frage zu klaren auf
welcher Ebene die Regulation der IDO erfolgt. Des weiteren galt es zu untersuchen
inwieweit sich die Zytokingabe abhangig und unabhangig von der Induktion der IDO
funktionell auf das Verhalten der Toxoplasmen auswirken wurde. Dies insbesondere
vor dem Hintergrund anderer mdoglicherweise vorhandener Abwehrmechanismen
(Oxidative burst/ Sickoxide) wie z.B. im murinen Modell bzw. in anderen peripheren
Zellarten (40).

Im folgenden werden die verschiedenen in dieser Arbeit verwendeten Zytokine im

Hinblick auf ihre bisher bekannten Funktionen kurz beleuchtet:

IL-1:

Interleukin 1 (IL-1) ist ein Zytokin, dass u.a. von Monozyten, Makrophagen, Mikroglia

und Glioblastomzellen exprimiert wird. Es ist ein wichtiger Mediator im Rahmen von
Entzindungsgeschehen und besitzt vorwiegend stimulierende Effekte auf das
Immunsystem. So ist es fur den ersten Schritt in der T-Zell Aktivierung und deren
Lymphokinfreisetzung verantwortlich (7/8); des weiteren flhrt es zur Proliferation von
T- und B-Zellen. Auf der anderen Seite induziert IL-1 die Freisetzung von sog.
sekundaren Mediatoren wie IL-2 (T-Zellen), IL-6 (Fibroblasten) oder Prostaglandinen
(Makrophagen) und wirkt als endogenes Pyrogen bei der Fiebererzeugung im
Hypothalamus. Es ist in der Lage in vivo die ACTH-Produktion zu stimulieren. Als
Folge davon steigen die Plasmacortisolspiegel an. Da die Produktion von IL-1 durch
Dexamethason, einem synthetischen Cortisolanalogon, gehemmt werden kann, ist
eine Verbindung des Strelabwehrsystems mit dem Immunsystem denkbar (58/59).
IL-1 induziert des weiteren einen Toxoplasmenschutz in Mausen. Im murinen System
ist IL-1 in der Lage die IFNy induzierte Toxoplasmostase in Astrozyten zu verstarken
(60).
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IL-6 :

Interleukin 6 (IL-6) wird durch T-/B-Zellen, Monozyten und Fibroblasten sowie

verschiedenen Glioblastomzellen sezerniert. Letztere sind in der Lage Interleukin 6
nach Stimulation (86HG39) mit IL-1 oder sogar spontan (U373MG/ 87HG31) zu
produzieren. Seine Effekte sind u.a. die Proliferation von T-Zellen/Thymozyten und
die Induktion der Produktion von Akute-Phase-Proteine durch Hepatozyten; des
weiteren wirkt es ahnlich wie IL-1 als endogenes Pyrogen (61). Es verstarkt ahnlich
wie IL-1 die Immunglobulinsynthese, und stimuliert die Produktion eines neurotropen
Faktors durch in vitro kultivierte Astrozyten (62). IL-6 vermittelt auch inhibitorische
Effekte. So resultiert im murinen System die Gabe von IL-6 zu toxoplasmeninfizierten
Peritonealmakrophagen in einem verstarkten Toxoplasmenwachstum (63).
Aulerdem konnte gezeigt werden, das die Gabe eines Antikorpers gegen IL-6 zu
hoheren Serumkonzentrationen von IFNy, zu einer verminderten Anzahl von
zerebralen Zysten sowie zu einer verminderten Entzindungsreaktion fuhrt (64). Im
Gegensatz dazu konnte bei humanen Mikrogliazellen eine schitzende Funktion

gegen Toxoplasmen gezeigt werden (65).

IL-10 :

Interleukin 10 (IL-10) ist ein antiinflamatorisch wirkendes Zytokin welches die

Synthese von proinflammatorisch wirkenden Zytokinen (so z.B. IFNy) und
Chemokinen inhibiert. Es wird von Monozyten, Makrophagen (Hauptquelle (66))
sowie von CD4" Lymphozyten insbesondere TH2 T-Zellen und CD8" T-Zellen
gebildet. So fuhrt eine IL-10 Antikdrpergabe bei einer Toxoplasmenenzephalitis im
murinen System zu einer reduzierten intrazerebralen Parasitenanzahl sowie zu einer
erhdhten Zahl von Immunzellen und Produktion von protektiven Cytokinen (67). Auf
der einen Seite vermag IL-10 weiterhin die Oberflachenexpression vom MHC Klasse
Il Komplex auf der Zelloberflache von Monocyten und Makrophagen zu vermindern
und damit die antiinflammatorische Aktivitat zu reduzieren (68), sowie die NO-
Synthese in murinen Macrophagen zu hemmen (69). Auf der anderen Seite hat es
auch immunstimulatorische Eigenschaften. IL-10 ist in der Lage die TH-2 regulierte
humorale Immunantwort zu unterstitzen, indem es die Proliferation und
Differenzierung in humanen B-Zellen induziert (70), sowie die Synthese und

Expression von FCy Typ | Rezeptoren auf Monozyten und NK-Zellen fordert. Hiermit
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tragt es zur Antigenerkennung durch Entzindungszellen und zur Antikorper-
abhangigen zellularen Zytotoxizitat bei. Dabei wird IL-10 erst spat im Verlauf einer
Infektion synthetisiert und scheint damit eine Wirkung bei der Begrenzung einer
moglicherweise deletaren Fortfihrung der kdérpereigenen Entzindungsreaktion zu
besitzen (71/72). Diese Eigenschaft ist moglicherweise klinisch nutzbar bei der

Begrenzung von Entzindungsherden, wie z.B. bei der Colitis ulzerosa (73/74).

TGFp :

TGFB (Tumor-Growth-Faktor B) ist ein multifaktoriell wirkender Faktor, der eine
hemmende Wirkung auf die Zellen des Immunsystems besitzt und als Antagonist
vieler (Leukozyten-) stimulierender Zytokine (IL-1, IL-2, IFNy, TNFa) dient. Auf der
anderen Seite besitzt er eine kollageninduzierende, fibrosefordernde sowie
angiogenesestimulierende Aktivitat (= traumatische Gewebelasionen). Er bindet an
einen Rezeptor, der praktisch auf allen normalen und malignen Zellen vorkommt.
TGFB wirkt als ein Antagonist von IL-2 und hemmt die IL-1 abhangige Proliferation
von Lymphozyten. Weiterhin blockiert es die Funktion von NK-Zellen (75). Als
Beispiele fur die TGFB Wirkung in Bezug auf die IDO wurde eine Hemmung der IFNy
induzierten IDO bei humanen Makrophagen (76) und Fibroblasten (77) gefunden.
Aulerdem vermag TGFp die IFNy induzierte Expression von MHC Klasse |l
Antigenen auf humanan Astrozytomzellen oder Melanomzellen (78/79) sowie die
NOS-Transkription in Makrophagen (80) zu antagonisieren. Desweiteren vermindert
es die VCAM-1 Expression auf humanen Astrozyten die bei der Extravasation und
Aktivierung von T-Zellen eine wichtige Rolle spielt (81). Im murinen System ist TGFp
in der Lage bei Toxoplasmose empfanglichen Mausen die Aktivierung von
CD4"/CD8" T-Zellen zu reduzieren sowie die Anzahl von intrazerebralen Erregern
dosisabhangig zu erhdhen. Dieser Effekt konnte durch Gabe von IFNy antagonisiert
werden (82).

Dexamethason :

Cortisol spielt eine wichtige Rolle als Regulator des Intermidiarstoffwechsels und als
Modulator des Immunsystems. Es wirkt antiphlogistisch (Hemmung der Biosynthese
von Prostaglandinen, Leukotrienen und Thromboxanen), antiallergisch, hemmt die
Produktion von Antikorpern und reduziert die immunologischen Abwehrreaktionen;

ein erwunschter Effekt bei Organtransplantationen. Weiterhin hemmt es die Synthese



Einleitung 20

von TNF und IL-1 sowie die Aktivierung von T-Lymphozyten. Die Migration von
Leukozyten und Mastzellen in das entzindliche Gebiet wird verringert. Da
Glukokortikoide aufgrund ihrer Lipophilie frei durch die Zellmembran diffundieren
konnen und Cortisolrezeptoren praktisch in allen Zellen im Zytoplasma existieren

erklart dies ihre vielfaltige Wirkungsweise.

Die oben genannte Zytokine wurden im Rahmen dieser Arbeit auf ihre Wirkung auf
die Indolamin 2,3-dioxygenase sowie auf ihren EinfluR auf das Toxoplasmen-

wachstum in Glioblastomzellen untersucht.
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B. Material und Methoden

1. Herkunft der verwendeten Zellinien

1.1 Herkunft der Glioblastomzellen

1.1.1 Herkunft der Zellinie 86HG39 und 87HG31

Die Glioblastomzellinien 86HG39, 87HG31 wurden von Prof. Dr. Bilzer, Institut fur
Neuropathologie, Universitat Dusseldorf, zur Verfligung gestellt. Sie entstammen den
Erstrezidiven verschiedener Glioblastome und wurden zwischen der 140. und 200. in
vitro Passage (Passagedauer 5 — 7 Tage) in den Experimenten eingesetzt, und
erwiesen sich auch nach Langzeit in vitro Kultur fur den Astrozytenmarker GFAP
(Glial Fibrillary Acid Protein) positiv (5).

1.1.2 Herkunft der Zellinie U373MG

Diese Zellinie wurde uber ATCC, Rockville, Maryland (Katalognr. HTB17) bezogen
(Acta Path. Microbiology Scand. 74, 1968). Bei einer Passagedauer von sieben bis
acht Tagen wurde diese Linie in der 50. bis 100. in vitro Passage nach Erhalt von

ATCC in den Experimenten eingesetzt.

1.2 Herkunft der Raw — Zellen

Die murinen Makrophagen wurden von ATCC-Rockville, Maryland, USA bezogen.

1.3. Herkunft der B9-Zellen
Die IL-6 Indikatorzellen der B-Zelllinie B9 wurden uns von Dr. Kiderlen, Robert-Koch-

Institut, Berlin, zur Verfugung gestellt.
1.4 Herkunft des Toxoplasma gondii — Stammes BK

Der Toxoplasmenstamm BK wurde uns freundlicherweise von Drs. Saathoff und

Seitz, Institut fur Parasitologie, Bonn zur Verfigung gestellt.

1.5 Herkunft der Mausfibroblasten L929
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Die Mausfibroblastenlinie L929 wurde vom Institut fur medizinische Mikrobiologie der
Universitat Mainz bezogen und stammt urspringlich von ATCC, Rockville ,USA
(Katalognr. CCI1). Es handelt sich hierbei um eine aus dem normalen subcutanen
Gewebe einer Maus abstammenden Zellinie, die 1940 als eine der ersten

kontinuierlichen Zellinien von W. R. Earle etabliert wurde (83).

2. Zellkulturtechniken

2.1 Medien, Puffer, Zytokine, Chemikalien, Antikorper

- I-Med5%
Iscove’s modifiziertes Dulbecco’s Medium mit Phenolrot in Pulverform (Gibco),
geldst in deionisiertem Wasser und versetzt mit:

e 3g/l NaHCO3; (Merck, Darmstadt)

e 5% (v/v) hitzeinaktiviertem, fetalen Kalberserum (FCS, Seromed)

e 1% Glutamin (Gibco, Grand Island, New York)

e 50uM B-Mercaptoethanol (Merck, Darmstadt)

- RPMI 5%
RPMI 1640 Medium wurde mit und ohne Phenolrot als Fertigmedium (Gibco)
bezogen, und lediglich mit 5% hitzeinaktiviertem fetalen Kalberserum FCS sowie 1%

Glutamin supplementiert.

- Einfriermedium
FCS mit 10% (v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO, Merck).

- PBS - Puffer
Steriler PBS- Puffer wurde als Waschmedium fur die Zellen verwendet und von der
Apotheke der Medizinischen Einrichtung der Heinrich Heine Universitat Dusseldorf

bezogen.

Er setzt sich zusammen aus:
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e 8,0g NaCl

e 0,2g KCL

e 1,35g KH,HPO4 x 2H,0
e 0,259 KH,PO4

- 5x SDS-Probenpuffer fiir Proteingele
e 10% SDS; 0,4M Tris-HCI pH 6,8;

o 25% (viv) Glycerin; 5% B-Mercaptoethanol

e 0,1% Bromphenolblau

- Trenngelpuffer
e 1,5M Tris-HCI pH 8,8; 0,1% SDS

- Kathodenpuffer
e 0,025M Tris; 0,04M 6-Aminohexansaure;
o 20% (v/v) Methanol

- Anodenpuffer 1
e 0,03M Tris; 20% (v/v) Methanol

- Anodenpuffer 2
e 0,3M Tris; 20% (v/v) Methanol

- Gelfarbelosung
e 0,1% Coomassie Brilliantblau R 250;

o 7,5% (v/v) Essigsaure; 40% (v/v) Methanol

- Entfarbelosung

e 7,5% (viv) Essigsaure, 20% (v/v) Methanol

23
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- Ponceau S-Stammldésung
e 2% Ponceau S; 30% Trichloressigsaure;

o 30% Sulfosalicylsaure

- Blocking-LOosung
e 1% Blocking Reagenz (Boehringer) geldst in

¢ 1x Maleinsaurepuffer

Alle verwendeten Medien wurden mit 0,2um MediaKap 5 Sterilfilter (Microgon,
Laguna Hill, USA) steriffiltriert.

Auf den Zusatz von Antibiotika in den Testsystemen wurde verzichtet, damit
bakterielle Kontaminationen schnell erkannt werden konnten.

Die Inaktivierung des Kalberserums (FCS) erfolgte durch 30—minutiges Erhitzen auf
56°C

- Zytokine
IL-1
IL-6
=10 als rekombinante hu Proteine aus E.coli
human IEN von der Firma Genzyme, Russelsheim,
! GER, bezogen
TNFa
TGFp
murin IFNy Firma Genzyme, Riusselsheim, GER

- Chemikalien
e L-Tryptophan: Firma Sigma, Chemical CO., St. Louis, MO, USA.

e Trypanblau: Firma Sigma, Chemical CO., St. Louis, MO, USA.

e Dexamethason (Cortison): Firma Sigma, Chemical CO., St. Louis, MO, USA.

e 3H-Uracil: Amersham International, England.
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e Ehrlich-Reagenz: 0,4% (w/v) Dimethylbenzaldehyd/Eisessig, Sigma,
Chemical CO., St. Louis, MO, USA.

o Gries-Reagenz: Naphtylethylendiamin-Dihydrochlorid (0,3% in aqua
dest.), Sulfanilamid (1% in 1,2N HCL), Firma Sigma,
Chemical CO., St. Louis, MO, USA.

- Antikorper

e anti — TNFa — Antikorper: Dieses von Kaninchen stammende Serum kann
die biologische Aktivitat von TNFo blockieren, und wurde ebenfalls von

Genzyme, Cambridge, MA, bezogen.

¢ anti-IDO-Antikorper: Ein monoklonaler Maus-anti-IDO-Antikdrper (IDO-mAK)
wurde zur Verfigung gestellt von Osamu Takikawa, Dept. of Chemistry and
Australian Cataract Research Foundation, University of Wollongong,
Australien. Nachweise des IDO-Proteins mit diesem Antikérper sind bereits
publiziert (Heyes et al. 1992).

2.2 Kultivierung und Ernte der Zellinien 86HG39, 87HG31, U373MG

Die Glioblastomzellen dieser Zellinien wurden in liegenden 50ml Zellkulturflaschen
der Firma Costar in Heraeus — Brutschranken bei 37°C und wasserdampfgesattigter
und mit 10% CO, angereicherter Atmosphare in 15ml I-Med5% kultiviert. Durch das
Kohlensaure-Bicarbonat-Puffersystem des Kulturmediums wird eine pH Konstanz
gewabhrleistet. Die Teilungsrate der Zellen betrug, unter der Voraussetzung , eines
ausreichenden  Nahrstoffangebotes und Nichterreichen einer konfluenten
Einzellschicht, 1-1,5 pro die. War durch das Wachstum der Zellen eine konfluierende
Einzelschicht erreicht, wurden die Zellen geerntet. Da die starke Adharenz der
Glioblastomzellen, insbesondere der Reihe 87HG31, ein Ablosen der Zellen durch
Resuspendieren des Kulturmediums verhinderte, wurden die Zellen unter
Verwendung von Trypsin-EDTA-LOsung (Seromed, Biochrom, Berlin) abgelost. Dazu

wurden nach Entfernung des Kulturmediums 2-5 ml Trypsin-EDTA-L6sung flr ca. 3
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min zu den Zellen gegeben. Das Trypsin bewirkt ein Andauen und Abl6sen der
Zellfortsatze vom Flaschenboden und ein Abrunden der Zellen. Anschlielend wurden
sie unter Verdinnung und Neutralisierung des Trypsins mit 10 ml I-Med5% aus der
Kulturflasche geerntet und in ein 15ml Zentrifugenréhrchen (Sarstedt) Uberflhrt.
Nach einer Zentrifugation bei 1200U/min und 4°C erfolgte die Aufnahme des
Sediments in 10ml I-Med5% und die erneute Zentrifugation bei 1200U/min/4°C. Das
resultierende Sediment wurde in 2ml Iscove’s-Med5% aufgenommen und eine
Neubauer Zahlkammer mit 50ul einer 1:2-fachen Verdlinnung mit Trypanblau
(Roth) beschickt. Trypanblau ermoglicht die Unterscheidung zwischen lebenden
(ungefarbten) und toten (angefarbten) Zellen. In der Regel farben sich weniger als
5% der Zellen an.

Zur weiteren Kultivierung der Zellen wurden 5x10° Zellen in die alte Kulturflasche mit
15ml frischen I-Med5% uberfuhrt.

2.3 Kultivierung und Ernte der Raw - Zellen

Die Raw-Zellen wurden in liegenden 50 ml Zellkulturflaschen der Firma Costar in
Heraeus — Brutschranken bei 37°C und wasserdampfgesattigter und mit 10% CO,
angereicherter Atmosphare in 15ml [-Med5% kultiviert. Durch das Kohlensaure-
Bicarbonat-Puffersystem des Kulturmediums wird eine pH Konstanz gewahrleistet.
Die Flaschen waren nach 3-5 Tagen dicht genug zur Ernte bewachsen. Hierzu
wurden die Zellen mit Kulturmedium vom Flaschenboden gespult oder mit einem
Zellschaber (Greiner) gelost und mit Medium in ein 15ml Zentrifugationsrohrchen
uberfuhrt. Zur weiteren Kultivierung der Zellen wurden ca. 1ml der Zellsuspension in
die alte Kulturflasche mit 15ml frischen I-Med5% uberfihrt. Nach 10-minutiger
Zentrifugation mit 1200rpm wurde das Pellet in 2-3ml [-Med5% resuspendiert, und

die Zellzahl zur weiteren Verwendung in der Neubauer-Zahlkammer bestimmt.
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2.4 Kultivierung und Ernte der Mausfibroblasten L929

Die Mausfibroblasten wurden in I-Med5% in liegenden 10ml Kulturflaschen in einer
mit 10% CO, angereicherten und wasserdampfgesattigten Atmosphare bei 37°C
kultiviert. Alle 3-4 Tage war die Kulturflasche zur Ernte dicht genug bewachsen. Die
adharenten Mausfibroblasten wurden entweder mit Medium vom Boden gespult oder
durch einen Zellschaber (Greiner) von der Oberflache gelost, und in ein
Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt. Ca. 1ml wurde dabei in der Flasche zuruckbehalten
und diese zur Weiterkultivierung mit 5ml [-Med5% aufgefullt. Nach einer 10-
mindtigen Zentrifugation mit 1200U/min. wurde das Sediment in 2ml |-Med5%
resuspendiert und die Zellzahl in der Neubauer Zahlkammer bestimmt. Die Zellen

wurden anschliefend als Wirtszellen zur Kultivierung der Toxoplasmen verwendet.

2.5 Kultivierung und Ernte der Toxoplasmen

Toxoplasma gondii, als obligat intrazellular parasitierendes Protozoon, bendtigt zur
Vermehrung eine Wirtszelle. Als solche dient die Mausfibroblastenlinie L929. Es
wurden 1-1,5x10° L929-Zellen mit 3-10x10° Toxoplasmen in eine 10ml Kulturflasche
gegeben und 3-4 Tage kultiviert. In dieser Zeit wurden nahezu alle Mausfibroblasten
infiziert und zerstért. Die daraufhin wieder extrazellular liegenden Toxoplasmen
wurden dann vom Boden der Kulturflasche gespilt und in ein  5ml
Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt. Bei Raumtemperatur erfolgte eine 5-mindtige
Zentrifugation bei 600 U/min um die mitabgespulten Mausfibroblasten und deren
Zelltrimmer sedimentieren zu lassen. Die im Uberstand verbliebenen Toxoplasmen
wurden in ein weiteres Zentrifugenrohrchen tberfuhrt und 10 Minuten bei 2000 U/min
zentrifugiert um die Toxoplasmen zu pelletieren. Der Uberstand wurde abgesaugt
und das Pellet mit 5ml RPMI ohne Phenolrot resuspendiert. Nach entsprechender
Verdinnung mit Trypanblau wurden die Toxoplasmen ausgezahlt und fir die

entsprechenden Experimente weiterverdinnt.
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Es hat sich als gunstig erwiesen (84) die Toxoplasmen ohne Kuhlung zu
zentrifugieren und sofort fur den Versuch zu verwenden oder wieder den Wirtszellen

zuzufihren.

2.6 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Das Einfrieren der Zellen erfolgte in flussigem Stickstoff bei einer Temperatur von
-196°C, bei der die Haltbarkeit der Zellen Uber Jahre gewahrleistet ist. Bei einer
Temperatur von —75°C sind die Zellen lediglich einige Monate haltbar. Bei dem
Einfriervorgang mul} darauf geachtet werden, dal} eine Schadigung der Zellmembran
durch Kristallisation des im Zytoplasma enthaltenen Wassers ausgeschlossen wird.
Dazu dient das im Einfriermedium enthaltenen DMSO, welches die Permeabilitat der
Zellmembran steigert. Dadurch bedingt ist DMSO bei Raumtemperatur stark
zytotoxisch, so dal die im Einfriermedium resuspendierten Zellen moglichst rasch
eingefroren werden mussen.

Die Zellen werden, wie bereits ausgefuhrt, geerntet und das resultierende Sediment
in eisgekuhltem Einfriermedium aufgenommen. Die Konzentration der Zellen betragt
hier mindestens 1x10° Zellen/ml, wobei jeweils 1ml in ein steriles Kunststoffrdhrchen
(1,8ml, Nunc) Uberfuhrt und bei -78°C fur 48 Stunden zwischengelagert wird, bevor
es in den flissigen Stickstoff getaucht wird.

Der Auftauvorgang wird beschleunigt, indem das Einfrierréhrchen nach der
Entnahme mit etwas |-Med5% resuspendiert wird. Unverzuglich wird die
Zellsuspension ad 50ml I-Med5% in ein 50 ml Zentrifugenrdhrchen gegeben und bei
1200rpm bei 4°C abzentrifugiert. Zur Verringerung der Zytotoxizitat ist ein moglichst
rascher Auftauvorgang und die Ausverdinnung des DMSO erforderlich. Die Zellen

werden nach nochmaligem Waschen in Kulturmedium wie gewohnt ausgesat.
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3. Testsysteme

3.1 Kynureninnachweis im Uberstand stimulierter Zellen

Der Kynureninnachweis im Uberstand aktivierter Zellen bietet den Vorteil, im
Gegensatz zu der von Feng und Taylor (1989) (85) beschriebenen Methode, dal bei
diesem Verfahren zum indirekten Nachweis der Aktivitat der Indolamin 2,3-
dioxygenase die Zellen nicht aufgeschlossen werden mussen. Somit kann das
wahrend der gesamten Inkubationsdauer entstandene Kynurenin photometrisch
nachgewiesen werden. Ferner kénnen die, nach Entfernung des Uberstandes, in den
Kulturplatten verbliebenen, stimulierten Zellen z.B. fir Toxoplasmenprolifera-
tionstests weiter verwendet werden (86).

Als Kulturmedium fur diesen Test wurde |-Med5% verwendet, das zusatzlich mit
50ug/ml L-Tryptophan angereichert wurde. In den Vertiefungen einer 96-well-Platte
(Flachboden) wurden je 50upl Kulturmedium mit unterschiedlichen IFNy
Konzentrationen (1000-0 U/ml, 1:2 Verdinnungsreihe) vorgelegt. Daraufhin folgte
die Zugabe von Zytokinen in weiteren 50 — 100ul Kulturmedium in entsprechender
Konzentration. Pro well wurden anschlieRend 3x10*Glioblastomzellen hinzugefiigt.
Nach einer 72-stindigen Inkubation im Brutschrank bei 37°C wurden je 160ul den
einzelnen Vertiefungen entnommen und in eine 96-well-Platte (Spitzbodenplatte)
uberfuhrt. Nach Zugabe von 10ul 30%-iger Trichloressigsaure pro well wurden die
Proben fur 30min im Wasserbad bei 56°C inkubiert, um N-Formylkynurenin zu
Kynurenin zu hydrolysieren.

Nach 10 mindtiger Zentrifugation der Platten mit Hilfe eines Matched-Weight
Microplate Carriers (Beckmann) bei 2500rpm in einer Beckman Model J-6-B-
Zentrifuge wurden jeweils 100ul Uberstand mit 100ul frisch angesetztem Ehrlich-
Reagenz in den Vertiefungen einer 96-well-Platte (Flachboden) gemischt.

Die Absorbtion wurde bei 492nm gemessen. Als Negativkontrolle diente der
Uberstand unstimulierter Zellen, als Standart eine Kynureninverdiinnung.

In dieser Arbeit wurden die Zellen mit IFNy, TNFa, verschiedenen Interleukinen,
Wachstumsfaktoren und Entzindungsmediatoren alleine oder in Kombination

stimuliert.
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3.2 Indirekter Nachweis der intrazellularen Indolamin 2,3-dioxygenase

Zum Nachweis der intrazellularen Indolamin 2,3-dioxygenase (IDO) wurde das von
Takikawa (1988)(87) und Feng und Taylor (1989)(85) beschriebene Testverfahren in
modifizierter Form angewandt. Es beruht auf dem Prinzip die im Intrazellularraum
gelegene IDO herauszuldsen die anschlielend das im Reaktionspuffer zugesetzte
Tryptophan zu N-Formylkynurenin umsetzt. Dieses wird in einem weiteren Schritt
durch die Kynurenin-Formidase zu Kynurenin hydrolysiert. Die Menge an
entstandenem Kynurenin kann anschlieend photometrisch bestimmt werden, und
dient somit dem indirekten Nachweis des Tryptophanabbauenden Enzyms Indolamin
2,3-dioxygenase. Die entstehende Menge an Kynurenin ist dabei direkt proportional
zur Aktivitat der Indolamin 2,3-dioxygenase.
Fir die Bestimmung wurden die Glioblastomzellinien 86HG39, 87HG31 und U373MG
fur 3 Tage in I-Med5% mit unterschiedlichen Dosen hulFNy und verschiedenen
Zusatzen inkubiert. Die Zellen wurden dann mit Trypsin abgelOst, zentrifugiert, in
PBS aufgenommen und gezihlt. Je 1,5x10° Zellen wurden dann in 200ul PBS
aufgenommen und durch dreimaliges Einfrieren bei —78°C und Auftauen im
Wasserbad bei 37°C aufgeschlossen. Es folgte eine scharfe Zentrifugation in
Eppendorff-Réhrchen bei 13000 U/min fiir 3-5 min. Der resultierende Uberstand
wurde mit dem gleichen Volumen an Reaktionspuffer versetzt.
e Zusammensetzung des Reaktionspuffers:

e 40mM Ascorbinsaure (Sigma, Deisenhofen)

e 20uM Methylenblau (Sigma, Deisenhofen)

e 800uM L-Tryptophan (Sigma, Deisenhofen)

¢ in 100mM Kalium-Phosphat-Puffer (pH 6,5, Merck, Darmstadt)
Der Reaktionspuffer wurde aliquotiert und bei —70°C eingefroren. Kurz vor dem
Versuch wurde der Reaktionspuffer mit 200ug Katalase/ml (Sigma) versetzt. Fur die
enzymatische Reaktion ist ein reduzierendes System aus Ascorbinsaure und
Methylenblau notwendig, um die Aktivitat des Hamoproteins IDO aufrecht zu
erhalten, da das aktive Eisen (Fe?*) Enzym unter den in vitro Bedingungen schnell
zum inaktiven Eisen (Fe**) Enzym oxidiert.
Wahrend einer 30-minutigen Inkubationszeit bei 37°C wird das im Reaktionspuffer

befindliche L-Tryptophan zu N-Formylkynurenin umgesetzt. Das Abstoppen der
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Reaktion erfolgt durch Zugabe von 40ul 30% Trichloressigsaure (Merck). Es schlief3t
sich eine 30-minutige Inkubation der Proben bei 56°C an, um das enstandene N-
Formylkynurenin zu Kynurenin zu hydrolysieren. Nach Zentrifugation bei 13000U/min
fur 5min in einer Eppendorf-Zentrifuge (Hettich Mikroliter) wurden jeweils 100l
Uberstand mit dem gleichen Volumen an Ehrlich-Reagenz (0,4% p-
Dimethylbenzaldehyd/Eisessig, Sigma, Merck) in den Vertiefungen einer 96-well-
Platte vermischt, wobei sich der Testansatz bei Vorhandensein von Kynurenin gelb

verfarbt. Es wurden Dreifachbestimmungen durchgefihrt.

Die entstandene Farbreaktion wurde bei 492nm photometrisch mit einem
Mikroplatten-Photometer gemessen. Als Nullwert wurde die Absorbtion von Proben

unbehandelter Zellen herangezogen.

3.3 Toxoplasmenproliferationstest

In der vorliegenden Arbeit wurde der >H-Uracil-Einbautest angewendet. Der
Toxoplasmenproliferationstest eignet sich zur quantitativen Bestimmung der
Toxoplasmenvermehrung. Toxoplasmen besitzen im Gegensatz z.B. zum Saugetier
das Enzym Uracil-Phosphoribosyltransferase, das Uracil in das in der
Nukleotidsynthese verwendete Uridylat (berfihrt. So wird >H-Uracil fast
ausschlielich von Toxoplasma gondii in die DNA/RNA eingebaut (88).

Fir diesen Test wurden die unterschiedlich vorbehandelten Glioblastomzellen
(3x10*well) mit Iscove's-Med5%, das je nach Fragestellung mit verschiedenen
Additiven versetzt wird, unter Zugabe von L-Tryptophan (Endkonzentration 50ug/ml)
in 96-well-Platten kultiviert. Im Normalfall erfolgte die Infektion der Zellen mit 1x10*
Toxoplasmen pro well, die in RPMI-Med5% (um kein zusatzliches Tryptophan
zuzusetzen) zugefuhrt wurden. Nach 2-4 Tagen Inkubation im Brutschrank war in der
Mehrzahl der Versuche der erste Vermehrungszyklus der Toxoplasmen
abgeschlossen, was mikroskopisch an erneutem Vorhandensein extrazellularer
Toxoplasmen zu erkennen war. Zu diesem Zeitpunkt wurden die Testansatze
radioaktiv markiert. Hierzu wurden pro Vertiefung je 37kBq *H-Uracil (Amerham)
zugegeben. Nach einer weiteren Inkubationszeit von 16-24 Stunden wurden die
Platten bei —20°C eingefroren. Mit dem Einfrieren wird die Zellmembran zerstort und

die DNA freigesetzt. AnschlieRend wurden die Testansatze wieder aufgetaut und der
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Inhalt der einzelnen Vertiefungen mit Hilfe eines Zellerntegerates (LKB Wallac) mit
aqua dest. Uber einen Glasfaserfilter (Preprint Filtermat, LKB Wallac) abgesaugt. Die
mit ®H-Uracil markierte DNA wird dabei im Glasfaserfilter zurlickgehalten. Es folgt
eine 20-minutige Trocknung der Filter bei ca. 100°C. Danach wurden die Filter unter
Zugabe von 10ml Szintilationsflussigkeit (Beta Plate Scint, LKB Wallac) einzeln in
Plastiktitchen eingeschweil3t und in einem pB-Counter (1205 Betaplate, LKB Wallac)
ausgewertet. Dieser misst die durch den radioaktiven Zerfall des Uracil in der
Szintilationsfllissigkeit erzeugten Lichtblitze und gibt sie als “counts per minute®
(cpm) an. Die gemessenen cpm-Werte sind in diesem Test ein Mal} flr das

Parasitenwachstum.
3.4 Nachweis von Stickoxiden

Der Nachweis von NO, wird spektralphotometrisch mit dem Griess’schen Reagenz
durchgefuihrt. Dieses Reagenz  besteht zu gleichen Anteilen aus
Naphtylethylendiamin - Dihydrochlorid (Sigma, 0,3% in destilliertem Wasser) und
Sulfanilamid (Sigma, 1% in 1,2N HCL) und wird direkt vor der Testauswertung frisch
angesetzt. Es bildet mit Nitrit einen pinkfarbenen Azofarbstoff (89), der bei einer
Wellenlange von 543nm absorbiert. Der Test wurde wie von Ding et al. (1988)(90)
beschrieben durchgefuhrt. Dieser Test dient zum Nachweis einer NO-Produktion

durch unbehandelte und stimulierte Raw-Zellen.

3.5 IL-6 Bioassay

Prinzip des verwendeten [L-6 Bioassays ist die Bestimmung der durch IL-6
induzierten Proliferation von B9 Zellen. IL-6 ist das einzige Zytokin, das in B9 Zellen
eine Proliferation auslost, wobei keine Kreuzreaktivitat mit IL-1 existiert. Die zu
untersuchenden Uberstande der stimulierten Glioblastomzellen wurden beginnend
mit einer 1:2-1:3 Verdlinnung Uber 16 Stufen jeweils 1:2-1:3 in einer 96 well Platte
(Greiner) weiter verdinnt. Zu den verschiedenen Verdunnungsstufen wurden pro
Vertiefung 2-3x10° B9 Zellen hinzugegeben. Nach 48-72 Stunden Inkubation im
Brutschrank wurde die Proliferation der B9 Zellen als Mal} fur die Zytokinproduktion
mit Hilfe der *H-Thymidineinbaumethode bestimmt. Hierzu wurden die Zellen mit 10yl

*H-Thymidin pro Vertiefung markiert, fiir 16-20 Stunden im Brutschrank inkubiert und
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anschlie3end bei —20°C eingefroren, um die Zellmembran zu zerstéren und die DNA
freizusetzen. Nach dem Auftauen der Testansatze wurden diese nun wie im
Abschnitt 3.3 weiterbehandelt, um Uber die gemessenen cpm-Daten das
Zellwachstum und das entstandene IL-6 bestimmen zu konnen.

Als Negativkontrolle diente der Uberstand von unbehandelten Glioblastomzellen, und

als Standart verwendeten wir eine Verdinnungsreihe von IL-6.

3.6 Proteinpraparation und Bestimmung der Konzentration

Fir einen Nachweis der IDO auf Proteinebene wurden 1-2x10° Zellen in 25cm?*-
Flaschen uUberfuhrt und fur drei Tage mit 15, 30, 60 und 100U/ml hulFNy 200mg/ml
Cortison oder beidem stimuliert.

Nach drei Tagen wurden die Zellen geerntet, abzentrifugiert, einmal mit PBS
gewaschen und wieder abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet fur 5 Minuten in flussigen Stickstoff getaucht. Durch anschliellendes
schnelles Auftauen und Aufnahme in 100ul A.dest. wurden die Zellen lysiert. Das
Lysat wurde in ein Eppendorf-Gefall Uberfihrt und 10 Minuten bei 10000rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde fir nachfolgende Versuche verwendet.

Um die Konzentration der Proteine im Uberstand zu bestimmen, wurde die Methode
von Bradford angewendet (Bradford 1976). Zur Erstellung einer Eichgeraden wurde

BSA eingesetzt.

3.7 SDS-PAGE und Coomassie-Farbung

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte in 9,5- oder 12%igen
Polyacrylamidgelen (Dicke 0,8mm) mit 0,1% SDS nach der Methode von Laemmli
(91). Vor dem Auftragen wurden 20 oder 40ug Protein fir 10 Minuten bei 95°C in
Probenpuffer denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte entweder bei 100V im
Sammelgel und 250V im Trenngel oder bei 40V udber Nacht. Als
Molekulargewichtsstandard diente der ,Low Range Standard® (14,4-97,4 kDA) der

Firma Biorad (Hercules, CA).
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Zur Visualisierung der Proteinbanden im Gel wurden die Trenngele fur 1-2 Stunden
in Gelfarbelésung inkubiert. Zur Entfarbung des proteinfreien Hintergrunds wurde die

Entfarbeldsung eingesetzt.

3.8 Western Blot

Der Transfer gelelektrophoretisch aufgetrennter Proteine auf Nitrozellulose-
membranen wurde in Anlehnung an Kyhse-Andersen durchgefuhrt (92). Bei diesem
.semidry-transfer wurde ein Gel-Membran-Sandwich mit puffergetrankten
Filterpapieren (Whatman 3MM) zwischen die Elektroden einer Western Blot-Kammer
(CarboGlas, Schleicher & Schuell, Dassel) platziert und die Proteine transferiert.
Direkt nach der Elektrophorese wurden Gel, Membran (Protran, Schleicher &
Schuell) und Filterpapiere in der folgenden Reihenfolge auf der Kathode der Blot-
Kammer Ubereinander geschichtet:

e 3 Filter, getrankt in Kathodenpuffer

e Polyacrylamidgel

¢ Nitrozellulosemembran, befeuchtet mit Anodenpuffer 1

e 3 Filter, getrankt in Anodenpuffer 1

e 3 Filter, getrankt in Anodenpuffer 2

Der Proteintransfer erfolgte bei 0,8mA/cm? Gelflache fiir 30 bis 45 Minuten.

3.9 Ponceau S-Farbung

Um zu Uberprufen, ob gleiche Proteinmengen auf die Membran transferiert wurden,
wurde die Membran direkt nach dem Transfer fur 1-5 Minuten mit Ponceau S-Ldsung

gefarbt (Stammlésung 1:10 verdinnt mit A. dest.). AnschlieRend wurde die Membran

solange gewassert, bis die gewunschte Farbung erreicht war.
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3.10 Immunologischer Nachweis der IDO

Die Membran wurde fur eine Stunde mit Blockpuffer (5% (w/v) Milchpulver in PBS)
und anschlie3end fur eine Stunde mit dem monoklonalen anti-IDO-Antikorper, 1:4000
verdunnt in Blockpuffer, inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS (jeweils 5
Minuten) wurden gebundene Antikdrper mit einem entsprechenden HRP-gekoppelten
Sekundarantikorper (Ziege-anti-Maus, 1gG und IgM, Jackson ImmunoResearch
Laboratories Inc., West Grove, PA, USA) markiert (1:5000 verdunnt in Blockpuffer,
1h). Nach erneutem dreimaligen Waschen mit PBS wurde fir 1min ein
Chemilumineszenzsubstrat (ECL, Amersham, Buckinghamshire, E) auf die Membran
gegeben. Die Visualisierung erfolgte durch enzymatischen Umsatz des Substrats und

Exposition mit Rontgenfilm.
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C. Ergebnisse

1. Wirkung von Interferony auf Glioblastomzellen

Fir die Abwehrfunktionen gegen Infektionen des Organismus erfillen die
sogenannten akzessorischen Zellen des Zentralen Nervensystems wichtige
Aufgaben. Hierzu gehort die Expression von Oberflachenantigenen (MHC-Klasse-l|
Antigene), die Produktion von Zytokinen und die unmittelbare Erregerabwehr. Zur
Erregerabwehr dient die Bildung toxischer Sauerstoffradikale (Oxidative Burst), die
Bildung von Stickoxiden sowie die Induktion der Indolamin 2,3-Dioxygenase.

Die Indolamin 2,3-Dioxygenase katalysiert den entscheidenden Schritt in der
Degradation der Aminosaure Tryptophan. Diese stellt fur viele infektidse
Organismen, so z.B. Toxoplasmen oder Clamydien, eine essentielle Aminosaure dar.
Durch diese Abhangigkeit erlangt die Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) als
Abwehrmechanismus eine grofle Bedeutung. Unter den akzessorischen Zellen des
ZNS konnte die IDO bei den humanen Astrozyten nachgewiesen werden (51). Es ist
also leicht vorstellbar, dal} diese bei der Abwehr von Toxoplasmen eine wichtige
Rolle spielen.

Da aus ethischen Grinden die Gewinnung bzw. die Versuche mit humanen nativen
Astrozyten  schwierig ist, werden Ublicherweise Glioblastomzellen  bzw.
Astrozytomzellen als Modell verwendet. Von uns wurden daher als Modell die
Glioblastom- bzw. Astrozytomzellreihen 86HG39, U373MG und 87HG31 benutzt.

Ziel der Arbeit war es die BeeinfluRbarkeit der IDO und das davon abhangige
Toxoplasmenwachstum zu untersuchen. Da der entscheidende Schritt der IDO die
Tryptophandegradation zu L-Kynurenin ist, benutzten wir zur Messung der
Kynureninproduktion das im Abschnitt 3.1. beschriebene Testverfahren.

Im folgenden wurde die Induzierbarkeit der IDO bei den verschiedenen Zelltypen
untersucht. Dafiir wurden je 3x10* Glioblastomzellen/well mit IFNy in verschiedenen
Konzentrationen (1000/250/64 U/ml) inkubiert. Nach 72 Stunden wurde die
Produktion von N-Formylkynurenin, das spontan zu L-Kynurenin hydrolysiert,
gemessen. Nach Zugabe von Ehrlich’s Reagenz kann die Absorption, die ein Mal}
fur die L-Kynurenin Produktion und damit die IDO-Aktivitat ist, photometrisch bei

492nm bestimmt werden.
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Abb. 4: IDO - Induktion durch IFNy in verschiedenen Glioblastomzellen

3 x 10* Zellen der Linie 86HG39, U373MG, 87HG31, wurden mit IFNy
(1000/250/64 U/ml) far 72 Stunden inkubiert und anschliefend die
Kynureninproduktion photometrisch bei 492 nm gemessen. Dargestellt
sind Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen mit Standardabweichung.

Abb. 4 spiegelt das Verhalten der 3 Zellreihen auf verschiedene Konzentrationen von
IFNy wieder. Es =zeigte sich, dal nach Stimulation durch IFNy die einzelnen
Zellreihen qualitativ zwar einheitlich, quantitativ jedoch unterschiedlich auf den
gleichen Stimulus reagierten. Dabei wurde die starkste Kynureninproduktion
(Stimulation mit IFNy 1000 U/ml) bei der Zellreihe 86HG39 erreicht. Die schwachste

Induktion wird bei der Glioblastomzelle 87HG31 beobachtet, die weniger als % der

Aktivitat der Zelle 86HG39 erreicht. Die Zellreihe U373MG weist Werte auf, die bei

maximaler IFNy-Stimulation (1000 U/ml), zwischen den beiden anderen liegen.

Durch Zugabe von 1x10° Toxoplasmen/well 72 Stunden nach Inkubation kann der

Effekt der Tryptophandegradation sichtbar gemacht werden. Toxoplasmen bendtigen
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als essentielle Aminosaure Tryptophan. Diese wird jedoch durch die IFNy induzierte
Indolamin 2,3-Dioxygenase abgebaut. So beobachtet man eine Inhibition des

Toxoplasmenwachstums durch die Zugabe von IFNy (Abb.5).
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Abb. 5: Dosisabhangige Inhibition des Toxoplasmenwachstums durch
IFNy

Es wurden 3 x 10* Glioblastomzellen der Linie 86HG39 und U373MG
mit IFNy (100 — O U/ml) fur 72 Stunden vorinkubiert. Anschliel3end
erfolgte die Infektion mit 1 x 10* Toxoplasmen und 48 Stunden spéater
die Markierung mit 3H-Uracil. 24 Stunden spater wurden die Zellen bei —
20°C eingefroren. Nach Auftauen wurde das Toxoplasmenwachstum
szintigraphisch im p-Counter gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte
aus Dreifachbestimmungen mit Standardabweichung.

Auch hier zeigte sich, dass nach Stimulation durch IFNy das Toxoplasmenwachstum

zwar in beiden Zellreihen gehemmt wird, das Ausmalf} der Hemmung jedoch von der

Starke der IDO-Induktion und damit dem Ausmal} der Tryptophandepletion abhangig

ist.

Um die Abhangigkeit der Toxoplasmen von Tryptophan zu demonstrieren wurde in

einem Parallelansatz zusatzlich zur Infektion der Glioblastomzellen mit Toxoplasmen

Tryptophan in einer Konzentration von 50ug/ml zum Ansatz gegeben. Wie schon
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Daubener et al (1993)(93) =zeigen konnten I|aRt sich die Inhibition des
Toxoplasmenwachstums durch die Supplementation von Tryptophan vollstandig
antagonisieren. Das Ergebnis ist eine Aufhebung der IFNy vermittelten Inhibition und

resultiert in einem verstarkten Toxoplasmenwachstum (Abb.6).
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Abb. 6: Antagonisierung des durch IFNy inhibierten Toxoplasmen

wachstums durch Supplementierung von Tryptophan

Es wurden 3 x 10* Glioblastomzellen der Linie 86HG39 mit IFNy (500 —
0 U/ml) fur 72 Stunden vorinkubiert. Anschlie3end erfolgte die Infektion
mit 1 x 10* Toxoplasmen und 48 Stunden spater die Markierung mit *H-
Uracil. 24 Stunden spater wurden die Zellen bei —20°C eingefroren.
Nach Auftauen wurde das Toxoplasmenwachstum szintigraphisch im 3-
Counter gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte aus Dreifach-
bestimmungen mit Standardabweichung.
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2. Effekte von Zytokinen auf die Interferony vermittelte IDO-Aktivitat

2.1 Wirkung von IL-1 auf die IDO Aktivitat

Das Ausmald der IFN-y vermittelten IDO-Induktion ist bei den Glioblastomzellreihen
unterschiedlich stark ausgepragt. Nach den Angaben in der Literatur existieren keine
weiteren Zytokine denen eine IDO-induzierende Funktion zugeschrieben werden
kann. Im folgendem haben wir untersucht, ob durch zusatzliche Gabe von weiteren
Zytokinen die IFNy vermittelte IDO-Induktion moduliert werden kann. Dabei konnte
der Tumornekrosefaktor o (TNF-a) als ein die IDO verstarkendes Zytokin
festgemacht werden. Allerdings war TNFa lediglich als Cofaktor von IFNy in der Lage
eine Induktion der IDO zu erreichen. Die verstarkenden Effekte waren besonders bei
den Glioblastomzellen der Zellreihen U373MG und 87HG31 zu erkennen. Diese
beiden Zellreihen weisen per se eine geringere IDO-Induktion auf. Nun interessierte
die Frage ob es weitere Zytokine gibt, die die IDO in positiver oder negativer Weise
beeinflussen kénnen.

Aus der Literatur ist bekannt, dass Interleukin 1 (IL-1) die IFNy induzierte IDO-
Aktivitat z.B. in humanen Makrophagen steigern kann (94/95). Unser Augenmerk
richtete sich nun darauf, ob IL-1 auch bei Astrozytomzellen in der Lage ist den
wichtigsten Abwehrmechanismus namlich die Induktion der IDO zu verstarken, oder
gar selbst eine regulatorische Funktion zu Ubernehmen. Jeweils 3x10*
Zellen/Vertiefung einer 96-well Platte der Zellreihen 86HG39 und U373MG wurden
fur 72 Stunden mit IFNy (0-500 U/ml) alleine, sowie zusatzlich mit IL-1 (200/400 U/ml)
inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Messung der N-Formylkynurenin- Produktion
nach Hydrolysierung zu Kynurenin durch Messung der Absorption bei 492 nm. Die
Messung zeigte unabhangig vom Zelltyp keine Beeinflussung der IDO Aktivitat.
Selbst nach Erhéhung der IL-1 Dosis war weder durch das Zytokin alleine noch in

Verbindung mit IFNy eine Veranderung zu beobachten (Abb.7/8).
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IDO-Induktion durch IFNy; fehlende Beeinflussung der IFNy-
induzierten IDO-Aktivitat durch IL-1

3 x 10* Zellen der Linie 86HG39 sowie U373MG wurden mit IFNy (500-0
U/ml) alleine sowie zusatzlich mit IL-1 (200/400 U/ml) fir 72 Stunden
inkubiert und anschlieRend die Kynureninproduktion photometrisch bei
492 nm gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte aus
Dreifachbestimmungen mit Standardabweichung.
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Um die moglichen Auswirkungen des IL-1 auf die Toxoplasmenproliferation zu testen
wurden die Zellen im selben Ansatz nach Messung der N-Formylkynurenin-
produktion mit 1x10* Toxoplasmen pro Vertiefung infiziert. Nach Markierung mit *H-
Uracil wurde das Toxoplasmenwachstum szintigraphisch gemessen. Auch hier zeigte
sich, demonstriert am Beispiel der Zellreihe 86HG39, nun wie erwartet keine

Beeinflussung des Toxoplasmenwachstums (Abb. 9).
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Abb. 9: Dosisabhangige Inhibition des Toxoplasmenwachstums durch

IFN y; eine Modulation durch IL-1 ist nicht moglich

Es wurden 3 x 10* Glioblastomzellen der Linie 86HG39 mit IFNy (1000—
0 U/ml) alleine sowie zusatzlich mit IL-1 (20/200U/ml) fr 72 Stunden
vorinkubiert. AnschlieRend erfolgte die Infekton mit 1 x 10*
Toxoplasmen und 48 Stunden spater die Markierung mit 3H-Uracil. 24
Stunden spater wurden die Zellen bei —20°C eingefroren. Nach
Auftauen wurde das Toxoplasmenwachstum szintigraphisch im f-
Counter gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte aus Dreifach-
bestimmungen mit Standardabweichung.

IL-1 ist also alleine nicht in der Lage, weder die IDO zu induzieren, noch die
Toxoplasmenproliferation zu beeinflussen. Auch ist IL-1 nicht in der Lage die durch
IFNy induzierte IDO sowie die Hemmung des Toxoplasmenwachstums zu
beeinflussen. Nun stellte sich die Frage ob Glioblastomzellen Uberhaupt die

Moglichkeit besitzen auf einen Stimulus mit IL-1 entsprechend zu reagieren. Es ware
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denkbar, dass die Astrozytomzellen keinen IL-1 Rezeptor tragen. Damit waren sie
nicht in der Lage auf dieses Zytokin reagieren zu kdnnen.

Eine bekannte IL-1 Wirkung ist die Induktion der IL-6 Synthese. Um dies zu
uberprifen wurden die Glioblastomzellen mit IL-1 stimuliert und die IL-6 Produktion
gemessen. Diese IL-6 Produktion wurde mit Hilfe eines Bioassays mit der
Indikatorzelle B9 nachgewiesen. Diese Indikatorzelle wird ausschlie3lich durch IL-6
zur Proliferation stimuliert. Demnach ist die Proliferationsrate der Indikatorzelle ein
MalR fur die Produktion von IL-6 in U373MG-Zellen. Nach Stimulation der U373MG-
Zellen mit IL-1 (25 U/ml) Uber 24 Stunden wurde der Zelliberstand geerntet und eine
Verdiinnungsreihe angelegt. AnschlieBend wurden pro well 2x10° B9 Zellen
hinzugegeben. Nach 48-72 Stunden konnte die Zellproliferation durch die °H-
Thymidineinbaumethode szintigraphisch bestimmt werden. Abb. 10 zeigt die durch

IL-6 induzierte B9 Zellproliferation in einer konzentrationsabhangigen Weise.
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Abb. 10: Dosisabhangiges Wachstum von B9-Zellen als Indikator einer IL-6
Produktion durch IL-1 Stimulation von U373MG-Zellen
Es wurden 3 x 10* Glioblastomzellen der Linie U373MG mit IL-1 (25U/ml) fiir
24 Stunden vorinkubiert. Nach Anlage einer Verdinnungsreihe aus den
Zelliiberstanden wurden 2x10° B9 Zellen pro well hinzugegeben. Nach 48-72
Stunden konnte die Zellproliferation durch die *H-Thymidin-Einbaumethode
szintigraphisch gemessen werden. Dargestellt sind Mittelwerte aus
Dreifachbestimmungen mit Standardabweichung.
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AbschlieRend kann man sagen, dald IL 1 selbst bei der antiparasitaren Abwehr der
Astrozytomzellen keine Bedeutung besitzt. Die Zellen sind zwar in der Lage auf einen
entsprechenden Stimulus zu reagieren, jedoch fuhrt dieser nicht zu einer
Beeinflussung der IDO-Aktivitat oder des Toxoplasmenwachstums. Ob allerdings IL-1
uber eine verstarkte Freisetzung von IL-6 Einflud auf die IDO und damit auf das

Toxoplasmenwachstum besitzt soll im folgenden untersucht werden.
2.2 Effekte der spontanen und induzierten IL-6 Produktion auf die IDO

Wie bereits gezeigt werden konnte, weisen die Astrozytomzellen U373MG und
87HG31 eine spontane Interleukin 6 (IL-6) Produktion auf. Diese ist nicht bei der
Astrozytomzelle 86HG39 zu beobachten. Die Frage drangt sich auf, ob dies im
Zusammenhang mit der unterschiedlich starken Induzierbarkeit der IDO steht. Denn
wie bereits in Abb.4 gezeigt, ist die IDO in U373MG und 87HG31 Zellen durch IFN-y
schlechter induzierbar als in 86HG39 Zellen. Besitzt also IL-6 auch auf die IDO-
Aktivitat, wie auch schon bei anderen in der Literatur beschriebenen Mechanismen,
einen inhibitorischen Effekt, oder wird hier IL-6 zur Immunmodulation ganzlich
anderer Zellen exprimiert.

Zu diesem Zweck wurden je 3x10* Zellen der Glioblastomreihen 86HG39 und
U373MG pro Vertiefung in einer 96-well Platte ausgesat. Diese wurden fur 72
Stunden mit IFNy (0-1000 U/ml) und zusatzlich IL-6 (25/250 U/ml) inkubiert. Danach
erfolgte die Messung der Optischen Dichte bei 492nm als Maly fir die L-N-
Formylkynurenin Produktion (Abb.11/12). Es konnte bei beiden Zellreihen keine

Beeinflussung der Indolamin 2,3-Dioxygenase beobachtet werden.
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Abb.11/12: IDO - Induktion durch IFNy; kein Effekt durch die Zugabe von IL-6
3 x 10* Zellen der Linie 86HG39 sowie U373MG wurden mit IFNy (O-
1000 U/ml) alleine sowie zusatzlich mit IL-6 (20/200 bzw. 25/250 U/ml)
fur 72 Stunden inkubiert und anschlieBend die Kynureninproduktion
photometrisch bei 492 nm gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte aus
Dreifachbestimmungen mit Standardabweichung.



Ergebnisse 46

Ob IL-6 in der Lage ist Uber einen anderen Mechanismus das Toxoplasmen-
wachstum selbst zu beeinflussen sollte in einem weiteren Test geklart werden. Dazu
wurden die mit IFNy und IL-6 inkubierten Zellen mit 1x10* Toxoplasmen/well infiziert.
Das Parasitenwachstum wurde durch radioaktive Markierung der Toxoplasmen mit
*H-Uracil szintigraphisch gemessen. Es konnte, wie Abb. 13 zeigt, keine Anderung

des Toxoplasmenwachstums durch die Zugabe von IL-6 erreicht werden.
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Abb. 13: Dosisabhangige Inhibition des Toxoplasmenwachstums durch

IFNy; eine Modulation durch IL-6 ist nicht moéglich

Es wurden 3 x 10* Glioblastomzellen der Linie 86HG39 mit IFNy (1000
0 U/ml) alleine sowie zusatzlich mit IL-6 (600 U/ml) fur 72 Stunden
vorinkubiert. AnschlieRend erfolgte die Infektion mit 1 x 10* Toxo-
plasmen und 48 Stunden spater die Markierung mit 3H-Uracil. 24
Stunden spater wurden die Zellen bei —20°C eingefroren. Nach
Auftauen wurde das Toxoplasmenwachstum szintigraphisch im f3-
Counter gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte aus Dreifach-
bestimmungen mit Standardabweichung.
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Nach Abschlul der Versuchsreihe kann man zusammenfassend sagen, dass IL-6 in
keinem der beiden Melisysteme eine Beeinflussung der IDO und des
Toxoplasmenwachstums zu erreichen vermag. Die spontane bzw. durch IL-1
induzierbare IL-6 Produktion der Astrozytomzellen sowie die zusatzliche IL-6 Gabe

besitzt also keine IDO-modulatorische Aktivitat.

2.3 Wirkung von TGFp auf die IDO-Aktivitat

TGFp ist ein multifaktoriel wirkender Faktor, der eine hemmende Wirkung auf die
Zellen des Immunsystems besitzt und als Antagonist vieler stimulierender Zytokine
dient. Bei humanen Makrophagen kann durch Zugabe von TGFf3 eine Hemmung der
IFNy vermittelten IDO Induktion erreicht werden. Die Induzierbarkeit der Indolamin
2,3-Dioxygenase wurde ebenfalls bei diesem Zytokin mit Hilfe des indirekten
Nachweises der Kynureninproduktion beurteilt. Jeweils 3x10* Zellen/Vertiefung einer
96-well Platte der Zellreihen 86HG39 und U373MG wurden fur 72 Stunden mit
Interferony (0-100 U/ml) alleine, sowie zusatzlich mit TGFp (200 U/ml) inkubiert.
AnschlieRend erfolgte die Messung der N-Formylkynurenin-Produktion nach
Hydrolysierung zu Kynurenin durch Messung der Absorption bei 492 nm.

Die Messung zeigte unabhangig vom Zelltyp keine Beeinflussung der IDO Aktivitat
(Abb.14). Auf eine Darstellung der Toxoplasmenwachstumkurve wurde verzichtet.
Das Ergebnis korelliert mit dem der IDO-Induktion; TGFp ist nicht in der Lage das

Toxoplasmenwachstum zu beeinflussen.
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Abb. 14: IDO - Induktion durch IFNy; kein Effekt durch die Zugabe von TGFJ
3 x 10* Zellen der Linie 86HG39/U373MG wurden mit IFNy (0-100 U/ml)
alleine sowie zusatzlich mit TGFp (200U/ml) far 72 Stunden inkubiert
und anschlieflend die Kynureninproduktion photometrisch bei 492 nm
gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen mit
Standardabweichung.

2.4 Wirkung von IL-10 auf die IDO-Aktivitat

Interleukin 10 (IL-10) ist ein von Monozyten, Makrophagen und T-Zellen gebildetes
antiinflamatorisch wirkendes Zytokin welches die Synthese von proinflammatorisch
wirkenden Zytokinen (so z.B. IFNy) und Chemokinen inhibiert. So fuhrt eine IL-10
Antikorpergabe bei einer Toxoplasmenenzephalitis im murinen System zu einer
reduzierten intrazerebralen Parasitenanzahl sowie zu einer erhdhten Zahl von
Immunzellen und Produktion von protektiven Cytokinen. Aufgrund der bisher aus der
Literatur bekannten Wirkungsweise und vielfaltigen Angriffspunkten wurde IL-10 in
Bezug auf die Beeinflussbarkeit der IDO untersucht.

Dazu wurden je 3x10* Zellen der Glioblastomzellreihen 86HG39 und U373MG pro

Vertiefung in einer 96-well Platte ausgesat. Diese wurden fur 72 Stunden mit
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Interferony (0-100 U/ml) und zusétzlich IL-10 (25 U/ml) inkubiert. Danach erfolgte die
Messung der Optischen Dichte bei 492nm als Mal fur die Kynurenin Produktion
(Abb.15). Es konnte erneut bei beiden Zellreihen wider Erwarten keine
Beeinflussung der Indolamin 2,3-Dioxygenase beobachtet werden.

Um die Auswirkungen des Zytokins auf das Toxoplasmenwachstum zu untersuchen
wurden die mit IFNy und IL-10 vorinkubierten Zellen mit 1x10* Toxoplasmen infiziert.
Die Proliferation wurde durch radioaktive Markierung der Toxoplasmen mit *H-Uracil
szintigraphisch gemessen. Es konnte durch die Zugabe von IL-10 zu den
Glioblastomlinien 86HG39 und U373MG keine Inhibition oder Verstarkung des

Toxoplasmenwachstums erreicht werden (Abb.16 hier bei 86HG39).
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Abb. 15: Induktion der IDO durch IFNy; kein Effekt durch die Zugabe von IL-
10
3 x 10* Zellen der Linie 86HG39 sowie U373MG wurden mit IFNy (100-0
U/ml) alleine sowie zusatzlich mit IL-10 (25 U/ml) fur 72 Stunden
inkubiert und anschlieRend die Kynureninproduktion photometrisch bei
492nm gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte aus Dreifach-
bestimmungen mit Standardabweichung.
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Abb. 16: Dosisabhangige Inhibition des Toxoplasmenwachstums durch

IFNy; kein Effekt durch IL-10

Es wurden 3 x 10* Glioblastomzellen der Linie 86HG39 mit IFNy (100-0
U/ml) alleine sowie zusatzlich mit IL-10 (25 U/ml) fur 72 Stunden
vorinkubiert. AnschlieRend erfolgte die Infektion mit 1 x 10* Toxo-
plasmen und 48 Stunden spater die Markierung mit 3H-Uracil. 24
Stunden spater wurden die Zellen bei —20°C eingefroren. Nach
Auftauen wurde das Toxoplasmenwachstum szintigraphisch im f3-
Counter gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte aus Dreifach-
bestimmungen mit Standardabweichung.

Zusammenfassend ergibt sich aus den bisher vorgestellten Daten: Die IDO stellt in
humanen Astrozyten den wichtigsten antiparasitaren Abwehrmechanismus gegen
eine Infektion mit Toxoplasmen dar. Die IDO wird nicht durch die getesteten Zytokine
(IL-1, IL-6, TGF-B und IL-10) induziert, es zeigt sich folgerichtig auch bei keinem der
Zytokine eine Beeinflussung des Toxoplasmenwachstums. Ferner ist die IFN-[J
induzierte Indolamin 2,3-Dioxygenase Aktivitat in den Glioblastomzellen, trotz der
vielfaltigen Wirkungsweise und der vielfaltigen Angriffspunkte der verschiedenen
Zytokine (IL-1, IL-6, IL-10 und TGFp), in vitro nicht durch diese modulierbar. In vivo
werden die hier getesteten immunregulatorischen Zytokine jedoch sicher auch einen
Einfluss auf die IDO-Induktion haben. Dieser erfolgt, wie die vorgestellten Daten
zeigen, nicht auf der Enzymebene sondern wahrscheinlich durch einen Eingriff in die
IFN-[] Produktion der Immunzellen. Durch eine Veranderung der IFN-[1 Produktion

kénnen alle genannten Zytokine in vivo regulierend in die IDO Induktion eingreifen.
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Dieser Effekt kann jedoch in dem hier verwendeten in-vitro Experimentalsystem nicht

gemessen werden.

3. Beeinflussung der IDO-Aktivitat durch das Medikament Dexamethason

3.1 Synergistische Effekte von Dexamethason auf die IDO

Nachdem die antiinflammatorischen Zytokine IL-10 und TGFp keinen EinfluR® auf die
IDO-Aktivitat in Glioblastomzellen haben war es jetzt unser Ziel die wichtigste
antiphlogistische Substanz Cortison (Dexamethason) zu testen. Als Versuchsaufbau
diente zunachst wieder die Messung der Kynureninproduktion nach IFNy Stimulation
der Glioblastomzellreihen 86HG39, U373MG und 87HG31.

Es wurden je 3x10* Glioblastomzellen pro well auf eine 96-well Platte ausgesit.
Diese wurden mit IFNy (1000-0 U/ml) alleine sowie zusatzlich mit Dexamethason
(100/50/500 pg/ml) inkubiert. Nach Ablauf von 72 Stunden wurde die L-
Kynureninproduktion photometrisch mit Ehrlich’s Reagenz bei 492nm gemessen. Bei
den Zellen der Reihe 86HG39, die zusatzlich mit Dexamethason in einer
Konzentration von 100ug/ml stimuliert wurden, konnte man allenfalls im niedrigen
Dosisbereich (16 — 64 U/ml) eine geringfluigige Verstarkung der IFNy induzierten IDO
erkennen (Abb.17).

Bei den beiden anderen getesteten Zellreihen U373MG und 87HG31, die mit
Dexamethason 50 bzw. 500ug/ml stimuliert wurden, konnte man eine deutliche
Verstarkung der IDO Aktivitat erkennen. Diese war am starksten bei den 87HG31 —
Zellen ausgepragt, wo man eine 100%ige Steigerung der IFNy induzierten IDO
beobachten konnte (Abb. 18/19).
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Abb. 17/18: Induktion der IDO durch IFNy; EinfluR von Dexamethason
3 x 10* Zellen der Linie 86HG39/U373MG wurden mit IFNy (1000-0
U/ml) alleine sowie zusatzlich mit Dexamethason (100 ug/ml)/(50 ug/ml)
fur 72 Stunden inkubiert und anschlielend die Kynureninproduktion
photometrisch bei 492nm gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte aus
Dreifachbestimmungen mit Standardabweichung.
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Abb. 19: IDO-Induktion durch IFNy; EinfluB von Dexamethason
3 x 10* Zellen der Linie 87HG31 wurden mit IFNy (1000-0) alleine sowie
zusatzlich mit Dexamethason (500 ug/ml) fur 72 Stunden inkubiert und
anschlielend die Kynureninproduktion photometrisch bei 492nm
gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen mit
Standardabweichung.

Das unterschiedliche Verhalten der Glioblastomzellen war nicht weiter verwunderlich.
Zum einen ist die IDO Induktion bei den 86HG39 Zellen schon durch IFNy maximal
stimuliert, so dass zusatzlich gegebene verstarkende Substanzen keine signifikante
Steigerung der IDO bewirken kdnnen; so z.B. auch bei der Costimulation mit TNFa.
Zum anderen zeigten die Zellreihen U373MG sowie 87HG31 in frUheren Versuchen
bei einer Costimulation mit IFNy und TNFa ebenfalls eine deutlich verstarkte IDO
Induktion. Die Zellreihne 86HG39 eignet sich eher zur Beobachtung inhibitorische
Effekte.
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3.2 Effekte von Dexamethason auf das Toxoplasmenwachstum

Um den Einfluld von Dexamethason auf das Toxoplasmenwachstum zu untersuchen
wurde im Anschlul3 an den Kynureninnachweis (U373MG, 100/500ug/ml Dexa-
methason) im selben Testansatz ein Toxoplasmenproliferationstest angeschlossen.
Dazu wurden die Zellen mit 1x10* Toxoplasmen/well infiziert und der Ansatz nach
24-48 Stunden mit *H-Uracil markiert.
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Abb. 20: Dosisabhangige Inhibition des Toxoplasmenwachstums durch
IFNy und Verstarkung dieses Effektes durch Gabe von
Dexamethason

Es wurden 3 x 10* Glioblastomzellen der Linie U373MG mit IFNy
(1000-0 U/ml) alleine sowie zusatzlich mit Dexamethason (100/500
pg/ml) fur 72 Stunden vorinkubiert. AnschlieRend erfolgte die Infektion
mit 1 x 10* Toxoplasmen und 48 Stunden spater die Markierung mit >H-
Uracil. 24 Stunden spater wurden die Zellen bei —20°C eingefroren.
Nach Auftauen der Zellen erfolgte die szintigraphische Messung des
Toxoplasmenwachstums im pB-Counter. Dargestellt sind Mittelwerte aus
Dreifachbestimmungen mit Standardabweichung.
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Die szintigraphische Auswertung zeigte eine IFNy und Dexamethason abhangige
Inhibition des Toxoplasmenwachstums. Die hdchste Verstarkung der Wachstums-
inhibition lag dabei bei einer IFNy Konzentration von 125 U/ml und einer
Dexamethasonkonzentration von 500ug/ml. Dabei muss man sehen, dass bei einer
Dexamethasonkonzentration von nur 100ug/ml eine ahnliche starke Inhibition
erreicht wird. Diese Ergebnisse korellieren mit denen der IDO Induktion. Wie auch
schon bei der IDO Induktion mit IFNy und TNFa wird auch hier eine deutliche
Toxoplasmostase bei den Glioblastomzellen U373MG und 87HG31 erst durch eine

zusatzliche Gabe von Dexamethason erreicht (Abb.20).

3.3 Effekte von Dexamethason auf die intrazellulare IDO-Aktivitat

Der Nachweis der intrazellularen IDO in stimulierten Glioblastomzellen beruht auf
folgendem Prinzip: Das im Zytoplasma vorhandene Enzym wird durch Aufschlufd der
Zellen herausgelost und setzt das im Reaktionspuffer befindliche L-Tryptophan zu L-
N-Formylkynurenin um. Dieses wird durch die ubiquitar vorkommende Kynurenin-
Formaminidase zu L-Kynurenin hydrolysiert. Nach Zugabe von Ehrlich Reagenz kann
die Absorption photometrisch bei 492nm gemessen werden. Die HOhe der
Absorption ist ein Mal} fur die gebildete Menge an Kynurenin und damit fur die Starke
der IDO Induktion. In den nun folgenden Experimenten sollte die intrazellulare
Aktivitat der IDO bestimmt werden. Dazu wurden je 1,5x10° Zellen (87HG31) mit
IFNy (300U/ml) und Dexamethason (250ug/ml) fur 72 Stunden in 15ml Kulturflaschen
inkubiert. Danach wurden die Zellen geerntet und abzentrifugiert. Durch mehrmaliges
Einfrieren und Auftauen wurden die Zellen aufgeschlossen, und danach das Zelllysat
im Puffer aufgenommen. Nach weiteren Bearbeitungsschritten wurde durch Zugabe
eines tryptophanhaltigen Reaktionspuffers die IDO Aktivitat bestimmt. Dabei zeigte
sich, dass das Zelllysat welches von der zusatzlich mit Dexamethason versetzten
Probe stammt eine um ca. 65% starkere IDO Induktion aufweist, als die nur mit IFNy
stimulierte Probe. Im Gegensatz dazu hatte Dexamethason alleine keinen Effekt auf

die IDO (Abb.21). Dieser Versuch bestatigt also unsere bisherigen Ergebnisse.
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Abb. 21: Durch Dexamethason verstarkte IFNy - vermittelte intrazellulare

IDO — Aktivitat

Je 1,5 x 10° Zellen der Zellinie U373MG wurden fiir72 Stunden mit IFN
(300U/ml) sowie Dexamethason (250ug/ml) inkubiert. Anschliel3end
wurden die Zellen wie in Abschnitt 3.2 beschrieben aufgeschlossen und
die Kynureninproduktion photometrisch bei 492nm gemessen.
Dargestellt sind Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen mit Standard-
abweichung.

3.4 Effekte von Dexamethason auf die TNFa verstarkte, IFNy vermittelte IDO-

Induktion

Nun stellte sich die Frage ob Dexamethason in der Lage ist auf andere
Zytokineinflusse auf die Indolamin 2,3-Dioxygenase einzuwirken. Bisher konnten nur
IFNy als IDO Induktor und TNFo als beeinflussender Faktor der IDO bei
Astrozytomzellen festgemacht werden. Um diese Frage zu klaren diente wiederum
die Messung der Absorption als Mal3 der N-Formylkynurenin Produktion, und damit
der IDO Induktion. Fur diesen Versuch wurden Zellen der Linie U373MG und



Ergebnisse 57

87HG31 mit IFNy (500-0 U/ml) sowie zusatzlich mit TNFa (200 U/ml als optimale
Dosis) und Dexamethason (500ug/ml) fur 72 Stunden inkubiert. Die Auswahl der
Zellreinen erklart sich dadurch, dass die Einzeleffekte von TNFo sowie
Dexamethason bei diesen Glioblastomzellen am deutlichsten sichtbar waren. Dabei
zeigte sich, dass die TNFa und Dexamethason vermittelten Effekte auf die IDO bei
beiden Zelltypen annahernd gleich ausfallen. Die Verstarkung des IFNy Effektes wird
je um ca. 2/3 gesteigert. Bei der Kombination dieser beiden synergistisch wirkenden
Stoffe konnte sogar eine zusatzliche Steigerung der IDO beobachtet werden. Diese
Steigerung war nochmals etwa 4/5 starker als der Effekt der Einzelsubstanzen
(Abb.22/23).

87HG31 - Zellen

250

200

150+

100+

Kynureninproduktion A 497nm)

J____all

0.0 2.0

32.0 125.0 500.0

8.0
IFN y Units/ml

[ JIFNYy TNFa 100 U/ml

[ ]+ Dexamethason 500 pg/ml Il + TNFo 100 U/ml
+ Dexamethason 500 pg/ml

Abb. 22: IDO-Induktion durch IFNy; synergistische Wirkung von TNFa und
Dexamethason
3x10* Zellen der Linie 87HG31 wurden mit IFN y (0-500U/ml) alleine
sowie zusatzlich mit TNFa (100U/ml)/Dexamethason (500ug/ml) fur 72
Stunden inkubiert und anschlieBend die Kynureninproduktion
photometrisch bei 492nm gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte aus
Dreifachbestimmungen mit Standardabweichung.
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Abb.23:

IDO-Induktion durch IFNy; synergistische Wirkung von TNFa und
Dexamethason

3x10* Zellen der Linie U373MG wurden mit IFN y (0-500U/ml) alleine
sowie zusatzlich mit TNFa (200U/ml)/Dexamethason (500ug/ml) fur 72
Stunden inkubiert und anschlieBend die Kynureninproduktion
photometrisch bei 492nm gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte aus
Dreifachbestimmungen mit Standardabweichung.

3.5 TNFa-Antikorper vermittelte Effekte auf die IDO

Wegen der vergleichbaren Wirkung ergab sich nun die Frage, ob die Dexamethason

vermittelten Effekte auf eine TNFo—-Wirkung, z.B. durch Induktion einer TNFa

Produktion, zurtickzufihren sind.

Dazu wurde in einem neuen Versuch wiederum eine Verdinnungsreihe mit IFNy

(500-0 U/ml) mit Zellen der Glioblastomzelllreihe 87HG31 angelegt. Zusatzlich

wurden TNFa (100U/ml) und Dexamethason (500ug/ml) alleine und in Kombination

zum Ansatz gegeben. Ein Antikdrper gegen TNFa wurde hinzugefigt um die TNFa-

vermittelte Wirkung aufzuheben. Das Augenmerk wurde nun darauf gerichtet, ob
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dieser anti-TNFaAk in der Lage ist, die Dexamethason-vermittelten Effekte zu

antagonisieren.

Abb. 24:
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IDO-Induktion durch IFNy; der Dexamethason-Effekt beruht nicht
auf TNFa vermittelter Wirkung

3x10* Zellen der Linie 87HG31 wurden mit IFN y (250U/ml) alleine sowie
zusatzlich mit TNFa (100U/ml) und Dexamethason (500ug/ml) sowie
Antikorper gegen TNFa fur 72 Stunden inkubiert und anschlielend die
Kynureninproduktion photometrisch bei 492nm gemessen. Dargestellt sind die
Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen mit Standardabweichung.
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Das der Antikorper wirksam war, wurde durch die vollstandige Antagonisierung der
TNFo-vermittelten Wirkung auf die IFNy induzierte IDO bewiesen. Der anti-TNFaAk
war ebenfalls in der Lage den Anteil der TNFa-Wirkung bei der kombinierten
Anwendung beider Substanzen (TNFo/Dexamethason) zu blockieren. Die
dexamethasonvermittelte Wirkung wurde dadurch jedoch weder abgeschwacht noch
aufgehoben (Abb.24). Die Induktion der Indolamin 2,3-Dioxygenase uber

Dexamethason muf} also einen anderen Mechanismus besitzen.

3.6 Western Blot: Nachweis von verstarkter IDO-Protein-Expression in Cortison
(Dexamethason)-stimulierten U373MG-Zellen

Zum Nachweis einer durch Dexamethason induzierten verstarkten Produktion des
IDO-Enzyms wurde das IDO-Protein nach Inkubation der U373MG-Zellen durch Lyse
der Zellen gewonnen und mittels Western-Blot-Analyse nachgewiesen. Der
Nachweis erfolgte dann durch Bindung monoklonaler anti-IDO-Antikorper und
anschlieBender Detektion durch ein Chemilumineszenzsubstrat (ECL, Amersham,
Buckinghamshire, E) sowie Visualisierung durch enzymatischen Umsatz des
Substrats und Exposition mit Rontgenfiim. Wie Abb. 25 zeigt wird bei IFNy-
stimulierten Glioblastomzellen durch die zusatzliche Gabe von Dexamethason (hier
200mg/ml) eine verstarkte Expression des IDO-Proteins erzielt. Als Kontrolle diente
der Nachweis der GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) einem

Glykolyse-Enzym, welches in jeder kernhaltigen Zelle konstitutiv exprimiert wird.
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Western-Blot: IDO-Protein Expression in U373MG (A8)-Zellen

Die Detektion erfolgte mit dem ECL-Kit von Amersham wie in Material
und Methoden beschrieben.
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D. Diskussion

In den letzten Jahren kam es aufgrund der steigenden Anzahl von Patienten mit
einer Beeintrachtigung des Immunsystems so z.B. im Rahmen einer Tumortherapie,
in der Transplantationsmedizin sowie insbesondere im Rahmen der Immunschwache
AIDS, zu einer zunehmenden Zahl an Erkrankungen, die beim Gesunden keine oder
nur milde Symptome auslésen. Zu nennen sind hier neben viralen Erkrankungen
(Cytomegalie/Papovaviren) auch solche die durch Protozoen wie Pneumocystis
carinii (60-80% bei AIDS) oder Toxoplasma gondii hervorgerufen werden. Bei
Polyomaviren sowie insbesondere bei Toxoplasma gondii (Reaktivierungs-
toxoplasmosen bei ca. 30% aller AIDS Kranken) stehen die Auswirkungen auf das
ZNS im Vordergrund. Hierdurch wuchs das Interesse an Immunvorgangen im
zentralen Nervensystem insbesondere wegen der besonderen immunologischen
Stellung im Konzept der antiparasitaren korpereigenen Abwehr. Dieses ist durch das
Vorhandensein einer Blut-Hirn-Schranke, das Fehlen eines Lymphsystems (2), sowie
durch die geringe Expression von MHC-Molekilen auf Hirnzellen (96)

gekennzeichnet.

Um der besonderen Stellung der Toxoplasmen Enzephalitis (HIV — Patienten), sowie
den besonderen Bedingungen im ZNS gerecht zu werden, wurden die Versuche im
Rahmen dieser Arbeit mit Zellen durchgefuhrt werden, die im ZNS eine wichtige
Aufgabe in der Abwehr von parasitaren Erkrankungen einnehmen. Neben
Makrophagen und T-Zellen als professionelle Abwehrzellen sind Astrozyten wichtige
nichtprofessionelle Zellen, die anatomisch bedeutsam, unter anderem direkt an der
Blut-Hirn-Schranke liegen und die funktionelle Integritat des ZNS bewahren. Sie
zeichnen sich durch die Fahigkeit zur Bildung von Zytokinen (IL-1 (8/20), IL-3, IL-6,
TNFa und Prostaglandine), zur Antigenprasentation mit Hilfe der MHC-Klasse-II-
Molekule (anhand von Astrozytomzellen gezeigt (9)), durch Phagozytose (10) und die

Fahigkeit zur Aktivierung von T-Zellen aus.

Im Rahmen der parasitaren Immunabwehr sind 3 Mechanismen bekannt, die im

humanen bzw. murinen System abhangig von der Zellart in jeweils unterschiedlicher
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Weise wirken. Dazu gehort beim Menschen in erster Linie die Indolamin 2,3-
Dioxygenase (IDO), sowie des weiteren die induzierbare NO-Synthase und der
Oxidative Burst.

Erstmalig konnte Pfefferkorn 1984 (46) die Interferony induzierte Aktivierung von
Fibroblasten und den durch die  Tryptophandepletion verbundenen
toxoplasmostatischen antiparasitaren Effekt der IDO zeigen. Vorausgegangen war
1936 die Entdeckung eines leberstandigen Enzyms, der Tryptophan 2,3-dioxygenase
(TDO). Dieses war in der Lage die Aminosaure Tryptophan zu Kynurenin abzubauen.
1963 isolierten dann Hayaishi et al. (44/45) die Indolamin 2,3-dioxygenase. Durch die
Beobachtung erhdhter Spiegel von Zwischenprodukten des Tryptophanabbaus, wie
beispielsweise Kynurenin und N-Formylkynurenin im Urin von Patienten mit
Tuberkulose, M. Hodgkin und Leuka&mie, deren Leber-TDO voéllig normale
Aktivitatswerte aufwies konnte man die IDO als ein ubiquitdres Enzymsystem
postulieren. Dabei beeinflul3t die TDO die systemische, wahrend die IDO die lokale
Tryptophankonzentration reguliert. Des weiteren zeigte sich dadurch, dafl3 die IDO
nicht nur einen groRen Stellenwert in der antiparasitaren Abwehr, sondern auch
einen Platz in der antitumoralen Abwehr des Immunsystems besitzt.

Wie Pfefferkorn 1984 (46) an humanen Fibroblasten, so konnten wir in unseren
Experimenten die durch IFNy hervorgerufene Induktion der Indolamin 2,3-
dioxygenase am Beispiel von 3 Glioblastomzellreihen zeigen (97). Hierbei wurde
deutlich, dass alle Zellreihen zwar qualitativ gleich, also mit einer Zunahme der IDO-
Stoffwechselprodukte auf den gesetzten Stimulus reagieren. Jedoch zeigt sich auch
eine quantitativ unterschiedliche IDO-Aktivitat, was sich auch in einem
unterschiedlichen Grad der induzierten Toxoplasmostase wiederspiegelt (Abb.5). Die
Hauptwirkung der IDO besteht im Abbau der fur Toxoplasmen essentiellen
Aminosaure Tryptophan. Das dieser Abbau tatsachlich fur ein vermindertes
parasitares Wachstum verantwortlich ist, zeigt sich an der Antagonisierung dieses
Effektes durch die Zugabe von Tryptophan (Abb.6) zur Zellkultur und an der damit

aufgehobenen Wachstumsinhibition der Parasiten.

Auch im murinen System zeigte sich durch die Gabe von IFNy ein langeres
Uberleben bei mit Toxoplasmen infizierten M&ausen (98), sowie eine verminderte

Auspragung einer Enzephalitis (99). Die Hauptmechanismen im murinen System
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sind jedoch die induzierbare NO-Synthase und der Oxidative Burst. Die IDO nimmt
im murinen System bei der Abwehr von Mikroorganismen einen eher kleinen

Stellenwert ein.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Induzierbarkeit der Indolamin 2,3-dioxygenase
durch verschiedene Zytokine untersucht. Dabei wurden auf der einen Seite Zytokine
wie IL-1 und IL-6 verwendet, die eher als Immunstimulatoren wirken. Auf der anderen
Seite wurden Zytokine verwendet, deren Aufgabe es ist eine UberschielRende
Reaktion des Immunsystems zu begrenzen. Zu diesen Zytokinen zahlen IL-10 und
TGFB. Weiterhin wurde das Verhalten von Dexamethason auf die IDO und das
Toxoplasmenwachstum untersucht. Diese, eine der wichtigsten antiinflammatorisch
wirkenden Substanzen, wird schon seit langem im klinischen Alltag verwendet. (siehe

hierzu auch Fragestellung der Arbeit)

Effekte des Zytokin Interleukin-1 auf die IDO:

Interleukin-1 (IL-1) ist ein Polypeptid, das an Rezeptoren der Ig-Superfamilie bindet
(100). Es gehdrt zu den Zytokinen, die wie TNFa und IFNy die Expression von ICAM
und VCAM auf der Zelloberflache (Astrozyten/ Monozyten/ Lymphozyten) induzieren.
Bei Entzindungen (AIDS/ Enzephalopathie) werden diese Zell-Adhasions-Molekile
verstarkt produziert und tragen zur Extravasation von Leukozyten durch die
Bluthirnschranke bei. Ein Effekt der bedeutsam ist fur die Immunabwehr im ZNS. Des
weiteren zeigt sich die Bedeutsamkeit von IL-1 an der Tatsache, dass im Konzert mit
anderen  Zytokinen und  Zelladhasionsmolekulen IL-1  von  humanen
Retinaepithelzellen nach Infektion mit Toxoplasmen verstarkt sezerniert wird (101).
Dies konnte ebenfalls durch Fischer (102) an Maus Astrozyten gezeigt werden.
Durch die Behandlung mit einer Kombination von IL-1 und TNFa bei mit Toxoplasma
gondii infizierte M&ause konnte zudem ein signifikant héheres Uberleben erreicht
werden (103).

Parallel dazu ist IL-1 in der Lage bei humanen Zellen in Kombination mit TNFa eine
Toxoplasmostase in Nabelvenenendothelzellen (HUVEC) zu induzieren (62)
(Mechanismus unbekannt) bzw. die IFNy vermittelte IDO Induktion in humanen

mononukledaren Phagozyten zu verstarken (95/104).
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Im Gegensatz dazu zeigten Pelloux et al. bei humanen Astrozytomzellen eine
Zunahme des Toxoplasmenwachstums sowie eine Zunahme der Aufnahme von
Toxoplasmen in die Zelle durch die Gabe von IL-1 (105). Eine Erklarung dieser
Ergebnisse konnte die Induktion der Produktion von Stickoxiden durch IL-1 sein. Wie
namlich Daubener et al zeigen konnten vermag IL-1 auf der anderen Seite auch eine
regulatorische Funktion in bezug auf die IDO einzunehmen. Es vermag in humanen
Uroepithelzellen die durch IFNy induzierte IDO durch die Induktion einer NO-
Produktion zu hemmen (40/106). Auf der anderen Seite konnte durch Hu und Zhao
gezeigt werden, dass IL-1 in der Lage ist, die INOS —vermittelten Effekte in humanen
Astrozyten (fetale sowie ,erwachsene® Zellen) zu induzieren (107/108). Ob diese
Induktion mit einer verstarkten oder gehemmnten Toxoplasmostase einhergeht bleibt
hier offen. Peterson hingegen konnte eine Hemmung des Toxoplasmenwachstums
durch die Induktion der NO-Synthase zeigen (39). Grundsatzlich spielen bezlglich
der NO-Produktion im humanen System vor allem Astrozyten eine Rolle, wogegen
die NO-Produktion von humanen Mikrogliazellen, im Gegensatz zu murinen Zellen,
unbedeutend ist. Das dies auch flr andere opportunistische Erreger gilt zeigte Lee
am Beispiel der Cryptokokkose: es zeigte sich eine Hemmung des Wachstums von
Cryptokokkus neoformans nach Zugabe von I-1 und IFNy zu einer humanen
Astrozytenkultur (109).

Im murinen System jedoch gelingt eine Toxoplasmostaseinduktion z.B. bei
Astrozyten sowie Fibroblasten nicht (110/111); hier scheinen eher Mikrogliazellen,
nach adaquater Stimulation, verantwortlich fur die Restriktion des Toxoplasmen-
wachstums (110/34/112) zu sein.

Die auch innerhalb einer Spezies erhaltenen diskrepanten Daten zur Rolle von IL-1
bei der Induktion von Abwehrmechanismen deuten ferner auf zellspezifische
Unterschiede hin. Dieser Sachverhalt hebt aulRerdem die Speziesunterschiede

hervor und zeigt die mangelnde Ubertragbarkeit von Tier- auf Menschmodelle.

Um die Wirkung von IL-1 auf die Induktion der IDO zu untersuchen wurden
Astrozytomzellen mit IL-1 (wie in Material und Methoden beschrieben) inkubiert.
AnschlieBend wurde das entstandene Kynurenin im Uberstand der stimulierten
Zellen gemessen. In unseren Experimenten konnte durch die Zugabe von IL-1 keine

Induktion der IDO erreicht werden. Selbst nach Erhéhung der IL-1 Dosis trat keine
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Veranderung im Sinne einer gesteigerten IDO-Aktivitat ein. Ebenso zeigte sich keine
Beeinflussung des Toxoplasmenwachstums.

Nun interessierte, ob IL-1 einen hemmenden oder verstarkenden Effekt auf die IFNy
induzierte IDO ausuben kann. Es zeigte sich, dass IL-1 nicht in der Lage war die
IFNy induzierte Aktivitat der Indolamin 2,3-Dioxygenase zu beeinflussen (Abb.7/8).
Bei den anschlielenden Toxoplasmenproliferationstests zeigte sich ebenfalls keine
verstarkte Hemmung des durch IFNy induzierten Toxoplasmenwachstums (Abb.9).
Dieses Ergebnis ist auf der einen Seite erwartet, da ja auch keine Beeinflussung der
IDO-Aktivitat erreicht werden konnte. Auf der anderen Seite hatte jedoch eine
Hemmung des Toxoplasmenwachstums durch eine NO-Produktion, wie oben
beschrieben, erfolgen konnen. Experimente mit humanen Astrozyten haben gezeigt,
dass die Zellen zur NO-Produktion befahigt sind (107/113). Eine Erklarung fur die
mangelnde Beeinflussbarkeit der Glioblastomzellen kénnte also darin liegen, dass sie
die Fahigkeit zur NO-Produktion verloren haben und damit eine Beeinflussung der
IDO wie bei den oben erwahnten RT-4 Zellen Uber eine Induktion der NO-Produktion

nicht moglich wird.

Eine weitere Ursache fiur die Areaktivitat der Zellen kénnte darin liegen, dass die
Zellen sei es durch ihren als Tumorzelle veranderten immunologischen
Verhaltensmuster bzw. mangels Ausstattung mit den nétigen Rezeptoren oder
Signalketten in der Zelle, gar nicht in der Lage sind auf den gesetzten Stimulus zu
reagieren. Lee zeigte, dass humane Astrozyten auf einen Stimulus mit IL-1 hin neben
TNFa auch IL-6 produzieren (113). Um die Reaktivitdt der analysierten
Glioblastomzellen (U373MG/ 86HG39) auf das Zytokin IL-1 zu Uberprifen wurden sie
uber 24 Stunden mit IL-1 inkubiert. Voraussetzung war, dass die Zellen wie die
Astrozyten/ Fibroblasten in der Lage sind auf diesen Stimulus unter anderem IL-6 zu
produzieren (7/113). Die Uberstdnde der Zellen wurden dann in einer
Verdinnungsreine mit der Indikatorzelle B9 inkubiert. Diese Zelle zeichnet sich
dadurch aus, dass hier ausschlieRlich durch die Gabe des Zytokins IL-6 ein
Wachstum induziert werden kann. Wie erwartet zeigte sich durch die Uberstande
eine dosisabhangige Steigerung des B9-Zellwachstums (Abb.10) bei der Zellreihe
U373MG sowie, wenn auch schwacher bei der Reihe 86HG39. Die Ursache dieses

Reaktionsunterschiedes bleibt zu klaren. Hieraus folgt zumindest teilweise, dass eine
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Reaktivitat der Glioblastomzellen auf einen Stimulus mit IL-1 gegeben ist. Lediglich
eine Induzierbarkeit oder Hemmung der IDO ist Uber dieses Zytokin nicht gegeben.

Ob allerdings IL-1 Uber eine verstarkte Freisetzung von IL-6 Einfluf® auf die IDO und
damit auf das Toxoplasmenwachstum besitzt sollte im folgenden geklart werden. Bei
den bisher vorliegenden Ergebnissen scheint jedoch zumindest die durch IL-1
induzierte IL-6 Bildung der U373MG-Zellen nicht ausreichend fur eine Beeinflussung

der IDO oder der Toxoplasmostase.

Effekte des Zytokin IL-6 auf die IDO

IL-6 bindet ahnlich wie IFNy an einen Tyrosin-Kinase-assoziierten Rezeptor. Die
Sitgnaltransduktion erfolgt GUber den JAK/STAT-Weg, entfaltet seine Wirkung damit
direkt am Zellkern und reguliert dariber die Genexpression.IL-6 erscheint zudem in
der Lage Uber einen autokrinen Mechanismus eine Rolle bei der Entwicklung der
Glioblastomzellen zu spielen.

Zur Wirkung gibt es sehr widerspruchliche und verwirrende Angaben in der Literatur.
Es scheint bei den Effekten eine Co-Funktion von IL-1/IL-6 evtl. auch TNFa zu sein,
die im gegenseitigen Wechselspiel die Wirkungen entfalten. So erscheinen auch
viele IL-1-Wirkungen durch eine induzierte IL-6 Produktion ausgelost (61). Das IL-6
wichtige immmunregulatorische Funktionen in der Pathophysiologie von Toxoplasma
gondii Ubernimmt zeigt, da® u.a. humane Retinaepithelzellen oder auch murine
Astrozyten mit der Produktion von IL-6 auf eine Infektion mit Toxoplasma gondii
reagieren (101/102). Im murinen System war IL-6 in der Lage im Sinne einer
Protektion eine IFNy-induzierte Toxoplasmostase in Astrozyten zu verstarken (60).
Auf der anderen Seite resultierte die Gabe von IL-6 zu murinen
toxoplasmeninfizierten Peritonealmakrophagen in einem verstarkten
Toxoplasmenwachstum (63). Weiterhin konnte gezeigt werden, das die Gabe eines
Antikorpers gegen IL-6 zu héheren Serumkonzentrationen von IFNy, und damit zu
einer verminderten Anzahl von zerebralen Zysten sowie zu einer verminderten
Entzindungsreaktion fuhrt (64).

Auf der anderen Seite ist bei IL-6 defizienten Mausen im Gegensatz zur
Kontrollgruppe eine verminderte Expression von IFNy (114) assoziiert mit einer

verminderten Zahl von Abwehrzellen und einer hoheren Zahl von Toxoplasma gondii
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Zysten sowie grolReren Nekrosearealen beobachtet worden (115). Die erhohte
Serumkonzentration von IFNy mul} jedoch nicht zwanghaft auf eine durch den
Antikorper gegen IL-6 aufgehobenen Inhibition der IFNy-Produktion zuruckzufuhren
sein, sondern kann auch Ursache einer durch den fehlenden Abwehrunterstutzenden
Effekt von IL-6 hervorgerufene verstarkte IFNy Induktion sein.

Eine Untersuchung zu den Auswirkungen von IL-6 auf humane Astrozytomzellen
zeigte keinen Effekt bezlglich des Toxoplasmenwachstums (105). Jedoch konnte
durch einen nicht NO-abhangigen Effekt eine Toxoplasmostase in humanen

Mikrogliazellen gezeigt werden, der zudem noch IFNy unabhangig war.

In unserer Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass IL-6 von einigen
Glioblastomzellen (87HG31/ U373MG) spontan sowie nach Stimulation mit LPS
verstarkt bzw. von Glioblastomzellen der Reihe 86HG39 nur nach Stimulation (nicht
spontan) mit LPS/IL-1 produziert wird (116). Wenn IL-6, wie einige Autoren sagen, zu
einem verminderten Toxoplasmenwachstum fuhrt stellt sich die Frage wie sich die
Gabe von IL-6 zu einer Glioblastomzellkultur in Bezug auf den
Haupteffektormechanismus gegen Toxoplasmen im humanen System die IDO bzw.
auf dessen immunologischen Verhaltens bezuglich einer Toxoplasmostase auswirkt.
Als Mal} fir die IDO-Induktion wurde ein Abbauprodukt des Tryptophanstoffwechsels
das N-Kynurenin nach dem in unserer Arbeitsgruppe etablierten Testsystem (86)
gemessen. Hier zeigte sich wie in Abbildung 11 und 12 dargestellt weder eine
Induktion der IDO durch IL-6 alleine, wie sie fur humane Mikrogliazellen beschrieben
wurde, noch eine Beeinflussung der IFNy induzierten IDO. Selbst nach
Konzentrationserhdhung von IL-6 zeigte sich keine Beeinflussbarkeit (Abb. 11/12).
Bei der Beobachtung des Toxoplasmenwachstums wurde der *H-Uracil-Einbautest
angewendet. Der Toxoplasmenproliferationstest eignet sich zur quantitativen
Bestimmung der Toxoplasmenvermehrung. Toxoplasmen besitzen im Gegensatz
z.B. zum Saugetier das Enzym Uracil-Phosphoribosyltransferase, das Uracil in das in
der Nukleotidsynthese verwendete Uridylat (berfilhrt. So wird *H-Uracil fast
ausschlieBlich von Toxoplasma gondii in die DNA/ RNA eingebaut (88), und nicht in
die im Testansatz befindlichen Glioblastomzellen. Bei der Auswertung zeigte sich ein
von IFNy abhangiges aber von IL-6 vollig unbeeinflusstes Toxoplasmenwachstum
(Abb.13).
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Pelloux et. al. konnten ebenfalls am Beispiel von Glioblastomzellen keine
Beeinflussung des Toxoplasmenwachstums durch IL-6 feststellen. Jedoch zeigte sich
bei diese Zellen auch nach Gabe von IFNy keine Anderung, sowie auf einen Stimulus
mit IL-1 eine Steigerung, des Toxoplasmenwachstums. Man muf3 hier wohl davon
ausgehen, dass die verwendeten Zellen durch ihre tumorigenen Eigenschaften keine
Ahnlichkeiten mehr mit Astrozyten besitzen.

Warum IL-6 in unserer Versuchsanordnung keine Wirkung zeigt bleibt letztlich unklar.
Mdglicherweise entfaltet es seine Wirkung in der Immunabwehr nur Uber eine
Induktion von anderen Zytokinen so z.B. Uber eine IL-1-Produktion in anderen an der
korpereigenen Abwehr beteiligten Zellen. In unserem Testsystem ist jedoch nur die
Endstrecke des IFNy-Effektes gemessen worden. |IL-6 ist aber auch in der Lage auf
andere Effekte in-vivo zu wirken, wie z.B. auf eine Antikdrperproduktion oder durch
eine Syntheseinduktion eine erhdhte Regeneration geschadigter Zellen zu bewirken.
Eine verstarkte Produktion von |IL-6 in toxoplasmeninfizierten humanen
Mikrogliazellen zeigt zumindest, das hier IL-6 eine wichtige Rolle spielt (65). Auf der
anderen Seite mag die spontane IL-6 Produktion z.B. der Zellreihe U373MG hier

einen storenden Einflu® zu besitzen.

Effekte des Zytokin TGFp auf die IDO

TGFB ist biochemisch ein Homodimer mit einem Molekulargewicht von 25kDa. Nur
das Dimer ist biologisch aktiv (23). TGFp bindet an hochaffine Rezeptoren (Serin/
Threonin-Kinase-Rezeptoren) auf der Zelloberflache; dabei geschieht die
Signaltransduktion Uber Aktivierung von SMAD Signaltransduktoren, die im Kern ihre
Wirkung entfalten (117). Es st ein im Rahmen von Immun- und
Entziindungsvorgangen in geringer Konzentration vorwiegend proinflammatorisch in
hohen Konzentrationen vorwiegend inhibitorisch/antiinflammatorisch wirkendes
Zytokin (118); dies zeigt sich insbesondere an der starken Proliferationshemmung
von B- und T-Lymphozyten (119). (siehe auch Fragestellung)

Die Wirkung von TGFp konnte in Bezug auf die IDO u.a. am Beispiel von humanan
Makrophagen (eigene Experimente )(76) sowie bei Fibroblasten (77) gefunden
werden; hier zeigte sich eine Hemmung der IFNy induzierten IDO. Bei letzteren

Zellen erfolgt die Wirkung, also die Hemmung der IDO-Expression, sowohl auf
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Transkriptions- als auch auf post-Transkriptionsebene. Wie sich die Hemmung der
IDO auf das Toxoplasmenwachstum in Glioblastomzellen auswirkt wurde bisher nicht
untersucht.

Auf der anderen Seite kann eine Beeinflussung auch Uber eine ,Downregulation® von
TNFa-Rezeptoren vermittelt sein wie sie bei murinen Makrophagen beschrieben
wurde (120). Insbesondere wird hier auch von Makrophagen selbst TGFp bereits
nach 6-stindiger Exposition mit Toxoplasma gondii (bzw. Plasmodien) produziert
(120/(bzw.121)); eine Tatsache, die die Wichtigkeit von TGFf bei der Regulation von
Abwehrvorgangen unterstreicht. Aullerdem vermag TGFB die IFNy induzierte
Expression von MHC Klasse Il Gen Transkription in humanan Astrozytomzellen

sowie die NOS-Transkription in Makrophagen (80) zu antagonisieren.

In unseren Experimenten wurde die Auswirkung von TGFB auf die
Glioblastomzellreihen 86HG39 und U373MG untersucht. Dabei zeigte TGFp alleine
zu einer Glioblastom-Zellkultur gegeben keinen Einflud auf die IDO oder das
Toxoplasmenwachstum. Im Gegensatz zu den inhibitorischen Effekten bei der
Inkubation mit Makrophagen fand sich in unseren Versuchen ebenfalls keine
Beeinflussung der IFNy induzierten IDO. Ebenso konnte bei den Toxoplasmen-
versuchen keine Beeinflussung des Wachstums erreicht werden (Abb.14).

Eine Ursache der Areaktivitat der Zellen konnte demnach darin begrindet sein, dass
durch die Transformation zur Tumorzelle die Eigenschaft der TGFpB-Produktion und
Sensitivitat verloren geht. Dies fuhrt zu einer vermehrten Proliferation der Tumor-
Zellen; es fehlt die Wachstumshemmung durch TGFp und es folgt ein Expressions-
und/ oder Funktionsverlust der TGFp-Rezeptoren. Zum anderen ist die Anzahl der
Rezeptoren auf der Zelloberflache sehr unterschiedlich (Fibroblasten 80.000,
Lymphozyten 250 (119)) sodald sich hieraus unterschiedlich starke Reaktionen
ableiten lassen koénnen. Des weiteren ist auch ein volliger Verlust von TGFf-
Rezeptoren aufgrund der malignen Transformation der Zelle denkbar. Hier konnte
eine Inkubation mit dem Erreger der Chagas-Krankheit Trypanosoma cruzi Klarheit
geben. Dieser obligat intrazellulare Parasit ist nur bei Anwesenheit von TGFf-

Rezeptoren in der Lage in die Zelle einzudringen (122).
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Neben den beschriebenen Zytokinen wurden im Laufe der Arbeit noch weitere
Zytokine wie IFNa/p, Prostaglandin sowie Substanz P, IL-4 und IL-10 (siehe
exemplarisch im Ergebnisteil) in Bezug auf die IDO-Induktion getestet. Bei keiner der
genannten Substanzen konnte eine IDO-Induktion bzw. eine Beeinflussung der IFNy
induzierten IDO erzielt werden.

Wenn die hier verwendeten Glioblastomzellen sich wie die Astrozyten verhalten dann
bedeutet dies, dass in vivo von den bekannten Zytokinen keine Regulation der IDO
erfolgt. Dies ist auch nicht unbedingt notwendig, da viele der hier getesteten Zytokine
die IFNy-Produktion beeinflussen konnen und damit indirekt mit der IDO-Induktion

interferieren.

Effekte von Dexamethason auf die IDO

Als Ersatz fur das korpereigene Cortisol wurde in unseren Versuchen das
synthetische Analogon Dexamethason, welches schon lange als Medikament mit
ausschlieflich glukokortikoider (entziindungshemmend und imunsuppressiv) Wirkung
appliziert wird, eingesetzt. Wie eingangs schon erwahnt spielt Cortisol/
Dexamethason eine wichtige Rolle als Regulator des Intermidiarstoffwechsels und
als Modulator des Immunsystems. Hier wirkt es als Inhibitor der Produktion von
Antikérpern entgegen und reduziert die immunologischen Abwehrreaktionen wie die
Migration von Entzindungszellen. Da Rezeptoren fir Cortison im Zytoplasma
praktisch aller Zellen vorkommen, kann man von der Pramisse ausgehen, dal} sich
Rezeptoren ebenfalls im Zytoplasma von Glioblastomzellen/ Astrozyten befinden und
diese eventuell durch Dexamethason einen EinfluR auf Zellenzyme wie die IDO
haben. Steroide werden grofltenteils proteingebunden transportiert. Der ungebunde-
ne Teil dient als Wirkungsanteil. Glukokortikoide gelangen durch passive Diffusion
entlang einem Konzentrationsgradienten in das Zytoplasma. Der Glukokortikoid-
rezeptor befindet sich normalerweise im Zytoplasma und bildet eine Einheit mit
verschiedenen Proteinen wie z.B. dem heat-shock-protein (hsp90). Es kommt dann
durch die Bindung des Cortisons an diesen spezifischen Rezeptor unter Abspaltung
von Proteinen und anderen Faktoren zur Bildung eines Hormon—-Rezeptor—
Komplexes. Dieser gelangt zum Kern, bindet dort an einen weiteren Rezeptor und
bildet ein Homodimer. Dieses Homodimer interagiert mit einem DNA-Element dem

Glucocorticoid-response-element (GRE) und bewirkt hieriber eine Beeinflussung von
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transkriptionsregulierenden Proteinen und reguliert Cortison-sensitive Gene und
damit die mRNA sowie die Synthese von zytoplasmatischen Proteinen (13/123).
Weiterhin konnte gezeigt werden, das die murine TDO (Tryptophan 2,3-dioxygenase)
durch Tryptophan sowie auch durch Hydrokortison/ Glukokortikoide induzierbar ist
(124). Auf der anderen Seite zeigte sich keine Induktion der IDO (Indolamin 2,3-
dioxygenase) durch die Zugabe von Tryptophan oder Hydrokortison/ Glukokortikoide
alleine. Letzterer Sachverhalt konnte auch in unseren Experimenten fur die IDO
bestatigt werden.

Die Beeinflussbarkeit der IDO durch Dexamethason konnten erstmalig Ozaki et al
(125) 1987 an humanen peripheren Makrophagen zeigen. Dabei wurden
Makrophagen mit IFNa/y und Dexamethason inkubiert. Die durch Interferony
induzierte IDO wurde hierbei durch die Gabe von Dexamethason anndhernd
verdoppelt wahrend die IFNa induzierte IDO gehemmt wurde. Die Enzyminduktion
zeigte sich entsprechend in einer Tryptophandepletion. Auf der anderen Seite konnte
Nishida 1989 (126) an der Glioblastomzelllinie U373MG zeigen, dass Dexamethason
nicht nur Einfluss auf die IDO (wie oben gezeigt) hat sondern z.B. hier auch die durch
IL-1 induzierte Produktion von z.B. BSF-2/GM-CSF/IL-1p/IL-6 auf mRNA Ebene
dosisabhangig vermindert. Dabei lag die suppressive Dosis von Dexamethason
zwischen 10° und 10°M. Die Autoren propagieren hier eine Regulation der
Zytokinproduktion von IL-1 auf der einen und Dexamethason auf der anderen Seite.
Anhnliche Ergebnisse zeigte auch Chao (127) am Beispiel muriner Mikrogliazellen.
Hier wurde die durch Lipopolysacharide induzierte IL-6 sowie TNFo Bildung durch
die Zugabe von Dexamethason inhibiert. Batuman et al. (128) sehen Dexamethason
als Immunosuppressor via Induktion von TGFB in humanen T-Zellen und Hemmer
von Immunosuppression via TGFB-Hemmung in humanen Glia-Zellen (U87MG 10°M
Dexamethason).

Des weiteren zeigt sich die Wirkung von Dexamethason durch eine Stimulation der
IL-10 Produktion Uber eine TH2-typische Zytokinantwort. Es wirkt hierlber
antiinflammatorisch (129/130) und unterstitzt die humorale Immunantwort. Die Folge
ist eine Hemmung der TH1 Antwort und eine Hemmung der zellvermittelten
Immunreaktion. Gerade diese zellvermittelte Immunantwort bildet jedoch den
Hauptmechanismus der Toxoplasmenabwehr. Allerdings zeigten sich in unseren

Experimenten keine Beeinflussung der IDO durch die Zugabe von IL-10 (Abb15/16).
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Bei unseren Experimenten konnte eine Beeinflussung des antiparasitaren
Effektormechanismus durch Dexamethason selbst wie auch schon mehrmals bei
anderen Zellreinen vorbeschrieben nicht gefunden werden. Jedoch zeigte sich in
Kombination mit der Gabe von IFNy eine zusatzliche Enzyminduktion. Diese war
besonders deutlich bei den Glioblastomzellen U373MG/87HG31, bei denen eine
Verdopplung der IDO-Induktion, in Form einer verdoppelten Kynureninproduktion,
gemessen wurde (Abb.18/19). Dabei ergaben sich Unterschiede in den einzelnen
getesteten Glioblastomzellreihen. Die Glioblastomzelle 86HG39 zeigte praktisch
keine starkere Induktion der IFNy induzierten IDO (Abb.17). Dies resultiert
wahrscheinlich in der ohnehin durch IFNy bestehenden maximalen und nicht mehr
steigerbaren IDO-Induktion. Als Zeichen der Tryptophandepletion zeigte sich hier
ebenfalls eine nicht durch Dexamethason beeinflussbare dosisabhangige
Toxoplasmostase.

Wie wirde sich nun die gesteigerte IDO-Aktivitat der Glioblastomzellreihen U373MG
und 87HG31 in bezug auf die Toxoplasmostase wiederspiegeln? Abb. 20 zeigt die
durch die Gabe von Dexamethason bedingte zusatzliche Hemmung des
Toxoplasmenwachstums. Wie erwartet spiegeln sich auch hier die quantitativen
Unterschiede der IDO-Induktion in einer unterschiedlich stark ausgepragten
Toxoplasmostase wieder.

Weiterhin war die Frage zu klaren inwieweit die IDO neben der Verstoffwechselung
des extrazellular gelegenen Tryptophans, die intrazellulare Aminosauren-
konzentration beeinflusst, zumal die Zelle nicht in der Lage ist Tryptophan flr ihren
eigenen Bedarf zu synthetisieren. Fir diese Experimente wurden die Zellen, wie in
Material und Methoden 3.2 beschrieben, aufgeschlossen und die im Intrazellularraum
gelegene IDO herausgelost. Auch hier zeigte sich eine durch Dexamethason deutlich
verstarkte Aktivitat der intrazellularen Indolamin 2,3-Dioxygenase (Abb. 21). Ein
Toxoplasmenproliferationstest konnte hier methoden-bedingt nicht angeschlossen

werden.

Wie oben bereits erwahnt propagierten verschiedene Autoren als Ursache der
Dexamethasonwirkung die Induktion bzw. Hemmung bestimmter Zytokine. So z.B.
IL-1/ IL-6 oder TGFp, alles Zytokine, die in unserem Versuchsaufbau keine
Beeinflussung der IDO bzw. des Toxoplasmenwachstums zeigten. Interessant ware

hier zu untersuchen inwieweit die Gabe von Dexamethason einen Einflu® auf das
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Zusammenspiel von IL-1/ IL-6 auf Astrozytomzellen/ RT4-Zellen ausubt; z.B. ob
Dexamethason in der Lage ist wie bei Fibroblasten (B-Lymphozyten) beschrieben
(120) die IL-1 Rezeptor-Expression hochzuregulieren und damit wiederum eine
antagonistisch/ regulierende Wirkung zur oben gezeigten Wirkung von Dexa-

methason auszuuben.

Das einzige bisher entdeckte Zytokin welches die IFNy induzierte IDO verstarkt ist
TNFa. Daraus resultiert die Frage ob Dexamethason Uber eine Induktion und
Produktion von TNFa seine verstarkende Wirkung entfaltet. Die durch die zusatzliche
Gabe von TNFa erzielte IDO-Induktion ist ungefahr im gleichen Bereich wie die
Induktion durch Dexamethason anzusiedeln. Diese Tatsache macht die oben
genannte Vermutung wahrscheinlich. Es zeigte sich jedoch in unseren Experimenten
durch die Gabe von Dexamethason zusatzlich zu TNFa und IFNy unabhangig von
der Zellreihe eine nochmalige Stimulation der IDO im Sinne einer Superstimulation
(Abb.22/23).

Dieser Effekt kdonnte jedoch ebenfalls noch durch eine Dexamethason-vermittelte
TNFa-Produktion erklart werden. Durch die Zugabe von Antikorpern gegen TNFa
sollte dieser Sachverhalt abschlielend geklart werden. Bei oben postuliertem
Mechanismus sollte sich die zusatzliche TNFoa sowie die Dexamethasonwirkung
aufheben lassen. Es konnte dann im Rahmen dieses Versuches eine Verminderung
der Kynureninproduktion erzielt werden. Die HOhe dieser Verminderung entsprach
der Hohe des durch TNFa vermittelten Effektes. Die zusatzliche Induktion der IFNy
induzierten IDO durch Dexamethason blieb demnach durch die Zugabe des
TNFamAKk vollig unbeeinflusst (Abb.24). So ist zu folgern, dass die
Dexamethasonwirkung direkt erfolgt, und zwar durch die Bindung an
Nukleotidsequenzen am Kern. Damit wird direkt die Bildung einer IDO-mRNA bewirkt
und damit eine verstarkte Produktion des IDO-Proteins erreicht. Um dies zu zeigen
wurde direkt die Bildung von IDO-mRNA im Vergleich zu einem Kontrollprotein der
GAPDH gemessen. In der Tat zeigte sich eine verstarkte wenngleich auch nur
schwach sichtbare Produktion von IDO-mRNA durch die zusatzliche Gabe von
Dexamethason zum Versuchsansatz (hier nicht gezeigt). Diese Ergebnisse wurden
mittels RT-PCR erhalten, diese ist aber per Definition zur quantitativen Analyse

schlecht geeignet, Northern Blot Untersuchungen wurden nicht durchgefuhrt.
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AnschlieBend wurde die Menge des IDO-Protein selbst in den verschieden
stimulierten Versuchsansatzen bestimmt. Dabei zeigte sich eine starkere Bildung des
IDO Proteins bei mit Dexamethason stimulierten Glioblastomzellen (Abb.25). Hierbei
blieben die Konzentrationen von GAPDH als ein Kontrollenzym, dass in jeder
kernhaltigen Zelle konstitutiv exprimiert wird in den verschiedenen Ansatzen jeweils
gleich (Abb. 25). Aus letzterem Versuch ist nun zweierlei zu postulieren.
Offensichtlich vermag Dexamethason die [FNy-vermittelte IDO-Induktion zu
verstarken. Dies kann auf zweierlei Weise geschehen. Entweder ist Dexamethason
in der Lage die Lebenszeit der IDO-mRNA zu verlangern und somit eine hdhere
Transkriptionsrate zu bewirken, oder es wird direkt durch eine Wirkung am
Glucocorticoid-Response-Element Einfluld auf die Transkriptionsrate genommen und
somit die Anzahl der IDO-mRNA Transskripte erhoht. In Zusammenschau der
Ergebnisse sowie der bekannten Wirkungsweise von Cortison ist von einer
Beeinflussung der IDO-Protein Produktion Uber eine Signaltransduktion direkt am
Kern durch Erhdohung der mRNA auszugehen. Eine Wirkung uUber eine
Enzyminduktion im Sinne eines Cofaktors, oder Uber die Freisetzung anderer
zwischengeschalteter Zytokine erscheint hier unwahrscheinlich. Uber die verstarkte
IDO-Produktion erfolgt dann ein verstarkter Tryptophanabbau, der in einer
verstarkten Toxoplasmostase resultiert. Gleichzeitig zeigt sich, dass TNFa in
unseren Experimenten nicht in der Lage ist, wie bei humanen Monozyten gezeigt
wurde (131), Einfluly auf die Sensitivitat des Glukokortikoidrezeptors zu nehmen und
hieriber eine Modulation der Cortisonwirkung auszuliben. Bei dem in der Literatur
beschriebenen hemmenden Effekt auf die Produktion von Zytokinen (z.B. auf die IL-
6-Produktion bei Mikrogliazellen (127)) musste hier noch geklart werden ob sich der
Dexamethason vermittelte Effekt durch die Zugabe von IL-1 oder IL-6 zumindest zu
Teilen antagonisieren lasst um hier weitere Einblicke in die Regulation der IDO zu
erhalten.

Da IFNy sowie auch Dexamethason einen Einfluld auf das Zellwachstum nehmen,
stellt sich die Frage ob ein Teil der Wirkungen auf ein vermindertes oder verstarktes
Zellwachstum zurickzuflhren ist. Diese Hypothese wird dadurch entkraftet, dass bei
den Messungen der intrazellularen IDO jeweils gleiche Zellzahlen verwendet wurden.
Bei den Messungen der extrazellularen IDO zeigten sich zudem auch nach 3 Tagen
Inkubation mikroskopisch keine relevanten Zellzahlunterschiede zwischen den

Ansatzen mit IFNy sowie denen, die zusatzlich Dexamethason enthielten.
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Gerade anhand dieser wenigen ausgesuchten Zytokine zeigt sich die Schwierigkeit
bei der Fulle von Wirkungen die eine einzelne Substanz besitzt die Erfahrungen mit
Zellkulturen auf einen Gesamtorganismus zu Ubertragen. Insbesondere zeigen sich
teilweise doch erhebliche Unterschiede im Aufbau und der Wirkung von Zytokinen im
humanen und murinen Sytstem, sodass eine Ubertragung von Experimenten mit
murinen Zellen auf humane Systeme nur eingeschrankt erfolgen kann. Die Versuche
zeigen weiterhin, dass die Wirkungen von Dexamethason sehr differenziert zu sehen
sind und in unserem System Cortison sogar protektiv, also die Toxoplasmostase
verstarkend, wirken kann. Dies ist besonders interessant vor dem Hintergrund, dass
Dexamethason auch therapeutisch z.B. zur Drosselung der Immunabwehr bei
fulminanten bakteriellen Enzephalitiden eingesetzt wird um eine Schadigung des
Gehirns durch korpereigene Stoffe zu verhindern. Hier scheint Dexamethason wohl

auch zusatzlich eine direkte antiparasitare Wirkung zu entfalten.
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E. Zusammenfassung

Diese Arbeit beschaftigt sich mit den immunologischen Vorgangen bei der
antiparasitaren korpereigenen Immunabwehr. In diesem Rahmen wurde die
Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) als wichtigster antiparasitaren
Abwehrmechanismus im humanen System auf die Regulation durch ausgesuchte
korpereigene Botenstoffe und Entzindungsmediatoren hin untersucht.

Als in vitro Modell dienten, am Beispiel der zerebralen Toxoplasmose, humane
Glioblastomzellen.

Diese Arbeit knupft damit an vorausgegangene Arbeiten aus dieser Arbeitsgruppe
an.

Es wurde die Beeinflussbarkeit der IDO durch eine Reihe von Zytokinen untersucht,
die im Gefige der korpereigenen Abwehr auf der einen Seite eher
immunsupprimierende und auf der anderen Seite eher immunsupportive
Eigenschaften besitzen bzw. hervorrufen. Hierzu wurden die Zytokine Interleukin 1
(IL-1), Interleukin 6 (IL-6), Interleukin 10 (IL-10) und Tumor-Nekrose-Faktor o (TNFa)
sowie die wichtigste kdrpereigene antiinflammatorisch wirkende Substanz Cortison
untersucht.

Keines der getesteten Zytokinen konnte die Indolamin 2,3-dioxygenase in
Glioblastomzellen induzieren. Ebenso konnte keine Beeinflussung der durch IFNy
induzierten IDO-Aktivitat gemessen werden. Da in Glioblastomzellen die IDO den
einzigen antiparasitaren Effektormechanismus darstellt, konnte hier folgerichtig auch
keine Beeinflussung des Toxoplasmenwachstums erreicht werden.

Auf der anderen Seite zeigte sich eine Beeinflussbarkeit der IDO durch die Zugabe
von Cortison zu einer mit Interferon vy (IFNy) inkubierten Zellkultur.
Uberraschenderweise erfolgte hier keine Hemmung sondern eine gesteigerte
Aktivitat des Enzyms und zwar besonders deutlich bei den Zellreihen U373MG und
87HG31, die per se eine eher schwache Induktion der IDO durch IFNy alleine
zeigten. Diese Steigerung ist nicht durch eine Induktion anderer Zytokine, z.B. TNFa.,

sondern durch die alleinige Wirkung von Dexamethason, eventuell Uber spezifische
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Cortisonrezeptor und eine Signaltransduktion direkt am Kern, erklart. Durch die
Zugabe von Dexamethason zu einer mit IFNy und TNFoa inkubierten
Glioblastomzellkultur konnte sogar eine weitere Steigerung im Sinne einer
Superinduktion der Indolamin 2,3-Dioxygenase erreicht werden. Im weiteren wurde
dann uber einen Western-Blot der Nachweis der quantitativen Mehrexpression des

IDO-Proteins unter Dexamethason-stimulation erbracht.
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Regulation IFNy vermittelter antiparasitarer Effektormechanismen:
EinfluR von Cytokinen und Glukokortikoiden auf die Aktivierung der
Indolamin 2,3-Dioxygenase

vorgelegt von Jochen Tlrck
2002

Diese Arbeit beschaftigt sich mit den immunologischen Vorgangen bei der antiparasitaren
kdrpereigenen Immunabwehr. In diesem Rahmen wurde die Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) als
wichtigster antiparasitdren Abwehrmechanismus im humanen System auf die Regulation durch
ausgesuchte korpereigene Botenstoffe und Entziindungsmediatoren hin untersucht.

Als in vitro Modell dienten, am Beispiel der zerebralen Toxoplasmose, humane Glioblastomzellen.
Diese Arbeit knlpft damit an vorausgegangene Arbeiten aus dieser Arbeitsgruppe an.

Es wurde die Beeinflussbarkeit der IDO durch eine Reihe von Zytokinen untersucht, die im Geflige der
kdrpereigenen Abwehr auf der einen Seite eher immunsupprimierende und auf der anderen Seite
eher immunsupportive Eigenschaften besitzen bzw. hervorrufen. Hierzu wurden die Zytokine
Interleukin 1 (IL-1), Interleukin 6 (IL-6) und Tumor-Nekrose-Faktor a (TNFa) sowie die wichtigste
korpereigene antiinflammatorisch wirkende Substanz Cortison untersucht.

Keines der getesteten Zytokinen konnte die Indolamin 2,3-Dioxygenase in Glioblastomzellen
induzieren. Ebenso konnte keine Beeinflussung der durch IFNy induzierten IDO-Aktivitat gemessen
werden. Da in Glioblastomzellen die IDO den einzigen antiparasitéaren Effektormechanismus darstellt,
konnte hier folgerichtig auch keine Beeinflussung des Toxoplasmenwachstums erreicht werden.

Auf der anderen Seite zeigte sich eine Beeinflussbarkeit der IDO durch die Zugabe von Cortison zu
einer mit Interferon y (IFNy) inkubierten Zellkultur. Uberraschenderweise erfolgte hier keine Hemmung
sondern eine gesteigerte Aktivitdt des Enzyms und zwar besonders deutlich bei den Zellreihen
U373MG und 87HG31, die per se eine eher schwache Induktion der IDO durch IFNy alleine zeigten.
Diese Steigerung ist nicht durch eine Induktion anderer Zytokine, z.B. TNFa, sondern durch die
alleinige Wirkung von Dexamethason, eventuell Uber spezifische Cortisonrezeptor und eine
Signaltransduktion direkt am Kern, erklart. Durch die Zugabe von Dexamethason zu einer mit IFNy
und TNFa inkubierten Glioblastomzellkultur konnte sogar eine weitere Steigerung im Sinne einer
Superinduktion der Indolamin 2,3-Dioxygenase erreicht werden. Im weiteren wurde dann Uber einen
Western-Blot der Nachweis der quantitativen Mehrexpression des IDO-Proteins unter Dexamethason-

stimulation erbracht.

Jochen Tlrck Prof. Dr. Walter Daubener
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