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1 EINLEITUNG

1.1 Immunsystem

1.1.1 Allgemeines

Das Immunsystem schitzt unseren Korper sowohl vor koérperfremden
Eindringlingen als auch vor Uberalterten und entarteten korpereigenen Zellen
(Tumor-, Autoimmunzellen). Es besteht aus einem Netzwerk von Organen und
Gefallsystemen, die schitzende Zellen und Molekile bilden und im Korper
verteilen.

Es werden 2zwei Anteile unterschieden: Das angeborene, unspezifische
Immunsystem und die erworbene, spezifische Immunitat. Letztere wird erst
nach einem Erstkontakt aktiv, bildet dann aber Gedachtniszellen aus und kann
bei einem erneutem Erregerkontakt schnell und effektiv eingreifen. Beide
Systeme arbeiten eng zusammen, und es gibt Zellen, die Aufgaben sowohl flur

die spezifische als auch fur die unspezifische Immunitat erfullen.

1.1.2 Makrophagen und Lymphozyten

(Die in diesem Abschnitt erwahnten Rezeptoren und CD-Molekile (CD engl. fur

,cluster of differentiation”) werden unter 1.1.3 genauer erlautert.)

Ein wichtiges (zellulares) Bindeglied zwischen unspezifischer und spezifischer
Immunitat bilden die Makrophagen. Sie werden als Teil des unspezifischen
Immunsystems angesehen, kommunizieren aber rege mit Lymphozyten, den
Hauptzellen des spezifischen Immunsystems. Beide Zellarten gehdren zu den
Leukozyten (weile Blutkorperchen), die von Vorlauferzellen im Knochenmark
abstammen, dort oder in den lymphatischen Organen heranreifen und

schlief3lich im Blut durch den Korper wandern.
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Makrophagen erfillen ein breites Spektrum an Aufgaben. Wahrend einer

Abwehrreaktion werden sie durch chemotaktische Stoffe ins Entzlindungsgebiet
gelockt. Dort erkennen sie eingedrungene Pathogene Uber Rezeptoren an
bestimmten Makromolekilen wie z.B. dem Lipopolysaccharid auf
gramnegativen Bakterien (,pattern recognizing receptors) oder an bereits
gebundenen Antikérpern (Fc-Rezeptoren). Sie binden die angreifenden
Organismen Uber diese Strukturen, phagozytieren sie und ,verdauen® ihre
Bestandteile im Zellinneren. Auf gleiche Art und Weise eliminieren die
Makrophagen auch infizierte, mit Antikérpern markierte, entartete oder
uberalterte korpereigene Zellen sowie apoptotische Zelltrimmer. Das
phagozytierte Material prozessieren die Makrophagen im Zellinneren, binden
seine antigenen Bestandteile an spezielle Rezeptoren (MHC-Molekule, siehe
unter 1.1.3) und prasentieren sie anderen Immunzellen, v.a. Lymphozyten, auf
der Zelloberflache.

Abgesehen von der Phagozytosetatigkeit bilden Makrophagen antimikrobiell
wirkende Sauerstoffradikale und sezernieren eine Vielzahl von Botenstoffen
und Enzymen, die das Verhalten anderer Immunzellen modulieren bzw. die
Wundheilung unterstitzen (Zytokine - v.a. IL-12, IL-1, IL-6 und TNFaq,
Wachstums-, Gerinnungsfaktoren, Komplementprodukte, Prostaglandine,
diverse Proteasen / Hydrolasen, Lysozym u.a.).

(Aus: Perera & Waldmann, 1998, Smith et al., 2001)

Lymphozyten sind die hauptausfuhrenden Zellen des spezifischen
Immunsystems. Sie zeichnen sich im Gegensatz zu den Zellen der
unspezifischen Immunitat dadurch aus, dass sie Rezeptoren flr je ein
spezifisches Antigen exprimieren. Durch Kontakt mit diesem Antigen werden sie
aktiviert, proliferieren und bilden einen Klon aktivierter, spezifisch gegen das
jeweilige Antigen gerichteter Zellen (Altman & Lippolis, 2001).

Der groldte Teil der im Korper vorhandenen Lymphozyten zirkuliert im
peripheren Blut. Dort finden sich drei Subtypen in unterschiedlicher Haufigkeit:
Bei gesunden Erwachsenen sind ca. 80% T-Zellen, 5-10% B-Lymphozyten und
10-15% NK-Zellen (Lewis & Harriman, 2001).
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T-Zellen tragen als allgemeinen Marker das CD3-Molekul und den flr jeden T-
Zellklon spezifischen T-Zellrezeptor (TCR) zur Antigenerkennung. T-Zellen sind
fur eine Aktivierung auf professionelle antigenprasentierende Zellen (APC) wie
Makrophagen oder B-Lymphozyten angewiesen, die ihnen aufler dem
prozessierten Antigen ein zweites Signal in Form von kostimulierenden
Molekulen (CD80, CD86) anbieten.

Nach Funktion und der Expression von bestimmten Oberflachenmolektlen
werden folgende T-Zellarten unterschieden:

1) T-Helferzellen: Sie exprimieren abgesehen von CD3 das Membranmolekiil

CD4 und erkennen Antigene, die Uber MHC Klasse lI-Molekulle prasentiert
werden. T-Helferzellen fuhren keine direkten Effektorfunktionen gegen die
Pathogene aus, sondern Ubernehmen essentielle Aufgaben flr die Aktivierung
und Unterstutzung der anderen beteiligten Immunzellen. Durch Kontakt mit
ihrem spezifischen Antigen entwickelt sich die T-Helferzelle je nach
Zytokinumgebung, Art des Antigens und eigener genetischer Ausstattung zu
Th1- oder Th2-Zellen mit Aufgaben innerhalb der zellularen (Th1) bzw.
humoralen (Th2) Immunantwort.

(Aus: Eagar et al., 2001, Koretzky & Peterson, 2001, Budd & Fortner, 2001)

2) Zytotoxische T-Zellen: Zytotoxische T-Zellen exprimieren zusatzlich zu CD3

das Oberflachenmoleklil CD8 und werden durch Antigene aktiviert, die ihnen
uber MHC Klasse |-Molekille prasentiert werden. Sie sind Teil der zellularen
Immunantwort, binden an infizierte oder anderweitig unerwinschte Zellen und
induzieren deren Apoptose. Dazu exprimieren die zytotoxischen T-Zellen
bestimmte Todesliganden, allen voran den CD95Ligand (vergleiche auch 1.1.3
und 1.2.2.1). Zellen, die fur diese Liganden nicht sensibel sind, tdéten sie Uber
sezerniertes Perforin und Granzym B. Diese bilden Poren in die Zellmembran
der Zielzelle (Perforin) und aktivieren in ihrem Zytoplasma die Effektorcaspase
drei (Granzym B, vergleiche auch 1.2.2.3).

(Aus: Altman & Lippolis, 2001, Koretzky & Peterson, 2001, Budd & Fortner,
2001, Degterev et al., 2003)
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3) NKT-Zellen: Sie bilden eine kleine Sondergruppe der T-Zellen (ca. 5%), die
zum groten Teil weder CD4 noch CD8 exprimiert. NKT-Zellen kénnen direkt
auf Antigene reagieren und sind nicht auf deren Prasentation durch MHC-
Moleklile angewiesen. Sie wirken v.a. gegen autoreaktive Immunzellen
(Seaman, 2001).

B-Lymphozyten erkennen Antigene Uber spezifische, membrangebundene

Antikdrper. Nach Aktivierung differenzieren sie sich weiter zu sog.
Plasmazellen, die als Effektoren der humoralen Immunantwort Antikorper
gegen das spezifische Antigen bilden (Lewis & Harriman, 2001, Schroeder et
al., 2001).

Naturliche Killerzellen tragen keine antigenspezifischen Rezeptoren, sondern

zeichnen sich durch unspezifische zytotoxische Aktivitat v.a. gegen
virusinfizierte und entartete Zellen aus. Wie zytotoxische T-Zellen konnen sie
uber Todesliganden wie CD95L oder die Sekretion von Perforin und Granzym

A/B in diesen Zellen Apoptose induzieren (Seaman, 2001).

1.1.3 Untersuchte Zelloberflaichenmolekiile und die CD-Nomenklatur

Die Immunzellen zeichnen sich durch die Expression von jeweils
charakteristischen Zelloberflachenmolekilen aus, die in der CD-Nomenklatur
(CD = engl. ,cluster of differentiation®) klassifiziert werden. Anhand dieser
Molekule kdnnen Zelltyp und Funktionszustand einer Zellpopulation identifiziert
werden (Lewis & Jackson, 1992, Mason et al., 2001).

Die in dieser Arbeit untersuchten Molekule sollen im Folgenden bezuglich ihrer
Zellverteilung und Funktion skizziert werden. In Tabelle 1.1 findet sich eine

kurze Ubersicht.
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Tabelle 1.1: Ubersicht (iber die untersuchten Zelloberflichenmolekiile
Aufgefiihrt sind untersuchte Zelloberflachenmolekile von Makrophagen
und verschiedenen Lymphozytensubpopulationen mit ihrem Name nach
der CD-Nomenklatur, weiteren Bezeichnungen, GrdlRe, Familie,
Zellverteilung und Funktion. (Aus: Sell & Max, 2001, Acton, 2001,
http://www.ncbi.nim.nih.gov/PROW)

CD3: Das CD3-Molekul gilt als allgemeiner Marker fur T-Zellen. Es ist als
invarianter Polypeptidkomplex mit dem antigenspezifischen T-Zellrezeptor
(TCR) assoziiert und wird nach dessen Bindung an prasentierte Antigene fur die
Signaltransduktion ins Zellinnere bendtigt (Roitt et al., 2001, Lewis & Rickman,

1992).

CD4 und CD8: CD4 und CD8 sind auf T-Helferzellen bzw. zytotoxischen T-
Zellen (vergleiche 1.1.2) zu finden und fungieren als Korezeptoren zum TCR.
Sie binden seitlich an die antigenprasentierenden MHC-Molekile und
stabilisieren dadurch die TCR-Antigen-MHC-Bindung (Janeway et al., 2001,
Lewis & Jackson, 1992).

CD19: CD19 qilt als Marker fur B-Lymphozyten. Es wird abgesehen vom
Plasmazellstadium wahrend der gesamten B-Zellentwicklung exprimiert und

fungiert als Korezeptor zur B-Zellaktivierung (Schroeder et al., 2001).

CD56: Die Funktion des CD56-Molekuls ist noch unklar. Es dient als
Adhasionsmolekul fur Nervenzellen und Ubernimmt bei den Immunzellen
wahrscheinlich ahnliche Aufgaben. Zusammen mit dem CD16-Molekil gilt es
als Marker fur Naturliche Killerzellen, die CD56 in vergleichsweise starker

Intensitat exprimieren (Seaman, 2001).

CD14: CD14 wird als Marker fir reife Monozyten und jingere Makrophagen
angesehen, die es als Rezeptor fur Lipopolysaccharid (LPS, Bestandteil
gramnegativer Bakterien) in hoher Dichte exprimieren. Die Bindung von LPS
fuhrt zur Aktivierung der Makrophagen (Wright et al., 1990). Daneben dient das
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CD14-Molekul der Erkennung und Phagozytose von apoptotischen Zellen.
(Gregory, 2000, Devitt et al., 1998, Marwitz et al., 1988).

Neben der membrangebundenen CD14-Form (mCD14) gibt es im Serum
I6sliches CD14 (sCD14, engl. ,soluble®). Es entsteht durch enzymatische
Abspaltung und ,Abwurf‘ des membrangebundenen Molekils, das dadurch
herabreguliert wird (Bazil & Strominger, 1991, Landmann et al., 1996, Ziegler-
Heitbrock & Ulevitch, 1993). sCD14 wurde in dieser Arbeit nicht analysiert. Es
wurde, falls Uberhaupt vorhanden, durch mehrfaches Waschen der Zellen

wahrend des Farbevorgangs (siehe Methoden 3.5.2) entfernt.

Kostimulatorische Molekiile: CD80, CD86 und CD28: CD80 und CD86 sind

kostimulierende Molekule der antigenprasentierenden Zellen. Sie gehdren zur

B7-Familie, einer Gruppe strukturell verwandter Glykoproteine (Janeway et al.,
2001). CD28 ist ihr wichtigster Rezeptor auf den T-Zellen (Carreno & Collins,
2002, Bour-Jordan & Bluestone, 2002, Salomon & Bluestone, 2001).

CD86 wird auf den Makrophagen bereits in Ruhe exprimiert, durch Aktivierung
schnell heraufreguliert und dominiert die Kostimulation in der frGhen T-Zell-
Aktivierung. Dagegen wird CD80 erst zwolf bis 24 Stunden nach Aktivierung der
Makrophagen exprimiert, bindet dann aber zwei- bis dreimal so stark an CD28
wie CD86, womit es fur die Aufrechterhaltung der T-Zellantwort zustandig ist
(Salomon & Bluestone, 2001, Girndt et al., 1998, Schmittel et al., 1995, Caux et
al., 1994, Hathcock et al., 1994).

MHC-Klasse |- und —Klasse lI-Molekiile: Die Moleklile des Haupthisto-

kompatibilitatskomplexes (MHC: englisch ,major histocompatibility complex®)

dienen der Antigenprasentation. Sie werden durch ein Cluster von
hochpolymorphen Genen kodiert, die in jedem Menschen individuell
zusammengestellt sind (,immunologische Identitat®).

MHC-Klasse |-Moleklle werden durch die drei Genregionen HLA- A, -B, -C
kodiert und von fast allen kernhaltigen Zellen exprimiert (HLA: englisch ,human

leucocyte antigen®). MHC-I-gebundene Antigene werden von CD8 T-Zellen
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erkannt, die durch sie korpereigene von koérperfremden Zellen unterscheiden
sowie virusinfizierte und entartete Zellen erkennen kdénnen.

Genregionen fur MHC-Klasse II-Molekule sind HLA-DR, -DQ und -DP. MHC-II
sind nur auf antigenprasentierenden Zellen (v.a. Makrophagen, B-Lymphozyten
und dendritischen Zellen) zu finden. An sie werden Antigene von
phagozytierten, also zellfremden Bestandteilen gebunden, die CD4 T-Zellen
aktivieren (Janeway et al., 2001, Roitt et al., 2001, Acton, 2001).

Makrophagen exprimieren sowohl MHC-Klasse |- als auch MHC-Klasse II-
Molekile. HLA-DP und -DQ ist nur auf einem kleinen Prozentanteil der
Makrophagen zu sehen, wahrend HLA-DR, das in dieser Arbeit untersucht

wurde, vom Grol3teil der Makrophagen exprimiert wird (Brooks & Moore, 1988).

CD16: CD16 gehort zu den Fc-Rezeptoren, die auf verschiedenen Immunzellen
zu finden sind. Uber sie kénnen die Zellen Fc-Bereiche von Immunglobulinen
und damit freie Antikorper, Antigen-Antikorper-Komplexe oder
antikorperbeladene Pathogene bzw. Zellen binden. Der Fcy-Rezeptor-111 / CD16
wird u.a. von Makrophagen und NK-Zellen exprimiert. Nattrliche Killerzellen
binden Uber das CD16-Molekil unerwiinschte Zellen und induzieren in ihnen
Apoptose (Seaman, 2001).

Makrophagen nutzen das CD16-Molekul v.a. zur Phagozytose. Sie kdnnen mit
ihm als Briicke aber auch Zellkonjugate mit antikdrperbeladenen T-Zellen bilden
und sie durch antikérperabhangige Zellzytotoxizitdt (ADCC) zerstoéren
(vergleiche 1.3.3 und Methoden 3.7.2) (Janeway et al., 2001, Van de Winkel &
Capel, 1993, Orlikowsky et al., 1997b).

CD95 und CD95Ligand: CD95 gehért zu den sog. Todesrezeptoren, die nach
Bindung ihres Liganden Caspasen im Zytoplasma aktivieren und damit die

Apoptose der eigenen Zelle triggern (siehe unter 1.2.2.1). CD95 wird von vielen
verschiedenen Zellen exprimiert, wahrend die Expression des zugehorigen
CD95Liganden (CD95L) auf bestimmte Zellarten, insbesondere zytotoxische T-
Zellen, NK-Zellen und Makrophagen, beschrankt ist (Elkon, 2001, Siegel et al.,
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2000, Iwai et al.,, 1994), die CD95L fur ihre zytotoxische Funktion anderen
Zellen gegenuber nutzen (vergleiche 1.1.2 und 1.3 (ADCC)).

CD95Ligand wird als Membranmolekul exprimiert, kann aber durch Proteasen
zu der loslichen Form sCD95Ligand abgespalten werden (s fur engl. ,soluble® —
I6slich) (Krammer, 2000, Niinobu et al., 2000).

1.2 Zelltod

1.2.1 Nekrose und Apoptose

Der Zelltod ist essentiell fur die normale Entwicklung und Differenzierung von
Gewebe, zur Aufrechterhaltung eines Zellzahlgleichgewichts (Zelltod als
Gegenpol zur Zellteilung) und als Antwort von Zellen auf schadigende Reize
von aul3en oder auf korpereigene, funktionsbeeintrachtigende Veranderungen.
Die Art und Weise, auf die eine Zelle stirbt, hangt von Art, Starke und Dauer
des einwirkenden Reizes, vom Zelltyp sowie dem Funktionszustand und den
Umgebungsbedingungen der Zelle ab.

Nach morphologischen Kriterien werden zwei ,klassische” Arten des Zelltods
unterschieden: Nekrose und Apoptose.

Die Nekrose zeichnet sich dadurch aus, dass die Zellmembran aufgrund
Energiemangel und versagender lonenpumpen (,zellularer metabolischer
Kollaps®) oder aufgrund Membranschadigung durchlassig wird, Wasser und
lonen einstromen, wodurch die Zelle und ihre Organellen anschwellen und
letzten Endes lysieren (Abbildung 1.1). Durch Nekrose gehen im Regelfall
grolRere Zellgruppen oder ganze Zellverbande zugrunde. Die freigesetzten
Zytoplasmabestandteile [6sen eine Entzindungsreaktion im umgebenden
Gewebe aus (Majno & Joris, 1995, Van Cruchten & Van den Broeck, 2001;
Kanduc et al., 2002; Levin et al., 2002).

Charakteristisch fur die Apoptose, die 1972 durch Kerr et al. benannt wurde, ist
ein genetisch determinierter und geordneter Ablauf in einzelnen Zellen oder

kleinen Zellgruppen. Im Verlauf kommt es zu einer Abnahme des Zellvolumens,
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zur  Fragmentierung der DNA und zu einer kernperipheren
Chromatinkondensation, zum Abbau des Zytoskeletts sowie zur Bildung von
Membranausstulpungen und schlieBlich von Apoptose-Korperchen. Letztere
sind Membranvesikel, die DNA-Fragmente und Reste von Zellorganellen
enthalten. Im Gegensatz zur Nekrose bleibt die Zellmembran bei der Apoptose
intakt (Abbildung 1.1). Die Apoptose-Koérperchen werden durch Makrophagen
oder Nachbarzellen erkannt, phagozytiert und abgebaut, bevor ihre Membran
lysiert. Dadurch wird eine Entzindungsreaktion vermieden (Majno & Joris,
1995, Levin et al., 2002, Savill & Fadok, 2000, Fadok et al., 1998).

\

Apoptose

Entzindungsreaktion Phagozytose ohne Entzindung
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Abbildung 1.1: Zelltod: Nekrose und Apoptose
Nekrose zeichnet sich aus durch Schwellung der gesamten Zelle und
der einzelnen Zellorganellen (1A). Die Zellmembran bildet Blasen (sog.
.blebbing®), kann dem erhdhten Innendruck schliel3lich nicht mehr
standhalten und rupturiert (1B). Genauso bersten die Membranen der
Zellorganellen, wodurch aktiv spaltende Enzyme freigesetzt werden.
Das Endstadium der Nekrose ist die vdllige Desintegration der Zelle
(1C). Freigesetzte Zytoplasmabestandteile l6sen in der Umgebung
eine Entziindungsreaktion aus. Die (membrandefekten) Zelltrimmer
werden von Phagozyten abgeraumt.
Wahrend der Apoptose kommt es zur Zellschrumpfung, Abbau des
Zytoskeletts und zur Chromatinkondensation im Zellkern (2A). Im
weiteren Verlauf bilden sich Membranausstulpungen (sog. ,budding®)
(2B). SchlieBlich teilt sich die Zelle in mehrere Apoptosekdrperchen,
die Zellorganellen oder Kernmaterial enthalten (2C). Die
Apoptosekorperchen werden von einer intakten Membran umgeben
und kénnen in toto phagozytiert werden, wodurch eine Entziindung
vermieden wird.
Schema modifiziert nach Beschreibungen von Van Cruchten & Van
den Broeck, 2002, Majno & Joris, 1995 und Kerr et al., 1995.

1.2.2 Apoptose: Molekulare Mechanismen und die Caspasefamilie

1.2.2.1 Molekulare Mechanismen

Fir die Apoptoseauslosung wurden auf molekularer Ebene bisher drei
Hauptmechanismen (Van Cruchten & Van den Broeck, 2002, Chen & Wang,
2002) beschrieben, die alle zur Aktivierung einer Enzymfamilie, den Caspasen
(siehe unter 1.2.2.2), fuhren:

1. Rezeptor-Ligand-Interaktion: Todesrezeptoren

Apoptose kann durch die Bindung zugehoriger Liganden an sog.
Todesrezeptoren in der Zellmembran ausgelost werden, die zur Familie der
Tumornekrosefaktor-Rezeptoren (TNF-R) gehdren. Gut erforscht sind v.a. das
CD95-Oberflachenmolekul und TNF-R4 mit ihren Liganden CD95L und TNFa.
Interaktion mit dem Liganden fuhrt bei CD95 und TNF-R{ zur Polymerisierung
mit gleichartigen Rezeptormolekulen und zur Bindung eines Adaptormolekuls
(FADD) auf der dem Zytoplasma zugewandten Seite (vergleiche Abbildung 1.2).
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An dieses werden wiederum mehrere Pro-Caspase 8 und / oder 10-Molekile
angelagert. Die gesamte Formation aus Todesrezeptoren, Adaptormolekul und
Pro-Caspasen 8 bzw. 10 wird als DISC (engl. fur ,death-inducing signaling
complex®) bezeichnet. Die enge Zusammenlagerung der Pro-Caspasen
innerhalb des DISC ermdglicht ihre Dimerisierung und damit Aktivierung (Chen
& Wang, 2002, Kramer, 2000, Boatright & Salvesen, 2003).

2. Mitochondrialer Weaq:

Dieser Apoptoseweg wird durch zytotoxische Substanzen wie bestimmte
Chemikalien, Zytostatika und durch DNA-Schaden infolge Bestrahlung oder
Aktivierung des Tumorsuppressorgens p53 initiiert. Aullerdem kann er im
Verlauf der anderen beiden Wege zusatzlich, quasi als positives Feedback
angestolien werden (Sadowski-Debbing et al., 2002). Der entscheidende Schritt
im mitochondrialen Weg ist die Freisetzung von Cytochrom c aus den
Mitochondrien ins Zytoplasma (siehe Abbildung 1.2), wo es an den ,Apoptose-
Protease aktivierenden Faktor® (Apaf-1) und das Energie tragende Molekul ATP
bindet. Die Dreiergruppe lagert sich mit Monomeren der Pro-Caspase 9
zusammen. Es entsteht ein Komplex, der als ,Apoptosom® bezeichnet wird. In
seinem Mikromilieu dimerisieren die Pro-Caspase 9-Monomere zur aktiven
Caspase 9-Molekulen (Chen & Wang, 2002, Boatright & Salvesen, 2003).

3. Weq des Endoplasmatischen Retikulums:

In den letzten Jahren wurde ein dritter moglicher Mechanismus entdeckt, der
durch Schadigung des Endoplasmatischen Retikulums (ER) ausgelost wird.
Diese kann z.B. aus einem gestdrten Kalziumhaushalt oder aus der Anhaufung
von fehlerhaften Proteinen resultieren. Der ER-Weg wurde bisher vorwiegend in
Mausen untersucht, wo er zur Aktivierung der mauslichen Caspase 12 fuhrt. Sie
ist mit den menschlichen Caspasen 4, 5 und 13 eng verwandt. Ob und unter
welchen Bedingungen die ER-vermittelte Apoptose beim Menschen eine Rolle
spielt ist bisher noch unklar (Van Cruchten & Van den Broeck, 2002, Sadowski-
Debbing et al., 2002, Degterev et al., 2003).
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Abbildung 1.2: Todesrezeptor- und Mitochondrienabhéngige Apoptosewege

Bindung des zugehérigen Liganden fihrt zur Bildung von DISC,
bestehend aus Todesrezeptoren, Adaptorproteinen und Pro-Caspasen
8 und / oder 10. Die Caspasemolekiile dimerisieren innerhalb der
DISC-Formation und werden dadurch aktiviert. DNA-schadigende
Substanzen fihren zur Freisetzung von Cytochrom c¢ aus den
Mitochondrien und zur Bildung eines Apoptosoms aus Cytochtom c,
Apaf-1, ATP und Pro-Caspase 9-Molekilen. Letztere gehen durch
Dimerisierung in aktive Caspasen 9 uber. Die Initiatorcaspasen 8, 9, 10
spalten und aktivieren im weiteren Verlauf Effektorcaspasen wie die
Caspasen 3, 6 oder 7. Aus den Mitochondrien kann auf’erdem AIF
freigesetzt werden, das caspaseunabhangig zur Apoptose flhrt.
Boatright
Salvesen, 2003, Sadowski-Debbing et al., 2002 und Chen & Wang,

Darstellung modifiziert nach Beschreibungen von

2002.
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1.2.2.2 Die Caspasefamilie

Die bereits erwahnten Caspasen bilden das Zentrum der Apoptose auf
molekularer Ebene. Die verschiedenen Apoptosewege munden in ihre
Aktivierung und eine von da an gemeinsame Endstrecke.

Alle Mitglieder dieser Enzymfamilie enthalten die Aminosaure Cystein in ihrem
aktiven Zentrum und schneiden ihre Substrate spezifisch nach einem
Aspartatrest. |hr Name entstand als AbklUrzung von C(ystein-abhangige)
ASP(artat-schneidende) (Prote)ASEN. Beim Menschen sind derzeit mindestens
11 verschiedene Caspasen bekannt (Degterev et al., 2003, Concha & Abdel-
Meguid, 2002). Sie liegen als Zymogene (inaktive Vorstufen) in allen
kerntragenden Zellen vor. Caspasen sind eine der wenigen Proteasen, die in
lebenden Zellen nicht auf Kompartimente beschrankt sind, sondern frei im
Zytoplasma vorkommen (Degterev et al., 2003). Eine strenge Kontrolle ihrer

Aktivitat ist fUr das Zelluberleben essentiell.

Die Caspasen konnen in zwei Hauptgruppen unterteilt werden (nach
Hengartner, 2000, Sadowski-Debbing et al., 2002, Boatright & Salvesen, 2003,
Chen & Wang, 2002, Degterev et al., 2003):

a) Initiierende Caspasen, die am Anfang der Reaktionskaskade stehen und

durch die unter 1.2.2.1 beschriebenen Apoptosewege aktiviert werden. Zu
dieser Gruppe gehoren die Caspasen 8, 9, 10 und zu einem gewissen Grad
Caspase 2. Sie liegen als inaktive Monomere im Zytoplasma vor und
werden durch Dimerisierung aktiviert.

b) Ausfuhrende Caspasen, v.a. Caspasen 3, 6 und 7. Sie werden im Verlauf

der Reaktionskaskade durch die Initiatorcaspasen proteolytisch aktiviert. Die
Effektorcaspasen liegen bereits als (inaktive) Dimere vor und gehen nach
proteolytischer Spaltung ihrer Verbindungseinheit in aktive Dimere Uber. Sie
spalten strategisch wichtige zellulare Bestandteile wie Proteine von
Zytoskelett oder Kernstruktur, Enzyme mit Zellreparaturaufgaben,
zellzyklusregulierende Moleklle sowie Molekule oder Enzyme, die an

Apoptoseablauf und -regulation selbst beteiligt sind (Degterev et al., 2003,
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Hengartner, 2000). Die dadurch angestoRenen Reaktionen flhren

schlie3lich zu den morphologischen Apoptoseveranderungen der Zelle.

Apoptoseunabhangige Aufgaben der Caspasen:

Der Caspasefamilie werden abgesehen von ihrer Rolle innerhalb der Apoptose
noch andere Aufgaben zugewiesen, die bei einzelnen Mitgliedern sogar
dominieren. In knock-out-Studien bei Mausen wurde gezeigt, dass die
Caspasen eine wichtige Rolle in der Organentwicklung und der
Zelldifferenzierung spielen. So zeigten knock out-Mause je nach
ausgeschaltetem Caspasegen schwere Missbildungen von Gehirn, Auge und
Herzmuskel oder Fehlfunktionen der Hamatopoese (Blutzellbildung) im
Knochenmark. Teilweise fuhrten diese Veranderungen bereits im Mutterleib
oder kurz nach der Geburt zum Tode (Degterev et al., 2003, Sadowski-Debbing
et al., 2002). AuRBerdem sind einige Caspasen an der Prozessierung und
Sekretion von Zytokinen sowie an der Kontrolle des Zellzyklus beteiligt (Newton
& Strasser, 2003, Sadowski-Debbing et al., 2002, Degterev et al., 2003,
Algeciras-Schimnich et al., 2002).

1.2.2.3 Caspaseunabhangige Apoptosewege

In den letzten Jahren wurden mehrere caspaseunabhangige Apoptosewege
entdeckt. Sie wurden in Versuchsmodellen beobachtet, in denen Caspasen
gehemmt oder in knock out-Studien ganzlich ausgeschaltet waren. Diese
Formen von Apoptose scheinen weniger effektiv, weniger schnell und z.T. ohne
begleitende DNA-Fragmentierung abzulaufen. Sie werden maligeblich durch
den Apoptose-induzierenden Faktor (AlIF), einem Protein, das aus den
Mitochondrien freigesetzt werden kann, bestimmt (vergleiche Abbildung 1.2).
Maoglicherweise stellen die caspaseunabhangigen Apoptosewege

evolutionsgeschichtlich Vorlaufermechanismen dar, die primar in weniger hoch
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entwickelten Lebewesen vorkommen und beim Menschen nur ersatzweise
einspringen, wenn keine Caspasen zur Verfligung stehen (Hunot & Flavell,
2001, Joza et al.,, 2001, Borner & Monney, 1998, Lockshin & Zakeri, 2002,
Cregan et al., 2002).

1.2.2.4 Die Umverteilung von Phosphatidyl-Serin in der Zellmembran

Im Verlauf der Apoptose kommt es zur Anderung der Zellmembranstruktur. Die
in lebenden Zellen durch aktive Prozesse aufrechterhaltene asymmetrische
Lipidverteilung zwischen Membraninnen- und —aulienseite wird aufgegeben.
Das Phospholipid Phosphatidyl-Serin, das sich in lebenden Zellen fast
vollstandig nur in der inneren Membranschicht befindet (Op den Kamp, 1979),
wird frih in der Apoptose, noch vor der DNA-Fragmentierung oder anderen
apoptosetypischen Zellveranderungen, auf die Aulienseite der Membran
verlagert (Fadok et al., 1992, Verhoven et al., 1999, Vermes et al., 2000). Die
Umverteilung von Phosphatidyl-Serin scheint, unabhangig von Zelltyp und
molekularem Apoptoseweg, bei allen apoptotischen Zellen der Fall zu sein
(Vermes et al., 2000, Martin et al., 1995). Das exprimierte Phosphatidyl-Serin
dient zusammen mit anderen, z.T. apoptotisch veranderten
Oberflachenmolekulen der Erkennung durch phagozytierende Zellen (Fadok et
al., 1992, Fadok et al., 2000, Savill & Fadok, 2000, Gregory, 2000). Nach aulen
verlagertes Phosphatidyl-Serin kann angefarbt werden und zur Detektion

apoptotischer Zellen genutzt werden (siehe Methoden 3.6.2).

1.2.3 Apoptosehemmung durch Caspase-Inhibitoren: zZVAD-FMK

Da die kaskadenartige Aktivierung von Caspasen die gemeinsame Endstrecke
verschiedener Apoptosewege darstellt, bietet die Hemmung der Caspasen auf

molekularer Ebene einen guten Ansatz zur Apoptosehemmung insgesamt. In
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der Forschung werden hierflr v.a. synthetische Tetrapeptide verwendet, die
reversibel oder irreversibel an das aktive Zentrum von allen oder nur von
bestimmten Caspasen binden und es dadurch blockieren (Garcia-Calvo et al.,
1998, Concha & Abdel-Meguid, 2002, Degterev et al., 2003, Borner & Monney,
1999).

Oral bioverfugbare Caspase-Inhibitoren fur den therapeutischen In vivo-Einsatz
beim Menschen sind in Entwicklung und werden fiur einige Indikationen
(chronische Hepatitis B und C, Lebertransplantation) bereits in klinischen

Studien eingesetzt (Idun Pharmaceuticals: www.idun.com, Nicholson, 2000).

In dieser Arbeit wurde der zellgangige Breitspektrum-Caspase-Inhibitor zZVAD-
FMK (Benzyloxycarbonyl-Valin-Alanin-Aspartat-Fluoromethylketon) verwendet.
Er gehdért zu den synthetischen Peptidinhibitoren und enthalt die fur
Caspasesubstrate obligate Aminosaure Aspartat am C-Ende des Peptids. Die
vierte Aminosaure in der Peptidkette ist durch den Benzyloxycarbonylrest
ersetzt, wodurch zVAD-FMK unspezifisch an die aktiven Zentren von allen
bisher bekannten Caspasen binden kann. Die Fluoromethylgruppe bindet
kovalent an das aktive Zentrum der jeweiligen Caspase und fihrt zu einer
sofortigen und irreversiblen Hemmung der Caspaseaktivitat (Borner & Monney,
1999, Garcia-Calvo et al., 1998).

zVAD-FMK wurde erfolgreich in unterschiedlichen Krankheitsmodellen am Tier
eingesetzt: Gewebeschaden durch zerebrale, intestinale, renale und
Myokardischamie, traumatische Gehirnverletzungen, Verbrennungen oder
Lebernoxen konnten durch zVAD-FMK nachweislich limitiert und die jeweilige
Organfunktion dadurch verbessert werden (Hara et al., 1997, Schulz et al.,
1999, Yaoita et al., 1998, Loddick et al., 1996, Fukuzuka et al., 1999, Rodriguez
et al.,, 1996, Farber et al., 1999, Daemen et al., 1999). Im Sepsis-Modell an
Mausen konnte eine verminderte Lymphozytenapoptose und eine verbesserte
Uberlebensrate der Mause nachgewiesen werden (Hotchkiss et al., 2000). Des
Weiteren verzogerte zVAD-FMK in Mausen den Krankheitsbeginn von

induzierter ALS (Amyotrophe Lateralsklerose, Li et al., 2000).
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In vitro konnte in menschlichen wie tierischen Zellversuchen sowohl die
spontane als auch unterschiedlich induzierte Apoptose durch zVAD-FMK
verhindert oder zumindest vermindert werden. U.a. wurde in verschiedenen
Versuchsaufbauten die Apoptose von Immunzellen gehemmt, so z.B. die
Apoptose von aus Blut isolierten Lymphozyten, NK-Zellen und Neutrophilen
sowie von verschiedenen lymphatischen und myeloischen Zelllinien (Banki et
al., 1999, Hur et al., 2003, Leite-de-Moraes et al., 2000, Zhang et al., 2000,
Komoriya et al., 2000, Nagahara et al., 2000).

1.3 Apoptose im Immunsystem: Vorkommen und Bedeutung

Die Apoptose hat im Immunsystem mehrere Aufgaben:

1) T- und B-Zelldifferenzierung zur Ausbildung einer Immuntoleranz gegenuber

korpereigenem Gewebe: Die negative und positive Selektion der
heranreifenden Lymphozyten stellen sicher, dass nur Zellen Uberleben, deren
Antigenrezeptoren ausschliellich mit kdrpereigenen antigenprasentierenden
MHC-Molekullen, aber nicht gegen korpereigene Antigene selbst reagieren
(Baumann et al., 2002, Rathmell & Thompson, 1999).

2) Zytotoxizitat, ADCC: Die Apoptoseinduktion in unerwuinschten Zellen gehort

zu den Aufgaben von zytotoxischen T-Zellen und NK-Zellen (vergleiche 1.1.2).
Auch Makrophagen konnen zytotoxisch wirken, wenn sie antikdrperbeladene
Zellen Uber ihre Fc-Rezeptoren (CD16), binden und in ihnen Apoptose
induzieren (v.a. Uber CD95Ligand und TNFa, siehe auch 1.2.3). Dieser
Vorgang wird antikérperabhangige Zellzytotoxizitat (ADCC, engl. fur ,antibody
dependent cell cytotoxicity“) genannt (Cruse & Lewis, 1999, Orlikowsky et al.,
1997b, Orlikowsky et al., 2001, Badley et al.,1997).

3) Beendigung einer Immunreaktion, AICD: Sobald eine Infektion erfolgreich

bekampft ist, muss die dann Uberflissig hohe Zahl aktiver Immunzellen wieder
reduziert werden. Daher begehen die meisten Immunzellen nach einer

gewissen Aktivierungszeit Apoptose, was als AICD (engl. ,activation induced
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cell death®) bezeichnet wird. AICD wird Uber zwei Mechanismen getriggert:
Zum einen wird durch Entzug aktivierender Zytokine der mitochondriale
Apoptoseweg angestolen. Zum anderen kann AICD Uber Todesrezeptoren
(v.a. CD95) induziert werden (vergleiche 1.2.2.1). Dazu wird CD95Ligand
nach Restimulation des (bereits aktivierten) T-Zellrezeptors auf zytotoxischen
T-Zellen, Th1-Zellen und NK-Zellen exprimiert. Aktivierte Makrophagen
sezernieren TNFa. Durch beide Liganden konnen die genannten Zellen in sich
selbst und / oder in anderen aktivierten Immunzellen Apoptose induzieren
(Baumann et al., 2002, Elkon, 2001, Krammer, 2000, Niinobu et al., 2000).

4) Spontane Apoptose: Auch ohne vorausgehende Aktivierung werden reife

Immunzellen (auler Gedachtniszellen) spontan apoptotisch, wenn sie Uber
geraume Zeit keine Uberlebensstimuli wie Lipopolysaccharid, prasentierte
Antigene, aktivierende Zytokine oder Wachstumsfaktoren erhalten: Diese
,2Deprivation“ aktiviert den mitochondrialen Apoptoseweg (Estaquier &
Ameisen, 1997, Wang et al., 2001, Elkon, 2001, Schroeder et al., 2001,
Rathmell & Thompson, 1999). Aullerdem begehen Immunzellen wie jede
andere Korperzelle bei Uberalterung oder irreversiblen DNA-Schaden
selbstgetriggert Selbstmord (Rathmell & Thompson, 1999).

5) Eehlerhafte Aktivierung: Wird eine T-Zelle nicht korrekt aktiviert, d.h. wird

entweder nur der T-Zellrezeptor oder nur das kostimulierende Molekul CD28

gebunden, aber nicht beide gleichzeitig, wird die T-Zelle anerg (ein Zustand,
in dem sie nicht mehr aktiviert werden kann, selbst wenn ihr im Verlauf alle
notigen Signale prasentiert werden). Sie begeht CD95-induzierte Apoptose
(Janeway & Bottomly, 1994, Baumann et al., 2002, Krammer, 2000). Genauso
werden B-Lymphozyten apoptotisch, wenn ihr Antigenrezeptor nicht
ausreichend stimuliert wird (Rathmell & Thompson, 1999). Dadurch wird
gewahrleistet, dass nur korrekt und bewusst stimulierte Zellen aktiv werden
konnen.
Begehen Immunzellen zu wenig Apoptose (z.B. durch eine Mutation von CD95
bzw. von CD95Ligand) kdénnen lymphoproliferative Syndrome (ALPS),
Lymphome, Leukdmien oder Autoimmunkrankheiten entstehen (Koretzky &
Peterson, 2001, Elkon, 2001, Krammer, 2000). Ein Zuviel an Apoptose fuhrt
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dagegen zu Leukopenie und Immundefizienz. Ein Beispiel daftr ist AIDS (engl.
fur ,acquired immunodeficiency syndrome®), bei dem T-Helferzellen durch
ADCC zerstort werden (Orlikowsky et al.,, 1997b, Orlikowsky et al., 2001,
Rathmell & Thompson, 1999, Badley et al., 1997).

1.4 Die Interaktion zwischen Makrophagen und T-Zellen

Makrophagen und T-Zellen interagieren miteinander sowohl uUber sezernierte
Zytokine (Botenstoffe) als auch durch direkten (physikalischen) Zellkontakt Uber
Membranmolekule.

Die T-Zellen sind fur eine Aktivierung auf diesen Zellkontakt mit
antigenprasentierenden Zellen (APC) angewiesen. Makrophagen prasentieren
ihnen Antigene Uuber ihre MHC-Molekile und bieten ihnen aulierdem
kostimulatorische Molekiile wie CD86 und CD80 an, die die T-Zellen als zweites
Signal zur vollstandigen Aktivierung benotigen. Sie binden die Antigen-MHC-
Komplexe Uber ihren T-Zellrezeptor und ihre Korezeptoren und exprimieren
CD28 als Rezeptor fur die kostimulatorischen Molekile (siehe Abbildung 1.3).
Fehlt das kostimulierende Signal wird die T-Zelle anergisch und begeht
Apoptose (vergleiche 1.3) (Wang et al., 1998, Janeway & Bottomly, 1994).

Uber die Bildung von Zellkonjugaten kdnnen Makrophagen T-Zellen aber nicht
nur aktivieren, sondern auch zerstéren. Mit ihren CD16-Molekulen kénnen sie
antikorperbeladene T-Zellen binden und in ihnen durch antikOrperabhangige
Zellzytotoxizitat (ADCC) Apoptose induzieren (siehe 1.3.3 und Abbildung 1.3)
(Janeway et al, 2001, Van de Winkel & Capel, 1993). Diese
Makrophagenfunktion steht im Gegensatz zu der T-Zellaktivierung durch
Antigenprasentation und Kostimulation (siehe oben), so dass von einigen
Autoren zwei Subpopulationen innerhalb der Makrophagen unterschieden
werden: CD16-negative, B7-positive, MHC-Klasse |l-positive Makrophagen, die
vorwiegend aktivierend und kostimulatorisch wirken, und CD16-positive, B7-
negative, MHC-Klasse llI-negative Makrophagen, die mehr zytotoxisch wirken.

Die Differenzierung der Makrophagen in eine der beiden Subpopulationen wird



1 Einleitung

-22 —

durch Zytokine (v.a. IFNy und IL-10) bestimmt (Wang et al., 2001, Orlikowsky et

al., 1996).

Somit dirigieren Makrophagen die T-Zellantwort Uber die Bildung von

Zellkonjugaten, indem sie je nach Zytokinumgebung zur Aktivierung oder

Zerstorung der T-Zelle fuhren (Koretzky & Peterson, 2001).

Bakterium

IL-10 u::m@ "‘é*—:}
MHC 1]

BY Ak
Hakrophage
T-Zelldeletion
114
B
@ B
Abbildung 1.3: Wirkung der beiden Makrophagensubtypen auf die T-Zellen

Je nach Zytokinumgebung differenziert sich der Makrophage in eine
der beiden folgenden Subtypen: IFNy fihrt zu CD16-negativen, B7-
positiven, MHC-Klasse-ll-positiven Makrophagen, die vorwiegend
aktivierend und kostimulatorisch auf die T-Zellen wirken. IL-10
dagegen favorisiert die Differenzierung in CD16-positive, B7-negative,
MHC-Klasse-ll-negative Makrophagen, die mehr zytotoxisch wirken
und zur T-Zelldeletion flhren.

Th = T-Helferzellen, CTL = zytotoxische T-Lymphozyten (engl.
.cytotoxic T-lymphocytes®), Ak = Antikérper, TCR = T-Zellrezeptor
(engl. , T cell receptor®)
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1.5 Das Immunsystem des Neugeborenen

Neugeborene sind im Vergleich zu Erwachsenen starker anfallig fur Infektionen
und entwickeln, wenn infiziert, mit groRerer Wahrscheinlichkeit einen schweren
Krankheitsverlauf bis hin zur Sepsis (Buscher et al., 2000). Sie sind besonders
anfallig flr Infektionen durch Pilze oder intrazellulare Pathogene (Viren,
intrazellulare Bakterien), zu deren Abwehr die T-Zellaktivierung eine wichtige
Rolle spielt (Wilson & Lewis, 1990, Marddi et al., 1994). Neonatale Immunzellen
weisen signifikante Defizite in der Expression verschiedener Zellrezeptoren, der
Zytokinsekretion und in der Reaktion auf bestimmte Zytokine oder andere
Stimuli auf (Marddi et al., 2001b, Joyner et al., 2000, EI-Mohandes et al., 1995,
Wakasugi et al., 1985b). In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass
Makrophagen von Neugeborenen weniger effektiv Phagozytose betreiben,
Zytokine produzieren, Antigene und kostimulierende Moleklle prasentieren
oder T-Zellen aktivieren kénnen als Makrophagen von Erwachsenen (Schibler
et al.,, 1992, Rowen et al., 1995, Lee et al., 1996, Marddi, 2001a, Orlikowsky et
al., 2003). Die neonatalen Lymphozyten unterscheiden sich in der Verteilung
und dem Phanotyp ihrer Untergruppen, im Zytokinprofil, in ihrer
Differenzierungsgeschwindigkeit und in der Effektivitdt der zytotoxischen
Funktionen von erwachsenen Lymphozyten (Bryson et al., 1980, Wakasugi &
Virelizier, 1985a, Kohl et al., 1988, Wilson & Lewis, 1990, Schibler et al., 1992,
Giorgi et al., 1992, Chalmers et al., 1998).
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1.6 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Wirkung des Pancaspase-Inhibitors zZVAD-
FMK auf das Apoptoseverhalten von Makrophagen und Lymphozyten genauer
zu untersuchen. Zur Reaktion der Lymphozyten und diverser
Lymphozytenzelllinien liegen in der Literatur bereits zahlreiche Ergebnisse vor
(siehe unter 1.1.4). Die Wirkung auf Makrophagen jedoch scheint bisher nicht
ausreichend untersucht. Da Makrophagen aber, wie oben dargestellt,
essentielle Aufgaben im Immunsystem erflllen und die Immunantwort der
Lymphozyten, insbesondere der T-Zellen, mitbestimmen, scheint es fur den
zuklnftigen In vivo-Einsatz von Caspase-Inhibitoren unerlasslich, ihre Wirkung
auf das Verhalten und Uberleben der Makrophagen zu kennen.

Ein weiteres Ziel der Arbeit war, Unterschiede zwischen Immunzellen von
Neugeborenen und Erwachsenen bezuglich ihrer Apoptoseaktivitat und ihrer
Reaktion auf zZVAD-FMK aufzudecken.

Um der Fragestellung nachzugehen, wurden Makrophagen und Lymphozyten
sowohl aus Blut von gesunden erwachsenen Spendern als auch aus
Nabelschnurblut isoliert und mit zVAD-FMK inkubiert. Die Zellen wurden
zusatzlich mit verschiedenen Substanzen stimuliert, um die Wirkung des
Caspase-Inhibitors auf diverse Zellfunktionen untersuchen zu kdénnen.
Nachfolgend wurden wichtige Oberflachenrezeptoren angefarbt und anhand

ihrer Regulation das Verhalten der Immunzellen analysiert.
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2 MATERIAL

2.1 Patienten und Zellen

Die mononuklearen Zellen (MNC) wurden aus peripherem Venenblut von
freiwilligen, gesunden, nicht verwandten erwachsenen Spendern (PB) und aus
Nabelschnurblut (NSB) von reifgeborenen Kindern ohne Anzeichen von
Infektion oder mutterlicher Komplikation zum Zeitpunkt der Geburt gewonnen
(siehe 3.1). Die Nabelschnur (Neugeborenenseite der Plazenta) wurde direkt
nach Abnabelung mit einer sterilen Nadel punktiert; das Blut ohne Sog in einem
sterilen, heparinisierten Rohrchen aufgefangen. Bei dieser Technik ist die
Wabhrscheinlichkeit einer Verunreinigung durch mudatterliche Zellen minimal
(Orlikowsky et al., 2003). Die Studie war von der Ethikkommission genehmigt.
Vor Gewinnung des Nabelschnurbluts wurde die Einwilligung der Mdutter

eingeholt.

2.2 Chemikalien und Reagenzien

Annexin Binding Puffer CALTAG, Hamburg
(140mM NacCl, 2,5mM CaCl,, 10mM Hepes/NaOH, pH 7,4)

Ampuwa FRESENIUS, Bad

Homburg

Biocoll Separatine Solution, Lymphoprep BIOCHROM, Berlin
(spezifische Dichte = 1,077g/ml)

Caspase-Family Inhibitor Set CHEMICON, Temecula,
(DEVD-, IETD-, VAD-, VEID- und YVAD-FMK) Kalifornien

DMSO SIGMA, Taufkirchen

Heparin-Natrium (100U/ml, 5000 |.E./0,5ml) B.BRAUN, Melsungen

FACS Flow BECTON DICKINSON,

Heidelberg
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FACS Lysing Solution BECTON DICKINSON,
Heidelberg

FCS (inaktiviert im 60°C Wasserbad flir 45 min) BIOCHROM, Berlin

IFNy (human, rekombinant, E.coli) R&D SYSTEMS,
Wiesbaden

LPS (entgiftet, E.coli Serotyp O55:B5) SIGMA, Taufkirchen

Muromonab CD3 (Orthoclone® OKT3) JANSSEN-CILAG, Neuss

(monoklonaler Antikorper (IgGza) der Maus gegen humanes CD3)

NaCl (0,9%) FRESENIUS, Bad
Homburg

PBS-Dulbecco BIOCHROM, Berlin

Trypanblau (0,5%) BIOCHROM, Berlin

VLE RPMI 1640 Medium BIOCHROM, Berlin

zVAD(OMe)-FMK BACHEM, Heidelberg

ch412 (monoklonaler Antikérper gegen humanes CD4) wurde uns
freundlicherweise von G. Riethmudller, Institut fir Immunologie, Minchen, zur

Verfugung gestellt.

2.3 Material fur die Durchflusszytometrie

Soweit nicht anders angegeben, wurden die monoklonalen Antikdrper von
BECTON DICKINSON, Heidelberg, bezogen.

FITC-konjugierte monoklonale Antikdrper gegen:
CD4 (Klon SK3, Maus, IgG)
CD8 (Klon SK1, Maus, IgG,)
CD14 (Klon M®P9, Maus, 1gGap)
CD56 (Klon NCAM16.2, Maus, 1gG2p)
CD86 (Klon 2331(FUN-1), Maus, 1gG+)
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HLA-DR  (Klon L243, Maus, 1gG2a)
HLA-A,-B,-C (Klon G46-2.6, Maus, 1gG+)

PE-konjugierte monoklonale Antikorper gegen:
CD3 (Klon SK7, Maus, 1gG,)
CD8 (Klon SK1, Maus, IgG,)
CD14 (Klon M®P9, Maus, 1gGzp)
CD16 (Klon B73.1, Maus, 1gG1)
CD19 (Klon 4G7, Maus, 1gG1)
CD28 (Klon L293, Maus, IgG+)
CD80 (Klon L307.4, Maus, 1gG1)
CD95 (Klon DX2, Maus, 1gG+)
CD95Ligand (Klon NOK-1, Maus, 1gG1)

Simultest Control y+/y4 (Klon X40, Maus, 1gG+/ IgG)

Annexin V, PE-konjugiert (rekombinant, Mensch)
Polyglobin® (10%) (humanes IgG)
Propidiumiodid

2.4 Gerate

Begasungsbrutschrank

CellQuest-Software

FACSScan

Lichtmikroskop
Pipetten (10, 20, 100, 200, 1000yl)
Pipettierhilfe accu-jet

SigmaPlot-Software

SEROTEC, Eching

CALTAG, Hamburg

CALTAG, Hamburg
BAYER, Leverkusen
SIGMA, Taufkirchen

HERAEUS, Fellbach
BECTON DICKINSON,
Heidelberg

BECTON DICKINSON,
Heidelberg
OLYMPUS, Hamburg
ABIMED, Langenfeld
BRAND, Wertheim
SPSS Inc., Chicago
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Sterilbank
Ultraschallbad transsonic T 420
Vortex

Zentrifuge Rotanta 46 RS

2.5 Glas-und Plastikmaterial

Butterfly-21
Einmalkanulen (Gr.1)
Einmalpipettenspitzen
Einmalspritzen (30, 50ml)

Kulturplatte, 24 well
Neubauer Zahlkammer

Probenréhrchen, 4,5ml
Reaktionsgefalle, 1,5ml
Sterilpipetten, wattiert (1, 5, 10, 25ml)
Zentrifugenrohrchen (15, 50ml)

KENDRO, Hanau
ELMA, Singen
HAEMACONT, Bad
Homburg

HETTICH, Tuttlingen

ABBOTT, Sligo (Irland)
B.BRAUN, Melsungen
GREINER, Frickenhausen
BECTON DICKINSON,
Heidelberg

COSTAR, Bodenheim
HECHT-ASSISTENT,
Sondheim

GREINER, Frickenhausen
EPPENDORF, Hamburg
GREINER, Frickenhausen
GREINER, Frickenhausen
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3 METHODEN

3.1 Gewinnung von mononukledren Zellen (MNC)

Die MNC wurden aus peripherem Vollblut bzw. Nabelschnurblut mittels
Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Bei dieser Technik wird die
unterschiedliche Dichte der verschiedenen Zellarten im Blut genutzt, um sie mit
Hilfe der Zentrifugation aufzutrennen und die gewlnschten Zellen in Gradienten
ihrer jeweiligen Dichte zu stabilisieren.

Die Isolierung erfolgte nach der von Bgyum (1974) beschriebenen Methode:
Von Kklinisch gesunden Erwachsenen wurden 50ml Venenblut und von
Neugeborenen direkt nach der Geburt ca. 40ml Nabelschnurblut gewonnen
(siehe 2.1), heparinisiert und mindestens 1:1 mit PBS verdinnt. Je 35ml des
verdinnten Blutes wurden auf 15ml Lymphoprep® (Gradient mit der
spezifischen Dichte 1,077g/ml) in 50ml-Zentrifugenrohrchen geschichtet und bei
400g und 20°C fur 25 min zentrifugiert. Bei der Zentrifugation reichern sich die
mononuklearen Zellen an der Phasengrenze ab und bilden die sog. Interphase.
Sie besteht zu 97-99% aus Lymphozyten und Monozyten (Eckert, 1991),
wahrend rote Blutkdrperchen sowie die meisten polymorphkernigen Leukozyten
aufgrund ihrer grofleren Dichte abgetrennt werden und sich als Sediment am
Boden des Zentrifugenrohrchens ansammeln. Die Interphase wurde mit einer
Pipette abgesaugt und in ein neues 50mI-Rdhrchen gegeben. Die Zellen
wurden zweimal mit PBS, angereichert mit 5% FCS, gewaschen (400g, 10 min,
10°C) und in VLE RPMI 1640-Medium mit 10% FCS resuspendiert.

3.2 Zellzahlbestimmung

Von der Zellsuspension in VLE RPMI 1640-Medium (siehe oben) wurden 50ul
entnommen, mit der gleichen Menge Trypanblau (0,5%) verdunnt, in eine

Neubauer-Kammer gegeben und unter dem Mikroskop gezahlt. Lebende Zellen
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mit intakter Zellmembran heben sich bei dieser Farbung vom blauen
Hintergrund ab, wahrend tote Zellen den Farbstoff aufgrund ihrer durchlassigen
Membran aufnehmen und dann vom Hintergrund nicht mehr abzugrenzen sind.
Die Zellzahl in einem GroRRquadranten (= 16 kleine Quadrate) wurde mit dem
Verdiinnungsfaktor 2 sowie mit 10* multipliziert. Das Ergebnis entspricht der

Zellzahl pro ml Zellsuspension.

3.3 Caspase-Inhibition

Verwendet  wurde der  zellgangige Breitspektrum-Caspase-Inhibitor
zVAD(OMe)-FMK (Benzyloxycarbonyl-Valin-Alanin-Aspartat-Fluoromethylketon)
(vergleiche 1.2.3). Die chemisch aktive Form zVAD-FMK hat in wassriger
Ldsung nur eine Halbwertszeit von weniger als einer Stunde. Daher wurde als
stabile Vorform der O-Methylester zVAD(OMe)-FMK gewahlt, der nach
Aufnahme in die Zellen durch intrazellulare Esterasen in die aktive Form zVAD-
FMK umgewandelt wird (Komoriya et al., 2000). Im Folgenden wird der Inhibitor
nach seiner aktiven Form zZVAD-FMK genannt.

Das in Pulverform gelieferte zVAD-FMK wurde mit 10mM DMSO auf die
Endkonzentration 40uM verdinnt. Die Substanz |6ste sich nicht spontan in
DMSO und wurde deshalb bis zur vollstandigen Suspension im Ultraschallbad
gehalten.

Die Auflésung von zVAD-FMK in 10mM DMSO und die verwendete
Konzentration von 40uM richteten sich nach in der Literatur beschriebenen
Versuchen mit erfolgreichem Einsatz von zZVAD-FMK (Nagahara et al., 2000,
Ruckdeschel et al., 2002, Komoriya et al., 2000).

Vor den Versuchsreihen mit zZVAD-FMK wurden einige Zellkulturen mit dem
»,Caspase-Family Inhibitor Set“ der Firma Chemicon angelegt. Es besteht aus
funf einzelnen Peptidinhibitoren (DEVD-, IETD-, VAD-, VEID, YVAD-FMK), die
die Aktivitaten der Caspasen eins, drei, sechs und acht sowie die Aktivitat einer

vom Hersteller nicht naher bezeichneten Caspase irreversibel hemmen.
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Letztere wird nach Herstellerangaben innerhalb der Reaktionskaskade vor den
meisten anderen Caspasen aktiviert, so dass die Caspasefamilie umfassend
gehemmt wird (Produktbeschreibung CASPASE-FAMILY INHIBITOR SET der
Firma Chemicon, www.chemicon.com).

Das Inhibitor-Set wurde, wie vom Hersteller empfohlen, in der Verdlinnung
1:1000 verwendet, was einer Konzentration von 2uM pro Inhibitor entsprach.
Sonstige Kulturbedingungen und Farbemethoden entsprachen den Versuchen
mit zZVAD-FMK.

3.4 Zellkultur und Stimulation

Die in VLE RPMI 1640-Medium aufgenommenen Zellen wurden nach der
Zellzahlung auf eine Dichte von 2x10° Zellen / ml eingestellt und auf einer 24-
Topf-Kulturplatte ausgesat.

Nach Zugabe von zZVAD-FMK wurden die Zellen im Brutschrank bei gesattigter
Wasserdampfatmosphare, 37°C und 5% CO, fur eine Stunde vorinkubiert, um
der Substanz ausreichend Zeit zu geben, in die Zellen zu diffundieren.

Danach erfolgte je nach Versuchsaufbau die Stimulation mit einem bzw. zwei
der folgenden Faktoren (Lésung und Verdinnung in VLE RPMI 1640):

OKT3 5ug/ml (Janssen-Cilag, Neuss)
ch412 Tug/mi (G. Riethmdiller, Miinchen)
LPS 0,1ug/ml (Sigma, Taufkirchen)

LPS Tug/mi (Sigma, Taufkirchen)

IFNy 5001E/ml (R&D Systems, Wiesbaden)

Um die Wirkung der LPS-Stimulation zu verstarken, wurden einige Kulturen
zuerst mit IFNy (5001E/ml) fUr eine Stunde inkubiert (sog. ,priming®), bevor LPS
in der Konzentration 0,1ug/ml zugegeben wurde. Die Vorinkubation mit IFNy
und zZVAD-FMK erfolgte dabei gleichzeitig.

Nach Zugabe der Stimulanzien wurden die Zellen fur weitere 24 Stunden im

Brutschrank inkubiert. In vitro-Bedingungen mit Kontakt der Monozyten zu
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Fremdmaterial, z.B. Plastik, flhrt zu ihrer Ausreifung zu Makrophagen (Ziegler-
Heitbrock & Ulevitch, 1993, Wang et al., 2001), wie sie in den folgenden Teilen
dieser Arbeit bezeichnet werden.

3.5 Durchflusszytometrie

3.5.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Mit der Durchflusszytometrie konnen Zellen gleichzeitig hinsichtlich ihrer
relativen Zellgrofle, ihrer Granularitdt und der Expression von angefarbten
Oberflachenantigenen untersucht werden.

Bei der Messung werden die suspendierten Zellen samt Tragerflussigkeit vom
Durchflusszytometer mit Uberdruck aus dem Proberdhrchen durch eine
Messkapillare gesaugt und beschleunigt, wodurch ein laminarer Strom aus
einzeln hintereinander gereihten Zellen entsteht. In diesen Flussigkeitsstrom
strahlt am Analysepunkt Argonlaser der Wellenlange 488 nm ein, der durch die
Zellen abgelenkt wird. Das Ausmal® der Lichtstreuung wird durch
Photodetektoren erfasst. Diese messen zum einen den Anteil des parallel zum
eingestrahlten Laser gestreuten Lichts, das sog. Vorwartsstreulicht (,Forward
Light Scatter®, FSC). Es dient als Mal} fur die Zellgro3e. Zum anderen werden
rechtwinklig abgelenkte Lichtstrahlen erfasst, sog. Seitwartsstreulicht (,Side
Light Scatter’, SSC), das die Morphologie und Granularitat der Zelle
widerspiegelt. Insgesamt gilt: Das Ausmaly der Lichtstreuung nimmt mit
steigender ZellgroRe bzw. Granularitdt zu. Die durch die Photodetektoren
gesammelten Informationen werden in elektronische Signale umgewandelt,
verstarkt und digitalisiert. Sie kdnnen daraufhin am zugehoérigen Computer in
Form unterschiedlicher Grafiken aufgerufen werden (siehe unter 3.5.3).
Oberflachenmolekule der Zellen koénnen mit Fluorochrom-konjugierten
monoklonalen Antikorpern markiert werden. Durch den Laser werden die

Fluorochrome angeregt und emittieren Licht bestimmter Wellenlange.
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Photodetektoren messen die Intensitat des ausgestrahlten Lichts, die
sogenannte Fluoreszenzintensitat. Sie entspricht der Anzahl der gebundenen
Antikorper und damit der Hohe der Antigenexpression.

Bei dieser Arbeit wurden die Fluorochrome Fluorescein-Isothiocyanat (FITC)
und Phycoerythrin (PE) verwendet, deren Emissionsmaxima bei 520 nm und
575 nm liegen. Da die Fluoreszenzkanale (FL1, FL2) des Durchflusszytometers
Photodetektoren mit grofdter Empfindlichkeit fur unterschiedliche Wellenlangen
besitzen, konnen bei gleichzeitiger Farbung mit beiden fluoreszierenden
Farbstoffen die zwei Wellenlangen unterschieden und die beiden
Fluoreszenzintensitaten getrennt voneinander bestimmt werden. (Volk, 1991,
Lewis & Rickman, 1992)

3.5.2 Immunfluoreszenzfarbung

Die Zellen wurden nach Ablauf der Kulturzeit (siehe Abschnitt 3.4)
resuspendiert, samt Kulturmedium von der Zellkulturplatte abgenommen und in
4,5ml-Proberdhrchen Uberfuhrt. Die Kulturplatten wurden unter dem Mikroskop
kontrolliert, um sicherzugehen, dass keine adharenten Zellen (Makrophagen)
zurlckgeblieben waren. Die Zellen selbst wurden mit je 2ml FACS Flow
gewaschen (400g, 10°C, 5 min). Zu jeder Probe wurden 20ul Polyglobin
gegeben (bei ca. 2,3x10° Zellen / Probe), die Proben anschlieBend auf dem
Vortex resuspendiert und fur mindestens 10 min bei 4°C inkubiert. Polyglobin ist
ein polyvalentes Immunglobulinpraparat, das die Fc-Rezeptoren der
Makrophagen abdeckt. Diese koénnten ansonsten die fluoreszierenden
Antikorper unspezifisch binden, wodurch das Ergebnis verfalscht wuirde.
Lymphozyten besitzen keine Fc-Rezeptoren, so dass eine unspezifische
Bindung bei ihnen nicht zu erwarten ist.

Fir die Farbung wurden je 5ul eines Fluorochrom-markierten monoklonalen
Antikorpers allein oder in Kombination mit einem zweiten AntikOrper in ein

Proberdhrchen vorgelegt. Zu jedem Ansatz wurden 0,8 — 1x10° Zellen in 50ul
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Suspension (FACS Flow) pipettiert, die Proben auf dem Vortex gemischt und
bei 4°C unter Lichtabschluf3 fir 20 min inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde jeder Ansatz zweimal mit 4ml bzw. 2mi
FACS Flow gewaschen (400g, 10°C, 5 min) und innerhalb der folgenden drei
Stunden analysiert, wobei die Proben bis zur Messung lichtgeschitzt auf Eis
aufbewahrt wurden. Direkt vor der Messung wurde jede Probe nochmals
sorgfaltig resuspendiert (Vortex), um moglicherweise entstandene Zellkonjugate

zu losen.

3.5.3 Messung und Auswertung

Die gefarbten Zellen wurden mit dem FACSScan (Fluorescence-Activated Cell
Sorter) der Firma Becton Dickinson analysiert. Messung und Auswertung
erfolgte mit der Software CellQuest.

Die durch die Photodetektoren gesammelten Signale wurden als sogenanntes
,Dot Plot“ (siehe Abbildung 3.1 (a)) dargestellt, einem Zweiachsenkoordinaten-
system, bei dem jede Zelle als Punkt mit Bezug zu zwei der gewonnenen
Informationen, aufgetragen auf Abszisse bzw. Ordinate, erscheint. Dabei
konnen den Achsen in beliebiger Kombination Fluoreszenzintensitat, Forward
(FSC) und Side Light Scatter (SSC) zugeordnet werden, wodurch die
Expressionsdichten der untersuchten Antigene zueinander und zu ZellgroRe
oder Granularitat in Bezug gesetzt werden kdnnen.

Anhand ZellgroRe und Granularitat konnen Lymphozyten und Makrophagen
sowie Zelltrimmer (linke untere Ecke) voneinander unterschieden werden
(siehe Abbildung 3.1 (a), Lewis & Rickman, 1992). Die Gerateeinstellung fur die
Kontrolle (ohne Stimulanzien oder zVAD-FMK) wurde bei linearer Messskala
von je 250 Einheiten fur FSC und SSC so gewahlt, dass die Population der
Lymphozyten zwischen 70 und 140 auf der FSC-Achse sowie 10 und 50 auf der
SSC-Achse, die Population der grolien Makrophagen zwischen 100 und 200
auf der FSC- sowie 50 und 180 auf der SSC-Achse zum Liegen kamen.
Lymphozyten und Makrophagen wurden jeweils eingegrenzt, wodurch
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sogenannte ,Gates“ (Auswertefenster) entstanden (Abbildung 3.1 (a)). Die
Zellen innerhalb der verschiedenen Gates konnten daraufhin getrennt bezlglich
ihrer Fluoreszenz, ZellgroRe und Granularitat analysiert werden.

Als weitere Darstellungsform wurden Histogramme verwendet, bei denen die
Anzahl der Zellereignisse Uber dem Logarithmus der Fluoreszenzintensitat, des

Forward oder des Side Light Scatters aufgetragen ist (Abbildung 3.1 (b)).
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Abbildung 3.1:

Verwendete Darstellungsformen der FACS-Analyse

(a) Dot Plot: Abgebildet ist eine Zelldichteverteilung mit FSC/ Zellgrofie
(x-Achse) versus SSC/ Granularitdt (y-Achse). R(egion)1 =
Lymphozyten, R2 = gro3e Makrophagen, R3 = kleine Makrophagen

(b) Histogramm: Gibt die Fluoreszenzintensitat nach Farbung mit PE-
konjugierten Antikérpern gegen CD95 (x-Achse) in Bezug zur Anzahl
der gemessenen Zellereignisse (y-Achse) wider.

Um den relativen Anteil einer Zellpopulation an der Gesamtzellzahl zu

bestimmen, wurde die Gesamtheit der mononuklearen Zellen, d.h. die Summe

aus Lymphozyten und Makrophagen, als 100% definiert und in der FSC-SSC-

Darstellung mit einem groRen Gate umfasst. Danach wurden Gates um jede der

beiden Zellarten allein gesetzt (vergleiche Abbildung 3.2). |hr jeweiliger Anteil

am grol3en Gate, d.h. an 100%, konnte auf diese Weise berechnet werden.

Die Absolutzellzahlen der einzelnen Populationen ergaben sich durch

Multiplikation des berechneten Prozentanteils mit der unter dem Mikroskop

gezahlten Gesamtzellzahl.
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Abbildung 3.2: Zellregionen zur Bestimmung von relativen Anteilen

Abgebildet sind FSC/ ZellgroRe (x-Achse) versus SSC/ Granularitat (y-
Achse) als Zelldichteverteilung. R(egion)1 = Lymphozyten, R2 =
Makrophagen, R3 = beide = 100%
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Zu Beginn jeder Analyse erfolgte die Gerateeinstellung mit Hilfe einer
Negativkontrolle und mit Positivkontrollen in Form von einfach gefarbten
Proben. Die Negativkontrolle wurde mit Simultest Control gefarbt und gab die
Hintergrundfluoreszenz der Zellen, bestehend aus Autofluoreszenz und
unspezifisch  gebundenen  Antikérpern, wider. Dabei wurden die
Verstarkerspannungen flr die Fluoreszenzkanale (FL1, FL2) so gewahlt, dass
die Negativkontrolle im Dot Plot unterhalb 10" auf den beiden logarithmischen
Achsen (vergleiche Abbildung 3.3 (a)) und die Populationen der
Positivkontrollen im Bereich von 10° auf der zugehérigen Achse lagen (siehe
Abbildung 3.3 (b)) (Lewis & Rickman, 1992).

Da sich die Emissionsspektren der beiden Farbstoffe leicht Uberlappen,
kommen geringe Uberstrahlungseffekte in den Bereich des jeweils anderen
Photodetektors vor. Diese wurden mit Hilfe der einzeln gefarbten
Positivkontrollen  elektronisch  kompensiert, indem die fir nur eine
Fluoreszenzachse positive Population unter 10" der anderen, also fiir diese
Probe negative Achse, gedruckt wurde (vergleiche Abbildung 3.3 (b)) (Lewis &
Rickman, 1992, Volk, 1991).

Durch die beschriebene Gerateeinstellung wurde das Dot Plot in Quadranten
eingeteilt. Im linken unteren Quadranten wurden Zellen mit unspezifisch
gebundenen Antikorpern abgebildet. Im linken oberen und im rechten unteren
Quadranten fanden sich die einfach gefarbten, im rechten oberen Quadranten
alle doppelt gefarbten Zellen (Abbildung 3.3 (c)).
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Abbildung 3.3: Gerateeinstellung

(a) Negativkontrolle: Die mit Simultest Control gefarbte Probe spiegelt
die Hintergrundfluoreszenz wider und sollte unterhalb 10" auf x- und y-
Achse liegen.

(b) Positivkontrollen: Die Proben wurden einzeln mit FITC- und PE-
konjugierten Antikdrpern gegen CD14 gefarbt und nach erfolgter
Gerateeinstellung in einem gemeinsamen Dot Plot abgebildet. Die
beiden Zellpopulationen sollten im Bereich von 10° auf der
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zugehodrigen Achse und nach Kompensation unter 10" der
Gegenachse liegen.

(c) Quadranteneinteilung: Die Proben wurden mit FITC- und PE-
konjugierten Antikdrpern gegen CD4 bzw. CD3 gefarbt. Im rechten
oberen Quadranten finden sich die Zellereignisse, die sowohl CD4 als
auch CD3 exprimierten. Im linken oberen und rechten unteren
Quadranten sind nur CD3- bzw. nur CD4-positive Zellen abgebildet.
(Letztere waren in dieser Probe kaum vorhanden.) Im linken unteren
Quadranten kommen Zellen mit unspezifisch gebunden Antikérpern
zur Darstellung.

Messeinstellung und Kompensation wurden fur Lymphozyten- und
Makrophagenfenster getrennt durchgefiuihrt, da Makrophagen eine hohere
Eigenfluoreszenz als Lymphozyten aufweisen und deswegen andere
Verstarkerspannungen und Kompensationswerte bendtigen. Die einzelnen
Messungen erfolgten im gewunschten Gate mit zugehdriger Einstellung.
Standardmalig wurden pro Messung im untersuchten Gate 5.000
Zellereignisse gesammelt. Absolute und relative Haufigkeiten sowie mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI) fir die einzelnen Quadranten konnten mit Hilfe der

Software berechnet werden.

3.6 Apoptose-Detektion

3.6.1 Vorwarts-, Seitwartsstreulicht (FSC, SSC) apoptotischer Zellen

Zu Beginn der Apoptose nimmt das Zellvolumen ab (siehe 1.2.1). Entsprechend
sinkt der FSC-Wert apoptotischer Zellen, wahrend der SSC-Wert zunimmt (Dive
et al.,, 1992). Im Dot Plot 'FSC versus SSC’ erscheinen die apoptotischen
Makrophagen als eigene Population links und leicht oberhalb der lebenden,

grolien Makrophagen (vergleiche Abbildung 3.4: R3 und R2).
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Mit Bildung von Apoptose-Kdérperchen nehmen sowohl FSC- als auch SSC-
Wert ab. Die Membranvesikel erscheinen dann im Bereich der Zelltrimmer im

Dot Plot links unten.
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Abbildung 3.4: Apoptose Detektion durch FSC-SSC-Analyse
Dargestellt sind Zelldichteverteilungen mit FSC/ Zellgrofie versus SSC/
Granularitat von Kontrolle und zVAD-FMK nach 24 Stunden Zellkultur.
R(egion)1 = Lymphozyten, R2 = groRe Makrophagen, R3 = kleine
Makrophagen

Das Zellvolumen nekrotischer Zellen dagegen nimmt zu (siehe 1.2.1). Ihr FSC-
Wert steigt sofort, der SSC-Wert nimmt ab (Vermes et al., 2000). Nekrotische
Makrophagen wurden rechts unterhalb der lebenden erscheinen. Sie wurden
innerhalb der untersuchten 24 Stunden nicht beobachtet.

Zellkonjugate waren bei den Messungen nicht zu sehen. Sie kdnnen wahrend
der Aufbewahrung entstehen, wurden jedoch, falls entstanden, durch sorgfaltige

Resuspension der Proben vor jeder Messung wieder gelost.
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3.6.2 Farbung mit Annexin V

Annexin V wurde als gerinnungshemmendes Protein in der Wand von
Blutgefalien entdeckt (Reutelingsperger et al., 1985). Es gehort zur Familie der
Annexine, die die gemeinsame Eigenschaft besitzen, in Anwesenheit von
Calcium reversibel an Phospholipide zu binden (Andree et al., 1990). Annexin V
bindet mit hoher Affinitdt an Phosphatidyl-Serin, an andere Phospholipide nur in
minimalem Mal} (Vermes et al., 1995). Phopsphatidyl-Serin wird bereits fruh in
der Apoptose, d.h. mit Beginn der Chromatinkondensation (Vermes et al.,
1995), auf die Aulienseite der Zellmembran verlagert (siehe 1.2.2.4).
Fluorochrom-markiertes Annexin V kann daher als Indikator fur frihe Phasen
der Apoptose verwendet werden. Verschiedene Studien zeigten eine hohe
Spezifitat und Sensitivitat dieser Farbemethode (Vermes et al., 1995, Koopman
et al., 1994).

Die Annexin V-Farbung erfolgte in Gegenwart eines Annexin-Bindungs-Puffers
(Binding Buffer: 140mM NaCl, 2,5mM CaCl,, 10mM Hepes/NaOH, pH 7,4). Er
enthalt eine ausreichend hohe Konzentration an Calcium, um die prinzipiell
reversible Bindung von Annexin V an Phosphatidyl-Serin (siehe oben) zu
stabilisieren. Nach Inkubation mit dem flir Makrophagen typischen FITC-
konjugierten Antikorper gegen CD14 bzw. mit einem fur Lymphozyten typischen
FITC-konjugierten Antikbrper wurden die Zellen mit 2ml Annexin-Bindungs-
Puffer gewaschen. Pro 1x10° Zellen wurden 5ul PE-konjugiertes Annexin V
zugegeben, der Ansatz auf dem Vortex durchmischt und 20 min bei 4°C unter
Lichtabschlu® inkubiert. Danach folgte zweimaliges Waschen mit je 2ml
Annexin-Bindungs-Puffer, bevor die Proben mdglichst sofort gemessen wurden.
In der Zwischenzeit wurden sie lichtgeschutzt auf Eis gehalten. Durch die
Vorfarbung mit makrophagen- bzw. lymphozytentypischen Antikorpern konnte
der Anteil an Annexin V-positiven Zellen in den beiden Population getrennt
bestimmt werden.

Um sicher zu gehen, dass Annexin V tatsachlich auf der Membranoberflache
gebunden hatte und nicht in eventuell nekrotische Zellen diffundiert war

(Koopman et al.,, 1994), wurden die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop
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kontrolliert. Abbildung 3.5 zeigt, dass nur die Membran der Zellen von auf’en

angefarbt ist, wodurch diese als fluoreszierender Kreis erscheint.

Abbildung 3.5 Fluoreszenzmikroskopie der Annexin V-Farbung
Das PE-konjugiertes Annexin V bindet an Phosphatidyl-Serin auf der
AulRenseite der Zellmembran. Die Zelle erscheint als fluoreszierender
Kreis.

3.6.3 Farbung mit Propidiumiodid

Propidiumiodid (PI) ist ein fluoreszierender DNA-Farbstoff, der nicht durch
intakte Zellmembranen diffundieren kann. Sobald die Zellmembran permeabel
wird (z.B. durch direkte Schadigung oder durch Energiemangel), farbt Pl das
Zellinnere an, indem es sich in die DNA-Doppelhelix einlagert (Interkalierung)
(Shapiro, 1995). Wahrend sich die Apoptose dadurch auszeichnet, dal} die
Zellmembran Uber einen langen Zeitraum intakt bleibt (siehe 1.2.1), verlieren
nekrotische Zellen sehr frih ihre Membranintegritat und farben sich deshalb
bereits zu Beginn der Nekrose mit Pl an. Apoptotische Zellen bzw. apoptotische
Kdérperchen werden dagegen erst in einem spaten Stadium durch Pl gefarbt.

Um die Ergebnisse zu den makrophagen- bzw. lymphozytentypischen
Oberflachenmolekulen und zu den Ergebnissen der Annexin V-Farbung in

Bezug setzen zu kénnen, wurden die Zellen vorher, entsprechend der Annexin
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V-Farbung (siehe unter 3.6.2), mit FITC-konjugierten Antikdrpern markiert. Das
in PBS geldste Propidiumiodid selbst wurde erst 5-10 min vor der Messung in
der Endkonzentration von 0,2ug/ml zugegeben, die Probe auf dem Vortex

resuspendiert und bis zur Messung bei Zimmertemperatur gehalten.

3.7 Zellfunktionstests

3.7.1 Makrophagenstimulation mit LPS

Lipopolysaccharid (LPS), auch Endotoxin genannt, ist Bestandteil der Zellwand
gramnegativer Bakterien (Kayser et al., 1998). Wahrend einer Infektion wird
abgespaltenes / freies oder in der Bakterienwand verankertes LPS im Blut
durch das Lipopolysaccharid-bindende-Protein (LBP) gebunden. Makrophagen
exprimieren Rezeptoren fur den entstandenen LPS-LBP-Komplex: CD14-
Molekule (siehe 1.1.3). Durch das gebundene LPS werden die Makrophagen
aktiviert sowie zur Bildung und Sekretion von Zytokinen, v.a. TNFa, IL-18 und
IL-6 angeregt (Wright et al., 1990). UbermaRige Freisetzung von LPS und
darauf folgende Sekretion der genannten Mediatoren in gro3er Menge werden
fur die Entstehung des septischen (“endotoxischen®) Schocks durch
gramnegative Bakterien mitverantwortlich gemacht (Lazaron & Dunn, 2002).
Vorinkubation der Zellen mit dem makrophagenstimulierenden Zytokin IFN-y
verstarkt die Antwort auf LPS um das zehn- bis hundertfache (sogenanntes
,priming®). Grund hierfur ist die Aufregulation des ,Toll-Like“-Rezeptors 4
(TLR4), eines Signaltransduktionsmolekuls innerhalb der Reaktionskaskade,
die durch die LPS-Bindung ausgeldst wird (Bosisio et al., 2002).

Aktivierung der Makrophagen mit LPS oder anderen stimulierenden Faktoren
(z.B. TNFa, IFNy, IL-18, GM-CSF) schutzt sie nachweislich vor der Apoptose
durch z.B. CD95-CD95-Ligand-Interaktion, Stickstoffmonoxid (NO), radioaktive
Bestrahlung oder H,O, (Perera & Waldmann, 1998, Mangan et al.,, 19913,
Mangan & Wahl, 1991b).
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CD14 wird durch LPS je nach zusatzlich in der Kultur enthaltenen Zellen,
Kulturbedingung, LPS-Konzentration und Messzeitpunkt unterschiedlich
reguliert (Maliszewski & Wright, 1991, Bazil & Strominger, 1991, Marchant et
al., 1992, Ziegler-Heitbrock & Ulevitch, 1993, Landmann et al., 1991, Landmann
et al., 1996). Bei vergleichbaren Kulturbedingungen beschrieb Landmann et al.,
1996, dass CD14 durch LPS in den ersten Stunden herabreguliert (um max.
50% bei 15 Stunden), spater wieder aufreguliert wird, um nach 24 Stunden
knapp den Ausgangswert zu erreichen und ihn in den folgenden Tagen zu
uberschreiten.

Interferon-y dagegen reguliert CD14 stark, schnell (bereits nach 15 min
nachweisbar) und dauerhaft herab (Marwitz et al., 1988, Landmann et al., 1991,
Bazil & Strominger, 1991, Ziegler-Heitbrock & Ulevitch, 1993).

Mit der LPS-Stimulation wurde untersucht, ob eine Aktivierung der
Makrophagen Einfluss auf ihr Apoptoseverhalten und ihre CD14-Regulation
durch zVAD-FMK hat (siehe Ergebnisteil 4.9). Es wurden folgende LPS-
Konzentrationen verwendet:

LPS 0,1ug/ml, LPS 1ug/ml und IFNy 5001E/ml (Vorinkubation fur eine Stunde)
plus LPS 0,1ug/ml (vergleiche 3.4).

3.7.2 T-Zelldeletion und —stimulation mit OKT3

OKT3 ist ein mauslicher monoklonaler Antikorper gegen das CD3-Molekul
menschlicher T-Lymphozyten (siehe 1.1.3). Es ist als erster monoklonaler
Antikérper gegen CD3 (Kung et al.,, 1979) seit 1984 kommerziell erhaltlich.
Neben dem Einsatz in der Forschung werden antiCD3-Antikdrper therapeutisch
als Immunsuppressiva v.a. zur Vermeidung von Absto3ungsreaktionen nach
Organtransplantationen oder bei Autoimmunkrankheiten verwendet (Cruse &
Lewis, 1999, Chatenoud, 2003). OKT3 bindet reife T-Lymphozyten im
peripheren Blut (Kung et al., 1979), deren Anzahl bereits kurze Zeit spater
abfallt. Die T-Zellzerstorung basiert auf vier Mechanismen (Chatenoud, 2003):

Komplement-vermittelte Zerstorung opsonierter T-Zellen; antikorper-abhangige
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Zellzytotoxizitat (ADCC) durch NK-Zellen oder Makrophagen; direkte
Signaltransduktion durch die Antikdrper mit nachfolgender Apoptose v.a. von
aktivierten T-Zellen und schliel3lich umgeleitete Zytotoxizitat zwischen den T-
Zellen selbst, wenn ihre CD3-Antigene durch die Antikorper miteinander
verbunden wurden. Verbleibende T-Zellen internalisieren (reversibel) ihnre CD3-
Komplexe, wodurch sie selbst ,blind“ fir andere Antigene werden (Chatenoud,
2003). Insgesamt hemmt OKT3 die antigen-spezifischen Antwort aktivierter T-
Zellen und blockiert die Effektorfunktionen zytotoxischer T-Zellen (Chang &
Gingras, 1981, Cruse & Lewis, 1999).

AntiCD3-Antikdrper mit Fc-Regionen wie OKT3 zeigen einen zusatzlichen
Effekt: Sie wirken als potente Mitogene auf ruhende T-Zellen (Van Wauwe et
al., 1980) und stimulieren sie zu T-Zellproliferation und Zytokinproduktion. Diese
mitogene  Wirkung ist = makrophagenabhangig (Chatenoud, 2003,
Papadogiannakis et al., 1986). Letztere binden die antiCD3-Antikorper Gber ihre
Fc-Rezeptoren und bilden Zellkonjugate mit den T-Zellen. Diese werden
dadurch entweder zerstort (ADCC, siehe oben) oder aktiviert und zur
Proliferation angeregt werden (mitogene Wirkung) (Orlikowsky et al., 1996,
Wang et al., 1998). Die Art der T-Zellantwort wird durch den Aktivierungsgrad
der Makrophagen und die Anzahl der exprimierten kostimulatorischen Signale
(B7-Molekule, siehe 4.6.2) bestimmt (Orlikowsky et al., 1999, Orlikowsky et al.,
2003, Dudhane et al., 1996a). Die Makrophagen selbst begehen, nachdem sie
die OKT3-Wirkung auf die T-Zellen vermittelt haben, ,Activation induced Cell
Death” (AICD) (Wang et al., 1998).

Die beschriebene doppelte Wirkung von OKT3 fuhrt zu einer biphasischen T-
Zellantwort: In den ersten 24 Stunden nach OKT3-Stimulation nimmt die T-
Zellzahl in Kultur ab (T-Zellzerstérung), um in den folgenden Tagen durch
Blastenbildung wieder zuzunehmen und die Ausgangszellzahl schlieBlich zu
uberschreiten (Orlikowsky et al., 1996).

Zur Stimulation wurde OKT3 in der Konzentration Sug/ml zur Zellkultur gegeben
(siehe 3.4).

OKT3 und der durchflusszytometrische antiCD3-Farbeantikérper hemmen sich

kompetitiv in ihrer Bindung von CD3. Zur Bestimmung der T-Zellzahl wurden die
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Zellen deshalb mit Antikdrpern gegen CD4 und CD8 gefarbt. Die Summe aus
CD4-positiven und CD8-hochpositiven Lymphozyten entspricht der Anzahl an
CD3 T-Zellen insgesamt (Lewis & Jackson, 1992, Chatenoud, 2003).

Da T-Zellblasten grofier als ruhende T-Zellen sind (Orlikowsky et al., 1996),
konnen sie durchflusszytometrisch aufgrund hoéherer FSC-Werte abgegrenzt
werden. |hr Anteil an den Gesamt-T-Zellen lasst sich auf diese Weise

berechnen.

3.7.3 Deletion der CD4 T-Zellen mit ch412

Wie bereits beschrieben (3.7.2 und 1.4) bilden Makrophagen Zellkonjugate mit
T-Zellen, indem sie antilymphozytare Antikorper durch ihre Fc-Rezeptoren
binden. Immunglobuline gegen Bestandteile des T-Zellrezeptorkomplexes (z.B.
gegen CD3) koénnen sowohl zur Zerstérung als auch zur Aktivierung und
Proliferation von T-Zellen fuhren (vergleiche 3.7.2). Dagegen verursachen
Antikorper, die die Korezeptoren CD4 oder CD8 ohne vorausgehende
Stimulierung des T-Zellrezeptors binden, nur eine T-Zelldeletion und keine T-
Zellaktivierung (Orlikowsky et al.,, 1998, Wang et al., 1998, Koretzky &
Peterson, 2001).

ch412 ist ein monoklonaler Antikdrper gegen das CD4-Molekul menschlicher T-
Lymphozyten. Makrophagen erkennen das an CD4 gebundene ch412 oder
,bewaffnen“ ihre Fc-Rezeptoren mit den antiCD4-Antikérpern. Die folgende
Zellkonjugatbildung fuhrt Uber antikorperabhangige Zellzytotoxizitat (ADCC) zur
Zerstorung der CD4 T-Zelle, die zumindest teilweise auf CD95-getriggerter
Apoptoseinduktion in den CD4-Zellen basiert (Choy et al., 1993, Wang et al.,
1994a, Oyaizu et al., 1997, Orlikowsky et al., 1997a, Oyaizu et al., 1994, Wang
et al., 1998, Tateyama et al., 2000).

Im Gegensatz zur Stimulation mit antiCD3-Antikorpern (3.7.2) haben antiCD4-
Antikérper keinen Einfluss auf das Uberleben der Makrophagen (Choy et al.,
1993, Rep et al., 1997).
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Deletion und fortschreitender Schwund der CD4 T-Zellen ist auch Kennzeichen
einer HIV-Infektion, bei der die antiCD4-Antikérper durch Komplexe aus dem
Protein gp120 der Virushulle und gp120-spezifischen Immunglobulinen
nachgeahmt werden (Dudhane et al., 1996b, Wang et al., 1994b). Der antiCD4-
Antikérper ch412 wurde in der Konzentration 1ug/ml verwendet (vergleiche 3.4).
ch412 und der antiCD4-Farbeantikorper flr die Durchflusszytometrie (Klon
SK3) binden an unterschiedliche Epitope des CD4-Molekulls, wodurch eine

Kreuzreaktion und kompetitive Bindungshemmung vermieden wurde.

3.8 Uberpriifung einer méglichen DMSO-Wirkung

DMSO (Dimethylsulfoxid) wurde zum Auflésen von zZVAD-FMK verwendet
(siehe unter 3.3).

Um DMSO-induzierte Effekte auszuschlieen, wurden drei Experimente mit
10mM DMSO-L6sung (ohne zVAD-FMK) durchgefluhrt. Die untersuchten
Rezeptoren CD14, CD4, CD8 und die fur sie positiven Zellpopulationen wurden
durch DMSO nicht verandert (vergleiche Tabelle 3.1).

PB— Kontrolle PB—- DMSO |NSB- Kontrolle| NSB- DMSO

CD14-MFI 1569 + 387 1474 + 603 1197 + 356 1393 + 665
CD4-MFI 121 £ 10 107 £ 10 181 + 11 169 £ 10
CD8-MFI 1403 + 384 1254 + 413 2485 + 249 2325 + 267
% CD14+ 93+ 1 92+ 0,3 78+ 5 78+ 6

% CD4+ 45+ 10 45+ 7 47+ 9 52+ 4

% CD8+ 23+ 4 23+ 5 10+ 4 10+ 4
Tabelle 3.1: Vergleich von Kontrolle (= kein DMSQO) und 10mM DMSO nach 24h

Die Farbung wurde mit FITC-konjugierten Antikdrpern gegen CD4 und
PE-konjugierten Antikérpern gegen CD14 und CD8 nach 24 Stunden
Inkubation der Zellen mit bzw. ohne DMSO durchgeflhrt. Angegeben
sind Mittelwerte + Standardabweichung von drei Versuchen.
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3.9 Statistik

Alle Daten wurden als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.
Unterschiede zwischen den MeRwerten wurden mit dem Student's t-Test fur
unverbundene  Melireihen auf  Signifikanz ~ Gberpruft, wobei das
Signifikanzniveau auf p < 0,05 gesetzt wurde. Die statistische Analyse wurde
mit der Software SigmaPlot 2000 fur Windows, Version 6.0 durchgefihrt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Abnahme des Makrophagenanteils durch zVAD-FMK
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Abbildung 4.1: Zelldichteverteilung von Kontrolle und zVAD-FMK (FACS-Darstellung)
,Forward Light Scatter’ (FSC) versus ,Side Light Scatter’ (SSC) nach
24-stundiger Zellkultur der mononuklearen Zellen ohne bzw. mit zVAD-
FMK. R(egion) 1 = Makrophagen.

Durch Inkubation mit zZVAD-FMK (40uM) halbierte sich der Makrophagenanteil
innerhalb von 24 Stunden. Im Erwachsenenblut (PB) sank er von 15% auf 7%,
bei den Zellen aus Nabelschnurblut (NSB) von 20% auf 11% (PB: p=0,007,
NSB: p=0,0003, siehe Abbildungen 4.1 und 4.2 (a)). Der beschriebene
Makrophagenschwund vollzog sich zum groften Teil bereits in den ersten acht
Stunden (Abbildung 4.2 (b)).
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Abbildung 4.2: Absolutzahl und relativer Anteil an Makrophagen
Das Makrophagenfenster wurde in der FSC-SSC-Darstellung gesetzt
und der Makrophagenanteil an den Gesamtzellen bestimmt
(Lymphozyten + Makrophagen = 100%, siehe 3.5.3). Multiplikation des
Prozentanteils mit der unter dem Mikroskop gezahlten Gesamtzahl
ergab die Absolutzahl an Makrophagen. ** p<0,01, *** p<0,0005
(a) Absolutzahl und relativer Anteil an Makrophagen nach 24 Stunden,
Mittelwerte + Standardabweichung von elf Versuchen
(b) Kinetik Uber 24 Stunden, Mittelwerte + Standardabweichung von
zwei Versuchen mit peripherem Erwachsenenblut bei vergleichbaren
Ergebnissen im Nabelschnurblut

4.2 Anderung von MakrophagengroéBe und -granularitit

Im durchflusszytometrischen Bild stellte sich nach Inkubation mit zZVAD-FMK
eine Population kleinerer und starker granulierter Zellen links oberhalb der
Makrophagen dar, die in der Kontrolle nicht vorhanden oder zumindest deutlich

geringer war (siehe Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.3: Population geschrumpfter Zellen (FACS-Darstellung)
,Forward Light Scatter (FSC) versus ,Side Light Scatter’ (SSC) nach
24-stundiger Zellkultur der mononuklearen Zellen ohne bzw. mit zVAD-
FMK . R(egion)1 = Makrophagen, R(egion)2 = kleine Zellen.
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Ein grolRer Teil der kleinen Zellen exprimierte CD14. Der Anteil an Zellen mit fur
Lymphozyten typischen Oberflachenantigenen (CD4, CD8, CD3, CD28, CD19,
CD56) war dagegen gering (siehe Tabelle 4.1).

Anteil an PB: Grolde PB: Kleine NSB: GroRe |NSB: Kleine
Makrophagen |Makrophagen |Makrophagen |Makrophagen
%CD14+ Kontrolle 95 + 2 59 + 4 82 + 5 49 +12
%CD14+ zVAD 37 £ 7 52 £+ 5 42 + 5 50 £+ 5
Kontrolle & zZVAD:
%CD4+ <3 <1,2 <3 <2
%CD8+ <25 <2 <2 <1,2
%CD3+ <3 <1,3 <3 <1,8
%CD28+ <3 <2 <3 <2
%CD19+ <1,5 <0,5 <1 <0,5
%CD56+ <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
Tabelle 4.1: Anteile an gefarbten Zellen der groen und kleinen Makrophagen

Die Farbung erfolgte mit FITC-konjugierten Antikérpern gegen CD4,
CD56 und PE-konjugierten Antikérpern gegen CD14, CD8, CD19,
CD28 nach 24 Stunden Inkubation der Zellen ohne und mit zVAD-
FMK. Angegeben sind Mittelwerte (und Standardabweichung) von flinf
(CD14-, CD4-, CD8-positive Zellen) bzw. drei (CD3-, CD19-, CD28-,
CD56-positive Zellen) Versuchen.

Die bisher dargestellten Ergebnisse zusammengefasst, nahmen die normal

grollen Makrophagen durch die Wirkung von zVAD-FMK ab, wahrend sich

gleichzeitig eine neue Population kleinerer, starker granulierter, aber ebenfalls

CD14-positiver Zellen abgrenzte. Dies fuhrte zu der Hypothese, dal} es sich bei

den kleinen Zellen um geschrumpfte Makrophagen handelte.
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Betrachtete man beiden Populationen nebeneinander, zeigte sich eine
signifikante Verschiebung (p<0,005) von normal groRen Makrophagen (im
weiteren Verlauf ,groRe Makrophagen® genannt) hin zu geschrumpften (im
Folgenden als ,kleine Makrophagen® bezeichnet) (vergleiche Abbildung 4.4).
(Signifikanzen in der Abnahme an grofen Makrophagen: PB: p=0,0004, NSB:
p=0,0001 und in der Zunahme der kleinen Makrophagen: PB: p=0,001, NSB:
p=0,002).
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Abbildung 4.4: Veranderungen in den Anteilen an groRen und kleinen Makrophagen
Nach 24-stindiger Kultur mit bzw. ohne zZVAD-FMK wurden die beiden
Makrophagenfenster in der FSC-SSC-Darstellung der FACS-Messung
gesetzt (sieche Abb. 4.3) und ihr jeweiliger Anteil an den
Gesamtmakrophagen bestimmt. Dazu wurde ein groRes Gate um
beide Makrophagenpopulationen als 100% definiert (vergleiche auch
3.5.3). Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung von elf

Versuchen. ** p<0,005, *** p<0,0005
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Wurden beide Makrophagenpopulationen zusammengezahlt, ergab sich, dass
zVAD-FMK nicht nur zu einer Abnahme der gro3en Makrophagen, sondern
auch der Gesamtmakrophagen fuhrte: Im Erwachsenenblut sank ihr Anteil an
den Gesamtzellen (kleine Makrophagen in 100% miteinbezogen) von 16,9% auf
11,2% und ihre absolute Zellzahl von 38,9 x 10* auf 258 x 10% im
Nabelschnurblut von 23,8% auf 18,9% bzw. von 54,7 x 10* auf 43,4 x 10*

(Werte von je elf Versuchen, Messung nach 24 Stunden).

4.3 Farbung mit Annexin V und Propidiumiodid

Basierend auf der beobachteten Abnahme der Makrophagenzahl mit
begleitender Zellschrumpfung entstand die Vermutung, dal} zZVAD-FMK in den
Makrophagen Apoptose induziert hatte.

Zur Bestatigung wurden Farbungen mit Annexin V als Indikator fur frihe
Phasen der Apoptose und mit Propidiumiodid, das erst spatere
Apoptosestadien anfarbt, durchgefihrt (siehe Methodenteil 3.6).

Folgende Daten zu den Annexin- und Propidiumiodid-Farbungen beziehen sich
nur auf die gro3en Makrophagen. Die wenigen kleinen Makrophagen, die in der
Kontrolle vorhanden waren, waren bereits zu 60% + 19% (PB, n=3) Annexin V-
und zu 62% + 6% (PB, n=3) Propidiumiodid-positiv. Die Annexin V-positiven
Makrophagen nahmen durch zVAD-FMK in 24 Stunden von durchschnittlich 8%
auf 22% (PB) bzw. 15% (NSB) zu (Abbildungen 4.5 (a) und (c), PB: p=0,002,
NSB: p=0,02). Das Ergebnis der Propidiumiodid-Farbung stimmte damit
uberein: Der Anteil an Propidiumiodid-positiven Makrophagen verdoppelte sich
von ca. 2% auf 4% (Abbildungen 4.5 (b) und (c), PB: p=0,01, NSB: p=0,007).
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(c)
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Abbildung 4.5: Annexin V- und Propidiumiodid-positive Makrophagen nach 24h
Die Farbung wurde mit FITC-konjugierten Antikérpern gegen CD14
und/ oder PE-konjugiertem Annexin V oder Propidiumiodid nach 24
Stunden Inkubation der Zellen ohne bzw. mit zVAD-FMK durchgefuhrt.
(a) Farbung der Makrophagen mit CD14 und Annexin V (Dot Plot):
Reprasentative Darstellung fir insgesamt elf Farbungen
(b) Farbung der Makrophagen mit CD14 und Propidiumiodid (Dot Plot):
Reprasentative Darstellung fir insgesamt elf Farbungen
(c) Annexin V- und Propidiumiodid-positive Makrophagen: Mittelwerte +
Standardabweichung von sechs (Annexin V-pos.) bzw. sieben

(Propidiumiodid-pos.) Versuchen, * p<0,05, ** p<0,005

4.4 Regulation des CD14-Oberflachenmolekiils

zVAD-FMK bewirkte innerhalb von 24 Stunden eine hochsignifikante
Herabregulation des CD14-Molekuls um ca. 80% im Vergleich zu den
Kontrollmakrophagen (PB: p=0,00000009, NSB: p=0,00002). Dabei
exprimierten Erwachsene und kindliche Makrophagen CD14 in vergleichbarer
Dichte (siehe Abbildung 4.6).
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Die dargestellten Werte beziehen sich auf die Gesamtpopulation der
Makrophagen, d.h. auf gro3e und kleine Makrophagen zusammen. Das gilt in

gleicher Weise fur die folgenden Ergebnisse unter 4.6 und 4.7.
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Abbildung 4.6: CD14-Expression der Makrophagen
Die Farbung erfolgte mit FITC-konjugierten Antikérpern gegen CD14
nach 24 Stunden Inkubation der Zellen ohne bzw. mit zZVAD-FMK.
(a) Histogramm der CD14-Farbung (FACS-Darstellung): graue Flache
= Kontrolle, (dicke) schwarze Linie = zVAD-FMK, reprasentative
Abbildung flr insgesamt vierzehn Farbungen
(b) CD14-Expression nach 24 Stunden: Dargestellt sind Mittelwerte +

Standardabweichung von neun Versuchen. *** p<0,00005

4.5 Zeitliche Abfolge der geschilderten Ergebnisse

Der Schrumpfungsprozess der Makrophagen und die dadurch bedingte
Zunahme an kleinen Makrophagen waren bereits nach acht Stunden deutlich zu
sehen mit einem Maximum nach zwolf Stunden (siehe Abbildung 4.7 (a)).
Herabregulation des CD14-Molekuls und der Anstieg an Annexin V-positiven
Makrophagen verliefen parallel zueinander. Sie erreichten bereits nach acht
Stunden ihren Hochst- bzw. Tiefstwert (Abbildung 4.7 (b)). Zeitlich versetzt zur
Annexin V-Farbung lag das Maximum der Propidiumiodid-positiven
Makrophagen bei zwolf Stunden (siehe Abbildung 4.7 (c)).

Bedingt durch die Herabregulation des CD14-Molekuls (Abbildung 4.6) nahm
auch der Anteil an CD14-positiven Makrophagen stetig ab (siehe Abbildung
4.8). In der Kontrolle waren nach 24 Stunden 86% * 4% der Makrophagen im
Erwachsenenblut und 64% + 9% im Nabelschnurblut CD14-positiv . lhr Anteil
halbierte sich im Erwachsenenblut durch die Zugabe von zVAD-FMK und
betrug 39% + 11% (p=0,00000002, n=8). Im Nabelschnurblut sank er ebenfalls
signifikant um 20% auf 42% + 6% (p=0,000034, n=8).
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Abbildung 4.7: Zeitliche Abfolge (24-Stunden-Kinetik)
Dargestellt sind kinetische Verlaufe von je drei Versuchen mit
peripherem Erwachsenenblut bei vergleichbaren Ergebnissen im
Nabelschnurblut. Die Farbungen erfolgten nach 24 Stunden Inkubation
der Zellen ohne bzw. mit zZVAD-FMK.
(a) Veranderung der Anteile an groRen und kleinen Makrophagen: Die
beiden Makrophagenfenster wurden in der FSC-SSC-Darstellung
gesetzt (vergleiche Abb. 4.3) und ihr jeweiliger Anteil an den
Gesamtmakrophagen bestimmt. Dazu wurde ein groRes Gate um
beide Makrophagenpopulationen als 100% definiert (siehe auch 3.5.3).
(b) Annexin V-positive Makrophagen und CD14-Expression: Farbung
mit PE-konjugiertem Annexin V und FITC-konjugierten Antikdrpern
gegen CD14
(c) Propidiumiodid-positive Makrophagen: Farbung mit Propidiumiodid
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Abbildung 4.8: CD14-positive Makrophagen bei 0, 3, 6, 12 und 24 Stunden
Die Farbung wurde mit FITC-konjugierten Antikérpern gegen CD14
nach 24 Stunden Inkubation der Zellen ohne bzw. mit zVAD-FMK
durchgefuhrt. Reprasentative Darstellung fur insgesamt vierzehn
Farbungen.

4.6 Wirkung von zZVAD-FMK auf andere Oberflaichenmolekiile der
Makrophagen

4.6.1 MHC Klasse I- (HLA-A,-B,-C) und MHC-Klasse lI-Molekiile (HLA-DR)

Bei den durchgeflhrten Versuchen exprimierte die Mehrheit der erwachsenen
und kindlichen Makrophagen HLA-A,-B,-C (PB: 98 + 1%, NSB: 94 + 3%). HLA-
DR wurde auf 96 + 2% der Makrophagen im Erwachsenenblut und 69 + 5% der
Makrophagen im Nabelschnurblut gefunden (p=0,00005). zVAD-FMK
veranderte weder den Anteil an HLA-A,-B,-C- noch an HLA-DR-positiven
Makrophagen (Ergebnis von vier Versuchen. Daten nicht gezeigt.)

Die Dichte der exprimierten HLA-A,-B,-C- und HLA-DR-Molekule war im
Erwachsenenblut signifikant hoher als im kindlichen (fur die Kontrollen: je
p=0,02). Abbildung 4.9 zeigt, dal® die HLA-A,-B,-C-Expression im peripheren
Erwachsenenblut durch zVAD-FMK herabreguliert wurde (p=0,02; Messung
nach 24 Stunden), wahrend die HLA-DR-Expression sich nicht veranderte. Im
Nabelschnurblut wurden weder HLA-A,-B,-C-, noch HLA-DR-Expression durch
zVAD-FMK beeinflusst.
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Abbildung 4.9: HLA-A,-B,-C- und HLA-DR-Expression der Makrophagen
Die Farbung erfolgte mit FITC-konjugierten Antikérpern gegen HLA-A,-
B,-C und HLA-DR nach 24 Stunden Inkubation der Zellen ohne bzw.
mit zZVAD-FMK. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichung
von vier (HLA-A,-B,-C-MFI) bzw. sieben (HLA-DR-MFI) Versuchen.

* p<0,05

4.6.2 Molekiile der B7-Familie (CD86, CD80)

Bei den Farbungen wurde CD86 von allen Makrophagen im Erwachsenen- und
im Nabelschnurblut exprimiert. zZVAD-FMK anderte daran nichts. (Werte von
vier Versuchen. Daten nicht gezeigt.)

CD80 fand sich nach 24 Stunden Kultur (und Aktivierung der Makrophagen
durch Plastikkontakt) auf 60% der adulten, aber nur auf 26% der neonatalen
Makrophagen (p=0,03). Durch zVAD-FMK nahm der Anteil an erwachsenen
CD80-positiven Makrophagen um 10% ab (nicht signifikant, p=0,49). Im
Nabelschnurblut blieb er etwa gleich (siehe Abbildung 4.10 (a)).
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Sowohl die CD86- als auch die CD80-Expression der Makrophagen waren im
Erwachsenenblut signifikant héher als im Nabelschnurblut. (CD86: p=0,005,
CD80: p=0,01). Beide wurden durch zVAD-FMK nicht verandert (Abbildung
4.10 (b)).
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Abbildung 4.10: CD86- und CD80-Expression der Makrophagen
Die Farbung wurde mit FITC-konjugierten Antikérpern gegen CD86
und PE-konjugierten Antikdrpern gegen CD80 nach 24 Stunden
Inkubation der Zellen ohne bzw. mit zVAD-FMK durchgefihrt.
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils vier
Versuchen. * p<0,05, ** p<0,005
(a) Anteile an CD80-positiven Makrophagen
(b) Intensitat der CD86- und CD80-Expression auf den Makrophagen

4.6.3 Das CD16-Oberflachenmolekiil (Fcy-Rezeptor-lil)

Im Nabelschnurblut waren signifikant mehr CD16-positive Makrophagen
enthalten als im Erwachsenenblut (p=0,01). Die kindlichen Makrophagen
exprimierten CD16 jedoch in geringerer Dichte im Vergleich zu den
erwachsenen Zellen (p=0,05).

zVAD-FMK flhrte zu einer signifikanten Abnahme der CD16-positiven
Makrophagen (PB: p=0,005, NSB: p=0,02). Die Ho6he der CD16-Expression auf
den verbliebenden CD16-positiven Makrophagen wurde aber nicht beeinflusst
(siehe Abbildung 4.11).
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Abbildung 4.11: Anteil der CD16-positiven Makrophagen und deren CD16-Expression

4.7 Wirkung von zZVAD-FMK auf Lymphozyten

Die Zellen wurden mit PE-konjugierten Antikérpern gegen CD16 nach
24 Stunden Inkubation mit bzw. ohne zVAD-FMK gefarbt. Dargestellt
sind Mittelwerte + Standardabweichung von vier Versuchen.

* p<0,05, ** p<0,005

4.7.1 Absolute Lymphozytenzahl und Prozentanteile einzelner Lympho-

zytensubpopulationen

zVAD-FMK schien die Lymphozyten nicht zu beeintrachtigen. lhre absolute Zahl

war mit dem Caspase-Inhibitor gleichbleibend bis leicht zunehmend (siehe

Tabelle 4.2).

Durch Anfarbung der jeweils typischen Oberflachenmolekiile wurden die

Prozentanteile der CD4 und CD8 T-Zellen, der B-Lymphozyten sowie der

Naturlichen Killer-Zellen

im Lymphozytenfenster bestimmit.

(Fur weitere

Information zu den Oberflachenmolekulen siehe 1.1.3.) Alle untersuchten
Anteile wurden durch zVAD-FMK in den ersten 24 Stunden nicht verandert

(Tabelle 4.2).
PB-Kontrolle PB —zVAD |NSB-Kontrolle | NSB - zZVAD

Ly-zahl x 10* 19,7 +1,2 21,3+0,8 17,3+1,3 19,1 +1,1
% CD4+ 46,1 + 5,1 46,4 + 6,6 51,2+6,3 50,4 +5,5
% CD8+ 225+5,7 24,4 16,6 83+3,0" 86+29
% CD19+ 6,0+2,2 6,4 +3,2 29+06* 3,3+£1,5
% HLA-DR+ 6,8 £ 3,0 6,6 £2,9 38+1,6" 44+15
% CD56+ 18,6 + 6,2 18,7+ 6,0 15,0+ 7,0 16,2 £ 6,7
% CD16+ 11,2+2,8 10,2+2,9 95+6,3 9,3+6,4




4 Ergebnisse - 67 —

Tabelle 4.2: Lymphozytenzahl und Anteile einiger Lymphozytensubpopulationen

Der Lymphozytenanteil an den Gesamtzellen wurde bestimmt (siehe
3.5.3). Multiplikation des Prozentanteils mit der unter dem Mikroskop
gezahlten Gesamtzahl ergab die Absolutzahl an Lymphozyten. Die Zellen
wurden mit FITC-konjugierten Antikérpern gegen CD4, CD56 und HLA-
DR sowie PE-konjugierten Antikdrpern gegen CD8, CD16 und CD19 nach
24 Stunden Inkubation mit bzw. ohne zVAD-FMK gefarbt. Die
Prozentanteile der jeweils angefarbten Zellen im Lymphozytenfenster
wurden bestimmt. Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung
von drei (%CD4+, %CD8+, %CD19+, %CD56+), vier (%CD16+) bzw.
sieben (%HLA-DR+) Versuchen. Ly-zahl = absolute Lymphozytenzahl.

* p<0,05 versus PB-Kontrolle

4.7.2 Regulation des CD4-Molekiils

Im Gegensatz zu anderen Oberflachenmolektilen der Lymphozyten (siehe unter
4.7.3) wurde CD4 durch zVAD-FMK  signifikant herabreguliert, im
Erwachsenenblut starker als im Nabelschnurblut (PB:p=0,002, NSB: p=0,04)
(Abbildung 4.12). Die CD4-Dichte auf kindlichen und erwachsenen

Lymphozyten lagen bei den Kontrollen in vergleichbarer Hohe.
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Abbildung 4.12: CD4-Expression der Lymphozyten: * p<0,05, ** p<0,005
Die Zellen wurden mit FITC-konjugierten Antikorpern gegen CD4 nach
24 Stunden Inkubation mit bzw. ohne zVAD-FMK gefarbt. Dargestellt
sind Mittelwerte + Standardabweichung von sechs Versuchen.

4.7.3 Expression von anderen lymphozytentypischen Oberflachen-

molekiilen

Mit Ausnahme des CD4-Molekuls (vergleiche 4.7.2) fuhrte zZVAD-FMK zu keiner
signifikanten ~ Veranderung in der Expression der untersuchten
Lymphozytenrezeptoren. Analysiert wurden zum einem CD3 und CD28 der T-
Zellen. Die Fluoreszenzintensitaten beider CD-Antigene wurden fur CD4 und
CD8 T-Zellen getrennt bestimmt. Zum anderen wurde die Expression der MHC-
Moleklle HLA-A,-B,-C und HLA-DR sowie die Expression von CD8 untersucht
(siehe Tabelle 4.3).

Fluoreszenzintensitat | PB-Kontrolle PB —zVAD |NSB-Kontrolle | NSB - zVAD
CD3-MFI CD4+ 627 + 121 598 + 80 634 + 154 605 + 144
CD3-MFI CD8+ 436 + 35 360 + 86 384 + 47 365 + 108
CD28-MFI CD4+ 190 + 42 190 + 41 169 + 39 156 + 28
CD28-MFI CD8+ 115+ 14 106 £ 19 80+ 22~ 77+ 13
HLA-A,.-B,-C-MFI 363 + 59 304 + 86 315+ 165 332 £ 177
HLA-DR-MFI 320+ 97 318 + 90 375+ 110 331+ 143
CD8-MFI 2516 + 891 2572 + 830 1882 + 583 1600 + 395

Tabelle 4.3: Expression der Lymphozytenoberflachenmolekiile

Die Farbung wurde mit FITC-konjugierten Antikorpern gegen HLA-DR und
HLA-A,-B,-C sowie PE-konjugierten Antikorpern gegen CD3, CD28 und
CD8 nach 24 Stunden Inkubation der Zellen mit bzw. ohne zVAD-FMK
durchgefiihrt. Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung von drei
(CD3-MFI CD8+), vier (HLA-A,-B,-C-MFI), sechs (CD8-MFI, CD28-MFI
CD8+), sieben (HLA-DR-MFI), acht (CD3-MFI CD4+) bzw. neun (CD28-
MFI CD4+) Versuchen. MFI = mittlere Fluoreszenzintensitat, * p<0,05
versus PB-Kontrolle
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4.7.4 Farbung der Lymphozyten mit Annexin V und Propidiumiodid

Der Anteil an Annexin V-positiven Lymphozyten lag in den beobachteten 24
Stunden sowohl ohne als auch mit zVAD-FMK unter 4% im peripheren
Erwachsenenblut und unter 5% im Nabelschnurblut. Der Anteil an
Propidiumiodid-positiven Lymphozyten war bei beiden kleiner als 1,5%
(Abbildung 4.13). Die leichte Zunahme der Annexin V-positiven Lymphozyten
im Nabelschnurblut durch zZVAD-FMK war nicht signifikant (p=0,10).

Wahrend der Kinetik Uber 24 Stunden blieb der Anteil an Annexin V-positiven
Lymphozyten unter 5%, der an Propidiumiodid-positiven unter 1%. (Werte von

drei Versuchen. Daten nicht gezeigt.)

Annexin V-positive Propidiumiodid-positive
Lymphozyten Lymphozyten
10 10 4
8 | 8
e 6] 6
o}
N
o
o 4 4
2 1 2
0 ‘ ‘ 0 mE om0
Kontrolle zVAD Kontrolle zVAD
s PB
[ NSB

Abbildung 4.13: Annexin V- und Propidiumiodid-positive Lymphozyten
Die Farbung wurde mit PE-konjugiertem Annexin V und mit
Propidiumiodid nach 24 Stunden Inkubation der Zellen mit bzw. ohne
zVAD-FMK  durchgefuhrt.  Dargestellt  sind  Mittelwerte  +
Standardabweichung von sieben Versuchen.
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4.8 Untersuchung der CD95- und CD95Ligand-Expression

CD95 war sowohl in der Kontrolle als auch mit zZVAD-FMK auf 98% + 1% der
Makrophagen zu finden (PB und NSB). Die Intensitat der CD95-Expression
veranderte sich durch Inkubation mit zZVAD-FMK nicht signifikant. Tendenziell
nahm sie in den ersten 24 Stunden leicht ab (siehe Tabelle 4.4).

Der CD95-Ligand wurde von ca. 4% der Makrophagen im Erwachsenenblut und
ca. 2,5% im Nabelschnurblut exprimiert (Tabelle 4.4). zZVAD-FMK beeinflusste
diesen Anteil nicht (p>0,3).

Bei den Lymphozyten wurde CD95 auf 45% im peripheren Erwachsenenblut
und auf 3% im Nabelschnurblut beobachtet. Den CD95-Liganden exprimierten
nur ca. 1% der Lymphozyten (sowohl PB als auch NSB). zVAD-FMK hatte
weder auf die CD95- noch auf die CD95L-Expression der Lymphozyten einen
Einfluss (vergleiche Tabelle 4.4).

PB-Kontrolle PB - zZVAD NSB-Kontrolle | NSB - zVAD

Makrophagen
CD95-MFI 66,5 + 10,8 526+ 7,2 60,3+ 19,3 53,8 + 18,3
%CD95L-pos. 3,7+ 11 41+ 0,9 20+ 04 2,7+ 11
Lymphozyten

%CD95-pos. 459+ 17,7 41,5+ 16,5 322+ 06*| 3,01+ 05

%CD95L-pos. | 0,95+ 0,3 091+ 0,3 1,09+ 0,5 1,20+ 0,5

Tabelle 4.4: CD95-Expression und CD95Ligand-positive Zellen
Die Farbung wurde mit PE-konjugierten Antikdrpern gegen CD95 und
CD95L nach 24 Stunden Inkubation mit bzw. ohne zVAD-FMK
durchgeflhrt. Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung von
vier Versuchen. PB = peripheres Erwachsenenblut, NSB =

Nabelschnurblut, MFI = mittlere Fluoreszenzintensitat, * p<0,05 versus
PB-Kontrolle
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4.9 Einfluss von Lipopolysaccharid auf die Makrophagenapoptose durch
zVAD-FMK

Die Makrophagen wurden mit LPS in den Konzentrationen 0,1ug/ml und
1,0ug/ml aktiviert und mit zZVAD-FMK inkubiert (vergleiche auch 3.4). Der Anteil
an normalgrof’en Makrophagen nahm durch zZVAD-FMK trotz der gleichzeitigen
Stimulation mit LPS und unabhangig von dessen Konzentration innerhalb von
24 Stunden um ca. 60% (PB) bzw. 50% (NSB) signifikant ab (p<0,05, siehe
Tabelle 4.5).

Vorinkubation mit Interferon-y (IFNy) flr eine Stunde (vergleiche 3.4) erbrachte
dasselbe Ergebnis: Das Absterben der Makrophagen konnte nicht verhindert
werden. Die Abnahme der Makrophagenzahl wurde im Erwachsenenblut
tendenziell eher noch verstarkt (Tabelle 4.5).

Die LPS-Stimulation selbst (ohne zVAD-FMK) fuhrte zu einer Zunahme der
Makrophagen im Erwachsenenblut und gleichbleibender Makrophagenfraktion
im Nabelschnurblut (Tabelle 4.5).

Parallel zur sinkenden Makrophagenzahl durch zZVAD-FMK nahm der Anteil an
Propidiumiodid-positiven Makrophagen (trotz LPS-Stimulation) signifikant zu
(p<0,05, PB und NSB; Tabelle 4.5). (Aquivalent zu 4.3 wurden bei der
Auswertung der Propidiumiodid- und der Annexin V-Farbung (siehe unten) nur
die groRen Makrophagen bericksichtigt.)

Die Annexin V-Farbung bei LPS-Stimulation wurde ohne Farbepuffer
durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind deshalb weder im absoluten Wert noch in der
relativen Veranderung mit den bisher dargestellten Ergebnissen (siehe bei 4.3)
vergleichbar. Die Zunahme der Annexin V-positiven Makrophagen durch zVAD-

FMK war aber auch ohne Farbepuffer zu beobachten (Tabellen 4.5).

Wie in frGheren Studien gezeigt, wird die Expression des CD14-Molekuls auf
den Makrophagen durch LPS in den ersten Stunden herab-, spater dann
aufreguliert und erreicht nach 24 Stunden in etwa wieder den Ausgangswert
(siehe 3.7.1). Bei dieser Arbeit entsprach der Wert der mittleren CD14-
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Fluoreszenzintensitat mit LPS 0,1ug/ml nach 24 Stunden (wieder) dem Wert der

Kontrolle. Stimulation mit LPS 1,0ug/ml zeigte das CD14-Oberflachenmolekil
(noch) signifikant herabreguliert (PB: p=0,03, NSB: p=0,001).

Unabhangig von der LPS-Konzentration flhrte gleichzeitige Inkubation mit
zVAD-FMK jedoch zu einer hochsignifikanten Abnahme der CD14-Molekile —

vergleichbar den unter 4.4 dargestellten Ergebnissen.

IFNy reguliert CD14 stark und schnell herab, wie in der Literatur mehrfach

beschrieben wurde (siehe 3.7.1). Entsprechend flhrte das "Priming” mit IFNy

auch hier zu einer hochsignifikanten Abnahme der CD14-Expression (PB:
p=0,000002, NSB: p=0,0000006). Die durch IFNy bereits herabregulierte

Expressionsdichte sank durch zusatzliche Gabe von zZVAD-FMK weiter ab.

Tabelle 4.5:

Makrophagenanteil sowie Ergebnisse der Propidiumiodid-, Annexin V-

und CD14-Farbung bei LPS-Stimulation

Die Farbungen wurden mit Propidiumiodid, PE-konjugiertem Annexin V
und PE-konjugierten Antikérpern gegen CD14 nach 24 Stunden
Inkubation mit bzw. ohne zVAD-FMK durchgefiihrt. Angegeben sind
Mittelwerte £+ Standardabweichung von drei (Annexin V-Farbung), vier
(Anteil an groRen Makrophagen) bzw. funf (Propidiumiodid- und CD14-
Farbung) Versuchen. M@ = Makrophagen, PB = peripheres
Erwachsenenblut, NSB = Nabelschnurblut, MFI = mittlere

Fluoreszenzintensitat, * p<0,05 versus Stimulation ohne zVAD, **
p<0,05 versus Kontrolle
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PB davon: (davon:

Anteil grofer | Propidiumiodid- | Annexin V-pos. | CD14-MFI

Mo (%) pos. Mo (%) | Me) (%) (alle Mo) (FU)
Kontrolle 17+ 3 20+04 (1,9+1,1) 361 + 47
LPS 0,1ug/ml 21+ 7 27+0,8 (1,8+1,2) 319+ 79
LPS 1,0ug/ml 19+ 5 29+0,9 (2,1£1,3) 244 + 91 **
IFNy+LPS 0,1ug/ml 20+ 5 3,1+£1,8 (1,7£1,0) 75+ 24 **
zVAD 8+ 1% 56+16* | (36£1,0) 73+ 41%
zVAD+LPS 0,1ug/ml 7+ 47 6,5+19" (4,0+1,4) 65+ 31°*
zVAD+LPS 1,0ug/ml 7+ 4% 89+18" (3,7+1,5) 45+ 10 *
zVAD+IFNy+ 4+ 2% 97+18"% (2,5£1,2) 48 + 22
LPS 0,1ug/ml
NSB davon: (davon:

Anteil grof3er | Propidiumiodid- | Annexin V-pos. | CD14-MFI

Mo (%) pos. Me (%) | Me) (%) (alle Mo) (FU)
Kontrolle 22+ 2 1,9+0,3 (1,4+£0,2) 383 + 47
LPS 0,1ug/ml 23+ 1 24+0,9 (1,8 +£0,6) 349 + 54
LPS 1,0ug/ml 22+ 4 27+04 (1,9£0,9) 194 + 72**
IFNy+LPS 0,1ug/ml 22+ 4 26+0,3 (1,9+0,4) 54 + 20 **
zVAD 11+ 3~ 49+09* | (3,6+1,6) 80+ 43*
zVAD+LPS 0,1ug/ml | 13+ 3* 6,2+19" (3,6 +1,8) 72+ 30 %
zVAD+LPS 1,0ug/ml 9+ 6"~ 6,7+1,7" (3,6 £1,9) 43+ 11°*
zVAD+IFNy+ 10+ 7% 6,3+2,0* | (39%1)9) 43+ 6*

LPS 0,1ug/mi
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Untersuchung der Lymphozyten bei LPS-Stimulation:

Die Prozentanteile der CD4 und CD8 T-Zellen wurden durch LPS weder mit
noch ohne zZVAD-FMK verandert (siehe Tabelle 4.6).

Genauso blieben die Anteile an Annexin-

und Propidiumiodid-positiven

Lymphozyten sowohl bei Stimulation mit beiden LPS-Konzentrationen (0,1ug/mi

und 1,0ug/ml), nach "Priming” mit IFNy als auch bei zusatzlicher Zugabe von
zVAD-FMK unter 1% bzw. 1,5% (n=3; Daten nicht gezeigt.).

PB: NSB:
CD4 T-Zellen | CD8 T-Zellen | CD4 T-Zellen | CD8 T-Zellen
(in %) (in %) (in %) (in %)

Kontrolle 49 + 5 22 + 3 44 + 5 10 + 3
LPS 0,1ug/ml 50 £+ 5 23 + 3 49 +11 11 + 4
LPS 1,0ug/ml 49 + 4 22 + 4 45 +12 12 + 4
IFNy+LPS 0,1ug/mi 52 + 6 22 + 3 41 + 8 11 + 4
zVAD 50 =+ 5 21 + 4 45 +11 11 + 4
zVAD+LPS 0,1ug/ml 50 + 6 22 + 3 45 +10 11 + 4
zVAD+LPS 1,0ug/ml 51 + 5 22 + 3 45 +10 11+ 3
zVAD+IFNy+ 50 =+ 5 22 + 3 42 + 7 11 + 4
LPS 0,1ug/mi

Tabelle 4.6: Anteile an CD4 und CD8 T-Zellen bei LPS-Stimulation

Die Farbung wurde mit FITC-konjugierten Antikbrpern gegen CD4 und
PE-konjugierten Antikérpern gegen CD8 nach 24 Stunden Inkubation mit
bzw. ohne zVAD-FMK durchgefiihrt. Angegeben sind Mittelwerte *
Standardabweichung von finf Versuchen.
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4.10 Keine verstarkte Interferon-y-Produktion durch zZVAD-FMK

Wie unter 3.7.1 beschrieben flhrt Interferon-y (IFNy) zu einer starken und
schnellen Herabregulation der CD14-Expression. Es stellte sich die Frage, ob
zVAD-FMK moglicherweise eine erhohte IFNy-Produktion bzw. —Sekretion in
den Lymphozyten induziert hatte und die dargestellte CD14-Herabregulation
durch zVAD-FMK (siehe unter 4.4) durch induziertes IFNy verursacht worden
war. Um der Frage nachzugehen, wurde der Kulturiiberstand nach 24 Stunden
abpipettiert und die IFNy-Konzentration darin per ELISA bestimmt. Weder bei
der Kontrolle noch nach Inkubation mit zZVAD-FMK war IFNy im Uberstand
nachweisbar. Die CD14-Herabregulation durch zVAD-FMK ist demnach nicht
durch eine vermehrte IFNy-Produktion erklarbar. (Werte von zwei Versuchen.

Daten nicht gezeigt.)
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411 zVAD-FMK und das T-Zellmitogen OKT3 (antiCD3-Antikorper)

4.11.1 Einfluss von zVAD-FMK auf T-Zelldeletion und -proliferation durch
OKT3

Durch Inkubation der mononukledren Zellen mit OKT3 (5ug/ml) Uber 24
Stunden nahm die T-Zellzahl auf 86% des Ausgangswerts im Erwachsenenblut
und auf 73% im Nabelschnurblut ab (Abbildung 4.14 (a)). Gleichzeitig wurde ein
Teil der T-Zellen zur Proliferation aktiviert: Der Blastenanteil stieg im PB auf
41%, im NSB auf nur 14% (Abbildung 4.14 (a)). Damit reagierte das
Nabelschnurblut auf OKT3 mit einer im Vergleich zum Erwachsenenblut
signifikant  starkeren  T-Zellelimination  (p=0,006) und verminderten
Blastenbildung (p=0,002).

Die T-Zelldeletion durch OKT3 wurde mit zZVAD-FMK vollstandig aufgehoben
(p<0,005, Abbildung 4.14 (a)). Sowohl im Erwachsenenblut als auch im
Nabelschnurblut waren nach 24 Stunden weiterhin ca. 100% der Ausgangs-T-
Zellzahl vorhanden. zZVAD-FMK hemmte aber nicht nur die Deletion, sondern
auch die Proliferation der erwachsenen T-Zellen. Es fanden sich nur 17%
Blasten im Vergleich zu 41% bei Stimulation mit OKT3 ohne zVAD-FMK
(p=0,0005). Im Nabelschnurblut blieb die Blastenbildung unverandert auf
niedrigem Niveau von 14% bzw. 13% (vergleiche Abbildung 4.14 (a)).

Die in Gegenwart von zVAD-FMK gehemmte T-Zelldeletion wurde durch
Farbungen mit Annexin V und Propidiumiodid bestatigt: Durch Inkubation mit
OKT3 nahmen die Annexin V- und Propidiumiodid-positiven Lymphozyten
signifikant von 2% auf ca. 5% (Annexin V) bzw. von 0,5% auf ca. 3%
(Propidiumiodid) zu (p je <0,0005). Caspase-Inhibition mit zVAD-FMK
verhinderte diesen Anstieg sowohl an Annexin V- als auch an Propidiumiodid-
positiven Lymphozyten (p<0,05) (siehe Abbildung 4.14 (b)).
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Abbildung 4.14:

Hemmung von T-Zelldeletion und —proliferation durch zZVAD-FMK

L T-Zellen: OKT3, O T-Zellen: OKT3+zVAD-FMK,

A  T-Zellblasten: OKT3, A T-Zellblasten: OKT3+zVAD-FMK
Die Zellen wurden Uber 24 Stunden mit OKT3 bzw. OKT3 plus zVAD-
FMK inkubiert. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung von

jeweils sechs Versuchen. * p<0,05, ** p<0,005, *** p<0,0005,

+ p<0,01 fir NSB-OKT3 versus PB-OKT3

(a) T-Zellzahl und T-Zellblasten: Der Anteil der Lymphozyten an den
Gesamtzellen wurde durchflusszytometrisch bestimmt (vergleiche
3.5.3) und mit der unter dem Mikroskop gezahlten Gesamtzellzahl
multipliziert. Aus der errechneten absoluten Lymphozytenzahl und dem
durch CD4- und CD8-Farbung bestimmten T-Zellanteil konnte die
Absolutzahl der T-Zellen berechnet werden. Die T-Zellzahl am Tag O,
d.h. zu Beginn der Kulturzeit, wurde als 100% definiert und die T-
Zellzahlen (Kreise) am Tag 1 zu ihr in Bezug gesetzt. Die T-Zellblasten
(Dreiecke) wurden von den ruhenden T-Zellen (Kontrolle) abgegrenzt
(siehe 3.7.2) und ihr Anteil an den Gesamt-T-Zellen bestimmt.

(b) Annexin V- und Propidiumiodid-positive Lymphozyten: Farbung mit
PE-konjugiertem Annexin V bzw. Propidiumiodid

4.11.2 Regulation von CD28

Ohne zusatzliche Stimulation verursachte zZVAD-FMK keine Veranderung der

CD28-Expression (vergleiche 4.7.2). Stimulation mit OKT3 fuhrte zu einer

signifikanten Aufregulation des an der Kostimulation beteiligten CD28 auf CD4

und CD8 T-

Zellen (beide p<0,05). zVAD-FMK verhinderte die CD28-

Heraufregulation durch OKT3 (p<0,05). Die Dichte der exprimierten CD28-
Molekile mit OKT3 plus zVAD-FMK entsprach der Expressionsdichte in der

Kontrolle, d.h. ohne OKT3-Stimulation (siehe Tabelle 4.7).

PB NSB

CD28-MFI auf|CD28-MFI auf|CD28-MF| auf|CD28-MFI auf

CD4 T-Zellen |CD8 T-Zellen |CD4 T-Zellen |CD8 T-Zellen
Kontrolle (FU) 190 £ 42 115+ 14 169 + 39 80 + 22
OKT3 (FU) 290 + 69 * 194+ 8* 252 +40* 130+ 10 *
OKT3+zVAD (FU) | 173+37** | 117+ 5* | 179+27** 95+ 7**
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Tabelle 4.7: CD28-Expression der T-Zellen nach OKT3-Stimulation
Die Farbung wurde mit FITC-konjugierten Antikérpern gegen CD4 und
PE-konjugierten Antikdrpern gegen CD28 und CD8 nach 24 Stunden
Inkubation mit OKT3 bzw. OKT3 plus zVAD-FMK durchgefuhrt.
Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung von drei (CD28 auf
CD8 T-Zellen) bzw. sechs (CD28 auf CD4 T-Zellen) Versuchen. MFI =

mittlere Fluoreszenzintensitat, * p<0,05 versus Kontrolle, ** p<0,05
versus OKT3

4.11.3 Wirkung von OKT3 und zVAD-FMK auf die Makrophagen

Wie unter 3.7.2 beschrieben, begehen die Makrophagen nach Vermittlung der
OKT3-Wirkung auf die T-Zellen AICD. Folglich nahmen die normalgrof3en
Makrophagen bei Inkubation mit OKT3 signifikant auf 82% des Ausgangswerts
im Erwachsenenblut und auf 90% im Nabelschnurblut ab (p je <0,005). Wurde
zusatzlich zVAD-FMK zugegeben, halbierte sich die Makrophagenzahl im
Erwachsenenblut im Vergleich zur Kontrolle auf 43% und sank im
Nabelschnurblut um weitere 20% auf 69% (p je <0,005).

Passend zu diesen Ergebnissen verdreifachte OKT3 (allein) die Anteile an
Annexin V- und Propidiumiodid-positiven Makrophagen (p<0,005, siehe Tabelle
4.8). Zusatzliche Gabe von zVAD-FMK liel3 die Werte weiter steigen: Die
Propidiumiodid-positiven Makrophagen verdoppelten sich knapp im Vergleich
zur OKT3-Stimulation allein (p<0,05). Der Anteil an Annexin V-positiven
Makrophagen stieg um weitere 10% (PB) bzw. 6% (NSB) (nicht signifikant;
Tabelle 4.8). (Aquivalent zu 4.3 wurden bei der Auswertung der Propidiumiodid-

und der Annexin V-Farbung nur die grolsen Makrophagen berucksichtigt.)

Die Expression von CD14 auf Makrophagen wurde bereits durch OKT3 stark
herabreguliert auf 21% (PB) bzw. 49% (NSB) des Kontrollwertes (p<0,005). Bei
Inkubation mit OKT3 plus zVAD-FMK fiel diese Herabregulation noch starker
aus: Abnahme auf 9% der Kontrolle im Erwachsenenblut und auf 12% der

Kontrolle im Nabelschnurblut (p je <0,005, siehe Tabelle 4.8).
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PB davon: davon:
Verbliebene Propidiumiodid- | Annexin V-pos. CD14-MFI
(grof’e) Mo (%) |pos. Mo (%) Mo (%) (alle Mo) (FU)
Kontrolle (Tag 0) 100+ 0
Kontrolle (Tag 1) | 96,3+ 1,4 20+0,8 83+ 2,7 343 + 87
OKT3 825+ 8,6 78+24% 25,6+ 6,5* 71+ 33~
OKT3 + zVAD 429+10,1** | 122+31* 351+ 52~ 31+ 16 **
NSB davon: davon:
Verbliebene Propidiumiodid- | Annexin V-pos. CD14-MFI
(groRRe) Mo (%) |pos. Mo (%) Mo (%) (alle Mo) (FU)
Kontrolle (Tag 0) 100+ O
Kontrolle (Tag1) | 97,5+ 1,6 1,5+0,4 8,0+ 2,3 372 £ 137
OKT3 90,8+ 4,8 39+1,0* 22,7+10,3* 184 + 82 *
OKT3 + zVAD 69,5+ 10,0 | 7,3+34™*" 28,7+116" 45 + 22 **

Tabelle 4.8: Makrophagenanteil und Ergebnisse der Propidiumiodid-, Annexin V- und

CD14-Farbung nach OKT3-Stimulation

Die Zellen wurden tber 24 Stunden mit OKT3 bzw. OKT3 plus zVAD-FMK
inkubiert, von der Kulturplatte abgenommen und gezahlt. Der Anteil der
Makrophagen an den Gesamtzellen wurde durchflusszytometrisch
bestimmt (siehe unter 3.5.3) und mit der unter dem Mikroskop gezahlten
Gesamtzellzahl multipliziert. Die Makrophagenzahl am Tag 0, d.h. zu
Beginn der Kulturzeit, wurde als 100% definiert und die
Makrophagenzahlen am Tag 1 zu ihr in Bezug gesetzt.

Farbungen wurden mit Propidiumiodid, PE-konjugiertem Annexin V und
FITC-konjugierten Antikérpern gegen CD14 durchgefihrt. Angegeben
sind Mittelwerte + Standardabweichung von finf (Annexin V-Farbung),
sechs (Anteil an grofien Makrophagen), sieben (Propidiumiodid-Farbung)
bzw. neun (CD14-Farbung) Versuchen. M@ = Makrophagen, MFI =

mittlere Fluoreszenz-intensitit, * p<0,005 versus Kontrolle, ** p<0,05
versus OKT3
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412 Wirkung von zVAD-FMK auf die CD4 T-Zelldeletion durch ch412
(monoklonaler Antikorper gegen CD4)

4.12.1 Hemmung der ch412-induzierten CD4 T-Zellapoptose

24-stindige Inkubation der mononuklearen Zellen mit ch412 (1ug/ml) liel® die
Zahl der CD4 T-Zellen im Erwachsenenblut auf 63%, im Nabelschnurblut auf
62% der Kontrolle absinken (jeweils p=0,007; siehe Abbildung 4.15 (a)).
Vorinkubation mit zZVAD-FMK Uber eine Stunde verminderte die T-Zelldeletion
durch ch412 um etwa die Halfte: Die T-Zellzahl sank auf nur 84% (PB) bzw.
79% (NSB) der Kontrolle (jeweils p=0,05; Abbildung 4.15 (a)).

Die ch412-getriggerten Apoptose der CD4 T-Zellen und ihre Hemmung durch
zVAD-FMK wurden durch Farbungen mit Annexin V und Propidiumiodid
bestatigt. ch412 lie® den Prozentanteil an Annexin V- und Propidiumiodid-
positiven Lymphozyten von 2% auf ca. 5,5% (Annexin V) bzw. 0,5% auf 4%
(Propidiumiodid) steigen (p je < 0,00005, Abbildung 4.15 (b)). zZVAD-FMK
konnte diese Apoptoserate signifikant reduzieren auf 3,5% (PB) bzw. 4% (NSB)
Annexin V- und ca. 2% Propidiumiodid-positive Lymphozyten (p je < 0,05,
vergleiche Abbildung 4.15 (b)). Ihr Anteil war zwar signifikant kleiner als mit
ch412 allein, lag aber immer noch signifikant Uber den Werten der Kontrolle
(p<0,005).
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Abbildung 4.15: Hemmung der CD4 T-Zellapoptose durch zZVAD-FMK
Die Zellen wurden Uber 24 Stunden mit ch412 bzw. ch412 plus zVAD-

FMK inkubiert. *** p<0,0005, * p<0,05, + p<0,005 versus Kontrolle

(a) CD4 T-Zellzahl nach Inkubation mit ch412: Der Lymphozytenanteil
an den Gesamtzellen wurde durchflusszytometrisch bestimmt (siehe
3.5.3) und mit der unter dem Mikroskop gezahlten Gesamtzellzahl
multipliziert. Aus der daraus resultierenden absoluten
Lymphozytenzahl und dem Anteil der CD4 T-Zellen an den
Lymphozyten, bestimmt durch CD4-Farbung, konnte die Absolutzahl
der CD4 T-Zellen (rechtes Schaubild) errechnet werden. Die CD4 T-
Zellzahl der Kontrolle wurde als 100% definiert und die Zellzahlen bei
ch412-Gabe mit bzw. ohne zZVAD-FMK zu ihr in Bezug gesetzt (linkes
Schaubild). Mittelwerte + Standardabweichung von acht Versuchen.
(b) Annexin V- und Propidiumiodid-positive Lymphozyten: Farbungen
mit PE-konjugiertem Annexin V und mit Propidiumiodid, Mittelwerte *
Standardabweichung von drei (Propidiumiodid) bzw. funf (Annexin V)
Versuchen

Der relative Anteil der CD4 T-Zellen an den Lymphozyten insgesamt nahm
entsprechend ihrer Absolutzahl (siehe oben) durch ch412 ab: Er sank von 48%
auf 36% (PB) bzw. 51% auf 42% (NSB). Kompensatorisch stiegen die relativen
Anteile an CD8 T-Zellen und an CD4-/CD8-negativen Lymphozyten. zZVAD-FMK
verringerte die Abnahme der CD4 T-Zellen und damit auch die
kompensatorische Zunahme der CD4-negativen Lymphozyten (vergleiche
Tabelle 4.9).

Prinzipiell kdnnte die Abnahme der CD4 T-Zellen durch ch412 auf einer reinen
Herabregulation der CD4-Expression basieren. In diesem Fall hatte die
Absolutzahl der doppeltnegativen (d.h. CD4- und CD8-negativen) Lymphozyten
ansteigen mussen. Trotz der kompensatorischen Zunahme ihrer relativen
Anteile (siehe oben) veranderte sich weder die Absolutzahl der
doppeltnegativen noch die der CD8 T-Zellen (Tabelle 4.9). Demnach fuhrte
ch412 tatsachlich zu einer Abnahme in der absoluten CD4 T-Zellzahl.
zVAD-FMK schutzte nicht nur die CD4 T-Zellen, sondern auch die CD8 T-Zellen
und die doppeltnegativen Lymphozyten, was sich in einer hoheren
Absolutzellzahl im Vergleich zur Kontrolle widerspiegelt (vergleiche Tabelle
4.9).
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PB Kontrolle ch412 ch412 + zVAD
%CD4 T-Zellen im Ly-fenster 48,3+ 10,7 | 356 + 13,9 | 44,4 + 14,2**
Absolutzahl CD4 T-Zellen x 10° 1067 £ 308 670 +213* | 894 + 279 **
%CD8 T-Zellen im Ly-fenster 17,5+ 3,4 21,6 +6,0 19,5+4,5
Absolutzahl CD8 T-Zellen x 10° 367 + 85 371+ 108 407 £ 106
%CD4-CD8- im Ly-fenster 34,2+6,3 428+12,1 | 36,1+8,9
Absolutzahl CD4-CD8- x 10° 707 £ 142 717 £ 215 749 + 196
NSB Kontrolle ch412 ch412 + zVAD
%CD4 T-Zellen im Ly-fenster 51,0+ 5,9 423+82* | 469+6,3**
Absolutzahl CD4 T-Zellen x 10° 917 + 143 567 + 158* | 726 + 133**
%CD8 T-Zellen im Ly-fenster 8,3+0,7 11,8+1,9 95+1.3
Absolutzahl CD8 T-Zellen x 10° 158 + 24 162 + 22 169 + 16
%CD4-CD8- im Ly-fenster 40,7 + 3,8 459 + 8,2 443 +5,8
Absolutzahl CD4-CD8- x 10° 750 + 47 742 + 67 786 + 97

Tabelle 4.9: Relative Anteile, Absolutzahlen an CD4 / CD8 T-Zellen und CD4-CD8-

Lymphozyten

Farbungen mit FITC-konjugierten Antikérpern gegen CD4 und PE-
konjugierten Antikdrpern gegen CD8 nach 24 Stunden Inkubation der
Zellen mit ch412 bzw. ch412 plus zVAD-FMK; angegeben sind
Mittelwerte + Standardabweichung von sechs (CD8+, CD4-CD8-) bzw.
acht (CD4+) Versuchen. Ly-fenster = Lymphozytenfenster im Dot Plot,

* p<0,05 versus Kontrolle, * p<0,05 versus ch412

4.12.2 Regulation der CD4-, CD3- und CD28-Expression von CD4 T-Zellen

Im Erwachsenenblut fihrte ch412 zu einer signifikanten Herabregulation sowohl

der Expression von CD4 selbst als auch von CD3 auf den CD4 T-Zellen: Im
Vergleich zur Kontrolle sank die CD4-Expression um 72% (p=0,004), die CD3-
Expression um 33% (p=0,03) (siehe Tabelle 4.10). Durch zZVAD-FMK wurde die

Herabregulation beider Rezeptoren um ca. 40% gehemmit.
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Auch im Nabelschnurblut konnte tendenziell eine Abnahme der CD4- und CD3-

Expression auf den CD4 T-Zellen um 25% bzw. 20% beobachtet werden. Sie
war jedoch nicht signifikant (bei beiden p=0,19) (Tabelle 4.10). Mit zZVAD-FMK
nahmen beide Rezeptordichten tendenziell weiter ab (nicht signifikant: p=0,26)
(siehe Tabelle 4.10).

Der kostimulatorische Rezeptor CD28 wurde durch ch412 auf den CD4 T-Zellen
signifikant um 58% (PB) bzw. 36% (NSB) herabreguliert (p<0,005). zVAD-FMK

konnte diese Herabregulation weder verhindern noch vermindern (siehe Tabelle

4.10).

PB Kontrolle ch412 ch412 + zVAD
CD4-MFI (FU) 174 + 26 49 +24 * 98 + 41
CD3-MFI der CD4 T (FU) 627 + 120 421 + 123 * 508 + 99
CD28-MFI der CD4 T (FU) 190 + 42 79+21 * 83+24
NSB Kontrolle ch412 ch412 + zVAD
CD4-MFI (FU) 191 + 33 159 + 30 135+ 19
CD3-MFI der CD4 T (FU) 634 + 154 506 + 40 462 + 72
CD28-MFI der CD4 T (FU) 170 £ 39 108 + 16 * 101 £ 25

Tabelle 4.10: CD4 T-Zellexpression von CD4, CD3 und CD28 mit ch412

Die Farbung wurde mit FITC-konjugierten Antikérpern gegen CD4 und
PE-konjugierten Antikérpern gegen CD3 und CD28 nach 24 Stunden
Inkubation der Zellen mit ch412 bzw. ch412 plus zVAD-FMK
durchgefihrt. Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung von
finf (CD4-, CD3-MFI auf CD4 T-Zellen) bzw. sechs (CD28-MFI| auf CD4

T-Zellen) Versuchen. MFI = mittlere Fluoreszenzintensitat, * p<0,05
versus Kontrolle
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4.12.3 Einfluss von ch412 auf die Makrophagen

ch412 hatte weder auf die Absolutzahl noch auf die Anteile an Annexin V- oder
Propidiumiodid-positiven Makrophagen einen Einfluss. Von den untersuchten
Parametern wurde nur die Expression des CD14-Oberflachenmolekils im
Erwachsenenblut verandert: Sie nahm signifikant auf die Halfte ab (p=0,004).
Im Nabelschnurblut zeigte sich keine Veranderung (siehe Tabelle 4.11).
bei

Propidiumiodid- und der Annexin V-Farbung nur die groRen Makrophagen

(Entsprechend dem Abschnitt 4.3 wurden der Auswertung der
berlcksichtigt.)

Durch Vorinkubation mit zVAD-FMK halbierte sich die Makrophagenzahl
(p<0,05). Die Annexin V- und Propidiumiodid-positiven Makrophagen nahmen
signifikant auf etwa das Doppelte der Kontrollwerte zu (p je < 0,05). Die CD14-
Expression wurde durch zVAD-FMK stark herabreguliert auf ca. 20% der
Kontrolle (p<0,05) (vergleiche Tabelle 4.11). Diese Ergebnisse stimmen mit den
Darstellungen der Abschnitte 4.1 bis 4.4 Uberein. Die Stimulation mit ch412 plus

zVAD-FMK fuhrte bezuglich der Makrophagen zu den gleichen Ergebnissen wie

die Inkubation mit zZVAD-FMK allein.

PB davon: davon:

Grolie Mo Annexin V-pos. |Propidiumiodid- | CD14-MFI

Zellzahl x 10° | Mo (%) pos. Mo (%) (alle Mo) (FU)
Kontrolle 325+ 70 8,3+2,7 1,9+£0,6 343 + 87
ch412 332 + 66 6,6 +3,3 22107 174 + 47 **
ch412 + zVAD 171+49~ 20,3+28* 45+06 " 67+ 10~
NSB davon: davon:

Grolde Mo Annexin V-pos. |Propidiumiodid- |CD14-MFI

Zellzahl x 10° | Mo (%) pos. Mo (%) (alle M) (FU)
Kontrolle 472 + 181 8,0+23 1,5+0,4 372+ 137
ch412 460 £ 109 9,1+ 3,1 1,9+0,4 367 + 104
ch412 + zZVAD 245+ 80~ 15,4+49* 42+09" 72+ 23*
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Tabelle 4.11:Makrophagenzahl und Ergebnisse der Propidiumiodid-, Annexin V-,
CD14-Farbung der Makrophagen mit ch412
Die Farbungen wurden mit Propidiumiodid, PE-konjugiertem Annexin V
und FITC-konjugierten Antikdrpern gegen CD14 nach 24 Stunden
Zellkultur mit ch412 bzw. ch412 plus zVAD-FMK durchgeflhrt.
Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung von je vier (Annexin
V-, Propidiumiodid-Farbung, CD14-Farbung) bzw. funf
(Makrophagenzahl) Versuchen. M¢ = Makrophagen, MFI = mittlere

Fluoreszenzintensitat, ** p<0,005 versus Kontrolle, * p<0,05 versus
Kontrolle

413 Ergebnisse der Zellkulturen mit dem Caspase-Family Inhibitor Set

Inkubation mit dem Caspase-Family Inhibitor Set aus funf einzelnen
Peptidinhibitoren (vergleiche Methoden 3.3) fuhrte wie die Inkubation mit zZVAD-
FMK innerhalb von 24 Stunden zu einer signifikanten Abnahme der
Makrophagenzahl um ca. 50% (p=0,02) und einer starken Herabregulation der
CD14-Expression auf 20% des Kontrollwerts (p=0,01). Der relative
Lymphozytenanteil nahm kompensatorisch zu; die absolute Lymphozytenzahl
wurde durch die Inhibitor-Kombination jedoch nicht verandert (vergleiche
Tabelle 4.12).

PB Kontrolle Caspase-Inhibitor-Set
Anteil grolRe Makrophagen (%) 163 7+3 *
Absolutzahl Makrophagen x 10° 37372 155+ 63 *
Lymphozytenanteil (%) 84 +4 93+3
Absolutzahl Lymphozyten x 10° 1927 + 83 1948 + 117
CD14-MFI (FU) 310+ 42 65+8*
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Tabelle 4.12: Anteile bzw. Absolutzahlen der Makrophagen und Lymphozyten sowie
CD14-Expression mit dem Caspase-Family Inhibitor Set
Die Zellen wurden Uber 24 Stunden mit bzw. ohne dem Caspase-
Inhibitor-Set inkubiert, von der Kulturplatte abgenommen und gezahlt.
Der Lymphozyten- bzw. Makrophagenanteil an den Gesamtzellen wurde
durchflusszytometrisch bestimmt (siehe unter 3.5.3) und mit der unter
dem Mikroskop gezéhlten Gesamtzellzahl multipliziert, woraus die
absolute Lymphozyten- bzw. Makrophagenzahl resultierte. Farbung mit
FITC-konjugierten Antikdrpern gegen CD14. Angegeben sind Mittelwerte
+ Standardabweichung von drei Versuchen. MFI = mittlere

Fluoreszenzintensitat, * p<0,05 versus Kontrolle
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414 Zusammenfassung der Ergebnisse

Der in der Forschung haufig als Apoptosehemmstoff verwendete Caspase-
Inhibitor zVAD-FMK fuhrte in einer Kultur aus mononuklearen Zellen zum
Absterben der Makrophagen. Ihre Absolutzahl und ihr relativer Anteil sanken
signifikant innerhalb 24-stindiger Inkubation mit 40uM zVAD-FMK. Die
Makrophagen nahmen an GrdélRe ab, an Granularitdt zu und erschienen im
durchflusszytometrischen Bild als eine Population kleiner, geschrumpfter Zellen.
Dieser ,Schrumpfungszelltod® wurde durch Farbungen mit Annexin V und
Propidiumiodid als Apoptose bestatigt. Die Kinetiken ergaben, dass 50% der
Makrophagen innerhalb der ersten 24 Stunden unter gleichzeitiger
Herabregulation von CD14 apoptotisch wurden. Parallel zum Anteil der CD14-
positiven Makrophagen nahm auch der Anteil an CD16-positiven Makrophagen
ab. Die Expression anderer untersuchter Rezeptoren fur Antigenprasentation
und Kostimulation wurde nicht richtungsweisend verandert. Eine Aktivierung der
Makrophagen mit Lipopolysaccharid konnte die Makrophagenapoptose nicht
verhindern.

Im Gegensatz zum Verhalten der Makrophagen konnte die T-Zellapoptose
durch Antikdrper gegen CD3 und CD4 mit zVAD-FMK gehemmt werden.
Gleichzeitig verminderte der Caspase-Hemmstoff aber auch die T-
Zellblastenbildung und verhinderte die CD28-Aufregulation durch OKT3.
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5 DISKUSSION

5.1 Zur Methodik

5.1.1 Zellkultur und Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine etablierte Methode, um Zellen hinsichtlich
ihrer relativen ZellgroRe, ihrer Granularitat und der Expression von angefarbten
Oberflachenantigenen zu untersuchen (Volk, 1991). Bei der Verwendung von

humanen Blutzellen sind folgende Bedingungen zu beachten:

1) Rasche Verarbeitung der Zellen unter gleichbleibenden Bedingungen:
Eine Aufbewahrung von mehr als vier Stunden vor der Zellisolierung oder bei
folgenden Arbeitsschritten fuhrt vor allem im Nabelschnurblut zu einer
signifikant verringerten Uberlebensrate von T-Zellen und Makrophagen. Daher
wurden alle Versuche mit frischem, allenfalls kurzzeitig gekihltem Vollblut und
vergleichbaren Konzentrationen von Heparin durchgefihrt. Um sicherzugehen,
dass bei der Zellisolierung (vgl. 3.1) keine signifikanten Anteile an
mononuklearen Zellen verloren gingen und das Verhaltnis von Makrophagen zu
Lymphozyten nicht verschoben war, wurden anfangs Vergleichsmessungen mit
Vollblut und frisch isolierten Zellen durchgeflhrt.

Insbesondere bei den Messungen mit Apoptosefarbstoffen (siehe unter 5.1.2)
ist eine zu lange Aufbewahrung der Zellen zu vermeiden, da das Ergebnis
ansonsten verfalscht werden kann. Mit Annexin V-gefarbte Zellen wurden
innerhalb von 30 min nach dem letzten Waschvorgang analysiert und bis zur
Messung auf Eis aufbewahrt (vgl. 3.6.2). Propidiumiodid wurde erst 5 min vor
der Messung zu den Proben gegeben; die Zellen davor maximal 30 min auf Eis
aufbewahrt (vgl. 3.6.3).

2) Moglichst einheitliche Populationen: Bei Erwachsenen und

Neugeborenen wurde darauf geachtet, die Patientenkollektive maoglichst
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homogen zu gestalten. Neugeborene mit Infektionen und Frihgeborene wurden
ausgeschlossen. Akut kranke Erwachsene und Erwachsene mit chronischen
Erkrankungen, die das Verhaltnis der Immunzellen beeinflussen konnen (z.B.

Asthma bronchiale), wurden ebenfalls nicht einbezogen.

3) Bestimmung der absoluten Zellzahl: Die Identifikation der lebenden
Zellen unter dem Mikroskop (Trypanblau, vgl. 3.2) und die anschliellende
Multiplikation der Gesamtzellzahl mit dem Prozentanteil eines bestimmten
Phanotyps ist bei ungenauem Pipettieren und / oder inhomogener
Zellsuspension storanfallig. Sie setzt sorgfaltiges Arbeiten voraus. Jeder
Versuch wurde mindestens dreimal, bei starken Ergebnisabweichungen
haufiger wiederholt.

Diese Art der Zellzahlbestimmung war v.a. bei der Berechnung der Deletion von
CD4 T-Zellen vorteilhaft: Der Prozentanteil an CD4 T-Zellen nahm nach
Behandlung mit ch412 ab; kompensatorisch stieg der relative Anteil an CD4-
negativen Lymphozyten (CD8 T-Zellen, NK-Zellen, B-Zellen) in der
durchflusszytometrischen Messung an (vgl. Tabelle 4.9). Da die absolute
Lymphozytenzahl durch die Deletion der CD4 T-Zellen jedoch abnahm, anderte
sich die absolute Zellzahl der CD4-negativen Lymphozyten nicht.

4) Identifikation von Makrophagen und Lymphozyten: Die Identifikation der
Makrophagen und Lymphozyten erfolgte nach durchflusszytometrischen
Standards durch die Bestimmung von Zellgrof’e und —granularitat (Abb. 3.1)
sowie uber die Expression von charakteristischen Oberflachenmolekulen. Fur
die Lymphozyten wurden als Marker CD3, CD4 und CD8 (T-Zellmarker), CD19
(B-Zellen) und CD16 bzw. CD56 (NK-Zellen) verwendet (vergleiche auch 1.1.3).
Als allgemeiner Makrophagenmarker gilt das CD14-Molekul. In den Kontrollen
waren in der gewahlten durchflusszytometrischen Zielregion fur die
Makrophagen 95% + 2% (PB) bzw. 82% * 5% der Zellen CD14-positiv (siehe
Tabelle 4.1). Da zVAD-FMK zu einer starken Herabregulation von CD14 fuhrte,
konnte es in dieser Arbeit jedoch nicht als valider Makrophagenmarker fur alle

Proben verwendet werden. Zwar wurde das Makrophagenfenster fur die
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Kontrollen weiterhin unter Beachtung der CD14-Expression gesetzt. In anderen
Proben, insbesondere nach Behandlung mit zZVAD-FMK oder IFNy, wurden die
Makrophagen aber primar durch ihre ZellgroRe und Granularitat und zusatzlich
durch den trotz Herabregulation vergleichsweise hohen Anteil an CD14-
positiven Zellen bei nur wenigen Zellen mit anderen Zellmarkern (v.a.
Lymphozytenmarkern) identifiziert (vergleiche dazu Tabelle 4.1).

Eine weitere Differenzierung der Makrophagen in Bezug auf andere
Oberflachenmolekile erfolgte nicht. Versuchweise wurden CD64 und CD11b
verwendet. Sie wurden jedoch wieder verworfen, da ihre Expression durch
zVAD-FMK ebenfalls verandert wurde (Ergebnisse nicht dargestellt).

Da Zellen wahrend des Apoptosevorgangs schrumpfen und verdichten, muss
die Zielregion entsprechend der verminderten Zellgrofde und einer erhdhten
Granularitat im Vergleich zu ,gesunden“ Zellen nachreguliert oder ein zweites
Fenster fur apoptotisch geschrumpfte Zellen eingefiigt werden (Abb. 4.3).
T-Zellblasten sind groBer als ruhende T-Zellen und konnen von ihnen
durchflusszytometrisch aufgrund ihrer hdheren FSC-Werte abgegrenzt werden
(vgl. 3.7.2). Von den Makrophagen lassen sich die T-Zellblasten durch ihre
hohe CD4- bzw. CD8-Expression unterscheiden. Die CD4-Expression der
Makrophagen ist deutlich geringer als die der CD4 T-Zellen (Sell & Max, 2001).
Eine weitere Gefahr besteht in der Verwechslung mit Zellkonglomeraten. Im
Vergleich zu ihnen haben Blasten jedoch ein signifikant verschiedenes Muster
mit geringerer Grolle, leicht erhdhter Grundfluoreszenz und niedrigerer

Granularitat.

5) Spezifitat der Farbeantikorper: Die durchflusszytometrische Untersuchung
von Makrophagen wird durch ihre Expression von Fc-Rezeptoren erschwert.
Letztere wurden in dieser Arbeit durch Inkubation mit Polyglobin (einem
polyvalenten Immunglobulinpraparat) blockiert, um eine unspezifische Bindung
der Farbeantikbrper zu verhindern (siehe 3.5.2). Auferdem wurden
standardisiert bei jedem Versuch Isotyp- / Negativkontrollen gemessen, um die
Hintergrundfluoreszenz der Zellen zu erfassen. Die Negativkontrollen wurden

auf weniger als 10" Fluoreszenzeinheiten auf den beiden logarithmischen
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Achsen eingestellt, wodurch die Vergleichbarkeit der Gruppen gesichert wurde
(vgl. 3.5.3).

OKT3 und der durchflusszytometrische antiCD3-Farbeantikorper hemmen sich
kompetitiv in ihrer Bindung an CD3. Deshalb wurde die T-Zellzahl, wie bereits in
der Literatur beschrieben (Lewis & Jackson, 1992, Chatenoud, 2003), durch die
Summe aus CD4 und CD8 T-Zellen bestimmt.

ch412 und der antiCD4-Farbeantikorper (Klon SK3) binden dagegen an
unterschiedliche Epitope des CD4-Moleklls, wodurch eine kompetitive

Bindungshemmung ausgeschlossen wurde.

6) Gerateeinstellung: Makrophagen und Lymphozyten haben unterschiedliche
Eigenfluoreszenzen. Daher ist eine getrennte Gerateeinstellung fur beide
Zellarten nétig (siehe 3.5.3). Innerhalb einer Messreihe wurde dann ein und
dieselbe Einstellung beibehalten, um die Vergleichbarkeit der verschiedenen
Proben zu gewahrleisten. Wahrend einer Kinetik wurde die anfangliche
Einstellung gespeichert und bei folgenden Messzeitpunkten allenfalls die
Kompensation von Isotyp und / oder Positivkontrollen angepasst. Die
Verstarkerspannung wurde nicht verandert, um die Messwerte der

verschiedenen Zeitpunkte miteinander vergleichen zu konnen.

5.1.2 Apoptose-Detektion

Zur Apoptose-Detektion wurden drei verschiedene Methoden verwendet.
Apoptotische Zellen kdénnen durchflusszytometrisch durch einen verminderten
FSC- und einen erhdhten SSC-Wert sowohl von lebenden als auch von
nekrotischen Zellen abgegrenzt werden, was Dive et al. 1992 bzw. Vermes et
al. 2000 beschrieben haben (vgl. 3.6.1).

Die Anfarbung von Phosphatidyl-Serin durch Annexin V qilt als sensitiver und
spezifischer Marker flr apoptotische Zellen (Vermes et al., 1995, Koopman et

al., 1994). Vorteile ergeben sich durch die frihe und universelle Verlagerung
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von Phosphatidyl-Serin wahrend der Apoptose, wodurch die apoptotischen
Zellen frih und unabhangig von Zellart oder Apoptosetrigger erfasst werden
konnen (Vermes et al., 1995, Vermes et al., 2000, Fadok et al., 1992, Verhoven
et al.,, 1999, Martin et al., 1995, Heidenreich et al., 1997). Nachteil dieser
Farbung ist die zwar spezifische, aber nur in Gegenwart von ausreichend
Calcium stabile Bindung von Annexin V an Phosphatidyl-Serin (Andree et al.,
1990, Vermes et al., 2000). Die Farbung muss daher mit einem Calcium-
haltigen Farbepuffer (2,5mM CaCl,, vergleiche 3.6.2) durchgefuhrt werden.
Auch nach erfolgter Farbung durfen die Zellen nur mit diesem Farbepuffer
gewaschen werden, da jede Verminderung der Calcium-Konzentration zu einer
Abnahme der Bindungsfahigkeit von Annexin V fuhrt. Zur Validierung der
Annexin V-Farbung wurde unter dem Fluoreszenzmikroskop kontrolliert, dass
Annexin V tatsachlich auf der Membranoberflache der apoptotischen Zellen
gebunden hatte und nicht in eventuell vorhandene nekrotische Zelltrimmer
diffundiert war (siehe 3.6.2).

Problematisch war die im Vergleich zu Lymphozyten verstarkte Annexinbindung
der Makrophagen aufgrund einer hdheren Motilitat der Plasmamembran
(Heidenreich et al., 1997). In dieser Arbeit wurde fur Makrophagen und
Lymphozyten der gleiche Farbepuffer mit identischer Calcium-Konzentration
verwendet. Daher wurde auf den Makrophagen in der Kontrolle eine zu den
Lymphozyten relativ falschhohe Annexin V-Intensitat gemessen. Um die gleiche
Messeinstellung fur alle Farbungen einer Versuchsreihe beibehalten zu kdnnen
(siehe unter 5.1.1 ,Gerateeinstellung®), wurde die hohe Annexin V-Intensitat
nicht neu kompensiert, sondern stattdessen der Quadrantenmarker bei dieser
Farbung analog zu Beispielen in der Literatur (Banki et al., 1999) héher als 10’
FU gesetzt (vergleiche Abbildung 4.5). Die signifikante Zunahme der Annexin
V-positiven Makrophagen durch zZVAD-FMK war mit und ohne Anpassung des
Quadrantenmarkers eindeutig. In anderen Arbeiten wurde fur die Annexin V-
Farbung von Makrophagen ein Farbepuffer mit einer geringeren Konzentration
von Calcium (z.B. 1,8mM) verwendet, um der héheren Bindungsfahigkeit der

Makrophagen entgegenzuwirken (Heidenreich et al., 1997).
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Mit dem DNA-Farbstoff Propidiumiodid werden alle Zellen angefarbt, deren
Zellmembran permeabel ist (siehe 3.6.3). Dies ist sowohl von Beginn der
Nekrose an wie auch in spaten Phasen der Apoptose der Fall (Vermes et al.,
1995). Damit kdnnen nekrotische und apoptotische Zellen zwar gegenuber
lebenden Zellen abgegrenzt, aber prinzipiell nicht voneinander unterschieden
werden (Vermes et al., 1995). In Kombination mit der Annexin V-Farbung kann
mit Propidiumiodid jedoch der Verlauf der Apoptose dargestellt werden: Es zeigt
sich ein frihes Maximum an Annexin V-positiven und ein mit zeitlicher Latenz
folgender Gipfel an Propidiumiodid-positiven Zellen, wahrend nekrotische Zellen
von Anfang an mit Propidiumiodid angefarbt werden (Vermes et al., 1995,
Vermes et al., 2000).

5.1.3 Caspase-Inhibitoren

Bei der Verwendung von Caspase-Inhibitoren in Zellkulturen muss darauf
geachtet werden, dass der verwendete Inhibitor zellpermeabel und im
jeweiligen Kulturmedium stabil ist, aullerdem eine fiur die Kulturzeit
ausreichende Halbwertszeit hat und eine genugend stabile Bindung zu den
Caspasen aufbaut. Nach Herstellerangaben erfullen sowohl zVAD-FMK
(vergleiche 1.2.3 und 3.3) als auch das Caspase-Family Inhibitor Set (4.13)
diese Eigenschaften flr die in dieser Arbeit verwendeten Kulturbedingungen
(Product Monograph CASPASE der Firma Bachem, www.bachem.com,
Produktbeschreibung CASPASE-FAMILY-INHIBITOR-SET der Firma
Chemicon, www.chemicon.com).

Eine beeintrachtigende Wirkung des zur Lésung von zVAD-FMK verwendeten

DMSO auf die mononuklearen Zellen wurde ausgeschlossen (siehe 3.8).
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5.2 Zu den Ergebnissen

5.2.1 Wirkung von zZVAD-FMK auf Makrophagen und Lymphozyten

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Wirkung des Pancaspase-Inhibitors zZVAD-
FMK auf das Apoptoseverhalten von Makrophagen und Lymphozyten zu
untersuchen.

zVAD-FMK hemmt irreversibel die Aktivitat von allen bisher bekannten
menschlichen Caspasen, auch wenn er zu den einzelnen Caspasen eine leicht
unterschiedliche Affinitat zeigt (Borner & Monney, 1999, Garcia-Calvo et al.,
1998, Chen & Wang, 2002, Hunot & Flavell, 2001). Der Pancaspase-Inhibitor
wird seit Jahren routinemalfig in der Forschung eingesetzt. In verschiedenen
Tiermodellen sowie bei In-vitro-Versuchen mit menschlichen und tierischen
Zellen konnte die Apoptose erfolgreich gehemmt und dadurch die Zellfunktion
nachweislich erhalten werden (Hara et al., 1997, Schulz et al., 1999, Yaoita et
al., 1998, Loddick et al., 1996, Fukuzuka et al., 1999, Rodriguez et al., 1996,
Farber et al., 1999, Daemen et al., 1999, Li et al., 2000, Hotchkiss et al., 2000,
Banki et al., 1999, Hur et al., 2003, Leite-de-Moraes et al., 2000, Zhang et al.,
2000, Komoriya et al., 2000, Nagahara et al., 2000). In Experimenten mit
Immunzellen wurden v.a. Lymphozyten und Neutrophile untersucht, deren
Apoptose unter verschiedenen Bedingungen durch zVAD-FMK geblockt oder
zumindest vermindert wurde. Allerdings gibt es Beispiele, in denen zVAD-FMK
bestimmte Apoptoseformen nicht (oder nur fraglich) verhindern konnte. In
diesen Fallen lief die Apoptose von vorneherein oder nach Hemmung der
Caspasen uUber einen caspaseunabhangigen Weg ab (Woodle et al., 1997,
Zanke et al., 1998, Deas et al., 1998, Sarin et al., 1997, Borner & Monney,
1999, Drenou et al., 1999).

Zur Wirkung von zVAD-FMK auf die Makrophagenapoptose gibt es bisher nur
wenige Ergebnisse. Ruckdeschel et al.,, 2002 und Denecker et al., 2001
konnten die Apoptose von Yersinia enterocolitica-infizierten Mausmakrophagen
in einer reinen Makrophagenkultur der Zelllinie J744A.1 mit zVAD-FMK
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erfolgreich hemmen. Sie verwendeten den Inhibitor in Konzentrationen von 40
bzw. 100uM ohne toxischen Effekt auf die Zellen. Allerdings beurteilten sie die
Apoptoserate rein morphologisch unter dem Fluoreszenzmikroskop; eine
direkte Anfarbung der apoptotischen Zellen (z.B. mit Annexin V) erfolgte nicht.
Die Kulturbedingungen der beiden Versuchsreihen sind nicht mit den
Bedingungen dieser Arbeit vergleichbar. Abgesehen davon sind Ergebnisse
einer Zelllinie, noch dazu einer mauslichen, nicht direkt auf Zellkulturen mit aus
Blut isolierten, humanen Zellen Ubertragbar.

Dockrell et al., 2001 konnten die Apoptose von Streptococcus pneumoniae-
infizierten menschlichen Makrophagen verhindern. Sie verwendeten eine reine
Makrophagenkultur mit isolierten Zellen aus peripherem Erwachsenenblut.
zVAD-FMK wurde in einer Konzentration von 50uM eingesetzt; die Apoptose
durch TUNEL-Farbung (engl. ,terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
dUTP nick-end labeling“, Farbung zur Detektion von DNA-Fragmenten) fixierter
und permeabilisierter Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop beurteilt. Die
Autoren beobachteten nach 20 Stunden Kulturzeit keine veranderte
Apoptoserate durch zVAD-FMK in den (nicht-infizierten) Kontrolimakrophagen.
Dieser Widerspruch zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kann durch
unterschiedliche  Kulturbedingungen  und  verschiedene  Arten  der
Zellaufbereitung bedingt sein oder allein dadurch, dass bei Dockrell et al, 2001
eine reine Makrophagenkultur, in dieser Arbeit aber eine Kultur aus

Makrophagen und Lymphozyten verwendet wurde.

In der vorliegenden Arbeit war zZVAD-FMK nicht nur nicht in der Lage, die
Apoptose der Makrophagen zu hemmen. Vielmehr induzierte der Pancaspase-
Inhibitor sogar verstarkt Apoptose in den Makrophagen. In der Literatur finden
sich bisher nur Berichte einer Forschungsgruppe zur Makrophagenapoptose
durch zVAD: Kim et al. fanden 2001, dass zVAD in mauslichen Makrophagen
bei gleichzeitiger Aktivierung mit LPS Apoptose induzierte, wahrend LPS-
Stimulation bzw. die Inkubation mit zVAD allein — im Gegensatz zu den
vorliegenden Ergebnissen - die Makrophagen nicht beeintrachtigte. Allerdings

stltzen sich ihre Ergebnisse ausschlieBlich auf Versuche mit mauslichen Zellen
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(murine Peritonealmakrophagen, die mausliche Makrophagenzelllinie RAW
264.7 und ein In-vivo-Sepsismodell mit Mausen). lhre Kulturbedingungen und
die Verwendung einer reinen, zudem murinen Makophagenkultur unterscheiden
sich von den in dieser Arbeit vorgestellten Versuchen. In Analysen der
Enzymaktivitat beobachteten Kim et al. eine komplette Inhibition aller bekannten
(Maus)Caspasen durch zVAD. Sie schlossen daraus, dass der Zelltod der
mauslichen  Makrophagen durch LPS plus 2zVAD dber einen
caspaseunabhangigen Apoptoseweg verlaufen muss, und fanden 2003 eine
verstarkte Expression des proapoptotischen Kernrezeptors Nur77.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Kim et al. beeintrachtigte zZVAD-FMK in
dieser Arbeit das Uberleben der (humanen) Makrophagen bereits in Ruhe. Die
Makrophagen nahmen in ihrer Gesamtzahl durch Inkubation mit 40uM zVAD-
FMK Uber 24 Stunden signifikant ab. Mit einer reduzierten Zellgréfie und einer
erhdohten Granularitdt wiesen sie morphologische Apoptosekriterien auf; die
Prozentanteile an Annexin V- und zeitlich versetzt an Propidiumiodid-positiven
Makrophagen stiegen signifikant. Damit wurde durch drei verschiedene
Methoden nachgewiesen, dass die Makrophagen in Gegenwart von zZVAD-FMK
Apoptose begehen.

Die starke Herabregulation von CD14 wahrend der Makrophagenapoptose (vgl.
Abb. 4.6) parallel zur verstarkten Annexin V-Farbung stimmt mit Ergebnissen
von Heidenreich et al., 1997 Uberein. lhre Hypothese war, dass die
Herabregulation von CD14 nicht nur Begleitphdnomen, sondern der Trigger fur
die Makrophagenapoptose sei.

Keines der anderen hier untersuchten Makrophagenmolekile wurde derart
stark reguliert wie CD14 (vgl. Abb. 4.9 bis 4.11). Signifikant moduliert wurden
nur die Expression von HLA-A, -B, -C im Erwachsenenblut und der
Prozentanteil an CD16-positiven Makrophagen (vgl. Abb. 4.9 und 4.11). Beide
nahmen ab. Die CD16-Expression dieser CD16 exprimierenden Zellen wurde
allerdings nicht verandert. Das lasst vermuten, dass die CD16-exprimierenden
Makrophagen als vorwiegend zytotoxisch wirkende Subpopulation (siehe 1.4)
relativ mehr Apoptose durch zZVAD-FMK begehen als Makrophagen, die das

CD16-Molekul nicht exprimieren. Heidenreich et al. fanden aul3er der CD14-
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Herabregulation keine Rezeptorveranderungen (untersucht wurden HLA-A, -B, -
C und CD33 in einer reinen Makrophagenkultur), was ihnen zufolge die Rolle
des CD14-Molekuls bei der Makrophagenapoptose unterstreicht (Heidenreich et
al., 1997).

Im Gegensatz zu Makrophagen wurden die Lymphozyten im Uberleben nicht
beeintrachtigt, sondern schienen durch zVAD-FMK geschutzt zu werden (vgl.
Tabelle 4.2). Dies stimmt mit der beschriebenen erfolgreichen
Apoptosehemmung durch zVAD-FMK Uberein (Banki et al., 1999, Komoriya et
al., 2000, Nagahara et al., 2000, Sarin et al., 1996, Verhoven et al., 1999).
Weder die Verhaltnisse verschiedener Lymphozytenuntergruppen wurden
verandert, noch wichtige Lymphozytenrezeptoren durch zVAD-FMK reguliert
(vgl. Tabelle 4.2 und 4.3). Nur die Expression des Korezeptors CD4 auf T-
Helferzellen nahm ab (Abb. 4.12). Die Regulation von CD4 ist ohne
gleichzeitige Regulation von CD3 aber wahrscheinlich nicht bedeutend (Wang
et al, 1995) und konnte durch eine verminderte Interaktion mit den

(zahlenmafig eingeschrankten) Makrophagen bedingt sein.

Es stellt sich die Frage, Uber welchen Mechanismus zVAD-FMK Apoptose in
den Makrophagen induzierte. Eine haufige Apoptoseform im Immunsystem wird
durch den Todesrezeptor CD95 getriggert. Die Expression von CD95 und
CD95Ligand wurde durch zVAD-FMK jedoch weder auf den Makrophagen noch
auf den Lymphozyten aufreguliert (vgl. Tabelle 4.4). Die Expressionsdichte der
CD95-Molekule auf den Makrophagen nahm im Gegenteil sogar tendenziell ab.
Daher erscheint es unwahrscheinlich, dass die Apoptose durch zVAD-FMK
uber CD95 getriggert wurde. Allerdings wurde nur der membranstandige
CD95Ligand analysiert. Eine eventuelle Induktion und / oder vermehrte
Sekretion von Ioslichem CD95Ligand (sCD95L, siehe 1.1.3) aus Lymphozyten
oder aus den Makrophagen selbst kann als mdglicher Ausléser der
Makrophagenapoptose nicht  ausgeschlossen  werden.  Auch die
Apoptoseinduktion Uber andere Todesrezeptoren wie z.B. Uber TNF-R; mit

seinem Liganden TNFa (vgl. 1.2.2.1) sollte in Betracht gezogen werden.
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Denkbar ware auch, dass die verwendete zVAD-FMK-Konzentration von 40uM
fur Makrophagen, anders als z.B. fur Lymphozyten, bereits zu hoch und
(sub)toxisch war. Allerdings wurde keine vermehrte Nekrose, wie bei
ausgepragtem Zellschaden zu erwarten ware, sondern vornehmlich die
Apoptose der Makrophagen beobachtet. Mdglich ware, dass die Makrophagen
ihr Apoptoseprogramm aufgrund eines leichten toxischen Zellschadens auf
intrinsischem / mitochondrialem Weg (vergleiche 1.2.2.1) selbst angestof3en
hatten. Dagegen spricht, dass zVAD-FMK in fruheren Experimenten in
Konzentrationen von 100 bis zu 500uM bei Lymphozyten (Deas et al., 1998,
Woodle et al., 1997) und 50uM bei (humanen) Makrophagen (Dockrell et al.,
2001) eingesetzt wurde, ohne dass ein toxischer Zellschaden zu sehen war. Am
haufigsten verwendeten fruhere Autoren (z.B. Nagahara et al., 2000, Banki et
al., 1999, Ruckdeschel et al., 2002, Komoriya et al., 2000) die Konzentration
40uM, welche flur diese Arbeit ibernommen wurde. Sicherlich ware es aber flr
die Zukunft sinnvoll, die Wirkung von verschiedenen zVAD-FMK-
Konzentrationen zu untersuchen.

Des Weiteren ist eine unspezifische Bindung von zVAD-FMK oder auch nur der
Fluoromethylketongruppe (FMK-Gruppe) an andere Zellmolekile als die
Caspasen zu erwagen. Die Interaktion mit anderen Enzymgruppen wie z.B.
Serinproteasen oder Granzym B wurde widerlegt (Shaw, 1990, Sarin et al.,
1996). Nicht ausgeschlossen werden kann aber die Bindung von zZVAD-FMK an
andere Cysteinproteasen wie Calpain oder Cathepsin B oder auch an wichtige
Strukturmolekiile der Zelle, die fir das Uberleben der Makrophagen essentiell
sind. Ein negativer Effekt des zur Losung von zVAD-FMK verwendeten DMSO
wurde nicht beobachtet (vgl. 3.8).

Sollte die Makrophagenapoptose tatsachlich allein durch eine CD14-
Herabregulation getriggert werden konnen, wie Heidenreich et al., 1997
postulierten, kdonnte zZVAD-FMK die Makrophagenapoptose indirekt Uber die
starke CD14-Herabregulation verursacht haben. Auch wenn die Hypothese
dieser Autoren mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit nicht widerlegt
werden kann, erscheint sie fraglich. So fuhrt z.B. IFNy zu einer starken CD14-

Herabregulation, ohne dabei das Uberleben der Makrophagen zu
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beeintrachtigen. Die Makrophagen werden durch IFNy im Gegenteil sogar
aktiviert (Smith et al., 2001). Eine vermehrte IFNy-Produktion durch zVAD-FMK
als Grund fur die CD14-Herabregulation wurde nicht beobachtet (siehe 4.10).
Auch ch412 verursachte eine verminderte CD14-Expression ohne negativen
Effekt auf das Makrophagenuberleben bzw. ohne Anstieg der Annexin V- bzw.
Propidiumiodid-positiven Zellen (vergleiche dazu 5.2.4).

Aulerdem konnen Zytokine das Apoptoseverhalten der Makrophagen
beeinflussen. So fuhren IL-4 und IL-10 zu einer Supprimierung und verstarkten
Apoptose der Makrophagen (Estaquier & Ameisen, 1997, Heidenreich et al.,
1997). Demnach konnte zVAD-FMK Uber eine veranderte Zytokinproduktion
und -sekretion in den Lymphozyten oder Makrophagen zur Apoptose der
Makrophagen fuhren. Durch die vermehrte Bildung bestimmter Zytokine (z.B.
IL-4) kénnte auch die CD14-Herabregualtion erklart werden (Heidenreich et al.,
1997).

Zu beachten ist, dass in der vorliegenden Arbeit im Unterschied zu den oben
beschriebenen Studien (Dockrell et al., 2001, Ruckdeschel et al., 2002,
Denecker et al., 2001, Kim et al., 2001) eine gemischtzellige Kultur aus
Makrophagen und Lymphozyten verwendet wurde. Die dabei erstmals
beobachtete Makrophagenapoptose durch zZVAD-FMK bereits in Ruhe Iasst an
eine entscheidende Rolle der Lymphozyten bei der Apoptoseinduktion denken.
Eine Hochregulation von CD95Ligand (und CD95) auf den Lymphozyten wurde
nicht beobachtet (vgl. Tabelle 4.4). Die Expression von anderen Todesliganden
oder eine moglicherweise verstarkte Sekretion makrophagensupprimierender
Zytokine durch die Lymphozyten wurden in dieser Arbeit jedoch nicht

untersucht. Sie kénnten von Bedeutung sein.

Die Tatsache, dass das Absterben der Makrophagen und die starke CD14-
Herabregulation nicht nur bei zZVAD-FMK beobachtet wurden, sondern auch bei
einer Sammlung aus Einzelinhibitoren (Caspase-Family Inhibitor Set, siehe
4.13), die laut Hersteller (Firma Chemicon) die Caspasefamilie umfassend
hemmt, spricht dafur, dass die Makrophagenapoptose durch die

Caspasehemmung selbst bedingt war.
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Dass zVAD-FMK prinzipiell alle bisher bekannten Caspasen hemmt, ist bereits
gezeigt worden (Garcia-Calvo et al., 1998). Sollten daran Zweifel bestehen,
konnte dies fur die hier verwendeten Kulturbedingungen durch direkte
(durchflusszytometrische) Messung der Aktivitdten von den einzelnen
Caspasen in den Makrophagen bestatigt werden. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde darauf verzichtet.

Denkbar ist die Existenz von weiteren, bisher unbekannten, proapoptotisch
wirkenden Caspasen, die durch zZVAD-FMK bzw. das Caspase-Family Inhibitor
Set nicht gehemmt werden und die moglicherweise nur in Makrophagen
vorkommen oder zumindest bei der Makrophagenapoptose eine herausragende
Rolle spielen. Die Hypothese nicht gehemmter Caspasen wurde allerdings nur
eine unzureichende Apoptosehemmung erklaren, nicht aber die beobachtete
Induktion der Makrophagenapoptose durch zZVAD-FMK.

Auch konnten in den Makrophagen eine oder mehrere bisher unbekannte
,Uberlebens“-Caspasen vorhanden sein, die vorwiegend oder ausschlieflich
antiapoptotische Aufgaben haben. lhre durch die Caspaseinhibition fehlende
Schutzwirkung kénnte dann die Apoptose ausldsen.

Noch wahrscheinlicher erscheint die Maoglichkeit, dass die gleichzeitige
Hemmung aller Caspasen bei Makrophagen zur Apoptose fuhrt. Die Ursache
daflr kdnnte sein, dass andere, apoptoseunabhangige Aufgaben der Caspasen
essentiell und ihr Wegfall mit dem Zelliberleben nicht vereinbar sind. So
konnten die Caspasen z.B. durch eine standige basale Enzymaktivitat die
Konzentration von anderen proapoptotischen Molekilen in der Zelle
kontrollieren (diverse Transkriptionsfaktoren, am Apoptoseablauf beteiligte
Nichtcaspase-Enzyme, Zytokine, zellzyklusregulierende Molekulle 0.a.). Durch
den Pancaspase-Inhibitor wurden diese derart zunehmen, dass der
Schwellenwert zur Apoptoseauslosung Uberschritten wird. Bei vollstandiger
Caspase-Hemmung wurde die ausgeloste Apoptose dann Uber einen
caspaseunabhangigen Weg verlaufen.

Des Weiteren konnten die Makrophagen durch zZVAD-FMK fir einen bereits in
Ruhe vorliegenden Apoptosetrigger derart sensibilisiert werden, dass seine

Expression bzw. Konzentration auch ohne  Hochregulation zur
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Apoptoseinduktion ausreicht. In neutrophilen Granulozyten, in der Zelllinie
NIH3T3 und in einem Mausmodell wurde in Gegenwart von zVAD-FMK eine
paradoxe Verstarkung der Apoptoseinduktion durch TNFa gezeigt (Luschen et
al.,, 2000, Liu et al., 2003, Cauwels et al., 2003). Im Unterschied zur
vorliegenden Arbeit fanden diese Autoren jedoch keine Apoptoseinduktion
durch zZVAD-FMK allein, sondern nur bei gleichzeitiger Behandlung mit TNFa.
Trotzdem sollte eine mogliche Sensibilisierung der Makrophagen fur TNFa oder
ahnliche Apoptosetrigger durch zVAD-FMK untersucht werden. Getrennt
verwendete, spezifische Inhibitoren flr einzelne Caspasen konnten die TNFa-
induzierte Apoptose dagegen erfolgreich hemmen (Jones et al., 2004, Binder et
al.,, 1999), was eine mogliche zellschadigende Wirkung bei gleichzeitiger
Hemmung aller Caspasen unterstreicht.

Beide Varianten, sowohl die intrazellulare Zunahme von proapoptotischen
Molekilen als auch die Sensibilisierung flir einen bereits unterschwellig
vorhandenen Apoptosetrigger, wurden bedeuten, dass eine basale Aktivitat
zumindest eines Teils der Caspasen fiir das Uberleben der Makrophagen (und

vielleicht auch anderer Zellarten) essentiell ist.

5.2.2 Zur Makrophagenaktivierung mit Lipopolysaccharid

In weiteren Experimenten wurde versucht, die zZVAD-FMK-induzierte Apoptose
durch gleichzeitige Aktivierung der Makrophagen mit LPS zu verhindern. Dies
konnte nicht gezeigt werden (vgl. Tabelle 4.5). Auch das zusatzliche ,Priming®
der Makrophagen mit IFNy, welches die LPS-Aktivierung verstarken kann
(Bosisio et al., 2002), blieb erfolglos. Trotz Stimulation nahm die
Makrophagenzahl um ca. 60% (PB) bzw. 50% (NSB) und die CD14-Expression
um etwa 80% ab — vergleichbar mit den Ergebnissen ohne LPS-Aktivierung. Auf
der anderen Seite wurde die Makrophagenapoptose durch die gleichzeitige
LPS-Stimulation nicht verstarkt, was nach den Beobachtungen von Kim et al.,

2001 nicht Uberraschend gewesen ware.
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Die Makrophagenantwort auf LPS selbst passt zu Ergebnissen anderer Autoren
(Marwitz et al., 1988, Landmann et al., 1991, Landmann et al., 1996, Perera &
Waldmann, 1998), so dass davon ausgegangen werden kann, dass die
Stimulation erfolgreich war. Allerdings wurde nur der Einfluss einer
gleichzeitigen Inkubation mit LPS und zVAD-FMK untersucht. Es kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die Wirkung von zVAD-FMK bereits eingetreten
war, bevor die Stimulation mit LPS Uberhaupt einsetzen konnte. Ob eine
Makrophagenaktivierung mit LPS an verschiedenen Zeitpunkten vor Zugabe

von zZVAD-FMK zu anderen Ergebnissen flhrt, bleibt zu untersuchen.

5.2.3 Zur Stimulation mit OKT3

Die Stimulation mit OKT3 Uber 24 Stunden fuhrte, wie bereits von anderen
Autoren gezeigt (Orlikowsky et al., 2003, Orlikowsky et al., 1996, Chatenoud,
2003, Sarin et al., 1996, Verhoven et al., 1999, Van Wauwe et al., 1980,
Kennedy et al., 1999, Song et al., 2004), zu einer Abnahme der T-Zellzahl und
gleichzeitig zu einem Anstieg der T-Zellblasten. zVAD-FMK hob die T-
Zelldeletion komplett auf und reduzierte die Blastenbildung um etwa 50%
(Erwachsenenblut). Die Makrophagenapoptose durch OKT3 (AICD) wurde
durch zZVAD-FMK verstarkt (vgl. Tabelle 4.8).

In den bereits beschriebenen Studien zur gehemmten T-Zellapoptose bzw.
reduzierten T-Zellproliferation durch zZVAD-FMK nach OKT3-Stimulation (Sarin
et al., 1996, Verhoven et al., 1999, Kennedy et al., 1999, Song et al., 2004)
wurden nur T-Zellen, aber keine Makrophagen untersucht. Aus den
Ergebnissen wurde geschlossen, dass fir die OKT3-induzierte T-Zelldeletion
bzw. T-Zellproliferation aktive Caspasen essentiell seien und die aufgehobene
Apoptose bzw. reduzierte Blastenbildung durch zZVAD-FMK auf einer Hemmung
der notigen Caspasen basiere. Da die OKT3-Wirkung jedoch entweder durch
Makrophagen oder durch Kreuzvernetzung des Antikdrpers vermittelt wird
(Chatenoud, 2003, Orlikowsky et al., 1996), stellt sich vor dem Hintergrund der
Ergebnisse dieser Arbeit die Frage, ob die Hemmung von T-Zelldeletion und -
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proliferation durch zZVAD-FMK nicht primar auf einer fehlenden bzw. zumindest
reduzierten Wirkungsvermittlung durch die beeintrachtigten Makrophagen
beruht. Ob die Funktion der Uberlebenden Makrophagen in Bezug auf die
OKT3-Wirkung voll erhalten oder eingeschrankt war, kann nicht differenziert
werden. Fur eine zumindest teilweise erhaltene Funktion spricht, dass die T-
Zellproliferation nicht vollstandig gehemmt wurde bzw. im Nabelschnurblut
sogar auf dem gleichen Niveau blieb (siehe 4.11.1). Auch bei Kennedy et al.,
1999 wurde die T-Zellblastenbildung durch zVAD-FMK nur teilweise gehemmt,
was die Autoren zu der Hypothese flhrte, dass die T-Zellproliferation nur
teilweise caspaseabhangig sei.

Mit Blick auf die vorliegenden Ergebnisse erscheinen zwei Moglichkeiten
wahrscheinlich: Entweder ist die Makrophagenfunktion durch die verminderte
Makrophagenzahl oder aufgrund einer Beeintrachtigung auch der Gberlebenden
Makrophagen durch zZVAD-FMK so reduziert, dass die T-Zelldeletion komplett
und die T-Zellproliferation z.T. gehemmt erscheint, oder die nach Inkubation mit
zVAD-FMK verbleibenden Makrophagen konnen weiterhin eine volle OKT3- /
ADCC-Wirkung an die T-Zellen vermitteln; die Apoptose der T-Zellen wird durch
die Caspaseinhibition aber verhindert, wahrend die T-Zellproliferation im
Erwachsenenblut nur zum Teil caspaseabhangig, zum anderen Teil bzw. im
Nabelschnurblut komplett caspaseunabhangig ist. Die caspaseunabhangige T-
Zellproliferation fande dann trotz zZVAD-FMK statt.

5.2.4 Zur Wirkung von ch412

Die Inkubation mit dem monoklonalen antiCD4-Antikorper ch412 fuhrte analog
zu vorhandenen Beschreibungen in der Literatur (Wang et al., 1994a, Wang et
al., 1998, Orlikowsky et al., 1997b, Orlikowsky et al., 2001, Badley et al., 1997,
Choy et al., 1993, Rep et al., 1997) zu einer Deletion der CD4 T-Zellen, ohne
das Uberleben von CD8 T-Zellen, von anderen Lymphozyten oder von
Makrophagen zu beeintrachtigen (siehe Abb. 4.15 und Tabelle 4.9 bzw. 4.11).
Die beobachteten Herabregulationen von CD4, CD3 und CD28 auf den CD4 T-
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Zellen (vgl. Tabelle 4.10) waren ebenfalls vorbeschrieben (Wang et al., 1998,
Mittler & Hoffmann, 1989, Orlikowsky et al., 1997b). Sie gelten als CD95-
abhangig (Orlikowksy et al., 1997b).

Im Gegensatz zur T-Zelldeletion durch OKT3 (vergleiche 5.2.3) vermochte
zVAD-FMK die CD4 T-Zellapoptose durch ch412 nur um etwa 50% zu
reduzieren (vgl. Abb. 4.15). Die Herabregulation von CD4 und CD3 konnte
zVAD-FMK zumindest im Erwachsenenblut um 40% vermindern, wahrend die
CD28-Herabregulation gar nicht verhindert werden konnte (siehe Tabelle 4.10).
Wie bei der OKT3-Stimulation erfolgt die Zerstérung der CD4 T-Zellen durch
ch412 makrophagenabhangig durch ADCC. Sie verlauft zumindest teilweise
uber CD95-getriggerte Apoptoseinduktion in den CD4 T-Zellen (Choy et al.,
1993, Wang et al., 1994a, Oyaizu et al., 1997, Orlikowsky et al., 1997a, Oyaizu
et al., 1994, Tateyama et al., 2000, siehe auch 3.7.3). Die verminderte CD4 T-
Zelldeletion durch zVAD-FMK kénnte wie bei der OKT3-Stimulation darauf
grunden, dass die Wirkungsvermittlung durch die Apoptose der Makrophagen
beeintrachtigt ist. Arnoult et al., 2003 fanden ebenfalls eine durch zZVAD-FMK
nur teilweise gehemmte CD4 T-Zellapoptose in SlIV-infizierten Rhesusaffen.
(Eine SIV-Infektion (englisch fur “simian immunodeficiency virus”) fihrt in Affen
entsprechend der HIV-Infektion des Menschen zum Absterben der CD4 T-
Zellen.) Analog zur OKT3-Stimulation ergeben sich zwei Hypothesen fur unsere
Ergebnisse: Entweder sind die Makrophagen in ihrer Funktion durch zZVAD-FMK
zahlenmaRig oder qualitativ eingeschrankt, oder die Uberlebenden
Makrophagen konnen die ch412-Wirkung zwar voll vermitteln; die CD4 T-
Zellapoptose durch ch412 verlauft aber z.T. Uber einen caspaseunabhangigen
Weg, der durch eine (erfolgreiche) Caspasehemmung nicht beeinflusst werden
kann. Die durch zVAD-FMK nicht oder nur teilweise gehemmten
Rezeptorregulationen konnten ebenfalls caspaseunabhangig (durch andere
Enzyme) bedingt und deshalb unsensibel fur zVAD-FMK sein.

Bei den Makrophagen fihrte ch412 im Erwachsenenblut zu einer
Herabregulation von CD14 um ca. 50% ohne gleichzeitige Zunahme der
Annexin V- oder Propidiumiodid-Anfarbung (siehe Tabelle 4.11). Damit hatte die
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CD14-Herabregulation hier — im Gegensatz zu den Ergebnissen von
Heidenreich et al., 1997 - keine Auswirkung auf das Uberleben der
Makrophagen. Das konnte bedeuten, dass eine CD14-Herabregulation erst ab
einer bestimmten Schwelle als Trigger fur die Makrophagenapoptose fungiert
oder eben doch kein Trigger, sondern nur ein Begleitphanomen der

Makrophagenapoptose ist (vergleiche dazu 5.2.1).

5.2.5 Unterschiede zwischen adulten und neonatalen Zellen

Zwischen den mononuklearen Zellen im Nabelschnur- und Erwachsenenblut
fanden sich bereits in den Kontrollproben einige Unterschiede: Abgesehen von
einem geringeren Gehalt an CD8 T-Zellen und an B-Zellen im Nabelschnurblut
(Tabelle 4.2; vgl. Giorgi et al., 1992), exprimierten die CD8 T-Zellen der
Neugeborenen weniger kostimulierende CD28-Rezeptoren (siehe Tabelle 4.3).

Die Expression von CD14 war auf Neugeborenen- und
Erwachsenenmakrophagen vergleichbar (Abb. 4.6). Die neonatalen
Makrophagen exprimierten aber bei einer insgesamt kleineren Anzahl HLA-DR-
positiver Makrophagen sowohl signifikant weniger antigenprasentierende MHC
Klasse | und IlI-Molekile als auch weniger kostimulatorische B7-Molekule (vgl.
Abb. 4.9 und 4.10). Diese Unterschiede wurden auch von Glover et al., 1987,
El-Mohandes et al.,, 1995 bzw. Orlikowsky et al., 2003 berichtet. Die
Makrophagen im Nabelschnurblut zeigten zwar eine tendenziell schwachere
CD16-Expression, wiesen aber eine signifikant gro3ere Fraktion CD16-positiver
Makrophagen auf (Abb. 4.11), welche als vorwiegend zytotoxisch wirkende
Subpopulation angesehen wird (siehe 1.4; Wang et al., 2001, Orlikowsky et al.,
1996). Auf die makrophagenvermittelte OKT3-Stimulation (Chatenoud, 2003,
Orlikowsky et al., 1996) reagierte das Nabelschnurblut mit einer im Vergleich
zum Erwachsenenblut signifikant starkeren T-Zelldeletion und geringeren
Blastenbildung (vgl. Abb. 4.14), was die Ergebnisse von Orlikowsky et al., 2003
und Papadogiannakis et al., 1986 bestatigt. Orlikowsky et al., 2003 konnten
zudem zeigen, dass die Nabelschnurmakrophagen ihre B7-Molekile durch
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OKT3 weniger stark heraufregulieren (kdnnen). Sie vermuteten, dass die
beeintrachtigte Antwort des Nabelschnurbluts auf OKT3 primar durch eine im

Vergleich zum Erwachsenenblut veranderte Makrophagenfunktion bedingt ist.

Was das Apoptoseverhalten von Makrophagen und Lymphozyten angeht, so
fand sich bei den Zellen von Neugeborenen und Erwachsenen eine
vergleichbar starke Spontanapoptose mit gleichen Prozentanteilen an Annexin
V- und Propidiumiodid-positiven Zellen in den Kontrollen (vgl. Abb. 4.5 und
4.13). Allerdings waren im Nabelschnurblut nur wenige CD95-exprimierende
Lymphozyten und tendenziell weniger CD95Ligand-exprimierende

Makrophagen zu beobachten (Tabelle 4.4).

In ihrer Reaktion auf zVAD-FMK unterschieden sich die Makrophagen und
Lymphozyten von Nabelschnur- und Erwachsenenblut nicht. Im
Nabelschnurblut zeigte sich eine genauso starke Zellschrumpfung und
Abnahme der Makrophagenzahl, eine vergleichbare Zunahme in der Anfarbung
mit Annexin V bzw. Propidiumiodid und eine ebenso starke Herabregulation von
CD14 (siehe Abb. 4.2 und 4.4 bis 4.6). Auch die Apoptose der neonatalen
Makrophagen konnte durch Stimulation mit LPS nicht verhindert werden (vgl.
Tabelle 4.5). Die kinetischen Verlaufe dieser Ergebnisse uber 24 Stunden
waren identisch (Abb. 4.7). Wie im Erwachsenenblut konnte die T-Zelldeletion
durch OKT3 und ch412 im Nabelschnurblut durch zZVAD-FMK gehemmt werden
(siehe Abb. 4.14 und 4.15). Allerdings wurde die schon in der Kontrolle niedrige
Blastenbildung nach OKT3-Stimulation im Nabelschnurblut durch zZVAD-FMK
kaum vermindert (vgl. Abb. 4.14), woraus geschlossen werden kdnnte, dass die
Blastenbildung hier komplett auf einem caspaseunabhangigen Weg ablauft, auf
den zZVAD-FMK keinen Einfluss hat (vergleiche dazu 5.2.3).

Zusammenfassend exprimierten die neonatalen Makrophagen in dieser Arbeit
im Vergleich zu erwachsenen Zellen weniger antigenprasentierende Molekule
und zeigten eine schwacher kostimulierende, aber starker zytotoxische Wirkung

auf die T-Zellen. Die veranderte Makrophagenfunktion kdnnte neben der
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ineffektiveren Zytokinproduktion (Schibler et al., 1992, Wilson & Lewis, 1990,
Lee et al., 1996, Marddi, 2001a, Marddi et al., 2001b, Chalmers et al., 1998)
und dem geringeren Gehalt an CD8 T-Zellen mit zugleich schwacherer CD28-
Expression fur die weniger effektive T-Zellabwehr von Neugeborenen (Wilson &
Lewis, 1990, Marddi et al., 1994) mitverantwortlich sein.

Hinsichtlich ihrer spontanen Apoptoseaktivitat unterschieden sich Makrophagen
und Lymphozyten von Neugeborenen und Erwachsenen aber trotz geringerer
Expression von CD95 und CD95Ligand nicht. Auf zZVAD-FMK reagierte das
Nabelschnurblut bei gleicher Sensitivitdt wie das Erwachsenenblut mit einer

spezifischen Apoptose der Makrophagen.

5.3 Schlussfolgerung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Pancaspase-Inhibitor zZVAD-
FMK in Makrophagen Apoptose induziert und zu einer starken Herabregulation
von CD14 fihrt. Beides konnte durch Stimulation der Makrophagen mit LPS
nicht verhindert werden. Die Lymphozyten wurden durch den Caspase-Inhibitor
weder im Uberleben noch im Phénotyp beeintrachtigt. Makrophagenvermittelte
T-Zellreaktionen durch OKT3 und ch412 wurden komplett oder zumindest
teilweise gehemmt. Makrophagen und Lymphozyten aus Nabelschnur- und
Erwachsenenblut unterschieden sich nicht in ihrer spontanen Apoptoserate
oder ihrer Reaktion auf zVAD-FMK.

Das Apoptoseverhalten der Makrophagen scheint sich zumindest in Gegenwart
von zVAD-FMK vom Verhalten anderer bisher untersuchter Zellarten zu
unterscheiden. In ihnen konnte die Apoptose durch zVAD-FMK zwar nicht
immer erfolgreich gehemmt werden, Uber eine Apoptoseinduktion durch zVAD-
FMK (ohne Vorstimulation) wurde bei ihnen aber bisher nicht berichtet.

Der genaue Mechanismus der Apoptoseinduktion konnte in dieser Arbeit nicht
geklart werden. Jedoch spricht die Beobachtung des Makrophagenzelltods bei

zwei verschiedenen Caspase-Inhibitoren(-Sets) fur eine Bedeutung der
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gleichzeitigen Hemmung aller Caspasen. Die Reaktion der Makrophagen auf
andere Pancaspase-Inhibitoren bleibt zu untersuchen.

Prinzipiell ist die beschriebene Wirkung von zVAD-FMK auf die Makrophagen
nicht direkt Ubertragbar auf andere Kulturbedingungen oder In-vivo-
Verhaltnisse. Die Madglichkeit einer Apoptoseinduktion in Makrophagen und
eventuell auch in makrophagenverwandten Zellarten sollte jedoch bei
zukunftigen Studien mit (Pan)Caspase-Inhibitoren beachtet werden. Das
eingeschrankte Uberleben der Makrophagen kénnte die Ergebnisse einer
therapeutischen Anwendung der Caspase-Inhibitoren beim Menschen
beeinflussen.

Zudem stellt sich die Frage, ob bisherige Ergebnisse zur erfolgreichen
Apoptosehemmung durch zVAD-FMK bei Lymphozyten in einigen
Konstellationen, insbesondere im Tiermodell (z.B. Hotchkiss et al., 2000), durch
eine beeintrachtigte Makrophagenfunktion mit fehlender (zytotoxischer)

Interaktion bedingt sein konnten.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Caspasefamilie spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation und
Ausflihrung der Apoptose. In der Forschung werden Caspase-Inhibitoren
routinemallig als Apoptosehemmstoffe eingesetzt. Der Pancaspase-Inhibitor
zVAD-FMK wurde in der Vergangenheit erfolgreich dazu verwendet, die
Apoptose verschiedener Zellarten in vitro und im Tiermodell zu blockieren wie
z.B. die Apoptose von T-Zellen. Verhalten und Uberleben der T-Zellen werden
von antigenprasentierenden Zellen, insbesondere den Makrophagen
beeinflusst. In dieser Arbeit sollte die Wirkung von zVAD-FMK auf das
Apoptoseverhalten der Makrophagen untersucht und die Hypothese hinterfragt
werden, ob der Pancaspase-Inhibitor die Apoptose der T-Zellen indirekt Uber
Einwirkung auf die Makrophagen beeinflusst. AuRerdem sollten Unterschiede
im Apoptoseverhalten zwischen Zellen von Neugeborenen und Erwachsenen
aufgedeckt werden.

Es zeigte sich, dass zVAD-FMK spezifisch zur Apoptose der Makrophagen
fuhrte, die gleichzeitig ihre CD14-Expression stark herabregulierten. Eine
Aktivierung der Makrophagen mit Lipopolysaccharid konnte die Apoptose nicht
verhindern; ihr Zelltod durch OKT3-Stimulation wurde durch den Pancaspase-
Inhibitor verstarkt. Dagegen blieben die Lymphozyten (T-, B-, NK-Zellen)
sowohl im Phanotyp als auch im Uberleben unbeeintrachtigt. Die T-Zelldeletion
durch OKT3 oder ch412 konnte mit zZVAD-FMK gehemmt werden. Gleichzeitig
wurden aber auch die OKT3-induzierte T-Zellproliferation und die CD28-
Aufregulation verringert, was wohl auf eine verminderte Wirkungsvermittiung
durch die Makrophagen zurlckzufuhren ist. Ob die Uberlebenden Makrophagen
durch zVAD-FMK nur zahlenmafig oder auch in ihrer Funktion beeintrachtigt
waren, kann nicht differenziert werden.

Makrophagen und Lymphozyten aus Nabelschnur- und Erwachsenenblut
unterschieden sich weder in ihrer spontanen Apoptoseaktivitat noch in ihrer
Reaktion auf zZVAD-FMK. Die neonatalen Makrophagen exprimierten jedoch

weniger antigenprasentierende Moleklle und zeigten eine starker zytotoxische
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sowie schwacher kostimulierende Wirkung. Diese Unterschiede kdnnten fir die

weniger effektive T-Zellabwehr von Neugeborenen mitverantwortlich sein.

Der genaue Mechanismus der Apoptoseinduktion in Makrophagen durch zVAD-
FMK konnte in dieser Arbeit nicht geklart werden. Eine CD95-getriggerte
Apoptose scheint unwahrscheinlich, da weder CD95 noch CD95Ligand auf
Makrophagen oder Lymphozyten reguliert wurden. Eine Interaktion des
Caspase-Inhibitors mit anderen Zellmolekulen kann nicht ausgeschlossen
werden. Die Tatsache aber, dass ein Absterben der Makrophagen und die
starke CD14-Herabregulation auch bei einem Set aus Einzelinhibitoren, das die
Caspasefamilie umfassend blockiert, beobachtet wurden, spricht daflr, dass die
Makrophagenapoptose durch die gleichzeitige Hemmung aller Caspasen
induziert wurde bzw. die Makrophagen durch die Caspase-Inhibition fur andere
Apoptosewege sensibilisiert wurden. Damit ware eine basale Aktivitat
zumindest eines Teils der Caspasen fir das Uberleben der Makrophagen
essentiell.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass sich das Apoptoseverhalten von
Makrophagen in Gegenwart von zVAD-FMK vom Verhalten anderer bisher
untersuchter Zellarten unterscheidet. Ein durch die Caspase-Hemmung
eingeschranktes Uberleben der Makrophagen und die daraus folgende
Beeinflussung umgebender Zellen kénnen mdglicherweise das Ergebnis von

therapeutisch beim Menschen eingesetzten Caspase-Inhibitoren beeinflussen.
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8.3 Verzeichnis der Abkiirzungen

ADCC antikdrperabhangige Zellzytotoxizitat (engl. ,antibody dependent
cell cytotoxicity“)

AICD durch Aktivierung induzierter Zelltod (engl. ,activation induced cell
death")

AIDS erworbenes Immundefizienzsyndrom (engl. ,acquired

immunodeficiency syndrome®)

AlF engl. “apoptosis inducing factor”

Ak Antikorper

Apaf-1 engl. ,apoptosis activating factor-1*
APC engl. “antigen presenting cell(s)”

ATP Adenosintriphosphat

CD engl. “cluster of differentiation”

CD95L CD95Ligand

CTL engl. “cytotoxic T-lymphocytes”

Cyto c Cytochrom c

DISC engl. “death inducing signaling complex”
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

E.coli Escherichia coli

ELISA engl. “enzyme-linked immunsorbent assay”
ER Endoplasmatisches Retikulum

FACS engl. ,fluorescence activated cell sorter”
FADD engl. “Fas associated protein with death domain”
FCS engl. ,fetal calf serum®

FITC Fluorescein-Isothiocyanat

FU engl. ,fluorescence unit®

g Erdbeschleunigung (g=9,81m/s)

GM-CSF engl.: “granulocyte monocyte colony stimulating factor”
HIV engl.: “human immunodeficiency virus”

HLA engl. ,human leucocyte antigen®
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ILE. Internationale Einheiten
IFNy Interferon-gamma
Ig Immunglobulin
IL Interleukin
kDA Kilodalton
LBP LPS-bindendes Protein
LPS Lipopolysaccharid
MFI mittlere Fluoreszenzintensitat
MHC Haupthistokompatibilitatskomplex
(engl. ,major histocompatibility complex®)
MNC engl. ,mononuclear cells*
Mo Makrophagen
NaCl Natrium-Chlorid
NK-Zellen  Naturliche Killerzellen
NSB Nabelschnurblut
PB peripheres Erwachsenenblut
PBS engl. ,phosphate buffered saline®
PE Phycoerythrin
Pl Propidiumiodid
SIvV engl.: “simian immunodeficiency virus”
TCR T-Zellrezeptor (engl. , T-cell receptor®)
Th-Zellen  T-Helferzellen
TNF Tumornekrosefaktor
TUNEL engl.: ,terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-
end labeling*
U Enzymeinheit (= umol umgesetztes Substrat pro min)
VLE engl. ,very low endotoxin®
zVAD-FMK Benzyloxycarbonyl-Valin-Alanin-Aspartat-Fluoromethylketon (O-

Methylester)
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