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1 Einleitung

1.1 Fragestellung dieser Arbeit

Die Arbeit vertieft Erkenntnisse der zelluldren adoptiven Immuntherapien. Sie basiert auf Er-
gebnissen aus Vorarbeiten einer Arbeitsgruppe im urologischen Forschungslabor der Techni-
schen Universitdt Miinchen unter der Leitung von Univ. Prof. Dr. med. Rudolf Hartung. Diese
Form der zelluldren Immuntherapie ist hochst aktuell und stellt einen viel versprechenden An-

satz in der Behandlung onkologischer Erkrankungen dar.

In dieser Arbeitsgruppe wurde in Vitro eine experimentelle Methode etabliert, mit der die po-
tentielle Wirksamkeit verschiedener immunmodulierender Substanzen auf periphere mono-
nukleédre Zellen getestet werden kann. Die verwendeten Substanzen sind nicht ausschlieBlich
typisch fiir die immunologische Forschung, sondern finden i{iberwiegend in anderen medizini-

schen Bereichen Anwendung.

Die mit mononukledren Zellen des peripheren Blutes durchgefiihrten Experimente sollen zei-
gen, welche Auswirkungen die jeweiligen Substanzen auf das Immunsystem haben. Dabei
wurden unbehandelte Zellen und durch Substanzen beeinflusste Zellen gegeniibergestellt. Die
relevante, abhingige Variable der Beobachtungseinheit ist die Proliferationstendenz auf die
allogene und auf die mitogene Stimulation. Dazu wurde das Testsystem der gemischten Lym-
phozytenkultur (MLC) verwendet. In diesem Testsystem werden die einzelnen Untergruppen
der Lymphozyten nicht getrennt. Deshalb kann nur eine Aussage iiber die Aktivitdt gepoolter

Lymphozyten gemacht werden.

Zunichst wird auf die methodischen Einzelheiten des in diesem Labor etablierten Versuchssys-
tems eingegangen. Danach werden verschiedene Substanzen, von denen erwartet wird, dass sie
die Immunreaktion beeinflussen konnen, in diesem System auf unterschiedliche Weise doku-

mentiert und deren Wirksamkeit interpretiert.

1.2 Allgemeine Einfithrung

Die Inzidenz von Krebserkrankungen nimmt seit Jahren kontinuierlich zu. Sie stellen nach den
Herz-Kreislauf-Erkrankungen die zweithdufigste Todesursache in Deutschland dar [Reinhardt
et al., 1995]. Unter der umgangssprachlichen Bezeichnung Krebs versteht man alle malignen
Tumore, die ungebremst in andere Gewebe wuchern und Metastasen bilden. Das Wort Krebs

entlehnt sich aus dem lateinischen Wort cancer und dem griechischen Wort karkinos, wovon
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sich Karzinom ableitet. Die Geschwulst ist wahrscheinlich so benannt, weil sie dhnlich wie ein
heimtiickisch fressender Krebs Gewebe zerstort. Eine andere Erkldrung beruht darauf, dass der
Begrift zunichst vor allem auf Brustkrebs angewandt wurde. Bei dieser Erkrankung malen

gestaute Brustvenen eine krebsfuBlartige Zeichnung auf die Haut.

Die Diagnose ist fiir den Erkrankten von auBerordentlicher Tragweite, da die Erkrankung in
vielen Féllen nicht rechtzeitig erkannt wird, einen schwer vorhersagbaren Verlauf nimmt und
trotz vielfaltiger Therapieoptionen selten geheilt werden kann. Deshalb entwickelten sich ver-
schiedene Forschungseinrichtungen, um der Erkrankung Krebs ndher zu kommen. Die Ursa-
chenforschung beinhaltet die Gebiete der Tumorbiologie, der Tumorimmunologie, der Tumor-
biochemie, sowie der allgemeinen Tumoritiologie und Epidemiologie. Die Erforschung der
Grundprinzipien von Diagnostik und Therapie stellt die Verbindung zwischen Erkenntnissen
der Ursachenforschung und der klinischen Behandlung von Krebs dar. SchlieBlich beschiftigt
sich ein Forschungszweig mit der speziellen Diagnostik und Behandlung von Tumorentitéten.
Die Kombination und der Ausbau dieser Forschungseinrichtung sollen die Voraussetzung fiir

eine effizientere Bekdmpfung der Erkrankung Krebs schaffen.

Die molekularbiologische Krebsforschung hat in den letzten Jahren eine umfangreiche Samm-
lung an Erkenntnissen hervorgebracht, in der sich einige immer wiederkehrende Grundprinzi-
pien bei der Transformation einer normalen zu einer malignen Zelle erkennen lassen. Die dy-
namischen Verdnderungen des genetischen Materials stellen die Grundlage fiir die maligne
Transformation von Zellen dar. Durch die Abfolge irreversibler genetischer Verdnderungen
(Multi-Hit-Theorie) [Kinzler et al., 1996] wird das Gleichgewicht von Onkogenen, die die un-
gebremste Zellproliferation und malignes Zellverhalten stimulieren, und Tumorsuppressorge-
nen, die das Wachstum kontrollieren und den programmierten Zelltod induzieren, zerstort, und
es kommt zur Entartung. Die Krebszellen entwickeln dabei Defekte in physiologischen Regel-
kreisen, die das normale Wachstum und Proliferation im Zellverband steuern und in engen
Grenzen im Gleichgewicht halten. Dies wird als Homdostase bezeichnet. Die mannigfaltigen
beschriebenen Zelldefekte lassen sich in sechs Kategorien einteilen. Die in ihrem Zusammen-
wirken malignes Wachstum zur Folge haben und in den meisten malignen Tumoren vorkom-

men [Hanahan et al., 2000]:

(1) Eigenstandigkeit in Bezug auf wachstumsfordernde Signale
(2) Insensitivitit gegeniiber wachstumshemmenden Signalen

(3) Umgehung des programmierten Zelltodes (Apoptose)
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(4) Unbegrenzte Teilungsfahigkeit
(5) Zeitlich unbegrenzte Angiogenese

(6) Invasion und Metastasierung

Jede dieser erworbenen Verdnderungen verschafft der Zelle neue Féhigkeiten und Vorteile, die
zu ihrer Selektion gegeniiber den normalen Zellen fiihren und ihr Uberleben gegeniiber den
krebshemmenden Verteidigungsmechanismen sichert. Zusétzlich treten die in (1)-(6) beschrie-
benen Verdanderungen in fast allen Tumoren auf und zeigen lediglich in ihrer Abfolge in den
einzelnen Tumoren eine gewisse Variabilitit. Die genetische Basis der neu erworbenen Féhig-
keiten von Tumorzellen ist zwar erwiesen, jedoch konnen Verdnderungen des genetischen Ma-
terials von der Zelle normalerweise durch das sehr effizient arbeitende System aus Desoxiribu-
nukleinsdure (DNA)-Fehlererkennung und DNA-Reparatur sehr gut korrigiert werden. Deshalb
kommt als weiterer wichtiger Faktor der Tumorgenese die genetische Instabilitit hinzu, die
wiéhrend der Stufen der Krebsentstehung immer groBlere Tragweite erlangt [Lengauer et al.,
1998]. Vor allem die Gene der Erkennungs- und Reparaturproteine der DNA-Verdnderungen
gehen hier durch Mutation, Deletion und weitere Fehler verloren, so dass die Mutagenese die

Entstehung von weiteren zelluldren Fehlfunktionen begiinstigt.

Immunologische Therapiestrategien stellen einen therapeutischen Ansatz fiir die Heilung von
Tumorerkrankungen dar. In klinischen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass eine kom-
plette Remission bei weit fortgeschrittener Tumoren, die mit den konventionellen Therapien
nicht mehr heilbar waren, erreicht werden kann [Childs et al., 2000; James et al., 1998; Kugler
et al., 2000; Trefzer et al., 2000]. Trotzdem spricht diese Immuntherapie kaum, bei der Mehr-
zahl dieser Patienten an. Zum einen liegt dies an der schlechten allgemeinen Immunitétslage
von Patienten mit fortgeschrittenen Tumorleiden. Zum anderen tritt die generalisierte Immun-
suppression hinzu, die durch tumorspezifische Suppressorzellen oder sogar durch Botenstoffe
des Tumors selbst hervorgerufen wird. Aus diesem Grund ist eine wirksame Immuntherapie

ohne eine ausreichende Restfunktion zelluldrer Immunitit wohl nicht ausreichend méglich.

Die Schwierigkeit der modernen Tumorimmunologie liegt in dem Nebeneinander eines Tu-
mors, der tumorassoziierte Antigene exprimiert, und tumorantigenspezifische Effektorzellen

des Immunsystems, die nicht in der Lage sind die Zielzellen zu zerstoren.

Grundlage dieser Arbeit sind die Erkenntnisse aus Vorarbeiten meines Betreuers Herrn Dr. Dr.
habil. Peter Leskovar, der ein Modell zur zelluldren Intervention gegen Immundysregulation

entwickelt hat [Leskovar, 1990-1995].
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1.3 Das Immunsystem — historischer Uberblick

Seit Ende des 18. Jahrhunderts wurden nach und nach einzelne Komponenten des Immunsys-
tems identifiziert und deren Zusammenhénge aufgedeckt. Als erste Bestandteile des Immunsys-
tems wurden Antikorper produzierende Lymphozyten entdeckt, die nach dem Areal der bursa
fabricii bei Vogeln benannt wurden (B-Lymphozyten) [Glick et al., 1956, Pauling, 1940]. Mit
der Entdeckung der monoklonalen Antikdrpertechnik durch Kohler [Kohler et al., 1975] konn-
ten weitere Zellpopulationen charakterisiert werden, wie Monozyten, Natiirliche-Killerzellen
(NK) und Granulozyten. Ein weiterer wichtiger Schritt war die Differenzierung von T-
Helferzellen (TH-Zellen)und T-Suppressorzellen als Untergruppen der T-Zellen [Clamann et
al., 1966].

Wihrend die Helferzellen CD4(+) im wesentlichen fiir die Regulation der humoralen Immuni-
tdt und die Antikdrperproduktion verantwortlich gemacht worden sind, wurden die Reaktionen
der Zelluldren Immunitit hauptsiachlich den zytotoxischen/Suppressor T-Lymphozyten CD8(+)
zugeschrieben [Evans et al., 1977]. Neben den zelluliren Komponenten des Immunsystems
wurden nach und nach auch Botenstoffe des Immunsystems identifiziert, so genannte Interleu-
kine (IL), die die Proliferation und die Differenzierung der Zellen mafgeblich beeinflussen.
Eines der zuerst charakterisierten IL war das IL-2 [Evans et al., 1977]. Die Entdeckung weite-
rer IL und deren Bedeutung im Immunsystem brachte einen wesentlichen Durchbruch fiir das
Verstindnis des Immunsystems. Es war nun moglich, Zellen iiber ihre Oberflicheneigenschaf-
ten CD4(+) oder CD8(+) hinaus nach funktionellen Gesichtspunkten zu unterteilen. Diese Ein-
teilung geht auf Mosmann [Mosmann et al., 1986] zuriick, die erstmals die unterschiedlichen T-
Lymphozyten der Maus beschrieben. Dabei werden T1 Zellen, die IL-2 und Interferon (IFN)-y
produzieren und T2 Zellen, die IL-10, IL-4, IL-5 und IL-13 bilden, unterschieden. Wéhrend die
T1 Zellen das zelluldre Immunsystem unterstiitzen, wirken die T2 Zellen besonders fordernd
auf die humorale Immunantwort [Mosmann et al., 1989 und 1996]. Im menschlichen Immun-
system ist die Zugehorigkeit der T-Zellen zu den Untergruppen nicht so strikt ausgeprégt wie in
der Maus, jedoch konnten T1 und T2 Gewichtungen sowohl bei CD4(+) als auch CD8(+) T-
Zellen gefunden werden [Halverson et al., 1997]. Die Unterscheidung in dieselben zwei Unter-
gruppen kann dartiber hinaus auch bei NK-Zellen vorgenommen werden [Perrit et al., 1998].
Aktuell konzentriert sich die Forschung insbesondere auf die Regulation der T1 und T2 Difte-
renzierung durch dendritische Zellen (DZ). Dabei kann gezeigt werden, dass sowohl die T1
Zellen, als auch die T2 Zellen durch unterschiedliche DZ-Populationen, sog. DZ1 und DZ2,
Zellen reguliert werden [Kadowski et al., 2001; Liu et al., 2000].
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1.4 Aufbau, Funktion und Entwicklung des Immunsystems

Die Immunitét des Organismus gegeniiber Fremdsubstanzen (Antigenen) wird durch das ange-
borene, unspezifische und das erworbene, spezifische Immunsystem aufrechterhalten. Beide
Komponenten ergénzen sich und bilden einen gemeinsamen Abwehrmechanismus. Aufgabe
des angeborenen Immunsystems ist die initiale Erkennung von Krankheitserregern oder entar-
teten Zellen, deren Beseitigung, sowie die Einleitung der spezifischen Immunantwort durch T-
und B-Zellen. Zellen des angeborenen Immunsystems (Granulozyten, Monozyten, Makropha-
gen, DZ und NK) werden durch verschiedene mikrobielle Strukturen (Zellwandbestandteile
von Bakterien, CpG-DNA, doppelstringige Ribonukleinsdure (RNA) oder den Verlust von
major histocompatibility complex (MHC) Klasse I-Molekiilen auf somatischen Zellen aktiviert.
Die Abwehrreaktionen beinhalten Phagozytose oder Sekretion antimikrobieller Enzyme und

l6slicher Mediatoren, wie IL und IFN.

Zellen des mononukledren Phagozytosensystems (Monozyten, Makrophagen, myeloische
Dendritsche Zellen und deren Vorldufer) spielen eine besondere Rolle bei der Immunabwehr,
da sie sowohl fiir die rasche angeborene Immunantwort, als auch fiir die Induktion einer spezi-
fischen Antwort von Bedeutung sind. Insbesondere DZ sind in der Lage phagozytierte Antige-
ne im Kontext mit MHC II zu présentieren — die Antigen-Présentation ist ein essentieller

Schritt zur Aktivierung von naiven T-Zellen.

Pathogene Mikroorganismen entgehen oftmals den Mechanismen der angeborenen Immunitét
(Komplementsystem, Granulozyten- und Makrophagen-System, NK). Die Erkennung der An-
tigene ist hier unspezifisch und ihre Elimination erfolgt im Rahmen einer Entziindungsreaktion.
Daher entwickelten sich wirksamere und individuellere Abwehrmechanismen. Antikorper, die
von B-Lymphozyten gebildet werden, und T-Lymphozyten sind die Effektoren der erworbenen
spezifischen Immunitit. Uber die variablen Regionen des Antikdrpers beziehungsweise des T-
Zell-Rezeptors konnen antigene Determinanten wie ein exakt passender Schliissel spezifisch
gebunden und einer effektiven Abwehrkaskade zugefiihrt werden. Dabei vermittelt das B-
Zellsystem die humorale Immunitédt und das T-Zellsystem die zelluldre (zellvermittelte) Immu-
nitdt. Das humorale Immunsystem wird durch B-Zellen unterschiedlicher Reifungsstadien ge-
bildet, die von der Stammzelle bis zur eigentlichen Effektorzelle, der Plasmazelle mit ihrem
Produkt, den Antikorpern, reichen. Auch beim zelluldren Immunsystem erfolgt eine Differen-
zierung der T-Zellen in Effektorzellen und zwar in TH-Zellen und zytotoxische T-Zellen. Auf

TH-Zellen wird der Korezeptor CD4, auf zytotoxischen T-Zellen der Korezeptor CD8 expri-
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miert. Es lassen sich zwei Immunititstypen unterscheiden, die humorale Immunitdt und die

zellvermittelte Immunitét.

Bei der humoralen Immunitét erkennen und binden Antikorper an extrazelluldre Erreger, be-
zichungsweise deren Toxine (Antigene), und aktivieren Makrophagen. Die Elimination dieser
Antigene erfolgt durch Phagozytose und wird durch die Aktivierung des Komplementsystems,
der so genannte klassischer Pfad, iiber die Fc-Regionen der Antikérper noch optimiert. Anti-
korper werden von Plasmazellen produziert. Diese entwickeln sich aus B-Lymphozyten, die
jeweils nur AntikOrper einer Spezifitit produzieren. B-Lymphozyten tragen ihre An-
tikorper als Rezeptoren auf ihrer Oberfliche. Nach Bindung eines Antigens und Stimulation
durch TH-Zellen proliferiert die B-Zelle zum B-Zellklon, wobei sie von der membrangebunde-
nen auf die sekretorische Antikorperproduktion umschaltet. Einige B-Lymphozyten differen-
zieren sich zu langlebigen Gedéchtniszellen. Der zweite Kontakt mit dem gleichen Antigen
erlaubt daraufhin eine raschere und intensivere Abwehrreaktion des Korpers. Antikérper der
Klasse Immunglobulin (Ig) E, die an der Oberfldche von Mastzellen gebunden sind, fithren bei
Antigenkontakt zur Mastzellendegeneration mit Histaminausschiittung [Roitt, 1993].

Im Gegensatz zur humoralen Immunitdt werden bei der zellvermittelten Immunitit intrazellulé-
re Erreger durch die infizierten Zellen prozessiert, dass heilit proteolytisch zerlegt, und in Ver-
bindung mit Molekiilen des MHC auf der Zelloberflidche prasentiert. Solche antigenprisentie-
renden Zellen (APC) sind DZ als professionelle antigenprisentierende Zellen sowie
Makrophagen, Monozyten und B-Lymphozyten. Die prasentierten Antigene intrazelluldrer Er-
reger konnen so spezifisch von den T-Zell-Rezeptoren der T-Lymphozyten erkannt werden.
Auch T-Lymphozyten proliferieren nach Antigenkontakt und bilden Effektor- und Gedéchtnis-
zellen. TH-Zellen (CD4(+)) erkennen Antigene in Verbindung mit MHC-Klasse-II-Molekiilen.
Sie aktivieren Makrophagen durch Freisetzung von Zytokinen und ermoglichen so die intrazel-
luldre Abtétung der Mikroorganismen. Zytotoxische T-Zellen CD8&(+), die ihr spezifisches An-
tigen in Verbindung mit MHC-Klasse-I-Molekiilen auf Zelloberflichen erkennen, téten die

infizierte Zelle ab, bevor sich die Erreger intrazelluldr vermehren kénnen [Roitt, 1993].

Zusitzlich existiert die antikdrperabhédngige, zellvermittelte Immunitit, antibody-dependent
cell-mediated cytotoxity (ADCC). Hier wird die quasi angeborene zytotoxische Wirkung von
NK durch Antikorper verstirkt. Der Antikdrper bindet spezifisch an die Oberfldche der infizier-
ten Zelle und wird wiederum vom Antikorperrezeptor (FC-Rezeptor) der NK gebunden. So
wird die NK ihrem Ziel angendhert bezichungsweise auf ihr Ziel konzentriert (Targeting)
[Roitt, 1993].



1 Einleitung 7

1.5 TH 1- und TH 2- vermittelte Immunantwort

Zytokine sind 16sliche Proteine mit einem Molekulargewicht von 6-70 kD, die von jeder kern-
haltigen Zelle des Organismus gebildet werden und ihre Wirkung iiber spezifische Rezeptoren
auf der Zellmembran, aber auch in der Zelle entfalten. Als Botenstoffe des Immunsystems
steuern Zytokine die Kommunikation zwischen Immunzellen, kontrollieren die Proliferation
und Differenzierung von Leukozyten, unterstiitzen die Induktion von Immunreaktionen und
konnen Entziindungsreaktionen sowohl verstdrken, als auch supprimieren. Zytokine konnen
durch Beeinflussung der Genexpression maB3igeblich die Differenzierung einer Zelle steuern.
Umgekehrt erlaubt das von einer Zelle produzierte Zytokinmuster einen Riickschluss auf die

Differenzierung der Zelle.

Naive TH-Zellen sind TH-Zellen ohne vorherigen Antigenkontakt. Sie reagieren auf Antigene,
die in Verbindung mit MHC-Klasse-II-Molekiilen prisentiert werden, indem sie IL-2 bilden
und proliferieren. Dadurch entstehen unreife T-Effektorzellen, die als naive Typ 0 TH-Zelle
(THO-Zellen) bezeichnet werden. In einem zweiten Schritt differenzieren sich diese THO-
Zellen unter Einwirkung von Interleukinen zu Typ 1 TH-Zelle (TH1)- oder Typ 2 TH-Zellen
(TH2-Zellen). Warum sich die THO-Zellen in die eine oder andere Richtung entwickeln, ist
weitgehend unklar. Sicher spielen die Art des Antigens und die durch das Antigen stimulierten
Zytokine eine Rolle. Die Differenzierung naiver TH-Zellen in eine der beiden Subpopulationen
(TH1- und TH2-Zellen) beeinflusst in hohem Mafe, auf welchem der im vorangehenden Kapi-
tel beschriebenen Wege eine Immunantwort ablduft, sinngemdf auf welchem Weg ihr sozusa-

gen geholfen wird.

1986 beschrieben Mosmann, Coffman und Mitarbeiter erstmals, dass geklonte murine TH-
Zellen hinsichtlich ihres Zytokinsekretionsmusters in zwei funktionell unterschiedliche TH-

Zellsubpopulationen unterteilt werden konnen:

TH1-Zellen produzieren IFNy. Fiir TH2-Zellen ist die Produktion von IL-4 charakteristisch
[Mosmann et al., 1986].

Einige der immunregulatorischen Zytokine sind in der Lage, nicht nur die Zytokinproduktion
einer T-Helferzellsubpopulation anzuregen, sondern gleichzeitig die Zytokinproduktion der

anderen T-Helferzellsubpopulation zu unterdriicken.

Beispielsweise inhibiert IL-4 die Produktion von IFNy in TH1-Zellen und IFNy die Produktion
von IL-4 in TH2-Zellen [Mosmann und Coffman, 1989, Paludan, 1998].
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Die isolierte Betrachtung klonierter TH1- und TH2-Zellen leistet einen wichtigen Beitrag bei
der Erforschung von Immunregulationsmechanismen, dennoch kann damit die Komplexitét
einer in vitro-Immunantwort nicht umfassend wiedergespiegelt werden. Nach dem Vorschlag
von Bloom spricht man daher heute von TH1- und TH2-like oder Typl- und Typ2-Zytokinen

beziehungsweise —Zellen [Bloom et al., 1992].

Typl-Zytokine umfassen IFNy, IL-2, Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)a und TNFp. IL-4, IL-5,
IL-6, IL-10, IL-13 und wahrscheinlich auch IL-9 zdhlen zu den Typ2-Zytokinen.

Weiterhin existieren filir die Immunregulation wichtige Zytokine, beispielsweise IL-12, die we-
der von THI1- noch von TH2-Zellen sezerniert werden. Andererseits werden einige der Typl-
und Typ2-Zytokinen nicht nur von TH-Zellen, sondern auch von verschiedenen anderen Lym-

phozyten und sogar von nicht himatopoetischen Zellen produziert.

Die Unterscheidung zwischen Typl- und Typ2-TH-Zellen erfolgt derzeit iiber den Nachweis
der unterschiedlichen Zytokinsekretionsmuster. Auch die intrazelluldre Anfarbung der Zytokine
mit anschlieBender flowzytometrischer Analyse kann zur Identifikation der beiden TH-

Zellensubpopulationen herangezogen werden [Pala et al., 2000].

Die Identifikation spezifischer Oberflachenantigene fiir TH1- und TH2-Zellen und die damit
verbundene Moglichkeit der unterschiedlichen Markierungen und flowzytometrischen Tren-
nung wiirde das Studium dieser Zellen erleichtern. Bisher wurden verschieden so genannte
Markerkandidaten zur Unterscheidung von TH1 und TH2-Zellen mit unterschiedlichen und
sich zum Teil auch widersprechenden Ergebnissen untersucht [Lucey et al., 1996]. Zur Charak-
terisierung von TH1- und TH2-Zellen haben sich diese Oberflichenantigene allerdings bisher

nicht durchgesetzt.

Eine TH1-vermittelte Immunantwort wird durch das Vorherrschen der zelluliren Immunreakti-
on charakterisiert. Die Ausschiittung von Typ I-Zytokinen fiihrt zur Aktivierung des Monozy-
ten-/Makrophagensystems, sowie zur Aktivierung zytotoxischer T-Zellen [Romagnani, 1996].
Es kommt zu einer Entziindungsreaktion. Zudem induziert IFNy die Umschaltung auf die Anti-
korperklasse 1gG,, (class-switch) und die Expression des Fc-Rezeptors FcyRI/III auf
Makrophagen [Snapper et al., 1987, Paludan, 1998].

IgGs, und FeyRI/IIT vermitteln eine ADCC, die Sekretion proinflammatorischer Zytokine und
die Phagozytose mit Bildung von Sauerstoffradikalen [Austyn et al., 1993]. Auch die zellver-
mittelte Uberempfindlichkeitsreaktion vom verzogerten Typ (delayed type of hypersensitivity,
DTH) wird als Typ 1-Reaktion betrachtet [Romagnani, 1996].
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Eine TH2-vermittelte Immunantwort wird durch die Aktivierung von B-Lymphozyten und die
Vermittlung der humoralen Immunitit gekennzeichnet. IL-4 stimuliert den Antikorper-class-
switch zu IgG, und IgE sowie die Expression des Fc-Rezeptors FceRII CD23 auf Makrophagen
und B-Lymphozyten [Snapper et al., 1987, Paludan, 1998]. Es kommt zur Hypergammaglobu-
linimie, Eosinophilie, Basophilen-/Mastzellendegranulation (Uberempfindlichkeitsreaktion
von anaphylaktischen Typ) und Antigenprésentation durch B-Zellen [Paludan, 1998]. Auch die
Schleimhautimmunitdt, vermittelt durch sekretorisches IgA, wird unterstiitzt [Romagnani,

1996].

Nach der Identifizierung muriner TH1- und TH2-Zellen 1986 durch Mosmann, Coffman und
ithre Kollegen gelang es vor allem der Gruppe um Romagnani, bei bestimmten, vor allem chro-
nisch erkrankten Personen, humane TH1- und TH2-Zellen nachzuweisen (Ubersichten bei
Romagnani, 1996 und 2000). Seither konnte bei vielen Erkrankungen oder Zustdnden, in deren
(Patho-)Genese Immunregulationsvorgénge involviert sind, die Dominanz einer TH1- oder
TH2-vermittelten Immunantwort demonstriert werden. Die genauere Kenntnis der in bestimm-
ten Krankheitsstadien vorherrschenden Reaktionsart wird sicherlich in Zukunft zunehmend

immuntherapeutisch genutzt werden.

Bei der Abwehr von Viren und anderen intrazelluliren Erregern stellt die zellvermittelte Im-
munantwort durch zytotoxische T-Zellen den effektivsten Mechanismus dar. Dies kommt ins-
besondere zum Ausdruck bei Infektionen mit dem intrazelluliren Bakterium Chlamydia tra-
chomatis, die zur tubaren Sterilitéit fithren konnen. Fiir die Bekdmpfung dieses Erregers wurde
die Notwendigkeit einer TH1-vermitteleten Immunantwort im Tiermodell nachgewiesen [Van
Voorhis et al., 1996]. Dementsprechend ist die Expression von IFNy essentiell fiir die Kontrolle
chlamydialer Infektionen des Genitaltrakts [Arno et al., 1990, Cotter et al., 1997]. Diese pro-
tektive proinflammatorische TH1-vermittelte Immunantwort kann jedoch neben der Erreger-

vernichtung auch zur irreversiblen Schidigung der Eileiter fiihren.

Die Zielzellen des Human Immunodeficiency Virus (HIV) sind zytokinproduzierende T-
Helferzellen. Die HIV-Infektion ist mit einer verminderten Produktion des Typ1-Zytokins IL-2,
welches die zellvermittelte Immunitdt stimuliert, verbunden. Demgegeniiber ist die humorale
Immunitdt aktiviert. Es kommt zu Hypergammaglobulindmie und Eosinophilie [Levy, 1994].
Diese Daten fithren zur Formulierung der nicht unumstrittenen Hypothese, derzufolge bei der
HIV-Infektion ein Zytokin-shift von Typ1 zu Typ2 stattfindet [Clerici et al., 1994, Clerici et al.,
2000, Romagnani et al., 1994]. Auf dieser Hypothese basiert die Annahme, dass eine starke
Typ1-Zytokinproduktion und eine aufrechterhaltene zellulire Immunitit mit einer fehlenden

Progression der HIV-Infektion einhergehen miisse. Die Typ1- und Typ2-Zytokinproduktion von
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Patienten mit schon lange bestehender HIV-Infektion, die eine stabile CD4(+)-Zellzahl und
keine Krankheitszeichen aufwiesen und von Patienten mit progressivem Krankheitsverlauf,
wurden daraufhin untersucht und verglichen. Die in vitro Phytohdmagglutinin (PHA)-
stimulierten mononukledren Zellen der Patienten ohne Krankheitsprozess zeigten im Vergleich
zu Patienten mit progressivem Krankheitsverlauf eine signifikante Erhohung der Typl-
Zytokinproduktion und eine signifikante Reduktion der Typ2-Zytikinproduktion [Clerici et al.,
1994, Clerici et al. 1996, Ullum et al., 1997]. Es korrelierte, wie angenommen, die Dominanz
der Typ2-Zytokine mit einem progredienten Krankheitsverlauf. Eine weitere Untersuchung
zeigte, dass Nabelschnurleukozyten von nichtinfizierten Kindern HIV-positiver Miitter nach
Phytohdmagglutenien (PHA)-Stimulation eine hohere IFNy/IL-10-Ratio aufwiesen als infizier-
te Kinder [Kuhn et al., 2001]. Eine stirkere relative Produktion des Typl-Zytokins IFNy im
Vergleich zum Typ2-Zytokin IL-10 war mit der Protektion vor einer perinatalen vertikalen

HIV-Infektion assoziiert.

Mithin lasst sich feststellen, dass eine verstiarkte TH1-vermittelte zelluldre Immunantwort dem

Fortschreiten und der vertikalen Transmission der HIV-Infektion entgegenwirkt.

Moglicherweise lassen sich die hier beispielhaft erlduterten Immunregulationsmechanismen fiir
Chlamydia trachomatis- und HIV-Infektionen auf Infektionen mit anderen intrazelluldren Mik-
roorganismen ausweiten. Die Ubertragung oder Abwehr von intrazelluliren Mikroorganismen
wiirde analog dazu durch eine Inhibition der THI-vermittelten zelluliren Immunantwort

und/oder eine Dominanz der TH2-vermittelten humoralen Immunantwort kompromittiert.

Sicherlich sind Immunregulationsvorgiange in vitro zu komplex, um in ein starres dichotomes
TH1/TH2-System gepresst zu werden. Es handelt sich vielmehr um ein interaktives Netzwerk,
in dem temporér ein bestimmter Reaktionsweg bevorzugt eingeschlagen wird, um das gemein-
same Ziel, beispielsweise die Erregervernichtung, zu erreichen. Dennoch stellt das TH1/TH2-
Modell ein niitzliches Schema zum besseren Verstindnis der unterschiedlichen immunologi-
schen Regulationsmechanismen dar und wird so auch zur Entwicklung neuartiger immunologi-

scher Therapieansitze beitragen.

1.6 Monozytire Zellen
An vorderster Front der zelluldren Abwehr stehen die Makrophagen deren Aufgabe in der Auf-
nahme korperfremden Materials und dessen Zerstérung besteht.

Monozytire Zellen stellen aulerdem einen erheblichen Anteil der APC. Sie sind an Stellen im

Organismus platziert, die besonders stark von korperfremdem Material frequentiert werden.
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Dazu gehoren die Langerhans-Zellen, die Antigene aus der Haut in die Lymphknoten tragen,
wo sie mit TH-Zellen in Kontakt kommen. DZ befinden sich in Sekundirfollikeln iiberwiegend
B-lymphozytir besiedelter Gebiete im Lymphknoten und in der Milz, wo sie mit B-Zellen in-

teragieren.

Des weiteren gibt es von Kupfer'sche Sternzellen am Rand der Lebersinusoide, Alveolar-
makrophagen in der Lunge, die Mikroglia des Gehirns, Makrophagen im interglomeruliren
Mesangium der Niere und Serosamakrophagen. Sie alle leiten sich von myeloischen Stammzel-
len ab, die die monozytiren Zellen hervorbringen. Die Monozyten stellen den zirkulierenden
Blutpool dieses Systems dar. Sie haben einen Durchmesser von 10-18 um, einen charakteristi-
schen hufeisenférmigen Kern und sind reich an Lysosomen und deren Enzymen Peroxidase

und saure Hydrolasen, die der Verdauung ingestierten Materials dienen.

In vitro verbinden sich die monozytéiren Zellen fest mit der Oberfldche von Glas und Plastikge-

falen.

Die Adhidrenz an Fremdmaterial wird durch spezielle Rezeptoren ermdglicht, die hohe Affinitét
zu IgG und Komplement haben. Ein haufig fiir die Erkennung von Monozyten verwandter
Marker ist CD14 (cluster of differentiation), der Rezeptor fiir Lipopolysaccharid-bindendes-
Protein (LBP), wodurch die Interaktion mit Gram-negativen Keimen moglich wird. Der Man-
nosyl-Fucosyl-Rezeptor (MFR) hat hohe Affinitit zu Zuckern in der Wand von entsprechend
umhiillten Bakterien. Ebenso wichtig fiir die Funktion von Monozyten sind Rezeptoren fiir die
Fc-Komponenten von IgG, die sich durch ihre Affinitdt unterscheiden und fiir die Opsonierung

extrazelluldren Materials zustdndig sind:
FcyRI, I und 111, beziehungsweise CD64, CD32 und CD16.

Des Weiteren finden sich auf der Oberfliche von Monozyten Komplementrezeptoren, die die

Aufnahme von Mikroorganismen erleichtern:
CR1 fiir C3 (CD35) und CR3 fiir C3bi (CD11b)

Fungieren Monozyten als APC, so exprimieren sie MHC-Klasse-1I. Je nach Differenzierung
finden sich weitere Oberflichenmerkmale auf Zellen der monozytiren Reihe. Diese Differen-
zierung wird unter anderem von Zytokinen gesteuert, die teilweise von aktivierten Monozyten
selbst produziert werden oder von TH-Zellen stammen. Die Zytokine spielen auch bei der Pro-
liferation von Monozyten und deren Aktivierung gegeniiber verschiedenen Antigenen eine ent-
scheidende Rolle, was bei der Besprechung der einzelnen IFN und IL noch zur Sprache kom-

men wird. [Lydard et al., 1993; Roitt et al., 1993]
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Monozyten gehoren zu den wesentlichen Produzenten von IL-12 [D"Andrea et al., 1992; Trin-

chieri, 1993; Hayes et al., 1995; Snijders et al., 1996].

1.7 Natiirliche Killerzellen

Vor tiber 20 Jahren wurden erstmals NK als eigene Subpopulation von Leukozyten identifiziert
[Saksela et al., 1979]. Seitdem existiert dank anhaltendem Fortschritt in zell- und molekular-
biologischen, sowie immunologischen Untersuchungsmethoden eine enorme Informationsfiille
tiber die Funktion und Regulationsmechanismen der NK innerhalb des adaptiven Immunsys-

tems [Lanier et al., 1998; Long et al., 1999].

NK sind aus dem Knochenmark stammende, grof3e granulierte Lymphozyten (LGL) [Burshtyn
et al.,, 1997], die sich zusammen mit T-Lymphozyten aus einer gemeinsamen Knochenmark-
stammzelle entwickeln [Spitz et al., 1995]. Anders als die T-Lymphozyten bendtigen NK weder
RAG-Gene [Mombaerts et al., 1992; Shinkai et al., 1992] fiir ihre Entwicklung noch den Thy-
mus als Ausreifungsort [Spitz et al. 1995]. Thr Anteil an der Gesamtlymphozytenzahl des peri-
pheren Blutes liegt zwischen fiinf und 20 Prozent. In der Milz von Kindern und Erwachsenen
sind sie zu etwa fiinf Prozent vertreten [Trinchieri, 1989], wobei durch fluBzytometrische Ana-
lysen (FACS) unter Nutzung des NK-typischen Oberflichenepitop-Markers CD56 einen Anteil
von 25% an den in der Milz lokalisierten Lymphozyten zeigten [Witte, 1989].

Als Effektorzellen der angeborenen Immunantwort agieren NK gegen pathogene Viren, intra-
zelluldre Bakterien und Parasiten [Biron et al., 1999; Scott et al., 1995; Unanue, 1997]. AulBer-
dem spielen sie eine wichtige Rolle in der frithen Phase der Immunrekonstitution nach einer
Knochentransplantation [Jacobs, 1993] und als Abwehrzellen gegeniiber malignen Tumoren
[Biron et al., 1999; Whiteside et al., 1995]. Durch Freisetzung ihrer azurophilen Granula, die
Perforin und Granzyme enthalten, filhren NK ohne vorherige Sensibilisierung zum program-
mierten Zelltod (Apoptose) transformierter oder infizierter Zellen [Smith et al., 2000]. Beim
Fehlen von NK oder NK-defekten wie dem Chediak-Steinbrinck-Higachi-Syndrom oder dem
lymphoproliferativen Syndrom X steigt demzufolge die Inzidenz viraler Infektionen und ma-

ligner Tumorerkrankungen deutlich an [Haliotis et al., 1980; Sullivan et al., 1980].

NK erfiillen in der Frithphase einer Immunantwort eine weitere wichtige Aufgabe. Sie kdnnen
sofort Zytokine bilden und freisetzen, wohingegen die eigentlich dafiir verantwortlichen T-
Lymphozyten fiir ihre immunologische Antwort ldngere Zeit bendtigen, insbesondere IFNy
[Bancroft et al., 1987; Lanier, 1998]. TNFa [Scharton-Kersten et al., 1997], Granulozyten-
Makrophagen-Kolonien-bildender Faktor (GM-CSF) [Kim et al., 1998], Lymphotactin,
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Lymphotoxin [Cuturi et al., 1987], IL-3, IL-5, IL-8, IL-10, IL-13 [Warren et al., 1995], MIP-1-
alpha und MIP-1-beta (Makrophagen-inflammatorisches-Protein) [Bluman et al., 1996] werden
von NK produziert.

NK lassen sich ebenso wie T-Zellen anhand ihrer exprimierten Oberflichenmolekiile identifi-
zieren. Charakteristisch fiir NK ist die Expression von CD56 und CD16, sowie das Fehlen von
CD3 (typisch fiir T-Lymphozyten). CD16 (FcyRII) ist ein Rezeptor fiir die Fc-Region von IgG
[Daeron, 1997], der die NK zur ADCC befahigt [Lanier, 1983; Perussia et al., 1983].

Die Zielzellerkennung der NK kann antikdrpervermittelt oder unmittelbar erfolgen, wozu in

beiden Féllen verschiedene Rezeptoren benotigt werden.

Die unmittelbare Zielerkennung der NK unterscheidet sich grundlegend von der der zytotoxi-
schen T-Zelle, die mittels ihres T-Zell-Rezeptors (TCR) an MHC gebundene Fremdpeptide
erkennt und sich durch diese aktivieren ldsst [Townsend et al., 1989]. Im Gegensatz dazu wird
die NK durch eine auf der Zielzelle verminderte oder génzlich fehlende Expression von MHC-
Klasse-I-Molekiilen stimuliert (Missing-self-Hypothese) [Kérre, 1985; Kérre 1997; Reyburn et
al., 1997].

Es ist bekannt, dass Tumorzellen und virusinfizierte Zellen MHC-Klasse-I-Molekiile regulieren
und somit einer Immuniiberwachung durch T-Zellen entgehen. NK konnen diese Zellen erken-
nen und lysieren, wéihrend sie gesunde Zellen verschonen [Long et al., 1997; Parham, 1997].
Hierzu benutzen sie zum einen aktivierte Rezeptoren, die zur Zelllyse fiihren, und zum ande-
ren inhibierende Rezeptoren, die NK-Zell-Aktivierung regulieren. Die Homoostase beider Re-
zeptortypen bestimmt das jeweilige Verhalten der NK [Long et al., 1997; Vales-Gomez et al.,
2000a, Vales-Gomez et al., 2000b].

Abhéngig von ihrem Genotyp und ihrem Aktivierungsstatus konnen NK im Rahmen einer
Knochenmark- beziehungsweise einer Stammzellentransplantation sowohl niitzlichen als auch
schidlichen Einfluss ausiiben. Die Bedeutung der NK wurde bei der graft-versus-host disease
(GvHD), der TransplantatsabstoBung sowie der graft-versus-leukemia (GvL)-Reaktion nach-

gewiesen [Murphy et al., 1993; Ruggeri et al., 1999].

1.8 Dendritische Zellen

Normalerweise werden T-Zellen von professionellen APC aktiviert. Dazu zihlen neben den

Makrophagen und den aktivierten B-Zellen die DZ.
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DZ spielen eine wichtige Rolle bei der spezifischen humoralen und zelluldren Immunreaktion.
Sie gelten als die effizientesten Antigen prisentierenden Zellen [Steinmann, 1991], die in ho-

hem MaBle MHC-I- und MHC-II-Molekiile und kostimulatorische Signalmolekiile exprimieren.

DZ wurden bereits 1868 als Langerhans Zellen der Epidermis beobachtet, und wurden erstmals
1973 von Steinmann und Kollegen beschrieben [Steinmann et al., 1973]. DZ sind vom Kno-
chenmark abstammende APC, die fiir die Induktion einer priméren als auch sekundiren T-
Zellvermittelten Immunantwort erforderlich sind [Steinmann, 1991; Caux et al., 1995]. Als
APC sind sie darauf spezialisiert Antigene aufzunehmen, zu prozessieren und diese im Kom-
plex mit MHC-I- und MHC-II-Molekiilen naiven T-Zellen zu présentieren. Sie umfassen ein
System, das im nicht-lymphatischen Gewebe aller Organe mit Ausnahme des Gehirns, Teile
der Augen und der Testes [Hart, 1997], im lymphatischen Gewebe, dem Blut und der afferenten
Lymphe vertreten ist.

Im nicht-lymphatischen Gewebe sind sie als Langerhans Zellen in den Epithelien der Haut, der
Mukosa und der Lunge vertreten, im Interstitium der meisten Organe als interstitielle DZ. Im
Blut représentieren sie die Blut-DZ, in der afferenten Lymphe die afferenten lymphatischen DZ
und in den lymphatischen Geweben wie den zellreichen Arealen innerhalb der sekundiren
lymphatischen Organe werden sie als interdigitierende DZ bezeichnet. AuBerdem sind sie, so-
wohl in der Medulla des Thymus vorzufinden, als auch in den B-Zell-Follikeln der sekundéren

lymphoiden Organen, wo sie als germinal center DZ bezeichnet werden.

Obwohl die Beziehung zwischen den verschiedenen DZ-Populationen noch nicht vollstindig
verstanden ist, ist man der Annahme, dass sie verschiedene Differenzierungsstadien représen-

tieren, die mit den Zirkulationswegen verbunden sind [Steinmann, 1991].

DZ haben die Fihigkeit endogene Proteine mittels MHC-I-Molekiilen und exogene Proteine
tiber MHC-II-Molekiile zu priasentieren. Dies ermoglicht sowohl eine Aktivierung von zytoto-
xischen T-Zellen, als auch von TH-Zellen. DZ besitzen auBBerdem einen Weg fiir den Export
exogener Antigene von endozytotischen Kompartimenten ins Zytosol. Dieser Transportweg ist
auf DZ beschrinkt und spezifisch fiir internalisierte Proteine. Die Existenz dieses Membran-
Transportweges zeigt die Moglichkeit der DZ auf, internalisierte Antigene auch iiber MHC-I-
Molekiile zu priasentieren [Rodrigues et al., 1999], was auch als cross-priming bezeichnet wird.
In den Lymphknoten bilden die DZ iiber verschiedene Adhisionsmolekiile, im besonderen
CD54, CD50 und CDS58, die verstérkt von reifen DZ exprimiert werden, Aggregate mit den T-
Zellen. Die Interaktion der DZ mit den T-Zellen wird durch die spezifische Bindung des T-
Zellrezeptors an den MHC-Peptid-Komplex stabilisiert, welches das erste Signal fiir die Akti-
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vierung der T-Zellen darstellt. Ein zweites kostimulatorisches Signal ist unbedingt erforderlich,
um die Zellproliferation zu ermdglichen und T-Zellanergie zu verhindern. Dieses Signal wird
durch die Interaktion von CD80 und CD86, die beide von DZ exprimiert werden, mit CD28 auf
T-Zellen libermittelt.

Die Verfligbarkeit groBer Mengen an DZ, sowie die Identifikation vieler tumorassoziierter An-
tigene (TAA) in jiingster Zeit, haben neue Mdglichkeiten fiir Vakzinierungstherapien geschaf-
fen, besonders im Hinblick auf die Generierung einer zytotoxischen T-Zellantwort gegen
Tumorantigene. In Tiermodellen wurde bereits gezeigt, dass durch TAA-beladene DZ eine Tu-
morprotektion und sogar eine Regression etablierter Tumore induziert werden kann [Mayor-
domo et al., 1995; Celluzzi et al., 1996]. Weitere Beladungsstrategien fiir DZ, die erfolgreich
durchgefiihrt wurden, sind die Beladung DZ mit Tumorlysat [DeMatos et al., 1998] oder die
Fusionierung DZ mit Tumorzellen [Gong et al., 2000].

1.9 Zytokine

1.9.1 Interleukin 4

IL-4 wird in der vorherrschenden Literatur als prototypisches immunregulatorisches Zytokin
bezeichnet. Das 20 kD grof3e Molekiil wird hauptsédchlich von TH-Zellen Typ2 (TH2), den bio-
logisch wirksamsten Helfern der B-Zellen, sowie von Mastzellen gebildet. Umgekehrt beein-
flusst IL-4 die Differenzierung von CD4(+) T-Lypmphozyten zum Subtyp der TH2-Zellen
[Swain et al., 1990, Brown et al., 1997].

1982 haben die Erstbeschreiber IL-4 als Proliferationsinduktor fiir Anti-IlgM-aktivierte B-
Zellen identifiziert und B-Zell-stimulierender Faktor (BSF-1) genannt [Howard et al., 1982].
Allerdings vermittelt es dariiber hinaus nicht wenige andere B-Zell-Antworten, wie erhohte
Expression von MHC Klasse II-Molekiilen auf der Oberfliche der B-Zellen [Noelle et al.,
1984; Brown et al, 1987], was deren Kapazitit auf andere B-Zell-Stimuli zu reagieren und

wiederum antigene Doménen den T-Zellen zu prasentieren, erhoht.

Ein weiteres Oberflichenmolekiil, dass durch IL-4 auf B-Zellen hochreguliert wird ist CD23,
der niedrig affine Fc.-Rezeptor [Defrance et al., 1987; Brownet al., 1997]. Durch IL-2 ausge-
l16ste Effekte in B-Zellen, vor allem die Proliferation, werden durch IL-4 antagonisiert, indem
der aktivierte IL-2-Rezeptor herunterreguliert wird; eine Wirkung, die durch IFNy aufgehoben

werden kann [Ibelgaufts, 1992], und wie man mittlerweile weil3, auch durch IL-12:
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I1-12 ist fiir IL-2 der stirkste kostimulatorische Proliferations- und Differenzierungsfaktor von

hochaufgereinigten B-Zellen in vitro [Jelinek et al., 1995].

In den friihen neunziger Jahren beobachteten dann verschiedene Arbeitsgruppen einen regula-
torischen Effekt von IL-4 auf die Apoptose in normalen und in transformierten B-Zellen
[Brown et al., 1997]. Eine der wichtigsten Funktionen von IL-4 in vitro ist unbestritten die Re-
gulation des Ig-Isotypen-switching hinsichtlich einer gesteigerten Sekretion von IgG und IgE,

ein Synonym fiir 11-4 ist IgE-enhancing-factor.

I1-4 hat aber auch Effekte auf andere Zellsysteme. Bereits auf der Ebene der Himatopoiese
nimmt es eine Schliisselrolle in der Zelldifferenzierung ein, wobei es zum Teil im Zusammen-
spiel mit Stammzellfaktor (SCF), die Vorlaufer simtlicher myeloider Zellreihen, sowohl for-
dernd, als auch inhibitorisch beeinflussen kann [Keller et al., 1994]. Die gesteigerte Differen-
zierung von CD4(+)-T-Zellen zum TH2-Subtyp wurde bereits erwédhnt. Ein weiteres Synonym
fiir IL-4 ist T-cell-growth-factor-2. Die zytotoxische Zellaktivitdt kann unabhéngig vom expe-

rimentellen System durch IL-4 angeregt oder gehemmt werden.

Des Weiteren beeinflusst IL-4 Zellen, die an der spdten Phase entziindlicher Reaktionen teilha-
ben. Es ist ein Proliferationsfaktor fiir Endothelzellen und regt die Zytokinproduktion dieser
Zellen an. Es steigert die Phagozytoseaktivitit von neutrophilen Granulozyten. Hier hat es syn-
ergetische Effekte mit GM-CSF. Fiir eosinophile Granulozyten ist es chemotaktischer Faktor
und steigert die Expression von CD23 [Brown et al., 1997].

Zu den inhibitorischen Effekten von IL-4 gehort die Unterdriickung der Expression von IL-1,
[1-6 und TNFa in Monozyten. Eine Vorbehandlung von Makrophagen mit IL-4, die anschlie-
Bend mit bakteriellen Endotoxinen oder IFNy in Kontakt gebracht werden, fiithrt zu gesteigerter
Expression von MHC-Klasse-II-Molekiilen, und verhindert gleichzeitig die Bildung
proinflammatorischer Mediatoren wie IL-1, TFNa, und Prostaglandin E2 (PGE,) [Feldmann,
1996; Ibelgaufts, 1992]. Bei NK kommt es unter IL-4 Einfluss zur Bremsung der durch IL-2-
induzierten Aktivitét [Ibelgaufts, 1992].

Klinischen Nutzen erhofft man sich aus der Bedeutung, die IL-4 fiir die Entwicklung allergi-
scher Reaktionen hat. Es ist ein Wachstumsfaktor fiir Mastzellen, der erhohte IgE-Spiegel her-
vorruft. Hohe IL-4-Spiegel sind assoziiert mit atopischer Dermatitis und Heufieber [Brown et

al, 1990; Ricci, 1994].

In der Erforschung von Autoimmunerkrankungen und in der Transplantationsmedizin erhofft

man sich einen Nutzen vom Einsatz von IL-4.
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Dagegen konnen die IL-4-Wirkungen in Zusammenhang mit Infektionen je nach Erreger pro-
tektiver, aber auch destruktiver Natur sein. Das gleiche duale Verhalten findet man auch bei

weiteren Tumormodellen [Brown und Hural, 1997].

Genaue Kenntnisse tiber die Zusammenhénge bestehen bislang nur in vitro oder im Tiermodell.
Im Regelfall agiert dort IL-12 als TH1-Zytokin als Gegenspieler zum TH2-Zytokin IL-4, bei-
spielsweise bei der murinen Leishmaniainfektion, bei der Miuse mit iiberwiegend TH2-

Antwort dem Erreger erliegen, es sei denn, sie werden mit IL-12 behandelt [Trinchieri, 1994].

1.9.2 Interleukin 10

IL-10 wurde erstmals 1989 als Zytokin-Synthese-inhibierender Faktor (CSIF) von Fiorentino
und Mitarbeitern beschrieben [Fiorentino et al., 1989]. Es ist ein 35 bis 40 kDa groB3es und aus
178 Aminoséduren aufgebautes, sdurelabiles Protein, das von aktivierten T-Zellen, tiberwiegend

von TH2 Zellen, produziert wird [Moore et al., 1993, Mosmann, 1994].

Man fand eine aus murinen TH2-Zellen stammende Aktivitit, die die IFNy-Produktion von
TH1-Zellen supprimierte [Fiorentino et al., 1989]. Daher wurde das Polypeptid zunédchst Zyto-

kin Synthese inhibierender Faktor genannt.

IL-10 wird hauptsdchlich von T-Lymphozyten produziert, aber zusdtzlich auch noch von Mo-
nozyten [de Waal Malefyt et al., 1991] und Virus infizierten B-Zellen [Benjamin et al., 1992,
Burdin et al., 1993].

Da IL-10 zwar tiberwiegend von TH2-Zellen, aber auch von TH1-Zellen produziert wird, ist es
kein spezifisches TH2-Zytokin. Es ist jedoch in der Lage eine TH1-vermittelte Immunantwort
zu inhibieren. IL-10 unterdriickt somit die Reifung von TH1-Zellen und fordert die Polarisation
zu TH2-Zellen. Dadurch wird die humorale Immunantwort gesteigert und gleichzeitig die zel-
luldre Immunantwort unterdriickt [Mosmann, 1994]. Das fiihrt zu einer Steigerung der B-Zell
Proliferation sowie einer gesteigerten Differenzierung von Plasmazellen [Rousset et al., 1992].
IL-10 supprimiert aber nicht nur die TH1-Zellproliferation, sondern inhibiert vor allem deren
Zytokinproduktion. Das Zytokin nimmt, neben transformierenden Wachstumsfaktor (TGFp),
eine zentrale Stellung in der Unterdriickung der Zytokinproduktion, einschlieBlich seiner eige-
nen Synthese [de Waal Malefyt et al., 1991,Fiorentino et al., 1991] und der Freisetzung von
Stickstoffmonoxid (NO)-Radikalen [Gazzinelli et al., 1992] monozytérer Zellen ein.

In vitro Untersuchungen haben sowohl immunstimulatorische, als auch die immunsuppressive

Aktivitdten von IL-10 gezeigt.
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In Kombination mit IL-4 verstdrkt IL-10 die Proliferation von T-Zellen. Seine unterschiedli-
chen immunregulatorischen Wirkungen zeigt IL-10 in seiner Féhigkeit zur Synthesehemmung
verschiedener Zytokine, wie vor allem IFNy der TH1-Zellen. So wirken zum Beispiel IL-10

und IFNy beziiglich ihrer Funktion und Produktion antagonistisch [Chomarat et al., 1993].

Bei den bisher untersuchten Wirkungen von IL-10 auf Granulozyten {iberwiegt der hemmende
Einfluss. So wird die Migration der Granulozyten durch die Reduktion der Expression von Ad-
hisionsmolekiilen auf Endothelzellen vermindert [Krakauer, 1995]. Bei humanen eosinophilen
Granulozyten antagonisiert IL-10 auBerdem die durch lipopolysaccarid (LPS) verlingerte U-
berlebensrate [Kroegel et al., 1994].

IL-10 ist wie bereits zuvor erwdhnt im Gegensatz zu IFNy ein antiinflammatorisches Zytokin.
Seine immunsuppressive Aktivitdt wird vor allem durch die Unterdriickung von Makropha-
genfunktionen — in Synergie mit IL-4 und dem TGFa vermittelt. Es bewirkt die Hemmung der
Makrophagen-vermittelten Zytokinsynthese in mononukleédren Zellen, vor allem NK und TH1-
Zellen. Die MHC II-Expression auf Makrophagen und die Makrophagen-vermittelte Prolifera-
tion von THO- und TH1-Zellklonen wird gehemmt. Gleichzeitig wird durch Inhibition der NO-
Synthese (Inaktivierung des TNFa-Effektes) die Effektivitdt der Makrophagen bei der Abto-

tung von Mikroorganismen vermindert. IL-10 stimuliert B-Lymphozyten.

Die Proliferation von B-Lymphozyten und die Sekretion von Immunglobulinen nehmen zu. IL-
10 zwingt demzufolge eine Immunreaktion in Richtung einer humoralen TH2-vermittelten

Immunantwort.

Das antiinflammatorisch wirkende Zytokin IL-10 fungiert also als Makrophagen- und T-Zell-
Inhibitor und als Aktivator der Immunglobulinproduktion. Seine Produktion beziehungsweise
seine Anwendung konnte sich positiv zum Beispiel auf eine THI1-vermittelte Autoimmuner-
krankung auswirken. Negative Auswirkungen auf den Wirtsorganismus wiren durch die Hem-
mung einer effektiven TH1-vermittelten zelluliren Abwehrreaktion gegen intrazelluldre Pa-

thoorganismen zu erwarten.

1.9.3 Interleukin 12

Zuerst in EBV-transformierten B-Zellen [Kobayashi et al., 1989; Stern et al., 1990], wird 1L-12
im menschlichen Blut hauptsdchlich von Monozyten und Makrophagen zusammen mit B-
Zellen und anderen akzessorischen Zellen produziert [D’Andrea et al., 1992; Trinchieri, 1993
a]. Auch Granulozyten kdnnen zur IL-12-Synthese angeregt werden [Cassatella et al., 1995]. In
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jingster Zeit richtet sich das Interesse auf die I1-12 Produktion von DZ [Heufler et al., 1996]
und Langerhans Zellen [Kang et al., 1996].

Bakterien, bakterielle Produkte und intrazelluldre Parasiten sind gute IL-12 Induktoren in vivo
[D’Andrea et al., 1993; Hsieh et al., 1993]. In der Erstbeschreibung wurde IL-12 als natural
killer cell stimulatory factor (NKSF) vorgestellt [Kobayashi et al., 1989]. Das liegt an seiner
Féhigkeit NK proliferieren zu lassen und zu aktivieren. Ein weiterer der zuerst beobachteten
Effekte von IL-12 ist die Generierung zytotoxischer T-Zellen. 1990 wurde IL-12 in diesem
Zusammenhang als cytotoxic lymphocyte maturation factor (CLMF) beschrieben [Stern et al.,
1990].

Eine mittlerweile anerkannt wichtige Rolle hat IL-12 bei der Differenzierung von TH1-Zellen
[Hsieh et al., 1993; Trinchieri, 1993; Manetti et al., 1993], die es verstirkt zusammen mit IFNy
fordert. TH1-Zellen selbst wiederum produzieren IFNy und IL-12, sowie IL-2, so dass es zu
einer autoregulativen Augmentation kommt. Die TH1-Antwort ist assoziiert mit zellvermittel-
ter Immunitét und Resistenz gegen intrazelluldre Pathogene, vor allem intrazellulére Bakterien
und Parasiten. Sie fithrt zu Hypersensitivitdtsreaktionen vom verzogerten Typ und unterstiitzt

lokale Entziindungsreaktionen.

Im Gegensatz dazu wird die Antwort durch TH-Zellen vom TH2-Subtyp im Rahmen von
Wurminfektionen und allergischen Krankheitsbildern beobachtet. Die TH2-Zytokine 1L-4 und
IL-10 kdnnen TH1-Zellen inhibieren, wie umgekehrt die TH1-Produkte IFNy, TNFo und IL-2
in der Lage sind, das Wachstum der TH2-Subpopulation zu unterdriicken. Dieser inhibitorische
Effekt konnte fiir IL-12 bislang nicht beobachtet werden [Young et al, 1995; Bellardelli, 1995].
AuBerdem wirkt IL-12 bei der Kontrolle von Immunantworten mittels T-Zellen und der Akti-
vierung von Makrophagen mit durch seine Fihigkeit IFNy zu induzieren [Chan et al., 1992].
Aufgrund dieser Eigenschaften wird IL-12 eine nicht unwesentliche Rolle bei der Pathogenese
chronisch entziindlicher und Erkrankungen allergischer Genese zugeschrieben. Auch ist ange-
dacht, ob IL-12 bereits auf der Ebene der Hamatopoiese auf das Immunsystem einwirkt, indem
es die Blutzellneubildung zusammen mit anderen Faktoren wie IL-6, G-CSF, IL-11, IFNy und
TNFa, in Richtung einer verbesserten Abwehr gegen Viren und intrazelluldre Parasiten modu-

liert [Bellone et al., 1994; Jacobsen et al., 1993].

Trotz der viel versprechenden Ergebnisse in vitro und in tierexperimentellen Tumormodellen
[Chehimi et al., 1994; Brunda, 1993] wird die klinische Einfiihrung von IL-12 wegen schweren

Nebenwirkungen [Nadeau et al., 1995] zuriickhaltend begonnen.
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Die Bedeutung von IL-12 bei Virusinfektionen [Chehimi et al., 1993] ist verstirkt ins wissen-
schaftliche Interesse geriickt, nicht zuletzt seit im Serum HIV-infizierter Patienten ein vermin-
derter IL-12-Spiegel gemessen wurde [Chehimi et al., 1994], was mdglicherweise den Aus-
bruch einiger HIV typischer opportunistischer Erkrankungen begiinstigt [Chehimi et al., 1994;
Romani et al., 1994; Castro et al., 1995].

Erste Hinweise auf die Art des IL-12-Rezeptors datieren aus dem Jahr 1991 als eine Arbeits-
gruppe feststellte [Chizzonite et al., 1991], dass die Neutralisierung der p40-Untereinheit die
bis dahin bekannten biologischen Effekte von IL-12 auf aktivierte humane Lymphoblasten
blockierte [Chizzonite et al., 1991]. Bisher wurden IL-12-Rezeptoren auf mitogen- oder 1L-2
aktivierten T-Zellen und NK nachgewiesen [Chizzonite et al., 1992; Desai et al., 1992]. Friihe
Hinweise auf die Verwandtschaft des IL-12-Rezeptors mit der gp130-assozierten Hdmatopoie-
tin-Rezeptorfamilie konnten mittlerweile bestétigt werden. Daher existieren auch mehrere Re-
zeptorformationen verschiedener Affinitidt [Chua et al., 1994]. Die vielfdltigen biologischen
Effekte von IL-12 sind Gegenstand intensiver Forschungsbemiihungen. Dagegen ist wenig
bekannt iiber die Regulation von IL-12, insbesondere iiber den Stellenwert seiner beiden Un-

tereinheiten.

1.9.4 Tumor-Nekrose Faktor alpha

TNFa ist als ein physiologischer Mediator bei Entziindungsreaktionen [Grunefeld et al., 1990]
sowie der Tumorabwehr [Havell et al., 1988, North et al., 1988] bekannt und wurde urspriing-
lich auf Grund seiner Fahigkeit maligne Tumoren zu zerstéren entdeckt [Carswell et al., 1975,
Old, 1985]. Das 17 kDa grof3e Polypeptid ist in seiner biologisch aktiven Form aus 157 Amino-

sduren aufgebaut.

Hauptproduzenten vom TNFa sind aktivierte Monozyten und Makrophagen [Beutler et al.,
1989, Mannel et al., 1980]. Daneben wird TNFa auch von B-Lymphozyten, T-Lymphozyten
und NK synthetisiert [Tracey et al., 1993]. TNFa aktiviert das Phagozytosepotential und die
zytotoxische Funktion von Granulozyten [Figari et al., 1987], die Zytotoxizitidt von Monozyten
und NK [Philip et al., 1986], und aktiviert Endothelzellen durch Induktion von Adhisionsmo-
lekiilen [Gamble et al., 1985].

TNFa har dariiber hinaus systemische Wirkungen als zentraler Mediator der Akutphasereaktion
durch seine Eigenschaft als endogenes Pyrogen und die Induktion weiterer Mediatoren wie IL-

1 und IL-6 [Dinarello et al., 1986].
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TNFa-Rezeptoren werden von Endothelzellen und Fibroblasten [Cerami, 1993, Tracey et al.,
1993], Monozyten beziehungsweise Makrophagen [Bachwich et al., 1986], neutrophilen Gra-
nulozyten [Klebanoff et al., 1986], eosinophilen Granulozyten [Silberstein et al., 1986] sowie
von T- und B-Zellen [Scheurich et al., 1987, Ziegler-Heitbrock, 1989] exprimiert.

Pathophysiologische Bedeutung besitzt TNFa bei der iiberschieBenden Akutphasereaktion im
Rahmen einer Sepsis, wihrend die Endotoxin-induzierte massive endogene TNFa Freisetzung

zu Organversagen, Schock und Tod fiihren kann.

1.9.5 Interferon-y

Bereits 1965 von Wheelock entdeckt, gehdrt [IFNy zu den am besten untersuchten Immunmedi-
atoren. Dabei hat man festgestellt, dass es das Immunsystem in intensiverer und vielféltiger

Weise moduliert als die meisten anderen Zytokine.

IFN-y wurde aufgrund seiner antiviralen Aktivitét identifiziert und zundchst Immuninterferon
genannt [Wheelock, 1965]. Es ist ein 34 dDa-Polypeptid, das nur wihrend pathologischer Zu-
stainde (Traumata, Infektionen, Neoplasien oder Autoimmungeschehen) von aktivierten NK,
TH1-Zellen und CD8-zytotoxischen T-Zellen in nachweisbaren Mengen sezerniert wird. In
Abgrenzung zu den so genannten Typl-Interferonen IFNa und IFNB wird IFNy auch als TyplI-
oder Immun-Interferon bezeichnet. IFNy-Rezeptoren sind praktisch auf allen Koérperzellen

vorhanden.

Von NK stammendes IFNy nimmt eine wichtige Stellung in der Resistenz infektioser Erreger
ein. Die Stimulation der NK erfolgt iber von Makrophagen produziertes TNFa und IL-12, so-
wie autoregulativ durch IFNy selbst [Boehm et al., 1997]. IL-12 bewirkt synergetisch mit IL-2
die Induktion von IFNy durch mRNA-Stabilisierung [Chan et al., 1992].

Von T-Zellen stammendes IFNy sorgt zusammen mit anderen Zytokinen fiir die Aktivierung
der APC. Umgekehrt ist der wichtigste Stimulus zur IFNy-Produktion fiir CD4-T-Zellen die
Prisentation von antigenen Determinanten im Kontext mit MHC-Klasse-II-Molekiilen und fiir
CDS8-T-Zellen das Antigen mit dem MHC-Klasse-I-Molekiil. Unter experimentellen Bedingun-
gen werden diese Reize durch unspezifische T-Zell-Aktivatoren ersetzt, wie Phythdmagglutini-
nen oder Concavalin A, von denen man mittlerweile weil3, dass sie die Transkription des IFNy-

Gens unmittelbar beeinflussen [Young et al., 1995].

IFN-y wirkt aber auch selbst als autokriner Faktor auf die Entwicklung von T-Zellen. Es fordert
zusammen mit IL-12 die Differenzierung und das Wachstum von TH-Zellen vom Subtyp THI1,
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die selbst wieder IFNy und IL-12 produzieren, sowie IL-2. Die TH1-Antwort ist assoziiert mit
zellvermittelter Immunitit und Resistenz gegen intrazelluldre Pathogene, vor allem intrazellu-
lare Bakterien und Parasiten. Sie fithrt zu Hypersensitivitdtsreaktionen vom verzdgerten Typ

und unterstiitzt lokale Entziindungsreaktionen.

Im Gegensatz dazu wird dir TH2-Antwort im Rahmen von Wurminfektionen und allergischen

Krankheitsbildern beobachtet [ Young et al., 1995].

Noch wenig Klarheit herrscht tiber die Bedingungen unter denen sich das Gleichgewicht in die
eine oder die andere Richtung verschiebt. So ist zum Beispiel von IFNa bekannt, dass es die
Anzahl von THI1-Zellen steigern und den suppressiven Effekt von IL-4 auf die IFNy-

Produktion antagonisieren kann [Brinkmann et al., 1993].
Auf B-Zellen hat IFNy eine ganz andere Wirkung:

Es inhibiert die LPS-induzierte, aber stimuliert die anti-p- und Staphylococcus aureus Cowan
strain I (SAC) induzierte B-Zellproliferation. Als Gegenspieler zu IL-4 hemmt es die MHC-II-
und die CD23-Expression auf der Oberfliche IL-4-stimulierter B-Zellen und unterdriickt die
Produktion von IgG1 und IgE zugunsten der IgG2a-Synthese [Snapper et al., 1988; Young et
al., 1995; Boehm et al., 1997].

Fiir monozytire Zellen ist INFy von entscheidender Bedeutung. Schultz und Kleinschmidt ha-
ben 1983 INFy als macrophage activating factor (MAF) beschrieben [Schultz et al., 1983]. Es
erhoht die Zytotoxizitdt von Makrophagen gegen Tumorzellen und mikrobielle Pathogene. In
diesem Zusammenhang ist wichtig zu erwdhnen, das INFy und LPS synergetisch bei der Induk-
tion von NO wirken, ein Effekt, der in seinen molekularen Mechanismen bereits sehr gut unter-
sucht ist. Auch hier, bei der Induktion der Nitroxidsynthase und dem so genannten respiratory
burst, fungieren INFy und IL-4 als Gegenspieler, indem IL-4 die INFy-vermittelte TH1-
Antwort inhibiert [Boehm et al., 1997]. Mittels Induktion von MHC-Antigenen aktiviert INFy
die Antigenprozessierung und Antigenprdsentation durch Makrophagen [Young and Hardy,
1995; Feldmann, 1996], was wiederum, wie bereits schon erwahnt, essentiell fir die T-Zell-
Stimulation zur IFNy-Produktion ist. Allerdings beginnt die Beeinflussung der monozytdren
Zellreihe durch IFNy schon auf Knochenmarkebene, indem IFNy die Differenzierung von Vor-
lauferzellen zu Monozyten induziert [Perussia et al., 1983]. In mehreren Publikationen aus den
letzten Jahren ist auch von anderen Zelllinien als IFNy-Produzenten die Rede. 1993 wurde be-
schrieben, dass CD5(+)-CLL-B-Zellen IFNy produzieren, was ihnen als Schutz vor CD23-
vermittelter Apoptose dient [Buschle et al., 1993].
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Das Gen fiir das humane IFNy liegt auf Chromosom 12. Auch das murine Gen konnte bereits
identifiziert werden, und es gelang 1993 IFNy- sowie IFNy-Rezeptor-defiziente Miuselinien zu
generieren [Dalton et al., 1993; Huang et al., 1993]. Die Tiere zeigen eine erhohte Empfang-
lichkeit fiir bestimmte Krankheitserreger, die am ehesten mit einer Schwiachung des THI-

Armes der Abwehr in Einklang zu bringen ist [Boehm et al., 1997].

Die therapeutischen Hoffnungen hinsichtlich seiner antiproliferativen Wirkung auf Tumorzel-
len, die in den frithen 80iger Jahren in IFNy gesetzt wurden, wurden nicht erfiillt. Eine systemi-
sche Anwendung ist in therapeutischen Dosierungen zu toxisch. Die lokale Anwendung von 3-
IFN ist wegen seiner ausgezeichneten Gewebegingigkeit oft besser geeignet. Aus diesem
Grund wird IFN auch der Vorzug gegeben in Studien, die das Ausmal3 der Strahlensensibili-
sierung von Tumorgewebe durch Interferone ermitteln sollen, beispielsweise beim Sarkom

[Griindel et al., 1997].

Andere Anwendungen in der Onkologie werden kontrovers diskutiert, wie die Kombinations-
therapie beim metastasierten Nierenzell-Karzinom [Canobbio et al., 1996]. Ob INFy mogli-
cherweise als Verlaufsparameter fiir B-CLL [Rojas et al., 1996] oder Multiple Sklerose [Marti-
no et al., 1996] geeignet ist, bleibt abzuwarten. Ebenso ob therapeutischer Nutzen aus der Tat-
sache gezogen werden kann, dass IFNy an der friihen AbstoBungsreaktion von Transplantaten

beteiligt ist [Zuo et al., 1995].

Zusammengefasst vermittelt das Zytokin IFNy zytotoxische, antivirale und antineoplastische
Aktivitit. Es ist essentiell fiir die Abwehr intrazelluldrer Pathogene, kann aber auch durch U-

berexpression und Verschiebung der Zytokinbalance auch autoimmune Reaktionen dominieren.

1.10 Aktivierung von T-Zellen

Die Aktivierung von T-Zellen vollzieht sich durch das Zusammenspiel verschiedener exogener
und endogener Faktoren und miindet in der Differenzierung der Zellen zu hochspezialisierten
Effektorzellen. Zunichst wird von APC ein Peptidantigen an der Oberfldche prisentiert, an das
der entsprechende T-Zell-Rezeptor bindet. Es wird angenommen, dass es im Menschen mehr
als 1x10° unterschiedliche T-Zellrezeptorspezifititen gibt, die jeweils fiir ein bestimmtes Anti-
gen passend sind. Die Bindung des Peptids an den Rezeptor ist der Ausgangspunkt fiir die Ak-
tivierung der T-Zellen. In vitro kann dieser Schritt durch die Stimulation der T-Zellen iiber das

CD3 Antigen stimuliert werden [Tao et al., 1997].

Die alleinige Stimulation der TCR reicht allerdings nicht fiir eine ausreichende Aktivierung der

T-Zellen aus. Zusitzlich werden so genannte kostimulatorische Signale bendtigt. Hierbei
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kommt es zu weiteren Interaktionen der aktivierten T-Zellen mit APC. Dartiber hinaus wird die

T-Zellaktivierung durch Zytokine wie zum Beispiel IL-2 und IL-12 verstérkt.

Eine wichtige Kostimulation fiir die T-Zellen ist die Interaktion von CD28 auf den T-Zellen mit
den APC-Epitopen CD80 und CD86. Die Bedeutung dieser Kostimulation wird anschaulich
durch Versuche mit CD28 knock-out Mausen. Hier zeigt sich eine normale Entwicklung der B-
und T-Zellen, wobei die B-Zellen jedoch eine geringere Menge Immunglobuline produzieren,
und die T-Zellen wesentlich schwiécher auf verschiedene Stimulanzien reagieren [Heinly et al.,
2001; Shahiniam et al., 1993]. T-Zellen CD28-inkompetenter Mause weisen eine insuffiziente
Stimulierbarkeit durch Lectin auf. Dieses zeigt sich in einer verminderten IL-2 Produktion und

IL-2R Expression.

Eine nachhaltige Hemmung der T-Zell Aktivierung konnte in in-vitro Experimenten durch die
Blockade der CD28/CD80/86 Interaktion nachgewiesen werden. Eine Hemmung dieses Sys-
tems und zuséitzliche Blockade der CD40L-CD40 Interaktion fiihrt bei mononukledren Zellen,
die mit allogenen mononukledren Zellen stimuliert werden, zu einer volligen Anergie. Die Zel-
len zeigen keine Proliferation, keine zytolytische Aktivitét und keine Produktion von IL-2, IL-5
und IL-13 nach Stimulation, wohingegen IL-10 deutlich vermehrt vorgefunden wird. Die Zu-

gabe von exogenem I1-2 kann diesen hemmenden Effekt teilweise iiberwinden.

Neben dem CD28-CD80/86 System ist somit ein weiteres kostimulatorisches Signal von gro-
Ber Bedeutung, das CD40L/CD40 System. Die Rezeptoren des CD40/CD40L Systems gehoren
zu der Familie der TNF-Rezeptoren. Der etwa 35 kDa schwere CD40L befindet sich in erster
Linie auf aktivierten T-Zellen und das etwa 50 kDa schwere CD40 auf B-Zellen, Monozyten
und anderen APZ [Oppenheim et al., 2001]. CD40L knock-out Mause zeigen neben einer stark
gestorten humoralen Immunantwort mit alleiniger IgM Bildung auch eine gestorte zelluldre
Reaktion auf verschiedene Infektionsreize [Grewal et al., 1995]. Als Zeichen fiir diese zuletzt
genannte Immunschwéche finden sich stark erniedrigte IFNy Werte in vivo, wie auch nach Sti-
mulation in vitro [Grewal et al., 1996]. Dariiber hinaus wird das von Monozyten und anderen
APC gebildete IL-12 wesentlich verringert nachgewiesen. Da IL-12 ein wesentlicher Faktor bei
der Induktion des IFNy ist, ist die verminderte IL-12 Produktion verantwortlich fiir die bei die-

sen Miusen gestorte IFNy Produktion.

Als drittes Element bei der T-Zellaktivierung sind 16sliche Zytokine von besonderer Bedeu-
tung. Eine zentrale Rolle nimmt hierbei das IL-2 ein. Dieses Zytokin wurde Ende der 70iger
Jahre erstmals als T-Zell Wachstumsfaktor beschrieben, der von PHA stimulierten Lymphozy-
ten ausgeschiittet wird [Kendall et al., 1984; Morgan et al., 1976]. Das IL-2 ist etwa 15,5 kDa
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schwer, besteht aus 133 Aminosduren und wird in erster Linie von T-Lymphozyten gebildet
[Oppenheim et al., 2001]. IL-2 kann seinen eigenen, auf T-Zellen exprimierten Rezeptor indu-

zieren und somit seine eigene Wirkung wesentlich verstirken [Minami et al., 1993].

Die Regulation der IL-2 vermittelten Zytokinproduktion sowie deren Aktivierungskaskaden ist
Gegenstand zahlreicher Untersuchungen mit humanen T-Lymphozyten. IL-2 induziert zunachst
iiber die Intensivierung der T-APC Interaktion die Bildung von IL-12. Interleukin 12 kann dann
seinerseits in den T-Zellen die Bildung von IFNy und IL-10 induzieren [Bonig et al., 1999;
Korholz et al., 1997].

Das IL-10 fiihrt tiber die Hemmung der IL-12-Produktion zu einer negativen Riickkopplung.
Ein anderer Faktor, der in diesem System negativ regulatorische Wirkungen besitzt, ist das
TGF. Durch TGF wird die Bildung von IL-12 [K&rholz et al., 1997], aber auch die Expressi-
on des IL-12 Rezeptors moduliert [Kitani et al., 2000; Ludviksson et al., 2000]. Hierdurch kann
TGFp die IL-2-induzierte IFNy und IL-10 Produktion herabregulieren. Durch die Substitution
mit [L-12 kann die IL-10 vermittelte Inhibition der IL-2 induzierten Zytokinproduktion voll-
standig und die durch TGFP induzierte Suppression partiell blockiert werden [Bonig et al.,
1999; Korholz et al., 1997].

Neben IL-10 und TGFP kann die IL-2 induzierte Zytokinproduktion auch durch IL-4 beein-
flusst werden. Wie IL-10 hemmt IL-4 die IL-12 Produktion, und dariiber hinaus verdndert es
die IL-12 Rezeptor-Expression, dhnlich dem TGFf [Gallob et al., 1997; Wu et al., 1997]. Be-
sonders der High-Affinity Rezeptor fiir das IL-12, der vor allem auf aktivierten T-Zellen zu fin-
den ist, wird durch das IL-4 beeinflusst. Die Regulation erfolgt iiber die verminderte Expressi-
on einer Komponente des zweiteiligen Rezeptors, wodurch das ohnehin supprimierte 1L-12

zusitzlich weniger wirksam wird.

1.11 Lektine

1.11.1 Die Biologie der Lektine

Lektine stellen eine heterogene Gruppe Zucker-spezifischer Proteine nicht immunen Ursprungs
dar [Lis et al., 1992]. Sie werden durch folgende drei Eigenschaften gekennzeichnet, von denen
nur die erste obligat ist, um ein Protein als Lektin zu bezeichnen:

1. spezifische Bindung von Zuckern

2. Agglutination von Zellen
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3. Lymphozytenstimulation [Klein, 1991]

William C. Boyd schlug 1954 den Namen Lektine (lateinisch legere = legen) fiir die Eigen-
schaft der Blutgruppen-spezifischen Agglutination vor [Gabius et al., 1988].

Sie sind auf die Erkennung und Bindung bestimmter Zuckerstrukturen spezialisiert, wobei ein-
zelne Lektine oft mehr als eine Bindungsstelle enthalten [Gabius et al., 1988; Stryer, 1990].
Auch die Zelle kann bis zu 10" Lektinbindungsstellen aufweisen [Klein, 1991]. Auf diese Wei-
se kann ein Lektin vernetzend und damit agglutinierend wirken. Die Gruppe der Lektine ist
somit am komplexen biologischen Geschehen der intra- und extrazelluldren Erkennung, aber
auch an deren pathologischen Erscheinungsformen wie bakterielle Infektionen oder Tumoraus-

breitung beteiligt [Gabius et al., 1988].

Lektine werden fast bei allen Pflanzenfamilien, am hiufigsten aber bei den Hiilsenftriichtlern
(Leguminosen oder Fabaceen) gefunden, wobei deren biologische Funktion noch weitgehend
unbekannt ist [Klein, 1991]. Sie kommen vor allem im Samen vor, aber auch bei Bakterien und

Pilzen, sowie Tieren aller Entwicklungsstufen, schlieBlich auch beim Menschen.

1.11.2 Wirkungsweise mitogener Lektine im Vergleich zu Antigenen

Eine Vielzahl von Lektinen hat einen Einfluss auf Lymphozyten. Die nachfolgende Tabelle 1
stellt die Herkunft und die Wirkung der drei experimentell am hiufigsten verwendeten mitoge-

nen Lektine zusammen:

Mitogen

Herkunft

Wirkung

Concanavalin A, Con A

Canavalia ensiformis,

Schwertbohne

T-Zell-Mitogen

Phythdmagglutinin, PHA

Phaseolus vulgaris, Garten-

bohne

T-Zell-Mitogen,

gering  wirkendes  B-Zell-

Mitogen

Pokeweed Mitogen, PWM

Phytolacca americana,

Kermesbeere

T- und B-Zell-Mitogen

Tabelle 1: Die am hiiufigsten verwendeten Lektine
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Lektinstimulierte Lymphozyten weisen das gleiche Spektrum funktioneller Charakteristika auf,
wie durch Antigen stimulierte Lymphozyten, dass heifit stimulierte B-Lymphozyten differen-
zieren sich in Immunglobulin-sezernierende Plasmazellen, wihrend stimulierte T-Lymphozyten
Zytokine produzieren und sich differenzieren. Der Unterschied zwischen Antigenaktivierung

und Lektinaktivierung liegt in der Zahl der aktivierten Lyphozytenklone:

Wihrend ein Antigen nur die B- und T-Zellklone aktiviert, die die entsprechenden Rezeptoren
tragen (in der Regel nur 0,02 — 0,1% der Zellen), aktivieren Lectine als polyklonale Aktivato-
ren viele Klone mit unterschiedlichen Antigenbindungsspezifititen, haufig 30-60% der
Zellen [Klein, 1991; Lis et al., 1992]. Somit ist es moglich, das Aktivierungsvermogen von T-

und B-Lymphozyten zu untersuchen.

Die Reaktion der Lymphozyten eines Probanden auf mitogene polyklonale Aktivatoren ist auf-
grund genetischer Einfliisse [Sabbe et al., 1983] und weiterer immunmodulatorischer Faktoren,
wie zum Beispiel der Zytokine, die interagierend wichtige Funktionen bei der spezifischen und

unspezifischen Immunantwort tibernehmen [Keller, 1994; Ibelgaufts, 1992], individuell varia-

bel.

Sabbe und Mitarbeiter [Sabbe et al., 1983] beobachteten auch, dass die Variabilitit in der Re-
aktion der Lymphozyten als Antwort auf Antigene immer hoher ist als auf Mitogene. Die
Griinde sahen sie in der Sensibilitdt und in den reagierenden niedrigen Zellzahlen gegeniiber
dem Antigen verglichen zum Mitogen. Sie zeigten auch spenderabhéngige Variationen bei den

Reaktionen sowohl auf Antigene als auch auf das Lektin PHA.

1.11.3 Weitere Aktivatoren der Lymphozyten

Lymphozyten kdnnen auler durch Antigene und Lektine noch durch eine Vielzahl von Sub-
stanzen aktiviert werden [Klein, 1991]. Zu denen gehoren B-Zell-Stimulanzien die Lipopoly-
saccharide (LPS) aus der Bakteriezellwand von beispielsweise Salmonella spp. und Antikorper

gegen Immunglobuline.
T-Zell-Rezeptor-spezifische Antikdrper stimulieren T-Zellen.

Lyphozytenaktivierend sind auch weitere Substanzen wie Perjodate, Zinkionen und proteolyti-
sche Enzyme (zum Beispiel Trypsin) und auch physikalische Faktoren wie Hitze und Kilte,

deren Aktivierungsmechanismen jedoch unklar sind.

Auch in der Homdopathie sind verschiedene Préparate mit mitogener Wirkung auf Lymphozy-

ten bekannt. Dabei wurden fiir verschiedene homoopathische Potenzen des Lachesis-



1 Einleitung 28

Monopréiparates mitogene Wirkungen im Lymphozytentransformationstest nachgewiesen

[Arndt, 1992].

Auch fiir einige potenzierte Suis-Organpréiparate konnten stimulierende Effekte auf Lymphozy-

ten beobachtet werden [Siefener, 1994; Enbergs, 1998].

Weiterhin werden in der Nahrung zunehmend mehr Substrate identifiziert, denen eine immun-
modulierende Funktion zugeordnet werden kann [Suchner et al., 2000]. Unter den Aminosdu-
ren nimmt dabei Glutamin eine libergeordnete Rolle im Stoffwechsel immunkompetenter Zel-
len ein [Ardawi, 1988; Calder, 1994]. Es fiihrt zu einer Steigerung der Zellproliferation, der
RNA- und Proteinsynthese [Szondy et al., 1990], sowie der Produktion verschiedener Zytokine
[Calder et al., 1992; Wallace et al., 1992]. Auch von der Aminosdure Arginin sind immunstimu-
lierende Eigenschaften, wie die der Stimulation der T-Lymphozyten bekannt [Barbul, 1993].
Selen als integraler Bestandteil der Glutathionperoxidase ist eine wesentliche Komponente des
antioxidativen Schutzsystems. Selen bewirkt unter anderem eine gesteigerte Proliferation und
Zytotoxizitdt der Lymphozyten [Kiremidjian-Schumacher et al., 1990, 1994]. Weiterhin ldsst
eine Supplementierung der Nahrung mit den Antioxidantien Vitamin A, C und E nachweislich

die Anzahl der absoluten T-Zellzahl steigern [Penn et al., 1991].
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Laborinventar:

e Absauggerit (Atmolit 16N, Atmos)

e Autoclav (2540 EL, Tuttnauer)

e Brutschrank (CO,-Auto-Zero, Heraeus)

¢ Bunsenbrenner (Fireboy® eco, IBS)

e Mehrkanalpipetten fiir 10-100 pl und 20-200 pl (Transferpette-8®, Brand, Mikroliterpipet-
ten 10-100 pul, 20-200 pl, 100-1000ul (Transferpette®, Brand)

e Mikroskop (Axiovert, Zeiss)

e Pipettiergerit (Pipetboy® acu, IBS)

e Reinluft-Sicherheitswerkbank (LaminAir HB 2448, Heraeus)

e Spektrophotometer (THERMOmax®, Molecular Devices)

e Spektrophotometer-Steuerungssoftware (SOFTmaxPRO® fiir PowerMacintosh 7300/200,
Molecular Devices)

e  Waage (AT 250, Mettler)

e Zentrifuge (Rotina 48 und Rotanta/RP, Hettich)

Verbrauchsmaterial:

e Combitips plus 0,5, 1,25, 2,5, 5 ml (Eppendorf)

e Einfrier-R6hrchen (Nunc Cryo Tubes, Nunc Brand)

e Filter (Minisart, Porengrof3e 0,20 pl, Sartorius)

e Mikrotiterplatten flir Suspensionskulturen mit 96, 24, 12, 6 Lochern (Brand)
e Pipettenspitzen 2-200 pl und 50-1000 pul (Sarstedt)

e Plastikpipetten 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml (Greiner)

e Transferpipetten (BD-Falcon)

e Wigepapier (NeoLab)

e Zentrifugenrdhrchen 12 ml und 50 ml (Greiner)
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Chemikalien:

e 8-Bromo-cGMP (RBI)

e Acetylsalicylsdure (Sigma)

e Antibiotic Antimycotic Solution ( Penicillin, Streptomycin, Amphotericin B, Sigma)
e Atenolol (Sigma)

e Cimetidin (Sigma)

e Cyproheptadin (RBI)

e D/L-Cystein (Sigma)

e Diclofenac (Sigma)

e DiethylamineNONOate (Biochrom)

e Dimethylsulfoxid (Merck)

e DMPX (RBI)

e Gentamicin (Sigma)

¢ Indomethacin (Sigma)

e [-Arginin (Sigma)

e [-Canavanine (Sigma)

e L-Glutamin (Biochrom)

e Metoprolol (Sigma)

e NG-Monomethyl-L-Arginin (Sigma)

¢ nichtessentielle Aminosiuren (Biochrom)

e Phytohdmagglutinin P (Sigma)

e Propranolol (RBI)

e Pyruvat (Biochrom)

e Quazinone (Sigma)

e Reagenz fiir Proliferationstest (Cell Proliferation Reagent WST-1, Boehringer)
e RPMI 1640 ohne Phenolrot (Sigma)

e SKF 83566 (RBI)

e stabiles Glutamin (N-Ac-L-Ala-L-GIn ®, Biochrom)

e Sulpirid (Sigma)

e Trennmedium zur Dichtezentrifugation (Accuspin-Histopaque®-1077, Sigma)

e Zaprinast (Sigma)
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Die Chemikalien wurden, falls nicht anders durch den Hersteller vorgegeben, in physiologi-
scher Kochsalzlosung aufgelost, in einem Wasserbad auf 37°C erwdrmt und mit Hilfe eines

sterilen Membranfilters (Porengréf3e 0,20 um) steril filtriert.

Blutprodukte:

Die Buffy Coats (Blutleukozyten) wurden vom Blutdepot der Chirurgischen Klinik des Klini-
kums Rechts der Isar (Direktor: Univ.-Prof. Dr. R. Siewert) bezogen und stammen von Patien-

ten, die praoperativ Blut zur Herstellung autologer Erythrozytenkonzentrate spendeten.

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur
2.2.1.1 Suspensionskultur mononukleirer Zellen des peripheren Blutes (PBMC)

In Ficoll-Histopaque-Technik wurden mittels Dichtezentrifugation aus den Buffy Coats die
PBMC verschiedener Spender gewonnen [Mookerjee, 1976; Sigma, 1994], zweimal mit Kul-
turmedium gewaschen und anschliefend in Kulturmedium suspendiert (2 x 107 Zellen/ml). Die
Zahl vitaler Zellen pro Milliliter wurde nach Féarbung der Zellen mit Trypanblau in einer Neu-
bauer-Zahlkammer jeweils zweifach bestimmt [Mishell et al., 1980; Paul, 1979]. In je ein Ein-
frierrohrchen wurden 1 ml der Gefrierlésung, bestehend aus 16 Teilen FKS, 5 Teilen Dimethyl-
sulfoxid (DMSO) und 4 Teilen RPMI 1640, und 1 ml der Zellsuspension pipettiert, danach in
Styropor verpackt und moglichst langsam in einem —70°C-Kiihlschrank eingefroren [Paul,
1979], um die Bedingungen des kontrollierten Tieffrierens zu erreichen [Thorsby et al., 1974].
Zum Auftauen wurden die R6hrchen in ein Wasserbad (37°C) gelegt, wobei der Auftauvorgang
moglichst rasch geschehen sollte. Sofort nach Verfliissigung wurde die aufgetaute Zellsuspen-
sion in ein Zentrifugenréhrchen eingefiillt. Diese Suspension wurde mit Medium (RPMI 1640)
verdiinnt, zweimal gewaschen, um das toxische DMSO zu eliminieren, und dann schlie3lich
wieder in Kulturmedium (Tabelle 2) suspendiert. Das verwendete Medium enthélt Phenolrot,
welches eine Extinktion im Messbereich des Formazan bei 450 nm verursacht, sowie FKS, das
eine nicht definierte Laktatdehydrogenaseaktivitit besitzt. Aus diesem Grund musste nach Ab-
lauf der Inkubationszeit der gemischten Leukozytenkultur, und vor Quantifizierung der abge-
laufenen Proliferation und der zellvermittelten Zytotoxizitit, das Standardkulturmedium gegen
ein FKS- und Phenolrot-freies Medium ausgetauscht werden (Tabelle 2). Die Zugabe von An-
tibiotika entspricht internationalen Empfehlungen [Thorsby et al., 1974].
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Standard-Zellkulturmedium FKS- & Phenolrotfreies Medium
500,0 ml RPMI 1640 500,0 ml RPMI 1640 ohne Phenolrot
50,0 ml FKS (fetales Kilberserum) 5,0 ml L-Glutamin (200mM)

5,0 ml nichtessentielle Aminosduren 5,0 ml nichtessentielle Aminosaduren
5,0 ml Pyruvat (100mM) 5,0 ml Pyruvat (100 mM)
2, 5 ml stabiles Glutamin (200mM) 2, 5 ml stabiles Glutamin (200 mM)
2, 5 ml Antimikrobielle Kombination 2, 5 ml Antimikrobielle Kombination
2, 0 ml Gentamicin (12, 5 mg/ml) 2, 0 ml Gentamicin (12, 5 mg/ml)

Tabelle 2: Pipettierschema zur Herstellung der verwendeten Kulturmedien. Hitzeinaktivierung des FKS im
Wasserbad bei 56°C fiir 30 Minuten. Da RPMI 1640 ohne Phenolrot kein L-Glutamin enthélt, wurde dies in

entsprechender Menge ersetzt.

Die Inkubation der Zellkulturen erfolgte bei 37°C und fiinf Prozent CO, im Brutschrank. Nach
der Behandlung der mononukledren Zellen mit den einzelnen Testsubstanzen wurden diese aus
dem Uberstand entfernt, dass heifit die Zellen wurden ,,gewaschen. Hierzu wurde mit Hilfe
einer Transferpipette die Zellsuspension in ein groBes Zentrifugenréhrchen gebracht, mit 50 ml
Medium aufgefiillt und bei 400 g fiinf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlie-
Bend abgesaugt, das Rohrchen wieder auf 50 ml mit Medium gefiillt und schlieBlich die Zellen
mittels Transferpipette vorsichtig resuspendiert. Dieser Arbeitsvorgang wurde zwei Mal wie-
derholt, und im Anschluss wurde die Zellkonzentration mit Hilfe einer Farbung mit Trypanblau
bestimmt. Es wurde fiir alle Versuche eine Zellkonzentration von 2 x 10° Zellen/ml verwendet,

ansonsten wurde dies abweichend angegeben.
2.2.1.2 Die gemischte Leukozytenreaktion (MLR): Versuchsaufbau

Die Methode der MLR wurde etwas modifiziert, aber im Groflen und Ganzen, wie von Autoren

bereits beschrieben durchgefiihrt [Bach, 1964; Bach, 1966; Bondevik, 1974; Thorsby, 1974].

In einer primdren Einwegleukozytenreaktion (MLR 1) werden Effektorzellen generiert. Die
Responderzellen (c=1 x 10° Zellen/ml) des Spenders A werden mit A bezeichnet, die mit Mi-
tomycin C (MMC) inaktivierten Stimulatorzellen (c=1 x 10° Zellen/ml) des Spenders B werden
mit B(m) bezeichnet [Thorsby, 1974].
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Durch 20-miniitige Inkubation der Stimulatorzellen mit 40 pg MMC/ml Zellsuspension erfolg-
te die Inaktivierung dieser Zellen. In 4,5 ml physiologischer Kochsalzlosung wurde zwei mg
MMC aufgelost und danach steril filtriert. Diese Losung wurde im Volumenverhiltnis 1:10 mit
der Suspension der Zellen 20 Minuten bei 37°C und flinf Prozent CO; inkubiert, drei Mal ge-

waschen, und in Kulturmedium resuspendiert.

Abhéngig vom Experiment wurden in der primiren gemischten Leukozytenreaktion (MLR 1)

modulierte Substanzen und oder Mitogene zugesetzt.

Die Inkubationsdauer der primdren gemischten Leukozytenreaktion (MLR 1) betrug neun Ta-
ge. Nach dieser Zeit sind alle Stimulatorzellen abgestorben und es verbleiben letztendlich nur
noch die Effektorzellen des Spenders A in der Zellsuspension. Die verbliebenen Zellen wurden
zwei Mal gewaschen, um die Testsubstanzen und den Zelldendritus zu entfernen. Danach wur-

de die Zellproliferation, wie in Kapitel 2.2.3 beschrieben, bestimmt.

Als relevante, abhédngige Variablen der Beobachtungseinheit mononukleédre Zellen des periphe-
ren Blutes wurden die Proliferationstendenz auf allogene und mitogene Stimulation definiert.
Zahlreiche Modifikationen des eben beschriebenen Grundversuches sollten die ablaufenden

Reaktionen ndher beleuchten und werden an entsprechender Stelle erwéhnt.
2.2.1.3 Phytohimagglutinin P -Testansatz (PHA-Proliferationstest)

Dieser Test zeigt die mitogene Stimulation durch das Lektin PHA in Anwesenheit verschiede-
ner Substanzen. Daflir wurde eine Losung des Lektins mit einer Konzentration von 2pg/ml
(2x10) verwendet. Die Zellenzahl des zu testenden Individuums wurde auf 2x10° Zellen/ml
festgelegt. Dafiir wurde eine 96-well-Gewebekulturplatte verwendet, die nach dem folgenden

Schema beimpft wurde:
Vier gleich groBe Teile, je 50 pl, werden in die Vertiefungen der Platte pipettiert:

Den Ersten der vier Teile bilden die Zellen des zu testenden Individuums in einer Konzentrati-

on von 2x10° Zellen/ml.

Den zweiten Teil bildet die zu testenden Substanz in der jeweiligen Konzentration.

Dritter und vierter Teil sind die PHA-Losung in der bereits genanten Konzentration (2x107).
Das Gesamtvolumen der Zellsuspensionen betrét somit 200pl.

Von jeder Zellsuspension wurden sechs Parallelen angesetzt. Zusitzlich wurde die Referenz

mit Medium als Leerwert (=blank), anstelle der zu testenden Substanz definiert. Die beimpfte
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96-well-Gewebekulturplatte wurde im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO,, sowie 100 % O,

fiir drei Tage inkubiert.

Danach wurde, wie bei der gemischten Leukozytenreaktion (MLR), die Zellproliferation, wie

in Kapitel 2.2.3 beschrieben, bestimmt.
2.2.1.4 Testansatz mit ,,ruhenden Zellen“ (48-Stunden Test)

Anders als beim PHA-Proliferationstest dient dieser Test dazu, die direkte Wirkung einer Sub-
stanz, in der entsprechenden Konzentration, auf mononukledre Zellen des peripheren Blutes
(PBMCs) zu zeigen. Es handelt sich demnach weder um eine allogene, noch um eine mitogene

Stimulation der PBMCs.

Die Zellenzahl des zu testenden Individuums wurde, wie in allen bereits zuvor genannten Test-
ansitzen, auf 2x10° Zellen/m] festgelegt. Hierfiir wurde eine 96-well-Gewebekulturplatte wie

folgt beimpft:
Zwei gleich groBe Teile, je 100 pul, werden in die Vertiefungen der Platte pipettiert:

Zum einen mit den Zellen des zu testenden Individuums in einer Zellkonzentration 2x10° Zel-

len/ml, zum anderen mit der zu testenden Substanz in der jeweiligen Substanzkonzentration.

Analog zum MLC-Test und PHA-Proliferationstest wird die Referenz mit Medium als Leer-
wert (=blank), anstelle der zu testenden Substanz definiert. Anschlieend erfolgt die Inkubation
im Brutschrank fiir 48 Stunden und die Bestimmung der Zellproliferation, wie in Kapitel 2.2.3

beschrieben.

2.2.2 Bestimmung von Zellzahl und Zellaktivitit

Die Zellen wurden stets mit Trypanblau gefarbt. Unmittelbar anschlieBend wurde in einer Neu-
bauer-Zahlkammer die Zahl der vitalen und der avitalen Zellen bestimmt [Paul, 1979]. Diese

Bestimmung erfolgte immer zweifach und die Ergebnisse wurden gemittelt.

2.2.3 Bestimmung der Zellproliferation

Fiir die Proliferationsessays erfolgte die Zellkultur in 96-Well-Rundbodenplatten mit einem
Gesamtvolumen von 200 pul/well. Die Zellen wurden einerseits mit dem Lektin PHA [Du Bois
et al., 1973], und andererseits als sekundér gemischte Leukozytenreaktion (MLR 2) mit inakti-

vierten Stimulatorzellen B(m) stimuliert, wie in Tabelle 3 dargestellt.
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Die Wachstumsrate wurde durch quantitative Messung der Aktivitidt des mitochondrialen At-
mungskettenenzyms Succinat-Tetrazol-Reduktase, die direkt und auch linear mit der Anzahl
metabolisch aktiver Zellen korreliert [Boehringer, 1994], gemessen. Bei dieser Reaktion wird
das Tetrazolsalz WST-1 (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzol-
disulfonat) durch eine ringéffnende Dehydrierung in Formazan umgewandelt, das bei einer
Wellenlédnge von 450 nm absorbiert wird (Abb.1). Da das Kulturmedium ebenfalls absorbiert
wird, eliminiert man diese Hintergrundabsorption rechnerisch. Aus diesem Grund wurde ein
zellfreier Ansatz hergestellt, der parallel zum Testansatz gemessen wurde und automatisch
durch die verwendete Software, SOFTmaxPRO® (Molecular Devices), von den einzelnen

Messwerten subtrahiert wurde.

Das Tetrazoliumsalz WST-1 [Ishiyama et al., 1993] gehort zu einer neuen Generation von
Tetrazoliumsalzen, der auch XTT [Paull et al., 1988] angehort, die in lebensfiahigen Zellen
durch metabolische Reduktion zu wasserloslichen Formazanen umgewandelt werden. Die di-
rekte Ablesung der Absorption durch einen Mikrotiterplatten-Reader ist moglich, da der Lo-
sungsschritt des gebildeten Formazans, wie im MTT-Test [Slater et al., 1963; Mosmann, 1983],
nicht mehr notwendig ist. Dabei korreliert die Menge, beziehungsweise die Intensitdt der Farb-
stoffentwicklung, direkt mit der Anzahl der metabolisch aktiven Zellen [Mosmann, 1983; Ge-
lieret al., 1986]. Da proliferierende Zellen metabolisch aktiver als inaktive oder ruhende Zellen
sind, ist der Test nicht nur zur Bestimmung der Lebensfahigkeit und Zytotoxizitdt geeignet,

sondern auch zur Bestimmung von Aktivitdt und Proliferation der Zellen [Wyllie et al., 1998].

Die Reduktion dieser neuen Generation von Tetrazoliumsalzen verlduft in Anwesenheit von
Zwischenelektronenakzeptoren wie Phenazinmethylsulfat (PMS) durch NADH, beziehungs-
weise NADPH effizient, sogar in Abwesenheit von Zellen und Enzymen [Berridge et al.,
1996]. Eine Succinat-abhéngige Reduktion von XTT und WST-1 ist wesentlich langsamer als
durch NADH beziehungsweise NADPH und abhédngig von mitochondrialen Succinat-
Dehydrogenasen. Weiterhin wurde von Berridge und Mitarbeitern 1996 beobachtet, dass die
NADH-vermittelte Reduktion von XTT und WST-1 durch Superoxid-Dismutase (SOD) deut-
lich gehemmt wird. Dies deutet auf eine Superoxid-vermittelte Reduktion, die extrazellulér
oder auf der Plasmamembran ablduft, hin. Fiir den Einsatz in der Praxis sind insbesondere die

Vorteile des WST-1, auch gegeniiber MTT und XTT, hervorzuheben.

Am Ende der Inkubationszeit der Proliferationstests (Tabelle 3) wurden zu den 200 pl Testsub-
stanz/well einer 96 Well-Mikrotiterplatte jeweils 20 pl WST-1 pipettiert, dieser Ansatz dann

vier Stunden lang im Brutschrank inkubiert, um danach im Spektrometer die Extinktion bei
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450 nm gegen eine Referenzextinktion bei 650 nm zu messen. Mittelwert und Standardabwei-
chung wurden aus sechs individuellen Bestimmungen berechnet, falls nicht abweichend ange-

geben.

N NO,

g
)

be

O

MNAD® MNADH
il N
EC-H EC N .
S04Ma \ _,-} > S0yMa
S50:Na S03Ma
WST-1 Formazan
{slightly red) {dark red)

Abbildung 1: Umwandlung von Tetrazolium Salz WST-1 (4-[3-(4-Iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-
tetrazolio]-1,3-benzol-disulfonat) in Formazan (EC = Elektron koppelndes Agens; RS = mitochondriales

Succinat-Tetrazolium-Reduktase-System)

Allogene Stimulation Mitogene Substanzen

Leukozytenmischkultur Phytohdmagglutinin (PHA)

1 Teil Effektor-PBMC (2 x 10° PBMC (2 x 10° Zellen/ml)
Zellen/ml)

1 Teil Stimulator-PBMC (2 x 10° | PHA (2 x 10” mg/ml)
Zellen/ml)

1 Teil PHA (4 x 10" mg/ml )

1 Teil Kulturmedium

Summe 4 Teile 2 Teile

Inkubationszeit 9 Tage 3 Tage

Tabelle 3: Pipettierschema und Inkubationszeiten fiir die Proliferationstests des MLR und PHA

2.2.4 Statistische Methoden

Die statistische Analyse der Ergebnisse erfolgte mit dem Statistik-Programm SigmaStat for

Windows Version 2.0 (Jandel Corporation), die deskriptive Auswertung mit dem Programm
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Microsoft Excel. Wenn nicht abweichend angegeben, wurden Mittelwert und Standardabwei-

chung aus sechs individuellen Bestimmungen berechnet.
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3 Eigene Ergebnisse

3.1 Einfiihrung

Die Versuchsergebnisse dieser Arbeit, die Bestandteil eines Projekts des urologischen For-
schungslabors der Technischen Universitdt Miinchen sind, werden nun graphisch dargestellt

und analysiert.

Inhalt des Projekts ist die zelluldre Therapie von Immundysregulatoren. Das Ziel des Projekts
ist die positive Beeinflussbarkeit von Krankheiten wie beispielsweise autoimmunologische

Erkrankungen, das HI-Virus, maligne Tumoren oder Atherosklerose.

Als Basis dient ein Mausmodell. Mit Hilfe dieses Mausmodells gelang es, durch zelluldre Eli-
mination der tumorschiitzenden Immundysregulatoren, tumortragende Miause dauerhaft zu hei-

len [Leskovar et al., 1996].

Meiner Arbeit wurden vier verschiedene Versuchsanséitze beziehungsweise Teststypen zu

Grunde gelegt:

(a) der 48 Stunden-Test,
(b) der PHA - Proliferationstest,
(c) der MLC- I-Test (A + By und

(d) der MLC-II-Test (A + B).

Die einzelnen Tests wurden bereits in der Methodensektion erldutert. Beim unter (c) genannten
MLC-I-Test wurde jedoch auf die anderorts {ibliche Inaktivierung durch Bestrahlung verzich-

tet. Sie wurde durch die Behandlung mit Mitomycin C ersetzt.

Um das schon erwihnte Modell weiter zu verbessern wurde in diesem Labor ein in vitro Mo-
dell entwickelt, dass zur Testung haufiger, im klinischen Alltag verwendeter Arzneimittelgrup-

pen, auf ihre Fahigkeit zur Immunmodulation, dienen soll.

Als Testsubstanzen dienten Rezeptorblocker der purinergen (3,7- Dimethyl-1-
prophargylxanthin (DMPX)), der beta-adrenergen (Atenolol, Metoprolol, Propranolol), der
H,-histaminergen (Cimetidin), der SHT-seretonergen (Sulpirid, Cyproheptadin) und der doma-
ninergen (SKF 83566) Rezeptoren, sowie die Cyclooxygenasehemmstoffe/PGE,-

Rezeptorantagonisten (ASS, Diclofenac, Indomethacin). Um die immunologische Potenz der
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jeweiligen Substanz noch differenzierter darstellen zu kdnnen wurden folgende Konzentratio-

nen verwendet:
1x10°M,1x10°M,1x10 ™ Mund 1 x 10 ° M.

Die Mehrzahl der im Folgenden dargestellten Versuche sind der in (a) genannte 48-Stunden-
Test und der in (d) genannte MLC-II, da durch die Beschrinkung auf diese Tests eine groBere
Anzahl von Substanzen getestet werden konnte. Die zusitzlich durchgefiihrten PHA-
Proliferationstests (b) und der MLC-I-Test (¢) wurden mit andersartigen Substanzen durchge-
fiihrt, ndmlich mit Aminosduren (D-/L-Cystein, L-Arginin), Substanzen, die das cAMP-
/cGMP-System beeinflussen (8-Bromo-cGMP, Zaprinast), NOS-Inhibitoren (L-Canavanine),
NO beeinflussende Substanzen (Diethylamine NONOate). Sie sind ein wichtiger Bestandteil
dieser Arbeit, jedoch ist das Hauptaugenmerk auf die zuvor genannten MLC-II-Tests mit den

Rezeptorantagonisten gerichtet.

Bei den in den folgenden Graphiken dargestellten Messwerten handelt es sich grundsétzlich um
das arithmetische Mittel aus sechs Messwerten pro Zellreihe. Diese Extinktions-, beziehungs-
weise Absorptionswerte wurden bei einer Wellenlédnge von 450 nm gegen eine Referenzwellen-
lange von 650 nm ermittelt. Wie bereits im Kapitel Material und Methoden beschrieben, be-
steht eine direkte Korrelation zwischen dem gemessenen Absorptionswert und der metaboli-
schen Aktivitit der einzelnen Zellsuspensionen. Diese Aktivitdt wird in allen Versuchen anhand
der Enzymaktivitét lebensfdhiger Zellen durch den Umsatz des hierbei verwendeten hellroten
WST-1 zum dunkelroten Formazan messbar gemacht. Die Darstellung der Messergebnisse er-
folgt graphisch sowohl in absoluten Werten, als auch prozentual, bezogen auf die durchgefiihr-

te Referenzmessung.

3.2 Graphische Darstellung

Zur Erlduterung der graphischen Darstellung ist zunéchst aufzufiihren, dass zwei verschiedene
Arten von Ergebnisdarstellungen angewandt wurden:

Die Darstellung in Absolutwerten und die Darstellung in Prozentualwerten.

Bei der prozentualen Darstellung wird das arithmetische Mittel aus sechs Messwerten auf den
Referenzwert bezogen, das heif3it die Differenz aus dem Mittelwert der Substanzmotive und der

Referenzwert wurde als jeweiliger Anteil vom Referenzwert dargestellt.

Bei den absoluten Werten ist der Referenzwert neben den einzelnen Messwerten der unter-

schiedlichen Substanzkonzentration aufgefiihrt.
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Eine Graphik enthilt zwei Komponenten:

Zum einen die Untersuchung der jeweiligen zu testenden Substanz in unterschiedlichen Kon-
zentrationen und zum anderen verschiedene Tests desselben Versuchsansatzes mit der jeweili-
gen Substanz, die in einer Graphik vereint sind. Beim Grofteil der untersuchten Substanzen
werden zunéchst die absoluten Werte dargestellt. Im Anschluss daran werden diese prozentual

auf die Referenz bezogenen miteinander verglichen.

Auf der Abszisse sind die verschiedenen Substanzkonzentrationen und die verschieden Test
aufgeflihrt. Die Ordinate stellt bei den Absolutwerten die Proliferation bei einer Extinktion E
von 450-650 nm der einzelnen Mittelwerte der entsprechenden Substanzkonzentration und des

dazugehorigen Referenzmittelwertes dar.

Bei der prozentualen Darstellung signalisiert ein positiver prozentualer Anteil eine Aktivierung,

eine negativer prozentualer Anteil dagegen eine Suppression.

3.3 Spenderindividualitit

Die Spenderzellen unterscheiden sich in den Human Leukocyte Antigenen (HLA), im Anteil
der einzelnen Lymphozytensubpopulationen und auch in ihrer Aktivitit. Deshalb wurde beson-
ders Wert darauf gelegt, sich fiir Mehrfachspender zu entscheiden. Daher wurden von der Blut-
bank der chirurgischen Klinik der Technischen Universitdt Miinchen Buffy Coats von Spendern

bevorzugt, die mehrmals zur Spende erschienen.

In Vorversuchen in dieser Laboreinheit konnte gezeigt werden, dass die Versuchsbedingungen
auf diese Weise so konstant wie nur moglich gehalten werden konnten. Daher wurden in den
Hauptversuchen, so weit es moglich war, die Stimulator- und Responderzellen von mdéglichst

identischen Individuen verwandt.

3.4 Vergleich der Testans:itze

3.4.1 Allgemeines

Die in den Abbildungen 2a bis 2c dargestellten Messwerte sind die Referenzwerte aus vier ver-
schieden Experimenten. Da es sich um die Referenzwerte handelt, bedeutet dies, dass zu kei-
nem Zeitpunkt eine Testsubstanz, sondern nur Medium (48-Stunden-Test), PHA (PHA-Test)

beziehungsweise Medium und PHA (MLC-Test) in der Lypmphozytenkultur vorhanden ist.
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3.4.2 Die verschieden Testansatze
a) PHA-Test versus 48-Stunden Test

Beim Vergleich des PHA-Tests mit dem 48-Stunden-Test ldsst sich auf Seiten des 48-Stunden-
Tests eine deutlich hohere Zellaktivitiat als beim PHA-Test feststellen. Dies ist ein Trend, der
sich konstant in allen vier dargestellten Experimenten, die aus unterschiedlichen Versuchsan-

sdtzen stammen, wiederspiegelt (Abb.2a).

O PHA-Test
W48 h-Test

Proliferation (E 450-650nm)

Experiment

Abbildung 2a: Vergleich 48-Stunden-Test und PHA-Proliferationstest. Auf der Ordinate sind die durch-
schnittlichen Messwerte aus vier verschiedenen Experimenten (Zahlen 1-4) aufgetragen. Auf der Abszisse
ist die Zellproliferation (gemessen bei einer Wellenléinge von 450 nm gegen eine Referenzwellenléinge von

650 nm) dargestellt.

b) PHA —Test (48 Stunden) versus PHA-Test (120 Stunden)

In der dargestellten Messreihe (Abb.2b), die ebenfalls aus vier verschiedenen Experimenten
stammt, ist die wesentlich hohere Zellaktivitdt beim PHA-Test (120 h) deutlich erkennbar. Es
handelt sich auch hier um die Mittelwerte, die arithmetisch aus sechs Einzelwerten bestimmt

wurden.
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OPHA 48 h
B PHA 120 h

Proliferation (E 450-650nm)

Experiment

Abbildung 2b: Vergleich PHA-Proliferationstest (48 Stunden) und PHA-Proliferationstest (120Stunden).
Auf der Ordinate sind die durchschnittlichen Messwerte aus vier verschiedenen Experimenten (Zahlen 1-4)
aufgetragen. Auf der Abszisse ist die Zellproliferation (gemessen bei einer Wellenléinge von 450 nm gegen

eine Referenzwellenlinge von 650 nm) dargestellt.

¢) PHA 120 Stunden Test versus MLC-Test

Im folgenden Diagramm (Abb.2c) ist die Stimulation der mononukledren Zellen mit PHA-
Proliferationstest (iiber 120 Stunden) im Vergleich zu einer gemischten Lymphozytenkultur
(MLC-Test) dargestellt. Dabei féllt ein hohere Zellaktivitit der mitogen stimulierten Zellen
gegeniiber der allogen stimulieren Zellen auf. Wie in den Diagrammen zuvor sind die Mittel-

werte aus sechs Einzelwerten vier verschiedener Experimente dargestellt.
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OMLC 120 h
B PHA 120 h

Proliferation (E 450-650nm)

Experiment

Abbildung 2c: Vergleich PHA-Proliferationstest (120 Stunden) und MLC-Test (120 Stunden). Auf der Ordi-
nate sind die durchschnittlichen Messwerte aus vier verschiedenen Experimenten (Zahlen 1-4) aufgetragen.
Auf der Abszisse ist die Zellproliferation (gemessen bei einer Wellenléinge von 450 nm gegen eine Referenz-

wellenliinge von 650 nm) dargestellt.

3.5 Messgenauigkeit der durchgefiihrten Tests

Die beiden Substanzen NG-Monomethyl-L-Arginin und Quazinone werden nun exemplarisch
in zwei Testsysteme (48h-Test und MLC-II-Test) eingesetzt und deren immunologische Wir-

kung gemessen.

Die beiden potentiell immunmodulierenden Substanzen werden als Einzelmesswerte aus sechs
Parallelmesswerten ohne Bestimmung des Mittelwertes in den beiden zuvor genannten Tests
dargestellt und untersucht. Dabei soll nicht nur die immunpotenzierende Wirkung der Substan-
zen gezeigt werden, sondern vielmehr die Messgenauigkeit unter unterschiedlichen Bedingun-
gen (verschiedene Testansétze und die Anwesenheit verschiedener Substanzen), dass heil3t die
geringen Abweichungen der einzelnen Messwerte werden genau dargestellt. In den Abbildun-

gen 3a bis 4b ist die Standardabweichung der durchgefiihrten Messungen nie grofer als 0,14.
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Abbildung 3a: Proliferation von PBMCs im 48-Stunden-Test bei drei verschiedenen Konzentrationen (A1-
A3) der Testsubstanz NG-Monomethyl-L-Arginin (A). A4 ist die jeweilige Referenzmessung ohne Substanz.

Dargestellt sind die Einzelmesswerte aus sechs Parallelmessungen.

Al: 48 h-Test mit ¢c=1x10° A3: 48 h-Test mit c= 1x10™"2
A2: 48 h-Test mit c=1x10"° A4: Referenzwert ohne Substanz
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Abbildung 3b: Proliferation von PBMCs im MLC-II-Test bei drei verschiedenen Konzentrationen (A1-A3)
der Testsubstanz NG-Monomethyl-L-Arginin (A). A4 ist die jeweilige Referenzmessung ohne Substanz.

Dargestellt sind die Einzelmesswerte aus sechs Parallelmessungen.

Al: MLC-II-Test mit c=1x107 A3: MLC-II-Test mit c= 1x10™"*
A2: MLC-II-Test mit ¢c=1x10" A4: Referenzwert ohne Substanz
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Abbildung 4a: Proliferation von PBMCs im 48-Stunden-Test bei drei verschiedenen Konzentrationen (B1-
B3) der Testsubstanz Quazinone (B). B4 ist die jeweilige Referenzmessung ohne Substanz. Dargestellt sind

die Einzelmesswerte aus sechs Parallelmessungen.

B1: 48 h-Test mit c=1x10~ B3: 48 h-Test mit c= 1x10™">
B2: 48 h-Test mit c=1x10" B4: Referenzwert ohne Substanz
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Abbildung 4b: Proliferation von PBMCs im MLC-II-Test bei drei verschiedenen Konzentrationen (B1-B3)
der Testsubstanz Quazinone (B). B4 ist die jeweilige Referenzmessung ohne Substanz. Dargestellt sind die

Einzelmesswerte aus sechs Parallelmessungen.

B1: MLC-II-Test mit c=1x107 B3: MLC-II-Test mit c= 1x10™"*
B2: MLC-II-Test mit c=1x10" B4: Referenzwert ohne Substanz
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3.6 Testung von Pharmaka

Verschiedene Rezeptorenblocker und Rezeptorsubtypen werden nun auf ihre immunologische
Potenz getestet. Sie werden sowohl auf ihren Einfluss auf ruhende Zellen (48-Stunden-Test),

als auch auf mitogene beeinflusste mononukledre Zellen (MLC-II-Test) untersucht.

Das jeweils erste Diagramm zeigt den 48-Stunden-Test mit den Zellen des Individuums A
(2x10° Zellen/ml), den 48-Stunden-Test mit den Zellen des Individuums B (2x10° Zellen/ml)
und den MLC-II-Test mit den Zellen beider Individuen A+B (jeweils 1x10° Zellen/ml).

Das zweite Diagramm veranschaulicht, welche Auswirkungen die Verdopplung der Zellzahl

auf die Proliferation der mononukledren Zellen hat:

Der erste Wert ergibt sich aus einem 48-Stunden-Test mit 2x10° Zellen/ml des Individuums A,
der zweite aus einem 48-Stunden-Test mit tatsachlich doppelter Zellanzahl (4x10° Zellen/ml)
und der dritte Wert aus einer fiktiv errechneten Summe des Messwertes von Individuum A, dass

heiit Messwert Individuum A + Messwert Individuum A.

Beim Vergleich verschiedener Rezeptorenblocker derselben Klasse werden die Messwerte wie
beim ersten Diagramm dieser Tastreihe aufgetragen. Die Werte beziehen sich dabei prozentual

auf die jeweilige Referenz.

3.6.1 DMPX (Antagonist des purinergen Rezeptors)

Die Testsubstanz DMPX steigert die Aktivitat von mononukleédren Zellen.

In Abbildung 5a wird die Wirkung des Rezeptorantagonisten DMPX auf ruhende Zellen und
auf allogen stimulierte Zellen untersucht. Dabei lésst sich in allen verwendeten Substanzkon-
zentrationen der Testansitze ein stimulierender Effekt auf mononukledren Zellen erkennen. Die
stimulierende Wirkung von DMPX ist bei einer Konzentration von 1x10” gemessen an der
jeweiligen Referenz am groften. Auffillig sind auch die deutlich hoheren Messwerte in der
allogenen Stimulation (MLC-II-Test). Dagegen sind in Abbildung 5b die Auswirkungen einer
Verdopplung der Zellzahl wihrend einer Inkubation mit der Substanz DMPX dargestellt. Bei
einer Zellzahl von 4x10° Zellen/ml des Individuums A sind die Werte mehr als doppelt so hoch,
als bei der eigentlich sonst immer verwendeten Zellzahl. Diese Steigerung der Proliferation
unter dem Einfluss von DMPX ist nachweisbar hoher, als bei einer Zellkonzentration von
2x10° Zellen/ml. Auch hier besitzt DMPX in einer Konzentration von 1x10° M den stirksten

aktivititssteigernden Effekt.
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Abbildung 5a: Vergleich der Beeinflussbarkeit von ruhenden (C1 und C2) und allogen-stimulierten (C3)
PBMCs durch die Testsubstanz DMPX (D), gemessen bei verschiedenen Konzentrationen (D1-D4). Jeweils
ist eine Referenzmessung ohne Testsubstanz (D5) mit aufgefiihrt. Graphisch dargestellt sind die Mittelwerte

und die Standardabweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.

C1: ruhende Zellen des Individuums A (2x10° Zellen/ml)

C2: ruhende Zellen des Individuums B (2x10° Zellen/ml)

C3: MLC-II-Test (A+B jeweils 1x10° Zellen /ml)

D1: DMPX 1x10° M D2: DMPX 1x10° M D3: DMPX 1x10 M
D4: DMPX 1x10"5 M D5: Referenzmessung ohne Testsubstanz
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Abbildung Sb: Einfluss von unterschiedlichen Zellkonzentrationen (E1 und E2) auf die PBMC-AKktivitit in
Anwesenheit der Testsubstanz DMPX (D) in verschiedenen Konzentrationen (D1-D4). D5 ist die jeweilige
Referenzmessung ohne Testsubstanz. E3 ist fiktiv die doppelte Zellzahl von E1, dass heifit der Messwert bei

der Konzentration von E1 wird mit dem Faktor 2 multipliziert und im Vergleich zum tatsichlichen Mess-
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wert bei doppelter Zellzahl (E2) dargestellt. Graphisch dargestellt sind die Mittelwerte und die Standard-

abweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.

E1: ruhende Zellen des Individuums A in einer ¢= 2x10° Zellen/ml

E2: ruhende Zellen des Individuums A in einer ¢= 4x10° Zellen/ml

E3: Messwert von E1 multipliziert mit Faktor 2

D1: DMPX 1x10° M D2: DMPX 1x10° M D3: DMPX 1x107” M
D4: DMPX 1x10° M D5: Referenzmessung ohne Testsubstanz

3.6.2 Atenolol, Metoprolol und Propranolol ( beta-Adrenorezeptor Antagonisten)

Der R,-Adrenoantagonist Atenolol wirkt auf mononukleédre Zellen proliferationsférdernd. Die

beiden anderen getesteten 3-Blocker (Metoprolol und Propranolol) wirken dagegen suppressiv.

In diesem Testansatz werden drei hdufig im klinischen Alltag verwendete B-Blocker auf ihre

immunologische Potenz untersucht:

Fiir Atenolol zeigt sich ein deutlich positiver Effekt auf die Proliferation von mononukledren
Zellen (Abbildung 6a). Dieser Trend ist sowohl bei ruhenden Zellen der Individuen A und B,
als auch beim MLC-II-Test deutlich erkennbar. Die Konzentration von Atenolol wirkt sich un-
terschiedlich auf die Testansdtze aus. Keine Substanzkonzentration ldsst einen allgemeingiilti-
gen Trend erkennen. Hervorzuheben ist eine generell stirkere Aktivitdt der Zellen des Indivi-
duums B. Bei Verdopplung der Zellzahl (von 2x10° Zellen/ml auf 4x10° Zellen/ml) zeigt sich
zwar eine grundsitzlich hohere Aktivitit der Zellen, jedoch im Vergleich zum Referenzwert
wirkt Atenolol eindeutig suppressiv (Abbildung 6b). Dabei zeigt die Substanz in der Konzent-

ration 1x10” M die stirkste, in der Konzentration 1x10™"° M die schwichste Suppression.

Die Wirkung des B-Blockers Metoprolol auf die verschiedenen Individuen unterscheidet sich
erheblich. Dies wird in Abbildung 7a deutlich: Auf die Zellen der Person A wirkt Metoprolol
proliferationsfordernd, auf die der Person B dagegen hat der 3-Blocker nur einen geringen Ein-
fluss oder wirkt sogar suppressiv (Konzentration 1x10”). Im MLC-II-Test sind die Werte im
Allgemeinen deutlich hoher, als in den anderen dargestellten Tests. Doch bezogen auf die Refe-
renz ldsst sich ein suppressiver Trend beobachten. Eine Ausnahme stellt die Konzentration
1x10™"° M dar. Hier kann man eine leichte Aktivierung erkennen. Bei Verdopplung der Zellzahl
(Abbildung 7b) lasst sich ebenfalls eine proliferationsfordernde Wirkung nachweisen. Doch
unterschiedliche Substanzkonzentrationen rufen bei unterschiedlichen Zellzahlen eine andere
Reaktion der mononukledren Zellen hervor. Die Proliferation ist bei einer Zellzahl von 2x10°
Zellen/ml in der Konzentration von 1x10”° M am groBten. Bei doppelter Zellzahl dagegen zeigt

sich dies in der niedrigsten Konzentration (1x10"° M).
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Abbildung 8a zeigt die Wirkung des beta,-Adrenorezeptor Antagonisten Propranolol auf mo-
nonukledre Zellen. Das Medikament wirkt in den hier gegeniibergestellten Versuchen suppres-
siv. Auf die ruhenden Zellen der Person A und im MLC-II-Test wirkt Propranolol in der Kon-
zentration 1x10"° M aktivierend. Dieser Effekt ist beim MLC-II-Test noch deutlicher erkenn-

bar.

Abbildung 8b beschreibt den Effekt des Pharmakons Propranolol auf mononukledre Zellen bei
einer Zellzahl von 2x10° Zellen/ml und 4x10° Zellen/ml. Die Aktivitit ist zwar bei Erhhung
der Zellzahl hoher, aber verglichen zur Referenzmessung wirkt Propanolol bei einer Anzahl
von 4x10° Zellen/ml in allen Substanzkonzentrationen nachweisbar suppressiv. Zusitzlich lasst
sich eine stirkere Neigung zur Suppression bei hoheren Substanzkonzentrationen (1x10° M

und 1x10™ M) feststellen.

Zudem werden nun die zuvor einzeln untersuchten beta,-Adrenorezeptor Antagonisten (Ateno-
lol, Metoprolol und Propranolol) im Vergleich gegentiibergestellt (Abbildung 9): Atenolol wirkt
in allen Substanzkonzentrationen in der gemischten Leukozytenkultur proliferativ. Die nach-
weislich stdrkste aktivierende Fahigkeit besitzt Atenolol in den niedrigen Konzentrationen
1x10"* M und 1x107"°> M (mit 20% bezichungsweise 35 %). Metoprolol und auch Propranolol
wirken dagegen suppressiv. Auffallend ist ein leichter aktivierender Effekt der beiden B-
Blocker in der Konzentration 1x10™"2 M und 1x10™° M (4% und 7%). Mithin kann eine prolife-
rative Wirkung aller Beta,-Adrenorezeptor Antagonisten in der Konzentration 1x10™° M nach-

gewiesen werden.
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Abbildung 6a: Vergleich der Beeinflussbarkeit von ruhenden (C1 und C2) und allogen-stimulierten (C3)

PBMCs durch die Testsubstanz Atenolol (F), gemessen bei verschiedenen Konzentrationen (F1-F4). Jeweils
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ist eine Referenzmessung ohne Testsubstanz (F5) mit aufgefiihrt. Graphisch dargestellt sind die Mittelwerte

und die Standardabweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.

C1: ruhende Zellen des Individuums A (2x10° Zellen/ml)
C2: ruhende Zellen des Individuums B (2x10° Zellen/ml)
C3: MLC-II-Test (A+B jeweils 1x10° Zellen/ml)

F1: Atenolol 1x10° M F2: Atenolol 1x10° M 3: Atenolol 1x10™2 M
F4: Atenolol 1x10™"° M D5: Referenzmessung ohne Testsubstanz
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Abbildung 6b: Einfluss von unterschiedlichen Zellkonzentrationen (E1 und E2) auf die PBMC-AKktivitiit in
Anwesenheit der Testsubstanz Atenolol (F) in verschiedenen Konzentrationen (F1-F4). F5 ist die jeweilige
Referenzmessung ohne Testsubstanz. E3 ist fiktiv die doppelte Zellzahl von E1, dass heif3t der Messwert bei
der Konzentration von E1 wird mit dem Faktor 2 multipliziert und im Vergleich zum tatsichlichen Mess-
wert bei doppelter Zellzahl (E2) dargestellt. Graphisch dargestellt sind die Mittelwerte und die Standard-

abweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.

E1: ruhende Zellen des Individuums A in einer c= 2x10° Zellen/ml

E2: ruhende Zellen des Individuums A in einer c= 4x10° Zellen/ml

E3: Messwert von E1 multipliziert mit Faktor 2

F1: Atenolol 1x10° M F2: Atenolol 1x10° M F3: Atenolol 1x10"* M
F4:Atenolol 1x10° M F5: Referenzmessung ohne Testsubstanz
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Abbildung 7a: Vergleich der Beeinflussbarkeit von ruhenden (C1 und C2) und allogen-stimulierten (C3)
PBMCs durch die Testsubstanz Metoprolol (G), gemessen bei verschiedenen Konzentrationen (G1-G4).
Jeweils ist eine Referenzmessung ohne Testsubstanz (G5) mit aufgefiihrt. Graphisch dargestellt sind die

Mittelwerte und die Standardabweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.

C1: ruhende Zellen des Individuums A (2x10° Zellen/ml)
C2: ruhende Zellen des Individuums B (2x10° Zellen/ml)
C3: MLC-II-Test (A+B jeweils 1x10° Zellen/ml)

G1: Metoprolol 1x10° M G2: Metoprolol 1x10° M 3: Metoprolol 1x10™"* M
G4: Metoprolol 1x10™5 M GS5: Referenzmessung ohne Testsubstanz
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Abbildung 7b: Einfluss von unterschiedlichen Zellkonzentrationen (E1 und E2) auf die PBMC-AKktivitit in
Anwesenheit der Testsubstanz Metoprolol (G) in verschiedenen Konzentrationen (G1-G4). G5 ist die jewei-
lige Referenzmessung ohne Testsubstanz. E3 ist fiktiv die doppelte Zellzahl von E1, dass heifit der Messwert
bei der Konzentration von E1 wird mit dem Faktor 2 multipliziert und im Vergleich zum tatsiichlichen

Messwert bei doppelter Zellzahl (E2) dargestellt. Graphisch dargestellt sind die Mittelwerte und die Stan-

dardabweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.
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E1: ruhende Zellen des Individuums A in einer c= 2x10° Zellen/ml

E2: ruhende Zellen des Individuums A in einer c= 4x10° Zellen/ml

E3: Messwert von E1 multipliziert mit Faktor 2

G1: Metoprolol 1x10° M G2: Metoprolol 1x10° M G3: Metoprolol 1x10™"* M
G4: Metoprolol 1x10™5 M GS5: Referenzmessung ohne Testsubstanz
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Abbildung 8a: Vergleich der Beeinflussbarkeit von ruhenden (C1 und C2) und allogen-stimulierten (C3)
PBMCs durch die Testsubstanz Propranolol (H), gemessen bei verschiedenen Konzentrationen (H1-H4).
Jeweils ist eine Referenzmessung ohne Testsubstanz (HS) mit aufgefiihrt. Graphisch dargestellt sind die

Mittelwerte und die Standardabweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.

C1: ruhende Zellen des Individuums A (2x10° Zellen/ml)

C2: ruhende Zellen des Individuums B (2x10° Zellen/ml)

C3: MLC-II-Test (A+B jeweils 1x10° Zellen/ml)

H1: Propranolol 1x10° M H2: Propranolol 1x10° M 3: Propranolol 1x10™2 M

H4: Propranolol 1x10™° M HS5:Referenzmessung ohne Testsubstanz
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Abbildung 8b: Einfluss von unterschiedlichen Zellkonzentrationen (E1 und E2) auf die PBMC-AKktivitit in
Anwesenheit der Testsubstanz Propranolol (H) in verschiedenen Konzentrationen (H1-H4). HS ist die je-
weilige Referenzmessung ohne Testsubstanz. E3 ist fiktiv die doppelte Zellzahl von E1, dass heiflt der
Messwert bei der Konzentration von E1 wird mit dem Faktor 2 multipliziert und im Vergleich zum tatséich-
lichen Messwert bei doppelter Zellzahl (E2) dargestellt. Graphisch dargestellt sind die Mittelwerte und die

Standardabweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.

E1: ruhende Zellen des Individuums A in einer ¢= 2x10° Zellen/ml
E2: ruhende Zellen des Individuums A in einer ¢= 4x10° Zellen/ml

E3: Messwert von E1 multipliziert mit Faktor 2

H1: Propranolol 1x10° M H2: Propranolol 1x10° M H3: Propranolol 1x102 M
H4: Propranolol 1x10"° M HS: Referenzmessung ohne Testsubstanz
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Abbildung 9: Vergleich verschiedener 3-Blocker Atenolol (F), Metoprolol (G) und Propranolol (H) im
MLC-II-Test (A+B) bei den verschiedenen Substanzkonzentrationen I-IV. Die Messwerte sind prozentual

zur Referenzmessung dargestellt.

F: Atenolol G: Metoprolol H: Propranolol
I: Konzentration 1x10° M I1: Konzentration 1x10° M
III: Konzentration 1x10™2 M IV: Konzentration 1x10° M
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Abbildung 10a: 1x10° M
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Abbildung 10b: 1x10° M
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Abbildung 10d: 1x10"° M

Abbildung 10 a-d: Einfluss verschiedener 3-Blocker Atenolol (F), Metoprolol (G) und Propranolol (H) auf
die allogene Stimulierbarkeit (MLC-II-Test) von PBMCs. In den Diagrammen a-d wird dieser Einfluss fiir
jede der vier Substanzkonzentrationen (1x10° M, 1x10° M, 1x10™"2 M und 1x10™"° M) einzeln dargestellt.

Die Messwerte sind prozentual zur Referenzmessung dargestellt.

F: Atenolol X1: Referenz 1 Individuum A (2x10° Zellen/ml)
G: Metoprolol X2: Referenz 2 Individuum B (2x10° Zellen/m1)
H: Propranolol X3: MLC-II-Test (Zellen A+ Zellen B, jeweils 1x10° Zellen/ml)

3.6.3 Cimetidin ( H,-Rezeptor Antagonist)

Cimetidin wirkt suppressiv auf mononukleare Zellen.

Anhand der Abbildung 11a lésst sich der immunologische Effekt des H,-Rezeptor Antagonisten
Cimetidin erldutern: Auf Zellen der Testperson A wirkt Cimetidin suppressiv. Dabei ist die
stirkste Suppression in der Konzentration 1x10° M erkennbar. Mit geringerer Konzentration
nimmt auch die Neigung zur Suppression ab. Testperson B hingegen zeigt, sowohl eine Sup-

pression, als auch eine leichte Aktivierung. Im MLC-II-Test kann eine generelle Suppression
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beobachtet werden. Bedeutsame Unterschiede der Substanzkonzentrationen, beziiglich der
Suppression, sind nicht nachweisbar. Eine Verdopplung der Zellzahl (von 2x10° Zellen/ml auf
4x10° Zellen/ml) fithrt, zum einen zu einer hdheren Grundaktivitit, zum anderen auch zu einer
Aktivitétssteigerung der Zellen im Verhéltnis zur Referenz (Abbildung 11b). Dabei ist die pro-

liferierende Wirkung von Cimetidin in der Konzentration 1x10° M am deutlichsten.
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Abbildung 11a: Vergleich der Beeinflussbarkeit von ruhenden (C1 und C2) und allogen-stimulierten (C3)
PBMC:s durch die Testsubstanz Cimetidin (I), gemessen bei verschiedenen Konzentrationen (I11-14). Jeweils
ist eine Referenzmessung ohne Testsubstanz (I5) mit aufgefiihrt. Graphisch dargestellt sind die Mittelwerte

und die Standardabweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.

C1: ruhende Zellen des Individuums A (2x10° Zellen/m])

C2: ruhende Zellen des Individuums B (2x10° Zellen/ml)

C3: MLC-II-Test (A+B jeweils 1x10° Zellen/ml)

I1: Cimetidin 1x10° M 2: Cimetidin 1x10° M I3: Cimetidin 1x10"> M

I4: Cimetidin 1x10"° M 5: Referenzmessung ohne Testsubstanz
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Abbildung 11b: Einfluss von unterschiedlichen Zellkonzentrationen (E1 und E2) auf die PBMC-AKktivitiit in
Anwesenheit der Testsubstanz Cimetidin (I) in verschiedenen Konzentrationen (I1-14). I5 ist die jeweilige
Referenzmessung ohne Testsubstanz. E3 ist fiktiv die doppelte Zellzahl von E1, dass heif3t der Messwert bei
der Konzentration von E1 wird mit dem Faktor 2 multipliziert und im Vergleich zum tatsichlichen Mess-
wert bei doppelter Zellzahl (E2) dargestellt. Graphisch dargestellt sind die Mittelwerte und die Standard-

abweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.

E1: ruhende Zellen des Individuums A in einer c= 2x10° Zellen/ml

E2: ruhende Zellen des Individuums A in einer ¢= 4x10° Zellen/ml

E3: Messwert von E1 multipliziert mit Faktor 2

I1: Cimetidin 1x10° M 12: Cimetidin 1x10° M I3: Cimetidin 1x10"> M

I14: Cimetidin 1x10"° M I5: Referenzmessung ohne Testsubstanz

3.6.4 ASS, Indomethacin und Diclofenac (PGE,-Rezeptor Antagonisten)

Diclofenac wirkt proliferationsfordernd auf mononukleére Zellen; Acetylsalicylsaure wirkt so-

wohl aktivierend, als auch suppressiv; Indomethacin wirkt dagegen nur suppremierend

In Abbildung 12a wird der immunologischen Einfluss eines der bekanntesten Medikamente
tiberhaupt, der ASS, dargestellt: Auf ruhende Zellen beider Individuen wirkt ASS proliferati-
onsfordernd. Bei den A-Zellen ist die stirkste Wirkung in der Substanzkonzentration von 1x10
M erkennbar, bei den Zellen des zweiten Individuums (B) hingegen bei einer Konzentration
von 1x107"° M. Dieser Aktivititssteigerung in der Konzentration 1x10° M lésst sich auch beim
MLC-II-Test nachweisen, obwohl hier ASS suppressiv wirkt. Die darauf folgende Abbildung
12b vergleicht bei zwei verschieden Zellkonzentrationen den immunologischen Einfluss des

PGE;-Rezeptor Antagonisten ASS. Aus dem Diagramm ldsst sich eine Steigerung der Zellakti-
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vitdt nachweisen, fast genauso wie sie im rechnerisch ermittelten Beispiel (2xA) erkennbar ist.

Die stirkste proliferierende Wirkung hat ASS demnach in der Konzentration 1x10° M.

Abbildung 13a beschreibt den suppressiven Einfluss des Medikaments Indomethacin auf mo-
nonukledre Zellen: Auf die ruhenden Zellen beider Personen ist, mit Ausnahme der Konzentra-
tion 1x10"* M, bei den B-Zellen, bei denen eine leichte Aktivierung erkennbar ist, ein suppres-
sives Verhalten zu beobachten. Die stirkste Suppression ist in der Konzentration 1x10° M in

allen Tests ersichtlich.

Abbildung 13b zeigt die Untersuchung der Substanz Indomethacin bei unterschiedlichen Zell-
zahlen. Bei doppelter Zellzahl (4x10° Zellen/ml) fillt eine Umkehr der Suppression, hin zu
einer leichten Aktivierung auf. Aufler bei einer Substanzkonzentration von 1x10” M ist dieser
proliferationsfordernde Einfluss bei allen {ibrigen Konzentrationen von Indomethacin erkenn-

bar.

Abbildung 14a macht den proliferativen Effekt des sehr hiufig gebrauchten Medikaments Dic-
lofenac eindrucksvoll deutlich. Auf die ruhenden Zellen beider Individuen (A und B) wirkt
Diclofenac in gleicher Weise. So findet die stirkste Aktivierung bei einer Konzentration von
1x10™"? M statt. Auf die gemischte Lymphozytenkultur (MLC-II-Test) hat das Pharmakon eine
noch wesentlich stirkere aktivierende Wirkung. Die Aktivierungspotenz von Diclofenac ist im
MLC-II-Test umso stérker, je hoher die Substanzkonzentration ist (grofiter Messwert bei der

Konzentration 1x107 M).

Abbildung 14b unterstreicht den in Abb. 14a beschriebenen proliferativen Einfluss des PGE;-
Rezeptor Antagonisten Diclofenac. Die doppelte Menge an Zellen der Testperson A (4x 10°
Zellen/ml) wird durch Diclofenac starker aktiviert. Je hoher die Zellkonzentration ist, desto

stirker werden die mononukleiren Zellen in diesem Testansatz (4x 10° Zellen/ml) aktiviert.

Abbildung 15 zeigt die zuvor einzeln untersuchten PGE,-Rezeptor Antagonisten ASS, Diclofe-
nac und Indomethacin: Die hier verglichenen einzelnen MLC-II-Tests der drei Medikamente
weisen die proliferationssteigernde Wirkung von Diclofenac eindrucksvoll nach. Die Abhén-
gigkeit von der Substanzkonzentration ist gut erkennbar (70% bei 1x10™ M, 47% bei 1x10” M,
38% bei 1x10™"* M und 37% bei 1x10™"° M). ASS wirkt bis auf die leichte Aktivierung in der
Konzentration 1x10™"° M (3%) suppressiv. Indomethacin zeigt keinerlei Aktivierungstendenz.
Die stirkste Suppression ist bei einer Substanzkonzentration von 1x10° M mit -41% erkenn-

bar.
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Abbildung 12a: Vergleich der Beeinflussbarkeit von ruhenden (C1 und C2) und allogen-stimulierten (C3)
PBMC:s durch die Testsubstanz ASS (J), gemessen bei verschiedenen Konzentrationen (J1-J4). Jeweils ist
eine Referenzmessung ohne Testsubstanz (J5) mit aufgefiihrt. Graphisch dargestellt sind die Mittelwerte

und die Standardabweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.

C1: ruhende Zellen des Individuums A (2x10° Zellen/ml)
C2: ruhende Zellen des Individuums B (2x10° Zellen/ml)
C3: MLC-II-Test (A+B jeweils 1x10° Zellen/ml)

J1: ASS 1x10° M J2: ASS 1x10° M J3: ASS 1x102 M
J4: ASS 1x10° M J5: Referenzmessung ohne Testsubstanz

16 ——E1

£ 14 = = E2

s 1.2 %

) A

u o; A

= 9 * -

g 0’6 | V!\\ )

o

204 - —=

° 0,2

“ 0

J1 J2 J3 J4 J5

Substanzkonzentration

Abbildung 12b: Einfluss von unterschiedlichen Zellkonzentrationen (E1 und E2) auf die PBMC-Aktivitit
in Anwesenheit der Testsubstanz ASS (J) in verschiedenen Konzentrationen (J1-J4). J5 ist die jeweilige
Referenzmessung ohne Testsubstanz. E3 ist fiktiv die doppelte Zellzahl von E1, dass heifit der Messwert bei
der Konzentration von E1 wird mit dem Faktor 2 multipliziert und im Vergleich zum tatsichlichen Mess-
wert bei doppelter Zellzahl (E2) dargestellt. Graphisch dargestellt sind die Mittelwerte und die Standard-

abweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.

E1: ruhende Zellen des Individuums A in einer ¢= 2x10° Zellen/ml



3 Eigene Ergebnisse

60

E2: ruhende Zellen des Individuums A in einer c= 4x10° Zellen/ml

E3: Messwert von E1 multipliziert mit Faktor 2

J1: ASS 1x10° M J2: ASS 1x10° M J3: ASS 1x10* M
J4: ASS 1x10° M J5: Referenzmessung ohne Testsubstanz
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Abbildung 13a: Vergleich der Beeinflussbarkeit von ruhenden (C1 und C2) und allogen-stimulierten (C3)

PBMC:s durch die Testsubstanz Indomethacin (K), gemessen bei verschiedenen Konzentrationen (K1-K4).

Jeweils ist eine Referenzmessung ohne Testsubstanz (K5) mit aufgefiihrt. Graphisch dargestellt sind die

Mittelwerte und die Standardabweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.

C1: ruhende Zellen des Individuums A (2x10° Zellen/m])

C2: ruhende Zellen des Individuums B (2x10° Zellen/ml)

C3: MLC-II-Test (A+B jeweils 1x10° Zellen/ml)

K1: Indomethacin 1x10° M K2: Indomethacin 1x10° M 3: Indomethacin 1x10"2 M

K4: Indomethacin 1x107"° M KS: Referenzmessung ohne Testsubstanz
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Abbildung 13b: Einfluss von unterschiedlichen Zellkonzentrationen (E1 und E2) auf die PBMC-Aktivitit
in Anwesenheit der Testsubstanz Indomethacin (K) in verschiedenen Konzentrationen (K1-K4). K5 ist die
jeweilige Referenzmessung ohne Testsubstanz. E3 ist fiktiv die doppelte Zellzahl von E1, dass heifit der
Messwert bei der Konzentration von E1 wird mit dem Faktor 2 multipliziert und im Vergleich zum tatséich-
lichen Messwert bei doppelter Zellzahl (E2) dargestellt. Graphisch dargestellt sind die Mittelwerte und die

Standardabweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.

E1: ruhende Zellen des Individuums A in einer ¢= 2x10° Zellen/ml
E2: ruhende Zellen des Individuums A in einer c= 4x10° Zellen/ml

E3: Messwert von E1 multipliziert mit Faktor 2

K1: Indomethacin 1x10° M K2: Indomethacin 1x10° M K3: Indomethacin 1x10™"> M
K4: Indomethacin 1x10™° M KS: Referenzmessung ohne Testsubstanz
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Abbildung 14a: Vergleich der Beeinflussbarkeit von ruhenden (C1 und C2) und allogen-stimulierten (C3)

PBMC:s durch die Testsubstanz Diclofenac (L), gemessen bei verschiedenen Konzentrationen (L1-L4). Je-
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weils ist eine Referenzmessung ohne Testsubstanz (LS) mit aufgefiihrt. Graphisch dargestellt sind die Mit-

telwerte und die Standardabweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.

C1: ruhende Zellen des Individuums A (2x10° Zellen/ml)
C2: ruhende Zellen des Individuums B (2x10° Zellen/ml)
C3: MLC-II-Test (A+B jeweils 1x10° Zellen/ml)

L1: Diclofenac 1x10° M L2: Diclofenac 1x10° M L3: Diclofenac 1x107"> M
L4: Diclofenac 1x10™° M LS: Referenzmessung ohne Testsubstanz
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Abbildung 14b: Einfluss von unterschiedlichen Zellkonzentrationen (E1 und E2) auf die PBMC-Aktivitit
in Anwesenheit der Testsubstanz Diclofenac (L) in verschiedenen Konzentrationen (L1-L4). L5 ist die jewei-
lige Referenzmessung ohne Testsubstanz. E3 ist fiktiv die doppelte Zellzahl von E1, dass heifit der Messwert
bei der Konzentration von E1 wird mit dem Faktor 2 multipliziert und im Vergleich zum tatsiichlichen
Messwert bei doppelter Zellzahl (E2) dargestellt. Graphisch dargestellt sind die Mittelwerte und die Stan-

dardabweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.

E1: ruhende Zellen des Individuums A in einer c= 2x10° Zellen/ml

E2: ruhende Zellen des Individuums A in einer ¢= 4x10° Zellen/ml

E3: Messwert von E1 multipliziert mit Faktor 2

L1: Diclofenac 1x10° M L2: Diclofenac 1x10° M L3: Diclofenac 1x10™"> M

L4: Diclofenac 1x10"° M L5: Referenzmessung ohne Testsubstanz



3 Eigene Ergebnisse 63

80%

o ]
> 00—

S 60%-

)

(@)

L 200

(D) |

=

o 20% Ol
(V.

(] (=l
g_:/ O
‘S av
x
> -20%
= v
©
o -40% -

I&]) Konzentration

Substanz

Abbildung 15: Vergleich PGE2-Rezeptor Antagonisten: ASS (J), Indomethacin (K) und Diclofenac (L) im
MLC-II-Test (A+B) bei den verschiedenen Substanzkonzentrationen (I-IV). Die Messwerte sind prozentual

zur Referenzmessung dargestellt.

J: ASS L: Diclofenac K: Indomethacin
I: Konzentration 1x10° M II: Konzentration 1x10° M
III: Konzentration 1x10™2 M IV: Konzentration 1x10° M
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Abbildung 16b: 1x10° M
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Abbildung 16d: 1x10™"° M

Abbildung 16 a-d: Einfluss verschiedener PGE2-Rezeptor Antagonisten ASS(J), Indomethacin(K) und Dic-
lofenac(L) auf die allogene Stimulierbarkeit (MLC-II-Test) von PBMCs. In den Diagrammen a-d wird die-
ser Einfluss fiir jede der vier Substanzkonzentrationen (1x10° M, 1x10° M, 1x10™"2 M und 1x10™"° M) ein-

zeln dargestellt. Die Messwerte sind prozentual zur Referenzmessung dargestellt.

J : ASS X1: Referenz 1 Individuum A (2x10° Zellen/ml)
K: Indomethacin X2: Referenz 2 Individuum B (2x10° Zellen/m1)
L : Diclofenac X3: MLC-II-Test (Zellen A+ Zellen B, jeweils 1x10° Zellen/m1)

3.6.5 Sulpirid und Cyproheptadin (Serotonin/SHT-Rezeptorantagonisten )

Cyproheptadin wirkt aktivierend auf mononukledre Zellen, Sulpirid dagegen sowohl aktivie-

rend, als auch suppressiv.

Abbildung 17a stellt den Einfluss des Pharmakons Sulpirid auf mononukledre Zellen dar: Auf
die ruhenden Zellen der Person B wirkt die Substanz mit Ausnahme der Konzentration 1x10”
M proliferationsfordernd. Bei dem anderen, mit der Testperson A mit ruhenden Zellen durchge-
fiihrten Test, wirkt Sulpirid sowohl aktivierend (1x10° M und 1x10™"° M), als auch suppremie-
rend (1x10° M und 1x10"* M). Im MLC-II-Test hat das Medikament dagegen mit Ausnahme

der Substanzkonzentration 1x10™'? M einen erkennbaren proliferativen Effekt.

Abbildung 17b bildet die Substanz Sulpirid bei den Zellmengen 2x10° Zellen/ml und 4x10°
Zellen/ml ab. Wirkt das Medikament bei der geringeren Zellmenge sowohl proliferativ als auch
suppressiv, so hat es bei einer Zellzahl von 4x10° Zellen/ml eine eher suppremierende Wirkung.
Eine Ausnahme ist bei einer Substanzkonzentration von 1x10° M zu erkennen. In dieser Kon-

zentration ist ein schwach stimulierender Einfluss nachweisbar.
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Abbildung 18a demonstriert die weitgehende Aktivitétssteigerung mononukleédrer Zellen durch
die Substanz Cyproheptadin: Auf ruhende Zellen beider Individuen (A und B) ist ein deutlicher
proliferativer Effekt von Cyproheptadin zu erkennen. Dieser Effekt ist abhéngig von der Sub-
stanzkonzentration. Die stirkste Aktivititssteigerung ist bei der Konzentration von 1x10° M zu
beobachten. Im MLC-II-Test fillt dagegen bei der Konzentration 1x10° M eine schwache
Suppression auf. Ansonsten wirkt die Substanz stérker, je hoher die Konzentration von Cypro-
heptadin ist. Die hochste Aktivitiat der Zellen in Anwesenheit von Cyproheptadin ist bei der

Konzentration 1x10™ M erkennbar.

Abbildung 18b stellt den Einfluss von Cyproheptadin auf unterschiedliche Zellmengen (2x10°
Zellen/ml und 4x10° Zellen/ml) dar: Bei doppelter Zellzahl ist ein dhnlicher Effekt wie im
MLC-II-Test des vorangehenden Diagramms (Abb. 18a) beobachtbar. Cyproheptadin wirkt in
den Konzentrationen 1x10® M bis 1x10™"° M mit abnehmender Intensitit proliferationsstei-

gernd. Lediglich die Konzentration 1x10™ M wirkt schwach suppressiv.

Abbildung 19 vergleicht die Beeinflussung mononukledre Zellen durch die Serotonin/SHT-
Rezeptorantagonisten Sulpirid und Cyproheptadin: Die {iberwiegend proliferationsfordernde
Wirkung beider Substanzen geht aus dem Diagramm deutlich hervor. Die Ausnahme liegt nur
bei der Konzentration 1x10™* M (Sulpirid) und 1x10° M (Cyproheptadin) vor. Zusitzlich lasst
sich eine stirkere Aktivierung der Zellen durch Sulpirid nachweisen. Hier wirkt das Medika-
ment bei der Konzentration 1x10° M (13 %) am stéirksten aktivierend. Cyproheptadin hingegen

in einer Konzentration von 1x10”° M (8%).
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Abbildung 17a: Vergleich der Beeinflussbarkeit von ruhenden (C1 und C2) und allogen-stimulierten (C3)
PBMC:s durch die Testsubstanz Sulpirid (M), gemessen bei verschiedenen Konzentrationen (M1-M4). Je-
weils ist eine Referenzmessung ohne Testsubstanz (MS5) mit aufgefiihrt. Graphisch dargestellt sind die Mit-

telwerte und die Standardabweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.

C1: ruhende Zellen des Individuums A (2x10° Zellen/ml)

C2: ruhende Zellen des Individuums B (2x10° Zellen/ml)

C3: MLC-II-Test (A+B jeweils 1x10° Zellen/ml)

M1: Sulpirid 1x10° M M2: Sulpirid 1x10° M M3: Sulpirid 1x10"* M
M4: Sulpirid 1x10™"5 M DS5: Referenzmessung ohne Testsubstanz

o8 I -
0.6 i// . 4\.// ——E1

—a—E2
0,4

s\‘/!/:\! E3

0,2

Proliferation (E 450-650nm)

M1 M2 M3 M4 M5

Substanzkonzentration

Abbildung 17b: Einfluss von unterschiedlichen Zellkonzentrationen (E1 und E2) auf die PBMC-Aktivitit
in Anwesenheit der Testsubstanz Sulpirid (M) in verschiedenen Konzentrationen (M1-M4). M5 ist die je-
weilige Referenzmessung ohne Testsubstanz. E3 ist fiktiv die doppelte Zellzahl von E1, dass heiflt der
Messwert bei der Konzentration von E1 wird mit dem Faktor 2 multipliziert und im Vergleich zum tatséch-
lichen Messwert bei doppelter Zellzahl (E2) dargestellt. Graphisch dargestellt sind die Mittelwerte und die

Standardabweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.

E1: ruhende Zellen des Individuums A in einer c= 2x10° Zellen/ml

E2: ruhende Zellen des Individuums A in einer c= 4x10° Zellen/ml

E3: Messwert von E1 multipliziert mit Faktor 2

M1: Sulpirid 1x10° M M2: Sulpirid 1x10° M M3: Sulpirid 1x10™"2 M
M4: Sulpirid 1x10™5 M DS5: Referenzmessung ohne Testsubstanz
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Abbildung 18a: Vergleich der Beeinflussbarkeit von ruhenden (C1 und C2) und allogen-stimulierten (C3)
PBMCs durch die Testsubstanz Cyproheptadin (N), gemessen bei verschiedenen Konzentrationen (N1-N4).
Jeweils ist eine Referenzmessung ohne Testsubstanz (NS) mit aufgefiihrt. Graphisch dargestellt sind die

Mittelwerte und die Standardabweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.

C1: ruhende Zellen des Individuums A (2x10° Zellen/ml)

C2: ruhende Zellen des Individuums B (2x10° Zellen/ml)

C3: MLC-II-Test (A+B jeweils 1x10° Zellen/ml)

N1: Cyproheptadin 1x10° M N2: Cyproheptadin 1x10° M N3: Cyproheptadin 1x10™"2 M
N4: Cyproheptadin 1x10™"5 M N5: Referenzmessung ohne Testsubstanz
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Abbildung 18b: Einfluss von unterschiedlichen Zellkonzentrationen (E1 und E2) auf die PBMC-Aktivitit
in Anwesenheit der Testsubstanz Cyproheptadin (N) in verschiedenen Konzentrationen (N1-N4). NS ist die
jeweilige Referenzmessung ohne Testsubstanz. E3 ist fiktiv die doppelte Zellzahl von E1, dass heifit der
Messwert bei der Konzentration von E1 wird mit dem Faktor 2 multipliziert und im Vergleich zum tatséich-
lichen Messwert bei doppelter Zellzahl (E2) dargestellt. Graphisch dargestellt sind die Mittelwerte und die

Standardabweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.

E1: ruhende Zellen des Individuums A in einer ¢= 2x10° Zellen/ml
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E2: ruhende Zellen des Individuums A in einer c= 4x10° Zellen/ml

E3: Messwert von E1 multipliziert mit Faktor 2

N1: Cyproheptadin 1x10° M N2: Cyproheptadin 1x10° M N3: Cyproheptadin 1x10"> M
N4: Cyproheptadin 1x10"° M N5: Referenzmessung ohne Testsubstanz

14%}
L 12% -
[
— 10%-
T
E‘ 8% -
o
Q@ 6%
&) |
~ 4% -
:§
z W,
T 0%
E .
N -2% Konzentration
-4%

N

Substanz

Abbildung 19: Vergleich Serotonin/SHT-Rezeptorantagonisten Cyproheptadin (N) und Sulpirid (M) im
MLC-II-Test (A+B) bei den verschiedenen Substanzkonzentrationen O1-O4. Die Messwerte sind prozentu-

al zur Referenzmessung dargestellt.

N: Cyproheptadidin M: Sulpirid
I: Konzentration 1x10° M II: Konzentration 1x10° M
III: Konzentration 1x10™2 M IV: Konzentration 1x10° M
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Abbildung 20d: 1x10™° M

Abbildung 20a-d: Einfluss verschiedener Serotonin/SHT-Rezeptorantagonisten Cyproheptadin (N) und
Sulpirid (M) auf die allogene Stimulierbarkeit von PBMCs. In den Diagrammen a-d wird dieser Einfluss
fiir jede der vier Substanzkonzentrationen (1x10° M, 1x10° M, 1x10™'2 M und 1x10™"° M) einzeln darge-

stellt. Die Messwerte sind prozentual zur Referenzmessung dargestellt.

N :Cyproheptadidin X1: Referenz 1 Individuum A (2x10° Zellen/ml)
M : Sulpirid X2: Referenz 2 Individuum B (2x10° Zellen/ml)
X3: MLC-II-Test (Zellen A+ Zellen B, jeweils 1x10° Zellen/ml)

3.6.6 SKF-83566 (Dopamin-Rezeptorantagonist )

SKF-83566 wirkt sowohl aktivierend als auch suppressiv

Abbildung 21a zeigt den Einfluss des Dopaminrezeptorantagonisten SKF 83566 auf periphere
mononukledre Zellen des Blutes: In den ersten beiden Experimenten mit den Zellen der Indivi-
duen A und B zeigt sich, mit Ausnahme der Konzentration 1x10™"° M, eine Aktivierung. Dabei
ist bei diesen ruhenden Zellen der Testpersonen A und B die stirkste Aktivititssteigerung bei
der Substanzkonzentration 1x10™'* M auffillig. In der gemischten Lymphozytenkultur (MLC-
II-Test) werden die Zellen, aufler in der Konzentration 1x10° M, aktiviert. Auch hier kann bei

der Konzentration 1x10™ M eine stirkere Stimulation der Zellen gezeigt werden.

Abbildung 21b stellt die Wirkung der Substanz SKF 83566 auf zwei verschiedene Zellzahlen
(2x10° Zellen/ml und 4x10° Zellen/ml) gegeniiber: Bei Verdopplung der Zellzahl erkennt man
einen anndhernd identischen Trend, wie in dem in Abb. 21a dargestellten MLC-Test. Die
stirkste proliferative Wirkung besitzt SKF 83566 in einer Konzentration von 1x10™* M. Auf
eine Zellmenge von 4x10° Zellen/ml wirkt SKF 83566 bei 1x10” M deutlich suppressiv.
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Abbildung 21a: Vergleich der Beeinflussbarkeit von ruhenden (C1 und C2) und allogen-stimulierten (C3)
PBMCs durch die Testsubstanz SKF 83566 (O), gemessen bei verschiedenen Konzentrationen (01-04).
Jeweils ist eine Referenzmessung ohne Testsubstanz (O5) mit aufgefiihrt. Graphisch dargestellt sind die

Mittelwerte und die Standardabweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.

C1: ruhende Zellen des Individuums A (2x10° Zellen/ml)

C2: ruhende Zellen des Individuums B (2x10° Zellen/ml)

C3: MLC-II-Test (A+B jeweils 1x10° Zellen/ml)

O1: SKF 83566 1x10° M 02: SKF 83566 1x10° M 03: SKF 83566 1x107"* M
04: SKF 83566 1x10"° M OS: Referenzmessung ohne Testsubstanz:
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Abbildung 21b: Einfluss von unterschiedlichen Zellkonzentrationen (E1 und E2) auf die PBMC-Aktivitit
in Anwesenheit der Testsubstanz SKF 83566 (O) in verschiedenen Konzentrationen (01-04). O5 ist die
jeweilige Referenzmessung ohne Testsubstanz. E3 ist fiktiv die doppelte Zellzahl von E1, dass heifit der
Messwert bei der Konzentration von E1 wird mit dem Faktor 2 multipliziert und im Vergleich zum tatséch-
lichen Messwert bei doppelter Zellzahl (E2) dargestellt. Graphisch dargestellt sind die Mittelwerte und die

Standardabweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.
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E1: ruhende Zellen des Individuums A in einer c= 2x10° Zellen/ml

E2: ruhende Zellen des Individuums A in einer c= 4x10° Zellen/ml

E3: Messwert von E1 multipliziert mit Faktor 2

O1: SKF 83566 1x10° M 02: SKF 83566 1x10° M 03: SKF 83566 1x10"* M
04: SKF 83566 1x10"° M OS5: Referenzmessung ohne Testsubstanz

3.7 Testung von Immunmodulatoren

Verschiedene potentiell immunstimulierende Substanzen werden nun in die unter 3.1 beschrie-
ben Testsysteme (48-Stunden-Test, PHA-Proliferationstest und MLC-I-Test) eingesetzt und

untersucht.

3.7.1 Aminosauren L-Arginin und D-/L-Cystein

Abbildung 22a lédsst eine schwache suppressive Wirkung auf die mit L-Arginin inkubierten
Zellen erkennen. Diese Tendenz lasst sich sowohl bei ruhenden Zellen (48-Stunden-Test), bei
mitogen durch PHA stimulierten Zellen (PHA-Proliferationstest), als auch bei allogen stimu-
lierten Zellen (MLC-I-Test) nachweisen. Ein eindeutiger Trend beziiglich der Substanzkonzent-

ration ist in diesen Tests nicht zu erkennen.

Abbildung 23a zeigt eine schwache aktivierende Wirkung auf die mit der Aminosdure D-/L-
Cystein inkubierten mononukledren Zellen. Dieser Trend ist in allen drei Testansédtzen zu se-
hen. Lediglich die mitogene Stimulation der Zellen durch PHA ldsst bei einer Substanzkon-
zentration von 1x10” M eine leichte Suppression erkennen. Zusitzlich wird eine stirkere Akti-

vierung der Zellen durch die héhere Konzentration von D-/L-Cystein (1x10~ M) deutlich.

Abbildung 24 stellt die beiden zuvor einzeln untersuchten Aminosauren, L-Arginin und D-/L-
Cystein gegeniiber. Die Darstellung erfolgt hier nicht in absoluten Werten, sondern prozentual

auf die jeweilige Referenz bezogen.

In allen Tests erwies sich D-/L-Cystein deutlich als aktivitatssteigernd. Die Steigerung ist bei
der Konzentration 1x10° M, mit 10 % beim 48 Stunden- Test und sogar 23% beim MLC-I-
Test, deutlich zu erkennen. L-Arginin besitzt dagegen eine schwach suppressive Wirkung, die
bei der allogenen Stimulation, mit -23% (1x10™ M) und 15% (1x10”° M), am deutlichsten wird.
Im Ubrigen sind keinerlei Unterschiede zwischen den beiden verwendeten Substanzkonzentra-

tionen der Aminosiure L-Arginin auszumachen.
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Abbildung 22a: Proliferation peripherer Lymphozyten ohne Stimulation (T1), nach mitogener Stimulation
(T2) und nach allogener Stimulation (T3) in Anwesenheit der Testsubstanz L-Arginin (S) in zwei verschie-
denen Substanzkonzentrationen (S1 und S2), sowie eine Referenzmessung ohne Substanz (S3). Graphisch

dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.

T1: 48-Stunden-Test S1: L-Arginin 1x10° M
T2: PHA-Proliferationstest S$2: L-Arginin 1x10° M
T3: MLC-I-Test (A+Bx) S3: Referenzmessung ohne Testsubstanz
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Abbildung 22b: Einfluss des Lektins PHA auf PBMCs in Anwesenheit der Substanz L-Arginin bei den
Konzentrationen (1x10-5 M und 1x10-9 M). In diesem Diagramm werden zwei Referenzmessungen darge-
stellt: ohne Substanztanz und ohne PHA (R1), und mit PHA aber ohne Substanz (R2). Es handelt sich um

die Mittelwerte und die Standardabweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.

R1: Referenz ohne Testsubstanz und ohne PHA R2: Referenz ohne Testsubstanz aber mit PHA
K1: L-Arginin 1x10° M ohne PHA K2: L-Arginin 1x10° M ohne PHA
P1: L-Arginin 1x10"° M mit PHA P2: L-Arginin 1x10° M mit PHA
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Abbildung 23a: Proliferation peripherer Lymphozyten ohne Stimulation (T1), nach mitogener Stimulation
(T2 )und nach allogener Stimulation (T3) in Anwesenheit der Testsubstanz D-/L-Cystein (U) in zwei ver-
schiedenen Substanzkonzentrationen (U1 und U2), sowie eine Referenzmessung ohne Substanz (U3). Gra-

phisch dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen von jeweils sechs individuellen Pro-

ben.

T1: 48-Stunden-Test Ul: D-/L-Cystein 1x10° M

T2: PHA-Proliferationstest U2: D-/L-Cystein 1x10° M

T3: MLC-I-Test (A+Bx) U3: Referenzmessung ohne Testsubstanz
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Abbildung 23b: Einfluss des Lektins PHA auf PBMCs in Anwesenheit der Substanz D-/L-Cystein bei den
Konzentrationen (1x10-5 M und 1x10-9 M). In diesem Diagramm werden zwei Referenzmessungen darge-
stellt: ohne Substanztanz und ohne PHA (R1), und mit PHA aber ohne Substanz (R2). Es handelt sich um

die Mittelwerte und die Standardabweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.

R1: Referenz ohne Testsubstanz und ohne PHA R2: Referenz ohne Testsubstanz aber mit PHA
K1: D-/L-Cystein 1x10° M ohne PHA K2: D-/L-Cystein 1x10® M ohne PHA
P1: D-/L-Cystein 1x10”° M mit PHA P2: D-/L-Cystein 1x10° M mit PHA
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Abbildung 24: Vergleich des Einflusses von L-Arginin (S) und D-/L-Cystein (U) auf die Aktivitit unstimu-
lierter (T1), mitogen-stimulierter (T2) und auf allogen-stimulierter (T3) PBMCs bei jeweils zwei verschie-
denen Konzentrationen (S1 und S2, sowie Ul und U2). Die Messwerte sind prozentual zur Referenzmes-

sung dargestellt.

T1: 48 Stunden-Test T2: PHA-Proliferationstest T3: MLC-I-Test (A+Bx)
S1: L-Arginin 1x10° M S$2: L-Arginin 1x10° M
Ul: D-/L-Cystein 1x10° M U2: D-/L-Cystein 1x10° M

3.7.2 Das cAMP- System beeinflussende Substanzen Zaprinast und 8-Bromo-cGMP

Abbildung 25a demonstriert den aktivierenden Effekt auf periphere mononukledre Zellen, die
mit 8-Bromo-zyklischem Guanosinmonophosphat (¢cGMP) inkubiert worden sind. Mit Aus-
nahme der allogenen Stimulation im MLC-I-Test ldsst sich bei einer Konzentration von 1x10~

M stets eine Proliferationssteigerung nachweisen.

Abbildung 26a hingegen veranschaulicht die immunsuppressive Fahigkeit der Substanz Zapri-
nast. Eine leichte Aktivierung ist lediglich bei ruhenden Zellen (48 Stunden-Test) bei einer
Konzentration von 1x10”° M zu beobachten. Eine Differenzierung der immunologischen Potenz

der verwendeten Substanzkonzentrationen kann nicht vorgenommen werden.

Abbildung 27 vergleicht die Substanzen Zaprinast und 8-Bromo-cGMP. Diese beeinflussen das
zyklische Adenosinmonophosphat (cAMP)-System.

Die Darstellung lédsst eine deutlich immunsuppremierende Wirkung der Substanz Zaprinast

erkennen. Am deutlichsten wird dieser Trend beim Betrachten der allogenen Stimulation
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(MLC-I-Test) mit der Konzentration 1x10”. Diese Suppression ist mit 18% eindrucksvoll er-

kennbar.

Die Substanz 8-Bromo-cGMP steigert die Proliferation der mononukledren Zellen. Dieser
Trend ist bei den ruhenden Zellen am aussagekriftigsten nachzuweisen (24% beim 48 Stunden-

Test bei einer Konzentration 1x10~ M).

Ein Vergleich der unterschiedlichen Substanzkonzentrationen beider Substanzen ldsst im Hin-

blick auf die Wirksamkeit keine nennenswerten Unterschiede erkennen.
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Abbildung 25a: Proliferation peripherer Lymphozyten ohne Stimulation (T1), nach mitogener Stimulation
(T2) und nach allogener Stimulation (T3) in Anwesenheit der Testsubstanz 8-Bromo-cGMP (V) in zwei
verschiedenen Substanzkonzentrationen (V1 und V2), sowie eine Referenzmessung ohne Substanz (V3).

Graphisch dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen von jeweils sechs individuellen

Proben.
T1: 48-Stunden-Test V1: 8-Bromo-cGMP 1x10° M
T2: PHA-Proliferationstest V2: 8-Bromo-cGMP 1x10° M

T3: MLC-I-Test (A+Bx) V3: Referenzmessung ohne Testsubstanz
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Abbildung 25b: Einfluss des Lektins PHA auf PBMCs in Anwesenheit der Substanz 8-Bromo-cGMP bei
den Konzentrationen (1x10-5 M und 1x10-9 M). In diesem Diagramm werden zwei Referenzmessungen
dargestellt: ohne Substanztanz und ohne PHA (R1), und mit PHA aber ohne Substanz (R2). Es handelt sich

um die Mittelwerte und die Standardabweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.

R1: Referenz ohne Testsubstanz und ohne PHA R2: Referenz ohne Testsubstanz aber mit PHA

o

K1: 8-Bromo-cGMP 1x10° M ohne PHA K2: 8-Bromo-cGMP 1x10° M ohne PHA
P1: 8-Bromo-cGMP 1x10”° M mit PHA P2: 8-Bromo-cGMP 1x10° M mit PHA
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Abbildung 26a: Proliferation peripherer Lymphozyten ohne Stimulation (T1), nach mitogener Stimulation
(T2) und nach allogener Stimulation (T3) in Anwesenheit der Testsubstanz Zaprinast (W) in zwei verschie-
denen Substanzkonzentrationen (W1 und W2), sowie eine Referenzmessung ohne Substanz (W3). Gra-

phisch dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen von jeweils sechs individuellen Pro-

ben.
T1: 48-Stunden-Test W1: Zaprinast 1x10° M
T2: PHA-Proliferationstest W?2: Zaprinast 1x10° M

T3: MLC-I-Test (A+Bx) W3: Referenzmessung ohne Testsubstanz
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Abbildung 26b: Einfluss des Lektins PHA auf PBMCs in Anwesenheit der Substanz Zaprinast bei den Kon-
zentrationen (1x10-5 M und 1x10-9 M). In diesem Diagramm werden zwei Referenzmessungen dargestellt:
ohne Substanztanz und ohne PHA (R1), und mit PHA aber ohne Substanz (R2). Es handelt sich um die

Mittelwerte und die Standardabweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.

R1: Referenz ohne Testsubstanz und ohne PHA R2: Referenz ohne Testsubstanz aber mit PHA

K1: Zaprinast 1x10° M ohne PHA K2: Zaprinast 1x10° M ohne PHA
P1: Zaprinast 1x10° M mit PHA P2: Zaprinast 1x10° M mit PHA
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Abbildung 27: Vergleich des Einflusses der Testsubstanzen Zaprinast und 8-Bromo-cGMPauf die Aktivitit

unstimulierter (T1), mitogen-stimulierter (T2) und auf allogen-stimulierter (T3) PBMCs bei jeweils zwei



3 Eigene Ergebnisse 80

verschiedenen Konzentrationen (V1 und V2, sowie W1 und W2). Die Messwerte sind prozentual zur Refe-

renzmessung dargestellt.

T1: 48 Stunden-Test T2: PHA-Proliferationstest T3: MLC-I-Test (A+Bx)
W1: Zaprinast 1x10° M W?2: Zaprinast 1x10° M
V1: 8-Bromo-cGMP 1x10° M V2: 8-Bromo-cGMP 1x10° M

3.7.3 Das NO/ ROI- System beeinflussende Substanzen L-Canavanine und
DiethylamineNONOate

Abbildung 28a stellt die immunologische Wirksamkeit der Substanz L-Canavanine dar. Auf die
ruhenden Zellen im 48 Stunden-Test hat die Substanz bei den verwendeten Konzentrationen
eine proliferierende Wirkung, im PHA-Proliferationstest und im MLC-I-Test dagegen eine

suppressive Wirkung.

Abbildung 29a demonstriert keinen eindeutigen Trend der Beeinflussung von mononukleédren
Zellen mit der Substanz DiethylamineNONOate. Die Substanz hat auf ruhenden Zellen eine
schwach proliferierende Wirkung. Bei der mitogenen (PHA-Test) und der allogenen (MLC-I-

Test) Stimulierung ist eine suppressive Wirkung auszumachen.

Die in Abbildung 30 dargestellten Substanzen L-Canavanine und DiethylamineNONOate sind
Substanzen des NO/ROI-Systems. Das Diagramm zeigt keine einheitlichen Trends, dass heift
keine der beiden Substanzen kann als allein immunstimulierend beziehungsweise immun-
suppremierend bezeichnet werden. Trotzdem lésst sich eine stimulierende Wirkung beider Sub-
stanzen auf ruhende Zellen nachweisen. Diese Wirkung ist bei L-Canavanine mit 50% und
19% (1x10” M und 1x10° M) am eindrucksvollsten zu beobachten. Auch bei Diethylamine-
NONOate ist dies nachzuweisen, jedoch in geringerer Auspragung (10% bei 1x10° M und 1%
bei 1x10”° M). Zusitzlich ist die aktivititssteigernde Fahigkeit bei der Konzentration 1x10° M
deutlich hoher als bei 1x10° M (jeweils bezogen auf den 48 Stunden-Test).

In den weiteren Tests (PHA-Proliferationstest und MLC-I-Test) ldsst sich eine deutliche Sup-
pression erkennen. Ein eindeutiger Trend, beziiglich der Substanz oder den verwendeten Sub-

stanzkonzentrationen, lasst sich jedoch nicht ausmachen.
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Abbildung 28a: Proliferation peripherer Lymphozyten ohne Stimulation (T1), nach mitogener Stimulation
(T2) und nach allogener Stimulation (T3) in Anwesenheit der Testsubstanz L-Canavanine (X) in zwei ver-
schiedenen Substanzkonzentrationen (X1 und X2), sowie eine Referenzmessung ohne Substanz (X3). Gra-

phisch dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen von jeweils sechs individuellen Pro-

ben.

T1: 48-Stunden-Test X1: L-Canavanine 1x10° M

T2: PHA-Proliferationstest X2: L-Canavanine 1x10° M

T3: MLC-I-Test (A+Bx) X3: Referenzmessung ohne Testsubstanz
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Abbildung 28b: Einfluss des Lektins PHA auf PBMCs in Anwesenheit der Substanz L-Canavanine bei den
Konzentrationen (1x10-5 M und 1x10-9 M). In diesem Diagramm werden zwei Referenzmessungen darge-
stellt: ohne Substanztanz und ohne PHA (R1), und mit PHA aber ohne Substanz (R2). Es handelt sich um

die Mittelwerte und die Standardabweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.

R1: Referenz ohne Testsubstanz und ohne PHA R2: Referenz ohne Testsubstanz aber mit PHA
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K1: L-Canavanine 1x10° M ohne PHA K2: L-Canavanine 1x10° M ohne PHA
P1: L-Canavanine 1x10° M mit PHA P2: L-Canavanine 1x10° M mit PHA
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Abbildung 29a: Proliferation peripherer Lymphozyten ohne Stimulation (T1), nach mitogener Stimulation
(T2) und nach allogener Stimulation (T3) in Anwesenheit der Testsubstanz DiethylamineNONQate (Y) in
zwei verschiedenen Substanzkonzentrationen (Y1 und Y2), sowie eine Referenzmessung ohne Substanz
(Y3). Graphisch dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen von jeweils sechs individu-

ellen Proben.

T1: 48-Stunden-Test Y1: DiethylamineNONOate 1x10° M
T2: PHA-Proliferationstest Y2: DiethylamineNONOate 1x10° M
T3: MLC-I-Test (A+Bx) Y3: Referenzmessung ohne Testsubstanz
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Abbildung 29bEinfluss des Lektins PHA auf PBMCs in Anwesenheit der Substanz DiethylamineNONOQOate
bei den Konzentrationen (1x10-5 M und 1x10-9 M). In diesem Diagramm werden zwei Referenzmessungen
dargestellt: ohne Substanztanz und ohne PHA (R1), und mit PHA aber ohne Substanz (R2). Es handelt sich

um die Mittelwerte und die Standardabweichungen von jeweils sechs individuellen Proben.
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R1: Referenz ohne Testsubstanz und ohne PHA  R2: Referenz ohne Testsubstanz aber mit PHA
K1: DiethylamineNONOQate 1x10° M ohne PHA  K2: DiethylamineNONOate 1x10”° M ohne PHA
P1: DiethylamineNONOate 1x10° M mit PHA P2: DiethylamineNONOate 1x10° M mit PHA
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Abbildung 30: Vergleich des Einflusses der Testsubstanzen L-Canavanine und DiethylamineNONOQOate auf
die Aktivitit unstimulierter (T1), mitogen-stimulierter (T2) und auf allogen-stimulierter (T3) PBMCs bei
jeweils zwei verschiedenen Konzentrationen (X1 und X2, sowie Y1 und Y2). Die Messwerte sind prozentual

zur Referenzmessung dargestellt.

T1: 48 Stunden-Test T2: PHA-Proliferationstest T3: MLC-I-Test (A+Bx)
X1: L-Canavanine 1x10° M X2: L-Canavanine 1x10° M
Y1: DiethylamineNONOate 1x10° M Y2: DiethylamineNONOate 1x10° M
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4 Diskussion

4.1 Allgemeines

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Untersuchung des Einflusses bestimmter Sub-

stanzen und Medikamente auf mononukledre Zellen des peripheren Blutes.

Die verwendeten Methoden und die im Kapitel 3 dargestellten Eigenen Ergebnisse werden nun

mit der gdngigen Literatur verglichen.

4.2 Methoden und Testverfahren

Die abhingige Variable der durchgefiihrten Tests war die Proliferation auf die allogene (MLR)

und die mitogene (Phytohdmagglutinin) Stimulation.

Bei den hier beschriebenen Versuchen wurde auf die anderorts {ibliche radioaktive Behandlung
der Zellen zur Inaktivierung verzichtet. Stattdessen wurden die Stimulatorzellen durch die Sub-

stanz Mitomycin inaktiviert.

Beobachtungseinheit waren mononukledre Zellen des peripheren Blutes [Albrechtsen et al.,

1978]. Diese Zellen repréasentieren in ausreichender Form das spezifische Immunsystem.

Die Ficoll-Histopaque-Technik ermoglicht die Isolation von rund 70 Prozent aller Lymphozy-
ten des Vollblutes. Dabei bleiben die relativen Leukozytenunterklassen zum Grossteil erhalten
und werden nur wenig durch Erythrozyten und Granulozyten verunreinigt [Mookerjee, 1976].
In der Literatur werden die Probleme im methodischen Alltag [Akiyoshi et al., 1987] mit ver-
schieden Leukozytensubpopulationen und deren engen Interaktion oft diskutiert, um eine ef-
fektive Immunantwort zu erreichen [Ridge et al., 1998; Sanders, 1998]. Aus diesem Grund

wurde bewusst darauf verzichtet mit solchen Subpopulationen zu arbeiten.

Die unabhéngige, relevante Variable des Testsystems war die 48-stiindige Inkubation der Regu-
latorzellen mit immunmodulierenden Substanzen und Medikamenten. Dabei wurde sowohl
mit, als auch ohne mitogene Stimulierung der mononukledren Zellen gearbeitet. Zusétzlich
wurden die Regulatorzellen entweder durch Mitomycin C inaktiviert, beziehungsweise wurde

auf diese Inaktivierung der Regulatorzellen verzichtet.

Die hdufig angewandte MLR ist ein in vitro Modell und stammt klassischerweise aus der
Transplantationsimmunologie [Bach et al., 1973]. Sie dient in dieser Studie als Modell zur Be-

einflussung eines Empfanger Immunsystems durch Spender-Vakzinezellen. Es wurde immer
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gegen eine Referenzgruppe gemessen. Bei dieser handelte es sich um unbehandelte Zellen. Aus
acht individuellen Proben wurden fiir jeden einzelnen Versuchsansatz die Mittelwerte be-

stimmt.

Die computergestiitzte Berechnung erfolgte durch die Software SigmaStat (Jandel Scientific).
Die deskriptive, statistische Auswertung wurde mit dem Programm Microsoft Excel vorge-
nommen. Im Vergleich zu anderen Arbeiten wurde in dieser Studie auf eine hohe Zahl von in-
dividuellen Einzelmessungen Wert gelegt. Deshalb konnen diese Messungen aussagekréftig

beurteilt werden [Jorgensen et al., 1974].

Es wurden Leukozyten verwendet, die nicht auf ihren HLA-Typ getestet wurden. Daher be-
stand grundsétzlich die Mdoglichkeit aller MHC-Kombinationen. In Vorversuchen derselben
Laboreinheit zeigten sich keine statistisch signifikanten, interindividuellen Variabilititen zufal-
lig ausgesuchter Spender. Bei vergleichenden Versuchen wurden dagegen grundsétzlich Leu-
kozyten identische Spender verwendetet. Zusétzlich sind die technischen Variabilititen im Ver-

gleich zu den biologischen zu vernachldssigen [Thomsen et al., 1974].

4.3 Etablierung des Testsystems

In Vorversuchen wurde als geeignete Zeitdauer fiir die MLR neun Tage festgelegt. Dies ent-

spricht der géngigen Versuchsdauer anderer Studien [Sato et al., 1999].

Die Inaktivierung der Regulatorzellen mit Mitomycin C wurde in allen Versuchen so vorge-
nommen, dass 80% der Zellen den ersten Tag liberlebten. Dagegen sollte am neunten Tag keine
der durch Mitomycin behandelten Zellen mehr am Leben sein. So konnte in Versuchen dersel-
ben Arbeitsgruppe gezeigte werden, dass die Uberlebensfihigkeit der peripheren mononukled-

ren Zellen durch mitogene oder allogene Stimulation abnimmt.

Dagegen kann durch das Mitogen PHA und/oder durch eine Substanz mit bewiesener immun-
stimulierender Potenz, wie beispielsweise der H,-Rezeptor Antagonist Cimetidin, die Prolifera-

tion mittels direkter Beeinflussung der Responderzellen signifikant gesteigert werden.

Immunsuppression wird durch eine Erhéhung der Zellkonzentration von mehr als eine Million
Zellen pro Milliliter in einer gemischten Leukozytenreaktion erreicht und wird als crowding
bezeichnet. Diese Form der Immunsuppression beruht weder auf einer Anhdufung suppressiver
Zytokine oder toxischer Stoffwechselprodukte, noch auf einer Erschopfung des Nahrmediums.
Die Ursache der Suppression ist eine Induktion von Suppressorzellen und eine Kontaktinhibiti-

on. Sie wurde bereits frith beschrieben, ist aber bis zum jetzigen Zeitpunkt nur wenig pa-
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thophysiologisch erklért [Aarden et al., 1980; Bois et al., 1974; Du Bois et al., 1973; Herva,
1977; Knight, 1982; Onsrud et al., 1980]. Experimente anderer Arbeiten unterstiitzen die These
einer direkten Zell-Zell-Interaktion durch eine Kontaktinhibition. Diese Inhibition ist vom Typ
der Immunabwehr (primér oder sekundér), aber auch von der Zusammensetzung der Lympho-
zytensubsets abhingig [Knight, 1982]. Aus diesem Grund wurde in den Versuchen der ge-
mischten Leukozytenkultur eine Zellkonzentration, die nicht 1 Million Zellen pro Milliliter

ibersteigt, verwendet.

4.4 Wirkung der Substanzen

4.4.1 Rezeptorantagonisten
4.4.1.1 DMPX (Antagonist des purinergen Rezeptors)

DMPX ist ein A,/P,-selektiver Rezeptorantagonist von Adenosin [RBI, 1996]. Adenosin dient
in seiner Eigenschaft als Abbauprodukt von ATP, als Neurotransmitter. Es reguliert im Gehirn

den Blutdruck. In der Niere besitzt Adenosin zusétzlich blutdruckregulatorische Fahigkeit.

Zu den purino;-Rezeptoren (Adenosinrezeptoren) besitzt Adenosin die hochste Affinitéit. Die

P,-Rezeptoren und auch ein Teil der P,-Rezeptoren sind an G-Proteine gekoppelt.
4.4.1.2 Atenolol, Metoprolol und Propranolol (beta-adrenozeptor Antagonisten)

Die verwendeten B-Rezeptorenantagonisten kommen, wie alle anderen Handelsiiblichen, nicht

in der Natur vor.

Propranolol ist der dlteste und immer noch sehr haufig klinisch verwendete 3-Blocker, der be-
reits 1964 in England eingefiihrt wurde [Forth et al.,, 1996]. Im Gegensatz zu den o-
Antagonisten dhneln die 3-Adrenozeptor—Antagonisten den Katecholaminen. Genauso wie bei
den Agonisten macht ein grofer Substituent am Stickstoff die Antagonisten so selektiv fiir die

3-Rezeptoren, dass sie auf a-Adrenozeptoren praktisch keinen Einfluss haben.

Atenolol, Propranolol und Metoprolol ist die Ableitung vom Phenoxypropanolamin gemein-

sam, was den Pharmaka eine hohe B-Affinitit verleiht.

Eine Blockierung der B-Rezeptoren von Lymphozyten hat eine Steigerung der Proliferation auf
unspezifische und spezifische Stimulation zur Folge. So kommt es bei Rezeptorblockade zur
Stimulation der regulierten Proliferation. Dies hdngt wahrscheinlich damit zusammen, dass der

T-Zellrezeptor der TH2-Zellen nicht mit dem IP3-Signaltransduktionsweg verbunden ist. Dabei
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steigt in den TH2-Zellen nicht die intrazellulire Ca®"-konzentration, dagegen ist in TH1-Zellen
der Anteil von freiem intrazellulirem Ca*" mit bis zu 500 % betrichtlich erhdht [Stam et al.,
1993]. Die verschieden Lymphozytensubpopulationen werden auf unterschiedliche Weise be-
einflusst. Dies hiangt mit der differenten Rezeptordichte der beta-adrenergen Rezeptoren zu-
sammen. NK und CD8(+) T-Lymphozyten besitzen die hochste Dichte an Rezeptoren, die bis
zu dreifach hoher ist als auf CD4(+) TH 1-Lymphozyten [Muuray et al., 1992; Sanders 1998].
Zusitzlich besitzen TH2-Zellen so gut wie keine B-Rezeptoren [Stam et al., 1993] und besitzen
eine hohen, intrazelluldren cAMP-Spiegel [Novak et al., 1990], der mit einer hohen IL-4- und
IL-5 Produktion einhergeht. Dies wird fiir die Vermittlung der humoralen Immunitét verant-

wortlich gemacht [Ramer-Quinn et al. 1989; Sanders 1998].

Die zuvor schon angesprochene Ahnlichkeit der beta-adrenergen Rezeptoren zu den Katecho-
laminen ist wichtig zum Verstindnis der Wirkung der B-Rezeptoren. Da Lymphozyten auch
endogene Katecholamine bilden und sezernieren [Bergquist et al., 1994], liegt ein Gleichge-
wicht zwischen zelluldrer, spezifischer und humoraler, unspezifischer Immunitét in Abhingig-
keit der unterschiedlichen Rezeptorexpression und der systemisch und lokalen Katechola-

minfreisetzung vor.

Die Wirkung der untersuchten beta-Adrenozeptor Antagonisten (Atenolol, Metoprolol und
Propranolol) auf Regulatorzellen werden in den Eigenen Ergebnissen beschrieben. Demnach
wird durch Blockade der B-Rezeptoren die Proliferation der T-Zellen in unterschiedlicher Aus-
pragung gefordert, was von der Expression der betay-adrenergen Rezeptoren auf CD 8 zytoto-
xischer Lymphozyten und CD4(+)-T-Lymphozyten abhédngt. Wird durch B-Rezeptoren-Blocker
die hemmende cAMP Wirkung blockiert, kommt es zur vermehrten Bildung von IL-2. Diese
Proliferationsférderung durch Propranolol besitzt im Mausmodell Relevanz. Hier wird die
melphalaninduzierte TumorabstoBBung durch Deblockierung der tumorspezifischen zytotoxi-

schen T-Lymphozyten gefordert [Kalinichenko et al., 1999].
4.4.1.3 H,.Rezeptor-, Serotonin/SHT—-Rezeptor, D-Rezeptorantagonisten
Die H»-Rezeptor-, Serotonin/SHT-Rezeptor-, D>-Rezetorantagomisten wirken auf Regulatorzel-

len in unterschiedlicher Ausprigung immunstimulierend.

Histamin ist bei vielen Erkrankungen, vor allem aus dem allergischen Formenkreis, aber auch

bei Infektionen und auch bei Malignomen von wichtiger Bedeutung.

Die in der Literatur beschriebenen suppressiven Signale auf Lymphozyten durch Histamin

konnen durch die Stimulation der IL-10-Sekretion und durch eine Hemmung der IFN-y- und
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IL- 12-Synthese erkldrt werden [Elenkov et al., 1998; Horvath et al., 1999]. Cimetidin fordert
demnach die Proliferation unbehandelter Zellen durch Stimulieren der IFN-y- und IL-2-
Synthese und verhindert somit die durch Histamin sonst iibliche Suppression [Gifford et al.,

1987; Hahm et al. 1994; Horvath et al., 1999].

Die Funktion von TH2-Zellen wird durch eine Blockade der H;-Rezeptoren gehemmt [Muna-
kata et al., 1999]. H,-Rezeptorantagonisten haben sogar bei gesunden Probanden immunstei-
gernde Effekte [Brockmeyer et al., 1989]. Auch bei Patienten nach schwerem Schédelhirn-
trauma, die immunsuppremiert waren [Rixen et al., 1996] und bei Malignompatienten [Kelly et
al., 1999] konnten immunstimulierende Effekte durch Blockierung des H,-Rezeptors gezeigt
werden. Der Hj-Rezeptorblocker Cimetidin entfaltet sein Wirkung in den ersten 24 Stunden
nach Exposition eines Alloantigens, indem es die T-Suppressorfunktion hemmt [Gifford et al.,
1988, Nakajima et al., 1991; Rezay et al., 1990]. Dabei besitzen die aktivierten T-
Suppressorzellen, die CD8 und CD25 positiv sind, eine sehr hohe Konzentration an Hj-
Rezeptoren [Shibata et al., 1992]. In eigenen Versuchen konnte fiir das Medikament Cimetidin
die eben beschriebene aktivierende Wirkung auf die Proliferation nur sehr unzureichend ge-

zeigt werden.

Fiir den spezifischen D,-Rezeptorblocker Sulpirid konnte im Gegensatz zu anderen Dopamin-
rezeptorantagonisten kein immunsuppressiver Effekt nachgewiesen werden [Roudebusch et al.,
1991]. Dies erscheint verwunderlich, da ndmlich sowohl B-. als auch T-Lymphozyten D,-
Rezeptoren besitzen [Santamrogio et al., 1993]. Eine Rezeptorbindung von Dopamin fiihrt iiber
ein Gj-Protein zu einer Hemmung der Adenylatzyklase [Izenwasser et al., 1995; Santamrogio et
al., 1993]. Wenn nun Sulpirid diese Hemmung verhindert, kommt es zu einem Anstieg der in-

trazelluldren cAMP-Konzentration.

Uber die Wirkung der Substanz Cyproheptadin, die am 5-HT,-Rezeptor angreift und sowohl
antihistaminerge, als auch serotoninartige Eigenschaften besitzt, existieren in der Literatur kei-
ne Untersuchungen. Aufgrund der zuvor genannten Eigenschaften ist eine den Substanzen Sul-

pirid und Cimetidin dhnliche Wirkung anzunehmen.

Uber den synthetisch hergestellten, D;-Rezeptor selektiven Antagonist SKF-83566 waren in
der Literatur ebenfalls keine passenden Wirkungsweisen auf Lymphozyten zu finden. Demnach
ist eine dhnliche Wirkung, wie die anderer Dopaminrezeptorantagonisten (beispielsweise

Chlorpromazin), die sowohl in vivo, als auch in vitro immunsuppressiv wirken, anzunehmen.
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Diese nur bruchstiickhaften Erkenntnisse bediirfen jedoch noch weitere wissenschaftlicher Be-
lege und vor diesem Hintergrund sind vielleicht auch die zum Teil kontrdren Ergebnisse dieser

Arbeit zu bewerten.

4.4.1.3.1 Cimetidin (H2-Rezeptor, Antagonist)

Cimetidin besetzt genauso wie Ranitidin kompettitiv die H>-Rezeptoren von Histamin. Hista-
min, das durch Decarboxylierung aus der Aminosdure Histidin entsteht, ist in Gewebsmastzel-
len und im Blut gespeichert. In der Lunge fiihrt Histamin zur Bronchokonstriktion, steigert im
Darm die Peristaltik und wirkt auf Gefde dilatierend, indem es die Nitritoxydase aktiviert.
Zusitzlich wird Histamin aus enterochromaffinartigen Zellen in der Magenschleimhaut freige-
setzt, um die Sduresekretion aus den Belegzellen zu stimulieren. Im zentralen Nervensystem

(ZNS) wirkt es als Neurotransmitter [Forth et al., 1996].

Es existieren drei verschiedene Rezeptoren des Histamins, ndmlich H;- und H,-Rezeptoren, die

proteingekoppelt sind und der Hs-Rezeptor.

Durch Aktivierung der H;- Rezeptoren kommt es zu einer vermehrten Kalziummobilisation;
eine Aktivierung des Hy-Rezeptors dagegen fiihrt zur Stimulation der Adenylatzyklase. Die Hs-
Rezeptoren sind parasympathische Histaminrezeptoren [Forth et al., 1996].

4.4.1.3.2 Cyproheptadin (Serotonin/ 5 HT- Rezeptor, Antagonist)

Cyproheptadin greift am 5-HT,-Rezeptor an und hat sowohl antihistaminerge als auch seroto-
ninantagonistische Eigenschaften. Serotonin (5-Hydroxitryptamin, 5-HT) entsteht in den ente-
rochromaffinen Zellen des Darmepithels aus der Aminosdure L-Tryptophan. Serotonin wird
auch in den Nervenzellen des Darmes des Plexus myentericus und im ZNS, wo es als Neu-
rotransmitter dient, gebildet. In Thrombozyten ist 5S-HT gespeichert, wird jedoch nicht in ihnen
gebildet [Forth et al., 1996]. Derzeit kennt man sieben verschiedene Rezeptoren, unter denen
noch verschieden Subtypen existieren. Diese Rezeptoren sind zum Grofteil an G-Proteine ge-
koppelt. Die Signaltransduktion {iber die Adenylatzyklase ist den 5-HT;-Rezeptoren gemein-
sam. Dagegen funktioniert die Stimulation der 5-HT,-Rezeptoren iiber eine Aktivierung der
Phospholipase C. Der 5-HT3-Rezeptor besitzt einen nicht selektiven, ligandengesteuerten lo-

nenkanal [Forth et al., 1996].

4.4.1.3.3 Sulpirid und SKF 83566 (Dopaminrezeptorantagonisten)
Sulpirid gehort zur groBen Gruppe der Neuroleptika beziehungsweise in die Untergruppe der
Benzamide. Das kardinale pharmakologische Merkmal der Neuroleptika ist ihre antagonisti-

sche Wirkung an Dopaminrezeptoren. Von diesen kennt man heute mindestens fiinf Subtypen
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(D; bis Ds). Neuroleptika blockieren den D,-Typ. Die Affinitdt der Neuroleptika zu D»-
Rezeptoren korreliert sehr gut mit ihren bei der Therapie erreichten freien Plasmakonzentratio-
nen. Dies weist darauf hin, dass die Blockade der D,-Rezeptoren fiir die antipsychotische Wir-

kung der Neuroleptika verantwortlich ist [Forth et al., 1996].

Bei Sulpirid ldsst sich die geringe Ausprigung extrapyramidal-motorischer Nebenwirkungen
nicht auf die zusdtzliche Wirkung an einem bestimmten Rezeptor zuriickfithren, da das Phar-

makon fast nur Affinitdt zu den D,-Rezeptoren besitzt.

SKF-83566 ist ein synthetisch hergestellter Dopaminantagonist, der seine Wirkung selektiv am
D;-Rezeptor entfaltet.

4.4.1.4 PGE2-Rezeptor Antagonisten/ Metabolite des Arachidonsiurestoffwechsels

4.4.1.4.1 Acetylsalicylsaure (ASS)

ASS hemmt die Zyklooxygenase irreversibel durch Acetylierung eines Serin-Bausteins. Sie
wirkt in einer Einzeldosis von 500 mg analgetisch und antipyretisch, in hoéherer Dosierung
auch antiphlogistisch-antirheumatisch. Seit Mitte der neunziger Jahre vermutet man, dass ASS
einen zweiten, Zyklooxygenase-unabhéngigen molekularen Wirkungsmechanismus besitzt. Sie
hemmt die Aktivierung von NFkB, einem am Entziindungsgeschehen mallgeblich beteiligten

Transkriptionsfaktor [Forth et al., 1996].

Zusétzlich wird durch eine Gabe von 50-100 mg Acetylsalicylsdure infolge der Hemmung der
Zyklooxygenase die Synthese von Thromboxan A, in den Thrombozyten vermindert und damit
die Thrombozytenaggregation gehemmt. Dieser Effekt hilt iiber mehrere Tage an, weil die
kernlosen Thrombozyten nicht zur Proteinbiosynthese fahig sind. Demgegeniiber kdnnen die
Endothelzellen der Gefille inaktivierte Zyklooxygenase durch Neusynthese ersetzen und da-
durch wieder antiaggregatorische PGI, bilden. Salicylsdure, die durch Deacetylierung aus ASS
gebildet wird, besitzt keine therapeutisch nutzbare thrombozytenaggregationshemmende Wir-

kung, da sie die Zyclooxygenase nur kompetitiv zur Arachidonséure hemmt.

4.4.1.4.2 Indomethacin und Diclofenac

Bei Diclofenac (Voltaren®) handelt es sich um ein Arylessigsdurederivat. Indomethacin (Amu-
no®) dagegen ist ein Indolessigsdurederivat. Beide gehdren in die groBe Gruppe der nicht-
steroidalen Antiphlogistika (NSA). Sie werden zur Behandlung starker akuter Schmerzen und
bei Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises benutzt. Diclofenac wirkt in iiblichen Do-

sierungen starker analgetisch als ASS.
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Die NSA hemmen, genauso wie die antipyretischen Analgetika, die Biosynthese von Prosta-
noiden, indem sie das Schliisselenzym Zyklooxygenase blockieren. Urspriinglich wurden sie
entwickelt um chronische Entziindungsreaktionen, wie beispielsweise die theumatoiden Arthri-
tis, langfristig behandeln zu kénnen. Dabei sollten die bekannten unerwiinschten Wirkungen
von ASS (Schiadigung der Magenschleimhaut) vermieden werden. Dies wurde jedoch erst in
jingster Zeit erreicht. Entscheidend dafiir war die Entdeckung zweier verschiedener Isoenzy-

me, die sich hinter der Zyklooxygenase-Aktivitit verbergen.

Die Cyclooxygenase-1 (COX-1) wird fast in allen Korpergeweben exprimiert. Die Prostanoid-
synthese wird dabei durch die Verfiligbarkeit des Substrats Arachidonsdure reguliert. Die somit
gebildeten Prostanoide sind als Gewebshormone (Autacoide) an der physiologischen Regulati-

on vieler Organfunktionen beteiligt.

Im Gegensatz dazu wird die Cylooxygenase-2 (COX-2) iiberwiegend nur nach Induktion und
vor allem in Entziindungszellen exprimiert. Potente Induktoren sind die inflammatorische Zy-

tokine, vor allem Interleukin-1 [Forth et al., 1996].

Beide Isoenzyme weisen sehr groBe Homologien auf. Trotzdem gelang es selektive COX-2
Inhibitoren (Cylooxygenase-spezifische Inhibitoren (CSI)) zu entwickeln, da sich die Bin-
dungstaschen fiir die Substarte deutlich unterscheiden. Die klassischen nicht-steroidalen An-
tiphlogistika, auch NSA der ersten Generation genannt, zu denen auch Diclofenac und Indo-
methacin zdhlen, sind alle Derivate organischer Sduren. Diese NSA der ersten Generation
hemmen beide Isoenzyme, wobei hauptsidchlich COX-1 bevorzugt wird. Sie sind somit alle
analgetisch wirksam. Bei akuten, nicht-entziindlichen Schmerzen sind die selektiven COX-2-
Inhibitoren nicht wirksam. Bei der Senkung von Fieber jedoch scheint die Hemmung der COX-

2 von entscheidender Bedeutung zu sein.

Die immunologische Funktion von Regulatorzellen wird durch den Arachidonsédurestoffwech-

sel nicht entscheidenden beeinflusst.

Das nicht-steroidale Antiphlogistikum Indomethacin zeigt in den T-Zellproliferationstests keine
immunpotenzierende Wirkung. Diclofenac hingegen weist dagegen eine deutliche Aktivitéts-

steigerung auf.

In der Immunologie ist der Arachidonsdurestoffwechsel von wichtiger Bedeutung. Durch
Hemmung der Phospholipase A (PLA 2) mit Hilfe von Glukokortikoiden wird die Bildung so-
wohl von Leukotrienen, als auch von Prostaglandinen inhibiert. Der stirkste Promotor fiir die
Transkription proinflammatorischer Zytokine, AP-1, wird ebenfalls durch die Wirkung von

Glukokortikoiden gehemmt [Barnes, 1995; Stam et al., 1993]. Die Glukokortikoide fordern die
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B-Zellproliferation [Goodwin et al., 1986], zusétzlich auch die Immunglobulinbildung und
hemmen zugleich die Proliferation der T-Zellen und auch die Bildung zytotoxischer T-Zellen
(CTL) [Cheigh et al., 1975; Hirschberg et al., 1980; Stam et al., 1993]. Zudem wird die Bil-
dung von TH2-Zellen und T-Suppressorzellen durch ihre Wirkung gefordert.

Glukokortikoide fiihren in vivo zu einer Leukozytose, die durch eine Granulozytose mit
gleichzeitiger Lymphozytopenie und Monozytopenie gekennzeichnet ist. Dabei inhibieren sie
die MLR der Lymphozyten, hemmen zusétzlich die Freisetzung lysosomaler Enzyme und sta-

bilisieren lysosomale Zellmembranen [Cheigh et al., 1975; Onsrud, 1981].

Wie bereits zuvor erwihnt ist die COX das Schliisselenzym der Prostaglandinsynthese. Die
Zyklooxygenase wird durch die Wirkung nichtsteroidaler antiinflammatorischer Medikamente

(NSAIDs), wie beispielsweise Diclofenac oder Indomethacin gehemmt [Goodwin, 1984].

Der eigentliche Entziindungsmediator PGE, wird physiologisch hauptsidchlich durch
Makrophagen gebildet [Goodwin, 1977; Goodwin, 1984; Onsrud, 1983], indem diese durch

Lymphokine von spezifischen T8-Suppressorzellen dazu stimuliert werden.

PGE; hemmt die Proliferation von T-Zellen und fordert die Bildung von Immunglobulinen
durch B-Zellen [Ceuppens et al., 1982; Goodwin et al., 1977; Goodwin, 1980; Goodwin,
1984]. Hingegen stimulieren die Hemmer der COX-Hemmer die Proliferation der T-Zellen in
vitro, hemmen die Induktion allospezifischer Suppressorzellen und zugleich noch die Synthese
des Rheumafaktors durch B-Zellen [Ceuppens et al., 1982; Goodwin, 1980, Goodwin et al.,
1986; Goodwin et al., 1986; Goodwin, 1984; Goodwin, 1984, Goodwin et al., 1976; Hirsch-
berg et al., 1980; Onsrud, 1983].

Einige Autoren beobachteten, dass PGE, nach Ablauf einer spezifischen Immunreaktion als

negativer Feedbackinhibitor suppressiv auf die spezifischen Effektorzellen wirkt:

Demnach sollen nichtsteroidale antiinflammatorischer Medikamente, die keinen Einfluss auf
die zelluldare Immunitdt beim Gesunden haben, die DTH-Reaktion bei DTH-anergen Patienten
ermoglichen, und sogar noch verstidrken [Goodwin, 1984]. AuBlerdem stimulieren die NSAIDs
nicht gegen Antigene, sondern bei Antigenexposition den Titeranstieg gegen Recallantigene
[Goodwin et al., 1978]. Zudem konnte in anderen Experimenten bei T-Suppressorzellen eine
deutlich hohere PGE,-Rezeptordichte als auf T-Helferzellen nachgewiesen werden. Der
suppressive Effekt von PGE, wird durch die T8-Depletion aufgehoben. Durch den Einfluss von

PGE; kann eine gesteigerte B-Zellfunktion erreicht werden:
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Denn es wird nicht nur die T-Zellfunktion gehemmt [Goodwin et al., 1976], sondern auch die
strahlensensiblen und durch MMC inaktivierten T8-Suppressorzellen [Ceuppens et al., 1982;
Goodwin, 1984]. Diese Suppressorzellen hemmen wiederum die TH2-Helferzellen der Im-

munglobulinsynthese durch B-Lymphozyten.

Das nichtsteroidale Antiphlogistikum Indomethacin fordert die zelluldire Immunitit und hemmt

die die Immunglobulinbildung.

In den eigenen Ergebnissen fillt eine deutliche suppressive Wirkung auf die T-Zellfunktion
durch Indomethacin auf. Die proliferationsfordernde Wirkung der nichtsteroidalen Antiphlo-
gistika konnte hingegen, wie sie von anderen Autoren beschrieben wurde, im Gegensatz zu
Indomethacin, bei Diclofenac gezeigt werden. Auch fiir das Medikament ASS konnte eine For-

derung der Proliferation, dhnlich der bei Diclofenac, gefunden werden.

4.4.2 Immunmodulatoren

4.4.2.1 L-Arginin

L-Arginin ist fiir Sduglinge und Kinder eine essentielle Aminoséure, fiir Erwachsene eine nicht
essentielle Aminosdure. L- Arginin ist besonders reich an NO und kann aus vielen Proteinen
gebildet werden. Bei Sdugetieren spielt es eine wichtige Rolle in der Harnstoff-Synthese. Er-

wachsene konnen L- Arginin aus Glutaminsédure synthetisieren [Forth et al., 1996].

L- Arginin ist an einer Reihe von Korperfunktionen beteiligt. Es ist ein Prakursor fiir Stickoxid,
das beispielsweise flir die Regulation der Blutgefdfle beziehungsweise der Blutzirkulation und
fiir die Ubermittlung von Neuronen im Gehirn benétigt wird. L- Arginin verbessert die Pump-
leistung des Herzens. Es tragt weiter dazu bei, dass verschiedene Hormone gebildet werden.
Arginin ist daran beteiligt, dass Wachstumshormone aus der Hypophyse, Insulin aus dem
Pankreas und Noradrenalin aus den Nebennieren freigesetzt werden. L- Arginin ist fiir das Im-
munsystem wichtig, denn es verbessert die zellulire Immunantwort, trigt zur Bildung von T-
Lymphozyten bei und senkt deren Funktionsstérungen, und es regt die Phagozytose an. L- Ar-
ginin tragt liber seine Beteiligung an der Proteinsynthese bei Verletzungen und Operationen zur
besseren Wundheilung bei. Im Harnstoffzyklus der Leber wird L- Arginin in Harnstoff und in
die Aminosdure Ornithin gespalten und kann auch aus dieser gebildet werden. Es befreit auf
diese Weise den Korper von iiberschiissigem Stickstoff, der danach mit dem Urin ausgeschie-

den wird [Forth et al., 1996].
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4.4.2.2 D-/L-Cystein

Die nicht essentielle Aminosdure D-/L-Cystein wird im menschlichen K&rper meist aus Serin
und Methionin gebildet und kann in Cystin umgewandelt werden. D-/L-Cystein ist wie Methi-
onin und Taurin eine schwefelhaltige Aminosdure mit antioxidativer Wirkung und kommt vor-
wiegend in tierischen Proteinen vor. Die Struktur als schwefelhaltiges Tripeptid wurde 1935
aufgeklart. In der Leber wird aus Glutaminsdure, Glycin und Cystein Glutathion, eines der
wichtigsten Antioxidantien im Korper, gebildet. Glutathion ist in fast allen Korperzellen in
hoher Konzentration vorhanden, wobei sich das aktive, reduzierte Glutathion zusammen mit

Glutathion-Disulfid im Gleichgewicht befindet [Forth et al., 1996].

D-/L- Cystein hat antioxidative Féahigkeiten und kann die toxischen Wirkungen von Medika-
menten und Chemikalien verringern. Es trigt zur Synthese der Zellmembranen ebenso wie zu
ihrer Regeration bei. Glutathion wird fiir viele Prozesse im Stoffwechsel genutzt. Es unterstiitzt
die Strukturen von Kd&rperproteinen und hilft beim Transport von Aminosduren durch die Zell-
membranen. Glutathion spielt eine besonders wichtige Rolle im antioxidativen Immunsystem
des Korpers. Es entfaltet seine Wirkung zusammen mit dem selenhaltigen Enzym Glutathion-
peroxidase. Glutathion kann freie Radikale entgiften und oxidiertes Vitamin C und E wieder so
aufbereiten, dass der Korper diese Vitamine erneut nutzen kann. Die aktive, reduzierte Form
von Glutathion ist relativ instabil, vor allem bei oxidativem Stress wird es schnell verbraucht.
Glutathion ist weiterhin fiir das Immunsystem wichtig, das gilt speziell fiir die Reproduktion
von Lymphozyten. Es trigt dazu bei, dass Leukotriene gebildet werden, die bei Entziindungen

die Funktionen der Leukozyten und andere Immunreaktionen steuern [Forth et al., 1996].
4.4.2.3 Zaprinast und 8-Bromo-cGMP

Bei Zaprinast und 8-Bromo-cGMP handelt es sich um Substanzen, die das cAMP- System be-
einflussen. Der intrazellulire cAMP-Spiegel ist von entscheidender Bedeutung eine T-

Helferzelle entweder in die Richtung der TH1- oder TH2-Zellen zu lenken.

Die intrazellulire cAMP-Konzentration ist fiir die Steuerung, beziehungsweise fiir die Anpas-
sung, der Zytokinsekretion maligeblich entscheidend. So fiihrt ein Anstieg der cAMP-
Konzentration zu einer Sezernierung der TH2-Zytokine IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10. Gleichzei-
tig aber kommt es zu einer Hemmung der TH1-Zytokine IL-2, IL-12, INF- y und des TNF-a
[Haraguchi et al., 1995].
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Die Proteinkinase A (PKA) wird durch den Einfluss des zyklischen Adenosinmonophosphats
aktiviert und ist zusammen mit der Proteinkinase C (PKC) und dem Kalzium/Kalmodulin-

Komplex das Regulatorenzym der Gentranskription der Zytokine.

4.5 Das TH1 / TH2-Zellkonzept

Die Untersuchung der Beeinflussung der beiden unterschiedlichen Subpopulationen von TH-
Zellen (THI- und TH2-Zellen), beziechungsweise die Umwandlung in eine TH1 vorherrschende

Immunabwehr war fiir diese Arbeit von entscheidender Bedeutung.

Wie bereits im Kapitel 1.4 beschrieben unterscheiden sich TH-Zellen in ihrem Zytokinprofil

und lassen sich daher in zwei verschiedene Klassen unterteilen namlich TH1 und TH2-Zellen.

TH1-Zellen oder CD 4(+)-Lymphozyten produzieren hauptsdchlich IL-2, INF-y und TNF-f.
Bei der zelluldiren Immunabwehr herrschen sie als Helferzellen vom Typ TH1 vor [Kelso,

1995].

TH2-Zellen hingegen produzieren vorwiegend IL-4, IL-5, IL-6, IL-9 und IL-10. Bei der Pro-
duktion von Antikérpern (humorale Immunabwehr) sind TH2-Zellen vorherrschend, vor allem
bei Infektionen mit Wiirmern und bei Erkrankungen aus dem allergischen Formenkreis. Zu-
satzlich unterdriicken TH2-Zellen die durch Helferzellen vom Typ TH1 vermittelte Stimulation

der zelluldr vermittelten Immunabwehr [Garside et al., 1995].

Die naive periphere T-Zelle erlangt wihrend des ersten Antigenkontakts die Eigenschaft sich in
Richtung TH1 oder TH2-Profil zu entwickeln. Diese Entwicklung, entweder Zytokine vom Typ
TH1 oder TH2 auszuschiitten, hingt stark mit den beeinflussenden Faktoren des lokalen Mik-
romilieus ab. Die Interleukine unspezifischer Entziindungszellen sind dabei von entscheidender
Bedeutung [Garside et al., 1995; Kelso, 1995]. So sezernieren beispielsweise Makrophagen
Zytokine, die eine TH1 beherrschte Immunantwort hervorrufen. Dabei spielt IL- 12 eine ver-
mittelnde Rolle, wodurch eine Produktion von IFN-y durch NK und auch durch T-
Lymphozyten hervorrufen wird [Gately et al., 1994; Seder et al., 1993].

IL- 4 hat einen grofen Einfluss auf naive T-Zellen sich zu TH2-Zellen zu differenzieren. Fiir
die Ausschiittung von IL-4 werden zum einen Mastzellen verantwortlich gemacht, daneben
wird auch eine autokrine Synthese liber TH-Zellen selbst diskutiert. Demnach spielen die
Mastzellen eine dhnliche Rolle wie die Makrophagen bei der zelluldiren Immunantwort [Garsi-

de et al., 1995].
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Dem von TH-Zellen vom Typ TH2 produzierte IL- 10 kommt eine entscheidende Bedeutung

bei der Differenzierung der TH-Zellen zu:

Es hemmt die Synthese von IL-12 durch die Makrophagen und supprimiert damit die THI

vermittelte Immunantwort [Kégi et al., 1994].

Ob eine Beeinflussung dieses TH1/TH2-Systems durch verschiedene immunaktivierende Sub-
stanzen, beziehungsweise bestimmte Rezeptorantagonisten moglich ist, soll nun im Folgenden
diskutiert werden. Dafiir bedarf es der Darstellung einiger Grundlagen der zelluldren

Signaltransduktion.

4.6 Die zellulidre Signaltransduktion

Viele der in dieser Studie untersuchten Substanzen greifen in die zelluldre Signaltransduktion

ein.

Diese Immunmodulatoren und Antagonisten der Rezeptoren von Adrenalin, Dopamin, Hista-
min, Prostaglandine und Serotonin stimulieren, beziehungsweise inhibieren die Adenylat-
zyklase liber GTP bindende Proteine (G-Proteine) durch eine Erhhung oder Erniedrigung des
zelluldren Spiegels von cAMP [Dhanasekaran et al., 1998].

Die Signaltransduktionssystem von extrazelluldren Signalen nach intrazelluldr besteht aus drei

Proteinen, ndmlich Rezeptor, G-Protein und Effektor.

So interagieren beispielsweise Neurotransmitter (extrazelluldre Molekiile) mit der Rezeptorun-
tereinheit [Gudermann et al., 1997], was eine Konformationséinderung dessen Quartérstruktur
hervorruft, die sich dann auf das GTP-bindende Protein fortleitet und den Effektor bezie-

hungsweise dessen Funktionsstand verdndert.

Die Beeinflussung dieser Mechanismen dieses Gesamtsystems ist eines der zentralen Themen
der vorliegenden Arbeit. Wie bereits zuvor erwihnt sollen nun die einzelnen Prozesse der zellu-
laren Signaltransduktion vom G-Protein, iiber die second-messenger-Systeme, bis hin zur Ver-

anderung des cAMP-Spiegels im Zytoplasma erldutert werden.

4.6.1 G-Proteine

Dieses heterotrimere Protein besteht aus einer alpha-, einer beta- und einer gamma-

Untereinheit [Damle et al., 1982].
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Die alpha-Untereinheit ist fiir das GTP-bindende Protein von entscheidender Bedeutung. Sie
macht das Protein in seiner Struktur, in seiner Affinitidt und seinem Einfluss auf das Effek-
torprotein einzigartig. Aus diesem Grund aktiviert die alpha-Untereinheit Gs (stimulierendes
G-Protein) ein Effektorprotein, dagegen hemmt die Untereinheit G; (inhibierendes G-Protein)

demzufolge jenes Protein.

Im Gegensatz zur alpha-Untereinheit besitzen sowohl beta-, als auch gamma-Untereinheit ei-

nen homologen Aufbau und eine weitgehend dhnliche Funktion.

Adenylatzyklase, Phospholipase C (PLC), Guanylatzyklase und Phospholipase A; sind die Ef-
fektorproteine fiir die an das G-Protein gekoppelten Rezeptoren [Clapham et al., 1993].

Feste Rezeptoren sind nicht einem G-Protein zugeordnet, vielmehr besteht eine Zuordnung
bestimmter Rezeptortypen. Rezeptoren, die an das G-Protein gekoppelt sind, sind beispielswei-

se Adrenalin, Dopamin, Histamin, Prostaglandine und Serotonin.

Zusitzlich konnen G-Proteine seitlich in der Zellmembran diffundieren [Lyllmann et al., 1994].

4.6.2 Second Messenger

Der intrazellulire cAMP-Spiegel wird durch das G-Protein entscheidend beeinflusst. So kann
das G-Protein entweder durch G; oder durch Gjzu einer Erhohung beziehungsweise Erniedri-
gung des cAMP-Spiegels fiihren. Das G-Protein wiederum hingt von einer Aktivierung der

Adenylatzyklase ab, die es als Effektorprotein aktiviert.

Das intrazellulire cAMP bindet je nach Spiegel an bestimmte dimere Enzyme, die genau an
das zyklische Adenosinmonophosphat durch die spezifische cAMP-Bindungseinheit angepasst
sind. Zusétzlich besitzen diese Enzyme, meist Kinasen oder Phosphatasen, eine katalytische
Einheit durch die wichtige Zellfunktionen sichergestellt werden. Dies umfasst Zellwachstum,
Zelldifferenzierung, Zellproliferation und auch die Steuerung von wichtigen lonenkanélen, was
durch Phosphorilierungsvorgéinge und Dephosphorilierungsvorgénge geschieht [ Skalhegg et
al.,1997].

Durch die heterogene Struktur der cAMP-abhéngigen Proteinkinasen, sowohl der Bindungs-
einheiten (RIa, RIP, Rly), als auch der katalytischen Einheit (Ca, CB, Cy), konnten unter-
schiedliche Isoenzyme demaskiert werden. Die Isoenzyme unterscheiden sich in ihrem zellspe-
zifischen Erscheinungsbild und auch in ihren biochemischen Eigenschaften [Skalhegg et al.,

1992].
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Die cAMP-abhingige Proteinkinase A ist bei diesen Schritten von entscheidender Bedeutung.
Sie phosphoriliert OH-Gruppen von Aminosdureketten in einigen Proteinen, wobei es sich zu-

meist um Serylreste handelt [Cohen, 1989].

Eine andere durch G-Proteine vermittelte Signaltransduktionskaskade wird durch eine Aktivie-
rung der PLC in Gang gebracht. Diese Aktivierung bewirkt eine Spaltung des
Membranphospholipids Phosphatidylinositolbiphosphat (PIP;) und es entstehen dadurch die
beiden Signalmolekiile Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG) [Loftler, 1988].

IP; ruft eine Freisetzung von Kalzium (Ca*") aus den Speichern des Endoplasmatischen Reti-
kulums hervor und fiihrt somit zu einer Erhdhung des zytosolischem Ca*"-spiegels, was sich
direkt auf den Zellstoffwechsel auswirkt. Das hierbei freigesetzte Ca** wirkt nicht direkt auf
die enzymatischen Systeme, sondern iiber zwischengeschaltete Ca**-bindende Proteine. Das
dafiir verantwortliche kalziumbindende Protein Kalmodulin konnte in Nichtmuskelzellen
nachgewiesen werden. Es besitzt eine Ahnlichkeit zu dem in der Kardiologie zur akuten Herz-
infarktdiagnostik oft bestimmten Troponin C. Das zuvor genannte Protein Kalmodulin &ndert
nach der Bindung an Kalzium seine Konformation und unterschiedliche Proteine der Zelle bin-
den nun an den Kalzium-Kalmodulin-Komplex. Dadurch werden die katalytischen Aktivitdten
von Kalzium-Kalmodulin-abhéngigen Enzymen, wie membrangebundene Kalzium-ATPasen,
die Adenylatzyklase, Phosphorylasekinasen und Zyklonukleotidphosphodiesterasen verdndert
[Berridge et al., 1984; Loffler, 1988].

Das bei der Spaltung von Phosphoinositiden ebenfalls freiwerdende DAG hat ebenfalls eine
wichtige Bedeutung bei der zelluliren Signaltransduktion. Durch DAG und Ca*" wird die spe-
zifische Proteinkinase C aktiviert, die sich in ihrer Substratspezifitit von der durch cAMP ab-
héngigen Proteinkinase deutlich unterscheidet. So ist die aktivierte Proteinkinase C héiufig bei
der Differenzierung und beim Wachstum von Zellen beteiligt, indem sie an der Proteinbiosyn-
these beteiligte Faktoren sowie Hormonrezeptoren und auch Teile des Zytoskeletts phosphori-

liert [Andersen et al., 1985; Hokin, 1985].

Analog zur G-Protein vermittelten Aktivierung der Adenylatzyklase findet man dariiber hinaus

die Aktivierung der Guanylatzyklase und der Phospholipase A,.

Die Guanylatzyklase ist seit den sechziger Jahren bekannt und konnte in den meisten Zellen,
wie zum Beispiel glatten Muskelzellen und Monozyten, unterschiedlicher Herkunft nachgewie-
sen werden. Die Guanylatzyklase katalysiert die Synthese von c¢cGMP aus Guanosin-5°-
triphosphat (GTP). Aufgrund von unterschiedlichen strukturellen Merkmalen wird die Guany-

latzyklase in die membrangebundene und in die 16sliche Form eingeteilt:
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Die membrangebundene oder auch partikuldre Guanylatzyklase (pGC) ist ein Homodimer, das

von natriuretischen Peptiden stimuliert wird.

Die 16sliche Guanylatzyklase (sGC) wird von NO aktiviert. Sie besteht aus zwei Untereinhei-
ten und enthilt pro Heterodimer ein Ham als prosthetische Gruppe. Beide Untereinheiten sind
fiir die Katalyse notwendig. Die Guanylatzyklase ist verstérkt in cholinergen Geweben zu fin-

den [Loffler, 1988] und besitzt eine hohe Aktivitét in fetalem Gewebe [Loffler, 1988].

Arachidonsdure wird durch Aktivierung der Phopholipase A; aus Membranphospholipiden ab-
gespalten. Dabei handelt es sich fast ausschlieBlich um Phosphatidylinositol. Prostaglandin H,
wird durch den Einfluss einer Zyklooxigenase gebildet und gilt als Muttersubstanz der
Prostaglandine PG I, PG E,, PG F; und auch des Thromboxans A,. Eine Lipoxygenase be-
wirkt iiber einen alternativen Weg die Bildung der Leukotriene, die zur Gruppe der Eicosanoi-
de gehoren. Dies geschieht durch Bildung eines Hyperoxids und durch Umlagerungen der

Doppelbindungen der Arachidonséure [Loftler, 1988].

Prostaglandin H, wirkt, genauso wie auch andere Prostaglandine, intrazellulér iiber eine Erho-

hung des cAMP-Spiegels.

4.6.3 Das NO/cGMP-System

Eines der wichtigsten zelluliren Ubertragungssysteme ist das cGMP. Es bildet zusammen mit
NO das NO/cGMP-System und spielt als second messenger eine entscheidende Rolle bei einer
Vielzahl von unterschiedlichen physiologischen Prozessen, insbesondere bei der Relaxation
von glatten Muskelzellen, der Verminderung der Plittchenadhision und -aggregation und
der neuronalen Signaliibertragung und auch bei immunologischen Prozessen. Daher dienen
Arzneistoffe, die zu einer Steigerung der cGMP-Konzentration in den Zielzellen (Zellen der
glatten GefaBmuskulatur, Thrombozyten) fiihren, zur Vorbeugung und Behandlung von Herz-
Kreislauf-Erkrankungen. Der biologische Effekt von NO wurde 1980 von Furchgott und Sa-
wadzki entdeckt. Da die Struktur aufgrund der geringen Halbwertszeit noch ungeklirt war,
nannten sie die Substanz endothelium derived relaxing factor (EDRF) [Furchgott et al., 1980].
1987 gelang es Palmer und Mitarbeitern NO iiber Chemilumineszensmessungen zu identifizie-
ren. Stickstoffmonoxid, das aus den Endothelzellen durch vasoaktive Substanzen (Acetylcho-
lin, Bradykinin) freigesetzt wird, fiihrt tiber die Aktivierung der sGC zu einer Erhdhung des
cGMP-Spiegels [Palmer et al., 1987]. Die daraus resultierende Abnahme der Ca*'-
Konzentration bewirkt unter anderem eine Vasodilatation und Verminderung der Thrombozyte-

nadhésion und -aggregation.
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Die Effekte des cGMP werden durch cGMP-abhéngige Proteinkinasen vermittelt. Ein NO-
Mangel, der durch funktionseingeschrinkte Endothelzellen in atherosklerotisch verdnderten
Gefillen verursacht wird, kann durch Gabe von NO-Donoren (Glyceroltrinitrat, Isosorbiddi-
nitrat) teilweise oder vollstindig ausgeglichen werden. NO-Donoren werden seit Jahren bei der
Behandlung von Angina pectoris verwendet. Die Bildung von Nitrat-Toleranzen machte aber

die Suche nach NO-unabhingigen sGC-Aktivatoren unverzichtbar.
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5 Zusammenfassung

Die Therapie von Tumorerkrankungen hat sich in den letzten Jahren rasant gewandelt. Setzte
man bei der Behandlung von Krebs noch vor kurzem grofle Hoffnungen in die Chemothera-
pien, so machte sich aufgrund der hohen Remissionsraten schnell Erniichterung breit. Zu einer
viel versprechenden Therapieoption dieser Erkrankungen sind in letzter Zeit zelluldre Immun-
vakzine geworden. Doch leider ist es bisher noch nicht in ausreichendem Mafe gelungen, die
in vitro und im Tierversuch erreichten Erfolge, auf Patienten mit Tumorerkrankungen zu iiber-
tragen. Das Hauptproblem stellt die mangelnde Immunkompetenz der Rezipienten, und vor

allem auch die Suppressionsmechanismen der Vakzine selbst, dar.

Die vorliegende experimentelle Studie untersucht die immunologische Potenz von Medika-
menten des klinischen Alltags und von Immunmodulatoren auf periphere mononukleére Lym-
phozyten. Die in vitro Experimente basieren auf dem aus der Transplantation stammenden Mo-
dell MLC. Relevante abhéngige Variable der Beobachtungseinheit PBLs (mononukleédre Zellen
des peripheren Blutes) ist die polyklonale Lektinstimulation (PHA) und die Proliferation auf
allospezifische Zielzellen. Als unabhédngig Variable wurde eine 48-stiindige Vorinkubation von
lektinstimulierten Regulatorzellen, sowie ruhenden Regulatorzellen mit immunmodulierenden
Pharmaka definiert. Es wurden sowohl Versuchsreihen mit inaktivierten Regulatorzellen, als

auch ohne Inaktivierung durchgefiihrt. Die Regulatorzellen wurden mit MMC inaktiviert.

In den Versuchsreihen zeigte sich fiir 8-Bromo-cGMP, DMPX, Atenolol, Diclofenac und
Cyproheptadin eine Potenzierung der Funktion der Regulatorzellen. Viele andere untersuchten
Stoffe, somit auch andere Rezeptorenblocker, supprimieren hingegen die Regulatorzellen. Auf-
fallend ist, dass sich viele Substanzen der gleichen Substanzklasse vollig unterschiedlich ver-
halten. Auch konnten bei vielen Testsubstanzen keine einheitliche Wirkung nachgewiesen wer-

den.

Beim Vergleich der Ergebnisse mit der géngigen Literatur zeigt sich, dass es sich bei der T-
Zellaktivierung und der Suppression um &dullerst komplexe Vorginge handelt. Dieses hoch
komplexe System ist von vielen verschiedenen Faktoren abhédngig und bedarf sicher noch wei-
terer intensiver Erforschung. Als Erklarungsversuch fiir eine mangelhafte Immunantwort konn-
te eine funktionelle Blockierung der intrazelluldren second-messenger-Systeme dienen, die

durch ein pathologisches Mikromilieu entsteht.
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