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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Frage, inwieweit hydrophobe
Gallensauren eine suppressive Wirkung auf die humane Immunfunktion aus-
uben. Aus klinischen Untersuchungen ist bekannt, dass die Erhohung von Gal-
lensauren im Blut i.R. einer Cholestase zu verschiedenen immunsuppressiven
Effekten fuhren kann. Als Vertreterin der hydrophoben Gallensauren wurde
Taurolithocholsdure gewahlt. Auf der Basis der Beobachtungen an Kupffer-
Zellen wurden die Versuche mit humanen Makrophagen durchgefiihrt, die mit-
tels Zellkultur aus Monozyten gewonnen wurden. Mittels Nachweisverfahren auf
Protein- und RNA/DNA-Ebene (Western-Blot, Immuno-Assay, Real-Time-PCR)
wurde untersucht, ob Taurolithocholsaure in humanen Makrophagen immun-
suppressive Effekte zeigt und auf welchen Wirkmechanismus dies zurtckfuhren
ist.

Zusammenfassend konnte in der Arbeit gezeigt werden, dass hydrophobe Gal-
lensauren (hier Taurolithocholsaure) immunsuppressiv auf humane Makropha-
gen wirken, indem sie die LPS-vermittelte TNF-a- und IFN-B-
MRNA-Expression Uber einen cAMP/PKA-abhangigen Signalweg hemmen.
Maglicherweise ursachlich hierfur sein kdnnte auch die Inhibition der LPS-
vermittelten nukledren Translokation von NF-kB durch Gallensauren.

Der hier zugrunde liegende Mechanismus ist nicht geklart, jedoch konnte aus
vorliegenden Daten anderer Gruppen postuliert werden, dass Uber eine
PKA-Aktivierung die c-Fos-Expression gesteigert wird, sodass eine Inhibition
der p65-abhangigen Zytokinexpression stattfindet. Andere potentielle Mecha-
nismen sind die Konkurrenz von CREB mit CBP, wodurch eine verminderte
NF-kB-Aktivierung bewirkt wird oder eine Inhibition der LPS-induzierten
nuklearen Translokation von NF-kB durch cAMP bzw. Gallensauren.

Neuere Arbeiten zeigen auf’erdem, dass der immunsuppressive Effekt der Gal-
lensauren nicht nur in einer Inhibition der LPS-induzierten Zytokinexpression
resultiert, sondern in einer Umprogrammierung der Zellen zu regulatorischen
Makrophagen zu suchen ist. Die Klarung des genauen molekularen Mechanis-

mus ist Gegenstand aktueller Arbeiten im Forschungslabor.



Abkiirzungen

3'’ARE
AP-1
ATF
(8Br)-cAMP
CBP

CD
CpG-DNA
CRE
CREB
CXCL
DAMP
DIC
DISC
DMSO
dsRNA
elF-2
EGF
EIf-1
Elk-1
Epac
Erk

FXR
GAPDH
GTP
GM-CSF
GP-BAR1
GPCR
IFN

IgM

IkB

IKK

3’AU-reiches-Element

activator protein 1

activating transcription factor

8-Bromo Cyclisches Adenosinmonophosphat
CREB-Bindeprotein

cluster of differentiation
Cytosin-phosphatidyl-Guanin DNS

cAMP response element

CRE-bindendes Protein

Chemokin- (C-X-C Motiv) Ligand
damage-associated molecular pattern
disseminated intravascular coagulation
death-inducing signal complex
Dimethylsulfoxid

Doppelstrang-RNS

eukaryotic-initiation factor 2

Epidermal Growth Factor

E74-like factor 1

E twenty-six (ETS)-like transcription factor 1
exchange protein directly activated by cAMP
extracellular-signal-regulated kinase
Farnesoid-X-Rezeptor
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Guanosine-5'-Triphosphat

Granulozyten und Makrophagen-stimulierender Faktor
bile acid-activated GPCR 1(TGRY)

G protein coupled receptor

Interferon

Immunglobulin M

Inhibitor von kB

IxB-Kinase

Interleukin



IRAK IL-1-Rezeptor-assoziierte-Kinase

IRF interferon regulatory factor

ISG Interferon-stimulierte Gene

JNK c-Jun N-terminale Kinase

LBP LPS-bindendes Protein

LPS Lipopolysaccharid

LRR Leucine-rich repeat

MAP Mitogen-aktiviertes Protein

M-CSF Makrophagen-stimulierender Faktor
MD-2 Myeloid differentiation factor-2
MHC major histocompatibility complex
MPS Mononukleares Phagozytose System

Mx-Protein (MxA) myxovirus resistance-protein

MyD88 Myeloider Differenzierungsfaktor 88

NF-«xB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-
cells

NFTAT nuclear factor of activated T-cells

NK-Zellen Naturliche Killer-Zellen

p38/56 Protein 38/56

PAF platelet activating factor

PAMP pathogen-associated molecular pattern

PBMC peripheral blood mononuclear cell

PGE; Prostaglandin E»

PIAS protein inhibitor of activated STAT

PKA Proteinkinase A

PKR Proteinkinase R

PRR pattern recognition receptor

RIG-I retinoic acid inducible gene |

SDS Natriumdodecylsulfat

SEM standard error of the mean

SOCS suppressors of cytokine signalling

SSI STAT-induced STAT-Inhibitors (syn. SOCS)

ssRNA Einzelstrang-RNS

STAT signal transducer and activator of transcription



TAK1
TBK1
TGF-R
TGR5
Ty-Zellen 1 & 2
TIR
TLC
TLR
TNF-a
Tpl2
TRAF-6
TRIF

transforming growth factor-B-activated kinase 1
TANK-bindende Kinase 1

transforming growth factor I3

G protein-coupled bile acid receptor 5
T-Helfer-Zellen 1 & 2

Toll-/ Interleukin 1 Rezeptor
Taurolithocholsaure

Toll-like Rezeptor

Tumornekrosefaktor-a

tumor progression locus 2

TNF receptor associated factor 6

TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-3



Inhaltsverzeichnis

1. Einleitung

1.1

1.1.1
1.1.2
1.1.3
1.1.4
1.1.5
1.2

1.2.1
1.2.2
1.2.3

3.1

3.2
3.3
3.4
3.5
3.6.
3.7
3.8

4.1
411

Effektormechanismen der angeborenen Immunitat
Das angeborene Immunsystem

Die Familie der Toll-like Rezeptoren

Toll-like Rezeptor 4 und seine Signalkaskade

Die Rolle der Makrophagen bei der Immunabwehr
Zytokinexpression der Makrophagen

Physiologie und Pathophysiologie von Gallensauren
Gallensauremetabolismus und Cholestase
Gallensauren als zellulare Signalmolekile

Immunmodulatorische Effekte von Gallensauren

Fragestellung

Materialien

Gerate

Reagenzien und Inhibitoren fur die Zellkultur
Antikorper

Ldsungen und Puffer

Kits

Oligonukleotide

Medien und Zusatze fur die Zellkultur

Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Methoden

Isolation und Zellkultur von humanen Makrophagen

Aufreinigung der Buffy-Coats

4.1.2 Zellseparation mittels MACS
4.1.3 Ausplattierung und Zellkultur

Seiten

1-18

2-3
3-6
6-10
10-13

13-16
16-17
17-18

19

20-30

20-22
23
23-24
24-26
26
27
27-28
28-30

31-38

31-32
32-33
33



4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7

Proteinbestimmung

Elektrophorese und Westernblot
Proteinnachweisverfahren

Reverse Transkription und Real-Time PCR
cAMP-Assay

Statistik

5. Ergebnisse

5.1 Inhibition der Expression von MxA und der PKR
durch Taurolithocholsaure
5.2  Inhibition der LPS-induzierten Zytokinexpression
durch Taurolithocholsaure in humanen Makrophagen
5.3  Induktion von cAMP in humanen Makrophagen durch
Gallensauren
5.4  Inhibition von ISG-Produkten durch Forskolin und
8Br-cAMP
5.5 Inhibition der Zytokinexpression durch TLC ist
Proteinkinase A-abhangig
5.6 Interaktion zwischen Taurolithocholsaure-vermittelter
und TLR-4-abhangiger Signaltransduktion
5.7 Einfluss von MAP-Kinasen auf den suppressiven
Effekt von TLC
6. Diskussion
7. Literatur
Anhang

VI

33-34

34-36

36

36-37

37-38

38

39-46

39-40

40-41

41-42

42-43

43-44

44-45

45-46

47-52

53-60



1. Einleitung
1.1 Effektormechanismen der angeborenen Immunitat
1.1.1 Das angeborene Immunsystem

Ein Organismus ist taglich mit vielen potenziellen Krankheitserregern konfron-
tiert, ohne dass diese zu einer Krankheit fuhren.

Das Abwehrsystem setzt sich dabei aus mehreren Komponenten mit jeweils
zelluldren und azelluldren Effektormechnismen zusammen”.

Im Rahmen der angeborenen Immunantwort sorgen (neben verschiedenen Epi-
thelien) zunachst Phagozyten (neutrophile Granulozyten und Gewebemakro-
phagen) fur die Elimination der Erreger. Die Fahigkeit dieser Zellen, anhand von
einfachen Oberflachenproteinen wie LPS korpereigene von kdrperfremden
Strukturen zu differenzieren, ist die erste Voraussetzung fur eine effektive Im-
munabwehr. Ein weiterer zellularer Bestandteil der angeborenen Immunabwehr
sind NK-Zellen, welche virusinfizierte Zellen erkennen und vernichten konnen.
Zytokine bzw. Chemokine sind Proteine, die von Phagozyten freigesetzt werden
und die Entzindungsreaktion fordern." 2

Die genannten Bestandteile des angeborenen Immunsystems sind auch an der
adaptiven Immunantwort beteiligt. Die eigentliche zellulare Komponente der
adaptiven Immunabwehr sind jedoch die Lymphozyten, deren wichtigste Unter-
gruppen B-Zellen sowie CD4+- und CD8+-T-Zellen sind. Durch die Produktion
hochspezifischer Antikorper kdnnen Pathogene nicht nur sehr effektiv beseitigt
werden, die erworbene Immunabwehr bildet zudem Gedachtniszellen aus, so-
dass bei Zweitkontakt die Immunreaktion schneller und potenter ausfallt.?

Beide Systeme greifen ineinander, die erworbene Immunitat wird durch die an-
geborenen Mechanismen nicht nur gebahnt sondern auch moduliert.™ 3

Das angeborene Immunsystem dient also zunachst einer raschen Beseitigung
pathogener Organismen und verhindert so vor allem die Etablierung eines In-
fektionsherdes. Allerdings ist sein Repertoire begrenzt und es fehlt im Vergleich
zur adaptiven Immunitat der Lerneffekt, sodass die Antwort auf den gleichen
Erreger zu einem spateren Zeitpunkt nicht wirkungsvoller ausfallt als bei Erst-

kontakt.



1.1.2 Die Familie der Toll-like Rezeptoren (TLR)

Die initiale Abwehrreaktion von Krankheitserregern setzt eine schnelle Identifi-
zierung durch das angeborene Immunsystem voraus. Daher verfugen viele
Zellarten Uber eine Reihe sogenannter Mustererkennungsrezeptoren (pattern
recognition receptors, PRR).7 Diese Rezeptoren erkennen pathogenassoziierte
molekulare Muster (PAMP) — einfache Molekile, die Bestandteile von Mikroor-
ganismen aber nicht von kdrpereigenen Zellen sind.’ Beispiele fiir diesen
Rezeptortyp sind der Mannoserezeptor oder die RIG-I-ahnlichen Proteine, de-
ren Ligand doppelstrangige RNS (dsRNS) ist.’

Eine wichtige Gruppe der pattern recognition receptors ist die Familie der Toll-
like Rezeptoren (TLR).°

Toll-like Rezeptoren stellen eine evolutionar sehr alte und gut konservierte
Gruppe von signalgebenden, transmembrandsen Rezeptoren dar. Sie sind bei
der Abwehr von Infektionen sowohl bei Vertebraten als auch bei Pflanzen und
Insekten von groRRer Bedeutung. Der Rezeptortyp der TLR wurde urspringlich
bei der Taufliege Drosophila melanogaster entdeckt, wo man ihn als Toll be-
zeichnete. Die bei Saugern gefundenen Rezeptoren nannte man dementspre-
chend Toll-like Rezeptoren.®’

Bisher wurden beim Menschen zehn verschiedene Toll-like Rezeptoren identifi-
ziert, auch ihre Genloci sind inzwischen bekannt. Aufgrund der Ubereinstim-
mung ihrer Aminosauresequenzen kann man die TLR in funf verschiedene Sub-
familien einteilen, wobei TLR-3 und TLR-4 alleine jeweils eigene Subfamilien
darstellen. Es konnte gezeigt werden, dass die meisten Gewebe zumindest ei-
nen Toll-like Rezeptor exprimieren, dabei verfiigen Makrophagen Uber alle be-
kannten TLR. Die Regulation der Expression kann Uber verschiedene Stimuli
erfolgen wie mikrobielle Substanzen und Zytokine. So bewirkt z.B. IFN-y eine
Erhéhung der Expression von TLR-4 in der Plasmamembran von Monozyten
und Makrophagen.®

Nachfolgend findet sich eine Auflistung der verschiedenen Toll-like Rezeptoren

und eine Auswahl ihrer Liganden.



Toll-like Rezeptor Ligand

TLR-1:TLR-2-Heterodimer |Proteoglykan

Lipoproteine
TLR-2:TLR-6-Heterodimer | Glykosylphophatidylinositol (T.cruzi)
Zymosan (Hefen)

TLR-3 doppelstrangige RNS

TLR-4 (mit MD-2 und CD14) | Lipopolysaccharid

(gramnegative B.)

Lipoteichonsaure

(grampositive B.)

Flagellin

einzelstrangige RNS

Oligonukleotide mit
hohem Gehalt an Guanin
nichtmethylierte CpG-DNA

nicht bekannt

Tabelle 1: Toll-like Rezeptoren und ihre Liganden4

Die meisten Toll-like Rezeptoren sind in der Plasmamembran der Zellen lokali-
siert, die Toll-like Rezeptoren 3, 7 und 9 befinden sich hingegen in der Memb-
ran von Endosomen.* Die Rezeptoren sind wahrscheinlich als Dimere aktiv,
wobei einige Heterodimere bilden und andere - wie z.B. TLR-4 - nur als Homo-
dimere vorkommen.®

Aufgrund der relativ geringen Anzahl verschiedener Rezeptoren ist das System
der Toll-like Rezeptoren limitiert, aber die meisten Mikroorganismen kdnnen auf

diesem Weg erkannt werden.®
1.1.3 Toll-like Rezeptor 4 und seine Signalkaskade

Zur Bekampfung von bakteriellen Infektionen ist der Toll-like Rezeptor 4 von
grol3er Bedeutung.
Er findet sich auf Makrophagen (sowie auf dendritischen und neutrophilen Zel-

len) und ist mit zwei weiteren Proteinen - MD-2 und CD14 — assoziiert.” '° Der



bekannteste Ligand dieses Komplexes ist bakterielles Lipopolysaccharid
(LPS).% " Dieses ist in der Zellwand von gramnegativen Bakterien zu finden
und besteht aus einem membranstandigen Lipid, das Uber eine Kernregion mit
einem Polysaccharid unterschiedlicher Lange verbunden ist."’

Die Signalkaskade des TLR-4 ist nachfolgend schematisch dargestellt.

LPB:LPS-Komplex

}

/

IKK-Komplex -

|

Translokation

‘ Produlktion won IFMN-3 ‘

Translokation
von HF-kB

(=)e)

NF-kB .
Translokation .

Abbildung 1: Schematische Darstellung der TLR-4-Signalkaskade, adaptiert nach

Froduktion won proinflammatorischen
Zytokinen (TNF-q, IL-6, IL-12)

Regulation zellbiologischer Funktionen
Produktion proinflammatorischer Zytokine

12,13

In Korperflissigkeiten wie Blut wird LPS zuerst an das LPS-bindende Protein
(LBP), ein Akut-Phase-Protein, gebunden. LPS bindet an das CD14-Protein,
welches Uber einen Glykosylphosphatidylinositolanker in die Zellmembran inte-
griert ist. Der CD14:LPS-Komplex interagiert in der Folge mit TLR-4, welcher
von MD-2 im Zytosol der Zelle gebunden und an die Zelloberflache transportiert
worden ist. Die daraufhin ausgeldste Signalkaskade wird auch allgemein als
Toll-Signalweg bezeichnet.'* '

Die Familie der Toll-like Rezeptoren ist charakterisiert durch sogenannte
leucinreiche Regionen (LRR) an der extrazellularen Seite, sowie durch eine TIR

(Toll-/ Interleukin 1 Rezeptor)-Domane im Bereich des intrazellularen Anteils



des Rezeptors. Die Bindung eines Liganden (wie LPS) an die LRR bewirkt eine
Konformationsanderung des Rezeptors, sodass an die TIR-Domane ein
Adaptorprotein binden kann, das ebenfalls Uber eine solche TIR-Domane ver-
fugt. Das am besten charakterisierte Adaptorprotein ist der myeloide Differen-
zierungsfaktor 88 (MyD88). In der Signalkaskade von TLR-4 lasst sich ein
MyD88-abhangiger von einem MyD88-unabhangigen Signalweg unterscheiden
(Abb. 1).?

Beim MyD88-abhangigen Weg wird MyD88 nach Aktivierung an den
zytoplasmatischen Teil des TLR-4 transloziert. In der Folge aktiviert die Todes-
domane von MyD88 nun sequentiell die I|L-1-Rezeptorassoziierte-Kinasen
(IRAK) 4 und 1, welche mit dem Adaptorprotein TRAF-6 assoziieren und in die-
sem Komplex die TAK1 (transforming growth factor--activated kinase 1) akti-
vieren. TAK1 phosphoryliert den IKK (lkB-Kinase)-Komplex, wodurch der
Transkriptionsfaktors NF-kB aktiviert wird. Im Zytosol wird NF-xB durch das
inhibitorische Protein IxB im inaktivierten Zustand gehalten. Nach der Phospho-
rylierung von |kB durch IKK wird es ubiquitiniert und proteasomal abgebaut.
Dadurch wird NF-xB freigesetzt und transloziert in den Zellkern, wo es als
Transkriptionsfaktor die Expression von Zielgenen induziert. Dies hat die Syn-
these von proinflammatorischen Zytokinen, wie z.B. TNF-a oder IL-6, zur Fol-

ge 12,13

Aulerdem kann TAK1 weitere MAP-Kinasen, wie die p38-MAPK und c-Jun
N-terminale Kinasen (JNK), phosphorylieren. Diese kdnnen verschiedene weite-
re Transkriptionsfaktoren aktivieren. Hier sind insbesondere die Proteine der
AP-1-Familie zu nennen - Heterodimere, die aus je einem Monomer von ent-
weder c-Fos-, ATF- und Jun-Transkriptionsfaktoren bestehen. Nach Phosphory-
lierung von c-Jun durch die Jun-Kinase transloziert c-Jun in den Zellkern und
dimerisiert dort mit c-Fos zu AP-1. Die Expression von c-Fos wird wiederum
durch den Transkriptionsfaktors Elk-1 reguliert, dessen Aktivitat u.a. durch die
Erk (extracellular-signal-requlated kinases) vermittelt wird. Die Aktivierung der
Erk ist ebenfalls Folge der Stimulation des TLR-4 (nicht in der Abbildung darge-

stellt).'® ™



Neben der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren haben diese Kinasen auf der
posttranskriptionalen Ebene regulierende Effekte z.B. auf die TNF-a-Funktion
(eingeschlossen der TNF-a-mRNA-Kerntransport, die mRNA-Stabilitat und die
Translation).”™ So konnte gezeigt werden, dass die Tpl2-abhangige Aktivierung
der Erk-1 und Erk-2 die inhibitorische Domane (3’ARE = 3’AU-rich-element) der
TNF-a-mRNA phosphoryliert und so den Zytokinspiegel erhoht.”>"”

Bei Weiterleitung des LPS-Signals Uber den MyD88-unabhangigen Signalweg
transloziert TRIF mit seiner TIR-Domane zum Rezeptor. TRIF stimuliert nun die
Kinasen IkKe und TBK1. Diese aktivieren den Interferon-regulierenden Faktor
(IRF) 3, Uber den unter anderem die Expression von Interferon- kontrolliert
wird. In der Folge induziert IFN-B die Expression von Produkten [FN-

induzierbarer Gene wie MxA und PKR.'3 14141819

1.1.4 Die Rolle der Makrophagen bei der Immunabwehr

Bereits im Jahr 1905 beschrieb Elie Metchnikoff Makrophagen (M®s) als
phagozytierende Zellen, die in einer Reihe von Organismen flr die Eliminierung
von Pathogenen verantwortlich sind.?

Makrophagen leiten sich von myeloiden Vorlauferzellen ab, aus denen unter
anderem die Zellen des Mononuklearen Phagozytose Systems (MPS) hervor-
gehen. Makrophagen entwickeln sich aus im Blut zirkulierenden Monozyten, die
sich im Gewebe zu ortsstandigen Makrophagen differenzieren — ein Vorgang
der kontinuierlich, aber v. a. bei Vorliegen einer Entziindung stattfindet.?’

Man hat Makrophagen in Abhangigkeit von dem Gewebe, in dem sie vorkom-
men, spezielle Bezeichnungen gegeben, z.B. bezeichnet man Makrophagen in
der Leber als Kupffer-Zellen. Besonders zahlreich ist ihr Vorkommen in der
Submucosa des Verdauungstraktes, in der Lunge, in der Leber und im Binde-
gewebe sowie in allen Abschnitten der Milz.* 2% 2®

Ursprunglich wurden Makrophagen in zwei Subpopulationen eingeteilt: die klas-
sisch und die alternativ aktivierten Makrophagen.?

Die klassisch aktivierten M1-Makrophagen werden traditionell als die Zielzellen
von Ty1-Zellen verstanden. Letztere sezernieren IFN-y, welches zusammen mit
TNF-a die Ausbildung dieser host-defence-type-Makrophagen bewirkt. Auch

z.B. NK-Zellen kdnnen durch das Freisetzen von IFN-y eine transienten Aktivie-



rung dieser Makrophagen bewirken. Ferner kdnnen Liganden wie LPS Uber den
TLR-Rezeptorweg TNF-a und INF-R (statt IFN-y) induzieren, welche (autokrin)
ohne die Anwesenheit von T-Zellen und NK-Zellen die Aktivierung von klassisch
aktivierten Makrophagen bewirkt. Diese Zellpopulation dient der Infektabwehr
durch vermehrte Produktion von Zytokinen und antimikrobiellen Molekllen so-
wie durch eine verbesserte Eliminierung phagozytierter Erreger.24‘ 25

Unter dem alteren Begriff der alternativ aktivierten Makrophagen (M2) werden
mittlerweile zwei weitere Spezies von Makrophagen zusammengefasst. Unter
dem Einfluss von IL-4, das vor allem aus basophilen Granulozyten stammt, bil-
den sich zum Einen sogenannte wound healing macrophages. Da IL-4 zum Zy-
tokinprofil der Ty2-Helfer-Zellen gehdrt, sind diese Makrophagen auch
Effektorzellen der adaptiven Immunantwort. Wound healing macrophages sind
in der Lage, extrazellulare Matrix zu produzieren und dienen so unter Verlust
vieler antimikrobieller Effektormechanismen der Gewebehomdostase.?* %

Die zweite Gruppe sogenannter alternativ aktivierter Makrophagen sind die
regulatory macrophages. Diese Zellen kdnnen keine extrazellulare Matrix syn-
thetisieren und sind antigenprasentierende Zellen, sie unterscheiden sich funk-
tionell demnach deutlich von Wundheilungsmakrophagen. Auch ihre Aktivierung
folgt einem anderen Weg und ist im Detail Gegenstand der aktuellen Forschung
(s.u.). Jedoch scheinen (alle Arten von) regulatorischen Makrophagen zwei ver-
schiedene Stimuli zur Aktivierung zu benoétigen. Kontakt mit dem ersten Agens
wie z.B. Immunkomplexen hat erst einen Effekt, wenn eine Kombination mit z.B.
einem TLR-Liganden stattfindet. Daraufhin verandert sich das Zytokinprofil, es
wird vermehrt IL-10 produziert. Gleichzeitig vermindert sich die Menge an IL-12,
sodass das Verhaltnis der beiden Zytokine als Charakteristikum dieser

Makrophagenpopulation betrachtet werden darf.?* 2

Auf Grund ihrer Lokalisation sind Makrophagen eine der ersten Gruppen von
Zellen, die mit eindringenden Pathogenen konfrontiert werden. Sie verfugen
uber eine Reihe von pattern recognition receptors, mit Hilfe derer sie Pathogene
erkennen kénnen. Es sei an dieser Stelle hinzugefligt, dass Makrophagen nicht
nur kdrperfremde Moleklle erkennen, sondern dass sie auch zwischen kranken

und gesunden Kérperzellen unterscheiden.?



In diesem Zusammenhang wurde der Begriff der damage-associated molecular
patterns (DAMPs) gepragt und damit eine Gruppe von endogenen Gefahren-
signalen definiert.?” Als Beispiel seien hier Hyaluronfragmente genannt, die bei
Gewebsschaden entstehen, und die via Toll-like Rezeptor 2 und 4 eine Entzun-
dungsreaktion hervorrufen kénnen.?®

Die Phagozytose stellt die erste Moglichkeit zur Infektbekdmpfung dar. Neben
den neutrophilen Granulozyten und den dendritischen Zellen stellen Monozyten
bzw. Makrophagen die dritte Population von phagozytierenden Zellen dar.?® Die
Bindung der Liganden an Rezeptoren wie den TLR-4 stimuliert die Phagozytose
der Krankheitserreger, welche im nachsten Schritt in intrazellularen Vesikeln
durch lysosomale Degradierung zerstort werden.>® 3’

Makrophagen und neutrophile Zellen erzeugen ferner im Zuge des respiratory
burst (so benannt, da der Sauerstoffbedarf zunimmt) mehrere toxische Sauer-
stoffderivate wie zum Beispiel Stickoxid, welche ebenfalls bakterizid wirken.
Diese Abwehrmoleklle konnen auch sezerniert werden, sodass sie extrazellular
ihre antimikrobielle Wirkung entfalten.?'*

Neben der frihzeitigen Elimination von Krankheitserregern durch Phagozytose
sind die Makrophagen weiterhin fur die Organisation einer lokalen Entzin-
dungsreaktion zustandig. Diese wichtige Funktion erflllen die Makrophagen mit
der Freisetzung von Chemokinen und Zytokinen im Zuge ihrer Wechselwirkung
mit dem jeweiligen Krankheitserreger. Makrophagen setzen nach Erkennen ei-
nes Pathogens eine Reihe von Molekulen frei. Durch enzymatische Spaltung
von Membranlipiden entstehen sehr rasch Lipidmediatoren - der
plattchenaktivierende Faktor (platelet activating factor, PAF), Prostaglandine
und Leukotriene. Danach setzen Makrophagen Zytokine (wie z.B. den Tumor-
nekrosefaktor-a) und Chemokine (chemotaktisch wirksame Zytokine) frei. > %
Die Reaktion der Makrophagen auf die Krankheitserreger 16st am Infektionsort
eine Entzindungsreaktion aus, die wichtige physiologische Konsequenzen hat.
Zum einen wird durch Mikrothrombosierung eine lokale Blutstase herbeigefuhrt,
die eine systemische Keimverschleppung verhindern soll.*® AuRerdem fordert
die lokale Inflammation den Transport von weiteren Abwehrzellen und
Effektormolekiilen zum Infektionsort.* Die Leukozyten, die das GefiRsystem
verlassen und an den Entzindungsherd wandern, sind zunachst neutrophile

Granulozyten.?® Dann folgen Monozyten, die sich unter Einfluss von M-CSF zu



weiteren Makrophagen entwickeln, sich aber auch in Gegenwart von GM-CSF
und Interleukin 4 (IL-4) zu myeloiden, dendritischen Zellen differenzieren kon-
nen.4, 26, 37

Schliel3lich wirken Makrophagen auch antiinflammatorisch: So phagozytieren
sie neutrophile Granulozyten und sezernieren antiinflammatorische Zytokine
wie TGF-[3 und IL-10, was einen exzessiven Gewebeschaden verhindert und

die Wundheilung férdert.? 2% %

Die Phagozytose und die Organisation der lokalen Entziindungsreaktion ma-
chen Makrophagen zu unverzichtbaren Effektorzellen des Immunsystems.
Makrophagen kénnen wie (fast) alle kernhaltigen Korperzellen Proteine, die
zum Beispiel im Zuge einer Virusinfektion in ihrem Zytosol synthetisiert werden,
uber MHC-I-Molekule an ihrer Zelloberflache prasentieren, was das Abtdten der
infizierten Zelle durch CD8+-T-Effektorzellen zur Folge hat.*® Neben den dendri-
tischen Zellen und den B-Lymphozyten gehoren Makrophagen aber zusatzlich
zu der Gruppe der professionell antigenprasentierenden Zellen der Immunab-
wehr, d.h. sie kdnnen phagozytiertes Material, das sie selbst nicht eliminieren
kdnnen, tiber MHC-II-Molekiile CD4+-T-Zellen prasentieren.*® Dabei verfugen
Makrophagen im Ruhezustand nur Gber wenige MHC-II-Molekule und gar keine
kostimulierenden B7-Molekiile." Letztere sind jedoch essentiell fiir eine erfolg-
reiche Immunantwort, da ein Fremdantigen alleine keine Immunreaktion aus-
I6st.” Erst nach Identifizierung von mikrobiellen Strukturen durch die zahlreichen
pattern recognition receptors wie z.B. TLR-4 wird die Synthese von ausreichend
MHC-lI-Molekiilen und B7-Molekiilen induziert.” *°

Die Antigenprasentation von intrazellular degradiertem Material Uber
MHC-II-Molekile durch Makrophagen ist allerdings nicht Teil der afferenten
bzw. der Induktionsphase der T-Zell-Antwort, an deren Ende antigenspezifische
T- und B-Lymphozyten stehen. Vielmehr treffen im Zuge der efferenten Phase
antigenspezifische CD4+-Ty1-Zellen auf ihre Zielzellen - die Makrophagen. Die
Makrophagen prasentieren an ihrer Oberflache Peptide von intrazellularen Kei-
men, die sie alleine nicht vernichten kénnen. Daraufhin schitten Lymphozyten
gezielt IFN-y aus und induzieren den CD40-Liganden auf der Oberflache der
Makrophagen. Diese Interaktion der Zellen hat die Aktivierung der Makropha-

gen zur Folge.*!



Makrophagen sind demnach ein zentraler Bestandteil des Immunsystems, da
sie nicht nur die erste Verteidigungslinie gegen potenzielle Krankheitserreger
bilden, sondern auch die adaptive Immunreaktion unterstitzen und zudem eine

restitutio ad integrum im Anschluss an eine Abwehrreaktion fordern.
1.1.5 Zytokinexpression der Makrophagen

Zytokine sind kleine Proteine, die von Zellen der Immunabwehr produziert und
sezerniert werden, und die nach Bindung an ihre spezifischen Rezeptoren ver-
schiedene Reaktionen ausldosen kdonnen. Sie kdnnen autokrin wirken - also auf
die produzierende Zelle selbst oder parakrin auf Nachbarzellen. Man unter-
scheidet strukturell zwei groRe Familien von Zytokinen: Zur Hamatopoetin-
Familie gehdren sowohl Wachstumshormone als auch Interleukine mit Funktio-
nen der Immunabwehr. Die zweite Gruppe ist die TNF-Familie, deren Mitglieder
Effektormechanismen der Immunabwehr darstellen und die auch
membrangebunden vorkommen. Zu den Zytokinen, die Makrophagen sezernie-
ren, gehoren z.B. IL-6, TNF-a sowie IL-13 und IL-10.4

Die Erkennung eines spezifischen bakteriellen Molekiles Uber PRR flhrt zur
Freisetzung eines fur den Stimulus spezifischen Zytokinmusters, zum Beispiel

die Expression von TNF-a nach Stimulation des TLR-4 durch LPS.3" 42
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Protein | Zielzellen/ Wirkort | Wirkung

IL-1 Lymphozyten Stimulation der T-Lymphozyten

Leber Freisetzung von Akut-Phase-Proteinen
Fieber
Endothelaktivierung

Lymphozyten Stimulation der T-Lymphozyten/ B-Lymphozyten
(Antikorperproduktion)
Leber Freisetzung von Akut-Phase-Proteinen

Fieber

Phagozyten Chemotaxie/ Degranulation neutrophiler

Granulozyten

NK-Zellen Weiterleitung der Immunantwort an Ty1-Zellen

Gefallendothel Expression von Zelladhasionsmolekulen (E-und
P-Selektine); lokale Erhdhung der Gefalper-
meabilitat

lokale Blutgerinnung

Mobilisierung von dendritischen Zellen

Tabelle 2: Zyto- bzw. Chemokine von Makrophagen nach’

TNF-a spielt eine wichtige Rolle bei der Bekampfung von Infektionen, da es lo-
kal effektiv zur Eindammung der Erreger am Infektionsort beitragt. So unterbin-
det TNF-a z.B. durch Bildung kleiner Gefaldthromben die Ausbreitung der Pa-
thogene vom Eintrittsort aus in den Blutkreislauf. Der Abfluss mit den in dendri-
tischen Zellen eingeschlossenen Erregern erfolgt dann mit der Lymphe in die
Lymphknoten, wo eine adaptive Immunreaktion initiiert werden kann. Die loka-
len Effekte von TNF-a sind also klar von Vorteil, wenn grol3e Mengen von
TNF-a in den Blutkreislauf gelangen, kann dies jedoch verheerende Konse-

quenzen haben.* >4

Bei einer systemischen Infektion mit Krankheitserregern - v.a. mit gramnegati-
ven Bakterien - wird TNF-a in groRen Mengen von Makrophagen in Leber, Milz
und aus anderen Korperregionen freigesetzt. Die systemische Wirkung des

Zytokins besteht zum einen in einer allgemeinen Gefalkerweiterung, die zu ei-
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nem starken Blutdruckabfall fihren kann. Durch die Permeabilitatssteigerung
kommt es zum Austritt von Flissigkeit in das Gewebe und das Blutvolumen
sinkt zusatzlich, sodass es zur Ausbildung eines septischen Schocks kommt.
TNF-a fuhrt aullerdem zu Gerinnungsstorungen, die multiple Thrombosen der
kleinen Gefalde und eine Verbrauchskoagulopathie mit anschliefiender Blu-
tungsneigung (DIC) zur Folge hat. In diesem Zustand kommt es schnell zu ei-
nem Multiorganversagen. Da TNF-a ein im Verlauf der Evolution gut konservier-
tes Zytokin ist, kann geschlussfolgert werden, dass die Vorteile einer lokalen
Eindammung durch TNF-a gegenuber den lebensbedrohlichen Nachteilen einer

systemischen Freisetzung tiberwiegen.***°

Typ I-Interferone stellen eine weitere Gruppe von Effektormolekilen dar, die
durch Makrophagen exprimiert werden.*

Interferone sind antiviral wirkende Molekile, die mit der Virusvermehrung in
vitro und in vivo interferieren. Man unterscheidet Typ I-Interferone (IFN-a und
IFN-B) von dem Typ lI-Interferon IFN-y, welches nicht als unmittelbare Reaktion
auf eine Virusinfektion gebildet wird, sondern mit einer Latenz der Beseitigung
intrazellularer Pathogene dient. IFN-a und IFN-B werden bei einer Infektion
durch verschiedene Viren von vielen Zelltypen synthetisiert. Dies geschieht
hauptsachlich als Reaktion auf das Vorliegen von doppelstrangiger RNS, wel-
che durch den endosomal lokalisierten Toll-like Rezeptor 3 erkannt wird. Aber
wie oben bereits erlautert, kann auch LPS Uber den TLR-4 die Expression von
IFN-B induzieren.® 4°

IFN-a und IFN-B binden nach ihrer Sekretion an den Interferonrezeptor - einen
Zytokinrezeptor, der an eine Tyrosinkinase der Janus-Familie gekoppelt ist. In
dieser Eigenschaft phosphorylieren die Kinasen Transkriptionsfaktoren (signal
transducers and activators of transcription, STAT) direkt, wodurch eine Disso-
ziation vom Rezeptor erzielt wird und die STAT-Proteine als Homo - oder Hete-
rodimere in den Zellkern transportiert werden. Dort initiieren sie die Transkripti-
on von Genen, die fur antiviral wirksame Proteine kodieren.*’

Eines dieser durch IFN-a und IFN-B induzierten Proteine ist die Proteinkinase
R, welche den Initiationsfaktor elF-2 der eukaryotischen Proteinbiosynthese
phosphoryliert, wodurch die Translation gehemmt und somit die Virusreplikation

behindert wird.*” Ein weiteres Interferon-induzierbares Protein ist das MxA-
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Protein - eine Large-GTPAse, welche das Trafficking des viralen Nukleokapsids
hemmt.*® 4°

Auch aktivieren Typ I-Interferone und weitere von Makrophagen produzierte
Zytokine (v.a. IL-12) die naturlichen Killerzellen (NK-Zellen), die daraufhin virus-
infizierte Zellen abtéten. Ferner induzieren sie bei allen kernhaltigen Kérperzel-
len eine vermehrte Expression von MHC-I-Molekulen, wodurch eine effektive
Prasentation von Virusantigenen und eine Abtotung der betroffenen Zellen
durch CD8+T-Zellen erreicht werden. Die Interferone bewirken zudem die Ex-
pression von costimulierenden Molekllen auf Makrophagen und dendritischen
Zellen, sodass eine Interaktion der beiden Zellpopulationen untereinander er-

maoglicht wird.%%>

Einige Viren, wie z.B. das Hepatitis-C-Virus, kdnnen allerdings die antivirale
Wirkung der Interferone auf verschiedenen Ebenen antagonisieren und errei-

chen somit eine hohe Persistenz.>

1.2 Physiologie und Pathophysiologie von Gallensauren

1.2.1 Gallensauremetabolismus und Cholestase

Die Galle besteht zu Uber 80% aus Wasser, die festen Bestandteile sind haupt-
sachlich Gallensauren (67%), daneben u.a. Phosphatidylcholin (22%), Choles-
terin (4%) und Bilirubin (0,3%).%°

Gallensauren bestehen aus einem Steroidkern mit einer bis drei Hydroxylgrup-
pen und einer aliphatischen Seitenkette unterschiedlicher Lange. In den
Hepatozyten kénnen die Gallensauren Uber zwei unterschiedliche Synthesewe-
ge aus Cholesterin synthetisiert werden. Der ,klassische“ Syntheseweg steht
physiologisch im Vordergrund, die Endprodukte der Biosynthese sind die prima-
ren Gallensauren Cholsaure und Chenodeoxycholsaure. Bei Patienten mit Le-
bererkrankungen kann auch der ,alternative“ (,saure”) Syntheseweg bedeutend
werden, bei dem das vorherrschende Endprodukt die Chenodeoxycholsaure

ist.®
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Wenn die primaren Gallensauren Cholsaure und Chenodeoxycholsaure ins Ko-
lon gelangen, werden sie durch bakteriell vermittelte Prozesse zu den sekunda-
ren Metaboliten Deoxycholsaure, Lithocholsdure oder alternativ 7-
Ketolithocholsaure metabolisiert. Aus Letzterer kann in der Leber und im Darm
die tertidre Gallensaure Ursodeoxycholsaure synthetisiert werden.*®

Damit die Gallensauren vor ihrer Sekretion in die Gallenwege polarer und damit
hydrophiler werden, werden sie mehrheitlich im Verhaltnis 3:1 mit Glycin oder
Taurin konjugiert (auch sulfatiert, glukuronidiert, glukosyliert oder mit N-Acetyl-
Glucosamin verknUpft). Da diese Molekule bei physiologischem pH-Wert in ihrer
anionischen Form vorliegen, werden sie Gallensalze genannt.>

Die Gallensauren werden nach ihrer Sekretion zu Gber 90% im terminalen lleum
mit Hilfe eines aktiven Transportsystems resorbiert. Sie werden dann in das
Portalvenenblut abgegeben und Uberwiegend an Albumin gebunden zurlck zur
Leber transportiert, Uber Transportsysteme in die Hepatozyten aufgenommen
und dann wieder in die Gallenkanalikuli sezerniert, sodass der enterohepatische

Kreislauf erneut beginnt.>®

MRP3 MRP4 OSTo/R
Gallensauren

Hepatozyt I ' i

MRD3
Fhophatidylchaolin

NTCP
Gallensauren

CYP7A1

—_—

Chaolesterol  Gallensduren

BSEP
Gallensauren

MRD1

Ol tedikamente

Organische Anionen

FIC1

LIRS Aminophospholipide

Konj. Gallensauren
Gluthathion

Gallengang

0STwh
Gallensduren

CFTR
Clorid
AE2

Bicarbonat
ASBT
Gallensduren

Abbildung 2: Darstellung hepatobiliirer Transportsysteme nach®®
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Etwa 10% der Gallensduren gelangen ins Kolon, wo die dort entstandenen
Metabolite teilweise aufgenommen werden. Der Rest wird Uber die Faeces
ausgeschieden, was nebenbei die einzige Mdglichkeit zur Ausscheidung von
Cholesterin ist. Der tagliche Verlust an Gallensauren mit dem Stuhl von 0,3 -
0,6 g wird durch die Gallensauresynthese in der Leber ausgeglichen, sodass
der Gallensaure-Pool konstant bleibt. Die Galle wird interprandial in der Gallen-
blase gespeichert und konzentriert, nach Nahrungsaufnahme erfolgt die Abga-
be in das Duodenum.*® *

Ein Ungleichgewicht des Gallensauremetabolismus findet sich zum Beispiel im
Zustand der Cholestase, auf deren Pathologie kurz eingegangen wird.

Unter dem Begriff Cholestase versteht man die verminderte Sekretion von Gal-
lebestandteilen in den Darm, entweder durch verminderte Ausscheidung aus
dem Hepatozyten oder durch den Aufstau der Galle durch ein Abflusshindernis
in den Gallenwegen. Dabei kann die Abflussbehinderung auf dem gesamten
Weg von der Galleproduktion in den Leberzellen bis zur Einmindung des
Ductus choledochus in das Duodenum lokalisiert sein. Man kann dabei eine
intrahepatische Cholestase definieren, was z.B. die hepatozellulare Schadigung
durch Virushepatitiden oder auch Veranderungen der intrahepatischen Gallen-
gange durch z.B. sklerosierende Cholangitiden umfasst. Davon zu unterschei-
den ist die extrahepatische Form der Cholestase, zu der mechanische Hinder-
nisse wie Gallensteine oder Tumoren des Gallengangs fuhren konnen. Die
Auswirkungen auf das Gewebe ergeben sich aus der Retention der toxischen
Anteile der Galle, wie Bilirubin und Gallensauren, welche im Blut akkumulie-
ren.%®

Erhdhte Konzentrationen hydrophober Gallensauren wirken Uber eine
CD95L-unabhangige Aktivierung des Fas-Rezeptors (syn. CD95) in
Hepatozyten apoptotisch, indem die Gallensauren den EGF-Rezeptor
phosphorylieren, was die Aktivierung von CD95 und in der Folge die Induktion
des death-inducing signal complex (DISC) bewirkt.>® ¢

Sie hemmen aber auch den Signalweg des hepatoprotektiven IL-6 auf mehre-
ren Ebenen.®’ Die Schadigung von Zellorganellen (Mitochondrien und endo-
plasmatischem Retikulum) filhrt ebenfalls zur Aktivierung der Apoptose.®? Diese

Effekte sind zumindest teilweise Ergebnis der Bildung radikaler Sauerstoffspe-
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zies.®?® Oxidativer Stress und reaktive Aldehyde sind auRerdem an der Aus-
bildung und der Progression einer Leberfibrose beteiligt.®

Die Symptome der Cholestase sind der lkterus, helle (acholische Stuhle), bier-
brauner Urin und Pruritus.’® Es kommt zum Ubertritt aller gallepflichtigen Stoffe

t.58 Dabei akkumulieren Gallensiuren stark, die totale Gallensaurekon-

ins Blu
zentration im Serum kann bis auf das hundertfache des Normwertes (normal:

3,1+/-0.7 pymol/l) ansteigen.®®
1.2.2 Gallensauren als zellulare Signalmolekile

Neben ihrer Eigenschaft als Detergenzien sind Gallensauren als Signalmoleku-
le von groRBer Bedeutung. Sie aktivieren im Wesentlichen zwei
Rezeptorsysteme: Zum einen sind Gallensauren Liganden von nukledren Re-
zeptoren wie zum Beispiel dem sogenannten Farnesoid-X-Rezeptor (FXR).
Diese Rezeptoren bilden mit dem Retinoid-X-Rezeptor Heterodimere und bin-
den an regulatorischen DNS-Abschnitten. So kénnen sie Einfluss auf den Gal-
lensauremetabolismus nehmen, wie die eigene Synthese oder die intestinalen
Resorptionsraten.®® " " Zum anderen vermitteln Gallenséuren verschiedene
Effekte Uber den kirzlich beschriebenen G-Protein-gekoppelten Rezeptor
TGR5 (syn. GP-BAR1). Insbesondere Taurolithocholat (TLC) ist ein potenter
Ligand dieses membrangebundenen (gallensaurespezifischen) Rezeptors, der
nach Bindung des Agonisten internalisiert wird.®® Eine hohe Expressionsrate
dieses Rezeptors findet sich zum Beispiel in der menschlichen Milz und im
Intestinaltrakt - aber auch in CD14+-Monozyten, Alveolarmakrophagen und
Kupffer-Zellen®®. Die Aktivierung des Rezeptors filhrt zur Aktivierung der
Adenylatcyclase und dariber zu einem Anstieg von intrazellularem cAMP (Ab-
bildung 3), Uber das die verschiedenen Effekte, wie zum Beispiel Vorgange im
Energiemetabolismus, mediiert werden.®®’® Gallensauren kénnen ferner eine
Vielzahl von intrazellularen Kinasen wie Mitglieder der sogenannten Mitogen-
aktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen), die Proteinkinase C und andere akti-
vieren. Es wurde gezeigt, dass die Aktivierung dieser Signalelemente in Vor-
gangen wie der Gallensauren-vermittelten  Cholerese/ Cholestase,

Proteolyseinhibition und der Apoptose involviert ist.®” " 2
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der TGR5-Signalkaskade nach”

1.2.3 Immunmodulatorische Effekte von Gallensauren

Es ist bereits seit Anfang der 1970er Jahre bekannt, dass mehrere Krankheits-
bilder wie z.B. die fortgeschrittene Leberzirrhose zu einer Erhdhung der Gallen-
saurekonzentration im Blut fiihren.®® Ebenso wurde nachgewiesen, dass es im
Zuge cholestatischer Krankheitsbilder zu einer negativen Beeinflussung der
Effektivitdt des Immunsystems kommen kann einhergehend mit einer vermin-
derten Zell-mediierten Immunitat.”*®

So zeigen auch Studien neueren Datums, dass das Ansprechen auf die Mono-
therapie einer chronischen Hepatitis C mit (pegyliertem) Interferon-a bei Vorlie-
gen einer Zirrhose abnimmt’” und dass hohe Gallensaurespiegel mit einer gro-
Reren Wahrscheinlichkeit eines Therapieversagens einhergehen’® ™.
Verschiedene Quellen belegen, dass hydrophobe Gallensauren die Interfe-
ron-a-vermittelte Expression von ISG-Produkten (ISG, interferon stimulated ge-

nes) wie dem MxA-Protein oder der 2’-5’-Oligoadenylat Synthetase in hepatozy-
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taren  Zellen, humanen  Lymphozyten, PBMCs und NK-Zellen
herunterregulieren.% 81:82. 83

Ferner konnte gezeigt werden, dass die humorale Immunantwort durch hydro-
phobe Gallensauren (hier v. a. Chenodeoxycholsaure und ihre konjugierten De-
rivate) inhibiert wird und zwar insbesondere durch eine verminderte
IgM-Produktion aus B-Lymphozyten. Der suppressive Effekt war dieser Studie
zufolge Konsequenz einer verminderten Zellteilung und einer verminderten
Exozytose der Immunglobuline.?*

Der inhibitorische Effekt von unkonjugierter Chenodeoxycholsaure auf humane
Monozyten wurde 1992 erstmalig beschrieben.®® Andere Untersuchungen konn-
ten zeigen, dass die LPS-induzierte Expression von pro-inflammatorischen
Zytokinen in Alveolarmakrophagen, PBMCs und leberstandigen Makrophagen
(den sogenannten Kupffer-Zellen) durch hydrophobe Gallensauren wie
Taurolithocholsaure uUber den Gallensalzrezeptor TGR5 mit nachfolgender Er-
héhung der intrazellularen cAMP-Konzentration inhibiert wird.?® 7

Der suppressive Effekt eines erhdhten cAMP-Spiegels auf die LPS-induzierte
Zytokinexpression wurde bereits in frUheren Untersuchungen bei peripheren
mononukledren Zellen (PBMCs) beschrieben.®® cAMP hat zudem inhibitorische
Effekte auf die Bildung reaktiver Sauerstoffespezies und auf die Phagozyto-
seaktivitat von Alveolarmakrophagen.®”®® Die Suppression der Phagozytose
wird dabei durch das Epac (exchange protein directly activated by cAMP) ver-
mittelt, einem weiteren Effektor von cAMP neben der PKA.% Daneben scheint
jedoch die PKA mehr als Epac die Suppression der Zytokinexpression zu be-
wirken.®® Weiterhin ist bekannt, dass cAMP zu einer vermehrten Expression von
Interleukin 10 fiihrt.%® IL-10 wirkt (iber eine STAT3-vermittelte Suppression der
Zytokinproduktion antiinflammatorisch®, ein wichtiger Mechanismus der
cAMP-vermittelten Immunsuppression. Allerdings konnte fur dendritische Zellen
auch eine IL-10-unabhangige Suppression der TNF-a-und IL-12-Expression
durch cAMP gezeigt werden.®® Demnach gibt es mehrere Wege, auf denen hyd-
rophobe Gallensauren via cAMP-Erhdhung einen suppressiven Effekt auf die

Immunfunktion von Makrophagen ausuben kénnen.
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2. Fragestellung

Wie oben ausgefuhrt haben klinische Beobachtungen gezeigt, dass es im Zuge
erhohter Gallensaurekonzentrationen bei cholestatischen Krankheitsbildern zu
einer negativen Beeinflussung der Effektivitdt des Immunsystems kommen
kann.”* "® Insbesondere konnte eine reduzierte Immunfunktion monozytarer
Zellen nachgewiesen werden.”®

Diese Dissertationsschrift behandelt zum einen die Fragestellung, ob sich die
bisher gezeigten immunsuppressiven Effekte hydrophober Gallensauren (hier
reprasentativ Taurolithocholsdure) auf humane, von Monozyten abgeleitete
Makrophagen Ubertragen lassen. Des Weiteren sollen die erarbeiteten Ergeb-
nisse zur Klarung der Frage beitragen, auf welcher Stufe des Signalweges von
LPS der immunsuppressive Effekt von hydrophoben Gallensauren auf die Im-

munfunktion der humanen Makrophagen stattfindet.
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3. Materialien
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Real-Time PCR-Gerat

Schittler

IDO3

inoLab® pH-Level 1

Ultraspec 2100 pro

Elektrophoresis Power Supply
(EPS600/EPS601/EPS 3500)

7500 Real-Time PCR System

Rollschuttler Assistant RM5

Laborshake

GFL 3032
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Zeiss,

Jena, Deutschland

WTW,
Weilheim,

Deutschland

Amersham
Biosciences,
Freiburg,

Deutschland

Pharmacia Biotech,
Karlsruhe,

Deutschland

Applied
Biosystems,
Weiterstadt,

Deutschland

Karl Hecht,
Sondheim,

Deutschland

Gerhardt,
Konigswinter,

Deutschland

Welabo,
Dusseldorf

Deutschland



Thermobad GFL 1083 GFL,
Burgwedel,

Deutschland

Thermomixer Thermomixer Compact 5436 Eppendorf,
Hamburg,
Deutschland

Sterilbank Antares Anthos MS,
Krefeld,

Deutschland

Waagen BABC200 Sartorius,
Gaottingen,

Deutschland

Feinwaage EP210S Sartorius,
Gottingen,

Deutschland

Zentrifugen Cryofuge 6000 Heraeus Sepatech,
Osterode,

Deutschland

Biofuge 13 Heraeus Sepatech,
Osterode,

Deutschland
Centrifuge 5415R Eppendorf,

Hamburg,

Deutschland
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3.2 Reagenzien und Inhibitoren flr die Zellkultur

Reagenz/Inhibitor

8-bromo-adenosine-3’-5’-cyclic-monophosphate

Erk-Inhibitor (PD098059)

Forskolin

JNK 1/2/3-Inhibitor (SP600125)

p38-MAPK-Inhibitor (SB203580)

Proteinkinase-A-Inhibitor (PKI)

TLC (Sodium taurolithocholate)

Ultra Pure E.coli K12 LPS

3.3  Antikorper

AntikOrper

Anti-Active®p38
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Hersteller/Ort

Jena Bioscience,

Jena, Deutschland

Calbiochem, Merck KGaA,

Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich,

Taufkirchen, Deutschland

SA Biosciences,
Frederick, USA

Calbiochem, Merck KGaA,

Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Deutschland

Sigma-Aldrich,

Taufkirchen, Deutschland

InvivoGen, San Diego,
USA

Hersteller/Ort

Promega, Madison, USA



GAPDH
NF-kB-p65

MxA (M143)

Phospho-IRF3 (Ser*®)
Phospho-NF-kB-p65 (Ser®*®)
Phospho-STAT1 (Tyr’®")
Phospho-STAT3 (Tyr’®)
PKR

STAT1

STAT3

Polyclonal rabbit Anti-Mouse

Immunoglobulins/HRP

Polyclonal Goat Anti-Rabbit

Immunoglobulins/HRP
3.4  Losungen und Puffer

TRIS-Puffer

APS

Biodesign International, Saco, USA

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

Universitat Freiburg, Virologie Prof. Dr. Otto

Haller, Freiburg, Deutschland

Cell Signaling Technology, Denver, USA

Cell Signaling Technology, Denver, USA

Cell Signaling Technology, Denver, USA

Cell Signaling Technology, Denver, USA

Cell Signaling Technology, Denver, USA

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

Dako, Hamburg, Deutschland

Dako, Hamburg, Deutschland

3,5 mM SDS
25 mM TRIS
250 mM Glycin

10 %
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Blockierungspuffer 1 %/5 % BSA in TBS-T

Blotting-Puffer 40 mM SDS
10 mM TRIS
10 mM Glycin
25% Methanol
Elektrophorese-Puffer 4 mM SDS

25 mM TRIS
250 mM Glycin

MACS-Puffer 0,5% BSA
2mM EDTA
in PBS pH 7,2
RL-Lysepuffer 20 mM TRISpH 7,4
140 mM NaCl
10 mM NaF
10 mM Natriumpyrophosphat x 10 H,O
1% Triton X-100
1 mM EDTA
1 mM EGTA
1 mM Natriumorthovanadat
20 mM R-Glycerophosphat
RLT- Lysepuffer 1 % B-Mercaptoethanol

in RLT-Puffer [Qiagen, Hilden, Deutschland]

2 x SDS-Loadingpuffer 220 mM TRIS/HCL pH 6,8
9 % SDS
40 % Glycerin
0,125 % Bromphenolblau
1M DTT
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Natriumdodecylsulfat (SDS) 10 %

Stripping-Puffer 0,2M
0,05 %

TBS-T 20 mM
150 mM
0,1 %

TE-Puffer 10 mM
1T mM

3.5 Kits

Kit

cAMP-Screen® System

SYBR® Green Universal PCR MasterMIX

QuantiTect Reverse Transcription Kit

RNeasy Mini Kit/Qia Shredder

26

Glycin pH 2,5
Tween 20

TRISpH 7,4
NaCl

Tween 20

TRIS pH 7,4
EDTA

Hersteller/Ort

Applied Biosystems,
Weiterstadt, Deutschland

Applied Biosystems,
Weiterstadt, Deutschland

Qiagen, Hilden,
Deutschland

Qiagen, Hilden,

Deutschland



3.6  Oligonukleotide

Primer Sequenz

hu-HPRT1 (forward) | 5-GCT TTC CTT GGT CAG GCA GT-3
hu-HPRT1 (reverse) | 5-GCT TGC GAC CTT GAC CAT CT-3’
hu-IFNR (forward) |5-TCT CCT GTT GTG CTT CTC CA-3’

hu-IFNR (reverse) |5-TTC AAT TGC CAC AGG AGC TT-3’

hu-IL18 (forward) |5-GTG CAA GAT GCA CCT GTA CG-3
hu-IL113 (reverse) 5-TGG ACC AGA CAT CAC CAA GC-3’

hu-IL 6 (forward) 5-GCC ACT CAC CTC TTC AGA ACG-3’
hu-IL 6 (reverse) 5-CCG TCG AGG ATG TAC CGA ATT-3
hu-IL 10 (forward) |5-TGC CTT CAG CAG AGT GAA GA-3’
hu-IL 10 (reverse) |5-CTC AGA CAA GGC TTG GCA AC-3
hu-TNFa (forward) |5-GAT CAATCG GCC CGA CTATC-3

hu-TNFa (reverse) |5-TCC TCA CAG GGC AAT GAT CC-3'

Alle oben aufgefuihrten Oligonukleotide wurden von Eurofins MWG Operon

(Ebersberg, Deutschland) bezogen.

3.7 Medien und Zusatze fur die Zellkultur

Medium/Zusatz Hersteller/Ort

CD14-Microbeads (human) Miltenyi Biotech,
Bergisch Gladbach,

Deutschland

Complete Protease-Inhibitor-Cocktail (Tabletten) Roche Diagnostics,

Mannheim, Deutschland

Fetales Kalberserum Gibco Life Technologies,

Karlsruhe, Deutschland
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Ficoll-Paque Plus

Hanks’ Salzlésung (HBSS)

Humaner M-CSF

PBS

Penicillin-Streptomycin

RPMI 1640 Medium

3.8 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Chemikalien/Verbrauchsmaterial

Acrylamid 4K-LAsung (30%) Mix 29:1

Bio Rad Protein Assay

Bromphenol Blau

Bovines Serumalbumin (BSA)
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GE Healthcare,

Munchen, Deutschland

Biochrom,

Berlin, Deutschland

PeproTech,
Rocky Hill, USA

Gibco Life Technologies,

Karlsruhe, Deutschland

Gibco Life Technologies,

Karlsruhe, Deutschland

Gibco Life Technologies,

Karlsruhe, Deutschland

Hersteller/Ort

Applichem,

Darmstadt, Deutschland

BIO RAD,

Munchen, Deutschland

BIO RAD,

Munchen, Deutschland

Roth,

Karlsruhe, Deutschland



ECL Western Blotting Detektionssystem

Einmalkuvetten (Polystyrol/Polysterene)

Einmalspritzen Omnifix® 20 ml

Entwicklerlésungen (Tetenal Roenteroll/Superfix)

Filterpapier

Filtereinheit (FP 30/0,2 Ca-S)

Gewebekulturschale

Hyperfilm

MACS® Pre-Separation Filters

MACS® Separation Columns (LS)
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Perkin Elmer Lifesciences,
Boston, USA

Sarstedt,

Numbrecht, Deutschland

Braun,

Melsungen, Deutschland

TETENAL,

Nordersted, Deutschland

Whatman,

Dassel, Deutschland

Whatman,

Dassel, Deutschland

Greiner BioOne,
Frickenhausen,

Deutschland

Amersham,

Freibug, Deutschland

Miltenyi Biotech,
Bergisch Gladbach,

Deutschland

Miltenyi Biotech,
Bergisch Gladbach,

Deutschland



PageRuler™ (Plus Prestained Protein Ladder) Fermentas,
St. Leon-Roth,

Deutschland

Ponceau S Serva,
Heidelberg, Deutschland

Protran© Nitrocellulose Transfermembran Whatman,

Dassel, Deutschland

TRIS Ultra Pure Grade MP Biomedicals,
Solon, USA
Tween 20 Serva,

Heidelberg, Deutschland
Alle nicht gesondert aufgefuhrten Chemikalien wurden in hochstmaoglicher

Reinheit von Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) oder Merck (Darmstadt,

Deutschland) bezogen.
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4. Methoden

4.1 Isolation und Zellkultur von humanen Makrophagen
4.1.1 Aufreinigung der Buffy-Coats

Die Praparation der humanen Makrophagen erfolgte aus Buffy-Coats von Blut-
spendern, die mit freundlicher Genehmigung vom hiesigen Institut flr
Hamostaseologie und Transfusionsmedizin unter der Leitung von Herrn Univer-
sitatsprofessor Dr. med. Rudiger E. Scharf bezogen wurden. Es wurden tages-

frische Buffy-Coats von mannlichen Blutspendern verwendet.

Bei einem Buffy—Coat handelt es sich um ein Blutprodukt, welches durch Sedi-
mentation beziehungsweise Zentrifugation von mit Gerinnungshemmern ver-
setztem Vollblut entsteht. Die Schicht, die sich zwischen Erythrozyten und Blut-
plasma bildet, stellt die Zellen des Buffy-Coat dar und besteht im Wesentlichen

aus Leukozyten sowie Thrombozyten.

Vor der Praparation wurden samtliche verwendeten Medien auf 37 °C erwarmt.
In Vorbereitung zur Dichtegradientenzentrifugation wurde der Inhalt des Buffy-
Coat zu etwa gleichen Teilen auf drei Falcons verteilt und diese bis zu einem
Volumen von 40 ml mit Hanks’ Salzlésung (HBSS) aufgeflllt. Vier weitere
Falcons wurden mit je 20 ml Ficoll bestlickt — einem synthetischen Polymer der
Saccharose, welches als Trennldsung fungierte. AnschlieRend wurde die Buffy-
Coat/HBSS-Suspension zu je vier mal 30 ml auf die mit Ficoll bestickten
Falcons verteilt, wobei ein Vermischen der beiden FlUssigkeiten vermieden
wurde. Daran anschliellend erfolgte eine 35-minitige Zentrifugation ohne
Bremse bei Raumtemperatur mit einer Geschwindigkeit von 547 x g. Hierbei
bildeten sich mehrere Schichten aus - die etwa 1,5 cm dicke, weillliche Schicht
stellte dabei den Leukozytenfilm dar. Diese wurde vorsichtig abpipettiert und in
einem neuen Falcon bis zu einem Volumen von 50 ml mit HBSS aufgefullt. Die-
se Suspension wurde nun dreimal fir jeweils 10 min bei 4 °C mit Bremse zentri-
fugiert, wobei nach jeder Zentrifugation der Uberstand verworfen und das Fal-
con erneut mit Puffer auf 50 ml aufgeflllt wurde. Die erste und die letzte

Zentrifugation erfolgten dabei mit einer Geschwindigkeit von 293 x g, die zweite
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mit einer Geschwindigkeit von 165 x g. Das schlieRlich entstandene Zellpellet

wurde in 5 ml Hanks’ Pufferlésung aufgenommen und fortan auf Eis gehalten.
4.1.2 Zellseparation mittels MACS

Um zu erreichen, dass moglichst nur Monozyten in Zellkultur gebracht und zu
Makrophagen ausdifferenziert wurden, wurde eine Magnet Cell Separation
(MACS) durchgefuhrt. Diese dient der Abtrennung der gesuchten Zellen aus
dem Zellgemisch und geschieht mittels circa 50 nm grofl3er Eisenoxidpartikel,
die mit einem Antikorper verbunden sind. Dieser Antikorper richtet sich spezi-
fisch gegen Oberflachenantigene der gesuchten Zellen. Im Falle der
Monozytenpraparation richtet sich der Antikdrper gegen den CD14-Rezeptor
(CD = Cluster of differentiation), welcher besonders auf myelomonozytischen
Zellen von Saugetieren zu finden ist und der neben MD-2 sowie TLR-4 den Re-
zeptor fir LPS bildet'?. Die markierten Zellen laufen im Separator durch ein
elektrisches Magnetfeld und werden so von der unmarkierten Zellfraktion ge-

trennt.

Zu Beginn des Verfahrens stand die Bestimmung der Zellzahl. Zur Zahlung
wurden 10 yl der Probe mit Trypanblau in einer Verdunnung von 1:20 einge-
farbt und die Zellzahl mittels einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Dann wurde
die Probe 10 min lang mit 300 x g zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Das Zellpellet wurde mit 80ul MACS-Puffer pro 107 Zellen resuspendiert und
der Suspension dann 20 ul CD14-Microbeads pro 107 Zellen zugefiigt. Nach
Vermischen wurde die Probe fur 15 min im Kudhlschrank bei 2-4 °C gehalten.
AnschlieRend wurden die Zellen mit 1-2 ml MACS-Puffer pro 10 Zellen gewa-
schen und fir 10 min bei 300 x g zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstan-

des erfolgte die Resuspension von bis zu 108 Zellen pro 500 l Puffer.

Im weiteren Verlauf der Separation der Monozyten wurden die MACS-Saulen
an den MACS-Seperator angebracht und dann mit MACS-Puffer bestuckt. Da-
nach wurde die Zellsuspension hinzupipettiert, wobei diese zur Aufreinigung
durch eine Filtereinheit in die Saule lief. Nach Durchlaufen der Zellsuspension
durch den Separator enthielt das Effluat die unmarkierte, CD14-negative Zell-

fraktion. Die Saulen wurden dreimal mit MACS-Puffer gewaschen, bevor sie
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aus dem Separator entfernt und auf einen passenden Sammelbehalter aufge-
setzt wurden. Die markierten Zellen wurden geldst, indem Puffer hinzupipettiert
und sofort ein Kolben kraftig in die Saulen geschoben wurde. Nach einer erneu-
ten Zahlung im oben beschriebenen Verfahren erfolgte eine Zentrifugation fur
10 min bei 300 x g und der Uberstand wurde verworfen. Die Zellen wurden

dann in RPMI-Medium aufgenommen und anschlieRend ausgesaht.
4.1.3 Ausplattierung und Zellkultur

Nach der positiven Selektion der CD14+-Zellen wurden diese in einer Zahl von
2 x 10° auf mit Medium (RPMI 1640-Medium, zusétzlich fetales Kalberserum
und Penicillin/Streptomycin) vorbestickten 10 cm-Schalen ausgesaht. Um eine
Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen zu erreichen, wurde dem Me-
dium vor Bestickung der Schalen humaner M-CSF in einer Konzentration von
10 ng/ml zugefugt. M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) ist ein Prote-
in, welches u.a. von Zellen des Immunsystems von Saugetieren gebildet wird
und in Kultur die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen bewirkt. Die

Zellen wurden fortan bei 37 °C im Brutschrank gehalten.

Am vierten Tag nach der Praparation erfolgte ein Mediumwechsel mit
M-CSF-haltigem Medium. Am siebten Tag wurde das Medium um 30 % seines
Volumens durch mit Wachstumsfaktor versetztes Medium erganzt. Am neunten
Tag nach Zellpraparation wurde ein Mediumwechsel ohne M-CSF und einen
Tag darauf die Zellversuche durchgefuhrt. Verwendet wurden nur solche Scha-
len, die lichtmikroskopisch im Bezug auf Zellzahl, Adharenz und Zellmorpholo-
gie geeignet erschienen. Bei Versuchsbeginn erfolgte ein abermaliger
Mediumwechsel ohne Wachstumsfaktor, wobei die verwendeten Substanzen
zuvor in diesem Medium angesetzt worden waren und so mit dem Medium auf
die Zellen gebracht wurden. Wenn mehrere Substanzen zum Einsatz kamen,

wurden diese in der Folge ohne weiteren Mediumwechsel hinzupipettiert.
4.2  Proteinbestimmung

Mit der Proteinbestimmung nach Bradford werden Proteinkonzentrationen mit-

tels Photometrie quantitativ bestimmt. Dabei bildet der Triphenylmethanfarbstoff
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Coomassie-Brillant-Blau G-250 (CBBG) in saurer Lésung mit unpolaren und
kationischen Seitenketten von Proteinen Komplexe und stabilisiert sie dadurch
in ihrer anionischen Sulfatform. Damit verschiebt sich sein Absorptionsmaxi-
mum von A = 465 nm (rot, kationische Form) auf A= 595 nm (blau, anionische
Form). Die Reaktionszeit von Protein und Farbstoff betragt 2 min, der Farbstoff-
proteinkomplex bleibt fir 1 h erhalten. Die Zunahme der Absorption kann im
Photometer bei A = 595 nm gegen eine Leerprobe gemessen werden und be-
stimmt somit die Proteinkonzentration der jeweiligen Probe.

Konkret wurden die Zelllysatproben bei maximaler Umdrehung und einer Tem-
peratur von 4 °C fur 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen
und das Zellpellet verworfen. In einer 1-ml-Einwegkuivette wurden jeweils 5 pl
der unverdinnten Probe zu 795 ul destiliertem Wasser und 200 pl
Bradfordreagenz ~ hinzugegeben. Nach Mischung der Probe wurde die
Extinktion bei A = 595 nm im Photometer gemessen, welches mit einem Stan-

dardprotein - dem bovinen Serumalbumins (BSA) - kalibriert worden war.

4.3 Elektrophorese und Western-Blot

Zur Proteinanalyse mittels Western-Blot wurden je 40 uyg Gesamtprotein des
Zelllysats mit 2-x-SDS-Ladungspuffer aliquottiert. AnschlieRend wurde dieses
Gemisch fur 5 min bei 95 °C zur Proteindenaturierung erhitzt. Die Proteinauf-
trennung erfolgte mittels Gelelektrophorese, der Prozentanteil an Polyacrylamid
der Gele variierte je nach Molekulargewicht der zu detektierenden Proteine.

Polyacrylamidsammelgel (5%)

4,6 ml Aqua bidest.

1,2 ml 30%Acrylamid/Bisacrylamid 29/1
0,9 ml 1 M Tris/HCL pH 6,8

66,5 pl 10 % SDS

66,5 pl 10 % APS

6,65 pl TEMED
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Polyacrylamidtrenngel (10 %)

13,3 ml Aqua bidest.

11,1 ml 30% Acrylamid/Bisacrylamid
8,4 ml 1,5 M Tris/HCL pH 8,8

333 pl 10 % SDS

333 pl 10 % APS

13,35 ul TEMED

Polyacrylamidtrenngel (12 %)

9,9 ml Aqua bidest.

12 ml 30% Acrylamid/Bisacrylamid
7,5 ml 1,5 M Tris/HCL pH 8,8

300 pl 10 % SDS

300 pl 10 % APS

12 pl TEMED

An das Gel wurde eine vertikale Spannung von 260 mV fur 3-4 Stunden ange-

legt.

Das Gel mit den elektrophoretisch in Banden aufgetrennten Proteinen wurde im
nachsten Schritt zum Western-Blot benutzt. Dabei wird ein senkrecht zum
Polyacrylamidgel gerichtetes, elektrisches Feld angelegt, wodurch ein Ubertritt
der zuvor aufgetrennten Proteine auf eine darunter liegende Membran herbei-
gefuhrt wird. In diesem Fall wurden die Proteine nach der semi-dry-Methode auf
eine Nitrocellulosemembran transferiert: Auf die Anodenplatte wurden vier mit
1-x-Blottingpuffer durchtrankte Filterpapiere aufgelegt, welche der GréRRe der
Nitrocellulosemembran entsprachen. Die zuvor in bidestilliertem Wasser ange-
feuchtete und dann ebenfalls mit 1-x-Blottingpuffer benetzte Membran wurde
nun auf die Filterpapiere aufgelegt und mit weiteren vier getrankten Filterpapie-
ren bedeckt. Die Kathodenplatte wurde zusatzlich mit Gewichten beschwert, um
die Bildung von Luftblasen zu verhindern. Fur eine Dauer von 90 bis 120 min
wurde Strom der Stromstarke von 1 mA/cm? der Membran an den Stromkreis
gelegt. Zur Kontrolle des luftblasenfreien Transfers wurde anschlieRend an das

Blottingverfahren eine Ponceaufarbung durchgefihrt. Um eine Blockierung von
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unspezifischen Proteinen zu erzielen, wurde die Membran weiterhin mit 1 % —
5 % BSA (bovines Serumalbumin) in TBS-T fur 1 h inkubiert.

4.4 Proteinnachweisverfahren

Um einzelne Proteine darstellen zu kdnnen, wurden die Membranen im weite-
ren Verlauf Uber Nacht und bei 4 °C mit epitopspezifischen Primarantikdrpern
inkubiert. Diese waren in Konzentrationen von 1:1000 bis 1:2000 in Waschpuf-
fer (TBS-T) verdunnt. Auf zwei je zehnminutige Waschvorgange mit TBS-T, die
der Abl6sung unspezifisch gebundener Antikérper diente, folgte eine einstiindi-
ge Inkubation mit dem ebenfalls in Waschpuffer geldstem, sekundarem Markie-
rungsantikorper, der sich gegen die Fc-Region des Erstantikdrpers richtete. Als
endogene Beladungskontrolle diente die Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH), ein Enzym der Glycolyse.

Die Sichtbarmachung des peroxidasekonjugierten Sekundarantikorpers erfolgte
mittels Chemilumineszens. Zu diesem Zweck wurde die Membran 5 min mit
einem 1:1-Gemisch des entsprechenden ECL-Reagenzes behandelt und an-

schliefend durch Auflegen eines ECL-Hyperfilms abgebildet.
4.5 Reverse Transkription und Real-Time PCR

Die Isolierung der RNA aus den Zelllysaten wurde unter Zuhilfenahme des
RNeasy Mini Kit® (Qia Shredder) durchgefuihrt, daran anschliel3end erfolgte die
Bestimmung des RNA-Gehaltes der Proben mittels Photometrie.

Vor Durchfihren der Real-Time-PCR wurde die RNA im Zuge der reversen
Transkription in cDNA (engl. complementary DNA) umgeschrieben, dies ge-
schah mit dem QuantiTect Reverse Transcription Kit®.

Die quantitave Real-Time-PCR ist ein Verfahren, bei dem neben der Amplifika-
tion einer spezifischen Basenseqeunz gleichzeitig die Moglichkeit besteht, eine
Aussage Uber die Menge der Amplifikate zu treffen. Verwendet wurde der Fluo-
reszenzfarbstoffes SYBR Green (SYBR® Green Universal PCR MasterMix),
der mit doppelstrangiger DNA interkaliert und Uber dessen Zunahme an
Fluoreszens rechnerisch auf die Amplifikatmenge geschlossen werden konnte.
Als PCR-Gerat wurde das 7500 Real-Time PCR System und als Reaktionsge-
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fake 96-Well-Platten mit haftender Abdeckung benutzt. Semiquantitative Er-
gebnisse wurden uber die AACT-Methode erworben.

Die mRNA der Hypoxanthin-Guanin-Phophoribosyltransferase 1 (HPRT 1)
[Produkt eines konstitutiv exprimierten Housekeeping-Gens] diente als endoge-
ne mRNA-Kontrolle. Die Ergebnisse der PCR wurden mittels Negativkontrollen
in Form von Ansatzen ohne Zusatz von reverser Transkriptase sowie Wasser-
kontrollen Uberprift. Die Kontrolle der Spezifitat der PCR erfolgte Uber eine

Schmelzkurvenanalyse.

4.6 cAMP-Assay

Fur den cAMP-Assay wurde das cAMP-Screen® System, ein kompetitiver
Immunoassay, von Applied Biosystems benutzt.

Bei diesem Verfahren wird zuerst der Antikdrper, der fur das zu untersuchende
Protein spezifisch ist, an einer festen Phase fixiert. Anschliefend wird der
Analyt zugefugt. In diesem Fall wurden die Makrophagen zunachst wie oben
beschrieben auf 24-Well-Mikroplatten kultiviert, mit Gallensauren stimuliert und
lysiert. Die Lyse erfolgte bei 37°C fur 5 bis 30 Minuten unter lichtmikroskopi-
scher Kontrolle.

Das Lysat wurde dann auf mit cAMP-Antikorper beschichtete 96-Well-
Mikroplatten pipettiert. Gemal Protokoll eines Immunoassay wird dann eine
Ldsung hinzugeflgt, welche das gesuchte Protein in bekannter Konzentration
enthalt (in diesem Fall cAMP-Antigen-Konjugat). Das in den Zelllysaten in un-
bekannter Konzentration vorliegende Antigen und das Antigen in der Konjugat-
Lésung konkurrieren um die an die Well-Platten gebundenen Antikorper. Je
grolder der Anteil des untersuchten Proteins in der Probe ist, desto weniger
Konjugat-Antigen wird gebunden. Aus der Messung dieses ungebundenen
Konjugat-Antigens ergibt sich demzufolge im Umkehrschluss die Menge des
von den Makrophagen gebildeten cAMP.

Als Nachweisverfahren diente die Chemielumineszenz: Nach Inkubation mit
einem markierten CAMP-Antikorper und nach Zugabe des chemilumineszenten
Substrats konnten die entsprechenden Signale mittels Luminometer gemessen

werden. Die gemessenen Werte wurden mit denen einer cAMP-Standardreihe
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verglichen, um die cAMP-Konzentrationen der Proben zu bestimmen. Forskolin

diente als Positivkontrolle.

4.7 Statistik

Die gezeigten Westernblots und PCR sind reprasentativ fur mindestens drei
voneinander unabhangig durchgefihrte Experimente. Tabellarische oder im
Balkendiagramm dargestellte Daten wurden als Mittelwert + S.E.M. (Standard-
abweichung des Mittelwerts) ausgedrickt. Die Untersuchung auf statistische
Signifikanz erfolgte mittels des Student-t-Tests. Eine statistische Signifikanz

wurde bei einem Konfidenzintervall von 95% (p< 0.05) als gegeben angesehen.
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5. Ergebnisse

5.1 Inhibition der Expression des MxA-Protein und der PKR durch Taurolitho-
cholsaure

Der suppressive Effekt von hydrophoben Gallensauren auf die IFN-a-vermittelte
Expression von ISG-Produkten wurde in einer Reihe von Immunzellen und in
hepatozellularen Zellen bereits gezeigt (s.o.).

Die Abbildung 4 zeigt die Regulation der LPS-induzierten Expression des MxA-

Proteins und der PKR nach Prainkubation von TLC in humanen (monocyte-
derived) Makrophagen.
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Abbildung 4: Regulation von MxA und PKR durch TLC-Prainkubation nach Stimulation
mit LPS in verschiedenen Konzentrationen

(A) Nach Vorbehandlung der humanen Makrophagen mit TLC [50 yM] bzw. DMSO flr einen
Zeitraum von 45 Minuten, wurde den Zellen LPS in den angegebenen Konzentrationen fir 18
Stunden zugefligt. AnschlielRend wurden die Zellen lysiert und 40 ug des Gesamtproteins im
Western-Blot aufgetragen. Das MxA-Protein und die PKR wurden mit jeweils spezifischen Anti-
korpern detektiert, als Beladungskontrolle diente GAPDH.

(B) Die humanen Makrophagen wurden mit TLC in den dargestellten Konzentrationen bzw. in
der Kontrolle mit der entsprechenden Menge an DMSO fir einen Zeitraum von 45 Minuten
vorinkubiert. Anschlief3end erfolgte eine Stimulation der Zellen mit LPS [1 ng/ml] Gber 18 Stun-
den. Die Auswertung des Versuches erfolgte analog zu (A).

Wie aus der Abbildung 4 A ersichtlich wird, inhibiert TLC die LPS-induzierte
MxA- und PKR-Expression. Der Effekt ist bei allen dargestellten Konzentratio-

nen vorhanden, am deutlichsten bis zu einer Konzentration von 1 ng/ml LPS.
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Abbildung 4 B zeigt diesen suppressiven Effekt auf die MxA-Expression in Ab-
hangigkeit von der TLC-Konzentration. Wie aus der Abbildung zu erkennen ist
tritt diese Inhibition zuerst bei einer Konzentration von 50 yM TLC auf, weshalb

diese in der Folge verwendet wurde.

5.2 Inhibition der LPS-induzierten Zytokinexpression durch

Taurolithocholsaure in humanen Makrophagen

Da eine verminderte Expression von ISG-Produkten Folge einer verminderten
Interferonausschuttung sein kann, wurde der Effekt von TLC auf die Expression
von Interferon-B-mRNA untersucht.

In Kupffer-Zellen wurde gezeigt, dass Gallensauren Uber einen TGR5-cAMP-
vermittelten Weg die LPS-induzierte Produktion verschiedener Zytokine (darun-
ter IL-6, und TNF-a) inhibieren (s.0.). Daher wurden auch diese beiden Zytokine

unter dem Einfluss von TLC untersucht.
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Abbildung 5: Inhibition der LPS-induzierten Zytokinexpression durch TLC

Die Makrophagen wurden 45 Minuten lang mit TLC in den Konzentrationen 50 yuM und 100 yM
(bzw. aquivalenten Volumen an DMSO) vorbehandelt. Anschliefend wurde LPS [1 ng/ml] hin-
zugeflgt und die Proben nach 3 Stunden lysiert. Die mRNA-Level wurden durch Real-Time-

PCR ermittelt. Dargestellt sind die Expressionsraten der jeweiligen Zytokine im Verhaltnis zur
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nicht mit TLC vorbehandelten Kontrolle, welche gleich 1 gesetzt wurde. Mittelwerte + SEM.
*p<0,05

Wie aus der Abbildung ersichtlich wird, reduziert TLC die LPS-induzierte
MRNA-Expression der Zytokine IL-6, TNF-a und Interferon-B signifikant auch in
humanen Makrophagen.

5.3 Induktion von cAMP in humanen Makrophagen durch Gallensauren

Fur Kupffer-Zellen konnte gezeigt werden, dass TLC Uber einen TGR-5-
vermittelten Weg die cAMP-Spiegel in der stimulierten Zelle erhéht (s.o0.). Im
Folgenden wurden humane Makrophagen mit verschiedenen Gallensauren so-
wie mit Forskolin (einem unspezifischen Aktivator fast aller Adenylatcyclasen®)
stimuliert und anschlielRend die intrazellulare Menge an cAMP gemessen
(Abb. 6).
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Kotrolle DMSO TLC TCDC GCDC TUDCA GW4064 Forskolin
[50prA] [5|]IM] [50pd] [50ph] [50pk] [3pM] [10pM]

Relatives cAMP-Level
)
1 1

Abbildung 6: cAMP-Level nach Stimulation mit Gallenséduren und Forskolin

Die Makrophagen wurden mit den jeweiligen Substanzen in den angegeben Konzentrationen 4
Minuten lang inkubiert. DMSO diente als Kontrolle. Die Auswertung erfolgte mittels cAMP-
Assay.

Die gemessenen cAMP-Level wurden auf die unstimulierte Kontrolle bezogen, welche gleich 1

gesetzt wurde. Mittelwerte + SEM. *p<0,05
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Es zeigt sich, dass der intrazellulare cAMP-Spiegel in den humanen Zellen
nach Stimulation mit TLC, TC, TCDC, GCDC und Forskolin im Vergleich zur
Kontrolle signifikant erhoht ist. Auf der anderen Seite wird durch die hydrophile
Gallensaure TUDC und den synthetischen Liganden GW4064, der den
nuklearen Gallensauren-Rezeptor FXR stimuliert, keine cAMP-Synthese indu-

Ziert.
5.4  Inhibition von ISG-Produkten durch Forskolin und 8Br-cAMP
Analog zu den zuvor dargestellten Versuchen, wurde der inhibitorische Effekt

von 8Br-cAMP und Forskolin auf die LPS-vermittelte Expression der PKR und
des MxA-Proteins nachgewiesen (Abb. 7).
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Abbildung 7: LPS-induzierte MxA- und PKR-Expression nach Forskolin- und 8Br-cAMP-
Behandlung

Die Makrophagen wurden 45 Minuten lang mit Forskolin [10 pM] bzw. 8-Br-cAMP [100 pM]

prainkubiert. Daran anschlielRend folgte eine Stimulation mit LPS [1 ng/ml] fir 18 Stunden und

die Zellen wurden daraufhin lysiert.
40 pg des Lysats wurden im Westernblot-Verfahren benutzt. MxA-Protein und PKR wurden mit
spezifischen Antikorpern detektiert, als Belandungskontrolle diente GAPDH.

Die Behandlung der mit LPS stimulierten Makrophagen mit cAMP bzw. die Sti-
mulation der cAMP-Produktion durch Forskolin erzeugt eine Abnahme der MxA-

sowie der PKR-Expression. Diese Beobachtung lasst den Schluss zu, dass die
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TLC-Effekte auf diesen Teil der Immunfunktion von humanen Makrophagen

durch eine Erhdhung von cAMP mediiert werden konnten.
5.5 Inhibition der Zytokinexpression durch TLC ist Proteinkinase A-abhangig

cAMP Uberfuhrt die Proteinkinase A in ihre aktive Form und dadurch wird eine
Vielzahl von Zellfunktionen reguliert (s.0.), wie z.B. der Aktivitdtsgrad des
Transkriptionsfaktors CREB™. Es wurde untersucht, ob die Suppression der
Zytokinexpression durch TLC unter Beteiligung der PKA verlauft. Hierzu wurde

ein selektiver Inhibitor dieser Kinase eingesetzt, der sogenannte PKI (Abb. 7).
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Abbildung 8: Effekt von TLC auf die LPS-induzierte TNF-a- und IFN-B-Expression ist
PKA-abhangig

Die Makrophagen wurden 30 Minuten lang mit dem PKI [2,3 nM] vorinkubiert, danach wurden
die Zellen mit TLC [50 uM] stimuliert. Nach 45 Minuten wurde LPS in einer Konzentration von 1
ng/ml der Zellkultur zugegeben und die Proben nach 3 Stunden lysiert. Die relative mRNA-
Expression der Zytokine TNF-a und INF-R wurde mittels spezifischer Primer nach der Real-
Time-PCR-Methode analysiert.

In der Abbildung sind die Mittelwerte der Proben und der entsprechende Standardfehler als
Fehlerindikator dargestellt. Die LPS-Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt. *p<0,05 (fir TNF-a n=5;
fur IFN-B n=3)
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Es konnte gezeigt werden, dass die Vorinkubation der Makrophagen mit dem
Inhibitor der Proteinkinase A den suppressiven Effekt von TLC aufhebt. In An-
wesenheit des PKA-Inhibitors konnte durch TLC keine Suppression der LPS-
vermittelten TNF-a- und Interferon-3-mRNA-Expression dokumentiert werden.
Daraus kann gefolgert werden, dass die suppressiven Effekte von
Taurolithocholat auf die Expression der proinflammatorischen Zytokine TNF-a

und das antivirale IFN-R Gber einen PKA-abhangigen Weg erfolgt.

56 Interaktion zwischen Taurolithocholsaure-vermittelter und TLR-4-

abhangiger Signaltransduktion

LPS bewirkt nach Bindung an den TLR-4 die Aktivierung verschiedener Trans-
kriptionsfaktoren. Uber den MyD88-unabhdngigen Weg wird IRF-3
phosphoryliert, Uber den MyD88-abhangigen wird unter anderem NF-kB akti-
viert. Durch die Ausschittung von IFN-a und IFN-B werden STAT-Proteine
phosphoryliert und bewirken ihrerseits die Expression des MxA-Protein und der
PKR (s.0.). Vor diesem Hintergrund wurde der Effekt von TLC auf die Phospho-
rylierung von IRF-3, p65 sowie STAT1 und STAT3 durch LPS in humanen Mak-

rophagen untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 9 dargestellt.
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Abbildung 9: Effekte von TLC auf die LPS-induzierte Phosphorylierung von IRF3, p65,
STAT1 und STAT3
Die Makrophagen wurden 45 Minuten lang mit TLC in einer Konzentration von 50 uyM

prainkubiert, analog wurden die Kontrollproben mit DMSO vorbehandelt. LPS wurde in den
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Konzentrationen 1 ng/ml, 10 ng/ml sowie 100 ng/ml dazu gegeben und die Zellen zu den ange-
geben Zeitpunkten lysiert.

40 pg des Gesamtproteins wurden im SDS-Page aufgetrennt. Nach dem Western Blot erfolgte
die Detektion der Proteine mit spezifischen Antikorpern. Als Beladungskontrolle wurde GAPDH
benutzt, als Kontrollen fir die Proteine p-STAT1 und 3 sowie p-p65 wurden zusatzlich deren

Gesamtproteine bestimmt.

Wie der Abbildung zu entnehmen ist, kann die LPS-induzierte Phosphorylierung
von IRF3, p65, STAT1 und STAT3 durch TLC nicht gehemmt werden.

5.7 Einfluss von MAP-Kinasen auf den suppressiven Effekt von TLC

Eine Reihe von MAP-Kinasen sind Bestandteile der TLR-4-Signalkaskade. Uber
die Aktivitat der p38-Kinasen, der c-Jun N-terminale Kinasen (JNK) und auch
der Er-Kinasen wird der Phosphorylierungsgrad verschiedener Transkriptions-
faktoren (wie zum Beispiel NF-kB oder Elk-1) und damit eine Reihe von Zell-

funktionen wie auch die Expression proinflammatorischer Zytokine reguliert.?
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Abbildung 10: TLC-Effekt nach Inhibitor-Prainkubation
Der jeweilige Kinaseinhibitor (Erk-, p38- und JNK-Inhibitor) wurde in einer Konzentration von 10

MM fir 30 Minuten auf die Makrophagen gegeben, anschlieRend wurden TLC [50 puM] bzw.
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DMSO fiir 45 Minuten hinzugefiigt. Danach erfolgte die Stimulation der Zellen mit LPS [1 ng/ml]
Uber einen Zeitraum von 3 Stunden.

Die TNF-a-Expressionsrate wurde mittels eines spezifischen Primers nach der Real-Time-PCR-
Methode analysiert. In der Abbildung handelt es sich um die Mittelwerte der Proben, der Fehler-
indikator entspricht dem Standardfehler. Dargestellt ist das Verhaltnis der Proben zur LPS-

Kontrolle, welche gleich 1 gesetzt wurde. *p<0,05 (jeweils n=3)

Die Vorinkubation mit dem Erk-Inhibitor veranderte die LPS-induzierte TNF-a-
Expression nicht signifikant, weder mit noch ohne Vorinkubation mit TLC. Da-
raus lasst sich schlielRen, dass diese Kinase nicht an der Vermittlung der TLC-
induzierten Zytokinsuppression beteiligt ist.

Wourden die Zellen mit dem p38-Inhibitor oder mit dem JNK-Inhibitor behandelt,
fuhrte dies jeweils schon alleine zu einer signifikanten Reduktion der LPS-
induzierten TNF-a-Expressionsrate. Bei kombinierter Behandlung der Zellen mit
TLC und diesen Inhibitoren zeigte sich eine weitere Inhibition des TNF-a-
Signals. Dieser inhibitorische Effekt auf die TNF-a-Expression durch die Kombi-
nation der Reagenzien war signifikant gro3er als nach alleiniger Inkubation der
Zellen mit TLC. Daraus lasst sich folgern, dass sich die suppressiven Effekte
von TLC und den jeweiligen Kinaseinhibitoren (p38-Inhibitor und JNK-Inhibitor)
additiv verhalten. Demnach scheint die TLC-vermittelte TNF-a-Suppression ein

Vorgang zu sein, der vom Signalweg dieser MAP-Kinasen unabhangig ist.
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6. Diskussion

Ziel der vorgelegten Arbeit war die weitere Analyse der suppressiven Effekte
hydrophober Gallensauren auf die Immunfunktion von humanen Makrophagen.
Unter cholestatischen Bedingungen sind die Gallensaurespiegel deutlich erhdht

|.66

und erreichen Werte von bis zu 300 umol/l.°> Gallensauren fuhren unter diesen

Bedingungen zur Verschlechterung der Leberfunktion, in dem sie unter ande-
rem eine hepatozelluldre Apoptose induzieren®® .

Aus klinischen Untersuchungen ist auRerdem bekannt, dass Gallensauren unter
cholestatischen Bedingungen immunsuppressive Effekte vermitteln. Zum Bei-
spiel konnte gezeigt werden, dass Gallensauren durch eine Hemmung der
Transformation der Lymphoblasten die Immunfunktion von Lymphozyten unter-
driicken.”” Auch die Phagozytosefahigkeit von Kupffer-Zellen wird unter
cholestatischen Bedingungen supprimiert.”

Im weiteren Verlauf haben wir uns mit dem Mechanismus befasst, wie Gallen-
sauren einen immunsuppressiven Effekt auf Makrophagen vermitteln. Exempla-
risch wurde dabei TLC untersucht, welcher der Ligand mit der hochsten Affinitat
zum Gallensalzrezeptor TGR5 ist.%

Auf Grund der aktuellen Studienlage wurde ein Zusammenhang zwischen der
TLC-induzierten bzw. der TGR5-vermittelten cAMP-Produktion und der
LPS-induzierten Zytokinexpression angenommen.®® Schon 1974 wurde be-
schrieben, dass cAMP diverse inhibitorische Effekte auf die Immunfunktion hat
und dabei die Hypothese aufgestellt, dass cAMP (neben vasoaktiven Hormonen
und Entziindungsmediatoren) zur Feinregulation der Immunantwort betragt.*
Die intrazellulare Konzentration von cAMP wird durch die hydrophobe Gallen-
saure TLC erhdht, wie zum Beispiel fiir Cholangiozyten® und hier fiir humane
Makrophagen gezeigt wurde®™. Andere Arbeiten zeigten, dass die Aktivierung
des Gallensalzrezeptors TGRS durch Taurolithocholat den Anstieg der intrazel-

t,88. 70, 70,97, 97, 98 jhshesondere konnte dies

lularen cAMP-Konzentration vermittel
fur die leberspezifischen Makrophagen (Kupffer-Zellen) nachgewiesen wer-
den.®® Auch wurde die Hypothese aufgestellt, dass die LPS-induzierte Zytoki-
nexpression in Alveolarmakrophagen durch Stimulation des TGRS und konse-

kutiver cAMP-Spiegel-Erhéhung gemindert wird.”
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In der hier vorgelegten Arbeit wurde auf dieser Grundlage der Effekt von cAMP
und Gallensauren auf die Immunfunktion der humanen Makrophagen unter-
sucht. Auch in unserem Fall zeigte sich, dass TLC (wahrscheinlich Uber den
TGRS vermittelt) zu einer Erhohung des intrazellularen cAMP fuhrt. Daraufhin
wurde die Rolle der PKA bei der Vermittlung dieses Effektes untersucht.

Cyclisches Adenosinmonophosphat kann in der Zelle verschiedene Proteine
z.B. diverse lonenkanale aktivieren.”® ' Das wichtigste Rezeptorprotein fiir
intrazellulares cAMP ist bei Saugetieren jedoch die Proteinkinase A (auch

cAMP-abhangige Kinase'”’

) - eine Serin/Threonin-Kinase, die die Immunfunkti-
onen der Zelle vielfach regulieren kann.®

Um zu beweisen, dass es sich bei der TLC-vermittelten Suppression der
LPS-Antwort in den humanen Makrophagen um Effekte der Proteinkinase A
handelt, wurde ein Kinaseinhibitor eingesetzt. Wie Abbildung 7 zeigt, hebt die
selektive Inhibition der Proteinkinase A die suppressiven Effekte von TLC auf
die mRNA-Expression der Zytokine TNF-a und Interferon-R auf. Diese Be-
obachtung lasst den Schluss zu, dass die inhibierende Wirkung von TLC auf die
Immunfunktion humaner Makrophagen in Abhangigkeit der PKA vermittelt wird.

Eine Modulation des proinflammatorischen Zytokinprofils durch Erhdéhung der
PKA-Aktivitat ist bereits fur murine Makrophagen (RAW 264,7 = Mouse
leukaemic monocyte macrophage cell line) beschrieben.’® Die Erhéhung von
intrazellularem cAMP nach Prostaglandin E; - Gabe bzw. die Inkubation der
Makrophagen mit 8-Br-cAMP bewirkte in dieser Studie eine Suppression
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a.'% Die Hypothese, dass die PKA die
Suppression des LPS-induzierten Zytokinprofils mediiert, wurde durch Knock-
out der katalytischen Einheit der PKA gestiitzt."® Versuche mit dem Kinase-
Inhibitor H89 erbrachten an den murinen Makrophagen uneinheitliche Ergeb-
nisse'”, jedoch ist H89 kein selektiver Inhibitor der PKA. Auch fiir die
TLC-induzierte Zytokinsuppression in Kupffer-Zellen wurde ein TGR5-PKA-
abhangiger Signalweg postuliert.®®

Von weiterfihrendem Interesse ist nun die Erdrterung der Frage, welche Zell-
vorgange die aktivierte Proteinkinase A moduliert. Die PKA kann auf verschie-
dene Arten in Zellvorgange eingreifen. Wie fur T-Lymphozyten gezeigt wurde,
moduliert die PKA die Transkriptionsfaktoren CREB (cAMP response element
binding protein), NFTAT (nuclear factor of activated T-cells) und NF-kB."®" 1%
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AuBerdem wurde eine Interaktion der PKA mit verschiedenen MAP-Kinasen
(z.B. p38-Kinase und ErK) nachgewiesen.’®" Im Falle des Transkriptionsfaktors
CREB reicht die alleinige Phosphorylierung des Serins 133 durch die PKA aus,
um die Assoziation des Coaktivators CBP und die Bindung an CRE-(cAMP-
response-element)-Regionen des Genoms zu bewirken.'®! Der Transkriptions-
faktor CREB ist an einer Vielzahl von zellphysiologischen Prozessen beteiligt.104
Von besonderem Interesse ist hier, dass CREB die proinflammatorische
Zytokinantwort nach Aktivierung von PRR wie TLR-4 in monozytaren Zellen
reguliert.’® Der Ansatzpunkt ist dabei anscheinend die Modulation der Aktivitat
von NF-kB.'" Fiir einige Zielgene bendtigt das aktivierte Hetereodimer dieses
Transkriptionsfaktors (meist RelA/p65-p50'%°) die Interaktion des CBP/p300 mit
Serin 276 der p65-Untereinheit, um optimal wirken zu kénnen.'® Es wurde da-
her postuliert, dass die immunmodulierende Eigenschaft von aktiviertem CREB
in einer Kompetition mit dem NF-kB-Komlex um den gemeinsamen Coaktivator
CBP/p300 besteht, und CREB so die Expression von Zytokinen reguliert.'®* Ei-
ne Erklarung flr den immunsuppressiven Effekt von cAMP ware damit die Re-
duktion der NF-kB-vermittelten Transkription von Zielgenen, indem das
PKA-abhangig aktivierte CREB mit p65 um die physiologischerweise begrenzte
Menge an CBP konkurriert.'®

Ein weiteres Erklarungsmodell liegt in der vermehrten Expression von c-Fos,
einer Komponente von AP-1, nach cAMP—ErhE)hung.89 Das c-Fos-Protein tritt in
direkte Interaktion mit p65 und verhindert die Bindung des
p65:p65-Homodimers an die TNF-Promoter-Region, was den suppressiven Ef-
fekt auf die LPS-induzierte Zytokinexpression erklaren kann.®® Eine alternative
Mdglichkeit, die c-Fos-Konzentration zu erhdhen, besteht in der Phosphorylie-
rung des sehr instabilen Proteins unter anderem Uber den
LPS-IKKB-Signalweg.®

Zum dritten konnten Wall et al. zeigen, dass 8-Br-cAMP in murinen Makropha-
gen die LPS-induzierte, nukleare Translokation des
p50-p65-NF-kB-Heterodimers (des quantitativ bedeutendsten Dimers des

195 hemmt.'®? Diese Inhibition der Translokation des aktivier-

NF-kB-Komplexes
ten Komplexes erklart nach Meinung der Autoren die Unterdrickung von ,early
response genes* wie TNF-a.'% Auch in der eigenen Arbeitsgruppe konnte ge-

zeigt werden, dass die LPS-induzierte NF-kB-Translokation durch Gallensauren

49



in humanen Makrophagen gehemmt werden kann.®® Da p65 ein postuliertes
Substrat der PKA ist'®’, wurde im Rahmen der vorgelegten Arbeit auch der Ef-
fekt von TLC auf die Phosphorylierung von p65 nach LPS-Inkubation unter-
sucht. In Gegenwart von TLC wird die LPS-vermittelte Phosphorylierung nicht
modifiziert (Abb.8). Dieses Ergebnis deckt sich mit dem Befund aus einer ande-
ren Arbeit, in der ebenfalls keine Anderung der Phosphorylierung von p65 bei
intrazelluldrer Erhdhung von cAMP gefunden wurde.'%

Weitere Arbeiten deuten daraufhin, dass durch die Behandlung mit Gallensau-
ren wie auch mit cAMP eine Umprogrammierung von klassisch aktivierten Mak-
rophagen zu regulatorischen Makrophagen stattfindet. Diese sind gekennzeich-
net durch eine vermehrte Expression des antiinflammatorischen Zytokins IL-10
bzw. ein erhdhtes Verhaltnis von IL-10 zu IL-12.%* 2° Als Grundlage dieser Ef-
fekte kommen dabei die drei oben beschriebenen PKA-abhangigen Prozesse in

Betracht.%

Es wurden im Rahmen der vorgelegten Arbeit weitere Bestandteile des MyD88-
abhangigen Signalweges der TLR-4-Rezeptorkaskade unter TLC-Einfluss un-
tersucht. Die Map-Kinasen p38, c-JNK und Erk wurden als mogliche Signalele-
mente identifiziert, die zu einem Crosstalk des TLR-4-Signalwegs mit dem
cAMP-Weg fuhren. Wall et al. konnten hohe Phosphorylierungsgrade dieser
Kinasen nach LPS-Stimulation nachweisen, jedoch zeigte sich keine Verande-
rung bei Erhéhung von cAMP durch PGE2."% In der vorliegenden Arbeit wurden
Inhibitoren der entsprechenden Kinasen eingesetzt und der Effekt auf die Ex-
pression von TNF-a in Anwesenheit von TLC untersucht. In unserem Modell
konnte die TLC-vermittelte Suppression der TNF-a-mRNA nicht durch die Inhi-
bitoren aufgehoben werden.

Der Inhibitor der Erk hatte keinen signifikanten Effekt auf die
TNF-a-mRNA-Expression, weder mit noch ohne Vorinkubation durch TLC. Da-
raus lasst sich zum einen schliel3en, dass die TLC-vermittelte Immunsuppressi-
on nicht Uber diese Kinase mediiert wird. Zum anderen lasst sich sagen, dass
die Er-Kinase an der Kontrolle der TNF-a-Expression in humanen Makrophagen
nicht beteiligt zu sein scheint. Man hatte dies zum Beispiel wegen der Interakti-
on der Erk mit der JNK annehmen durfen, allerdings scheint die Hauptaufgabe

der Erk eher in Zellprozessen wie Differenzierung und Proliferation zu liegen'®.
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Der Einsatz der Inhibitoren der p38-MAP-Kinase und der JNK flihrte jeweils zu
einer signifikanten Verminderung der TNF-a-mRNA-Expressionsrate, und zwar
sowohl mit als auch ohne TLC-Vorinkubation. Wurde die TNF-a-Suppression
durch TLC Uber eine dieser beiden Kinasen signalisiert, hatte der
Kinaseinhibitor die Verminderung der Zytokinexpressionsrate durch die Gallen-
saure verhindern mussen. Die dargestellten Ergebnisse deuten allerdings da-
rauf hin, dass mehrere additiv wirksame Faktoren die TNF-a-mRNA-Expression
hemmen. Diese Beobachtung ist vereinbar mit dem Wissen, dass sowohl die
p38-MAP-Kinase (u.a. Uber Rekrutierung von Transkriptionsfaktoren und
mRNA-Stabilisierung) als auch die JNK (Uber Aktivierung des Transkriptionsfak-
tors AP-1) die Produktion von TNF-a induzieren.'®

Da sowohl ein inhibierender Einfluss von TLC auf die LPS-induzierte
Expression von Interferon-3-mRNA als auch eine verminderte Expression der
Proteine PKR und MxA gezeigt werden konnten, wurde zunachst der
Phosphorylierungsgrad von IRF3 als Element des MyD88-unabhangigen
Signalweges untersucht. Es zeigte sich jedoch keine Beeinflussung der LPS-
induzierten Phosphorylierung durch TLC-Vorinkubation.

Als nachstes wurde der Einfluss von TLC auf die Phosphorylierung der STAT-
Proteine 1 und 3 untersucht. Die Typ-I-Interferone sind Aktivatoren der
STAT-Proteine, wobei die Rekrutierung von STAT 3 am geringsten ausgepragt
bzw. nur transient vorhanden ist."'® Dabei wird die Aktivierung der STAT-
Proteine 1 und 3 haufig durch dieselben Liganden ausgelost, jedoch wirkt STAT
1 direkt sowie indirekt proinflammatorisch wahrend STAT 3 auch
antiinflammatorische Effekte hat.'"® Es konnte keine Inhibition der LPS-
vermittelten Phosphorylierung der STAT-Proteine durch TLC-Vorinkubation be-
obachtet werden. Die Beobachtung, dass TLC sowohl die LPS-induzierte Ex-
pression von IFN-B als auch MxA und PKR supprimiert, lasst auf einen Zu-
sammenhang schlieRen. Die ISG-Produkte MxA und PKR unterliegen der Re-
gulation durch die STAT-Proteine®, sodass hier eine Regulation dieser Proteine
durch Phosphorylierung postuliert wurde. Es gibt allerdings mehrere Maoglichkei-
ten der Regulation im IFN-STAT-Signalweg.

Als Feedbackregulatoren des Jak-STAT-Signalweges dienen zum einem die
SOCS-Proteine (suppressors of cytokine signaling) - synonym SSI| (STAT-
induced STAT-Inhibitors). Die SOCS-Proteine binden an die Jak-Kinasen, was
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die Phosphorylierung und damit die nukleare Translokation der STAT-Proteine
verhindert.*

Weiterhin kdnnen zwei Mitglieder der PIAS (protein inhibitor of activated STAT)-
Familie, PIAS 1 und 3, den STAT-Signalweg regulieren.®® IFN- oder
IL-6-induziert assoziieren diese direkt mit STAT 1 und 3 und verhindern die
Translokation.*

Eine weitere Moglichkeit zur Unterbrechung des Signalweges besteht in der
Dephosphorylierung der Janus-Kinasen durch die Tyrosinphosphatase
SHP-1.%°

In der Summe bestehen demnach mehrere mogliche Ansatze zur Erklarung
eines reduzierten MxA/ PKR-Expression (bei gleichbleibendem Phosphorylie-
rungsgrad der Transkriptionsfaktoren).

Die Beobachtung, dass die LPS-induzierte STAT-3-Phophorylierung nicht durch
Gallenséduren gehemmt wurde, unterstitzt hingegen die Uberlegung, dass die
immunsuppressive  Funktion von Gallensauren hauptsachlich in  der
Umprogrammierung zu regulatorischen Makrophagen bestehen konnte. Die
LPS-abhangige Produktion von IL-10 wird Uber IFN-[3 vermittelt und bewirkt die
Aktivierung von STAT-3.""" Inkubation mit hydrophoben Gallensduren suppri-
miert zwar IFN-B, nicht aber die IL-10-Produktion.®® Daraufhin wurde der
Schluss gezogen, dass Gallensauren eine Interferon-R-unabhangige Induktion
von IL-10 bewirkt und zwar am ehesten uber eine direkte Aktivierung von CREB
(mit seinem Zielgen IL-10) durch die Gallensauren.®

Der suppressive Effekt von immunologischen Prozessen durch hydrophobe
Gallensauren ist wie oben gezeigt komplex und bedarf der weiteren Erfor-
schung. Vor dem klinischen Hintergrund von z.B. der Interferon-Therapie bei

Hepatitiden ist dies sicherlich von hoher Relevanz.
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