43

4. Ergebnisse

4.1 Murine in vitro-Versuche

411 Charakterisierung des anti-CD2 mAk 12-15

Durch Gabe des anti-Maus CD2 mAk 12-15 konnte in der Vergangenheit die Abstol3ung
von Allo- und Xenotransplantaten verhindert werden * 2. AuRerdem ist bekannt, dass

rt 122 1%% und in vivo

dieser anti-CD2 mAk die zytotoxische Lymphozyten-Reaktion inhibie
zu einer verminderten Aktivierbarkeit von T-Zellen fiihrt . Um in einem ersten Schritt
einen genaueren Einblick in das inhibitorische Potential dieses anti-CD2 mAk zu
bekommen, wurden in vitro-Versuche mit stimulierten Zellen durchgefuhrt. Stimulierte
Lymphozyten wurden zum einen verwendet, um eine ausreichende Proliferation bzw.
Zytokinsynthese zu gewahrleisten, und zum anderen, da sich bei chronisch-
entzandlichen Darmerkrankungen ebenfalls verstarkt aktivierte Zellen finden. Ziel dieser
Untersuchungen war, die Proliferation und Zytokinsynthese nach Zugabe des anti-CD2
mAk 12-15 zu analysieren. Dazu wurden stimulierte Lymphozyten der Milz, aus
mesenterialen Lymphknoten sowie aus der Lamina propria mit dem anti-CD2 mAk 12-
15 (10 pg/ml) inkubiert und die durch diesen Antikorper induzierte Hemmung von

Proliferation bzw. Zytokinsynthese bestimmt.

4.1.1.1 Der anti-CD2 mAk 12-15 hemmt die Proliferation

Ob der anti-CD2 mAk 12-15 das Potential hat, die Proliferation aktivierter Zellen zu
inhibieren, sollte mittels stimulierter Splenozyten (2 x 10%/ml) untersucht werden. Dazu
wurden Splenozyten isoliert, mit CFSE markiert, Uber CD3/CD28 stimuliert, und
zusatzlich mit dem anti-CD2 mAk 12-15 inkubiert. Als Kontrolle wurden Ansatze mit
stimulierten Zellen ohne Zugabe des anti-CD2 mAk verwendet. Das Wachstum dieser
Zellen innerhalb von 3 Tagen wurde als 100% gesetzt und entsprechend die Hemmung
der Proliferation durch den anti-CD2 mAk 12-15 berechnet. Wie Abbildung 4.1 zeigt,
konnte die Proliferation aktivierter Splenozyten durch den anti-CD2 mAk 12-15

signifikant verringert werden.
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Damit ist der anti-CD2 mAk 12-15 in der Lage, die CD3/CD28 induzierte Proliferation

von Splenozyten zu inhibieren.

4.1.1.2 Der anti-CD2 mAk 12-15 moduliert die Zytokinsekretion

In einem weiteren Schritt sollte Uberpruft werden, ob der anti-CD2 mAk 12-15 auch in
der Lage ist, das Zytokinprofil aktivierter Lymphozyten zu modulieren. Um dies zu
untersuchen, wurden isolierte Zellen (1 x 10%ml) Giber CD3 stimuliert und tber 48
Stunden mit 10 pg/ml des anti-CD2 mAk 12-15 inkubiert. Die Konzentration der
wahrend dieser Zeitspanne in den Kulturiberstand sezernierten Zytokine (IL-2, IL-4, IL-
6, IL-10, IFN-y, TNF-a, TGF-B) wurde anschlielend mittels ELISA bestimmt (siehe
3.2.10). Um einen Vergleich zu ermoglichen, wurde die Zytokinproduktion stimulierter
Zellen gleich 100% gesetzt und mit der von stimulierten und zusatzlich mit dem anti-
CD2 mAk 12-15 inkubierten Zellen verglichen. Wie Abbildung 4.2 zeigt, konnte der anti-
CD2 mAk 12-15 die Produktion von IL-2 (42,1 + 5,6%), IL-4 (64,9 + 9,6%) sowie die
Sekretion von IFN-y (62,6 + 3,0%) signifikant verringern (p = 0,005). Die Synthese von
IL-6 wurde durch Inkubation mit dem anti-CD2 mAk signifikant gesteigert (184,1 +
24,3%; p < 0,05). Eine Modulation von TNF-a oder TGF- konnte nicht nachgewiesen

werden.
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Abb. 4.2: Modulation der Zytokinsynthese CD3/CD28 stimulierter, muriner Splenozyten
(IL-2, IL-4, IL-6, IL-10: n = 5; IFN-y: n = 9) durch Inkubation mit dem anti-CD2 mAk 12-15.

Trotzdem konnte durch die Hemmung vor allem von IFN-y, und IL-2 eine therapeutische

Wirkung des anti-CD2 mAk 12-15 Uber eine Modulation von Zytokinen moglich sein.

4.1.1.3 Der anti-CD2 mAk 12-15 fihrt in vivo weder zur Depletion
noch zur Induktion regulatorischer T-Zellen

Das flr weitere Untersuchungen der Wirkung des anti-CD2 mAk gewahlte CED-
Tiermodell war das Modell der adoptiven Transfercolitis. Um auszuschliel3en, dass der
anti-CD2 mAk 12-15 transferierte T-Zellen depletiert und so maoglicherweise die
Entwicklung einer Transfercolitis verhindert, wurden 4 x 10° CFSE-markierte T-Zellen
auf Rag1 defiziente Mause transferiert. Die Rezipienten wurden mit anti-CD2 mAk bzw.
Kontroll-Antikérpern (Ratten-IgG sowie ein anti-CD4 mAk (GK-1.5) als Kontroll-
Antikorper fur die Depletion) behandelt. Nach 24 Std. wurden Lymphozyten aus dem
peripheren Blut isoliert und es wurde durchflusszytometrisch der Prozentsatz der darin
enthaltenen CFSE-markierten sowie der von CD25"/CFSE" bzw. CD103"/CFSE" Zellen
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bestimmt. Die Bestimmung der CD25"/CFSE" bzw. CD103"/CFSE" Zellen erfolgte, um
eine mogliche Induktion von regulatorischen T-Zellen durch die Gabe des anti-CD2 mAk

12-15 zu untersuchen.

Nach 3 Tagen wurden die Mause getdtet, Splenozyten, Lymphozyten des Blutes, der
mesenterialen Lymphknoten sowie des Colons isoliert und ebenfalls hinsichtlich CFSE-

markierter Zellen und der Sequenz regulatorischer T-Zellen analysiert.

Bei dem Vergleich der nach 24 Stunden entnommenen Blutproben konnte kein
Unterschied im Prozentsatz CFSE-markierter Zellen zwischen der Kontrollgruppe und
der anti-CD2 mAk behandelten Gruppe festgestellt werden (Abb. 4.3, A und B). Wie
erwartet fanden sich in den Lymphozyten der mit GK1.5 behandelten Tiere weniger
CFSE-markierte Zellen (Abb. 4.3C).

A B C
1.19% 0.34%
T o T
E E ] E E E
L] : Lag] Lag]
=3 =7 =&
Ly Wy La
= [ N o+
L — g L — L~ 3
o 3 L) ; i E
o o R3 o R3
o . , =l N -' o ] LA
o ‘. L = e = - - ol
200 400 600 800 1000 0 200 400 600 200 1000 0 200 400 600 B00 1000
FSCHeight FSC-Height FSC-Height
Ratten-lgG anti-CD2 mAk 12-15 GK1.5

Abb. 4.3: Keine Unterschiede beim Nachweis CD4', CFSE-markierter T-Zellen im
peripheren Blut von anti-CD2 bzw. Kontroll-mAk behandelten Rag1” Méusen einen Tag
nach Transfer. Die M&use wurden mit Kontroll-Antikérper (A: Ratten-IgG), anti-CD2 mAk
(B: 12-15), bzw. einem, in der Literatur als depletierend beschriebenen Antikérper (C:
GK1.5) behandelt. Die Prozentangaben geben die % der CFSE-positiven Zellen an.

Auch die Prozentzahlen von CD25/CFSE" bzw. CD103*/CFSE" Zellen im peripheren
Blut wiesen nach 24 Stunden zwischen den Gruppen keine Unterschiede auf (nicht
gezeigt). Der Vergleich CFSE-positiver Zellen aus Milz, mLK oder Lamina propria anti-
CD2 mAk behandelter Mause 72 Stunden nach Transfer ergab ebenfalls keine
Unterschiede im Vergleich zu Zellen der Kontrollmause (nicht gezeigt). Der Nachweis

CFSE-markierter Zellen im Blut war nach 3 Tagen nicht mehr mdglich.
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Diese Versuche belegen, dass die Behandlung mit dem anti-CD2 mAk 12-15 zu keiner
Depletion der transferierten T-Zellen fuhrt. Sie geben darlber hinaus keine Hinweise

darauf, dass durch diesen anti-CD2 mAKk regulatorische T-Zellen induziert werden.
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4.2 In vivo-Ergebnisse

421 Adoptiver Transfer CD4 positiver ConA-Blasten

4.2.1.1 Die prédventive Gabe des anti-CD2 mAk 12-15 schiitzt
vor T-Zellblasten-Transfercolitis

Die vorangegangenen in vitro-Versuche haben gezeigt, dass der anti-CD2 mAk 12-15 in
der Lage ist, nicht nur die Proliferation stimulierter T-Zellen zu vermindern, sondern
auch die Synthese verschiedener proinflammatorischer Zytokine zu hemmen. In vivo
Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen belegen, dass der anti-CD2 mAk 12-15
sowohl zur T-Zellanergie fiihrt ', als auch das Uberleben nach Transplantationen " %
verlangern kann. Um das praventive Potential des anti-CD2 mAk 12-15 in vivo im
Modell der adoptiven Transfercolitis zu testen wurden mit ConA aktivierte, CD4 positive
T-Zellen in Rag1 defiziente Mause transferiert. So behandelte Mause entwickeln
innerhalb von 2-3 Wochen eine Transfercolitis als Folge einer dysregulierten T-
Zellaktivierung. Diese ist klinisch gekennzeichnet durch Gewichtsverlust und Diarrhoe.
Die Antikorper (anti-CD2 mAk 12-15: n = 16 bzw. Ratten-Kontroll-lgG: n = 13) wurden
praventiv verabreicht. Das heildt, es wurde mit einer Aufsattigungskonzentration von
400 pg i.p. zum Zeitpunkt des T-Zelltransfers begonnen, ihr folgte die Gabe von 200 pg
i.p./Woche.

Etwa 2 Wochen nach adoptivem Transfer traten die ersten Krankheitszeichen auf. Ab
diesem Zeitpunkt wurden die Tiere mindestens 3 mal wochentlich klinisch beurteilt,
Tiere mit einem Gewichtsverlust von mehr als 20% und/oder offensichtlichen Zeichen
von Schmerz und/oder Lethargie wurden mittels CO,-Inhalation oder zervikaler
Dislokation getotet. Wie die Kaplan-Meier Analyse in Abbildung 4.4 zeigt, konnte durch
die praventive Behandlung mit dem anti-CD2 mAk 12-15 die Uberlebenszeit der Mause

signifikant verlangert werden (p < 0,001).
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Wahrend alle mit Ratten-lgG behandelten Kontrollmause innerhalb von 35 Tagen
starben bzw. auf Grund starker Krankheitszeichen getotet werden mussten, Uberlebten
69% der mit dem anti-CD2 mAk 12-15 behandelten Tiere diesen Zeitraum. Zu

Versuchsende zeigten 50% der 12-15 behandelten Tiere keine klinischen Zeichen von
Colitis (Abb. 4.4).
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Abb. 4.4: Kaplan-Meier Uberlebensanalyse nach préventiver Behandlung von Transfer-
colitis mit dem anti-CD2 mAk 12-15. Wéhrend alle Kontroll-Tiere (---; n =13) innerhalb
von 35 Tagen nach Transfer starben, waren 50% der anti-CD2 behandelten Tiere (—; n
=16) Langzeit-Uberlebende.

Vergleicht man den gemittelten Gewichtsverlauf von Mausen der Kontroll-Gruppe mit
dem der langzeitiberlebenden Mause der anti-CD2-behandelten Gruppe, fallt auf, dass

die langzeitiberlebenden anti-CD2 mAk behandelten Mause wahrend des Versuches
sogar noch an Gewicht zunahmen (Abb. 4.5).
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Abb. 4.5: Gewichtsverlauf von Ratten-lgG behandelten Kontroll- (---) und anti-CD2
mAk behandelten Versuchsméusen (—). Angegeben sind % vom Ausgangsgewicht
am Tag des Transfers. Die prédventive Behandlung der Transfercolitis mit dem anti-
CD2 mAk 12-15 verhinderte eine Gewichtsabnahme der langzeitiiberlebenden Méuse.

Ubereinstimmend mit den klinischen Daten ergaben makroskopische Untersuchungen
zu Versuchsende eine signifikant starkere Entziindung im Colon der mit Kontroll-IgG

behandelten Mause gegenuber den behandelten Mausen.

So zeigten sich bei den Mausen der Kontroligruppe vermehrt Wandverdickungen,
Schleimhauterythreme und Verwachsungen (Abb. 4.6A: Kontrolimaus, Abb. 4.6B anti-
CD2 mAk behandelte Maus).

Abb. 4.6: Préventive Behandlung von Rag1” Transfercolitis-M&usen mit dem anti-CD2
mAk 12-15 fiihrte zu einer makroskopisch signifikant geringeren Entziindung des Colons.
A: Colon einer mit Kontroll-lgG behandelten Maus (Score: 3); B: Colon einer mit anti-CD2
mAk 12-15-behandelten Maus (Score: 1).
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Die Abbildung 4.7A stellt den makroskopischen Score von Ratten-IgG behandelten
Kontroll- und anti-CD2 mAk behandelten Versuchsmausen gegenuber (Abb. 4.7A: anti-
CD2 behandelte Mause (grau): 2,06 + 0,35 vs. Kontrollmause (weil3): 3,2 £ 0,7; p <
0,05;).
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Abb. 4.7: Makroskopischer (A) und mikroskopischer (B) Score vom Colon der préventiv mit
anti-CD2 mAk (grau) bzw. mit Kontroll-lgG (weil3) behandelten Tiere. Ein Score von 0
bedeutet keine Entziindung, einer von 4 die schwerste Form einer Entziindung.

Der Grad der Signifikanz wurde (ber den Mann-Whitney-U Test ermittelt und ist wie folgt
angegeben: *=p < 0,05; **=p <0,01.

Auch die histologische Untersuchung des Colon aus Mausen beider Gruppen ergab
signifikante Unterschiede im Grad der Entzundung. Bei mit anti-CD2 mAk behandelten
Tieren waren sowohl die colitisbedingten Wandverdickungen des Darms als auch die
Veranderungen der Kryptenarchitektur weniger ausgepragt. Ferner war die Anzahl der
Infiltrationen vermindert, und es fand sich weniger durch Mitosen und Schorfbildung

gekennzeichnetes regeneratives Gewebe (siehe Abb. 4.8).

Dieses Ereignis spiegelt sich im insgesamt niedrigeren mikroskopischen Score der mit
anti-CD2 mAk 12-15 behandelten Mause (2,0 + 0,3; n = 15) im Vergleich zu den
Kontrollmausen (3,3 + 0,24; n = 13) wider (p < 0,001; Abb. 4.7B).
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Abb. 4.8: Histologischer Vergleich des Colons einer mit Kontroll-lgG behandelten (A)
und einer mit anti-CD2 mAK 12-15 behandelten Maus (B) nach adoptivem Transfer von
ConA stimulierten, CD4 positiven Blasten. In (A) sind deutlich die aufgeléste
Kryptenstruktur, entziindliche Infiltrate, sowie ein Kryptenabszess (—) ersichtlich.

Analysen der zu Versuchsbeginn und zu Versuchsende enthommenen Blutproben der
beiden Gruppen zeigten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des
Hamoglobingehaltes, sowie der Anzahl an Erythrozyten und Thrombozyten. Eine
Zunahme der Leukozyten (WBC) wurde bei den mit Ratten-IgG behandelten Rag1
defizienten Mausen (6,45 + 0,92 x 10°/ul) verglichen mit anti-CD2 mAk behandelten
Mausen (2,97 + 0,61 x 10%/ul) beobachtet (p < 0,01; Abb. 4.9A).
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Abb. 4.9: Préventive Behandlung von Rag1 defizienten Transfercolitis-Mé&usen mit anti-
CD2 mAK flihrte bei einer generellen Leukozytose (A) auch zu einer Lymphozytose (B).
Gezeigt sind der WBC von Tag 0 und zu Versuchsende (A) sowie die absoluten
Lymphozytenzahlen zu Versuchsende (B).
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Differentialblutbilder belegten, dass diese Leukozytose der Kontrolltiere mit signifikant
hoheren absoluten Lymphozytenwerten einhergingen (Kontroll-IgG: 386,6 + 33,1/ul vs.
anti-CD2 mAk: 229,3 + 29,3/ul, p < 0,05; Abb. 4.9B).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass durch den praventiven Einsatz des
anti-CD2 mAk 12-15 das Uberleben nach einer durch CD4" T-Zellblasten induzierten

Transfercolitis verlangert und der Verlauf dieser Erkrankung gemildert werden kann.

4.2.1.2 Therapie etablierter T-Zellblasten-Transfercolitis mit dem
anti-CD2 mAk 12-15 fiihrt zu verldngertem Uberleben

Um in einem weiteren Schritt die therapeutische Wirkung des anti-CD2 mAk 12-15 zu
uberprifen, wurde der Effekt dieses Antikdrpers auf eine etablierte Colitis untersucht.
Bei diesem Ansatz wurden ConA aktivierte CD4 positive T-Zellen auf Rag1 defiziente
Mause transferiert und so eine Colitis induziert. Mit der Antikérper-Therapie wurde bei
den ersten Krankheitssymptomen (Diarrh6e und/oder Gewichtsverlust), die in der Regel
etwa 10-20 Tagen nach Transfer auftraten, begonnen. Die Behandlung der etablierten
Colitis (Applikation: 400 ug an Tag 0 und nachfolgend woéchentlich 200 pg) mit dem
anti-CD2 mAk 12-15 verlangerte das Uberleben signifikant (anti-CD2: 8,6 + 1,4 Tage;
Ratten-IgG: 5,8 + 0,7; p < 0,05; Abb. 4.10).
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Abb. 4.10: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve bei Behandung etablierter Transfercolitis mit
dem anti-CD2 mAK 12-15. Zwar (berlebten mit dem anti-CD2 mAK 12-15 behandelte
Méuse (—; n = 9) signifikant ldnger als die Tiere der Kontrollgruppe (-::; n = 9), jedoch
fanden sich in diesem Versuch keine langzeitiiberlebenden Méuse.
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Langzeituberlebende jedoch traten in dieser Gruppe der anti-CD2 mAk behandelten
Mause nicht auf.

Mit dem Ziel, die Wirkung des anti-CD2 mAk 12-15 zu unterstutzen, erfolgte in einem
weiteren Versuchsansatz parallel zur Gabe der Antikdrper die i. p. Applikation von
Dexamethason (1 mg/kg), einem antiphlogistisch wirksamen Glukokortikoid. Die Tiere
erhielten bei Auftreten der ersten Krankheitszeichen (Tag 0 der Antikorpertherapie) 400
Mg anti-CD2 mAk 12-15 (n = 8) bzw. des Ratten-Kontroll-IgG (n = 8). An den Tagen 1,
4, und anschlieBend wochentlich wurde den Mausen je 200 pg der Antikorper in
Kombination mit Dexamethason appliziert. Entsprechend behandelte Mause mit
etablierter Colitis Uberlebten durchschnittlich mehr als doppelt so lang (13,5 + 2,9 Tage)
wie die mit einer Kombination aus Dexamethason und Ratten-IgG behandelten

Kontrollmause (6,3 + 1,0 Tage, p < 0,05; Abb. 4.11)

100 +
E ---+---Kontroll-lgG + Dexa
——anti-CD2 mAKk + Dexa

—~ 75 .
<
C
()]
o]
250 -
O
O
HED | -

25 - § p < 0,05

PN
0 ¢ ‘ ‘
0 10 20 30

Dauer der Antikérperbehandlung (Tage)

Abb. 4.11: Kaplan-Meier-Analyse des Uberlebens bei etablierter Colitis und
Kombinationstherapie mit Dexamethason (Dexa) und anti-CD2 mAk. Mit anti-CD2 mAk
und Dexamethason behandelte M&use (—; n = 8) lberlebten signifikant I&dnger als mit
Kontroll-IlgG und Dexamethason behandelte Kontrollméause (---; n = 8).

Wichtig ist anzumerken, dass die Kombination von Dexamethason und Ratten-IgG im

Vergleich mit Ratten-lgG allein zu keiner Verlangerung der durchschnittlichen
Uberlebenszeit flhrte (24,5 vs. 26 Tage).
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Wurde der anti-CD2 mAk 12-15 mit Beginn der Krankheitszeichen verabreicht, konnte
er weder alleine noch in Kombination mit Dexamethason die klinischen, histologischen
oder systemischen (WBC, RBC, Thrombozyten) Zeichen der Transfercolitis signifikant

abschwachen (nicht gezeigt).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass durch die Therapie etablierter
Transfercolitis mit dem anti-CD2 mAk 12-15 zwar das Uberleben verlangert wurde, es
jedoch nicht moglich war, den letalen Verlauf der Erkrankung durch diese Behandlung

zu verhindern.

4.2.1.3 Behandlung mit dem anti-CD2 mAk 12-15 verringert die
IL-2 Produktion in CD3/CD28 stimulierten Lymphozyten

Um die Mechanismen der CD2 gerichteten Therapie zu untersuchen, wurde in einem
nachsten Schritt der Einfluss einer anti-CD2 gerichteten Therapie auf die Produktion
verschiedener Thy- (z.B. IL-2, IFN-y, TNF-a) sowie Thy- (z.B. IL-6, IL-10) Zytokine

bestimmt.

Die Mause wurden am Versuchsende getdtet, die Lymphozyten der Milz, der
mesenterialen Lymphknoten (mLK) sowie der Lamina propria (LPL) wurden isoliert und
mit anti-CD3/CD28 mAKk stimuliert. Die Stimulation induzierte in allen Kulturen nach 48
Stunden im ELISA deutlich messbare IL-2 Produktion. Die IL-2 Sezernierung der LPL
anti-CD2 behandelter Mause war verglichen mit jener Kontroll-lgG behandelter Mause
jedoch signifikant reduziert (94 + 40 pg/ml vs. 3066 + 451 pg/ml; Abb. 4.12A,
Pravention). Eine vergleichsweise verringerte IL-2 Produktion bei praventiver Gabe von
12-15 wurde ebenfalls bei Splenozyten (16 £ 3 pg/ml vs. 508 + 111 pg/ml, Abb. 4.12B,
Pravention) sowie bei mesenterialen Lymphknoten (20 £ 5 pg/ml vs. 402 + 143 pg/ml,

Abb. 4.12C, Pravention) anti-CD2-behandelter Mause gemessen.

Die Kombinationsbehandlung mit Dexamethason und anti-CD2 mAKk fuhrte ebenfalls zu
einer signifikant verminderten IL-2 Produktion in LPL (891 + 103 vs. 2392 £ 508 pg/ml;
Abb. 4.12A, etablierte Colitis) und zu einer nicht signifikant geringeren IL-2 Produktion
von Splenozyten (217 £ 71 pg/ml vs. 982 + 394 pg/ml; Abb. 4.12B, etablierte Colitis)
sowie von Lymphozyten der mLK (239 = 82 pg/ml vs. 609 + 271 pg/ml; Abb. 4.12C,
etablierte Colitis).
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Die alleinige Verabreichung von anti-CD2 mAk ohne Dexamethason konnte weder die

IL-2 Produktion in LPL noch in Splenozyten oder Lymphozyten der mLK senken.

Hinsichtlich der Produktion anderer Zytokine wie IL-6, IL-10, IFN-y und TNF-a konnten
in den drei Experimenten keine Unterschiede zwischen Zellen aus behandelten und
unbehandelten Mé&usen festgestellt werden. IL-4 konnte in keinem Uberstand

nachgewiesen werden.
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4.2.1.4 Behandlung mit dem anti-CD2 mAk 12-15 senkt die
Proliferation CD3/CD28 stimulierter Lymphozyten

Zur Uberpriifung, ob der praventive Einsatz des anti-CD2 mAk 12-15 einen Einfluss auf
weitere T-Zellfunktionen hat, wurde die Proliferation von Splenozyten, Lymphozyten der
mLK und der Lamina propria gemessen. Zu Ende der Behandlungsdauer wurden die
Zellen aus den mit anti-CD2 mAk behandelten bzw. Kontrollmausen isoliert, und Uber
72 Stunden mit anti-CD3 und anti-CD28 mAKk aktiviert. Die Proliferation wurde tber den

Einbau von *H-Thymidin in die Zellen bestimmt.

T-Zellen aus der Milz und aus den mesenterialen Lymphknoten von 12-15 behandelten
Tieren zeigten gegenuber den Tieren der Kontrollgruppe eine signifikant geringere
Proliferation (Abb. 4.13A: Pravention: Splenozyten, p < 0,01, Abb. 4.13B: mLK, p <
0,05) nach CD3/CD28-Stimulation.
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Abb. 4.13: Inhibition der Proliferation von Splenozyten (A) und Lymphozyten der mLK (B)
nach CD3/CD28-Stimulation: Gezeigt sind sowohl die Ergebnisse nach préventiver Gabe
als auch nach Behandlung etablierter Transfercolitis mit dem anti-CD2 mAk 12-15. Der
Grad der Signifikanz ist wie folgt angegeben: *=p < 0,05 **=p < 0,01)

Des Weiteren wurde auch das Zellwachstum (nach Stimulation) von Lymphozyten aus
Mausen mit etablierter Colitis verglichen. Diese Vergleiche ergaben, dass Zellen aus

Mausen, die mit anti-CD2 mAKk plus Dexamethason behandelt wurden, ebenfalls einen
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geringeren Proliferationsindex aufwiesen, als jene Zellen, die aus Ratten-IlgG plus

Dexamethason behandelten Kontrollmausen isoliert wurden.

Signifikante Unterschiede fanden sich hier jedoch nur bei Lymphozyten der
mesenterialen Lymphknoten (Abb. 4.13B, mLK, etablierte Colitis, p < 0,05) und nicht bei
denen der Milz (Abb. 4.13A, Splenozyten, etablierte Colitis). Zellen aus Mausen mit
etablierter Transfercolitis, die lediglich mit anti-CD2 mAk bzw. Kontroll-lgG behandelt
wurden, wiesen im Vergleich zu Zellen aus Kontrolltieren weder in Splenozyten, noch in

Lymphozyten der mLK eine verringerte Proliferation auf.

Die proliferative Antwort der LPL war insgesamt zu gering fir einen Vergleich.

Zusammengefasst kann festgestellt werden, dass durch die Modulation von CD2 uber
den anti-CD2 mAk 12-15 die Proliferation der Lymphozyten stark gehemmt wurde.

4.2.2 In vivo-Versuche mit dem anti-CD2 mAk 12-15 bei
CD45RB""-Transfercolitis

4.2.2.1 Die Behandlung mit dem anti-CD2 mAk 12-15
beeinflusst Uberleben und Gewichtsverlauf nach
Transfer von CD45RB""-T-Zellen nicht

Um das praventive Potential des anti-CD2 mAk 12-15 in einem weiteren Modell der
Transfercolitis zu testen, wurden CD45RB""-exprimierende T-Zellen auf immun-
defiziente SCID Mause transferiert. Dieses Modell wird auch als klassisches Transfer-
colitismodell bezeichnet und unterscheidet sich von dem in den vorangegangenen
Versuchen verwandten Modell durch einen milderen Verlauf sowie durch seine starkere

Abhangigkeit von regulatorischen T-Zellen.

Die Behandlung der Mause mit dem anti-CD2 mAk 12-15 (n = 10) bzw. mit Ratten-
Kontroll-lgG (n = 10) wurde parallel zur Induktion der Colitis begonnen. Initial wurde den
Mausen 400 ug des Antikorpers i.p. verabreicht, nachfolgend wurden die Tiere einmal

wochentlich mit 200 ug der entsprechenden Antikorper behandelt.
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Wahrend dieser Zeit wurden die Tiere 3 x wochentlich gewogen sowie klinisch
hinsichtlich ihres Allgemeinzustandes, des Auftretens von Diarrhde und eines
struppigen Fells beurteilt. Ab der 3. Woche nach Transfer wurde bei den Mausen
zusatzlich einmal wdchentlich eine Hamokkult-Bestimmung durchgefihrt. Weiterhin
wurden die Mause in der 6. Woche nach Transfer endoskopiert. Der Versuch wurde 8

Wochen nach Transfer beendet und alle Tiere wurden durch COz-Inhalation getotet.

Wie in Abb. 4.14 gezeigt unterschied sich der Gewichtsverlauf zwischen 12-15-
behandelten bzw. Kontrolltieren im Versuchszeitraum nicht. Bei beiden Gruppen kam es
anfangs zu einer leichten Steigerung des Gewichts, die mit Fortschritt der durch den
Transfer ausgeldsten Colitis (etwa ab 5. Woche nach Transfer) stagnierte, bzw. ab der
7. Woche bis auf das Ausgangsgewicht sank.
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Abb. 4.14: Die Gabe des anti-CD2 mAk 12-15 beeinflusste das durchschnittliche
Gewicht nach CD45RBhigh-Transfercolitis nicht. Gezeigt ist der durchschnittliche
Gewichtsverlauf nach der Induktion der Transfercolitis (Tag 0) in % vom

Ausgangsgewicht. Es traten keine Unterschiede im Gewicht zwischen mit dem anti-
CD2 mAk 12-15- (—) bzw. mit Kontroll-lgG behandelten M&usen () auf.

Die makroskopische sowie mikroskopische Auswertung des Colons von anti-CD2-mAk
bzw. Kontroll-lgG behandelten Mausen ergab Unterschiede im Score (Abb. 4.15A:
makroskopisch: 1,5 + 0,2 vs. 2,0 £ 0,2; mikroskopisch: 2,3 £ 0,5 vs. 2,8 £ 0,4), die sich
jedoch als statistisch nicht signifikant erwiesen.
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Abb. 4.15: Makroskopischer (A; linke Seite) und mikroskopischer Score (A; rechte
Seite) sowie Colonlénge (B) anti-CD2-behandelter bzw. Kontroll-IlgG behandelter SCID-
Méuse 8 Wochen nach Transfer von CD45RB™"-Zellen.

Auch die durchschnittliche Colonlange von Versuchs- (9,3 £ 0,5 cm) und Kontroll-
mausen (8,9 + 0,3 cm) unterschied sich ebenfalls nicht (Abb.15B).

Auch die Analysen des Blutes zu Versuchsbeginn und zu Versuchsende zeigten keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Hamoglobingehaltes oder der Anzahl an
Erythrozyten und Thrombozyten. Nachgewiesen wurden allerdings hdhere
Leukozytenwerte (8,47 + 1,53 x 10%/ul vs. 6,23 + 1,63 x 10%/ul) bei den mit Kontroll-lgG
behandelten SCID-Mausen. Die Unterschiede waren jedoch, anders als bei der ConA

aktivierten T-Zellblasten-Transfercolitis, statistisch nicht signifikant (p = 0,1).

Die Auswertung der Differentialblutbilder belegte, dass die Absolutzahl an Lymphozyten
bei Kontrollmausen (2446 + 436/ul) zu Versuchsende signifikant hoher war als bei anti-

CD2 mAk behandelten (696 + 148/ul) Mausen (Abb. 4.16; p < 0,001).
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Bei den mit anti-CD2 mAk behandelten Tieren unterschied sich die Absolutzahl der
Lymphozyten zu Versuchsende nicht signifikant von der zu Versuchsbeginn. Somit
zeigte sich in vivo das Korrelat zur in vitro bereits nachgewiesenen anti-CD2
vermittelten Proliferationshemmung. Diese spiegelte sich jedoch nicht signifikant in
makroskopischem oder mikroskopischem Score bzw. der Colonlange wider. Damit ist
eine Verbesserung einer (iber CD45RB""-T-Zellen induzierten Transfercolitis 8

Wochen nach Induktion nicht nachweisbar.

4.2.2.2 Der anti-CD2 mAk 12-15 verzbgert den Verlauf einer

klassischen CD45RB"™"-Transfercolitis

Trotz der geringen, nicht signifikanten Unterschiede zwischen Versuchs- und
Kontrollgruppe zu Versuchsende gab es zwischen beiden Gruppen signifikante

Unterschiede im Verlauf der Colitis.

Der ab der 3. Woche nach Transfer wochentlich durchgeflihrte Test auf okkultes Blut
(Hamokkult) zeigte das wesentlich frihere Auftreten klinischer Zeichen von Entziindung
bei den Kontrolltieren im Vergleich zu den mit anti-CD2 mAk behandelten
Versuchstieren (siehe Abb. 4.17). Wahrend 3 Wochen nach Transfer bereits 60% der
mit Ratten-lgG behandelten Mause Hamokkult positiv waren, konnte in der

Versuchsgruppe lediglich bei 10% der Tiere Blut im Stuhl nachgewiesen werden.
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Abb. 4.17: Ein wéchentlicher Test auf okkultes Blut im Stuhl ab der 3. Woche nach Transfer
bewies einen frilheren Beginn der Colitis bei den Kontrollmdusen. Grau: anti-CD2 mAk
behandelte Tiere, weil3: Ratten-IgG behandelte Kontrollméuse. * = p <0,05; ** =p < 0,01.

Ahnlich starke Unterschiede konnten auch in den Wochen 4 und 5 nach Transfer
beobachtet werden. Da ab der 6. Woche nach Transfer die Mehrzahl aller im Versuch
eingeschlossenen Mause Blut im Stuhl aufwies, war ab diesem Zeitpunkt eine klinische

Beurteilung der Mause Uber den Hamokkult Test nicht mehr moglich.

Daher wurden die Mause sechs Wochen nach Induktion der Transfercolitis
endoskopiert. Die geblindete Auswertung durch einen erfahrenen Gastroenterologen
ergab signifikante Unterschiede im Grad der Entzindung bei den anti-CD2 mAk-
verglichen mit den Ratten-lgG behandelten Mausen (siehe Abb. 4.18; A-D:
endoskopische Aufnahme, E: Boxplot des endoskopischen Score). Die anti-CD2
behandelten Mause wiesen eine signifikant geringere Anzahl von Erythemen sowie
Odemen auf und zeigten eine meist normale bis nur gering verminderte Vaskularitat.
Ulzerationen oder eine Aufhebung der Vaskularitat fanden sich in der behandelten
Gruppe nicht. Im Gegensatz dazu konnten Ulzerationen und eine aufgehobene

Gefallzeichnung in der Kontrollgruppe beobachtet werden.
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Abb. 4.18: Eine 6 Wochen nach Transfer geringer ausgeprégte Colitis konnte durch eine
Koloskopie der Mause nachgewiesen werden. Die Abbildungen A-D zeigen endoskopische
Aufnahmen des Colons einer Maus, die mit anti-CD2-mAk behandelt wurde (A, C), bzw. das
einer mit Ratten-IgG behandelten Kontrollmaus (B, C). In dem Boxplot (E) wird der zu
diesem Zeitpunkt bei den Maéausen vergebene endoskopische Score dargestellt. Dieser
unterschied sich signifikant zwischen Versuchs- und Kontrolltieren (anti-CD2 mAk 12-15
behandelt: 1,22 + 0,2 vs. Kontrolltiere: 2,5 +0,2; p < 0,01). Pfeil: Ulzeration

Insgesamt konnte somit durch die Therapie mit dem anti-CD2 mAk 12-15 eine durch
Transfer von CD45RB"9" T-Zellen induzierte klassische Transfercolitis nicht verhindert,

ihr Verlauf jedoch verzogert werden.
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4.2.3 Behandlung mit dem anti-CD2 mAk 12-15 verringert die
Produktion von Ths- und Tho-Zytokinen in stimulierten
Lymphozyten

Auch in diesem klassischen Transfercolitismodell wurde die Wirkung einer gegen CD2
gerichteten Therapie auf die Zytokinproduktion untersucht. Hierzu wurden zu Versuchs-
ende Lymphozyten der Milz, der mesenterialen Lymphknoten sowie der Lamina propria
isoliert und in vitro mit anti-CD3/CD28 mAKk stimuliert. Nach 48 Stunden wurde mittels
ELISA im Uberstand der einzelnen Proben die Konzentrationen verschiedener Zytokine
(IL-2, 1L-4, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF-a) bestimmt. Eine verringerte Produktion von IL-2
wurde bei stimulierten Splenozyten (Abb. 4.19A links: 146 + 43 vs. 1778 + 484 pg/ml)
und LPL (Abb. 4.19A; rechts: 104 + 41 vs. 2032 + 501 pg/ml) anti-CD2-behandelter
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Abb. 4.19: In vitro Produktion von IL-2 und IL-4 durch Splenozyten und LPL nach Stimulation
liber CD3 und CD28. Nach 48 Stunden wurden die Zytokin-Konzentrationen mittels ELISA
bestimmt. Die vorangegangene in vivo-Behandlung der klassischen Transfercolitis mit dem
anti-CD2 mAk 12-15 hemmte die IL-2 (A) und IL-4 Produktion in Splenozyten (links) und LPL
(rechts). Der Grad der Signifikanz ist wie folgt angegeben: ** = p < 0,01; *** =p < 0,001.
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Mause gemessen. Stimulierte Zellen dieser Mause produzierten ebenfalls geringere
Spiegel von IL-4 (Abb. 4.19B; links Splenozyten: 170 + 51 vs. 538 + 114 pg/ml; rechts
LPL: 72 + 33 vs. 400 + 77 pg/ml). Auch die Spiegel an IL-6, die Splenozyten von
Mausen der Versuchsgruppe sezernierten, war signifikant geringer (1636 + 308) als die
der Kontrollgruppe (2840 + 361 pg/ml; p < 0,05). Ebenso die IFN-y Produktion (21,4 +
56 vs. 46,5 + 9,3 ng/ml; p < 0,05). Die Sekretion von IL-10 und TNF-a war bei
stimulierten LPL anti-CD2 mAk behandelter Mause signifikant niedriger als bei den
Kontrollmausen (IL-10: 397 + 127 vs. 726 + 108 pg/ml; p < 0,05; TNF-a.: 28 + 8 vs. 140
+42 pg/ml; p <0,01).

Hinsichtlich der Zytokinproduktion durch stimulierte Lymphozyten der mesenterialen
Lymphknoten konnte lediglich der Trend zur verminderten IL-2 Synthese (p = 0,08)
nachgewiesen werden. Keine Unterschiede wurden bei der Sekretion von IL-4, IL-6, IL-
10, IFN-y und TNF-a festgestellt. Tab. 4.1 fasst die Ergebnisse der Zytokinmessung

schematisch zusammen.

Tab. 4.1: Zytokinprofil von stimulierten Lymphozyten anti-CD2 behandelter
Méuse 8 Wochen nach Transfer von CD45RB™" T-Zellen. Dargestellt ist die
Sekretion der jeweiligen Zytokine im Vergleich zu der von Ratten-IgG
behandelten Kontrollméusen zum selben Zeitpunkt.

IL-2 IL-4 |IL-6 |IL-10 |TNF-a |IFN-y

Splenozyten ! ! ! - - !

LPL [ R ! :

Lymphozyten der mLK (1) - - - - -

(nicht signifikant verminderte Sekretion: (|); signifikant verminderte Sekretion: |;
signifikant erhbhte Sekretion: 1; keine Unterschiede: -)

Insgesamt produzierten somit stimulierte Lymphozyten anti-CD2 mAk behandelter

Mause weniger Zytokine.
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4.2.2.4 Behandlung mit dem anti-CD2 mAk 12-15 senkt die
Proliferation stimulierter Splenozyten und LPL

Um den Einfluss eines praventiven Einsatzes des anti-CD2 mAk 12-15 auf die T-
Zellfunktionen zu Uberprifen, wurde die Proliferation von Splenozyten, sowie die von
Lymphozyten der mLK und der Lamina propria gemessen. Die Zellen wurden zu
Versuchsende isoliert und fur 72 Stunden Uber CD3 und CD28 aktiviert. Die

Proliferation wurde (iber den Einbau von *H-Thymidin in die Zellen bestimmt.

T-Zellen der Milz (Abb. 4.20A: Splenozyten, PIl: 0,94 + 0,2 vs. 7,05 + 2,1) und der
Lamina propria (Abb. 4.20B: LPL, PI: 2,5 + 1,1 vs. 12,05 + 4,0) von anti-CD2 mAk
behandelten Tieren zeigten nach CD3/CD28-Stimulation gegenuber der Kontrollgruppe
eine signifikant geringere Proliferation. Bei der proliferativen Antwort von Lymphozyten
der mesenterialen Lymphknoten (Abb 4.20C: mLK: 15,1 + 8,1 vs. 12,3 + 4,0) dagegen

konnten keine Unterschiede festgestellt werden.
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Abb. 4.20: Geringere Proliferation von
CD3/CD28-stimulierten Lymphozyten (A:
Splenozyten; B: LPL; C: mLK) aus
Méusen mit durch  Transfer von
CD45RB"™"-Zellen induzierter Transfer-
colitis. Anti-CD2 mAk behandelte (n = 10)
Maéuse wiesen gegeniiber Kontrolltieren
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Auffallend in diesem Versuch ist die Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der T-
Zellblasten induzierten Transfercolitis und den in vitro-Untersuchungen. Alle drei
Versuche beschreiben die generelle Hemmung der Proliferation von Lymphozyten, die
uber den anti-CD2 mAk 12-15 moduliert wurden.

4.2.2.5 Keine Induktion von regulatorischen T-Zellen durch
Behandlung mit dem anti-CD2 mAk 12-15

Um die Induktion regulatorischer T-Zellen (T,eq) durch den anti-CD2 mAk zu Uberprufen,
wurde durchflulRzytometrisch die CD4/CD25-Expression von Splenozyten (unstimuliert/
stimuliert), mLK (stimuliert) und LPL (unstimuliert/stimuliert), sowie die intrazellulare IL-
10 Produktion von Splenozyten bestimmt. Es konnten dabei weder in stimulierten
Splenozyten, Lymphozyten der mLK und Lamina propria, noch in unstimulierten LPL
Unterschiede in der CD4/CD25-Expression von anti-CD2 mAk behandelten Versuchs-
vs. Ratten-lgG behandelten Kontrolltieren festgestellt werden. Unstimulierte
Splenozyten der Kontrollmduse wiesen sogar einen signifikant hdheren Prozentsatz
CD4/CD25 positiver Zellen auf (6,0 £ 1,7% vs. 1,8 £ 0,5%; p < 0,05).

Auffallig ist auch die hohere Zahl CD4 positiver unstimulierter (23,3 + 7,8% vs. 6,9 +
1,7%; p < 0,05) und stimulierter Splenozyten (29,7 + 4,9% vs. 15,7 + 3,8%; p < 0,05)
sowie stimulierter Lymphozyten der mLK (73,7 + 2,9% vs. 50,7 + 5,5%; p < 0,05) von
Ratten-IgG behandelten Kontrolimausen. Die niedrigere Anzahl CD4 positiver Zellen bei
den anti-CD2 mAk behandelten Mausen spiegelt vermutlich die durch den Antikérper
induzierte Proliferationshemmung wieder. Sie findet sich jedoch nicht beim Vergleich
von LPL aus anti-CD2 mAKk vs. Ratten-IgG behandelten Mausen.

Des Weiteren erfolgte an restimulierten Splenozyten die Messung von intrazellularem
IL-10. Hierfur wurden die Zellen fir 5 Tage mit ConA stimuliert und anschlie3end fir 6 h
mit PMA/lono restimuliert. Die Zellen wurden fixiert und auf CD4, CD25 und IL-10
gefarbt. Die Synthese von intrazellularem IL-10 wurde durch die Behandlung mit dem
anti-CD2 mAKk nicht erhoht (1,19 + 0,29 pg/ml vs. 1,15 £ 0,53 pg/ml; p = 0,48).

Zusammengefasst ergibt sich, dass ein Effekt des anti-CD2 mAk 12-15 auf Grund einer

Induktion von regulatorischen T-Zellen unwahrscheinlich ist.
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4.2.3 Einfluss von CD2 auf eine Infektion mit T. gondii

Nachdem das therapeutische Potential des anti-CD2 mAk in zwei Colitismodellen
nachgewiesen werden konnte, war es von wesentlicher Bedeutung, auch die
Moglichkeit unerwunschter Effekte einer CD2-Modulation zu untersuchen. Hierzu wurde
das Modell der Toxoplasmen-Infektion gewahlt. Dieses Modell wird einerseits als
Infektionsmodell genutzt, andererseits zeigt es aufgrund seiner Immunpathologie
Ahnlichkeiten zum Morbus Crohn. Um die Gefahr einer unspezifischen
Immunsuppression als unerwinschte Nebenwirkung einer CD2-Behandlung zu
Uberprufen, wurde der Einfluss einer anti-CD2 gerichteten Therapie auf eine Infektion
mit Toxoplasma gondii (T. gondii) untersucht. Weiterhin wurden CD2 defiziente Mause
mit T. gondii infiziert, um neben der Bedeutung von CD2 fur die Infektabwehr auch
Erkenntnisse Uber seine Bedeutung bei der Toxoplasmen-induzierten Crohnpathologie

Zu gewinnen.

4.2.3.1 Die Modulation von CD2 hat keine immunsuppressiven
Effekte auf die Kontrolle einer murinen T. gondii-Infektion

Um zu untersuchen, welchen Einfluss eine anti-CD2 gerichtete Antikérpertherapie auf
die Abwehr von T. gondii hat, wurden C57BL/6 Mause Uber eine Sonde peroral mit T.
gondii infiziert und Uber 7 Tage mit dem anti-CD2 mAk 12-15 (n = 15) bzw. mit Kontroll-
IgG (n = 8) behandelt. Ein Teil der Tiere wurde an Tag 12 getdtet und es wurde die Zahl
der Parasiten pro cm lleum bestimmt. Die verbleibenden Tiere dienten zur Erstellung

einer Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier.

Die Auswertung der immunhistologischen Praparate ergab, dass die Anzahl der
Parasiten durch die Gabe des CD2 mAk 12-15 nicht verandert wurde (anti-CD2 mAk
behandelte Mause (n = 12): 334 + 161; Kontrollgruppe (n = 4): 274 + 69; siehe Abb.
4.21).
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Somit kann ein negativer Effekt einer CD2-gerichteten Therapie zumindest auf die

Abwehr von T. gondii ausgeschlossen werden.

Des Weiteren zeigten die Ergebnisse eine (nicht signifikante) Tendenz dahin, dass die

Behandlung mit dem anti-CD2 mAk 12-15 (n = 7) zu einem verlangerten Uberleben im

Vergleich zu den Kontrolltieren (n= 4) fuhrte (p = 0,1; nicht gezeigt).

4.2.3.2 Eine CD2-Defizienz hat positive Effekte auf ein durch T.

gondii induziertes Crohn-Modell

Im vorangegangenen Versuch (4.2.3.1) konnte nicht nur nachgewiesen werden, dass

eine Behandlung mit dem anti-CD2 mAk 12-15 bei einer Toxoplasmen-Infektion nicht

mit einem hoheren Parasitentiter einhergeht, sondern im Trend sogar ein eher langeres

Uberleben der infizierten Mause bewirkte. Darauf aufbauend sollte in einem weiteren

Versuch geklart werden, wie sich ein Fehlen von CD2 auf eine solche Toxoplasmen-

Infektion auswirkt. Daher wurden analog zu den vorangegangenen Versuchen Mause
auf einem C57BL/6-Hintergrund (16 CD2 defiziente Mause und 10 C57BL/6 Wildtyp-

Mause) peroral mit 100 Zysten des Toxoplasmen-Stamm ME49 infiziert. Wiederum

sollte zum einen die Kontrolle der Parasiten untersucht werden, zum anderen sollten

auch Aussagen zur Immunpathogenese sowie zum Uberleben der infizierten, CD2

defizienten Mause getroffen werden.
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Innerhalb der ersten Tage nach Infektion verloren sowohl die Wildtyp- (WT-) Mause als
auch die CD2 defizienten Tiere stark an Gewicht. An Tag 7 wiesen die CD2 defizienten
Mause im Vergleich mit den Wildtyp-Mausen jedoch einen signifikant geringeren
Gewichtsverlust auf (Abb. 4.22).
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Abb. 4.22: Gewichtsverlauf von WT (n = 10) vs. CD2 defizienten M&usen (n = 16)
innerhalb der ersten Woche nach peroraler Infektion mit T. gondii. Nach 7 Tagen haben die
CD2 defizienten Mé&use signifikant weniger an Gewicht verloren als die WT-Mé&use.

Auf Grund massiver Krankheitssymptome wurden alle WT-Tiere 7-8 Tage nach der
Infektion getdtet. Acht der 16 zu diesem Zeitpunkt klinisch wesentlich weniger
beeintrachtigten CD2 defizienten Mause wurden ebenfalls 7-8 Tage nach Infektion
getotet. Von den Tieren dieser beiden Gruppen wurden Zytokinprofile vom Serum und
dem Uberstand unstimulierter, sowie Uber CD3/CD28 bzw. Toxoplasmenlysat (TLA)
stimulierter Splenozyten und Lymphozyten der mesenterialen Lymphknoten erstellt. Die
Proliferation dieser Zellen wurde ebenfalls iiber den Einbau von *H-Thymidin bestimmt.
Analog zu Versuch 4.2.3.1 wurde die Zahl der Parasiten pro cm lleum ermittelt und
zusatzlich wurde bei diesen Tieren die nekrotische Flache des lleums beurteilt. Von den
verbleibenden CD2 defizienten Tieren wurde nach Kaplan-Meier eine Uberlebenskurve
erstellt.
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Die Messungen der Zytokine ergaben eine signifikant geringere Produktion von IFN-y
im Serum (7,9 £ 1,2 ng/ml vs., 13,7 + 1,8 ng/ml, Abb. 4.23A), sowie im Uberstand TLA-
stimulierter Lymphozyten der mesenterialen Lymphknoten CD2 defizienter Mause (22,9
1 14,0 ng/ml vs. 82,4 + 26,2 ng/ml, Abb. 4.23B).
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Erstaunlicherweise waren die IFN-y Spiegel TLA-stimulierter Splenozyten CD2
defizienter Mause signifikant hoher als die der WT-Mause (63,2 £ 20,0 ng/ml vs. 20,2 +
4,8 ng/ml; Abb 4.23C).

Aulerdem war die IL-6 Produktion sowohl von TLA- (73,2 + 18,4 pg/ml vs. 193,5 £ 47,8
pg/ml; Abb 4.24A) als auch die von CD3/CD28 (98,2 £19,2 pg/ml vs. 359,9 + 63,0
pg/ml; Abb 4.24B) stimulierten Lymphozyten der mLK CD2 defizienter Mause signifikant

niedriger als die IL-6 Produktion entsprechender Zellen von WT-Mausen.
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Abb. 4.24: Stimulierte Lymphozyten der mLK (A: CD3/CD28 stimuliert; B: TLA-stimuliert)
CD2 defizienter Mduse (n = 8) wiesen verglichen mit denen von WT-Mé&usen (n = 8) eine
signifikant verminderte IL-6 Produktion auf.

Weitere signifikante Unterschiede hinsichtlich der Produktion von IL-2, IL-4, IL-6, IL-10,
IFN-y, TNF-o. oder TGF-p fanden sich bei der vergleichenden Analyse der Zytokinprofile

von infizierten WT- vs. CD2 defizienten Mausen nicht.

Die histologischen Untersuchungen des lleums belegten weiterhin eine signifikant
hohere Zahl an T. gondii-Vakuolen (349 £ 58 vs. 88 £ 12; p < 0,01) im Darm infizierter
WT-Mause verglichen mit CD2 defizienten Mausen (Abb Abb. 4.25).

Abb. 4.25: Das mit Immunperoxidase geférbte lleum T. gondii infizierter WT-Mé&use (A)
weist signifikant mehr Vakuolen auf als das infizierter, CD2 defizienter Mduse (B). Pfeile
markieren einige der Vakuolen.
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Die Auswertung von HE-gefarbten Schnitte des lleums ergab eine ebenfalls signifikant
geringere Entziindung im Darm CD2 defizienter verglichen mit WT-Mausen (2,3 + 0,2
vs. 4,3 £ 0,4; Abb. 4.26)

Abb. 4.26: Die histologischen
4— Zeichen einer Entziindung 7 Tage
nach Infektion mit 100 Zysten T.
gondii sind im lleum CD2 defizienter
Méuse (A) wesentlich geringer
ausgepréagt als im Darm infizierter
WT-Mé&use (B).

Der Boxplot in (C) stellt den
histologischen Score infizierter CD2
defizienter dem infizierter Kontroll-
p = 0,002 mause gegentiber.
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Die von den Ubrigen M&usen aufgestellte Kaplan-Meier-Uberlebenskurve belegt
aullerdem, dass die CD2 defizienten Mause signifikant langer Uberlebten als die
Wildtyp-Mause (23,5 + 3,8 vs. 7,1 £ 0,3; Abb. 4.27).
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Die Folge einer CD2 Defizienz fur eine Infektion von Mausen mit Toxoplasmen sind
somit ein verlangertes Uberleben, eine geringere Auspragung der Darmentziindung,
geringere Toxoplasmentiter und eine Modulation der Synthese inflammatorischer
Zytokine Toxoplasmen infizierter Mause. Insgesamt wirkt sich eine CD2 Defizienz somit

protektiv auf eine T. gondii-Infektion von Mausen aus.
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4.3 Humane in vitro-Versuche

Die vorangegangenen in vitro- und in vivo-Versuche des anti-CD2 mAk 12-15 haben
bewiesen, dass im Colitismodell der Maus eine Modulation von CD2 therapeutisch
wirksam sein kann. Da eine direkte Ubertragung der Ergebnisse auf den Menschen
nicht moglich ist, mussen in vitro-Untersuchungen an humanen T-Zellen bzw. human
CD2 transgenen Zellen zunachst Aufschluss daruber geben, ob dieser Mechanismus

prinzipiell auch fur den Menschen von Nutzen sein kann.

Die Arbeitsgruppe um H. Groux hat im Jahr 2001 eine L-Zelllinie beschrieben, die
humanes CD58 (L-58) exprimiert und T-Zellen mit einem regulatorischen Phanotyp
sowie Zytokinprofil induziert (T.eg) ®. Bei dem Versuchsaufbau der Arbeitsgruppe um
Groux wurden aufgereinigte CD4 positive T-Zellen uber CD3 und Mitomycin-behandelte
bzw. bestrahlte L-Zellen aktiviert. So behandelte T-Zellen proliferieren nicht,
produzieren einerseits nur geringe Mengen IL-2 und IFN-y, andererseits jedoch viel IL-
10. Somit weisen diese Zellen verschiedene Eigenschaften regulatorischer T-Zellen auf.
Setzt man in dieser Versuchsanordnung statt der CD58-exprimierenden Zellen solche
Zellen ein, die neben CD58 auch CD80 exprimieren (L-58/80), proliferieren die CD4"
Zellen sehr stark, produzieren viel IL-2 sowie IFN-y, jedoch kaum IL-10. Als
Schlussfolge dieser Beobachtung scheint somit die Interaktion von CDS58 fur den

regulatorischen Phanotyp verantwortlich zu sein.

Da es sich bei CD58 um einen Liganden von CD2 handelt, sollten in einem ahnlichen
System verschiedene humane anti-CD2 mAk getestet werden. Ziel dieser
Untersuchungen sollte sein, einen oder mehrere anti-CD2 Antikdrper zu identifizieren,
die ebenfalls in der Lage sind, T-Zellen mit einem regulatorischen Phanotyp zu
induzieren. Dazu wurden 17 verschiedene anti-CD2 mAKk (siehe Material und Methoden
3.1.4) zum einen auf ihr Potential hin untersucht, zur Anergie zu fuhren bzw. die
Proliferation zu inhibieren, und zum anderen wurde das Zytokinprofil von Lymphozyten

nach Stimulation und Inkubation mit den verschiedenen anti-CD2 mAKk betrachtet.
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4.3.1 Hemmung der Proliferation uber L-58-Zellen

In einem ersten Schritt war es erforderlich, die von Wakkach et al. beschriebenen
Versuche ® zu reproduzieren und eine geeignete CD3-Stimulation auszutesten. Abb.

4.29 zeigt exemplarisch einen von 4 Titrationsversuchen.

In allen gewahlten anti-CD3-Konzentrationen proliferierten jene peripheren T-Zellen
(PBL) am starksten, die Uber CD58/80 exprimierende L-Zellen kostimuliert wurden.
CD58-exprimierende bzw. Kontroll-L-Zellen (tragen weder CD58 noch CD80)

unterdessen fuhrten zu kaum einer Proliferation (siehe Abb. 4.28).
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Abb. 4.28: Proliferation von PBL nach Stimulation (ber verschiedene
Konzentrationen von anti-CD3 mAk sowie inaktivierte L- bzw. L-58 und L-58/80-
Zellen. Nur in CD58/80 exprimierenden L-Zellen (L58/80) fiihrte eine OKT3-
Stimulation zu wesentlicher Proliferation.

FUr die weitergehenden Versuche mit Zellen, die uber CD3 stimuliert wurden, wurde
den Ergebnissen entsprechend eine Konzentration von 0,1 ug/ml Iéslichem anti-CD3

gewahlt.
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4.3.2 Hemmung der Proliferation uber anti-CD2 mAk

Anders als bei Groux et al. ®® wurde fiir die weiteren Untersuchungen der Proliferations-
hemmung Uber verschiedene anti-CD2 mAk nicht der Einbau von *H-Thymidin, sondern
die CFSE-Farbung als Proliferationsnachweis genutzt. Bei dieser durchflusszyto-
metrischen MeRmethode wird die Floureszenz-Intensitat bestimmt, die bei jeder
Zellteilung gleichmafig auf die Tochterzellen verteilt wird, und so eine Beurteilung der

Proliferationsrate ermdglicht.

PBL bzw. aufgereinigte CD4" T-Zellen (2 x 10°ml) wurden mit CFSE markiert, (iber
CD3/CD28 stimuliert und zu 3 unterschiedlichen Zeitpunkten (Tag —1, 0, +1) zusatzlich
mit den verschiedenen, potentiell modulierenden anti-CD2 mAk inkubiert. Das
Wachstum der T-Zellen wurde an Tag 4 und Tag 6 durchflusszytometrisch gemessen
und die durch die anti-CD2 mAk bewirkte Hemmung der Proliferation wurde bestimmt
(Berechnung siehe 3.2.9.2). Abbildung 4.29 zeigt die Hemmung der Proliferation an Tag
4 beispielhaft fur einen der getesteten anti-CD2 mAk (8E5).

Unstimuliert

- Stimuliert + 8E5
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Abb. 4.29: Hemmung der Proliferation CFSE-markierter PBL (iber den anti-CD2 mAk 8E5
4 Tage nach CD3/CD28-Stimulation. Verglichen wurden unstimulierte PBL (A) mit
stimulierten PBL (B) und stimulierten Zellen, die zusétzlich mit einem anti-CD2 mAk (8ES)
inkubiert wurden (C). In (D) sind die Histogramme von (A-C) libereinander gelegt. M1
markiert den Prozentsatz der seit Tag 0 proliferierten Zellen.
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Untersuchungen an PBL

4.3.2.1
mehr als 25% Hemmung der Proliferation) von peripheren T-Lymphozyten (Abb. 4.30; n

anti-CD2 mAk hemmten 8 Antikorper die Proliferation (definiert als durchschnittlich
= 8). Abbildung 4.30 zeigt die Ergebnisse eben dieser 8 ausgewahlten Antikorper.

Es wurden verschiedene humane anti-CD2 mAk auf ihr Potential getestet, eine Uber
CD3 und CD28-Stimulation induzierte Proliferation zu inhibieren. Von den 17 getesteten

(Abb. 4.29 D) wurden zur Verdeutlichung die Histogramme der Proben A, B, und C
Im Folgenden werden die Ergebnisse aus den Versuchen mit verschiedenen humanen

stimuliert und mit dem anti-CD2 mAk 8ES inkubiert wurden (C). In dem Histogramm
Ubereinander gelegt.

Markierung (Fluoreszenz 1) unstimulierter (A), stimulierter (B) bzw. solcher Zellen, die

Dargestellt sind Mittelwerte und SEM von 8 untersuchten Spendern.

Dargestellt werden zum einen die Zellgrélke (FSC

Lymphozyten-Populationen erortert.
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Abb. 4.30: Gezeigt ist die durch Zugabe von verschiedenen anti-CD2 mAk zu verschiedenen
Zeitpunkten (Tag -1, 0, +1) induzierte Hemmung der Proliferation CD3/CDZ28-stimulierter

PBL nach 4 Tagen.
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Das Wachstum wurde am starksten inhibiert, wenn die anti-CD2 mAk an Tag 0 zu dem
Ansatz gegeben wurden. Die geringste Hemmung fand sich bei Zugabe der anti-CD2
mAKk an Tag +1. Insgesamt fand sich nach 4 Tagen Wachstum eine starkere Hemmung

der Proliferation als nach 6 Tagen (nicht gezeigt).

Auf Grund dieser Erkenntnisse sowie auf Grund friherer Ergebnisse wurden folgende

anti-CD2 mAk an aufgereinigten CD4" peripheren T-Zellen weiter ausgetestet:

YTH, 35.1, 3PT, VIT13, UMCD2, TS2/18, 8ES, CB219

4.3.2.2 Untersuchungen an CD4" peripheren T-Zellen

Analog zu den PBL-Versuchen wurden Untersuchungen zur Hemmung der Proliferation
nach Inkubation mit den verschiedenen anti-CD2 mAKk unter Verwendung von ge-
reinigten CD4" T-Zellen (n = 5) durchgeflhrt. Um eine ausreichende Proliferationsrate
dieser Zellen zu erreichen, erfolgte eine zusatzliche Stimulation der Lymphozyten mit
rekombinantem IL-2 (50 U/ml). Auch in diesen Versuchen konnte die Proliferation der

stimulierten Zellen durch die ausgewahlten anti-CD2 mAk gehemmt werden (Abb. 4.31).
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Abb. 4.31: Gezeigt ist die durch die Zugabe von unterschiedlichen anti-CD2 mAK
induzierte Hemmung der Proliferation von aufgereinigten, CD3/CD28 stimulierten CD4*
Lymphozyten nach 4 Tagen.
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Eine Hemmung von durchschnittlich Uber 25% wiesen jedoch in diesen Ansatzen nur
folgende Antikorper auf: YTH, 35.1, 8ES.

Wie bei den Untersuchungen an PBL war die Hemmung der Proliferation an Tag 4 und
bei Zugabe der anti-CD2 mAk an Tag 0 am starksten. Allerdings war bei den Versuchen
mit CD4" Zellen die Hemmung insgesamt geringer. Dies hangt mdglicherweise damit
zusammen, dass zum einen Antigen-prasentierende Zellen als zusatzlicher Stimulus

fehlten, und zum anderen die ebenfalls CD2-exprimierenden NK-Zellen fehlten.

Von den 17 getesteten anti-CD2 mAk haben 8 Antikorper die Fahigkeit, die Proliferation
stimulierter Zellen zu inhibieren. Wie mittels Propidiumiodid-Farbung festgestellt wurde,
fuhrte aulRer dem anti-CD2 mAk YTH keiner der getesteten anti-CD2 mAk zu einer

gesteigerten Anzahl an nekrotischen Zellen (Daten nicht gezeigt).

4.3.3 Hemmung der IFN-y Synthese durch anti-CD2 mAk

Um in einem weiteren Schritt die Modulation der Zytokinproduktion tUber CD2 zu
untersuchen, wurden dem Protokoll von Groux et al. entsprechend aufgereinigte CD4"
T-Zellen bzw. PBL und LPL (1 x10%/ml) (iber CD3 stimuliert (10 pg/ml, gecoatet) und mit
den verschiedenen, humanen anti-CD2 mAKk (10 pg/ml) inkubiert. Nach 48 Stunden
wurden mit Hilfe kommerziell erhaltlicher ELISA-Kits die Konzentrationen von IL-2, IL-6,
IL-10, IFN-y sowie TGF-p im Uberstand bestimmt. Die prozentuale Hemmung der
Zytokinsynthese durch die potentiell modulierenden anti-CD2 mAk wurde wie unter

3.2.10 beschrieben berechnet.

4.3.3.1 Untersuchungen an peripheren Lymphozyten

Wahrend die Produktion von IL-2 bei allen getesteten Proben (CD4" T-Zellen: n = 11;
PBL: n = 6) unter der Nachweisgrenze lag und keiner der Antikdrper zu einer Induktion
von IL-6, IL-10 oder TGF-B (nicht gezeigt) fuhrte, hemmten 6 der getesteten anti-CD2
mAk (35.1, TS2/18, UMCD2, 8E5, YTH, CB219) in beiden Zell-Populationen die IFN-y
Sektretion nach CD3/CD28-Stimulation um durchschnittlich mehr als 50% (Abb. 4.32).

Andererseits konnten die anti-CD2 mAk VIT13 und 3PT nur die IFN-y Sekretion

aufgereinigter CD4" T-Zellen um durchschnittlich mehr als 50% hemmen.
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Abb. 4.32: Gezeigt ist die Hemmung der IFN-y Synthese CD3-stimulierter aufgereinigter
CD4" T-Zellen bzw. PBL nach Zugabe verschiedener anti-CD2-mAk. Die Zytokine im
Zellkulturtberstand wurden nach 48 Stunden mit Hilfe des ELISA bestimmt. Angegeben ist
die prozentuale Hemmung bezogen auf stimulierte Zellen.

4.3.3.2 Untersuchungen an intestinalen Lymphozyten

Dass Unterschiede zwischen peripheren (PBL) und intestinalen (LPL) Lymphozyten
bestehen, wurde eingangs bereits erlautert. Deswegen wurde ebenfalls der Einfluss der
verschiedenen anti-CD2 mAk auf die Zytokinsynthese stimulierter intestinaler T-Zellen

analysiert.

Auch bei intestinalen Lymphozyten war keiner der getesteten anti-CD2 Antikorper in der
Lage, eine vermehrte IL-10 Produktion zu induzieren. Die IFN-y Sythese humaner LPL
(n = 6) nach CD3-Stimulation konnte ebenso durch verschiedene anti-CD2 mAk (8ES,
VIT13, YTH, CB219, 3PT) um durchschnittlich mehr als 50% gehemmt werden (Abb.
4.33). Dargestellt werden Mittelwert und SEM der prozentualen Hemmung durch den

jeweiligen anti-CD2 mAKk.

Ein deutlich anderes Ergebnis als die Untersuchungen peripherer Lymphozyten lieferte
lediglich der anti-CD2 mAk TS2/18, der bei den LPL keine hemmende Wirkung auf die
IFN-y Synthese hatte.
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Abb. 4.33: Gezeigt ist die prozentuale Hemmung der IFN-ySynthese stimulierter
Lymphozyten der Lamina propria (n = 6). Die Zellen wurden (ber CD3-stimuliert, mit den
verschiedenen CD2 mAk inkubiert, und im 48 Stunden-Uberstand wurden die Zytokine
mittels ELISA bestimmt.

Im Gegensatz zu peripheren Lymphozyten konnte bei intestinalen Lymphozyten flr den
anti-CD2 mAk 8ES5 eine signifikante Hemmung der IL-2 Synthese (Hemmung 55 +
20,1%; p = 0,014) nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Hinsichtlich der IL-6 und

TGF-p Produktion traten keine Unterschiede auf.

Folgende anti-CD2 mAk konnten in allen getesteten Zellpopulationen die IFN-y

Synthese stimulierter Zellen um durchschnittlich mehr als 50% inhibieren:

8ES5, YTH, CB219

4.3.4 Induktion regulatorischer T-Zellen

Regulatorische T-Zellen werden nicht nur durch ihr spezielles Zytokin-Profil und ihre
Fahigkeit Anergie zu induzieren charakterisiert, sondern weisen auch ein spezifisches
Muster von Oberflachenrezeptoren (z. B. CD25, CD152, a7p34) auf. Um die Induktion
regulatorischer T-Zellen durch verschiedene anti-CD2 mAk zu Uberprifen wurden
entweder Uber MACS-Negativselektion gewonnene CD4" T-Zellen (siehe 3.2.1.6) oder
PBL (1 x 10%ml) mit OKT3 (1 pg/ml, 18slich) sowie mit den verschiedenen anti-CD2
mAK (10 pg/ml) inkubiert. Nach 3 Tagen Stimulation wurde durchflusszytometrisch
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sowohl die Expression von CD4 und CD25, als auch die Expression von CD152 Uber

bestimmt.

Die Abbildung 4.34 zeigt zum einen den Anteil CD4/CD25 positiver Zellen (n = 9), und
zum anderen die Frequenz CD4/CTLA-4 positiver Zellen (n = 5). Eine signifikante
Zunahme beider Populationen konnte durch keinen der getesteten Antikorper erreicht
werden. Nur durch die Kombination der anti-CD2 mAk M1 und M2 (sowie durch OKT11;
nicht gezeigt) kam es zu einer geringen Zunahme CD4/CD25 bzw. CD4/CTLA-4
positiver T-Zellen. Insgesamt wurden nach zusatzlicher Inkubation stimulierter Zellen
mit einigen anti-CD2 mAk (35.1, UMCD2, 8E5) sogar signifikant weniger CD4/CD25
positive Zellen nachgewiesen (Abb. 4.34; Pfeile).
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Abb. 4.34: Die Zugabe von anti-CD2 mAK fiihrte zu keiner Induktion von regulatorischen T-
Zellen. Die Zellen wurden (ber CD3/CD28 stimuliert und fiir 3 Tage mit den verschiedenen
CD2 mAk inkubiert. Keiner der getesteten anti-CD2 mAk flihrte zu einer signifikanten
Zunahme regulatorischer T-Zellen. Die anti-CD2 mAk 35.1, UMCD2 und 8E5 (Pfeile)
senkten im Gegenteil dazu sogar die Zahl CD4/CD25 positiver Zellen.

Somit ist eine Induktion regulatorischer T-Zellen durch die untersuchten anti-CD2 mAk

sehr unwahrscheinlich.
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4.3.5 In vitro-Versuche an human CD2tg Lymphozyten

Bevor Ergebnisse aus in vitro-Versuchen in humanen Studien getestet werden kénnen,
mussen in vivo-Untersuchungen in einem System erfolgen, das dem humanen
maglichst ahnlich ist. Fir diese Untersuchung eignen sich transgene Systeme. Daher
schlossen sich den humanen in-vitro-Untersuchungen Versuche mit Zellen human CD2-
transgener Mausen an. Diese Mause tragen funktionell aktives humanes CD2, und
eignen sich somit besonders gut fur solche Untersuchungen. /n vivo-Untersuchungen
mussen auch hier in vitro-Versuche vorangestellt werden, um zunachst die humanen in

vitro-Ergebnisse an human CD2tg Zellen zu bestatigen.

Die untersuchten stimulierten Splenozyten, Lymphozyten der mesenterialen
Lymphknoten (mLK) und der Lamina propria von human CD2 transgenen Mausen
(huCD2tg) zeigten nach Inkubation mit den potentiell modulierenden humanen anti-CD2
mAk ahnliche Ergebnisse wie die Untersuchungen an humanem Material. Die
Hemmung der Proliferation von stimulierten huCD2tg Splenozyten durch humane anti-
CD2 mAk wurde analog zu den in 4.3.2 beschriebenen Versuchen mit humanen T-
Zellen wiederum Uber das Wachstum CFSE-markierter, stimulierter Zellen

nachgewiesen. Wie in Abbildung 4.35 dargestellt, konnte zwar durch verschiedene anti-
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Abb. 4.35: Gezeigt ist durchschnittiche Hemmung der Proliferation CD3/CD28
stimulierter Splenozyten aus huCD2tg Médusen nach Zugabe verschiedener anti-CD2 mAk
an Tag 4.
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CD2 mAk eine Hemmung der Proliferation nach 4 Tagen erreicht werden, diese war

jedoch weniger ausgepragt als bei Verwendung humaner Zellen.

Die Hemmung der IFN-y Synthese stimulierter, huCD2tg Splenozyten Uber die
verschiedenen anti-CD2 mAk wurde ebenfalls analysiert. Analog zu den Versuchen an
humanen Lymphozyten (4.3.3) wurden nach 48 Std. Inkubation die Zytokine im
Uberstand gemessen. Eine durchschnittiche Hemmung der INF-y Synthese um (iber
50% konnte unter Verwendung von stimulierten huCD2tg Splenozyten (n = 8) durch die
anti-CD2 mAk 8E5, YTH und 3PT erreicht werden (Abb. 4.36).
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Abb. 4.36: Gezeigt ist die prozentuale Hemmung der IFN-ySynthese
stimulierter Splenozyten human CD2 transgener Méause. Die Zellen wurden
liber CD3-stimuliert, mit den verschiedenen CD2 mAk inkubiert, und im 48
Stunden-Uberstand wurden die Zvtokine mittels ELISA bestimmt..

Somit ist es auch bei Zellen huCD2tg Mause maglich, Uber verschiedene humane anti-

CD2 mAKk eine Modulation der Proliferation und der Zytokinsekretion zu erreichen.
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4.3.6

Die nachfolgenden Tabellen 4.2 und 4.3 fassen die Ergebnisse der in vitro-

Zusammenfassung der humanen in vitro-Ergebnisse

Untersuchungen zur Modulation der IFN-y Sekretion (4.2) bzw. zur Inhibition der
Proliferation (4.3) stimulierter humaner, bzw. human transgener Lymphozyten durch 8

der 17 getesteten humanen anti-CD2 mAk zusammen:

Tab. 4.2: Modulation der IFN-y Sekretion

Zellen/anti-CD2 mAk | YTH |35.1 [3PT |VIT13 |[UMCD2 |TS2/18 |8E5 |CB219
Humane CD4" ++ ++ ++ ++ +++ ++ +++ ++
Humane PBL ++ | +++ + (+) +++ ++ ++ ++
Humane LPL +++ + ++ ++ + (+) ++ ++
HuCD2tg Splenozyten | ++ + ++ + + + ++ +
+++ > 75% Hemmung der IFN-y Synthese

++ > 50% Hemmung der IFN-y Synthese

+ > 25% Hemmung der IFN-y Synthese

(+) < 25% Hemmung der IFN-y Synthese
Tab. 4.3: Hemmung der Proliferation

Zellen/anti-CD2 mAk |YTH |35.1|3PT |VIT13 |UMCD2|TS2/18 |8E5 |CB219

Humane CD4" )] () (+) +) | + (+)

Humane PBL + ++ | (+) + + (+) ++ ++

HuCD2tg Splenozyten| (+) | (+) | (+) | (%) (+) ) | | &)

++ > 50% Hemmung der Proliferation
+ > 25% Hemmung der Proliferation
(+) < 25% Hemmung der Proliferation

Fasst man die Ergebnisse der in vitro-Untersuchungen zur Hemmung der IFN-
vy Synthese sowie der Hemmung der Proliferation stimulierter Lymphozyten durch
humane anti-CD2 mAk zusammen, so werden diese am effektivsten durch folgende
anti-CD2 mAk gehemmt: YTH, 35.1, UMCD2, 8E5 und CB219.





