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Einleitung

1. Diabetes mellitus

Diabetes mellitus, auch Zuckerkrankheit genannt, ist eine chronisch verlaufende
Stoffwechselerkrankung, bei der ein absoluter oder relativer Mangel an Insulin
besteht (Herold et al., 1999)

Unmittelbare Folge dieses Hormonmangels sind vor allem Stérungen im
Kohlenhydratstoffwechsel, aber auch im Fett- und Eiweil3stoffwechsel. Die Krankheit
und ihre Symptome sind bereits seit Jahrhunderten bekannt. Der griechische Arzt
Aretaios von Kappadokien ( ca. 80-130 n. Chr.) benannte sie Diabetes mellitus.

Der Wortteil ,Diabet* stammt aus dem Griechischen und hat die Bedeutung
,hindurchgehen®, das Wort “mellitus” ist lateinisch und heif3t wortlich Ubersetzt “mit
Honig versuf3t. Der Name Diabetes mellitus weist also darauf hin, dass der
Blutzucker mit einer erhdhten Urinmenge durch die Nieren hindurchgeht und in Folge
dessen der Harn bei Zuckerkranken ,sufy schmeckt®.

Der Diabetes ist in unserer heutigen Uberflussgesellschaft unter anderem aufgrund
des Nahrungsuberangebotes sehr haufig. Die Pravalenz manifester Diabetiker
betragt in Europa und den USA ca. 7.5 %, weltweit ca. 2% (Herold et al., 1999).
Damit hat sich der Diabetes mellitus inzwischen zu einer der haufigsten

Zivilisationskrankheiten entwickelt.

1.1. Hormone und Stoffwechsel bei Diabetes

Fur alle Lebensvorgange, ob in Ruhe oder Bewegung, braucht unser Korper Energie.
Diese Energie liefert die tagliche Nahrung, vorzugsweise in Form von
Kohlenhydraten (Starke und Zucker). Die Kohlenhydrate werden im Darm gespalten
und Uber die Darmwand in das Blut aufgenommen. Der Glucosegehalt des Blutes
muss sich immer innerhalb bestimmter Grenzen bewegen. Er sollte nicht unter 50
mg% absinken und nach dem Essen auch nicht tber 140 mg% ansteigen. Damit der
Blutzuckerspiegel innerhalb dieser Grenzen bleibt und aus dem Blut zur
Energiegewinnung in die Zellen aufgenommen werden kann, ist ein Hormon, das
Insulin, notwendig. Insulin wird in den B-Zellen der Langerhans’schen Inseln in der

Bauchspeicheldrise produziert und sezerniert. Steigt der Blutzuckerspiegel an, so
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wird Insulin freigesetzt, und der Blutzuckerspiegel durch die gesteigerte
Zuckerverwertung in den Zellen gesenkt. Der Insulinmangel fuhrt zu folgenden

Veranderungen beim Diabetiker:

- Erhohung der Blutzuckerkonzentration

- Herabsetzung der Glucoseaufnahme in die Korperzellen
- Verminderung des Glucoseabbaus

- Erhodhte Glucoseausschuttung aus der Leber

- Glucoseausscheidung Uber den Harn

1.2. Klinik:

Die ersten Anzeichen eines Diabetes sind groflder Durst und haufiges Wasserlassen,
Gewichtsabnahme, Mudigkeit und Abgeschlagenheit. Daneben finden sich haufig
Muskelkrampfe, Infektionsneigung, Sehstorungen, lokalisierter oder generalisierter
Pruritus, Amenorrhoe und Hungergefuhl. Eine lebensgefahrliche Komplikation des
absoluten Insulinmangel ist das ketoazidotische Koma. Durch das Fehlen von Insulin
kommt es zu einer Hemmung der Fettsauresynthese und zur Freisetzung von
Fettsduren aus den Depots. Das dadurch entstehende Uberangebot von freien
Fettsduren und Acetyl-CoA im Blut fuhrt zu einer verstarkten Ketogenese, und damit

zur Ketoazidose.

Bleibt der Diabetes uber Jahre hinweg unbehandelt, entwickeln sich haufig
Spatschaden an verschiedenen Organen. Ursache dieser Spatschaden sind unter
anderem die durch den Diabetes hervorgerufenen Veranderungen an den Gefalien
(diabet. Mikro- und Makroangiopathie).

Die diabetische Makroangiopathie hat eine frihzeitig auftretende Arteriosklerose zur
Folge, welche ihrerseits die Entstehung von Komplikationen wie Myokardinfarkt,
cerebraler Infarkt oder auch einer peripheren arteriellen Verschlusskrankheit
begunstigt (Koschinsky und Griess 1992).

Die Mikroangiopathie fuhrt ebenfalls zu schwerwiegenden und haufigen
Komplikationen beim Diabetiker. Im Vordergrund stehen dabei krankhafte
GefalRveranderungen an Niere (diabet. Nephropathie), Retina (diabet. Retinopathie)

und Nervensystem (diabet. Neuropathie). Daneben kénnen auch die intramuralen
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kleinen Koronararterien betroffen sein, wodurch die Blut- und Sauerstoffversorgung

des Herzens verschlechtert wird.

1.3.

Verschiedene Diabetesformen:

Der Diabetes mellitus kann in verschiedene Klassen untergliedert werden. 1998 hat

die Weltgesundheitsorganisation WHO eine neue Empfehlung fur die Diagnose und

Einteilung des Diabetes mellitus erarbeitet und herausgegeben. Nach dieser

Klassifikation wird der Diabetes mellitus anhand seiner Atiopathogenese wie folgt

eingeteilt:

a)

Typ 1 Diabetes mellitus

Der Typ 1 Diabetes mellitus ist durch einen absoluten Mangel an Insulin
gekennzeichnet. Dieser absolute Insulinmangel wird durch eine Destruktion
der p-Zellen (Inselzellen des Pankreas, welche sonst Insulin bilden)
verursacht. Der Typ 1 Diabetes mellitus wird weiterhin unterteilt in:

- Typ 1 Aistimmunologisch bedingt

- Typ 1 B ist ein idiopathisch vermittelter Diabetes.

Typ 2 Diabetes mellitus

Als Typ 2 Diabetes mellitus werden alle Formen bezeichnet, die durch
vorwiegende Insulinresistenz mit relativem Insulinmangel bis hin zu
vorwiegend sekretorischen Defekten einschliel3lich einer Insulinresistenz

gekennzeichnet sind.

Typ 3 Diabetes mellitus

In dieser Gruppe werden alle anderen spezifischen Typen zusammengefasst.
Der Typ 3 unterteilt sich in folgende Typen:

- 3 A: Genetische Schadigung der p-Zellen

- 3 B: Genetische Schadigung der Insulinwirkung

- 3 C: Krankheit der exokrinen Bauchspeicheldrise

- 3 D: Endokrinopathien

- 3 E: Diabetes durch Drogen oder Chemikalien

- 3 F: Diabetes infolge von Infektionen

- 3 G: Seltene immunologisch bedingte Formen
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- 3 H: Genetische Syndrome, die gelegentlich mit Diabetes vergesellschaftet

sind.

d) Typ 4 Diabetes mellitus
Der Typ 4 Diabetes mellitus umfasst den Schwangerschafts- bzw.
Gestationsdiabetes.  Darunter  versteht man jede wahrend der
Schwangerschaft erstmals erkannte Stoérung des Kohlenhydratstoffwechsels.

1.4 Epidemiologie des Diabetes mellitus

Nach Schatzungen aus dem Jahre 1998 leiden in Deutschland 4,6% (3,7 Millionen
Menschen) der Bevolkerung an einem erkannten Diabetes mellitus
(Gesundheitsbericht flur Deutschland 1998). Die Zahl der Einwohner mit einem nicht
erkannten Diabetes mellitus wird auf 2 Millionen, also 1,6%, geschatzt. Der Anteil der
Diabetiker an der Gesamtbevolkerung nimmt mit dem Lebensalter zu (siehe
Abbildung 1)

Abb.1: Pravalenz von Diabetes mellitus 1991
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Quelle: RKI, Gesundheitssurveys

Nur etwa 5-7% der 3,7 Mio. Diabetiker leiden an einem Typ 1 Diabetes, wohingegen
93-95% der Diabetiker einen Typ 2 Diabetes aufweisen. Die Zahl der Typ 2

Diabetiker ist in den letzten 50 Jahren auf das 20fache gestiegen. Mit verantwortlich

4
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fur diese Zunahme sind die Folgen unserer Uberflussgesellschaft, wie Ubergewicht
und Bewegungsmangel. Auch die hohere Lebenserwartung der Diabetiker tragt zu
dieser Entwicklung bei. Neuere Studien zeigen, dass auch die Inzidenz der Typ 1
Diabetiker zunimmt (Karvonen et al., 1993). Die Lebenserwartung von Patienten mit
einem Typ 1 Diabetes ist signifikant verklrzt. Das Risiko eine kardiovaskulare
Erkrankung zu entwickeln ist fur Diabetiker 2-4 groer als fur nichtdiabetische
Personen (Gaba et al., 1999).

2. Pathogenese des Typ 1 Diabetes

Der Typ 1 Diabetes mellitus stellt eine multifaktorielle Erkrankung dar, in deren
Verlauf die insulinproduzierenden f-Zellen der Langerhans’schen Inseln des
Pankreas durch immunologische Vorgange zerstort werden.

Genetische Faktoren, eine Vielzahl von immunologischen Vorgangen und
Umweltfaktoren werden als mogliche Ursachen der Entstehung des Typ 1 Diabetes
mellitus diskutiert. Genetische Faktoren stellen die Pradisposition, Umwelteinflisse
die Realisationsfaktoren zur Entwicklung des Typ 1 Diabetes dar.

Fir die Erforschung der Pathogenese des Typ 1 Diabetes stehen zwei Tiermodelle
mit spontaner Diabetesentwicklung zur Verfigung: die non-obese diabetic (NOD)-
Maus und die BioBreeding (BB)-Ratte. Beide entwickeln einen insulinabhangigen
Diabetes mit einem Krankheitsverlauf, der dem des Menschen sehr ahnlich ist,
weshalb sie flr die Erforschung des Diabetes sehr wertvoll sind. Die NOD-Maus
wurde in Japan im Jahre 1974 entdeckt und danach weitergeziichtet (Makino &
Tochino, 1979). Die BioBreeding-Ratte wurde 1977 in Kanada entdeckt (Nakhooda
et al., 1977).

2.1. Genetische Pradisposition

Hinweise auf eine genetische Ursache des Diabetes geben eine Vielzahl von
Studien. So steigt z.B. das Erkrankungsrisiko fur Kinder, bei denen ein Elternteil
erkrankt ist von 0.3-0.6% auf 5-10%. Sind beide Eltern erkrankt steigt das Risiko
sogar auf 30-50%. Untersuchungen mit eineiigen Zwillingen zeigten, dass diese ein
signifikant hoheres Risiko haben einen Typ 1 Diabetes zu entwickeln als zweieiige

Zwillinge oder nicht-Zwillinge. So weisen genetisch identische Zwillinge eine
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Konkordanzrate von 35-50% fur die Erkrankung an Diabetes mellitus Typ 1 auf
(Barnett et al.,1981; Rossini et al., 1985; Lo et al., 1991)

Bereits Ende der 80ziger Jahre wurde eine Verbindung zwischen der Entstehung des
Typ 1 Diabetes und dem Haupt-Histokompatibilitdts-Komplexes (major
histocompatibility complex: MHC) beschrieben (Mc Laren et al., 1989). Der MHC ist
ein Genkomplex auf Chromosom 6 beim Menschen, welcher fur die Codierung von
MHC-Antigenen verantwortlich ist. MHC-Antigene sind Zelloberflachenproteine des
Organismus, die auf fast allen Zellen vorhanden sind. Zuerst entdeckt wurden sie auf
Leukozyten, weshalb sie auch als HLA-Antigene (human leukocyte antigen: HLA)
bezeichnet werden (Flavell et al., 1986).

Ihre Funktion besteht unter anderem in der Regulation der Immunantwort. Die MHC-

Antigene werden entsprechend dreier Gengruppen des MHC in die Klassen I, Il und
[l unterteilt.
Klasse | und Il Antigene sind Glycoproteine, welche in erster Linie der

Antigenprasentation dienen. Klasse I-Antigene befinden sich vor allem auf
kernhaltigen Zellen und prasentieren zytotoxischen T-Zellen Antigene. MHC-Proteine
der Klasse Il hingegen finden sich vorwiegend auf Makrophagen, B-Zellen und
aktivierten T-Zellen. Sie sind jedoch auch auf anderen Zellen durch Interferon-y
induzierbar. lhre Hauptaufgabe stellt die Antigenprasentation gegenuber T-
Helferzellen dar.

MHC-Klassen lllI- Antigene beschreiben die anderen im MHC-Komplex kodierten
Antigene. Unter anderen werden die Komponenten C2, C4a, C4b,
Hitzeschockprotein 70, 21 Hydroxylase sowie Tumornekrosefaktor-a. und 3 (TNF) zu
dieser Gruppe gezahlt.

Fir die Entwicklung des Typ 1 Diabetes hat die HLA-Klasse-lI-Region des MHC-
Komplexes Bedeutung. Nerup et al. konnten als erste 1987 zeigen, dass Trager der
HLA-Merkmale DR3 und/oder DR4 ein relativ erhdhtes Risiko aufweisen an einem
Typ 1 Diabetes zu erkranken. So tragen 95% der Typ 1 Diabetiker diese HLA-
Merkmale, im Vergleich zu 50 bis 60% der Normalbevolkerung. Neben dieser HLA-
Region wird aber auch einer Reihe anderer Genloci eine Bedeutung bei der
Entstehung des Typ 1 Diabetes zugesprochen (Wicker et al., 1995; Vyse und
Todd,1996)

Dass noch weitere Faktoren fur die Entstehung des Typ 1 Diabetes von Bedeutung

sein mussen, zeigt sich in der Beobachtung, dass eineiige Zwillinge nur eine
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Konkordanzrate von 30-50% und nicht 100% fir die Erkrankung an Typ 1 Diabetes

aufweisen.

2.2 Umweltfaktoren

Es wird vermutet, dass Umweltfaktoren, wie z.B. Viren, Chemikalien und
Ernahrungsfaktoren Ausléser flr die autoimmunvermittelte Zerstérung der B-Zellen
sind (Yoon, 1990). Leslie et al., vermuten den Zeitpunkt dieser initialen pB-
Zellschadigung in der fruhen Kindheit (Leslie et al., 1994).

In den letzten Jahrzehnten wurde besonders den Viren eine bedeutende Rolle in der
Entstehung der Insulitis zugesprochen. Der Mechanismus der virusvermittelten
Zellschadigung ist nicht vollig geklart, es werden jedoch folgende Mechanismen
diskutiert:

a) die virale Infektion fuhrt unmittelbar zu einer Zerstérung der infizierten Zellen, ohne
dass autoimmune Mechanismen dazu beitragen (EMC-D/Mengo-Virus 2T).

b) persitierende virale Infektionen (z.B. Retroviren, Rubella virus, CMV) fihren zur
Initialisierung einer Autoimmunreaktion gegen insulinproduzierende Zellen (Yoon
1991)

Eine Vielzahl strukturell unterschiedlicher Chemikalien, wie beispielsweise Alloxan,
Streptozotocin, Chlorozotocin, Vacor und Cyproheptadin wirken ebenfalls
diabetogen. Sie beeintrachtigen die p-Zellfunktion durch die Erzeugung von
Sauerstoffradikalen, Schadigung der DNA und Hemmung des aktiven

Calciumtransporters und der Calmodulin-aktivierten Proteinkinase (Yoon et al., 1990)

Scott und Kolb zeigten, dass auch dietatische Faktoren eine Rolle in der Entstehung
des Typ1 Diabetes mellitus spielen(Scott & Kolb, 1996).

2.3. Immunologie des Typ 1 Diabetes

Beobachtungen an Tiermodellen legen die Vermutung nahe, dass die Entstehung
des Typ 1 Diabetes mit einer chronisch progredient verlaufenden Entziindung der
Langerhans'schen Inseln des Pankreas einhergeht. Die entzindlichen Vorgange in
den Inselzellen kdnnen offenbar Uber Monate und Jahre fortlaufen, ohne dass sich

der Typ 1 Diabetes klinisch manifestiert. Erst bei einer Zerstdrung von mehr als 80 %
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der Betazellen kommt es zur klinischen Manifestation des Diabetes. Obwohl die
Entstehung des Typ 1 Diabetes mellitus noch nicht vollstandig geklart ist, deuten die
Forschungsergebnisse der letzten Jahrzehnte auf eine autoimmunologische Genese
dieser Erkrankung hin. So weil man, dass durch die Behandlung mit
Immunsuppressiva die Zerstdrung humaner [R-Zellen verzdogert werden kann
(Canadian European Diabetes Study Group, 1988). Als Zeichen des
autoimmunologischen Geschehens finden sich schon vor der Manifestation des Typ
1 Diabetes in 70-90 % Autoantikdrper gegen Inselzellgewebe. Inwieweit diese
Autoantikdrper zur Pathogenese des Typ 1 Diabetes beitragen ist umstritten, da
weder die Infiltration der Inseln mit Immunzellen, noch klinische Zeichen der
Erkrankung durch Autoantikorper transferierbar sind.

Eine wichtige Rolle bei der Entstehung des Typ 1 Diabetes scheinen die T-
Lymphozyten zu spielen. Im Tiermodell wurde nachgewiesen, dass sowohl CD8,
MHC-Klasse-| restringierte, als auch CD4', MHC-Klasse |l restringierte T-
Lymphozyten an der Entstehung des Typ 1 Diabetes beteiligt sind (Wicker et al.,
1995). Des weiteren konnten autoreaktive gegen R-Zellantigene gerichtete T-Zellen
bei Patienten mit Typ 1 Diabetes (Lohmann und Scherbaum, 1997) und in
verschiedenen Tiermodellen fur den Typ 1 Diabetes nachgewiesen werden. Ein
weiterer Hinweis auf die zentrale Rolle der zellularen Immunitat bei der Pathogenese
des Typ 1 Diabetes beim Menschen wurde gefunden als eine nicht diabetische Frau
wenige Jahre nach einer Knochenmarkspende von ihrem an Typ 1 Diabetes
erkrankten HLA-identischen Bruder einen Typ 1 Diabetes entwickelte (Lampeter et
al., 1993)

2.4. Makrophagen und der Typ 1 Diabetes

Makrophagen sind mononukleare Phagozyten, welche bereits 1884 von
Metschnikow als Effektorzellen der Infektabwehr identifiziert werden konnten. Die
wichtigsten Funktionen der Makrophagen sind Phagozytose, Zytotoxizitat,
Kooperation mit Lymphozyten und Sekretion verschiedener biologisch aktiver
Produkte.

Aus der Fulle der immunologischen Prozesse sticht in letzter Zeit besonders die
Rolle der Makrophagen bei der Entwicklung des Typ 1 Diabetes hervor. So konnte

bereits Ende der 80ziger Jahre in Tiermodellen nachgewiesen werden, dass
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Makrophagen die ersten infiltrierenden Immunzellen der Frihphase der

Inselzellentzindung sind (Kolb-Bachofen et al., 1988; Lee et al. 1988; Hanenberg et

al.,1989; Kolb et al., 1990; Ziegler et al., 1992; Jansen et al., 1994). Diese Infiltration

der Langerhans’schen Inseln konnte anhand von licht- und
elektronenmikroskopischen Untersuchungen von Hanenberg et al. (1989) spezifiziert
werden. Hanenberg et al. analysierten dabei das Verteilungsmuster der
infiltrierenden Immunzellen in Serienschnitten von Uber 700 Langerhansch’schen

Inseln der diabetes suszeptiblen BB Ratte. Das Ergebnis zeigte eine spezifische

Sequenz der Einwanderung der Immunzellen im Verlauf der Insulitis. Folgende

Phasen der Inselentzindung lassen sich demnach unterscheiden:

Phase 1: Diese Phase ist gekennzeichnet durch Infiltration der Langerhans’schen
Inseln mit Makrophagen. Weder T-, noch NK- oder B-Zellen sind zu
diesem Zeitpunkt nachweisbar.

Phase 2: Neben der weiteren Zunahme der infiltrierenden Makrophagen, werden
in dieser Phase auch infiltrierende T-Lymphozyten und NK-Zellen
beobachtet.

Phase 3: Hauptmerkmal dieser Phase ist die massive Infiltration der

Langerhans'schen Inseln mit B-Lymphozyten.

Die Behandlung der Makrophagen mit makrophagentoxischen Silikapartikeln
(Zimmerman et al.,, 1986) konnte sowohl die Infitration der Makrophagen und
Lymphozyten, als auch die Diabetesentwicklung verhindern. Diese Beobachtung
wurde sowohl bei der NOD-Maus (Lee et al. 1988; Charlton et al., 1988) und der BB-
Ratte (Oschilewski et al.1985) als auch im Modell des Niedrig-Dosis-Streptozotocin
induzierten Diabetes der Maus.(Oschilewski et al., 1986) gemacht.

Appels et al. konnten anhand elektronenmikroskopischer Untersuchungen 1989 die
spontane  Zytotoxizitat von aktivierten Peritonealmakrophagen gegenuber
pankreatischen B-Zellen feststellen. Dieser zytotoxische Effekt beruht nicht auf einem
direktem Zell-Zell-Kontakt, sondern wird wahrscheinlich durch die von den aktivierten
Makrophagen gebildeten humoralen Sekretionsprodukte vermittelt (Prowse et al.,
1986). Eine betazelltoxische Wirkung ist fur einige dieser Sekretionsprodukte
beschrieben. So wirken z.B. Interleukin-13 und TNF-a in Kombination mit Interferon-
gamma betazelltoxisch (Mandrup-Poulsen et al., 1988; Pukel et al., 1988;
Rabinovitch, 1993). Die bedeutende Rolle des TNF-a bei der Entstehung der Insulitis
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konnte in neueren Studien gefestigt werden. So wurde nachgewiesen, dass das
Fehlen von TNF-a-Rezeptoren auf den Inselzellen die Progression und das Ausmaf}
der Insulitis vermindert (Pakala et al., 1999).

IL-113 induziert in den korpereigenen Zellen die Bildung freien Radikale und wirkt auf
diese Weise inselzelltoxisch (Nerup et al., 1988; Delaney et al., 1993; Corbett et al.,
1993; Sjoholm, 1998). Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass die von
aktivierten Makrophagen gebildeten reaktiven Radikale, insbesondere das
Stickstoffmonoxid, zu einer Zerstérung der pankreatischen B-Zellen fuhrt (Sumoski et
al., 1989; Kroncke et al., 1991; Kolb und Kolb-Bachofen, 1992; Reddy et al., 1999).
Die besondere Bedeutung des NO bei diesem Prozess konnte durch Kroncke et al.
1991 belegt werden. Diese zeigten, dass aktivierte Makrophagen trotz effektiver
Neutralisation von IL-113 und TNF-a pankreatische Inselzellen NO-abhangig lysierten.
Der Mechanismus dieser NO-mediierten B-Zellzerstorung ist noch nicht vollstandig
geklart, es wird jedoch angenommen, dass NO die Induktion von DNA-
Strangbrichen verursacht (Fehsel et al.,1993). Infolge dieser DNA-Schadigung wird
das Enzym Poly-(Adenosin-Diphosphoribose)-Polymerase zur Reparatur des
Schadens aktiviert (Yamagami et al., 1981). Dieses Enzym katalysiert die Synthese
von (Adenosin-Diphosphoribose)-Polymere aus Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid
(NAD). Der erhodhte Verbrauch von NAD und der daraus resultierende NAD-Mangel
fUhren letztlich zum Tod der Zellen (Radons et al., 1994)

2.5. LPS als Aktivator von Makrophagen

Bakterielle Lipopolysaccharide stellen einen Bestandteil der Wand gramnegativer
Bakterien dar. Aufgrund ihrer pathopysiologischen Wirkung auf den Organismus
werden sie auch als Endotoxine bezeichnet. Dabei Ubt das LPS seine Wirkung nicht
direkt Uber die Hemmung oder Schadigung von Geweben aus, sondern aktiviert das
Immunsystem. Zu dieser Aktivierung des Immunsystems zahlt auch die direkte
Stimulation von Makrophagen, die daraufhin Zytokine und Sauerstoffradikale, wie
z.B. TNF-a und NO freisetzen. Die Interaktion zwischen LPS und den Makrophagen
ist dabei durch folgende Prozesse gekennzeichnet: Offenbar bindet das LPS im
Serum an ein spezifisches LPS-Bindungsprotein (LBP)(Tobias et al. 1989). Dieses
LBP bewirkt eine deutliche Erhéhung der Sensitivitdt der Makrophagen gegenlber
LPS. Dabei erkennt das LBP den biologisch reaktiven Lipid-A-Anteil des LPS

10
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(Schumann et al., 1990). Der dadurch entstandene LPS-LBP-Komplex bindet nun an
das Protein CD14. CD 14 befindet sich sowohl in |8slicher Form im Plasma als auch
in gebundener Form an der Zelloberflache von Monozyten. CD14 bindet das LPS
und erleichtert so dessen Signaltransduktion (Wright et al., 1990&1995). CD 14 ist
mit einem Glykosylphosphatidylinositolmolekll in der Membran befestigt, besitzt
jedoch keine transmembrandse Domane, die das LPS-Signal in die Zelle weiterleiten
konnte. Es wurde vermutet, dass ein anderes Molekul diese Funktion Ubernimmt.
Tatsachlich  konnten  kurzlich  sogenannte  ,Toll-like®* Rezeptoren als
transmembrandse Signalmolekule fur die Weiterleitung des LPS-Signals identifiziert
werden (Medzitov et al.,1997; Rock et al.,, 1998). TLRs sind transmembrandse
Molekule, die aus einer leucinreichen extrazellularen und einer intrazellularen
Signaldomane bestehen, die dem Typ | IL-1 Rezeptor ahnlich ist. Besonders der
TLR4 ist fur die Weiterleitung des LPS-Signals verantwortlich (Poltorak et al., 1998;
Qureshi et al., 1999; Hoshino et al., 1999). Allerdings ist der TLR4 alleine nicht in der
Lage das LPS zu erkennen und dessen Signal weiterzuleiten (Shimazu et al., 1999).
Hierzu bendtigt er die Hilfe des MD-2 Molekuls, das mit dem TLR4 assoziiert ist
(Shimazu et al., 1999). Der TLR4-MD-2 Komplex stellt somit das Erkennungsmolekiil
fur LPS auf Monozyten dar. Die Bindung von LPS an CD 14 erhdht die Sensitivitat
des TLR4-MD-2 Komplex gegenuber LPS auf das Doppelte (Akashi et al.1999).
Diese transmembrane Signaltransduktion, in deren Rahmen es zur Phosphorylierung
von Proteinen durch die MAP-Kinasen (,mitogen activated protein kinase“) kommt,
fuhrt schlieBlich zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB (,nuclear factor-xB*)
(Ubersicht: Ulevitch und Tobias, 1995). Durch die anschlieRende Bindung des NF-xB
an das TNF-a- und iINOS-Gen kommt es zur Expression und Produktion von TNF-a
und NO.

2.6. ODN 1668 stimuliert Makrophagen

1668 ist ein synthetisches Oligodesoxynucleotid welches eine unmethylierte CpG-
Sequenz beinhaltet. Diese CpG-Sequenz wurde von Krieg et al. 1995 als eine
biologisch aktive Nucleotidsequenz beschrieben. Tatsachlich ist dieses CpG ODN in
der Lage die Zellen des angeborenen Immunsystems, wie zum Beispiel
Makrophagen und dendritische Zellen stark zu stimulieren (Stacy et al., 1996, Lipford

et al., 1997; Sparwasser et al., 1997). Dieses Ergebnis ist auch in dieser Arbeit
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bestatigt worden, zeigt doch das 1668 eine konzentrationsabhangige Stimulation der
J774 Mausmakrophagen zur TNF-a und NO-Freisetzung. Der molekulare
Mechanismus, der zu der Aktivierung von Makrophagen durch CpG-ODN fihrt, ist
noch nicht vollstandig aufgeklart. Erste Hinweise fur die Interaktion zwischen
Oligodesoxynucleotiden und Makrophagen konnten Loke et al. bereits 1988
gewinnen, als sie demonstrierten, dass ODNs aktiv Uber einen endozytotischen
Prozess in die Zelle aufgenommen werden. Hacker et al. zeigten zehn Jahre spater,
dass CpG-DNA unspezifisch an Zelloberflachenproteine gebunden und anschlie3end
in endosomalen Vesikeln in die Zelle eingeschleust wird, und dass die in die Zelle
aufgenommene CpG-ODN zu einer spezifischen Aktivierung des Stress-Kinase-
Pathway fuhrt. Hemmi et al. wiesen kurzlich nach, dass die Zellaktivierung durch
CpG DNA uber die Bindung an einen Toll-like receptor, TLR9, mediiert wird (Hemmi
et al., 2000).

2.7. Makrophagen-aktivierendes Lipopeptide (MALP)

Mykoplasmen sind zellwandlose Bakterien, welche die Fahigkeit besitzen
Makrophagen zu stimulieren (Muhlradt et al., 1991). Diese Stimulation erfolgt nicht
wie bei anderen gram-negativen Bakterien durch LPS und andere in der Zellwand
lokalisierter Stoffe sondern durch Lipopeptide (Muhlradt et al., 1997 und 1998) und
Lipoproteine (Feng et al., 1994; Herbelin et al., 1994; Kostyal et al.,1994). Mlhlradt
et al. gelang es eines dieser Lipopeptide, das 2kDa Makrophagen-aktivierendes
Lipopeptide-2 (MALP-2) von Mycoplasma fermentans genauer zu charakterisieren
und zu synthetisieren. In in vitro Versuchen konnte gezeigt werden, dass das
synthetisierte S, R Racemat des MALP-2 bereits in picomolaren Konzentrationen zu
einer deutlichen Zellstimulation fuhrt (MUhlradt et al., 1997). Der Mechanismus der
Zellstimulation durch MALP-2 ist noch nicht vollstandig geklart, jedoch konnten
Takeuchi et al. nachweisen, dass MALP-2 Immunzellen vor allem tber den Toll-like-
receptor-2 aktiviert (Takeuchi et al., 2000).

3. Hitzeschockproteine

Zellen reagieren auf unterschiedlichste Belastungen mit der Bildung sogenannter

Stressproteine. Dabei handelt es sich um eine heterogene Gruppe von Proteinen,
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welche universell bei allen Organismen zu finden sind. Die bekannteste Gruppe der
Stressproteine sind die Hitzeschockproteine (HSPs), welche 1962 von Ritossa zuerst
in der Fruchtfliege Drosophila entdeckt wurden. Ihren Namen verdanken sie der
vermehrten Expression durch Hitzeeinwirkung. Seit langerem ist bekannt, dass die
Synthese der Hitzeschockproteine durch eine Vielzahl unterschiedlicher Reize
induziert werden kann (Lindquist et al., 1986; Feige et al., 1992). In ungestressten
Zellen sind die Hitzeschockproteine nur in geringen Mengen vorhanden, wohingegen
sie in gestressten Zellen akkumulieren. In E.coli z.B. reprasentiert das von Hendrix et
al. zuerst beschriebene HSP60-Homolog GroEL unter normalen Bedingungen 1-2%
des Gesamtproteingehaltes (Hendrix et al., 1979). Unter Stressbedingungen erhoht
sich der Anteil des GroEL um das 4-5fache (Shinnick et al., 1991). Die Funktion der
Hitzeschockproteine in Stresssituationen besteht im wesentlichen in der
Stabilisierung von Proteinen und der Verhinderung von Proteinaggregationen (Craig
et al, 1993/1994; Becker et al, 1994; Hartl et al., 1994/1996). Die
Hitzeschockproteine haben jedoch auch unter Ruhebedingungen wichtige
Funktionen, so sind sie fur die korrekte Faltung, Zusammenlagerung, den Transport
und den Abbau von Proteinen essentiell (Ellis et al., 1989; Becker et al., 1994; Craig
et al., 1993/1994; Hartl et al., 1994/1996; Frydman et al., 1994; Burel et al., 1992)
Auf Grund ihrer Funktion werden sie auch als molekulare Chaperone bezeichnet. Die
Synthese der Hitzeschockproteine wird bei Eukaryonten hauptsachlich von einem
spezifischen Hitzeschock-Transkriptionsfaktor HSF-1 kontrolliert. Dieser liegt in
ungestressten Zellen in einer inaktiven monomeren Form vor. In Folge von Stress
bildet der HSF-1 Trimere, akkumuliert im Zellkern und initiiert dort die Transkription
der Stressgene (Morimoto et al., 1994).

Die Hitzeschockproteine werden nach ihrem Molekulargewicht Kklassifiziert und
benannt (Lindquist & Craig, 1988). So unterscheidet man HSP60, 70, 90 und 100,
sowie eine Vielzahl niedermolekularer Hitzeschockproteine. Hitzeschockproteine
finden sich in vielen Kompartimenten der Zelle. In Mitochondrien, im Nucleus, im
endoplasmatischen Retikulum (ER), im Zytosol, in den Lysosomen und an der
Plasmamembran wurden HSP nachgewiesen (Multhoff et al., 1998).

Neben den genannten Funktionen sind Hitzeschockproteine auch an der
Prozessierung und Prasentation von Antigenen beteiligt (Pierce et al., 1991;Christau
et al., 1994). Dabei fordern die HSPs unter anderem die Faltung und den

Zusammenbau der MHC-Peptid-Komplexe, bestehend aus einem MHC | oder Il
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Molekdl und dem zu prasentierenden Peptid (DeNagel et al., 1992; Melnick et al.,
1995; Williams et al., 1995). Besonders die Mitglieder der HSP70 Familie sind an der
Antigenprozessierung und —prasentation beteiligt (Vanbuskirk et al., 1989;
Schirmbeck et al.,, 1994; Williams et al., 1995). Srivastava und seine Mitarbeiter
konnten herausfinden, dass Mitglieder der HSP70 und HSP90-Familien unmittelbar
am Transport von Peptiden von den Proteosomen in das ER und die Bindung dieser
Peptide an MHC-Klasse | Molekule beteiligt sind (Li et al., 1993; Srivastava et al.,
1993/1994). In neueren Studien konnte das gp96 im ER als Akzeptor zytosolischer
Peptide identifiziert werden. Nach ihrem Transport durch die Membran des ER
werden die zu prasentierenden Peptide an das gp96 gebunden, welches dann an
das Klasse | MHC-Molekul bindet und das Peptid in einem ATP-abhangigen Prozess

auf dieses Ubertragt (Srivastava et al., 1994; Lammert et al., 1997).

3.1. Hitzeschockproteine und ihre Rolle bei der Entstehung von

Autoimmunerkrankungen:

Durch die mikrobielle Invasion eines Wirtsorganismus entsteht sowohl fur den Wirt
als auch fur den Mikroben Stress. Dieser Stress fuhrt bei beiden zu der Bildung von
Hitzeschockproteinen. Die mikrobiellen Hitzeschockproteine werden dabei als
Antigene vom Immunsystem des Wirtes erkannt und bekampft (Kaufmann et al.,
1990 a/b;1991). Aufgrund ihrer starken evolutionaren Konservierung zwischen den
unterschiedlichen pathogenen Organismen werden Hitzeschockproteine als
Hauptantigene angesehen. Dabei wurde fur HSP60 und 70 eine hoher Grad an
Sequenzhomologie zwischen einer Vielzahl pathogener und nicht-pathogener
Bakterien nachgewiesen (Shinnick et al., 1991). Diese Homologie lasst sich zum
Beispiel zwischen mykobakteriellem HSP60 und dem GroEL von E.coli nachweisen
(Shinnick et al., 1988). In einer Vielzahl von Untersuchungen konnte die
Immunantwort gegen mikrobielles HSP beobachtet werden. Besonders bei
Infektionen mit Mykobakterien wurde das HSP60 als immundominantes Ziel der
Antikérper- und und T-Zell-Antwort sowohl in Mausen als auch Menschen identifiziert
(Young et al., 1990; Kaufmann et al., 1990). Neben dem HSP60 stellen auch andere
Mitglieder der HSP-Familie immundominante Antigene in einer Vielzahl von
infektidsen Erkrankungen dar. So zum Beispiel das HSP70 bei der Malaria oder
Candidiasis (Shinnick et al., 1990).

14
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Den Hitzeschockproteinen, speziell dem HSP60 und 70, wird eine entscheidende
Rolle bei der Entstehung einer Vielzahl von Autoimmunerkrankungen zugesprochen.
So sollen sie als Hauptantigene bei der Entstehung z.B. der rheumatoiden Arthritis,
der Arteriosklerose, der Psoriasis und des Typ 1 Diabetes beteiligt sein. Dabei wird
die molekulare Mimikry als mogliche Ursache der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen erachtet (Theofilopoulos, 1995). Man vermutet, dass im
Rahmen einer Immunantwort gegen mikrobielles HSP aufgrund einer
unzureichenden Focussierung der Immunantwort auch HSP-Regionen auf
wirtseigenem HSP60 als Antigen erkannt werden. Tatsachlich wurden erhodhte
Antikoérperspiegel gegen eigenes HSP60 z.B. in Patienten mit der Lyme-Krankheit
festgestellt (Shanafelt et al., 1991). Genauso konnten in Seren von Patienten mit
Malaria Antikbrper nachgewiesen werden, welche das HSP70 von P.falciparum und
das korpereigene HSP70 als Antigen erkannten (Mattei et al., 1988). Diese
Ergebnisse lassen eine hohe Sequenzhomologie zwischen mikrobiellen und
humanem HSP vermuten. Und tatsachlich konnte von Jindal et al. eine 60%ige
Ubereinstimmungen der Aminosauresequenz von mykobakteriellem und humanem
HSPG60 entdeckt werden (Jindal et al., 1989). In diesem Zusammenhang Uberrascht
es nicht, dass genau diese homologen Sequenzen des eigenen HSP60 als
Antigenmuster erkannt werden.

Bei der Pathogenese einer Vielzahl von Autoimmunerkrankungen spielt dieser
Mechanismus eine bedeutende Rolle. Erhdhte Antikdperspiegel gegen HSP60
konnten u.a. fur die folgenden Erkrankungen nachgewiesen werden: Arteriosklerose,
Systemische Sklerose, Psoriasis, Rheumatoide Arthritis, Zystische Fibrose,
Systemischer Lupus erythematodes, chronisch juvenile Arthritis (Danieli et al., 1992;
Xu et al., 1993; Rambukkana et al., 1993; de Graeff-Meeder et al., 1993). Dabei
werden nicht nur kreuzreaktive humorale (Kaufmann et al., 1994), sondern auch T-
zellulare Vorgange gegen eigenes HSP beobachtet (Lamb et al., 1989; Munk et al.,
1989; Quayle et al., 1992; Anderton et al., 1993). So konnte z.B. gezeigt werden,
dass einige yoT-Zellen mit HSP60 interagieren, da diese Interaktion durch
spezifische anti-HSP60-Antikorper gehemmt werden konnte (Fisch et al., 1990; Kaur
et al., 1993). Auch fur o T-Zellen konnte diese Kreuzreaktivitdt gegen
mykobakterielles und humanes HSP60 nachgewiesen werden (Li et al., 1992).
Fraglich ist jedoch, wie das eigene HSP, welches normalerweise hauptsachlich im

Zytosol der Zelle lokalisiert ist, der kreuzreaktiven Immunantwort zuganglich wird. In
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einer Vielzahl von Untersuchungen wurde nachgewiesen, dass Hitzeschockproteine
wahrend mikrobieller Infektionen an der Zelloberflache vermehrt exprimiert werden
und so durch Antikorper erkannt werden konnen (Multhoff et al., 1996).
Beispielsweise wird bei Patienten mit systemischem Lupus Erythematodes HSP90
auf Lymphozyten und Monozyten exprimiert (Erkeller-Yueksel et al., 1992). Ein
weiteres Beispiel fur die Zelloberflachenlokalisation von HSP60 wurde fur die
chronische Autoimmunencephalomyelitis festgestellt (Gao et al., 1995).

In vielen Studien an Mensch und Tier konnte das eigene HSP als Zielantigen fur T-
Zellen nachgewiesen werden. Dies ist einerseits durch die genannte Homologie
zwischen Fremd- und Selbst-HSP zu erklaren und andererseits durch die
Prasentation eigner HSP-Peptide durch MHC-Moleklle (Jardetzky.et al., 1993;
Newcomb et al., 1993; Rammensee et al., 1993). Unter Stressbedingungen steigt die
HSP-Synthese und folglich auch der Abbau von HSP in der Zelle. Im Zytosol
befinden sich demnach auch Peptide des eigenen HSP, die wie andere Peptide
Zugang zu den Beladungsstellen der MHC Klasse | Moleklle erhalten und in
Assoziation mit diesen prasentiert werden. Erstaunlicherweise werden eigene HSP
Peptide auch in Assoziation mit MHC-Klasse Il Molekllen, die normalerweise

ausschlieRlich exogene Peptide verarbeiten, prasentiert.

3.2. Die Rolle des HSP 60 bei der Pathogenese des Typ 1 Diabetes :

Elias et al., identifizierten bereits 1990 HSP 60 als ein Betazell-Antigen in der NOD-
Maus. Dabei konnten in den NOD-Mausen, welche einen Diabetes entwickelten, anti-
HSP 60 Antikorper nachgewiesen werden. In den NOD-Mausen, die keinen Diabetes
entwickelten, wurden diese nicht festgestellt. Das Auftreten der Antikdrper war schon
Wochen vor Manifestation des IDDM zu beobachten. Mit Beginn der B-
Zelldestruktion assoziiert war zudem das Auftreten von anti-HSP60 T-Lymphozyten,
denen eine diabetogene Wirkung nachgewiesen werden konnte. Dies zeigte sich
nachdem Elias und Mitarbeiter anti-HSP-60 reaktive T-Lymphozyten von 3 Monate
alten NOD-Mausen entnahmen und diese 1,5 Monate alten pradiabetischen NOD-
Mausen injizierten. Diese entwickelten daraufhin bedeutend rascher als
vergleichbare Kontrolltiere einen Diabetes.

Eine wichtige Beobachtung zur Klarung der Rolle des HSP 60 bei der Entstehung
des IDDM machten Brudzynski et al. 1992 wund 1993. Mit Hilfe der
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Immunoelektronenmikroskopie untersuchten Brudzinski et al. die zellulare Verteilung
eines mit HSP60 verwandten Proteins in pankreatischen R-Zellen von NOD- und
Kontrollmausen. Dabei zeigte sich, dass dieses Protein unter physiologischen
Bedingungen vor allem in den Insulinsekretionsgranula und den Mitochondrien der -
Zellen lokalisiert ist. Dieses Verteilungsmuster konnte in den R-Zellen von
pradiabetischen NOD-Mausen nicht mehr nachgewiesen werden. Hier zeigte sich
vielmehr eine vollig veranderte Verteilung des mit anti-HSP60-Antikbrpern
reagierenden Proteins. Dieses wurde nicht wie zuvor in den Sekretionsgranula,
sondern im Zytoplasma und auf der Zellmembran der R-Zelle lokalisiert. Die
Umverteilung des 62 kDa Proteins erschien umso ausgepragter, je starker die
Insulitis war. Weiterhin fiel auf, dass die Neuverteilung des Proteins ausschlieRlich
bei Mausen mit schon bestehender Insulitis zu beobachten war. NOD-Mause ohne
Insulitis zeigten hingegen ein normales Verteilungsmuster des dem HSP-60
verwandtem Proteins. Welche Faktoren letztendlich fir die Umverteilung dieses
Proteins verantwortlich sind ist nicht bekannt. Es ist jedoch denkbar, dass zellularer
Stress, z.B. durch Umwelteinflisse, Infektionen oder Entzindungen eine Rolle fur
diesen Vorgang spielen.

In einer anderen Studie konnten Brudzinski et al. zeigen, dass diese Neuverteilung
des dem HSP60 verwandtem Proteins zeitlich mit dem Auftreten von Autoantikdrpern
gegen HSP60 im Serum pradiabetischer NOD-Mause verbunden ist. Diese
Ergebnisse stutzten die Vermutung, dass das eigene HSP60 als Autoantigen in der
Entwicklung des IDDM fungiert.

Birk et al., konnten eine starkere spontane T-Zell-Proliferation gegen humanes bzw.
murines HSP60 als gegen mykobakterielles HSP60 nachweisen (Birk et al., 1996).
Elias und Mitarbeiter identifizierten 1991 ein Epitop des humanen HSP60 (p277) als
Zielepitop, welches von CD4" T-Lymphozyten erkannt wird. Das p277 umfaft die
Aminosauren 437 bis 460 von murinem und humanem HSPG60. Interessanterweise
unterscheiden sich das murine und humane p277 nur in einer Aminosaure und sind
kreuzreaktiv. Die Rolle des p277 bei der Entstehung des Typ 1 Diabetes ist
zwiegespalten, konnte doch sowohl eine diabetogene als auch eine
diabetesprotektive Wirkung dieses Peptids nachgewiesen werden. Die p277-
reaktiven T-Zellklone bewirken bei jungen pradiabetischen NOD-Mausen die
Entwicklung einer Hyperglykamie, wohingegen in diabetesresistenten NON-Mausen

kein Effekt dieser T-Zellen nachzuweisen ist. Auch in normalen Mausestammen wie
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C57BL/6 und C3HeB/FedJ, welche normalerweise keinen Diabetes entwickeln, konnte
durch die Immunisierung mit p277 die Entwicklung eines Diabetes beobachtet
werden. Das p277 war dabei an Tragermolekule wie Ovalbumin oder bovines
Serumalbumin gebunden (Elias et al., 1995). Des weiteren wurde bei transgenen |-
E.® NOD-Mausen zwischen der Immunantwort auf mykobakterielles HSP65 und der
Induktion der Insulitis eine Beziehung festgestellt. (Shimada et al., 1996).

Auf der anderen Seite konnte durch die Immunisierung von NOD-Mausen mit p277
die Entwicklung und Progression eines Diabetes verhindert werden (Elias et al., 1994
a/b). Dies wurde auch fur den durch Streptozotocin induzierten immunmediierten
Diabetes nachgewiesen (Elias et al., 1996). Neuere Daten belegen, dass die
Behandlung der NOD-Maus mit p277 zu einer vermehrten Freisetzung von TH2
Zytokinen und somit zu einer Herunterregulierung der TH1 vermittelten
Autoimmunantwort gegen HSPG60 fuhrt (Elias et al., 1997).

Aus diesen Daten geht hervor, dass HSP60 womdoglich eine zentrale Rolle bei der
Entstehung der Insulitis und des Typ 1 Diabetes spielt. Dabei stellt sich jedoch die
Frage, auf welche Weise HSPG60 die zellulare und humorale Immunantwort aktiviert.
Das frlihe Auftreten von antigenprasentierenden Zellen zu Beginn der Insulitis und
die einmalige Fahigkeit der APCs Antigen zu prozessieren und an das spezifische
Immunsystem zu prasentieren deuten auf eine entscheidende Rolle der APCs bei
diesen Prozessen.

Und in der Tat konnten Chen et al. 1999 zeigen, dass humanes HSP60 von Zellen
des unspezifischen Immunsystems wie Makrophagen erkannt wird. Auf den Kontakt
mit humanem HSP60 regieren die Makrophagen mit der rapiden Bildung und
Freisetzung von TNF-a und Stickstoffmonoxid. Diese entzindungsfordernde
Makrophagenantwort ist dosisabhangig und bezuglich ihrer Kinetik der Stimulation
mit LPS ahnlich. AuRerdem bewirkt humanes HSP60 eine verstarkte Expression der
Zytokine IL-12 und IL-15. Dieser Effekt wurde nicht nur bei murinen Makrophagen,
sondern auch bei humanen Monozyten (Chen et al., 1999) nachgewiesen.

Die entscheidende Frage ist nun, auf welche Art und Weise das HSP60 zu einer
Aktivierung der Makrophagen fuhrt.

Erste Hinweise zur Beantwortung dieser Frage stammen von Untersuchungen von
Arnold-Schild et al. 1999. In ihren Versuchen inkubierten sie die goldmarkierten

Hitzeschockproteine gp96 und HSC70 mit Monozyten und dendritischen Zellen.

18



Einleitung 19

Durch die elektronenmikroskopische Untersuchung der Zellen konnte eine
rezeptorvermittelte Endozytose fur gp96 und HSC70 nachgewiesen werden.

Binder et al. postulieren eine rezeptorvermittelte Wirkung der Hitzeschockproteine
HSP90, HSP70 und gp 96 (Srivastava et al., 2000). Auch Ohashi et al. halten eine
rezeptorvermittelte Aktivierung der murinen Makrophagen durch humanes HSP60 fir
wahrscheinlich, konnten sie doch zeigen, dass Makrophagen mit einer Mutante des
Toll-like-receptor 4 nicht durch HSP60 aktiviert werden konnen (Ohashi et al., 2000).

4. Fragestellung der Arbeit:

In dieser Arbeit sollte anhand eines Modellsystems in vitro die Aktivierung muriner
Makrophagen durch humanes HSP60 anhand von Inhibitionsversuchen spezifiziert
werden. Die Charakterisierung dieser Interaktion ist von wesentlicher Bedeutung, da
HSP60 durch die Aktivierung von Makrophagen zur Initiation bzw. Progression der
Insulitis beitragen kann. Durch genaue Kenntnis dieser Interaktion konnten
Medikamente entwickelt werden, die diese Zellaktivierung und somit die Progression

der Insulitis hemmen.

19



Material und Methoden 20

Material und Methoden

1. Material

1.1. Zelllinie J774 A1

Bei der in dieser Arbeit benutzten Zelllinie handelt es sich um eine Tumor-
Makrophagen-Zelllinie der Maus. Sie stammt aus der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen, Bereich menschliche und tierische Zellkulturen,
Braunschweig , Kat. Nr.. DSM ACC 170. Die Zellen wurden in RPMI 1640-Medium
(mit 10 % FCS) bei 37 °C mit 5 % CO, gehalten.

1.2. _Gerate
Elektrophoresekammer Biorad, Hercules, USA
Lumi-Imager Boehringer Mannheim, Deutschland
Mikroplate Reader MWG-Biotech, Ebersberg,
Deutschland
Mikroskop Leitz, Deutschland
Nunc-Immuno-Wash 12 Nalge Nunc, Rochester,NY, USA
Sterilbank LaminAir HLB 2472 Heraeus, Osterode, Deutschland
Warmeschrank Heraeus, Osterode, Deutschland
Wasserbad Julabo, Allentown, PA, USA
Zentrifuge Sepatech Heraeus, Osterode, Deutschland
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1.3. Chemikalien/ Reagenzien

Acrylamid (ProSieve 50)

Ampicillin

Coomassie Brilliant Blue

Hepes

L-a-Phosphatidylinositol

Laemmli-Puffer, Roti-Load 4x Konz.

L-Glutamin

Magnesium-Chlorid (MgCl,)

Mizoribin

Nicht essentielle Aminosauren

n-Octylglucosid

Penicillin

Polymyxin-B-Sulfat

Streptomycin

Temed
(Tetramethylethylendiamin)

FMC Bio Products, Rockland, USA

Serva, Heidelberg, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

Sigma, Deisenhof, Deutschland,
Lot:79H7040

C.Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Gibco, Eggenstein, Deutschland

Gibcol BRL, Eggenstein, Deutschland

Sigma, Deisenhof, Deutschland
Lot: 47H4087

100x, Gibco, Eggenstein, Deutschland

Calbiochem, La Jolla, Canada

Serva, Heidelberg, Deutschland

Sigma, Deisenhof, Deutschland
Lot:028H06466

Serva, Heidelberg, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland
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Thiazolyl-blue

Trypanblau (0,4% in 0,85% NaCl)

Tween 20

Biomol, Hamburg, Deutschland

Gibco , Eggenstein, Deutschland

Calbiochem, La Jolla, Canada

Alle hier nicht aufgelisteten Chemikalien, sind von Merck (Darmstadt, Deutschland),

Sigma (Deisenhofen, Deutschland) oder

Deutschland) bezogen.

1.4. Enzyme
Accutase

Avidin-Peroxidase

1.5. Proteine und Antikorper

Amyloid-B-Protein Frag.:1-16

Biotinylierter Antikoérper anti-Maus TNF-a.

Defensin HNP-1 (human)

Fotales Kalberserum (FCS)

Gereinigter Antikdrper anti-Maus TNF-a

Lipopolysaccharid von E.coli 026:B6*C

Boehringer Mannheim (Mannheim,

PAA Laboratories, Wien, Austria

Pharmingen, San Diego, USA,
Lot: M049530

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Lot. 59H12561

0,5 mg (1ml), Pharmingen, San Diego,
USA, Lot: M051278

Bachem, Heidelberg, Deutschland

Gibco, Eggenstein, Deutschland

0,5 mg (1ml), Pharmingen, San Diego,
USA, Lot: M051281

Sigma, Deisenhofen, Deutschland,
Lot: 129H4020
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Magainin |

Magainin I

Magainin Il Amid

Mycoplasmatisches Lipopeptid

Myelin-Basisches Protein Frag.68-82

1668 Oligodesoxynucleotid

Peroxidase-gekoppelter Kaninchen

anti-MausAntikorper

Rekombinantes Humanes C-Peptid

Rekombinantes Humanes huHsp60

Rekombinantes Humanes huHSP65
Fragment 437-450

Sigma, Deisenhofen, Deutschland,
Lot: 107H49521

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Lot: 77H49501

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Lot: 37H40501

freundlicherweise von Prof. Muhlradt,
Braunschweig, zur Verfugung gestellt.
Zur optimalen Loésung wurde das
MALP-2 mit  Octylglucopyranosid
verdinnt. Die Endkonzentration des
Octylglucopyranosids betrug in dieser

Arbeit maximal 20uM.

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Lot: 107H4953

Tib Molbiol, Berlin, Deutschland,
Produkt-Nr.:176515

1,3 g/l , DAKO, Glostrup, Denmark,
Code No. P0161, Lot 095

Sigma, Deisenhofen, Deutschland,
Lot: 118H49501

Peptor Limited, Rehovot, Israel

Sigma, Deisenhofen, Deutschland,
Lot. 67H1686
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Monoklonaler Maus-Antikérper 0,64 mg/ml, Stress Gen, Victoria,
gegen rekombinantes hu-HSP60 Canada, Clone:LK-1, Lot:912404
Rekombinantes Maus TNF-a 100 ng, Pharmingen, San Diego, USA,

Lot: M050304

Synthetisches Peptid aus GroEL Affina, Berlin, Deutschland
AS-Sequenz: N-SWMTTPWGFLHP

Synthetisches Peptid vsv-C Affina, Berlin, Deutschland
AS-Sequenz: KLIGVLSSLFRPK

1.6. Sterilisation der Chemikalien und Gerate

Hitzebestandige Lésungen und Glaswaren wurden bei 121 °C und 2 Bar fur 20
Minuten autoklaviert. Nicht autoklavierbare Losungen wurden durch Filter mit der

PorengrofRe von 0,2um sterilfiltriert.

1.7. Einwegartikel fiir die Zellkultur

Verbrausmaterialien fur die Zellkultur (96-Well-Flachboden-Mikrotiterplatten,
Zentrifugenrohrchen, Zellkulturschalen und Zellkulturplatten), fir ELISA- und NO-
Messung wurden von Falcon (Becton Dickson Labware, New Jersey, USA) und

Greiner (Solingen, Deutschland) bezogen.

1.8. Maedien fiir die Zellkultur

RPMI1640 Medium: PAA Laboratories, Wien, Austria, Kat. Nr. E15-039
mit den folgenden Zusatzen:

Ampicillin 25mg/I
Penicillin 120 mg/I
Streptomycin 270 mg/I

10 ml/I nicht-essentielle Aminosauren ( 100x)
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Lésung A

Hepes 2,38 g/l
Glutamin 192 mg/I

NaCl 9g/I

Hepes 2,38¢/
Phenolrot 1ml/I

KCI (1M) 10ml/I
Glucose (10%) 10ml/|

1.9. Stammlosungen und —puffer

Coating Buffer:

Phosphat-gepufferte Saline:

Verdinnungslosung

(Assay Diluent)

Waschpuffer

Stopp-LAsung

Substrat-Lésung

NaHPO4 1,189
NaH,PO, 1,61g

100 ml H,O

pH 6,5, bei 2-8°C lagern

NaCl 8,09
NaH,PO, 1,169
KH,PO4 0,29

KCI 0,29

Ad 1000ul H2O, pH 7,0

PBS mit 10% FCS, pH 7,0

PBS mit 0,05% Tween-20

2N H2SO4

Set von Pharmingen, San Diego, USA

Substrat 1: Tetramethylbenzidin in organischem

Losungsmittel
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Substrat 2: Hydrogenperoxid in gepufferter
Lésung

Durch Mischung gleicher Mengen von Substrat 1
und 2 erhalt man die Substratlésung.
Vor der Benutzung auf Raumtemperatur erwarmen.

Lagerung bei 2-8°C

Natrium Dodecyl Sulfat (SDS) (10%) Bio Whittaker, Walkersville, USA

Losung A (Griess-Reaktion):

Lésung B (s.0.)

0,1g Sulfanilamid
ad 10 ml 2,5% H3PO4

N-(1-Naphtyl)Ethylendiamin Dihydrochlorid
(NEDDC),0,03 g, in 10ml 2,5% H3PO4 geldst.

Beide Ldsungen sind lichtempfindlich und sollten bei 4°C dunkel gelagert werden.

Laufpuffer 10x:

Ubertragungspuffer

Tris gepufferte Salzlosung

30,3 g Tris
144 g Glycin
10 g SDS

pH 8,3

ad 1 Liter H,O

3,03 g Tris

14,41 g Glycin

200 ml Methanol

ad 1 Liter H,O, Lagerung bei 4°C

50ml 3M NaCl

20 ml 1M Tris-HCI
ad 1 Liter H,O, pH 7,6
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TBS-Tween-20 6ml 10% Tween-20 pro Liter TBS

Chemilumineszenz Detektionskit Boehringer Mannheim, Deutschland
a) Lumineszenz-Substratidsung A
b) Startlésung B

Losung A und B werden im Verhaltnis 100:1 gemischt und fur 30 min in Dunkelheit
inkubiert.

Unteres Gel (8%) 4,28 ml H,O
1,875 ml Lower Tris
1,2 ml Acrylamid (ProSieve50)
75ul Ammoniumpersulfat
4 ul TEMED

Oberes Gel (5%) 700 pl Upper Tris
500 ul Acrylamid (ProSieve50)
3,75 ml H,O
5ul TEMED

30ul Ammoniumpersulfat

2. Methoden

2.1. Methoden der Zellkultur

Zellkulturerhaltung:

Der Umgang mit den Zellen erfolgte ausschlie3lich an einer sterilen Werkbank unter
Verwendung steriler Materialien, um Kontaminationen zu vermeiden. Zur Kultivierung
wurden die Zellen in einem Brutschrank bei 37° C und einem CO,-Gehalt von 5%
gelagert.

Jeden Montag, Mittwoch und Freitag wurden die Zellen mit frischem RPMI 1640-
Medium (mit 10% FCS) verdinnt und auf neue Kulturflaschen verteilt. Dabei wurden

die Zellkulturflaschen (20 ml) zuerst mit Losung A (5 ml) gespult, um nicht-adharente
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Zellen aus der Flasche zu entfernen. Um die Zellen von der Flaschenwand zu |6sen
wurden diese mit 4ml Accutase fur 5 min. inkubiert und anschlieend vorsichtig mit
Hilfe einer Pasteurpipette vom Flaschenboden abgespult. Nach dem Abldsen der
Zellen folgte die Zentrifugation der Zellsuspension bei 1100 U/min und 4° C flr 5 min.
Das entstandene Zellpellet wurde mit 5ml RPMI 1640-Medium resuspendiert und die
Zellen anschlieBend im Verhaltnis 1:10 verdunnt und in einer neuen Flasche
kultiviert.

Bestimmung der Zellzahl:

Mittels des Vitalfarbstoffes Trypanblau ist es moglich die Zahl der lebenden Zellen in
einer Kultur zu bestimmen. Die Zellmembranen toter Zellen sind fur diesen Farbstoff
durchlassig, wodurch die toten Zellen im Gegensatz zu den lebenden eine blaue
Farbe annehmen. Mittels eines Lichtmikroskops lasst sich die Zahl der lebenden
Zellen nun wie folgt in der Neubauer-Zahlkammer bestimmen:

Anzahl der lebenden Zellen = Gesamtzellzahl - Anzahl der toten Zellen

Ein Aliquot der zu bestimmenden Zellsuspension wurde mit einer physiologischen
Trypanblaulosung im Verhaltnis 1:10 verdinnt, in einer Neubauer-Zahlkammer
aufgetragen und die Zellzahl wie folgt berechnet: Zellzahl in 16 Quadranten x

Verdiinnungsfaktor x 10* (Kammerkonstante) = Zellzahl/ml

2.2. Stimulation der Mausmakrophagen

Makrophagen regieren auf unterschiedliche Reize u.a. mit der Bildung von
Sauerstoffradikalen, Stickstoffmonoxid und Zytokinen, wie z.B. TNF-a, IL-6 oder IL-
12. Diesem Mechanismus wird eine bedeutende Rolle in der Entwicklung des
Diabetes mellitus zugesprochen. In dieser Arbeit wurden Mausmakrophagen der
J774-Zelllinie mit definierten Stimulantien inkubiert und die Beeinflussung der
Stimulierbarkeit durch die Zugabe potentieller Inhibitoren untersucht.

Zur Objektivierung des Ausmales der Zellreizung wurden in den Zelliberstanden die
TNF-a- und NO- Konzentrationen bestimmt. Die Zellstimulation wurde dabei nach

folgendem Schema durchgefuhrt:
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- Aussaat der Zellen auf einer 96-well Zellkulturplatte in einer
Konzentration von 1x10° Zellen/ml RPMI 1640 Medium. In jedes well
wurden 200pl ( 2x 10° Zellen/well) der Zellsuspension gefiillt und fiir 18

Stunden bei 37° C im Warmeschrank kultiviert.

- Anschlieend wurden die Zellen durch die Zugabe von LPS, huHSP 60,
1668 oder MALP-2 in unterschiedlichen Konzentrationen stimuliert, oder
sie blieben unstimuliert. Vor der Stimulation wurden die Zellen bzw. die
Stimulantien mit verschiedenen Substanzen (,Inhibitoren“), wie z.B.
Mizoribin, Polymyxin-B oder Phosphatidylinositol, in verschiedenen

Konzentrationen und flr verschiedene Zeitraume vorinkubiert.

- Nach 6 Stunden Inkubation bei 37° C im Warmeschrank wurden 70yl
pro well des Zelliberstandes abgenommen und auf eine 96-well
Mikrotiterplatte Uberfiihrt. Die Uberstdnde wurden bei —20° C
eingefroren, bevor der Gehalt an TNF-a bestimmt wurde.

Nach weiteren 18 Stunden bei 37 ° C wurden 50ul pro well des
Zelliberstandes abgenommen und der NO-Gehalt mittels der Griess-

Reaktion bestimmt.

2.3. Bestimmung des Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) mittels ELISA

Zur Bestimmung des TNF-a-Gehalts der Zelliberstande wurde in dieser Arbeit die
Methode des Sandwich-ELISA genutzt. Diese Methode basiert auf folgendem
Prinzip: Ein fir TNF-a spezifischer Antikdrper (primarer AK) wird an einen festen
Trager adsorbiert. An diesen Antikérper lagert sich das Antigen (TNF-alpha) der
Probenlésung an, und der Probenrest wird abgewaschen. AnschlieRend wird ein an
ein Enzym gekoppelter zweiter Antikdrper (sekundarer AK) zugesetzt, welcher sich
an jedes im Erstschritt fixierte Antigen-Molekil (TNF-a) lagert. Der Rest wird
weggewaschen. Die Enzymaktivitdt des uUber AK-AG-AK (Sandwich-Technik) mit
dem Trager verbundenen Enzyms wird nach Zugabe des entsprechenden Substrates

photometrisch gemessen. Die Messdaten der im Versuch mitgeflhrten
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Standardlésungen werden genutzt um eine Eichkurve als Funktion der

Antigenkonzentration zu erstellen, aus der die Konzentration des Antigens in der

Testldsung berechnet werden kann.

Ablauf:

1) Bindung des primaren Antikorpers

Der TNF-a-Antikorper wurde mit dem Coating-Puffer 1:250 zu einer

Endkonzentration von 5ug/ml verdinnt.

50ul dieser Lésung wurden pro Well auf eine 96-well-ELISA-Platte
pipettiert und Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Um die
Verdunstung der LOsung zu verhindern wurden die Platten mit Folie

abgedeckt.

im Anschluss an die Inkubation wurden die Platten am nachsten
Morgen mit Waschpuffer 3 mal ausgewaschen, wobei jedes Well
vollstandig mit Waschpuffer geflllt, und auf einem Papiertuch kraftig

ausgeschlagen wurde.

2) Blockierung

Die Platten wurden mit 250ul Waschpuffer pro Well geflllt und far 1
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert; darauf erfolgten erneut 3

Waschschritte.

3) Bindung

2,5ul des Zellkulturtiberstandes wurden mit 47,5l (1:20 Verdlinnung)
Assay Diluent im well verdunnt.

AnschlieBend wurde als Standard 50ul/Well einer Verdlinnungsreihe
von TNF-a (in Assay Diluent geldst) aufgetragen. Sowohl die Proben,
als auch die Standardlésungen wurden als Triplikate appliziert. Es
folgte eine Inkubation fur 2 Stunden bei Raumtemperatur auf dem
Schttler.

30



Material und Methoden 31

4) Sekundarer Antikorper

Nach 5 Waschgangen wurden pro well 50ul des biotinylierten anti
Maus-TNF-a  Antikorpers (1:250 Verdinnung in Assay Diluent)
zugegeben. Ebenfalls 1:250 in Assay Diluent verdunnt wurden 50ul pro
well der Avidin Peroxidase auf die Platte pipettiert. Die Platte wurde
erneut mit einer Folie bedeckt und flr 1 Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert.

5) Farbreaktion

Die Platten wurden vor der Auftragung der Substratldsung erneut 7 mal
gewaschen. 50 pl Substratlosung wurden pro well aufgetragen und die
Platten im Anschluss daran fur 30 Minuten unbedeckt im Dunkeln

gelagert.

6) Reaktionsstopp

Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von 50ul Stopp-Ldsung pro Well
gestoppt. Die Farbe der Losung in den Wells wechselte dabei von blau

nach gelb.

7) Auswertung

2.4.

Die Extinktion wurde im Photometer bei einer Wellenlange von 450 nm

gegen eine Referenzwellenlange von 550 nm gemessen. Der ELISA-
Reader erstellte anhand der Standardverdinnungsreihe eine Eichkurve
und ordnete den Extinktionen der Proben die jeweilige TNF-a

Konzentration zu.

Nachweis der Stickstoffmonoxid-Produktion der Makrophagen

Der Nachweis der NO-Produktion durch Makrophagen wurde in dieser Arbeit mit

Hilfe der Reaktion nach Griess durchgefuhrt. NO selbst ist sehr instabil und kurzlebig,

wodurch der direkte Nachweis von NO schwierig ist. Bei der Griess- Reaktion nutzt

man die Eigenschaft von NO in Anwesenheit von Wasser und Sauerstoff stabile
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Nitrite (NO2) und Nitrate (NO3’) zu bilden. Das stabile NO, wird in der Griess
Reaktion mittels einer spektralphotometrischen Messung quantitativ nachgewiesen.
Das Prinzip dieser Methode besteht darin einen Azofarbstoff zu messen, der durch
Diazotierung eines aromatischen Amins und Kupplung mit einem zweitem Amin
entsteht. NO, diazotiert dabei Sulfanilamid in schwach saurem Milieu.
Naphthylethylenediamine (NEDDC) dient als Kupplungsreagenz, das mit dem
Diazotierungsprodukt einen Azofarbstoff bildet, welcher bei einer Wellenlange von
540 nm photometrisch messbar ist. Der Griess-Test wurde nach folgendem Schema
durchgefuhrt:

Zunachst wurde eine NaNO, Standardverdiinnungsreihe hergestellt. Folgende
Konzentrationen wurden dabei bertcksichtigt: 100uM, 50uM, 25uM, 12,5uM, 6,25uM
und 3,125uM. Die Verdunnung wurde mit RPMI 1640 Medium durchgefuhrt. Sowonhl
die Standardverdinnungen als auch die Proben wurden a 50ul pro well auf der Platte
verteilt. Dabei wurden fir jeden Standard- und Probenwert Dreieransatze( Triplikate)
pipettiert.

Die Griess A- und Griess B-Losung wurden zu gleichen Teilen gemischt., wodurch
die Losung C entsteht (1% Sulfanilamide, 0,3% NEDDC, 2,5% H3PO4). Nach
Erwarmung dieser Losung auf 37,5° C wurden 50ul pro well auf die Mikrotiterplatte
uberfuhrt, und somit mit den Standardverdinungen bzw. den Zellkulturiberstanden
vermischt.

AnschlieBend wurde bei einer Wellenlange von 540 nm die optische Dichte der
erhaltenen Losung photometrisch im ELISA-Reader gemessen. Anhand der auf jeder
Platte mitgefuhrten Standardkurve wurden die absoluten NO," Konzentrationen in uM

ermittelt.

2.5. Bestimmung der metabolischen Aktivitat von Zellen

Der von Mosmann 1983 eingefuhrte MTT-Test ist ein colorimetrisches
Nachweisverfahren zur Ermittlung der Zellvitalitat. Das Prinzip dieses Testes beruht
auf der Umsetzung des Tetrazoliumfarbstoffes MTT zu einem wasserunldslichen
blauen Produkt. Die Umsetzung wird durch mitochondriale Dehydrogenasen
katalysiert, deren energieabhangige enzymatische Aktivitdt mit der Vitalitat von
Zellen korreliert. Das Enzymprodukt Formazan wird mit Hilfe organischer

Lésungsmittel, wie SDS und DMF, geldst. Durch gleichzeitige Lyse der Zellen kann
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die Intensitat der Farbung bei 570 nm mittels ELISA-Reader gemessen werden und
so auf den Vitalitatsgrad der Zellen geschlossen werden.

Durchfuhrung:

Am Ende der Inkubationszeit wurde den kultivierten Zellen in einem Restvolumen
von 80ul Zellen pro well 20ul des MTT-Reagenz (5mg/ml) zugegeben. Die
Konzentration des MTT-Reagenz pro well betrug somit 1mg/ml. Nach vier Stunden
Inkubation bei 37°C folgten die Abnahme von 50pl des Zelliberstandes und die
Zugabe von 150ul 10%igen SDS pro well. Die Platte wurde anschlie3end Uber Nacht
bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte dann die Messung der optischen Dichte
bei 570 nm Mittels ELISA-Reader. Die Proben wurden gegebenenfalls vor der

Messung noch mit PBS verdunnt.

2.6. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mittels dieses Analyseverfahrens kann die GrofRe von Proteinen ermittelt werden.

Auf Grund ihrer Aminosaurezusammensetzung besitzen Proteine eine positive oder
negative Nettoladung. Wird ein elektrisches Feld an eine Proteinlosung angelegt, so
wandern die Proteine mit einer bestimmten Geschwindigkeit innerhalb dieses
elektrischen Feldes. Wie schnell die Proteine dabei wandern hangt von der
Nettoladung, Groéfle und Gestalt ab.

Bei diesem Verfahren wandern die Proteine in einer inerten Matrix aus stark
vernetzten Polyacrylamidmolekulen. Die Zusammenlagerung dieser Molekule kann
variiert werden, so dass Gele mit definierter PorengrofRe hergestellt werden konnen.
Im Probenpuffer sind oftmals Substanzen enthalten, die die natirliche Konformation
der Proteine l6sen, um eine genauere Charakterisierung des Proteins zu
ermoglichen. Zu diesen Substanzen zahlen sowohl das Natriumdodecylsulfat (SDS)
als auch das Mercaptoethanol. Das stark negativ geladene SDS bindet an die
hydrophoben Regionen des Proteins, wodurch die Proteinuntereinheiten voneinander
abdissoziieren. B-Mercaptoethanol hingegen spaltet Disulfidbriicken zwischen
einzelnen Proteinen.

Die Elektrophorese wurde in folgenden Arbeitsschritten durchgefihrt:

Das 0,75mm dicke SDS-Gel wurde mit Hilfe einer speziellen Halterung der Firma
Biorad (Minden, Deutschland) zwischen 2 Glasplatten gegossen. Das Laufgel ist aus

2 unterschiedlichen Gelen zusammengesetzt. Dabei nimmt das sogenannte ,untere
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Gel“ (weil dieses zuerst in die Halterung gegossen wird und somit unten liegt) ca. 2/3
des Gesamtgeles ein. Unmittelbar nachdem das untere Gel zwischen die Glasplatten
gegossen wurde, wurde es mit Butanol Uberschichtet, um Luftblasen zu entfernen
und eine bessere Polymerisation zu gewahrleisten.

Nach 30 Minuten Inkubationszeit war das untere Gel soweit polymerisiert, dass nach
Abschutten des Butanols das obere Gel auf das untere gegossen werden konnte.
Anschlieend wurde ein Kamm in das obere Gel eingefuhrt, um so die Geltaschen, in
welche spater die Proben gefullt werden sollten, zu fertigen. Zur vollstandigen
Polymerisation wurde das Gel bei 4° C Uber Nacht gelagert. Nach Entfernung des
Kammes am nachsten Tag wurden die Geltaschen vorsichtig mit Milli-Q-Wasser
gespult und daran anschlieend mit den Proteinproben geladen (10pl/Geltasche). Als
Standard diente eine 10 kDa Proteinleiter (10-200 kD) (Gibco BRL). Kurz darauf
wurde die Elektrophoresekammer mit 1x Laufpuffer gefillt und die Elektrophorese

bei 90 V fur ca. 2 Stunden gestartet.

Nach Ablauf der Elektrophorese folgte der Proteinnachweis durch folgende
Methoden:

2.6.1. Proteinfarbung nach Coomassie

Diese Farbemethode dient dem Proteinnachweis in Polyacrylamid-Gelen.
Unmittelbar nach der Elektrophorese wurde das Gel fur 20 Minuten bei
Raumtemperatur in einer Coomassie-Farbstofflosung gelagert. Unspezifisch
gebundene Farbstoffmolektile konnten anschlieRend durch Entfarbungslésung vom
Gel entfernt werden.

Das Prinzip dieser Proteinfarbung beruht auf der Interaktion des Coomassie-
Farbstoffes mit den Aminogruppen der Proteine. Grundlage dieser Interaktion ist die
elektrostatische Anziehung zwischen den sauren Farbstoffmolekilen und den

basischen Aminogruppen der Proteine.

2.6.2. Western Blotting

Ein spezifisches Protein kann in Gelen durch die Markierung mit einem Antikérper
nachgewiesen werden. Dabei ist der Antikdrper oftmals an ein radioaktives Isotop,
einen Fluoreszenzfarbstoff oder wie in dieser Arbeit an ein Enzym gekoppelt. Diese

Antikorperbindung wurde durchgefuhrt, nachdem die im Gel getrennten Proteine auf
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ein Blatt Nitrocellulose-Papier (durch ,blotting“=Abklatschen) Ubertragen wurden.
Diese Proteinnachweismethode wird Western Blotting genannt.
Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das untere Gel nach Entfernung der
Glasscheiben in Blotting-Puffer gegeben. Das obere Gel wurde verworfen.
Zur Ubertragung der Proteine vom Gel auf eine Nitrozellulose-Membran (Hybond
ECL Membran/ Boehringer Mannheim) wurde der Blot in Blotting-Puffer wie folgt
zusammengesetzt:

- 2 Schichten Watman Papier

- Gel

- Hybond-Membran

- 2 Schichten Watman Papier

Der Blot wurde in einer speziellen mit Blotting-Puffer gefullten Kammer (Biorad) fixiert
und unter Rihren bei 4°C und 90V fiur 1 Stunde geblottet.

Die Effektivitat des Proteintransfers wurde durch eine Farbung der
Nitrozellulosemembran mit Ponceau S beurteilt. Dabei wurde die Membran 2
Minuten mit Ponceau S gefarbt und anschlieBend 3x mit TBS Tween 20 fir je 2

Minuten gewaschen.

Nachweis der Proteine auf der Nitrozellulosemembran

Die transferierten Proteine wurden mit Hilfe der ECL-Methode (enhanced
chemiluminescence; Whithead et al. , 1979) auf der Nitrozellulosemembran
nachgewiesen. Grundlage dieser Methode ist das Prinzip der Lumineszenz. Bei der
Ruckkehr angeregter Atome in ihren Ruhezustand setzen diese Energie frei. Diese
Energie wird unter anderem in Form von elektromagnetischer Strahlung abgegeben
und kann zum Beispiel mit Hilfe eines Lumineszenz-lmager gemessen werden.

Die Anregung bei der ECL-Methode beruht auf der Oxidation von Luminol durch
Peroxidase in Anwesenheit von Hydrogenperoxid. Nach der Oxidation befindet sich
Luminol im angeregten Zustand, der durch Lichtemission der Wellenlange 428nm
abklingt.

Zur Vermeidung von unspezifischer Antikdrperbindung wurde die Membran nach
dem Blotten mit 5% Trockenmilchpulver in 1xXTBS flr 30min bei Raumtemperatur

geblockt. Daran anschlieRend wurde die Membran mit dem jeweilig spezifischen
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Primarantikdrper Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Der Primarantikdrper war in 0.5%iger
Trockenmilchldsung mit 1xTBS im Verhaltnis 1:1000 verdinnt. Die Funktion dieses
Antikorpers ist die spezifische Proteinbindung auf der Nitrozellulosemembran.

Nach Ablauf der Inkubation erfolgte die Reinigung der Membran fir 3x 10 min in TBS
Tween 20. Der mit Peroxidase konjugierte Sekundarantikérper wurde ebenfalls im
Verhaltnis 1:1000 verdunnt und mit der Membran far 45 min inkubiert. In der
Zwischenzeit wurde das ECL-Detectionskit ( BM Chemiluminescence, Boehringer
Mannheim) vorbereitet. Hierzu wurden die Komponenten im Verhaltnis 1:1000
gemischt und bei Raumtemperatur fur 30 min in Dunkelheit gelagert.

Nach drei weiteren Waschschritten in TBS Tween 20 wurde die Membran fir 1 min
mit der ECL-Detektionslosung inkubiert und die Lumineszenz anschliellend mittels

des Lumineszenz-lmagers ermittelt.

2.7. Limulus Amobozyten Lysat Test

Dieser Test dient dem quantitativen Nachweis von bakteriellem Endotoxin in
Lésungen. Es handelt sich dabei um eine colorimetrische Messung, welche nach
folgendem Prinzip ablauft:

Das in der Wand von gram-negativen Bakterien vorhandene Lipopolysaccharid
katalysiert die Aktivierung eines Proenzyms, das in dem Limulus Amdbozyten Lysat
(LAL) enthalten ist. Die Menge an aktiviertem Proenzym ist dabei abhangig von der
Konzentration des bakteriellen Lipopolysaccharids in der zu untersuchenden Losung.
Das aktivierte Enzym katalysiert nun die Abspaltung von p-nitroaniline (p-NA) von
dem farblosen Substrat Ac-lle-Glu-Ala-Arg-pNA. Durch diese Abspaltung entsteht
eine Gelbfarbung der Substratldsung, welche photometrisch bei einer Wellenlange
von 405-410nm quantifiziert werden kann. Dabei ist das Verhaltnis zwischen der
Farbintensitat und Endotoxinkonzentration in dem Bereich zwischen 0,1 und 1,0
Endotoxin-Einheiten (EU) pro ml linear. Die Endotoxinkonzentration der Proben wird
durch den Vergleich der Absorptionswerte der Proben mit denen definierter
Standardlésungen ermittelt.

Der Versuchsablauf ist durch die folgende Vorgehensweise gekennzeichnet: Die zu
untersuchende Probe, bzw. Standardlésung wird mit dem LAL gemischt und fur 10
min bei 37 C inkubiert. AnschlieRend wird diesem Gemisch die Substratliésung

beigefligt. Nach einer weiteren Inkubationsphase von 6min Dauer wird die Reaktion
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durch die Zugabe der Stopplésung beendet. Falls die Probenlésung Endotoxin
enthalt, ist die Entwicklung eines gelben Farbtones erkennbar. Die Absorption der
Probe wird nun bei einer Wellenlange von 405-410nm photometrisch ermittelt. Da die
Absorption der Endotoxinkonzentration direkt proportional ist, kann anhand der

Standardkurve die Endotoxinkonzentration in der Probe errechnet werden.

2.8.  Statistik

Alle Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt. Die
Signifikanzberechnung erfolgte mit dem gepaarten Student” t-Test. Ein Unterschied
konnte als signifikant betrachtet werden, wenn fur die Irrtumswahrscheinlichkeit p <
0,05 erfullt war.
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Ergebnisse

1. Humanes Hitzeschockprotein 60 (huHSP60)

1.1. Charakterisierung der eingesetzten HSP 60 Praparation

In den ersten Versuchen meiner Arbeit sollte untersucht werden, welche Effekte
huHSP 60 auf die Aktivitat von Mausmakrophagen der J774-Zellinie besitzt. Anhand
der SDS-Page-Gelelektrophorese und der Westernblot-Analyse sollte zunachst das
humane rekombinante HSP60-Praparat analysiert werden. Dazu wurden
denaturiertes huHSP60 sowie zum Vergleich andere denaturierte Proteine und ein
Molekulargewichtsmarker auf ein 8%iges SDS-Gel aufgetragen. HUHSP60 wurde in
den Konzentrationen 250 und 500ng/10ul auf das Gel geladen. Die anderen beiden
Proteine OVA und BSA wurden mit 500ng/10ul eingesetzt. Im Anschluss an die
Elektrophorese erfolgte die Proteinfarbung nach Coomassie, wodurch die Proteine
im SDS-Gel zur Darstellung gebracht wurden. Bei Betrachtung der Proteinbanden
(siehe Abbildung 3.1.) zeigt sich, dass huHSP60 und BSA vergleichbar weit im Gel
wanderten. In Bezug auf den Molekulargewichtsmarker stellten sich die Banden von
huHSP60 und BSA im Bereich der 60 Kilodaltonbande dar. Die huHSP60-Bande mit
250ng/10ul farbte sich dabei deutlich schwacher als die 500ng/10ul Bande. Im
Vergleich zu huHSP60 und BSA, wanderte das kleinere OVA erwartungsgemaf
schneller im Gel und seine Bande trat folglich weiter unten im Bereich von 30
Kilodalton auf.

Das Auftreten einer einzigen Bande bei 60 kDa bestatigt, dass huHSPG60 in seiner
denaturierten Form ein Molekulargewicht von etwa 60 Kilodalton aufweist, was der
zu erwarteten GrofRe eines Monomers entspricht. Eine Zusammensetzung des
huHSP60 aus unterschiedlichen molaren Untereinheiten lieRe zusatzliche Banden
vermuten. Des weiteren konnte gezeigt werden, dass das verwendete huHSP60
nicht mit anderen Proteinen verunreinigt ist. Dies ist aus der Betrachtung der
Laufspur des huHSP60 ersichtlich. Hier ist lediglich die bereits beschriebene Bande
im Bereich von 60 Kilodalton sichtbar. Eine Verunreinigung des huHSP60 mit

anderen Proteinen lielRe sich anhand zusatzlicher Banden erkennen.
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SDS-Gel Nitrozellulosemembran
3
130 kDa —
60 kDa — i
P A
30kDa —|i -
Marker 250 500 500 500 250 500 500 500
HSP60 OVA BSA HSP 60 OVA BSA
(ng/10pl) (ng/10p1)

Abb. 3.1.: Humanes HSP 60 im Vergleich zu BSA und OVA in der SDS-Page-
Gelelektophorese und der Westernblot-Analyse. Das huHSP 60 wurde in den
Konzentrationen 250 und 500 ng/10ul, BSA und OVA jeweils in 500 ng/10ul

eingesetzt.

Mit Hilfe der Westernblot-Analyse sollte das huHSP60 weiter charakterisiert werden.
Erneut wurde das huHSP60 im Vergleich zu den Proteinen OVA und BSA betrachtet.
Es zeigte sich, dass huHSP60 als einziges Protein von dem spezifischen anti-HSP
60 Antikérper auf der Nitrozellulosemembran detektiert wurde. Dabei stellten sich
beide HSP60-Banden deutlich auf der Nitrozellulosemembran dar. Erwartungsgemalf}
zeigte sich dabei die Bande mit der hoheren HSP60 Konzentration (500 ng/10ul)
deutlich prominenter als die Bande mit der halben Konzentration (250 ng/10ul).
Weder BSA noch OVA konnten mittels dieses Antikérpers im Western Blot
nachgewiesen werden. Durch diesen Versuch konnte das eingesetzte huHSP60
durch den spezifischen anti-HSP 60 markiert, und somit zweifelsfrei als huHSP60

identifiziert werden.
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1.2. Nachweis der stimulatorischen Wirkung von humanem HSP60 auf Zellen

der J774 Mausmakrophagenlinie

Um die Wirkung von huHSP60 auf die Aktivitdt von Mausmakrophagen zu
untersuchen, wurden diese mit steigenden Konzentrationen von huHSP60 (1;3;10
pg/ml) inkubiert. Als Negativkontrolle wurde RPMI 1640 Medium ohne Zusatz von
Stimulantien mitgefuhrt. Zur Bestimmung der Zellaktivitat diente die Messung der
TNF-a- und Stickstoffmonoxidfreisetzung der Makrophagen. Dabei wurde nach
sechsstundiger Inkubation bei 37° C der TNF-a-Gehalt des Zelluberstandes mittels
ELISA bestimmt. Der NO-Gehalt hingegen wurde erst nach 24 Stunden Inkubation
mit Hilfe der Griess-Reaktion quantifiziert.

Abbildung 3.2. zeigt eine dosisabhangige Steigerung der TNF-a Produktion in
Abhangigkeit von der eingesetzten huHSP60 Konzentration. Wahrend die Inkubation
der Zellen mit Medium alleine zu keiner wesentlichen TNF-a-Produktion fluhrte,
konnte bereits bei einer huHSP60 Konzentration von 1ug/ml ein TNF-a Gehalt von
ca. 3,4+0,4 ng/ml im Zelliberstand nachgewiesen werden. Eine Steigerung der
huHSP60 Konzentration auf 10ug/ml bewirkte eine Erhdhung der TNF-a
Konzentration im Uberstand auf ca. 26,0+3,4ug/ml.

Die Konzentrationsabhangigkeit der stimulatorischen huHSP60-Wirkung spiegelte
sich auch in der NO-Freisetzung der J774-Makrophagen wieder. Die als
Negativkontrolle mitgefihrte Medium-Behandlung lieR eine spontane NO;-
Akkumulation von 1,6uM erkennen. Die Inkubation mit 1ug/ml huHSP60 fuhrte nicht
zu einer signifikanten Steigerung der NOy-Konzentration. Erst bei hoheren
huHSP60-Konzentrationen konnte ein deutlicher Anstieg beobachtet werden. So
bewirkten 3ug/ml huHSP60 eine Erhéhung der absoluten NO,-Konzentration auf
14,5+8,9uM, 10ug/ml HSP60 sogar eine Steigerung auf 41,1+3,9 uM. Diese
Ergebnisse sind in Abbildung 3.2. graphisch dargestellt.

40



Ergebnisse 41

50+

40+

W
T

TNF-o (ng/ml)

10 *%

Medium 1 3 10

HSP 60 (png/ml)

50+

40

NO2 (nM)

20

10

Medium 1 3 10

HSP 60 (ug/ml)

Abb. 3.2.: Effekt von huHSP 60 auf die TNF-a-(A) und NO-Freisetzung (B)
von J774 Makrophagen im Vergleich zu Medium nach 6 h (TNF-a) bzw. 24
h (NO) Inkubationszeit. Die TNF-a-Konzentrationen wurden mittels ELISA
und die NO,-Konzentrationen mittels Griess-Reaktion bestimmt. Die Zellen
wurden mit huHSP 60 in den Konzentrationen 1, 3, und 10ug/ml inkubiert.
Dargestellt sind die Mittelwerte +S.D. von drei Bestimmungen. *:p < 0,05;

**:p<0,01 im Vergleich zur Mediumkontrolle. 41
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Diese Versuchsergebnisse zeigen einen signifikanten, konzentrationsabhangigen
Anstieg der TNF-a- und NO-Freisetzung durch die Stimulation mit huHSP60 im
Vergleich zur Mediumkontrolle. Neben dem huHSP60 wurden weitere Substanzen

bezuglich ihrer Wirkung auf die Zellen der J774 Makrophagenlinie untersucht.

1.3. Bakterielles Lipopolysaccharid induziert die TNF-o- und NO-Produktion

Zur Untersuchung der Wirkung von LPS auf die Makrophagenaktivitdt wurden die
Makrophagen mit LPS in den Konzentrationen 0,001; 0,01; 0,1 und 1 ng/ml inkubiert
und anschlielend der TNF-o- und NO:-Gehalt des Zelluberstandes bestimmt.
Abbildung 3.3. zeigt die Ergebnisse dieser Untersuchung graphisch dargestellt.

Wahrend LPS in den Konzentrationen 1 ng/ml und 0,1 ng/ml zu einer signifikanten
Steigerung der TNF-a-Produktion fuhrte, zeigten die Konzentrationen 0,01 ng/ml und

0,001 ng/ml keinen signifikanten Unterschied zur Mediumkontrolle (Abb. 3.3. A)
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Abb. 3.3: Effekt von LPS auf die TNF-a- (A) und NO-Freisetzung (B) von
Mausmakrophagen. J774 Mausmakrophagen wurden 6h (A) bzw. 24h (B) lang mit
LPS in unterschiedlichen Konzentrationen (0.001, 0.01, 0.1 und 1ng/ml) inkubiert.
Der TNF-a-Gehalt des Zelliberstandes wurde mittels ELISA, der NO, -Gehalt mittels
der Griess-Reaktion bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + S.D. von drei

Bestimmungen. **:p < 0,01; ***: p < 0,001 im Vergleich zur Mediumkontrolle

Abbildung 3.3. B ist zu entnehmen, dass eine deutliche NO-Produktion der
Mausmakrophagen erst ab einer LPS-Konzentration von 1ng/ml bestand. Bei dieser
LPS-Stimulation wurde eine NO,-Konzentration von 34,4+4,1uM im Uberstand
gemessen. Die getesteten LPS-Konzentrationen unter 1ng/ml zeigten im Vergleich

zur Mediumkontrolle keine gesteigerte NO-Produktion.

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass bakterielles LPS ebenfalls zu einer

konzentrationsabhangigen Stimulation der Makrophagen fuhrt.

1.4. Oligodesoxynucleotid (ODN) 1668

Das Oligodesoxynucleotid 1668 gehort zur Gruppe der CpG Oligodesoxynucleotide,

die bereits in der Literatur als Makrophagen-stimulierende Substanzen beschrieben
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wurden (Hacker et al., 1998). Tatsachlich bewirkte das ODN 1668 wie huHSP60 und

LPS eine konzentrationsabhangige Stimulation der J774-Mausmakrophagen.
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Abb. 3.4.: Wirkung von 1668 in den Konzentrationen 3, 10 und 30ug/ml auf
die TNF-a- und NO-Produktion von J774 Mausmakrophagen. TNF-a wurde
nach 6h Inkubation, NO, nach 24 h Inkubation mit 1668 in den
Zelliberstanden bestimmt. Dargestellt sind hier die Mittelwerte + S.D. der
absoluten TNF-a- und NO,-Werte von drei Bestimmungen. *:p < 0,05; 14

***p < 0,001 im Vergleich zur Mediumkontrolle
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Abbildung 3.4. stellt die absoluten TNF-a- und NO,-Werte dar, die nach der
Stimulation mit ODN 1668 im Zelliberstand gemessen wurden. Der Versuchsablauf
entsprach dabei dem der bisherigen Stimulationsversuche. Die produzierte TNF-a-
Menge stieg von 1,9+0,1ng/ml bei 3ug/ml 1668 auf bis zu 23,9+1,2ng/ml bei 30ug/ml
1668. Auch die NO-Produktion erfuhr durch die Stimulation mit 1668 eine deutliche
Steigerung. Zeigten 3pg/ml 1668 noch keinen wesentlichen Unterschied zur
Mediumkontrolle, stieg die NO,-Konzentration bei 30ug/ml 1668 auf 32,8+4,6uM an.

Diese Ergebnisse veranschaulichen, dass humane Makrophagen durch Substanzen
unterschiedlichster Stoffklassen zur Produktion und Sekretion von Zytokinen und
Radikalen angeregt werden konnen.

Denkbar ist, dass die Wirkung von huHSP60 und 1668 auf eine Verunreinigung
dieser Stoffe mit bakteriellem Endotoxin zurtckzufuhren ist. Um diesen mdglichen
Effekt genauer zu untersuchen, wurden die hier im folgendem beschriebenen

Versuche mit Polymyxin B durchgefuhrt.

1.5. Einfluss von Polymyxin B auf die Zellstimulation mit huHSP 60, LPS und
ODN 1668

Polymyxin B ist ein kationisches Polypeptid, welches an den Lipid-A-Rest des LPS
bindet und dadurch die zellstimulatorische Wirkung des LPS verhindert.

Dank dieser Eigenschaft von Polymyxin B konnte es in diesem Versuch benutzt
werden, um mogliche Kontaminationen der Stimulantien mit LPS aufzudecken. Zu
diesem Zweck wurde Polymyxin B vor Zugabe zu den Zellen mit den Stimulantien
LPS, huHSP60 und 1668 fur 1h bei 4°C inkubiert. Dies ermoglichte dem Polymyxin B
vorhandenes Endotoxin zu binden und dessen stimulatorische Wirkung zu
blockieren. Polymyxin B wurde in diesem Versuch in den Konzentrationen 0,1; 1; 10;
und 30ug/ml eingesetzt. Bei keiner dieser Konzentrationen zeigte Polymyxin B selbst
eine stimulatorische Wirkung auf die Makrophagen (Daten nicht gezeigt). Die
Stimulantien wurden in den folgenden Konzentrationen eingesetzt: LPS: 1, 10 und
1000 ng/ml; HSP60: 10ug/ml ; ODN 1668: 10 und 30ug/ml.
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Abb.3.5.: Wirkung von Polymyxin B auf die Stimulation von Zellen der J774-Zellinie mit LPS,
huHSP60 und 1668. Polymyxin B wurde fiir 1h bei 4°C mit LPS, huHSP60 und ODN 1668
vorinkubiert und anschlief’end das Gemisch zu den Zellen gegeben. Der TNF-a-Gehalt des
Uberstandes wurde nach 6stiindiger Inkubation bei 37°C mittels ELISA bestimmt. Hier
dargestellt sind die Mittelwerte +S.D. aus drei Bestimmungen. **:p < 0,01 im Vergleich zum

jeweiligen Ansatz ohne PmB.

Die Auswertung der TNF-a-Messung verdeutlichte den Effekt von Polymyxin B auf
die LPS-Reaktivitdt (Abb.3.5.). Polymyxin B hemmte die LPS induzierte TNF-a-
Produktion konzentrationsabhangig. Bei der Zellstimulation mit 1 und 10ng/ml LPS
konnte ab einer Polymyxin-B-Konzentration von 10ug/ml eine fast vollstandige,
signifikante Hemmung der LPS-Reaktivitat nachgewiesen werden. Selbst bei der hier
eingesetzten maximalen LPS-Konzentration von 1000 ng/ml bewirkten 30ug/mi
Polymyxin B noch eine Reduktion der TNF-a-Produktion um ca. 80%.

Die Wirkung des huHSP60 auf die J774 Mausmakrophagen konnte durch Polymyxin
B nicht signifikant vermindert werden. Eine Kontamination des huHSP60 mit
bakteriellem LPS ist in diesem Versuch somit nicht zu erkennen.

Die Wirkung von 1668 blieb durch Polymyxin B vollig unbeeinflusst. Dieses Ergebnis

spricht gegen eine Verunreinigung des Oligodesoxynucleotides mit LPS.
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Nachdem in den bisherigen Versuchen unter anderem gezeigt wurde, dass huHSP60
zu einer Aktivierung von Makrophagen fuhrt, und dieser Effekt nicht auf eine
Verunreinigung mit LPS zurlckzufuhren ist, sollte anschlie®Bend anhand von
Inhibitionsexperimenten versucht werden, die Interaktion zwischen huHSP60 und
den Makrophagen zu spezifizieren. Eine Vielzahl unterschiedlicher Substanzen
wurde hinsichtlich ihrer Wirkung auf die Makrophagenreaktivitat untersucht. Dabei
wurden die Zellen zuerst mit den potentiellen Inhibitoren vorinkubiert, bevor die
Stimulantien LPS, huHSP60 und ODN 1668 den Zellen zugesetzt wurden. Die Idee
bei dieser Art von Versuch war es potentielle Interaktionsstellen des huHSP60 auf
den Makrophagen mit den ,Inhibitoren“ zu blockieren und so Informationen Uber die
Interaktion zwischen huHSP60 und den Makrophagen zu erhalten. Die Ergebnisse

sind im folgenden beschrieben.

2. Inhibitionsexperimente

2.1.  Unspezifische Inhibition der Makrophagenaktivierung durch Mizoribin

Mizoribin ist ein immunsuppressiver Wirkstoff, der die Zellproliferation durch
Hemmung der de novo Purinsynthese unterdrickt. Dabei stellt Mizoribin einen
kompetetiven Antagonisten der Inosin-Monophosphat-Dehydrogenase dar.

In der Literatur wurde kurzlich beschrieben, dass Mizoribin mit hoher Affinitdt an
HSP60 bindet (Itoh et al. ,1999). In dem im folgenden beschriebenen Versuch wurde
untersucht, ob Mizoribin die stimulatorische Wirkung von huHSP60, LPS oder ODN
1668 beeinflusst.

Um die Wirkung von Mizoribin auf die Makrophagenreaktivitdt zu untersuchen
wurden die Zellen 15 Minuten bei Raumtemperatur mit Mizoribin in den
Konzentrationen 0,1; 1; 10 und 100pg/ml vorinkubiert. Anschliel3end erfolgte die
Stimulation der Zellen mit huHSP60 (1; 3; und 10pg/ml), LPS (1 ng/ml) und ODN
1668 (30 pg/ml). Diese zeitliche Abfolge wurde gewahlt, um Mizoribin die Mdglichkeit
zu geben mit den Mausmakrophagen zu interagieren und eventuell potentielle
Bindungsstellen fur huHSPG0 zu besetzen. Nach 6h Inkubation bei 37° C wurde die
TNF-a-, nach 24h die NO-Konzentration im Zelluberstand bestimmt und
anschlieRend der Einfluss von Mizoribin auf die Zellvitalitdt im MTT-Assay

untersucht.
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Abbildung 3.6. stellt die Zellreaktivitat auf huHSP60 in Abhangigkeit unterschiedlicher
Mizoribinkonzentrationen dar.

Mizoribin fUhrte ab einer Konzentration von 1ug/ml zu einer, im Vergleich zur
Negativkontrolle (huHSP60 ohne Mizoribin), zum Teil deutlichen und signifikanten
Verminderung der TNF-a-Freisetzung durch die Mausmakrophagen. Dieser Effekt
erschien umso eindrucksvoller, je hdher die Konzentration von huHSP60 war. Die
durch 10pg/ml huHSP60 induzierte TNF-a-Produktion wurde durch 100ug/mi
Mizoribin deutlich gehemmt. Wurden ohne Mizoribin noch 47,0+2,9 ng/ml TNF-a im
Zelluberstand gemessen, nahm dieser Wert durch 100ug/ml Mizoribin auf 18,0+1,3
ng/ml ab. Dies entspricht einer Reduktion um ca. 62%. Obwohl hier ein deutlicher
Trend zu erkennen war, liel3 sich die stimulatorische Wirkung des huHSP60 auch

durch sehr hohe Mizoribinkonzentrationen nicht vollstandig hemmen.
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Abb.3.6.; Effekt von Mizoribin auf die Stimulation von J774 Mausmakrophagen.mit
huHSP60. Dargestellt sind die TNF-a-(A) und NO, -Werte (B). Der TNF-o-Gehalt
wurde nach 6h Inkubation, der NO-Gehalt nach 24 h Inkubation mit huHSP 60 (1,3
und 10ug/ml) in den Zelliberstanden bestimmt. Dargestellt sind hier die Mittelwerte

+ S.D. der absoluten TNF-a-Werte in ng/ml und die der NO,-Werte in uM von drei

Bestimmungen. **:p < 0,01 im Vergleich zur Kontrolle ohne Mizoribin.

Der inhibitorische Effekt des Mizoribin war lediglich in den TNF-a-, nicht aber den
NO,-Werten zu erkennen. Hier zeigte Mizoribin keinen signifikanten Einfluss (siehe
Abb.3.6. B)

Abbildung 3.7. zeigt die TNF-a-Produktion der mit 1ng/ml LPS stimulierten J774
Mausmakrophagen in Abhangigkeit unterschiedlicher Mizoribinkonzentrationen.
Wahrend bei einer Mizoribinkonzentration von 0,1ug/ml kein bemerkenswerter
Unterschied zur Negativkontrolle (LPS ohne Mizoribin) in der absoluten TNF-a
Konzentration bestand (31,3+2,0 ng/ml zu 31,6 = 3,1 ng/ml), fihrten hohere
Mizoribinkonzentrationen zu einer signifikanten Reduktion der TNF-a-Produktion. Bei
einer Mizoribinkonzentration von 100ug/ml produzierten die Makrophagen nur noch
15,2 = 3,7ng/ml TNF-a, was einer Verminderung der TNF-a-Menge um ca. 50 % im

Vergleich zur Negativkontrolle entspricht.
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Abb.3.7.: Effekt von Mizoribin auf die Stimulation von J774 Mausmakrophagen
mit LPS. Dargestellt sind die TNF-a-(A) und NO,-(B) Werte. Der TNF-a-Gehalt
wurde nach 6h Inkubation, der NO,-Gehalt nach 24 h Inkubation mit LPS (1
ng/ml) in den Zelliberstdnden mittels ELISA (A) und der Griess-Reaktion (B)
bestimmt. Dargestellt sind hier die Mittelwerte + S.D. der absoluten TNF-a-Werte
in ng/ml und die der NO,-Werte in uM von drei Bestimmungen.*:p < 0,05; ** p <

0,01 im Vergleich zur Kontrolle.
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Erneut war der inhibitorische Effekt des Mizoribin auf die TNF-o-Produktion
beschrankt.

Dieses Ergebnis zeigte sich auch bei der Zellstimulation durch ODN 1668. Abbildung
3.8. verdeutlicht, dass Mizoribin die TNF-a-Produktion konzentrationsabhangig
hemmte, die NO,-Produktion davon jedoch unbeeinflusst blieb.

Dabei wurde die TNF-a-Produktion erst ab einer Mizoribinkonzentration von 1ug/ml
signifikant vermindert. Bei einer Konzentration von 100ug/ml zeigte sich eine
Reduktion der TNF-a-Konzentration um ca. 59% von 23,9+1,2 ng/ml (ohne Mizoribin)
auf 10,0+1,4ng/ml. Zur Kontrolle wurden die Zellen jeweils mit Medium und LPS,

ohne Zusatz von Mizoribin inkubiert.
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70+
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Abb. 3.8.: Effekt von Mizoribin auf die Zellstimulation mit ODN 1668. J774
Mausmakrophagen wurden mit steigenden Konzentrationen Mizoribin inkubiert
und anschlieRend mit 30ug/ml ODN 1668 stimuliert. Dargestellt sind die TNF-o.-
(A) und NO,-Werte(B). Der TNF-a-Gehalt wurde nach 6h Inkubation, der NO,-
Gehalt nach 24 h Inkubation in den Zelliberstdnden bestimmt. Hier dargestellt
sind die Mittelwerte + S.D. der absoluten TNF-a-Werte in ng/ml und die der NO, -
Werte in yM von drei Bestimmungen. TNF-a wurde mittels ELISA, NO,  mittels
der Griess-Reaktion bestimmt. **;p < 0,01 im Vergleich zu ODN 1668 ohne

Mizoribine

Der im Anschluss an die TNF-a- und NOy-Bestimmung durchgefihrte MTT-Test liel3
keine toxische Wirkung der eingesetzten Mizoribinkonzentrationen auf die
Mausmakrophagen erkennen (Abb.3.9.)

Zusammenfassend zeigt sich, dass Mizoribin die Stimulation der Makrophagen durch
huHSP60, LPS und ODN 1668 konzentrationsabhangig hemmt, dieses Ergebnis

jedoch nur fir die TNF-a-Produktion nachweisbar ist.
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Abb. 3.9: Wirkung von Mizoribine auf die Vitalitat der Mausmakrophagen. Die Graphik stellt
die Optische Dichte der Zelllysate stimulierter Zellen (LPS 1ng/ml; huHSP 60 10ug/ml und
ODN 1668 30pg/ml) mit und ohne Zusatz von Mizoribine (100ug/ml) dar. Die Optische
Dichte des Zelllysates korreliert bei dem hier durchgefuhrten MTT-Test mit der
metabolischen Aktivitdt der Zellen und ist somit ein Mal} fir deren Vitalitat. Dabei steigt die
Optische Dichte mit zunehmender metabolischer Aktivitat der Zellen an.
2.2. Phosphatidylinositol: Ein spezifischer Hemmstoff der

Makrophagenstimulation?

Phosphatidylinositol (Pip) ist ein elementarer Baustein von Zellmembranen. Es
entsteht durch die Verschmelzung von CDP-Diacylglycerin und Inositol und stellt die
Vorstufe wichtiger second messenger der Zelle dar. Laut Literatur ist Pip in der Lage
die Aktivierung von Monozyten durch LPS zu unterbinden (Wang et al., 1998) Um
den Einfluss des Pip auf die Stimulation der Mausmakrophagen zu untersuchen,
wurden die Zellen flr 15 Minuten mit Pip (0,03; 0,3; 3; 30; 300 ug/ml) vorinkubiert,
bevor sie mit huHSP60 (3ug/ml), LPS (1ng/ml) und ODN 1668 (10ug/ml) stimuliert
wurden. Daran anschlieRend folgte die Bestimmung von TNF-a und NO; im
Zelluberstand und der MTT-Test. Die Messung der TNF-a-Werte liel3 folgende

Ergebnisse erkennen:
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Pip hemmte die durch huHSP60 und LPS hervorgerufene TNF-a-Produktion der
Mausmakrophagen signifikant und konzentrationsabhangig. Keinen Effekt hatte Pip
hingegen auf die Stimulation mit ODN 1668 (Abb. 3.10.)

Eine signifikante Verminderung der TNF-a-Konzentration erfolgte im Falle der
Stimulation mit huHSP60 ab einer Konzentration von 30ug/ml Pip. Dabei verringerte
sich die TNF-a-Konzentration im Vergleich zur Negativkontrolle, (huHsp60 ohne Pip)
um 62,3% auf 9,8+1,6 pg/ml. 300ug/ml Pip bewirkten sogar eine Reduktion um 86%
auf 3,7+0,6 ng/ml.

Die LPS-Stimulation konnte bereits mit 3ug/ml Pip um ca. 50% gemindert werden.
Eine Hemmung der LPS-Reaktivitit um ca. 85% war bei einer
Phosphatidylinositolkonzentration von 300ug/ml zu beobachten. Die TNF-a-
Konzentration sank dabei von 38,4+2,7 ng/ml (ohne Pip) auf 5,9+1,0 ng/ml (300ug/ml
Pip) ab. Die NOy-Werte bestatigten die Ergebnisse der TNF-a-Messung, zeigte sich
doch auch hier eine eindeutig konzentrationsabhangige Inhibition der LPS-Reaktivitat
durch Pip. Auch bei der Aktivierung durch huHSPGO liel® sich dieser Trend erkennen,
jedoch war auf Grund der geringen NO,-Produktion keine sichere Aussage mdglich.
Um einen stimulatorischen Effekt von Pip auf die Makrophagen auszuschlie3en
wurden die Zellen ohne Zusatz von LPS, huHSP60 oder ODN 1668 mit Pip inkubiert.
Weder die TNF-a-, noch die NO,-Werte zeigten dabei signifikante Unterschiede zur
Mediumkontrolle. Pip wies im MTT-Assay keinen negativen Einfluss auf die
Zellvitalitat auf (Abb. 3.11.).
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Abb.3.10.: Effekt von Phosphatidylinositol auf die Stimulation von J774-Mausmakrophagen
mit LPS, huHSP60 und ODN 1668. Die Zellen wurden mit unterschiedlichen
Konzentrationen Phosphatidylinositol fir 15 min vorinkubiert. Im Anschluf® daran folgte die
Zugabe von LPS (1ng/ml), huHSP60 (3ug/ml) und ODN 1668 (10ug/ml). Der TNF-a-Gehalt
(A) des Uberstandes wurde nach 6h Inkubation mittels ELISA bestimmt. Die NO, -Messung
(B) folgte nach insgesamt 24stindiger Inkubation mittels der Griess-Reaktion. In dieser
Graphik sind die Mittelwerte+ S.D. der absoluten TNF-a und NO,-Werte dargestellt. *:p <

0,05; **:p < 0,01 verglichen zu den Kontrollen ohne Pip.
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Abb.3.11.: Wirkung von Pip auf die metabolische Aktivitat der Mausmakrophagen.
Gemessen wurde die Optische Dichte der Zellsuspension pro well. Diese stellt ein Maf}
fur die metabolische Aktivitat der Zellen dar. Je héher die Optische Dichte, desto aktiver
waren die Zellen. Die Zellen wurden vor der Messung fur 4 Stunden mit dem MTT-
Reagenz (1mg/ml) inkubiert und anschlieRend mit 10 %igen SDS lysiert. Dargestellt sind

hier die Mittelwerte+ S.D. aus drei Bestimmungen.

2.3. Magainin I, Il und Magainin Il Amid

Die Magainine gehdéren zu der Substanzklasse der sogenannten Defensine. Dabei
handelt es sich um kurze antibakteriell wirksame Polypeptide, die vor allem in
Epithelzellen der Haut und Schleimhaute sowie in Makrophagen vorkommen. lhre
Funktion besteht in der unspezifischen Abwehr von mikrobiellen Infektionen.
Interessant war die Frage, ob diese Substanzen wegen ihrer Fahigkeit stark apolare
wie auch stark polare Bindungen einzugehen die Aktivierung der Makrophagen durch
huHSP60 hemmen kdnnen.

Die Makrophagen wurden vor der Zugabe von huHSP60 (6pg/ml), LPS (1ng/ml) und
ODN 1668 (10ug/ml) fur 15 Minuten mit den verschiedenen Magaininen bei
Raumtemperatur inkubiert.

Die Auswertung der TNF-a- und NOy-Messung verdeutlichte, dass keines der
eingesetzten Magainine selbst zu einer signifikanten Stimulation der Makrophagen
fuhrte.

Wahrend keines der Magainine die Stimulation der J774-Zellen durch ODN 1668
vermindern konnte, zeigten sich jedoch deutliche Effekt des Magainin auf die
Stimulation mit huHSP60 und LPS (Abb.3.12.). Vor allem die Wirkung des Magainin
II' Amid ist hierbei hervorzuheben. Dieses konnte die Zellstimulation durch huHSP60
und LPS konzentrationsabhangig fast vollstandig hemmen. Bereits 1ug/ml Magainin
[I Amid verringerten die durch huHSPG60 stimulierte TNF-a-Produktion um ca. 30%,
10ug/ml reduzierten diese sogar um ca. 80% von 17,0+1,6 auf 3,3+0,6 ng/ml.

Auch die Zellstimulation durch LPS konnte durch Magainin 1l Amid signifikant
vermindert werden. Im Vergleich zur Negativkontrolle (LPS ohne Magainin) bewirkten
1ug/ml Magainin Il Amid eine Reduktion der TNF-a-Konzentration um 66%. 10ug/ml
bewirkten sogar eine fast vollstandige (>95%) Hemmung der TNF-a-Produktion. Der

TNF-a-Gehalt des Uberstandes sank dabei von 19,70+1,7 bei der Negativkontrolle
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auf 0,75+0,05 ng/ml unter Einwirkung von 10 pg/ml Magainin Il Amid. Keinen Effekt
hatte das Magainin Il Amid auf die Zellstimulation mit ODN 1668.

Magainin | und Il vermochten nicht die TNF-a-Produktion der mit LPS, huHSP60 und
ODN 1668 stimulierten Zellen zu hemmen.

Die Betrachtung der NO;-Messung spiegelt im wesentlichen die fir TNF-a
beschriebenen Ergebnisse wieder. Auch hier war eine signifikante und
konzentrationsabhangige Inhibition der Zellstimulation durch huHSP60 und LPS zu
erkennen. Keinen Einfluss zeigte auch hier das Magainin Il Amid auf die mit ODN
1668 stimulierten Zellen. Magainin 1l zeigte im Gegensatz zu den TNF-o Daten hier
eine geringe, jedoch signifikante Verminderung der durch huHSP60 induzierten NO,'-
Produktion. Im Vergleich zur Negativkontrolle verringerte sich die unter Einwirkung
von 10pg/ml Magainin Il gemessene NOy-Konzentration um ca. 20% von 13,0+1,1
auf 10,3+0,9 yM. Magainin | zeigte keinen Effekt.

Keines der verwendeten Magainine zeigte in den Versuchen einen im MTT-Assay
erkennbaren zelltoxischen Effekt (Abb. 3.13.)
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Abb. 3.12.: Wirkung von Magainin I, Il und Il Amide auf die Stimulation von
Mausmakrophagen der J774-Zelllinie. Die Zellen wurden mit Magainin I, 1l und Il Amide
(1;3 und 10ug/ml) fur 15min bei RT vorinkubiert bevor sie mit huHSP 60 (6ug/ml), LPS
(1ng/ml) und ODN 1668 (10ug/ml) stimuliert wurden. Nach 6 Stunden Inkubation bei 37°C
erfolgte die Bestimmung des TNF-a-Gehaltes (A) im Zelliberstandmittels des ELISA.
Nach weiteren 18 Stunden wurde der Nitrit-Gehalt (B) des Uberstandes mittels der Griess-
Reaktion bestimmt. Hier dargestellt sind die Mittelwerte+S.D aus drei Bestimmungen.

*:p <0,05; **:p < 0,01; ***:p < 0,001 im Vergleich zu den Kontrollen ochne Magainin.
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Abb.3.13.: Einfluss von Magainin auf die metabolische Aktivitat der
Mausmakrophagen. Nach 4stindiger Inkubation der Zellen mit dem MTT-Reagenz
(1mg/ml) und anschlieRender Zelllyse mit 10%igen SDS wurde die Optische Dichte
der Zellsuspension pro well gemessen. Diese korreliert mit der metabolische
Aktivitdt der Zellen und stellt somit ein Mal} fir deren Vitalitdt dar. Je hoher die
Optische Dichte, desto aktiver waren die Zellen. Dargestellt sind hier die

Mittelwerte+ S.D. aus drei Bestimmungen.

2.4. LAL-Assay: Magainin interagiert mit LPS und verhindert dessen

biologische Aktivitat

Anhand des LAL-Assays sollte Uberpruft werden, ob Magainin [, 11, Il Amid und Pip in
der Lage sind an LPS zu binden und so dessen biologische Wirkung zu unterbinden.
Die unterschiedlichen Magainine und Pip wurden mit LPS gemischt und fur die Dauer
von 2 Stunden bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Magainin I, Il und Il Amid wurden in
den Endkonzentrationen 10; 3 und 1ug/ml, Pip in den Konzentrationen 30 und 3
pg/mlin den LAL-Assay eingesetzt. Die LPS-Endkonzentration betrug 100pg/ml.

Als Kontrolle diente LPS (100pg/ml) ohne den Zusatz von Magainin oder Pip. Die
Ergebnisse des LAL-Assays sind in Abbildung 3.14. dargestellt.

Die Grafik verdeutlicht, dass alle drei Magainine die durch LPS hervorgerufene
Optische Dichte des LAL-Gemisches konzentrationsabhangig verminderten. Diese
Verminderung der Optischen Dichte entspricht einer Verringerung der biologisch
aktiven Endotoxinkonzentration in den untersuchten Proben. In der Konzentration
10ug/ml konnte bei allen drei Magaininen eine Absenkung der Optischen Dichte auf
das Niveau der Negativkontrollen (LAL-Wasser und Endotoxinfreies Wasser)
beobachtet werden. Pip konnte die durch 100pg/ml LPS hervorgerufene Optische
Dichte, und damit die Konzentration des biologisch aktiven LPS der Probe, nicht
reduzieren.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass alle drei Magainine
konzentrationsabhangig mit LPS interagieren und so dessen biologische Wirkung im
LAL-Assay blockieren. Phosphatidylinositol hingegen besitzt nicht die Fahigkeit die
biologische Wirkung des LPS zu inhibieren.
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Abb.3.14.. Ergebnis des LAL-Assays. LPS (100pg/ml) wurde mit Magainin LIl ,II Amide

(1;3;10ug/ml) und Phospatidylinositol (3;30ug/ml) gemischt und fir 2 Stunden bei 37°C
inkubiert. Anschlie@end wurden die Proben in den LAL-Assay eingesetzt und die optische

Dichte bestimmt. Hier dargestellt ist der Mittelwert von zwei Bestimmungen.

2.5. Humanes Neutrophiles Peptid

Nachdem Magainin Il Amid einen so deutlichen Effekt auf die
Makrophagenstimulation zeigte, sollte ein weiteres Defensin, das Humane
Neutrophile Peptid (HNP-1), bezlglich seiner Eigenschaften auf die
Makrophagenstimulation untersucht werden.

HNP-1 wurde in den Konzentrationen 0,01; 0,1; 1 und 10ug/ml zu den Zellen
gegeben. Nach 15 Minuten Inkubation mit HNP-1 wurden den Zellen LPS, huHSP60
und 1668 zugesetzt. Bei keiner der eingesetzten HNP-1 Konzentrationen konnte
eine, im Vergleich zur Kontrolle, signifikante Hemmung der TNF-a- oder NO;-
Produktion festgestellt werden. In Abbildung 3.15. sind die Ergebnisse der TNF-a-
und NO,-Messung graphisch dargestellt.
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2.6. Amyloid-pB-Protein

Dieses Protein stellt einen zentralen Bestandteil der beim Morbus Alzheimer
auftretenden Alzheimer-Fibrillen dar. Fur die Entstehung dieses Proteins werden
genetische Faktoren verantwortlich gemacht. So bewirkt eine Mutation auf
Chromosom 21 die Verstimmelung des physiologischerweise in Zellmembranen
vorhandenen Amyloid-precursor-proteins (APP). Aus dieser Verstimmelung des APP
resultiert das Amyloid-B-Protein (ABP). In der Literatur wurde ein synergistischer
Effekt des ABP und IFN-y bei der Stimulation von Mikrogliazellen beschrieben
(L.Meda et al. 1995). Ob dieses Protein wegen seiner hydrophoben Wechselwirkung
mit Chaperonen Einfluss auf die Makrophagenstimulation durch huHSP60 hat, sollte
in diesem Versuch nachgepruft werden. Die Mausmakrophagen wurden zu diesem
Zweck mit ABP in den Konzentrationen 0,01; 0,1; 1 und 10ug/ml fur 15 Minuten
inkubiert, bevor die Stimulatien huHSP60 (10ug/ml), LPS (1ng/ml) und ODN 1668
(10pg/ml) den Zellen zugesetzt wurden.

Die Auswertung der TNF-a- und NO;-Messung verdeutlichte, dass Amyloid-B-Protein
keinen wesentlichen Effekt auf die Makrophagenaktivierung mit huHSP60, LPS oder
ODN1668 hatte. Die Ergebnisse der TNF-o- und NOy-Messung fur HNP-1 und
Amyloid-B-Protein sind in Abbildung 3.15. graphisch dargestellt.
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Abb.3.15.: Wirkung von Amyloid-R-Protein und HNP-1 auf die TNF-a- und NO,-
Produktion von Mausmakrophagen der J774-Zellinie. Die Zellen wurden fir 15
Minuten mit Amyloid-R-Protein und HNP-1 inkubiert und anschlielend mit
huHSP60(10ug/ml), LPS(1ng/ml) und ODN 1668(10ug/ml) stimuliert. Nach 6 Stunden
Inkubation bei 37°C erfolgte die TNF-a-, nach 24 Stunden die NO,-Bestimmung im
Zelliberstand. Die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei Bestimmungen

sind hier dargestellt.

Weder HNP-1 noch Amyloid-B-Protein hatten in den eingesetzten Konzentrationen
einen stimulatorischen Effekt auf die J774-Mausmakrophagen, noch zeigten sie im
MTT-Assay einen negativen Einfluss auf die Vitalitat der Makrophagen (Abb. 3.15.
und 3.16.)
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Abb.3.16: Zellvitalitédt in Abhangigkeit von Amyloid-p-Protein und HNP-1.
Anhand des MTT-Tests wurde die Vitalitdt der J774-Mausmakrophagen
nach deren Inkubation mit Amyloid-pB-Protein und HNP-1 sowie LPS,
huHSP60 und 1668 bestimmt. Gemessen wurde die optische Dichte der
Proben bei 570 nm nach vorhriger Lyse der Zellen mit SDS.
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2.7. Synthetische Peptide

Die  nachsten  beiden Kandidaten, deren Eigenschaften  auf die
Makrophagenstimulation Uberpruft werden sollte sind zwei synthetische Peptide mit
folgenden Aminosauresequenzen:

Peptid | (SBP): N-SWMTTPWGFLHP

Peptid ll(vsv-C):  N-KLIGVLSSLFRPK
Diese Peptide waren flur die Untersuchung interessant, da in der Literatur fur beide
die Bindung an Hitzeschockproteine beschrieben wurde (Landry et al.,1992; Feltham
et al.,2000)
Der Versuchsablauf entsprach den bisher dargestellten Inhibitionsexperimenten.
Abbildung 3.17. verdeutlicht, dass weder Peptid | noch Peptid Il einen wesentlichen
Einfluss auf die TNF-a-Produktion der mit huHSP 60, LPS oder ODN 1668
stimulierten Zellen aufwies. Auch die alleinige Inkubation der Zellen mit den Peptiden
fuhrte nicht zu einer Aktivierung der TNF-o- oder NO; -Produktion. Bei der
Uberprifung von SBP und vsv-C im MTT-Assay zeigte keines der Peptide
nennenswerte Effekt auf die Optische Dichte und damit auf die Zellvitaliat (Daten
nicht abgebildet).
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Abb. 3.17.: Auswirkung von Peptid | und Il auf die TNF-a- und NO, -Produktion

stimulierter Mausmakrophagen. Abgebildet sind hier die Mittelwerte +
Standardabweichung aus drei Bestimmungen. Die Zellen wurden 15 min mit
Peptid | und 1l (1; 10 und 100ug/ml) inkubiert bevor huHSP 60(6ug/ml), LPS
(1ng/ml) und ODN 1668 (30ug/ml) den Zellen zugefugt wurden. Nach 6
Stunden Inkubation bei 37° C erfolgte die Ermittlung des TNF-a-Gehaltes des
Zelliberstandes mittels des ELISA. Nach weiteren 18 Stunden Inkubation

wurde der NO, -Gehalt des Zelliiberstandes bestimmt.

2.8. Myelin Basisches Protein (MBP)

Das MBP ist ein Bestandteil der Myelinscheide, welche Nervenfasern umgibt und
eine schnelle Weiterleitung der Aktionspotentiale ermdoglicht. Die Zerstorung der
Myelinscheide fuhrt zu einer Storung der Reizleitung und damit verbunden zu
progressiven Funktionsausfallen. Das daraus resultierende Krankheitsbild ist als
Multiple Sklerose bekannt. Als Ursache der Zerstérung der Myelinscheiden wird ein
Autoimmunprozess angenommen, der zu einer T-zellvermittelten Zerstorung des
MBP, und damit der Myelinscheiden, fuhrt. Dabei kommt es initial zur Prasentation
des MBP an T-Zellen durch Makrophagen. Interessanterweise konnten Birnbaum
und seine Mitarbeiter nachweisen, dass einige Myelinproteine Sequenzhomologien

mit Hitzeschockproteinen aufweisen (Birnbaum et al.,, 1995&1996). Diese
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Beobachtung machte das MBP zu einem interessanten Kandidaten fir diese
Inhibitionsstudien.

Um die Wirkung des MBP auf die Stimulation der Makrophagen mit huHSP 60, LPS
und ODN 1668 zu untersuchen, wurden diese mit MBP in den Konzentrationen 5;
0,1; 0,01 und 0,001 pg/ml inkubiert. Die im Anschluss an die Zellstimulation
gemessenen TNF-a- und NOy-Werte lieRen keinen signifikanten Einfluss des MBP

auf die Zellstimulation erkennen (Abb.3.18.).

2.9. C-Peptid

Insulin wird als Prohormon Proinsulin in den p-Zellen der Langerhans-Inseln
synthetisiert. Die A- und die B-Kette des prozessierten Insulins sind im
Proinsulinmolekil durch das 31 Aminosauren lange C-Peptid miteinander verbunden.
Nach der Spaltung von Proinsulin in Insulin und C-Peptid verbleibt letzteres in den
sekretorischen Granula der Inselzellen und wird nach einem Glukosestimulus mit
Insulin kosezerniert. Herausragende biologische Funktionen von C-Peptid auler
seiner Rolle bei der Insulinbiosynthese, bei der es flr die korrekte Ausbildung der
Disulfidbricken und die sterische Anordnung der A- und B-Kette wichtig ist, sind in
mehr als 30 Jahren seit der Entdeckung des C-Peptids nicht gefunden worden. Ido
und Mitarbeiter (Ido et al., 1997) konnten jedoch in tierexperimentellen Studien
zeigen, dass C-Peptid diabetesspezifische Spatfolgen normalisieren kann. Zusatzlich
zeigten Rigler et al. 1999, dass das C-Peptid spezifisch an die Oberflache
verschiedener humaner Zellen bindet. Sie vermuteten daraufhin einen spezifischen
Rezeptor, welcher die Bindung des C-Peptids vermittelt.

Zur Prifung der Wirkung von C-Peptid auf die Makrophagenstimulation wurde wie in
den bereits beschriebenen Inhibitionsexperimenten vorgegangen.

Aus Abbildung 3.18. geht hervor, dass das C-Peptid in den eingesetzten
Konzentrationen weder die stimulatorische Wirkung von huHSP 60 noch die von LPS

wesentlich beeinflussen konnte.
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Abb 3.18.: Effekt von Myelin Basic Protein und C-Peptid auf die
Stimulation von Zellen der J774 Linie. Dargestellt sind die absoluten
TNF-a-Werte in ng/ml sowie die NO, -Werte in pyM + der
Standardabweichung von drei Bestimmungen. MBP wurde in den
Konzentrationen 0,001; 0,01; 0,1; 1 und 5 pg/ml, C-Peptid in den
Konzentrationen 0,001; 0,01; 0,1; 1 und 3 pug/ml eingesetzt.
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Keines dieser Proteine war in den getesteten Konzentrationen zelltoxisch (Daten

nicht gezeigt), oder stimulierend auf die Makrophagen (Abb. 3.18.).

2.10. ADNF-14

Der ADNF-14 ist ein aus 14 Aminosauren bestehendes neuroprotektives Peptid,
welches z.B. den durch HIV, Amyloid-R-Protein und Tetrodotoxin verursachten
neuronalen Zelltod verhindern kann. Er stellt den wirksamen Bestandteil des ADNF
dar, der von aktivierten Gliazellen sezerniert wird. Interessanterweise weist der
ADNF-14 eine sehr hohe Sequenzhomologie zu HSP-60 Peptiden auf, was ihn zu
einem attraktivem Inhibitionskandidaten dieser Arbeit machte.

Die in Abbildung 3.19. graphisch dargestellten Ergebnisse veranschaulichen, dass
der ADNF-14 keinen hemmenden Einfluss auf die Stimulation der
Mausmakrophagen mit huHSP 60, LPS oder 1668 ODN aufwies. Weder die TNF-a.-,
noch die NO; -Produktion konnten durch den ADNF-14 signifikant vermindert
werden. Der ADNF-14 wurde in den Konzentrationen 0,001; 0,01; 0,1; 1 und Sug/ml

eingesetzt.
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Abb. 3.19.: Wirkung des ADNF-14 auf die TNF-a- und NO,-Produktion stimulierter
Mausmakrophagen der J774 Zelllinie. Die Zellen wurden vor Zugabe der
Stimulantien, huHSP 60 (10ug/ml), LPS (1ng/ml) und ODN 1668 (10ug/ml), fir ca.
15 min mit ADNF-14 inkubiert. Nach 6stlindiger Stimulation erfolgte die Bestimmung
des TNF-o-Gehaltes des Zelliberstandes. Die NO, -Konzentration wurde nach 24
Stunden Inkubation bei 37° C bestimmt. Hier dargestellt sind die Mittelwerte + S.D

von 3 Bestimmungen.

3. Makrophagen-aktivierendes Lipopeptid als zusatzliches Kontrollsystem

Makrophagen werden typischerweise von Bestandteilen der bakteriellen Zellwand
wie zum Beispiel LPS aktiviert. Da auch zellwandlose Bakterien wie Mycoplasmen zu
einer Aktivierung von Makrophagen fihren kénnen, missen auch andere Faktoren
dieses stimulatorische Potential besitzen. Erst kurzlich wurde ein von Mycoplasmen
gebildetes, stimulatorisches Lipopeptid entdeckt, das bereits in picomolaren
Konzentrationen zu einer deutlichen Stimulation von Makrophagen fuhrt (Takeuchi et
al., 2000). In den im folgenden beschriebenen Versuchen sollte zum einen die
stimulatorische Wirkung des Makrophagen-aktivierenden Lipopeptids (MALP-2) auf
die Makrophagen zum anderen die Wirkung verschiedener Inhibitoren auf diese

durch MALP-2 vermittelte Stimulation untersucht werden.

71



Ergebnisse 72

3.1. Zellstimulation durch MALP

MALP-2 ist ein synthetisches mycoplasmatisches Lipopeptid mit zwei langen
Fettsaureesterresten. Zur optimale Lésung des MALP-2 wurde es in
Octylglucopyranosid gelost. Um einen Effekt des Octylglucopyranosids auf die
Stimulation der Zellen auszuschlieRen, wurden die Zellen mit unterschiedlichen
Konzentrationen Octylglucopyranosid in An- und Abwesenheit von LPS und huHSP
60 inkubiert. Im Anschluss daran wurden die nach 6, bzw. 24 Stunden
abgenommenen Zelliberstande auf den Gehalt an TNF-a und NO;™ untersucht.

Die Ergebnisse zeigen, dass Octylglucopyranosid weder die Zellen selbst stimulierte
noch deren Stimulation durch LPS und huHSP 60 beeinflusste (Abb.3.24.).

In héheren Konzentrationen wirkte das Octylglucopyranosid jedoch zelltoxisch. So
konnte anhand des MTT-Assays eine deutlich verminderte Zellvitalitat bei einer
Konzentration von 2,5 mM Octylglucopyranoside festgestellt werden (Abb.3.20.).
Zeigten sich zwischen den mit 0,025 bzw. 0,25 mM Octylglucopyranosid behandelten
Zellen und der Kontrolle (ohne Octylglucopyranosid) keine wesentlichen
Unterschiede in der Optischen Dichte, bewirkte die Inkubation der Zellen mit 2,5 mM
Octylglucopyranosid eine signifikante Verminderung der Optischen Dichte im
Vergleich zur Kontrolle um etwa 0,4 nm. Dies lasst auf eine massive Verminderung

der Zahl der vitalen Zellen durch Octylglucopyranosid schlie3en.
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Abb. 3.20.: Wirkung von Octylglucopyranosid auf die metabolische Aktivitat der
Mausmakrophagen. Die gemessene Optische Dichte des Zelllysates korreliert im Rahmen
des MTT-Tests mit der energieabhangigen enzymatischen Aktivitdt der Zellen und stellt
somit ein Mal fir deren Vitalitat dar. Dabei steigt die Optische Dichte mit zunehmender
Enzymaktivitat und Vitalitat der Zellen an. Aus drei Bestimmungen wurde hier der Mittelwert

sowie die Standardabweichung der optischen Dichte aufgetragen.

Aufgrund dieser Erkenntnisse wurden die im folgenden geschilderten Experimente
mit einer Endkonzentration von maximal 20uM Octylglucopyranosid durchgefihrt.

Im Anschluss an diesen Versuch wurde untersucht, welchen Einfluss die Inkubation
der Zellen mit unterschiedlichen MALP-2-Konzentrationen auf die Produktion von
TNF-o. und NO; hat. Die Ergebnisse sind in den folgenden beiden Graphiken
dargestellt (Abb.3.21. A und B)

Bei Betrachtung der Ergebnisse zeigte sich, dass MALP-2 eine von seiner
Konzentration abhangige Stimulation der Makrophagen bewirkte. Erstaunlich ist,
dass MALP-2 bereits in picomolaren Konzentrationen die Makrophagen zu einer
gesteigerten TNF-a.  und NOy-Produktion anregte. Im Gegensatz zu
Octylglucopyranosid zeigte MALP-2 in den eingesetzten Konzentrationen keine
zelltoxischen Eigenschaften im MTT-Assay (Abb. 3.22.)
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Abb.3.21.: Stimulatorischer Effekt von MALP auf die Zellen der J774
Mausmakrophagenlinie. Die Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen
MALP-2 inkubiert. Nach 6 Stunden Inkubation erfolgte die Bestimmung der
TNF-a-(A), nach 24 Stunden die der NO,-Werte(B) im Zelliberstand.
Dargestellt sind die absoluten TNF-a und NO, -Werte + S.D. von drei

Bestimmungen. *:p < 0,05; **:p < 0,01 im Vergleich zur Mediumkontrolle
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Abb. 3.22.: Effekt des MALP-2 auf die metabolische Aktivitat der Mausmakrophagen.
Nach 4stindiger Inkubation der Zellen mit dem MTT-Reagenz (1mg/ml) und
anschlieBender Zelllyse mit 10%igen SDS wurde die Optische Dichte der
Zellsuspension gemessen. Diese korreliert mit der metabolische Aktivitdt der Zellen
und stellt somit ein Mal} flr deren Vitalitdt dar. Je héher die Optische Dichte, desto
aktiver waren die Zellen. Dargestellt sind hier die Mittelwerte+ S.D. aus drei

Bestimmungen.

3.2. Inhibitionsversuche MALP-2

In den folgenden Versuchen wurde untersucht, ob die Wirkung des MALP-2 durch
einen der bekannten Inhibitoren gehemmt werden kann. Von besonderem Interesse
war dabei die Frage, ob Pip oder Magainin |l Amid, welche die Wirkung von
huHSP60 und LPS spezifisch mindern konnten, auch die Aktivierung der
Makrophagen durch MALP-2 hemmen konnen. Bei diesen Versuchen wurden die
Zellen vor Zugabe der Stimulatoren MALP-2 und LPS mit den Inhibitoren inkubiert.
LPS, mit und ohne Inhibitor, wurde als Kontrolle bei allen dieser Versuche mitgefuhrt.
Dargestellt sind in Abbildung 3.23. die Mittelwerte und Standardabweichungen der
absoluten TNF-a-Werte. Bei genauerer Betrachtung wird ersichtlich, dass weder 30,
noch 300 pug/ml Pip die Stimulation der Zellen durch MALP-2 hemmen konnten. Die
Wirkung des Lipopolysaccharids wurde hingegen fast vollstandig durch 300ug/ml Pip
gehemmt. Auch Mizoribine, Magainin I, Il und Il Amide zeigten keinen signifikant
hemmenden Einfluss auf die Zellstimulation durch MALP-2. Die durch LPS angeregte
TNF-a- und NOy-Sekretion konnte allerdings durch 100ug/ml Mizoribine und 10ug/ml
Magainin Il signifikant gehemmt werden.

Polymyxin B schloss sich den bereits getesteten Inhibitoren hinsichtlich ihrer
fehlenden inhibitorischen Wirkung auf die Zellstimulation mit MALP-2 an.

Wie auch schon bei fruheren Versuchen beobachtet, hemmten PmB als auch
Magainin Il Amid die Aktivierung der Zellen mit LPS konzentrationsabhangig. In
diesem Versuch konnte die LPS-Wirkung durch 30ug/ml Polymyxin B bzw. 10ug/ml

Magainin Il Amid fast vollstandig unterdrickt werden.
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Abb. 3.23.: Wirkung von Mizoribine, Phosphatidylinositol, Magainin | ,II und Il

Amide auf die Stimulation von Zellen der Mausmakrophagenlinie J774 mit MALP
und LPS. Die Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen der Inhibitoren
fur 15min vorinkubiert, bevor die Stimulantien Malp (1ng/ml) und LPS (1ng/ml) den
Zellen zugesetzt wurden. Nach 6 Stunden erfolgte die TNF-a-Bestimmung in den
Zelliberstanden mittels ELISA. Dargestellt sind hier die absoluten TNF-a-Werte +
S.D. von drei Bestimmungen. *:p < 0,05; **:p < 0,01 im Vergleich zu LPS allein.

Nicht dargestellt sind hier die Daten der NO,-Messung.

Wie die Abbildung 3.24. verdeutlicht zeigten auch Amyloid-3-Protein, Myelin Basic
Protein, C-Peptid und Octylglucopyranosid keinen Einfluss auf die Zellstimulation
weder durch MALP noch durch LPS.
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Abb.3.24.: Wirkung von Amyloid-B-Protein, Myelin Basic Protein, C-Peptid und
Octylglucopyranosid auf die Stimulation von Zellen der J774-Linie mit MALP-2 und
LPS. Abgebildet sind hier die TNF-a-(A) und NO, -Werte (B) sowie deren
Standardabweichung aus drei Bestimmungen. Die Zellen wurden mit den Inhibitoren
fir 15min vorinkubiert, bevor die Stimulantien LPS (1ng/ml) und MALP (1ng/ml) den

Zellen zugesetzt wurden. 77
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Diskussion

1. Humanes HSP 60 stimuliert murine Makrophagen

Mikrobielles HSP 60 ist ein immundominantes Antigen, das vom Immunsystem
praferentiell erkannt und im Rahmen einer Immunreaktion attackiert wird (Kaufmann
et al, 1990; Kaur et al., 1993; Birk et al., 1996; Melchers et al., 1997).
Hitzeschockproteine (HSPs) sind hochkonservierte Proteine, die universell bei allen
Organismen zu finden sind (Jindal et al., 1989; Gupta et al., 1995). Ist die
Fokussierung des Immunsystems auf das mikrobielle HSP unzureichend, wird auch
korpereigenes HSP attackiert. Tatsachlich sind viele Hinweise eines Angriffs des
Immunsystems auf autologes HSP 60 gefunden worden. In mehreren Studien
konnten spezifische T-Zellreaktionen gegen huHSP 60 nachgewiesen werden (Elias
et al.,, 1991; de Graeff-Meeder et al. 1993 und 1995; van Roon et al., 1997). Neben
dieser zellularen Komponente, wurden als Zeichen der humoralen Immunantwort
auch Antikorper gegen huHSP 60 gefunden (de Graeff-Meeder et al., 1993; Schett et
al., 1997; Metzler et al.,1997). Auffallig ist die hohe Peptidsequenzhomologie
zwischen huHSP 60 und anderen Autoantigenen (Jones et al., 1993). Da HSP 60 in
vielen Zellen des menschlichen Organismus vorhanden ist, kann eine
Autoimmunantwort gegen das HSP 60 zu einer Reihe von Erkrankungen fihren.
Diskutiert wird die Beteiligung des HSP 60 unter anderem bei der Entstehung des
Typ 1 Diabetes, der Rheumatoiden Arthritis, der Multiplen Sklerose, der
Arteriosklerose und anderen chronischen Entziindungserkrankungen.

Chen et al. entdeckten 1999, dass huHSP 60 auch von Zellen des naturlichen, nicht-
adaptiven Immunsystems als Antigen erkannt wird. So bewirkte die Inkubation von
murinen und humanen Makrophagen mit huHSP 60 die rapide Freisetzung von
proinflammatorischen Stoffen wie TNF-a und NO. Diese Reaktion konnte auch fur
humanen GefalRendothel- und glatten Muskelzellen (Kol et al., 1999) beobachtet
werden. Wie bereits in der Einleitung geschildert, stellen die Makrophagen und ihre
Sekretionsprodukte einen wesentlichen Faktor bei der Entstehung und Progression
der Entzindung der Langerhans’schen Inseln dar. HSP 60 stimuliert Makrophagen
und tragt dadurch wesentlich zur Inflammation bei.

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, die Interaktion zwischen huHSP 60 und

murinen Makrophagen der J774-Zellinie zu spezifizieren. Dabei wurde gepruft, ob die
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Aktivierung der Makrophagen mit definierten Stimulantien durch Zugabe
verschiedener Inhibitionskandidaten beeinflusst werden kann.

Zunachst sollte jedoch die Funktionalitat des Versuchssystems durch einige
grundlegende Experimente bestatigt werden. Die Ergebnisse der SDS-Page-
Gelelektrophorese und des Western Blot belegen, dass das in dieser Arbeit
verwendete humane rekombinante HSP 60 tatsachlich HSP 60 ist und zudem nicht
mit anderen Proteinen verunreinigt ist.

Um die stimulatorische Wirkung des huHSP 60 auf die Mausmakrophagen zu
uberprifen wurden diese mit huHSP 60 inkubiert und als Aktivitatsparameter der
Zellen TNF-o. und NOy” im Uberstand bestimmt. Die Zelliberstdnde wurden nach 6
(TNF-a) bzw. 24 (NO) Stunden abgenommen und ihr TNF-a- und NO,-Gehalt
bestimmt. In vorherigen Studien konnte gezeigt werden, dass die durch HSP 60
induzierte TNF-a. und NO-Produktion zu diesen Zeitpunkten maximal ist (Ohashi et
al. 1999). TNF-a ist ein proinflammatorischer Mediator akuter Immunreaktionen, dem
eine wichtige Rolle bei der Entstehung des Typ 1 Diabetes zukommt (Held et al.,
1990; Mueller et al., 1995). Durch die Neutralisation von TNF-a. konnte z.B. die
Entwicklung eines spontanen Diabetes in NOD-Mausen verhindert werden (Hunger
et al., 1997). Auch NO ist bei der Entstehung des Typ 1 Diabetes von grolder
Bedeutung, konnten Kroncke et al. 1991 und 93 doch die zytotoxische Wirkung des
NO auf die pankreatischen Inselzellen nachweisen. Aufgrund ihrer pathogenetischen
Bedeutung und verlasslichen Nachweisbarkeit wurden TNF-a und NO bzw. NO;™ in
dieser Arbeit als Aktivitatsparameter der Mausmakrophagen benutzt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen die konzentrationsabhangige Stimulation der
Mausmakrophagen durch huHSP 60. Dabei sind die durch HSP 60 induzierten TNF-
o und NOy-Konzentrationen denen friherer Arbeiten vergleichbar. Die zur
Stimulation der Mausmakrophagen eingesetzte huHSP 60 Konzentration liegt bei
den Versuchen dieser Arbeit im Bereich zwischen 6 und 10ug/ml. Eine weitere
Erhéhung der huHSP 60-Konzentration erschien nicht sinnvoll, da 10ug/ml bereits

eine maximale Stimulation der Makrophagen bewirken.

Als Kontrollen wurden in dieser Arbeit LPS und ODN 1668 eingesetzt. LPS bot sich
als sinnvoller Vergleichspartner zu huHSP 60 an, da es ebenfalls eine stimulierende
Wirkung auf Makrophagen hat (Greisman et al., 1966; Freudenberg et al., 1988) und

diese in ihrer Kinetik und ihrem Ausmal} vergleichbar zu huHSP 60 ist. LPS wurde
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zur optimalen Stimulation der Zellen in den Konzentrationen 1 und 10ng/ml
eingesetzt.

ODN 1668 fuhrt auf vollig andere Art und Weise als LPS zur Aktivierung von
Makrophagen, was seinen Einsatz als zusatzliche Kontrolle neben LPS rechtfertigt.
ODN 1668 ist ein synthetisches Oligodesoxynucleotid, das eine unmethylierte CpG-
Sequenz beinhaltet. Diese CpG-Sequenz wurde von Krieg et al. 1995 als eine
biologisch aktive Nucleotidsequenz beschrieben. Tatsachlich ist dieses CpG ODN in
der Lage die Zellen des angeborenen Immunsystems, wie zum Beispiel
Makrophagen und dendritische Zellen stark zu stimulieren (Stacy et al., 1996, Lipford
et al., 1997; Sparwasser et al.,, 1997). Dieses Ergebnis ist auch in dieser Arbeit
bestatigt worden, zeigt das ODN 1668 doch eine konzentrationsabhangige
Stimulation der J774 Mausmakrophagen zur TNF-a und NO-Freisetzung. Der
molekulare Mechanismus, der zur Aktivierung von Makrophagen durch CpG-ODN
fuhrt, wurde im Laufe der letzten Jahren genauer untersucht. Erste Hinweise fur die
Interaktion zwischen Oligodesoxynucleotiden und Makrophagen konnten Loke et al.
bereits 1988 gewinnen, als sie demonstrierten, dass ODNs aktiv Uber einen
endozytotischen Prozess in die Zelle aufgenommen werden. Hacker et al. zeigten
zehn Jahre spater, dass CpG-DNA unspezifisch an Zelloberflachenproteine
gebunden und anschlieBend in endosomalen Vesikeln in die Zelle eingeschleust
wird, und dass die in die Zelle aufgenommene CpG-ODN zu einer spezifischen
Aktivierung des Stress-Kinase-Pathway fuhrt. In neueren Studien konnte gezeigt
werden, dass die Aktivierung der Immunzellen durch CpG DNA Uber einen Toll-like

receptor, TLR9, vermittelt wird (Hemmi et al., 2000).

2. Inhibitonsexperimente

HUHSP 60 stimuliert Makrophagen zur Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen und Sauerstoffradikalen. Bislang ist der Mechanismus dieser Interaktion
nicht bekannt. Anhand von Inhibitionsversuchen sollte versucht werden, einen
Antagonisten zu HSP 60 zu finden, um so die Interaktion zwischen huHSP 60 und

murinen Makrophagen der J774-Zellinie zu spezifizieren.
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2.1. Mizoribin bewirkt eine unspezifische Hemmung der

Makrophagenstimulation

Mizoribin ist ein neuartiges Imidazol-Nucleosid, das aufgrund seiner
immunsuppressiven Wirkung v.a. in Japan in der Klinik zur Verhinderung von
AbstoBungsreaktionen nach Organtransplantationen und zur Therapie von
Autoimmunerkrankungen wie z.B. dem Lupus erythematodes oder der
Rheumatoiden Arthritis eingesetzt wird. Der molekulare Wirkmechanismus des
Mizoribin besteht in der Unterbindung der Synthese von Guanin-Nucleotiden durch
die kompetitive Hemmung der Inosin-5-Monophosphat-Dehydrogenase (IMPDH)
(Halloran, 1996; Suthanthiran et al., 1996; Burkhardt & Kalden, 1997). Mizoribin
bindet dabei an die Substratseite der IMPDH (Goldstein & Colby, 1999).

Die intrazellulare Erschépfung der Guanin-Nucleotide bewirkt neben der Hemmung
der DNA-Replikation (Catapano et al. 1995) eine Verminderung wichtiger
energetischer Verbindungen (GTP) in der Zelle und dadurch eine Stérung der
normalen Zellfunktion (Kamada et al., 1997).

Interessanterweise konnten Itoh et al. 1999 zeigen, dass Mizoribin mit hoher Affinitat
an HSP 60 bindet. Diese Beobachtung machte Mizoribin zu einem interessanten
Inhibitionskandidaten in dieser Arbeit. Es stellte sich nun die Frage, ob Mizoribin
durch Zugabe zu den Zellen in der Lage ist, die Aktivierung der Makrophagen durch
huHSPG60 spezifisch zu hemmen. Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen, dass
Mizoribin die durch huHSP 60 induzierte Freisetzung von TNF-a und NO signifikant
vermindern kann, dieser Effekt jedoch nicht allein fir die Stimulation mit huHSP 60,
sondern auch mit LPS und 1668 zu beobachten ist. Dieses Ergebnis belegt einen
unspezifischen Hemmeffekt von Mizoribin auf die Stimulation der Makrophagen.

Wie die Ergebnisse des MTT-Assays veranschaulichen, ist dieser Effekt nicht mit
einer Verminderung der Zellvitalitdt zu begrinden. Der genaue molekulare
Hintergrund dieses unspezifischen Hemmeffektes ist nicht bekannt. Denkbar ist
jedoch, dass die durch Mizoribin verursachte Verminderung des GTP-Gehaltes der
Zelle diese reduzierte Zellreaktivitdt verursacht. Auch andere Mechanismen sind
denkbar, so zeigten Takahasi et al kurzlich, dass Mizoribin 14-3-3 Proteine bindet,
welche ihrerseits mit einer Vielzahl von Proteine interagieren, die an der zellulare
Signaltransduktion beteiligt sind (Takahasi et al., 2000). Die Beeinflussung der

zellularen Signaltransduktion ist demnach ein moglicher Wirkmechanismus des
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Mizoribin, der die unspezifische Hemmung erklaren koénnte. Vermutlich ist dieser
Mechanismus auch dafur verantwortlich, dass der Hemmeffekt des Mizoribine nur fur

die Freisetzung von TNF-a, nicht aber fur die des NO nachweisbar ist.

2.2. Test verschiedener Peptide auf mogliche Hemmung der Aktivierung von
Makrophagen durch huHSP 60

2.21 Myelin Basisches Protein und Amyloid-B-Protein

Das Myelin Basische Protein (MBP) ist ein wesentlicher Bestandteil der
Myelinscheiden, die im Rahmen einer chronischen Entzindung bei der MS zerstort
werden. Das Myelin, bzw. bestimmte Bestandteile von diesem werden dabei vom
Immunsystem als Antigen erkannt und angegriffen. Ein Hauptmechanismus bei
diesem Vorgang ist die Phagozytose des Myelin durch Makrophagen (Smith et al.,
1998). Untersuchungen in der Vergangenheit zeigten, dass bestimmte
Myelinproteine, wie zum Beispiel das Myelin P2 in der Lage sind humane
Makrophagen zur Produktion proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a., IL-18 und IL-
8 zu stimulieren (Baron et al., 1993). Interessanterweise konnten Birnbaum et al.,
1996 =zeigen, dass einige Myelin-Proteine Sequenzhomologien zu bestimmten
Hitzeschockproteinen aufweisen. Zum Beispiel zeigten sie dies fur das
mykobakterielle HSP 65 und das Myelinprotein CNP. Diese Beobachtung wirde die
zellularen und humoralen Immunreaktionen gegen das eigene Myelin als
Kreuzreaktion erklaren (Birnbaum et al., 1997). Das heil3t, dass die ursprunglich
gegen endogenes bzw. exogenes HSP gerichtete Immunabwehr aufgrund der
Ahnlichkeit bestimmter Myelinproteine mit HSPs irrtimlich auch gegen das eigene
Myelin gerichtet ist.

Die stimulatorischen Eigenschaften und Sequenzhomologien zu HSP einiger Myelin-
proteine, machten das MBP als wesentlicher Bestandteil der Myelinscheiden zu
einem interessanten Inhibitionskandidaten dieser Arbeit. Wie Abbildung 3.18.
verdeutlicht, zeigte das MBP jedoch keine inhibitorische Wirkung auf die
Zellstimulation mit huHSP60 oder mit LPS, was zu der Annahme fuhrt, dass huHSP
60 und das MBP auf unterschiedlichen Wegen mit den murinen Makrophagen

interagieren.
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Der Morbus Alzheimer ist die haufigste Ursache der Demenz. Die fur diese
Erkrankung typischen senilen Plaques im ZNS beinhalten vor allem Amyloid-3-
Protein (ABP), reaktive Mikrogliazellen und Astrozyten. Meda et al. konnten 1995
zeigen, dass ABP in der Lage ist Mikrogliazellen zur Produktion von TNF-o und NO
zu stimulieren. Shalit et al. beobachteten diesen Effekt auch bei murinen
Makrophagen der J774-Zellinie (Shalit et al., 1997). Auch die Produktion von
Interleukin-8 bei humanen Monozyten konnte auf die Stimulation mit ABP
zuruckgefuhrt werden (Meda et al., 1995 b). Neueste Studien zeigen zudem eine
gesteigerte Superoxidanionen-Produktion in Mikrogliazellen von Hamstern und
humanen Makrophagen, die fur 24 h ABP ausgesetzt waren (Colton et al., 2000).
Colton et al. vermuten dabei eine rezeptorvermittelte Interaktion zwischen ABP und
den Mikrogliazellen bzw. Makrophagen. Diese Vermutung wird von Van Muiswinkel
et al. gestutzt, die eine Bindung des ABP an Makrophagen als entscheidende
Vorraussetzung flr die Aktivierung der Makrophagen sehen (Van Muiswinkel et al.,
1999). Fuhrte ABP zu einer Hemmung der Makrophagenaktivierung durch huHSP
60, konnte der Vergleich der Peptidsequenzen Aufschluss Uber eine mdgliche
Bindungsstelle des huHSP 60 an Makrophagen geben. Das ABP hatte jedoch keinen

hemmenden Einfluss auf die Zellaktivierung mit huHSP60.

2.2.2. C-Peptid

Das C-Peptid, ein Spaltprodukt der Verarbeitung von Proinsulin zu Insulin, galt lange
Zeit als biologisch unaktives Peptid. Erst in den letzten Jahren konnten nutzliche
Eigenschaften des C-Peptid auf das diabetische Krankheitsgeschehen
nachgewiesen werden. Zum Beispiel zeigten Ido et al., dass humanes C-Peptid in
der Lage ist vaskulare und neuronale Dysfunktionen in diabetischen Ratten zu
verhindern (Ido et al., 1997). Ido et al. vermuteten, dass dieser Effekt des C-Peptid
eher durch nonchirale Membraninteraktionen, als durch stereospezifische
Rezeptorbindungsstellen vermittelt wird.

Interessanterweise beobachteten Rigler et al. im Gegensatz zu Ido’s Vermutung,
dass das C-Peptid spezifisch an membrangebundene Rezeptoren einer Vielzahl
unterschiedlicher humaner Zellen (Nierentubuluszellen, Fibroblasten, Endothelzellen)

bindet (Rigler et al., 1999). Das C-terminale Pentapeptid war dabei in der Lage das
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membrangebundene C-Peptid aus seiner Bindung zu verdrangen, was die
Bedeutung dieses Segments als Bindungsligand des C-Peptid herausstellte.

Wie die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, ist das C-Peptid jedoch nicht in der Lage
die durch huHSP 60 induzierte TNF-o und NO-Produktion in Mausmakrophagen zu
beeinflussen, was gegen ahnliche Bindungstellen bzw. Interaktionsweisen von

huHSP 60 und C-Peptid auf murinen Makrophagen spricht.

2.2.3. SBP (Peptid I)

GroEL ist das bakterielle Homolog zu huHSP 60. Es gleicht diesem in Struktur und
Funktion. 1994 identifizieten Chen und Mitarbeiter mit Hilfe der
Kryoelektronenmikroskopie die apikale Domane des GroEL als dessen
Substratbindungstelle. Das heil3t, dass an dieser Stelle die zu faltenden Proteine an
das GroEL binden. 1999 wurde von Chen et al. ein Protein gefunden, welches mit
sehr hoher Affinitdt (K im unteren Micromolarbereich) an diese Bindungstelle des
GroEL bindet. Dieses Peptid heilt SBP und besitzt die folgende
Aminosauresequenz: SWMTTPWGFLHP.

Wie die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, fuhrte die Inkubation der J774-
Mausmakrophagen mit dem SBP zu keiner bemerkenswerten Beeinflussung der
huHSP 60-Reaktivitat. Dieser Befund legt die Vermutung nahe, dass die
Substratbindungsstelle des huHSP 60 nicht wesentlich an der Interaktion zwischen
huHSP 60 und den Mausmakrophagen beteiligt ist. Diese Vermutung ist jedoch nur
unter der Vorraussetzung denkbar, dass das SBP auch eine hohe Affinitat zu der
Substratbindungstelle des humanen HSP 60 aufweist, was aufgrund der grof3en
Ahnlichkeit zwischen GroEL und huHSP 60 zu erwarten ist.

2.24. VSV-C

Das Peptid vsv-C sollte als nachster Kandidat Uberpruft werden. Fur dieses Peptid
mit der Aminosauresequenz: KLIGVLSSLFRPK, ist bekannt, dass es ebenfalls an
GroEL bindet.

Auch dieses Peptid konnte die Stimulation der Mausmakrophagen mit huHSP60

nicht beeinflussen. Dieses Ergebniss lasst vermuten, dass die von vsv-C besetzte
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Bindungstelle an GroEL bzw. huHSP 60 nicht wesentlich an der Aktivierung der
Mausmakrophagen durch huHSPG60 beteiligt ist.

2.2.5. ADNF-14

Der ADNF konnte von Brenneman et al., als ein von Gliazellen freigesetztes
neuroprotektives Protein identifiziert werden (Brenneman et al., 1996). Genauere
Untersuchungen ergaben, dass ein 14 Aminosauren umfassendes Peptid des ADNF,
der ADNF-14, fur die neuroprotektive Wirkung verantwortlich ist. Erstaunlicherweise
weist der ADNF-14 eine gro3e Homologie zu einem Peptid des HSP 60 von Ratten
auf.

ADNF-14: VLGGGSALLRSIPA

HSP 60-Peptid: VLGGGCALLRCIPA

Der Vergleich der Aminosaurensequenzen verdeutlicht den geringen Unterschied
dieser beiden Peptide. Lediglich zwei Cysteinreste im ADNF-14 sind durch
Serinreste im HSP 60 Peptid vertauscht. Dieser geringe Unterschied in der
Aminosauresequenz hat jedoch funktionelle Folgen. So konnten Brenneman et al.
zeigen, dass das HSP 60 Peptid im Vergleich zu ADNF-14 nur minimale
neuroprotektiv wirkt.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der ADNF-14 den stimulierenden Effekt des
huHSP 60 nicht hemmen kann, was zu der Annahme fihrt, dass das dem ADNF-14
homologe HSP-60-Peptid nicht an der Interaktion zwischen HSP 60 und
Makrophagen beteiligt ist.

2.3. Konnen Defensine die Makrophagenstimulation durch HSP 60

beeinflussen?

Defensine sind kationische antimikrobielle Peptide, die eine wichtige Komponente
der angeborenen Immunabwehr von Pflanzen und Tieren darstellen (Hancock et al.,
1999). Viele dieser Peptide, wie zum Beispiel das Magainin (Zasloff, 1987) toten

Mikroorganismen durch die Perforation der mikrobiellen Zellmembranen.
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In dieser Arbeit sollte die Wirkung drei verschiedener Magainine auf die
Makrophagenaktivierung durch huHSP 60 Uberprift werden. Die Struktur der

benutzten Magainine ist im folgenden dargestellt:

T ST 10 e 15, . 20
GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS Magainin |
GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS Magainin Il

GIGKFLHAAKKFAKAFVAEIMN S-NH2 Magainin lI(Amid)

Der Unterschied zwischen Magainin | und Il besteht in dem Austausch zweier
Aminosauren in Position 10 und 20. Magainin Il Amid besitzt im Vergleich zu
Magainin Il eine zusatzliche Aminogruppe.
Obwohl Magainin | keinen und Magainin Il im Vergleich zu Magainin Il Amid nur
einen schwachen Effekt auf die Stimulation der Makrophagen zeigten, war Magainin
[l Amid in der Lage die durch huHSP 60 und LPS induzierte TNF-a- und NO-Bildung
der Mausmakrophagen signifikant zu hemmen. Der stimulatorische Effekt des ODN
1668 blieb von Magainin Il Amid hingegen voéllig unberuhrt. Dieses Versuchsergebnis
zeigt somit eine fir LPS und huHSP 60 signifikante und selektive Hemmung der
Makrophagenaktivierung durch Magainin Il Amid. Wie ist dieses Ergebnis zu
erklaren?
Antimikrobielle Peptide, wie das Magainin, vernichten Bakterien durch Permeabilition
und Zerstorung ihrer Zellmembranen. Dies konnte an kunstlichen Lipidmembranen
nachgewiesen werden (Cruciani et al., 1992; Duclohier et al., 1989). Dabei binden
sie aufgrund ihrer positiven Ladung an die aullere Membran der bakteriellen
Zellwand bevor sie ihr eigentliches Ziel die Zellmembran erreichen. Im Falle Gram-
negativer Bakterien besteht das aulere Blatt der aulleren Membran der Zellwand
zum groften Teil aus LPS, so dass eine initiale Interaktion zwischen Magainin und
LPS sehr wahrscheinlich ist. Und tatsachlich demonstrierten Rana et al. 1989 die
Bindung von Magainin Il Amid an das LPS von Salmonella typhimurium. Zwei Jahre
spater entdeckte Rana, dass Magainin |l die Fettsaurekettenanordnung des Lipid A-
Anteils des LPS in Unordnung bringt, wobei der Grad der Unordnung umso groRer
war, je negativer das LPS geladen war. Auch fur Magainin | wird in E.coli das LPS
als initiale Bindungstelle angesehen (Vorland et al., 1999). In jungeren
Untersuchungen konnte die Bindung des Magainin an das LPS spezifiziert werden.
So zeigten Matsuzaki et al. anhand kinstlicher Membransysteme, dass Magainin |l
bei der Bindung an LPS eine amphibische Helix bildet (Matsuzaki et al., 1999).
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Anhand des LAL-Assays sollte in dieser Arbeit der Effekt der Magainine auf die
biologische Aktivitat des LPS genauer untersucht werden. Die Ergebnisse
verdeutlichen, dass Magainin I, Il und Il Amid mit LPS interagieren, vermutlich an
dieses binden, und so die biologische Aktivitat des LPS konzentrationsabhangig
blockieren. Dieses Ergebnis erklart den im Inhibitionsversuch beobachteten,
hemmenden Effekt des Magainin || Amid auf die Aktivierung der J774-Makrophagen
mit LPS. Widerspruchlich ist jedoch der Effekt von Magainin | und Il in LAL- und
Inhibitionsassay. Im LAL-Assay zeigen diese beiden eindrucksvoll die Fahigkeit LPS
zu inaktivieren, im Inhibitionsexperiment ist dieser Trend jedoch bei Magainin | nicht
und bei Magainin Il nur relativ schwach ausgepragt. Wie ist dieses Ergebnis zu
begreifen? Der biologisch aktive Anteil des LPS ist das Lipid A (Rietschel et al.,
1994). Das Lipid A ist hochkonserviert und besteht im wesentlichen aus einem
Glucosamid-Dissacharid und den daran haftenden vier mittel- bis langkettigen
Fettsauren. Zusatzlich sind ein bis zwei Phosphatgruppen mit dem Diglucosamid
verknupft. Denkbar ist, dass die Stimulation der Makrophagen und die Aktivierung
des Proenzyms im LAL-Assay durch unterschiedliche Anteile des Lipid-A
bewerkstelligt werden, und dass die einzelnen Magainine an verschiedene Stellen
des Lipid-A binden und diese dadurch blockieren. So ist zu vermuten, dass Magainin
| nur die fur die LAL-Interaktion bedeutende Stelle des Lipid A blockiert, Magainin |
Amid hingegen zusatzlich die Stelle, die fur die Aktivierung der Makrophagen
verantwortlich ist. Magainin 1l wirde demnach die fir die LAL-Interaktion
verantwortliche Stelle komplett und die fur die Makrophagenaktivierung zustandige
Stelle nur inkomplett blockieren.

Sehr interessant erschien nun die Frage, wie das Magainin || Amid die huHSP 60-
Reaktivitat fast vollstandig unterdrickt. Nachdem wir festgestellt hatten, dass das
Magainin Il Amid mit LPS interagiert und dessen biologische Aktivitat hemmt, war die
naheliegendste Erklarung fur die Verminderung der huHSP 60 Reaktivitat durch
Magainin Il Amid eine Kontamination des huHSP 60 mit LPS.

Zur Uberpriifung dieser Vermutung wurde Polymyxin B als Endotoxinhemmstoff
verwendet. Das kationische Polypeptid Polymyxin B bindet an die Lipid-A-Region des
LPS und verhindert somit dessen makrophagenaktivierende Wirkung (Morrison et al.,
1976). Die Ergebnisse in Abbildung 3.5 verdeutlichen, dass das huHSP 60 nicht in
nennenswerten Mengen mit LPS verunreinigt ist. Wahrend 10ug/ml Polymyxin B

ausreichten die stimulatorische Wirkung von LPS vollstandig (1 und 10 ng/ml LPS)
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bzw. fast vollstandig (1000 ng/ml LPS) aufzuheben, wurde die
makrophagenstimulatorische Wirkung von huHSP 60 dadurch nicht signifikant
gemindert. Erstaunlicherweise konnte Chen in seiner Dissertation 1998 10 ng/ml LPS
bereits mit einer PmB-Konzentration von nur 0,1ug/ml vollstandig inaktivieren. Dieser
Unterschied konnte durch die 2-stindige und damit im Vergleich zu dieser Arbeit
doppelt so langen Inkubationszeit des PmB mit LPS, huHSP 60 und 1668 begrindet
sein. Obwohl Verstovsek et al. (1993) zeigten, dass 10ug/ml PmB fur einige
Tumorzelllinien zytotoxisch sind, lie} in dieser Arbeit selbst eine Konzentration von
30ug/ml PmB keine Verminderung der Zellvitalitdt im Mtt-Assay erkennen. Des
weiteren konnte im Rahmen unveréffentlichter Versuche die stimulatorische Aktivitat
des huHSP 60 durch Erhitzen (Chen et al., 1999) und Behandlung mit Proteasen
(Akiyama, unpubliziert) aufgehoben werden. Die Wirkung des LPS blieb durch diese
Behandlung jedoch vdllig unbeeinflusst. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die
stimulatorische Aktivitat des in dieser Arbeit eingesetzten huHSP 60 nicht auf eine
Kontamination mit bakteriellem Endotoxin zurtickzufuhren ist.

Die Fahigkeit des Magainin Il Amid LPS zu inaktivieren und die zellstimulierende
Eigenschaft des huHSP 60 zu hemmen, ohne dass diese durch eine Kontamination
mit LPS zu erklaren ist, legt die Vermutung nahe, dass huHSP 60 mittels einer LPS-
ahnlichen Oberflachenstruktur die Aktivierung der Mausmakrophagen bewirkt. Auch
das Magainin Il scheint diese Oberflachenstruktur zu erkennen, tut dies jedoch nicht
so potent wie das Amid. Dieses Ergebnis lasst eine bedeutende Funktion der Amid-
Gruppe bei der Interaktion mit der postulierten LPS-ahnlichen Oberflachenstruktur
erkennen. Denkbar ist, dass die vermehrt positive Nettoladung des Magainin || Amid
die Bindung an die huHSP 60-Oberflache begunstigt und dadurch der starkere
Hemmeffekt des Magainin Il Amid zu erklaren ist. Diese Vermutung wird durch die
Beobachtung gestutzt, dass mit zunehmender positiver Ladung die antimikrobielle
Potenz des Magainin zunimmt (Matsuzaki et al., 1997).

Unter Berucksichtigung dieser Hypothese stellte sich nun die Frage, ob das huHSP
60 unter Verwendung desselben Rezeptorsystems wie LPS zu einer Stimulation der
Zellen fuhrt.

Neueste Studien ergaben, dass die LPS vermittelte Makrophagenaktivierung durch
das Zusammenspiel von CD14, MD-2 und TLR-4 mediiert wird. Das humane MD-2
Molekul ist dabei mit der extrazellularen Doméane des TLR-4 assoziiert und bewirkt

eine Verstarkung des LPS-Signals. CD-14 bindet an LPS und erleichtert so die

88



Diskussion 89

Signaltransduktion Uber den TLR-4-MD-2-Komplex. Das Membranphospholipid
Phosphatidylinositol agiert als LPS-Antagonist in der Signaltransduktion Uber den
TLR4-MD-2-Komplex (Akashi et al., 2000). Dabei bindet es an das
membrangebundene CD14 und verhindert so die Aktivierung der Makrophagen
durch LPS (Wang et al., 1998).

Wenn huHSP 60 die Makrophagen der J774 Zelllinie ebenfalls durch die Interaktion
mit CD14 und dem hTLR-4-MD-2-Komplex aktiviert, dann musste auch dieser Effekt
durch Pip hemmbar sein.

Vor diesem Hintergrund wurde Pip zur Untersuchung seines Einflusses auf die
Aktivierung der Zellen mit huHSP 60 eingesetzt. Die Ergebnisse dieses Versuches
zeigen, dass die stimulatorische Wirkung der Kontrolle, LPS, erwartungsgemaf}
durch Pip konzentrationsabhéngig gehemmt wurde. Uberraschenderweise konnte
dieses Ergebnis auch fur huHSP60 beobachtet werden. Die Stimulation durch 1668
blieb hingegen von Pip unberthrt. Um die Moglichkeit auszuschliel3en, dass Pip an
LPS oder LPS-ahnliche Strukuren bindet und so seine inhibitorische Wirkung
entfaltet, wurde Pip ebenfalls in den LAL-Assay eingesetzt. Hier zeigte sich, dass Pip
nicht in der Lage ist das LPS zu inaktivieren. Somit ist die Wirkung des Pip nicht auf
eine Interaktion mit LPS zurickzufihren, sondern eher auf die Interaktion mit den
membranstandigen Proteinen CD-14 und dem TLR4-MD-2 Komplex.

Dieses wichtige Ergebnis lasst darauf schlie3en, dass huHSP 60, die Makrophagen
durch eine Interaktion mit CD14 und dem TLR4-MD-2 Rezeptorkomplex aktiviert.
Diese Vermutung wird durch die von Ohashi et al. erst kirzlich gemachte
Beobachtung gestutzt, dass Makrophagen von C3H/Hed Mausen, die eine Mutante
des Toll-like-receptors 4 tragen, nicht durch Hsp 60 zu stimulieren sind (Ohashi et al.,
2000). Durch Antikérper gegen CD 14 konnte die stimulierende Wirkung des huHSP
60 auf humane Makrophagen unterdrickt werden (Kol et al., 2000). Diese
Ergebnisse verdeutlichen die fundamentale Rolle von CD14 und dem TLR4-MD-2
Komplex bei der Aktivierung von mononuklearen Zellen und Makrophagen durch
humanes HSP 60.

Ein weiteres Defensin, das HNP-1, wurde in dieser Arbeit als Inhibitionskandidat
eingesetzt. Dieses zeigte keinen hemmenden Effekt auf die Makrophagenstimulation
mit huHSP 60, LPS oder ODN 1668. Damit steht dieses Ergebnis im Widerspruch zu

den Beobachtungen von Scott und seinen Mitarbeitern (Scott et al., 2000). Diese
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zeigten, dass HNP-1 die Bindung von LPS an das LBP blockiert und so die LPS
induzierte TNF-a-Produktion von murinen Makrophagen der RAW 264.7 Zelllinie
verhindert.

HNP-1 ist wie Magainin ein positiv geladenes antimikrobielles Peptid. Die Unfahigkeit
des HNP-1 die Zellreaktivitdt gegentiber huHSP 60 zu hemmen unterstreicht die

besondere Stellung des Magainin Il Amid bezlglich dieser Eigenschaft.

24, MALP-2 als zusatzliches Kontrollsystem

Zur Kontrolle der Spezifitat der gefundenen Ergebnisse, sollte ein zusatzliches
Kontrollsystem etabliert werden. Das MALP-2 ist ein geeigneter Kontrollkandidat, da
es zu einer von CD14 und TLR-4-MD-2 unabhangigen Stimulation von Makrohagen
fuhrt. Takeuchi et al. konnten erst kurzlich nachweisen, dass Malp Immunzellen
vornehmlich Uber den Toll-like-receptor-2 aktiviert (Takeuchi et al., 2000). Die
Ergebnisse belegen, dass MALP-2 zu einer konzentrationsabhangigen Stimulation
der TNF-a. und NO-Produktion in den Mausmakrophagen der J774-Zellinie flhrt. Die
Inkubation der Zellen mit Magainin I, II, I Amid und Pip lieRen keinen Effekt auf die
Stimulation der Zellen mit MALP-2 im Vergleich zur Positivkontrolle (MALP-2 alleine)
erkennen. Magainin Il und Il Amid sowie Pip hemmten die im Vergleich zu MALP-2
mit LPS stimulierten Mausmakrophagen.

Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass der inhibitorische Effekt des Magainin Il Amid auf
die Stimulation der J774-Zellen mit huHSPG60 fur dieses spezifisch ist. Somit wird hier
die Hypothese gestutzt, dass Magainin Il Amid eine LPS-ahnliche
Oberflachenstruktur auf huHSP 60 erkennt und blockiert und so dessen Interaktion
mit den Makrophagen Uber den CD14-TLR-4-MD-2 Komplex unterbindet.
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Spezifitat der Makrophagen-aktivierenden Wirkung von Hitzeschockprotein 60 R.Ch.Rimenapf

Zusammenfassung

Die genauen Pathomechanismen der vornehmlich immunologischen Zerstérung der
insulinproduzierenden R-Zellen des Pankreas beim Typ 1 Diabetes mellitus werden bis heute
nicht vollig verstanden. Neuere Befunde sprechen fir eine Beteiligung von
Hitzeschockproteinen am Entziindungsgeschehen der Insel. Unter anderem besitzen
Hitzeschockproteine die Fahigkeit mit Makrophagen zu interagieren und diese zur Produktion
von humoralen, [-zelltoxischen Sekretionsprodukten (TNF-o, NO) anzuregen. Diese
vornehmlich durch HSP 60 bedingte Aktivierung konnte eine wichtige Rolle bei der
Progression der Insulitis der Langerhan'schen Inseln spielen. In der vorliegenden Arbeit
sollte anhand eines Versuchsystems mit humanem HSP 60 und murinen Makrophagen
versucht werden einen Stoff zu finden, der die Aktivierung der Makrophagen mittels HSP60
spezifisch unterdriickt, um so genauere Erkenntnisse Uber den bislang unbekannten
Interaktionsmechanismus zwischen Makrophagen und HSP60 zu gewinnen. In diesem
Zellkultursystem bewirkte die Inkubation von Makrophagen mit HSP60 oder, als positive
Kontrolle LPS und immunstimulatorische CPG-haltige DNA (ODN1668) die Produktion von
TNF-o und NO. TNF-a wurde im Uberstand mittels ELISA, NO als stabiles Reaktionsprodukt
Nitrit mittels der Griess-Reaktion bestimmt. Mehrere eingesetzte potentielle Inhibitoren
fuhrten nicht zu einem spezifischen Effekt auf die TNF-a und NO-Produktion. So fihrte
beispielsweise Mizoribine zwar zu einer Reduktion der TNF-a. und NO-Produktion, zeigte
dies aber nicht spezifisch bei der Stimulation mit huHSP 60, sondern auch bei der
Stimulation mit LPS und ODN 1668.

Im Gegensatz dazu ergab die Inkubation der Zellen mit den Defensinen Magainin I, Il und I
Amid eine teilweise deutliche spezifische Hemmung der durch huHSP 60 angeregten
Makrophagenaktivierung. So hemmte das Magainin Il Amid die durch huHSP 60 und LPS
induzierte TNF-a und NO-Bildung der Mausmakrophagen signifikant. Die stimulatorische
Wirkung der Positivkontrolle ODN 1668 blieb davon unberthrt. Magainin Il zeigte im
Vergleich zu Magainin || Amid einen schwacheren, Magainin | keinen inhibitorischen Effekt.
Anhand des LAL-Assays, einem quantitativen enzymatischen Nachweisverfahren von
bakteriellem LPS in Lésungen, konnte dargestellt werden, dass die Magainine mit LPS
interagieren und dessen biologische Aktivitat konzentrationsabhangig blockieren. Dieses
Ergebnis legt die Vermutung nahe, dass die Verminderung der huHSP 60 Reaktivitat durch
vornehmlich Magainin Il Amid auf eine Kontamination des huHSP60 mit LPS zurtickzufiihren
sein konnte. Diese Vermutung konnte mittels des Endotoxinhemmstoffes Polymyxin-B nicht
bestatigt werden. Polymyxin-B bindet an LPS und verhindert so dessen biologische Aktivitat.
Die stimulatorische Wirkung von huHSP 60 wurde im Gegensatz zu der von LPS nicht
signifikant durch Polymyxin-B reduziert. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass huHSP60
die Mausmakrophagen durch eine LPS-ahnliche Oberflachenstruktur aktiviert. LPS bewirkt
durch eine Interaktion mit speziellen Oberflachenproteinen wie CD14, MD-2 und TLR-4 die
Stimulation der Makrophagen. Phosphatidylinositol (Pip), ein Membranphospholipid, agiert
als LPS-Antagonist in der Signaltransduktion Uber den TLR4-MD2-Komplex. Es bindet an
CD14 und unterbindet die Zellstimulation durch LPS. Die Stimulation der Mausmakrophagen
unter Inkubation mit Pip zeigte eine signifikante Reduktion der TNF-a. und NO-Freisetzung
bei der Stimulation mit LPS und huHSP60, jedoch keinen Effekt auf die Stimulation mit der
Kontrolle ODN 1668. Eine direkte Interaktion von Pip mit LPS konnte anhand des LAL-
Assays ausgeschlossen werden. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass huHSP60 die
Makrophagen durch eine Interaktion mit den membranstandigen Proteinen CD-14 und dem
TLR-4-MD-2 Komplex aktiviert. Das immunstimulierende Peptid MALP-2 aus Mykoplasmen
aktiviert Immunzellen vornehmlich Gber den Toll-like-receptor-2. Es wurde in dieser Arbeit als
zusatzliches Kontrollsystem eingesetzt, um die gefundenen Ergebnisse zu spezifizieren.
MALP-2 flhrte zu einer konzentrationsabhangigen Stimulation der TNF-a und NO-
Produktion in den Mausmakrophagen. Die Inkubation der Zellen mit Magainin 1,1I, 11 Amid
oder Pip zeigte keine Reduktion der TNF-a und NO-Freisetzung unter der Stimulation mit
MALP-2. Damit waren unspezifisch hemmende Effekte flir diese Substanzen
ausgeschlossen. Zusammenfassend stitzen diese Ergebnisse die Hypothese, dass huHSP
60 eine LPS-ahnliche Oberflachenstruktur besitzt, die durch Interaktion mit dem CD14-TLR-
4-MD2 Komplex eine Aktivierung von Makrophagen bewirkt.
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