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Zusammenfassung

Die Multiple Sklerose ist eine demyelinisierende Autoimmunerkrankung des ZNS,
betrifft vorwiegend junge Erwachsene und fihrt bei einem Teil der Patienten zu
schwerwiegenden Behinderungen. Neben immunsupprimierenden
Therapiestrategien werden  zunehmend immunmodulierende  Therapeutika
eingesetzt. Eines dieser Medikamente ist das Glatirameracetat (Copolymer1,
Copaxoner), welches nachweislich die Schubhaufigkeit bei der schubférmig

remittierenden Form der MS reduziert.

Fur Glatirameracetat werden verschiedene Wirkmechanismen postuliert: Blockade
der autoaggressiven Th1-Zellen und/oder Immunmodulation mit Verschiebung der T-
Zell-Subpopulationen von Uberwiegend Th1- zu Th2-typischen Zellen und/oder

Eliminierung der autoaggressiven Zellen durch vermehrte Apoptoseereignisse.

Wir suchten nach immunmodulatorischen Wirkmechanismen von GLAT an humanen
Monozyten unabhangig von einer bisher beschriebenen Blockade der T-Zell oder der
Antigenprasentation. Humane Monozyten wurden aus peripheren mononuklearen
Blutleukozyten (PBMC) gesunder Spender mittels immunmagnetischer Depletion
anderer Zellpopulationen isoliert. Die so gewonnenen Monozyten wurden mit LPS in
Gegenwart und Abwesenheit von GLAT stimuliert. Im weiteren Versuch mit LPS-
Stimulation, mit oder ohne GLAT, aber mit oder ohne dem PI3K Inhibitor (LY294002)
kultiviert. Anschliessend erfolgte eine Analyse der Kulturiberstande auf sezernierte
IL-6 und IL-10 mittels ELISA.

Die Inkubation mit GLAT resultierte in einer konzentrations-abhangigen signifikanten
Reduktion der Produktion des proinflammatorischen Zytokins IL-6 durch Monozyten
(p<0,05). Im Vergleich dazu hatte GLAT keine signifikante Beeinflussung auf die
Produktion des antiinflammatorischen Zytokins IL-10. Die durch GLAT induzierte IL-
6-Reduktion wurde von PI3K-Inhibitor (LY294002) signifikant aufgehoben.

Diese Versuchsergebnisse zeigen, dass GLAT die proinflammatorische Zytokin-
Produktion von IL-6 signikant reduziert. Der eindeutige suppressive Effekt von GLAT

auf die Produktion des Th1-Zytokins IL-6 liefert einen weiteren Beleg fur die
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Vermittlung antiinflammatorischer Funktionen von GLAT beim MS-Therapieeinsatz.
Weitere Resultate deuten daraufhin, dass der PISK-AKT Signalweg durch GLAT
aktiviert wird und die Aktivierung des PI3K-AKT durch GLAT durch den PI3K-AKT-
Inhibitor LY294002 deutlich inhibiert werden kann. Dies spricht daflir, dass
antiinflammatorische Wirkung von GLAT mdglicherweise durch den PI3K-AKT
Signalweg vermittelt wird, was von pathogenetischem, aber auch therapeutischem
Interesse ist.



Summary

Multiple sclerosis (MS), a chronic demyelinating disease of the central nervous
system (CNS) is the second most important cause of disability in early and middle
age in the Western world. Besides immunosuppressive treatment immunomodulators
are widely and increasingly used for MS therapy. One of these drugs is the
glatirameracetate (copolymer1, copaxoner, GLAT) which reduces the relapse rate of

the relapsing-remitting form of MS.

Different mechanisms of action of glatirameracetate have been proposed: 1) blocking
of the autoaggressive Th1-lymphocytes. 2) shifting immune reaction towards TH2-
weighted cellular immune response. 3) eliminating autoaggressive lymphocytes by
increased apoptosis.

We investigated mechanisms of GLAT in humane monocytes, concerning the
immunmodulating effects on humane monocytes. Humane monocytes were isolated
from peripheral mononuclear blood leukocytes (PBMC) of healthy donors by means
of immune-magnetic depletion of other cell populations. The isolated monocytes were
cultured with LPS in the presence or absence of GLAT; in another test co-cultured
with LPS, with either GLAT or LY294002 (PI3K inhibitor) or with both or neither of
GLAT und LY294002 for 24 hours and the concentrations of IL-6 and IL-10 were

measured in the supernatants by ELISA.

The culture with GLAT resulted in a significant decrease of the production of IL-6 by
monocytes (p <0.05), dependent on concentration of GLAT. In comparison to it,
GLAT had no significant effects on the production of IL-10 by monocytes. The
decrease of the production of IL-6 induced by GLAT was significantly reversed by
LY294002 (PI3K inhibitor).

These results show that GLAT significantly reduces the production of the
proinflammatory cytokine IL-6. The suppressive effect of GLAT on the production of
IL-6 (Th1 cytokine) by monocytes could be interpreted as further evidence for the
antiinflammatory function of GLAT during the therapeutic application for MS. Further
experiments indicate that the PISK-AKT pathway is possibly activated by GLAT and
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that the activation of the PI3K-AKT pathway by GLAT can be inhibited by PI3K-AKT
inhibitor (LY294002). Together, this work suggests that the anti-inflammatory effect of

GLAT possibly through the PI3K-AKT pathway is of pathogenetic, but also
therapeutic interest.



l. Einleitung

1. Multiple Sklerose

1.1. Allgemeines

Die Multiple Sklerose (MS) ist die haufigste entzindlich-demyelinisierende
Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS) in Nordeuropa und Nordamerika.
(Hafler et al., 2005; Sospedra u. Martin, 2005). Die Ursache der Multiplen Sklerose
(MS) ist bis heute nicht geklart; aufgrund von klinischen, immunologischen und
genetischen Daten geht man jedoch von einer multifaktoriellen Erkrankung aus.

Die pathogenetischen Konzepte sowie die therapeutischen Madoglichkeiten der
Multiplen Sklerose (MS) befinden sich seit einigen Jahren in grundlegendem Wandel.
Fortschritte in der Biotechnologie haben zusammen mit Entwicklungen in der MR-
Tomographie und Verbesserungen im klinischen Studiendesign zu einer Vielzahl
prufbarer Therapiemoglichkeiten gefluhrt, wobei der Einsatz der zugelassenen
immunmodulatorischen Agentien (B-Interferone, Glatiramerazetat) gegenwartig einen
besonderen Stellenwert hat. Trotz dieser Fortschritte ist die MS bis heute nicht
heilbar und das Ziel einer nebenwirkungsarmen und hocheffizienten Therapie bislang
nicht erreicht (Hohlfeld et al., 2001; Jai et al., 2006; Francois et al., 2008).

1.2. Pathologie

Bei der Multiplen Sklerose (MS) handelt es sich um eine chronisch-entzindliche
Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS). Pathophysiologisches
Hauptmerkmal der MS sind Lasionen der wei3en Substanz des ZNS, sogenannte
Entmarkungsherde (Plaques). Die Mark- bzw. Myelinscheide wird im ZNS durch
Oligodendrozyten gebildet, die sich um das Axon wickeln, als Isolator fungieren und
fir die Reizleitung eine wichtige Rolle spielen. Ein akuter Schub ist histologisch
charakterisiert durch in der weillen Substanz verstreut liegende perivaskulare
entzundliche Infiltrate, die hauptsachlich aus antigenspezifischen autoreaktiven T-
Zellen und Makrophagen bestehen (Martino et al., 1998; Sospedra, Martin, 2005;).

Wiederholte Episoden einer akuten Entziindungsreaktion im ZNS fihren schlieRlich



zur Schadigung der Myelinscheiden (Entmarkung) und damit zur Stérung der
neuronalen Erregungsleitung. Bei der chronischen MS findet man in den inaktiven
Herden keinen aktiven Myelinabbau, es herrscht eine reaktive fibrillare Gliose der
Astrogliazellen vor, wodurch eine Verhartung eintritt, die der Krankheit ihren Namen
gegeben hat. In diesen chronisch inaktiven Lasionen ist die Anzahl der
Oligodendrozyten deutlich reduziert oder sie fehlen komplett. Zur Unterscheidung
von aktiven und inaktiven Entmarkungsherden werden vor allem drei Kriterien
herangezogen: Bei aktiven Entzindungsherden findet man eine erhdhte Zelldichte,
eine unscharfe Begrenzung der Plaques von der Umgebung und die Prasenz von
Abbauprodukten (Neutralfett) in den Makrophagen. Der Entstehung der Plaques
liegen unterschiedliche pathogenetische  Mechanismen zugrunde. Diese
Beobachtung haben Konsequenzen fur das Verstandnis der MS Pathogenese und
das Design zukunftiger Therapieansatze. Die Entmarkungsherde treten vor allem an
bestimmten Pradilektionsherden auf: bevorzugt periventrikuldr, im Hirnstamm, im
Kleinhirn, im Ruckenmark und im Nervus bzw. Tractus opticus. Neben der
Entmarkung spielt die axonale Schadigung eine Rolle vor allem in aktiven MS-
Lasionen. Der Entstehungsmechanismus ist noch weitgehend unbekannt; es konnte
jedoch in Studien eine Assoziation der Axonschadigung mit der Anzahl von
Makrophagen und CD8-positiven T-Lymphozyten in den Lasionen gezeigt werden
(Lassmann et al., 1997; Bitsch et al., 2001; Dhib-Jalbut et al., 2007).

1.3. Immunologie

Die Pathomechanismen der Multiplen Sklerose (MS) sind bislang noch nicht in allen
Einzelheiten aufgeklart. Nosologisch zahlt die MS zu den Autoimmunkrankheiten, da
nach dem heutigen Kenntnisstand bei der MS autoreaktive T-Lymphozyten (bzw. T-
Zellen) Entzundungsreaktionen hervorrufen, die zu einer Demyelinisierung der Axone
fuhren (Steinman, 1996; Greter et al., 2005). Um die komplexen Vorgange dieser
immunologischen Reaktion besser verstehen zu konnen, werden hier zunachst
mogliche Autoantigene sowie die Zellen des Immunsystems, die bei der MS eine
Rolle bei der Auslosung einer Entzindungsreaktion spielen und die
Entzindungsmediatoren vorgestellt. AnschlieBend wird ein zusammenfassender
Uberblick iber den Ablauf der zugrunde liegenden Autoimmunreaktion gegeben. Zu

den bislang am besten untersuchten Proteinen, die als Ausloser der



Autoimmunreaktion bei MS in Frage kommen, zahlen Bestandteile des Myelins wie
das basische Myelinprotein (engl.: myelin basic protein = MBP), das
Proteolipidprotein (PLP) sowie das myelinassoziierte Glykoprotein (MAG) und das
Myelin-Oligodendroglia-Glykoprotein (MOG), die an der Myelinoberflache lokalisiert
sind (Brunner et al., 1989; Chekhonin et al., 2003). Einige allgemein verbreitete virale
Proteine, wie z.B. Masern-, Hepatitis B-, Influenza- und Adenoviren, weisen in ihrer
Aminosauresequenz eine groRe Ahnlichkeit zu diesen Komponenten der
Myelinscheide auf. Durch sogenanntes molekulares Mimikry (Kreuzreaktion zwischen
viralen oder bakteriellen Antigenen und Autoantigenen) kdnnte eine unspezifische
Aktivierung bzw. Autoimmunisierung der T-Zellen gegen das Myelin erfolgen
(Wucherpfennig u. Strominger, 1995; Greter et al., 2005). Die im Zentrum der
Immunantwort stehenden T-Zellen sind in der Lage, Uber ihren spezifischen T-Zell-
Rezeptor (TCR) Antigene zu erkennen, wenn sie ihnen von korpereigenen, d.h. HLA-
identischen Zellen dargeboten werden. HLA-Klasse-I-Moleklle (mit den Gen-Loci
HLA-A, -B, -C) finden sich auf nahezu allen Koérperzellen, prasentieren vorwiegend
endogen produzierte (z.B. virale) Peptide und werden von einer T-Lymphozyten-
Subpopulation erkannt, die den Oberflachenmarker CD8 tragt und meist eine
zytotoxische Effektorfunktion besitzt. HLA-Klasse-lI-Molekule (mit den Gen-Loci HLA-
DP, -DQ, -DR) sind dagegen in der Regel nur auf sogenannten professionellen
Antigen-prasentierenden Zellen (APC) wie Monozyten/Makrophagen und B-
Lymphozyten (bzw. B-Zellen) vorhanden, konnen auf anderen Zellen aber z.T. durch
die Zytokine Interferon-y (IFN-y) und Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a) induziert
werden. Sie werden von CD4-positiven T-Zellen,sogenannten T-Helferzellen erkannt,
welche unerlaBlich fur die Auslésung der Immunantwort sind und nach Aktivierung
ihrerseits anderen Immunzellen wie Makrophagen, B-Lymphozyten und
zytotoxischen Lymphozyten zu Effektorfunktionen verhelfen. Eine besondere
Stellung bezlglich des Immunsystems nimmt das ZNS ein (Wekerle et al., 1986;
Dhib-Jalbut et al., 2006; Cassan et al., 2007). Es qilt als ,immunprivilegiertes® Organ,
weil das Eindringen von Immunglobulinen, Entzindungsmediatoren und Zellen des
Immunsystems erschwert ist (Cassan et al., 2007). Erstens besitzt das ZNS keine
lymphatische Drainage, welche den Lymphknoten wie in anderen Organen Antigene
zufuhren koénnte. Zweitens werden im ZNS normalerweise keine HLA-Klasse-II-
Molekule exprimiert (und nur wenig HLA-Klasse-I-Molekile), ohne die aber Antigene

von den T-Zellen nicht erkannt werden konnen. Und drittens ist das ZNS durch die



Blut-Hirn-Schranke abgedichtet. Die Blut-Hirn-Schranke wird gebildet von einer durch
Light junctions® abgedichteten Endothelzellschicht mit einer darunterliegenden
Basalmembran und einem anschlieBenden dichten Filz von Astrozyten-
Fullfortsatzen. Durch die genannten Umstande kann unter physiologischen
Bedingungen eine Immunreaktion nicht innerhalb des ZNS initiiert werden. Allerdings
sind aulRerhalb des ZNS aktivierte T-Zellen in der Lage, die Blut-Hirn-Schranke zu
Uberwinden. In dem Fall, dass diese T-Zellen ein Antigen erkennen, das im ZNS
vorkommt, kann eine lokale Schrankenstdorung mit perivaskularem Odem und
entziindlicher Infiltration auftreten. Uber die Sekretion von IFN-y und TNF-q kénnen
diese T-Zellen im ZNS die Expression von HLA-Klasse-II-Molekulen auf Astrozyten
und Mikrogliazellen induzieren und diese Zellen damit zur Antigenprasentation
befahigen. Durch die Effektormechanismen der aktivierten Immunzellen und die
Sekretion toxischer Substanzen kann es schlieldlich zu Gewebsschadigungen und
neurologischen Ausfallen kommen. Die Hypothese einer Immunpathogenese der MS
basiert im wesentlichen auf folgenden Beobachtungen (Fierz, 1997, Lassmann et al.,
1998. Neumann, 2003; Sospedra und Martin, 2005; Dhib-Jalbut et al., 2006):

1) Von wesentlicher Bedeutung fur das Konzept einer Immunpathogenese der MS
sind verschiedene Tiermodelle, vor allem die experimentelle allergische
Enzephalomyelitis (EAE), die entweder durch Immunisierung eines Versuchstieres
(meist Nagern) mit homogenisiertem ZNS-Material bzw. gereinigten Komponenten
davon (z.B. myelinbasischem Protein, MBP) oder aber durch Ubertragung aktivierter
enzephalitogener T-Zellen erzeugt wird. Bei Wahl geeigneter Tierspezies und
bestimmter Versuchsbedingungen ahnelt die EAE der MS in Hinblick auf den Verlauf
und die Immunhistologie der Lasionen (Lassmann et al.,1993, 1998, Wekerle et al.,
1994; Friese et al., 2006).

2) Da das HLA-System eine Schlusselrolle in der Auslosung und Regulation von
Immunreaktionen einnimmt, ist die Assoziation der MS zum HLA-System als Hinweis
auf eine Beteiligung des Immunsystems an der Pathogenese der Erkrankung zu
werten. Diese Assoziation betrifft vor allem die Gen-Loci DR und DQ der HLA-
Klasse-lI-Moleklle. Wahrend 50-70% der MS-Kranken HLA-DR2-positiv sind, trifft
dies nur fur 20-30% der Gesamtbevolkerung zu (Wucherpfennig et al., 1991;
Bacellos et al., 2003). Des weiteren kdonnten Variationen in den Genen, die den T-
Zellantigenrezeptor kodieren, so verandert sein, dass sie zu einer fehlgerichteten

Immunantwort fihren. Es wurden Assoziationen der MS sowohl mit Genen der T-



Zellrezeptor-a-Kette auf Chromosom 14 als auch der B-Kette auf Chromosom 7
gefunden (Oksenberg et al., 1989; Harbo et al., 2007).

3) Die Analyse der MS-Lasionen ergibt, dass die zellulare Infiltration der frischen
Plaques hauptsachlich aus Makrophagen und T-Zellen besteht Die Anzahl dieser T-
Zellen ist im Vergleich zu Normalpersonen erhoht Wie der immunhistologische
Nachweis von Interleukin-2(IL-2)-Rezeptoren auf diesen Zellen zeigt, sind sie
zumindest teilweise in aktiviertem Zustand. Eine Expression von HLA-Klasse-Il-
Molekulen (HLA-DR) ist sowohl auf den T-und B-Zellen als auch auf Makrophagen,
Endothelzellen und Astrozyten in den MS-Lasionen nachweisbar Dies deckt sich mit
den oben beschriebenen Mechanismen einer durch aktivierte T-Lymphozyten
initiierten Entzdndungsreaktion (Traugott et al.,1983, 1985; Olsson et al., 1992;
Zhang et al., 1994; Dhib-Jalbut et 2007).

4)  \Verschiedene  immunologische  Laborparameter deuten auf eine
Immunpathogenese der MS hin. Unter humoralen Parametern ist vor allem die
regelmalig anzutreffende intrathekale Immunglobulinproduktion zu nennen, die sich
bei isoelektrischer Fokussierung der Liquorproteine als oligoklonale Banden
darstellen (Tourtellotte u. Walsh, 1984; Kuenz et al., 2008). AulRerdem gibt es
Hinweise fur eine intrathekale Aktivierung des Komplementsystems. Auch Uber eine
Beteiligung des zellularen Anteil des Immunsystems berichten zahlreiche
pathologische Befunde: Bei 30-50% der Patienten ist die Zellzahl im Liquor erhdht,
wobei es sich hauptsachlich um T-Zellen handelt, die zu einem betrachtlichen Teil
aktiviert sind (Hafler et al., 1985; Sanders et al.,1986; Frohman et al., 2006). Die
klonale Expansion und Persistenz von MBP-spezifischen T-Zellen im Blut konnte
bisher nur bei einzelnen MS-Patienten gezeigt werden (Hohlfeld et al., 1995;
Wucherpfennig et al., 1994; Hafler et al., 2005; Dhib-Jalbut et 2007). Die oben
erwahnten Beobachtungen fuhren zu folgender Hypothese: Die Immunpathogenese
der MS resultiert aus einer T-Zellreaktion, bei der irrtimlicherweise ZNS-Strukturen
als Antigene erkannt werden. Die im Blut und Liquor von MS-Patienten gefundene
erhohte Anzahl von autoreaktiven T-Zellen sind gegen =zahlreiche ZNS-
Myelinbestandteile gerichtet. Wie es zu der initialen Autosensibilisierung der T-Zellen
gegen diese Myelinbestandteile kommt, ist jedoch nach wie vor unklar. Man weil}
lediglich, dass auch im peripheren Blut von Gesunden autoreaktive T-Zellen
nachweisbar sind. Es wird vermutet, dass diese beispielsweise im Rahmen einer

Virusinfektion aktiviert werden, wenn das Virus Antigene aufweist, die den



Myelinbestandteilen ahneln. Eine weitere Hypothese vertritt die Ansicht, diese
autoreaktiven T-Zellen koénnten auch durch das Wegfallen hemmender
Regulationsmechanismen stimuliert werden. Ahnlich anderen
Autoimmunerkrankungen ist vermutlich das Zusammentreffen mehrerer Faktoren
notwendig, um den gewebedestruierenden Prozeld auszuldésen. Weitgehend geklart
ist, wie diese aktivierten Myelin-reaktiven T-Zellen (CD4+-T-Zellen) aus dem
peripheren Blut durch die Blut-Hirn-Schranke in das ZNS gelangen und dort zur
Autoaggression und damit zur Demyelinisierung flhren: Die aktivierten T-Zellen
werden mit dem Blutstrom angeschwemmt, verlangsamen ihr Tempo und docken an
Adhasionsmolekilen (u.a. zunachst an Selektin, dann an sog. intrazellularen
Adhasionsmolekilen) an, die in der GefalBwand sitzen und deren Gegenstuck sich
auf den T-Zellen befindet. Chemotaktische Signale aus dem ZNS-Parenchym
ermoglichen daraufhin die Einwanderung der T-Zellen in das ZNS. Dort
angekommen mussen die T-Zellen reaktiviert und zur Vermehrung, d.h. zur Bildung
von Zell-Klonen angeregt werden, bevor sie die Autoimmunreaktion auslosen
konnen. Hierzu mussen sie auf das Autoantigen treffen, das ihnen beispielsweise
von einer Mikrogliazelle prasentiert wird. Gekennzeichnet sind diese reaktivierten T-
Zellen, von denen es einen TH1-Typ und einen TH2-Typ gibt, durch die

Ausschuttung ganz bestimmter Zytokine.

TH1-Zellen beeinflussen hauptsachlich die zellulare Immunitat und sezernieren
proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-6, Interferon-y, Lymphotoxin und
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), die alle an der zur Demyelinisierung fuhrenden
Entzindungsreaktion beteiligt sind. Mit Hilfe dieser Zytokine werden aus dem
peripheren Blut eingewanderte oder bereits im ZNS vorhandene Makrophagen und
Mikrogliazellen aktiviert, d.h.:

1. die Fahigkeit dieser Zellen zur Phagozytose wird gesteigert,

2. die Bildung von Entzindungsmediatoren - vor allem von TNF-a- wird veranlasst

3. es kommt zu einer gesteigerten Synthese und Aktivierung von
Komplementfaktoren (Sanders et al., 1986; Hafler et al., 2005; Sospedra and Martin,
2005). Alle unter 1.-3. genannten Vorgange bewirken eine direkte Schadigung der
Myelinscheiden. Damit fungieren Makrophagen und Mikrogliazellen als die

eigentlichen Effektorzellen des entzundlichen Demyelinisierungsprozesses.
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TH2-Zellen beeinflussen die humorale Immunitat und produzieren vor allem die
Zytokine Interleukin-4 (IL-4), und Interleukin-10 (IL-10). Auch Antikérper, freigesetzt
von B-Zellen, die zuvor vom TH2-Typ der reaktivierten T-Zellen aktiviert wurden,
konnen das Komplementsystem aktivieren und so die Myelinscheiden direkt
schadigen. Die autoreaktiven T-Zellen koénnen aber auch zirkulierenden
Autoantikdrpern aus dem peripheren Blut den Durchtritt durch die Blut-Hirn-Schranke
ermoglichen, woraufhin diese, im ZNS angekommen, ebenfalls das
Komplementsystem aktivieren und so die Myelinscheiden direkt schadigen. Daneben
haben TH2-Zellen bei MS aber auch gunstige Eigenschaften: Sie produzieren, wie
oben erwahnt, die Interleukine IL-4 und IL-10, die wiederum die TH1-Zellen hemmen

und damit antiinflammatorisch wirken.

TH1/TH2-Balance: Antigen-prasentierende Zellen

In den letzten Jahren ist dabei intensiv die Rolle der Antigen-prasentierenden Zellen,
insbesondere der dendritischen Zellen (DZ) untersucht worden. DZ als funktionell
potenteste APZ sind entscheidend fur die Induktion der primaren Immunantwort und
die Initiierung der T-Zell-Immunitat in-vivo verantwortlich (Sung et al., 2008; Nowak et
al.,, 1999). Fir DZ wird angenommen, dal3 in Abhangigkeit spezifischer
Vorlauferzellen unterschiedliche Subtypen existieren, die sich u.a. in der Expression
von Oberflachenmarkern (u.a. Expression des CD11c Integrins) unterscheiden.
Dabei induzieren die sogenannten DZ1-Zellen eine TH1-Immunantwort, wohingegen
DZ2 eine TH2-Immunantwort induzieren (Klangsinsirikul et al., 2002; Kapsenberg
1999). DZ haben eine Schlusselfunktion bei der Aktivierung naiver CD4+T-Zellen und
CD8+T-Zellen. Das Erkennen von MHC-Peptid-Komplexen auf DZ durch
antigenspezifische T-Zell-Rezeptoren (TZR) stellt das ,Signal 1 der DZ-T-Zell
Interaktion dar. Im weiteren ist das ,Signal 2 zur Unterhaltung der T-Zell-Aktivierung
notig, wobei es sich um die Interaktion zwischen kostimulatorischen Molekulen, die
von DZ exprimiert werden und ihren Liganden auf der T-Zell-Oberflache handelt. In
Abhangigkeit von der DZ-Subpopulation werden verschiedene Zytokine produziert,
welche bestimmen, ob anschlieRend eine TH-1- oder die TH-2-Antwort generiert wird
(,Signal 3%). Beim Menschen polarisieren CD11c+DZ (DZ1) naive T-Helfer-Zellen
vornehmlich in Richtung eines TH-1-Profils, wohingegen CD11¢c-DZ (DZ2) die T-

Zellen vor allem zur Produktion und Freisetzung von TH-2-typischen Zytokinen
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stimulieren (Macatonia 1995; Gratchev et al., 2001; Mariotti et al., 2008). Der DZ
kommt jedoch nicht nur eine regulative Funktion bei der Festlegung der TH1- oder
TH2-Zellantwort zu, sondern sie sind moglicherweise auch fur die Auspragung
regulatorischer T-Zellen mitverantwortlich. So konnte kurzlich gezeigt werden, dass
eine repetitive Stimulation von naiven CD4+ T-Zellen mit allogenen, immaturen DZ
zur Differenzierung von T-Zellen mit den unten beschriebenen regulatorischen
Eigenschaften (Treg) fuhrt (Jonuleit 2000; 2001b; Mahnke et al., 2007).

TH1/TH2-Balance: Zytokine

Die regulatorischen Mechanismen, die fur das Zustandekommen und die Balance
des TH1/TH2-Zytokinmilieus verantwortlich sind, werden jedoch nicht ausschliel3lich
von der Interaktion von T-Zellen mit APZ gesteuert. Zunachst wurde die Regulation
von unterschiedlichen CD4+T-Zellen den verschiedenen T-Zellsubpopulationen
selbst zugeschrieben. Demnach uben TH1- bzw. TH2-Klonen gegenseitig einen
negativen Regulationseffekt aufeinander aus. Hierfir spricht, dald IFN-y als
klassischer Vertreter eines TH1-Zytokins das Wachstum von TH2-Klonen hemmt
(Gajewski 1988; Gattoni et al, 2006). Umgekehrt wurde das TH-2-Zytokin IL-10 als
Inhibitor der TH-1- Zytokine beschrieben (Fiorentino 1989; Re et al., 2004). In den
vergangenen Jahren wurden weitere Zytokine identifiziert, die einen regulativen
Einflul3 auf die T-Zellantwort austiben. Neben IL-18 greifen auch andere Zytokine wie
IL-12 und IL-10 regulativ in die TH1/TH2 Balance ein. Fur die Polarisierung der T-
Zellantwort stellt sich die Frage, ob sich Zellpopulationen charakterisieren lassen, die
z.B. durch den Einflul von Zytokinen oder durch direkten T-T-Zell-Kontakt einen

regulativen Einflu® auf T-Zellen ausuben.

TH1/TH2-Balance: Regulatorische T-Zellen

Vor wenigen Jahren gelang es zunachst Sakaguchi und Mitarbeitern, eine eigene
Subpopulation von CD4+ T-Zellen im Mausmodell mit regulatorischen Eigenschaften
zu charakterisieren (Sakaguchi 1995). Diese CD4+-Subpopulation weist nur eine
geringe Fahigkeit zur Proliferation auf und ist in der Lage, hohe Konzentrationen an
IL-10 aber kaum IL-2 und kein IL-4 zu produzieren. Die als T-regulatory Cells 1

bezeichneten Zellen verhindern daruber hinaus eine antigen-spezifische Proliferation
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von CD4+ Zellen und verhindern im Mausmodell die Entwicklung einer Colitis
ulcerosa (Sakaguchi 1995; Groux 1997; Cools et al., 2007).

Nachdem zunachst im Tiermodell eine Subpopulation von CD4+T-Zellen mit
regulatorischen Eigenschaften beschrieben wurde, konnten Jonuleit und Enk aus
peripherem Blut beim Menschen eine Population von CD4+T-Zellen mit
regulatorischen Eigenschaften (Treg) isolieren (Jonuleit 2001a). Diese T-Zellen
exprimieren die o-Kette des IL-2-Rezeptors (CD25+) sowie CD45RO0,
Histokompatibilitats-Leukozyten-Antigen (HLA-) DR und das intrazellulare
zytotoxische T-Lymphozyten-assoziierte Antigen 4 (CTLA-4). Diese Zellen
expandieren nicht nach Stimulation und unterdricken die Expansion von
konventionellen T-Zellen. Daruber hinaus produzieren sie offenbar kein IL-2, IL-4
oder TGF-B sondern lediglich IL-10. Die Elimination von Treg im Tiermodell fuhrt zur
Induktion von Autoimmunerkrankungen, wie u.a. einer Autoimmungastritis oder —
thyroiditis. Offenbar ist die Suppression der autoreaktiven T-Zellantwort eine
herausragende Aufgabe von CD4+/CD25+ Treg. Moglicherweise kommt dieser neu
beschriebenen Subpopulation von T-Zellen damit nicht nur in der Pathogenese von
Autoimmunerkrankungen und in der Transplantations-immunologie eine
entscheidende Rolle zu. Treg spielen hypothetisch auch bei der Auseinandersetzung
mit einer Reihe von Antigenen, die Uber Inhalation oder Ingestion aufgenommen
werden eine entscheidende Rolle, indem sie eine chronische Aktivierung des
Immunsystems mit entsprechender Entzindungsreaktion regulieren. (Sakaguchi
1995, 1996; Cools et al., 2007).

Tabelle 1.3. Wichtige pro- und antiinflammatorische Zytokine

Proinflammatorische Zytokine Antiinflammatorische Zytokine
TNF-a |6slicher TNF-Rezeptor
IL-1 IL-1 Rezeptorantagonist
L-2 I6slicher IL-2 Rezeptor
L-6 I6slicher IL-6 Rezeptor
TGF-B
IL-10
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Abb.1.3. Schematische Darstellung der MS-Pathogenese (Wiendl et al.,, 2003). Im
systemischen Immunkompartiment erkennen autoreaktive T-Zellen (T) Uber ihren T-Zell-
Rezeptor (TCR) ein  spezifisches  (Auto-)Antigen (Ag), das Uber das
Haupthistokompatibilitatsmolekl (MHC) und die gleichzeitige Prasentation
kostimulatorischer Signale (CD28-B7, CD40-CD40L) auf der Zelloberflache von
antigenprasentierenden Zellen (APC), wie beispielsweise Monozyten oder Makrophagen,
prasentiert wird (dargestellt in A). Aktivierte T-Lymphozyten kénnen die Blut-Hirn-Schranke

(BHS) Uberqueren, um in das zentrale Nervensystem (ZNS) zu gelangen. Der Mechanismus
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transendothelialer ~ Migration wird durch die Interaktion zwischen zelluldren
Adhasionsmolekilen, Chemokinen und deren Rezeptoren, sowie Matrixmetalloproteinasen
(MMPs) vermittelt (dargestellt in C). Im ZNS erfolgt eine Reaktivierung und Expansion von T-
Zellen, die bei Mikroglia Zellen/Makrophagen (MF) eine vermehrte phagozytotische Aktivitat,
Produktion von Zytokinen, wie beispielsweise dem Tumornekrosefaktor (TNF)-a,
Lymphotoxin (LT), und der Freisetzung toxischer Mediatoren, wie Stickoxid (NO) induzieren
und somit die Demyelinisierung und axonale Schadigung vorantreiben. Autoantikérper (Abs),
die die BHS Uberqueren oder im ZNS lokal von B-Lymphozyten oder Mastzellen (B*)
produziert werden, tragen zu diesem Prozess bei. Die Bindung von Abs an Autoantigene
aktiviert die Komplementkaskade, die zur Bildung des terminalen lytischen Komplexes (C5b-
9) und der nachfolgenden Lyse der Zielstruktur fiihrt (dargestellt in B und D). Die
Aufregulierung von Na*- und Ca?-Kanalen auf der Axonoberfliche, die Fehlfunktion von
Mitochondrien und der Verlust trophischer Signale tragen zur axonalen Deintegration und
Degeneration bei (dargestellt in E). Die entzindliche Reaktion wird durch
antiinflammatorische Zytokine, wie beispielsweise Interleukin (IL)-10 oder dem
transformierenden Wachstumsfaktor (TGF)-3, reguliert. Darliber hinaus induziert IL-2 einen

programmierten Zelltod (Apoptose) bei enzephalitogenen T-Lymphozyten (dargestellt in F).

1.4. Klinik und Verlaufsformen

Das typische Erkrankungsalter liegt zwischen dem 15. und 40. Lebensjahr. Die
Erkrankung befallt Frauen doppelt so haufig wie Manner (Mitrovic et al., 1999;
Delilovi¢-Vranic et al., 2005). Die klinisch sehr variable Symptomatik ist abhangig von
der Lokalisation der Entmarkungsherde (jeweils in abnehmender Haufigkeit, s.
Tabelle 1.4.1). Allgemein anerkannt ist die Einteilung der Verlaufsformen nach Lublin
et al., 1996 (s.u.Tabelle1.4.2).
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Tabelle 1.4.1: Symptome zu Beginn der Krankheit in %
1) Beer und Kesselring, 1988, N = 688; 2) Poser et al., 1986, N = 3248; 3) Matthews, 1985;
4) Patyund Poser, 1984, N = 461

Klinik in % 1) 2) 3) 4)
Sensibilitatsstérungen 41,3 42 40 33
Sehstdérungen 36,9 33 34 30
Gangstérungen 31,8 18
Paresen 234 44 39 ca. 16
Schwindel 80

Sphinkterstérungen 55 9

Feinmotorikstérungen 39

Midigkeit 16

Epileptische Anfalle 0,7

Psychische Stérungen 0,6 4

Tabelle 1.4.2: Klinische Verlaufsformen der Multiplen Sklerose (modifiziert nach [ Lublin et

al., 1996])

Schubférmig-remittierend ( Relapsing Remitting [ RR])

= Kklar zeitlich abgrenzbarer Krankheitsschub mit kompletter od. inkompletter

Remission; keine Krankheitsprogression im Schubintervall

Sekundar chronisch-progredienter Verlauf ( Secondary Progressive [ SP])

= initial schubférmiger Verlauf mit Ubergang in einen chronisch progredienten Verlauf;
superponierte Schibe od. temporare Verbesserungen kdnnen auftreten, aber kein

progressionsfreies Intervall

Primar chronisch-progredienter Verlauf (Primary Progressive [PP])

= von Krankheitsbeginn an chronisch progredienter Verlauf ohne Auftreten von

Schiben; gelegentlich temporare Plateaus bzw. Verbesserungen

Schubférmig-progredienter Verlauf ( Relapsing Progressive [RP])

=primar progrediente Verlaufsform kombiniert mit eindeutig abgrenzbaren Schiben
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Tabelle 1.4.3: Prognostisch gunstige und ungunstige Faktoren fur den Verlauf der MS-

Erkrankung. (modifiziert nach Weinshenker et al., 1991)

Prognostisch glinstig Prognostisch unglinstig
niedriges Erkrankungsalter (<40.LJ) Erkrankung nach dem 40. LJ
schubférmiger Verlauf primar / sekundar chronischer Verlauf
monosymptomatischer Verlauf zu Beginn Betroffensein multipler Systeme zu
Beginn
Beginn m. sensiblen oder Sehstérungen zerebelldre, psychiatrische od. RM-

Symptome zu Beginn

Dauer des ersten Schubs < sechs Monate Blasenstorungen zu Beginn

lange Remission nach erstem Schub

geringe Schubfrequenz zu Beginn

Schwangerschaft

leere Familienanamnese

1.5. Glatirameracetat (Copaxone)

1.5.1. Geschichte

Die Entwicklung von Glatirameracetat, auch Copolymer1 oder Copaxoner, beruht auf
der Forschung des Weizmann Instituts in Israel. 1968 versuchten die Forscher, ein
Mittel zu finden, mit dem man beim Versuchstier eine der MS ahnliche Erkrankung
auslosen konnte. Zu diesem Zweck stellten sie eine Proteinkombination kunstlich
her, die in ihrer Zusammensetzung dem MBP des menschlichen Gehirns ahnelt. Erst
1971 (Teitelbaum et al. 1971) entdeckte man, dass GLAT keine Erkrankung auslost,
sondern im Gegenteil die Entwicklung der experimentellen autoimmunen
Enzephalomyelitis beim Versuchstier verhindert. Im Dezember 1996 wurde GLAT in
den USA zur Behandlung der MS die Zulassung erteilt, seit 2001 ist es auch in

Deutschland zugelassen.
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1.5.2. Die Substanz

Glatirameracetat (Copaxone) ist ein synthetisches Polypeptid, das aus den vier
Aminosauren L-Alanin (42,7 %), L-Lysin (33,8 %), L-Glutamin (14,1 %) und L-Tyrosin
(9,5%) in gleichbleibenden Anteilen zusammengesetzt wird. Das Verhaltnis der
Aminosauren ist dem MBP nachempfunden. Die entstehenden Molekile sind
hydrophil und damit hochpolar. 68% der Polypeptide haben ein Molekulargewicht
zwischen 2500 und 28000 Dalton. Glatirameracetat (GLAT) (Entwirklungsname:
Copolymer-1, Handelsname: Copaxone) ist ein immunodulatorischer Arzneistoff,
kann bei schubférmig verlaufender Multipler Sklerose die Schubrate verringern und

die Progression der Erkrankung verlangsamen.

1.5.3. Wirkmechanismen

Die Wirkmechanismen von GLAT (COP1) werden heute noch nicht vollstandig
verstanden. In verschiedenen experimentellen Modellen gelang es durch GLAT
akute und chronische Verlaufe der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis
(EAE) zu therapieren. Zellulare Untersuchungen an Tier und Mensch legen nahe,
dass ein wesentliches Wirkprinzip in der Verschiebung der Immunantwort von sog. T-
Helfer-1(TH1)-Mustern zu TH2-Mechanismen liegt. In kontrollierten klinischen
Studien konnte die Wirkung von GLAT bei schubformiger MS klinisch und

kernspintomographisch nachgewiesen werden (Schrempf et al., 2007).

Antigen prasentierende Zellen (APC) binden auf ihrer Zelloberflache Antigen im
Komplex mit MHC-II-Molekulen. T-Zellen sind in der Lage, die so prasentierten
Antigene zu erkennen und eine entsprechende Immunreaktion in Gang zu setzen.
Ebenso wie das Autoantigen MBP bindet GLAT an eben jene MHC-Moleklle, wobei
GLAT offenbar eine grofere Affinitat zum MHC-Molekul hat als MBP und es somit
kompetetiv aus der Bindung verdrangt (Kreuzreaktivitat) (Fridkis-Hareli et al. 1994,
Racke et al. 1992; Blanchette et al., 2008). Aus dieser Bindung koénnen drei
verschiedene Wirkmechanismen resultieren: (s.u. Abb.1.5.3.1 und Abb.1.5.3.2)

a) Bei einem komplett agonistischen Verhalten von GLAT mit MBP am T-Zell-
Rezeptor der Th1-Zelle kdme es durch die wiederholte Aktivierung in Abwesenheit

von kostimulatorischen Signalen (CD28/B7-1 Bindungen) zu einer Induktion des
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durch Aktivierung induzierten Zelltods (AICD). Die Th1-Zellen wirden in den
programmierten Zelltod Gbergehen und waren eliminiert (Aktas u. Ari et al., 2001).

b) Denkbar ist auch eine partiell agonistisch/antagonistische Wirkung von GLAT am
T-Zell-Rezeptor von MBP-spezifischen Zellklonen. In Studien, bei denen vornehmlich
das produzierte Zytokinmuster unter der Behandlung mit Copaxoner untersucht
wurde, konnte eine Verschiebung der Zytokinsekretion von pro- zu anti-
inflammatorischen Zytokinmustern nachgewiesen werden (Miller et al., 1998
Schrempf et al., 2007). Es ware eine durchaus plausible Erklarung, unter den
Wirkmechanismen von GLAT den Th1 zu Th2-Shift zu vermuten (Kim et al.,2004;
Weber et al., 2004 und 2007). Man nimmt an, dal es durch GLAT zu einer Induktion
von Suppressor-Zellen kommt: Mit GLAT vorbehandelte Mause wurden zum Teil
resistent gegen die Auslosung einer EAE; diese Resistenz konnte durch den Transfer
von T-Zellen aus den Lymphknoten dieser Tiere auf naive Tiere Ubertragen werden
(Bernard et al., 1976; Jee et al., 2007).

c) Bei der dritten Mdoglichkeit mif3te man von einem kompletten Antagonismus
ausgehen. Die T-Zell-Rezeptoren der Th1-Zellen wirden blockiert fur andere (auch
korpereigene) Antigene, und ihre proinflammatorische Wirkung kénnte nicht weiter
zur Geltung kommen. So kdme es zu einer Hemmung dieser Zellen. Teitelbaum et
al., 1988 und Schrempf et al., 2007 konnten nachweisen, dass die Zytokinsekretion
von MBP-spezifischen Zellklonen, deren zytotoxische Aktivitat und auch die
Proliferation durch GLAT gehemmt werden. Da es sich bei GLAT um ein Gemisch
aus verschiedenen Proteinbestandteilen handelt, muf3 man mit einer grof3en Vielfalt
an reaktionsbereiten Epitopen rechnen. Deshalb sind all diese oben genannten
Wirkungen denkbar. Wahrscheinlich handelt es sich beim Wirkmechanismus des

GLAT um eine Mischung aus dem oben genannten.
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Abb.1.5.3.1 Putative Wirkung von GLAT im Immunsystem (R.Gold et al.,2002). Das von
antigenprasentierenden Zellen (APZ) dargebotene Antigen GLAT wird von T-Zellen erkannt,

die dadurch aktiviert und Uberwiegend zu TH2-Zellen polarisiert werden.
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Abb.1.5.3.2. Putative Wirkung von GLAT im Nervensystem. Aktivierte, GLAT-spezifische
Zellen Uberwinden die Blut-Hirn-Schranke (BHS) und entfalten lokal nach Antigenkontakt mit
dem kreuzreagierenden MBP ihre immunmodulatorische Wirkung durch Sekretion von TH2-

Zytokinen.
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2. Intrazellularer Signalweg PISK-AKT-GSK3

Die Phosphoinositide-3-Kinasen (PI3Ks) sind eine Gruppe von Signal
transduzierenden Enzymen, die die zellulare Aktivation regulieren, und an
inflammatorischen Antworten, Chemotaxis, sowie Apoptose beteiligt sind. Es wurde
entdeckt, dass ein Kohlehydrat-Ligand, Glukan den endogenen PI3K/AKT Signalweg
stimulieren kann. Nach aktuellen Angaben stellt sich die Rolle des PISK/AKT
Signalwegs als eine negative Ruckkopplung oder als ein kompensatorischer
Regulator septischer und inflammatorischer Antworten dar. Daruberhinaus zeigen
diese Angaben, dass die Modulation des PI3K/AKT Signalwegs die durch septische
und Ischamie/Reperfusion (I/R) Schadigung assoziierte Morbiditat und Mortalitat
reduzieren kann. Daher koénnte die Manipulation des endogene PI3K/AKT
Signalwegs einen neuen und ungewohnlichen Therapieansatz fur die Behandlung
wichtiger Krankheiten reprasentieren. Die TLRs wurden als eine der wichtigsten
Zellrezeptor-Familien bei der Induktion unmittelbarer pro-inflammatorischer
Antworten auf eine grolde Vielfalt von Pathogenen, von Viren Uber Bakterien bis hin
zu Pilzen, identifiziert. (Hibi et al., 1993; Kyriakis et al., 1994; Rouse et al., 1994,
Raingeaud et al., 1995; Hua et al., 2007).

Nach Stimulation rekrutieren Toll like Rezeptoren (TLRs) ein Adaptor Protein,
MyD88, das anschlieRend andere Molekile aktiviert, wie Mitglieder der
Interleukin(lL-1)-Rezeptor-assoziierte Kinase(IRAK)-Familie. Diese Enzyme triggern
Signalwege wie MEMO-I-kB, Kinase-NF-kB und die stressaktivierten Kinasen (Jnk
und p38 MAPK), die zu transkriptionaler Regulation einer Zytokingruppe fuhren, wie
Tumor-Nekrose Faktor, IL6, IL-12, welche dann die Th1-Antwort férdern(Ubersicht in
Barnes and Karin, 1997; Martin et al., 2005). TLRs induzieren PI3K durch noch
wenig verstandene Mechanismen. PI3K ist wahrscheinlich in der Anfangsphase der
TLR-Signalisierung aktiv, im Gegensatz zu andere Modulatoren wie IRAK-M und
SOCS-1, die vermutlich erst zu einen spateren Zeitpunkt der TLR Signalisierung
tatig werden. Dendritische Mause Zellen mit fehlendem la-PI3K Signalweg
produzieren zuviel IL-12 im Gegensatz zu normalen dendritischen Mause Zellen. Ein
P1(3)K-Inhibitor erhdht IL-12 Produktion als Antwort auf eine TLR Aktivation. Diese
Angaben deuten daraufhin, dass entscheidende nachgeschaltete Ziele (down
stream targets) von PI3K die proinflammatorische Zytokin-Produktion regulieren.
GSK3 (Glykogen Synthase Kinase 3) spielt eine eintscheidende Rolle hierbei. GSK3

ist in Ruhezellen aktiv und kann nach Phosphorylierung durch andere Protein-
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Kinasen wie AKT, die durch PI3K-Aktivation induziert ist, inaktiviert werden. Folglich
fuhrt TLR-abhangige PI3K-Aktivation zur Inhibition der GSK3-Aktivitat. Die Inhibition
der durch TLRs aktivierten PI3K oder Akt induziert eine Erhohung der IL-12-
Produktion sowie eine Sekretionsreduktion der anti-inflammatorische Zytokin IL-10
(Martin et al.2005; Hua et al., 2007).
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Abb.2. TLR-Aktivierung induziert multiple Signalwege, die proinflammatorische Antworten
vermitteln (Martin et al., 2005). (a) Nach bestimmten mikrobiellen Stimuli erfolgt eine
vorherrschende Aktivierung des IRAK-NF-kB-Signalwegs und eine proinflammatorische
Zytokinantwort. In der Situation, gibt es eine geringe PI3K Stimulation und GSK3 verbleibt
haupsachlich in einer basalen Aktivierung, was die Expression von I|L-12 fordert. (b)
Alternative Situationen, wahrscheinlich induziert durch andere pathogene Stimuli, flihren zu
einer erhdhten Aktivierung von PI3K und anschlieender Inhibition von GSK3, und dadurch
zu einer reduzierten IL-12-Produktion. Dies kann das Gleichgewicht zugunsten einer Th2-

Antwort verschieben, d.h. antiinflammatorisch wirken.
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3. Zielsetzung der Arbeit und Fragestellung

Die in den letzten Jahren gewonnenen Erkenntnisse uber die Immunpathologie der
MS haben zur Entwicklung und zum Einsatz von GLAT in des MS-Therapie geflhrt.
In verschiedenen Studien konnte nachgewiesen werden, dass GLAT die
Schubfrequenz der MS signifikant reduziert und auch zu einer Abnahme der im MRT
nachweisbaren Lasionen fuhrt. In welcher Weise aber genau die zur Zeit bekannten
immunologischen Regulationsvorgange durch die Gabe von GLAT moduliert werden

ist nicht bekannt.

Auf dem Hintergrund der oben dargestellten Arbeiten ergeben sich folgende

Fragestellungen flr diese Arbeit:

1. Welche Methode eignet sich flir diese Arbeit am besten zur Monozyten-Isolierung
aus PBMC?

2. Auf welche Weise induziert GLAT die Verschiebung von Th1- zur Th2-Reaktion,

d.h. von proinflammatorischen zu antiinflammatorischen Zytokinmustern?

3. Wie modifizert GLAT Antigen-prasentierende Zellen, d.h. welche Auswirkung hat
GLAT auf Monozyten/Makrophagen?
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[l. Material und Methoden

1. Materialien

Gerate

Sterilbank Laminair Hera Safe
CO2-Brutschrank (37°C)
ELISA-X-plus-Reader
Kdhlschranke (4°C und -20°C)
Standard Lichtmikroskop
Magnetrihrgerat

Neubauer Zahlkammer
Vortexer

Verschiedene Pipetten (0,5 bis 1000 pl)
Durchflusszytometer FACScan
Software CELLQuest
Zentrifuge Centrifuge 5810R

Verbrauchsmaterialien

Verschiedene Pipettenspitzen

Monovetten (EDTA-ROhrchen 9 ml)
FACS-Roéhrchen

Gewebekulturplatten (24-, 48 Vertiefungen/Platte)
15ml, 50 ml Conical Tubes

96-Napf Polystyrol-Flachboden-Microtiterplatte

Zellkulturflaschen
Puffer, Losungen, Chemikalien und Stimulanzien
Histopaque 1,077 g/ml

Trypanblau

Zellkulturmedien:

Hersteller

Thermo Scientific
Heraeus, Fellbach
SUNRISE, Tecan
AEG

Zeiss
IKA-Labortechnik
Neubauer

Jahnke & Kunkel
Finn und Eppendorf
Becton Dickinson
Becton Dickinson

Eppendorf, Hamburg, D

Greiner

Sarstedt, Numbrecht
Becton Dickinson
Greiner

Falcon

NUNC, Wiesbaden
Costar, New York, USA

Sigma-Aldrich

Gibco, Berlin
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- RPMI 1640 mit L-Glutamin

- 10% foetales Rinderserum (FBS)

- Penicillin/Streptomycin(10000 IE/10000 pg/ml)
BSA

Phosphat Buffered Saline (PBS)
Substrat fur ELISA, Reagenz A und B
Tween20

Dynal Monozyte Negative Isolation Kit
Lipopolysaccharid (LPS)

Copaxone (Glatirameracetat)
LY294002 (PI(3)K Inhibitor)

USA

Lésungen und Puffer fur ELISA:
ELISA Stopplosung
Reagenz-Ldosungen

Substrat Reagenz A und B

Waschpuffer

Puffer fir Dynal Monozyten Negative Isolation:

Gibco BRL/Life Technologies
PAN Biotech, Aidenbach
Biochrom

Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich

Becton Dickinson Pharmingen
Sigma

Invitrogen, Karlsruhe
Lorrach, D

Gry-Pharma, TEVA

Cayman Chemikaliel

28 ml H2SOy4, ad 500 ml H,O
1% BSA in PBS, PH 7,2-7,4

1:1 Mixtur von Reagenz A(H20;) und Reagenz B-

(Tetramethybenzidine)

0,05% Tween 20 in PBS, PH 7,2-7,4

Puffer 1: PBS mit 0,1% BSA und 2 mM EDTA, pH 7,4
Puffer 2: PBS pH 7,4
Puffer 3: RPMI 1640 mit 10% Fetal Calf Serum (FCS)

Fluoreszenz-markierte Antikdrper

Spezifitat Herkunft Markierung
Anti-Human CD14 Maus FITC/PE
Isotypen-Kontrolle IgG Maus FITC/PE

Firma
Becton Dickinson

Becton Dickinson

Kulturmedium: 500 ml RPMI 1640 mit 50 ml FBS und 5ml Penicillin-Streptomycin
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Probanden

FUr die Experimente wurde das periphere Blut von 56 gesunden Probanden

verwendet.
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2. Methoden

2.1. Isolierung peripherer mononuklearer Blutzellen (PBMC) uber

Dichtegradientenzentrifugation

Die Isolierung der PBMC findet mit Hilfe eines Ficoll-Gradienten statt.

Zunachst wird je 50 ml peripher vendses Blut von freiwilligen gesunden Spendern mit
9 ml-EDTA-Monovetten abgenommen, welches innerhalb der nachsten Stunde
weiterverarbeitet wird (Gerinnungshemmer EDTA). In zwei 50 ml fassende Roéhrchen
werden je 20 ml Blut vorsichtig auf 20 ml Ficoll-Lésung (Dichte 1.077 g/ml)
geschichtet, ohne dass sich die Flussigkeiten vermischen. Dann werden die
Roéhrchen in der Zentrifuge bei 2000 U/min (entspricht 700 g) 20 min lang ohne

Bremse zentrifugiert.

Durch die spezifischen Dichteunterschiede zwischen Ficoll (Dichte 1,077 g/ml) und
den verschiedenen Blutbestandteilen entsteht folgende Schichtung: Am Boden des
Roéhrchens befindet sich ein Zellpellet aus Erythrozyten und Granulozyten. Darlber
folgt eine Schicht aus Ficoll, auf der ein dinner Ring mit peripheren mononuklearen
Blutzellen schwimmt, die Interphase. Zuoberst findet man eine tribe Schicht Serum,
welche Thrombozyten und andere kleinste Bestandteile des Blutes enthalt (Jacobs
1996).
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Abb.2.1: Darstellung der Schichtung von Vollblut auf Ficoll-Ldsung vor der Zentrifugation

links, Schichtung von Ficoll mit den einzelnen Blutbestandteilen rechts (Jakocs 1996)

Der schmale Interphase-Ring, der auch die bendtigten Lymphozyten enthalt, wird
vorsichtig abpipettiert und in ein weiteres 50 ml-Réhrchen mit 20 ml Kulturmedium
gegeben. Es wird bei 1200 U/min zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und das
Zellpellet erneut wie oben beschrieben mit Kulturmedium gewaschen, um
verbliebene Ficoll-Reste zu entfernen.

Nach letztmaligem Dekantieren wird das Zellpellet mit Kulturmedium aufgefllt, so
dass eine Flussigkeit mit insgesamt 1 ml Volumen entsteht. Die Zellzahl wird dann

mit der Neubauer-Zahlkammer bestimmt.
Bestimmung der Zellzahl

Die Zellen werden mit einer Pipette unter sterilen Bedingungen durchmischt und eine
10 ul umfassende Probe der Zellsuspension mit 90 pl Trypanblau gemischt
(Verdinnungsfaktor1:10). Trypanblau ist in der Lage, in tote Zellen einzudringen;
damit kann eine Aussage uber die Vitalitat der Zellen und somit Uber die Qualitat der
Praparation gemacht werden.

Nun kann man in der Neubauer-Zahlkammer (Tiefe 0,1 mm, Flache 0,0025 mm?) die
Anzahl der vitalen Zellen auszahlen und mittels der folgenden Formel die

Zellkonzentration berechnen:
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X/4 x n x 10*= Zellzahl /ml

X = Zellzahl aus den 4 grof3en Quadraten

n = Verdlinnungsfaktor

Die Gesamtzellzahl der isolierten PBMC wurde durch Multiplizieren mit der
Mediummenge in Milliliter berechnet, in der die Zellen resuspendiert wurden.

(Gewinnzellzahl ca. 1-3 x 10°)

2.2. Anreicherung der Monozyten tber Adhéarenz

Die Anreicherung humaner Monozyten der isolierten PBMC erfolgte durch Adharenz

der Monozyten an PLL-beschichteten Kulturflaschen.

Zuerst wurden Zellkulturflaschen mit PLL 100 pg/ml beschichtet und fir min. 3
Stunden im Brutschrank inkubiert. Nach PLL Absaugen und dreimaliger Spulung mit
10 ml RPMI-Zellkulturmedium wurde jede Flasche mit 2-5 ml Zellkulturmedium gefulit
und im Brutschrank fir nachfolgende Arbeitschritte vorbereitet. Die Uber Ficoll-
Gradient isolierten PBMC wurden in RPMI 1640 (serumfrei) resuspendiert und fur 2 h
in 75 cm® PLL-beschichteten Zellkulturflaschen bei 37°C, 5% CO, und 100%
Luftfeuchtigkeit kultiviert. AnschlieRend wurden die nicht-adharenten Zellen mit dem
Kulturmedium heruntergespult und die adharenten Zellen fir weitere 10 Stunden im
Brutschrank inkubiert. Danach konnten die nicht-adharenten Zellen mit warmem PBS
von den Flachen gespult werden. Die Flaschen der verbleibenden adharenten Zellen
wurden mit jeweils 5 ml Trypsin 25% Uberfuhrt, um die adharenten Zellen von der
Oberflache abzulésen. Danach wurden die mit Kultur-medium abgesplulten Zellen in
50 ml Falcon-Rohrchen gesammelt und in Kultur-medium bei 600 x g gewaschen.
Das Pellet wurde danach in RPMI 1640 Kultur- medium resuspendiert. AnschlieRend
wurden die Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt sowie die Vitalitat durch
Suspension in  Trypan-Blau Uberpriuft. Die Monozyten wurden mittels
DurchfluBzytometrie auf ihre Reinheit Uberpruft (s.u.). AnschlieBend wurden die
Monozyten mit LPS und GLAT je nach Versuchsbedingungen fur 24 Stunden unter
Standardbedingungen inkubiert.
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2.3. Anreicherung der Monocyten Gber magnetische Beads

Die negative Anreicherung von Monzyten aus PBMC erfolgte durch spezifische
Entfernung der anderen Zell-Populationen (B-Zellen, NK-Zellen, T-Zellen,
Erythrozyten, Granulozyten) mit Hilfe von Antikorper-gekoppelten magnetischen
Beads (Monocyte Negative Isolation Kit, Dynal, Invitrogen, Karlsruhe). Fir die
Isolierung wurden 1 x 10% Zellen (PBMC) eingesetzt. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation (5 min, 250 g) gewaschen und in 2 ml Rinderserumalbumin (BSA)-
Puffer (0,1% BSA + 2mM EDTA in PBS) resuspendiert. Nach Zugabe von 200 pl
Blocking Reagent und 200 ul Antikérper-Mix (Dynal) wurden die Zellen 30 min bei 4
°C inkubiert. Die Zellen wurden in BSA-Puffer durch Zentrifugation gewaschen und
anschliefend in 9 ml BSA-Puffer resuspendiert. Zu der Zellsuspension wurden 1 ml
Magnetbeads zugegeben und fur 30 min bei 4°C auf einem Rotor inkubiert. Nach
vorsichtiger Resuspendierung konnten mit Hilfe eines Magnet-Halters (Dynal) die an
die Beads gekoppelten B- und T-Lymphozyten sowie NK-Zellen aus den PBMC
entfernt werden. Die Reinheit der isolierten Monozyten wurde mit Hilfe von
Antikorper-Markierung des Monozyten-Markers CD14 und anschlielRender Messung
im DurchfluBzytometer bestimmt. Aufgereinigte Monozyten wurden in RPMI 1640
Medium, supplementiert mit 10% fotalem Kalberserum (FCS) (PAN Biotech,
Aidenbach), resuspendiert. Es erfolgte zunachst die Zellzdhlung mittels Trypanblau-
Farbung, dann wurde unmittelbar die Zellkurtur in 48-Well-Platten (1.5x10° Zellen
/Well) Gberfuhrt.

2.4. Zellkultur und —stimulation
2.4.1. Zellkultur

Fir die Zellkultur wurden zuerst 48 Well-Platten verwendet wobei in die Vertiefungen
jeweils 1,5 x 10° Zellen in 300ul Kulturmedium (RPMI 1640 mit 10% FCS, 100 pg/ml
Streptomycin und 100 U/ml Penicillin) gegeben wurden. Die Zellen wurden 24 h in
einem Brutschrank bei 37°C und einer halbfeuchten Atmosphare mit 5% CO,
kultiviert. Als stimulierendes Antigen wurde LPS von Escherichia coli (Serotyp:
R515(Re), AXXORA, Lorrach) in einer Konzentration von 100 ng/ml fur weitere 24 h

verwendet.
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2.4.2. Stimulationsvorgang aufgereinigter Monozyten

Anséatze LPS und GLAT

Die Zellkultur-Uberstande jeder Vertiefung der 48-Well-Platten wurden am nachsten
Tag vorsichtig entfernt und das Zellkulturmedium erneut. Die Zellen wurden mit
reinen Lipopolysacchariden (LPS, von E.coli, Serotype R515(Re), AXXORA, Ldérrach)
in 100ng/ml stimuliert und gleichzeitig mit GLAT (von Teva Kompany hergestellt) in
unterschiedlichen Konzentrationen (0, 5, 10 und 20 pg/ml) fGr 24 Stunden
koinkubiert. Jeweils eine entsprechende Menge von LPS, GLAT und Kulturmedium
wurden in die Vertiefungen nach Stimulationsplan zugegeben, um die vorbestimmte
Konzentration zu erhalten.

Als Negativkontrolle wurden zwei Vertiefungsreihen verwendet, in der weder LPS
noch GLAT, sonder nur RPMI 1640 zugegeben wurde. Zu jeder Substanzgabe mit
jeweils gleicher Konzentration wurden zwei Vertiefungsreihen zum Vergleich
verwendet. Nach Ablauf der 24-stindigen Inkubation wurden die Zellkultur-
Uberstande geerntet und bei -70°C gelagert. Die Detektion und Konzentration an
Zytokinen wurden in den Proben mittels eines spezifischen ELISA ermittelt.

Die schematische Darstellung der Stimulation mit LPS und der gleichzeitigen Zugabe

von GLAT wurden in (s.u) Tabelle 2.4.2.a dargestellt.
Ansétze PI3K Inhibitor LY-294002(AXXORA), LPS und GLAT
Zu den Ansatzen wurden nach Stimulationsplan LY-294002(AXXORA), LPS und

GLAT zugegeben. Die schematische Darstellung der Stimulation mit LPS, mit oder
ohne GLAT und mit oder ohne LY294002 wurden in Tabelle 2.4.2.b dargestellt.
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Tabelle.2.4.2.a Pipettierschema bei den Ansatzen von LPS und GLAT(GA)

LPS
0 pg/mL 0,0lpg/mL | 0,1pg/mL 1 pg/mL
(RPMI11640)
G 0 pg/mL x 2 Wells x 2 Wells x 2 Wells x 2 Wells
L 5 pg/mL X 2 Wells x 2 Wells X 2 Wells X 2 Wells
A 10 pg/mL x 2 Wells x 2 Wells x 2 Wells x 2 Wells
T 20 pg/mL x 2 Wells x 2 Wells x 2 Wells X 2 Wells

Tabelle.2.4.2.b Pipettierschema bei den Ansatzen von LPS, GLAT (GA) und LY294002

Vertiefungen

Ansiatze 2 Vertiefungen 2 Vertiefungen 2 Vertiefungen 2 Vertiefungen
LY294002 OuM je Medium- je LPS + LPS je GA +GA je GA+LPS
LPS 10ng/ml RPMI 1640

GA 20ug/ml

LY294002 10p M
LPS
GA

10ng/ml
20pg/mi

je LY 294002

je LY294002+LPS

je LY294002+GA

je LY294002
+ GA
+LPS

LY294,002 20 pM
LPS 10ng/ml
GA 20pg/ml

je LY 294002

je LY294002+LPS

je LY294002+GA

je LY294002
+GA
+ LPS
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2.5. Zytotoxizitatsuntersuchungen nach Stimulationsanséatzen der Zellkultur
2.5.1. Trypanblau-Exklusionstest

Die Vitalitat von Zellen kann mit dem Trypanblau-Exklusionstest bestimmt werden.
Grundlage dieser Methode ist das unterschiedliche Verhalten toter und lebender
Zellen gegenuber Trypanblau. Dieser makromolekulare saure Farbstoff kann durch
die intakte Zellmembran lebender Zellen nicht penetrieren (Trypanblau-negative
Zellen), hingegen dringt er in geschadigte oder tote Zellen ein und bindet sich dort an
Proteine (Trypanblau-positive Zellen). Das Ergebnis der Vitalitatsprifung wird durch
viele Parameter, wie Farbedauer, Temperatur, Farbstoffkonzentration und pH-Wert
(maximale Aufnahme bei pH 7.5) beeinflufdt, so dal fur eine bessere Vergleichbarkeit
diese Parameter konstant gehalten werden mussen (Lindl und Bauer, 1994).

Fur die Bestimmung der Vitalitat und der Zellzahl werden zu 800 ul Medium, 100 ul
Trypanblaulésung und 100 ul Zellsuspension pipettiert. Die Auswertung erfolgt
mikroskopisch bei einer 10 fachen VergroRerung mit einer Neubauer Zahlkammer,
wobei 4 Quadrate ausgezahlt werden.

Die Anzahl der lebenden Zellen und die Vitalitat lassen sich mit folgenden Formeln

berechnen:

lebendeZellen (Gesamizellzahl — Trypanblau—positive Zellen)
ml - g

x10*

: Gesamtzellzahl — Trvpanblau—positive Zeller
n‘f-:.rf’rfff{r(%):( esamtzellzah - rvpanblai— positive Ze (”).\'100
Gesamtzellzahl

2.5.2. Messung der extrazellularen Laktatdehydrogenase-Aktivitat

Die Laktatdehydrogenase ist ein stabiles zytoplasmatisches Enzym, welches in jeder
Zelle vorkommt. Bei Zerstorung der Zellmembran wird es in den Extrazellularraum
freigesetzt und kann dort als ein Parameter fur Zytotoxizitat bestimmt werden. Die
Bestimmung der extrazellularen LDH-Aktivitat erfolgt mit einem LDH-Kit, dessen

Testprinzip in Abbildung 2.5.2 dargestellt ist.
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Abb.2.5.2. Testprinzip der LDH-Aktivitatsbestimmung

Humane Monozyten werden in einem 6-well-dish mit einer Zelldichte von 5 x10°
Zellen in 4 ml phenolrotfreiem RPMI-Vollmedium ausplattiert. Nach 24 h werden die
Zellen mit den entsprechenden Substanzen fur 24 h bzw. mit 0.5% Triton X-100 als
Positivkontrolle fur 1 h inkubiert. Die Zellen werden durch Zentrifugation (5 min. bei
200 x g) vom Medium abgetrennt

Die LDH-Aktivitat im Medium wird mit Hilfe eines LDH-Kits bestimmt. Dafur werden in
einer 96-well-Mikrotiterplatte je 100 pl Probe, blank (phenolrotfreies RPMI-
Vollmedium) bzw. LDH-Standard (5.73 - 183.3 U/l) mit je 100 ul Reaktionslosung flr
7 min. im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach Stoppen der Reaktion durch Zugabe von 50 ul 1N HCI je well erfolgt die
Messung im ELISA-Reader bei 492 nm. Die so erhaltenen LDH-Werte werden auf

den Proteingehalt der jeweiligen Probe bezogen.

-RPMI-Vollmedium: 10% FCS, 2 mM Glutamin, 50 U/ml Penicillin, 50 pg/mi
Streptomycin in RPMI 1640 (ohne Phenolrot)

-PBS: 135 mM NaCl, 9 mM NaH;POy4, 1.5 mM KH,;POy4, 2.7 mM KCI

-Reaktionslésung 100 Tests: 125 pl Lésung | + 5.63 ml Lésung |l

(laut Hersteller) | = Katalysator, Il = Farbstoff
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2.6. Durchfihrung der Messungen mit ELISA

Detektion der Zytokinproduktion durch aktivierte Monozyten mittels ELISA
Mit Hilfe des enzymgekoppelten Immunadsorptionstests ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) kann man die Zytokine im Zellkulturiberstand messen und

dadurch ihre Produktion und Freisetzung durch aktivierte Monozyten nachweisen.

A
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Abbildung 2.6.1: Funktion der ELISA:

A: An eine Oberflache gebundenes Antigen (1.) wird von dem in der Probe befindlichen
Antikoérper erkannt (2.). Mit Enzym (E) markierter Zweit-Antikdrper bindet an den Komplex
(3.), und die Reaktion wird durch Farbumschlag des hinzugegebenen Substrats sichtbar
gemacht und quantifiziert (4.).

B: Sandwich-ELISA: Ein gebundener spezifischer Antikérper (1.) bindet das in der Probe
befindliche Antigen (A; 2.). Der markierte Zweit-Antikdrper erkennt ein weiteres Epitop des
Antigens (3.).

Das Prinzip des Tests beruht auf der Bindung von Zytokinen an spezifische
Antikorper, mit denen vorher die Plastikvertiefungen einer 96-Well Platte beschichtet
wurden, um dann die Zytokine mittels eines enzymabhangigen Farbwechsels

nachzuweisen. Mit der sogenannten Sandwich-ELISA-Methode kdnnen Interleukine
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(IL) sowie l6sliche Interleukinrezeptoren (slL -R) mit hoher Spezifitat und Sensitivitat

quantitativ nachgewiesen werden. (s. Abbildung 2.6.1)

In der vorliegenden Doktorarbeit wurde die IL-6 und IL-10 (Interleukin 6, 10)
Freisetzung in das Kulturmedium von durch zum einen mit LPS und GLAT, und zum
anderen mit LPS, GLAT und LY294002 stimulierten Monozyten gemessen. Die
Monozytenisolierung, sowie der Stimulationsvorgang wurden in Material und
Methoden, Kapitel. 2.1., 2.2. und 2.3. beschrieben. Die Zellkulturiberstande wurden

jeweils gesammelt und bis zur Messung bei -20 Grad eingefroren.

Der Nachweis von IL-6-Produktion mittels ELISA (R & D Systems, Wiesbaden-
Nordenstadt)

IL-6 ist ein Protein aus 184 Aminosauren (teilweise glykosyliert) und kann von vielen
Zelltypen produziert werden, z.B. von B- und T-Zellen, Makrophagen, Fibroblasten,
Endothelzellen, Mastzellen, sowie von vielen verschiedenen Tumorzelllinien. Es wirkt
als Differenzierungsfaktor fur B-Zellen und als Aktivierungsfaktor fur T-Tellen. So
stimuliert es in Verbindung mit IL-4 die Umwandlung von B-Zellen in
immunglobulinproduzierende Plasmazellen und in Gegenwart von IL-2 die

Differezierung von T-Zellen zu zytotoxischen T-Zellen.

Die Messung der IL-6 Konzentration in Zellkulturiberstanden von stimulierten
Monozyten wurde mittels Human IL-6 ELISA Development Kit durchgefihrt.

Um die IL-6-Konzentrationen in den gemessenen Proben zu bestimmen, wurde eine
IL-6 Standardldésung in unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt, indem eine
Verdlinnungsreihe des konzentrierten Standards (Ausgangskonzentration 600 pg/ml)
im Standard/Proben-Verdlinner hergestellt wurde. Dank diesem Vorgehen konnte
man 7 unterschiedliche Standardkonzentrationen vorbereiten, was auf der Abb.2.6.2

schematisch dargestellt wurde.
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Verdunnungsreihe aus einer IL-6 Standardlésung

600pg/ml Opg/mi

250pl 250pl 250pl 250pl 250pl 250pl

VNT BN VY ONT @Y

300pg/ml 150pg/ml 75pg/ml 37,5pg/mi 18,75pg/ml 9,375pg/mi

Abb.2.6.2

Herstellung einer Verdinnungsreihe aus einer IL-6 Standardlosung. In 7 Gefalle wurde
jeweils 250 pl  Standard/Probe-Verdinner vorgelegt und 250 ul des konzentrierten
Standards zum ersten Roéhrchen zugegeben. Nach dem sorgfaltigen Mischen wurde 250 pl
in das nachste Gefal} Ubertragen bis der Vorgang insgesamt 5 mal wiederholt wurde.

Dadurch konnte eine Verdliinnungsreihe von 300 bis 9,375 pg/ml hergestellt werden.

Um IL-6 zu quantifizieren, wurden die Vertiefungen einer 96-well-ELISA-Platte Uber
Nacht bei Raumtemperatur mit 2 pg/ml Human IL-6-Antikorper inkubiert.
AnschlieRend wurde der Uberstand entfernt. Um ungebundene Antikdrper zu
entfernen, wurde die Platte drei mal unter Zugabe von 300 ul PBS-Tween
(0,05%Tween 20 in PBS, pH 7,2-7,4) je well mittels eines Waschgerates und
nachfolgendem Ausklopfen auf einem saugfahigen Zellulosehandtuch gewaschen.
Nach Zugabe von 300 pl BlockierungsPuffer pro well, um die unspezifischen
Bindungen zu blockieren, und Inkubation fur 1 Stunde bei Raumtemperatur wurden
nach dreimaligem Waschen je 100ul der mit RPMI1640 verdinnten Proben und die

Standardlésung aufgetragen und bei 37°C zwei Stunden lang inkubiert. Nach

37



dreimaligem Waschen mit PBS-Tween wurden je 100 pl des verdlnnten
biotinylierten Detektions-Antikorpers (200 ng/ml) zugefiigt. Nach zweistundiger
Inkubation bei 37°C wurde der ungebundene Zweitantikdrper ausgewaschen, und
anschliefend 100 pl Streptavidin-HRP je well zugefugt. Nach 30 Minuten Inkubation
bei Raumtemperatur im Dunkeln erfolgte das dreimalige Waschen der Platte und
anschlie3end die Fullung jeder Vertiefung mit 100 pl Substrat-Lésung (1:1 Mixtur von
Color Reagent A und Color Reagent B) und die Inkubation fur 20 min bei RT im
Dunkeln. In dieser Zeit lief die Farbreaktion ab, die durch Zugabe von jeweils 50 pl

Stopp-LAésung unterbrochen wurde.

Die Farbintensitat, welche proportional zum Anteil des gebundenen Zytokins ist,
wurde kolorimetrisch mittels ELISA-Reader als Absorption bei der Wellenlange 450
nm gemessen. Aus den Duplikaten wurde jeweils die mittlere Absorption berechnet.
Die Absorption der Standardldsungen diente zur Herstellung einer Standardkurve,
indem auf der x Achse die |IL-6-Konzentration und auf der y Achse die gemessene
Absorption bei 450 nm aufgetragen wurde. Von der auf diese Weise aufgezeichneten

Standardkurve wurde die IL-6-Konzentration in den gemessenen Proben abgelesen.

Der Nachweis von IL-10-Produktion mittels ELISA (R & D Systems, Wiesbaden-
Nordenstadt)

Interleukin-10 agiert (sowie IL-4 und IL-11) als sog. anti-inflammatorisches Zytokin,
indem es die Makrophagensfunktion hemmt wund somit Uberschieliende
Entzindungsreaktionen verhindert.

Die Messung der IL-10-Konzentration in Zellkulturiberstanden von stimulierten
Monozyten wurde mittels Human IL-10 ELISA Development Kit durchgefthrt. Der
Arbeitsvorgang erfolgte wie in Material und Methoden bei den Nachweis von IL-6-

Production, beschrieben. Nur wurden hier Human IL-10-Antikorper angesetzt.
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2.7. DurchfluBzytometrie

2.7.1. Mel3prinzip

Die Durchflusszytometrie ermoglicht die Differenzierung suspendierter Einzelzellen
nach morphologischen Eigenschaften (ZellgroRe und Granularitat), sowie nach der
spezifischen Bindung von Fluorochrom-markierten, monoklonalen Antikorpern (AK)
gegen Zell-assozierte Antigene.

In einem DurchfluBzytometer werden Zellsuspensionen mittels hydrodynamischer
Fokussierung so durch einen Laserstrahl (488 nm, Argon-Laser) geschossen, dal}
von jeder einzelnen Zelle ein Signal detektiert werden kann. Jede Zelle erzeugt
Streulicht, das durch einen Photomultiplier verstarkt und in einen elektrischen Impuls
umgewandelt wird. Hierbei ist das Vorwarts-Streulicht (forward scatter, FSC)
proportional zur Grole einer Zelle und das Seitwarts-Streulicht (sideward scatter,
SSC) ein Mal} fur die Granularitat der Zelloberflache. Zusatzlich kann jede Zelle mit
unterschiedlichen Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern markiert werden, die gegen
bestimmte Proteine auf der Zelloberflache gerichtet sind. Der Einsatz von bis zu vier
Fluorochromen (z.B. FITC, PE, ECD, PeCy5%) ist durch den Einsatz von Bandfiltern
moglich, die die jeweils anderen Wellenlangen “abschotten®. Jedes
Fluoreszenzsignal wird Uber einen eigene Photomultiplier verarbeitet. So kann
anhand der Fluoreszenz nicht nur die Anzahl der Zellen bestimmt werden, die ein
bestimmtes Protein auf der Oberflache exprimieren, sondern Uber die mittlere
Fluoreszenz-Intensitat (mean fluorescence intensity) auch eine Aussage uber die
Expressionsstarke auf der einzelnen Zelle gemacht werden. In parallelen Proben mit
unspezifischen Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern des gleichen Isotyps wird die

unspezifische Bindung detektiert und die Fluoreszenz automatisch kompensiert.

2.7.2. Durchfuhrung der Fluoreszenzfarbung

Monozyten aus PBMC im Kulturmedium (RPMI 1640, 10% FCS, 1% P/S)
FACS-Puffer 1 x PBS, 10% FCS

Fluoreszenzmarkierte spezifische Antikdrper und Monozytenoberflachenantigene

CD14-Antigen IgG-PE oder IgG-FITC Becton Dickson, Deutschland
Anti-human IgG-PE/IgG-FITC Isotype Kontrol Becton Dickinson, Deutschland
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Die Monozyten aus PBMC wurden in der Neubauer-Kammer gezahlt und ein
entsprechendes Volumen, welches ca. 50.000 Zellen enthalt, wurde in die
Eppendorf-Réhrchen dberfuhrt. Die Rohrchen wurden anschlielend 5 min. bei 1200
rom in RT zentrifugiert, der Uberstand vollstandig abgenommen und die Zellpellets
vom Boden des Reaktionsgefalies gelockert. Alle weiteren Arbeitsschritte wurden auf
Eis durchgefiihrt, um die Phagozytose der Antikdrper wahrend der Inkubationszeit zu
unterbinden. Zu den Ansatzen wurden PE(FITC)-konjugierter anti-CD14-Antikorper
und PE(FITC)-konjugierter Isotyp zugegeben. Nach der Antikdrperzugabe wurden die
Ansatze fur wenige Sekunden stark gemischt und auf Eis im Dunkeln ca. 30 min.
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Réhrchen mit FACS-Puffer aufgefullt
und 5 min. bei 1200 rpm und 4°C zentrifugiert, um ungebundene Antikorper zu
entfernen. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand mdglichst vollstandig
abgenommen, das Zellpellet vom Boden des Reaktionsgefalies abgeldst und wieder
auf Eis gestellt. Pro Rohrchen wurden 400ul FACS-Puffer zugesetzt. Die gefarbten
Zellsuspensionen wurden bis zur Messung (nicht langer als 8 Stunden) im Dunkeln
auf Eis gelagert. Die Messung wurde am FACSCalibur und FACSan-
Durchflusszytometer der Firma Becton Dickinson (Deutschland) durchgefihrt und mit
Hilfe von Software CellQuest ausgewertet.

Fur die Mel3imaske wurden folgende Fenster erstellt:

DotPlot FSC (forword scanner detector) gegen SSC (side scanner detector)
(Zellgrofie gegen Granularitat)

EinDotPlot FLA1 gegen FL3 (Fluoreszenzkanale  fur  verschiedene
Fluoreszenzspektren)

Histogram-Plot FL3

Nachdem die Gerateeinstellungen (fir Monzyten aus PBMC ) richtig konfiguriert
worden waren, wurde die untersuchte Zellpopulation im FSC/SSC-Plot ,gegated®
(G1). Als erstes wurde die Probe mit Isotypkontrolle im FSC gegen SSC DotPlot und
FL3 Histogram-Plot gemessen. Dabei wurden im DotPlot die Quadranten und im
Histogram-Plot der Marker so platziert, dass sich im DotPlot alle markierten Zellen im
unteren, linken Bereich und im Histogram-Plot links von dem Marker befinden. Diese
Quadrant- und Markerplazierung wurde fur die weiteren Messungen verwendet, um
die unspezifische Antikorperbindung wahrend der Auswertung auszuschlie3en.

Nach der Isotypkontrolle wurden die spezifisch gefarbten Zellsuspensionen

gemessen, ausgewertet und statistisch bearbeitet.
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3. Statistische Auswertung

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardfehler der Mittelwerte (SEM)
dargestellt. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des T-Tests, wobei die
Fehlerwahrscheinlichkeit von p < 0,05 als statistisch signifikant betrachtet wurde. Die
Prufung auf signifikante Unterschiede der Ergebnisse aus Berechnung und Messung
erfolgte mittels Tukey's HSD oder Tamhane's T2 post hoc test (nicht-parametrischer
Test fur multiple Tests) und Two-independent-samples t test. Zur statistischen
Datenanalyse wurde das Softwarepaket SPSS 11.0 fur Windows (SPSS, Chicago,

IL) verwendet.
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lll. Ergebnisse

1. Monozytenisolierung aus peripheren mononukleéren Blutzellen (PBMC)
1.1. Kombination aus Ficoll Dichtegradientenzentrifugation und Adhérenz

Monozyten wurden, wie bereits im Methodenteil beschrieben, aufgrund ihrer
Adharenzfahigkeit von den dbrigen mononuklearen Zellen separiert. Nach einer
Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifugation wurden die MNC in FCS freies Medium
aufgenommen und in PLL-beschichteten Kulturflaschen verteilt. Die nicht adharenten
Zellen wurden mit PBS von der Flaschen-Oberflasche heruntergespult und auf diese
Weise von den adharierten Monozyten separiert. Die adharierten Monozyten wurden
daraufhin 3-10 min mit Trypsin 25% von der Flaschen-oberflache abgeldst und mit
Kulturmedium heruntergespult. Die so gewonnenen Monozyten besalien eine
Reinheit von bis zu 72%. Mit dieser Methode konnten aus 50 ml Voll-Blut 3 x 10°
Zellen gewonnen werden. Die Monozyten-Reinheit lag bei insgesamt 17 Isolationen
zwischen 65% und 78% mit einem Mittelwert £+ Standardabweichung von 72 % *
5,68. Die Zellvitalitat betrug 75% = 3,3.

1.2.Kombination aus Ficoll-Dichtgradientenzentrifugation und Negativ-

Selektionierung mittels magnetischer Beads

In einem ersten Schritt wurden aus Vollblut mononukleare Zellen (MNC) durch eine
Ficoll Dichtegradientenzentrifugation angereichert. Die so gewonnenen Zellen
wurden einer Negativ-Selektionierung mittels magnetischer Beads unterzogen, um
die anderen Zell-Populationen (B-Zellen, NK-Zellen, T-Zellen, Erythrozyten,
Granulozyten) aus der MNC-Population zu entfernen. Die so gewonnenen Zellen
wurden mit fluoreszenzgekoppelten CD14-Antikorpern markiert und die Anteile von
Monozyten durch eine FACS Analyse bestimmt.

Die Monozytenreinheit betrug 92% + 5.26. Mit dieser Methode konnten aus 50 ml
Voll-Blut 1-3 x 107 Zellen gewonnen werden. Die Zellvitalitit betrug 90% + 3,2.
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2. Nachweis der Reinheit isolierter Monozyten

Gereinigte Monozyten (Kapitel 2.1.-2.3) wurden entweder mit PE(FITC)-konjugiertem
anti-CD14-Antikorper oder mit dem entsprechenden PE(FITC)-konjugierten Isotyp
markiert. Hierzu wurden 1 x 10° Zellen in 100 pl 0,1% BSA (in PBS) resuspendiert
und in einem Kunstoff-Réhrchen mit 20 ul Antikérper-Lésung fir 30 min bei RT im
Dunkeln inkubiert. AnschlieRend wurden jeweils 500 pul PBS zu den Proben gegeben,
diese durchmischt und im DurchfluBzytometer vermessen. Abb. 2.1 und Abb. 2.2

zeigen beispielhaft die Anreicherung von Monozyten aus PBMC von Probanden.

2.1. Die Reinheit isolierter Monozyten Uber Adharenz

a) b)

3
3

WRE] e i {3 TiE i

4-Fi

Abb. 2.1: DurchfluBzytometer: a) — b) aufgereinigte Monocyten eines Probanden. Die
Histogramme a) zeigt die Zellen nach FSC und SSC aufgetrennt. Eine bessere
Unterscheidung von Monozyten und Lymphozyten ist in b) zu erkennen (Auftrennung nach
FSC und Fluoreszenz). Nach Kompensation der Isotypkontrolle wurde die Monozyten-Anteile
als 78% (gereinigte Monocyten) bestimmt.
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2.2. Die Reinheit isolierter Monozyten Uber magnetische Beads

A.
FSC-Height (1) vs SSC-Height (2)
o]
[ |
- -4 £ =
B.
a-1 ;-Ql_:unlrul FIT(EES_‘! vs Gamme-2 Cortrol
=)
__'1Li”- __1 o*
Abbildung. 2.2.

Monozyten wurden wie im Text beschrieben isoliert. Die CD14 positiven Monozyten stellen
sich als FITC-positiv dar. In diesem reprasentativen Experiment betragt die
Monozytenreinheit ca. 92%. A. Im oberen Plot sind der Vorwartsscatter (x-Achse) und der

Seitwartsscatter (y-Achse) dargestellt. B. Das untere Bild zeigt die Isotypenkontrolle.
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3. Nachweis intrazellularer Zytokine

3.1. Nachweis der IL-6 bei den Ansatzen mit LPS und GLAT
Die Bestimmung der IL-6-Menge in den Monozyten-Kulturiberstanden mittels ELISA

erfolgte wie in Material und Methoden, Kapitel 2.6., beschrieben.

Zur Analyse der erhaltenen Ergebnisse und zur IL-6 Konzentrationsbestimmung in
den gemessenen Proben wurde zunachst jeweils eine Eichgerade als Standard

erstellt. Diese wurde auf Abbildung 3.1.a dargestellt.
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Abb.3.1.a. Eichgerade fir IL-6 ELISA
IL-6-Konzentration (pg/ml, x) gegen Absorption des Standards(y)
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Abb.3.1.b. Einflud von GLAT (ug/ml, x) auf die IL-6 Produktion (pg/ml, y) nach 24 h
Inkubationszeit

Isolierte humane Monozyten waren mit LPS 100 ng/ml in Prasenz von GLAT in 0, 5, 10, 20
ug/ml fir 24 Stunden inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen zur IL-6-Detektion
(pg/ml, y) mittels ELISA. *: p<0,05, n=5 (n-Wert stellt die Zahl der Versuche dar).

Abbildung 3.1.b. zeigt die IL-6-Konzentration im Kulturiberstand der Monozyten-
Probe nach Stimulationsansatz mit LPS, mit oder ohne GLAT, oder allein mit GLAT,
welche durch Vergleich der Absorption der Probe mit IL-6-Eichgerade errechnet
wurde. Durch die Zugabe von LPS erfolgte eine massive IL-6-Ausschuttung der
Monozyten Die hochsten Werte der IL-6-Produktion wurden bei den allein mit LPS
stimulierten Monozyten gemessen. Die Produktion von IL-6 in dem allein mit GLAT
inkubierten  Kulturiberstand erwies sich als minimal und lag unter der
Nachweisgrenze des ELISA-Systems in allen untersuchten Ansatzen. GLAT
induzierte keine IL-6 Freisetzung der Monozyten im Gegensatz zu LPS.

Nach Zugabe von LPS in Prasenz von GA in 5,10, 20 pg/ml in die Zellkultur reduziert
sich die IL-6-Produktion der Monozyten. Bei GLAT in & pg/ml sank die IL-6-
Konzentration ab, aber statistisch nicht signifikant. Als die GLAT-Konzentration in 10,
20 ug/ml anstieg, sank die IL-6 Produktion signifikant ab (p<0,05).

Fur die Aufgabe wurden 5 Versuche durchgefihrt, alle zeigten gleiche Ergebnisse.
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3.2. Nachweis der IL-10-Konzentration bei den Ansatzen mit LPS, GLAT

Die Bestimmung der IL-10-Menge in den Monozyten-Kulturiberstanden mittels
ELISA erfolgte wie in Material und Methoden, Kapitel 2.6., beschrieben.

Zur Analyse der erhaltenen Ergebnisse und zur IL-10 Konzentrationsbestimmung in
den gemessenen Proben wurde zunachst jeweils eine Eichgerade als Standard

erstellt. Diese wurde auf Abbildung 3.2.a. dargestellt.
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Abb.3.2.a Eichgerade fir IL-6 ELISA
IL-10 Konzentration (pg/ml, x) gegen Absorption des Standards(y)
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Abb 3.2.b. Einflu von GLAT auf die IL-10-Produktion nach 24 h Inkubationszeit

Isolierte humane Monozyten wurden mit LPS 100 ng/ml in Préasenz von GLAT in O, 5, 10, 20
ug/ml fur 24 Stunden inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen zur IL-10-Detektion
(pg/ml, y) mittels ELISA. P>0,05, n=4 (n-Wert stellt die Zahl der Versuche dar)

Primare Monozyten wurden, wie unter Kapitel 2.1-2.3 beschrieben, isoliert, kultiviert
und mit LPS in Gegenwart von GLAT behandelt. Nach 24 h wurden die Zellen
geerntet und die IL-10-Produktion im Kulturiberstand mittels ELISA bestimmt.

Die Ergebnisse aus den Versuchen sind in Abbildung 3.2.b. zusammengefasst. Im
Gegensatz zur IL-6-Produktion reagieren primare Monozyten bei IL-10-Produktion
nicht signifikant auf GLAT-Zugabe. Zunehmende GLAT-Konzentrationen bewirkten
keine erhohte IL-10-Produktion. Vor und nach GLAT-Zugabe in die mit oder ohne
LPS stimmulierte Monozytenkultur blieb die IL-10-Produktion nach wie vor

unverandert (p>0,05).
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4. Untersuchung der PISK-AKT-GSK3 Signalwege

4.1. Nachweis der IL-6-Produktion bei den Ansatzen mit LPS, GLAT und LY
294002 (PI3K Inhibitor)

Die Bestimmung der IL-6-Menge in den Monozyten-Kulturuberstanden mittels ELISA
erfolgte wie in Material und Methoden, Kapitel 2.6, beschrieben.

Zur Analyse der erhaltenen Ergebnisse und zur |IL-6-Konzentrationsbestimmung in
den gemessenen Proben wurde zunachst jeweils eine Eichgerade als Standard

erstellt. Diese wurde in Abbildung 4.1.a. dargestellt.
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Abb.4.1.a Eichgerade fir IL-6 ELISA
IL-6-Konzentration (pg/ml, x) gegen Absorption des Standards(y)
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Abb.4.2.b EinfluR von GLAT und LY294002 auf die IL-6-Produktion nach 24 h
Inkubationszeit

Graphische Darstellung der IL-6 Produktion der humanen Monozyten. Humane Monozyten
wurden aus peripheren mononuklearen Blutleukozyten (PBMC) isoliert, danach mit LPS und
GLAT 20 pg/ml, in Prasenz oder Absenz von LY294002 20 uM fir 24 Stunden inkubiert. Der
Uberstand wurde abgenommen zur IL-6-Detektion (pg/ml y) mittels ELISA.

Primare humane Monzyten wurden, wie unter Kapitel 2.1.-2.3. beschrieben, isoliert,
kultiviert und mit LPS in Gegenwart von GLAT, mit oder ohne LY294002, oder allein
mit LY294002 behandelt. Nach 24 h wurden die Zellen geerntet und die IL-10-
Produktion bestimmt. Abbildung 4.2.b. zeigt die IL-6-Konzentration im
Kulturiberstand der Monozyten-Probe nach Stimulation von LPS im Prasenz von
GLAT, mit oder ohne LY294002, welche durch Vergleich der Absorption der Probe

mit IL-6-Eichgerade errechnet wurde.
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Bei der Kontrollgruppe reagieren die Monozyten nach alleiniger LPS-Stimulation mit
erhdhter IL-6-Produktion, wahrend bei zusatzlicher Zugabe von GLAT 20 ug/ml in die
Zellkultur die IL-6-Konzentration signifikant sank. Dieser Unterschied erwies sich als
statistisch signifikant (p<0,05). Bei Inkubation mit GLAT allein war die IL-6 Produktion
minimal und lag unter der Nachweisgrenze des ELISA-Systems. Im Vergleich zur
Kontrollgruppe zeigt die Zugabe von LY294002 in Prasenz von GLAT und LPS im
Kulturiberstand eine Uberwindung der zuvor durch GLAT ausgeldster Reduktion der
IL-6-Produktion, d.h. es =zeigt sich ein signifikanter Wiederanstieg der IL-6-
Produktion (p< 0,05), wobei bei Zugabe von LY294002 mit LPS ohne GLAT die IL-6-
Produktion der Monozyten absank. LY294002 allein oder mit GLAT induziert kein
mittels ELISA nachweisbare IL-6-Produktion. Die IL-10-Produktion wurde hier durch
die GLAT-Zugabe wie in Kapitel 3.2. bereits beschrieben, nicht beeinflusst.

5. Nachweis extrazellularer LDH-Enzymaktivitat bei den Stimulationsansatzen

in der Monozytenkultur

Primare humane Monozyten wurden, wie unter Kapitel 2.1.-2.3. beschrieben, isoliert,
kultiviert und mit LPS in Gegenwart von GLAT behandelt. Nach 24 h wurden die
Zellen geerntet und die Enzymaktivitaten bestimmt. Die extrazellulare LDH-Aktivitat
diente als Zytotoxizitatsmarker. Bestimmung der LDH-Aktivitat in der Monozyten-
kultur durch eine Behandlung mit LPS und GLAT wurden mittels ELISA erfal’t. Die
Ergebnisse aus den durchgeflihrten Versuchen sind (s.u.) in Abbildung 5.
zusammengefasst.

Die Messungen der extrazellularen LDH-Aktivitat ergaben, dal} Konzentrationen von
20 pg/ml GLAT in LPS-stimulierter Zellkultur fur Monozyten gering zytotoxisch sind.
Eine zunehmende GLAT-Konzentration ging nicht mit einer Erhéhung der LDH-
Enzymaktivitat einher. Vor und nach der Zugabe von GLAT in die mit oder ohne LPS-
stimulierte Zellkultur veranderte sich die LDH-Aktivitat nicht signifikant (p>0,05), nach

wie vor lag sie durchschnittlich unter ca. 20%.
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Abb.5. Einflud von GLAT auf die Freisetzung von LDH in Monozytenkultur nach 24 h
Inkubationszeit. GLAT-Konzentration (0, 5, 10, 20 pg/ml, x) gegen LDH-AKktivitat (y)

Fir die Bestimmung der LDH-Aktivitdt wurden 5 x 10° Monozyten ausplattiert und nach 24 h
mit 5 - 20 pg/ml GLAT und LPS 100 ng/ml far 24 h, bzw. mit 0.5% Triton x-100 als
Positivkontrolle fir 1 h behandelt. Die LDH-Aktivitat wurde in 100 yl Medium mit einem LDH-
Kit bestimmt (Kapitel 2.5.2). Die so erhaltenen Werte wurden auf die Positivkontrolle, die auf
100% gesetzt wurde, normiert. LDH-Freisetzungen > 50% wurden als zytotoxisch, < 50% als

nicht bis gering zytotoxisch definiert.
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V. Diskussion

1. Isolation hochreiner Monozyten

In der Literatur sind verschiedende Techniken zur Isolation von gereinigten
Monozyten beschrieben. Wie im Methodenteil ausflhrlich beschrieben, wurde zur
Isolation von Monozyten deren Adharenzfahigkeit an glatte Oberflachen genutzt. Auf
diese Weise wurden Monozyten von den nicht adharierten Zellen separiert. Mit dieser
Methode konnten aus 50 ml Voll-Blut 3 x 10° Zellen gewonnen werden. Die
Monozyten-Reinheit betrug 72% + 5,68%. Die Zellvitalitat zeigte 75% + 3.3. Jedoch
standen die Monozyten in unausreichender Zahl in Suspension zur Verfugung. Auch
bezlglich der Monozyten-Reinheit und Zellvitalitat waren sie ungeeignet fur weitere
Verwendung. Die Adharenz-Methode erwies sich als zu zeitaufwendig und erbrachte
keine befriedigenden Reinheitsgrade. Der Nachteil der angewendeten Adharenz-
Methode liegt in der aufwendigen Loslosung der adharierten Monozyten von ihrer
Unterlage. In der Literatur sind verschiedene Moglichkeiten der Ablosung erlautert.
So beschreibt Nielsen die Verwendung von Lidocain, Trypsin, Kalte von 4°C und
EDTA zur Ablésung von Monozyten von Plastikoberflachen. Weder EDTA, Trypsin
noch Kalte fuhrten in mehreren Versuchen zu einer hinreichenden Ablésung der
Monozyten von den PLL-beschichteten Unterlagen. Daruberhinaus fuhrt Trypsin
aufgrund seiner enzymatischen  Aktivitdt zu einer Beseitigung aller
Zelloberflachenmarker und macht dadurch die Zellen fir eine FACS-Analyse
unbrauchbar. Aufgrund ihrer starkeren Adhéarenz an PLL-beschichteten
Plastikoberflachen wurde ein hoherer Zellverlust fur das Ablésen von ihrer Unterlage
berechnet. Zudem befinden sie sich in einem aktivierten Zustand. Da nicht aktivierte
Monozyten isoliert werden sollten, wurde auf eine Plastikadharenz verzichtet, da es
hierbei regelmafig auch zur Kontaktaktivierung kommt.

Eine Schwierigkeit dieser Arbeit war die Non-Adharenz der isolierten Monozyten an
Plastikoberflachen. Durch zusatzliche Vorbehandlung der Plastikoberflachen mit PLL
konnte eine Monozyten-Adharenz beobachtet werden. Vermutlich liegt diese

Differenz an der spezifischen Eigenheit der verwendeten Kulturflaschen.

An Antikorper gebundene magnetische Microbeads ermdglichen eine sowohl positive

als auch negative Selektion von Monozyten. Bei der negativen Selektion werden

53



Antikérper mit spezifischer Bindung an alle nicht-monozytaren Zellen verwendet und
gereinigte Monozyten nach Durchflul3 durch das magnetische System gewonnen. Ein
Nachteil der positiven Selektion ist die Aktivierung der Monozyten durch
Antikdrperbindung an den LPS-Rezeptor, was sie ungeeignet fur LPS-Stimulationen
in Zellkulturen werden laf3t. Mit Hilfe der Microbeads erreicht man eine Reinheit des
isolierten Monozyten-Anteils von 92% * 5,26. Darlberhinaus befanden sich die
Monozyten in einem nicht-aktivierten Zustand und waren in ausreichender Zahl in
Suspension verfugbar. Mit diesem wenig zeitaufwendigen Verfahren, welches die
Isolation von nicht aktivierten Monozyten ermdglichte, wurden die besten und
reproduzierbarsten Ergebnisse erzielt. Dieses Verfahren wurde daher fur die

weiteren in vitro Analysen verwendet.
2. Nachweis von IL-6- und IL-10-Produktion

Den klinischen Effekten von Glatirameracetat (GLAT; COP1; Copaxone) auf den
Verlauf der schubformigen MS werden unterschiedlichen Immunmechanismen
zugeschrieben. Diese weisen auf einen weiteren  T-Zell-abhangigen
Wirkmechanismus hin. Wir suchten nach immunmodulatorischen Wirkmechanismen
von GLAT, letztere jedoch unabhangig von einer Blockade der Antigenprasentation
oder T-Zell-vermittelten Effekten. Die antiinflammatorischen Wirkungen von GLAT

betreffend interessierte uns besonders die Rolle der PI3K-AKT-GSK3-Signalwege.

In der vorliegenden Arbeit wurden die isolierten Monozyten aus PBMC von gesunden
Menschen mit LPS, ohne oder mit GLAT in verschiedenen Konzentrationen fur 24
Stunden inkubiert. Danach wurden die Zytokine IL-6 und IL-10 im Uberstand mittels
ELISA untersucht.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zeigen, dass das synthetische
Polypeptid GLAT in isolierten Monozyten die Zytokin-Produktion modulieren kann.
GLAT reduzierte signifikant die Th1-Zytokin IL-6-Produktion, aber es zeigte sich kein
signifikanter Effekt auf die Th2-Zytokin IL-10-Produktion bei LPS-aktivierten
Monozyten aus humanen peripheren mononuklearen Blutzellen. Zu diesen
Ergebnissen wurden die LDH Konzentrationen in den gleichen Proben mittels ELISA
gemessen. Die Daten zeigten, dass kein nachweisbarer Zelltod durch die Zugabe

von GLAT in der LPS stimulierte Monozyten-Kultur verursacht wurde.
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GLAT geht eine starke Verbindung mit MHC-Klasse Il Molekllen ein und kann sogar
Cluster-Bildung der Molekile induzieren (Blanchette et al., 2008; Fridkis Hareli et al.,
1997, 1998). Daruberhinaus ist es wahrscheinlich, dass GLAT Uber seine Verbindung
zu MHC IlI-Molekulen Zytokinsekretionen von APC modulieren kann. Auf den APC
wurden MHC II-Molerkile in hoher Dichte gefunden. Jung et al., 2003, Bright et
al.,1999 und Matsuyama et al., 1993 haben ahnlicherweise beobachtet, dass die
Zytokinsekretion von Monozyten auch durch ein an den zu MHC-Klasse |lI-Komplex

gebundenes Superantigen induziert werden kann.

2.1. Nachweis der IL-6-Produktion

Die IL-6-Produktion der Monozyten wurde durch LPS-Stimulation induziert. LPS ist
ein Molekulkomplex der Zellwand gramnegativer Bakterien, der Monozyten aktivieren
kann, in dem es an deren Membranmolekil CD14 bindet. Durch die Bindung zum
LPS-Rezeptor CD14 erfolgt die Aktivierung der Monozyten und dadurch die
Produktion einer ganzen Reihe pro- (TNF-o, IL-1, IL-6, IL-12) und
antiinflammatorischer Zytokine (IL-10, TGF-3) und Mediatoren (NO). Interleukin-6 (IL-
6) ist ein Zytokin mit einem Molekulargewicht von 26 kDa. Es wird vor allem von
aktivierten Monozyten und Makrophagen, T- und B-Lymphozyten als Antwort auf IL-1
und TNF-a synthetisiert, aber auch von Astrozyten und Gliazellen (Thomson et al.,
1994; Curfs et al., 2003; Ding et al., 2006). IL-6 hat ein weites Wirkungsspektrum. Es
wirkt als Differenzierungsfaktor fur B-Zellen und als Aktivierungsfaktor fur T-Tellen.
So stimuliert es in Gegenwart von IL-2 die Differenzierung von T-Zellen zu
zytotoxischen T-Zellen. Neben vielen Wachstums- und Steuerfunktionen hat IL-6
Auswirkungen auf die Stimulation von B-Lymphozyten und damit auf die
Differenzierung in  antikorperbildende  (lgG-bildende) Plasmazellen sowie
Auswirkungen auf die Induktion von Akute-Phase-Proteine. Es stellt mit TNF-
o zusammen das am weitesten verbreitete und potenteste proinflammatorische
Zytokin dar (Gadient et al., 1997; Ishihara et al., 2002). Die Rolle von IL-6 fur die
Pathogenese der MS ist nicht vollstandig geklart. IL-6 konnte in akuten und
chronischen MS-Lasionen nachgewiesen werden. In zahlreichen Studien ist eine
erhohte Konzentration von IL-6 nachgewiesen worden (Maimone et al., 1997; Okuda
et al., 1999, 2000; Filion et al., 2003; Zhao et al., 2008).
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Sowohl im Plasma als auch im Liquor von MS-Patienten konnten vor allem wahrend
eines Schubs erhéhte IL-6-Konzentrationen gemessen werden. Auch bei Patienten
mit chronisch-progressiv verlaufender MS wurden in Kulturen von unstimulierten
Monozyten (PBMN) erhohte IL-6-Konzentrationen nachgewiesen. (Maimone et al.,
1993; Stelmasiak et al., 2001; Ishihara et al.,2002; Angelucci et al., 2006). Bei durch
Con A stimulierten Monozyten zeigte sich in vitro wahrend und nach einem Schub
eine vermehrte Bildung von IL-6 (Schluep et al., 1998). Die vermehrte systemische
und intrathekale IL-6-Produktion ist vereinbar mit der bei MS-Patienten auftretenden
B-Zell-Uberaktivitat und fiihrt zu einer gesteigerten B-Zelldifferenzierung in
Plasmazellen, die vermehrt gewebedestruierende Autoantikdrper bilden. Es ist
denkbar, dass die Reduktion der IL-6-Produktion in Monozyten auf ein
immunmodulatorischen Mechanismus von GLAT zurlckzufuhren ist, wobei die
gunstige Auswirkung auf MS durch die Verschiebung von proinflammatorischer zu
antiinflammatorischer Antwort Zustand kommt. Die vergleichbaren Ergebnisse von
Hussien et al., 2001 und Jung et al, 2003 =zeigten, dass GLAT die
proinflammatorische Zytokin IL-12-Produktion bei humanen DCs sowie die TNF-a
Produktion bei peritonealen Mause-Makrophagen senken konnte. Zusammenfassend
lakt sich mit der hier beobachteten signifikanten Konzentrationsreduktion von IL-6 die

immunmodulatorische Wirkung von GLAT erklaren.

Zu bedenken bleibt jedoch, dald IL-6 durch sein weites Wirkungsspektrum auch von
zahlreichen anderen Vorgangen im Korper beeinflul3t werden kann, so dal} die

Interpretation von Konzentrationsschwankungen schwierig bleibt.

2.2. Nachweis der IL-10-Produktion

Interleukin-10 (IL-10), der sogenannte Zytokinsynthese-Inhibitionsfaktor, ist ein 18
kDa Zytokin, das hauptsachlich vom TH2-Typ der CD4+-T-Helferzellen, aber auch
von aktivierten B-Zellen und Makrophagen produziert wird. IL-10 hemmt die
Produktion humaner T-Zellen und die Zytokinproduktion von Makrophagen, somit
also die Bildung von IL-1, IL-2, IL-6, IFN-y und TNF-a (Kazuyuki und Tosato, 1992;
Beebe et al., 2004). Des weiteren bewirkt IL-10 eine verminderte Bildung von
antigenprasentierenden Zellen durch verminderte Expression von HLA-Klasse-lI-
Molekulen auf ihrer Oberflache (De Waal et al., 1991; Del Prete et al., 1993;

Mitsdoerffer et al.,, 2005). Es bewirkt eine Hemmung der T-Zell-vermittelten
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EntzGndungsreaktion, d.h. es ist antiinflammatorisch wirksam (Abbas et al., 1994;
Angelucci et al.,, 2006). Am Modell der EAE konnte gezeigt werden, dass ein
drastischer Anstieg der IL-10-mRNA und ein damit einhergehender Abfall der mRNA
fur IL-2, IL-6 und IFN-y nachweisbar war (Krakauer et al., 2008; Kennedy et al.,
1992). Ebenfalls im EAE-Modell kam es bei IL-10 defizienten Mausen, zu einem
beschleunigten Verlauf der EAE. Die oft beschriebene Besserung der Symptome bei
der EAE stellte sich bei diesen Mausen nicht ein (Samoilova et al., 1998). Im
Gegensatz zu diesen Ergebnissen zeigte Cannella et al., 1996, dass IL-10 auf den
Verlauf der EAE bei Mausen keinen positiven Einflul} hatte. Zu keinem Zeitpunkt der
Studie wurde die EAE durch IL-10 verbessert. Salmaggi et al., 1996 fanden bei MS-
Patienten unabhangig von der Krankheitsaktivitit eine geringere IL-10-
Serumkonzentration als bei gesunden Probanden. Dieser Konzentrationsunterschied
konnte von Ozenci et al., 2000 und Nicoletti et al., 2000 nicht bestatigt werden. Bei
Untersuchungen durch Krakauer et al., 2008 sowie Cua et al., 2001 fand sich eine
vermehrte IL-10-mRNA-Expression sowohl im Blut als auch im ZNS von MS-
Patienten mit schubférmig-remittierendem Verlauf wahrend der stabilen
Krankheitsphasen, wohingegen wahrend eines Schubs die IL-10-Konzentration
vermindert war (Ferrante et al., 1998, Schluep et al., 1999). Bei Messungen von IL-
10 im Liquor von MS-Patienten konnten diese Ergebnisse bestatigt werden (Carrieri
et al., 1998; Krakauer et al., 2008). Cua et al., 2001 interpretierten die erhohte IL-10-
Konzentration im Schubintervall als notwendig fur die Stabilisierung oder als
mogliche Pravention vor einem erneuten Schub.

Betrachtet man die bisherigen Erkenntnisse Uber die Funktion und Wirkung von IL-10
und die in der Einleitung diskutierte Wirkungsweise von GLAT, dann wurde unter der
Zugabe von GLAT in die mit oder ohne LPS stimulierten Zellkulturen die erhohte IL-
10-Produktion vermutet.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten aber keinen Konzentrationsanstieg
von IL-10 24 Stunden nach der Zugabe von GLAT in die Zellkulturen. Dieses
Resultat wird von Hussien et al. bestatigt. Die gleichen Ergebnisse, namlich keine
Erhohung der IL-10-Produktion humaner DCs durch die Zugabe von GLAT, wurden
auch bei Hussien et al., 2001 beobachtet. Im Gegensatz dazu fanden sich bei
Untersuchungen durch Jung et al., 2003 eine vermehrte IL-10-Produktion durch

GLAT bei peritonealen Makrophagen und DCs aus Mause, nicht aber bei humanen
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Monozyten oder DCs. Die unterschiedlichen Studienergebnisse lassen sich unter

anderem auf unterschiedliches Material und Methoden zurtickfihren.

Die immer wieder beobachteten widerspriuchlichen Studienergebnisse kdnnen durch
verschiedene Faktoren bedingt sein. Zum einen gibt es bei den einzelnen Studien
Unterschiede im Studiendesign (in vitro , in vivo oder ex vivo), im den Arbeitsmaterial
(menschliche oder tierische Zellquelle; MS-Patienten oder EAE-Tiermodell), im
Zeitpunkt der Zytokinbestimmung. Zytokine werden lokal sezerniert, an fixe oder
I6sliche Rezeptoren gebunden, schnell von umgebenden Zellen aufgenommen und
verstoffwechselt und haben somit eine kurze Halbwertszeit. Auerdem unterscheiden
sich Zytokin-Konzentrationen intraindividuell, in Abhangigkeit von Alter, korperlicher
Fitness bzw. Aktivitat, Ernahrung und psychischen Einflissen (Ozenci et al., 2000).

Es ist auch denkbar, dass Unterschiede in der Probenbehandlung (z.B.
Aufbewahrung der Proben bei unterschiedlichen  Temperaturen, bei
unterschiedlichen Ansatzkonzentrationen) flr die differierenden Ergebnisse

mitverantwortlich sind.

3. Untersuchung der PI3K-AKT-GSK3 Signalwege

PI3K ist eine Familie evolutionar konservierter Enzyme. Sie agieren als wichtige
Signalproteine fundamentaler, zellularer Regulationsprozesse.

Die Rolle der PI3K-AKT Signalwege bei der Inflammationsregulation wurde in
verschiedenen Studien untersucht. Der PI3K-AKT-Signalweg spielt eine wichtige
Rolle fir neuronales Uberleben. Von der PI3K gebildete Phosphatidylinositate
aktivieren die Proteinkinase AKT, welche die Funktionen pro- und anti-apoptotischer
Proteine Uber deren Phosphorylierung kontrolliert (Datta et al., 1999; Yuan und
Yankner 2000; Martin et al., 2005).

Durch die konstitutiv aktive Expression der AKT, ein downstream Target von PI3K,
wurden transgene Mause im Gegensatz zu Wild-Typ Mause vor einer letalen Dosis
von LPS geschitzt (Brommhardt et al., 2004). Die Beteiligung der PI3K-AKT in der
TLR-Signalisierung durch LPS, ein TLR Agonist, wurde von Arbibe et al. und Martin
et al. 2005 beschrieben. Inflammatorische in vivo-Modelle haben gezeigt, dass der
PI3K-defiziente Phanotyp von Mausen eine defekte Th2-assoziierte Immunitat
aufweist, d.h. IL-12 Level und Th1 Antwort sind Ubermafig erhdht. (Fukao et al.,

58



2003, 2002). Die Aktivierung von PI3K férderte das Uberleben von endotoxadmischen
Mausen, wobei Inhibition von PI3K das Uberleben von endotoxdamischen Mausen
verringerte (Schabbauer, et al., 2004; Williams, et al., 2004). Guha und Mackman
weisen darauf hin, dass die Produktion von TNF-a einer negativen Regulierung durch
die Aktivierung der PI3K-AKT unterliegt. Die Blockierung des PI3K-AKT Signalwegs
durch PI3K Inhibitoren in Monozyten erhdohte LPS-induzierte TNF-a- und Tissue
Faktor Produktion, gleich sowie bei der Aktivierung von MAPKs, NF-kB und bei der
Reduzierung der Phosphorylierung von GSK3. (Mausumee Guha u. Nigel Mackman
2002). Martin et al (2005) beschreiben, dass die Blockierung des PI3K-AKT-
Signalwegs durch PI3K-Inhibitoren zu verminderter IL-10-Produktion und vermehrter
IL-12-Produktion fuhrt.

GLAT moduliert den Verlauf der Multiplen Sklerose durch noch unklare
Mechanismen. Die Untersuchungen von Weber et al., 2004, 2005, Duda et al.,2000
und Miller et al., 1988 zeigten, dass GLAT die Aktivierung von Myelin-spezifischen
autoaggressiven T-Zellen und von Monozyten inhibiert, besonders die Th1-Zytokin-
Produktion von letzteren T-Zellen. Bei der Wirkungsfolge von GLAT bestand ein
Veranderung von Zytokin-Profilen, mit Verschiebung der Zytokin- Produktion von
Th1- zu Th2-Zytokinen (Miller et al., 1998; Duda et al., 2000 Schremf et al., 2007).
Die durch GLAT reduzierte IL-12- und TNF-a-Produktion wurden von Hussien et al.,
2001 und Jung et al., 2003 beschrieben. Die an der Stimulierung der Th2-Antwort
beteiligten Faktoren sind trotzdem relativ wenig verstanden.

Zusammenfassend weisen die bisherige Studienergebnisse darauf hin, dass PI3K-
AKT-Signalweg und GLAT bei der Immunmodulation als antiiinflammatorisch auf die

Immuninteraktion wirken.

Die oben zitierten Studienergebnisse fuhren zu folgender Fragestellung, namlich
durch welchen Mechanismus GLAT die antinflammatorische Aktivitat moduliert, und
ob ein Zusammenhang zwischen immunmodulierender Wirkung von GLAT und
inflammatorischer Regulation des PI3K-AKT-GSK3 Signalwegs besteht.

Unsere Hypothese ist: der PISK-AKT Signalweg wird durch GLAT aktiviert. Die
Aktivierung des PI3K-AKT Signalwegs durch GLAT wird durch PI3K-Inhibitoren
inhibiert. In dieser vorliegenden Arbeit, Uberpriften wir diese Hypothese mit den

Inkubationsansatzen LY294002, einem potenten und selektiven Phosphatidylinositol-
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3-Kinase (PI3K) Inhibitor, GLAT und LPS. Mittels ELISA wurde die IL-6-Produktion im
Kulturiberstand nach Zugabe von LY294002, mit oder ohne GLAT und mit oder
ohne LPS untersucht.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten, dass die durch GLAT induzierte
signifikante Absenkung der IL-6-Produktion nach LPS-Stimulation im Monozyten-
Kulturiberstand durch die Zugabe von LY294002 aufgehoben wurde (P<0,05). Die
durch GLAT vermittelte Suppression der IL-6-Produktion konnte durch den PI3K-
Inhibitor statistisch signifikant aufgehoben werden. Diese Versuchsergebnisse
bestatigen unsere Hypothese: GLAT kann den PI3K-AKT Signalweg aktivieren, und
die Aktivierung des PI3K-AKT-Signalwegs durch GLAT wird durch den PI3K Inhibitor
(LY294002) aufgehoben. Um weitere Nachweise fur die Aktivierung des PI3K-AKT

Signalwegs durch GLAT zu erbringen, finden weitere Untersuchungen statt.

4. Einschrankung und Ausblick

Die Verwendung des Monozyten-Modells ist flr unser Arbeitsziel geeignet, da dem
Vorteil des DC-Modells in Bezug auf das Antigenprasentationspotential erheblich
hohere Kosten und ein unverhaltnismallig groRerer praparativer Aufwand

gegenuberstehen.

Monokausale Zusammenhange zwischen GLAT-Zugabe und darauffolgender
Veranderung der Zytokinkonzentration beim in-vitro Zell-Modell, lassen sich nur
eingeschrankt aus dem komplexen interdependenten Zusammenhang isolieren bzw.
isoliert betrachten.

Es ist unsere Hoffnung, mit unseren hier vorgestellten Ergebnissen sowie unseren
zukunftigen Arbeiten zum besseren Verstandnis der Wirkungsmechanismen von
GLAT bei der MS-Therapie beitragen zu kénnen.

Zusammenfassend konnte zukinftig ein besseres Verstandnis der durch GLAT
modulierten funktionellen Rolle antigenprasentierender Zellen, ihrer gegenseitigen
Wechselwirkungen und ihres Einflusses auf T-Zellen, Axone und Oligodendroglia den

Weg fur selektivere und effektivere Therapien bei der MS ebnen.
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