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Einleitung 1

1. Einleitung

Die Immunologie ist eine relativ junge Wissenschaft. Zwar erkannte Edward Jenner 1796,
dass man durch die Infizierung von Menschen mit dem Vacciniavirus (Kuhpocken) die oft-
mals letale Infektion mit Menschenpocken verhindern konnte. Die Beteiligung von Mikro-
organismen als pathogenes Agens infektidser Krankheiten wurde jedoch erst durch Robert
Koch und andere Mikrobiologen Ende des 19. Jahrhunderts nachgewiesen. Zeitgleich wur-
den die ersten Komponenten des Immunsystems durch ihre Beteiligung bei der Infektions-

abwehr identifiziert.

In den letzten 150 Jahren wurde die Hauptfunktion des Immunsystems, die Abwehr von In-
fektionen durch Beseitigung der Erreger, eingehend untersucht. In der klinischen Medizin
werden diese Erkenntnisse dazu verwendet, die Immunabwehr durch den Einsatz von Anti-
biotika noch zu unterstiitzen. AuBerdem wird die Eigenschaft des ,immunologischen Ge-
dachtnisses”, die Fahigkeit des Immunsystems, auf eine erneute Infektion mit einem ihm
bekannten Erreger schneller und effektiver zu reagieren, im Rahmen der Infektionspra-
vention durch systematische Impfprogramme genutzt. Die Bekdmpfung eindringender Mikro-
organismen beruht auf der Fahigkeit des Immunsystems, kérpereigene Oberflachenproteine
von fremden zu unterscheiden. Wahrend diese Eigenschaft bei der Infektionsabwehr er-
wulnscht ist, flihrt sie in der Transplantationsmedizin zur Abstollung des lebensrettenden
Fremdorgans. Um das Transplantat dennoch zu erhalten, ist eine lebenslange immun-
supprimierende Therapie notwendig. Dazu werden heute Medikamente eingesetzt, die das
gesamte Immunsystem und damit zwangslaufig auch die Infektabwehr schwachen. Hier
kénnte die Moglichkeit einer selektiven Modulation der Immunitat zu einer drastischen Re-
duktion von Nebenwirkungen beitragen. Dabei ist das zunehmende Verstandnis der komple-

xen Regulation des Immunsystems Grundlage fiir die Entwicklung neuer Therapiestrategien.

1.1 Die Komponenten des Immunsystems

Die Elimination von Mikroorganismen, die in den Korper eindringen, basiert einerseits auf der
schnellen, aber unspezifischen Immunantwort der so genannten natirlichen oder angebore-
nen Immunitat. Auf der anderen Seite fuhrt die adaptive Immunitdt zu einer Pathogen-
spezifischen Immunreaktion, deren Ausbildung jedoch einige Tage bendétigt. Beide Formen
der Immunreaktionen beinhalten sowohl I6sliche als auch zellulare Komponenten, die aus
den weil3en Blutzellen, den Leukozyten, stammen.

Bei der naturlichen Immunitat 1asst sich die zellulare Abwehr in Form von Phagozyten wie
Makrophagen, dendritischen Zellen, Granulozyten und NK-Zellen von I6slichen Faktoren wie
dem Komplementsystem und sezernierten Enzymen unterscheiden. Die adaptive Immun-

antwort umfasst als I6sliche Faktoren die Antikorper, die zusammen mit ihren produzieren-
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den Lymphozyten, den B-Zellen, auch als humorale Immunitat bezeichnet werden. Die zel-
luldre adaptive Immunantwort basiert auf einem anderen Lymphozytensubtyp, den T-Zellen.
Dabei ist zur effektiven Elimination eines Erregers ein komplexes Wechselspiel zwischen
allen Komponenten des Immunsystems notwendig, das sowohl auf zellularen Kontakten als
auch auf der Sekretion von speziellen Proteinen wie Zytokinen und Chemokinen beruht'
(Abb. 1).

Zellulare Abwehr Losliche Faktoren

L Makrophagen
Natiirliche Granulozyten < > Enzyme
Immunitat NK-Zellen Akut-Phase-Proteine

i Komplementsystem
Dendritische Zellen E

"

________________________________________ Zytokine |
Chem.Okme Humorale Abwehr
Adaptive T-Helfer-Zellen | A Ll
Immunitit Zytotoxische T-Zellen ~ : >E j en
E Antikdrper

Abb. 1 Schematische Einteilung des Immunsystems und seiner Komponenten Modifiziert nach

Kayser,F.H., Medizinische Mikrobiologie, Thieme-Verlag 1998°

1.1.1  Die adaptive Immunantwort: Ty1- und Ty2-Differenzierung

Bei der adaptiven zellularen Immunitat, die im Wesentlichen durch T-Zellen vermittelt wird,
lassen sich zwei Zelltypen abgrenzen, die unterschiedliche Funktionen haben und auch
durch unterschiedliche Oberflachenmarker gekennzeichnet sind. Man unterscheidet die T-
Helfer-Zellen (Tu-Zellen oder CD4'-Zellen), die in die Aktivierung von B-Zellen und
Makrophagen involviert sind, von den zytotoxischen T-Zellen (Tc-Zellen oder CD8*-Zellen),
die infizierte Kdrperzellen durch die Ausschittung zytotoxischer Substanzen direkt eliminie-
ren kdnnen. Innerhalb dieser beiden Gruppen lassen sich wiederum verschiedene Zelltypen
anhand ihrer produzierten Zytokine differenzieren, die zu unterschiedlichen Immunantworten

fuhren.

Im Jahr 1986 beschrieben Mosmann et al.®> zum ersten Mal unterschiedliche Muster der
Zytokinsekretion in Ty-Zellen der adaptiven Immunantwort in der Maus. Er unterschied die
Tw1-Antwort, die durch die Zytokine Interferon-y (IFN-y) und Interleukin-2 (IL-2) gekennzeich-

net war und zur Ausbildung einer zellularen Immunantwort fihrte, vom Ty2-Muster, das
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durch die Zytokine Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-5 (IL-5), Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-10
(IL-10) und Interleukin-13 (IL-13) charakterisiert war und die Antikérper-vermittelte
Immunantwort aktivierte®*. Dabei hemmen die Schliissel-Zytokine der Ty1- oder Ty2-Immun-

antwort, IFN-y und IL-4, antagonistisch die Ausbildung des reziproken Phanotyps*® (Abb.2).

Abb. 2 Schema der T-Zell-Aktivierung und Ty1/Ty2-Differenzierung mit ihren Zytokin-
wechselwirkungen Durch die Antigenprasentation der professionellen Antigen-prasentierenden
Zelle (APC) an die T-Zelle werden beide Zelltypen durch die MHC-TCR-Interaktion aktiviert.
Zusatzlich werden kostimulatorische Signale bendtigt, die einerseits zellularer Natur sind (B7-
CD28 Interaktion), andererseits aus I6slichen Faktoren (Zytokinen) bestehen. Je nach
Zusammenspiel von hemmenden und stimulierenden Zytokinen kann sich die T-Zelle in Richtung
der Ty1- oder Ty2-Antwort differenzieren.

Seit der Erstbeschreibung wurden noch weitere Zytokinmuster beschrieben. Das Ty0-Profil
ist wahrscheinlich ein Vorlauferstadium der Ty1- und Ty2-Differenzierung und ist durch das
Nebeneinander von Ty1- und Ty2-Zytokinen gekennzeichnet“. T-Zellen, die vornehmlich aus
dem Immunsystem der gastrointestinalen Mukosa stammen, exprimieren neben typischen
Tu2-Zytokinen auch TGF-f und werden als Ty3-Subtyp vom klassischen Ty1/Ty2-Profil

t6;7

abgegrenzt™’. Auch bei einem anderen T-Zell-Subtyp, den zytotoxischen T-Zellen (Tc-Zel-

len), die durch den Oberflachenmarker CD8 gekennzeichnet sind, kann eine Unterscheidung
in Tc1- und Tc2-Profil mit den analogen Zytokinmustern wie bei den Ty-Zellen getroffen wer-

den®®.
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1.1.2 Der Einfluss der natiirlichen Immunitat auf Ty1- und TH2-

Differenzierung

Es ist bisher nicht vollig geklart, welche Faktoren die Entwicklung zu einer Ty1- oder Ty2-
dominierten Immunantwort steuern. Unstrittig ist, dass die Zellen der naturlichen oder ange-
borenen Immunitat wie Makrophagen, Monozyten und dendritische Zellen einen entschei-
denden Einfluss auf die spatere Differenzierung der adaptiven Immunantwort haben®. Diese
Zellen phagozytieren eindringende Mikroorganismen, zerstéren diese in Phagolysosomen
und prasentieren Peptide zusammen mit dem MHC-Komplex auf ihrer Oberflache an T-
Lymphozyten, weshalb sie zusammenfassend als ,Antigen-prasentierende-Zellen (APC)*
bezeichnet werden. Neben der Antigenprasentation zusammen mit dem MHC-Komplex sind
zur Aktivierung der T-Zellen noch weitere kostimulatorische Signale erforderlich, bei denen
es sich einerseits um zellulare Interaktionen mit Bildung von Rezeptor-Ligand-Bindungen wie
bei CD28 und B7.2 handelt, andererseits um |8sliche Faktoren wie Zytokine und Chemo-
kine®. Zusammen (ibermitteln die kostimulatorischen Signale zusatzliche Informationen an
die T-Zellen und beeinflussen so die Differenzierung der adaptiven Immunantwort (Abb. 2).

Im Folgenden werden die Schlissel-Zytokine der jeweiligen Immunreaktion, die auch in die-

ser Arbeit untersucht wurden, naher charakterisiert.

11.3 Tu1-Zytokine
Interleukin-12 (IL-12)

IL-12 ist ein 70-kDa Heterodimer aus zwei durch Disulfidbriicken verbundenen Peptiden, p35
und p40, das zuerst von Kobayashi et al. als ,natural killer cell stimulatory factor (NKSF)'°
beschrieben wurde. Wahrend die mRNA fir das kleinere p35-Peptid konstitutiv in vielen

Zellen exprimiert wird"""?

, ist die Expression des p40-Peptids auf die Zellen beschrankt, die
auch bioaktives p70 sezernieren. Dabei wird p40 im groBen Uberschuss produziert und ne-
ben p70 als Monomer und Homodimer freigesetzt'#'>. Méglicherweise unterbindet das p40-
Homodimer durch Blockierung der Bindungsstellen des IL-12-Rezeptors die Aktivierung von
T-Zellen durch p70 und tragt so zur Limitierung der Immunantwort bei'*'®. Dabei scheint das
p40-Homodimer in CD4" und CD8*-Zellen unterschiedliche Auswirkungen auf die Ty1-
Differenzierung zu haben. Wahrend das Homodimer bei CD4" T-Zellen die Ty1-Entwicklung
und IFN-y Produktion hemmt, fiihrt es bei CD8"-Zellen zur Verstéarkung der IFN-y Produktion
'® Die IL-12 Produktion in dendritischen Zellen und Makrophagen wird durch das bakterielle
Oberflachenglykopeptid LPS stark stimuliert' und filhrt zu einer Ty1-Differenzierung von
naiven T-Zellen'#'®'° die mit einer Produktion von IFN-y einhergeht®®?". IL-12 steigert auch
in Makrophagen die IFN-y Produktion?, wobei es sich hier um eine positive autokrine

Ruckkopplung handeln koénnte. Snijders et al. konnten zeigen, dass IFN-y die IL-12
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Produktion in LPS-aktivierten Monozyten steigern kann®. Zusatzlich férdert IL-12 die
Zytotoxizitat, Proliferation und IFN-y-Sekretion von NK-Zellen?*, die zur natlrlichen Immunitat

gehdren und vor allem virusinfizierte Kérperzellen abtoten.
Interleukin-18 (IL-18)

IL-18 wurde erstmals von Okamura et al. 1995 als ,IFN-y inducing factor® (IGIF) beschrie-
ben?®. IL-18 wird als ein Vorlaufer-Peptid (pro-IL-18) vor allem in LPS-aktivierten PBMC®
und dendritischen Zellen?’, aber auch T-Zellen und neutrophilen Granulozyten synthetisiert
und intrazellulér gespeichert?®. Pro-IL-18 hat keine biologische Wirkung und wird erst durch
das ,IL-1 converting enzyme® (ICE) oder Caspase-1 in seine aktive Form uberfiihrt?*?°.
Caspase-1 konnte sowohl im Zytoplasma wie auch auf der Oberflache von LPS-aktivierten
Makrophagen nachgewiesen werden®'. IL-18 stimuliert synergistisch mit IL-12 die IFN-y Pro-
duktion in T-Zellen, NK-Zellen und dendritischen Zellen?®**3*. Dabei steigert IL-12 die

Expression des IL-18 Rezeptors auf T- und NK-Zellen**®

, wahrend IL-18 reziprok die
Expression der f2-Untereinheit des hochaffinen IL-12 Rezeptors stimuliert® .

IL-18 kann jedoch im Gegensatz zu IL-12 nicht allein eine Ty1-Differenzierung induzie-
ren®3#_ In Abwesenheit von IL-12 fiihrt IL-18 sogar bei gleichzeitiger Aktivierung des T-Zell-
Rezeptors zu einer Ty2-Differenzierung von T- und NK-Zellen mit Produktion von IL-4, IL-13
und IL-10%"°. Damit scheint IL-18 eher eine unterstiitzende Funktion bei der Ausbildung
einer T-Zell-Antwort zu haben, wahrend die Verstarkung einer bestimmten Differenzie-

rungsrichtung abhangig vom weiteren Zytokinprofil ist ist.

Interferon-y (IFN-y)

IFN-y ist eines der am langsten bekannten Zytokine. Es wurde zum ersten Mal 1965 von
Wheelock et al. als ein von Phytohamagglutinin (PHA)-stimulierten Lymphozyten sezernier-
tes Protein mit virus-inhibierenden Eigenschaften beschrieben*'. IFN-y ist ein Homodimer mit
einem Molekulargewicht von 40 kDa, das vorwiegend von Ty1-Zellen, aber auch von zyto-
toxischen T-Zellen und NK-Zellen exprimiert wird. Neben dem antiviralen Effekt hat IFN-y
wichtige Funktionen in der Aktivierung von Makrophagen, T-Zell-Differenzierung und MHC-
Expression***. IFN-y unterstiitzt die Ausbildung einer Ty1-Immunantwort und supprimiert
eine Ty2-Differenzierung einerseits durch Reduktion der IL-4-Rezeptor-Expression®,
andererseits durch eine Unterstiitzung der IL-12 Produktion in Makrophagen? im Sinne einer
positiven Ruckkopplung. Zusatzlich steigert IFN-y die Expression des hochaffinen IL-12-Re-
zeptors in T-Zellen®. So ist IFN-y essentiell fiir die Abwehr von (iberwiegend intrazellular
lebenden Pathogenen durch die starke Induktion einer Ty1-Immunantwort, kann aber auch
schwerwiegende Folgen bei Autoimmunerkrankungen wie dem Morbus Crohn oder dem

Diabetes mellitus Typ-1 haben*.
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1.1.4 Tu2-Zytokine
Interleukin-4 (IL-4)

IL-4 wurde 1982 zunichst als ein B-Zell-stimulierendes Zytokin beschrieben*’. Unter den
verschiedenen Funktionen von IL-4 sind jedoch die Modulation der Makrophagenfunktion
sowie seine Rolle in der T-Zell-Differenzierung die Wichtigsten. IL-4 wird vor allem von akti-
vierten T-Zellen und CD4'NK1.1* Zellen (auch als NK-T-Zellen bezeichnet) produziert*®*°.
NK-T-Zellen gehéren zu den CD4*-T-Lymphozyten, ihre Entwicklung ist jedoch nicht MHC-
Klasse ll-abhangig, sondern sie erkennen ein MHC-Klasse Ib-Molekil, CD1, das auf Anti-
gen-prasentierenden Zellen exprimiert wird und unter anderem ein bakterielles Lipid prasen-
tiert’’. Nach der Aktivierung produziert die NK-T-Zelle groRe Mengen von IL-4 und kann so
die Entwicklung von aktivierten naiven CD4"-Lymphozyten in Richtung des Ty2-Phanotyps
dirigieren®?. Andererseits kdnnen naive CD4*-T-Zellen nach CD28-abhangiger Aktivierung
geringe Mengen von IL-4 produzieren, die nach Akkumulation durch anhaltende Stimulation
einen Schwellenwert iberschreiten und die Ty2-Differenzierung auslésen kénnen*®. Zusatz-
lich zu seiner Ty2-fordernden Wirkung inhibiert IL-4 die Entwicklung von Ty1-Zellen durch
Suppression der IL-12 Synthese® sowie durch die Herunterregulation des hochaffinen IL-12
Rezeptors. Diese wird durch verminderte Genexpression von niedrigaffinen Untereinheiten

des Rezeptors erreicht, die fiir die Bildung des hochaffinen Rezeptors essentiell sind*.
Interleukin-10 (IL-10)

IL-10 wird von T-Zellen der T.2-Differenzierung sowie von Makrophagen sezerniert>>*. Seit
seiner Erstbeschreibung durch Fiorentino et al.” 1989 wurde die Fahigkeit dieses Zytokins,
die Aktivierung und Zytokinproduktion der Ty1-Immunantwort zu unterbrechen und die Ent-
ziindungsreaktion zu terminieren, ndher charakterisiert. Der Rezeptor fir IL-10 wird auf den
meisten Zellen des hdmatopoetischen Systems exprimiert und durch Aktivierung in Mono-
zyten hoch->* und in T-Zellen herunterreguliert®®. Dementsprechend hemmt IL-10 die Zytokin-

t56

produktion in aktivierten Makrophagen sehr potent™, vor allem die fur die weitere Einleitung

und Aufrechterhaltung einer Immunreaktion wichtigen Zytokine IL-12, TNF-a und IL-1 sowie

das systemisch wirksame IL-6""°’

. Zusatzlich wird die Produktion von physiologischen
Antagonisten dieser Zytokine wie dem ,Interleukin-1 receptor antagonist (IL-1RA) und I6sli-
chem p55 und p75 TNF-a Rezeptor (TNF-aR) gesteigert®’. Die Expression von MHC-Klasse
Il Antigenen®®, Adhasionsmolekiilen wie ICAM-1 und kostimulatorischen Signalen wie B7.2
wird ebenfalls reduziert®®*°, woraus eine verminderte Fahigkeit der APCs zur Aktivierung von
T-Zellen resultiert®’. Auch bei dendritischen Zellen hat IL-10 &hnliche Effekte, es fiihrt zu
einem der Anergie &hnlichen Status®. Dadurch wird die weitere Aktivierung und
Aufrechterhaltung der Entzindungsreaktion unterbrochen und die Zytokinproduktion der

CD4*-Zellen reduziert®.
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1.2 Tu1- und Ty2-Immunitat bei Krankheiten
1.2.1 Infektionserkrankungen

Die Ausbildung einer Ty1- oder Ty2-Immunantwort steht in engem Zusammenhang mit der
Infektionsabwehr, da sie eine Resistenz gegenuber vielen Mikroorganismen vermittelt. Es
konnte gezeigt werden, dass die Art der Differenzierung in Ty1- oder Ty2-Antwort entschei-

denden Einfluss fiir den Verlauf der Infektion hat®®

. Eine Infektion mit Leishmania major im
Mausmodell flhrt bei Ausbildung einer Ty1-Antwort zur Resistenz, die Gabe von anti-IL-4-
Antikoérpern schitzt das Tier, wahrend eine Ty2-Antwort oder die Behandlung mit anti-IFN-y-
Antikdrpern zum Ausbruch der Erkrankung fiihrt®®. Die Entwicklung der protektiven Ty1-Ant-
wort wird unter anderen durch IL-12 vermittelt®. Eine &hnliche Beobachtung konnte auch bei
mit Mycobacterium leprae infizierten Menschen gemacht werden: eine Uberwiegende Ty1-
Antwort fuhrt zur milder verlaufenden tuberkuloiden Lepra, die Ty2-Differenzierung dagegen
zur lepromatdsen Lepra mit schweren Verstimmelungen®. Die Ursache dieser fehlgeleiteten
Immunantwort, die zur Erregerpersistenz bis hin zum Tod des Individuums fuhren, ist noch

unklar.

1.2.2 Autoimmunerkrankungen

Auch bei Autoimmunerkrankungen kommt es zu einer Fehlfunktion des Immunsystems. Hier
richtet sich die Aktivitat der Abwehr gegen falschlicherweise als ,Fremd” erkannte korperei-
gene Zellen. Die nachfolgende Immunreaktion kann wiederum in eine Ty1- oder Ty2-domi-
nierte Verlaufsform unterschieden werden. Das Asthma bronchiale und das atopische Ekzem
scheinen durch eine Ty2-Immunreaktion geférdert zu werden, dagegen sind bei der Multiplen
Sklerose, der rheumatoiden Arthritis und dem Typ-1-Diabetes Ty1-Zellen und deren Zytokine

beteiligt®®

. Der Typ-1-Diabetes ist gekennzeichnet durch die spezifische Zerstérung der -
Zellen in den Langerhans’schen Inseln des Pankreas. Der Krankheitsverlauf hat zwei Sta-
dien. Wahrend in der praklinischen Phase noch keine Stoffwechselstorung vorliegt, findet
man im Pankreas die Insulitis, eine Infiltration der Langerhans’schen Inseln durch Mono-
zyten, Makrophagen und Lymphozyten. In der klinischen Phase tritt dann der manifeste Dia-
betes mellitus auf, da ein Grofteil der B-Zellen zerstdrt wurde. Beim Mausmodell des Typ-1-
Diabetes, der NOD-Maus (non-obese diabetic Maus) resultiert je nach Art der Immunantwort
ein unterschiedlicher Verlauf der Erkrankun967: Eine Ty1-dominierte Antwort flhrt zu einer
raschen Zerstérung der Inselzellen, wahrend das Uberwiegen einer Tp2-Insulitis mit einem
benignen Verlauf korreliert, bei dem noch B-Zellen erhalten bleiben und sich unter Umstan-
den kein manifester Diabetes entwickelt®®®®®°. Dabei spielen Zytokine wie IL-18, IL-12, IL-6,
IL-18 und IFN-y eine Schlusselrolle in der Aufrechterhaltung und Verstarkung der

destruierenden Ty 1-Immunantwort®”".
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1.2.3  Arteriosklerose

In den vergangenen Jahren haben Studien die entscheidende Rolle der Entziindungsreak-
tion in der Pathogenese der Arteriosklerose herausgestellt’'. Schon die friiheste morpholo-
gisch fassbare arteriosklerotische Lasion besteht vorwiegend aus Immunzellen: Monozyten,
T-Lymphozyten und glatten Muskelzellen’*”®. Die in der Regel durch oxidiertes LDL aktivier-
ten Makrophagen innerhalb des Plaques sezernieren neben proteolytischen Enzymen und
Wachstumsfaktoren auch Zytokine wie TNF-a, IL-1 und TGF-B’". Diese unterstiitzen wahr-
scheinlich die Progression der Lasion und fihren zusammen mit einer Antigenprasentation
zur Aktivierung von T-Zellen™. In den arteriosklerotischen Plaques nachgewiesenen CD4+
und CD8+ T-Lymphozyten sezernieren ebenfalls Zytokine wie TNF-a, TGF- und IFN-y und
kénnen die Entziindungsreaktion dadurch weiter unterhalten’’®. Dabei scheint TGF-p eine
gewisse gegenregulatorische Funktion zu haben. Die TGF-B Spiegel im Serum sind bei

t'’. Des weiteren findet sich eine erhohte

Patienten mit schwerer Arteriosklerose erniedrig
Anzahl an Mutationen des TGF-B Rezeptors in arteriosklerotischen Plaques’®. Auch
Komplikationen wie die Ruptur des arteriosklerotischen Plaques mit nachfolgendem
kompletten Verschluss des GefalRquerschnitts und Ischamie im abhangigen Kapillarbett sind
eng an die vermehrte Expression Ty1-assoziierter Zytokine wie IFN-y, IL-1B und TNF-a

gekoppelt’?®'.

1.2.4 Typ-2-Diabetes mellitus

Auch der Typ-2-Diabetes scheint eine immunologische Komponente zu besitzen®®®. Die
Kombination aus peripherer Insulinresistenz bei gleichzeitig gestorter Insulinsekretion der j3-
Zellen stellt die pathophysiologische Basis der Erkrankung dar. Beide Stérungen bestehen
schon lange vor der klinischen Manifestation des Diabetes und werden bei bestehender ge-
netischer Pradisposition durch Wechselwirkung mit Umweltfaktoren wie Bewegungsmangel
und Ubergewicht noch geférdert®*. Der Einfluss der erhdhten Kérperfettmasse auf die
Insulinresistenz  konnte in verschiedenen Studien nachgewiesen werden. Dabei sind
mdgliche Mediatoren aus dem Fettgewebe, die zur Insulinresistenz am Muskel flihren
konnen, freie Fettsduren (FFS), Tumor-Nekrose-Faktor-o. (TNF-a), Leptin, Resistin und IL-
684;85.

FFS-Spiegel sind bei insulinresistenten und tibergewichtigen Personen erhéht®*®®’ und fiihren
Uber die Modulation von Stoffwechselvorgangen zu einer Hyperglykdmie und gleichzeitiger
Hyperinsulinamie®®'. Wahrend (iber die direkte Interaktion von FFS mit dem Immunsystem
und die Induktion pro- und antiinflammatorischer Zytokine bisher widerspriichliche Daten
existieren®**, konnte fiir das unter anderem von Adipozyten freigesetzte Zytokin TNF-a. eine
Verstéarkung der Insulinresistenz im Mausmodell nachgewiesen werden®. TNF-o kann direkt

mit der Insulin-Signalkaskade interferieren und so den durch Insulin stimulierten Glukose-



Einleitung 9

transport behindern®. Beim Menschen konnte bisher kein Zusammenhang zwischen zirkulie-
rendem TNF-o-Spiegeln und peripherer Insulinresistenz nachgewiesen werden?,
méglicherweise ist aber die lokale TNF-a Produktion entscheidend®®.

Das immunregulatorische Zytokin IL-6 wird im subkutanen Fettgewebe exprimiert und auch
sezerniert. Es tragt wahrscheinlich wesentlich zu den erhéhten systemischen IL-6 Spiegeln
in (ibergewichtigen Individuen bei®®. Die Assoziation zwischen IL-6 Spiegeln im Serum und
dem Typ-2-Diabetes mellitus sowie seinem Vorlaufer, der gestorten Glukosetoleranz (IGT),
kann klar belegt werden''%'. Dabei scheint ein bestimmter Polymorphismus im Bereich des
IL-6 Promotors die Entwicklung von der gestorten Glukosetoleranz zum manifesten Diabetes
zu beschleunigen'®?. Uber den Zusammenhang zwischen dem IL-6 Promotor-Polymorphis-
mus und seinem Einfluss auf die periphere Insulinsensitivitat existieren jedoch bislang nur

wenige, kontrare Daten'%"%,

Zusatzlich fihrt der Diabetes mellitus zu einer Verstarkung der Arteriosklerose und deren
Komplikationen. Die Hyperglykamie fordert einerseits die initiale Funktionsstérung und Akti-
vierung des Immunsystems durch vermehrten oxidativen Stress'® mit Bildung von oxidierten
LDL' und Verminderung der NO-vermittelten Vasodilatation'”’. Erhéhte Glukosespiegel
konnen direkt den Transkriptionsfaktor NFkB aktivieren, der die Transkription mehrerer
proinflammatorischer Zytokine kontrolliert’®. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass
gesteigerte Glukosekonzentrationen in vitro die Bildung des Zytokins IL-6 stimulieren '%°.
Zusatzlich kommt es im Rahmen der Hyperglykdmie zur verstarkten nicht-enzymatischen
Glykierung von Proteinen, wodurch sich intermediare, hochreaktive advanced glycation end
products (AGE) bilden. Durch Aktivierung des unter anderem auf Endothelzellen
exprimierten Rezeptors fur AGE (RAGE) wird Gber den nukledren Transkriptionsfaktor NF«xB
die Expression von Zytokinen wie TNF-a, IL-18 und von RAGE gesteigert''®'"". Der AGE-
induzierte oxidative Stress kann auflerdem zur Bildung von Hitzeschockproteinen (Hsp)
fuhren und auf diesem Wege die Expression von Adhasionsmolekilen und proinflamma-
torischen Zytokinen zusétzlich induzieren''?. Diese Prozesse unterstiitzen die Entwicklung
von arteriosklerotischen Lasionen. Auch in spateren Stadien der Arteriosklerose flhrt die Hy-
perglykamie zu einer Aggravation der Erkrankung durch die Reduktion der Kollagenbildung
und verstérkte Expression von kollagenabbauenden Matrix-Metalloproteinasen (MMPs)'",

was zur Plaqueruptur und Ischamie in der Peripherie fliihren kann.

Besonders die Erkenntnisse Uber die dominante Rolle einer chronischen Entziindungsreak-
tion bei den beiden groRen Volkskrankheiten, der Arteriosklerose und dem Typ-2-Diabetes,
zeigen die Notwendigkeit auf, neue Formen der Intervention zu entwickeln, die sich vorwie-
gend auf die praventive Modulation der Immunbalance und weniger auf die symptomatische
Therapie der akuten und chronischen Folgen der Stoffwechselstérungen konzentrieren wiir-

den.
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1.3 Moglichkeiten der Inmunmodulation

Im Folgenden soll ein kurzer Uberblick Uiber die Maglichkeiten der Immunmodulation mit

aktuell im klinischen Einsatz befindlichen Substanzen gegeben werden.

1.31 Generelle Inmunsuppression

Wahrend das Verstandnis des komplexen Netzwerkes Immunsystem schon relativ groR ist,
werden bei heutigen Therapiekonzepten, die sich eine Modulation der Immunabwehr zu-
nutze machen, vielfach nur generelle Immunsuppressiva eingesetzt. Diese fiihren zu einer
mehr oder weniger vollstandigen, unselektiven Blockade aller Funktionen des Immunsys-

tems.
Glukokortikoide

Hydrokortison ist eines der bekanntesten und potentesten Immunsuppressiva in der Medizin.
Als Steroidhormon kann es die Zellmembran passieren und im Zytoplasma an den
Glukokortikoid-Rezeptor (GK) binden. Nach Translokation in den Zellkern bildet der Komplex
aus Glukokortikoid und GK Homodimere, die die Transkription von antiinflammatorischen
Genen verstarken und von proinflammatorischen Zytokinen hemmen kénnen. Dies geschieht
einerseits durch die direkte Bindung und Inhibition von Transkriptionsfaktoren wie AP-1 und
NF-kB"'%"* andererseits durch verstarkte Expression von IkB, das einen Proteinkomplex
mit NF-xB bildet und dessen Aktivitat auf diese Weise beendet''®. Zusatzlich fihrt
Hydrokortison zu einer unspezifischen Hemmung der Transkription durch eine erschwerte
Ablésung und Abwicklung der DNA von den Histonen, wodurch die Bindung von

Transkriptionsfaktoren und der DNA-Polymerase behindert wird'"®.
Azathioprin und Cyclophosphamid

Auch bestimmte Zytostatika wie Azathioprin und Cyclophosphamid kénnen als Immun-
suppressiva eingesetzt werden, da sie durch ihre Interaktion mit der DNA bevorzugt auf Zel-
len mit hoher Teilungsrate wirken. Azathioprin wird im Koérper zu seiner aktiven Form, 6-
Mercaptopurin, metabolisiert und interferiert mit der Purin-Biosynthese. Dadurch wird die
Herstellung der beiden Nukleotide ATP und GTP blockiert. Die DNA-Replikation kommt zum
Erliegen'®.

Cyclophosphamid fuhrt dagegen zu einer Alkylierung der DNA. Es kommt bei der DNA-
Replikation und der Transkription zu Fehlpaarungen mit nachfolgendem Basenaustausch, so
dass fehlerhafte oder funktionsuntichtigen Proteine in der Zelle gebildet werden, wodurch
der Zellstoffwechsel blockiert wird'"”. Durch die hohe Teilungsrate von Lymphozyten nach
Aktivierung sind diese besonders empfindlich fiir diese Zytostatika''®'"®. Aber auch das

gesamte hamatopoetische System wird beeintrachtigt, es kann zu Anamie, Thromozytopenie
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und Leukopenie kommen. Die Darmschleimhaut kann ebenfalls schwer geschadigt

werden'?.
Cyclosporin A und Tacrolimus

Die Immunsuppressiva Cyclosporin A und FK506 oder Tacrolimus wirken im Gegensatz zu
Azathioprin und Cyclophosphamid vor allem die Proliferation von T-Zellen, da sie mit dem
Signaltransduktionsweg des T-Zell-Rezeptors (TCR) interferieren®". Cyclosporin A bindet im
Zytoplasma an Cyclophilin, Tacrolimus an das FK-bindende Protein, beide haben jedoch
denselben Wirkmechanismus. Die Komplexe aus zytoplasmatischem Protein und
Cyclosporin A bzw. Tacrolimus inhibieren die Phosphatase-Aktivitdt des Calcineurins, einer
speziellen zytoplasmatischen Phosphatase, die durch  Steigerung der intrazelluldren
Kalziumkonzentration nach Bindung des T-Zell-Rezeptors an den MHC-Komplex aktiviert
wird. Auf diese Weise kann die weitere Aktivierung der Transkriptionsfaktoren der NF-AT-
Familie unterbunden und die Transkription von IL-2 und weiteren proinflammatorischen
Zytokinen blockiert werden'??. Durch die reduzierte Zytokinproduktion und Proliferation der T-
Zellen wird auch die Aktivierung von B-Zellen eingeschrankt, da diese auf die unterstitzende

Stimulation durch Ty-Zellen angewiesen sind "%,

1.3.2 Selektive Immunmodulation

Die therapeutische Strategie der selektiven Immunmodulation hat zum Ziel, das fehlgesteu-
erte Immunsystem mit einem Ungleichgewicht aus proinflammatorischen und antiinflammato-
rischen Faktoren wieder auszubalancieren, ohne gleichzeitig die gesamte Immunabwehr zu

hemmen.
Desensibilisierung

Die Desensibilisierung wird vor allem bei Erkrankungen wie der Insektengift-Allergie oder
dem Asthma bronchiale eingesetzt. Diese Erkrankungen sind durch die Produktion von IgE-
Antikbrpern gegen weit verbreitete, harmlose Antigene gekennzeichnet, die Uber die
Schleimhaut in Kontakt mit dem Immunsystem kommen. Charakteristisch ist die exzessive
IgE-Produktion durch B-Lymphozyten, die anscheinend durch die frihe und UbermaRige
Produktion von IL-4 von NK1.1-positiven CD4-T-Zellen vermittelt wird®*'®*. Die produzierten
IgE-Antikérper binden an hochaffine IgE-Rezeptoren auf Mastzellen und eosinophilen
Granulozyten und aktivieren durch die Bindung des Antigens bei erneuter Exposition die
Mastzellen. Daraufhin werden grof’e Mengen Histamin und anderer Mediatoren ausge-
schittet, was zu den typischen allergischen Symptomen fihrt. Zusatzlich wird durch die
gleichzeitige Anregung der IL-4 Produktion die Bildung von weiteren IgE unterstiitzt'?*. Diese
Ausbildung einer pathologischen Ty2-Antwort ist besonders bei bestimmten Personen, den

so genannten Atopikern, ausgepragt, wahrend gesunde Individuen auf Umweltantigene eher
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mit einer Tyl1-Immunantwort reagieren, die protektiv zu sein scheint. Durch die
Desensibilisierungstherapie wird versucht, die beim Atopiker dominante Ty2-Reaktion in eine
Tw1-Reaktion umzuwandeln und so den Circulus vitiosus aus sich immer weiter
verstarkender IgE-Produktion zu unterbrechen. Durch die Injektion steigender Dosen des
Antigens wird die Umwandlung in eine Ty1-dominierte Reaktion angeregt, die mit einer
vermehrten Bildung von Antikérpern der Klasse IgG einhergeht. Dadurch wird zum einen die
Menge des produzierten IgE vermindert, zum anderen fangen die IgG-Antikérper das
auslosende Antigen ab, so dass es nicht mehr an das noch vorhandene IgE binden kann.
Der Mechanismus dieser Ty2/Ty1-Konversion ist jedoch unklar. Die Desensibilisierung wird
sehr erfolgreich bei der Therapie von Allergien gegen Insektengifte angewendet, ist aber

beim Asthma bronchiale aus bisher unbekannten Griinden nur selten effektiv'?%1%’,

Orale Toleranz

Ein anderer Ansatz der selektiven Immunmodulation benutzt das Phanomen der oralen Tole-
ranz. Darunter versteht man das Ausbleiben einer Immunreaktion auf in der Nahrung ent-
haltene Antigene, mit denen der Organismus taglich konfrontiert wird. So bilden B-Lympho-
zyten keine Antikorper gegen oral aufgenommenes Ovalbumin, wahrend die Injektion eine
starke Antikérperreaktion hervorruft. Erfolgt diese Injektion jedoch nach einer vorausgegan-
genen oralen Exposition von Ovalbumin, tritt keine Antikorperbildung auf, selbst zusammen
mit der Gabe eines die Immunreaktion férdernden Adjuvans'?®. Diese Toleranzbildung ist
Antigen-spezifisch und wird durch die Prasentation des Antigens oder seiner Fragmente von
APCs an T-Zellen ausgel6st, wobei aber charakteristischerweise die zusatzlichen inflamma-
torischen Kostimuli fehlen, die bei pathogenen Keimen immer vorhanden sind. Dadurch wird
in den T-Zellen ein Stadium der Anergie ausgeldst, in dem diese nicht mehr aktivierbar
sind'®"%_ Zusatzlich scheinen regulatorische T-Zellen in den Vorgang der oralen
Toleranzbildung involviert zu sein™'. Sie sezernieren vorwiegend die Zytokine IL-10 und
TGF-B und kénnen zu einer Hemmung sowohl der Ty1-Antwort wie auch der Antikorperbil-

dung fiihren131,

Anti-TNF-a-Antikorper

Sowohl die Desensibilisierung als auch die orale Toleranz lassen sich nur spezifisch fir das
jeweilige Antigen auslosen, der jeweils zu Grunde liegende Mechanismus ist bisher nur
teilweise geklart. Dem gegenuber stellt der Einsatz von Antikdrpern gegen TNF-a oder
Fusionsproteine des TNF-a Rezeptors (TNF-aR) einen kausalen Therapieansatz dar, da
TNF-a eine zentrale Rolle bei der Pathogenese und Aufrechterhaltung der
Entziindungsreaktion beispielsweise im Rahmen der rheumatoiden Arthritis spielt. Anti-TNF-

a-Antikérper vermindern dabei nicht nur die Symptome, sondern fiihren auch zu einer
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Reduktion der Serumspiegel des C-reaktiven Proteins (CRP) als Zeichen einer Hemmung
der Entziindungsaktivitat. Ahnliche Ergebnisse wurden auch durch den Einsatz des TNF-oR-
Fusionsproteins erreicht'*2. Wahrend die Reduktion von chronisch erhdhten TNF-o Spiegeln
einen positiven Effekt auf den Krankheitsverlauf hat, fihrt sie moglicherweise aber auch zu
einer reduzierten Infektabwehr bei akuten bakteriellen Infektionen, da TNF-a eine wichtige
Funktion bei der Aktivierung der Immunreaktion hat**'®. Die Infektion mit Mycobacterium
avium verlauft in Mausen, die den p55-Subtyp des TNF-Rezeptors nicht exprimieren, durch
die Disintegration der Granulome tédlich’™*'®. Dieser Rezeptor scheint zudem bei der
Induktion von Adhasionsmolekilen auf Endothelzellen und der nachfolgenden Extravasation
von Leukozyten eine entscheidende Rolle zu spielen™. AuRerdem stammen die
eingesetzten Antikdrper meist aus Mausezellen. Auch wenn durch spezielle Methoden die
Antigenitat reduziert werden kann, besteht die Mdglichkeit, dass der Patient Antikdrper
gegen das Fremdprotein entwickelt. Diese Antikdrper fihren nicht nur zu einer Inaktivierung
der Anti-TNF-a-Antikorper, sondern kdnnen zu allergischen Reaktionen bis hin zum

anaphylaktischen Schock fiihren'?%132,

Wahrend der zu Grunde liegende Mechanismus der Ty2/Ty1-Konversion bei der
Desensibilisierung ebenso wie die Induktion der Anergie bei der oralen Toleranz noch
weitgehend ungeklart sind, wird durch den Einsatz von anti-TNF-a-Antikbrpern oder TNF-
aR-Fusionsproteinen gezielt in eine pathologische Immunreaktion eingegriffen. Dadurch
kommt es zu einer generellen Blockade der Entzindungsreaktion, es werden
maoglicherweise auch die durch TNF-a ausgeldsten notwendigen Reaktion bei einer akuten
bakteriellen Infektion gehemmt werden. Dem gegenlber fihren generelle Immunsuppressiva
zwangslaufig zu einer Unterdrickung der Immunantwort im Rahmen einer Infektion,
zusatzlich haben sie zum Teil schwere Nebenwirkungen. Andere therapeutische Ansatze im
Bereich der Autoimmunerkrankungen verwenden Antikorper gegen den T-Zell-Rezeptor der
speziellen, krankheitsauslésenden T-Zellen oder gegen den MHC-Komplex von APCs, der
das entsprechende Autoantigen prasentiert. Diese Therapieansatze befinden sich noch im

experimentellen Stadium'®.

Durch die Erkenntniss Uber die dominante Rolle einer chronischen, subklinischen
Entzindungsreaktion bei der Pathogenese der Arteriosklerose und des Typ-2-Diabetes
entsteht der Bedarf einer nebenwirkungsarmen, praventiven Immunmodulation als kausalem

Therapieansatz.
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1.4 Immunologische Testsysteme

Um eine Vielzahl von Substanzen auf ihre mogliche immunmodulierende Wirkung zu testen,
wird ein zuverlassiges Screening-System bendtigt, in dem ohne gréReren Aufwand alle Im-
munzellen und ihre Interaktionen untersucht werden kénnen. Generell kann man bei
Testsystemen die in vitro Systeme von Experimenten in vivo abgrenzen. Ein Grofiteil der in
vitro Testsysteme benutzt entweder einzelne Zelltypen der natlrlichen Immunitat wie
Makrophagen und dendritische Zellen oder T-Zell-Klone als Bestandteil der adaptiven Immu-
nitat. Einzelne Zelltypen zum Beispiel aus Vollblut fiir jedes Experiment frisch zu isolieren, ist
sehr aufwendig. Zudem ist aufgrund der hohen interindividuellen Variabilitat eine groRe An-
zahl von Experimenten nétig. Die Verwendung von Zelllinien erfordert zwar ebenfalls regel-
maRige Pflege, bietet als Vorteil aber eine geringe Variabilitat der experimentellen Ergeb-
nisse. Inwieweit die Daten auf native Zellen Ubertragbar sind, hangt auch von der verwen-
deten Zelllinie ab, da es sich in der Regel um Klone bestimmter antigenspezifischer Zellen
handelt. AulRerdem bedarf es in diesen Zelllinien wie auch bei isolierten humanen peripheren
Blut-mononuklearen Zellen (PBMC) starker, meist unphysiologischer Stimuli wie Phytoham-
agglutinin (PHA) oder anti-CD3 Antikoérper zur Induktion einer messbaren Immunantwort.
Damit sind diese Versuchsansatze zwar hervorragend geeignet, die molekularen Details der
Interaktion zwischen einer bestimmten Substanz und dem jeweiligen Zelltyp zu untersuchen,
es ist aber keine Aussage Uber die natlrlichen Interaktionen zwischen den Zellen der Im-
munabwehr méglich. Des Weiteren ware eine Vielzahl von Experimenten mit verschiedenen
Zelltypen notwendig, um die immunologischen Eigenschaften einer Substanz umfassend zu
charakterisieren.

Die Untersuchung der Auswirkungen einer Substanz im Organismus kann dagegen durch in
vivo Versuche vorgenommen werden. Zu diesen Tierexperimenten werden meist Mause
oder Ratten, oft mit einem speziellen genetischen Hintergrund, aber auch Schweine und vor
allem bei klinischen Studien auch Affen verwendet. Diese Untersuchungen ermdéglichen die
Analyse der Wirkungen einer Substanz auf alle Gewebe des Organismus. Sie beziehen die
Wechselwirkungen des Immunsystems mit den Organen wie auch die Interaktionen der ein-
zelnen Komponenten des Immunsystems mit ein. Tierexperimente sind jedoch sehr aufwen-
dig in ihrer Durchfihrung und erfordern durch die groRe interindividuelle Variabilitat eine aus-
reichend gro3e Anzahl an Versuchstieren, um eine statistisch signifikante Aussage zu er-

halten. Damit sind in vivo Versuche flr Screeninguntersuchungen nicht geeignet.

1.5 Ziel dieser Arbeit

Die Immunantwort und deren Regulation stellt ein komplexes Netzwerk aus zellularen Kon-
takten und Zytokinfreisetzung dar, von dem hier nur ein kleiner Ausschnitt dargestellt wurde.

Fur die Entwicklung eines validen und zuverlassigen in vitro Testsystems muss ein Kompro-
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miss zwischen einem maoglichst physiologischen Zustand des Systems und der experimen-
tellen Durchfuhrbarkeit geschlossen werden. Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und
Charakterisierung eines Screening-Systems fiir immunmodulatorische Substanzen unter
besonderer Berucksichtigung der Erhaltung mdglichst physiologischer Bedingungen zur
Analyse der Interaktion zwischen natirlicher und adaptiver Immunitat.

Zu diesem Zweck wurden die durch Antigen-prasentierende Zellen und LPS vermittelten
Stimuli der natlrlichen Immunitat mit der Reaktion der adaptiven Immunitat auf allogene Ak-
tivierung in der modifizierten ,mixed lymphocyte culture® (MMLC) kombiniert. Dabei wurde
zunachst die Wirkung von LPS auf die Freisetzung des Schllsselzytokins der klassischen
MLC, Interferon-y (IFN-y), untersucht und die Beteiligung von Mediatoren der naturlichen
Immunitat bei der Induktion der IFN-y Freisetzung analysiert. Nach dieser Charakterisierung
des Aktivierungsmechanismus wurde auch die Empfindlichkeit des Systems gegeniber mo-
dulatorischen Einflissen wie Ty2-Zytokinen und immunsupprimierenden Medikamenten ge-
testet. Die Modulierbarkeit des Testsystems ist die Voraussetzung, um spater die Wirkung
von immunmodulatorischen Substanzen in diesem komplexen System untersuchen zu kén-
nen und auf diese Weise nicht nur generell immunsupprimierende, sondern auch selektiv
immunmodulierende Substanzen voneinander zu unterscheiden und ihren Wirkmechanismus

naher zu beschreiben.
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2. Material und Methoden

21 Material
2.1.1 Verbrauchsmaterialien
Blutentnahme

Surflo winged infusion set 22G x %" (Terumo, Leuven, Belgien)
Luer Adapter flr Vacutainer-Systeme (Becton Dickinson, New York, USA)

Natrium-Heparinat Vacutainer 143 1.U., 16x100mm, 10ml (Becton Dickinson, Plymouth, GB)
Zellkultur

Zentrifugenrohrchen (Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland)

Plastikpipetten (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland; Falcon, Heidelberg, Deutschland)
48well Zellkulturplatten (Falcon, Heidelberg, Deutschland)

96well Rundbodenplatten (Falcon, Heidelberg, Deutschland)

ELISA und TagMan PCR

96well Maxisorp Nunc Immuno-Plates (Nunc Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland)

Zentrifugenréhrchen (Greiner, Frickenhausen, Deutschland)

Multiply Pro Tubes 0,2 ml fir PCR (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland)

Micro Amp Optical 96-well Plates, Kat.-Nr.: 8010560 (Applied Biosystems, Weiterstadt,
Deutschland)

Micro Amp Optical Caps, Kat.-Nr.: 8010935 (Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland)

21.2 Geriate

Begasungsbrutschrank EC 5060 CO2 (Heraeus, Osterrode, Deutschland)

Emax Microplate precision reader (Molecular Devices, Minchen, Deutschland)

Feinwaage AC 88 DeltaRange (Mettler, Giessen, Deutschland)

GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland)

Imaging Scanner Model RMC (Canberra Packard, Schwadorf, Osterreich)

Labormikroskop DMIL (Leitz Biomed, Wetzlar, Deutschland)

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank Laminair HB 2472K (Heraeus, Osterrode, Deutsch-
land)

Multiwell Harvester (Canberra Packard, Schwadorf, Osterreich)

Nunc Immuno-Wash 8 (Nunc Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland)

Schittler fur Platten Titramax 100 (Heidolph, Saarbricken, Deutschland)

Schuttler fur Platten Titramax 1000 (Heidolph, Saarbricken, Deutschland)

Spektralphotometer DU 650 (Beckmann, Fullerton, USA)
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TaqgMan cycler ABI Prism 7700 Sequence Detector (Applied Biosystems, Weiterstadt,

Deutschland)

Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Tischzentrifuge 5415C (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
Tischzentrifuge Microspin FV 2400 (MolTech, Berlin, Deutschland)
TopCount 100 Detector (Canberra Packard, Schwadorf, Osterreich)
Zentrifuge Allegra 21R (Beckman, Fullerton, USA)

Zentrifuge Sepatech (Heraeus, Osterrode, Deutschland)

21.3 Reagenzien

Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat
(Na;HPO, * 2H,0)
Dinatriumcarbonathydrat

(NayCO3* H,0)
Ethanol

Ficoll Paque Plus

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Milchpulver

Methyl-*H-Thymidin

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Polymyxin B Sulfat, Kat.-Nr.: P4932
TMB Plus Ready-to-use Substrat
Trypanblau 0,4%, Kat.-Nr.: 15250-61

Turks-Lésung

Tween 20 pure

214 Enzyme

Serva, Heidelberg, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden

Merck, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Fluka, Buchs, Schweiz

Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Kem-Em-Tec A/S, Kopenhagen, Danemark
Gibco / Life Technologies, Paisley,
GroRbritannien

Merck, Darmstadt, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

HRP Streptavidin Konjugat (Zymed, South San Francisco, USA)
Omniscript RT kit, Kat.-Nr.: 205111 (Omniscript Reverse Transkriptase, Buffer RT, dNTP

Mix, RNase-freies Wasser) (Qiagen, Hilden, Deutschland)

RNAsin - Ribonuclease Inhibitor (Promega, Mannheim, Deutschland)
TaqgMan Gold mit Puffer A, Kat.-Nr.: 4304441 (Applied Biosystems, Weiterstadt,

Deutschland)
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2.1.5 Zellkultur
2.1.5.1 Medien

RPMI 1640-Medium mit GlutaMax | und 25 mM Hepes (Gibco Life Technologies, Paisley,
GroRbritannien)

HBSS-Hanks gepufferte Salzlésung (Gibco Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland)

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (Gibco Life Technologies, Karlsruhe, Deutsch-
land)

2.1.5.2 Proteine, Antikorper und Stimulanzien

Hitzeinaktiviertes Humanserum (ausgewahltes Lot mit geringer stimulatorischer Aktivitat)

Lipopolysaccharid von E. coli 026:B6, Kat.-Nr. :L2654 (Sigma, Taufkirchen, Deutschland)

Monoklonaler anti-human IL-12 Antikérper Klon 24910.1, Kat.-Nr.: MAB219 (R&D Systems,
Wiesbaden, Deutschland)

Monoklonaler anti-human IL-18 Antikérper Klon 125-2H, Kat.-Nr.: D044-3 (MBL, Naka-ku
Nagoya, Japan)

Rekombinantes humanes IL-12 (R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland)

Rekombinantes humanes IL-18 (MBL, Naka-ku Nagoya, Japan)

Rekombinantes humanes IL-4 (R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland)

21.6 Proliferations-Assay

Unifilter 96-plate GF/C (Canberra Packard, Schwadorf, Osterreich)

Microscint Szintillationslésung (Canberra Packard, Schwadorf, Osterreich)

21.7 ELISA

PeliKine compact ELISA Kit fir IL-6, Kat.-Nr.: M1916 (CLB, Amsterdam, Niederlande)

Antikorper

Gereinigter monoklonaler anti-humaner IFN-y Antikorper Klon 2G1, Isotyp Maus 1gG+, Kat.-
Nr.: M-700A-E (Endogen, Woburn, USA)

Gereinigter monoklonaler anti-humaner, biotinylierter IFN-y Antikorper Klon B133.5, Isotyp
Maus IgG+k , Kat.-Nr.: M-701-B (Endogen, Woburn, USA)

Gereinigter monoklonaler anti-human IL-10 Antikérper Klon JES3-9D7, Isotyp 1gG4, Kat.-Nr.:
554705 (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

Gereinigter monoklonaler anti-human, biotinylierter IL-10 Antikdrper Klon JES3-12G8, Isotyp
Rat 19G,., Kat.-Nr.: 554499 (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
Gereinigter monoklonaler anti-human TNF-a Antikérper Klon Mab1, Isotyp Maus IgG4, Kat.-

Nr.: 551220 (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
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Gereinigter monoklonaler, biotinylierter anti-human TNF-a Antikérper Klon Mab11, Isotyp
Maus IgG4, Kat.-Nr.: 554511 (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

Proteine

Gereinigtes rekombinantes humanes IFN-y, Kat.-Nr.: 554616 (Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland)

Gereinigtes rekombinantes humanes IL-10, Kat.-Nr. : 217-IL-005 (R&D Systems, Wiesba-
den, Deutschland)

Gereinigtes rekombinantes humanes TNF-a, Kat.-Nr.: 210-TA-010 (R&D Systems,
Wiesbaden, Deutschland)

2.1.8 RNA-Isolierung

RNA-Stabilisierungspuffer (entsprechend dem Puffer im PAXgene blood RNA kit), freundli-
cherweise zur Verfligung gestellt von Qiagen, Hilden, Deutschland
PAXgene blood RNA kit, Kat.-Nr.: 762134 (PreAnalytix, Hombrechtikon, Schweiz)

2.1.9 Nukleotide

Gene Amp dNTP’s mit dUTP, Kat.-Nr.: 8080095 (Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutsch-
land)

2.1.10 Quantitative TagMan PCR
Primer und Sonden

humanes B-Actin:

Forward Primer: 5-ATT GCC GAC AGG ATG CAG AA-3’

Reverse Primer: 5-GCC GAT CCA CAC GGA GTACT-3

Sonde: 5’-CAA GAT CAT TGC TCC TCC TGA GCG CA-3’
humanes TNF-a.:

Forward Primer: 5-AGG CGG TGC TTGTTC CTC A-3

Reverse Primer: 5-GTT CGA GAA GAT GAT CTG ACT GCC-3’
Sonde: 5-CCA GAG GGA AGA GTT CCC CAG GGA C-3
humanes IL-6:

Forward Primer: 5-CTG ACC CAA CCA CAAATG CC-3

Reverse Primer: 5-CAT GTC CTG CAG CCA CTG G-3

Sonde: 5-CTG TGC CTG CAG CTT CGT CAG CA-3
humanes IL-10:

Forward Primer: 5-AGG GCA CCC AGT CTG AGA ACA-3
Reverse Primer: 5’-GCT GAA GGC ATC TCG GAG ATC-3

Sonde: 5-CCA CTT CCC AGG CAA CCT GCC TAA C-3
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humanes IFN-y:

Forward Primer:
Reverse Primer:

Sonde:

cDNA

TaqMan Standards flr
humanes B-Actin:
humanes TNF-a.:
humanes IL-6:
humanes IL-10:

humanes IFN-y

5-TGA ATG TCC AAC GCA AAG CA-3’
5-CCT TGA AAC AGC ATC TGA CTC CTT-3’
5-TGG CGA CAG TTC AGC CAT CAC TTG GA-3’

Vektor: pCR-Script-Amp SK (+), InsertgroRe 1117bp
Vektor: pCR-Script-Amp SK (+), InsertgréRe 743bp
Vektor: pCR-2.1-TOPO, InsertgréRe 549bp

Vektor: pCR-Script-Amp SK (+), InsertgréfRe 567bp
Vektor: pCR-Script-Amp SK (+), InsertgréfRe 529bp

2.1.11 Sterilisation der Chemikalien und Gerate

Hitzebestandige Losungen und Glaswaren wurden bei 120°C und 2 bar fur 30 min autokla-

viert. Nicht autoklavierbare Losungen wurden durch Filter mit einer Porengrofie von 0,2 ym

sterilisiert.

21.12 Stammlésungen und ~puffer

Coating buffer

PBS (1 x)

Stop Solution
DEPC-Wasser
Milchpulver (0,5%)
Waschpuffer

RPMI 1640 mit

5% Humanserum

Probenpuffer ELISA

0,1 M Natriumcarbonat/Natriumbicarbonat, pH 9,6, Lagerung
bei 4°C fur maximal 4 Wochen

8,04¢ NaCl

1,44 g Na,HPO, x 2H,0

0,192 g KH,PO,

0,2g KCL
ad 1L
ddH,0, pH 7,5

2N Schwefelsaure

0,1 % DEPC in ddH,0, autoklaviert

5 g Milchpulver ad 1L PBS

50 pl Tween 20

ad1L

PBS

5 ml hitzeinaktiviertes Humanserum (Inaktivierung bei 56°C flr
30 min)

ad 100 ml

RPMI 1640

10%iges FCS-PBS: 10 mI FCS + 90 ml PBS
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2.2 Methoden

221 Zellkultur

2.2.1.1 Isolierung von PBMC aus Vollblut
Blutentnahme

Fir jedes Experiment wurde gesunden Probanden periphervends Blut mit dem Vacutainer-
Blutabnahmesystem in Natrium-Heparinat-beschichtete Blutentnahmerdéhrchen abgenom-
men. Alle weiteren Arbeiten wurden unter einer sterilen Werkbank bei Raumtemperatur mit

vorgewarmten Lésungen durchgefiihrt.

Isolierung von PBMC durch Dichtegradientenzentrifugation

Die Isolation von mononuklearen Zellen durch die Zentrifugation von Vollblut tber eine L6-
sung aus Ficoll und Natrium-Diatrizoat wurde erstmals von Béyum et al. 1970 beschrieben
37 Durch die Ficoll-Trennlésung werden die Blutzellen sowohl nach ihrer Sedimentations-
geschwindigkeit als auch nach ihrer spezifischen Dichte aufgetrennt, wobei sich folgende
Fraktionen unterscheiden lassen: Erythrozyten, Granulozyten, Thrombozyten und PBMC
(,peripheral blood mononuclear cells®, im wesentlichen bestehend aus Lymphozyten, Mono-

zyten und Makrophagen).

10 ml Vollblut wurden in einem 50 ml Falcon-Réhrchen mit 25 ml HBSS-Salzlésung verdiinnt
und vorsichtig mit 13 ml Ficoll-Trennlésung unterschichtet. Nach einer Zentrifugationszeit
von 20 min bei 800g ohne Bremse zeigen sich vier Phasen im Falcon-Réhrchen: das Sedi-
ment aus Erythrozyten, dariiber eine Schicht aus Ficoll mit Granulozyten, auf der Ficoll-L6-
sung die schmale Interphase der PBMC und dariiber der Uberstand aus Plasma, HBSS-
Salzlésung und Thrombozyten.

Die Interphase mit PBMCs wurde vorsichtig mit einer Pasteurpipette abgenommen und in ein
neues 15 ml Falcon-Réhrchen Uberfuhrt. Fur die folgenden beiden Waschschritte zum Aus-
waschen des zelltoxischen Ficoll wurde das Pellet mit jeweils 15 ml HBSS-Salzlésung auf-
gefullt und beim ersten Mal 10 min bei 675g, beim zweiten 10 min bei 400g mit maximaler
Bremse zentrifugiert. Nach der letzten Zentrifugation wurde das Pellet in 1 ml RMPI mit 5%
Humanserum resuspendiert. Bei der Abnahme von mehr als 10 ml Blut pro Proband wurden
die Zellpellets nach dem ersten Waschschritt vereinigt und in einem entsprechend hdheren
Volumen aus Zellkulturmedium resuspendiert.

Die Zellzdhlung erfolgte in einer Neubauer-Zahlkammer nach Anfarbung mit Turks-Lésung
zur Darstellung und Zahlung der Leukozyten und mit Trypanblau-Farbung zur Darstellung
der toten Zellen, die aufgrund ihrer gestorten Membranintegritat den Farbstoff nicht aktiv
ausschlielen kdnnen und sich blau anfarben. Es wurden in zwei GroRquadraten jeweils die

Gesamtzahl der Leukozyten und Anzahl der toten Zellen ausgezahlt und der Mittelwert ge-
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bildet. Da sich bei der Anfarbung mit Turks-Lésung die toten Zellen nicht von den lebenden
Zellen unterscheiden, wurde durch Subtraktion der Anzahl der toten Zellen von der Gesamt-
zahl der Zellen die Anzahl der vitalen Zellen pro ml errechnet. Diese Zahl wurde den weite-
ren Berechnungen zu Grunde gelegt. Die Vitalitdt wurde als Anteil der lebenden Zellen an

der Gesamtzahl der Zellen berechnet und betrug immer mehr als 90%.

2.2.1.2 Stimulation von PBMC

Die Zellen wurden in einer Dichte von 1x10° Zellen in einem Gesamtvolumen von 0,5 ml in
Zellkulturmedium (RPMI + 5% Humanserum) in einer 48 Well Zellkulturplatte inkubiert. Dabei
wurden als Negativkontrolle die PBMC jedes Spenders in 450 ul einzeln ausgesat, wahrend
fur die Stimulation durch allogene Zellen (Mixed lymphocyte culture; MLC) die PBMC von
beiden Spendern in gleicher Zellzahl (0,5x10° Zellen) und gleichem Volumen (225 ul) ge-
mischt wurden. AnschlieRend wurden weitere Stimuli (LPS, Polymyxin B, rekombinante Zy-
tokine, neutralisierende Antikérper oder Medikamente unterschiedlicher Konzentrationen; s.
Ergebnisteil) oder RPMI fir die unstimulierte Kultur in einem Volumen von 50 pl zugegeben
und die Zellen unter gleichen Kulturbedingungen fiir unterschiedliche Zeitrdume ohne Medi-
umwechsel bei 37°C, 5% Kohlendioxidgehalt und Wasserdampf-gesattigter Atmosphare in
einem Brutschrank inkubiert. Fir jeden Stimulationsansatz wurden Triplikate parallel ange-
setzt.

Nach der festgelegten Inkubationszeit wurden die Ubersténde der Triplikate getrennt abge-
nommen, bei 3000g fur 3 Minuten zentrifugiert, aliquotiert und bei —20°C eingefroren. Die
Vitalitat der resuspendierten Zellen wurde mittels Trypanblau bestimmt und war wahrend der
gesamten Inkubationszeit von 5 Tagen gréfer als 90%. Zusatzlich wurde die Zellkulturplatte
unter dem Mikroskop auf adharente Zellen kontrolliert, wobei sich typischerweise Uber 3-5
Tage Inkubation ein Zellrasen aus adharenten Zellen bildete, der ca. 50-70% des Bodens
bedeckte.

2.2.1.3 Proliferations-Assay mit radioaktiv markiertem *H-Tymidin

Die DNA muss bei jeder Zellteilung dupliziert werden. Durch die Zugabe von radioaktiv mar-
kierten Thymidin wird dieses zu gleichen Teilen wie das unmarkierte Thymidin in die neu
synthetisierte DNA eingebaut. Damit ist die Hohe der radioaktiven Aktivitat der extrahierten
DNA der Zellen direkt proportional zur Proliferationsrate der Zellen, da umso mehr radioakti-
ves Thymidin in die DNA eingebaut wird, je starker die Zellteilungsrate und damit die DNA-
Replikation ist. Zur Messung werden die Zellen auf eine spezielle Glasfasermembran Uber-
tragen und anschliel®end lysiert, so dass nur die DNA auf der Membran zurtickbleibt. Nach
mehreren Waschschritten zur Entfernung des nicht eingebauten radioaktiv markierten Thy-

midins wird die Szintillationslésung zugegeben. Die beim Zerfall des Tritiumions entstehende
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B-Strahlung regt die fluorogene Substanz der Lésung an. Die Anzahl der Fluorenszenz-

impulse pro Vertiefung wird dann in einem Szintillationszahler bestimmt.

Die Zellen wurden in 6 parallelen Ansatzen mit einer Dichte von 150.000 Zellen in 150 pl
Medium in 96 Well Rundbodenplatten flr 5 Tage unter den oben beschriebenen Bedingun-
gen inkubiert. Zusatzlich wurden zur Bestimmung des Hintergrundes 24 Vertiefungen mit
PBS parallel angesetzt. Dann wurde 1uCi/Vertiefung radioaktiv markiertes *H-methyl-Thymi-
din in 50 yl Medium zu den Zellen gegeben und fiir weitere 18 Stunden inkubiert. Anschlie-
Rend wurden die Zellen mittels eines Multiwell-Zellsammlers aspiriert, lysiert und die DNA
auf Glasfasermembranen (GF/C, Canberra Packard) Ubertragen. Ungebundenes Thymidin
wurde durch sechs Waschschritte mit PBS entfernt. Nach dem Trocknen der Filter wurde
Szintillationsldsung zugegeben und die Fluoreszenzsignale mit dem TopCount 100 Szintilla-
tionszahler gemessen. Der Mittelwert der PBS-Proben wurde als Hintergrund vom Mittelwert

aller anderen Proben abgezogen.

2.2.2 ELISA

Die verwendete MeRmethode basiert auf dem so genannten ,Sandwich-ELISA* (,Enzyme
Linked ImmunoSorbent Assay“) zur Konzentrationsbestimmung eines 1dslichen Analyten.
Dabei ist der ELISA wie ein Sandwich schichtweise aufgebaut: Die erste Schicht bildet der
analyt-spezifische primare Antikérper, der an die Plastikoberfliche der Vertiefungen der
ELISA-Platte gebunden wird. Die restlichen unbesetzten Bindungsstellen werden durch das
Blocken mit einer Proteinldsung besetzt, um eine unspezifische Bindung des Analyten sowie
des Sekundarantikérpers und Enzymkonjugats zu verhindern. Im zweiten Schritt kann der
Analyt an den primaren Antikérper binden, im dritten ein zweiter spezifischer Antikérper, an
den kovalent Biotin gekoppelt ist. An dieses Biotinmolekl kann als vierte Schicht ein Strep-
tavidin-Enzymkomplex binden, der ein geeignetes chromogenes Substrat (z.B. TMB) zu ei-
nem Farbstoff umsetzt. Da die Menge des gebundenen zweiten Antikorpers und damit des
Enzymkomplexes direkt proportional der Menge des gebundenen Analyten ist, flhrt eine
hohere Konzentration des Analyten zur schnelleren Bildung des Farbstoffes. Diese Bildungs-
kinetik verlauft bis zu einem Endpunkt linear und kann durch die Zugabe einer die Enzym-
reaktion beendenden Loésung (z.B. Schwefelsaure) wahrend des linearen Kurvenverlaufs
konserviert werden. Die quantitative Messung des Farbstoffes erfolgt photometrisch; anhand
einer aus der Standardreihe mit definierten Konzentrationen des Analyten errechneten Eich-

kurve kann so die Konzentration in der Probe bestimmt werden.

Generelles Protokoll fiir Zytokin-ELISA

1. Beschichtung mit primarem Antikorper

Der gegen das jeweilige Zytokin gerichtete spezifische Antikérper wurde in definierter

Konzentration in einem speziellen Puffer aus einer aliquotierten Stocklésung verdinnt.
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Die Inkubation der ELISA-Platte (Nunc MaxiSorp Immuno-Plates) erfolgte abdeckt mit
Klebefolie Gber Nacht bei 4°C auf dem Schittler. Ungebundener Antikérper wurde nach
der Inkubationszeit durch viermaliges Waschen mit PBS entfernt.
2. Blocken

Zur Verhinderung der unspezifischen Bindungen des Zytokins, des zweiten Antikdrpers
oder des Enzymkonjugats wurde anschlieend fir 1 Stunde mit 200 pl des Probenpuffer
(PBS mit einem 10%igen Anteil aus fétalem Kéalberserum (FCS)) geblockt. Uberschiis-
sige Proteinlésung wurde durch Waschen mit Waschpuffer entfernt.

3. Auftragen von Proben und Standard

Zur Herstellung einer Standardreihe wurde ein Aliquot der Stocklésung aus rekombinan-
tem humanem Zytokin in Probenpuffer seriell mit je nach Zytokin unterschiedlichen Kon-
zentrationen verdinnt. Die Standardreihe und die Proben wurden in die Vertiefungen pi-
pettiert und die ELISA-Platte mit Folie abgedeckt tiber Nacht bei 4°C auf dem Schdttler
inkubiert. Durch die anschlielenden vier Waschschritte mit Waschpuffer wurde unge-
bundenes Zytokin entfernt.

4. Sekundarer Antikbrper

Der sekundare, biotinylierte Detektionsantikdrper wurde aus einer Stockkonzentration mit
Probenpuffer verdinnt und auf die ELISA-Platte aufgetragen. Nach der Inkubationszeit
von einer Stunde bei Raumtemperatur wurde ungebundener Antikérper durch Waschen
mit PBS entfernt.

5. Bindung des Streptavidin-Peroxidase-Konjugat

Das Streptavidin-Peroxidase-Konjugat wurde in Probenpuffer oder in 0,5%iger Milchpul-
verlésung verdiunnt und in die Vertiefungen pipettiert. Die Inkubation erfolgte 30 Minuten
bei Raumtemperatur auf dem Schittler, anschlie®end wurden sechs Waschschritte
durchgefihrt.

6. Farbreaktion
Mit der Zugabe des chromogenen Substrats (TMB) wurde die Umsetzung in einen blauen
Farbstoff durch die enzymatische Aktivitat der Peroxidase gestartet. Diese Reaktion
wurde spatestens nach 30 Minuten durch die Zugabe von 2N Schwefelsdure gestoppt,
der Farbstoff nahm daraufhin eine gelbe Farbe an.

7. Photometrische Messung

Die photometrische Messung der ELISA-Platte erfolgte bei einer Wellenlange von 450
nm in einem Microplate Reader. Anhand der mitgefuhrten Standardkurve wurde durch
Log-Log-Interpolation mit der SOFTmax-Software die Konzentration des Zytokins in der
Probe unter Beriicksichtigung des Verdinnungsfaktors berechnet. Jede Probe wurde als
Doppelbestimmung gemessen und der Mittelwert sowie die Standardabweichung be-

rechnet. Die Standardabweichung der Doppelbestimmungen lag im Mittel unter 10%. Die
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errechneten Mittelwerte der Zytokinkonzentrationen wurden allen weiteren Berechnungen

zu Grunde gelegt.

ELISA fur IFN-y

Detektionsgrenze: 6 pg/ml

1. Primé&rer Antikérper
Der primare Antikorper (Endogen, Kat.-Nr.: M-700A-E) wurde 1:1000 auf eine Endkon-
zentration von 1,12 ug/ml in Coating buffer verdinnt. Es wurden jeweils 100 pl in jede
Vertiefung pipettiert.

2. Blocken
Die Platten wurden mit 200 ul Probenpuffer pro Vertiefung geblockt.

3. Auftragen von Standard und Proben
Die Standardreihe umfasste den Bereich von 2000 — 31,25 pg/ml. Es wurden jeweils 100
pI Standard oder Probe in eine Vertiefung pipettiert

4. Sekundarer Antikdrper
Der sekundare Antikdrper (Endogen, Kat.-Nr.: M-701-B) wurde in Probenpuffer aus der
Stocklésung 1:2000 auf eine Endkonzentration von 0,25 mg/ml verdinnt und 100 pl der
Lésung in jede Vertiefung pipettiert.

5. Bindung des Streptavidin-Enzymkomplexes
Der HRP-Streptavidin-Enzymkomplex wurde in PBS mit 0,5% Milchpulver aus der
Stocklésung 1:2000 auf eine Endkonzentration von 0,6 pg/ml verdinnt und 100 ul pro
Vertiefung pipettiert.

6. Farbreaktion
Es wurden 100 ul kalte TMB—Substratlésung in jede Vertiefung pipettiert und die Farbre-
aktion durch die Zugabe von 100 ul 2N Schwefelsaure gestoppt.

ELISA fur IL-6

Detektionsgrenze: 0,2 pg/ml

1.

4.

Primarer Antikdrper
Der primare Antikérper (PeliKine compact ELISA kit, Kat.-Nr.. M1916) wurde 1:100 in

Coating buffer verdiinnt. Es wurden jeweils 50 pl in jede Vertiefung pipettiert.

Blocken
Die Platten wurden mit 200 pl 10% FCS-PBS pro Vertiefung geblockt.

Auftragen von Standard und Proben

Die Standardreihe umfasste den Bereich von 300 — 4,69 pg/ml. Standard und Proben
wurden im Assay Diluent des ELISA-Kits verdinnt und jeweils 50 pyl Standard oder Probe
in eine Vertiefung pipettiert.

Sekundarer Antikorper
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Der sekundare Antikorper (PeliKine compact ELISA kit, Kat.-Nr.: M1916) wurde in Assay
Diluent aus der Stockldsung 1:200 verdinnt und 50 ul der Lésung in jede Vertiefung pi-
pettiert.

Bindung des Streptavidin-Enzymkomplexes

Der HRP-Streptavidin-Enzymkomplex des ELISA-Kit wurde in Assay Diluent aus der
Stocklésung 1:10.000 verdiinnt und 50 pl pro Vertiefung pipettiert.

Farbreaktion

Es wurden 50 pl kalte TMB—Substratlésung in jede Vertiefung pipettiert und die Farbre-
aktion durch die Zugabe von 50 ul 2N Schwefelsaure gestoppt.

ELISA fur IL-10

Detektionsgrenze: 0,4 pg/ml

1.

Priméarer Antikorper

Der primare Antikorper (Becton Dickinson, Kat.-Nr.: 554705) wurde 1:1000 auf eine End-
konzentration von 1 ug/ml in Coating buffer verdinnt. Es wurden jeweils 100 ul in jede
Vertiefung pipettiert.

Blocken

Die Platten wurden mit 200 ul Probenpuffer pro Vertiefung geblockt.

Auftragen von Standard und Proben

Die Standardreihe umfasste den Bereich von 500 — 2,05 pg/ml. Es wurden jeweils 100 pl
Standard oder Probe in eine Vertiefung pipettiert

Sekundarer Antikorper

Der sekundare Antikdrper (Becton Dickinson, Kat.-Nr.: 554499) wurde in Probenpuffer
aus der Stocklésung 1:2000 auf eine Endkonzentration von 0,25 mg/ml verdinnt und 100
pl der Losung in jede Vertiefung pipettiert.

Bindung des Streptavidin-Enzymkomplexes

Der HRP-Streptavidin-Enzymkomplex wurde in PBS mit 0,5% Milchpulver aus der
Stocklésung 1:4000 auf eine Endkonzentration von 0,3 ug/ml verdinnt und 100 ul pro
Vertiefung pipettiert.

. Farbreaktion

Es wurden 100 ul kalte TMB—Substratlésung in jede Vertiefung pipettiert und die Farbre-
aktion durch die Zugabe von 100 ul 2N Schwefelsaure gestoppt.

ELISA fur TNF-a

Detektionsgrenze: 3 pg/ml

1.

Priméarer Antikorper
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Der primare Antikorper (Becton Dickinson, Kat.-Nr.: 551220) wurde 1:1000 auf eine End-
konzentration von 1 ug/ml in Coating buffer verdinnt. Es wurden jeweils 100 ul in jede
Vertiefung pipettiert.

2. Blocken
Die Platten wurden mit 200 ul Probenpuffer pro Vertiefung geblockt.

3. Auftragen von Standard und Proben

Die Standardreihe umfasste den Bereich von 500 — 7,8 pg/ml. Es wurden jeweils 100 pl
Standard oder Probe in eine Vertiefung pipettiert

4. Sekundéarer Antikorper

Der sekundare Antikorper (Becton Dickinson, Kat.-Nr.: 554511) wurde in Probenpuffer
aus der Stocklésung 1:2000 auf eine Endkonzentration von 0,25 mg/ml verdinnt und 100
Ml der Losung in jede Vertiefung pipettiert.

5. Bindung des Streptavidin-Enzymkomplexes

Der HRP-Streptavidin-Enzymkomplex wurde in PBS mit 0,5% Milchpulver aus der
Stocklésung 1:4000 auf eine Endkonzentration von 0,3 pg/ml verdinnt und 100 ul pro
Vertiefung pipettiert.

6. Farbreaktion
Es wurden 100 pl kalte TMB—Substratlésung in jede Vertiefung pipettiert und die Farbre-
aktion durch die Zugabe von 100 ul 2N Schwefelsaure gestoppt.

2.2.3 Nachweis von Zytokin-mRNA

Vor Beginn der Arbeiten wurde der Arbeitsplatz mit 70%igem Alkohol gereinigt, alle Arbeiten
wurden mit sauberen Einmalhandschuhen ausgeflhrt. Es wurden ausschliellich RNase
freie, autoklavierte Pipettenspitzen und Reaktionsgefalle zur Vermeidung von Kontamination
mit unspezifischer mMRNA und Ribonukleasen (RNasen) benutzt. Das verwendete destillierte
Wasser wurde zur Inhibierung von RNasen mit 0,1 % Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt

und anschlieRend autoklaviert.

2.2.3.1 RNA-Isolation aus der Zellkultur
RNA-Stabilisierung

Die Zellen wurden resuspendiert und der Kulturtiberstand in ein Eppendorf-Gefal} pipettiert.
Zu den verbleibenden adharenten Zellen wurden 400 pl des RNA-Stabilisierungspuffers
(Qiagen, PAXgene Blood RNA kit) hinzugegeben und beides einige Minuten zur vollstandi-
gen Lysierung der Zellen stehen gelassen. Dann wurde mehrmals resuspendiert und die
Zellen der jeweiligen Triplikate in einem 12 ml-Rundbodenréhrchen (Greiner) vereinigt. Der
resuspendierte Zellkulturiberstand im Eppendorf-Gefald wurde bei 3000g fir 3 Minuten
zentrifugiert, aliquotiert und zur weiteren Analyse durch ELISA eingefroren. Das verbleibende

Zellpellet wurde resuspendiert und in das entsprechende Réhrchen mit RNA-Stabilisierungs-
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puffer pipettiert (Abb. 3). Die Rundbodenréhrchen wurden fiir weitere 2 Stunden bei Raum-

temperatur zur vollstdndigen Lyse und zur Stabilisierung der RNA stehen gelassen und da-

nach bei -20°C eingefroren.

NA-Stabilisierungs-
puffer / \iberstand

Resuspendierung und

Transfer in Greiner-Roéhrchen
_ Resuspendierung des Zellpellets U U U
- Transfer in Greiner-Rohrchen

Zellkulturiiberstand
Aliquots fir ELISA

+

Abb. 3 RNA-Stabilisierung der kultivierten Zellen. Einzelheiten s. Abschnitt 2.2.3.1: RNA-
Isolation aus der Zellkultur: RNA-Stabilisation.

RNA-Isolation

Die eingefrorenen Rundbodenrdéhrchen wurden tber Nacht bei 4°C langsam aufgetaut. Die

folgende Beschreibung bezieht sich jeweils auf die Isolation der RNA aus einem Rundboden-
réhrchen von mit dem PAXgene Blood RNA kit (Kat.-Nr.: 762134) stabilisierter RNA aus ca.
3-5 Mio. PBMC.

1.

Waschen der stabilisierten RNA

Zunachst wurde nach intensiven Vortexen der Stabilisierungspuffer bei 5000g fur 10 Mi-

nuten in einer Zentrifuge mit freischwingendem Rotor (Beckmann-Zentrifuge Allegra 21R)
abzentrifugiert und verworfen. Zum Waschen wurde das RNA-Pellet in 5 ml DEPC-Was-
ser aufgenommen, grindlich gevortext und bei 5000g fur 10 Minuten zentrifugiert. Der

Uberstand wurde wiederum verworfen.

2. Proteinase K-Inkubation
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Das Pellet wurde in 360ul Puffer BR1 aufgenommen, gevortext und in ein 2 ml Eppen-
dorf-Gefald Uberfuhrt. Es wurden 300 yl Puffer BR2 und 40 pl Proteinase K mit einer
Konzentration von 18 mg/ml zugegeben, die Mischung gut gevortext und in einem
Schdttelinkubator bei 35°C flir 10 Minuten bei 14 rpm zum Verdau der Proteine inkubiert.
Nach dem Ende der Inkubationszeit wurde das Eppendorf-Gefald bei 10.000g fir 3 Mi-
nuten zentrifugiert. Der Uberstand mit der RNA wurde in ein frisches Eppendorf-GefaR
uberfahrt, mit 350 pl 100%igem Ethanol vermischt und kurz abzentrifugiert.

3. Bindung der RNA an die Sdulenmembran

Zur Bindung der RNA an die Membran der Saule wurden 700 pl der Probe auf die Saule
gegeben, und diese dann bei 8000g fiir 1 Minute zentrifugiert. Das Eluat wurde verworfen
und die restlichen 350 pl der Probe auf die Saule pipettiert. Es wurde nochmals zentrifu-
giert und das Eluat verworfen. AnschlieRend wurde die Saule gewaschen, dazu wurden
350 ul Puffer BR3 auf die Saule pipettiert, zentrifugiert und das Eluat verworfen.

4. DNA-Verdau
Zum Verdau noch vorhandener DNA auf der Sdulenmembran wurde ein DNase-Mix be-
stehend aus 10 pl DNase | (2,7 Kunitz units/pl) und 70 pyl RDD-Puffer angesetzt und auf
die Membran der Saule pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten bei Raum-
temperatur wurde der DNase-Mix und die DNA-Fragmente mit 350 ul Puffer BR3 durch
Zentrifugation bei 8000g fur 1 Minute von der Saule gewaschen. Es folgten zwei weitere
Waschschritte mit 500 pl Puffer BR4. Beim ersten Waschschritt wurde mit 8000g, beim
zweiten mit 10.000g zentrifugiert, zum Ende der zweiten Zentrifugation war die Membran
der Saule trocken.

5. Elution der RNA
Die Saule wurde auf ein frisches Eppendorf-Gefald gesetzt, 40 pl Puffer BR5 auf die

Saule gegeben und bei 8000g fir 1 Minute zentrifugiert. Zur vollstandigen Elution der
RNA wurden weitere 40 ul Puffer BR5 auf die Saule gegeben und die Zentrifugation wie-
derholt.

6. Denaturierung von Enzymen

Zur Denaturierung verbliebener Enzyme wurde das Eluat fir 5 Minuten in einem Heiz-
block bei 65°C inkubiert und anschliefiend sofort auf Eis gesetzt. 25 ul des Eluats wurden
fur die photometrische Bestimmung aliquotiert, der Rest wurde bei -80°C eingefroren.
7. Photometrische Messung der RNA-Menge und RNA-Reinheit

Zur photometrischen Bestimmung der Menge und Reinheit der RNA wurden 25 pl des
Eluats 1:2 mit 10 mM TRIS-Puffer (pH 7,5) gemischt und im Beckmann DU650 Spectro-
meter gegen den Leerwert aus 10 mM TRIS-Puffer gemessen. Es wurde die Absorption
der Probe bei 260 und 280 nm bestimmt. Nukleinsduren haben bei 260 und 280 nm ein

Absorptionsmaximum mit einem Verhaltnis von 2:1, Proteine absorbieren dagegen nur im
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Bereich von 280 nm. Daraus ergibt sich, dass bei Verunreinigungen durch Proteine die
Ratio 260/280 nm unter 2 liegt. Es wurde eine Reinheit der RNA von > 1,8 als
ausreichend akzeptiert. Die Menge der isolierten RNA lag zwischen 0,9 und 3,2 ug pro 3-
5 Mio. PBMC.

2.2.3.2 Reverse Transkription

Zur weiteren Analyse der RNA mittels PCR-Techniken ist ein Umschreiben der RNA in
komplementare DNA (cDNA) notwendig. Da allein die messenger-RNA (mRNA) von beson-
deren Interesse ist, die Isolation aber unspezifisch auch ribosomale und Transfer-RNA auf-
reinigt, wurde bei der reversen Transkription (RT) nur die mRNA in cDNA umgeschrieben,
indem ein oligo-dT Primer eingesetzt wurde, der nur an den Poly-A Schwanz der mRNA bin-
det. Das Enzym Reverse Transkriptase ist durch drei Aktivitdten gekennzeichnet: eine RNA-
abhangige DNA-Polymerase, eine Hybrid-abhangige Exoribonuklease und eine DNA-abhan-
gige DNA-Polymerase. Fir den in vitro-Gebrauch sind die ersten beiden Aktivitaten fir die
Generierung von cDNA entscheidend: Durch die RNA-abhangige Polymerase wird eine zur
mRNA-Vorlage komplementare DNA erstellt, die Exoribonuklease degradiert ausschliel3lich
die als RNA:DNA-Hybrid vorliegende RNA, nicht aber die freie RNA. So wird ein Abbild des
RNA-Gehaltes der Probe als cDNA erzeugt, wobei doppeltes Umschreiben des gleichen

RNA-Stranges vermieden wird.

Protokoll der Reversen Transkription

Fur die RT wurde eine RNA-Menge von 400 ng eingesetzt und die Proben dementsprechend
mit DEPC-Wasser verdiinnt. Fir die Praparation des MasterMix wurden die Komponenten
des Omniscript RT Kit verwendet. Der MasterMix flr einen RT-Ansatz setzt sich folgender-

maflen zusammen:

4yl 10fach Puffer RT

4yl dNTP-Mix (Endkonzentration 0,5 mM/dNTP)

0,4 pl oligo-dT Primer (Endkonzentration 1 uM)

2 ul - RNase-Inhibitor (Endkonzentration 0,5 U/ul)

3,6 yI DEPC-Wasser

2yl Omniscript Reverse Transkriptase (Endkonzentration 0,2 U/pl)
20 yl  RNA-Probe (entspricht 400 ng RNA)
40 pl

Die gesamte Mischung wurde kurz gevortext und abzentrifugiert und dann in einem PCR-
Gerat (GeneAmp PCR System 9700 von Applied Biosystems) unter folgenden Bedingungen

inkubiert: 60 min bei 37°C fir die reverse Transkription, 5 min bei 95°C zur Inaktivierung der
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Enzyme, anschliefend sofortige Kihlung auf 4°C. Die cDNA wurde anschlieRend in 6 Ali-
quots mit jeweils 6,2 ul fir die weitere Analyse mittels quantitativer PCR verteilt und bei -

20°C eingefroren.
2.2.3.3 Quantitative RealTime PCR (TagMan PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde Mitte der 1980er Jahre entwickelt und ermdg-
licht die selektive in vitro Amplifikation spezieller DNA-Regionen, wobei die in vivo DNA-
Replikation nachgeahmt wird "%, Diese Technik ermdglicht liber die Kombination mit der
reversen Transkription den Nachweis von gering exprimierten mRNAs aus gemischten Zell-
populationen. Voraussetzung fir die Amplifikation ist die Auswahl von spezifischen Primern,
die die zu amplifizierende Region auf der cDNA flankieren (Sense und Antisense Primer) und
sich an die cDNA anlagern kénnen (Annealing). An den Primern kann die DNA-Polymerase
ansetzen und durch Einbau von komplementaren Nukleotiden die gebundenen Primer ver-
langern, wodurch ein vollstandiger neuer cDNA-Strang synthetisiert wird (Elongation). Durch
Erhitzen auf 95°C werden Matrizenstrang und neu synthetisierter DNA-Strang getrennt (De-
naturierung) und stehen fiir eine erneute Polymerisation als Matrize zur Verfligung. Diesen
Ablauf bezeichnet man als einen Zyklus der PCR. Dabei steigt die Menge der amplifizierten
DNA im Verlauf exponentiell an und erreicht nach ca. 40 Zyklen ein Sattigungsplateau, da
die zunehmende Produktmenge mit den Primern um die Anlagerung an die Matrize konkur-
riert.

Die Besonderheit der TagMan PCR besteht im gleichzeitigen quantitativen Nachweis des
PCR-Produktes schon im Reaktionsgefall. Dazu wird zusatzlich zu den beiden Primern ein
weiteres Oligonukleotid, die so genannte Sonde, eingesetzt, deren komplementare Sequenz
zwischen Sense und Antisense Primer liegt. Um ein Binden der Tag-Polymerase an die
Sonde zu verhindern, wurde das 3’-Ende durch OH-Phosphorylierung blockiert. An die
Sonde selbst sind zwei Farbstoffmolekiile kovalent gebunden: am 5-Ende ein fluoreszie-
rendes Farbstoffmolekil (6-Carboxy-Fluorescein, ,FAM®), der Reporter, am 3’-Ende der
Farbstoff 6-Carboxy-tetramethyl-rhodamin (TAMRA), der Quencher. Nach Anregung durch
Licht der Wellenlange 488 nm emittiert der Reporter Licht, das vom Quencher durch dessen
raumliche Nahe absorbiert wird und diesen zur Freisetzung von Licht der Wellenlange 582
nm angeregt. Erreicht die Tag-Polymerase wahrend der Elongationsphase die Sonde, wird
durch die Verdrangung der Sonde und die Ausbildung einer Y-férmigen Struktur die 5’-3'-
Exonukleaseaktivitdt der Tag-Polymerase aktiviert und die Sonde geschnitten. Dadurch wer-
den Reporter und Quencher voneinander getrennt und der Reporter kann ungehindert nach
Anregung Licht mit der Wellenlange 518 nm emittieren. Somit steigt die Intensitat emittierten
Lichts der Wellenlange 518 nm proportional zur Akkumulation des PCR-Produktes mit jedem
weiteren Zyklus an, so dass durch Messung der Lichtemission das gesuchte PCR-Produkt

direkt nachgewiesen werden kann. Zusatzlich kann eine quantitative Aussage getroffen wer-



Material und Methoden 32

den: Wenn eine groRe Menge der gesuchten cDNA Sequenz vorliegt, kdnnen viele Sonden
und Primer gleichzeitig binden, es werden schon in den ersten Zyklen der PCR viele Repor-
termolekile freigesetzt, wodurch die Menge der emittierten Fluoreszenz friher ansteigt als in
Proben mit nur kleinem Anteil der gesuchten Sequenz. Durch Mitflihren eines Standards mit
definierter Menge der gesuchten cDNA kann so eine Standardkurve erstellt und auf die

Menge der cDNA bzw. der umgeschriebenen mRNA geschlossen werden'.

Protokoll der TagMan PCR

Die TagMan PCR Analyse wurde fir alle Proben in Triplikaten durchgeflihrt, wobei pro Re-
aktionsansatz 2 ul cDNA bei einem Gesamtvolumen der Reaktion von 50 pl eingesetzt wur-
den. Dabei waren die Reaktionsbedingungen flir alle Zytokine: 2 min 50°C, 10 min 95°C,
dann 40 Zyklen 15 s 95°C, 60 s 60°C und 120 s 25°C. Die Sammlung der Daten erfolgte alle
7s wahrend der Elongationsphase. Es wurden 40 yl MasterMix fur jeden Reaktionsansatz
vorgelegt und die 1:5 mit DEPC-Wasser verdiinnte cDNA (10 ul) hinzugefligt. Der MasterMix

setzte sich je nach analysiertem Zytokin folgendermalien zusammen:

B-Actin TagMan PCR MasterMix: Amplikongréf3e 102 bp
Volumen (ul)/

Komponente Reaktionsansatz Endkonzentration
TagMan Puffer A 10x 5 1x
MgCl, (25 mM) 7 3,5mM
dATP (10 mM) 1 200 uM
dCTP (10 mM) 1 200 uM
dGTP (10 mM) 1 200 pyM
dUTP (20 mM) 1 400 uM
Sense-Primer (2 uM) 5 200 nM
Antisense-Primer (1 uM) 5 100 nM
Sonde (2 uM) 5 200 nM
AmpliTagGold (5 U/ul) 0,25 1,25 U
DEPC-Wasser 8,75

40
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IFN-y TagMan PCR MasterMix: Amplikongréfie 106 bp
Volumen (ul)/

Komponente Reaktionsansatz Endkonzentration
TagMan Puffer A 10x 5 1x
MgCl; (25 mM) 11 5,5 mM
dATP (10 mM) 1 200 uyM
dCTP (10 mM) 1 200 pyM
dGTP (10 mM) 1 200 pyM
dUTP (20 mM) 1 400 uM
Sense-Primer (2 pM) 5 100 nM
Antisense-Primer (1 yM) 5 100 nM
Sonde (2 yM) 5 100 nM
AmpliTaqGold (5 U/ul) 0,25 1,25 U
DEPC-Wasser 4,75

40
TNF-a TagMan PCR MasterMix: Amplikongrof3e 167 bp
Volumen (ul)/

Komponente Reaktionsansatz Endkonzentration
TagMan Puffer A 10x 5 1x
MgCl; (25 mM) 10 5 mM
dATP (10 mM) 1 200 uM
dCTP (10 mM) 1 200 pyM
dGTP (10 mM) 1 200 uM
dUTP (20 mM) 1 400 uM
Sense-Primer (2 pM) 5 100 nM
Antisense-Primer (1 pM) 5 100 nM
Sonde (2 uM) 5 100 nM
AmpliTagGold (5 U/pl) 0,25 1,25 U
DEPC-Wasser 5,75

40
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IL-6 TagMan PCR MasterMix: Amplikongréfie 69 bp
Volumen (ul)/

Komponente Reaktionsansatz Endkonzentration
TagMan Puffer A 10x 5 1x
MgCl; (25 mM) 14 7 mM
dATP (10 mM) 1 200 uyM
dCTP (10 mM) 1 200 uyM
dGTP (10 mM) 1 200 pyM
dUTP (20 mM) 1 400 uM
Sense-Primer (2 pM) 5 200 nM
Antisense-Primer (1 uM) 5 200 nM
Sonde (2 yM) 5 100 nM
AmpliTagGold (5 U/ul) 0,25 1,25 U
DEPC-Wasser 1,75

40
IL-10 TagMan PCR MasterMix: AmplikongrofRe 83 bp
Volumen (ul)/

Komponente Reaktionsansatz Endkonzentration
TagMan Puffer A 10x 5 1x
MgCl; (25 mM) 11 55mM
dATP (10 mM) 1 200 uM
dCTP (10 mM) 1 200 pyM
dGTP (10 mM) 1 200 pyM
dUTP (20 mM) 1 400 uM
Sense-Primer (2 pM) 5 100 nM
Antisense-Primer (1 pM) 5 100 nM
Sonde (2 uM) 5 100 nM
AmpliTagGold (5 U/ul) 0,25 1,25 U
DEPC-Wasser 4,75

40

TaqMan Standardreihen

Fur die Erstellung der Standardreihen wurde linearisierte Plasmid-DNA verwendet. Zu deren
Herstellung wurden Bakterienkulturen mit dem pCR-TOPO-Vektor oder dem pCR-Script-
Vektor, in die das gewlinschte cDNA-Fragment subkloniert worden war, transformiert. An-

schlieend wurde die Plasmid-DNA mittels Plasmid-Mini-Prep isoliert und durch enzymati-
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sche Restriktion linearisiert. Die Konzentration der Plasmid-DNA wurde photometrisch durch
die Messung der Absorption bei 260 nm bestimmt und anhand der Plasmidlange und des
Plasmidgewichts die Kopienzahl pro ul errechnet. Die Plasmid-DNA wurde auf eine Konzen-
tration von 10’ Kopien/ul verdiinnt und bei -20°C eingefroren. Fiir jede Standardreihe wurde
die DNA mit Wasser in logarithmischen Schritten verdinnt und jeweils 10 ul pro Vertiefung
zum MasterMix pipettiert, so dass die Standardreihe Kopienzahlen von 10’ bis 10 Kopien pro

Vertiefung umfasste. Jede Kopienzahl wurde als Triplikat angesetzt.

Berechnung der Kopienzahl

Zur Auswertung der Standardkurve wurde der Schwellenzyklus so gewahlt, dass er 10 Stan-
dardabweichungen Uber der Basisfluoreszenzlinie lag. Dabei erreichte der Standard mit 10’
Kopien in der Regel bei Zyklus 15 den Schwellenzyklus, die weiteren Standardverdiinnungen
dann jeweils ca. 3,3 Zyklen spater. Aus diesen Werten wurde eine Standardkurve errechnet,
anhand derer dann die Anzahl der Kopien in den einzelnen Proben berechnet wurden. Dabei
wurde eine Standardabweichung von maximal 10% innerhalb der einzelnen Triplikate tole-

riert.
Relative Quantifizierung der TagMan Analysen

Da Zellen je nach ihrem Aktivierungsgrad und Zeitpunkt im Zellzyklus unterschiedlich hohe
Transkriptionsraten haben, wurde als Normalisierungsfaktor das House-keeping Gen B-Actin
in jeder Probe bestimmt, das in der Zelle kontinuierlich exprimiert wird und nur abhangig vom
Zellvolumen ist. Die Anzahl der Zytokinkopien wurde jeweils bezogen auf 10* B-Actin Kopien

dargestellt.

2.2.4 Statistische Auswertung

Alle Ergebnisse der ELISA-Messungen wurden als Mittelwerte und Standardabweichung der
Triplikate der Zellkultur dargestellt. Die mMRNA-Analysen sind als Anzahl der Zytokinkopien/
10* B-Actin Kopien dargestellt. Fiir die statistische Auswertung wurden die Mittelwerte mit
dem zweiseitigen Student’'s t-Test fir verbundene Stichproben verglichen. Bei Vergleich
mehrerer Datensatze wurde das ANOVA-Testverfahren zusammen mit einem weiteren Test
nach Dunnett oder Bonferroni angewandt. Fur Daten, die nicht normalverteilt waren, wurde
bei unverbundenen Stichproben der Mann-Whitney-Test, fir verbundene Stichproben der
Wilcoxon matched pairs Test verwendet. Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festge-
setzt, d.h. der Unterschied zwischen einer bestimmten Versuchsgruppe und der Kontroll-
gruppe wurde als signifikant bezeichnet, wenn die Irtumswahrscheinlichkeit (p) weniger als
5% betrug.
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3. Ergebnisse

Im Folgenden soll ein Screening-System flir immunmodulatorische Substanzen beschrieben
werden, das sich durch die Stimulation der natirlichen und adaptiven Immunitat zur Analyse
der naturlichen Interaktionen auszeichnet, wobei auf weitgehend physiologische Stimula-
tionsbedingungen Wert gelegt wurde. Als Basis des Screening-Systems wurden periphere
mononukleare Blut-Zellen (PBMC) verwendet, die mittels Dichtegradientenzentrifugation aus
humanem Vollblut isoliert wurden. PBMC enthalten alle dem Blut entstammenden Zellen der
naturlichen (Monozyten, Makrophagen, NK-Zellen und geringe Anteile dendritischer Zellen)
und adaptiven (Lymphozyten) Immunitat. Die adaptive Immunitat wurde analog zu der von
Perussia et al. beschriebenen ,mixed lymphocyte culture® (MLC)'° durch allogene PBMCs
stimuliert. Zusatzlich wurde die naturliche Immunitat mit Lipopolysaccharid (LPS) aktiviert.
Diese Modifikation der klassischen MLC durch die kombinierte Aktivierung der nattrlichen

und adaptiven Immunitat wird im Folgenden als modified MLC (MMLC) bezeichnet™'.

3.1 Wirkung von LPS auf die IFN-y Produktion in der MMLC

Um die Interaktionen von natirlicher und adaptiver Immunitat zu untersuchen, wurden die
PBMC einerseits mit LPS zur Aktivierung der angeborenen Immunitat und andererseits mit
allogenen Zellen zur Induktion einer spezifischen Immunantwort behandelt. Beide Stimuli
induzierten eine Immunantwort von Ty1-Typ, dessen Marker-Zytokin Interferon-y (IFN-y) in
den Kulturiberstanden analysiert wurde.

Die basale IFN-y Sekretion in der unstimulierten PBMC-Kultur lag unter 0,1 ng/ml und stieg
Uber die gesamte Inkubationszeit von flinf Tagen nicht an, wahrend die allogene Aktivierung
in Form der modifizierten mixed lymphocyte culture (,MMLC*) zu einer Stimulation der IFN-y
Freisetzung flihrte, die bis zum fiinften Tag kontinuierlich auf Konzentrationen von ca. 7
ng/ml anstieg (Tab. 1). Durch die Aktivierung der naturlichen Immunitat durch 10 ng/ml LPS
stieg die IFN-y Sekretion in den PBMC ebenfalls stetig bis Tag 5 auf 22 + 1 ng/ml an. Die
kombinierte Aktivierung der naturlichen und adaptiven Immunitat durch Stimulation der
MMLC mit LPS (0,1 ng/ml) fihrte zu einer weiteren signifikanten Steigerung der durch die
Einzelstimulation erreichten Zytokinspiegel (p<0,01 im Vergleich zur nativen MMLC). Obwohl
die MMLC nur mit 1/100stel der LPS-Konzentration stimuliert wurde, die bei Aktivierung der
PBMC verwendet wurde, erreichten die IFN-y Spiegel in der LPS-stimulierten MMLC mit 74 +
2 ng/ml annahernd die dreifache Konzentration. Bei der Betrachtung des zeitlichen Verlaufs
der IFN-y Produktion zeigte sich, dass die Freisetzungskinetik in der MMLC durch die Zu-
gabe von LPS nicht verandert wurde. Die Behandlung mit LPS fuhrte nur zu einer Verstar-
kung der IFN-y Sekretion, aber nicht zu einer Verschiebung des Maximums, so dass fur die

weiteren Analysen eine Inkubationszeit von 4-5 Tagen ausgewahlt wurde.
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(A) PBMC (B) PBMC + PBMC (MMLC)
Zeitpunkt Unbehandelt LPS Unbehandelt LPS
24 h 0,06 + 0,02 4,16 £ 1,07 * 0,10 £ 0,02 1,01 £ 0,01 ***
48 h 0,02 + 0,003 8,63 £ 0,05 *** 0,24 + 0,03 4,51 £ 0,04 ***
72 h 0,02 £+ 0,001 8,10 £ 0,03 *** 0,70 £ 0,03 19,78 £ 1,38 **
96 h 0,02+0,000 1592+3,38* 7,14 £ 3,93 46,92 + 1,45 **
120 h 0,02 £0,002 22,47 +0,95 *** 6,38 £ 0,09 73,91 +£ 2,13 ***

Tabelle 1. Zeitverlauf der IFN-y Produktion (ng/ml) in PBMC und MMLC nach Stimulation
mit LPS. PBMC wurden entweder mit LPS (10 ng/ml) oder allogenen Zellen (PBMC + PBMC,
entspricht der MMLC aus Zellen von zwei nicht-verwandten Spendern) stimuliert. Zusatzlich
wurde die MMLC mit LPS (0,1 ng/ml) inkubiert. Alle Kulturen wurden in Triplikaten inkubiert. Die
Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung eines reprasentativen Experiments von
drei gezeigt und wurden mit dem zweiseitigen Student’s t-test fiir verbundene Stichproben analy-
siert (*, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001 im Vergleich zur korrespondierenden LPS-unbehandelten
Kultur).

Eine Analyse in 23 MMLC und den korrespondierenden 46 PBMC an Tag 4 zeigte eine

grolde Variationsbreite der IFN-y Spiegel.
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Abb. 4 IFN-y Produktion in 23 MMLC und 46 PBMC ohne und mit LPS an Tag 4. PBMC oder
MLC wurden ohne und mit LPS (1 ng/ml) inkubiert und die Uberstande nach 4 Tagen auf IFN-y
analysiert. Jeder Punkt reprasentiert den Mittelwert des Triplikates von einem Kulturansatz, der
waagerechte Balken gibt den Median jeder Gruppe an. Die Daten wurden mit dem Wilcoxon mat-

ched pairs Test (*) bzw. dem Mann-Whitney-Test () analysiert.
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Die basalen Spiegel der unbehandelten PBMC lagen im Mittel bei 0,017 + 0,011 ng/ml. Die
LPS-Stimulation steigerte die IFN-y Produktion auf 0,500 + 0,763 ng/ml, wobei die Spanne
der LPS-induzierten IFN-y Spiegel mit 0,018 £+ 0,009 bis 3,074 £+ 1,388 ng/ml sehr grof3 war.
(Abb. 4).

Wurden die in den PBMC erreichten IFN-y Spiegel nach Spendern aufgeteilt, so konnte auch
hier dieselbe breite Variation der IFN-y Sekretion nach LPS-Stimulation beobachtet werden.
Die IFN-y Produktion der MLC schwankte ebenfalls stark (3,1 = 0,6 ng/ml bis 109,4 + 26,0
ng/ml), hier konnte jedoch wie erwartet eine Abhangigkeit der Hohe der IFN-y Spiegel von
den Spenderkombinationen beobachtet werden. Es konnten zwei Gruppen von Spendern
unterschieden werden. Spender der Gruppe 1 zeichneten sich durch hohe IFN-y Spiegel in
der LPS-unbehandelten MMLC aus, wahrend Spender der Gruppe 2 weniger IFN-y produ-
zierten. Dabei war die IFN-y Produktion in der Gruppe 1 signifikant hdher als in der Gruppe 2
(p<0,01; Abb. 5), wahrend die MMLC aus Spendern beider Gruppen zwischen den Extremen
lagen. Durch die zusatzliche Aktivierung mit LPS wurden diese Unterscheide wieder aufge-

hoben, die einzelnen Gruppen unterschieden sich nicht signifikant voneinander.
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Abb. 5 IFN-y Spiegel in der MMLC an Tag 4 nach Spendergruppen aufgeteilt. 15 MLC-Kultu-
ren wurden ohne und mit LPS (1 ng/ml) tiber 4 Tage inkubiert und die Uberstande auf IFN-y ana-
lysiert. Dargestellt sind als Datenpunkte die Mittelwerte der Triplikate jeder Kultur und der Median
der Gruppen als Balken. Die Gruppen setzen sich aus unterschiedlichen Spendern zusammen:
Spender der Gruppe 1 mit hohen IFN-y Spiegeln in der nativen MLC und Spender der Gruppe 2

mit niedrigen Spiegeln. Die Daten wurden mit dem Mann-Whitney-Test analysiert.

Wie schon beschrieben resultierte die Stimulation der MMLC durch LPS in einer weiteren
Steigerung der IFN-y Produktion von im Mittel 30,2 £+ 27,0 ng/ml auf 168,6 + 123,8 ng/ml,
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wobei jedoch eine geringere Variationsbreite der Zytokinspiegel als in der nativen MLC und
insbesondere in den LPS-behandelten PBMC zu beobachten war (Abb. 4).

Die Steigerung der IFN-y Produktion der MMLC war spezifisch durch LPS bedingt, da die
Vorinkubation mit Polymyxin B (PmB), einem selektiven LPS-Inhibitor, die zusatzliche IFN-y
Freisetzung vollstandig blockieren konnte (Abb.6). Die Zugabe von PmB allein hatte keinen

Einfluss auf die IFN-y Sekretion wahrend der gesamten Inkubationszeit von 5 Tagen.
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Abb. 6 Hemmung der LPS-induzierten IFN-y Produktion in der MMLC durch Polymyxin B
(PmB). LPS (0,1 ng/ml) wurde entweder ohne (schwarze Kreise) oder nach Vorinkubation mit
PmB (0,1 pg/ml; weille Dreiecke) der MMLC zugegeben und parallel zur unbehandelten MMLC
(weille Quadrate) Uber einen Zeitraum von 5 Tagen inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen der Triplikate eines reprasentativen Experimentes von zwei, die mit
ANOVA und Bonferroni’'s multiple comparison post test analysiert wurden (**, p<0,01; ***,

p<0,001 im Vergleich zur unstimulierten MMLC).

AnschlieRend wurde untersucht, ob die LPS-bedingte Steigerung der IFN-y Produktion eine
Dosisabhangigkeit zeigt. Wie in Abbildung 7 dargestellt, fliihrte die Zugabe von LPS in stei-
genden Konzentrationen zu einer deutlichen dosisabhangigen Steigerung der IFN-y Sekre-
tion an Tag 4. Dabei wurde in drei unabhangigen Experimenten der IFN-y Spiegel durch 0,1,
1 und 10 ng/ml LPS im Mittel auf das 6,2, 10,1 bzw. 10,8fache erhéht (p<0,01 fiir alle drei
Konzentrationen). Die Zugabe von 0,01 ng/ml LPS flhrte nur zu einer 1,6fachen Steigerung,
die nicht signifikant war. Fir die weiteren Versuche wurden LPS-Konzentrationen von 0,1
bzw. 1 ng/ml ausgewahlt, da sie einen moéglichst physiologischen Reiz bei gleichzeitig gut

messbarer IFN-y Sekretion darstellten.



Ergebnisse

40

10,0+
— 7,54
£
(=2}
=
— 5,0
I
4
L

2,5-

*%

*%

*%

0,01 01 1 10

LPS [ ng/ml]

Unbehandelt

MMLC

Abb. 7 Dosisabhéngigkeit der LPS-induzierten IFN-y Produktion an Tag 4. Die Zellen von

zwei verschiedenen Spendern wurden gemischt und LPS in verschiedenen Konzentrationen zu-

gegeben. Der Uberstand wurde nach vier Tagen abgenommen und die Konzentration von IFN-y

bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD der Triplikate eines reprasentativen Experimentes

von drei (Analyse mit ANOVA und Dunnett’s post test; **, p<0,01 im Vergleich zur unbehandelten

Kultur).
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Abb. 8 Wirkung von allogener Stimulation und LPS auf die Proliferation der Zellen. LPS

(0,1 ng/ml) wurde zu Beginn der Kultur zur MMLC zugegeben. Nach fiinf Tagen wurden alle Kul-

turen mit 1uCi/well 3H-Thymidin beimpft und nach weiteren 18 Stunden Inkubation wurde die

DNA gesammelt, gewaschen und im Zahler die Anzahl der radioaktiven Zerfalle gemessen. Die

Daten sind als Mittelwerte £ SD aus vier unabhangigen Experimenten dargestellt und wurden mit

ANOVA und Bonferroni’s multiple comparison post test verglichen (**, p<0,01).
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Ob die vermehrte Sekretion von IFN-y durch LPS auf einer Verstarkung der Proliferation der
Zellen beruht, wurde anhand des 3H-Thymidineinbaus in die DNA von unstimulierten PBMC,
unbehandelter und LPS-behandelter MMLC untersucht. Die allogene Aktivierung resultierte
in einem vermehrten Einbau von *H-Thymidin (p<0,01 im Vergleich zur unbehandelten
PBMC), wahrend die Zugabe von LPS in vier unabhangigen Experimenten zu keiner weite-
ren Steigerung des Einbaus und damit der Proliferation fuihrte (Abb. 8).

Zusatzlich wurde auch die Transkription der IFN-y mRNA Uber einen Zeitraum von 5 Tagen
untersucht. Dazu wurden parallele Kulturen fir jeden Analysezeitpunkt angesetzt und einer-
seits die Uberstande mittels ELISA analysiert, andererseits die mRNA der Zellen stabilisiert,
isoliert und durch quantitative TagMan PCR untersucht. Wie im Methodenteil beschrieben
wurde die gemessene absolute Anzahl an IFN-y mRNA Molekulen auf 10.000 Kopien des
House-keeping Gen B-Actin normalisiert. In der unstimulierten MLC stieg die basale IFN-y
mRNA-Expression nach 2 Stunden auf ca. 300 IFN-y mRNA-Molekiile/10.000 B-Actin Mole-
kiile im Vergleich zum Kulturbeginn an (Abb. 9).

o 7500 - - 150
(=]
= 125
- 3 B T
R z
2 2 5000 = “op0 3
< < T 3

= -
E% —75 g.
z p—
€ S 2500 A 50 @
EZ 3
> —
2 = . ﬂ - 25

0 - =0 0

Oh 2h 6h Tag1 Tag2 Tag4 Tagh

Abb. 9 IFN-y Produktion in der MMLC auf Protein und mRNA-Ebene liber 5 Tage. Die unbe-
handelte MMLC (weiRe Balken/ Quadrate) und die mit 1 ng/ml LPS behandelte MMLC (graue
Balken/schwarze Kreise) wurden bis zum angegebenen Zeitpunkt in Triplikaten inkubiert. An-
schliefend wurden die Proben auf IFN-y mRNA (Linien) und IFN-y Proteinproduktion (Balken)
untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der Triplikate eines
Experimentes, die Analyse erfolgte mit dem zweiseitigen Student's t-Test fur verbundene
Stichproben (*, p<0,05; **, p<0,01 im Vergleich zur unbehandelten MMLC).

Erst am zweiten Tag kam es zu einem weiteren Anstieg der IFN-y mRNA Spiegel, der an Tag
4 mit 2524 IFN-y Molekilen/10.000 B-Actin Molekilen sein Maximum erreichte und bis zum
funften Tag wieder auf die basale Expressionsrate abfiel. Die Proteinproduktion stieg in der

unbehandelten MMLC ebenfalls bis zum zweiten Tag nur gering an, das Maximum wurde
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erst an Tag 4 bzw. 5 erreicht. Damit war auf mMRNA- und Proteinebene der gleiche Verlauf
der Zytokinexpression zu beobachten, wobei das Maximum der mRNA wie erwartet friher
als Proteinmaximum lag. Die Zugabe von LPS zur Kultur fUhrte zu einer zusatzlichen Steige-
rung der IFN-y mRNA Produktion, wobei auch hier bis zum ersten Tag eine basale mRNA-
Expression von 300 IFN-y mRNA-Molekulen/10.000 B-Actin-Molekilen zu beobachten war.
Simultan zur nativen MMLC stieg die mMRNA-Expression von Tag 2 ab an und erreichte das
Maximum am vierten Tag, die Spiegel waren jedoch 2,6mal so hoch wie die der unstimulier-

ten Kultur.

3.2 Die LPS-induzierte IFN-y Produktion in der MMLC wird durch IL-12 und
IL-18 vermittelt

Um die Mediatoren der IFN-y Produktion insbesondere in der LPS-behandelten MLC zu
identifizieren, wurde zunachst die Beteiligung der beiden Ty1-induzierenden Zytokine IL-12

und IL-18 untersucht.
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Abb. 10 Reduktion der IFN-y Antwort auf riL-12/rIL-18 durch die korrespondierenden neu-
tralisierenden Antikorper. Zunachst wurde bei Ansatz der Kultur nur der neutralisierende Anti-
kérper (Ak, 1 ug/ml) zugegeben, das entsprechende rekombinante Zytokin wurde mit einem Ab-
stand von 30 Minuten hinzugefiigt. Der Uberstand wurde nach vier Tagen abgenommen und
analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der Triplikate eines repra-
sentativen Experimentes von drei; die Analyse erfolgte mit dem zweiseitigen Student’s t-Test fur

verbundene Stichproben (**, p<0,01 im Vergleich zur Antikérper-unbehandelten Kultur).
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Wie in Abbildung 10 dargestellt, fihrte die Zugabe von 100 pg/ml IL-12 bzw. 100 ng/ml IL-18
zur MMLC zu einer deutlichen Steigerung der IFN-y Sekretion nach 4 Tagen auf 155,4 + 9,6
ng/ml bzw. 167,1 £ 0,5 ng/ml, deren Héhe den LPS-induzierten IFN-y Spiegeln vergleichbar
war. Diese IFN-y Produktion konnte durch den jeweiligen neutralisierenden Antikorper in ei-
ner Konzentration von 1 ug/ml gehemmt werden, im Mittel auf 40,4 + 10,5 % fur den anti-IL-
12 Antikdrper (p<0,001) bzw. 53,6 £ 10,7 % fur den anti-IL-18 Antikdrper (p<0,01). Niedri-
gere Konzentrationen der Antikorper resultierten in einer weniger ausgepragten Hemmung
der IFN-y Sekretion, eine Erhéhung der Antikdrper-Konzentration flihrte zu keiner weiteren

Steigerung der Hemmung. Deshalb wurde eine Konzentration von 1 ug/ml neutralisierendem

Antikérper fir die weiteren Experimente ausgewahilt.

AnschlielRend wurden die Wirkung beider Antikérper einzeln und in Kombination auf die IFN-

y Sekretion in der unbehandelten und LPS-stimulierten Kultur untersucht (Abb. 11).
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Abb. 11 Reduktion der IFN-y Antwort in der MMLC durch neutralisierende Antikorper
gegen IL-12 und IL-18. Zu Beginn der Kultur wurden LPS (1 ng/ml) und die neutralisierenden
Antikérper (anti-IL-12Ak bzw. anti-IL-18Ak, 1 ug/ml) einzeln oder in Kombination zugegeben und
der Uberstand an Tag 4 analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen
der Triplikate eines reprasentativen Experimentes von drei; die Analyse erfolgte mittels ANOVA
und Bonferroni’s multiple comparison post test (*, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001).

In drei unabhangigen Experimenten erreichte die Reduktion der IFN-y Freisetzung in der
LPS-behandelten MLC durch den anti-IL-12 Antikérper im Mittel 57,4 + 1,4 % der Maximal-

stimulation, wahrend der anti-IL-18 Antikorper die Zytokinspiegel auf 83,4 £ 1,7 % senkte.
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Nur die Reduktion durch den anti-IL-12 Antikérper war sowohl in den einzelnen Experimen-
ten als auch in der gemeinsamen Auswertung signifikant (p<0,05; ausgewertet mit repeated
measures ANOVA und Dunnett’s post test), wahrend der anti-IL-18 Antikérper zwar stets zu
einer leichten Reduktion der IFN-y Spiegel flihrte, die jedoch keine Signifikanz erreichte. Die
Kombination beider Antikdrper fihrte zu einer Reduktion auf 51,6 £ 8,8 % (p<0,01 ausge-
wertet mit repeated measures ANOVA und Dunnett’s post test), diese unterschied sich aber
nicht signifikant von der durch den anti-IL-12 Antikorper allein hervorgerufenen Reduktion.
Das identische Inhibitionsmuster durch beide Antikérper fand sich auch in der unbehandelten
MMLC. Anti-IL-12 Antikorper und anti-IL-18 Antikorper reduzierten die IFN-y Freisetzung in
den drei Experimenten um 55,9 £ 23,7 % (p<0,01) bzw. 72,4 £ 23,7 % (p<0,05). Die Kombi-
nation beider Antikorper fuhrte zu einer Reduktion auf 47,6 £ 15,4 % (p<0,01), so dass die
Aktivierungswege in der unbehandelten und LPS-aktivierten MMLC &hnlich zu sein scheinen.
Sie werden im Wesentlichen durch IL-12 und nur zu einem geringen Anteil durch IL-18 ver-
mittelt.

Zusatzlich wurde die Wirkung der rekombinanten Zytokine IL-12 und IL-18 auf die Freiset-

zung von IFN-y in der MLC untersucht (Abb. 12).
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Abb. 12 Rekombinantes IL-12 (A) und IL-18 (B) erh6hen dosisabhangig die IFN-y Produk-
tion in der MMLC. Beide Zytokine wurden zu Beginn der Kultur zugegeben und der Uberstand
nach vier Tagen auf IFN-y analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen
der Triplikate eines reprasentativen Experimentes von drei; die Analyse erfolgte mittels ANOVA
und Dunnett’s post test (**, p<0,01 im Vergleich zur unbehandelten MMLC).
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Sowohl 0,1 ng/ml wie auch 1 ng/ml rekombinantes IL-12 fuhrten dosisabhangig zu einer
Steigerung der IFN-y Produktion um das 5,6 bzw. 27,0fache (Mittelwert aus drei unabhangi-
gen Experimenten; p<0,01), wahrend eine Konzentration von 0,01 ng/ml IL-12 keinen signifi-
kanten Einfluss auf den IFN-y Spiegel hatte. Auch die Addition von rekombinantem IL-18
resultierte in einer dosisabhangigen Erhdhung der Zytokinspiegel, wobei erst eine Konzen-
tration von 200 ng/ml zu einer signifikanten Steigerung auf das 9,1fache (p<0,01) flhrte. 100
ng/ml rekombinantes IL-18 steigerte zwar im Mittel die IFN-y Sekretion auf das 4,1fache,
ohne jedoch signifikant zu sein. Dabei wurden mit den hdchsten Konzentrationen beider
Zytokine jeweils IFN-y Spiegel erreicht, die den durch LPS-Aktivierung hervorgerufenen ver-

gleichbar waren.

Zur Uberprifung der Hypothese einer synergistischen Wirkung von IL-12 und IL-18 wurden
diese in unterschiedlichen Konzentrationen einzeln und in Kombination zu Beginn der

MMLC-Kultur zugefiigt und die IFN-y Spiegel nach vier Tagen analysiert (Abb. 13).
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Abb.13 IL-12 und IL-18 steigern die IFN-y Produktion in der MMLC. Beide Zytokine wurden zu
Beginn der Kultur zugegeben und der Uberstand nach vier Tagen analysiert. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen der Triplikate eines reprasentativen Experimentes von
zwei; die Analyse erfolgte mittels ANOVA und Bonferroni’s multiple comparison post test (**,
p<0,01; ***, p<0,001).

Es zeigte sich, dass die Kombination von 10 pg/ml IL-12 und 100 ng/ml IL-18, die allein keine
signifikante Steigerung der IFN-y Sekretion induzieren konnten, zusammen zu einer hoch-

signifikanten Steigerung der IFN-y Freisetzung gegeniber den einzelnen Zytokinen IL-12 und
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IL-18 (p<0,01) fUhrten. Die Hohe der durch die Kombination von IL-12 und IL-18 bedingten
IFN-y Spiegel erreichte im Durchschnitt 50% der durch LPS bedingten IFN-y Spiegel. Diese
Potenzierung der Wirkungen beider Zytokine, IL-12 und IL-18, zeigt, dass diese synergistisch

die IFN-y Antwort in der MMLC induzieren und so die Wirkung von LPS nachahmen.

3.3 Beeinflussung der LPS-induzierten IFN-y Freisetzung durch Ty2-
Zytokine und Hydrokortison

Um zu untersuchen, ob Ty2 Zytokine die Sekretion des Ty1-Zytokins IFN-y beeinflussen
kénnen, wurde IL-4 zundchst in einer Konzentration von 50 ng/ml zur unbehandelten und

LPS-behandelten Kultur zugegeben und die Zytokinproduktion nach vier Tagen analysiert.
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Abb. 14 Rekombinantes IL-4 inhibiert die IFN-y Produktion in LPS-behandelter MLC. A rlL-4
(50 ng/ml) wurde zur unbehandelten und LPS-stimulierten Kultur zugegeben und der Uberstand
nach vier Tagen analysiert. B rIL-4 wurde in verschiedenen Konzentrationen simultan mit LPS bei
Ansatz der Kultur zugegeben und der Uberstand nach vier Tagen untersucht. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen der Triplikate eines reprasentativen Experimentes von
drei; die Analyse erfolgte mittels ANOVA und Bonferroni's multiple comparison post test
(**, p<0,01; ***, p<0,001 im Vergleich zur IL-4 unbehandelten Kultur).

Wahrend die Addition von 50 ng/ml rekombinantem IL-4 zur unbehandelten MMLC keine
signifikante Reduktion der IFN-y Spiegel in drei unabhangigen Experimenten bewirkte (Re-
duktion auf 87,7 £ 31,2 % im Mittel), flhrte diese Konzentration in der LPS-behandelten
MMLC fast zu einer Blockierung der Zytokinsekretion in allen drei Versuchen (Reduktion auf
5,1 £ 1,3 %; p<0,001; Abb. 14 A). Diese Hemmung der LPS-induzierten IFN-y Sekretion war
dosisabhangig und betrug bei einer rlL-4 Konzentration von 1 ng/ml noch 60% (p<0,01; Abb.
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14 B). Bei Analyse des zeitlichen Verlaufs der Hemmung der IFN-y Sekretion durch IL-4

zeigte sich, dass IL-4 die LPS-bedingte IFN-y Produktion Uber die gesamte Zeitspanne von 5
Tagen blockierte (Abb. 15).
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Abb. 15 Rekombinantes IL-4 inhibiert die IFN-y Produktion in der MMLC iiber 5 Tage. Die
LPS-stimulierte MMLC wurde ohne (schwarze Kreise) und mit rlL-4 (50 ng/ml, weil3e Dreiecke)
parallel zur unstimulierten MMLC (weiRe Quadrate) tiber 5 Tage inkubiert und die Uberstande auf
IFN-y analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der Triplikate eines
reprasentativen Experimentes von zwei; die Analyse erfolgte mittels des Student’s t-test fir ver-
bundene Stichproben (**, p<0,01; ***, p<0,001 im Vergleich zur LPS-Kultur).

Des Weiteren wurde die Wirkung von Hydrokortison als generellem Immunsuppressivum auf
die IFN-y Freisetzung in der MMLC untersucht (Abb. 16). Wie erwartet hemmte auch Hydro-
kortison dosisabhangig die IFN-y Produktion in der MMLC. Wahrend eine Konzentration von
1 mg/ml Hydrokortison zu einer Hemmung der IFN-y Sekretion in unbehandelter und LPS-
aktivierter MMLC von 99 % (p<0,01) flhrte, betrug die Hemmung bei 1 pg/ml in der
unbehandelten MMLC noch 98,9 + 0,6 % (p<0,01). In der LPS-stimulierten MMLC wurde nur
eine Reduktion auf 86,8 £ 0,5 % (p<0,01) erreicht. Demnach war im Gegensatz zu IL-4 in der
unbehandelten MMLC eine groRere Hemmung bei gleicher Konzentration des
Hydrokortisons zu beobachten als in der LPS-behandelten MMLC, was eine Abhangigkeit
der Inhibition vom Ausmalf der Aktivierung nahe legt.
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Abb. 16 Hydrokortison inhibiert die IFN-y Produktion in der MMLC. Hydrokortison wurde in
verschiedenen Konzentrationen zu Beginn der Kultur ohne und mit LPS (1 ng/ml) zugegeben und
die Kulturiiberstande nach vier Tagen auf IFN-y analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen der Triplikate eines reprasentativen Experimentes von zwei; die Analyse
erfolgte mittels ANOVA und Dunnett’s post test (**, p<0,01 im Vergleich zur entsprechenden
Kultur ohne Hydrokortisonbehandlung).

34 Analysen weiterer Zytokine in der MMLC
3.41 Zeitverlaufe von IL-6, IL-10 und TNF-a auf Protein- und mRNA-Ebene

Zusatzlich wurde auch die Beteiligung weiterer Zytokine in der MMLC auf Protein- und ex-
emplarisch in einem Experiment auf mRNA-Ebene untersucht. Dafiir wurde einerseits einer
der physiologischen Gegenspieler von IFN-y, das Ty2-Zytokin IL-10, ausgewahlt. Anderer-
seits wurden zwei Zytokine der angeborenen Immunitat, IL-6 und TNF-a, selektiert, wobei

TNF-a auch von Ty1-Zellen produziert werden kann.

IL-10

Die Analyse des Verlaufs der IL-10 Proteinproduktion zeigte einen Anstieg der Zytokinspie-
gel in der nativen MMLC von Tag 1 bis Tag 4. Durch die Zugabe von LPS wurde sowohl der
Beginn als auch das Maximum der IL-10 Sekretion zeitlich vorgezogen, die héchsten Spiegel
wurden schon nach 2 Tagen erreicht. Diese Kinetik spiegelte sich auch auf mRNA-Ebene
wieder, hier lag das Maximum in der unstimulierten MMLC an Tag 2, wahrend es durch LPS
schon an Tag 1 erreicht wurde. Zusatzlich war bei der Untersuchung der mRNA-Spiegel eine
hohe basale Transkription in beiden Kulturansatzen zu beobachten (33 bzw. 38 IL-10 Mole-

kiile/10.000 B-Actin Molekiile), die nach 2 Stunden auf weniger als 10 IL-10 Molekiile/10.000



Ergebnisse 49

B-Actin Molekule abfiel. Fur diese erhbhte mRNA-Expression zu Beginn der Kultur fand sich
kein Korrelat auf Proteinebene. Damit zeigten die IL-10 Spiegel in der nativen MMLC mit
einen Maximum nach 4 Tagen einen ahnlichen Verlauf wie IFN-y, wahrend das Sekretions-

maximum durch die LPS-Aktivierung vorgezogen wurde (Abb. 17A).

IL-6

Im Gegensatz zu diesem Zeitverlauf der Zytokinproduktion stieg die IL-6 Produktion in der
nativen MMLC bis Tag 5 kontinuierlich auf 0,07 + 0,04 ng/ml bei insgesamt sehr niedrigen IL-
6 Spiegeln im Uberstand an. Die Stimulation mit LPS fiihrte zu einer deutlichen Steigerung
der IL-6 Produktion, die schon nach 2 Stunden 1,2 + 0,04 ng/ml betrug und das Maximum
nach 4 Tagen erreichte (247 = 6 ng/ml). Auf MRNA-Ebene war im Gegensatz zur Proteinpro-
duktion in der unstimulierten Kultur nur eine Schwankung um die basale Konzentration von
23 + 8 IL-6 Molekillen/10.000 B-Actin Molekilen zu beobachten, wahrend es nach LPS-Be-
handlung zu einem steilen Anstieg der mMRNA Expression mit einem Maximum an Tag 1 kam
(3600 IL-6 Molekiile/10.000 B-Actin-Molekdle). Die IL-6 Produktion wurde durch LPS stark
aktiviert, wahrend in der nativen MMLC nur eine geringe Expression zu beobachten war
(Abb. 17B).

TNF-a

In der unstimulierten MMLC war ein Anstieg der TNF-a. Spiegel im Kulturiberstand ab dem
ersten Tag zu beobachten, das Maximum der Sekretion lag am vierten Tag. Demgegeniber
fuhrte die Behandlung der MMLC mit LPS zu einem zweiten Maximum der Zytokinproduktion
nach 6 Stunden, das héhere Spiegel als das spatere erreichte (763,8 + 26,1 pg/ml vs. 571,0
+ 55,1 pg/ml). Dieser doppelgipflige Verlauf der Zytokinspiegel in der MMLC war auch auf
mRNA-Ebene zu beobachten, die Maxima der TNF-ao mRNA-Expression lagen bei 2-6 Stun-
den und an Tag 2, wobei wiederum das erste Maximum das hohere war (102,0 vs. 52,4
TNF-ao mRNA Molekiile/10.000 B-Actin Molekile). Analog, nur mit niedrigeren Spiegeln, ver-
lief die mRNA-Expression von TNF-a in der nativen MMLC, wobei sich fir das erste Maxi-
mum bei 6 Stunden kein Korrelat auf Proteinebene ausmachen liel (Abb. 17C).

Aufgrund dieser Zeitverlaufe konnten flir weitere Experimente die ginstigsten Analysezeit-
punkte ausgewahlt werden: Tag 4 fur IL-6 und TNF-a, Tag 2 fur IL-10 und gegebenenfalls
zusatzlich fur TNF-o der 4- oder 6-Stunden-Wert.
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Abb. 14 Kinetik der Zytokine IL-10, IL-6 und TNF-a in der MMLC. LPS (1 ng/ml; graue Balken/
schwarze Kreise) oder Medium (weil’e Balken/ Quadrate) wurden zu Beginn der Kultur zugege-
ben und bis zum angegebenen Zeitpunkt in Triplikaten inkubiert. Anschlie®end wurden die Pro-
ben auf Zytokin-mRNA (Linien) und Proteinproduktion (Balken) untersucht. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen eines Experimentes, die Analyse erfolgte mit dem zwei-
seitigen Student’s t-test fir verbundene Stichproben (*, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001 im Ver-
gleich zur unbehandelten MMLC).
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3.4.2 Modulation von IL-6, IL-10 und TNF-a durch das Ty2-Zytokin IL-4 und
Hydrokortison

Zusatzlich wurde untersucht, ob IL-4 als Ty2 Zytokin neben IFN-y auch die Sekretion der
anderen zuvor analysierten Ty1- und Ty2-Zytokine beeinflussen konnte. Dazu wurden die
Zytokinspiegel im Kulturiberstand an den zuvor festgelegten Zeitpunkten gemessen. Es
zeigte sich, dass IL-4 bei allen drei Zytokinen die durch LPS hervorgerufene Steigerung der

Expression hemmen konnte.
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Abb. 18 Wirkung von IL-4 auf die Freisetzung von TNF-a in der MMLC. Rekombinantes IL-4
wurde in verschiedenen Konzentrationen simultan mit LPS zu Beginn der Kultur zugegeben und
der Uberstand auf TNF-a nach 4 Stunden bzw. 4 Tagen analysiert. Dargestellt sind die Mittel-
werte und Standardabweichungen der Triplikate eines reprasentativen Experimentes von zwei;
die Analyse erfolgte mittels des Student’s t-test fir verbundene Stichproben (*, p<0,05; **,
p<0,01; ***, p<0,001).

Die durch LPS ausgel6ste Steigerung der TNF-a Produktion nach 4 Stunden wurde durch IL-
4 im Mittel um 96 + 1,4 % (p<0,01 in zwei unabhangigen Experimenten, analysiert mit dem
Student’s t-test) gehemmt, wahrend die Hemmung des zweiten Maximums mit 74,5 £ 24,7 %
(p<0,05) geringer war (Abb.18).

Bei der Analyse des Einflusses von IL-4 auf die Sekretion von IL-6 und IL-10 konnte aul3er-
dem die Dosisabhangigkeit der Hemmung nachgewiesen werden. Die IL-10 Sekretion am
zweiten Tag der Zellkultur wurde durch 20 bzw. 10 ng/ml IL-4 auf 58,8 + 10 % (p<0,01 in

zwei unabhangigen Experimenten, analysiert mittels ANOVA und Dunnett’s post test) bzw.
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52,0 + 7,0 % (p<0,01) reduziert, wahrend eine Konzentration von 1 ng/ml keine Hemmung
hervorrufen konnte (Abb. 19A).
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Abb. 19 Wirkung von IL-4 auf die Freisetzung von IL-10 (A) und IL-6 (B) in der MMLC. Re-
kombinantes IL-4 wurde in verschiedenen Konzentrationen simultan mit LPS zu Beginn der
Kultur zugegeben und der Uberstand auf IL-10 nach 2 Tagen und auf IL-6 nach 4 Tagen
analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der Triplikate eines
reprasentativen Experimentes von zwei (IL-10) bzw. drei (IL-6); die Analyse erfolgte mittels
ANOVA und Dunnett’s post test fiur IL-6 und IL-10 (*, p<0,05; **, p<0,01).

Dem gegentber wurde die IL-6 Sekretion an Tag 4 wesentlich starker reduziert als das bei
IL-10 zu beobachten war: 20 und 10 ng/ml reduzierten die IL-6 Sekretion auf 7,8 + 0,2 %
(p<0,01 in drei unabhangigen Experimenten, analysiert mittels ANOVA und Dunnett's post
test) bzw. 8,2 + 1,8 % (p<0,01; Abb. 19B). Auch 1 ng/ml IL-4 fUhrte noch zu einer signifikan-
ten Hemmung der IL-6 Freisetzung auf 73 £ 5,4 % (p<0,05). Damit ist die Hemmung der Ty1-
assoziierten Zytokine IL-6 und TNF-a durch IL-4 starker ausgepragt als die Reduktion des
Tn2-Zytokins IL-10.

Zusatzlich wurde auch der Effekt des generellen Immunsuppressivums Hydrokortison auf die
Expression von IL-6 und IL-10 untersucht. Hydrokortison fiihrte dabei zu einer dosisabhangi-
gen Inhibition der IL-10 und IL-6 Produktion in der MMLC ohne LPS (Abb. 20). Dabei betrug
die Hemmung bei einer Konzentration von 1 pg/ml Hydrokortison noch 95,4 % fur IL-6
(p<0,01) bzw. 91,8 % (p<0,01) fir IL-10. Dem gegeniber war die Hemmung in der LPS-be-
handelten MMLC etwas schwacher ausgepragt und betrug fur die kleinste Konzentration
Hydrokortison fur IL-6 noch 72,1 % (p<0,01), die maximale Hemmung bei 1 mg/ml Hydrokor-
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tison flhrte zu einer Reduktion um 98,4 % (p<0,01). Die Inhibition der IL-10 Produktion in der
LPS-behandelten MMLC war noch geringer, sie betrug bei 1 mg/ml Hydrokortison zwar noch
98,3 % (p<0,01), war aber schon bei 100 pg/ml nicht mehr nachweisbar. Bei dieser Kultur
wurde IL-10 jedoch nicht am Maximum der Zytokinproduktion an Tag 2 analysiert, sondern
erst nach 4 Tagen Inkubation.

A IL-10
500+
400+
E
> 3004
Q.
e
4 200+
100- .
*%
*%* *% *% *%
0 |
§ 1000 100 10 1 1000 100 10 1
C\ L
8 Hydrokortison Hydrokortison
38 [ ug/mi] [ ug/ml]
:C) L ]
. LPS (1 ng/ml) ,
MMLC
B IL-6
100
75+
— 50+
£
(@]
£ 254 **
© % *k
- ] - m [
0,11
0,05+
*% *% *% *%
s 1000 100 10 1 1000 100 10 1
T | | L |
E Hydrokortison Hydrokortison
2 [ pg/ml] [ ug/ml]
5 L ]
. LPS (1 ng/ml) ,
MMLC

Abb. 20 Wirkung von Hydrokortison auf die Freisetzung von IL-10 (A) und IL-6 (B) in der
MMLC. Hydrokortison wurde in verschiedenen Konzentrationen simultan mit LPS zu Beginn der
Kultur zugegeben und der Uberstand auf IL-10 und IL-6 nach 4 Tagen analysiert. Dargestellt sind
die Mittelwerte und Standardabweichungen der Triplikate eines Experimentes, die Analyse er-
folgte mittels ANOVA und Dunnett’s post test (¥, p<0,05; **, p<0,01).
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4. Diskussion

4.1 Einfuhrung: MMLC als Surrogatassay fiir komplexe Immunreaktionen

Die ,mixed lymphocyte culture* (MLC) war zunachst in der Form, wie sie von Perussia et al.
%% heschrieben wurde, als ein System zur Analyse und Pradiktion der AbstoRungsreaktion
im Rahmen von Transplantationen vorgeschlagen worden. Die Rolle der MLC in der Vorher-
sage der TransplantatabstoRung ist jedoch umstritten. Cartwright et al. haben kirzlich
zusatzlich zur Proliferation und HLA-Bestimmung auch die Freisetzung von Ty1-Zytokinen in
der MLC analysiert und konnten so eine bessere Korrelation zum klinischen Verlauf feststel-
len'?. Die Bestimmung der Zytokine im Serum der Empfanger ebenso wie die Messung der
Proliferation in der MLC scheinen dagegen keine Pradiktion einer Transplantatabstol3ung zu
ermdglichen?'*®_ Im Einklang mit diesen Befunden konnte bisher ebenfalls keine eindeutige
Beziehung zwischen der Anzahl der HLA-Differenzen und dem Ausmal der IFN-y Stimula-
tion in der MLC festgestellt werden. Eine groRere Anzahl der HLA-Differenzen scheint jedoch

mit einer Verstarkung der IFN-y Antwort assoziiert zu sein'*’.

Da dieses komplexe System alle dem Blut entstammenden Zellen der natirlichen und
adaptiven Immunitat enthalt, eignet es sich fiir die Analyse von immunologischen Vorgangen
unter weitgehend physiologischen Bedingungen, bei denen das Zusammenspiel der einzel-
nen Komponenten des Abwehrsystems von Bedeutung ist und die ansonsten nur durch in
vivo Experimente untersucht werden konnten. Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung
einer modifizierten MLC (MMLC), die sowohl zur Charakterisierung immunmodulatorischer
Eigenschaften von bekannten Medikamenten als auch zum Screening von neuen therapeuti-
schen Substanzen eingesetzt werden kann, welche im Rahmen der Behandlung der Arterio-

sklerose und des Diabetes mellitus Typ 2 mit ihren Folgeerkrankungen von Interesse sind.

4.2 Wirkungen von LPS in der MLC

Fur die klassische MLC werden die PBMC von zwei nicht-verwandten Spendern zusammen
kultiviert, wobei typischerweise die bestrahlten Antigen-prasentierenden Zellen (APC) des
einen Spenders als Stimulus fiir die Immunzellen des zweiten Spenders dienen'. Dabei
wird als vorherrschendes Zytokin von den aktivierten T-Lymphozyten und NK-Zellen Interfe-
ron-y (IFN-y) sezerniert™®'*°. Da in unserem experimentellen Ansatz eine Differenzierung in
Spender- und Empfangerreaktion in der MLC nicht notwendig und das Ziel die Entwicklung
eines moglichst physiologischen Testsystems war, wurde auf die Bestrahlung der PBMC

verzichtet.

Um zusatzlich zur adaptiven Immunitat, die durch die allogenen Zellen aktiviert wurde, auch
die natlrliche Immunantwort zu stimulieren, wurden der MLC-Kultur niedrige Konzentratio-

nen von Lipopolysaccharid (LPS) zugesetzt. Die LPS-Konzentrationen von maximal 1 ng/ml
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lagen in einem Bereich, der auch unter physiologischen Bedingungen erreicht werden
kann'®. LPS ist ein membranstandiges Glykolipid der Zellmembran von Gram-negativen
Bakterien, das an CD14 binden kann, einem vorwiegend auf der Zelloberflache von
myeloischen Zellen exprimierten Protein. Eine vorherige Bindung an das lésliche LPS-
binding protein (LBP) erhoht die Bindungsaffinitdt von LPS an CD14. Im Anschluss bildet
CD14 mit dem Toll-like-receptor 4 (TLR-4) einen Komplex, der zur Aktivierung von
intrazellularen Signalwegen und des Transkriptionsfaktors NF-«B flihrt, wodurch die
Transkription verschiedener Zytokingene induziert wird'*""**. Dabei scheint die Art der indu-
zierten Immunreaktion wie auch die Wechselwirkung mit dem TLR-4 von der raumlichen
Konfiguration des LPS-Molekils abhangig zu sein, die je nach Herkunft des LPS aus unter-
schiedlichen Bakterienstammen verschieden ist'**"%. Die Aktivierung durch LPS aus E. coli
fuhrt in Makrophagen zur Sekretion von IL-6, IL-1p und der Ty1-induzierenden Zytokine 1L-12
und IL-18%%. Diese Zytokine der natiirlichen Immunitat filhren zu einer Aktivierung und

weiteren Zytokinsekretion durch APC und T-Lymphozyten®.

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass der erwartete Anstieg der Zytokinproduktion
durch die Kokultivierung der PBMC der beiden nicht-verwandten Spender durch die Zugabe
von niedrigen Konzentrationen LPS (100 pg/ml entsprechend 50 pg/10° Zellen) dosisabhan-
gig gesteigert wurde. Durch Ko-Inkubation mit Polymyxin B, das durch die Bindung an die
Lipid A-Komponente des LPS-Molekils eine Aktivierung der Immunzellen durch LPS verhin-

dert, wurde die Spezifitat der LPS-induzierten Steigerung der Zytokinproduktion belegt'>"'%8.

Diese zusatzliche Stimulation der IFN-y Produktion beruht auf einer gesteigerten Transkrip-
tion des IFN-y Gens durch LPS, da die Proliferation der Zellen nicht verandert wurde. Diese
Ergebnisse scheinen im Widerspruch zu den Daten von Spear et al.”**'® zu stehen, der eine
Steigerung der Proliferation in der klassischen MLC durch niedrige Dosen von 5 pg/ml LPS
(entsprechend 20 pg LPS/10° Zellen) beschrieben hat. Diese Unterschiede kénnten durch
eine unterschiedliche Zusammensetzung der Zellkulturmedien zu erklaren sein. In dieser
Arbeit wurde das Kulturmedium mit 5 % Humanserum angereichert, das aufgrund seiner
geringen stimulierenden Aktivitdt in der MLC speziell ausgewahlt wurde und damit

moglicherweise den Schwellenwert fur die Proliferationsinduktion durch LPS hebt.

Es zeigte sich auRerdem, dass die kombinierte Aktivierung von adaptiver und naturlicher
Immunitat zu einer konstanten Zytokinantwort mit relativ geringer Variationsbreite fuhrte,
wahrend insbesondere bei der Stimulation von PBMC mit LPS eine grol3e Variabilitat der
IFN-y Produktion zu beobachten war. Dabei konnte im Gegensatz zu der Ergebnissen von
Mattern et al.’®" keine Unterscheidung in LPS-sensible und nicht-sensible Personen in der
Gruppe von 6 Spendern bei mindestens 3 unabhangigen Experimenten je Spender getroffen

werden. Da bei den in der vorliegenden Arbeit dargestellten Experimenten die Zellen der
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Spender immer frisch aus Vollblut isoliert wurden, lagen die Blutabnahmen unter Umstanden
Wochen auseinander. Je nach aktueller Abwehrlage des jeweiligen Probanden kénnte dar-
aus die unterschiedliche Sensibilitdt auf die gleiche LPS-Konzentration zu erklaren sein.
Moglicherweise kann die Aufteilung in Responder und Non-Responder auch aufgrund der
geringen Anzahl der Probanden nicht getroffen werden. Es wurden jedoch Unterschiede in
der Hohe der IFN-y Produktion in der klassischen MLC beobachtet, die mit bestimmten
Spenderkombinationen korrelierten und moglicherweise im Einklang mit der Beobachtung

[ 147

von Cantell et a auf einer grélReren Anzahl an HLA-Differenzen beruhen.

4.3 Mediatoren der LPS-induzierten IFN-y Produktion

Es konnte gezeigt werden, dass der durch LPS vermittelte Anstieg der Zytokinproduktion in
der MMLC hauptsachlich durch IL-12 und nur zu einem geringeren Anteil durch IL-18 ver-
mittelt wurde. Beide Zytokine haben wichtige funktionelle Eigenschaften gemeinsam. IL-12
wird als das Schlusselzytokin der IFN-y Induktion in T-Zellen angesehen und fihrt damit zu
der Entwicklung einer Tu1-Immunanwort'. IL-18 unterstiitzt diese Tu1-Differenzierung in
Anwesenheit von IL-12 synergistisch?’, kann jedoch allein keine Ty1-Antwort induzieren®38,
IL-18 bewirkt in Abwesenheit von IL-12 im Zusammenspiel mit einer T-Zell-Rezeptor
Stimulation sogar eine Differenzierung in Richtung der Ty2-Antwort, andererseits kann IL-18
unabhangig von IL-12 die Zytotoxizitit von NK-Zellen erhéhen®®. Beide Zytokine werden von
Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen produziert'®**# und sind durch LPS
induzierbar''"?'%2_ Im Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit berichteten Kohka et al. iiber die
komplette Blockierung der LPS-induzierten IFN-y Freisetzung in der MLC durch neutrali-
sierende Antikdrper gegen IL-12 und IL-18"%. Jedoch wurde in dieser MLC eine
unphysiologische Hochdosis-Stimulation mit LPS (5 pg/ml LPS entsprechend 20 ug LPS/10°
Zellen) eingesetzt. Die Mechanismen der IFN-y Aktivierung koénnten sich aufgrund dieser
extremen Stimulation von denen einer physiologischen niedrig-dosierten LPS-Stimulation

unterscheiden und so die Differenzen in den Ergebnissen erklaren.

Die Annahme, dass die optimale IFN-y Induktion durch allogene Stimulation ohne und mit
Beteiligung von LPS in der MMLC neben IL-12 und IL-18 noch von weiteren Mediatoren ge-
triggert wird, ist naheliegend. Interessanterweise wurden erst kirzlich regulatorische T-Zellen
(Treg) beschrieben, die TLR-4 exprimieren und unabhangig von den Zellen der naturlichen
Immunitat auf die Stimulation mit LPS reagieren'®. Zusétzlich produzieren LPS-aktivierte
Monozyten neben anderen Zytokinen IL-15, das zusammen mit IL-12 zur optimalen IFN-y
Produktion von NK-Zellen beitragt'®®. Damit spiegelt die hier beschriebene MMLC die
Komplexitat der physiologischen in vivo Situation mit dem Wechselspiel aus interzellularen
Kontakten und Zytokininteraktionen wider und sollte so fur die Untersuchung von immun-

modulatorischen Substanzen geeignet sein. Durch eine mdglichst physiologische Stimula-
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tionssituation konnen auflerdem auch Faktoren aktiv werden, deren Einfluss oder Existenz
noch nicht bekannt ist und die in anderen in vitro Stimulationssystemen durch die Separation
einzelner Zelltypen und den Einsatz artifizieller Stimuli wie PHA oder anti-CD3-Antikorper

nicht bertcksichtigt werden koénnen.

4.4 Modulationsmoglichkeiten der IFN-y Sekretion in der MMLC

Far die Eignung als Testsystem sollte das MMLC-System nicht nur durch Substanzen stimu-
lierbar, sondern auch gegenuber hemmenden Einflissen sensibel sein. Diese Eigenschaft
wurde fur die MMLC durch den Einsatz von verschiedenen Dosen des Ty2-Zytokins IL-4 so-
wie durch das immunsupprimierende Medikament Hydrokortison untersucht. IL-4, das vor
allem von Tw2-Lymphozyten sezerniert wird und zu einer Ty2-Differenzierung naiver T-Zellen
mit gleichzeitiger Hemmung der Ty1-Aktivierung fuhrt, ist einer der zentralen Gegenspieler
der beiden Ty1-férdernden Zytokine IFN-y und IL-12'%%""_|n der vorliegenden Arbeit konnte
durch rekombinantes IL-4 nur eine geringe Hemmung der klassischen MLC auf 87% beob-
achtet werden, wahrend die LPS-induzierte IFN-y Sekretion durch IL-4 nahezu vollstandig
blockiert wurde. Danzer et al. beschrieben auch in der klassischen MLC eine Hemmung der
IFN-y Freisetzung auf im Mittel 80% durch vergleichbare IL-4-Konzentrationen '®®. Dabei
wurde wie in der vorliegenden Arbeit auf eine Bestrahlung der Zellen eines Spenders ver-
zichtet. Das notwendige Serum wurde jedoch in Form von 10% fétalem Kalberserum (FCS)
zugesetzt, wahrend in unseren Experimenten 5 % eines speziell selektierten, gering-stimulie-
renden Humanserums verwendet wurden. Mdglicherweise fiihrt FCS durch das enthaltene
Fremdprotein zu einer diskreten, LPS-ahnlichen Aktivierung der MLC, bei der die Hemmung

durch rIL-4 im Einklang mit unseren Ergebnissen starker ausgepragt ware.

IL-4 hemmt die Ty1-Aktivierung auf verschiedenen Ebenen. Es reduziert die CD14-Expres-
sion in Monozyten und damit die Bindung und Aktivierung durch LPS'®. Auf diese Weise
wird auch die CD14-abhéngige Freisetzung von IL-18%° ebenso wie die LPS-induzierte
Expression der IL-12 p40 Untereinheit gehemmt, was zu einer reduzierten Freisetzung von
bioaktivem IL-12 p70 filhrt?®. Der IL-12-abhéngige Aktivierungsweg der Ty1-Differenzierung
wird zusatzlich durch die verminderte Expression des hochaffinen IL-12-Rezeptors auf T-
Zellen beeinflusst*. Somit erschwert IL-4 einerseits die primare Aktivierung von Monozyten
und Makrophagen durch LPS, andererseits wird die Zytokinkaskade, die zu einer Aktivierung
von T-Zellen und deren Ty1-Differenzierung fuhrt, durch die Blockade der wichtigen Zytokine
IL-12 und IL-18 unterbrochen. Des Weiteren scheint die Ty1 Differenzierung im Gegensatz
zum Ty2-Phanotyp nicht stabil zu sein. Ausdifferenzierte Ty2-Zellen haben die Fahigkeit
verloren, auf IL-12 zu reagieren, wahrend die Empfindlichkeit der Ty1-Zellen gegentber IL-4
erhalten bleibt. Ist jedoch IFN-y wahrend der Ty2-Differenzierung anwesend, kdnnen auch

ausdifferenzierte Ty2-Zellen fur eine IL-12-mediierte Konversion zum Ty1-Phanotyp sensibel
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bleiben®.

Ahnlich wie niedrigdosiertes IL-4 blockierten auch geringe Konzentration von 1 ug/ml Hydro-
kortison die Freisetzung von IFN-y in der LPS-aktivierten MMLC. Hydrokortison bindet im
Zytoplasma an den Glukokortikoid-Rezeptor (GK) und wird danach in den Zellkern translo-
ziert. Die Homodimere aus dem Komplex von Kortison und GK binden an bestimmte ,Res-
ponse elements® in den Promotorregionen, was die Transkription von antiinflammatorischen
Genen verstarken kann. Gleichzeitig kann Hydrokortison die Transkription proinflammatori-
scher Zytokine hemmen, einerseits durch die direkte Bindung und Inhibition von Transkrip-
tionsfaktoren wie AP-1 und NF-xB'"'%""4115170 "andererseits durch verstérkte Expression von
IxB, das einen Proteinkomplex mit NFxB bildet und dessen Aktivitat auf diese Weise been-
det'"®. Sowohl AP-1 wie auch NF-kB sind in die Transkription von IFN-y**'"" |L-12"2 und IL-
18'%2 involviert. Zusatzlich filhrt Hydrokortison zu einer unspezifischen Hemmung der
Transkription durch eine erschwerte Ablésung und Abwicklung der DNA von den Histonen,

wodurch die Bindung von Transkriptionsfaktoren und der DNA-Polymerase behindert wird'"®.

4.5 Untersuchung Ty1- und Ty2-assoziierter Zytokine in der MMLC

Um eine mdgliche differentielle Regulation durch immunmodulatorische Substanzen analy-
sieren zu kénnen, wurde auch die Sekretion von weiteren Ty1- und Ty2-assoziierten Zytoki-
nen untersucht. Dazu wurden die Zytokine IL-6 und TNF-a ausgewahlt, die beide im Rahmen
der Akut-Phase-Reaktion von Monozyten und Makrophagen sezerniert werden und aul3er-
dem mit der chronischen Entziindungsreaktion im Rahmen der Arteriosklerose und deren

Folgerkrankungen sowie des Diabetes mellitus Typ 2 assoziiert sind®*'">75,

Wie erwartet zeigte sich dabei eine starke Stimulation von IL-6 durch die LPS-Aktivierung der
MMLC, wahrend die IL-6 Sekretion in der nativen MMLC nur gering war. IL-6 wird im Rah-
men einer bakteriellen Infektion von Makrophagen ausgeschiittet und aktiviert in der Leber
die Synthese von Akut-Phase-Proteinen wie CRP, Fibrinogen und SAA%'"®. Des Weiteren
fuhrt IL-6 zur Aktivierung von Lymphozyten und zur Proliferation und Differenzierung von T-

Lymphozyten.

TNF-a gehort funktionell zur gleichen Gruppe von Zytokinen und wird ebenfalls in der frihen
Phase einer bakteriellen Infektion produziert. Es induziert die Wanderung und Differenzie-
rung von unreifen dendritischen Zellen in der Peripherie zu reifen dendritischen Zellen in den
Lymphknoten, die durch Antigenprasentation T-Lymphozyten aktivieren'. Zusammen mit
IL-12 stimuliert TNF-o die Freisetzung von IFN-y aus NK-Zellen®. Zusatzlich wird es auch
von ausdifferenzierten Ty1-Lymphozyten produziert und flhrt zu einer Aktivierung von
Makrophagen'””. Diese Dualitat der TNF-o Produktion von Makrophagen einerseits und Ty1-

Lymphozyten andererseits spiegelt sich im Sekretionsmuster der nativen und LPS-behan-
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delten MMLC wieder. Wahrend in der unbehandelten MMLC die Stimulation der Zellen der
angeborenen Immunitat nur gering ist, steigt die TNF-a Produktion erst im Rahmen der Ty1-
Differenzierung nach 2 Tagen an. LPS stellt dagegen einen starken Stimulus der natrlichen
Immunitat dar, woraus die Ausbildung eines zweiten Maximums der TNF-a. Sekretion schon

nach wenigen Stunden resultiert.

Als dritter Parameter wurde das Ty2-Zytokin IL-10 untersucht, das die Ty1-Differenzierung
und die Produktion von IFN-y hemmt und auf diese Weise die Immunantwort terminiert'"?,
Die IL-10 Produktion stieg in der unstimulierten MMLC bis Tag 4 an, wahrend die Zugabe
von LPS zu einer schnelleren und ausgepragteren Zytokinsekretion flhrte. Bei diesem An-
stieg der IL-10 Spiegel sowohl in der klassischen als auch in der LPS-aktivierten MMLC
kénnte es sich um eine Gegenregulation als Reaktion auf die starke Aktivierung von Ty1-
fordernden Zytokinen handeln, die bei der starkeren Aktivierung durch LPS ebenfalls intensi-
ver ausfallt**'"®, Daftarian et al. konnten zeigen, dass die IL-10 Sekretion in PHA-stimulierten
T-Zellen durch IL-6 und IL-12 synergistisch gesteigert wird, und TNF-a unabhangig von an-
deren Stimuli IL-10 in ruhenden Monozyten induziert'’®'®°. Auch Gram-negative Bakterien
und deren Bestandteile, insbesondere LPS aus E.coli, fiihren neben der IL-12 Freisetzung zu

einer deutlichen Stimulation der IL-10 Sekretion in Monozyten®”"®!

. Im komplexen System
der MMLC kdénnen beide Mechanismen aktiviert werden: Einerseits induziert LPS direkt eine
IL-10 Sekretion in Monozyten im Sinne einer direkten negativen Rickkopplung, andererseits
fuhrt die gesteigerte Produktion von TNF-a, IL-6 und IL-12 zu einer zusatzlichen Induktion
der IL-10 Freisetzung aus Monozyten, Makrophagen und T-Zellen. Durch die fehlende di-
rekte Induktion von IL-10 durch LPS wird in der unbehandelten MMLC das Sekretionsmaxi-
mum erst parallel zu IFN-y erreicht. Bis auf die hohen initialen IL-10 mRNA-Spiegel folgt die
Kinetik der Transkription der Proteinsekretion. Die konstitutive Expression von IL-10 mRNA
wurde in vielen Zellarten beschrieben. Durch eine gro3e Anzahl von mRNA-destabilisieren-
den Elementen in der IL-10 Sequenz kommt es jedoch nicht zur Translation und Proteinfrei-
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setzung , so dass die Regulation der IL-10 Sekretion vorwiegend auf der Steuerung der

effektiven Translation beruht.

Damit reprasentiert die MMLC ein komplexes, weitgehend physiologisches Zytokinnetzwerk,
in dem die Wechselwirkungen immunmodulatorischer Substanzen mit verschiedenen Zytoki-

nen der naturlichen und adaptiven Immunitat ndher charakterisiert werden kénnen.
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4.6 Modulation von IL-6, IL-10 und TNF-a durch Ty2-Zytokine und
Hydrokortison

Es wurde des Weiteren der Einfluss der Immunmodulatoren IL-4 und Hydrokortison auf die
Freisetzung von IL-6, IL-10 und TNF-a untersucht. Analog zu den Ergebnissen von te Velde
et al."®, die Uber die Inhibition der IL-6 und TNF-a. Produktion in Monozyten durch IL-4
berichteten, konnte das Ty2-Zytokin im hier beschriebenen Testsystem der MMLC die Sekre-
tion von IL-6 und TNF-o Uber den gesamten Kulturzeitraum nahezu blockieren. Becher et
al.’® konnten durch den Einsatz eines Idslichen TNF-aR p75-IgG Fusionsproteins, das freies
TNF-a bindet und neutralisiert, die TNF-a-Abhangigkeit der Produktion von bioaktivem IL-12
p70 und IFN-y in einer MLC aus APC und T-Zellen nachweisen. IL-4 kann sowohl die LPS-
bedingte TNF-a und IL-12 Produktion®, als auch die durch eine Kombination von IL-12 und
IL-18 induzierte IFN-y Sekretion”? in Makrophagen inhibieren. Auch die Transkription und

Sekretion von IL-6 wird durch IL-4 reduziert'®®

. Andererseits ist die TNF-a Produktion in der
MLC im Sinne einer positiven Riickkopplung von IFN-y abhangig'®. IL-4 scheint damit schon
frih in die Zytokinkaskade der Immunaktivierung modulierend einzugreifen und kénnte auf
diese Weise die primare Induktion von TNF-a, IL-12 und IFN-y verhindern, wodurch die Ent-
wicklung einer Ty1-Antwort beeintrachtigt werden kann. Dadurch wurde nicht nur die positive
Ruckkopplung auf die TNF-a Produktion inhibiert, sondern auch die negative Rickkopplung
in Form der IL-10 Induktion durch Zytokine der natirlichen Immunitat reduziert. Durch diesen
Mechanismus ware die Inhibition der IL-10 Spiegel in der MMLC um ca. 50 % durch rekom-

binantes IL-4 zu erklaren.

Die Zugabe von Hydrokortison fuhrte in der MMLC zu einer Gber 90%igen Inhibition der IL-6
Zytokinsekretion, wahrend die IL-10 Freisetzung nur in der unbehandelten MMLC effektiv
gehemmt werden konnte. Die Transkription von IL-10 wird durch die Transkriptionsfaktoren
Sp1 und Sp3 kontrolliert'®. Viele Zellarten exprimieren konstitutiv IL-10 mRNA, aber
sezernieren kein IL-10 Protein. Die Regulation der Proteinsekretion erfolgt durch
posttranskriptionale Mechanismen, die die Halbwertszeit der IL-10 mRNA verlangern und auf
diese Weise erst die effektive Umsetzung der mRNA in Protein ermdglichen'®. Bisher ist
keine Interaktion von Hydrokortison mit den beiden Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3 be-
schrieben, so dass die Transkriptionshemmung durch Hydrokortison wahrscheinlich nur
durch die unspezifische Inhibition der DNA-Entwindung von den Histonen erfolgt. Die
posttranskriptionale Regulation der IL-10 Sekretion wird durch Hydrokortison anscheinend
kaum beeinflusst, so dass die LPS-bedingte Induktion von IL-10 erhalten bleibt.

r.t1‘10;185

Im Gegensatz dazu wird die Genaktivitdt von IL-6 durch NF-xB gesteue , Uber dessen

Hydrokortison-bedingte Hemmung die Expression der IL-6 mRNA direkt reduziert wird.
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4.7 AbschlieBende Betrachtungen zum Testsystem der MMLC

Bei genauer Betrachtung imitiert die LPS-aktivierte MMLC den Zustand von Patienten mit
Knochenmarkstransplantation nach Behandlung mit einem Standard-Therapiekonzept, das
eine Ganzkodrper-Bestrahlung beinhaltet. Die Toxizitat der radioaktiven Strahlung an der in-
testinalen Mukosa fuhrt zusammen mit der Freisetzung von Entzindungsmediatoren wie IL-
12 im Rahmen einer Graft-versus-Host-Reaktion (GvHD) zu einer Schrankenstérung im Be-
reich des Darmes und dem nachfolgenden Ubertritt von LPS in den Kreislauf'®'®®. Analysen
eines GvHD-Modells in der Maus ergaben, dass LPS in der Leber und Milz akkumulierte und

Serumkonzentrationen von bis zu 6 ng/ml erreichen konnte™°.

Diese Arbeit untersucht die Aktivierungsmechanismen der MMLC, die eine kombinierte Sti-
mulation der natlrlichen und adaptiven Immunitat durch den Einsatz von allogenen Zellen

und niedrigdosiertem LPS von 0,1 bis 1 ng/ml reprasentiert (Abb. 21).

Kostimulatorische
Signale
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\ /\

_[ape (@ > e
A

Kostimulatorische
Signale
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Abb. 21 Schematische Darstellung der Interaktion von natiirlicher und adaptiver Imnmunitat
in der MMLC. Durch die allogene Stimulation wird die natlrliche und vor allem die adaptive Im-
munitat stimuliert. Die Ausbildung kostimulatorischer Signale in Form von Oberflachenproteinen
und Zytokinen wie IL-12 und IL-18 ist nur gering ausgepragt. Zusammen mit der direkten Aktivie-
rung der T-Zellen induzieren sie eine IFN-y Produktion. Durch die Zugabe von LPS werden die
Zellen der naturlichen Immunitat starker aktiviert und verstarken so die IFN-y Freisetzung durch

vermehrte Expression kostimulatorischer Signale. Modifiziert nach Rose et al. 2004’

Es konnte gezeigt werden, dass IL-12 und zu einem geringeren Anteil IL-18 wichtige
Mediatoren der Aktivierung sind und wahrscheinlich von Zellen der natlrlichen Immunitat
freigesetzt werden. Die nachfolgende Aktivierung der Ty1-Antwort der adaptiven Immunitat
kann anhand des Zytokins IFN-y gemessen werden. Immunmodulatorische Substanzen wie

IL-4 und Hydrokortison beeinflussen schon in geringen Konzentrationen das Wechselspiel
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zwischen natirlicher und adaptiver und Immunitat mit daraus resultierender Veranderung der
Zytokinfreisetzung. Zusatzlich besteht die Moglichkeit, durch die Analysen weiterer Zytokine
wie IL-6, TNF-a und IL-10 die Beeinflussung der natlrlichen Immunitat sowie die Ausbildung
einer gegenregulatorischen Antwort durch LPS und modulatorische Substanzen zu

untersuchen.

Wahrend bisher nur die Summe der Zytokinproduktion in der MMLC analysiert wurde, die
nach Freisetzung aus den Zellen und Bindung an Rezeptoren frei im Uberstand bleibt,
konnte durch weitere Analysen von Zelloberflaichenmarkern mittels FACS (Fluorescence-
activated cell sorting) zusatzliche Informationen Uber den Aktivierungsgrad der Zellen ge-
wonnen werden. Durch diese Technik ist ebenfalls eine intrazelluldre Darstellung von Zyto-
kinen mdglich, so dass durch die kombinierte Markierung von Zytokinen und zelltypischen
Oberflachenmarkern wie CD4, CD8 und CD14 eine Aussage Uber die Herkunft der im Uber-
stand gemessenen Zytokine moglich ware. Dadurch kénnten die Wechselwirkungen im-
munmodulatorischer Substanzen mit einzelnen Zelltypen néher charakterisiert werden, ohne
diese aus dem System mit seinen physiologischen Interaktionen zu isolieren. Durch Analyse
weiterer Zytokine und Chemokine ware es moglich, den Aktivierungsmechanismus und da-

mit auch dessen Modulationsmdglichkeiten naher zu beschreiben.

Die Erkenntnisse Uber die dominante Rolle einer chronischen Entziindungsreaktion bei der
Pathogenese der Arteriosklerose und des Typ-2-Diabetes eréffnen die Mdglichkeit, neue
Formen der Intervention bei Erkrankungen des ,arteriosklerotischen Formenkreises” zu ent-
wickeln, die sich vorwiegend auf die praventive Modulation der Immunbalance konzentrieren
wirden. Bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom konnten erhéhte systemische Spiegel
von Fibrinogen oder C-reaktiven Protein (CRP) nachgewiesen werden. Dabei scheinen die
Serumspiegel von CRP und IL-6 einen pradiktiven Wert in Bezug auf kardiovaskulare Ereig-
nisse wie den Herzinfarkt zu haben und reprasentieren somit moglicherweise die aktuelle
Aktivitat der subklinischen Entziindung'®'%%"! Die Modulation inflammatorischer Prozesse
hat wahrscheinlich entscheidenden Einfluss auf den Verlauf und die Schwere der
Arteriosklerose und ihrer Folgeerscheinungen. Nach der Aktivierung von Monozyten und
Makrophagen vor allem durch oxidiertes LDL werden eine Vielzahl proinflammatorischer
Mediatoren freigesetzt, unter anderen M-CSF (macrophage colony stimulating factor), MCP-
1 (monocyte chemoattractant protein-1), TNF-o. und IL-18'"%2. Zusétzlich fihrt die
Antigenprasentation zu einer Aktivierung von CD4* und CD8" T-Zellen'®, unterstiitzt durch
eine vermehrte ICAM-1 Expression auf den Endothelzellen'®. AuRerdem scheint die CD40-
abhangige Kostimulation von T-Zellen und Makrophagen eine zentrale Rolle bei der
Aufrechterhaltung und Verstéarkung der subklinischen Entziindungsreaktion zu spielen'®>"".
Untersuchungen in Knock-out-Mausen haben ergeben, dass durch die Unterbrechung der

Immunaktivierung mittels Elimination von Adhé&sionsmolekillen wie ICAM-1'"® oder
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Blockierung des CD40-vermittelten Signalweges'®® die GroRe von arteriosklerotischen

Lasionen vermindert werden konnte.

Interessanterweise konnte flir einige schon in der Therapie der Arteriosklerose und des Typ-
2-Diabetes genutzten Cholesterinsenker, den HMG-CoA-Reduktase-Hemmern oder Stati-
nen, gezeigt werden, dass diese zusatzlich zu ihrer metabolischen Wirkung die Serumspie-

200203 nd somit neben ihrem

gel des C-reaktiven Proteins (CRP) reduzieren kénnen
lipidsenkendem auch einen immunologischen Effekt haben®. Statine vermindern die
Sekretion von MCP-1%%, das in arteriosklerotischen Plaques durch oxidiertes LDL vermehrt
gebildet wird und die chronische Entziindungsreaktion durch Anlockung weiterer Monozyten
fordert'®?. Wahrend diese Beobachtung wahrscheinlich auf die Reduktion des LDL-Spiegels
im Blut und damit auf die verminderte Bildung von oxidiertem LDL durch Hemmung der
Cholesterinbiosynthese zurlickzufiihren ist, haben Statine aber auch eine von der HMG-
CoA-Hemmung unabhangige immunologische Komponente.

Erst kirzlich konnten Weiz-Schmidt et al. nachweisen, dass einige Statine an LFA-1 binden,
ein Oberflachenprotein, das vor allem auf T-Zellen exprimiert wird®®. Die Bindung von LFA-1
an das auf APCs exprimierte Protein ICAM-1 sorgt fUr einen stabilen Kontakt zwischen APC
und T-Zelle, der fur die effektive Bindung des TCR an den MHC-Komplex und die
nachfolgenden Aktivierungsvorgange essentiell ist. Durch die Bindung der Statine an LFA-1
wird die Interaktion mit ICAM-1 behindert, woraus eine reduzierte Aktivierung von T-Zellen

resultieren  kénnte?®2%7,

In welchem Umfang dieser Effekt bei den therapeutisch
eingesetzten Konzentrationen der Statine eine Rolle spielt, bleibt strittig. Neu entwickelte
Substanzen kdnnten dieses Wirkungsprinzip gezielt nutzen und so mdglichst selektiv in die
Aktivierung und Aufrechterhaltung der pathologischen Immunreaktion eingreifen’9%20427,
Durch die weitgehend physiologischen Bedingungen in der MMLC kénnten die immunologi-
schen Eigenschaften der Statine naher charakterisiert und die Auswirkungen auf die Inter-

aktion zwischen natlrlicher und adaptiver Immunitat untersucht werden.

In diesem Zusammenhang ist auch eine weitere Substanzgruppe, die Proteasen, von Inte-
resse, da sie als selektive Immunmodulatoren dienen kdnnten. Roep et al. konnten zeigen,
dass Proteasen wie zum Beispiel Bromelain, Chymotrypsin oder Papain die Expression von
Oberflachenproteinen und proinflammatorischen Zytokinen in APCs und T-Zellen
vermindern und damit die Aktivitdt von autoreaktiven T-Zellen verringern kénnen®®®. Diese
Hemmung war auch bei in vivo erreichbaren Konzentrationen zu beobachten. Dabei ist der
Mechanismus, uber den die Proteasen die Zytokinexpression und T-Zell-Aktivitat
vermindern, noch nicht hinreichend geklart. Durch den Einsatz der Proteasen in der MMLC,
gegebenenfalls in Kombination mit Untersuchungen mittels FACS zur Analyse von
Oberflachenproteinen konnte der Wirkmechanismus der Proteasen weiter analysiert

werden.
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Durch die Charakterisierung von bisher unerkannten, immunmodulatorischen Eigenschaften
bekannter Medikamente sollte es zur Entwicklung neuer Substanzen kommen, die durch
ihren gunstigen Einfluss auf die subklinische Entzindungsreaktion die Entwicklung der
chronischen, oft lebensverkiirzenden Folgen des Diabetes mellitus und der Arteriosklerose

vermindern konnten.
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AGE Advanced glycation end products

Ak Antikérper

APC Antigen-prasentierende Zellen
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CD Cluster of differentiation

cDNA Komplementare Desoxyribonukleinsaure (~acid)
CRP C-reaktives Protein

Da Dalton (Molekulargewicht)

dATP Desoxyadenintriphosphat

dCTP Desoxycytosintriphosphat

ddH,O0 doppelt destilliertes Wasser

DEPC Diethylpyrocarbonat

dGTP Desoxyguanintriphosphat

dNTP aquimolare Mischung aus dATP, dCTP, dGTP und dTTP
dUuTP Desoxyuraciltriphosphat

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay
FCS Fotales Kalberserum

FFS Freie Fettsduren

HLA Human leukocyte antigen

HRP Horse radish peroxidase

Hsp Hitzeschockprotein

ICAM-1 Intercellular adhesion molecule-1

ICE Interleukin-1 converting enzyme
IFN-y Interferon-y

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

IL-1RA Interleukin-1 Rezeptorantagonist
LDL Low density lipoprotein

LFA-1 Leukocyte functional antigen-1

LPS Lipopolysaccharid

MCP-1 Monocyte chemoattractant protein
M-CSF Macrophage colony-stimulating factor
MHC Major histocompatibility complex

MLC mixed lymphocyte culture
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Zusammenfassunqg

Die MMLC als immunologisches Testsystem der kombinierten Aktivierung von
naturlicher und adaptiver Immunitat zur Analyse immunmodulatorischer

Eigenschaften therapeutisch genutzter Substanzen

Bettina Rose

Eine groRe Anzahl von Erkrankungen wie das Asthma bronchiale, chronisch entzindliche
Darmerkrankungen, die rheumatoide Arthritis und Autoimmunerkrankungen wie der Typ-1-
Diabetes mellitus sind mit einer Dysregulation des Immunsystems verbunden. In den letzten
Jahren haben sich die Hinweise daflir vermehrt, dass auch komplexe Erkrankungen wie der
Typ-2-Diabetes und die Arteriosklerose mit einer subklinischen Entziindungsreaktion ver-
bunden sind, die sowohl die natlrliche wie auch die adaptive Immunitat betrifft. Diese Er-
kenntnisse bieten die Mdéglichkeit, neue Therapiestrategien zur kausalen Behandlung der
Erkrankungen zu entwickeln, die auf einer Modulation der gestérten Immunregulation basie-
ren.

Die momentan eingesetzten immunologischen Testsysteme verwenden meist nur einzelne
Zelltypen der natirlichen oder adaptiven Immunitat wie Makrophagen, dendritische Zellen
oder spezielle T-Zelllinien. Zusatzlich sind starke und unphysiologische Stimuli nétig, um
eine messbare Immunreaktion zu induzieren. Auf der anderen Seite sind in vivo Modelle
zwar zur Analyse von Wechselwirkungen einer Substanz mit allen Geweben des Korpers
geeignet, aber fir Screeningzwecke zu aufwendig.

Dem gegenuber vereint die hier beschriebene modifizierte ,Mixed Lymphocyte Culture®
(MMLC) alle Zellen der natirlichen und adaptiven Immunitat unter weitgehend physiologi-
schen Bedingungen. Durch die gleichzeitige Aktivierung der adaptiven Immunitat durch allo-
gene Zellen und der natirlichen Immunitat durch niedrigdosierte Lipopolysaccharid-Stimula-
tion wurde eine deutliche Zytokinantwort hervorgerufen, die unter anderem zur Freisetzung
von Interleukin (IL) -12 und IL-18 flihrte, die beide synergistisch den Analyseparameter IFN-y
induzierten. Durch den Einsatz des Ty2-Zytokins IL-4 und des Immunsuppressivums Hydro-
kortison konnte die Sensitivitat des Testsystems gegeniiber immunmodulatorischen Einflis-
sen nachgewiesen werden. Die differentielle Regulation der Immunantwort durch IL-4 und
Hydrokortison konnte durch die Analyse weiterer Ty1-Zytokine wie TNF-a. und IL-6 sowie des
Ty2-Zytokins IL-10 dargestellt werden.

Damit handelt es sich bei der MMLC um ein einfaches, valides Testsystem, in dem die mog-
lichen immunmodulatorischen Eigenschaften von bekannten und neu entwickelten Substan-

zen unter moglichst physiologischen Bedingungen analysiert werden kdnnen.
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