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1 Einleitung

1.1 Die Tuberkulose

Die Tuberkulose ist eine weltweit verbreitete Infektionskrankhesistrverursacht durch den
ErregerMycobacterium tuberculosis. Zu den Regionen mit der hochsten Tuberkuloseinzidenz
und -pravalenz zahlen Afrika und Sid-Ost Asien, wohingegen die Meldungen des
europaischen Raumes (gemaR WHO: Albanien, Andorra, Armenien, Qdterrei
Aserbaidschan, Weilrussland, Belgien, Bosnien und Herzegowina, BulgareatieK,
Zypern, die Tschechische Republik, Ddnemark, Estland, Finnland, Frankreiclgigae
Deutschland, Griechenland, Ungarn, Island, Irland, Israel, Italien, Kstsa&g Kirgistan,
Lettland, Litauen, Luxemburg, Malta, Monaco, Montenegro, die Niederlandeye§en,
Polen, Portugal, die Republik von Moldawien, Ruménien, Russland, San MarinenSedibi
Slowakei, Slowenien, Spanien, Schweden, die Schweiz, Tadschikistan, Maredtirie
Tarkei, Turkmenistan, die Ukraine, GroR3britannien und Usbekistan) nur 5-10% der

weltweiten Gesamtfallzahl betragen (Tab. 1.).

Tab. 1. Geschatzte Tuberkuloseinzidenz, -pravalenz und -mortalitat, 2008 (WHO
Inzidenz? Pravalen? Mortalitat
Anzanl in Pro Anzahl in Pro Anzahl in Pro
WHO Region 1.000 100.000 100.000 100.000
. 1.000 1.000
(in %) Personen Personen Personen
Afrika 2.828 (30) 351 3.809 473 385 48
Amerika 282 (3) 31 221 24 29 3
Ostliche
Mittelmeerre- 675 (7) 115 929 159 115 20
gion
Europa 425 (5) 48 322 36 55 6
Sid-Ost Asien  3.213 (34 183 3.805 216 477 27
Westpazifik 1.946 (21) 109 2.007 112 261 15
Global 9.369 (100 139 11.093 164 1.322 20

4nzidenz: neu aufgetretene Falle im betrachteten Zeitraum

®Pravalenz: die zum untersuchten Zeitpunkt existierenden Falle in der Population.

Gegenwartig ist etwa ein Drittel der Weltbevolkerung (etvwidilRarden Menschen) mit dem
Erreger infiziert und jede Sekunde infiziert sich ein Mensch nadréSet al., 1992). Allein
im Jahr 2004 kam es zu 8,9 Millionen Neuinfektionen (WHO, 2007). Die WHQzscHass

pro Jahr 1,4 bis 2,8 Millionen Menschen an Tuberkulose versterben, auch hrezisben in
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Afrika und Sud-Ost Asien (Tab. 1., Dye et al.,, 1999). Dieses Ausmald aufdden
insuffizienten Gebrauch von effektiven Behandlungsmaoglichkeiten, die stieigenzahl an
multiresistenten Erregerstammen und die Ausbreitung von HIV zuriidkg€BSelwyn et al.,
1989; Kochi, 1994). Die Wahrscheinlichkeit eines Infizierten ohne Immunsuppress
wahrend seines Lebens an einer aktiven Tuberkulose zu erkranken, liégt@®$éi. Zu den
Risikofaktoren, die die Erkrankungswahrscheinlichkeit erhbhen, gehoéren vorneheie
HIV-Infektion oder andere Immunschwachekrankheiten, aber auch Unterernaldieng,
Einnahme von immunsuppressiven Medikamenten, Diabetes mellitus, Silikosesinde
Gastrektomie. In Deutschland sind die Erkrankung und der Tod an Tuberkulosdemach
Infektionsschutzgesetz  meldepflichtig. Dadurch kdnnen Umgebungsuntersuchungen
eingeleitet werden, die dem Schutz der Bevdlkerung vor Ansteckung unereweit
Verbreitung der Erkrankung dienen. Dies tragt auch dazu bei, dass ItiahlEa in
Deutschland seit Jahren fallen.

1.1.1 M. tuberculosis: Beschreibung des Erregers

Der Erreger der Tuberkulose wurde im Jahr 1882 von Robert Koch entdeckt. téB@4 s
Seifert ein gereinigtes Isolat her, das die Grundlage fir demgéeutuberkulintest lieferte
(Collins, 1982). Die Bakterien sind obligat aerob lebende saurefedben®n. Sie besitzen
eine mehrschichtige Zellwand, &hnlich der von grampositiven Bakteriglchevzusatzlich
Mykolsauren und Peptidoglykolipidfilamente enthalt (Brennan und Nikaido, 19953e Die
Substanzen verleihnen den Bakterien eine grof3e Unempfindlichkeit gegeaiiBeren
Einflussen (z.B. Austrocknung, chemische Desinfektionsmittel und alkaliStibstanzen)
und ermdglichen das Uberleben in den Phagozyten des Wirtes (GlickmanD2@@]1999).
Die Bakterien wachsen sehr langsam und teilen sich alle 16 — 20 St{@lekman, 2001;
Cole et al.,, 2002). Die lange Replikationszeit und die Fahigkeit der Mykohaktein
Dormanzstadium einzunehmen komplizieren die Diagnosestellung und bedingangs#ie

Behandlungszeitrdume (Connolly et al., 2007).

1.1.2 Ubertragung vonM. tuberculosis

Die Ubertragung voiM. tuberculosis erfolgt hauptsachlich auf aerogenem Weg, ist aber auch
oral oder hdmatogen moglich (Amin, 2006; Jensen et al., 2005). Bei 90% kilanki&en
manifestiert sich die Tuberkulose in der Lunge, da diese die Hautspforte darstellt
(Amin, 2006). Meistens geht die aerogene Ubertragung von Erwachsenetaadis, von
Kindern abgehustete Bakterienmenge zu gering ist (paucibazilkiregerarm). Bei einer
offenen Lungentuberkulose sind Bakterien im Sputum nachweisbar, die duremn Huslie
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Luft abgegeben werden kénnen (Glickman und Jacobs, 2001). Diese erreggniradiosole
kénnen mehrere Stunden in der Luft bestehen bleiben (Wells, 1955). Eineoimfakigrund
von kontaminierter Kuhmilch ist ebenfalls méglich (Thoen und Barletta, 20D
Rindertuberkulose wird allerdings durdW. bovis hervorgerufen. Friher war daher nicht
pasteurisierte Milch eine weit verbreitete Infektionsquelle. Eeage sind in den
Industrielandern die meisten Rinderbestande tuberkulosefrei und die paktieurisiert,
weshalb dieser Ubertragungsweg selten geworden ist. Neugebarekenssich seltener auf
hamatogenem Weg bei der Mutter an (Mnyani und Mcintyre, 2011). Haudfrgdat die
Infektion Uber das Verschlucken erregerhaltigen Fruchtwasser,svatan die Infektion auf
die Plazenta Ubergegriffen hat. Im Falle der Infektion der Gedatdorgane der Mutter ist

eine Infektion auch wahrend der Geburt mdglich (Grenville-Mathers et al., 1960).

1.1.3 Pathogenese

Jede Person, die an offener Tuberkulose erkrankt ist, infiziert prazdégchen 10 und 15
Menschen (WHO Fact Sheet No. 104, 2010). Nach der Aufnahmigl vimiher culosis kommt

es nach 4 — 12 Wochen zur Tuberkulinkonversion.

Bei der Tuberkulose unterscheidet man zwischen der Primar- und klend&euberkulose
(Reaktivierung der Tuberkulose). Bei der Erstinfektion gelangen deg&ir auf aerogenem
Weg in die Lunge und werden dort von Alveolarmakrophagen phagozytiert. Maht sfgm
einem Priméaraffekt (Manifestation der Infektion an der Eingtiéi¢e). Liegt sowohl ein
Priméraffekt als auch eine Beteiligung der regionaren Lymphknoterse@pricht man von
einem Primarkomplex. Spezifische T-Zellen induzieren am Infektibrdier Bildung von
Granulomen (Details siehe ab 1.2.1), welche charakteristischeraasseentral gelegenen
Langhans-Riesenzellen, die von Makrophagen und Lymphozyten umgeben sind, b&stehen.
findet jedoch keine vollstandige Eradikation der Erreger stattEDieger zeigen dabei eine
Reduktion oder Aufhebung ihres Stoffwechsels, wodurch sie besonders wemigst&h
benottigen (Dormanzstadium) (Flynn und Chan, 2001). Die Sekundartuberkulose entsteht
durch die Freisetzung der Bakterien aus den Granulomen. Bei eineerggmeAbwehrlage
kommt es zur zentralen Nekrose der Granulome (verkdsende Nekrose)urtie
inflammatorische Zellen verflissigt werden kann. Haben diese Nekfosgchluss an einen
Bronchus, so spricht man von einer offenen Tuberkulose. Es kbnnen Kavernen enistehe
denen es zu einer Bakterienvermehrung kommen kann (Bloom and Murray, 1992). Eine
anerge Abwehrlage fuhrt zu einer Proliferation der MykobakterigmiiFund Chan, 2001),
einer hamatogenen Generalisation und Organmanifestation. ZudemeisAugsbreitung des

Erregers auf lymphogenem oder kanalikularem Weg in alle Geweb&datpers maoglich.
8
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Kommt es, zum Beispiel bei erheblicher zellularer Immunsuppresgimn,Ausbleiben der

Granulombildung, kann eine foudroyant verlaufende Landouzy-Sepsis auftreten.

1.1.4 Kilinik

Je nachdem, in welchem Stadium sich die Infektion befindet, tretenscimetliche
Symptome auf. Im Latenzstadium haben Infizierte in der Regel IS3imgptome. Eine aktive
Infektion fuhrt zu subfebrilen Temperaturen, Gewichtsabnahme und Nachi8chwe
Mudigkeit, Schwache und Appetitlosigkeit konnen hinzukommen. Die Lymphknoten kdnnen
geschwollen sein, und auch ein standiger produktiver Husten, der zu Sahinetdzee Brust
fuhren und Atemnot verursachen kann, ist typisch (Dormandy, 1999). Tritt @&ngerl
andauernde Heiserkeit auf, kann das ein Hinweis auf eine Kehlkopftuberkeioselie mit
einer erhohten Ansteckungsgefahr einhergeht. Bei Erwachsenen migetiee Konstitution
kénnen diese Symptome, trotz hoher Infektiositat, gering ausgeprmgbDseilnfektion kann

sich zusatzlich in Form einer Hamoptoe infolge Arrosion kleinerei&@e manifestieren.
Eine Anamie, Untergewicht oder terminale Kachexie sind weimptome (Dormandy,
1999). Findet aufgrund einer Immunschwéche eine hamatogene oder lymphogene
Erregerausbreitung statt, kann eine Miliartuberkulose oder eine tubieekieningitis
entstehen. Da es sich in der Regel um eine basale Meningitisithdareten neben den
allgemeinen  Symptomen wie anfanglicher Verwirrtheit, Wesensderangen,
Kopfschmerzen, Nackensteifigkeit, Halluzinationen und Krampfanfallenh abasale
Hirnnervenlasionen (Hirnnerven I, lll, VI und VII) auf. Erfolgt keingdguate Therapie, fallt

der Patient ins Koma und verstirbt. Weitere Organmanifestationen rké@ne Knochen-,

Darm-, Urogenital- und Hauttuberkulose sein.

1.1.5 Diagnostik

Bei der Diagnostik der Tuberkulose steht an erster Stelle diebEng der Anamnese.
Weitere Anhaltspunkte tber eine Infektion duMhtuberculosis liefert das Rontgenbild der
Lungen. Ein mottenfralartiges Erscheinungsbild des Lungenparenchymsaisttypisch,
eine sichere Unterscheidung zwischen einem Tuberkulosebefall und andaren
Lungenerkrankungen ist aber nicht immer méglich (Swingler, 2005). D&erdfewird ein
Tuberkulin-Hauttest nach Mendel-Mantoux durchgefiihrt (National Institrtédealth and
Clinical Excellence, 2006; Joint Tuberculosis Committee of thasBriThoracic Society,
1998). Da eine BCG-Impfung oder der Kontakt zu atypischen Mykobakteriemeufasch
positiven Reaktion (WHO, 2006) und eine Immunsuppression, zum Beispiel durghztdlVvV

falsch negativen Resultaten fihren kann, ist dieser Test zunigdiei Diagnostik der
9
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Erkrankung jedoch nicht aussagekraftig (Bloom und Murray, 1992). Der mikroskepis
Nachweis des Erregers gelingt mittels Ziehl-Neelsen-Farbusglem Sputum des Patienten
(International Union against Tuberculosis, 1977). Sichern lasst sidDialimose durch den
kulturellen Nachweis des Erregers (Pai et al. 2006). Die Haegecht benétigt in
Abhangigkeit von der Erregeranzahl in festen Kulturmedien etwabigesechs Wochen, in
Flissigmedien sind die Ergebnisse nach etwa zwei Wochen zuesr@di et al., 2006). Der
Nachweis von erregerspezifischen Nukleinsauren mittels PCR fidherhalb weniger
Stunden zur Diagnose (Bloom und Murray, 1992; Caws und Drobniewski, 2001), ist aber
weniger sensitiv als der kulturelle Nachweis, teuer und technigbvdadig (National
Institute for Health and Clinical Excellence, 2006). Die neustendstgsche Methode ist die
Durchfiihrung eines Interferon-gamma (IFNAssays. Dieser bestimmt quantitativ die IfFN-
Freisetzung sensibilisierter T-Lymphozyten im Vollblut des dpééin nach in vitro
Inkubation mit Antigenen voM. tuberculosis (Hauer et al., 2006; Pai et al., 2004; Dheda et
al., 2005).

1.1.6 Therapie

Zur Behandlung der Tuberkulose sollte immer eine Kombinationstherapidégetiibrt
werden, da sich unter einer Monotherapie schnell Resistenzen ausbildeBetiandlung
sollte Uber einen Zeitraum von mindestens sechs Monaten erfolgen, emmicht zu
Ruckfallen kommt (Mitchinson et al., 1956; Mc Cune et al., 1956). Bei Hseaen erfolgt
in den ersten zwei Monaten eine Kombinationstherapie mit Isoniazid, Eth@nRifeampicin
und Pyrazinamid, in den folgenden vier Monaten mit Isoniazid und Rifam@eirKindern
wird in den ersten zwei Monaten nur eine Dreifachtherapie ohne Ethandpyliziert
(National Institute for Health and Clinical Excellence, 2006; Jbudterculosis Committee of
the British Thoracic Society, 1998; Enarson, 2000; WHO, 2003).

Zeigt das Antibiogramm Resistenzen des Erregers gegen alees verwendeten
Medikamente, so kann die Therapie auf andere Praparate (z.B. Streipjoonygestellt
werden (NSB Editorial Comment, 2000). Primare Resistenz ist d#ddeliert als die
natirliche Resistenz des Mikroorganismus gegentber dem Medikamentvotireige
Anwendung, wohingegen sekundare Resistenz aus der vorangegangenen Anwendung in
Rahmen einer ineffizienten Therapie resultiert (Telenti und Iseman, 2000).

Da Rifampicin, Isoniazid und Pyrazinamid zu Leberschaden fihren kénnen, Htitiodmu
Schaden des Nervus opticus fuhren kann und Streptomycin Veranderungen eemidides
Innenohrs verursachen kann, sollten diese Organe wahrend der Therapealege

kontrolliert werden. Dies bedeutet, dass eine Kontrolle des KreatiénsTransaminasen,
10
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eine ophthalmologische Untersuchung sowie Hortests erfolgen missgan hieltiresistente
Erreger vor, die resistent gegen Rifampicin und Isoniazid sin@iffielnd Iseman, 2000), so
muss die pharmakologische Therapie entsprechend der Sensibilitatrelger Emodifiziert

werden und auch Uber einen l&angeren Zeitraum (etwa 21 Monate) erfolgen.

1.2 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DCs) entstehen aus pluripotenten hamatopoetiSti@mmzellen im
Knochenmark, aus denen sich durch Teilung gemeinsame lymphatische urmdenyel
Vorlauferzellen bilden. Aus letzteren entstehen Granulozyten, Makrophadastzellen,

DCs, Erythrozyten und Megakaryozyten. Die DCs wurden 1886 von Paul Langerha
entdeckt. Allerdings ging er damals aufgrund der Morphologie derrZddgon aus, dass es
sich um kutane Nervenzellen handelt. Spater wurden die Zellen von Steinmd Cohn in
muriner Milz entdeckt (Steinmann und Cohn, 1973; Steinmann und Cohn, 1974). Sie gaben
ihnen aufgrund des baumartigen Aussehens mit ihren zahlreichen langgfofimigen
Fortsatzen ihren Namen (griechisch dendros, Baum).

DCs findet man in den lymphatischen und den meisten nicht lymphatisciganed
einschlie3lich der Dermis und Epidermis, der Mukosa des Gastranaléstktes und im
Interstitium von Organen wie Herz, Niere und Lunge. Des Weitenghsse im Blut und in

der Lymphe vorhanden (Reis e Sousa et al., 1993). Sie gehdren zu den gigegargyenden
Zellen des angeborenen Immunsystems und spielen eine essentiellbeRder Induktion T-
zellvermittelter Immunantworten. DCs zirkulieren im Blut und wanderverstarktem Mal3e

in das Gewebe aus, wenn eine Entziindung oder Infektion vorliegt (Steinman)taBaimn

et al.,, 1995). Unreife DCs nehmen Uber Endozytose, Phagozytose oder Makiogmozy
Antigene auf. Sie exprimieren in diesem Stadium kaum MHC-ProsneKlasse Il und
kostimulierende Molekile wie CD80, CD86 und CD40 (siehe Abb. 1.), weshatuisigin
geringes T-zellstimulierendes Potential aufweisen (Reiowsé&et al.,, 1993; Pure et al.,
1990). Nach der Antigenaufnahme wandern die DCs Uber die afferenten Lgfé&@pdagn den
drainierenden Lymphknoten, was, abhangig vom aufgenommenen Antigen, mit einer
funktionellen und phanotypischen Reifung der Zellen verbunden sein kann. Die Kéhigke
Antigene zu phagozytieren, ist dann reduziert. Allerdings erhoht sscKapazitat, naive T-
Lymphozyten zu stimulieren, durch die vermehrte Expression von MHC-Melekdér
Klasse Il (Mellman et al., 1998) und kostimulierenden Molekilen (Steinni®91;
Guermonperez et al., 2002) (siehe Abb. 1.). Neben CD40, CD80 und CD86 werden auch

verstarkt Adhésionsmolekile exprimiert (Giacomini et al., 2001).

11
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unreife DCs reife DCs
Aktivierung
>
intrazellulares MHCII*** MHCII -Oberflachenexpression®™ "
Endozjtose™™ Endozytose”
kostimulatorische Molekiile®* kostimulatorische Molekiile***

CD83-, CCRT- cDg3***, CCRT***

T-Zellaktivierung™ T-Zellaktivierung®*~

Abb. 1.  Eigenschaften von unreifen und durch Aktivierung gereifterDCs

1.2.1 DCs und die Immunantwort gegeiM. tuberculosis

DCs kommen im Lungengewebe vor und sind an der Immunantwort §égetverculosis
beteiligt (Inaba et al., 1993; Henderson et al., 1997). Die Aufnahme Heariga in die DCs
wird durch die Interaktion des Oberflachenmolekiils DC-SIGN (Tailleual., 2003) mit
mannosyliertem Lipoarabinomannan ermdgliéie Interaktion der Mykobakterien mit Toll-
like Rezeptoren (TLR) fuhrt zur Reifung der DCs (Geijtenbeedd.e2003), die sich durch
die Anderung der Oberflachenmolekiile und die Veranderung des Zytokinprafikelien
auRRert (Hickman et al., 2002; Henderson et al., 1997; Kim et al., 1999). Nuieiering
durch M. tuberculosis wandern die DCs in die regiondren Lymphknoten, sezernieren IL-12,
Tumor Nekrose Faktor-alpha (TNE-und IL-1 (Giacomini et al., 2001) und exprimieren
vermehrt CD40, CD80, CD86 und MHC-Molekule der Klasse Il. Einzelne Stutkien
gezeigt, dass in vivo DCs, die nicht mit. tuberculosis infiziert sind, M. tuberculosis-
spezifische T-Zellen am effektivsten stimulieren. Im Gegendatu sind miM. tuberculosis
infizierte DCs relativ ineffektiv in der Stimulation antigengfiszher T-Lymphozyten (Wolf
et al., 2007)M. tuberculosis inhibiert aul3erdem die Prasentation von Antigenen tber MHC-
Molekile der Klasse Il, ohne die Expression der Moleklle auf deol#sflache zu
vermindern (Wolf et al., 2007).

In In-vitro-Versuchen wurde gezeigt, dass eine Infektion der DCdvimiuberculosis mit
einer gesteigerten IL-12 Sekretion assoziiert ist, wohingegeuzieiné Makrophagen
vermehrt IL-10 sezernieren. IL-10 bewirkt eine reduzierte IL-12 Pramluktnd fuhrt somit
zu einer Inhibition der zellularen Immunantwort (Hickman et al., 2002cd@nini et al.,
2001). Dies limitiert die Gewebszerstorung (Wallis and Eliner, 128d)aus der durch IL-12

12
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initiilerten Th1l Antwort resultiert. Zudem inhibiert IL-10 die Pragdesung und Présentation
von Antigenen durch antigenprasentierende Zellen, die Proliferation ufestddiéierung von
T-Zellen und die Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie IL-2FBN(Ksontini et al.,
1998) und IFNy (Detanico et al., 2004). IL-10 inhibiert auch die IfFNermittelte
Aktivierung von Monozyten und Makrophagen und die Abtétung aufgenommener
Mikroorganismen (Moore et al., 2002). Dies vermindert, wie auch in Erpaten mit IL-10
knockout- oder IL-10 Uberexprimierenden Mausen gezeigt, anti-mykobaldeinathunitat
(Jacobs et al., 2000; Murray und Young, 1999).

DCs, die mit M. tuberculosis infiziert sind, sezernieren IL-12nfBegel und Britton, 2000),
IFN-a, IFN- (Lande et al., 2003) aber auch IL-23 (Happel et al., 2005), die an der
Ausbildung einer Thl Immunantwort beteiligt sind (Lanzavecchia und fsll@©01).
Antigenspezifische T-Zellen wandern dann Uber das Blut an den Ornféétion und
bewirken dort den Einschluss der Bakterien in Granulomeriibtiberculosis jedoch keine
vollstandige Abtétung. Die T-Lymphozyten sezernieren {NRwvas zur Aktivierung von
Makrophagen und dadurch zur Kontrolle der intrazellularen Replikation &ibhe( Abb.2.).
Auch IL-17, welches von Thl7 undd T-Zellen produziert wird, stimuliert die
Makrophagenaktivierung und beeinflusst die Granulombildung (Kolls und Linden, 2004). Es
entsteht ein dynamisches Gleichgewicht zwischen der Erregstpersund dem aktivierten
Immunsystem (Fenton und Vermeulen, 1996; Kaufmann et al., 2003).

Mykobakterien haben die Fahigkeit, in DCs zu Uberleben und zu replizi@oeimgr et al.,
2001; Mohagheghpour et al., 2000; Tailleux et al., 2003), aber nicht die Eigi&nsioha
Wirtszelle abzutdten. Die Persistenz der Mykobakterien in den B@d darauf
zuruckgefuhrt, dass die Phagosomen, in denen sich die Erreger befindenmiicten

Lysosomen fusionieren (Armstrong et al., 1975; Clemens et al., 1995).
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Abb. 2. Die zellulare Immunantwort bei Infektion mit M. tuberculosis (nach Cooper et al.,

2007)
Die durchM. tuberculosis in der Lunge aktivierten DCs produzieren IL-12p40 und transportieren das
aufgenommene Antigen unter dem Einfluss von CCL19 und CCL21 in den dradgare
Lymphknoten. Dort produzieren die DCs IL-23, welches zur Proliferatiogengpezifischer CD4T -
Zellen fuhrt. Vor allem IL-12 aber auch IL-23 und IL-27 férdern die Umwandlung der naivehTGD4
Zellen zu Thl-Zellen, TGB-und IL-6 die Umwandlung zu Thl17-Zellen. Die IRNsroduzierenden
Thl-Zellen stehen in der Lunge in Wechselwirkung mit infizieMégikrophagen und fordern die
IL-17 Produktion durch Thl7-Zellen hat einen Eénflasf die

Granulombildung, nicht aber auf die bakterielle Belastyad.-Zellen sezernieren ebenfalls IL-17.

Bakterienabtotung. Die

1.2.2 IL-12 und IL-23 im Rahmen der Immunantwort gegerM. tuberculosis

IL-12 ist ein Heterodimer, welches sich aus einer p35 und einer p40reldikst
zusammensetzt, wobei letztere in Kombination mit einer p19 Untereaush IL-23 bildet.
IL-12 wird bei vielen Infektionen in der frihen Phase von DCs, aber auch a&rophagen
2003) und

induziert die Differenzierung von naiven CD#-Lymphozyten zu Th1l-Effektorzellen. Dies

und B-Zellen produziert. Es aktiviert die zellvermittelte Abwefirir(chieri,

spielt eine entscheidende Rolle fiur die Abtotung intrazellularehoBane wie M.
tuberculosis. Des Weiteren bewirkt IL-12 die Aktivierung von natirlichen Killdieze (NK-
Zellen). IL-12 induziert in Kombination mit TNE-eine IFNy Sekretion von NK-Zellen und
2002; Trinchieri, 1995 und 2003; Sieling et al.,.Z08&@)rch wird

eine Th1l-Antwort geférdert und die Infektion eingedammt. In IL-12p40 defemeMausen

T-Zellen (Janeway et al.,

ist die Wanderung der DCs in die drainierenden Lymphknoten defekt, und est knmm
keiner Aktivierung naiver T-Zellen (Khader et al., 2006).
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Im Gegensatz zu IL-12 ist die biologische Wirkung von IL-23 bisher nuureichend
bekannt. Produziert wird IL-23 von aktivierten DCs (Oppmann et al., 2000), eateivi
Makrophagen (Verreck et al., 2004) und aktivierten Monozyten (Lee et al.,. 20023
stimuliert die IL-17 Sekretion CD4T-Zellen (Aggarwal et al., 2003) aber auch die HN-
Sekretion naiver humaner T-Zellen (Oppmann et al., 2000). Des Weitereniest 1L-23
Makrophagen, TNFe und Stickoxid (NO) zu sezernieren. Aul3erdem hat IL-23 die Fahigkeit,
die IL-12 und IFNy Produktion von DCs zu induzieren (Belladonna et al., 2002).

1.2.3 TNF«a im Rahmen der Immunantwort gegenM. tuberculosis

TNF-a wird vornehmlich von Makrophagen, aber auch von DCs, B-Zellen, NK-Zellenund T
Zellen gebildet und spielt eine Rolle bei der Apoptose, der Zellakting und
Zelldifferenzierung (Old, 1988; Sedgwick et al., 2000). ToNFsrdert die Reifung von DCs

und ihre Migration in die regiondren Lymphknoten (Banchereau et al., 2B8(ktiviert
Endothelzellen zur Bildung von Adhasionsmolekilen, welche das Eindringen
inflammatorischer Lymphozyten und mononukleéarer Phagozyten in den Infektidnshe
unterstitzen und somit eine entscheidende Bedeutung bei der Einddmmung lokale
Infektionen durch Granulombildung besitzen (siehe Abb. 3.).

Bei der Infektion mitM. tuberculosis fihrt die Freisetzung von TNé&-zu einer Stimulation

von Makrophagen, die infolgedessen vermehrt NO produzieren (Bekker2€(dl), TNFe

ist auch in der Lage, den programmierten Zelltod von Mkhittuberculosis infizierten
Makrophagen auszulésen (Keane et al., 1997). Dies fuhrt zur Abtdtung der Migkada

und ermdglicht die Stimulation des erworbenen Immunsystems durch diblieRsnde
Prasentation mykobakterieller Antigene durch DCs (Schaible e2Qf13). Aufgrund dieser
Funktionen ist TNFx essentiell, um das Dormanzstadium einer InfektionMniiuberculosis
aufrecht zu erhalten (Keane et al., 2001; Gomez-Reino et al., 2003; Mohan et al., 2084; Wall
et al., 2004). Die Relevanz dieses Zytokins fir die Abwehr einer iofeldurch M.
tuberculosis wird bei TNFa defizienten Mausen offensichtlich, da diese keine Granulome
ausbilden (Kindler et al., 1989; Pfeffer et al., 1993) und sehr rasahanirdektion mitM.

tuberculosis versterben (Flynn et al., 1995).
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Abb. 3.  TNF-ua in der Immunreaktion bei Infektion mit M. tuberculosis (nach Jacobs et al.,
2007)

DurchM. tuberculosis aktivierte Makrophagen sezernieren Thknd IL-12, aktivieren T-Zellen und
toten einen groBen Teil der Bakterien ab. Té&NFst zusammen mit IFN-ursachlich an der
Granulombildung und der Abtétung der Erreger beteiligt. Die Neuttmlisaer Zytokine fuhrt zur

Aufhebung der Granulomformation und zu einer disseminierten Infektion.

1.3 Antibiotika und ihr immunmodulatorischer Effekt auf Zellen des Immunsystems

Eine grofRe Anzahl von Antibiotika besitzt neben den antimikrobiellen Ebaften auch die
Fahigkeit, signifikante immunmodulatorische Effekte durch eine Reduktion Indektion
der Zytokinsekretion hervorzurufen (Morikawa et al., 1996). Dies spisdt wichtige Rolle
fur Patienten, die an inflammatorischen Krankheiten leiden und besofidessldhe, deren
zellulare Immunitat geschwacht .idbie Bedeutung von Zytokinen und Chemokinen im
Verlauf einer Infektion unterstreicht die Wichtigkeit, die Einfiéiseon Antibiotika auf die
Zytokinproduktion zu untersuchen (Remick et al., 1997).

Fur unterschiedliche Fluoroquinolone wurden Effekte auf Zellen des Imntenms/s
(Monozyten und PBMCs) beschrieben. Fluoroquinolone gehéren zu den Gyrasehemdhern
damit zu den Antibiotika mit einem breiten antimikrobiellen Spektrumudier anderem zur
Behandlung von systemischen Infektionen eingesetzt werden (Hooper e198l).
Moxifloxacin, welches auch in der Behandlung von Patienten mit TuberkulEseendung
findet, reduziert die Produktion von TNFund IL-1a (Araujo et al., 2002) sowie IL-8 und

IL-1(3 (Weiss et al., 2004) von humanen LPS aktivierten Monozyten in vitro. Toseafh,
16
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ein weiteres Fluoroquinolon, ist ebenso wie Moxifloxacin gegen grathmosund
gramnegative aerobe und anaerobe Bakterien wirksam. In einer Studidaoret al. (Khan
et al., 1998) zeigte sich, dass auch Trovafloxacin die Sekretion vam, lIL-1[3, IL-6, IL-10
und TNFa durch mit LPS oder Pansorbin aktivierte humane Monozyten signifikaunisst.
Levofloxacin steigert die IL-2 Sekretion und inhibiert die [k-BSekretion von mit
Phytohdmagglutinin  stimulierten humanen PBMCs (Yoshimura et al., 2000), und
Grepafloxacin inhibiert die IL-d und IL-13 Sekretion von mit LPS inkubierten humanen
PBMCs (Ono et al.,, 2000). Grepafloxacin inhibiert zudem die W@NKduzierte IL-8
Expression in humanen Lungenepithelzellen (Hashimoto et al., 2000). Weitgthde
gezeigt, dass Ciprofloxacin, Pefloxacin und Ofloxacin in einer Koretgort Gber 25 pg/mi
die TNFa Produktion von LPS-aktivierten humanen Monozyten dosisabhé&ngig hemmen
(Bailly et al., 1990).
Ahnliche Effekte konnten auch fir Makrolide gezeigt werden, welche ameéerem zur
Behandlung von Patienten mit Infektionen des Respirationstraktes verwesmddéen.
Erythromycin inhibiert die Zytokinproduktion (IL-12p70, I31und IL-10) von humanen
DCs, die mittels LPS oder Poly (I:C) aktiviert wurden. Des té/en ist eine reduzierte
Expression von CD54 und CD86 nachweisbar (Yasutomi et al., 2005). Clarittmoumg:
Azithromycin fihren spenderabhéngig entweder zu einem Anstieg oderR&daktion der
Sekretion von IL-6, IL-10, IL-f und TNFea von mit LPS stimulierten humanen Monozyten
(Khan et al.,, 1999). In dieser Arbeit bewirkte Clarithromycin in 71%e esignifikante
Suppression und in 29% einen signifikanten Anstieg der d@MFekretion.
Wesentliche Unterschiede in dem in der vorliegenden Arbeit verwendei® den bisher
beschriebenen In-vitro-Systemen liegen in der Art der verwendelian Zda zuvor meist
Monozyten oder PBMCs verwendet wurden. DCs wurden lediglich in der tAviosi
Yasutomi et al. (Yasutomi et al., 2005) eingesetzt. Dies isbfarrs von Bedeutung, da
bereits in anderen Untersuchungen gezeigt wurde, dass der Effektnamadeinolonen auf
die Zytokinsekretion vom Zelltyp beeinflusst wird (Dalhoff und Shalit, 20@&) haben
Stunkel et al. (Stinkel et al., 1991) gezeigt, dass beispielswaigsnMkrophagen oder tber
vier Wochen kultivierte humane Monozyten nach Inkubation mit Ciprofloxacki IL
sezernieren, wahrend Ciprofloxacin auf die IL-1 Sekretion von Kerati@ozgder frisch
isolierten humanen Monozyten keinen Einfluss hat. Des Weiteren di@eklo-Stimulation
eine wichtige Rolle, da Quinolone allein keinen wesentlichen immunmodsizien Effekt
auf unstimulierte Zellen gesunder Spender haben. UnterschiedlicheliShitnren dann
wiederum zu unterschiedlichen Effekten bei den untersuchten Zellenjgfetal., 2002).
17
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Die Stimulation erfolgte fast ausschlielich durch LPS, aber adansorbin,
Phytohdmagglutinin  und Poly (I:C) wurden verwendet. Eine Stimulierung hdurc
Tuberkuloseantigene erfolgte in den bisher verwendeten In-vitro-Systamolkt. Da LPS
Bestandteil der Zellwand gramnegativer Bakterien ist und Mykobaktezu den
grampositiven Erregern zahlen, ist die Vergleichbarkeit der uBitigingeschrankt. Des
Weiteren zahlten die bislang untersuchten Antiinfektiva vornehmlich zun de
Fluoroquinolonen oder Makroliden, wéahrend andere Antibiotika nicht untersucht wurden.
Dies ist durchaus von Relevanz, da gezeigt werden konnte, dass sogachiedéche
Fluoroquinolone verschiedene Effekte auf die Produktion desselben Zytokins haben kénne
(Blau et al., 2006). Moxifloxacin, aber nicht Ciprofloxacin, inhibiert peilsweise die
Sekretion von IL-6 und IL-8 von Bronchialepithelzellen. Zusatzlich beeirtflule
Konzentration der Medikamente deren Effekte. So kann Ciprofloxacin in@osterung, die
Uber der therapeutischen liegt, die IL-1, IL-6 und TdNFSekretion reduzieren, wahrend
niedrigere Konzentrationen die Produktion dieser Zytokine erhéhen (Bailly et al., 1993).

Die bisherigen In-vitro-Modelle stellen somit ein Vorbild fur dasder vorliegenden Arbeit
verwendete System dar. In Hinblick auf die zu untersuchenden Fragestel sollte eine
Stimulation durch mykobakterielle Antigene erfolgen, um anschlie3enBffdikte von drei
Erstlinien-Antituberkulotika und einem Zweitlinien-Antituberkulotikum auvé @eifung und
Funktion von DCs zu untersuchen. DCs wurden ausgewahlt, da es sich dabei um eine einz
Zellart handelt, die bei der Induktion zellularer Immunantworten, z.B.Iifektion eines
Organismus miM. tuberculosis, eine wichtige Rolle spielt.

1.4 Fragestellung

Es wurde beobachtet, dass Antibiotika die Zytokinproduktion unterschiedlictesieti DCs
oder Monozyten inhibieren oder steigern. So wurde beispielsweisggelsss Moxifloxacin

die Sekretion von TN und IL-1a von LPS aktivierten humanen Monozyten reduziert
(Araujo et al.,, 2002). Untersuchungen zum Einfluss von Moxifloxacin auf die
Zytokinsekretion von DCs wurden bisher nicht durchgefuhrt. Moxifloxacin vélsl
Reserveantibiotikum in der Behandlung einer InfektionMhituberculosis eingesetztBisher

ist also unklar, ob wéhrend der langen Therapie einer InfektioriMimtuberculosis tber
mindestens 6 Monate, zum Beispiel mit Moxifloxacin, die Funktion von P&0rt sein
konnte. Dieses fuhrte zu folgenden Fragestellungen:

1) Fuhrt das verwendet®l. tuberculosis Antigen (Mtb-Ag) zu einer phé&notypischen

Reifung der DCs, haben diese anschlieRend die Fahigkeit, naive m-Zalle
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stimulieren, und wird deren IL-10, IL-12p40, IL-12p70, IL-23 oder TdN&ekretion
induziert?
2) Hat Moxifloxacin, wie zuvor fir humane Monozyten beschrieben, einetugsnauf
die Funktion, insbesondere die Zytokinsekretion, von Mtb-Ag stimulierten DCs?
3) Haben Isoniazid, Ethambutol und Rifampicin einen Einfluss auf die phéasdigpi
Reifung der DCs, auf deren Potential, naive T-Zellen zu stimuliened induzieren

oder inhibieren sie die Zytokinsekretion der Mtb-Ag stimulierten DCs?

19



2 Materialien und Methoden

2 Materialien und Methoden
2.1 Materialien

2.1.1 Verwendete Gerate

» Brutschranke (Heraeus, Hanau)

* Durchflusszytometer, FACS Calibur™ (BD Biosciences, Heidelberg)

« Flussigkeitsszintillationszahler, Tri-Carb®2000CA (Perkin Elmer, lthiéan, MA,
USA)

e Heraeus-Varifuge RF, Rotortyp 5310 fur Rohrchen, Rotortyp 4070 fur Platten
(Heraeus)

e Lichtmikroskop (Zeiss, Jena)

¢ Neubauer Zahlkammer (Roth, Karlsruhe)

e Sicherheitswerkbank (Heraeus)

» Tischzentrifuge, Biofuge 13 (Heraeus)

» Trockenschrank (Memmert, Schwabach)

* Vortexer, Reamix 2789 (Assistent, Sondheim)

* Wasserbad (Kottermann, Uetze/Hanigsen)

e Zellharvester Titerek™ (Flow Laboratories, McLean, Virginia, USA)

2.1.2 Pipetten und Pipettenzubehor

» Akku-Pipettierhilfe (Hirschmann Laborgerate, Eberstadt)

» Multikanalpipette (Costar, NY, USA)

» Multipette plus (Eppendorf, Hamburg)

* Pipetten, Research, 0,5-10 ul, 2,0-a0 10-100 pl, 20-200ul, 100-1000 pl
(Eppendorf)

* Spitzen fur Pipetten, Research, 0,1-10 pl, 0,54200-100 pl, 20-20Qul, 50-1000ul
(Eppendorf)

» Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml (Falcon®, Wiesbaden)

2.1.3 Zellkultur- und ELISA-Platten

e ELISA-Platten, Immunomodule (Nunc™, Wiesbaden)
o Zellkulturplatten mit 6 Vertiefungen (Nunc™)

e Zellkulturplatten mit 24 Vertiefungen (Nunc™)
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2.16

Zellkulturplatten mit 96 Vertiefungen, Flachboden (Nunc™)
Zellkulturplatten mit 96 Vertiefungen, Rundboden (Nunc™)

Zellkulturplatten mit 96 Vertiefungen, Spitzboden (Greiner Bio-One, Frickenhausen)

Ro6hrchen

FACS-Ro6hrchen, 12 mm x 75 mm (BD Falcon™)
Mikro-Schraubenrdhrchen, 1,5 ml (Sarstedt, Numbrecht)
Szintillationsréhrchen, 6 ml (Perkin Elmer)
Verdinnungsrohrchen, Polysterol, Rundboden (Greiner Bio-One)
15 ml Zentrifugenréhrchen (Nunc™)

50 ml Zentrifugenréhrchen (Nunc™)

Bakterielle Antigene

Lipopolysaccharid (LPSEscherichia coli, 0111:B4 (Sigma, Taufkirchen)

M. tuberculosis Antigen (Mtb-Ag), 1 pg/ul: Mtb-Ag wurde aus einer Kultur des
Stammes H37Rv gewonnen, die in Middlebrook 7H9 Medium gewachsen ist. Die
zunachst gefriergetrockneten Bakterien wurden anschlieRend in PBSzisdnif

Freundlicherweise von Dr. Timo Ulrichs, Max-Planck Institut fir ktifensbiologie,

Berlin, zur Verfiigung gestellt

Antikorper

Tab 2. Die verwendeten Antikdrper und deren Klon, Fluorchrom und Herseller

AK Klon Fluorchrom Hersteller

a-CD3 SP34 PE BD Pharmingen, Heidelberg
a-CD14 MDP9 PE Becton Dickinson

a-CD20 L27 PE Becton Dickinson

a-CD25 2A3 PE Becton Dickinson

a-CD40 mADb89 PE Immunotech, Marseille, Frankreich
a-CD80 L307.4 PE Becton Dickinson

a-CD83 HB15e PE Caltag, Burlingame, CA, USA
a-CD86 2331 PE BD Pharmingen

a-HLA-DR L243 FITC/PE Becton Dickinson
Isotypkontrolle| X40 bzw. X39| FITC/PE Becton Dickinson
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2.1.7 Antituberkulotika
Antituberkulotika der 1. Wabhl:

« Ethambutol (Haupt Pharma, Wolfratshausen), verwendet in einer Konzentrah 1
mg/ml

e Isoniazid, Tebesium®-s-100 mg (Sanavita Pharma, Wernigerode), verwereleer
Konzentration von 1 mg/ml

« Rifampicin, Eremfat 400 mg (Fatol, Schiffweiler), verwendet meeiKonzentration
von 1 mg/ml

Antituberkulotika der 2. Wah!:
* Moxifloxacin (Bayer AG, Leverkusen), verwendet in einer Konzentration 1

mg/ml

2.1.8 Pufferlésungen
EDTA-Puffer
* 1 mM EDTA (Sigma)
* 0,5% BSA (Sigma) in PBS (Biochrom AG, Berlin)

FACS-Fix
* 4% Formaldehyd (Sigma) in PBS

FACS-Puffer
« 5% FCS (Biochrom AG)
* 0,02% Natriumazid (Sigma) in PBS

PBS-T
e 0,05% Tween 20 (Sigma) in PBS

PBST-B
* 0,5% BSA in PBS-T

Substrat-Puffer:
e« 12,85 ml NaPOy, 0,2 M (Merck, Darmstadt)
e 12,15 ml Zitronensaure, 1 M (Merck)
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e 25 ml Agqua destillata (Fresenius Kabi, Bad Homburg)

2.1.9 Zellkulturmedium

« RPMI 1640 (Gibco BRL, Invitrogen, Karlsruhe)
e 2 mM L-Glutamin (Gibco BRL, Invitrogen)

* 10 mM HEPES (Gibco BRL, Invitrogen)

e 50uM 2-Mercaptoethanol (Sigma)

« 10% FCS (Biochrom AG)

2.1.10 Zytokine
 GM-CSF (Berlex, Wayne, NJ, USA)
e IL-1B (R&D, Minneapolis, MN, USA)
 IL-4 (R&D)
« IL-6 (R&D)
« PGE2 (Sigma)
« TNF-o (R&D)

2.1.11 Chemikalien

* Ficoll-Hypaque (Amersham Biosciences, Minchen)
e Natrium-Ascorbat (Sigma)

¢ Natriumazid (Sigma)

e Salzsaure (Sigma)

» Schwefelsaure (Sigma)

» Szintillationsflissigkeit Hionic Fluor (Perkin Elmer)
e Thymidin (Perkin Elmer)

« TMB-Tabletten (Sigma)

e Trypanblau (Biochrom AG)

* Wasserstoffperoxid (Sigma)

2.1.12 Leukozytenkonzentrate

* Leukozytenkonzentrate: Gesunde Spender, Deutsches Rotes Kreuz, Blutspshdedie

Berlin
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2.1.13 Materialien zur Zellseparation

MACS-Mikromagnetpartikel-gekoppelte anti-CD14-Antikdrper (Miltenyiiotc,
Bergisch Gladbach)

*  MACS-Trennsaulen (Miltenyi Biotec)

*  MACS-Mikromagnetpartikel-gekoppelte anti-FITC-Antikorper (MiltenypBic)

2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung von PBMCs aus Leukozytenkonzentraten

Fir die Gewinnung von PBMCs aus Leukozytenkonzentraten wurden 10 ml FicdDd ml
Blut in 50 ml Zentrifugenrbhrchen Uberschichtet. Danach wurden die RohréineROf
Minuten bei Raumtemperatur und 2000 rpm ungebremst zentrifugiert. DibeBtandteile
ordnen sich dabei entlang ihres Dichtegradienten an. Das Plasnshgsvsich als oberste
Schicht im Zentrifugenrdhrchen sammelt, wurde verworfen. Die PBM{@ssich in der
Interphase anreichern, wurden mit einer Pipette enthommen, in eiaraseiRohrchen
Uberfuhrt und in PBS resuspendiert. Bei 1700 rpm, 4 °C und Bremse Stufe 5 wdigde
Zellen 10 Minuten zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde anschlieRerarmal bei 1300 rpm
wiederholt. AnschlieRend wurden die Zellen in einer dem Ausgangsvolunsgresitenden
Menge Medium resuspendiert. Um die PBMCs zu z&dhlen, wurde ein Alidaot
Zellsuspension mit Trypanblau verdinnt und in eine Neubauer Zahlkammeirepipkttder
Zahlkammer wurden 16 Kleinquadrate ausgezahlt und die Gesamtzalitaldr Formel n x
Volumen x Verdunnungsfaktor x 41@erechnet. Dabei ist n die Zellzahl, die man in 16
Kleinquadraten gezahlt hat.

2.2.2 Magnetische Zellseparation von Monozyten und Gewinnung von DCs

Die magnetische Zellseparation dient der Isolierung von MonozyteRBMEs, indem die

CD14" Zellen durch die Bindung an Mikromagnetpartikel-gekoppelte anti-CD14dupir
abgetrennt werden. Dazu wurden die gewonnenen PBMCs 10 Minuten bei 1300 rpm und 4 °C
in EDTA-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurden jeweils 1EBMCs in 95ul EDTA-

Puffer resuspendiert, pl MACS Mikromagnetpartikel-gekoppelte anti-CD14-Antikorper
zugefugt und 15 Minuten bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Es folgte ein veeit&taschschritt

mit EDTA-Puffer. Nachdem die MACS-Trennsaulen einmal mit 50B[RTA-Puffer gespult
wurden, wurde die Zellsuspension aufgetragen. Die Saulenkapazitat biedoeg 1x18

Zellen. AnschlieRend wurden die Saulen noch dreimal mit 500 pl EDTAPgekplt. Die
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CD14 Zellen wurden nach Entfernung der Saule aus dem Magnetfeld mit SBDTA-
Puffer aus der Saule eluiert und dreimal in Zellkulturmedium gevesss um im Anschluss
erneut eine Verdinnung mit Trypanblau fur die Zellzahlung zu erstellen.

Die CD14 Zellen wurden anschlieRend in Zellkulturplatten mit 6 Vertiefungeniviest,
wobei sich in einer Vertiefung jeweils 3X12ellen in 3 ml Zellkulturmedium befanden. Den
Vertiefungen wurden 1000 U/ml humanes GM-CSF und 100 U/ml humanes IL-4 als
Differenzierungsstimulus zugesetzt. Die Inkubationszeit betrugg&, T@obei am zweiten
und vierten Tag erneut GM-CSF und IL-4 in der oben beschriebenen Dosis und 200
Zellkulturmedium/Plattenvertiefung hinzugeftigt wurden. Es standen emstea Tag unreife
DCs zur Verfugung, die nach der Aktivierung einer FACS-Analyse ethmr gemischten
Leukozytenreaktion (Mixed Leukocyte Reaktion, MLR) zugeflhrt wurden (Abb. 4.).

Elut
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Ficoll

v

mononulkledre Zellen

¢ CD14*-Zellzeparation
Llonozyten
¢ GM-CSF + IL-4 fidr 6
Tage
unreife DiCs
l stimulierung fiar 48 Stunden

reife DC: (z B mit Mib-4Ag)

FACS-Analysee MMLE Uberstande (nach 12, 24, 48
stunden)

v

IL-12p40-, IL-12p70-,
IL-10-, IL-23- und TNF-o- ELISA

Abb. 4.  Prozess zur Gewinnung unreifer und reifer DCs ausionozytaren Vorlauferzellen aus
peripherem Blut von Menschen und deren weitere Verwendung
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2.2.3 Stimulation von DCs mit proinflammatorischen Zytokinen, Mtb-Ag oder LPS

An Tag 6 wurden die unreifen DCs mit einer Dichte von jeweils 5xh01,5 ml
Zellkulturmedium in einer Zellkulturplatte mit 24 Vertiefungen awssge wobei fur jede
Kondition 3-fach-Ansatze angelegt wurden. Die unreifen DCs wurden aisahd mit
folgenden Stimuli inkubiert:

* Proinflammatorische Zytokine (1 pg/ml P&B,7 pl/ml IL-6, 2 pl/ml IL-B und 2

pl/ml TNF-o)

e 10 pg/ml Mth-Ag

e 20 pg/ml Mtb-Ag

e LPS1pg/ml

In jede Vertiefung wurde zusatzlich zu den Stimuli jeweils 10001 WM-CSF und 100

U/ml IL-4 pipettiert. Die DCs wurden fir 48 Stunden bei 37 °C und 5% i@Kubiert, wobei

nach 12, 24 und 48 Stunden jeweils 500 pl Uberstand entnommen und fiir die spétere
Zytokinbestimmung bei -80 °C eingefroren wurden.

An Tag 8 wurden die DCs phanotypisch mittels Durchflusszytomeata/siert und fir die

MLR verwendet. Diese Verfahrensweise gilt ebenso fur die folgenden Versuche.

2.2.4 Inkubation von DCs mit Mtb-Ag unter dem Einfluss von Antituberkulotika

Nach dem oben genannten Schema (siehe 2.2.3) wurden unreife humane DCs in
Zellkulturplatten mit 24 Vertiefungen ausgesat und zusatzlich Moattin (1 pg/ml, 5

pg/ml oder 10 pg/ml), Isoniazid (1 pg/ml, 3 pg/ml, 6 pg/ml), Ethawl (1 pg/ml, 3 pg/ml

oder 6 pg/ml) oder Rifampicin (5 pg/ml, 15 pg/ml, 30 pg/ml) hinzigfefes wurden jeweils

die physiologische Konzentration, eine niedrigere sowie eine doppelt sKbakentration

der Antibiotika gewahlt.

Das sich im Isoniazid-Praparat als Zusatzstoff befindlicheuh@ldas sich als Zusatzstoff im
Rifampicin-Préaparat befindliche Natrium-Ascorbat wurden der Komtrol der dem

Medikament entsprechenden Konzentration beigefiigt.

2.2.5 Magnetische Anreicherung von T-Lymphozyten

Fiar die Anreicherung von T-Lymphozyten wurden PBMCs wie unter 2.2.1 bdsehrie
gewonnen und anschlieBend die HLA-DR negativen Zellen mittels Miknoetgaytikel-
gekoppelter Antikdrper separiert. Dazu wurden PBMCs mit EDTA-Puéfieuspendiert und
anschlielend bei 1300 rpm, 4 °C und einer auf Stufe 5 gestellten Bremgenui@n

zentrifugiert. AnschlieBend wurden 1X1BBMCs in 100 ul EDTA-Puffer resuspendiert und
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2 ul/Ax10 Zelleno-HLA-DR-FITC zugegeben. Nach einer 15-miniitigen Inkubationszeit bei
4 °C in Dunkelheit wurden die Zellen dreimal in EDTA-Puffer resusgehdnd zentrifugiert
(1300 rpm, 4 °C, Bremse Stufe 5, 10 Minuten). Dann wurden jeweils’ Beli@n mit 90 pl
EDTA-Puffer resuspendiert und Mikromagnetpartikel-gekoppelte an@HAmtikérper in
einer Konzentration von 10 pl/1x1@ellen hinzugefiigt. Nach 15-miniitiger Inkubationszeit
bei 4 °C in Dunkelheit wurden die Zellen in EDTA-Puffer gewascheasdi Schritt diente
der Entfernung der ungebundenen Antikorper. Bevor die Zellen auf die MAM&ASE
pipettiert wurden, wurden diese jeweils einmal mit 500 ul EDTAdPufgespllt.
Anschlielend wurde auf jede S&dule 1 ml der Zellsuspension pipettiert HDA-DR-
negativen Zellen wurden, nachdem sie die Saule passiert hattenglikultdrmedium
aufgefangen und dreimal gewaschen. Anschliel3end wurden die Zellent gerhilauf eine
Zelldichte von 2x10Zellen/ml fiir die Verwendung im Rahmen der MLR eingestellt.

Fur die Reinheitskontrolle der gewonnenen Zellpopulation wurde eine durehfluss
zytometrische Analyse mit PE-konjugierten Antikorpern gegen dieflableenantigene CD3,
CD14, CD20 durchgeftihrt. Die Reinheit betrug bezogen auf CD3 als T-Lyiytehozarker

> 87%.

2.2.6 Allogene MLR

Diese Untersuchung lieferte eine Aussage daruber, in welchem afustie durch
verschiedene Stimuli gereiften und gegebenenfalls mit Antibiotikearimielten DCs die
Féahigkeit besitzen, T-Lymphozyten zu aktivieren und ihre Proliferatinauregen. Da es sich
um eine allogene gemischte Leukozytenreaktion handelte, wurden DCs Zekei-von
unterschiedlichen Spendern verwendet.

DCs wurden nach 48 stundiger Inkubationszeit entnommen und nach der Zahluingeauf e
Zelldichte von 5x1®ml eingestellt. Firr jede Reifungskondition wurden die DCs in
absteigenden Zahlenverhaltnissen mit 2XI&ellen in einer Flachbodenzellkulturplatte mit
96 Vertiefungen inkubierin 3-fach-Ansatzen wurden 100 pl der jeweiligen DC-Verdinnung
zu 100 ul der T-Zellsuspension gegeben. Als Kontrolle wurden®sR0% und 2x10 T-
Zellen/Vertiefung in 200 pul Zellkulturmedium allein inkubiert (ebelsfalje drei
Vertiefungen). Die Zellkulturplatte wurde anschlie3end fur funf Tage37 °C und 5% CO
inkubiert, bevor jeder Vertiefung 1 pCi tritiummarkiertes Thymidigesetzt wurde. Nach
weiteren 24 Stunden wurde der Platteninhalt mit einer Pumpe aw@fnfakten (MP
Biomedicals, ICN, Solon, OH, USA) tberfuhrt und diese flir mindestens 80téfi in einem
Trockenschrank bei 55 °C getrocknet. Anschlielend wurden die Proben mit 2,5 ml

Szintillationsflissigkeit in Szintillationsrohrchen Uberfuhrt. Die fingininkorporation, die
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proportional zur T-Zellproliferation ist, wurde abschliel3end im

Flassigkeitsszintillationsz&hler gemessen.

2.2.7 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermoglicht die Identifizierung und Trenmumg Zellen aufgrund
ihrer Oberflachenantigene. Dazu werden die Zellen zunachst mikopeirn inkubiert,
welche mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugiert wurden (siehe 2.1&)n Werden die
Zellen durch eine Kapillare gedriickt, in der der Strom von Einzetzelurch einen Laser
erfasst wird. Fotodetektoren messen die durch die Zellen ausgeserustreuung und
kbnnen dadurch die relative Grofle (FSC), die relative GranuliertB8SC) sowie die
spezifische Fluoreszenz (FL1 und FL2) und relative Fluoreszenzidtereier Zelle
bestimmen und aufzeichnen. Dabei wird das Vorwartsstreulicht durcEetlgréRe, das
Seitwartsstreulicht durch die Granuliertheit beeinflusst. Dien®tyaisierung von DCs
ermoglicht eine Aussage Uber deren Aktivierung durch die eingasehtienuli. Hierflr
werden mittels Durchflusszytometrie das Vorkommen und die H&aufigkamit einzelnen
Oberflachenstrukturen mittels Fluoreszenz gemessen. Dieseojgiriional zur Anzahl der
pro Zelle gebundenen Antikérper.

Die DCs wurden zunachst mit FACS-Puffer resuspendiert und bei 13004rp@, zehn
Minuten lang zentrifugiert, die Bremse wurde auf Stufe 5 einlifest@schliel}end wurden
die Zellen in FACS-Puffer resuspendiert und jeweils 50 ul davonni ¥ertiefung einer
Spitzbodenplatte mit 96 Vertiefungen pipettiert. Insgesamt wurden \éattiefungen pro
Kondition beftillt. Die erste erhielt 1 pl der Isotypkontrolle und diedéeMal’ flr die nicht
antigenspezifische Antikdrperbindung. In die zweite bis achte Viengetvurden 0,5 pl des
Antikorpersa-HLA-DR-FITC pipettiert und in die Vertiefungen drei bis acht&uaich 1 pl
der PE-konjugierten Antikoérper-CD14, a-CD25, a-CD40, a-CD80, a-CD83 unda-CD86.
Die Platten wurden anschlie3end fur mindestens 30 Minuten bei 4 °C uchéabschluss
inkubiert, bevor sie mit FACS-Puffer drei Minuten (2200 rpm, 4 °C, BreBisde 5)
zentrifugiert wurden. Die Platten wurden noch zweimal gewaschen und| FORCS-Fix in
jede Vertiefung pipettiert. Im Anschluss erfolgte die Messund@unchflusszytometer und

die Analyse. Dazu diente die Software Cell Quest Pro 4.0.1™,

2.2.8 Zytokinnachweis mittels ELISA
Die Bestimmung der Zytokine IL-12p40, IL-12p70, IL-10, IL-23 und T&EFfolgte aus den

Zellkulturiiberstanden der unterschiedlich stimulierten DCs. Diefieimn Uberstande

wurden nach der Entnahme bis zur Quantifizierung mittels ELISAS8efC aufbewahrt. Es
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wurden kommerziell erhaltliche Sandwich-ELISA-Kits (IL-12p40, IL-12p70 lindO: U
CyTech Biosciences, Utrecht, Niederlande; IL-23: eBioscience,ago, CA, USA und

TNF-a: Diaclone, Besangon Cédex, Frankreich) verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Aktivierung unreifer humaner DCs mittels Mtb-Ag

Um zunéchst zu bestimmen, ob Mtb-Ag DCs aktiviert, wurden unreife flxC48 Stunden
mit 10 pg/ml oder 20 pg/ml des Mtb-Ag inkubiert und anschlieRend der Rp&tet Zellen

mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Als Negativkontrollentka DCs, die nur in Medium
inkubiert wurden, als Positivkontrolle wurden mit LPS stimulierte D€svendet. Sowohl 10
pg/ml Mtb-Ag als auch 20 pg/ml Mtb-Ag verursachten eine verighair vermehrte
Expression der reifungsrelevanten Oberflachenmolekile im VergkeiciNegativkontrolle

(Abb. 5.).
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Abb. 5.  Mtb-Ag aktiviert humane DCs.

Nach 48-stiindiger Stimulation mit LPS oder Mtb-Ag (10 pg/ml aenug/ml) wurden die DCs
durchflusszytometrisch analysiert. Die Zahlen geben die prozentateite CD25-, CD80-, CD83-,
CD86- und HLA-DR-doppeltpositiver Zellen an. Vergleichbare Ergebnigsrden in zwei weiteren

Experimenten mit DCs von verschiedenen humanen Spendern erzielt.

Im Vergleich zu den mit LPS aktivierten DCs wurde CD25 in denExperimenten auf den
mit 10 pg/ml Mtb-Ag aktivierten DCs um 40 bis 85% und auf den mit 2@nuNitb-Ag
aktivierten DCs um 40 bis 80% weniger exprimiert. CD83 wurde auf diehOug/ml Mtb-

30



3 Ergebnisse

Ag aktivierten DCs um 19 bis 65% und auf den mit 20 pg/ml Mtb-Ag aktemm DCs um 15
bis 47% weniger exprimiert. Bei CD80 wurde ein vergleichbarer dsgmwnsanstieg auf den
DCs, die mit Mtb-Ag oder LPS inkubiert worden waren, beobachtet. R@reEsionsanstieg
von CD86 war auf den DCs, die mit 20 pg/ml Mtb-Ag inkubiert worden nyarergleichbar
mit demjenigen von Zellen, die mit LPS aktiviert wurden. Unter Anwendamg10 pg/ml
Mtb-Ag fiel der Expressionsanstieg minimal geringer aus. Mtb-idduziert in den
verwendeten Konzentrationen eine phanotypische Reifung unreifer DCszdgditie CD25

und CD83 jedoch schwacher ist als nach LPS-Stimulation.

Die T-zellstimulierende Kapazitdt Mtb-Ag-aktivierter DCsinde in MLRs bestimmt. Dafur
wurden zuvor mit Mtb-Ag stimulierte, durch LPS aktivierte odernmalie Medium inkubierte
DCs mit allogenen T-Zellen fur 5 Tage inkubiert. DCs, die entweded0 pg/ml oder 20
pa/ml Mtb-Ag aktiviert wurden, verursachten gleichermal3en eimkes€aT-Zellproliferation
als DCs der Negativkontrolle und eine vergleichbare mit derjendjerdurch LPS-aktivierte
DCs induziert wurde (Abb. 6.). Hinsichtlich ihres T-zellstimulierand®otentials

unterschieden sich somit Mtb-Ag-stimulierte DCs nicht von LPS-aktivierten DC
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Abb. 6.  T-Zellstimulierung durch Mtb-Ag oder LPS aktivierte DCs.

Die mit 10 pg/ml, 20 pg/ml oder LPS aktivierten DCs wurdenbistgigenden Zahlenverhaltnissen
mit 2x1@ T-Lymphozyten fiir 5 Tage koinkubiert bevor tritiummarkiertesiltjn zugesetzt wurde.
Nicht stimulierte DCs desselben Spenders dienten als NegatiohentAm 6. Tag wurde die T-
Zellproliferation durci®H Thymidininkorporation gemessen. Gezeigt ist ein reprasentdiigebnis

aus drei unabhangigen Experimenten.
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Um den Effekt von Mtb-Ag auf die Zytokinproduktion von DCs zu untersuchen, wunden i
den Uberstanden von DCs, die 48 Stunden durch Mtb-Ag (10 pd&nR0 pg/mistimuliert
wurden, die Konzentrationen von IL-12p40, IL-12p70, T&YFH-10 und IL-23 mittels
ELISA bestimmit.

Mtb-Ag induzierte die Produktion von IL-12p40, wobei 20 pg/ml Mtb-Ag eineaatappelt
so starke Sekretion bewirkte wie 10 pg/ml Mtb-Ag (Abb. 7.). Nachviddiing der DCs mit
10 pg/ml oder 20 pg/ml Mtb-Ag konnte die maximale IL-12p40 Sekretioh A8cStunden
gemessen werden. Die Werte waren jedoch zu jedem Zeitpunkt gedlsggaelie LPS-
aktivierter DCs. IL-12p70 wurde von den mit Mtb-Ag stimulierten DGshhiproduziert
Lediglich LPS induzierte, wie in der Literatur beschrieben (Kinéga et al., 2008), eine IL-
12p70 Sekretion der DCs (Daten nicht gezeigt).

Da IL-12p70 und IL-23 mit IL-12p40 eine gemeinsame Untereinheit beskagnle auch
untersucht, ob ein Teil des gemessenen IL-12p40 als IL-23 sezemidd.Weder 10 pg/ml

noch 20 pg/ml Mtb-Ag induzierten eine nennenswerte IL-23 Sekretion (Daten niclgtyezei
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Abb. 7. Mtb-Ag induziert die Sekretion von IL-12p40 durch DCs.

Unreife humane DCs wurden Uber 48 Stunden mit Mtb-Ag oder LPS stitnulid die 1L-12p40
Produktion nach 12 Stunden (schwarze Saulen), 24 Stunden (dunkelgraue Sauk)Stumden
(hellgraue Séaulen) in den Zellkulturiberstdnden mittels ELISAegsen. Die Ergebnisse sind

reprasentativ fur drei Experimente, die mit DCs unterschiedlicher Spender eftilatigvurden.

Mtb-Ag induzierte auch die Sekretion von TNFwobei die Stimulation mit 20 pg/ml des
Mtb-Ag wiederum eine etwa doppelt bis dreimal so starke &NFekretion bewirkte wie die
durch 10 pg/ml (Abb. 8.). Die maximale TNFSekretion konnte dabei nach 12 Stunden
gemessen werden. Die TNFProduktion der mit Mtb-Ag stimulierten DCs war zu jedem
Zeitpunkt geringer als diejenige LPS-aktivierter DCs.
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Abb. 8.  Mtb-Ag induziert die TNF-a Sekretion von humanen DCs.

Unreife humane DCs wurden Uber 48 Stunden mit Mtb-Ag oder LPS aktiviert. In den nacimd@nSt
(schwarze Saulen), 24 Stunden (dunkelgraue Saulen) und 48 Stunden (hellgtdaa) S
entnommenen Zellkulturiiberstanden wurde anschlieRend dieaTiibazentration mittels ELISA

gemessen. Das Ergebnis ist reprasentativ flr drei VersucheitdigCs unterschiedlicher Spender

durchgefiihrt wurden.

Mtb-Ag aktivierte DCs sezernierten ebenfalls mehr IL-10 aldViedium inkubierte DCs
(Abb. 9.). Die Stimulation der DCs mit 20 pg/ml Mtb-Ag induzierteeta hier eine etwa
doppelt so starke IL-10 Sekretion im Vergleich zu 10 pg/ml Mtb-Agd® Konzentrationen

induzierten die maximale IL-10 Sekretion nach 12 Stunden.
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Abb. 9. Induktion der IL-10 Sekretion durch Stimulation humaner DCs mit Mtb-Ag.

Wahrend der Stimulation unreifer DCs mit Mtb-Ag wurden nach 12 Stufsidnvarze Saulen), 24
Stunden (dunkelgraue Séaulen) und 48 Stunden (hellgraue Saulen) Uberstandementnamd
anschlieBend die IL-10 Konzentration mittels ELISA analysiert. E¥gebnis ist reprasentativ fir die

drei unabhéngig voneinander durchgefuhrten Versuche.

33



3 Ergebnisse

Da 20 pg/ml Mth-Ag eine starkere Induktion der IL-12p40-, TdNRind IL-10 Sekretion
verglichen mit 10 pg/ml Mtb-Ag bewirkte, wurden alle Folgeversuch@ dieser

Konzentration durchgefihrt.

3.2 Moxifloxacin inhibiert die Expression von CD25 und CD83 sowie diSekretion
von IL-12p40, TNF-a und IL-10 von Mtb-Ag stimulierten DCs

In verschiedenen Studien wurde zuvor der inhibierende Einfluss von Moxiftoracidie
Sekretion von TNFe, IL-1, IL-8 und IL-12 von mit LPS stimulierten Monozyten gezeigt
(Araujo et al. 2002; Weiss 2004). Um zu untersuchen, ob Moxifloxacin aucudie Mtb-
Ag induzierte DC-Aktivierung inhibiert, wurden DCs mit 20 pug/ml Mt stimuliert und
mit Moxifloxacin in den Konzentrationen 1 pg/ml, 5 pug/ml oder 10 pghklibiert. Die
gewéhlten Konzentrationen orientierten sich an der Publikation von Araajo @raujo et
al., 2002). Hier wurde jeweils die physiologische Konzentration des Atikbims im
Organismus, sowie eine funfmal niedrigere und eine doppelt so hohe eingesetzt.
Beziglich der phanotypischen Reifung der DCs zeigten sich in dehflisszytometrie
sowohl bei den allein mit den Mtb-Ag aktivierten DCs als auch heiZddlen, die zusatzlich
mit Moxifloxacin inkubiert wurden, eine deutlich vermehrte Préasenmtatider
Oberflachenmolekile CD25, CD80, CD83 und CD86 gegenuber der Negativkontrioie (A
10.). Die Expression von CD25 und CD83 war bei den allein mit Mtb-Agusénen DCs
jedoch starker als bei den zusatzlich mit Moxifloxacin inkubiertatled, wobei die
Expressionsstarke umso niedriger war, je mehr Moxifloxacin estijesurde. CD25 wurde
bei Inkubation mit 10 pg/ml Moxifloxacin zu 42 bis 55% weniger expmimi€ine
Kultivierung mit 1 pg/ml Moxifloxacin verursachte noch eine Reduktion 20rbis 35%.
CD83 wurde auf den DCs, die mit 10 ug/ml Moxifloxacin inkubiert wurden4grbis 75%
weniger exprimiert als auf den DCs der Positivkontrolle. Moxiftaxebewirkt somit eine
konzentrationsabhangige Reduktion von CD25 und CD83 auf mit Mtb-Ag aktivierten DCs.
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Abb. 10. Moxifloxacin reduziert die Expression von CD25 und CD83 auf Mtb-4 aktivierten
DCs.

Nach 48-stundiger Stimulation mit Mtb-Ag allein oder zusatzticthMoxifloxacin (1 pg/ml, 5 pg/mi
oder 10 pg/ml) wurden die DCs durchflusszytometrisch analysiertZ&hlen geben die prozentualen
Anteile CD25-, CD80-, CD83-, CD86- und HLA-DR-doppeltpositiver Zeln Die Daten sind

reprasentativ fir drei unabhangig voneinander durchgefiihrte Experimente.

Bei der Untersuchung des T-zellstimulierenden Potentials derhveden stimulierten DCs
zeigten sich nahezu lbereinstimmende Ergebnisse fir nur mit Mékihgerte und fur
zusatzlich mit Moxifloxacin inkubierte DCs (Abb. 11.). Diese Wéaigen stetsiber denen
der Negativkontrolle. Das T-zellstimulierende Potential Mtb-Agjveerter humaner DCs

wird somit durch Inkubation mit Moxifloxacin nicht inhibiert.
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Abb. 11. Moxifloxacin inhibiert nicht das T-zellstimulierende Poential Mtb-Ag aktivierter
DCs.

Unreife DCs wurden 48 Stunden mit Mtb-Ag oder zusatzlich mit @ pg/ml oder 10 pg/mi
Moxifloxacin inkubiert und anschlieRend in absteigenden Zahlenverhaltnisser2xt®® T-
Lymphozyten koinkubiert. Nicht stimulierte DCs desselben Spendensedials Negativkontrolle.
Am 6. Tag wurde die T-Zellproliferation duréh Thymidininkorporation gemessen. Die Ergebnisse

sind reprasentativ fir drei durchgefiihrte Experimente.

Um den Effekt von Moxifloxacin auf die Zytokinproduktion Mtb-Ag-aktivierteCs zu
untersuchen, wurden den Uber 48 Stunden mit Medium, Mtb-Ag allein oder mirsati
Moxifloxacin inkubierten DCs nach 12, 24 und 48 Stunden Uberstande entnommen und die
Konzentrationen von IL-12p40, IL-12p70, TNEAL-10 und IL-23 mittels ELISA bestimmit.
Es zeigte sich ein konzentrationsabhangiger inhibitorischer EffekiMaifloxacin auf die
durch Mtb-Ag induzierte IL-12p40 Sekretion (Abb.12.A). Die maximale Zytokidpktion
wurde wieder nach 48 Stunden gemessen. Bezogen auf die Werte nach 48 $tuddedie
IL-12p40 Sekretion durch Inkubation mit 1 pg/ml Moxifloxacin um 33% und bei/fiug
Moxifloxacin um 60 bis 67% reduziert. Die mit 10 pg/ml Moxifloxadultivierten DCs
sezernierten zwischen 67 und 85% weniger IL-12p40 als die allein th#ANI aktivierten
DCs. Die IL-12p40 Konzentrationen der mit Mtb-Ag aktivierten und mit flaxacin
koinkubierten DCs lagen zu jedem Zeitpunkt tUber den Werten der alleMetfium
kultivierten DCs. Das durch Mtb-Ag inkubierte DCs sezerniert&dp40 lag auch unter dem
Einfluss von Moxifloxacin nicht als IL-12p70 oder IL-23 vor (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 12. Hemmung der IL-12p40, TNFe und IL-10 Produktion von Mtb-Ag stimulierten DCs
durch Moxifloxacin.

Die im ELISA analysierten Uberstande der mit Mtb-Ag alleider zusatzlich mit Moxifloxacin
inkubierten DCs wurden nach 12 Stunden (schwarze Saulen), 24 Stunden (duek&taren) und 48
Stunden (hellgraue Saulen) entnommen. Aufgrund der geringen IL-12p40 &ekietiDCs nach 12
Stunden sind hier nur die Werte nach 24 und 48 Stunden gezeigt. Gezeigtregtrasentatives von

drei vergleichbaren Ergebnissen.
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Moxifloxacin inhibierte auch die Induktion der TNFSekretion von mit Mtb-Ag aktivierten
DCs (Abb. 12.B). DCs, die nur mit Mtb-Ag reiften, zeigten die star$NFo Produktion.
DCs, die in der Gegenwart von 1 pg/ml Moxifloxacin aktiviert wurgenduzierten 20 bis
35% weniger TNFe. Bei Inkubation mit 5 pg/ml Moxifloxacin wurde die TNFSekretion
um 20-90% reduziert, bei Inkubation mit 10 pg/ml Moxifloxacin um 30-90%.nxigimale
TNF-o Sekretion wurde bei zwei Versuchen nach 12 Stunden, bei einem jedoch nach 24
Stunden gemessen. Ob dieser Unterschied auf der Verwendung eines tiedendder auf
den verwendeten DCs beruhte, ist unklar. Individuenspezifische Untersebrediéonozyten
bei Inkubation mit anderen Antibiotika wurden bereits in friheren Untersuehugegeigt
(Khan et al., 1999). Die IL-10 Produktion wurde ebenfalls durch Moxifloxadtiibiert (Abb.
12.C). Die Inkubation der mit Mtb-Ag aktivierten DCs mifu§/ml Moxifloxacin reduzierte
die IL-10 Sekretion um 30-70%, die Inkubation mitifdml Moxifloxacin um 30-85%.

3.3 Isoniazid reduziert die Expression von CD25, hat jedoch keineEinfluss auf die
Zytokinproduktion Mtb-Ag aktivierter DCs

Unreife humane DCs wurden mit Mtb-Ag aktiviert und zuséatzlichlsabiazid (1 pg/mi, 3
pg/ml oder 6 pg/ml) koinkubiert. Wieder wurde die physiologische s@wie dreifach
niedrigere und eine doppelt so hohe Konzentration des Antibiotikums gewéhit.dlesem
Falle ein handelstbliches Medikament eingesetzt wurde, wurde der nin Riéparat
enthaltene Zusatzstoff (HCI) der Positivkontrolle zugesetzt, uranemadglichen Einfluss
auszuschliel3en.

CD25 wurde auf den DCs, die zuséatzlich zu Mtb-Ag mit 6 pg/ml Igahiakubiert wurden,
zwischen 16 und 45% weniger exprimiert als auf den DCs der Positivherfkbb. 13.). Bei
den niedrigeren Isoniazidkonzentrationen wurde dieser Effekt nicht gesehe
Durchflusszytometrisch zeigten sich bei CD80 und CD86 nahezu glexghtedSionsstarken
auf der Oberflache der DCs, die zuvor mit Mtb-Ag und HCI oder Zid@tmit Isoniazid in

den gewahlten Konzentrationen aktiviert wurden. Die CD83 Expression de+tAd/
inkubierten DCs wurde durch 3 pg/ml oder 6 pg/ml Isoniazid nicht basstflbei den DCs,
die zusatzlich mit 1 pg/ml Isoniazid kultiviert wurden konnte kein eiltieer Effekt
festgestellt werden. Ob es sich dabei um einen spenderabhéngigkn Haifidelt muss in
nachfolgenden Untersuchungen gezeigt werden. Isoniazid hat somit keie&h &if die
Expression von CD80, CD83 oder CD86, inhibiert aber in hoher Konzentration die

Expression von CD25.
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Abb. 13. Isoniazid (6 pg/ml) inhibiert die Expression von CD25 der mit MtbAg stimulierten
DCs.

Nach 48-stiindiger Stimulation mit Mtb-Ag und HCI oder mit IsomiaZ pg/ml, 3 pg/ml oder 6
pg/ml) wurden die DCs durchflusszytometrisch analysiert. Didefiageben die prozentualen Anteile
CD25-, CD80-, CD83-, CD86- und HLA-DR-doppeltpositiver Zellen an.agen sind reprasentativ

fur drei unabhangig voneinander durchgefiihrte Experimente.

In der MLR wurde das T-zellstimulierende Potential der mit -Mgpoder zusatzlich mit
Isoniazid  inkubierten DCs untersucht und nahezu Ubereinstimmend hohe
Thymidininkorporationen gemessen (Abb. 14.). Somit beeinflusste die InkubatiddGer

mit Isoniazid nicht ihr T-zellstimulierendes Potential.

39



3 Ergebnisse

80000 -
—e— Medium

70000 - —m— Mtb-Ag + HCL
—&— Mtb-Ag + 1 pg/ml Isoniazid

60000 - —%— Mtb-Ag + 3 pg/ml Isoniazid

500004 —%— Mtb-Ag + 6 pg/ml Isoniazid
40000
30000 -

20000 -

3H Thymidininkorporation (cpm)

10000 -

0 ‘ ‘ ‘ + ‘
1:40 1:120 1:360 1:1080 1:3240

Verhaltnis von DCs zu T-Zellen

Abb. 14. Isoniazid hat keinen Einfluss auf das T-zellstimulierendBotential der durch Mtbh-Ag
aktivierten DCs.

Unreife DCs wurden 48 Stunden mit Mtb-Ag und zusatzlich mit HCI ddgg/ml, 3 pg/ml oder 6
pg/ml Isoniazid inkubiert und anschlieBend in absteigenden Zahlenvesséitnmit 2x10 T-
Lymphozyten koinkubiert. Nicht stimulierte DCs desselben Spenders dieatiegdtivkontrolle. An
Tag 6 wurde die T-Zellproliferation duréhl Thymidininkorporation gemessen. Die Ergebnisse sind

reprasentativ fur drei durchgefiihrte Experimente.

Um zu untersuchen, ob Isoniazid einen Einfluss auf die Zytokinproduktion Mtk#\gerter
DCs hat, wurden die Zellen mit 1 pg/ml, 3 pg/ml oder 6 pg/ml i inkubiert.
Hinsichtlich der Sekretion von IL-12p40, TNFund IL-10 zeigten sich keine relevanten
Unterschiede zwischen den allein mit Mtb-Ag stimulierten und deétzich mit Isoniazid
inkubierten DCs (Abb.15.A, B und C). Dies zeigt, dass Isoniazid in den seitz¢een
Konzentrationen die Sekretion von IL-12p40, Tiknd IL-10 durch DCs weder inhibiert
noch steigert. Isoniazid hatte in keiner der eingesetzten Konzemémrateinen Einfluss auf
die Sekretion von IL-12p70 oder IL-23 von Mtb-Ag stimulierten DCs (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 15. Isoniazid beeinflusst nicht die Zytokinsekretion der mit Mb-Ag stimulierten DCs.

Sowohl den allein in Medium inkubierten als auch den mit Mtb-Ag undtziicsh mit HCI oder
Isoniazid aktivierten DCs wurden nach 12 Stunden (schwarze SaulenYurdes (dunkelgraue
Saulen) und 48 Stunden (hellgraue Saulen) Uberstande entnommen. Aufgrundndende-12p40
Sekretion der DCs nach 12 Stunden sind hier nur die Werte nach 24 und 48 Sjereigh Die
Ergebnisse entsprechen einem représentativen von drei unabhangig ndeeidarchgefihrten

Experimenten.
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3.4 Ethambutol reduziert die Expression von CD25 sowie die Sedion von IL-10 und
TNF-a Mtb-Ag-aktivierter DCs

Um eine mogliche Verdnderung der Reifung der DCs durch Ethambutol etsuctien,
wurden die DCs mit Mtb-Ag aktiviert und gleichzeitig mit 1 p/@ pg/ml oder 6 pg/mi
Ethambutol inkubiert. Auch hier wurden die Konzentrationen wie zuvor béesishrieben
ausgewahlt.

In der Durchflusszytometrie zeigte sich bei den mit Mtb-Ag unditzlish mit Ethambutol
kultivierten DCs eine gleichmé&Rig starke Expression von CD80 und CO86 (5.). CD25
wurde von den allein mit Mtb-Ag aktivierten DCs um 5-21% netprimiert als von denen,
die zusatzlich mit 1 pg/ml Ethambutol kultiviert wurden. Bei Inkubatroit 3 pg/ml
Ethambutol wurde die Expression von CD25 um 10-25% reduziert, bei Kultivienitng
pg/ml Ethambutol um 7-16%. Die Expressionsstarken von CD83 auf den rHAdt
stimulierten DCs war verglichen mit den zusatzlich mit 1 jigider 3 pg/ml Ethambutol
inkubierten Zellen in zwei Versuchen vergleichbar und in einem Versedbiziert. Bei
Koinkubation mit 6 pg/ml Ethambutol war die Expression in zwei Vémugesteigert, in
einem Versuch vergleichbar mit der unter alleiniger Aktivierurighttb-Ag. Hier war somit
kein einheitlicher Effekt festzustellen. Das Vorliegen einern8pebhangigkeit kann hier
vermutet werden. Die Expression von CD80 und CD86 auf Mth-Ag aktivier@n viurde
somit durch Koinkubation mit Ethambutol (1 pg/ml, 3 pg/ml oder 6 pgimht verandert,
die von CDB83 nicht einheitlich beeinflusst. Bezuglich CD25 fiihrt die Inkobater Mtb-Ag
aktivierten DCs mit Ethambutol zu einer Reduktion.
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Abb. 16. Ethambutol inhibiert die Expression von CD25 von Mtb-Ag-aktivieten DCs.

Nach 48-stiindiger Stimulation mit Mtb-Ag allein oder mit Etharabl pg/ml, 3 pg/ml oder 6
pag/ml) wurden die DCs durchflusszytometrisch analysiert. Didefiageben die prozentualen Anteile
CD25-, CD80-, CD83-, CD86- und HLA-DR-doppeltpositiver Zellen an. AheliErgebnisse wurden
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in zwei weiteren Experimenten erzielt.

Die MLR zeigte, dass allein durch Mtb-Ag aktivierte DCs und Ddis gleichzeitig mit 1
pg/ml, 3 pg/ml oder 6 pg/ml Ethambutol kultiviert wurden, ein vethlear gesteigertes T-
zellstimulierendes Potential aufwiesen (Abb. 17.). Somit hat EthamioutiEin eingesetzten

Konzentrationen keinen Einfluss auf das T-zellstimulierende Potedéialmit Mtb-Ag

aktivierten DCs.
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Abb. 17. Das T-zellstimulierende Potential Mtb-Ag-aktivierter DG wird durch Ethambutol
nicht beeinflusst.

Unreife DCs wurden 48 Stunden mit Mtb-Ag oder zusétzlich mit Injydd pug/ml oder 6 pug/ml
Ethambutol inkubiert und anschlieBend in absteigenden Zahlenverhaltnisser2xb@® T-
Lymphozyten koinkubiert. Allein in Medium inkubierte DCs desselben Spendenten als
Negativkontrolle. An Tag 6 wurde die T-Zellproliferation durch di¢ Thymidininkorporation

gemessen. Die Ergebnisse sind reprasentativ fur drei durchgefihrte Experiment

Um zu untersuchen, ob Ethambutol einen Einfluss auf die Zytokinsekretionitdisitb-Ag
aktivierten DCs hat, wurden die Zellen 48 Stunden zusétzlich mit hlu8/pg/ml oder 6

pg/ml Ethambutol inkubiert. Verglichen mit der IL-10 Sekretion déeiralmit Mtb-Ag
aktivierten DCs wurde bei den zuséatzlich miidml Ethambutol kultivierten DCs nach 12-
stindiger Inkubation eine Reduktion um bis zu 23% (Abb. 18.A) gemessen. Nach 28- und
stindiger Inkubation wurde die IL-10 Sekretion um 7 bis 35% bzw. um 1 bis 2Utied.

Die DCs, die zusatzlich mit 3g/ml Ethambutol inkubiert wurden, sezernierten nach 12
Stunden zwischen 17 und 20%, nach 24 Stunden zwischen 14 und 41% und nach 48 Stunden
zwischen 1 und 16 % weniger IL-10 als die allein mit Mtb-Ag aktieie DCs. Bei
Koinkubation mit 6ug/ml Ethambutol wurde die IL-10 Sekretion nach 12 Stunden um 13-
29%, nach 24 Stunden um 7-57% und nach 48 Stunden um 13-33% reduziert. Somit inhibiert
Ethambutol in den Konzentrationen 1 pg/mlp@ml und 6ug/ml die IL-10 Sekretion von

mit Mtb-Ag stimulierten DCs.
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Abb. 18. Ethambutol reduziert die IL-10 und TNF-u, nicht aber die IL-12p40 Sekretion der mit
Mtb-Ag stimulierten DCs.

Den in Medium inkubierten, mit Mtb-Ag allein oder zusétzlich fthambutol aktivierten DCs
wurden nach 12 Stunden (schwarze Saulen), 24 Stunden (dunkelgraue Saulen) uonddéB8 St
(hellgraue Saulen) Uberstande entnommen. Aufgrund der geringen IL-12p48i@eker DCs nach
12 Stunden sind hier nur die Werte nach 24 und 48 Stunden gezeigt. Die Ewgeabntsprechen

einem reprasentativen von drei unabhéngig voneinander durchgefiihrten Experimenten.
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Die TNF-o Sekretion der mit Mtb-Ag inkubierten DCs zeigte nach 12-stindigeftugs von
Ethambutol keinen einheitlichen Effekt. Auch hier wére das Vorliegenese
spenderabhangigen Effekts mdglich. Nach 24 Stunden wurde allerdingsesinktiBn von

17 bis 44%, nach 48 Stunden um 10 bis 77% gemessen (Abb. 18.B). Die Untersuchung der
Uberstande der allein mit Mtb-Ag aktivierten DCs auf IL-12p40 teeigergleichbare
Ergebnisse mit denen der zuséatzlich mit Ethambutol (1 pg/ml, Slpader 6 pg/ml)
gereiften DCs (Abb. 18.C). Die Inkubation mit Ethambutol in den verwendeten
Konzentrationen hatte somit keinen Einfluss auf die IL-12p70 oder IL-23&wkider Mtb-

Ag aktivierten DCs (Daten nicht gezeigt). Somit bewirkt die Inkiobader Mtb-Ag
aktivierten DCs mit Ethambutol in den eingesetzten Konzentrationén2dagnd 48 Stunden
eine Reduktion der TNE-aber nicht der IL-12p40 Sekretion.

3.5 Rifampicin steigert die Expression von CD25 und CD83 und verdert die
Sekretion von IL-12p40 von Mtb-Ag stimulierten DCs

Um zu untersuchen, ob Rifampicin einen Effekt auf die Reifung und Funktion o/
aktivierten DCs hat, wurden diese zusatzlich mit 5 pg/ml, 15 paded 30 pg/ml Rifampicin
inkubiert. Auch hier wurden die Konzentrationen wie beschrieben ausge@ahit. diesen
Versuchen ein handelsiibliches Medikament eingesetzt wurde, wurde demirPréparat
enthaltene Zusatzstoff (Natrium-Ascorbat) der Positivkontrolle setge um einen
moglichen Einfluss auszuschliel3en.

Es zeigte sich in der Durchflusszytometrie, dass sowohl CD25awds CD83 unter
zusatzlicher Inkubation mit 30 pg/ml Rifampicin um 2 bis 33% bzw. um 488% vermehrt
exprimiert wurden (Abb. 19.). Die Expression von CD25 und CD83 auf den DCs der
Positivkontrolle entsprach derer unter Koinkubation mit 5 pg/ml Rifammder 15 pg/ml
Rifampicin. Die Expression von CD80 und CD86 auf der Oberflache dervitiitAg
aktivierten oder zusatzlich mit Rifampicin kultivierten DCs wargleichbar. Somit steigert
Rifampicin in der Konzentration von 30 pug/ml geringflgig die Exposssion CD25 und
CD83.
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Abb. 19. Rifampicin (30 pg/ml) steigert die CD25 und CD83 Expression Mtb-gAstimulierter
DCs.

Nach 48-stiindiger Stimulation mit Mtb-Ag und Natrium-Ascorbat aisétzlich mit Rifampicin (5
pg/ml, 15 pg/ml oder 30 pg/ml) wurden die DCs durchflusszytombtasalysiert. Die Zahlen geben
die prozentualen Anteile CD25-, CD80-, CD83-, CD86- und HLA-DR-doppelipesizellen an. Die

Ergebnisse sind reprasentativ fur drei unabhangig voneinander durchgefiihrte Exfgerim

In der MLR induzierten die DCs, die zusatzlich zu Mtb-Ag miaRipicin kultiviert wurden,
eine ebenso starke T-Zellproliferation wie allein mit Mtb-Adpaerte DCs und stimulierten
die T-Lymphozyten besser als die DCs der Negativkontrolle (Abb. 20fampBicin

beeinflusst somit in den eingesetzten Konzentrationen nicht die Fétdgkeereiften DCs,

ChEn

Iedium

Ascorbat

Lith-Ag + Matriwm-  MMth-Ag+ 5 pgiml

Rifampicin

Rifampicin

Mih-A g+ 15 pgiml

With-Ag + 30 pgiml
Rifampicin

36

40

FLULH Pl * . FL'.:Il- i r:.?ﬁ o
e o1 | | o7 29 96

100 . FLIH FL1 o I.-Ié 10! F.Lr:?-l -"J w I]E 10‘ .F:.D';Hr.‘[a 10‘ 1.0.0.-“I0I |:;‘.a|zll o .-.I-cr‘
7 3z =2 a4 55

0

i
FLI.H

! -llo; ‘lcﬁ wt io? o
FLI-H FLI-H
| @
i
| A

FEL
ot n® ot _Hz“ e d

L o L
FLI-H

i
FLI-H

T-Zellen effektiv zu stimulieren.

47



3 Ergebnisse

140000+
—&— Medium

—l— Mtb-Ag + Natrium-Ascorbat
—&— Mtb-Ag + 5 pg/ml Rifampicin
—X— Mtb-Ag + 15 pg/ml Rifampicin
—¥— Mtb-Ag + 30 pg/ml Rifampicin

120000

100000+

80000

60000 -

40000

3y Thymidininkorporation (cpm)

20000

1:40 1:120 1:360 1:1080 1:3240
Verhéltnis von DCs zu T-Zellen

Abb. 20. Rifampicin verandert nicht das T-zellstimulierende Potetial Mtbh-Ag-aktivierter
DCs.

Unreife DCs wurden 48 Stunden mit Mth-Ag und zuséatzlich mit Natthsecorbat oder 5 pg/ml, 15
pa/ml oder 30 pg/ml Rifampicin inkubiert und anschlieend in absteigefaldenverhaltnissen mit
2x10 T-Lymphozyten koinkubiert. Nicht stimulierte DCs desselben Spendéesten als

Negativkontrolle. An Tag 6 wurde die T-Zellproliferation dufehThymidininkorporation gemessen.

Die Ergebnisse sind reprasentativ fur drei durchgefihrte Experimente.

Um zu untersuchen, ob Rifampicin einen Einfluss auf die ZytokinproduktioriMithHAg
aktivierten Zellen hat, wurden die DCs 48 Stunden mit Mtb-Ag und Natfsoorbat oder
zusatzlich mit 5 pg/ml, 15 pg/ml oder 30 pg/ml Rifampicin inkubilidch 48 stundiger
Inkubation mit 15 pg/ml Rifampicin war die Sekretion von IL-12p40 um 37 bis 47%
gesteigert unter 30 pg/ml um 25 bis 52% (Abb. 21.A). Die Inkubation mg/flerbrachte
nach 48 Stunden keine einheitlichen Ergebnisse. Rifampicin hatte in ke@medrei
Konzentrationen einen Einfluss auf die IL-12p70 oder die IL-23 SekretionMderAg
aktivierten DCs (Daten nicht gezeigt). In Bezug auf die TiNBekretion fihrte eine
Koinkubation der DCs mit 5 pg/ml, 15 pg/ml und 30 pg/ml RifampicirViengleich zu den
DCs der Positivkontrolle zu vergleichbaren Ergebnissen (Abb. 21.B).
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Abb. 21. Rifampicin beeinflusst die Sekretion von IL-12p40 Mth-Ag stimlierter DCs.

Den in Medium inkubierten, mit Mth-Ag und zusatzlich mit Natriumedrbat oder Rifampicin
aktivierten DCs wurden nach 12 Stunden (schwarze Séaulen), 24 Stundenddurk&aulen) und 48
Stunden (hellgraue S&ulen) Uberstande entnommen. Aufgrund der gering2p4ll-Sekretion der
DCs nach 12 Stunden sind hier nur die Werte nach 24 und 48 Stunden gezelifigdbieisse sind

reprasentativ fir die von drei unabhangig durchgefiihrten Experimenten.
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Hinsichtlich der Sekretion von IL-10 fUhrte eine Inkubation mit 5 pg/ifdrpicin zu keiner
nennenswerten Reduktion. Die Koinkubation mit 15 pg/ml oder 30 pg/ml fahr2 |
Versuchen zu einer Reduktion, in einem Versuch war kein Effekt féslizns(Abb. 21.C).
Somit wird die IL-10 Sekretion von Mtb-Ag aktivierten DCs durch dievddten
Konzentrationen Rifampicin nicht einheitlich beeinflusst. Ob hier spabtiéngige Effekte

auftreten, missen nachfolgende Untersuchungen zeigen.
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4  Diskussion

Die Tuberkulose ist eine weltweit verbreitete Infektionskrankhei, der jahrlich
schéatzungsweise 1,4 bis 2,8 Millionen Menschen sterben (Dye et al., 1989nféktion
wird, wenn keine Resistenzen vorliegen, mit einer KombinationstheeysieRifampicin,
Isoniazid, Ethambutol und Pyrazinamid behandelt (National Institutddalth and Clinical
Excellence, 2006). Bei Resistenz gegen eines der oben genannten iatilviatd
Moxifloxacin als Zweitlinien-Antibiotikum eingesetzt. In untersaliiehen Studien wurden
zuvor immunmodulatorische Eigenschaften von Antibiotika gezeigt. Daherewavon
Interesse zu untersuchen, ob zur Therapie der Tuberkulose eingesetitiiotika die
Funktion von antigenprasentierenden Zellen (APCs) beeinflussen und dadurshwaibr
einer Infektion, die wahrend der Therapiedauer von mindestens sechs Manéteten
kann, verandert wird. Untersucht wurde hierzu in der vorliegenden ArbeEidiuss von
Moxifloxacin, Isoniazid, Ethambutol und Rifampicin auf DCs, da dieseeZadine wichtige
Rolle bei der Induktion zellularer Immunantworten besitzen. Uber denlu&snfvon
Moxifloxacin auf Monozyten wurde bereits berichtet (Araujo et al., 200B)er dessen
Wirkung auf DCs gab es bislang jedoch keine Daten. Es wurde dahesughterob der
Wirkstoff auch die Zytokinproduktion von DCs inhibiert, wie dies bei MonozgiamFall ist,
und ob eine Verdnderung der phé&notypischen Reifung oder des T-zellsemidier
Potentials der DCs stattfindet. Nach denselben Kriterien wurde alasindie Wirkung von
Isoniazid, Ethambutol und Rifampicin auf DCs untersucht. Das daflr verteehdeitro-
Modell wurde den bisher in anderen Untersuchungen verwendeten Systemabelle B

gegenubergestellt.

Tab. 3 Vergleich des hier beschriebenen mit den bisher verwendatén-vitro-Systemen

Zelltyp Antiinfektiva [Stimulus Effekt Referenz
Humane DCs Isoniazid, Mtb-Ag Steigerung der IL-12p4Q Eigene
Rifampicin, Sekretion oder Reduktigiirbeit
Ethambutol der Sekretion von IL-
oder 12p40, IL-10 und TNFe
Moxifloxacin
Humane Moxifloxacin | LPS oder Reduktion der Sekretion Araujo et
Monozyten Pansorbin von IL-1a und TNF-a al., 2002
Humane Moxifloxacin | LPS Reduktion der Weiss et
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Monozyten Produktion von IL-8 und| al., 2004
IL-1p
Humane Trovafloxacin | LPS oder Reduktion von IL-&, IL- |Khan et al.,
Monozyten Pansorbin 1B, IL-6, IL-10 und TNF-| 1998
o
Humane PBMCs | Levofloxacin| Phytoh&mag-Steigerung der IL-2 und| Yoshimura
glutinin Reduktion der IL-§ et al., 2000
Sekretion
Humane PBMCs | Grepafloxacin LPS Reduktion von diuhd | Ono et al.,
IL-1p 2000
Humane DCs Erythromycin| LPS oder PalReduktion von IL-12p70} Yasutomi
(1:C) IL-1B und IL-10 et al., 2005
Humane Clarithromycin| LPS Individuenspezifische |Khan et al.,
Monozyten und Reduktion oder 1999
Azithromycin Steigerung der IL-6, IL-
10, IL-18 und TNFe
Sekretion
Humane Ciprofloxacin, |LPS Reduktion der TNFx Bailly et
Monozyten Pefloxacin und Sekretion al., 1990
Ofloxacin

Zuerst wurde gezeigt, dass Mtb-Ag einen geeigneten Stimululiefikktivierung von DCs
darstellt. Dabei zeigte sich eine phé&notypische Reifung dernZellech die vermehrte
Expression der Oberflachenmolekile CD25, CD80, CD83 und CD86. Die gedsteiger
Expression dieser Oberflachenmolekiile wurde zuvor auch durch AktivierungGemudch
lebendige oder durch Hitze inaktiviel& tuberculosis gezeigt (Murray et al., 2007). Hierbei
war die Vitalitdt der Bakterien nicht von Bedeutung, da beide Ansdtieegleichméiig hohe
Expression der Oberflaichenmolekiile bewirkten. In der vorliegenden Avbeie zudem ein
gesteigertes T-zellstimulierendes Potential der DCs dokumigntigs sich ebenfalls mit den
Daten von Murray et al. (Murray et al., 2007) deckt. Des Weiteredenarder vorliegenden
Arbeit beobachtet, dass durch Inkubation der DCs mit Mtb-Ag die Sekretin IL-12p40,
TNF-o und IL-10 induziert wurde. Vergleichbare Ergebnisse wurden auch in arfsierdien
gesehen, in denen DCs mit einer Suspension aus Mykobakterien (H37Rwgraktividen.

Auch dabei zeigte sich eine vermehrte Sekretion von IL-12 und of fBtacomini et al.,
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2001). DCs sezernieren diese sowohl nach Stimulation durch den Wildtyp Ha3gRaych
nach Inkubation mit gentechnisch verdnderten Bakterien (Deletion dégufjens sigE
{ST28} oder dessen Komplementérstrang {ST29}). Die starkste IL-10 Sekrdturch DCs
wurde nach Inkubation der Zellen mit ST29 beobachtet (Giacomini et al.,. ZD@6¢lurch
Mykobakterien induzierte Sekretion anderer proinflammatorischer ZytqkiN&-o und IL-
1B) wird durch mitogen-aktivierte Protein Kinasen (MAP Kinasen}agest (Reiling et al.,
2001), welche durch das 38-kDa Ag aktiviert werden (Jung et al., 2006).eden&atz dazu
fuhrt das 19-kDa Ag Uber TLR2 zu einer Sekretion von IL-12p40 und d Nkxch
Makrophagen oder Monozytenzelllinien (Stewart et al, 2005; Brighttodl.e1999). Bereits
1988 wurde gezeigt, dass verschiedene Praparationen von Mykobakterien (gdsttkom
Bakterium oder einzelne mykobakterielle Antigene) eine vergleiehblliFo Sekretion von
PBMCs induzieren (Valone et al., 1988). Die beobachteten Effekteamtiwahrscheinlich
nicht spezifisch fur das verwendete Antigen (Sonifikat einer eygigtrockneten Kultur des
Stammes H37Rv), da auch andere Tuberkuloseantigene (z.B. PPD, ESAFGider
TB10.4) ahnliche Effekte (Sutherland et al., 2010) bewirken konnten. Fir digskenw
jedoch bislang nur Effekte auf die gesamten Blutzellen untersucht und pecilsihr Effekt
auf DCs. Es wurde zudem gezeigt, dass einzelne FraktioneMytuberculosis (apolare
Lipide, polare Lipide, Zellwande, Lysate und Proteine) die IL-12 und &NFekretion von
Monozyten und Makrophagen unterschiedlich stark induzieren (Mendelson et al., 2005)
AulRRerdem induzieren sowohl ein avirulenter Stamm Moibovis BCG sowie ein virulenter
Stamm vorM. bovis bei DCs und Makrophagen die IL-12, TNRind IL-10 Sekretion (Hope
et al., 2004). Somit liegt wahrscheinlich kein spezifischer Effektdbe Verwendung des
Mtb-Ag vor.

In der vorliegenden Arbeit sezernierten mit Mtb-Ag aktiviertesix€in IL-12p70. Auch eine
Aktivierung von DCs mitM. bovis Bacille Calmette-Guerin (BCG) fuhrt nicht zu einer
Induktion der IL-12p70 Produktion (Liu et al. 2003). Ein Grund dafir kdnnte sein, d&ss BC
nicht die Fahigkeit hat, die Aktivierung des IFN regulierenden Fakdomi induzieren
(Giacomini et al., 2009). Mdglicherweise verfiigt das verwendete Mtebenfalls nicht tber
diese Fahigkeit und induziert infolge dessen auch keine IL-12p70 Sekretis).di® vor
einer Infektion durch BCG mit IF§-inkubiert wurden, sezernieren signifikante Mengen an
IL-12p70 (Giacomini et al., 2009). Dies kénnte auch bei mit Mtb-Ag inkulmddi&s die IL-
12p70 Sekretion induzieren. Die mit Mtb-Ag aktivierten DCs produziemtieh &ein IL-23.
Eine mogliche Erklarung kénnte die Arbeit von Gerosa et al. (Getada 2008) liefern, in
der gezeigt wurde, dass die Induktion von IL-12 und IL-23 trotz ihrer gsi@ien
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Untereinheit Uber verschiedene Mechanismen ablauft. Die Stimulatroih.-@8 Sekretion
von DCs nach Infektion mi.. tuberculosis lauft hauptsachlich tGber den TLR2 ab (Lyakh et
al., 2008), wahrend TLR2 Liganden die IL-12 Sekretion inhibieren. Im Gegedsau
steigert die Aktivierung von DCs mit IFNdie IL-12, nicht aber die IL-23 Sekretion (Gerosa
et al., 2008). So scheint es nicht widerspriichlich, dass das verwendbefegMtvar die IL-
12p40, nicht aber die IL-23 Sekretion induziert. Zusammenfassend l&ssagen, dass Mtb-
Ag in einer Konzentration von 10 pg/ml und 20 pug/ml zu einer vermehxpregsion von
CD25, CD80, CD83 und CD86 auf DCs fluhrt. Auch ist die T-ZellproliferatiostdxCs, die
mit 10 pg/ml oder 20 pg/ml Mtbh-Ag aktiviert wurden vergleichbar deir nach Stimulation
von DCs durch LPS. 20 pg/ml Mtb-Ag bewirkt aber eine starkere IndugonlL-12p40-,
TNF-o und IL-10 Sekretion verglichen mit 10 pg/ml Mtb-Ag.

Bei der Koinkubation der mittels Mtb-Ag aktivierten DCs mit Mdoxfacin zeigten sich
verminderte Sekretionslevel von IL-12p40, TMR4nd IL-10 in konzentrationsabhangiger
Weise. Uber welchen Mechanismus Moxifloxacin inhibitorisch auf dikrédion von IL-
12p40, TNFe und IL-10 wirkt, ist bisher unbekannt. Die zeitliche Variabilitat eheximalen
TNF-o Sekretion konnte auf individuelle Unterschiede in der Zytokinproduktion bei
myeloiden Zellen nach Inkubation mit Antibiotika zurtickzufiihren sein (Khaal. e1999).
So bewirkte Clarithromycin in 71% eine signifikante Suppression und in 2Bf#n
signifikanten Anstieg der Zytokinsekretion LPS-aktivierter Monozyfémliche Ergebnisse
zeigten sich auch durch Inkubation mit Azithromycin. Auch in friiher durdhgeein Studien
wurde der Effekt von Moxifloxacin in den Konzentrationen 1 pg/ml, 5 pgimal 10 pg/ml
auf mit LPS stimulierte Monozyten untersucht. Die eingesetzterzé&ntrationen entsprechen
dabei denen, die auch in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden. Dajiei gieh eine
konzentrationsabhangige signifikant reduzierte Sekretion von a’NIRd ein Trend zur
Zytokininhibition bei IL-10 und IL-12p70, der aber nicht signifikant war (Aceef al. 2002).
In anderen Studien wurde der inhibitorische Effekt von Moxifloxacin in demz&ntrationen
5 pug/ml, 10 pg/ml und 20 pg/ml untersucht und eine signifikant vermin8ekestion von
TNF-o von mit LPS stimulierten Monozyten gemessen (Weiss et al. 2004)h Aei
Monozyten, die durctAspergillus fumigatus stimuliert wurden, bewirkte die Koinkubation
mit Moxifloxacin (5, 10 und 20 pg/ml) eine dosisabhangig reduzierteeekrvon TNFe
(Shalit et al., 2006). Ein inhibitorischer Effekt von Moxifloxacin auf TikF-o Sekretion war
auch bei mit LPS, LTA (volnterococcus faecalis) und hitzeinaktivierterk. coli stimulierten
PBMCs zu messen (Choi et al. 2003). Moxifloxacin hatte dagegen kEin#luss auf die
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Zytokinproduktion von mit Pansorbin aktivierten Monozyten (Araujo et al. 2002) devas
liegen konnte, dass Pansorbin und LPS die Zytokinsynthese Uber verschieBsnErrR2

und TLR4) induzieren (Rabehi et al., 2001).

Andere Fluoroquinolone haben einen vergleichbaren Effekt auf die Sekretiorytadkmzn.
Ciprofloxacin, Pefloxacin und Ofloxacin bewirken eine dosisabhangige ReduktiorNen T
bei LPS-aktivierten humanen Monozyten (Bailly et al. 1990). Trovaflox@ciig/ml und 10
pag/ml) inhibiert die Sekretion von TN&-von LPS- oder Pansorbin-aktivierten humanen
Monozyten (Khan et al. 1998). Bei Inkubation der Monozyten mit 1 pg/ml Toxeadin
wurde spenderabhangig entweder eine Reduktion oder eine Induktion der Zytokinprodukti
gefunden. Trovafloxacin (5 pg/ml und 10 pg/ml) inhibiert auf3erdem dieet8gkwvon IL-10

von LPS- oder Pansorbin- aktivierten humanen Monozyten (Khan et al. 1998).

Uber welche Signalwege Moxifloxacin die Zytokinproduktion inhibiert, wurshon
mehrfach untersucht, bisher allerdings nicht vollstandig gekléart. Metrmurden Effekte auf
das intrazellulare zyklische Adenosin Monophosphat (CAMP), die Phosphoasestelen
nukleéren Faktor kappaB (MB), das Aktivator Protein-1 oder NF-IL-6 (Dalhoff und Shalit,
2003).

Bei der Untersuchung der phanotypischen Ausreifung [@€s unter Inkubation mit
Moxifloxacin wurde in der vorliegenden Arbeit ein konzentrationsabhéngitiekt auf die
Expression von CD25 und CD83 beobachtet. Dabei fuhrte eine Inkubation der Mtb-Ag
aktivierten DCs mit 10 pg/ml Moxifloxacin zur starksten Expi@ss/erminderung der
beiden Oberflachenmolekiile, wohingegen 1 pg/ml Moxifloxacin die géeifsduktion von
CD25 und CD83 verursachte. Die Expression von CD80 und CD86 auf den Mtb-Ag-
aktivierten DCs wurde durch Moxifloxacin in keiner der eingesetXenzentrationen
beeinflusst. Bisher ist ein Einfluss von Moxifloxacin auf den Phanoggiawer Zellen noch
nicht berichtet worden. Vergleiche zu anderen Studien sind daher aufgmundadgelnden
Datenlage schwierig. Lediglich eine Inhibition der Expression von G84CD86 von LPS
oder Poly(l:C) aktivierten DCs durch Erythromycin (Yasutomi et28l05) wurde bisher
nachgewiesen. Insgesamt gesehen fiihrt Moxifloxacin hier konzentedifginggig zu einer
verminderten Expression von CD25 und CD83 auf mit Mtb-Ag aktivierten uddsnhibiert

die Sekretion von IL-12p40, TNé&-und IL-10.

Isoniazid senkte in der hochsten Konzentration (6 pg/ml) die ExpressnoGD25 um 16%-
45%. Die Expression von CD80, CD83 und CD86 wurde nicht beeinflusst. Uber

immunmodulatorische Eigenschaften von Isoniazid wurde bisher nur wenig i@uabliz
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Allerdings reduziert Isoniazid in hohen Konzentrationen (1370 - 13700 pg/ral) di
Proliferation von humanen PBMCs und T-Zellen, die durch Phytohdmagglutinin ode
Antikorper gegen den T-Zell Rezeptor stimuliert werden, wahrendggee Konzentrationen
(1,37 - 13,7 pg/ml) diese steigern (Kucharz und Sierakowski 1990). Auchadiek#on von

IL-2 wurde durch hohe Konzentrationen von lIsoniazid inhibiert und durch niedrigere
gesteigert (Kucharz und Sierakowski 1990). Demgegentber hatte Idoniaziden
Konzentrationen 2 pg/ml, 10 pg/ml oder 50 pg/ml keinen Einfluss aufMiea Sekretion
muriner Monozyten, die mi&aphylococcus aureus aktiviert wurden (Urbaschek et al. 1991).
Zudem wurde in einer In-vivo-Studie am Menschen die Wirkung von Isoniazidi@®CG-
induzierte lokale Immunantwort nach intravesikaler BCG-Applikation suotdit. Dabei
reduzierte Isoniazid die Konzentration der IgG-Antikorper, wohingegeKahaentration der
IgA-Antikérper und die von TNF: unbeeinflusst blieben (Stassar et al. 1994). Die dabei
gemessenen Isoniazidkonzentrationen im Urin lagen mit 38 +/- 60,9 jegloch wesentlich
Uber denen in der vorliegenden Arbeit verwendeten Konzentrationen. In aterem In-
vivo-Studie an Mausen wurde die zellulare Immunantwddrch Isoniazid in der
Konzentration 25 mg/kg nicht verandert (Demkow et al. 2000). Es zeigtadso in der
vorliegenden Arbeit, dass Isoniazid in einer Konzentration von 6 pg/nitxgeession von
CD25 auf den mit Mtb-Ag aktivierten DCs reduziert.

Ethambutol reduzierte konzentrationsabhéngig die Expression von CD25 auwfAgMtb
aktivierten DCs um bis zu 25%. Auf die Expression von CD80 und CD86 hattaliiita in
den eingesetzten Konzentrationen (1 pg/ml, 3 pg/ml und 6 pg/ml) Keinfmss. Unter dem
Einfluss von 6 pg/ml Ethambutol war in zwei Versuchen ein AnstiedC83 Expression
sichtbar. In einem Versuch war das Ergebnis vergleichbar mitéefositivkontrolle. Unter
Inkubation mit 1 pg/ml oder 3 pg/ml Ethambutol war die Expression vo830D zwei
Versuchen vergleichbar mit der unter alleiniger Aktivierung mitbdg und in einem
Versuch reduziert. Bei Rifampicin hat ebenfalls die htchste Koratemtr(30 pug/ml) zu
einem Anstieg der CD83 Expression gefuhrt. Die niedrigeren Kon#denga von
Rifampicin (5 pg/ml und 15 pg/ml) hatten keinen Effekt auf die Esgiom von CD83. Es
handelt sich hier offenbar um einen dosisabhangigen Effekt auf die CfpB8sSion. Da in
einem Versuch mit 1 pg/ml und 3 pg/ml Ethambutol die Expression va88CGéduziert
wurde und in den Versuchen mit 30 pg/ml Rifampicin dessen Expresstaigget wurde,
ware es moglich, dass sich in vivo aufgrund der gegensatzlichen Warkutig Effekte
aufheben kdnnten, wenn die Medikamente in Kombination verabreicht werden.
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Die Untersuchung der Zytokinkonzentrationen in den Uberstanden der DGse e&ig
Reduktion der IL-10 und TNE-Sekretion infolge der Inkubation mit 1 pg/ml, 3 pg/ml oder 6
pg/ml Ethambutol. Die Sekretion der anderen untersuchten Zytokine durchv@@e durch
Koinkubation mit Ethambutol nicht beeinflusst. Uber immunmodulatorischen&itaften
von Ethambutol ist bisher nur wenig publiziert. Lediglich der EinflussBtbiambutol auf die
phagozytische Aktivitat oder die Kapazitat der intrazellularerbtioly vonM. tuberculosis
durch humane polymorphkernige Leukozyten wurde bisher in vitro untersucht. Etbambut
fuhrte nur in Kombination mit Amikazin, Ofloxacin, Cycloserin und Pyramiid zu einer
Zunahme der phagozytischen Aktivitat und der bakteriziden Kapazitat, vegeng
Ethambutol alleine diese nicht beeinflusste (Okuyan et al. 2005).ehdtith konnte hier
gezeigt werden, dass die Inkubation der Mtbh-Ag aktivierten DCsEthiambutol in den
eingesetzten Konzentrationen eine verminderte Expression von CD25espeiReduktion
der TNFea und IL-10 Sekretion nach 24 und 48 Stunden bewirkt.

Rifampicin steigerte in hoher Konzentration (30 pg/ml) die Expyesson CD25 und CD83
der Mtb-Ag aktivierten DCs, wohingegen niedrigere Konzentrationem/slund 15 pg/ml)
keinen Effekt hatten. Gezeigt wurde zuvor, dass Rifampicin in den Keatenen 2 pg/mi
oder 10 pg/ml die Expression von CD1b auf mit Zytokinen aktivierten Moaozaygnifikant
steigert (Tentori et al. 1998; Giuliani et al.1998). Dieses ErgefatisBedeutung bei der
Immunantwort auf eine Infektion mN. tuberculosis, da CD1b ein antigenprasentierendes
Molekdul fur Zellwandstrukturen des Bakteriums ist (Ulrichs et al., 2003; Moody et al., 2000).
Auch die Sekretion von IL-12p40 der durch Mtb-Ag stimulierten DCs wurdehdurc
Rifampicin verandert. Die IL-12p40 Sekretion wurde nach 48 Stunden durch 1byngli30
pa/ml Rifampicin gesteigert. Rifampicin hat auch einen Effakt die Zytokinsekretion
muriner Milzzellen und Makrophagen. Dur€@andida albicans und INFy stimulierte und
mit Rifampicin koinkubierte Milzzellen oder Makrophagen zeigten sigeifikant reduzierte
TNF-o Sekretion nach 48 Stunden (Mlambo et al. 2003). In der vorliegenden Arbeg wur
keine Reduktion der TNE- Sekretion gezeigt. Allerdings waren die eingesetzten
Rifampicinkonzentrationen in der Arbeit von Mlambo et al. hoher (8,2 pg/82,3 mg/ml),
und es wurden murine Zellen verwendet. Die Tatsache, dass untersbleiesitiender oder
Zelltypen zu voneinander abweichenden Ergebnissen fiihren, ist bekannt. Birfiaimti
beispielsweise keinen Effekt auf die NO-Produktion von Mausmakrophagam{d| et al.
2003), steigert aber konzentrationsabhangig (10 pg/ml, 50 pg/ml und 100 dggnNO-
Produktion von humanen Alveolarepithelzellen, die durch Zytokine stimuliedemufYuhas
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et al. 2006), da die Regulation der NO-Produktion zell- und speziesspleagt (Kleinert et
al. 2003).

Weitere immunmodulatorische Effekte von Rifampicin sind belegt.nffafein (5 pg/ml, 25
pg/ml und 50 pg/ml) beeinflusst die Mitogen-induzierte Immunglobulih®g® humaner
PBMCs (lbrahim et al. 1987) und reduziert dosisabhangig die Ansprechlarkélitogene
von B- und T-Lymphozyten, murinen Milzzellen und humanen PBMCs (Ibrahah £988).
Auch die Allergie vom verzogerten Typ wird durch Rifampicin inhibi@éan Viem et al.
1996). 50 uM Rifampicin induzieren Cytochrom P-450 in vitro (Morel et al. 198iag
Induktion in vivo bei Hunden wurde nach Verabreichung von 10 pg/kg/Tag gesebaibéNi
et al. 1998). Rifampicin induziert in vitro auch Cytochrom P-2D und hebtrditorischen
Effekt von IL-1 auf die Cytochrom P-2D Untergruppe auf (Kurokohchi et28D1).
Rifampicin supprimiert auch die phagozytische Aktivitat von murinen batiagen
(Mlambo et al. 2003). Zusammenfassend fuhrt Rifampicin (30 pg/mljnas germehrten
Expression von CD25 und CD83 auf Mtb-Ag aktivierten DCs und in einer Koatientvon
15 pg/ml und 30 pg/ml zu einer gesteigerten Sekretion von IL-12p40.

Da in dieser Arbeit bisher gezeigt werden konnte, dass Moxifloxdihambutol und
Rifampicin die Zytokinsekretion von mit Mtb-Ag stimulierten DCsaraern kdbnnen, wére
im Hinblick auf die zunehmende Verwendung Ifasierter diagnostischer Verfahren
interessant, ob die hier untersuchten Antiinfektiva auch dieses Tekteer beeinflussen. Da
ein IFN+< Test in der Regel zur Diagnosestellung einer InfektionMntuberculosis, also vor
Einleitung einer Therapie mit Antiinfektiva, durchgefihrt wird, ist diesem Fall keine
Beeinflussung des Tests zu erwarten. Bei Durchfihrung einegs A3¢ays unter bzw. nach
Therapie mit den genannten Antituberkulotika wéare eine Beeinflussunfedésrgebnisses
jedoch durch direkte Effekte oder eine durch die Therapie verandertatigig von
Effektorzellen denkbann der Literatur zeigten sich in Bezug auf Isoniazid und Rifampici
bisher teils widersprichliche Ergebnisse. Nach einer neunmonatigempieheiner latenten
Tuberkuloseinfektion mit INH zeigte sich eine persistierende, ef\weh starke positive
Reaktion im Quantiferon Test (Pollock et al., 2009), wohingegen in dertAdyeHiguchi et
al. (Higuchi et al., 2008) bei Patienten mit latenter Tuberkulosé~tley Produktion nach
sechsmonatiger INH-Therapie reduziert war. Keine signifikantedefung der IFNr
Produktion zeigte sich bei Patienten mit latenter Tuberkulose mgléfeh vor und nach der
Kombinationstherapie mit INH und Rifampicin (Dyrhol-Riise et al., 20M0jlkinson et al.
(Wilkinson et al., 2006) zeigten bei Patienten mit latenter Tuberkwederend der
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Behandlung mit INH und Rifampicin nach drei bis vier Wochen einen Anstex IFNy
Sekretion und am Ende der Therapie einen Abfall derselben unter daangsisiyeau.
Sauzullo et al. (Sauzullo et. al, 2009) haben PBMCs von 38 Patienteniwet dktberkulose
vor und wahrend einer sechsmonatigen Therapie mit Rifampicin, Isontdh@inbutol und
Pyrazinamid sowie am Therapieende mittels §FNssay getestet. Nach Therapie war bei 27
von 38 Patienten der IFN-Assay negativ. Bei funf der elf Gbrigen Patienten wurde ein
Therapieversagen nachgewiesen. In vitro wurde aul3erdem in dieser §tadigt, dass
Rifampicin, Ethambutol, Isoniazid und Pyrazinamid nur in Konzentrationeniilzbe den
therapeutischen liegen, die IRNProduktion reduzieren.

AbschlieRend kann man sagen, dass Moxifloxacin, Isoniazid, Ethambutol undpRifa
verschiedene Wirkungen auf die Reifung und Funktion Mtb-Ag aktivierter [¥Sgzen. In
weiteren Studien sollten mdgliche Effekte einer Kombination der rirvaidiegenden Arbeit
einzeln untersuchen Antibiotika getestet werden. Auch In-vivo Studien ased&der Ex-
vivo Untersuchungen am Menschen waren von Interesse, um mogliche Auswirkderge

hier beschriebenen immunmodulatorischen Effekte zu untersuchen.
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5 Zusammenfassung

Die Tuberkulose ist eine weltweit verbreitete Infektionskrankhe#, rdeistens mit einer
Kombinationstherapie aus Rifampicin, Ethambutol, Isoniazid und Pyrazinbahdndelt

wird. Bei Resistenzen gegen eines der anderen Antibiotika wirdfldcin als Alternative
eingesetzt. Immunmodulatorische Effekte von Moxifloxacin auf Monozyterdem zuvor
gezeigt. Der Einfluss von Moxifloxacin sowie anderer Antituberkuloéikbdie Reifung und
Funktion von DCs wurde jedoch noch nicht untersucht und war deshalb Gegenstand der
vorliegenden Arbeit. Hierzu wurden aus humanen Monozyten unreife DCs gewande
anschlielend tber 48 Stunden mit Mtb-Ag allein oder in Kombination mitfdracin (1
pg/ml, 5 pug/ml oder 10 pg/ml), Isoniazid (1 pg/ml, 3 pg/ml odegbnp, Ethambutol (1
pg/ml, 3 ug/ml oder 6 pg/ml) oder Rifampicin (5 pg/ml, 15 pgiddr 30 pg/ml) inkubiert.

Es wurde jeweils die mittlere Serumkonzentration sowie eineddeiund doppelt so hohe
Konzentration gewéahlt. Nach 12 Stunden, 24 Stunden und 48 Stunden wurden Uberstande
entnommen, um die Konzentrationen von IL-12p40, IL-12p70, IL-10, IL-23 und o Xi-
untersuchen. Nach 48 Stunden wurden auf3erdem die phanotypische Reifung dett&s m
Durchflusszytometrie und deren T-zellstimulierendes Potential in MLRssuicter

Das verwendete Mtbh-Ag aktivierte humane DCs, was durch eine vearekpression der
Oberflachenmolekile CD25, CD80, CD83 und CD86 gezeigt wurde. AulRerdem wurde die
Sekretion von IL-12p40, IL-10 und TNé-nduziert, wohingegen IL-12p70 und IL-23 nicht
vermehrt sezerniert wurden. Die mit Mtb-Ag aktivierten DCs Hden zudem eine
verstarkte T-Zellstimulation im Vergleich zu nicht aktivierte@s. Moxifloxacin inhibierte
konzentrationsabhangig die durch Mtb-Ag induzierte Ta\H--12p40 und IL-10 Produktion

der DCs und reduzierte die Expression von CD25 und CD83. Isoniapgir(®) reduzierte
ausschliel3lich die CD25 Expression, wohingegen Ethambutol sowohl die CIp2&s&irn

als auch die IL-10 und TNE&-Sekretion inhibierte. Rifampicin (3@/ml) steigerte die CD25

und CD83 Expression und die IL-12p40 Sekretion &bnl und 30ug/ml). Eine IL-12p70

und IL-23 Sekretion wurde durch keines der eingesetzten Antibiotika inugetnes der

Medikamente hatte einen Einfluss auf die Fahigkeit der DCs, allogene T-Zekdtideren.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Moxifloxacin, Ethambutol famapiRin einen
Einfluss auf die phanotypische Reifung und die Zytokinsekretion von Mtb-Agieakeén
DCs besitzen, wohingegen Isoniazid ausschliel3lich die CD25 Expressiomiart. Die
gezeigten Daten legen somit nahe, dass Moxifloxacin, EthambutampBifin und Isoniazid

die Funktion von DCs beim Menschen verédndern kdnnen. Da diese Medikamenteirhaufig
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5 Zusammenfassung

Kombination eingesetzt werden, sollte nachfolgend untersucht werderhewgftekte die

Kombination der getesteten Antibiotika auf DCs in vitro und in vivo hat.
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7 Abklirzungsverzeichnis

7  Abkurzungsverzeichnis

Abb. — Abbildung

APCs — antigenprasentierende Zellen

BCG —M. bovis Bacille Calmette Guérin

BSA — Bovines Serumalbumin

CcAMP - zyklisches Adenosin Monophosphat

CCL — Chemokinligand

CCR — Chemokinrezeptor

CD — Cluster of differentiation

DCs — Dendritische Zellen

EDTA — Ethylen-Diamin-Tetraessigsaure

ELISA — Enzyme linked immuno sorbent assay

FACS — fluorescence-activated cell sorter, fluoreszenzaktiviertesozit
FCS — Fetales Kalber Serum

FITC — Fluoreszein-Isothiocyanat

GM-CSF — Granulozyten Monozyten Kolonie stimulierender Faktor
HEPES — 4-2 hydroxyethyl 1 piperazineethansulfonséure

HIV — Humanes Immundefizienzvirus

HLA — Humanes Leukozytenantigen

IFN — Interferon

lg — Immunglobulin

IL — Interleukin

LPS - Lipopolysaccharid

LTA — Lipoteichonsaure

MHC — Major Histocompatibility Complex, Hauptgewebevertraglichkeitskomplex
MLR — Mixed Leukocyte Reaction, Gemischte Leukozytenreaktion
Mtb-Ag — M. tuberculosis Antigen

NF — nukle&rer Faktor

NO - Stickstoffmonoxid

PBMCs — Peripher Blood Monocytes, periphere mononukleére Blutzellen
PBS — Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (phosphate buffered saline)
PCR — Polymerasekettenreaktion

PE — Phycoerythrin
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rpm — rotation per minute, Umdrehungen pro Minute

Tab. — Tabelle

TGF — Transforming Growth Factor, Transformierender Wachstumsfaktor
Th — T-Helfer

TLR — Toll-like receptor

TMB — Tetra-Methyl-Benzidin

TNF — Tumor Nekrose Faktor
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8 Lebenslauf

8 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Grinden in der elektrenid/ersion
meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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