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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Morbus Whipple (M. Whipple) ist eine multisystemische Erkrankung, welche durch die chro-
nische Infektion mit Tropheryma whipplei (T. whipplei) verursacht wird. Trotz des ubiquitaren
Vorkommens seines Erregers ist M. Whipple extrem selten. Dies scheint durch eine immuno-
logische Pradisposition der M. Whipple Patienten begriindet, die z.B. keine T. whipplei
spezifische Thl Antwort ausbilden kdnnen. Unklar dabei ist, ob antigenprasentierende Zellen
keine adaquate T. whipplei-spezifische T-Zellreaktivitéat induzieren kénnen, oder ob eine
mangelnde Erkennung der T. whipplei-Antigene flr die reduzierte Antigen-spezifische Thl
Reaktivitdt verantwortlich ist. Besonders auffallig beim M. Whipple ist die massive
Ansammlung von T. whipplei in Makrophagen der Lamina Propria des Duodenums, die
offensichtlich die Persistenz des Erregers tolerieren.

Um mdgliche Fehlfunktionen von Makrophagen aufzudecken, die fir die Pathogenese des
M. Whipple verantwortlich sein kdnnten, wurden in der vorliegenden Arbeit Monozyten und
Makrophagen phanotypisch und funktionell ex vivo, in situ und in vitro untersucht und der
Einfluss von T. whipplei und immunogener Proteine von T. whipplei auf die Makrophagendif-
ferenzierung definiert. Dazu wurden Blut und Serumproben sowie duodenale Biopsien von
M. Whipple Patienten und gesunden Kontrollen immunologisch charakterisiert.

Im Duodenum von M. Whipple Patienten konnten phanotypisch und funktionell alternativ
aktivierte Makrophagen (M2 Makrophagen) nachgewiesen werden, die sich durch die Ex-
pression von IL-10 auszeichnen, dadurch Toleranz vermitteln und eine Thl Polarisierung
und die Entwicklung von klassisch aktivierten Makrophagen verhindern kdnnen. Eine erhéhte
Anzahl CD163" Monozyten und die verringerte Expression von HLA-DR auf peripheren
Blutmonozyten bei M. Whipple Patienten demonstrierten eine alternative Makrophagenakti-
vierung, die sich nicht nur lokal im Duodenum, sondern systemisch manifestiert. Funktionell
auRerte sich dies in der Abwesenheit von spezifischen T-Zell Reaktionen und veréanderter
Immunglobulinsynthese bei M. Whipple Patienten. T. whipplei hsp70 wurde als immunoge-
nes Protein definiert, beeinflusst aber die Makrophagendifferenzierung nicht. Zudem konnte
in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Monozyten von M. Whipple Patienten nach einer
Stimulation mit LPS oder T. whipplei eine verringerte Produktion von IL-1f, IL-6 und TNFa
aufwiesen und verstarkt IL-10 produzierten. In vitro differenzierte Makrophagen von M.
Whipple Patienten und gesunden Kontrollen waren vergleichbar und induzierten Antigen-
spezifische T-Zell Reaktionen. Ein regulatorisches Zytokinmilieu in Serum und Duodenum
verhindert offensichtlich die entziindliche Aktivierung der Makrophagen.

Insgesamt scheint es beim M. Whipple aufgrund eines regulatorischen Zytokinmilieus und
daraus resultierenden defizienten antigenprasentierenden Zellen zu einer mangelnden
Immunaktivierung von Thl Zellen zu kommen. M2 Makrophagen, die eine Th2 Antwort
fordern, haben eine reduzierte Kapazitdt aufgenommenes Material zu verdauen. Ohne
diesen Abbau der Bakterien in einzelne Peptide kann keine effektive Antigenprasentation
stattfinden. Somit kann eine effiziente Immunantwort nicht ausgelést werden und T. whipplei
persistiert ohne Antibiotikatherapie lebenslang im Korper.



Zusammenfassung

Summary

Whipple’s disease is a chronic multisystemic infection caused by Tropheryma whipplei
(T. whipplei). Despite the ubiquitous presence of the pathogen, Whipple's disease is very
rare. Whipple’'s disease patients seem to be immunologically predisposed for the infection,
since they are for example not able to induce a T. whipple-specific Thl response. However it
is not known, if antigen presenting cells from Whipple’'s disease patients are able to induce
an adequate T. whipplei-specific T cell reactivity or if deficient recognition of T. whipplei
antigens by T cells is responsible for the reduced antigen-specific T cell reactivity. The
pathophysiological hallmark of Whipple’'s disease is the massive accumulation of T. whipplei
in macrophages of the lamina propria of the duodenum that tolerate the presence of the
pathogen.

To elucidate dysfunction of macrophages that might trigger the pathogenesis of Whipple's
disease, monocytes and macrophages were analysed in situ, ex vivo, and in vitro regarding
their phenotype and functionality. Furthermore the influence of T. whipplei and
immunogenetic proteins of T. whipplei on macrophage differentiation was defined. For that
purpose, blood, serum, and duodenal specimens from Whipple's disease patients and
healthy controls were analysed using immunhistochemical and immunological methods.

In duodenal biopsies from Whipple’s disease patients phenotypically and functionally alterna-
tively activated macrophages (M2 macrophages) were detected, which are characterized by
an enhanced expression of IL-10. Thus, these macrophages can induce tolerance and
weaken Thl polarisation of T-cells and inhibit the development of classically activated
macrophages (M1 macrophages). The enhanced numbers of CD163" monocytes and the
reduced expression of HLA-DR on peripheral blood monocytes from Whipple's disease pa-
tients demonstrated that the alternative macrophage activation is not only a local phenom-
enon in the duodenum but can also be detected systemically. Functionally this manifested in
the absence of specific T cell reactivity and altered production on immunoglobulins in
Whipple’s disease patients. T. whipplei hsp70 was defined as an immunogenic protein but
was not able to influence macrophage differentiation. Furthermore it was shown in this work
that monocytes from Whipple’s disease patients exhibited a reduced production of IL-18, IL-6
and TNFa and an enhanced expression of IL-10 after stimulation with LPS or T. whipplei. In
vitro macrophages of Whipple's disease patients and healthy controls differentiated similarly
and were able to induce antigen-specific T cell reactions. A regulatory cytokine milieu in the
serum and the duodenum seems to inhibit the inflammatory activation of macrophages.
Obviously, in Whipple's disease a regulatory cytokine milieu results in deficient antigen
presenting cells that participate in the reduced immune activation of Thl cells. M2
macrophages, which favour a Th2 response, have a reduced capacity to digest affiliated
material. An efficient antigen presentation cannot occur without the proper processing of the
bacterial components into single peptides. Therefore, the M2 macrophage polarisation in
Whipple's disease patients and the weak induction of an efficient immune response favour
the persistence of T. whipplei.
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Abb Abbildung

AP Alkalische Phosphatase

AP-1 Aktivatorprotein-1 (activator protein-1)

APC Allophycocyanin

APZ antigenprasentierende Zellen

AT Landerkirzel Osterreich

BD Becton Dickinson

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

CAT Kationischer Aminosaurentransporter (cationic amino acid
transporter)

CBA Cytometric Bead Array

CCR CC-Motiv-Chemokinrezeptor

CD CD-Marker (cluster of differentiation)

CFDA-SE carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester

CFU colony forming units

CH Landerkurzel Schweiz

CLIP class-ll-associated invariant chain peptide

CTLA Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen

CXCR CXC-Motiv-Chemokinrezeptor

DE Landerkurzel Deutschland

DC Dentritische Zelle (dendritic cell)

DK Landerkirzel Danemark

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure (desoxyribonucleic acid)

DnaK bakterielles Homolog zu hsp70

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA enzyme linked immuno sorbent assay

ER Endoplasmatisches Retikulum

FKS Fotales Kélberserum

FITC Fluoresceinisothiocynat

FL Fluoreszenzkanal

FR Landerkurzel Frankreich

FSC Vorwartsstreulicht (Forward Scatter)
Erdbeschleunigung

GM-CSF Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

GST Glutathion-S-Transferase

h Stunde

hCMV humanes Cytomegalievirus

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure

HLA humanes Leukozyten Antigen

hpf Gesichtsfeld (high power field)

hsp70 Hitzeschockprotein 70 (heat shock protein 70)

hsp70Tw Hitzeschockprotein 70 von Tropheryma whipplei

hsp70Ec Hitzeschockprotein 70 von Escherichia coli

ICAM-1 intrazelluldres Adh&sionsmolekiil (intercellular adhesion
molecule-1)

Ig Immunglobulin

IFN Interferon

IL Interleukin

IL-1R IL-1 Rezeptor

IL-1Ra IL-1 Rezeptorantagonist

IL-1RACP IL-1R accessory protein

iINOS induzierbare NO-Synthase (inducible nitric oxide synthase)

in vitro im Reagenzglas

in/ex vivo Im/aul3erhalb des lebenden Organismus

IRAK IL-1R-associated kinase

ISPF a-Isonitrosopropiophenon
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magnetische Zellseparation (Magnetic Cell Separation)
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mittlere Fluoreszenzintensitét (mean fluorescence intensity)
Haupthistokompatibiltatskomplex Klasse /1l (major
histocompatibility complex I/1l)
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Milliliter

Morbus Whipple

myeloid differentiation factor 88

nano

Stickstoff

Nicotinamid-adenin-dinukleotid-phosphat
Natriumhydroxid

nuclear factor-kB

naturliche Killer Zellen

Stickstoffmonoxid

nicht signifikant

pico

Periodic Acid-Schiff

periphere mononuleére Blutzellen (peripheral blood
mononuclear cells)

Phosphatpuffer (phosphate buffered saline)
Polymerase-Ketten-Reaktion (Polymerase chain reaction)
Phycoerythrin

Penicillin + Streptomycin
Peridinin-Chlorophyll-Proteinkomplex
Paraformaldehyd

Reagenzverdinnungspuffer (Reagent-Diluent-Buffer)
Korrelationskoeffizient

Rheumatoide Arthritis

recombinat human

Roswell Park Memorial Institute

Raumtemperatur

Sekunde

Staphylococcus Enterotoxin B

Mittelwert des Standardfehlers (standard error of mean)
secreted protein acidic and rich in cysteine
Scavenger Rezeptor

Seitwartsstreulicht (Sideward Scatter)

Stabilin-1

signal transducers and activators of transcription
Tabelle

transporters of antigen-processing

Trispuffer (Tris-buffered saline)
Gewebewachstumsfaktor (Tissue Growth Factor)
T-Helferzellen

Toll-like Rezeptor

Tumornekrosefaktor

TNF-receptor-associated factor 6
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
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Abkurzungsverzeichnis

Tw Tropheryma whipplei-Lysat

T. whipplei Tropheryma whipplei

Tyk2 Tyrosin Kinase 2

TZR T-Zellrezeptor

UK Landerkirzel Vereinigtes Konigreich (United Kingdom)
0. N. Uber Nacht

us Landerkurzel Vereinigte Staaten von Amerika

viv Volumen pro Volumen

VF Verdunnungsfaktor

wiv Gewicht pro Volumen (weight per volume)
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3. Einleitung

3.1.  Morbus Whipple

Morbus Whipple (M. Whipple) wurde erstmals 1907 von Georg Hoyt Whipple beschrieben
[1]. Es handelt sich um eine seltene multisystemische Infektionserkrankung, welche durch
eine chronische Infektion mit dem Bakterium Tropheryma whipplei (T. whipplei) verursacht
wird [2-4]. Gewichtsverlust, Diarrhd, Gelenkbeschwerden, Fieber, Lymphadenopathien,
kardiale und zerebrale Symptome sind die Hauptmanifestationen des klassischen M.
Whipple [5]. Ohne eine Behandlung mit Antibiotika verlauft diese Krankheit meist tddlich [3,
4]. Die Akkumulierung von T. whipplei in den Makrophagen der Lamina propria des

Duodenums zeichnet die Pathogenese von M. Whipple aus.

3.2. Tropheryma whipplei

T. whipplei ist ein gram-positives (gram®) Bakterium [6] und gehort in die Klasse der
Aktinomyzeten [7] (Abb. 1). Der Erreger ist in der Umwelt weit verbreitet und zeichnet sich
durch eine hohe genetische Heterogenitdt aus [8]. Durch molekularbiologische Methoden
konnte der Erreger charakterisiert werden und kann inzwischen in Zellkultur sowie zellfrei
kultiviert werden [9, 10]. Die kurzlich erfolgte Sequenzierung zeigte, dass es sich bei T.
whipplei um ein Bakterium mit einem reduzierten Genom handelt [11], das fur sein
Uberleben auf Wirtsorganismen angewiesen zu sein scheint und in Umweltproben

nachgewiesen werden kann [8].

i
Abb. 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von T. whipplei
(Quelle: http://www.infoescola.com/doencas/doenca-de-whipple/)

Das komplette Genom von T. whipplei und seine insgesamt ca. 800 Proteine sind seit
wenigen Jahren bekannt [11]. Bis jetzt sind antigene Epitope noch nicht charakterisiert,
jedoch haben erste Untersuchungen bereits fur B-Zellen immundominante Proteine
identifizieren kdnnen [12]. Die antigenen Proteine von T. whipplei &hneln den immunogenen
Proteinen anderer Bakterien [13]: DnaK (Hsp70), sein Kofaktor DnaJ (Hsp40), GrpE und
anorganische Phosphatreste treten offenbar auch bei einer Infektion mit T. whipplei mit dem
Immunsystem des Wirtes in Kontakt und induzieren spezifische Immunglobuline. Morgenegg

et al. analysierten bereits 2001 Seren von M. Whipple Patienten (MW-Patienten) und
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gesunden Kontrollen auf die Anwesenheit spezifischer Immunglobuline gegen Hsp65 von
T. whipplei [14]. Es stellte sich heraus, dass sowohl bei MW-Patienten als auch bei
gesunden Kontrollpersonen spezifische Immunglobuline gegen Hsp65 nachgewiesen

werden konnen [14].

3.3. Infektionen mit T. whipplei

In duodenalen Biopsien, Stuhlproben und Speichel von gesunden Kontrollpersonen wurde
die asymptomatische Tragerschaft von T. whipplei beschrieben [15, 16]. So zeigte z. B. eine
Studie von Schoniger-Hekele et al., dass 25 % der untersuchten Klarwerksmitarbeiter einen
positiven Nachweis von T. whipplei im Stuhl aufwiesen [16]. Bei asymptomatischen
Tragerschaften zeigte sich, dass die humorale Immunantwort sogar starker war als bei MW-
Patienten [17]. Dies koénnte eine Konsequenz der Makrophagenimmundefekte und der
ineffizienten Bakterienbeseitigung bei MW-Patienten sein [7, 18]. Andere Studien zeigten,
dass 1-10 % aller gesunden Kontrollpersonen in Europa einen positiven Nachweis fur T.
whipplei im Stuhl aufwiesen [16, 19]. Im Senegal konnte T. whipplei in 44 % aller
Stuhlproben von Kindern im Alter von zwei bis zehn Jahren detektiert werden [20]. Da Kinder
im Senegal schon im friihen Alter mit T. whipplei in Kontakt kommen, kénnte T. whipplei fur
einige nicht genau diagnostizierten Infektionen (z. B. Gastroenteritis) in Afrika verantwortlich
sein [20].

Raoult et al. konnten in einer Studie zeigen, dass T. whipplei bei franzdsischen Kindern im
Alter von zwei bis vier Jahren eine Gastroenteritis verursacht [21]. In 64 % aller positiven
Nachweise wurde eine hohe Konzentration von T. whipplei (>10%g Stuhlprobe) gefunden
[21]. Diese hohe Konzentration von Bakterien ist mit einer aktiven T. whipplei Replikation
assoziiert [21]. Nachdem die Patienten sich von der Diarrh¢ erholt hatten, konnte T. whipplei

nicht mehr im Stuhl nachgewiesen werden [21].

Eine seltene Sonderform des M. Whipple stellt eine Endokarditis, hervorgerufen durch T.
whipplei, dar [3, 22]. Die Besonderheit besteht darin, dass keine T. whipplei Bakterien im Blut
nachgewiesen werden kdnnen und auch andere Manifestationen von M. Whipple fehlen [23,
24]. Die durchschnittlich 60 Jahre alten Patienten leiden zuséatzlich unter Arthralgie oder
Arthritis, bevor die Diagnose Endokarditis gestellt wird [25]. Die Infektion verlauft langsam
progressiv ahnlich wie eine durch Coxiella burnetii’ verursachten Endokarditis [26]. Im
Unterschied zum klassischen M. Whipple mit Befall der Herzklappen ist bei der Endokarditis

der Erreger nicht in anderen Organen detektierbar [27, 28]. Da der Erregerstamm den

! Erreger des Q-Fiebers, gram negatives Bakterium
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Verlauf der Infektion nicht beeinflusst, scheinen Wirtsfaktoren Uber Abwehr oder
Chronifizierung der Infektion zu entscheiden [29].

Aufgrund der vorher genannten unterschiedlichen Infektionen mit T. whipplei kdnnten
pradisponierende immunologische und immunogenetische Wirtsfaktoren bei MW-Patienten
die Seltenheit der Erkrankung trotz des ubiquitaren Vorkommens des Erregers erklaren.
Erste Hinweise auf die wichtige Rolle der Immungenetik sind durch HLA-Assoziationen
gegeben [30]. Daher ist es denkbar, dass nicht initial die T-Zellen, sondern deren spezifische

Aktivierung durch die Antigenprésentierenden Zellen (APZ) gestort ist.

3.4. Der Einfluss von T. whipplei auf die Zellen des Immunsystems

Trotz des ubiquitdren Vorkommens des Erregers [8, 16, 19] ist M. Whipple sehr selten und
immunologische Wirtsfaktoren scheinen fur eine Pradisposition verantwortlich zu sein. MW-
Patienten zeigen im Vergleich zu gesunden asymptomatischen Ubertragern verminderte
periphere und mukosale T-Helfer 1 (Thl)-Antworten auf den Erreger T. whipplei, wobei
andere Erreger offensichtlich normale Th1l-Antworten induzierten [31, 32]. So wurden neben
T-Zelldefekten bei MW-Patienten zahlreiche Entwicklungsstdrungen des
Monozyten/Makrophagen-Systems beobachtet. Zum einen kdnnen Monozyten und
Makrophagen von MW-Patienten intrazellulare Organismen schlechter abbauen [33, 34],
zum anderen deutet eine verringerte Produktion von Interkeukin (IL)-12 in Monozyten [35]
und eine verringerte Konzentration von IL-12p40 im Serum auf eine eingeschrankte
Makrophagenfunktion hin [35, 36]. Eine verminderte IL-12 Produktion fuhrt zur verringerten
Produktion von Interferon (IFN)y von T-Zellen [35] und somit zu einer unzureichenden

Makrophagenaktivierung [7].

3.5. Uberlebensstrategien intrazelluldrer Bakterien

Makrophagen steuern sowohl unspezifische als auch spezifische Immunreaktionen und sind
fur die intrazellulare Abtétung von Pathogenen sowie fur die Antigenprasentation
verantwortlich. Die Fahigkeit zur Phagozytose und die Induktion des oxidativen Burstes sind
als Mechanismen der angeborenen Abwehr besonders wichtig [37, 38]. Pathogene haben
zahlreiche Strategien entwickelt, um diesen Angriffen zu entkommen. Dazu gehoren die
Blockade der Phagozytose, die Verhinderung der Phagosomlysosom-Fusion, das
Entkommen aus dem Phagolysosomen, die Unterdrickung der Zytokinexpression, die
Stimulation der IL-10 Sekretion und die Blockade des oxidativen Burstes [39, 40]. T. whipplei
weist einen Tropismus fur myeloide Zellen, z. B. Makrophagen auf, wobei es aber auch in
anderen Zelltypen gefunden wurde. In Makrophagen Uberlebt T. whipplei die Phagozytose,

repliziert innerhalb der Makrophagen und interagiert dabei mit dem angeborenen
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Immunsystem [41]. In spaten Endosomen tberlebt T. whipplei und kann die Verschmelzung
mit Lysosomen verhindern [42]. Immunmodulatorische Effekte von T. whipplei auf die IL-16
Produktion, der Phagolysosomenreifung und die Generierung eines protektiven Biofilms

wurden bereits beschrieben [42-44].

3.6. Lymphozyten

3.6.1. Aktivierung von T-Zellen

In den sekundar-lymphatischen Organen findet die T-Zell-Aktivierung statt. T-Zellen
gelangen mit dem Blutstrom bzw. dem Lymphsystem in die T-Zell-Zone der sekundar-
lymphatischen Organe und werden Uber die Signale ihres T-Zellrezeptors (TZR) aktiviert.
Dieses Signal kommt durch die Bindung eines spezifischen TZR an Peptide des Antigens,
welche durch Haupthistokompatibilititskomplexe (major histocompatibility complex, MHC)
auf APZ préasentiert werden, zustande. Kostimulatorische Signale, fur die Molekile auf APZ
und T-Zellen interagieren, sind fur die funktionelle Aktivierung der T-Zellen notwendig. CD28
(Cluster of differentiation, CD) auf den T-Zellen ist ein positiv kostimulatorisches Molekiil,
definiert Uber die Fahigkeit, die Aktivierung von T-Zellen in Anwesenheit eines Signals tber
den TZR zu erhdhen [45]. CD28 bindet an CD80 und CD86 auf APZ und induziert somit die
Proliferation und Differenzierung von CD4" T-Zellen [45]. Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4
(CTLA-4) auf den T-Zellen liefert dagegen ein negatives Signal an zuvor aktivierte T-Zellen
und wird als Gegenspieler der CD28-vermittelten Kostimulation betrachtet [45]. Ohne diese

kostimulatorischen Signale kommt es zur unvollstandigen T-Zellaktivierung [46].

3.6.2. Differenzierung von T-Zellen (Th1/Th2 Modell)

Wie im vorherigen Kapitel beschrieben, sind fur die Differenzierung von naiven CD4"
T-Zellen zu Effektorzellen zwei Signale nétig. Erstens, die Bindung des TZR und zweitens,
kostimulatorische Signale in der Anwesenheit spezifischer Zytokine, die durch Zellen des
angeborenen Immunsystems produziert werden. IFNy und IL-12 initiieren die Differenzierung
von Thl Zellen, die durch eine hohe Produktion von IFNy charakterisiert und fir die
Beseitigung intrazellularer Pathogene zustandig sind. Im Gegensatz dazu foérdert IL-4 die
Differenzierung zu Th2 Zellen. Diese sind wichtig fur die Wirtsabwehr gegentber
extrazellularen Pathogenen und sie unterstiitzen B-Zellen in der Antikdrperproduktion [47].
Dieses Th1/Th2 Paradigma in der T-Zelldifferenzierung wurde erstmals von Mosmann und
Coffmann 1989 beschrieben und erklarte viele Phanomene in der erworbenen Immunantwort
[48]. Inzwischen sind neben Th1/Th2 Zellen zahlreiche weitere Untergruppen beschrieben
[49, 50].
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3.6.3. Induktion von B-Zellantworten

B-Zellen sind fir den humoralen Arm der spezifischen Immunabwehr, die
Antikorperproduktion verantwortlich. Obwohl Antikdper allein keine Pathogene abtoten,
konnen sie durch zahlreiche Funktionen die zellulare Immunabwehr unterstitzen [51].
Antikérper dienen der Neutralisation von Toxinen, aktivieren das Komplementsystem,
opsonieren Bakterien fir die Phagozytose und sorgen dafir, dass Tumorzellen und infizierte
Zellen fur eine Antikérper-abhangige Eliminierung durch Killerzellen markiert werden [51]. Es
gibt verschiedene Klassen von Antikdrpern, die in unterschiedlichen Regionen des Kdrpers
dominieren. Das Immunglobulin (Ig) M z. B. ist hauptsachlich intravaskular vorhanden, IgG ist
Hauptantikoérper im Blut und im Gewebe und IgA kommt vor allem in Sekreten vor [51]. Ein
Antigen wird von membranstandigem IgM auf der Oberflache von B-Zellen erkannt, das in
der frihen B-Zellentwicklung als B-Zellrezeptor dient, wird prozessiert und auf MHC-Klasse-l|
Moleklilen den B-Zellen wieder prasentiert [51]. Nun kann das Antigen von spezifisch
gepragten T-Zellen erkannt werden. T-Zellen wiederum produzieren Wachstumsfaktoren fir
B-Zellen, worauf sich die B-Zellen teilen und zu Antikérper-sekretierenden Plasmazellen

heranreifen [51].

3.7. Humane Monozyten und Makrophagen

Ca. 10 % aller zirkulierenden Leukozyten im humanen System sind Monozyten [52].
Monozyten und Makrophagen stammen von pluripotenten Stammzellen des Knochenmarks
ab. Uber Monoblasten und Promonozyten entwickeln sich Monozyten. Die
Wachstumsfaktoren granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) und
macrophage colony stimulating factor (M-CSF) regen die Monozytopoese an [53, 54].
Nachdem die Zellen das Knochenmark verlassen haben, zirkulieren sie fur ca. ein bis drei
Tage im Blutstrom [55, 56]. Aus dem Blutstrom wandern die Monozyten in periphere Gewebe
ein, wo sie zu Gewebsmakrophagen oder Dendritischen Zellen (dendritic cells, DCs)
ausdifferenzieren [57, 58]. Entzindungen wéahrend einer Gewebeverletzung oder Infektion
resultieren in der Produktion von Zytokinen, Chemokinen und anderen inflammatorischen
Mediatoren, welche die Monozytenfunktionen beeinflussen kénnen. Diese verursachen eine
Rekrutierung der Monozyten an den Ort der Entzindung und eine Differenzierung zu
Makrophagen.

Makrophagen erfullen eine Vielzahl von Funktionen und sind in allen Geweben zu finden. Sie
sind in der Lage sowohl kdrpereigene als auch kdrperfremde Zellen, Partikel, Viren und
Bakterien zu erkennen und zu vernichten. Durch die Sekretion unterschiedlicher Botenstoffe

sind sie an der Steuerung des Immunsystems maf3geblich beteiligt.
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3.7.1. Phanotyp von Monozyten/Makrophagen

Humane Monozyten im Blut sind sehr heterogen, z. B. exprimieren bei gesunden Menschen
10 % aller Monozyten den Rezeptor CD16 (FcyRlIll) auf der Oberflache [59], der u. a. fur die
Phagozytose von Pathogenen verantwortlich ist [57, 60]. Diese CD16" Zellpopulation ist bei
Sepsis- und HIV-Patienten [61, 62] sowie anderen chronischen Erkrankungen erhéht
[57, 62].

Monozyten und Makrophagen tragen auf ihrer Oberfliche den membrangebundenen
Rezeptor CD14 [63, 64]. An diesen Rezeptor bindet ein Komplex aus Lipopolysaccharid
(LPS) und dem Lipopolysaccharid-Bindeprotein (LBP), welches sich gelést im Serum
befindet [65-68]. LPS ist Bestandteil der Zellwand Gram-negativer Bakterien. Der
membrangebundene Rezeptor CD14 verfugt nicht tGber eine transmembrane Domane und
kann somit keine intrazellulare Signalkaskade auslésen [69]. In diesem Fall wird der Ko-
Rezeptor TLR-4 (Toll-like Rezeptor-4) bendttigt. Die Bindung des LPS-LBP-Komplexes an
den CD14-TLR-4 Komplex fihrt zur Signaltransduktion [70] und damit zur Produktion pro-
inflammatorischer Zytokine wie IL-1 und Tumornekrosefaktor alpha (TNFa) [65]. IL-4 und
Glukokortikoide erhdhen die Expression des Mannoserezeptors CD206. Dies hat eine

erhohte Kapazitat fir Endozytose und Antigenprasentation von Makrophagen zur Folge [71].

3.7.2. Polarisierung

Die Aktivierung und die Funktion von Monozyten und Makrophagen werden durch
verschiedene Zytokine beeinflusst. Ahnlich wie bei T-Zellen gibt es, abhangig vom jeweiligen
Stimulus, verschiedene Subpopulationen von aktivierten Makrophagen. Makrophagen
konnen in klassisch aktivierte (M1) und alternativ aktivierte (M2) Makrophagen unterteilt
werden [55, 72], wobei sie abhangig vom Zytokinmilieu den Ph&notyp wechseln kdnnen
[53, 73-75].

3.7.2.1. Klassisch aktivierte Makrophagen (M1)

Klassisch aktivierte Makrophagen werden durch LPS oder pro-inflammatorische Zytokine
z. B. IFNy und IL-1B induziert [68] und exprimieren neben den MHC-Klasse-ll Molekilen
Adhdasionsmolekile und kostimulatorische Molekile (CD40, CD80, CD86) [55, 68], die mit
entsprechenden Rezeptoren auf den zu aktivierenden T-Zellen (CD28 und CTLA)
interagieren. Als pro-inflammatorische Effektormakrophagen kdénnen M1 Makrophagen
Pathogene eliminieren und sezernieren pro-inflammatorische Zytokine und Chemokine
(IL-1B, IL-6, IL-12, TNFa, CCL-3) [53] sowie reaktive Sauerstoffspezien (O,", H,O,) [76]. Eine

exzessive M1 Polarisation kann aber auch zur Verletzungen im Gewebe flhren.
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3.7.2.2. Alternativ aktivierte Makrophagen (M2)

Th2 Zytokine wie z. B. IL-4, IL-10, IL-13 und TGF-B (Transforming Growth Factor-),
induzieren ein alternatives Aktivierungsprogramm in Makrophagen [71, 72, 77]. M2
Makrophagen spielen eine wichtige Rolle beim Abklingen einer Entziindung, da sie anti-
inflammatorische Mediatoren (IL-10 und TGF-B) produzieren. M2 Makrophagen werden in
drei Untergruppen eingeteilt: M2a Makrophagen werden durch IL-4 oder IL-13 induziert;
Immunkomplexe oder TLR Antagonisten induzieren den M2b Typ und M2c Makrophagen
werden durch Glukokortikoide und IL-10 induziert [18]. M2 Makrophagen vermitteln
Angiogenese, Gewebeerneuerungen und Gewebereparaturen [53, 78]. M1 und M2
Makrophagen unterscheiden sich sowohl funktionell als auch phanotypisch in der Expression

von Rezeptoren, Zytokinen und Chemokinen [18] (Abb. 2).

e M1

IL-t

CXCLY CXCLS
CXCLIe CCL2
CXCLI CCLS
CXCLI6 OCL3

IL=100
IL=Ir

IL-10
TGF-

L=l

M2c M2a

Abb. 2: Polarisierung von Makrophagen

M1 Makrophagen werden durch LPS oder andere mikrobielle Produkte induziert. Sie sezernieren pro-
inflammatorische Zytokine und reaktive Sauerstoff- und Stickstoffintermediate. M2 Makrophagen
stellen ein Kontinuum funktioneller Stadien dar. M2a werden induziert durch IL-4/IL-13; M2b durch
Immunkomplexe und TLR Antagonisten und M2c entstehen durch IL-10 und Glukokortikoide. Abb.
aus: [18].

M2 Makrophagen (M2a/M2c) sind Immunmodulatoren und weniger effektiv in der
Eliminierung von Pathogenen. Die Makrophagenaktivierung ist plastisch, schnell und
vollstandig reversibel. Dies legt nahe, dass Makrophagen zuerst an der Entstehung der
Immunantwort und spater an dessen Beseitigung beteiligt sind [73]. M2 Makrophagen zeigen
eine erhdhte Expressionen des Mannoserezeptors CD206 [79], CD163 [71] und Stabilin-1
(Stab-1) [71, 80]. CD163 vermittelt die Endozytose von Hamoglobin-Haptoglobin-Komplexen

und schiitzt so vor Hamoglobin-induzierten oxidativen Gewebeschaden nach einer Hamolyse
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[81]. Stab-1 ist ein Scavenger Rezeptor und internalisiert LDL (Low Density Lipoprotein) und
SPARC (secreted protein acidic and rich in cysteine) und vermittelt deren intrazellularen
Transport zu den Endosomen [82]. Obwohl M2 Makrophagen eine hohere
Phagozytosekapazitat aufweisen als M1 Makrophagen, ist die Eliminierung von Pathogenen
in diesen Makrophagen reduziert [71], da die Produktion von Sauerstoffradikalen und
Nitritoxid (NO) fur die effiziente Beseitigung von Pathogenen in M2 gegeniber M1
Makrophagen ebenfalls erniedrigt ist [71]. Die in 3.6.2 beschriebene Th1/Th2 Balance in den
T-Zellen spiegelt sich auch in den M1/M2 Makrophagen wieder [83]. In Tab. 1 sind die
wichtigsten Merkmale von M1 und M2 Makrophagen zusammengefasst, wobei die M2

Makrophagen einfachheitshalber nicht in die einzelnen Subgruppen unterteilt wurden.

Tab. 1: Molekulares Repertoir von M1 versus M2 Makrophagen. (modifiziert aus: [71])

M1 Makrophagen M2 Makrophagen
IL-18 IL-1ra
. IL-6 IL-10
Zytokine IL-12
TNFa
. CCL-3 CCL-18
Chemokine CXCL-9 [60] CCL-2 [84]
FcyRI (CD64) FceRIl (CD23)
Immunrezeptoren FcyRIl (CD32) CD206
FcyRIII (CD16) CD163
Stab-1
anti-mikrobielle Molekle NO, iNOS, O, Arginase, Harnstoff

3.7.3. Funktionen von Monozyten und Makrophagen

3.7.3.1. Phagozytose

Phagozytose ist die Aufnahme von Partikeln (Bakterien, Viren und autologe apoptotische
Zellen), die entweder rezeptorunabhangig oder rezeptorabhangig stattfinden kann. An der
rezeptorabhéngigen Phagozytose sind verschiedene Molekile beteiligt. Zum einen die Fcy
Rezeptoren, die opsonierte Partikel erkennen wund internalisieren. Zum anderen
internalisieren Mannoserezeptoren und Scavenger Rezeptoren der Klasse A Partikel
unabhangig von einer Opsonisierung [63]. Zu den phagozytierenden Zellen gehéren DCs,
Monozyten, Makrophagen und neutrophile Granulozyten [63, 85, 86].

Die Phagozytosekapazitat unterliegt einer strengen Regulation durch Zytokine. IL-10 erhoht
die Phagozytose uber Fcy und Komplementrezeptoren, IFNy hingegen inhibiert die
Phagozytose von opsonierten und nicht-opsonierten Pathogenen [63]. CD14 spielt zum
einen eine wichtige Rolle bei der Phagozytose gram® und gram™ Bakterien und zum anderen

in der Phagozytose von apoptotischen Zellen [63].
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3.7.3.2. Antigenpréasentation

T-Zellen kdnnen Pathogene nicht direkt erkennen, daher missen die Antigene von APZ
prasentiert werden, um eine effiziente Reaktion zu induzieren. Monozyten, Makrophagen,
DCs und B-Zellen gehoéren zu den professionellen APZ, da nur sie MHC-Klasse-II-Molekiile
und kostimulatorische Molekule auf ihrer Oberflache tragen. Makrophagen und DCs kénnen
auf unterschiedlichen Wegen Antigene tGber MHC-Komplexe den T-Zellen préasentieren. Im
klassischen Modell werden endogene Antigene in der Zelle durch Proteasomen in Peptide
gespalten und durch transporters of antigen-processing (TAP) Molekile in das
Endoplasmatische Retikulum (ER) transportiert. Dort werden die Peptide auf MHC-Klasse-I-
Molekiile geladen (Abb. 3.a) und aktivieren tber diese CD8" T-Zellen. Exogene Antigene
konnen (ber Endozytose aufgenommen und den CD4" T-Zellen auf MHC-Klasse-II-

Komplexen prasentiert werden [87].
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Abb. 3: Die drei Wege der Antigenprasentation

a) Endogene Antigene werden im Proteasom in Peptide gespalten. Mittels TAP gelangen die Peptide
in das ER und werden dort auf MHC-Klasse-I-Molekile geladen, zur Zelloberflache transportiert und
den CD8" T-Zellen prasentiert. b) Um eine vorzeitige Beladung der MHC-Klasse-lI-Molekiile zu
verhindern, blockiert eine invariante Kette die Antigenbindungstasche. Im ER wird diese Kette gel6st
und die Molekile kdnnen mit Antigenen, die durch Endosomen aufgenommen wurden, beladen
werden. Die MHC-Klasse-II-Komplexe werden zur Zelloberflache transportiert und den CD4™ T-Zellen
présentiert. c) Exogene Antigene kénnen auch in den MHC-Klasse-I-Prasentationsweg eintreten.
Dieser Prozess wird als Kreuzpréasentation bezeichnet. (Abkiirzungen: MIIC = MHC-Klasse-Il reiche
Kompartimente; CIIV = MHC-Klasse-Il-Vesikel). Abb. aus: [87].

Wahrend der Reifung der MHC-Klasse-lI-Molekile wird im ER mit Hilfe einer invarianten
Kette (li) verhindert, dass zelleigene Peptide am neu entstehenden MHC-Klasse-II-Molekile

binden. Die MHC-Klasse-lI-li-Komplexe werden dann als Trimere in die Endosomen
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transportiert, durch Spaltung der li-Kette wieder geldst und das CLIP-Fragment (class-/I-
associated invariant chain peptide) gebildet [87]. CLIP wird abgespalten und in der
Peptidbindungstasche des MHC-Klasse-II-Molekuls kann sich ein antigenes Peptid anlagern,
welches von CD4" T-Zellen tber den TZR erkannt werden kann (Abb. 3.b).

3.7.3.3. Stickstoff-Stoffwechsel

Der Metabolismus der Aminosdure L-Arginin ist wesentlich beteiligt an zahlreichen
Mechanismen der Immunregulation. L-Arginin wird in Gegenwart von Sauerstoff,
verschiedenen Kofaktoren und durch das Enzym Nitritoxid Synthase (NOS) in das hoch
reaktive und unstabile NO und L-Citrullin umgewandelt [88]. Es gibt drei Isoformen von NOS:
neuronale NOS (nNOS), endotheliale NOS (eNOS) und die induzierbare NOS (iNOS) [88].
Von den verschiedenen Enzymen wird nur iNOS stark in ihrem Expressionsgrad (z. B. durch
IFNy, TNFo oder LPS in Makrophagen) reguliert [89, 90], wahrend eNOS und nNOS
konstitutiv exprimiert werden [88]. NO zerfallt weiter in Nitrit (NO2) und Nitrat (NO3") [88] und
NO ist ein wichtiges Effektormolekil in der antimikrobiellen und zytotoxischen Aktivitat von
Makrophagen gegen viele Mikroorganismen und Tumorzellen [88, 91]. Das Radikal NO ist
sehr reaktiv und kann bei Uberexpression neben den Zielzellen auch die korpereigenen
Zellen schadigen [92, 93], daher unterliegt die Regulation der Synthese vielen positiven und
negativen Elementen. Ein Mechanismus zur Inhibition der NO-Produktion besteht in der
Limitierung der Argininverfigbarkeit durch eine Erhdhung der Arginaseaktivitat [88, 94].

Bei Vertebraten existieren zwei Isoformen der Arginase, beide katalysieren die Umwandlung
von Arginin zu Ornithin und Harnstoff und konkurrieren damit mit iNOS um das Substrat
Arginin [95]. Sie unterscheiden sich in der subzelluldren Lokalisation, Gewebeverteilung und
enzymatischen Eigenschaften [96]. Die zytosolische Form Arginase-l wird hauptséachlich in
der Leber exprimiert und katalysiert den letzten Schritt der Harnstoffsynthese, wohingegen
Arginase-Il in Mitochondrien verschiedener Zelltypen vorkommt [96]. Makrophagen kénnen
sowohl Arginase-l [97, 98] als auch Arginase-Il exprimieren [99]. Die Arginase-l wird durch
Th2-Zytokine wie IL-4, IL-10, IL-13 und TGF-f induziert [89, 98]. Th1l-Zytokine, wie IL-1p,
IFNy und TNFa haben dagegen einen hemmenden Effekt auf die Expression der Arginase-|
[100, 101]. Die Regulation von Arginase-l durch die Thl- und Th2-Zytokine verhalt sich
umgekehrt zu der Regulation der iINOS, wobei Endotoxine (LPS) sowohl die Expression von
iINOS als auch von Arginase induzieren konnen [94, 100]. Der Einfluss von iNOS und

Arginase auf den L-Argininmetabolismus in der Zelle ist in Abb. 4 dargestellt.
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Abb. 4: Einfluss von iNOS und Arginase auf den L-Argininmetabolismus

Zytokine und bakterielle Bestandteile z. B. LPS regulieren die Aktivitat von iNOS und Arginase. Die in
der Graphik genannten positiven Stimuli beziehen sich hauptséchlich auf Arginase-l. Produkte des
Arginasemetabolismus (Prolin und Polyamine) wirken immunsupprimierend und kénnen aul3erdem die
Produktion von NO inhibieren [91]. L-Arg = L-Arginin. Abb. modifiziert nach [186]

Arginin wird durch kationische Aminosauretransporter (CAT, cationic amino acid transporter),
z. B. CAT1, CAT2a, CAT2b und CAT3, in die Zelle transportiert. In Makrophagen kdnnen
CAT1 und CATZ2a durch LPS und IFNy hoch reguliert werden [91]. Die Konzentration von
extrazellularem Arginin wird durch Arginase reguliert, die ebenfalls in den extrazellularen

Raum sezerniert werden kann [91].

3.7.3.4. Produktion von Zytokinen und Chemokinen

Monozyten und Makrophagen gehdren zu den sekretorisch aktivsten Zellen des Kérpers, da
sie weit Uber hundert sekretorische Faktoren (Zytokine, Chemokine, Komplementfaktoren,
aggressive Sauerstoffradikale und Wachstumsfaktoren) produzieren. Mit Hilfe dieser
Produkte beeinflussen Monozyten und Makrophagen eine Vielzahl immunologischer
Prozesse. Dazu gehdoren die Férderung und Hemmung von Entziindungen, Beseitigung von
Pathogenen und apoptotischen Zellen und die Produktion von Wachstumsfaktoren, die
andere Zellen fir die Differenzierung bendétigen.

Zytokine und Chemokine sind kleine Peptide, die von Immunzellen produziert werden [102].

Sie vermitteln die Kommunikation zwischen den Zellen, stimulieren die Proliferation antigen-
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spezifischer Effektorzellen und vermitteln lokale und systemische Entziindungen in
autokrinen, parakrinen und endokrinen Signalwegen [102].

Die Chemokine lassen sich in zwei grof3e Gruppen einteilen: den CC-Chemokinen mit zwei
benachbarten Cysteinen und den CXC-Chemokinen, in denen die zwei Cysteinreste durch
eine andere Aminosdure getrennt sind. Monozyten und Makrophagen produzieren
verschiedene Zytokine (IL-1, IL-6, IL-10 und IL-12) [92, 102-105] und Chemokine (CXCL-8,
CCL-2 und CCL-18) [51, 106, 107] und exprimieren die Chemokinrezeptoren CCR1, CCR2,
CCR5, CX3CR1 [108].

IL-12 verbindet die natlurliche mit der angeborenen Immunantwort [109] und vermittelt
indirekt eine effektive zellvermittelte Immunantwort durch die Induktion der IFNy Produktion
durch T- und Naturliche Killer (NK-) Zellen [110]. Des Weiteren aktiviert IL-12 Makrophagen
[111].

3.7.3.4.1. IL-18 und IL-1ra

IL-1p wird als pro-IL-1p im Zytoplasma synthetisiert und durch Caspase-1 in das aktive IL-1
gespalten [104]. Pro-IL-1p (31 kDa) ist biologisch inaktiv und kann erst als reifes IL-1
(17 kDa) an Rezeptoren und aktivierte Zellen binden [104]. Nach der Bindung von IL-1 an
den IL-1-Rezeptor (IL-1R) bindet eine zweite Kette, genannt IL-1RAcP (/L-1R accessory
protein), daran und zusammen bilden sie einen Komplex, der zur Zellaktivierung fuhrt. Dieser
Komplex rekrutiert intrazellulare Adaptermolekiile u. a. MyD88 (myeloid differentiation factor
88), IRAK (IL-1R-associated kinase) und TRAF-6 (TNF-receptor-associated factor 6). Dies
fuhrt zur Aktivierung von NF-xB (nuclear factor-xB), AP-1 (activator protein-1), INK (c-Jun N-
terminal kinase) und p38 MAPK (mitogen-associated protein kinase) [104], die wiederum die
Produktion anderer Zytokine anregen. Der IL-1 Rezeptorantagonist (IL-1ra) kann nicht mit
IL-1RACP interagieren und bindet nur an den IL-1-Rezeptor, ohne die Zellen zu aktivieren.
Daher fungiert IL-1ra als spezifischer Inhibitor von IL-18 [112]. Humane Monozyten kdnnen
simultan IL-1p und IL-1ra produzieren [112]. IL-18 kann die IL-6 Produktion in Fibroblasten,
Thymozyten und Monozyten induzieren [113] und zusammen aktivieren IL-1f und IL-6
Hepatozyten. Dadurch werden Akutphaseproteine gebildet (Collektine und Pentraxine).
Diese aktivieren das Komplementsystem und opsonieren Pathogene fir die Phagozytose

durch Makrophagen und neutrophile Granulozyten [85].

17



Einleitung

3.7.3.4.2. IL-6

IL-6 ist ein pleiotropisches Zytokin [114] und ist mit einer M1 Polarisierung von Makrophagen
assoziiert [18]. IL-6 wird von DCs, Monozyten, Makrophagen, Mastzellen, B-Zellen,
Teilgruppen aktivierter T-Zellen, Tumorzellen, Fibroblasten, Endothelzellen und
Keratinozyten produziert [47]. IL-6 bindet an zwei verschiedene Membranrezeptoren, IL-6Ra
und gpl30 [105] und bt seine biologische Funktion hauptsachlich durch Janus Tyrosin
Kinasen (JAK) und STAT (signal transducers and activators of transcription) Faktoren aus
[92]. Eine Uberexpression von IL-6 fuhrt zu diversen Krankheiten, z. B. Rheumatoider
Arthritis (RA), Morbus Castleman und Morbus Crohn [114]. IL-6 hat diverse Funktionen:
a) Regulation von Immunantworten, Entziindungen und Hamatopoese; b) Induktion der
T-Zellproliferation; C) Differenzierung zytotoxischer  T-Zellen; d) terminale

Makrophagendifferenzierung und Megakaryozytendifferenzierung [114].

3.7.3.4.3. IL-10

IL-10 ist ein sehr effektives Th2 Zytokin [92] mit pleiotropischen Eigenschaften [115] und wird
hauptséachlich von Makrophagen, DCs [92, 116], B- und T-Zellen produziert [110, 117]. In
Makrophagen inhibiert IL-10 a) antimikrobielle Effektormechanismen; b) die Expression
kostimulatorischer Molekile (CD80/CD86); c) die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine
[110]; d) MHC-lI-Klasse Molekile [117] und e) die Expression von CD54 (ICAM-1,
intercellular adhesion molecule-1) [115]. IL-10 bindet an den IL-10R1/R2 Rezeptorkomplex
und rekrutiert JAK1 und Tyk2 (Tyrosin Kinase 2), somit wird STAT3 phosphoryliert und
aktiviert [118]. IL-10 blockiert die IL-12 Produktion und somit die Entstehung einer effektiven
Thl-Antwort [110]. IL-10 inhibiert auch die Produktion von IL-1a, IL-18, IL-6, IL-12, IL-18,
GM-CSF, G-CSF, M-CSF, TNF und schlief3lich auch IL-10 selbst von aktivierten Monozyten
und Makrophagen [115]. Die Produktion von CCL-2, CCL-3, CCL-4, CXCL-8 und CXCL-10
wird ebenfalls von IL-10 inhibiert. Diese Chemokine sind wichtig fur die Rekrutierung von
Monozyten, DCs, neutrophilen Granulozyten und T-Zellen an den Ort der Entziindung [115].
IL-10 deaktiviert nicht nur Monozyten sondern induziert auch die Produktion anti-
inflammatorischer Zytokine [115] und vermittelt die Reifung von Monozyten [119]. TGF-
induziert die IL-10 Produktion in APZ [115].

3.7.3.4.4. IL-17

Die IL-17 Familie besteht aus den Zytokinen IL-17a, IL-17b, IL-17c, IL-17d, IL-17e und
IL-17f, die von verschieden Zelltypen gebildet werden [47]. IL-17f wird von Monozyten und
Makrophagen sekretiert [120]. IL-17a besitzt pro-inflammatorische Féahigkeiten und ist in der

mukosalen Immunabwehr involviert, wobei es die Expression von TNFa, IL-18, IL-6, CXCL-8
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und CXCL-10 in humanen Makrophagen induziert [47, 121, 122]. IL-17 induziert die
Rekrutierung von Immunzellen zu peripheren Geweben, welche eine Aktivierung von NF-kB
erfordert [102, 123]. IL-17 sekretiert von aktivierten T-Zellen, Monozyten und Makrophagen
koénnte in der Induktion und Persistenz von mukosalen Entziindungsantworten bei chronisch-

entzindlichen Darmerkrankungen (IBD - inflammatory bowel disease) involviert sein [120].

3.7.3.4.5. TGE-B

Es existieren funf Isoformen von TGF-B, aber bei Saugern werden nur drei Isoformen
exprimiert und werden als TGF-B1-3 bezeichnet [124]. TGF-B wird als Vorlauferprotein
gebildet und bevor es sekretiert werden kann, wird es durch die intrazellulare Endopeptidase
Furin gespalten [124]. Dabei entstehen zwei Produkte, die sich zu Dimeren zusammenfinden
[124]. TGF-B wird konstitutiv von nicht-aktivierten Monozyten exprimiert [113] und hat starke
immunsuppressive Effekte auf das Immunsystem [102]. TGF-B kann autokrin und parakrin
wirken und kontrolliert die Differenzierung, Proliferation und den Aktivierungsstatus von
Immunzellen [124]. Die Thl Zytokine IFNy und IL-12 kénnen die TGF-f Produktion und
dessen Effekte beeinflussen, indem sie die Signalwege inhibieren oder die Genaktivitat

herunter regulieren [124].

3.7.3.4.6. TNFa

TNFa wird initial als 26 kDa Transmembranprotein gebildet und durch Metalloproteinasen in
seine aktive Form (17 kDa) gespalten [125]. Es gibt zwei Rezeptoren fur TNFa (TNF-R):
TNF-RI (p55) und TNF-RII [125]. Beide Rezeptoren sind &hnlich auf der Zelloberflache
verteilt, aber ihre biologische Aktivitat ist unterschiedlich. Die meisten Zellen exprimieren
beide TNF-R, wobei Lymphozyten und Monozyten hauptsachlich TNF-RII exprimieren.
Endothelzellen und Fibroblasten exprimieren hauptsachlich TNF-RI [125].

3.7.3.4.7. CCL-2

Fibroblasten, Endothelzellen, vaskulare Muskelzellen, Monozyten und T-Zellen kdnnen
CCL-2 sekretieren [103, 106]. CCL-2 ist ein Schlusselfaktor fur die Initiation der Entziindung
und fordert die Chemotaxis und transendotheliale Migration von Monozyten Uber ihren
Chemokinrezeptor CCR2 in entziindliches Gewebe [106]. CCL-2 reguliert die Expression von
B2-Integrinen auf Monozyten hoch, somit werden diese aktiviert und kdénnen besser an
extrazellularen Matrixproteinen haften [106]. CCL-2 ist essentiell fir Th2 Antworten und eine

Uberexpression von CCL-2 ist assoziiert mit Defekten in der zell-vermittelten Immunitét [53].
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3.7.3.4.8. CCL-3, CCL-4 und CXCL-9

CCL-3 und CCL-4 sind inflammatorische Chemokine und werden von unterschiedlichen
Zelltypen, u. a. Makrophagen, aktivierte NK-Zellen und T-Zellen, sekretiert [126]. Beide
Chemokine nutzen CCR5 als Rezeptor, wobei CCL-3 auch an CCR1 binden kann [127].
Durch die Bindung der Chemokine an die Rezeptoren werden Monozyten, Makrophagen,
NK-Zellen und T-Zellen an den Ort der Entziindung geleitet [128, 129]. Die CCL-3 Produktion
kann durch IL-4, IL-10, IL-13 und Glukokortikoide inhibiert werden [107].

Das durch IFNy induzierbare, pro-inflammatorischen Chemokin CXCL-9 wird von Monozyten,
Makrophagen und Tumorzellen produziert und lockt Gber den Rezeptor CXCR3 Thl Zellen
an den Ort der Entzindung [130-132]. Die Menge an CXCL-9 Kkorreliert mit dem
Entzindungsgrad, so z. B. bei der chronischen Chagas-Kardiomyopathie, welche durch das

Bakterium Trypanosoma cruzi verursacht wird [133].

3.7.3.4.9. CCL-18

CCL-18 wird von Monozyten, Makrophagen und DCs exprimiert [107], wobei Monozyten und
Makrophagen konstitutiv nur geringe Mengen an CCL-18 exprimieren [107]. Die Produktion
von CCL-18 kann aber durch LPS oder andere mikrobielle Komponenten (Peptidoglycan und
CDA40L) gesteigert werden [107]. Die CCL-18 Induktion benétigt die M2 Aktivierung der
Monozyten und Makrophagen durch die Th2-Zytokine IL-4, IL-10 und IL-13 [107].

3.8. Zielsetzung

Es ist bereits bekannt, dass einige Bakterien Strategien entwickelt haben, um die
Makrophagenaktivierung und Wirtsabwehr beeinflussen zu kénnen [18]. Der M. Whipple ist
trotz des ubiquitéaren Vorkommens seines Erregers extrem selten. Da T. whipplei massiv in
den Makrophagen im Duodenum akkumuliert, liegt der Verdacht nahe, dass die
Makrophagenaktivierung bei M. Whipple Patienten eingeschrankt sein kdnnte. Unklar ist
immer noch, wie bei M. Whipple Patienten Makrophagen mit dem Erreger interagieren und
ob, wie oben erwéhnt, die APZ wie Makrophagen und DCs, Uberhaupt in der Lage sind, eine
adaquate T. whipplei-spezifische T-Zellreaktivitdt zu induzieren, oder ob eine mangelnde
Erkennung der T. whipplei-Antigene fur die reduzierte Antigen-spezifische Thl Reaktivitat
verantwortlich ist. Ziel dieser Arbeit war es daher, die Mechanismen, die fur die fehlende
T. whipplei-spezifische Reaktivitat der Patienten verantwortlich sind, weiter einzugrenzen.
Daher sollten in diesem Projekt einerseits Monozyten und Makrophagen ex vivo
charakterisiert werden, der Einfluss von T. whipplei auf in vitro differenzierte Makrophagen
von gesunden Kontrollen und M. Whipple Patienten untersucht und immunogene Strukturen

von T. whipplei definiert werden.
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4. Material und Methoden
4.1. Material

4.1.1. Technische Geréate

Brutschrank
Brutschrank, 80 % O,
Dampfdruckkochtopf
ELISA-Reader

FACS Calibur
Gefrierschranke
Kuhlschrank
Lichtmikroskop
Magnetrihrer
Microprocessor pH-Meter
Mikrowelle

Schuittler

Sterilbank

Stickstofftank Locator 6plus
Vakuumpumpe

Waagen

Wasserbad

Zentrifugen

4.1.2. Verbrauchsmaterialien

Deckglaschen
Einfrierréhrchen
Einfrierkisten
Einwegpinzetten
Einwegpipetten
Fettstift
Filterplatte

konische Rdhrchen

BB15 function line, Heraeus, Hanau, DE

BBD 6220, Heraeus, Hanau, DE

WMF Easy Transtherm, DE

VersaMax microplate reader, Molecular Devices,
Chicago, US

Becton Dickinson (BD), Heidelberg, DE

-20 °C, -80 °C, Thermoscientific u. Herasafe, DE
Bosch, DE

Axiovert 25, Carl Zeiss, DE

RCT basic safety control, IKA, US

pH21, Hanna instruments, DE

Privileg 8523G, DE

KM-2 AKKU, Edmund Buhler, Hechingen, DE
Herasafe, Heraeus, Hanau, DE

Thermolyne, US

Manifold, PALL Livescience, US

Scout Pro SPU 202, Ohaus Corporation, NJ, US
OHaus, Nanikon, CH

Julabo TWS8, Seelbach, DE

Megafuge 1.0 R, Megafuge 1.0, Biofuge fresco,

Heraeus, Hanau, DE

21 x 26 mm und 24 x 50 mm, Roth, Karlsruhe, DE
1 ml, NUNC, DK

Nalgene, DE

Unomedical, DK

5, 10 und 25 ml, BD, Heidelberg, DE

Linaris, Wertheim, DE

96-Kavitaten, Bender Medsystems, Wien, AT

15 ml, 50 ml, BD, Heidelberg, DE
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Leucosep-Réhrchen Greiner bio-one, Frickenhausen, DE

LS-Saule Miltenyi Biotec, Gladbach, DE

Multi-Kanal-Pipette 100 pl, Eppendorf, Hamburg, DE

Multipette® plus Eppendorf, Hamburg, DE

Objekttrager Langenbriuck, Emmerdingen, DE

Parafilm VWR, lllinois, US

Pipetten 5, 10 und 25 ml, BD, Heidelberg, DE

Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg, DE

Reaktionsgefalie 1500 pl, 500 pl, Eppendorf, Hamburg, DE

Reaktionsgefal3stander Roth, Karlsruhe, DE

Rundbodenrdhrchen BD, Heidelberg, DE

Trucountréhrchen BD, Heidelberg, DE

Vacutainerrbhrchen heparinbeschichtet, 10 ml, BD, Heidelberg, DE

Zahlkammer HYCOR Biomedical, Kassel, DE

Zellkulturplatten 6-, 12-, 24-, 48- und 96-Kavitatenplatten, NUNC,
DK

4.1.3. Chemikalien und Verbrauchsmittel

41.3.1. Chemikalien

Amphotericin B PAA, Colbe, DE
Antikdrperverdinnungspuffer DakoCytomation, Hamburg, DE
Beriglobin Sigma, Miinchen, DE
B-Mercaptoethanol Invitrogen, Darmstadt, DE
Brefeldin A Sigma, Minchen, DE

BSA Sigma, Minchen, DE

CFDA Invitrogen, Darmstadt, DE
destilliertes Wasser Ampuwa, Fresenius, DE
Dextran-FITC Partikel Invitrogen, Darmstadt, DE
DMSO Sigma, Minchen, DE

EDTA Sigma, Minchen, DE
Essigsaure Merck, Darmstadt, DE

Ethanol Baker, NJ, US

FKS Gibco/lnvitrogen, Karlsruhe, DE
Ficoll-Hypaque (Natriumdiatrizoat) GE Healthcare, Miinchen, DE
Hamatoxilin Dako, Hamburg, DE

Harnstoff Roth, Karlsruhe, DE
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Isopropanol
Kaisers Glyceringelatine
L-Arginin

L-Isonitrosopropiophenone

Lysepuffer flr Durchflusszytometrie

Manganchlorid (MnCly,)
NADPH

Naphtyl-Ethylendiamin dihydrochlorid

Natriumazid
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumnitrit (NaNO,)
Nitratreduktase

PBS

Penicillin-Streptomycin-Lésung

PFA

Phosphorsaure (HzPO,)
RPMI 1640

Salzsdure (HCI)

Saponin

Schwefelsdure (H,SOy)
Sulfanilamid
Transferrin-FITC Partikel
Tris-HCI

Triton X-100

Trypanblau

Tween20
Wasserstoffperoxid (30 %)
Xylol (Isomere)

Zitronensaure

Merck, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Roth, Karlsruhe, DE
Sigma, Minchen, DE
BD, Heidelberg, DE
Sigma, Minchen, DE
Sigma, Minchen, DE
AppliChem, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Roth, Karlsruhe, DE
Sigma, Minchen, DE
Sigma, Minchen, DE
PAA, Pasching, AT
Biochrom, Berlin, DE
Sigma, Miinchen, DE
Sigma, Miinchen, DE

Gibco/lnvitrogen, Karlsruhe, DE

Roth, Karlsruhe, DE
Sigma, Miinchen, DE
Sigma, Miinchen, DE
Sigma, Miinchen, DE
Invitrogen, Darmstadt, DE
Sigma, Minchen, DE
Sigma, Minchen, DE
Sigma, Minchen, DE
Dako, Hamburg, DE
Merck, Darmstadt, DE
Roth, Karlsruhe, DE
Roth, Karlsruhe, DE
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4.1.3.2. Puffer und Medien

Tab. 2: Zusammensetzung von Puffern und Medien

Bezeichnung

Zusammensetzung

DMEM-Medium

Einfriermedium

Erylysepuffer

Griess Reagenz

LPL-Medium

MACS-Puffer

PBA (PBS + BSA + Natriumazid)

PBS, pH 7,6

PBS/ BSA

TBS, pH 7,5

TBS/ Tween
Zellkulturmedium R10

Zitratpuffer, pH 6

DMEM, 4,5 g/l Glukose; 25 mM Hepes; 2 mM L-
Glutamin; 1 mM Natriumpyruvat; 1x MEM Aminosauren;
10 % (v/v) FKS

FKS, 10 % DMSO

20 mM KHCOg3; 310 mM NH,CI; 1 mM EDTA
destilliertes Wasser

1 % Sulfanilamid; 0,1 % Naphtyl-Ethylendiamindihydro-
chlorid; 2 % Phosphorsaure; destilliertes Wasser

RPMI 1640; 25 mM Hepes; 4 mM L-Glutamin; 1 % (v/v)
Pen/Strep, 250 pg/ml Amphotericin B, 50 mM f-
Mercaptoethanol

90 mM Nay,HPO,-2H,0; 140 mM NaCl; 27 mM KCI; 15
mM KH,POy; 30 % (w/v) BSA; 1ImM EDTA (v/v)

90 mM NayHPO,4-2H,0; 140 mM NaCl; 27 mM KCI; 15
mM KH,POy; 0,5 % (w/v) BSA; 0,02 % (v/v) NaN3

90 mM NayHPO,4-2H,0; 140 mM NaCl; 27 mM KCI; 15
mM KH,PO,

90 mM Na,HPO,4-2H,0; 140 mM NaCl; 27 mM KCI; 15
mM KH,POy; 0,5 % (w/v) BSA

150 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI

150 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI + 0,05 % Tween 20
RPMI 1640; 25 mM Hepes; 4 mM L-Glutamin; 10 %
(vIv) FKS; 1 % (v/v) Pen/Strep

10 mM Zitronensaure; 10 mM NaOH; destilliertes
Wasser

4.1.3.3. Kommerzielle Komplettsysteme

Tab. 3: Kommerzielle Komplettsysteme

Bezeichnung

Hersteller

CBA flex set
Flow Cytomix
BCA™ Protein Assay Kit

BD, Heidelberg, DE
Bendermed Systems, AT
Thermo Scientific, Bonn, DE

Dako REAL™ Detektionssystem Alkaline Phosphatase/Rot  Dako, Hamburg, DE

Streptavidin/Biotin Blockierungskit

Vector, Biozol, Eching, DE
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4.1.3.4. Zellstimulanzien

In den einzelnen Experimenten wurden die Zellstimulanzien wie in den folgenden Tabellen

beschrieben eingesetzt. Abweichungen wurden im weiteren Text gesondert gekennzeichnet.

4.1.3.4.1. Antigene

Tab. 4: Verwendete Antigene

Antigen Peptide/ Konzentration Hersteller
Spezifitat

CD28 Maus 1gG1 2 pg/ml BD, Heidelberg, DE

CD49 Maus 1gG1 2 pg/ml BD, Heidelberg, DE

GST 26 pg/ml Herstellung durch

Arbeitsgruppe Dr.
A.KUhl / Dr. U.Erben,
Berlin, DE

Hsp70Ec DnaK von E. coli 33 pg/ml Herstellung durch
Arbeitsgruppe Dr.
A.Kuhl / Dr. U.Erben,

Berlin, DE
Hsp70Tw DnaK von T. 80 pg/ml Herstellung durch
whipplei Arbeitsgruppe Dr.
A.Kuhl / Dr. U.Erben,
Berlin, DE
Humanes Cytomegalivirus  Polypeptid 65 1,5 pg/ml DUNN, Ansbach, DE
(hCMV) (pp65), AD169
Lipopolysaccharide (LPS) E. coli, L2630 5 pg/mi Sigma, Miinchen, DE
Tetanus Toxoid 100 pg/mi Chiron Behring,
Marburg, DE
Tuberkulin PPD RT 23 SSI 6 U/ml Chiron Behring,
Marburg, DE
Staphylococcus Enterotoxin von 2 pg/ml Sigma, Munchen, DE
B (SEB) Staphylococcus
aureus
T. whipplei Twist- Gesamt-Lysat 1 x 10" CFU/ml  ATCC Nummer CCL-
MarseilleTM 171; Prof. Dr. Raoult,
Marseille, FR
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4.1.3.4.2.

Zytokine und Wachstumsfaktoren

Tab. 5: Zytokine und Wachstumsfaktoren

Zytokin Quelle Konzentration Hersteller

rh GM-CSF S. cerevisiae 1000 U/ml Bayer, Leverkusen, DE

rh M-CSF E. coli 10 ng/mi Peprotech, Hamburg, DE

rh IFNy E. coli 200 U/ml R&D systems, Wiesbaden, DE
rh IL-4 E. coli 10 ng/mi R&D systems, Wiesbaden, DE
rh 1L-10 E. coli 10 ng/mi Peprotech, Hamburg, DE

rh TNFa E. coli 500 U/ml R&D systems, Wiesbaden, DE
4.1.3.5. Antikorper

4.1.35.1. Immunhistochemie

Tab. 6: Verwendete Antikdrper in der Immunhistochemie

Spezifitat des primaren

Spezifitat des

L Klon Hersteller sekundaren Hersteller
Antik6rper N
Antikorper
Maus-anti human CD68 PG-M1 Dako, Esel-anti-Maus IgG
Hamburg, DE (biotinyliert)
Maus-anti human CD163 10D6 Novocastra, Esel-anti-Maus IgG Jackson
Wetzlar, DE (biotinyliert)
Kaninchen-anti human IL-  500-P20 Peprotech, Esel-anti-Kaninchen Immuno
10 Hamburg, DE 1gG (biotinyliert)
Ziege-anti human IL-17  AF317NA  R&D Research,
systems, Esel-anti-Ziege-IgG Suffolk,
Wiesbaden, (biotinyliert) UK
DE
Kaninchen-anti human polyklonal abcam,Cam- Esel-anti-Kaninchen
iINOS bridge, UK IgG (biotinyliert)
Kaninchen-anti human HPAO054  Sigma, Esel-anti-Kaninchen
Stab-1 34 Manchen, DE IgG (biotinyliert)

Enzymkonjugat:

Sigma, Miinchen, DE

Substrat:

4.1.3.5.2. Durchflusszytometrie

Fast Red, DAKO, Hamburg, DE

Streptavidin Alkalische Phosphatase (streptomyces avidinii)

Fur den durchflusszytometrischen Nachweis von Oberflachen- oder intrazellularen Markern

wurden folgende monoklonale Antikorper, die direkt mit Fluorochromen konjugiert waren,

verwendet (Tab. 7).
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Tab. 7: Verwendete Antikdrper in der Durchflusszytometrie

Verdin-

Spezifitat Isotyp Konjugation nung Klon Herkunft Hersteller
CCL-18 lgGl1  APC 1:20 64507 Maus R&D systems,
Wiesbaden, DE
CD3 IgG1 PerCp 1:50 SK7 Maus BD, Heidelberg, DE
CD4 lgGl1 PE 1:50 MT310 Maus BD, Heidelberg, DE
CD11b lgG1 PE 1:20 2LPM19c  Maus DakoCytomation,
Hamburg, DE
CD11c IgG2b APC 1:20 S-HCL-3 Maus BD, Heidelberg, DE
CD14 IgG2a PerCpCy5.5 1:50 M5E2 Maus BD, Heidelberg, DE
CD16 lgGl1  FITC 1:20 3G8 Maus BD, Heidelberg, DE
CD16 IgM APC 1:20 VEP13 Maus Miltenyi Biotec,
Gladbach, DE
CD40 IgG1 PE 1:10 MABS89 Maus Beckman Coulter,
Krefeld, DE
CD40L lgG1  FITC 1:20 TRAP1 Maus BD, Heidelberg, DE
CD64 IgG1 PE 1:10 10.1 Maus DakoCytomation,
Hamburg, DE
CD68 lgG1  FITC 1:20 KiM7 Maus AbD Serotec,
Dusseldorf, DE
CD71 IgG1l  Alexa647 1:20 DF1513 Maus AbD Serotec,
Dusseldorf, DE
CD80 lgGl1  APC 1:10 MEM-233 Maus Biozol, Eching, DE
CD86 IgGl  APC 1:10 2331 Maus BD, Heidelberg, DE
CD163 lgG1 PE 1:10 GHI/61 Maus BD, Heidelberg, DE
CD206 IgG1  APC 1:20 19.2 Maus BD, Heidelberg, DE
HLA-DR IgG1 PE 1:10 Immu357 Maus Beckman Coulter,
Krefeld, DE
HLADR IgG2a PerCpCy5.5 1:20 L243 Maus BD, Heidelberg, DE
HLA-DR lgG2a APC 1:20 G46-6 Maus BD, Heidelberg, DE
Integrin- IgG2a PE 1:10 FIB504 Ratte BD, Heidelberg, DE
B7
IFNy IgG1 APC 1:100 B27 Maus BD, Heidelberg, DE
IL-1 1gG1 FITC 1:10 AS10 Maus BD, Heidelberg, DE
IL-1ra IgG1 PE 1:10 AS17 Maus BD, Heidelberg, DE
IL-6 lgG2a FITC 1:20 MQ2-6A3 Ratte BD, Heidelberg, DE
IL-10 IgG2a APC 1:20 JES3- Ratte BD, Heidelberg, DE
19F1
TNFa IgG1 PE 1:200 Mab11 Maus BD, Heidelberg, DE
25F92 IgG1  unkonjugiert  1:20 eBio25F9  Maus eBioscience,

Frankfurt/ aM, DE

2 Sekundarantikorper: rabbit anti Maus IgG-RPE (AbD Serotec, Diisseldorf, DE)
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Verdin-

Spezifitat Isotyp Konjugation nung Klon Herkunft Hersteller

Isotyp- IgGl APC 1:100 MOPC-21 Maus BD, Heidelberg, DE

kontrollen 1gG1 PE 1:50 MOPC-21 Maus BD, Heidelberg, DE
IgG1 PerCpCy5.5 1:50 X40 Maus BD, Heidelberg, DE
lgG2a PE 1:10 R35-95 Ratte BD, Heidelberg, DE

Sekundar- 19G RPE 1:20 polyklonal  Kanin- AbD Serotec,

antikorper chen Dusseldorf, DE

4.1.35.3. Zellisolation

Folgende Antikorper wurden fur die magnetische Separation von Monozyten und

Lymphozyten aus peripherem Blut verwendet (Tab. 8).

Tab. 8: Verwendete Antikdrper zur magnetischen Zellisolation

Spezifitat Isotyp Herkunft Hersteller

CD14 IgG2a Maus Miltenyi Biotec, Gladbach, DE
HLA-DR IgG1 Maus Miltenyi Biotec, Gladbach, DE
4.1.3.6. Patientendaten

Die Diagnose des M. Whipple wurde in der Regel anhand PAS (periodic acid-schiff) positiver
Zellen und einer T. whipplei spezifischen PCR aus duodenalen Proben gestellt. In
Einzelfallen erfolgte die Diagnose aus Gelenken, dem Zentralen Nervensystem oder aus
Lymphknoten. Im Rahmen eines von der EU geforderten Projektes standen nach
schriftichem Einverstandnis fir diese Arbeit von 104 M. Whipple Patienten Proben zur
Verfugung (Tab. 9). Diese werden im Nachfolgenden ,MW-Patienten* genannt. Die
Behandlung des M. Whipple erfolgte in der Regel initial mit einer zweiw6chigen intravendsen
Therapie mit Ceftriaxon oder Meropenem, gefolgt von einer oralen Gabe von Cotrimoxazol
fur drei oder zwolf Monate. Einzelne Patienten erhielten eine alleinige Zugabe von
Doxycyclin oder in Kombination mit Hydroxychloroquin fir zwolf Monate. Sobald sich eine
klinische Besserung der Symptome einstellte, wurden die Patienten in die Gruppe
.behandelt” eingeordnet. In der Regel erfolgte dies drei Monate nach Therapiebeginn. Des
Weiteren wurde heparinisiertes Vollblut von 53 gesunden Kontrollen verwendet und von 43
gesunden Kontrollen Uberstande kultivierter Biopsien genutzt. Diese Patientenproben
werden im Nachfolgenden ,gesunde Kontrollen* genannt. Fir duodenale Proben wurden
auch 51 Patienten rekrutiert, die sich aufgrund von Verdacht bzw. bei der Kontrolle von
Magengeschwiren einer Gastroskopie unterzogen. Diese Proben wiesen Kkeine
makroskopischen und histologischen Auffélligkeiten im Duodenum auf. Diese
Patientenproben werden im Nachfolgenden ,Kontrollen ohne Darmsymtomatik* genannt.
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Tab. 9: Patienteniuibersicht der verwendeten Proben

. gesunde Kontrollen ohne
MW-Patienten Kontrollen Darmsymptomatik

Proben Proben von 104 Patienten Proben von 150 Proben von 51
gesamt (17w, 87m, 57,2 Jahre (35- gesunden Kontrollen

83)) Kontrollen (51w, (19w, 32m, 52,4

51 Patienten vor und nach 99m, 40,9 Jahre Jahre (17-82))

Therapie (20-90))

29 unbehandelte Patienten

24 behandelte Patienten
Blut
Serum- Proben von 51 Patienten Proben von 70 Proben von 11
proben (6w, 45m, 57,7 Jahre (35-86)) | gesunden Kontrollen

31 Patienten vor und nach Kontrollen (32w, (5w, 6m, 51,4 Jahre

Therapie 38m, 42,7 Jahre (32-75))

10 unbehandelte Patienten (20-90))

10 behandelte Patienten
Heparini- Proben von 47 Patienten Proben von 53
siertes Blut (7w, 40m, 61,3 Jahre (41-77)) | gesunden

13 Patienten vor und nach Kontrollen

Therapie
23 unbehandelte Patienten
37 behandelte Patienten

(28w, 25m, 46,2
Jahre (22-84))

Biopsien aus

Duodenum

Biopsien fir | Proben von 34 Patienten Proben von 43 Proben von 16
Zytokin- (2w, 32m, 55,4 Jahre (40-74)) | gesunden Kontrollen
messungen 5 Patienten vor und nach Kontrollen (5w, 11m, 50 Jahre
Therapie (Ow, 43m, 30,9 (21-75))
9 unbehandelte Patienten Jahre (22-48))
20 behandelte Patienten
Biopsien fir | Proben von 23 Patienten Proben von 15
Immun- (2w, 21m, 56,8 Jahre (43-75)) Kontrollen
histochemie | 22 Patienten vor und nach (7w, 8m, 45,3 Jahre
Therapie (17-82))
1 unbehandelte Patienten
Biopsien fir | Proben von 32 Patienten Proben von 29
funktionelle (4w, 28m, 48,5 Jahre (39-77)) Kontrollen
Tests 5 Patienten vor und nach (13w, 16m, 55,8

Therapie
6 unbehandelte Patienten

21 behandelte Patienten

Jahre (21-82))

(w=weiblich, m= méannlich), angegeben ist das Durchschnittsalter
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4.2. Methoden

4.2.1. Anzucht von T. whipplei Bakterien

Seit 2003 ist es moglich, T. whipplei Bakterien zellfrei im Labor anzuzichten [10]. Die fur
diese Arbeit verwendeten Bakterien wurden im Institut fir Mikrobiologie und Hygiene der
Charité in Berlin angeziichtet. T. whipplei Bakterien vom Stamm Twist-Marseille™ (CNCM |-
2202) wurden in Zellkulturflaschen in DMEM-Medium bei 37 °C und 5 % CO, im Brutschrank
kultiviert. T. whipplei repliziert sich im Vergleich zu anderen Bakterien sehr langsam. Ein
Replikationszyklus dauert ca. 28 Stunden [10]. Nach 20-40 Tagen wurden die Bakterien aus
den Zellkulturflaschen entnommen, in 50 ml Rohrchen uUberfihrt und bis zur weiteren

Verwendung bei 4 °C gelagert.

4.2.2. Herstellung von T. whipplei Lysat

Fir die einzelnen Stimulationsversuche wurden hitzeinaktivierte Bakterienlysate von
T. whipplei benutzt. Dazu wurden die Bakterien zundchst 30 min bei 90 °C im Wasserbad
inaktiviert. Um die Bakterien zu lysieren, wurden sie dreimal fur je eine Minute im
Ultraschalbad inkubiert. Die Konzentration der Bakterien wurde mittels quantitativer
Polymerase-Ketten-Reaktion (Polymerase chain reaction, PCR) der 16s rDNA bestimmt
[134]. AnschlieRend wurde das inaktivierte T. whipplei-Lysat auf 1x10° /ml eingestellt und bei
-80 °C gelagert.

4.2.3. Herstellung gereinigter rekombinanter Fusionsproteine des Hsp70
von T. whipplei und E. coli mit der Glutathion-S-Transferase

Fur die Identifizierung immunogener Epitope aus T. whipplei wurden Fusionsproteine der
Hsp70 von T. whipplei (hsp70Tw) und E. coli (hsp70Ec) mit der Glutathion-S-Transferase
(GST) in der Arbeitsgruppe Dr. A. Kihl / Dr. U. Erben im Rahmen ihrer zentralen Aufgaben
innerhalb des Sonderforschungsbereiches 633 rekombinant hergestellt und als gereinigte
Proteinpraparationen zur Verfigung gestellt. Fir die Klonierung wurde aus lysierten
Bakterien die chromosomale DNA aufgereinigt und mittels spezifischer Primer die Sequenz
von DnaK (bakterielles homolog zu hsp70) in einer PCR vervielfaltigt. Die PCR-Produkte
wurden nach der Klonierung und Verifizierung der Sequenz in den Expressionsvektor
pGEX-2T (Abb. 5) integriert, der die Sequenz fur die GST, welche spater zur Aufreinigung

der Fusionsproteine verwendet wurde, enthielt.
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Abb. 5: Schematische Darstellung des Expressionsvektors pGEX-2T

Der Vektor pGEX-2T wurde zur Konstruktion der Fusionsplasmide hsp70Tw und hsp70Ec verwendet.
Die Restriktionsenzyme BamH1 und EcoRIl wurden benutzt, um die zu integrierende DNA zu
schneiden und korrekt einzufiigen. (Quelle: GE Healthcare, Freiburg, DE, mit Modifizierungen)

Die Plasmide wurden in E.coliTOP10 vermehrt und mit dieser DNA der Produzentenstamm
E.coliBL21/DE3LysS transformiert. Die Fusionsproteine hsp70Tw und hsp70Ec lagen
zytoplasmatisch geldst vor. Sie wurden nach Lyse der Bakterien affinitatschromatographisch
Uber Glutathion-Sepharose gereinigt und der Puffer durch Ultrafiltration (Ausschlussgrofie:
30kDa) gegen PBS ausgetauscht. Die Extraktion mit TritonX-114 [135] entfernte LPS aus
den Préparationen so weit, dass der LPS-Gehalt der in den zellbiologischen Experimenten
verwendeten Proteinldsungen bei maximal 0,03 Endotoxin U/ml lag. Die Reinheit der
Praparation wurde durch SDS-PAGE und anschlielende Farbung mit CoomassieR-250
bestétigt. Der Proteingehalt wurde mit dem BCA-Test bestimmt und auf 1 mg/ml eingestellit.
Aliquots der Praparationen wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur

Verwendung bei -80 °C gelagert.

4.2.4. Analytische Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der analytischen Durchflusszytometrie wurden Monozyten auf die Expression von

Differenzierungsmarkern und Zytokinen analysiert. Die Durchflusszytometrie liefert hierbei
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sowohl eine qualitative als auch quantitative Aussage zur Expression des jeweiligen
Proteins. Ein System aus Druckluft und Tragerflissigkeit gewahrleistet den Probenfluss
durch das Zytometer. Die Suspensionszellen werden in einem Flussigkeitsstrahl zum
Messpunkt transportiert, an dem der Laser auf die Zelle trifft. Pro Zeiteinheit passiert nur eine
Zelle den Laserstrahl. Das Licht wird von den Zellen gebeugt ohne dabei die Wellenlange zu
verandern. Dieses Licht wird von Detektoren aufgefangen. Das Vorwartsstreulicht (Forward
Scatter, FSC) erfasst die GroRRe der Zelle, wéahrend das sich im 90°-Winkel zum einfallenden
Laserlicht befindliche Seitwartsstreulicht (Sideward Scatter, SSC) das durch die Granularitat
der Zelle gestreute Licht misst. Bereits durch die Auftragung von SSC gegen FSC ist es

maglich, die Zelltypen einer heterogenen Zellpopulation zu unterscheiden (Abb. 6.).

Granulozyten
(12 — 16 pm; mittlere bis starke Granularitét)

SSC

Monozyten
(16 — 20 pm; feine Granula)

Lymphozyten
(ca. 12 pum; nicht granular)

Zelltrimmer (Autofluoreszenz)

FSC

Abb. 6: Schematische Darstellung der Zellpopulationen im FSC/SSC-Dot Plot

Die Klassifizierung weiterer Untergruppen erfolgt durch die Analyse der Expression
bestimmter Oberflachenantigene. Diese Immunphanotypisierung erfolgt mit Hilfe der Bindung
von fluoreszenzmarkierten monoklonalen Antikorper an spezifische CD-Antigene. Die
Fluorochrome absorbieren das Licht einer bestimmten Wellenlange. Das emittierte Licht wird
durch Teilerspiegel und verschiedene Filter (Lang-, Kurz- und Bandpassfilter) in
Fluoreszenzspektren aufgetrennt und gelangt dann auf photosensitive Detektoren
(Photomultipler). Das optische Signal wird zunachst in elektrische Stréme und dann in ein
digitales Signal umgewandelt (Abb. 7).
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Abb. 7: Aufbau eines Durchflusszytometers [136]
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Fur die vorliegende Arbeit erfolgten die Messungen am FACS Calibur (BD, Heidelberg, DE).

Im verwendeten Analysegeradt stehen drei Sensoren fir 530nm (Fluoreszenzkanal FL-1),
585nm (FL-2) und 650nm (FL-3) uiber den ersten Laser (Argon, 488nm) zur Verfiigung. Uber

einen zweiten Dioden-Laser (635nm) wird ein weiterer Fluoreszenzparameter mit einer

Anregungswellenlange von 670nm (FL-4) zur Verfugung gestellt.

Tab. 10: Absorptions- und Emissionswellenlangen der verwendeten Fluorochrome

Absorptions- Emissions-

Fluorochrom Maximum Maximum
[nm] [nm]
Fluorescein isothiocyanate (FITC) 495 517
Carboxyfluorescein Diacetat-Succinimidyl Ester (CFDA-
495 517
SE)
R-Phycoerythrin (PE) 565 575
Peridinium Chlorophyll Protein + Sulfoindocyanin 5.5
5 482 695
(PerCpCyh5.5)
Allophycocyanin (APC) 650 660
Alexa 647 653 669

% Tandemkonjugat
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Fluoreszenzfarbstoffe zeichnen sich jeweils durch ein charakteristisches Absorptions- und
Emissionsspektrum aus und kénnen somit spezifisch mit einem der vier Sensoren gemessen
und von den anderen Farbstoffen unterschieden werden (Tab. 10).

Die Auswertungen der Daten erfolgte mit dem Programm FlowJo (TreeStar, US) oder mit der
CellQuestpro Research Software von BD. Die Fluoreszenzintensitaten wurden als
zweidimensionale Punktdiagramme (Dot Plots) oder als Histogramme (Histogramm-Plots)
dargestellt. Die FSC- und SSC-Signale wurden linear, alle anderen Fluoreszenzsignale in
logarithmischer Form, dargestellt. In den Punktdiagrammen reprasentiert jeder Punkt eine
Zelle. Durch das Setzen von Analysefenstern kann die Expressionsanalyse auf bestimmte

Zellpopulationen beschrankt werden.

4.2.5. Analyse von Oberflachenmolekilen und intrazellularen Markern
von Monozyten im Vollblut

Um Oberflachenmolekiile auf Monozyten im Vollblut ndher zu charakterisieren, wurden
jeweils 50 ul Vollblut von Patienten und Kontrollen mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern
inkubiert. Die Antikorper wurden direkt ins Vollblut pipettiert. Fir die Phanotypisierung der
Monozyten im Vollblut wurden Antikérper gegen CD14, CD40, CD86, CD80, HLA-DR,
CD206, CD11b, CD11c, CD163, CD64, CD16, CD33 und Integrin-f7 verwendet. Zu jeder
Farbung wurde Beriglobin (aufgereinigtes humanes Immunglobulin G, 1 pg/ml)
hinzugegeben, um unspezifische Bindungen zu blockieren. Nach einer 15-minitigen
Inkubationszeit bei Raumtemperatur (RT) im Dunkeln wurden die Erythrozyten durch die
Zugabe von 450 pl Lysepuffer lysiert. Nach weiteren 15 min wurden die Zellen zentrifugiert
(2500 x g, 5 min, 4 °C), das Pellet in 100 pl 4 % PFA-L6sung resuspendiert und 15 min bei
37 °C fixiert. Um das PFA zu entfernen, wurden die Zellen anschlieBend in PBA gewaschen
(2500 x g, 5 min, 4 °C). Fur die intrazellulare Farbung mit dem Monozytenmarker CD68
wurde eine Farbelésung mit anti-CD68 Antikorper, Beriglobin, Saponin (0,5 %) und PBA
angesetzt. Saponin ist ein pflanzliches Detergenz, welches reversibel die Zellmembran
perforiert und somit der Detektion intrazellularer Molekile ermdglicht. Die Zellen wurden mit
50 pl Farbeldsung fur 15 min inkubiert (RT, im Dunkeln). AnschlieRend wurden die Zellen mit
PBA gewaschen, in 200 upl PBA aufgenommen und die Expression der Proteine

durchflusszytometrisch bestimmt.
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4.2.6. Antigenstimulationen im Vollblut

4.2.6.1. Antigenstimulation der Lymphozyten im Vollblut

Durch die in vitro Stimulation von Lymphozyten mit einem Antigen kann eine spezifische
Immunantwort ausgeltst und die Zytokinproduktion gemessen werden. Dazu wurden 500 pl
frisches heparinisiertes Vollblut in 15 ml Roéhrchen in der Anwesenheit von anti-CD28 und
anti-CD49 insgesamt Uber sechs Stunden stimuliert. Als Positivkontrolle diente eine
Stimulation mit 2 pg/ml Staphyloccocus Enterotoxin B (SEB). SEB gehért zu der Klasse der
Superantigene und aktiviert durch die seitliche Vernetzung von MHC-Klasse-Il und TZR
unabhangig von einer spezifischen Bindung eines Antigens CD4" und CD8" T-Zellen, welche
daraufhin groRere Mengen an Zytokinen freisetzen. Fir die antigenspezifische
Immunantwort wurde hitzeinaktiviertes T. whipplei-Lysat (Tw), hsp70Tw, hsp70Ec, GST,
Tetanus Toxoid, hCMV und Tuberkulin flr die Stimulation eingesetzt. Die GST als ein
Bestandteil der Fusionsplasmide hsp70Tw und hsp70Ec und wurde als Kontrollansatz immer
mitgefihrt und bei der Auswertung der Daten als Leerwert abgezogen. Als Negativkontrolle
fur die restlichen Antigene wurde ein Ansatz ohne Antigen verwendet.

Nach drei Stunden Prainkubation im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,) mit dem entsprechenden
Antigen wurden 10 pg/ml Brefeldin A fir weitere drei Stunden zu den Stimulationsansatzen
gegeben. Brefeldin A unterbindet die cis-trans-Translokation der Proteine innerhalb des
Golgiapparates. Die synthetisierten Zytokine akkumulieren innerhalb der Zelle und kénnen
so intrazellular durch Antikorper detektiert werden. Nach der Stimulation wurden die Zellen
zunachst mit EDTA von der Oberflache der Stimulationsrohrchen gelést. EDTA wurde in
einer Endkonzentration von 2 mM zugegeben, anschlielend wurde zehn Minuten bei RT
inkubiert. Die Erythrozyten wurden mit 4,5 ml Lysepuffer 15 min bei RT lysiert und fixiert.
Nach dem Waschen mit PBA wurde das Pellet in 50 ul Farbeldsung resuspendiert, welche
folgende Antikorper beinhaltete: anti-CD40L, anti-CD4, anti-CD3, anti-IFNy-APC sowie
Beriglobin und Saponin verdinnt mit PBA. Nach 15-minttiger Inkubation (RT, im Dunkeln)
wurden die Zellen mit PBA gewaschen (2500 x g, 5 min 4 °C) und in 200 ul PBA fir die

Durchfusszytometrie aufgenommen.

4.2.6.2. Antigenstimulation der Monozyten im Vollblut

Frisches heparinisiertes Vollblut (500 pl) wurde in 15 ml Rohrchen insgesamt tber sechs
Stunden mit verschiedenen Antigenen stimuliert. Fur die spezifische Immunantwort wurden
Lipopolysaccharide (LPS), T. whipplei-Lysat, hsp70Tw, hsp70Ec und GST fur die Stimulation
eingesetzt. Als Negativkontrolle wurde ein Ansatz ohne Antigen verwendet. Nach drei

Stunden Prainkubation im Brutschrank mit dem entsprechenden Antigen wurden 10 pg/ ml
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Brefeldin A zu den Stimulationsansatzen dazugegeben und fir weitere drei Stunden
inkubiert. Nach der Antigenstimulation wurde der Antikorper gegen CD14 sowie Beriglobin
direkt in das Vollblut gegeben und 15 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Anschliel3end wurden
50 ul 20 mM EDTA (pH 7,5) hinzugeben und fur 10 min bei RT inkubiert. Die Erythrozyten
wurden mit 4,5 ml Lysepuffer 15 min bei RT lysiert und fixiert. Um die Monozytenpopulation
besser von den Granulozyten und Lymphozyten in der Durchflusszytometrie im SSC und
FSC abgrenzen zu kdnnen, wurden die Zellen mit 4 % PFA fir 15 min bei 37 °C fixiert. Nach
dem Waschen wurden die Zellsuspensionen zu gleichen Teilen auf je zwei 1,5 ml
Reaktionsgefale verteilt. Die Zellen wurden zentrifugiert (2500 x g, 4 °C, 5 min) und die eine
Halfte in 50 pl Farbeansatz 1, der die PBA verdiinnten Antikérper gegen IL-6, TNFa, IL-10,
Beriglobin und Saponin enthielt, aufgenommen. Die zweite Haélfte der Zellen wurde fur die
Detektion von IL-1p und IL-1ra mit den entsprechenden Antikorpern verwendet. Nach einer
15-mindtigen Inkubation wurden die Zellen gewaschen, in 200 pl PBA aufgenommen und die

Expression der Zytokine durchflusszytometrisch bestimmit.

4.2.7. Zellkultur

4.2.7.1. Zellseparation primarer mononukleérer Blutzellen (PBMC)

Das Spenderblut wurde in heparinbeschichteten Vacutainer-Réhrchen entnommen, bei
Raumtemperatur gelagert und innerhalb von 24 Stunden verarbeitet. Zur Gewinnung der
peripheren mononuklearen Zellen (peripheral blood mononuclear cells , PBMC) aus frischem
Vollblut von Kontrollen und Patienten wurde die Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation
benutzt. Ficoll ist ein ungeladenes Sucrose-Polymer, dessen Dichte so eingestellt ist, dass
Erythrozytenaggregate, die meisten Granulozyten und tote Zellen die Ficollschicht passieren
und auf dem Boden sedimentieren. Die mononuklearen Zellen reichern sich in der
Interphase zwischen Ficoll und Plasma an.

Es wurden 15 ml Ficoll Paque in ein LeucoSep-Rodhrchen mit Filterscheibe gegeben und kurz
zentrifugiert, damit sich das Ficoll unterhalb der Filterscheibe befand. Danach wurden
vorsichtig 15-30 ml Blut auf die Filterscheibe gegeben und anschlieBend das Réhrchen flr
10 min zentrifugiert (2100 x g, RT, ohne Bremse). Das Plasma wurde abgenommen und in
Einfrierréhrchen bei -20 °C gelagert. AnschlieRend wurde die mononukleare Zellschicht sehr

vorsichtig abgenommen und in ein frisches Reaktionsgefal tberfiihrt.
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4.2.7.2. Waschen der Zellen

Die Zellen wurden in PBS/BSA resuspendiert und bei 650 x g fur 7 min bei 4 °C zentrifugiert.
Erythrozyten wurden durch finfminitige Inkubation in Erylysepuffer bei RT lysiert. Dieser

Puffer wurde durch einen weiteren Waschschritt entfernt.

4.2.7.3. Bestimmung der Lebendzellzahl

10 pl der Zellsuspension wurde mit dem gleichen Volumen einer 2 %igen Trypanblau-
Losung gemischt. Dieser Farbstoff dient der tot/ lebend-Differenzierung, da er nur bei toten
Zellen die Zellmembran durchdringen und das Zytoplasma blau farben kann. 10 pl dieser
Mischung wurden in die Zahlkammer eingefullt und vier mal 16 Felder (vier Grof3quadrate)
ausgezahlt. Anhand folgender Gleichung wurde aus dem Mittelwert der Z&hlungen durch
Multiplikation des Verdiinnungsfaktors (Vf) und des Kammerfaktors (10%) die Zellzahl/ ml

berechnet.

Anzahl der lebenden Zellen
Anzahl der ausgezdhlt en GrofRquadra te

x Verdiinnung  sfaktor x 10 * = Zellzahl /ml

4.2.7.4. Einfrieren der Zellen

Nach dem Z&hlen wurden die Zellen in Zellkulturmedium gewaschen. Zum Einfrieren wurden
die Zellen in Einfriermedium aufgenommen und in Einfrierréhrchen tberfuhrt. Es wurde eine
Zellzahl zwischen 5 x 10° und 1 x 10" Zellen/ ml eingestellt. Um die Vitalitat der Zellen zu
erhalten, ist es erforderlich, die Zellen langsam und schonend einzufrieren. Dazu wurden die
Einfrierréhrchen in eine Einfrierkiste gestellt, die mit Isopropanol (4 °C) geflllt ist. Diese
gewabhrleistet, dass die Zellen, nach dem Transfer in den Gefrierschrank, kontinuierlich um

1 °C/ min auf -80 °C heruntergekuhlt werden.

4.2.7.5. Lagerung der Zellen und Uberstande

Die Einfrierrohrchen mit den Ficolliberstanden (Blutplasma) wurden bei -20 °C eingefroren
und nach einer Woche in -80 °C Uberfihrt. Nach dem schonenden Herunterkihlen auf

-80 °C wurden die Zellen in flissigem Stickstoff (N,) bei -196 °C dauerhaft gelagert.
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4.2.7.6. Auftauen der Zellen

In einem 50 ml Réhrchen wurden 40 ml Zellkulturmedium im Wasserbad auf 37 °C erwarmt.
Die tiefgefrorenen Zellen wurden kurz im Wasserbad bei 37 °C angetaut und sofort in das
warme Medium gegeben. Nach einem Zentrifugationsschritt (650 x g, 7 min, 4 °C) wurde das
Zellpellet mit Zellkulturmedium gewaschen, um das DMSO zu entfernen. Danach wurden die
Zellen in warmem Zellkulturmedium aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung

kurzzeitig bei 4 °C gelagert.

4.2.7.7. Separation von Monozyten und Lymphozyten mit
magnetischen Antikdrpern (MACS)

4.2.7.7.1. Prinzip der Zellseparation mit magnetischen Antikdrpern

Fur die magnetische Zellseparation wurden monoklonale Antikérper, die spezifisch flur
Oberflachenrezeptoren sind und mit ihrem Fc-Ende an molekulare Mikromagneten gebunden
sind, verwendet. Wahrend einer 15-minitigen Inkubation binden diese magnetischen
Antikdrper mit dem Fab-Ende an die spezifischen Antigene der suspendierten Zellen. Die
Separation erfolgt in einer Saule, welche in einem Magneten platziert wird. Die magnetisch
markierten Zellen verbleiben in der S&ule, wahrend die nicht markierten Zellen
hindurchlaufen und aufgefangen werden. Nach Entfernung der S&ule aus dem Magneten

kénnen die markierten Zellen diese ebenfalls passieren und aufgefangen werden.

4.2.7.7.2. Ablauf der Separation von Monozyten und Lymphozyten

Im Gegensatz zu Lymphozyten exprimieren Monozyten, Makrophagen und zum Teil auch
neutrophile Granulozyten und myeloide DCs an ihrer Oberflache den LPS Rezeptor CD14.
CD14 wird auf der Membranoberflache von Monozyten und Makrophagen besonders stark
exprimiert, was eine positive Selektion dieser Population ermdglicht. Zur Isolation von
Monozyten aus frischen PBMC werden die Zellen daher mit magnetischen Antikérpern
gegen CD14 markiert.

Frisch isolierte PBMC wurden daftr mit MACS Puffer gewaschen und anschlielend mit anti-
CD14 MicroBeads (10 pl pro 1 x 10” Zellen) fir 15 min bei 4 °C inkubiert. Nach der
Inkubation wurden die PBMC in 10 ml MACS-Puffer zur Entfernung nicht gebundener
Antikérper gewaschen und fir sieben Minuten mit 650 x g bei 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 2-3 ml MACS-Puffer resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde im Anschluss auf eine LS-S&aule gegeben, die vorher mit 3 ml MACS-
Puffer &quilibriert wurde. Die negative d. h. unmarkierte Zellfraktion wurde in einem 50 ml

Rohrchen aufgefangen. Die Saule wurde nach dem ersten Durchlauf noch zweimal mit je
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3 ml MACS-Puffer gespult, um restliche unmarkierte Lymphozyten aus der Saule zu
waschen. Die CD14" Zellen wurden gewonnen, indem die Saule aus dem Magneten entfernt
und auf einem frischen 50 ml Rohrchen platziert wurde. Fir die Elution wurden 3 ml MACS-
Puffer auf die S&ule gegeben und die Flussigkeit mit einem Stempel durch die S&ule
gepresst. Der Durchfluss wurde als Monozyten-Eluat in 10 ml Zellkulturmedium aufgefangen
und noch einmal gewaschen. Nach der Zentrifugation (7 min, 650 x g, 4 °C ) wurde das
Pellet in frischem Zellkulturmedium aufgenommen und die Lebendzellzahl bestimmt.

Fur die Gewinnung von Lymphozyten aus der CD14 negativen Zellfraktion wurden
magnetische anti-HLA-DR Antikérper verwendet. Die magnetische Separation lief nach dem
gleichen Schema wie die Isolation von CD14" Monozyten ab. Nach der Isolation wurde
lediglich die HLA-DR negative Zellfraktion behalten, gewaschen und anschlieRend die
Lebendzellzahl bestimmt. Je 1 x 10” HLA-DR’ Zellen wurden eingefroren und fiir eine Woche
bei -80 °C gelagert. Fur die Reinheitstuiberprifung der beiden Separationen wurden 50 ul
Zellsuspension von jedem Eluat abgenommen, in ein 1,5 ml Reaktionsgefal Gberfihrt und
zentrifugiert (620 x g, 10 min 4 °C). Das Zellpellet wurde in 50 ul Antikérperlésung
resuspendiert, die den in PBA verdinnten Antikdrper gegen CD14 bzw. HLA-DR sowie
Beriglobin enthielt. Nach einer 15-minitigen Inkubation (RT, im Dunkeln) wurden die Zellen
mit PBA gewaschen, in 150 pl PBA aufgenommen und im Durchflusszytometer die
Expression von CD14 bzw. HLA-DR bestimmt. Die Reinheit von Monozyten war stets
zwischen 92 % und 97 %, die Reinheit der Lymphozyten (HLA-DR" Zellen) lag bei 99 %.

4.2.8. In vitro differenzierte Makrophagen

4.2.8.1. In vitro Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen

Um in vitro aus Monozyten Makrophagen zu generieren, wurden von den frisch isolierten
CD14* Monozyten 5 x 10° Zellen/ml Zellkulturmedium aufgenommen und je 2 ml
Zellsuspension in eine Kulturplatte mit sechs Kavitaten Uberfihrt. M1 wurden durch die
Zugabe von GM-CSF generiert, wohingegen M2 durch M-CSF erzeugt wurden. Alle zwei bis
drei Tage wurden frische Wachstumsfaktoren hinzugegeben. Am achten Tag waren die

Zellen ausgereift, so dass sie fir verschiedene Experimente eingesetzt werden konnten.

4.2.8.2. Ablésen von in vitro differenzierten Makrophagen aus
Kulturschalen

Aus den Kulturplatten wurde der Uberstand abgesaugt und der Zellrasen mit 0,5 ml 10 mM
EDTA fir 20 min bei 37 °C inkubiert, damit sich die adharenten Makrophagen vom Boden
ablosen. Die abgeldsten Zellen wurden in ein 50 ml Rohrchen tberfiihrt und die Kulturplatte

zweimal mit 0,5-1 ml Zellkulturmedium gespult, um mdglichst viele Makrophagen zu
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gewinnen. AnschlieRend wurden die Zellen bei 650 x g, 7 min, bei 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen, das Zellpellet in Zellkulturmedium resuspendiert und die

Lebendzellzahl bestimmt.

4.2.8.3. Analyse von Differenzierungsmarker bei in  vitro
differenzierten Makrophagen

Um den Einfluss von T. whipplei auf die Expression verschiedener Makrophagenmarker hin
zu untersuchen, wurden am achten Tag der Differenzierung je 2 x 10> M1 und M2
Makrophagen in je zwei Kavitaten einer Kulturplatte mit 24 Kavitaten tberfuhrt. Eine Kavitat
wurde (ber 48 Stunden mit T. whipplei (5 x 10° CFU/ml) stimuliert, die andere blieb
unstimuliert. Die Makrophagen wurden weiterhin ihre Wachstumsfaktoren M-CSF bzw. GM-
CSF versorgt. An Tag zehn wurden die Zellen drei Stunden mit Brefeldin A inkubiert, die
Zellen abgeldst (siehe 4.2.8.2.) und anschlielBend auf je drei 1,5 ml Reaktionsgefafie verteilt.
Die Zellen wurden bei 620 x g fur 10 min bei 4 °C zentrifugiert und das Zellpellet in 50 pl
Antikorperlosung, die die Antikorper gegen die in Tab. 11 aufgefihrten Oberflachenmolekile

sowie Beriglobin enthielt, resuspendiert und 15 min auf Eis im Dunkeln inkubiert.

Tab. 11: Ubersicht iiber die verwendeten Antikérper zur Phéanotypisierung der in vitro
differenzierten Makrophagen
(verdiinnt in PBA, in rot sind die Antikérper gegen intrazellulare Proteine dargestellt)

Ansatz Antikérper/Reagenz

1 anti-CD16, anti-CD64, anti-CD14, anti-CD71, Beriglobin

2 anti-CD68, anti-CD163, anti-HLA-DR, anti-CCL-18, Beriglobin, Saponin

3 anti-25F9**

Nach der Oberflachenfarbung wurden die Zellen mit PBA gewaschen (620 x g, 10 min, 4 °C),
das Zellpellet in 100 ul 4 % PFA Ldsung resuspendiert und die Zellen 15 min bei 37 °C
fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit PBA gewaschen (2500 x g, 5 min, 4 °C), die
Zellen mit dem ersten Féarbeansatz in 150 pl PBA aufgenommen und bis zur
durchflusszytometrischen Analyse bei 4 °C aufbewahrt. Im zweiten Ansatz wurde das
Zellpellet in 50 pl Antikorperlosung resuspendiert, die die in PBA verdinnten Antikdrper
gegen CD68 und CCL-18 sowie Beriglobin und Saponin enthielten. Nach einer 15-minitigen
Inkubation (RT, im Dunkeln) wurden die Zellen mit PBA gewaschen, die Zellen in 150 pl PBA

aufgenommen und im Durchflusszytometer analysiert.

* unkonjugierter Primarantikorper, als Sekundantikorper wurde rabbit anti mouse 1gG-RPE verwendet
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4.2.8.4. Wechsel der Makrophagenpolarisierungen von in Vvitro
differenzierten Makrophagen

Um zu Uberprifen, ob sich M1 zu M2 Makrophagen entwickeln kdénnen, und umgekehrt,
wurden im Doppelansatz in acht Kavitaten einer Kulturplatte mit zwélf Kavititen je 5 x 10°
CD14" Monozyten pro ml Zellkulturmedium gegeben. Je vier Kavitaten wurden mit GM-CSF
bzw. M-CSF Uber acht Tage stimuliert, um entweder M1 oder M2 Makrophagen zu
generieren. Am achten Tag wurde das Kulturmedium abgenommen und die Zellen einmal
mit 1 ml warmen (37 °C) PBS gewaschen. AnschlieRend wurde 1 ml frisches
Zellkulturmedium (37 °C), Wachstumsfaktoren und Zytokine (Tab. 12) zugegeben, die einen
Wechsel zwischen den Makrophagenpolarisierungen ermdglichen sollen.

Die Makrophagen in den einzelnen Ansatzen wurden bis Tag 15 mit ihrem Zytokincocktail
stimuliert, wobei alle zwei bis drei Tage frische Zytokine bzw. Wachstumsfaktoren
hinzugegeben wurden. Am 15. Tag der Differenzierung wurden die Zellen hinsichtlich ihres
Phanotyps und ihrer Funktionalitat Uberprift. Dazu wurde eine Ansatzreihe mit LPS
stimuliert, nach einer Stunde Brefeldin A ins Medium gegeben und die Makrophagen fur
weitere finf Stunden bei 37 °C inkubiert. Der zweite Ansatz fir die Bestimmung des
Phanotyps wurde fir drei Stunden mit Brefeldin A inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen

aus den Kulturschalen abgel6st und in 1,5 ml Reaktionsgefal3e tberfihrt.

Tab. 12: Ubersicht liber die verwendeten Zytokine fiir den Wechsel der Markrophagen-
polarisierung

(alle Zytokine wurden in einer Konzentration von 10 ng/ml eingesetzt, lila unterlegte Ansatze stellen
den Wechsel von M2 zu M1, griine unterlegte Ansatze den Wechsel von M1 zu M2 Makrophagen dar.)

Ansatz | Zytokine Tag 0 -8 Zytokine Tag 8 - 15

GM-CSF

GM-CSF = M1 M-CSF

M-CSF + rh IL-4

M-CSF + rh IL-10

M-CSF

GM-CSF

M-CSF = M2 GM-CSF + rh IFNy

O INO|O|BWIN|F-

GM-CSF + rh TNFa

Nach der Zentrifugation (620 x g, 10 min, 4°C) wurden die Zellen 15 min (auf Eis, im
Dunkeln) mit der ersten Antikdrperlésung (anti-CD163, anti-CD14 und Beriglobin bzw. mit
anti-CD14 und Beriglobin) inkubiert, welche die Detektion von Oberflichenmolekilen
ermdglicht.

AnschlieBend wurden die Zellen mit PBA gewaschen (620 x g, 10 min, 4°C) und das
Zellpellet in 100 pl 4 % PFA aufgenommen, um die Zellen bei 37 °C fur 15 min zu fixieren.
Nach dem Waschen der Zellen (2500 x g, 5 min, 4°C) wurde das Zellpellet in 50 pl der
zweiten Antikorperlésung (anti-CD68, anti-CCL-18, Beriglobin und Saponin) fir die Detektion
intrazellularer Molekile resuspendiert und 15 min (auf Eis, im Dunkeln) inkubiert. Fir den
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Nachweis der intrazellularen Zytokinproduktion nach LPS Stimulation wurden die Zellen mit
anti-IL-6, anti-TNFo und anti-IL-10 Antikérpern angefarbt und 15 min im Dunkeln auf Eis
inkubiert. AnschlielRend wurden die Zellen mit PBA gewaschen, in 150 pl PBA aufgenommen

und im Durchflusszytometer analysiert.

4.2.8.5. Phagozytosetest mit in vitro differenzierten M1 und M2
Makrophagen

Um den Einfluss von T. whipplei auf die Phagozytose zu untersuchen, wurden Dextran- bzw.
Transferrin-Partikel verwendet, die mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC gekoppelt waren.
Somit waren die phagozytierenden Zellen mittels Durchflusszytometrie detektierbar.
Transferrin-Partikel werden Uber den Transferrinrezeptor CD71 in die Zelle aufgenommen
und dienen als Nachweis einer rezeptorvermittelten Phagozytose. Dextran-Partikel hingegen
werden rezeptorunabhéngig von den Zellen aufgenommen. Um den Einfluss von T. whipplei
auf die Phagozytose zu analysieren, wurden am achten Tag der Differenzierung je 0,8 x 10°
M1 und M2 Makrophagen entnommen, zentrifugiert (620 x g, 10 min, 4 °C) und in einer
Konzentration von 2,5 x 10° Zellen pro ml Zellkulturmedium resuspendiert. Je 400 pl
Zellsuspension (1 x 10° von M1 bzw. M2 Makrophagen wurden in eine Kulturplatte mit 48
Kavitaten Uberfuhrt. Eine Kavitat blieb unstimuliert und in die andere wurde T. whipplei
(5 x 10° CFU/mI) hinzugegeben und {iber 48 Stunden bei 37 °C stimuliert.

Nach 48 Stunden (Tag zehn des Versuchsansatzes) wurden die Zellkulturiberstande
abgenommen und bei -20 °C gelagert. Je Kavitat wurden 100 pl frisches Zellkulturmedium
hinzugegeben und die Kulturplatten 30 min auf Eis inkubiert, um den Zellmetabolismus
einzuschranken. AnschlieRend wurden die Makrophagen mit Dextran-FITC Partikel
(10 pg/ml) bzw. Transferrin-FITC Partikel (20 pg/ml) Gber zwei Stunden inkubiert, dabei
wurden eine Kulturplatte bei 37 °C und die andere bei 4 °C inkubiert (Abb. 8). Nur bei 37 °C
kann eine aktive Aufnahme der Dextran bzw. Transferrin Partikel stattfinden, da der
Zellstoffwechsel bei 4 °C eingeschrankt ist. Nach der Phagozytose wurden die nicht
phagozytierten Partikel durch mehrmaliges Waschen der Zellen mit je 0,5 ml PBS entfernt.
Die Makrophagen wurden aus der Kulturplatte entnommen, zentrifugiert (620 x g, 10 min,
4 °C), das Zellpellet in 150 pl PBA aufgenommen und die Proben im Durchflusszytometer

analysiert.
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Abb. 8: Ablauf eines Phagozytosetest mit in vitro differenzierten Makrophagen

In vitro M1 und M2 differenzierte Makrophagen wurden mit Dextran-FITC bzw. Transferrin-FITC
Partikeln flr zwei Stunden bei 37 °C bzw. 4 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen in 1,5 mil
Reaktionsgefalie Uberfuhrt und im Durchflusszytometer analysiert. Mit Hilfe des FSC und SSC wurden
alle lebenden Makrophagen eingegrenzt und die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der
Makrophagen, die Dextran bzw. Transferrin aufgenommen hatten, bestimmt. Die Werte der 4 °C
Proben wurden von den 37 °C Proben abgezogen.

4.2.8.6. Proliferationstest mit in vitro differenzierten Makrophagen

Um die Funktion der in vitro differenzierten Makrophagen als APZ zu Uberprufen, wurden
Proliferationstests mit Makrophagen und autologen T-Zellen (HLA-DR™ Zellen), die mit 5-
(und-6)-Carboxyfluoreszein-Diazetate Succinimidyl Ester (CFDA-SE) markiert wurden, in
unterschiedlichen Verhaltnissen durchgefuhrt (Tab. 13).

Tab. 13: Zellzahlverhaltnisse zwischen Makrophagen und T-Zellen beim Proliferationstest

Makrophagen:T-Zell Zellzah! [ x 104
Verhaltnis Makrophagen T-Zellen
1.5 2 10
1:10 1 10
1:20 0,5 10
1:40 0,25 10
1:80 0,125 10

In der Zelle wird CFDA-SE von unspezifischen Esterasen durch Abspaltung zweier
Azetatgruppen zu anionischem und fluoreszierendem CFSE gespalten, das aminoreaktiv
und nicht mehr membrangéngig ist [137]. Bei der Zellteilung wird das CFSE gleichmaf3ig auf
beide Tochterzellen verteilt. Im Durchflusszytometer kann man aufgrund der Halbierung der
Fluoreszenz pro Teilungszyklus erkennen, wieviel Zellteilungsrunden durchlaufen wurden.
Am achten Tag der Differenzierung wurden 2 x 10° M1 und M2 Makrophagen entnommen,
zentrifugiert (620 x g, 10 min, 4 °C) und in 2 x 10° Zellen/ml Zellkulturmedium aufgenommen
(21:5 Verdinnung). In einer Verdinnungsreihe wurden 500 pl Zellkulturmedium in jedes
1,5 ml Reaktionsgefald vorgelegt und die Makrophagen der 1:5 Verdinnung jeweils um den
Faktor 2 bis zur 1:80 Verduinnung weiter verdinnt. Je 100 ul Zellsuspension jeder

Verdinnung von M1 bzw. M2 Makrophagen wurden in eine Kavitat einer Kulturplatte mit 96
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Kavitaten Uberfihrt und vor T-Zellzugabe eine Stunde bei 37 °C inkubiert, damit die
Makrophagen adharieren. Fir die Negativkontrolle ohne Makrophagen wurden 100 pl
Zellkulturmedium in die Kavitat gegeben und die T-Zellen ohne APZ inkubiert.

AnschlieBend wurden 2 x 10’ autologe T-Zellen, die am Tag null isoliert wurden, aufgetaut
und mit Medium gewaschen, um restliches DMSO zu entfernen. Um die T-Zellen mit CFDA
zu markieren, wurden die Zellen in PBS gewaschen und die Zellzahl auf 2 x 10’ Zellen/ml
eingestellt. Die gleiche Menge CFDA-SE-L6sung (1 pM) wurde hinzugegeben und die
Zellsuspension fiir drei Minuten im Dunkeln inkubiert. Anschlie@end wurden die Zellen
zweimal mit je 20 ml Zellkulturmedium gewaschen und die Lebendzellzahl bestimmt. Die
CFDA-SE*-T-Zellen wurden mit Zellkulturmedium auf 1 x 10° Zellen/ml eingestellt und 100 pl
Zellsuspension in jede Kavitat der Kulturplatte mit 96 Kavitdten zu den Makrophagen
pipettiert. Um die antigenspezifische Proliferation der T-Zellen zu messen, wurden die
Ansatze mit SEB, T. whipplei (2 x 10’ CFU/ml) und hCMV uber fiinf Tage stimuliert. Am
finften Tag wurden die Zellen fur drei Stunden mit Brefeldin A inkubiert. Nach der Inkubation
wurden die Zellen in eine Kulturplatte mit 96 Kavitdten Uberfihrt. Dabei wurden 50 ul
Zellsuspension der 1:5 Verdinnungen gesondert abgenommen, da diese spater mit den
Isotypkontrollen der verwendeten Antikorper gefarbt wurden. Die Zellen wurden bei 620 x g,
7 min, bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das Pellet wurde in PBA
resuspendiert und die Zellen noch einmal zentrifugiert. Zum Fixieren wurde das Zellpellet in
100 pl 4 % PFA aufgenommen und fur 15 min bei 37 °C inkubiert. Anschliel3end wurden die
Zellen gewaschen, in 50 pl Antikérperlosung (Tab. 14) resuspendiert und 15 min im Dunkeln

inkubiert.

Tab. 14: Ubersicht tiber die verwendeten Antikérper beim Proliferationstest
(verdiinnt mit PBA)

Ansatz Antikdrper/Reagenz
1 anti-CD4, anti-CD3, anti-IFNy, Beriglobin, Saponin (0,5 %)
2
(Isotypkontrolle, | anti-lgG1 in den Konjugaten PE, PerCpCy5.5, APC sowie Beriglobin und Saponin
nur 1:5 (0,5 %)
Verdiinnung)

Nach der Inkubation mit den Antikérpern wurden die Zellen mit PBA gewaschen, in 150 pl
PBA aufgenommen und im Durchflusszytometer analysiert. Dabei wurden zun&chst die
lebenden Zellen im FSC/SSC eingegrenzt und in einem weiteren Punktdiagramm die T-
Zellen betrachtet, die sowohl CD3 als auch CD4 exprimieren. Des Weiteren wurden die
Proliferation (Abnahme der CFSE Konzentration) und die IFNy Produktion der T-Zellen nach

einer funftatigen Antigenstimulation untersucht (Abb. 9).

44




Material & Methoden

o k . «<F
3 LI '{Gr 8
2 -'["_1}: " |
4 = "3%':“ s
FsC
ohne Antigei + SEB
=
=
]
gasunds
Kanlicle CF3E

Abb. 9: Analyseschema fiur die Auswertung eines Proliferationstest am Beispiel einer
gesunden Kontrolle

Nach der Féarbung der Zellen mit anti-CD4, anti-CD3 und anti-IFNy wurden die Zellen im
Durchflusszytometer analysiert. Lebende Zellen wurden anhand des FCS/SSC eingegrenzt. Des
Weiteren wurden nur die T-Zellen betrachtet, die sowohl CD3 als auch CD4 exprimieren. Betrachtet
wurde sowohl die Proliferation der T-Zellen (Abnahme der CFSE Konzentration) als auch die IFNy
Produktion nach fuinftagiger SEB-, T. whipplei- oder hCMV Stimulation.

4.2.9. Aufarbeitung von humanen Biopsien aus dem Duodenum

Zur Kontrolle der Therapie mussten sich die MW-Patienten regelmalig einer Gastroskopie
unterziehen, wobei flunf bis sechs duodenale Biopsien abgenommen wurden. Bis zur
Verwendung wurden die Biopsien in NaCl bei 4 °C gelagert. Zum einen wurden frisch
isolierte Biopsien in ein 2 ml Reaktionsgefal3 tberfuhrt, mit flissigen Stickstoff schock
gefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Zum anderen wurden die
Biopsien Uber einen Zeitraum von 48 Stunden kultiviert.

4.2.9.1. Kurzzeitkultivierung von duodenalen Biopsien

Fur die Bestimmung der Zytokin-, Nitrit- und Harnstoffproduktion wurden duodenale Biopsien
Uber einen Zeitraum von 48 Stunden bei 5 % CO, und 80 % O, im Brutschrank bei 37 °C
kultiviert. Das Gewicht der Biopsien wurde mit einer Analysewaage bestimmt und die
Biopsien in eine Kulturplatte mit 24 bzw. 48 Kavitdten mit 500 pl bzw. 300ul LPL-Medium
UberfUhrt. FOr die Nitrit- und Harnstoffproduktion wurden die Makrophagen zuséatzlich mit
IFNy und TNFa aktiviert und je eine Biopsie wurde mit T. whipplei oder LPS kultiviert. Ein

Ansatz blieb unstimuliert. Der Kulturiiberstand wurde nach 48 Stunden abgenommen und bei
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-20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Die Biopsien wurden in flissigem Stickstoff

schock gefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

4.2.10. Nitrit- und Harnstoff Nachweis

4.2.10.1. Kulturbedingungen fur den Nachweis von Nitrit, Harnstoff
und der Arginaseaktivtat in in vitro differenzierten
Makrophagen

Fur die funktionelle Unterscheidung von M1 und M2 Makrophagen wurde die Produktion von
Nitrit bzw. Harnstoff nach Antigenstimulation in Zellkulturiberstdnden gemessen (Abb. 10).
Die pro-inflammatorischen M1 Makrophagen produzieren nach Antigenstimulation mittels
INOS eher NO und seine Derivate (Nitrit und Nitrat) fur eine effektive Immunantwort [88, 89].
Die anti-inflammatorischen M2 Makrophagen produzieren nach Antigenstimulation aufgrund
erhohter Arginaseaktivitat bevorzugt Harnstoff und Ornithin, welche fir Geweberneuerung

verwendet werden [60, 138].
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Abb. 10: Testprinzip zum Nachweis von Nitrit- und Harnstoffproduktion und der
Arginaseaktivitat in in vitro differenzierten Makrophagen

Um die Harnstoff- und Nitrit-Produktion in  Makrophageniberstanden und die
Arginaseaktivitat in lysierten Makrophagen nachzuweisen, wurden am achten Tag der
Differenzierung 7,5 x 10°> M1 und M2 Makrophagen entnommen, zentrifugiert (620 x g, 10
min, 4 °C) und in Zellkulturmedium aufgenommen. Fir die Aktivierung der Makrophagen in

vitro wurden IFNy und TNFa zugegeben. In drei Kavitaten einer Platte mit 24 Kavitaten
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wurden je 2,5 x 10°> M1 oder M2 Makrophagen (300 pl) gegeben und die Makrophagen uiber
48 Stunden mit T. whipplei (2 x 10’ CFU/mI) oder LPS stimuliert. Ein Ansatz blieb als
Negativkontrolle unstimuliert. Nach 48 Stunden wurde der Uberstand abgenommen,
zentrifugiert (620 x g, 10 min, 4 °C) und 250 pl davon in ein 1,5 ml Reaktionsgefal’ uberfuhrt
und bei -20 °C gelagert. Auf den Zellrasen wurden 300 pl 10 mM EDTA gegeben und die
Zellen wie in 4.2.8.2. beschrieben abgeldst. Anschlie3end wurden die Zellen zentrifugiert
(620 x g, 10 min, 4 °C), das Zellpellet in 100 pl 0,1 % Triton-x 100-L6sung resuspendiert und
30 min bei 4 °C geschuttelt, um die Zellen chemisch zu lysieren. Hinterher wurden 100 pl
Tris-HCI (25 mM, beinhaltet 5 mM MnCl,, pH 7,4) in jedes Reaktionsgefal gegeben und die
Zellen 30 min bei 4 °C geschittelt. Nach der Inkubation wurden die Zelllysate bei -80 °C

gelagert.

4.2.10.2. Bestimmung des Proteingehalts in Makrophagenlysaten

Um die Arginaseaktivitat in den einzelnen Makrophagenlysaten zu vergleichen, wurde nach
der Lyse der Zellen die Proteinkonzentration bestimmt. Die Proteinbestimmung erfolgte mit
dem BCA (bicinchoninic acid, Bicinchoninsdure) Protein Assay Kit von Pierce®. Der Test
wurde nach Angaben des Herstellers durchgefihrt.

Der Nachweis beruht darauf, dass Proteine mit Cu®*-lonen in alkalischer Lésung einen
Komplex bilden (Biuret-Reaktion). Die Cu**-lonen dieses Komplexes werden zu Cu*-lonen
reduziert, die mit Bicinchinonséure einen violetten Farbkomplex bilden [139]. Die Absorption
dieses Farbkomplexes kann bei 562 nm mit einem Photometer gemessen werden.

Die Erstellung der Proteineichldsung erfolgte mit Rinderserumalbumin (BSA, bovine serum
albumin) als Standard aus einer Stammldsung von 2 mg/ml BSA geldst in destilliertem
Wasser in einem Konzentrationsbereich zwischen 0,025 bis 2 mg Protein/ml. Das BCA-
Arbeitsreagenz besteht aus Losung A und B, die im Verhdltnis 1:50 zusammen gegeben
wurden. Losung A beinhaltet BCA in einem alkalischen Puffer und Lésung B besteht aus 4 %
Kupfersulfat.

Die Makrophagenlysate wurden aufgetaut, 8 pl entnommen und in ein 1,5 ml Reaktionsgefald
Uberfiihrt. Die Proben wurden zun&chst im Verhaltnis 1:8 mit destilliertem Wasser verdinnt.
25 ul jeder verdinnten Probe wurde in eine Platte mit 96 Kavitaten Uberfuhrt, je Kavitat
200 pl BCA-Arbeitsreagenz zugeben und 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach dem Abkiihlen auf
RT wurde der Proteingehalt photometrisch mit einem Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA)-Reader Uber die Extinktion bei 562 nm ermittelt, wobei die entstandene Farbreaktion

proportional zur Proteinkonzentration ist.
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4.2.10.3. Nitrit-Nachweis

Nitrit kann als stabiles Abbauprodukt des NO-Metabolismus mittels Griess-Reagenz
nachgewiesen werden (Abb. 11). Dazu wurden die bei -20 °C gelagerten Kulturiiberstande
von in vitro differenzierten Makrophagen und Biopsien aufgetaut und jeweils 2 x 100 pl
(Doppelansatze) in eine Platte mit 96 Kavitaten Uberfuhrt. Eine Standardverdiinnungsreihe
von 80 uM bis 0,675 puM Nitrit wurde mit NaNO, angefertigt und ebenfalls in einer
Doppelbestimmung je 2 x 100 pl in eine Platte mit 96 Kavitaten pipettiert. Als
Negativkontrolle diente Zellkulturmedium. AnschlieRend wurden die Makrophagen-
kulturiiberstande und Standardproben 45 min bei 37 °C mit 1,5 ug des Kofaktors NADPH
(10 pl) und 0,05 U Nitratreduktase (10 pl) inkubiert, um entstandenes Nitrat zu Nitrit zu

reduzieren, da nur Nitrit photometrisch mit Griess-Reagenz nachzuweisen ist [140].
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Abb. 11: Nachweis von Nitrit mit Griess-Reagenz
(modifiziert nach [141])

Nach der Reduktion wurden die Proben mit 100 pl bzw. 120 pl Griess-Reagenz fir 10 min
bei RT inkubiert und anschlieBend die Absorption bei 550 nm in einem ELISA-Reader

gemessen. Die Farbentwicklung ist proportional zur Nitritkonzentration.

4.2.10.4. Harnstoff-Nachweis

Um die Harnstoffkonzentration in Kulturiberstdnden zu bestimmen, wurden 400 pul eines
Sauregemischs aus H,SO, : H3PO, : H,O (1:3:7 v/v) zu 25 pl Kulturiberstand in ein 1,5 ml

Reaktionsgefal? gegeben. Als Standard wurde eine Eichkurve im Bereich von 1,95 pg/ml bis
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500 pg/ml Harnstoff vorbereitet. Zu den Proben und Standardlésungen wurden 25 pl
a-lsonitrosopropiophenon (9 % geldst in 100 % Ethanol) zugegeben, 30 s gut gemischt und
dann fir 60 min bei 100 °C inkubiert. Je nach Harnstoffkonzentration bildet sich in diesem
Reaktionsschritt eine violette Farbreaktion unterschiedlicher Intensitat aus. Anschlie3end
wurden 2 x 100 ul aus den 1,5 ml ReaktionsgefalRen in eine Platte mit 96 Kavitaten Gberfuhrt
und die Absorption bei 550 nm in einem ELISA-Reader bestimmt. Die Farbentwicklung ist

proportional zur Harnstoffkonzentration.

4.2.10.5. Bestimmung der Arginaseaktivitat

Die Arginaseaktivitdt wurde anhand eines Harnstofftests (siehe 4.2.10.4.) in Anlehnung an
eine etablierte Methode quantifiziert [142]. Die Arginaseaktivitat wurde in den Zelllysaten von
Makrophagen und duodenalen Biopsien bestimmt. Die bei -80 °C gelagerten Biopsien
wurden bei 4 °C aufgetaut und in 400 pl 0,1 % Triton X-100 Lésung aufgenommen. Jede
Probe wurde 20-30 s mit einem elektrischen Mdrser zerkleinert und 30 min bei 4 °C inkubiert.
AnschlieBend wurden 400 ul Tris-HCI (25 mM, beinhaltet 5 mM MnCl,, pH 7,4) in jedes
Reaktionsgefald gegeben. Die Makrophagenlysate wurden aufgetaut und bei 3900 x g, 5 min
bei 4 °C zentrifugiert. Von jedem Lysat wurden 25 pl in ein 1,5 ml Reaktionsgefall tberfihrt.
Durch Erhitzen auf 56 °C fur 10 min in einem Wasserbad wurde die Arginase durch Bindung
des Mn?* (enthalten im Tris-HCI) an das Enzym aktiviert. Nachdem zu den Lysaten je 25 pl
L-Arginin (0,5 M, pH 9,7) gegeben wurde, erfolgte die Arginin-Hydrolyse bei 37 °C fir 60 min
im Brutschrank. Die Reaktion wurde mit 400 pl eines Sauregemischs aus
H,SO, : H3PO, : H,O (1:3:7 viv) gestoppt und die Harnstoffproduktion, wie in 4.2.10.4.
beschrieben, bestimmt. Eine Einheit der Enzym-Aktivitat (Unit, U) ist definiert durch die
Menge an Arginase, die benétigt, wird um 1 pM Arginin pro Minute zu hydrolysieren. Die
Arginaseaktivitat wurde anschliel3end auf den Proteingehalt der Makrophagenlysate bzw. auf

das Gewicht der Biopsie bezogen.

4.2.10.6. Bestimmung der Arginaseaktivitat im Plasma

Plasma von gesunden Kontrollen und Patienten wurde aufgetaut und 1:1 mit Tris-HCI
verdunnt. Fir jede Probe wurde der Harnstoffgehalt mit und ohne Argininhydrolyse bestimmt
(siehe 4.2.10.4./5.). Der Harnstoffgehalt, welcher sich grundséatzlich im Serum befand, wurde
von der Harnstoffkonzentration nach der Arginihydrolyse abgezogen und die
Arginaseaktivitat (U/ml Serum) berechnet.
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4.2.11. Messung von Zytokinen, Chemokinen und Immunglobulinen
in humanen Blutseren, Biopsie- und Kulturiiberstanden

Mit dem FlowCytomix Kit (Bender MedSystems) und dem Cytometric Bead Array (CBA) von
Becton Dickinson (BD) sind quantitative Analysen von léslichen Komponenten des
Immunsystems, wie Zytokinen, Chemokinen und Immunglobulinen, mit Hilfe der

Durchflusszytometrie méglich.

4.2.11.1. Zytokinmessungen mit FlowCytomix Kit

Das System basiert auf dem Prinzip des Sandwich-Immunoassays. Die spezifischen
Antikorper werden Uber ihre Fc-Teile an Polystyrol-Mikropartikel (synthetische Kugelchen mit
Fluoreszenzfarbstoff im Inneren) gekoppelt. Mit den Fab-Teilen werden die gewtlnschten
I6slichen Substanzen gebunden. Ein weiterer biotinkonjugierter Antikérper, der ein anderes
Epitop derselben Substanz bindet, wird zur Detektion eingesetzt. Fur die Analyse im

Durchflusszytometer wird an das Biotin PE markiertes Streptavidin gekoppelt (Abb. 12).

Streptavidin-PE

Biotin-konjugierter Antikérper

Analyt aus dem Serum

Bead mit gekoppeltem Antikorper

Abb. 12: Schema des FlowCytomix Systems [143]

Die Mikropartikel emittieren das Licht bei 690 nm, wahrend PE bei 578 nm sein Emissions-
maximum erreicht. Es wurden Mikropartikel mit zwei verschiedenen GroéRen verwendet:
GroRe A hat einen Durchmesser von 5 um und GroBe B von 4 um. FUr beide
Mikropartikelgrol3en werden unterschiedliche Fluoreszenzintensitaten angeboten. Gréfie A
ist in elf und GrofRe B in neun Fluoreszenzstarken erhéltlich. So ist es méglich, bis zu 20
verschiedene l6sliche Substanzen gleichzeitig zu detektieren. Die Analyse der Proben wurde
mit einem Durchflusszytometer (FACS Calibur) vorgenommen. Im FSC und SSC wurden die
Mikropartikel hinsichtlich ihrer GréR3e identifiziert, je mit einem Feld (A und B) markiert und
dann die Fluoreszenzintensitaten in den Kandlen FL-2 (578 nm) und FL-3 (690 nm)
aufgezeichnet.

Aus der Anzahl spezifisch leuchtender Mikropartikel und der simultanen Messung der durch

PE hervorgerufenen Emission pro Mikropartikel, lasst sich mittels Standardverdiinnungsreihe
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einer definierten Zytokinmischung die Zytokinkonzentration in den Seren und Biopsie-
Uberstanden bestimmen. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der FlowCytomix Pro 2.2
Software. Der Versuch wurde in einer Filterplatte mit 96 Kavitaten durchgefiihrt. Dies bietet
den Vorteil, dass die Flussigkeit nach den Inkubations- und Waschschritten mit einer
Vakuumpumpe abgesaugt werden konnte. Da die Probe auf dem Filter verbleibt, wird der
Analytverlust bei den Waschschritten minimiert. Vor Versuchsbeginn wurde die Filterplatte
mit 100 ul ,Assaypuffer” aquilibriert.

Insgesamt wurden sieben Zytokine, vier Chemokine und funf Immunglobulinklassen in

humanem Serum und in Biopsietberstanden gemessen (Tab. 15).

Tab. 15: Ubersicht der nachgewiesenen Zytokine, Chemokine und Immunglobulinklassen in
Seren und Biopsie-Uberstanden

Zytokin Beadpopulation Nachweisgrenze in pg/ml  Nachweissystem
TGF-B A3 10,0 FlowCytomix
CCL-2 A7 18,2 FlowCytomix
CCL-3 A9 1,0 FlowCytomix
CCL-4 A5 1,0 FlowCytomix
CXCL-9 B4 0,9 FlowCytomix
IL-1B B4 2,3 CBA

IL-4 A5 1,4 CBA

IL-6 A7 1,6 CBA

IL-10 B7 0,13 CBA

IL-17a B5 0,3 CBA

TNFa D9 0,7 CBA

IFNy E7 1,8 CBA

lgG1 C4 150 CBA

1gG2 C5 850 CBA

lgG4 C7 80 CBA

IgM Ccs8 60 CBA

IgA C9 7350 CBA

Die bei -20 °C gelagerten Biopsielberstande und Serumproben wurden bei 4 °C . N.
aufgetaut. Im Gegensatz zu den anderen Zytokinen musste zur Messung von TGF-§ die
Probe mit S&ure vorbehandelt werden, um latentes TGF-f in seine aktive Form
umzuwandeln. Daher war es notwendig TGF-B in einem separaten Ansatz zu messen. Zu
diesem Zweck wurden je 20 ul Probe in ein Reaktionsgefald tberfihrt, 1:10 mit ,Assaypuffer”
verdinnt und fur eine Stunde mit 20 ul 1 N HCI bei RT inkubiert. Danach wurden die Proben
mit 20 ul 1 N Natriumhydroxid (NaOH) neutralisiert. Aus diesen Anséatzen wurden je 25 pl in
eine Filterplatte Uberfuhrt. Fir alle anderen Zytokine wurden je 25 ul unverdinntes Serum
oder Biopsietberstand in Filterplatten Uberfihrt. Fir jedes Experiment wurde eine

Standardverdinnungsreihe aller zu messenden Faktoren in Duplikaten angefertigt. Dazu
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wurde der lyophilisierte Standard gemald Herstellerangaben mit destilliertem Wasser
aufgefullt und in sieben Stufen jeweils um den Faktor 20 verdiinnt. Je 25 pl Standardldsung
wurden in die ersten beiden Reihen der Filterplatte pipettiert. Die spezifischen Mikropartikel
wurden 1:20 mit Reagenzverdinnungspuffer (Reagent Diluent Buffer, RDB) verdunnt und je
25 ul in jede Kavitat gegeben. Dann wurden die Biotin-Konjugate 1:20 mit RDB verdinnt und
50 ul zu jeder Kavitdt hinzugefugt. Nach sorgfaltigem Mischen wurde die Platte mit
lichtundurchlassiger Folie abgedeckt und fur zwei Stunden bei RT inkubiert. Danach wurde
die Platte mit ,Assaypuffer® gewaschen und mit der Vakuumpumpe abgesaugt. Fur die
zweite Inkubation wurden 100 pl ,Assaypuffer” in jede Kavitat vorgelegt. Das Streptavidin-
PE-Konzentrat wurde im Verhéaltnis 1:31,25 mit ,Assaypuffer* verdiinnt und davon je 50 pl in
jede Kavitat gegeben. Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde wurde die Platte erneut
gewaschen, die Proben in 200 ul ,Assaypuffer aufgenommen und fir die Messung im

Durchflusszytometer in Rundbodenréhrchen Gberfihrt.

4.2.11.2. Zytokinmessungen mit dem Cytometric Bead Array von BD

Mit dem CBA von BD kdnnen ebenfalls bis zu 30 Proteine simultan nachgewiesen werden.
Die Funktionsweise ist dem FlowCytomix sehr &hnlich. Der Unterschied besteht darin, dass
der PE gekoppelte Detektionsantikbrper direkt und spezifisch an das am Polystyrol-
Mikropartikel gebundene Protein bindet.

Die bei -20 °C gelagerten Biopsietberstande und Serumproben wurden bei 4 °C 0. N.
aufgetaut. Fir jedes Experiment wurde eine Standardverdinnungsreihe angefertigt. Dazu
wurden die lyophilisierten Standardkugeln von jedem zu messenden Protein in ein 15 ml
Roéhrchen dberfuhrt und in 4 ml ,Assay Diluent* gelést und flr 15 min bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurde eine Standardverdinnungsreihe mit dem Faktor zwei hergestellt. Als
Nullwert diente eine Probe mit ,Assay Diluent. Je 20 ul Standardlésung und 20 ul Probe
wurden in 1,5 ml Reaktionsgefal3e Uberfuhrt. Die spezifischen Mikropartikel wurden 1:20 mit
.Bead Diluent” verdiinnt und je 20 ul in jedes Reaktionsgefal3 gegeben. Nach sorgfaltigem
Mischen wurden die Reaktionsgefale im Dunkeln fir eine Stunde bei RT inkubiert. Die
spezifischen PE gekoppelten Reportermolekiile wurden 1:20 mit ,Detection Diluent* verdinnt
und je 20 ul in alle Reaktionsgefal3e Uberfuhrt und die Proben fir weitere zwei Stunden im
Dunkeln bei RT inkubiert. Danach wurden die Proben mit je 1 ml Waschpuffer gewaschen
und 5 min bei 1400 x g und 4 °C =zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer
Wasserstrahlpumpe abgesaugt und das Pellet in 200 pl PBA aufgenommen. Die Analyse der
Proben wurde mit dem FACS Calibur vorgenommen und die Daten wurden mit der FCAP

Array Software ausgewertet.
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4.2.12. Immunhistochemische Farbungen

Fir die Immunhistochemie standen Objekttrager mit Dinnschnitten von formalinfixierten und
in Paraffin eingebetteten Biopsien des Duodenums von Patienten und Kontrollen zur
Verfigung. Zur Entparaffinisierung wurden die Objekttrager dreimal fir je funf Minuten in
Xylol inkubiert, um dann in einer absteigenden Alkoholreihe (100 % - 70 % Ethanol)
rehydriert zu werden. Bei der Fixierung der Biopsien mit Formalin kann es zur
Konformationsdnderung der antigenen Bindungstellen (Epitope) kommen. Daraus kann ein
partieller oder vollstandiger Verlust der Immunreaktivitat resultieren. Zur Wiederherstellung
der Reaktivitat (Demaskierung) der Epitope wurden die Objekttrager fur zwei Minuten in
Zitratpuffer (10 mM, pH 6) in einem Dampfdrucktopf gekocht. Die Farbungen erfolgten in
einer Feuchtkammer, damit die Schnitte nicht austrocknen. Es wurden Kontrollen sowohl nur
mit Primarantikérper als auch nur mit Sekundéarantikérper bei allen Farbungen mitgefihrt, um
unspezifische Bindungen auszuschlieRen. Die Konzentrationen und Inkubationszeiten der

verwendeten Primér- und Sekundarantikorper sind in Tab. 16 zusammengestellt.

Tab. 16: Protokollibersicht der nachgewiesenen Proteine in der Histochemie

. _ - Verdin Inkuba- Sekundar- Verdin Inkuba-
Antigen Primarantikorper . . o . .
-nung tionszeit antikorper -nung tionszeit
CD68 Maus-o- 1:200 1h, RT Esel-a- 1:400 30 min,
humanes CD68 Maus-Biotin RT
CD163 Maus-a.- 1:200 1h, RT Esel-a- 1:400 30 min,
humanes Maus-Biotin RT
CD163
IL-10 Ziege-a- 1:100 1h, RT Esel-a- 1:400 30 min,
humanes IL-10 Ziege-Biotin RT
IL-17 Ziege-a- 1:50 i.N.,4°C Esel-a- 1:400 30 min,
humanes IL-17 Ziege-Biotin RT
iINOS Kaninchen-a- 1:100 1h, RT Esel-a- 1:400 30 min,
humanes iNOS Kaninchen- RT
Biotin
Stab-1 Kaninchen-o.- 1:100 1h, RT Esel-a- 1:400 30 min,
humanes Stab-1 Kaninchen- RT
Biotin

Alle Reagenzien wurden entsprechend Tab. 16 in Antikdrperverdiinnungspuffer verdinnt und
je 50 ul auf jeden Schnitt aufgetragen. Um die Signalstarke zu erhdéhen, wurden fir alle
Farbungen biotinylierte Sekundarantikdrper verwendet, die im néchsten Schritt mit einem
Streptavidin-Enzymkomplex reagierten. Streptavidin besitzt vier Bindungsstellen fir Biotin

und kann so die Farbreaktion des Substrates um ein Vielfaches erhéhen (Abb. 13).
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Streptavidin-Enzymkomplex mit
chromogenem Substrat

Biotin-konjugierter
Sekundarantikérper

L
_ N2
@. unkonjugierter Primarantikorper

A

Abb. 13: Schematische Darstellung der immunhistochemischen Farbung

ARE

Antigen

Als Enzym diente Alkalische Phosphatase (AP, 1:400; 30 min, RT), die an das Streptavidin
gekoppelt war. Als Substrat wurde das Real Detektionskit von Dako gemaf den Vorgaben
des Herstellers verwendet. Im Anschluss an die Antigenfarbung wurde eine Gegenfarbung
der Zellkerne mit Hamatoxylin (modifiziert nach Gill, 10 s) vorgenommen. Zur Konservierung
und Lagerung der Praparate wurden die Schnitte mit Hilfe von Glyceringelatine mit einem
Deckglaschen versehen. Nach dem Ausharten des Einbettmediums wurden jeweils zehn

Gesichtsfelder (je 0,237mm?2) unter dem Lichtmikroskop bei einer 400-fachen Vergrof3erung

ausgezabhilt.

4.2.13. Software

Tab. 17: Verwendete Software

Software Hersteller

Cellquest pro BD, Heidelberg, DE

FCAP Array 1.0 BD, Heidelberg, DE
FlowCytomix Pro 2.2 Bendermed Systems, AT
FlowJo 8.8.4 TreeStar, Ashland, US
GraphPad Prism 5 GraphPad, La Jolla, US
SoftMax Pro 4.8. Molecular Devices, Chicago, US

4.2.14. Statistik

Fur die grafische Darstellung wurden Balken- und Einzelpunktdiagramme mit einer
gruppenspezifischen Farbgestaltung gewahlt. Alle in dieser Arbeit dargestellten Diagramme,
die eine Ratio darstellen, wurden als Mittelwert mit dem Standardfehler der Mittelwerte
(standard error of mean, SEM) abgebildet. Die meisten Daten wurden einer einfachen
Varianzanalyse mittels Mann Whitney-U-Test unterzogen. Bei einigen Experimenten konnten
paarige Daten gemessen werden (gleicher Patient vor und nach Behandlung); diese wurden
einer Varianzanalyse mit einen WilcoxonTest unterzogen. Bei einem Vergleich von mehr als

zwei Gruppen wurde der Kruskal-Wallis Test mit anschlieBendem DUNN-Test verwendet.
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Der Referenzbereich wurde auf 95 % festgelegt (95 % der Messwerte befinden sich im
Referenzbereich). Ein Stern in den Diagrammen kennzeichnet jeweils signifikante
Unterschiede, dies entspricht einem Signifikanzniveau von p < 0,05. Zwei Sterne

entsprechen p < 0,01 und drei Sterne einem Signifikanzniveau von p < 0,001.
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5. Ergebnisse

5.1. IFNy Produktion von aktivierten CD4" T-Zellen nach Antigenstimulation
im Vollblut

Um das Vorhandensein von T. whipplei-spezifischen Thl Zellen zu untersuchen, wurde
frisches Herparinblut von gesunden Kontrollen und MW-Patienten mit unterschiedlicher
Behandlungsdauer mit SEB, T. whipplei-Lysat (Tw) und den rekombinant hergestellten
hsp70 von T. whipplei (hsp70Tw) und E. coli (hsp70Ec) Uber sechs Stunden stimuliert und

die intrazellulare IFNy Produktion der CD4" T-Zellen bestimmt.
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Abb. 14: IFNy Produktion von aktivierten CD4" T-Zellen im Vollblut nach Antigen-stimulation
Frisches Heparinblut von gesunden Kontrollen und MW-Patienten wurde fur sechs Stunden mit SEB
(A), T.w. und den rekombinant hergestellten hsp70 Proteinen von T.w. und E. coli (B) stimuliert, in den
letzten drei Stunden der Stimulation wurde Brefeldin A zugegeben. Danach wurden die CD4'T-Zellen
auf ihre Expression von CD40L und IFNy im Durchflusszytometer untersucht und der Prozentsatz
doppelt positiver Zellen bestimmt. Abgebildet sind die Einzelergebnisse mit dem Median und die MW-
Patienten jeweils vor und nach Therapie (paarig). Als statistische Tests wurde Mann Whitney-U-Test
und der Wilcoxon-Test fir paarige Datensatze verwendet. Tw = T. whipplei, hsp70 =
Hitzeschockprotein 70, Ec = E. coli

Um die funktionelle Aktivitdt der T-Zellen zu Uberprifen, wurden die Zellen als
Positivkontrolle mit SEB stimuliert. Dabei zeigte sich bei unbehandelten MW-Patienten ein
verringerter Prozentsatz von CD40L’IFNy" innerhalb der CD4'T-Zellen im Vollblut
(Abb. 14.A). Stimulierte man die Zellen mit T. whipplei, zeigten CD4'T-Zellen der MW-
Patienten einen verminderten Prozentsatz CD40L*IFNy" der CD4'T-Zellen im Vergleich zu
gesunden Kontrollen unabhéangig vom Behandlungszustand (Abb. 14.B). Um potentielle
Antigene von T. whipplei fur die Immunabwehr zu ermitteln, wurde mit hsp70 von T. whipplei

stimuliert. Auch hierbei zeigte sich eine verminderte Th1l Antwort bei den MW-Patienten. Als
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Kontrolle wurde die Thl Antwort gegeniber dem hsp70 von E. coli Uberprift. Sowohl
gesunde Kontrollen als auch MW-Patienten reagierten darauf kaum und es ergaben sich
keine Unterschiede zwischen den Gruppen (Abb. 14.B). Gegenluber anderen Antigenen, wie
z. B. Tetanus Toxoid, Tuberkulin und CMV konnten die MW-Patienten eine effektive Thl
Antwort aufbauen, die mit der Reaktion gesunder Kontrollen vergleichbar war (ohne Abb.)
[31].

5.2. Bestimmungen von Immunglobulinen im Serum und Biopsie-
Uberstédnden

Immunglobuline, speziell IgA, sind Hauptabwehrmechanismen gegen Infektionen an den
Schleimh&uten. Daher wurden die Immunglobuline IgA, IgM, 1gG1, 1gG2 und 1gG4 in
Serumproben und Biopsielberstdnden von gesunden Kontrollen und Kontrollen ohne
Darmsymptomatik sowie von unbehandelten bzw. behandelten MW-Patienten mit Hilfe eines
CBA untersucht.

Im Serum gab es keine Unterschiede in den IgA (Abb. 15.A), IgM (Abb. 15.B), 1gG4 (Abb.
15.D) und IgG1l (ohne Abb.) Konzentrationen zwischen MW-Patienten und Kontrollen.
Lediglich die 1gG2 Konzentration (Abb. 15.C) bei unbehandelten MW-Patienten war im
Serum erniedrigt. Im Duodenum war die Konzentration an IgA bei MW-Patienten gegentuber
gesunden Kontrollen erhdht. Vergleicht man hingegen die Kontrollen ohne Darmsymptomatik
mit den behandelten MW-Patienten, so war tendenziell eine Abnahme der IgA Konzentration
in der Mukosa zu verzeichnen (Abb. 15.E). MW-Patienten wiesen, unabhéngig von ihrem
Behandlungszustand, hohere Konzentrationen an IgM und 1IgG4 in Biopsietberstdnden auf
als gesunde Kontrollen (Abb. 15.F+H). Behandelte MW-Patienten zeigten in der Mukosa
erniedrigte Konzentrationen von 1IgG2 im Vergleich zu Kontrollen ohne Darmsymptomatik
(Abb. 15.G).
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Abb. 15: Bestimmung von Immunglobulinen in Serumproben und duodenalen Biopsien
Konzentrationen von IgA (A+E), IgM (B+F), 1gG2 (C+G) und IgG4 (D+H) wurden in Serumproben (obere Reihe) und duodenalen Biopsien (untere Reihe) mit
Hilfe eines CBA bestimmt. Fir die statistische Auswertung wurden die Daten mit dem Kruskal-Wallis Test mit anschlieBendem DUNN-Test ausgewertet.
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5.3. Charakterisierung der Monozyten / Makrophagen ex vivo

5.3.1. Phanotypisierung der Monozyten im Vollblut ex vivo

Da die verringerte T. whipplei-spezifische Thl Immunantwort der MW-Patienten unter
anderem an einer gestdrten Funktion der APZ liegen kdnnte, wurde der Phanotyp der
Monozyten im peripheren Blut untersucht. Dabei wurde mit Hilfe fluoreszierender Antikorper
gegen die Oberflachenstrukturen von CD11b, CD11c, CD16, CD40, CD64, CD80, CDS86,
CD163, CD206 und HLA-DR die Expression der Molekile im Durchflusszytometer
untersucht (Abb. 16).
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Abb. 16: Phanotypisierung der Monozyten im Vollblut ex vivo

V behandelte MW-Patienten

Heparinblut von gesunden Kontrollen und MW-Patienten wurde auf die Oberflachenexpression von
CD11b, CD11c, CD16, CD40, CD64, CD80, CD86, CD163, CD206 und HLA-DR auf CD14"
Monozyten mittels Durchflusszytometrie untersucht. Der Monozyten/Makrophagenmarker CD68 wurde
intrazellular gemessen. Im FSC/SSC wurden zunéchst die Monozyten und anschlieBend alle CD14"
Zellen eingegrenzt. Dargestellt ist die MFI von CD16, CD64, HLA-DR, CD40 und CD11b (A-E) von
CD14" Monozyten im Vollblut. Der Prozentsatz CD163" Zellen wurde auf die gesamten Monozyten
bezogen (F). Dargestellt sind die Einzelergebnisse mit dem Median. Als statistischer Test wurde der
Mann Whitney-U-Test verwendet. MFI = mittlere Fluoreszenzintensitét

Dabei zeigte sich, dass die Expression der Fcy-Rezeptoren CD16 und CD64 bei Monozyten
von behandelten MW-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen erhoht war

(Abb. 16.A-B). Monozyten unbehandelter MW-Patienten zeigten eine erhdhte Expression
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von CD40 (Abb. 16.D). Die Expression des Integrins CD11lb war bei MW-Patienten
gegenlber gesunden Kontrollen erhéht, unabhangig vom Behandlungszustand der MW-
Patienten (Abb. 16.E). Des Weiteren konnte ein erhohter Prozentsatz CD163" Monozyten bei
MW-Patienten festgestellt werden (Abb. 16.F). Bereits zwei Stunden nach der Blutenthahme
beginnt regelmalig eine leichte, aber kontinuierliche Zunahme der Expressionsdichte von
HLA-DR [144]. Daher wurde fur die Analyse der HLA-DR Expression ausschlief3lich einen
Tag altes Blut von MW-Patienten und gesunden Kontrollen verwendet, da das
Probenmaterial der MW-Patienten aus organisatorischen Griinden erst einen Tag nach der
Abnahme zur Verfigung stand. Monozyten von behandelten MW-Patienten zeigten eine
verminderte HLA-DR Expression im Vergleich zu gesunden Kontrollen (Abb. 16.C). Die
Expression der Oberflachenmolekiile CD14, CD11c, CD68, CD80, CD86 und CD206 war bei
MW-Patienten im Vergleich zu den Kontrollen unveréndert (ohne Abb.).

AnschlieRend sollte untersucht werden, ob die Monozyten von MW-Patienten ein verstarktes
Potential besitzen, in den Darm einzuwandern, da dort die Infektion mit dem Erreger T.
whipplei stattfindet. Dazu wurden periphere Blutmonozyten von MW-Patienten und gesunden
Kontrollen auf die Expression des Darm-homing Markers Integrin-B7 untersucht. Es zeigte
sich, dass unbehandelte MW-Patienten eine hthere Frequenz von Integrin-p7* Monozyten
im Blut besitzen als gesunde Kontrollen. Nach Antibiotikatherapie nahm der Prozentsatz der

Integrin-B7* Monozyten wieder ab (Abb. 17).
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Abb. 17: Messung des Darm-homing Markers Integrin-p7 auf Monozyten im Vollblut

Heparinblut von gesunden Kontrollen und MW-Patienten wurde auf die Oberflachenexpression von
Integrin-p7 auf CD14" Monozyten mittels Durchflusszytometrie untersucht. Dargestellt ist der
prozentuale Anteil der Monozyten, die Integrin-B7 auf ihrer Zelloberflache exprimieren.
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5.3.2. Nachweis intrazellularer Zytokinproduktion von Monozyten nach
Antigenstimulation

Da die Phanotypisierung der Monozyten im Vollblut zeigte, dass bei MW-Patienten ein
erhohter Prozentsatz CD163", alternativ aktivierter Monozyten vorlag, sollte Uberprift
werden, ob sich die Monozyten von MW-Patienten und gesunden Kontrollen auch in der
Zytokinproduktion nach Antigenstimulation unterscheiden. Dazu wurde frisches Vollblut mit
T. whipplei, hsp70 von T. whipplei, hsp70 von E. coli, GST und LPS fiir sechs Stunden
inkubiert und die intrazellulare Produktion der pro-inflammatorischen Zytokine IL-1(3, IL-6,
TNFa und der anti-inflammatorischen Zytokine IL-10 und IL-1ra von Monozyten bestimmt.
Monozyten von unbehandelten MW-Patienten zeigten eine deutlich verminderte IL-1p
Produktion nach Stimulation mit T. whipplei, hsp70 von T. whipplei und LPS, wobei
Monozyten behandelter Patienten vergleichbar Mengen an IL-18 nach Antigenstimulation
produzierten wie Monozyten gesunder Kontrollen (Abb. 18.A+B). Das hsp70 von E. coli
stimulierte in Monozyten bei MW-Patienten und gesunden Kontrollen ahnliche Mengen an IL-
1B. Eine verringerte IL-6 Expression zeigten Monozyten unbehandelter MW-Patienten nur
nach Stimulation mit LPS (Abb. 18.D). T. whipplei und die hsp70 Proteine von T. whipplei
und E. coli verursachten keine unterschiedlich hohen Expressionen von IL-6 (Abb. 18.C).
Zusatzlich war die TNFa Produktion in Monozyten unbehandelter MW-Patienten nach
Stimulation mit T. whipplei und hsp70 von T. whipplei im Vergleich zu gesunden Kontrollen
erniedrigt (Abb. 18.E+F). Das hsp70 von E. coli stimulierte in Monozyten bei MW-Patienten
und gesunden Kontrollen &hnliche Mengen an TNFa (Abb. 18.E).
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Abb. 18: Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen in Monozyten nach Antigen-

stimulation

Frisches Vollblut wurde fir sechs Stunden mit Tw, hsp70Tw, hsp70Ec, GST und LPS stimuliert.
Monozyten wurden anhand ihrer Gré3e und Granularitat im FCS und SSC identifiziert. Die Expression
von IL-1B (A+B), IL-6 (C+D) und TNFa (E+F) wurde fiir CD14" Monozyten bestimmt. Messergebnisse
von unstimulierten Kontrollansatzen wurden von allen Stimulationen abgezogen. Zusatzlich wurden
die Werte der Stimulation mit GST von den beiden hsp70 Stimulationen abgezogen. Dargestellt sind
die Einzelergebnisse mit dem Median. Als statistischer Test wurde der Mann Whitney-U-Test

verwendet. MFI
= E. coli
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In Abb. 19 ist die intrazellulare Produktion anti-inflammatorischer Zytokine von Monozyten
nach Antigenstimulation dargestellt. Monozyten von MW-Patienten zeigten eine erhéhte
Produktion von IL-10 nach Stimulation mit T. whipplei und LPS unabhangig vom
Behandlungszustand (Abb. 19.A-B). Die hsp70 Konstrukte von T. whipplei und E. coli
induzierten eine ahnlich hohe Expression von IL-10 bei gesunden Kontrollen und MW-
Patienten (Abb. 19.A-B).
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Abb. 19: Produktion von anti-inflammatorischen Zytokinen in Monozyten nach Antigen-
stimulation

Frisches Vollblut wurde fir sechs Stunden mit Tw, hsp70Tw, hsp70Ec, GST und LPS stimuliert. Die
Monozyten wurden anhand ihrer Grof3e und Granularitét im FCS und SSC identifiziert. Die Expression
von IL-10 (A+B), und IL-1ra (C+D) wurde in CD14" Monozyten bestimmt. Messergebnisse aus
unstimulierten Kontrollansatzen wurden von allen Stimulationen abgezogen, zusatzlich wurden die
Werte der Stimulation mit GST von den beiden hsp70 Stimulationen abgezogen. Dargestellt sind die
Einzelergebnisse mit dem Median. Als statistischer Test wurde der Mann Whitney-U-Test verwendet.
MFI = mittlere Fluoreszenzintensitat, Tw = T. whipplei, hsp70 = Hitzeschockprotein 70, Ec = E. coli
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Die Analyse von IL-1ra ergab bei Monozyten unbehandelter MW-Patienten dagegen eine
verringerte Produktion von IL-1ra auf T. whipplei im Vergleich zu behandelten MW-Patienten
und gesunden Kontrollen (Abb. 19.C-D). Eine vergleichbare Expression von IL-1ra zeigten
Monozyten von gesunden Kontrollen und MW-Patienten nach Stimulation mit den hsp70
Konstrukten von T. whipplei und E. coli sowie nach LPS Stimulation (Abb. 19.C-D).

Um ein Verstdndnis daflir zu bekommen, in welche Richtung die Immunantwort bei MW-
Patienten nach einer Antigenstimulation verschoben ist, wurde exemplarisch in Abb. 20 die
Ratio zwischen IL-6 und IL-10 Produktion von Monozyten nach LPS Stimulation gebildet.
Monozyten gesunder Kontrollen zeigten eine pro-inflammatorische Immunantwort mit einer
vermehrten Produktion von IL-6 nach LPS Stimulation, wohingegen die Monozyten
unbehandelter MW-Patienten eine anti-inflammatorische Reaktion zeigten, die in Richtung
IL-10 Produktion verschoben war (Abb. 20).

— 3 gesunde Kontrollen
3 unbehandelte MW-Patienten
3 behandelte MW-Patienten

T

Ratio IL-6/IL-10 [MFI]
N
?

Abb. 20: Ratio zwischen IL-6 und IL-10 Produktion in Monozyten nach LPS Stimulation
MFI = mittlere Fluoreszenzintensitét

5.3.3. Phanotypisierung der Makrophagen im Duodenum

Fur die Charakterisierung von M1 und M2 Makrophagen in der Lamina propria wurden
Dunnschnitte formalinfixierter und in Paraffin eingebetteter duodenaler Proben in der
Immunhistochemie mit Hilfe von Antikdrpern gegen CD68, iNOS, Stabilin-1 (Stab-1), CD163,
IL-17 und IL-10 geféarbt und anschlielRend unter dem Lichtmikroskop die Anzahl positiver
Zellen ausgezahlt. CD68 wird von allen humanen Monozyten und Gewebemakrophagen
exprimiert [145] und wurde somit fiir die Identifikation der Makrophagen verwendet.

Die Oberflachenmolekile CD163, iNOS, und Stab-1 werden hauptsachlich von
Makrophagen exprimiert, wobei CD163 und Stab-1 charakteristisch fur alternativ aktivierte

Makrophagen sind und durch Glukokortikoide, IL-4, IL-10 und IL-13 induziert werden konnen.
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iINOS wird durch IFNy hochreguliert und charakterisiert daher die klassische/M1

Makrophagenaktivierung.

Kontrolle

Anzahl iNOS* Makrophagen

Anzahl CD163* Makrophagen

Anzahl Stab-1* Makrophagen
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O Kontrollen ohne Darmsymptomatik < unbehandelte MW-Patienten V behandelte MW-Patienten

Abb. 21: Phanotypisierung der Makrophagen in der Lamina propria

Makrophagen in der Lamina propria wurden mittels Immunhistochemie mit Antikérpern gegen iNOS
(A), CD163 (B) und Stab-1 (C) angefarbt und im Lichtmikroskop die Anzahl positiver Zellen pro
Gesichtsfeld (hpf, high power field) bei einer 400-fachen VergréRerung ausgezahlt. Positive Zellen
sind in rot dargestellt. Insgesamt wurden zehn Gesichtsfelder pro Schnitt ausgezahlt und der Median
gebildet. Als statistischer Test wurde der Mann Whitney-U-Test verwendet.

Bei MW-Patienten konnte eine erhéhte Anzahl Stab-1 und CD163 positiver Makrophagen
(Abb. 21.B-C) in der Lamina propria im Vergleich zu Kontrollen ohne Darmsymptomatik
festgestellt werden. Die Anzahl iNOS positiver Makrophagen im Duodenum unbehandelter
MW-Patienten (Abb. 21.A) war im Vergleich zu Kontrollen verringert, wobei die Anzahl
CD68" Makrophagen bei Kontrollen ohne Darmsymptomatik und MW-Patienten vergleichbar
war (ohne Abb.). Der Behandlungsstatus der Patienten hatte keinen Einfluss auf die

Verteilung von M1 und M2 Makrophagen in der Lamina propria.
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Um einen Einblick in das umgebende Milieu der Makrophagen in der Lamina propria zu
bekommen, wurden die funktionell relevanten Zytokine IL-17 und IL-10 in der

Immunhistochemie nachgewiesen.

1 01_6& : Kontrolle MW-Patient

Anzahl IL-17* Zellen
pro hpf

B Kontrolle MW-Patient

Anzahl IL-10* Zellen
pro hpf

o Kontrollen o unbehandelte Patienten ¥V behandelte Patienten

Abb. 22: Zytokinmilieu in der Lamina propria

Die zytokine IL-17 (A) und IL-10 (B) wurden in der Immunhistochemie mit Antikbrpern gegen IL-17
und IL-10 angefarbt und unter dem Lichtmikroskop die Anzahl positiver Zellen pro hpf bei einer 400-
fachen VergroRerung ausgezahlt. Positive Zellen sind in rot dargestellt. Insgesamt wurden zehn
Gesichtsfelder pro Schnitt ausgezéahlt und der Median gebildet. Als statistischer Test wurde der Mann
Whitney-U-Test verwendet.

Immunhistochemische Farbungen ergaben, dass unbehandelte MW-Patienten in der Lamina
propria eine geringere Anzahl IL-17 positiver Zellen (Abb. 22.A) aufwiesen als Kontrollen
ohne Darmsymptomatik. Die Anzahl IL-10 positiver Zellen (Abb. 22.B) war hingegen in der
Lamina propria von behandelten MW-Patienten im Vergleich zu Kontrollen ohne
Darmsymptomatik erhéht. Es konnte mittels Immunhistochemie keine Produktion von IL-17

durch Makrophagen nachgewiesen werden.
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5.3.4. Harnstoff und Nitrit-Nachweis im Duodenum

Fur die funktionelle Unterscheidung von M1 und M2 Makrophagen wurde zunéchst die

Arginaseaktivitat in frischen duodenalen Biopsien gemessen.
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Abb. 23: Bestimmung der Arginaseaktivitat in frisch isolierten duodenalen Biopsien

In frisch isolierten duodenalen Biopsien von behandelten und unbehandelten MW-Patienten sowie von
Kontrollen ohne Darmsymptomatik wurde die Arginaseaktivitat bestimmt (A). Durch photometrische
Messungen wurde die Umwandlung von L-Arginin in Harnstoff quantitativ bestimmt. (B) Die
Arginaseaktivitdt wurde gegen die Behandlungsdauer behandelter Patienten (ab drei Monate)
aufgetragen. Mit Hilfe des Spearman-Korrelations-Tests wurde Uberprift, ob ein Zusammenhang
zwischen Arginaseaktivitat und Behandlungsdauer besteht. r = Korrelationskoeffizient

In Abb. 23.A ist die Arginaseaktivitat in frisch isolierten duodenalen Biopsien dargestellt.
Zwischen MW-Patienten und Kontrollen ohne Darmsymptomatik konnte kein Unterschied in
der Arginaseaktivitdt festgestellt werden (Abb. 23.A). Betrachtete man hingegen die
Arginaseaktivitat, bezogen auf die Behandlungsdauer der MW-Patienten, konnte festgestellt
werden, dass mit fortschreitender Behandlungsdauer die Arginaseaktivitéat in den duodenalen
Biopsien zunahm (Abb. 23.B).

Um die Nitrit-Produktion zu messen, wurden die frischen Biopsien mit Zellkulturmedium
Uberschichtet und fur 48 Stunden mit IFNy, TNFa und LPS stimuliert. Im Uberstand wurde

mittels Griess-Reagenz die Nitrit-Produktion nachgewiesen.
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Abb. 24: Nitrit- und Harnstoffnachweis in Biopsieiiberstdnden nach Stimulation mit LPS

Frische duodenale Biopsien yyurden mit LPL-Medium Uberschichtet und fir 48 Stunden mit IFNy,
TNFa und LPS stimuliert. Im Uberstand konnte zum einen mittels Griess-Reagenz Nitrit (A) und zum
anderen Harnstoff (B) nachgewiesen werden. In (C) ist die Ratio zwischen Harnstoff- und
Nitritproduktion in kultivierten Biopsien dargestellt.

Die Nitritmessungen ergaben, dass behandelte MW-Patienten signifikant weniger Nitrit nach
LPS Stimulation produzierten als Biopsien von Kontrollen ohne Darmsymptomatik (Abb.
24.A). Stimulierte man die Biopsien hingegen fiir 48 Stunden mit T. whipplei, ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede in der Nitritproduktion zwischen Kontrollen und MW-
Patienten (ohne Abb.). Die Harnstoffmessungen in Biopsietiberstdnden nach der Stimulation
mit LPS (Abb. 24.B) waren bei MW-Patienten und Kontrollen vergleichbar. Betrachtet man
die Ratio zwischen Nitrit- und Harnstoffproduktion nach LPS Stimulation war ersichtlich, dass
die Immunantwort bei MW-Patienten im Vergleich zu Kontrollen ohne Darmsymptomatik zu
einer erhohten Harnstoffproduktion hin verschoben war (Abb. 24.C). Die Arginaseaktivitat
wurde nach 48-stiindiger Stimulation mit T. whipplei oder LPS sowohl im Uberstand als auch
in Biopsien bestimmt. Allerdings konnte, weder bei Kontrollen ohne Darmsymptomatik noch
bei MW-Patienten, eine spezifische Arginaseaktivitét in Biopsien detektiert werden.

5.3.5. Nachweis der Arginaseaktivitat in Serumproben

In Serumproben von MW-Patienten und gesunden Kontrollen wurde die Arginaseaktivitat
direkt gemessen. Dazu wurde Serum von gesunden Kontrollen und Patienten mit und ohne
Arginin inkubiert und es zeigte sich, dass im Serum von unbehandelten MW-Patienten eine

erhdhte Arginaseaktivitat vorlag (Abb. 25).
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Abb. 25: Arginaseaktivitat im Serum

Serumproben wurden mit und ohne extrazellularem Arginin fur 60 min bei 37 °C inkubiert und
anschlieBend die Harnstoffproduktion bestimmt. Uber die Menge an gebildeten Harnstoff konnte man
auf die Arginaseaktivitat schlieRen.

5.3.6. Zytokinbestimmungen im Serum und Biopsie-Uberstanden

Um Aufschluss Uber das Zytokinmilieu im peripheren Blut und im Duodenum zu erhalten,
wurden die pro-inflammatorischen Zytokine IL-1, IL-6, IL-17a, TNFa, IFNy sowie IL-4, IL-10
und TGF-B als Vertreter der anti-inflammatorischen Zytokine in Serumproben und Biopsie-

Uberstanden von Kontrollen und MW-Patienten gemessen.
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Abb. 26:

Bestimmung pro-inflammatorischer Zytokine in Serumproben und duodenalen Biopsien

Zytokinkonzentration von IL-6 (A+E), TNFa (B+F), IFNy (C+G) und IL-17a (D+H) wurden in Serumproben (obere Reihe) und duodenalen Biopsien (untere Reihe)
mit Hilfe eines CBA bestimmt.
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Das pro-inflammatorische Zytokin IL-6 war im Serum (Abb. 26.A) bei MW-Patienten
gegenlber gesunden Kontrollen erhdht, wobei im Duodenum (Abb. 26.E) keine signifikant
unterschiedlichen Expressionen vorlagen. TNFa hingegen war nur im Duodenum (Abb. 26.F)
bei MW-Patienten erhdht und im Serum (Abb. 26.B) unverédndert. MW-Patienten vor und
nach Behandlung zeigten eine geringere IFNy Konzentration im Serum (Abb. 26.C), wobei
behandelte MW-Patienten im Duodenum eine leicht erhdhte Produktion aufwiesen (Abb.
26.G). Im Serum behandelter MW-Patienten lag eine verringerte Konzentration von IL-17a im
Vergleich zu gesunden Kontrollen vor (Abb. 26.D). In duodenalen Biopsien von MW-
Patienten konnte im Vergleich zu gesunden Kontrollen eine erhéhte IL-17a Produktion
festgestellt werden (Abb. 26.H). Fur IL-13 ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in
Serumproben und Uberstanden duodenaler Biopsien zwischen MW-Patienten und Kontrollen

(ohne Abb.).
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Abb. 27: Bestimmung anti-inflammatorischer Zytokine in Serumproben und duodenalen
Biopsien

Zytokinkonzentrationen von IL-4 (A+D), IL-10 (B+E) und TGF-f (C+F) wurden in Serumproben (obere
Reihe) und duodenalen Biopsien (untere Reihe) mit Hilfe eines CBA bestimmt.
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Im Serum konnte eine geringere Konzentration an IL-4 bei unbehandelten MW-Patienten im
Vergleich zu MW-Patienten nach Antibiotikatherapie und gesunden Kontrollen festgestellt
werden (Abb. 27.A). Im Duodenum dagegen wiesen die MW-Patienten sowohl vor als auch
nach der Behandlung eine héhere IL-4 Produktion auf als gesunde Kontrollen (Abb. 27.D).
Die Produktion der regulatorisch wirkenden Zytokine 1L-10 (Abb. 27.B+E) und TGF-$ (Abb.
27.C+F) war bei unbehandelten und behandelten MW-Patienten sowohl im Serum als auch

im Duodenum erhoht.

5.3.7.Bestimmungen von Chemokinen im Serum und Biopsie-
Uberstanden

Chemokine sind eine Gruppe von Zytokinen, die auf anderen Zellen chemotaktisch wirken
und sie so an den Ort der Entziindung locken. Es wurden die Chemokine CCL-2, CCL-3,
CCL-4 und CXCL-9 in Seren und Biopsieuberstdnden von gesunden Kontrollen und
Patienten mittels CBA analysiert.

Die Konzentrationen der Chemokine CCL-2, CCL-3, CCL-4 und CXCL-9 (Abb. 28.A-D)
waren bei MW-Patienten unabhdngig vom Behandlungszustand gegeniber Kontrollen im
Serum erhoht, wobei unbehandelte MW-Patienten eine hoéhere CCL-4 und CXCL-9
Produktion aufwiesen als MW-Patienten nach Antibiotikatherapie (Abb. 28.C-D). In
duodenalen Proben konnten bezlglich CCL-3, CCL-4 und CXCL-9 keine signifikanten
Unterschiede zwischen MW-Patienten und den Kontrollen festgestellt werden (Abb. 28.F-H),
lediglich behandelte MW-Patienten zeigten eine erniedrigte CCL-2 Produktion im Vergleich
zu gesunden Kontrollen (Abb. 28.E).
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Abb. 28: Bestimmung von Chemokinen in Serumproben und duodenalen Biopsien
Chemokinkonzentrationen von CCL-2 (A+E), CCL-3 (B+F), CCL-4 (C+G) und CXCL-9 (D+H) wurden in Serumproben (obere Reihe) und duodenalen Biopsien

(untere Reihe) mit Hilfe eines CBA bestimmt.
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5.4. Charakterisierung von in vitro differenzierte Makrophagen

5.4.1. Phanotyp der in vitro differenzierten Makrophagen

Um die Reifung und Differenzierung von in vitro differenzierten Makrophagen zu bestimmen
wurden am Tag zehn der in vitro Makrophagendifferenzierung, die Expression von CD68,
HLA-DR, CD14, CD64, CD16, CD71, CD163 und 25F9 (Marker flr spat-aktivierte

Makrophagen) im Durchflusszytometer untersucht.
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Abb. 29: Phanotypisierung der in vitro differenzierten M1 und M2 Makrophagen
M1 und M2 Makrophagen wurden am Tag zehn ihrer Differenzierung auf die Oberflachenexpression
von CD14 (A) und CD163 (B) im Durchflusszytometer analysiert.

Die klassisch aktivierten M1 Makrophagen wiesen eine geringere CD14 (Abb. 29.A) und
CD163 (Abb. 29.B) Expression auf als die alternativ aktivierten M2 Makrophagen. Die
Expression anderer Makrophagenmarker wie CD68, HLA-DR, CD64, CD16, CD71 und 25F9
unterschieden sich nicht signifikant zwischen M1 und M2 Makrophagen. Es konnten keine
Unterschiede in der in vitro Differenzierung zwischen gesunden Kontrollen und MW-

Patienten festgestellt werden.

5.4.2. Funktionelle Tests mit in vitro differenzierten Makrophagen

5.4.2.1. Phagozytose mit in vitro differenzierten M1 und M2
Makrophagen

Makrophagen besitzen in ihrer Funktion als APZ die funktionelle Eigenschaft, fremde Partikel
oder Mikroorganismen aufzunehmen. In diesem Experiment sollte die Rezeptor-unabhéngige
Phagozytose mit Dextran Partikeln, die mit dem Fluorochrom FITC gekoppelt sind, getestet
werden. Transferrin, ebenfalls mit FITC markiert, wurde fur die Detektion der rezeptor-
abhangigen Phagozytose verwendet, da Transferrin nur Gber den Transferrinrezeptor CD71

aufgenommen werden kann.
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Abb. 30: Phagozytose von Dextran und Transferrin Partikel von M1 und M2 Makrophagen

M1 und M2 Makrophagen von gesunden Kontrollen und MW-Patienten wurden ab dem achten Tag
der Differenzierung entweder mit oder ohne inaktivierte T. whipplei fir weitere 48 Stunden stimuliert.
Anschliel3end wurden die Makrophagen fir weitere zwei Stunden mit Dextran-FITC Partikeln (A) bzw.
Transferrin-FITC Partikeln (B) bei 37 °C und 4 °C inkubiert und deren Aufnahme im Durchfluss-
zytometer analysiert. Die unspezifische Phagozytose bei 4 °C wurde von den 37 °C Proben
abgezogen.

Die Phagozytose von Dextran war zwischen M1 und M2 Makrophagen von gesunden
Kontrollen und MW-Patienten vergleichbar (Abb. 30.A). Inkubierte man die Makrophagen
jedoch 48 Stunden vor dem Phagozytose-Test mit T. whipplei, verringerte sich die Aufnahme

von Dextran Partikeln in beiden Makrophagenpopulationen. M2 Makrophagen von gesunden
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Kontrollen zeigten eine erhéhte Aufnahme von Transferrin Partikeln im Vergleich zu M1
Makrophagen (Abb. 30.B). Bei MW-Patienten hingegen ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen M1 und M2 Makrophagen in der Transferrinaufnahme, lediglich die
vorherige Inkubation mit T. whipplei verringerte die Transferrinaufnahme bei M2
Makrophagen. Eine Vorinkubation mit E. coli oder C. Celluans® ergaben ebenfalls eine

erniedrigte Aufnahme von Dextran- bzw. Transferrin Partikeln (ohne Abb.).

5.4.2.2. Nitritproduktion und Arginaseaktivitdt in vitro generierter
Makrophagen

Fir die funktionelle Unterscheidung von M1 und M2 Makrophagen wurde die Produktion von

Nitrit in Zellkulturiberstanden bzw. die Arginaseaktivitat in lysierten Makrophagen gemessen.
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Abb. 31: Bestimmung der Nitritproduktion in Kulturiberstdanden und die Bestimmung der
Arginaseaktivitat von in vitro differenzierten M1 und M2 Makrophagen

M1 und M2 Makrophagen von gesunden Kontrollen und MW-Patienten wurden ab dem achten Tag
der Differenzierung zur Aktivierung mit IFNy und TNFo stimuliert. Im Kulturiberstand wurde die
Nitritproduktion (A) mittels Griess-Reagenz nachgewiesen. Die Arginaseaktivitat (B) wurde Gber die
Harnstoffproduktion nach der Argininhydrolyse in Zelllysaten bestimmt.

® Gram positives Bakterium aus der Gruppe der Aktinomyzeten, nachster Verwandter von T. whipplei
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Dazu wurden in vitro differenzierte M1 und M2 Makrophagen zur Aktivierung fur 48 Stunden
mit IFNy und TNFa stimuliert. Zusétzlich wurde in einem Ansatz entweder T. whipplei oder
LPS hinzugegeben. Nach Abzug der unstimulierten Probe konnte kaum eine Nitritproduktion
nach T. whipplei oder LPS Stimulation festgestellt werden (ohne Abb.). Daher wurde die
Nitritproduktion (Abb. 31.A) und die Arginaseaktivitat (Abb. 31.B) ohne Stimulus dargestellt.
Es konnte weder bei gesunden Kontrollen noch bei MW-Patienten ein Unterschied in der
Nitritproduktion und der Arginaseaktivitdt zwischen M1 und M2 Makrophagen festgestellt

werden.

5.4.2.3. Antigenprasentation der in vitro differenzierten Makrophagen

Um die Funktion der in vitro differenzierten Makrophagen als APZ zu Uberprufen, wurden
Proliferationstests mit autologen, CFDA-SE markierten T-Zellen und in vitro differenzierten
M1 und M2 Makrophagen in unterschiedlichen Verhaltnissen durchgefthrt.

Um die generelle Funktionalitat der T-Zellen zu Uberprifen, wurden die Zellen mit SEB als
Positivkontrolle stimuliert. Als spezifische Antigene wurden T. whipplei und hCMV benutzt.
Nach finf Tagen Antigenstimulation wurden die T-Zellen auf Proliferation und IFNy
Produktion mittels Durchflusszytometrie untersucht.

Die T-Zellen der MW-Patienten zeigten eine verringerte T. whipplei spezifische Proliferation
(Abb. 32.A-B) und IFNy Produktion (Abb. 32.C-D) sowohl in Gegenwart von M1 als auch von
M2 Makrophagen im Verhéltnis 1:5 im Vergleich zu gesunden Kontrollen. Im Gegensatz
dazu wiesen die T-Zellen der MW-Patienten eine Proliferation und IFNy Produktion auf SEB

und hCMV auf, die genauso stark wie die der gesunden Kontrollen war (Abb. 33).
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Abb. 32: Funktioneller Nachweis der Antigenprasentation von in vitro differenzierten M1 und
M2 Makrophagen nach T. whipplei Stimulation

Am siebten Tag der in vitro Differenzierung wurden autologe, CFDA-SE markierte T-Zellen und M1
und M2 Makrophagen von gesunden Kontrollen und MW-Patienten in den Verhéltnissen 1:5,
1:10,1:20, 1:40 und 1:80 inkubiert. Die Zellen wurden mit T.w. inkubiert und nach weiteren finf Tagen
die Proliferation (A-B) und die IFNy Produktion (C-D) der T-Zellen mittels Durchflusszytometrie
bestimmt.
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Abb. 33: Funktioneller Nachweis der Antigenprasentation von in vitro differenzierten M1 und
M2 Makrophagen nach hCMV Stimulation

Am siebten Tag der in vitro Differenzierung wurden autologe, CFDA-SE markierte T-Zellen und M1
und M2 Makrophagen von gesunden Kontrollen und MW-Patienten in den Verhéltnissen 1:5,
1:10,1:20, 1:40 und 1:80 inkubiert. Die Zellen wurden mit hCMV inkubiert und nach weiteren finf
Tagen die Proliferation (A-B) und die IFNy Produktion (C-D) der T-Zellen mittels Durchflusszytometrie
bestimmt.

5.4.2.4. Zytokinproduktion von in vitro differenzierten Makrophagen
nach Stimulation mit T. whipplei

M1 und M2 Makrophagen unterscheiden sich in ihrer Zytokinproduktion nach
Antigenstimulation. Die klassischen M1 Makrophagen bilden bevorzugt pro-inflammatorische
Zytokine wie IL-6 und TNFoa wohingegen bei den M2 Makrophagen die Produktion anti-
inflammatorischer Zytokine z. B. IL-10, Uberwiegt. Um zu testen, welche Zytokine nach einer
48-stundigen Inkubation mit T. whipplei produziert werden, wurden Makrophageniberstéande
mittels CBA auf das Vorhandensein von IL-6, IL-17a, IL-23, TNFa, CCL-3, IL-10 und TGF-

untersucht.
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Abb. 34: Zzytokinproduktion in Kulturiberstdnden in vitro differenzierter M1 und M2
Makrophagen nach T. whipplei Stimulation

In vitro differenzierte M1 und M2 Makrophagen wurden fir 48 h mit inaktiviertem T.w. inkubiert und die
spezifische Produktion von CCL-3 (A) und IL-10 (B) im Uberstand mittels CBA bestimmt.

In Abb. 34 ist die spezifische Zytokinproduktion von M1 und M2 Makrophagen nach
Stimulation mit T. whipplei dargestellt. M1 Makrophagen von Kontrollen und MW-Patienten
produzierten nach Antigenstimulation vermehrt CCL-3 im Vergleich zu M2 Makrophagen
(Abb. 34.A). Die Produktion von IL-10 (Abb. 34.B) war in den M2 Makrophagen sowohl bei
Kontrollen als auch bei MW-Patienten erhdht wobei M1 Makrophagen von Patienten
ebenfalls erhdhte IL-10 Konzentrationen im Vergleich zu M1 Makrophagen von gesunden
Kontrollen aufwiesen. Nach der Stimulation mit T. whipplei ergaben sich keine Unterschiede
in der Produktion von IL-6, TNFa und TGF-B zwischen gesunden Kontrollen und MW-
Patienten. Eine spezifische Produktion der Zytokine IL-17 und IL-23 der Makrophagen nach

Antigenstimulation konnte nicht nachgewiesen werden (ohne Abb.).

5.4.3. Wechsel der Makrophagenpolarisierung

Es stellte sich die Frage, ob in vitro differenzierte M1 Makrophagen sich in M2 Makrophagen,
und umgekehrt, umwandeln kénnen. Dazu wurden mit GM-CSF generierte M1 Makrophagen
ab dem achten Tag der Differenzierung mit M-CSF (Wachstumsfaktor fir M2) und den anti-
inflammatorischen Zytokinen IL-4 oder IL-10 fir weitere sieben Tage stimuliert. Fur den
Wechsel von M2 zu M1 Makrophagen wurden die urspriinglich mit M-CSF generierten Zellen
mit GM-CSF und IFNy oder TNFa fir sieben weitere Tage stimuliert. Der Wechsel der
Makrophagenpolarisierung wurde zunéchst phanotypisch anhand der Expression der M2
Marker CD14, CD163 und CCL-18 analysiert. M2 Makrophagen wiesen eine héhere CD163
(Abb. 35.A), CD14 (Abb. 35.B) und CCL-18 Expression (Abb. 35.C) im Vergleich zu M1

Makrophagen auf. Beim Wechsel von M2 zu M1 Makrophagen wurde die Expression von
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CD163, CD14 und CCL-18 allein durch die Zugabe des Wachstumsfaktors GM-CSF herunter
reguliert. Durch die zusatzliche Zugabe von IFNy oder TNFoa wurde dieser Wechsel der
Makrophagenpolarisierung ebenfalls induziert (ohne Abb.). Bei einem Wechsel von M1 zu
M2 Makrophagen sollte die Expression von CD163, CD14 oder CCL-18 gesteigert werden.
Dies konnte in diesem Experiment nicht nachgewiesen werden (Abb. 35.A, B, C — zweite

Spalte).
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Abb. 35: Anderung des Phanotyps beim Wechsel der Makrophagenpolarisierung

M1 und M2 Makrophagen wurden aus peripheren Blutmonozyten von gesunden Kontrollen und MW-
Patienten in vitro generiert. Ab dem achten Tag der Differenzierung wurden die M1 Makrophagen mit
M-CSF (Wachtstumsfaktor fiir M2) und die M2 Makrophagen mit GM-CSF (Wachstumsfaktor fir M1)
fur weitere sieben Tage stimuliert. Anschlieend wurde die Expression von CD163 (A), CD14 (B) und
CCL-18 (C) im Durchflusszytometer bestimmt. M1-> M2 = Wechsel von M1 zu M2 Makrophagen;
M2-> M1 Wechsel von M2 zu M1 Makrophagen

Weiterhin wurde der Wechsel der Makrophagenpolariserung funktionell untersucht. Dazu
wurden die Zellen an Tag 15 fur sechs Stunden mit LPS stimuliert und anschlielRend die
intrazellulare Zytokinproduktion von IL-6, TNFo und IL-10 mittels Durchflusszytometrie
bestimmt. M2 Makrophagen wiesen tendenziell eine niedrigere IL-6 und TNFa Produktion

nach LPS Stimulation auf als M1 Makrophagen (Abb. 36). Bei einem Wechsel der
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Makrophagenpolariserung von M2 zu M1 Makrophagen konnte die Produktion beider
Zytokine deutlich gesteigert werden. Die Analyse der IL-10 Produktion nach sechssttindiger
LPS Stimulation ergab keine Unterschiede in den einzelnen Makrophagenpopulationen
(ohne Abb.). Auch die funktionellen Analysen wiesen auf einen Wechsel der
Makrophagenpolariserung von M2 zu M1 Makrophagen hin. Unter den herschenden
Versuchsbedingungen scheint der Wechsel von M1 zu M2 Makrophagen nicht induzierbar zu
sein. Es konnten keine Unterschiede zwischen gesunden Kontrollen und MW-Patienten im

Wechsel der Makrophagenpolarisierung detektiert werden.
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Abb. 36: Bestimmung der Zytokine nach der Stimulation mit LPS beim Wechsel der
Makrophagenpolarisierung

M1 und M2 Makrophagen wurden aus peripheren Blutmonozyten von finf MW-Patienten in vitro
generiert. Ab dem achten Tag der Differenzierung wurden die M1 Makrophagen mit M-CSF
(Wachtstumsfaktor fur M2) und die M2 Makrophagen mit GM-CSF (Wachstumsfaktor fur M1) fir
weitere sieben Tage stimuliert. Am 15. Tag der Differenzierung wurden den Zellen sechs Stunden mit
LPS stimuliert (davon funf Stunden unter Brefeldin A Zugabe). AnschlieRend wurde die Expression
von IL-6 (A) und TNFa (B) im Durchflusszytometer bestimmt. M1-> M2 = Wechsel von M1 zu M2
Makrophagen; M2-> M1 Wechsel von M2 zu M1 Makrophagen

82



Diskussion

6. Diskussion

Makrophagen spielen eine wichtige Rolle in der Regulation, der Initierung und der Auflésung
von Immunantworten. Verschiedene Erkrankungen, darunter Atheriosklerose, Diabetes,
Krebs und Rheumatoide Arthritis haben eine Assoziation mit defekten oder verénderten
Makrophagenfunktionen [146]. Die Akkumulierung von T. whipplei in den Makrophagen der
Lamina propria des Duodenums zeichnet die Pathogenese des M. Whipple aus. Daher
wurde schon frih vermutet, dass die Makrophagen bei MW-Patienten funktionell
eingeschrankt sein konnten [7]. Da die bisherigen Untersuchungen nur an Kkleinen
Patientenzahlen durchgefiihrt wurden und auch immer nur Teilsaspekte der Funktionalitat
der Makrophagen erfasst wurden, wurden in dieser Arbeit die Monozyten und Makrophagen
in einer grofRen Kohorte von MW-Patienten ex vivo, in situ und in vitro phanotypisch und

funktionell charakterisiert.

6.1. Spezifische Immunantworten von MW-Patienten

Um zu beurteilen, ob die hier untersuchte Kohorte in ihren immunologischen Defizienzen den
bisherigen Erfahrungen mit MW-Patienten entspricht, wurde die T-Zellreaktivitat Uberprift.
Bereits 2006 konnten Moos et al. zeigen, dass MW-Patienten eine reduzierte T. whipplei-
spezifische Thl Antwort im peripheren Blut und in Lymphozyten der Lamina propria des
Duodenums besitzen [31]. Dies konnte auch in dieser Arbeit mit einer grél3eren Kohorte von
MW-Patienten bestéatigt werden, da der Prozentsatz von IFNy"CD40L" in CD4" T-Zellen im
Blut nach Stimulation mit T. whipplei bei MW-Patienten reduziert war (Abb. 14.B). Auch nach
einer Antibiotikatherapie lieR sich die T. whipplei-spezifische Immunantwort nicht wieder
herstellen. Ein Ziel dieser Arbeit war es, immunogene Strukturen von T. whipplei zu
identifizieren und deren Einfluss auf Makrophagen zu untersuchen. Hsp70 von T. whipplei
erscheint ein vielversprechender Kandidat, da dagegen eine humorale Antwort in
Kontrollpersonen ausgebildet wird [12, 147]. Hsp70 von T. whipplei scheint also
immunogene Epitope zu besitzen, die eine B-Zellantwort generieren. Auch wenn B-Zell- und
T-Zell Epitope in der Regel nicht identisch sind, wurde hsp70 von T. whipplei rekombinant
hergestellt, um es als potentielles T-Zellantigen einzusetzen. Dazu wurde Vollblut mit
rekombinant hergestelltem hsp70 von T. whipplei stimuliert. Auch hier zeigte sich eine
verminderte Thl Antwort bei MW-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen
(Abb. 14.B). Als Kontrollantigen wurde das rekombinant hergestellte hsp70 von E. coli
verwendet, bei dem sich aber keine Unterschiede in der Thl Antwort zwischen MW-
Patienten und gesunden Kontrollen ergaben (Abb. 14.B). Ein Sequenzvergleich zwischen
dem hsp70 von T. whipplei und E. coli kann Unterschiede zwischen den beiden hsp70

aufzeigen, um so in Zukunft antigene Epitope innerhalb des hsp70 von T. whipplei zu
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definieren. Fir die weitere Analyse von T-Zellreaktionen ware die Definition von CD4 und
CD8 Epitopen essentiell, da die Reaktivitat der Makrophagen jedoch nicht von Epitopen
abhangt, wurde dies im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter verfolgt.

Die Stimulation mit SEB zeigte eine reduzierte Thl Antwort bei unbehandelten MW-
Patienten (Abb. 14.A) und spiegelt die verminderte Reaktivitit von CD4" T-Zellen auf
polyklonale Stimulation wieder [148]. Trotzdem sind CD4" T-Zellen von MW-Patienten in der
Lage, auf herkdbmmliche Antigene wie Tetanus Toxoid, Tuberkulin oder CMV eine effektive
Thl Antwort aufzubauen [31].

Als Mal fur die Reaktivitat von B-Zellen wurden Immunglobuline analysiert. Immunglobuline,
speziell IgA, gehodren zu den Hauptabwehrmechanismen gegen Infektionen auf mukosalen
Oberflachen [149]. IgA wird in das Darmlumen sekretiert, bindet dort Bakterien und
mikrobielle Produkte und verhindert somit, dass diese in die Mukosa eintreten kénnen [150].
In friheren Publikationen der Arbeitsgruppe konnten verringerte IgA, IgM und IgG4 Mengen
im Duodenum von MW-Patienten im Vergleich zu altersgleichen Kontrollen gezeigt werden
[151]. Allerdings zeigte sich in der weiteren Analyse im Rahmen dieser Arbeit, dass im
Vergleich zu gesunden Kontrollen, MW-Patienten erhdhte Konzentrationen von IgA, IgM und
IgG4 im Uberstand duodenaler Biopsien aufwiesen (Abb. 15.E-H). Diese Diskrepanz in den
Ergebnissen ergibt sich daraus, dass bei Geelhaar et al. keine Proben gesunder Kontrollen,
sondern ausschlie3lich von Kontrollen ohne Darmsymptomatik verwendet wurden [151].

Die gesunden Kontrollen waren durchschnittlich viel jinger als MW-Patienten, wohingegen
die Kontrollen ohne Darmsymptomatik das gleiche Alter hatten wie MW-Patienten. Die
erhohten IgA Konzentrationen in Biopsie Uberstanden bei MW-Patienten gegeniber
gesunden Kontrollen (Abb. 15.E) kénnte daraus resultieren, dass die IgA Konzentration mit
dem Alter steigt [152]. Zusétzlich wurde in der vorliegenden Arbeit ein anderer statistischer
Test verwendet und eine gréfRere Kohorte betrachtet, so dass die Patienten nach ihrem
Behandlungsstatus unterteilt werden konnten. Erhdhte Konzentrationen von IgG4 (Abb.
15.H) konnten mit der erhéhten Konzentration von IL-4, IL-10 und TGF-$ im Duodenum von
MW-Patienten zusammenhangen (Abb. 27.D-F; Abb. 22.B), da diese die 1gG4 Produktion in
naiven B-Zellen induzieren kénnen [153]. In Serumproben konnten ahnliche Konzentration
von IgA, IgM, 1gG1 und IgG4 bei MW-Patienten und gesunden Kontrollen detektiert werden
(Abb. 15). Bereits 1977 beschrieben Clancy et al., dass die IgM Konzentrationen bei MW-
Patienten im Serum erhoht waren [154], dies deckt sich mit bereits vertffentlichten Daten
[151]. In dieser Arbeit wurde eine grof3ere Kohorte betrachtet, wobei unbehandelte MW-
Patienten nur tendenziell erhdhte IgM Konzentrationen im Serum aufwiesen (Abb. 15.B). Im
Serum und im Uberstand duodenaler Proben zeigten MW-Patienten reduzierte

Konzentrationen von 1gG2 im Vergleich zu gesunden Kontrollen bzw. Kontrollen ohne
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Darmsymptomatik (Abb. 15.C+G). B-Zellen produzieren in der Anwesenheit der Thl
Zytokine IFNy und IL-12 das Immunglobulin 1gG2 [155]. Aufgrund der verringerten
Produktion von IFNy und IL-12 bei MW-Patienten [36] kdnnte sich so die verringerte 19G2
Produktion bei MW-Patienten erklaren.

Die Thl Antwort auf T. whipplei ist in der Peripherie (Abb. 14.B) und in der intestinalen
Mukosa bei MW-Patienten beeintrachtigt [32]. Erniedrigte Serumkonzentrationen von
IL-12p40, eine reduzierte Produktion von IL-12 in Monozyten [35, 36] und die Anwesenheit
von M2 Makrophagen (Abb. 21) scheinen die Entwicklung von Th2 Zellen im Darm zu

favorisieren [156] und kdnnten diese eingeschrankten Th1l Funktionen erklaren.

6.2. Phéanotyp der Monozyten im Vollblut

Die Anzahl der CD14" Monozyten im Vollblut war bei MW-Patienten vergleichbar mit
gesunden Kontrollen [157]. Allerdings zeigte sich bei MW-Patienten eine hdhere Anzahl
CD163" Monozyten im peripheren Blut (Abb. 16.F), die ebenfalls eine verminderte
Expression von HLA-DR Molekulen auf der Oberflache aufwiesen (Abb. 16.C). Da eine
erhéhte Expression von CD163 und reduzierte HLA-DR Expression Hinweise auf eine
alternative Makrophagenaktivierung sind [52, 55, 68, 158], spiegelt dies die M2 Aktivierung
der Monozyten im Blut bei MW-Patienten wider. Erhghte IL-10 Expressionen von Monozyten
(Abb. 19.A-B) und erhdhte Konzentrationen von IL-10 und TGF-B im Serum (Abb. 27.B-C)
tragen zu diesem Erscheinungsbild bei. Eine verminderte HLA-DR Expression ist verbunden
mit einer eingeschrankten Fahigkeit zur Antigenprasentation und einer verringerten Fahigkeit
T-Zellen zur Proliferation und IFNy Produktion anzuregen. Dies fiihrt dazu, dass die
Ausbildung einer effizienten Immunantwort inhibiert wird [159]. Monozyten von MW-
Patienten zeigten in der Peripherie erhéhte Expressionen von CD16 und CD64 im Vergleich
zu gesunden Kontrollen (Abb. 16.A-B). IL-10, welches ebenfalls im Serum von MW-Patienten
erhoht war (Abb. 27.B), kann die Expression von CD16 und CD64 auf humanen Monozyten
induzieren [117]. Daraus erfolgt eine erhOhte Phagozytose von opsonierten Partikeln,
Bakterien oder Pilzen, andererseits reduziert IL-10 die Produktion von reaktiven
Sauerstoffradikalen (O;) und die NO Produktion, die fur die Eliminierung von Pathogenen
bendtigt werden [115]. Zwar war die Phagozytoseaktivitdt der Monozyten bei MW-Patienten
im Vergleich zu gesunden Kontrollen unverandert [7, 157], jedoch wurde ein verminderter
oxidativer Burst der Monozyten von MW-Patienten festgestellt [157]. Insgesamt sprechen die
hier prasentierten Ergebnisse flr eine M2c Aktivierung von Monozyten der MW-Patienten, da
die Fcy Rezeptoren (Abb. 16.A-B) und die IL-10 Produktion (Abb. 19.A-B) erhoht und die
HLA-DR Expression erniedrigt waren (Abb. 16.C) [52].

Die Expression des Darm-homing Marker Integrin-g7 war auf Monozyten unbehandelter MW-

Patienten stark erhdht (Abb. 17), was darauf hindeutet, dass Monozyten von MW-Patienten
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vermehrt in den Darm einwandern. Immunhistochochemischen Analysen der Lamina propria
des Duodenums bestatigten eine vermehrte Prdsenz von M2 Makrophagen im Darm von
MW-Patienten (Abb. 21) [7, 157].

Alle CD14" Monozyten exprimieren das p2-Integrin CD11b auf ihrer Oberflache, welches in
die Phagozytose und dem respiratorischem Burst involviert ist [160]. MW-Patienten zeigten
eine verstarkte Expression von CD11b auf Monozyten im Vergleich zu gesunden Kontrollen
(Abb. 16.E), wobei die Anzahl CD11b" Monozyten vergleichbar war. In einer friihen Arbeit
wurde eine verringerte Anzahl CD11b"* Zellen im peripheren Blut nachgewiesen [161]. Dieser
Unterschied kdnnte sich dadurch erklaren, dass Marth et al. die Expression von CD11b nicht
nur auf Monozyten sondern auf allen PBMC betrachteten. Der Prozentsatz CD11b* Zellen
war groRer als die Anzahl CD14" Zellen [161], was an der hohen Expression von CD11b
durch NK-Zellen gelegen haben kénnte [35]. Da die in dieser Arbeit prasentierten Analysen
eine vergleichbare Anzahl von CD14" Zellen pro pl Vollblut bei MW-Patienten und gesunden
Kontrollen zeigten, kénnte eventuell eine verringerte Anzahl der NK-Zellen bei MW-Patienten
die von Marth et al. beschriebene Reduzierung der CD11b* Zellen erklaren. Die in dieser
Arbeit nachgewiesene erhdhte CD11b Expression auf Monozyten von MW-Patienten deutet
auf einen starken Aktivierungsstatus der Zellen hin, was im Einklang mit einer verstéarkten
Expression von CD16 und CD64 ist (Abb. 16.A-B).

6.3. Funktionalitat der Monozyten im Vollblut

Um die Funktionalitit der Monozyten im Vollblut zu untersuchen, wurden Antigen-
stimulationen durchgefiihrt und die intrazellulare Zytokinproduktion von Monozyten im
Durchflusszytometer bestimmt. Dabei zeigte sich, dass Monozyten unbehandelter MW-
Patienten nach Stimulation mit LPS oder T. whipplei erhdhte Mengen von IL-10 produzierten,
nicht aber nach Stimulation mit dem hsp70 von T. whipplei (Abb. 19.A-B). Die Tatsache,
dass nur T. whipplei und nicht das hsp70 von T. whipplei die IL-10 Produktion erhdht, spricht
daflir, dass eine immunmodulatorische Komponente in T. whipplei enthalten ist, die im
isolierten hsp70 von T. whipplei fehlt.

Die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-6, TNFa und IL-1p war in Monozyten
unbehandelter Patienten im Vergleich zu behandelten MW-Patienten und gesunden
Kontrollen vermindert (Abb. 18). Die Produktion des IL-1 Rezeptorantagonisten IL-1ra war
bei MW-Patienten vergleichbar mit der gesunder Kontrollen (Abb. 19.C-D), obwohl IL-10 die
IL-1ra Produktion in Monozyten erhthen kann [115]. Monozyten behandelter Patienten
zeigten hingegen vergleichbare Expressionen von IL-6, TNFa, IL-1f3, IL-10 und IL-1ra wie
gesunde Kontrollen nach LPS oder T. whipplei Stimulation (Abb. 18 und 19). IL-10 und
TGF-B konnen die Produktion von TNFa und IL-la/f in LPS stimulierten Makrophagen
inhibieren [162]. IL-10, TGF-f und IL-4 konnen die TNFa Produktion in Monozyten
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verhindern [163]. TGF-B z. B. verhindert die Translation der TNFaa mRNA nach 12-16
Stunden [162]. Denkbar ist aber auch, dass T. whipplei selbst an der Modulation der
Zytokinproduktion beteiligt ist. So induziert T. whipplei z. B. IL-16 in humanen Monozyten,
welches als immunmodulatorisch beschrieben ist [43]. FUr andere humane Pathogene wie
z. B. Brucella suis® ist bereits bekannt, dass sie die Synthese von TNFa und IL-12 in
humanen Makrophagen inhibieren [18].

Da T. whipplei Bakterien durch die Antibiotikatherapie abgetdtet werden, kénnte die
Modulation von ausschlie3lich Monozyten unbehandelter MW-Patienten bedeuten, dass der
vitale Erreger selbst aktiv die Produktion anti-inflammatorischer Zytokine nach
Antigenstimulation untersttitzt, pro-inflammatorische Immunantworten unterdriickt und so
seine Persistenz ermdglicht. Die Verminderung von pro-inflammatorischen Immunantworten
von Monozyten unbehandelter MW-Patienten ist nicht auf die mangelnde Expression von
Toll-like-Rezeptoren (TLR)-2, TLR-4 oder CD14 zurickzufuhren, da MW-Patienten
vergleichbare Expressionen von TLR-2, TLR-4 und CD14 auf Monozyten zeigten. Aul3erdem
ruft die Stimulation mit T. whipplei und LPS &hnliche Tendenzen in der Zytokinproduktion von
Monozyten hervor (Abb. 18 und 19), obwohl gram® und gram Bakterien bzw. deren
Bestandteile unterschiedliche TLRs aktivieren.

Es ware denkbar, dass bei MW-Patienten Makrophagen mit Endotoxin Toleranz vorliegen,
da die funktionell und phanotypisch M2 Makrophagen sehr ahnlich sind [159]. Aus bisher
unverdffentlichten Daten unserer Arbeitsgruppe geht hervor, dass der LPS Gehalt im Serum
bei MW-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen erhéht war. Demzufolge kénnte bei
MW-Patienten tatsachlich eine Uberstimulation der Monozyten mit LPS in vivo vorliegen.
Andererseits, wie bereits erwahnt, induzieren gram® T. whipplei Bakterien dhnliche Effekte
wie das LPS gram™ Bakterien, so dass es sich bei der verminderten pro-inflammatorischen
Immunantwort der Makrophagen um ein LPS unabh&ngiges Phdnomen zu handelt scheint.
Ein weiterer Hinweis auf einen alternativ aktivierten M2 Phanotyp im Rahmen des M.
Whipple ist eine erhdhte Arginaseaktivitdt in Serumproben unbehandelter MW-Patienten im
Vergleich zu gesunden Kontrollen (Abb. 25). So konnte z. B. bei schwangeren Frauen, die
ebenfalls einen immunsupprimierten Phanotyp aufweisen, im peripheren Blut erhdhte
Arginasewerte festgestellt werden [89, 164]. Humane Arginase-l wird, neben der
induzierbaren Arginase-1 in Makrophagen, auch konstitutiv in Granulozyten exprimiert. Es
konnte aber gezeigt werden, dass diese Expression konstant und unabh&angig von dem
umgebenden Milieu ist und sich nicht durch bestimmte Zytokine (IL-4, IL-10, IL-13 und
TGF-B) stimulieren lasst [165]. Von daher ist es sehr wahrscheinlich, dass die erhdhte
Arginaseaktivitat im Serum von unbehandelten Patienten (Abb. 25), auf die erhdhte Anzahl

von M2 Monozyten im Blut von MW-Patienten zurtickzufiihren ist (Abb. 16.F). Die Induktion

® Gramnegatives stabchenférmiges Bakterium
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der Arginaseaktivitat beeinflusst die M1-abhéangige Pathogenbekdmpfung nachteilig und
fordert die Proliferation der Pathogene [89]. So erfolgte die erste in vitro Kultur von T.
whipplei in Makrophagen, die mit IL-4 und IL-10 deaktiviert wurden [166], d. h. in einen M2
Phanotyp differenzieren konnten. Auerdem wurde gezeigt, dass T. whipplei in Monozyten
mit M1 Polarisation eliminiert wird, wohingegen er sich sehr gut in M2 Makrophagen repliziert
[18].

6.4. Phénotyp der Makrophagen im Duodenum

Verschiedene Punkte sprechen gegen eine exzessive Entziindungsreaktion im Duodenum
von MW-Patienten. Immunhistochemische Farbungen ergaben eine vergleichbare Anzahl
CD68" Makrophagen im Duodenum von MW-Patienten und Kontrollen ohne
Darmsymptomatik [157]. Zudem ist die Anzahl CD8" und CD4" T-Zellen in der Lamina
propria von MW-Patienten im Vergleich zu Kontrollen reduziert [157]. Zusétzlich konnte
gezeigt werden, dass die Anzahl regulatorischer T-Zellen bei MW-Patienten im Duodenum
im Vergleich zu Kontrollen ohne M. Whipple erhoht ist [148]. Die geringe Entzindung
spiegelt sich auch in der Makrophagendifferenzierung zu M2 Makrophagen wieder, da in der
Lamina propria von MW-Patienten eine erhohte Anzahl CD163" und Stabilin-1* Zellen und
erniedrigte Mengen iNOS™ Zellen im Vergleich zu Kontrollen ohne Darmsymptomatik
detektiert werden konnten (Abb. 21). Fast alle dieser CD163" Makrophagen im Duodenum
von MW-Patienten hatten T. whipplei aufgenommen [157].

Einige dieser CD163" T. whipplei* Makrophagen persistieren auch nach der Behandlung mit
Antibiotika fUr eine lange Zeit im Korper und sind nicht in der Lage, T. whipplei abzubauen
[157]. Moos et al. zeigten, dass eine Infektion mit verschiedenen Mycobakterien und Yersinia
enterocolitica nicht mit einer Hochregulation von CD163 und Stabilin-1 bzw. einer
Verringerung von iNOS™ Zellen im Duodenum einhergehen. Dies steht im Einklang mit der
bereits beschriebenen klassischen Aktivierung der M1 Makrophagen durch diese Pathogene
[157, 167]. Auch bei der Betrachtung der Zytokine in der Lamina propria von MW-Patienten
zeigte sich ein Milieu, welches die Entstehung von M2 Makrophagen begulnstigt, da die
Anzahl IL-17" Zellen erniedrigt und die von IL-10" Zellen erhéht war (Abb. 22). Bereits
Desnues et al. detektierten durch PCR und Mikroarrayanalysen eine erhdhte Genexpression
von IL-10 in duodenalen Proben, allerdings bei nur einem MW-Patienten [156]. Die wichtige
Bedeutung von IL-10 bei der Pathogenese des M. Whipple wurde somit in einer grol3eren
Kohorte bestétigt (Abb. 22.B). Obwohl das im Duodenum nachgewiesene IL-17 bei MW-
Patienten in dieser Arbeit zu einem grofR3en Anteil von mehrkernigen Granulozyten produziert
wurde, konnte in anderen Arbeiten der Nachweis von CD68IL-17" Makrophagen erbracht
werden [120]. Daher konnte die reduzierte Anzahl an IL-17* Zellen in der Lamina propria von

MW-Patienten (Abb. 22.A) durchaus auch auf eine erhéhte Anzahl von M2 Makrophagen
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zurtckzufuhren sein. Auch wenn IL-17 nicht direkt von Makrophagen produziert wird, schafft

eine verminderte Prasenz von IL-17 ein Milieu, dass die entziindliche Aktivierung erschwert.

6.5. Funktioneller Nachweis von Makrophagen im Duodenum

Neben den Zytokinen ist der Argininstoffwechsel ein Indikator fir die Aktivierung von
Makrophagen. Wahrend eine erhdhte Arginaseaktivitat auf M2 Makrophagen hindeutet [60,
168], reprasentiert vermehrte iNOS Aktivitat M1 Makrophagen [79].

Fur den funktionellen Nachweis des Argininstoffwechsels von Makrophagen im Duodenum
wurden frische Biopsien fir 48 Stunden mit T. whipplei oder LPS stimuliert und im
Kulturtiberstand die Nitrit- und Harnstoffproduktion, als Mal3 fur die Aktivitat von iINOS bzw.
Arginase, gemessen. Eine Analyse der Arginaseaktivitdt direkt in situ in den
kurzzeitkultivierten duodenalen Biopsien war nicht mdglich, da sich augrund der Kultivierung
das Gewebe so weit zersetzt hatte, dass eine zuverlassige Aussage Uber die
Arginaseaktivitat nicht mehr moglich war. Die Analyse des Kulturiiberstandes ergab jedoch,
dass duodenale Proben von MW-Patienten eine reduzierte Nitritproduktion nach Stimulation
mit LPS im Vergleich zu Kontrollen ohne Darmsymptomatik zeigten (Abb. 24.A-B). Dies
spiegelt die erniedrigte INOS Expression bzw. iNOS Aktivitat in der Lamina propria des
Duodenums von MW-Patienten wider (Abb. 21.A). Eine verminderte Nitritproduktion in
duodenalen Biopsien (Abb. 24.A) und ein reduzierter oxidativer Burst der Monozyten, wie sie
bei MW-Patienten nachgewiesen wurden [157] reflektieren funktionelle Eigenschaften von
M2 Makrophagen und tragen entscheidend dazu bei, dass M2 Makrophagen Bakterien
schlechter eliminieren koénnen als M1 Makrophagen [68, 169]. Zytokine beeinflussen
ebenfalls das iINOS/Arginase Verhdltnis. So kann TGF-B, das vermehrt im Serum und
Biopsie Uberstanden von MW-Patienten nachgewiesen werden konnte (Abb. 27.C+F), den
NOS Signalweg herunter regulieren und die Expression von Arginase unterstitzen [170].

Als Mal} fur eine hohe Arginaseaktivitat wurde die Harnstoffkonzentration bei der Arginin-
hydrolyse bestimmt [142, 171]. Die Harnstoffmessungen in Biopsieuberstanden nach der
Stimulation mit LPS oder T. whipplei waren jedoch vergleichbar bei MW-Patienten und
Kontrollen ohne Darmsymptomatik. Dieses Ergebnis Uberraschte, da sowohl IL-10 als auch
TGF-B, welche beide bei MW-Patienten in Uberstanden von duodenalen Proben erhoht
waren (Abb. 27.E-F), Arginase-l induzieren konnen [89, 94]. Betrachtet man die Ratio
zwischen Nitrit- und Harnstoffproduktion nach LPS Stimulation (Abb. 24.C) ist ersichtlich,
dass die Immunantwort bei MW-Patienten zu Gunsten einer erhdéhten Harnstoffproduktion
verschoben ist. INOS und Arginase konkurrieren um das Substrat Arginin und beide Enzyme
regulieren sich gegenseitig [94]. INOS inhibiert die Arginaseaktivitat durch Hydroxy-L-Arginin,
ein Zwischenprodukt bei der Hydrolyse von Arginin zu NO [94, 172]. Arginase inhibiert die

Produktion von NO, indem es die Verfugbarkeit von intrazellularem Arginin einschrankt [94].
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Daher deutet die Ratio zu Gunsten von Harnstoff auf ein Uberwiegen der Arginaseaktivitat
hin. Die Arginaseaktivitat in frisch isolierten duodenalen Biopsien nahm mit fortschreitender
Behandlungsdauer der MW-Patienten zu. Dies kdnnte widerspiegeln, dass der Erreger T.
whipplei langsam aus dem Kdorper der MW-Patienten eliminiert wird, sich die beschadigten

Zellen regenerieren und das naturliche Gleichgewicht wiederhergestellt wird.

6.6. Analyse des Zytokin- und Chemokinmilieus in der Peripherie und im
Duodenum

Im Serum von MW-Patienten konnten erhdhte Konzentrationen an CCL-2, IL-10 und TGF-f
nachgewiesen werden (Abb. 27+28). Im Gegensatz dazu war die Konzentration der pro-
inflammatorischen Zytokine IL-18 und TNFa vergleichbar mit gesunden Kontrollen (Abb.
26.A-B). Die Menge an IL-17 und IFNy war im Serum von MW-Patienten im Vergleich zu
gesunden Kontrollen erniedrigt (Abb. 26.C-D). Eine verminderte IFNy Produktion von MW-
Patienten wurde bereits von Marth et al. beschrieben [32]. Im Vergleich zu MW-Patienten
wurden bei IBD Patienten (Morbus Crohn / Colitis ulcerosa) erhthte Konzentrationen von
IL-17 im Serum beschrieben [120]. Schinnerling et al. konnten zeigen, dass T-Zellen von
MW-Patienten verringerte Mengen an IL-17 nach SEB Stimulation produzieren [148]. Die
Konzentration von IL-6 war im Serum bei unbehandelten MW-Patienten noch hoher als bei
behandelten MW-Patienten (Abb. 26.A). Zudem konnte in Biopsie-Uberstanden und in
Monozyten nach Antigenstimulation mit LPS oder T. whipplei keine erhohten IL-6
Expressionen nachgewiesen werden (Abb. 26.E; Abb. 18.C-D). Da IL-6 ein Akutphaseprotein
ist, wird es in der frihen Phase der Infektion gebildet [85]. Im Blut von MW-Patienten sind
einige Entzindungsparameter erhoht. Zuséatzlich zur gesteigerten IL-6 Konzentration im
Serum weisen MW-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen erhéhte Konzentrationen
des C-reaktiven Proteins (CRP) [173] und LPS (unverotffentlichte Daten unserer
Arbeitsgruppe) auf. CRP wird hauptséchlich in der Leber sekretiert und kann durch IL-6
gesteigert werden [174]. Zudem besteht auch eine positive Korrelation zwischen IL-6 und
CRP [175]. Th2-Zellen kénnten fur die erhdhte Produktion von IL-6 im Serum verantwortlich
sein [156]. Zudem koénnte IL-6 das Uberleben von T. whipplei erleichtern, da es die
Differenzierung von Monozyten in Makrophagen induziert [176]. In Makrophagen hat T.
whipplei bessere Uberlebenschancen als in Monozyten, da in Makrophagen kein Thioredoxin
vorhanden ist, welches Bakterien abtotet [43]. Thioredoxin aktiviert den Transkriptionsfaktor
NF-kB und ermdglicht somit die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine [43].

In duodenalen Proben von MW-Patienten war die Produktion von IL-6 unverandert und die
Konzentration von TNFa, IL-17 und IFNy im Vergleich zu gesunden Kontrollen leicht erhoht
(Abb. 26.E-H). Laut immunhistochemischen Analysen ist der Anteil IL-17 produzierender

Zellen im Duodenum von MW-Patienten erniedrigt (Abb. 22.A). Diese Diskrepanz kodnnte
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sich dadurch erklaren lassen, dass im Duodenum von MW-Patienten weniger Zellen IL-17
produzieren, dafur aber jede einzelne Zelle mehr IL-17 sekretiert. Bei MW-Patienten konnten
aber auch hohere Konzentrationen anti-inflammatorischer Zytokine, wie IL-4, IL-10 und TGF-
B, nachgewiesen werden (Abb. 27). In der nicht entziindeten Mukosa wird TGF- und CXCL-
8 konstitutiv. von mukosalen Epithelzellen und Mastzellen produziert und durch die
extrazellulare Matrix der Lamina propria (Stroma) abgegeben [177]. Dadurch werden
zirkulierende Blutmonozyten angelockt und differenzieren Zu residenten
Gewebsmakrophagen [177].

Kalt et al. konnten in ihrer Arbeit keine Verédnderungen in der TGF- Produktion im Serum
von MW-Patienten und gesunden Kontrollen feststellen, zudem zeigten sie, das Seren von
MW-Patienten eine reduzierte TNFo Konzentration im Vergleich zu Kontrollen aufwiesen
[36]. Moglichweise liegen die Unterschiede darin begrindet, dass in der hier vorliegenden
Arbeit eine wesentlich grolRere Kohorte betrachtet wurde.

Des Weiteren waren in duodenalen Proben die Konzentrationen der Chemokine CCL-3,
CCL-4 und CXCL-9 bei MW-Patienten unabh&ngig vom Behandlungszustand vergleichbar
mit gesunden Kontrollen (Abb. 28.F-H). In Serumproben hingegen waren diese drei
Chemokine und zusatzlich CCL-2 bei MW-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen
erhoht (Abb. 28.A-D). In Uberstanden duodenaler Proben von behandelten MW-Patienten
zeigte sich eine Erniedrigung der CCL-2 Konzentration im Vergleich zu unbehandelten MW-
Patienten und gesunden Kontrollen (Abb. 28.E). Moos et al. konnten zwar zeigen, dass in
duodenalen Proben die CCL-2 mRNA bei MW-Patienten erhdht war [157], dies wurde aber in
dieser Arbeit auf Proteinebene nicht nachgewiesen. Gerade bei den streng kontrollierten
Zytokinen korrelieren mRNA und Proteinkonzentration oft nicht [178]. Sowohl IL-10 als auch
CCL-2 fordern die M2 Polarisierung von Makrophagen. Zusatzlich unterstiitzt CCL-2 die
Polarisierung von Th2 Zellen [179] und wirkt stark chemotaktisch auf Monozyten, T-Zellen
und NK-Zellen und lockt die Zellen an den Ort der Entziindung [106]. Ein Zytokinmilieu mit
erniedrigten IFNy und erhdhten IL-4 Konzentrationen férdert ebenfalls die Differenzierung
von M2 Makrophagen [68].

6.7. Analyse in vitro differenzierter Makrophagen

Bis jetzt ist unklar, ob T. whipplei selbst die Makrophagenaktivierung und Differenzierung
beeinflussen kann oder ob ein intrinsischer Defekt der Makrophagen von MW-Patienten das
Uberleben von T. whipplei ermdglicht. Weiterhin konnte das Zytokinmilieu der T-Zellen die
Makrophagen beeinflussen. Daher wurden aus CD14" Monozyten Makrophagen in vitro
ausfifferenziert, um ihre Aktivierung unabhéngig vom Milieu zu untersuchen, das im Blut und

Duodenum von MW-Patienten vorherrscht. Die M1 Differenzierung erfolgte mit GM-CSF und
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die M2 Makrophagendifferenzierung mit M-CSF. Da im humanen System die Bedingungen
fur eine M1/M2 Differenzierung nicht umfassend festgelegt und auch die verschiedene
Differenzierungsstufen nicht ganz klar eingegrenzt sind, stellt dieses System eine
Annaherung an die in vitro Differenzierung von Makrophagen dar.

In vitro differenzierte Makrophagen wurden an Tag 10 auf ihre Expression von typischen
Makrophagenmarkern untersucht. M2 Makrophagen wiesen eine starkere CD14 und CD163
Expression auf ihrer Zelloberflache als M1 Makrophagen auf (Abb. 29). Dabei unterschieden
sich M1 und M2 Makrophagen nicht in der Expression von CD68, HLA-DR und CD64 (ohne
Abb.). Dies deckt sich auch mit den Analysen von Verreck et al. [84]. Allerdings postulierten
Verreck et al. eine hohere CD16 Expression in M2 im Vergleich zu M1 Makrophagen. Dies
konnte in dieser Arbeit nicht bestatigt werden, weder phanotypisch noch funktionell, da sich
die Uber CD16 vermittelte Phagozytoseleistung zwischen M1 und M2 Makrophagen nicht
signifikant unterschied (Abb. 30). Es wurde beschrieben, dass in vitro differenzierte M1
Makrophagen eine starkere Expression von 25F9 aufweisen als M2 Makrophagen [180].
25F9 wurde auch als ein Marker fur spéat aktivierte Makrophagen definiert [181]. In dieser
Arbeit konnten keine abweichenden Expressionen von 25F9 auf in vitro differenzierten M1
und M2 Makrophagen festgestellt werden. Eventuell liegt dies an der im Vergleich zur
vorherigen Publikation unterschiedlichen Differenzierungsdauer. Waldo et al. untersuchten
den Ph&notyp an Tag sieben [180], in dieser Arbeit wurde der Phanotyp aber erst am
zehnten Tag betrachtet. Vielleicht ist also die erhohte Expression von 25F9 auf M1
Makrophagen nur in den ersten Tagen der Differenzierung sichtbar. Zum anderen
verwendeten Waldo et al. fur die Differenzierung von M2 Makrophagen M-CSF und IL-10
[180]. Moglicherweise verursacht auch IL-10 die gesteigerte Expression von 25F9 auf in vitro

differenzierten Makrophagen, da IL-10 M1 Makrophagen deaktivieren kann [68, 162].

M1 und M2 Makrophagen unterscheiden sich in ihrer Zytokinproduktion nach
Antigenstimulation. Die klassisch aktivierten M1 Makrophagen produzieren bevorzugt pro-
inflammatorische Zytokine, wie IL-6 und TNFa, wohingegen bei den alternativ aktivierten M2
Makrophagen die Produktion von anti-inflammatorischen Zytokinen wie IL-10 Uberwiegt.
Nach 48-stundiger Inkubation von in vitro differenzierten M1 und M2 Makrophagen mit T.
whipplei ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der Produktionen von IL-6, TNFa
und TGF-B in den beiden Makrophagensubpopulationen. Lediglich CCL-3 wurde vermehrt
von den hier generierten M1 Makrophagen produziert, wahrend sich die M2 Makrophagen
durch eine hdhere IL-10 Sekretion auszeichneten (Abb. 34). CCL-3 ist ein inflammatorisches
wirksames Chemokin und es wurde bereits beschrieben, dass es bevorzugt von M1

Makrophagen gebildet wird [127].
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Es wurde getestet, ob T. whipplei in in vitro differenzierten Makrophagen die Phagozytose
beeinflussen kann. Makrophagen, die vor dem Phagozytosetest mit T. whipplei inkubiert
wurden, wiesen eine verringerte Phagozytosefahigkeit auf (Abb. 30). Allerdings wurde diese
verringerte Phagozytose auch nach Inkubation mit E. coli oder Cellulomonas celluans
beobachtet. Von daher ist die reduzierte rezeptorunabhéngige Phagozytose von
Dextranpartikel kein T. whipplei-spezifischer Effekt. M2 Makrophagen besitzen eine héhere
Phagozytosekapazitat als klassisch aktivierte Makrophagen [182]. In dieser Arbeit konnte
kein Unterschied in der Phagozytoseleistung zwischen in vitro differenzierten M1 und M2
Makrophagen festgestellt werden (Abb. 30). Lediglich die erhdhte rezeptorabhangige
Phagozytose von Transferrinpartikeln in M2 Makrophagen spiegelt die Differenzierung
wieder (Abb. 30.B), da M2 Makrophagen verstarkt den Transferrinrezeptor CD71 auf ihrer

Oberflache exprimieren [183].

Es konnten keine Unterschiede in der Nitritproduktion und der Arginaseaktivitat per se von in
vitro differenzierten M1 und M2 Makrophagen nachgewiesen werden (Abb. 31). Somit
spiegeln diese funktionellen Testsysteme den Differenzierungsstatus nicht wider. Durch die
zum Nitritnachweis notwendige Vorbehandlung mit IFNy und TNFa kdnnten sich innerhalb
der 48 Stunden die M2 in M1 Makrophagen umgewandelt haben, was die nicht vorhandenen
Unterschiede in der Nitritproduktion und Arginaseaktivitat zwischen den in vitro
differenzierten M1 und M2 Makrophagen erklaren kénnte [73-75]. Des Weiteren ergab die
Inkubationen mit T. whipplei oder LPS keine spezifisch nachweisbare Produktion von Nitrit.
Eventuell liegt die Nitritproduktion unterhalb der Nachweisgrenze, da erst nach
Nitratreduktion mit NADPH und Nitratreduktase Nitritwerte mit dem Griess-Reagenz
nachgewiesen werden konnten. Der mangelnde Nachweis kénnte auch auf suboptimale
Differenzierung zuriickzufihren sein. In situ erfolgt die Makrophagendifferenzierung viel
effizienter als in vitro und ist von mehreren Faktoren abhangig.

LPS ist in der Lage, iINOS und die Arginaseaktivitat gleichermal3en zu induzieren, allerdings
reduziert IFNy diese Wirkung von LPS [184]. In Biopsieuberstanden konnte nach LPS
Stimulation eine Nitritproduktion trotz IFNy Vorbehandlung nachgewiesen werden (Abb.
24.A). Han et al. analysierten ebenfalls die Nitritproduktion in M2 Makrophagen (M1 nicht
generiert) von gesunden Kontrollen und detektierten ahnliche Werte in der Nitritproduktionen

von M2 Makrophagen wie in dieser Arbeit [185].

In vitro differenzierte M1 und M2 Makrophagen wurden auch auf ihre Fahigkeit hin
untersucht, CD4" T-Zellen Antigene zu prasentieren und diese dann zur Proliferation und
IFNy Produktion anzuregen. Die Funktionalitdt in vitro differenzierter M1 und M2
Makrophagen konnte durch die Stimulation mit hCMV gezeigt werden (Abb. 33). Hierbei

zeigte sich, dass sowohl M1 als auch M2 Makrophagen von MW-Patienten und gesunden
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Kontrollen in der Lage waren, CD4" T-Zellen zur Proliferation und IFNy Produktion
anzuregen, wobei M1 Makrophagen starkere T-Zellantworten induzieren konnten als M2
Makrophagen. Dies deckt sich auch mit den Ergebnissen von Verschoor et al. [60].

Jedoch waren weder M1 noch M2 Makrophagen von MW-Patienten in der Lage eine T.
whipplei-spezifische Reaktion anzuregen (Abb. 32). Dies kdnnte bedeuten, dass in vitro
differenzierte M1 und M2 Makrophagen von MW-Patienten nicht fahig sind, den T-Zellen T.
whipplei-Antigene effizient zu prasentieren, andererseits kdnnten aber auch die T-Zellen
nicht in der Lage sind, T. whipplei Antigene auf MHC-Klasse Il Komplexen zu erkennen. Zum
anderen konnte es auch einen Verlust von T. whipplei spezifischer CD4" T-Zellen in der
Peripherie widerspiegeln und somit kdnnte trotz effizienter Antigenprasentation keine T.

whipplei spezifische Th1l Antwort ausgeldst worden sein.

AbschlieBend sollte analysiert werden, ob in vitro differenzierte Makrophagen ihren
Polarisierungszustand andern kénnen, da dies langfristig gesehen als potentielle Therapie
fur MW-Patienten eingesetzt werden konnte. Um dies zu erreichen, wurden zu bereits
ausdifferenzierten M1 und M2 Makrophagen die Wachstumsfaktoren zur Differenzierung in
die jeweils andere Makrophagensubpopulation gegeben und phanotypische und funktionelle
Veranderungen analysiert. Die hier vorliegenden Daten zeigten, dass sich M2 Makrophagen
in M1 Makrophagen durch Zugabe von GM-CSF umwandeln (Abb. 35+36). Im umgekehrten
Fall konnte hier M1 Makrophagen durch Zugabe von M-CSF, IL-4 oder IL-10 nicht in M2
Makrophagen repolarisiert werden (Abb. 35+36). Vermutlich liegt die mangelnde
Reversibilitat der M2 Differenzierung in der Konzentration oder Kombination der
verwendeten Zytokine begrindet, da IL-10 eigentlich die Expression von CD163 und CCL-18
erhdhen sollte [73]. Daher ist es denkbar, dass hohere Konzentrationen von IL-4 und IL-10
oder weitere Zytokine wie z. B. TGF-f prinzipiell den Wechsel von M1 zu M2 Makrophagen
ermdoglichen sollten [73-75]. Fur unser Verstandnis der Pathogenese des M. Whipple war es
jedoch wichtig die Reversibilitat der M2 Differenzierung nachzuweisen, da eine Ml

Polarisierung fiur eine erfolgreiche Abwehr von T. whipplei notwendig zu sein scheint [68].

Die Analyse der in vitro Daten zeigte im Vergleich zu den ex vivo erhobenen Daten kaum
Unterschiede zwischen MW-Patienten und gesunden Kontrollen auf. Daher erscheint es
unwahrscheinlich, das intrinsische Makrophagendefekte fir die Pathogegense des M.
Whipple verantwortlich sind. Viel mehr erscheint es als Folge extremer Bedingungen das M2
Polarisierung stattfindet. Das vorhandene Zytokinmilieu in der Peripherie und im Duodenum
bei MW-Patienten favorisiert M2 Makrophagen und zusatzlich induziert der Erreger T.
whipplei selbst die Polarisierung von M2 Makrophagen bei MW-Patienten [157]. Da prinzipiell

M2 Makrophagen von MW-Patienten zu M1 Makrophagen repolarisiert werden kénnen, ist
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der Einfluss des generellen Milieus in Kombination mit den Modulationen durch T. whipplei

wahrscheinlicher als ein intrinsischer Defekt.

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse dieser Arbeit eine M2 Makrophagenpolarisierung
bei MW-Patienten sowohl im Blut als auch im Duodenum (Abb. 18-25). Die M2 Polarisierung
scheint bereits bei Monozyten sichtbar zu sein (Abb. 16). Der Argininstoffwechsel war nur
bedingt aussagekraftig da z. B. in der in vitro Differenzierung von Makrophagen keine
Unterschiede zwischen M1 und M2 Makrophagen detektiert werden konnten (Abb. 31). Des
Weiteren zeigte die in vitro Differenzierung von M1 und M2 Makrophagen kaum
Unterschiede zwischen gesunden Kontrollen und MW-Patienten auf (Abb. 29-36). Das
Zytokinmilieu und die Empfanglichkeit der Monozyten/Makrophagen fir die Modulation durch
T. whipplei sind offenbar entscheidend. Daflrr spricht ein anti-inflammatorisches Milieu mit
einer hohen IL-10 und TGF-$ Konzentration im Blut und im Duodenum (Abb. 27). Auffallig ist
die moderate Entzindung trotz der massiven Besiedlung von T. whipplei in den
Makrophagen der Lamina propria. Die moderate Erhdhung der Sekretion einiger
entziindliche Zytokine kénnten auch durch eine Schleimhautschadigungen und den daraus
resultierenden Barrieredefekt erklart werden. T. whipplei induzierte in Monozyten der MW-
Patienten eine vermehrte Produktion von IL-10, wohingegen das hsp70 von T. whipplei nicht
die Expression von IL-10 erhdhte (Abb. 19.A). Daher besitzt T. whipplei unter Umstanden

modulatorisch wirkende Komponenten, die in Zukunft nédher charakterisiert werden sollten.
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