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2 Abktrzungsverzeichnis

ADCC Antikorper-abhingige zelluldre Zytotoxizitét
aHUS atypisches Hamolytisches Urdmisches Syndrom
AK Antikorper

APC Allophycocyanin

APS Ammoniumpersulfat

aqua dest. aqua destillata

BSA Bovines Serum Albumin

C1-C9 Komplementfaktoren 1-9

C4BP C4 binding protein

Calcein-AM Calcein-bis-Acetoxymethylester

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

CD cluster of differenciation

CFHR1 Komplement Faktor H Related Protein
cGMP zytosolische Guanylat-Zyklase

CcO Kohlenmonoxid

CR Komplementrezeptor

CRIT C2-receptor-inhibitor-trispanning

CRP C-reaktives Protein

CRPs Komplement-Regulations-Proteine
CSF-1 colony stimulating factor 1 oder M-CSF
CXCLS CXC-Motiv-Chemokin 8

DAF decay-accelerating factor

DC Dendritische Zellen

DNA Desoxyribonukleinsiure

EAE Autoimmun-Encephalomyelitis

ECL Enhanced Chemilumineszenz

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigséure

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
ERK extrazelluldre Signale aktivierende Kinase
FACS fluorescence activated cell sorting

FcyR Fc-y-Rezeptor

FCS Fotales Kélberserum

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FSC forward scatter

GPI Glykosylphosphatidylinositol-Rest
HER2 human epidermal growth factor receptor type 2
HO-1 Hamoxygenase-1

HRP horseradish peroxidase

Hsp Hitzeschockprotein

IFN Interferon

Ig Immunoglobulin

IL Interleukin

IL-R Interleukin-Rezeptor

IL-1RA IL-1-Rezeptorantagonist
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INH Inhibitor

iNOS induzierbare Stickoxid-Synthase

I/R Ischdmie/Reperfusion

JAK Janus Kinase

kD Kilo Dalton

LBP LPS-bindendes Protein

LPS Lipopolysaccharid

MAC membrane-attack complex

MACS Magnetic Cell Sorting

MAPK mitogen-activated protein kinase kinase
MASP MBL-assoziierte Serin-Protease

MBL Mannose bindendes Protein

MCP membrane cofactor protein

MCP-1 monocyte chemoattractant protein 1
mCRP membranstindige Komplement-Regulations-Proteine
M-CSF Makrophagen Koloniestimulierender Faktor
MHC-I/MHC-II Haupthistokompatibilititskomplex Klasse I oder Klasse 11
mRNA messenger RNA

MVB Multivesikuldre Bodies

NK-Zellen Natiirliche-Killer-Zellen

NO Stickstoffmonoxid

P Phosphat

PAF Plattchen-aktivierender Faktor

PAGE Polyacrylamid Gel Elektrophorese
PAMPs pathogen-associated molecular patterns
PBMC peripheral blood mononuclear cells
PBS phosphate-buffered saline

PE Phycoerythrin

PerCP Peridinin-Chlorophyll-Protein

PI Propidium Iodid

PKC Proteinkinase C

PMT Photomultiplier

PNH Paroxysmale Néchtliche Himoglobinurie
PRR pattern recognition receptors

RA Rheumatoide Arthritis

RISC RNA-induzierter Silencing-Komplex
RNA Ribonukleinsdure

RNase Ribonuklasen

ROS reactive oxygene species

rpm Umdrehungen pro Minute

SAP Serum Amyloid Protein

SDS Sodiumdodecylsulfat

SEM Standardfehler des Mittelwertes
shRNA small hairpin Ribonukleinsiure

siRNA small interfering Ribonukleinsdure
SCID severe combined immunodeficiency
SnPP Zinn-Proto-Porphyrin

SOCS-1 suppressor of cytokine signalling 1

SSC siteward scatter
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3 Einleitung

3.1 Anforderungen an das Immunsystem

Das Immunsystem wird in die angeborene und erworbene Immunantwort eingeteilt, die
jedoch vielfiltig miteinander interagieren. Wihrend die angeborene Immunantwort iiber
Strukturen zur Bekdmpfung bzw. Privention von Krankheiten verfligt, die teilweise iiber
Generationen erhalten sind, zeichnet sich die erworbene Immunantwort durch die Féhigkeit aus,
flexibel, hoch-spezifisch und an Umwelteinfliisse angepasst unter FErwerb eines
immunologischen Gedéchtnisses zu reagieren. Ein Beispiel der angeborenen Immunantwort ist
das Komplementsystem. Dieses l0st charakteristischerweise eine schnelle, jedoch relativ
unspezifische Reaktion aus, die genau deshalb einer guten Kontrolle und Regulation bedarf.
Sonst konnte es durch Fehlaktivierungen aufgrund der relativ hohen Unspezifitdt der
Komplementaktivierung zu erheblichen Schddigungen eigenen Gewebes kommen. Analog muss
auch die spiter einsetzende, erworbene Immunantwort reguliert werden, da sie theoretisch auf
jedes erdenkliche Antigen reagieren kann. Entscheidend ist also, dass Schidlinge und
bedrohliche Zellen oder Substanzen als solche erkannt werden und harmlose Mikroorganismen

bzw. Partikel und eigene, gesunde Zellen toleriert werden.

Zur Privention von Krankheiten ist weiterhin die Erhaltung der Balance zwischen pro-
und anti-inflammatorischen Signalen wichtig. Eine Entziindung wird initiiert, um Erreger oder
sonstige schiddliche Materialien, darunter auch eigene apoptotische, nekrotische oder
Tumorzellen, oder durch Stressoren wie UV-Licht oder Hitze geschéddigte Zellen zu beseitigen.
Im Gegenzug verursacht diese Entzlindungsreaktion aber auch Schiadigungen eigener, gesunder
Zellen und Strukturen. So fiihrt eine maximale Bekdmpfung von Schédlingen nicht zwangslaufig
zu einer minimalen Ausprigung der Erkrankung, die hdufig durch das Ausmal} der Entziindung
bestimmt wird. Die Beendigung einer Entziindungsreaktion erfolgt u. a. durch Ausschiittung
anti-inflammatorischer Zytokine wie IL-10 oder TGF-B sowie durch Abrdumen des

Entziindungsherdes von phagozytierenden Zellen wie Makrophagen.

In der Pathogenese vieler Erkrankungen, wie z. B. Allergien, Autoimmunkrankheiten
oder Tumoren, spielen Fehlregulationen dieser beiden Gleichgewichte eine Rolle, so dass die

Kenntnis der Regulatoren von grof3em Interesse ist. Mit dieser Arbeit habe ich einen kleinen Teil
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des komplexen Zusammenspiels zwischen Zellen, Zytokinen und Umgebung am Beispiel des

Komplementsystems untersucht.

3.2 Das Komplementsystem

3.2.1 Funktionen des Komplementsystems

Eine wesentliche Komponente der angeborenen Immunantwort, die auch erheblich die
erworbene Immunantwort beeinflusst bzw. mit ihr interagiert, ist das Komplementsystem,
welches in hohem MaBe zur Eliminierung von Pathogenen und zur Reparatur von geschidigtem
Gewebe beitrdgt. Die Bedeutung des Komplementsystems zeigt sich in verschiedenen
Krankheitsbildern. Zum einen kann eine {iberschieBende Komplementaktivierung zu
entziindungsvermittelten Gewebsschidden fiihren, wie beispielsweise bei Ischdmie/Reperfusions-
Schiaden, zum anderen fithren angeborene oder erworbene Defizite von Komponenten des
Komplementsystems zu einem deutlich erhdhten Infektionsrisiko. Beispielsweise verursachen
Defizite in der Aktivierung des Alternativen Weges ein gehduftes Auftreten von
Neisseriainfektionen und fithren zu einem fulminanteren Verlauf [1]. Ferner steigt auch das
Risiko fiir die Entwicklung von Autoimmunerkrankungen bei Komplementdefiziten. In der Tat
ist das homozygote Fehlen von Komponenten des Klassischen Komplementaktivierungsweges
eines der starksten identifizierten Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines Systemischen Lupus
Erythematosus [2].

Das Komplementsystem besteht aus Proteinen (C1-C9 genannt) die nach ihrer jeweiligen
Aktivierung kaskadenartig weitere Proteine durch Proteolyse spalten und gleichzeitig zur
Amplifikation der Kaskade beitragen. Die terminalen Proteine dieser Kette haben das Ziel, sich
zu sogenannten MACs (membrane-attack complexes) auf der Zelloberfliche der Zielzellen zu
formatieren. Die MACs bilden Poren, die nicht-selektiven Ionenkanélen entsprechen und zur
Zerstorung der Zellmembran und folglich auch zur Lyse der betroffenen Zellen fiihren. Unter
den iiber 30 verschiedenen Serum- und Membran-Proteinen des Komplementsystems, gibt es
auBerdem noch zahlreiche die Komplementlyse regulierende Proteine.

Einen zentralen Punkt der Lyse durch das Komplementsystem bildet die C3-Konvertase,
die C3 in C3a und C3b spaltet. C3b ordnet sich wiederum mit den vorherigen Spaltprodukten
C4b2a und C3bBb (siehe Kapitel 3.2.2) zur C5-Konvertase an und spaltet analog C5 in C5a und
C5b. Die terminalen Komponenten C5b, C6, C7 und C8 bilden einen Anker in der Zellmembran,
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an dem sich ringformig mehrere C9-Molekiile anordnen und dadurch den MAC formen [3]. Es
konnen jedoch noch zwei weitere, bedeutende Funktionskomplexe dem Komplementsystem

zugeordnet werden, die in der Abbildung 3.1 aufgefiihrt sind.

Phagozytose T Anaphylatoxine Vasoaktivitat
« Vasodilatation
C3a Cha
@ (f f( « Permeabilitéitssteigerung

- Chemotaxis und
-Konvertase Leukozyten-Extravasion

Opsonisierung / csa C3a
Erreger 4% D E— C3a-Rezeptor
o e N\ CD88
“

ADCC 4
Expression von Adhdsionsmolekiilen

Immunkomplexe l

B-Zell-Aktivierung o Zellaktivierung Zellaktivierung mit Sekretion pro-

inflammatorischer Mediatoren

sublytisch MAC
Steigende Makrophagen: @ — TNF-q, IL-1p, Chemokine
Ch21 ':‘/:Ké'jl der Mastzellen: — Histamin, TNF-a, Chemokine
-Komplexe Neutrophile: @ —» ROS, Leukotriene
T-Zelle IytISCh ~ Ze|||yse Endothelzellen: (&% ) —» IL-6

Abb. 3.1 Funktionen des Komplementsystems

1. Steigerung der Phagozytose

Ein wesentlicher Schritt zur Vorbereitung und Auslosung der Phagozytose ist die
Opsonisierung. Dabei werden Oberflichen von Erregern oder potentiell gefahrlichen Partikeln,
wie z. B. Immunkomplexen, mit Molekiilen markiert, sodass die zu beseitigenden Substrate fiir
Phagozyten erkenntlich werden. Die Opsonisierung kann mit Antikdrpern, mit bestimmten
Akute-Phase-Proteinen, wie beispielsweise CRP (C-reaktives Protein), Serum Amyloid P oder
Mannose bindendes Lektin (MBL) und auch mit Komplementkomponenten erfolgen [4]. Neben
C4b sind hauptsédchlich C3b oder seine Spaltprodukte iC3b, C3c und C3dg fiir die Opsonisierung
durch Komplement verantwortlich. Durch Bindung an Komplementrezeptoren (CR1-CR4, CRIg)
stimulieren sie phagozytierende Zellen und ermdglichen somit Sduberung und Aufrdumen der
Entziindungsstelle. Die Opsonisierung von Immunkomplexen erhélt die Loslichkeit und Grofe
der Komplexe [5], so dass eine Verhinderung der Phagozytose aufgrund zu groBer Komplexe

und nachfolgende Ablagerungen im Gewebe vermieden werden.
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Weitere Komplementkomponenten wie C3a, C4a und C5a stimulieren die Phagozytose
direkt liber entsprechende Rezeptoren oder indirekt durch Hochregulation von CR1, CR3 und
Fcy-Rezeptoren (FcyR), welche die Antikorperinduzierte Phagozytose vermitteln (siehe Kapitel
3.3.1) [6].

2. Regulierung von entziindlichen Prozessen

Die Spaltprodukte C3a, C4a und C5a sind Anaphylatoxine, die entscheidend zur
Regulation des Entziindungsprozesses beitragen und die Aktivierung der angeborenen
Immunantwort durch Rekrutierung und Stimulation von B- und T-Zellen fordern. C5a und C3a
steigern direkt die GefdlBpermeabilitit und verursachen eine Vasodilatation. Im Zusammenspiel
mit ihrer starken chemotaktischen Wirkung fordern sie somit die Extravasion von Immunzellen
und Entziindungsfliissigkeit (Exsudat), die u.a. Antikérper und weitere Komplement-
komponenten enthdlt, zum Ort der Komplementaktivierung. Dies geschieht, nach Bindung an
thren jeweiligen Rezeptor, C5a-Rezeptor (CD88) bzw. C3a-Rezeptor, durch Induktion der
Expression von Adhédsionsmolekiilen sowohl auf Endothelzellen, als auch auf vielen peripheren
mononukledren Blut-Zellen (PBMCs), wie Monozyten/Makrophagen, Neutrophilen oder Mast-
zellen [6]. AuBerdem tragen Chemokine, die durch Anaphylatoxine von Makrophagen und
Mastzellen ausgeschiittet werden, wie beispielsweise CXCL8 (IL-8) zur Rekrutierung von
Leukozyten bei [7].

Ferner haben Anaphylatoxine stimulierende Wirkungen auf viele Immunzellen. So wird
durch C5a in Endothelzellen die IL-6-Gen-Expression hochreguliert [8] und in Neutrophilen die
Freisetzung von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS) und von Chemokinen forciert [6].
Mastzellen schiitten vermehrt TNF-o und Histamin aus, wobei Histamin die Vasodilatation und
Gefallpermeabilitit weiter verstirkt [9]. Aber auch Makrophagen werden durch C5a und C3a zur
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine, wie TNF-a und IL-1-B, und zur Phagozytose
angeregt [10, 11]. Interessanterweise kann C3a in Kombination mit LPS auch anti-inflamma-
torische Eigenschaften aufweisen, indem es die TNF-a-, IL-6- und IL-1B-Sekretion von PBMCs
hemmt und somit stark protektiv vor einem Endotoxin-Schock wirkt [12].

Neben den Anaphylatoxinen wirken sogar die gebildeten MACs selbst in sublytischer
Dosis entziindungsregulierend. Kilgore etal. zeigten, dass humane Endothelzellen nach
sublytischer Komplementaktivierung an ihrer Zelloberfliche vermehrt IL-8 und MCP-1
(monocyte chemoattractant protein 1) sezernierten und somit die Migration von Neutrophilen

und Monozyten steigerten [13].

11
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Die Spaltprodukte von auf Zellen abgelagerten C3b-Molekiilen (iC3b, C3d) erhéhen
durch Interaktion mit dem Komplement-Rezeptor 3 (CR3) auf NK-Zellen die Antikorper-
abhingige, zellulidre Zytotoxizitit (ADCC) [14]. Des Weiteren ist C3d als Ligand fiir den
Rezeptor CD21 mit an der Aktivierung und Proliferation von B-Zellen beteiligt [15].

Die Proteine des Komplementsystems werden grof3tenteils in der Leber produziert und in
das Blut abgegeben, wo sie in inaktiver Form zirkulieren. Sie sind somit ubiquitér vorhanden
und konnen teilweise auch lokal von Makrophagen, Fibroblasten, Endothelzellen, APCs oder
T-Zellen sezerniert werden [16-18]. Wahrend einer Entziindung wird zudem die systemische
Produktion von Komplementfaktoren oder Komplement-induzierenden Proteinen gesteigert,
indem proinflammatorische Zytokine (z. B. IL-6) die Ausschiittung von Akute-Phase-Proteinen,

zu denen auch viele Komplementfaktoren gehdren, in der Leber induzieren.

3.2.2 Aktivierung des Komplementsystems

Das Komplementsystem kann durch verschiedene, unabhingige Mechanismen initiiert
werden. Das kann sowohl exogen durch Erreger, als auch endogen durch Ischdmie oder
Autoimmunprozesse geschehen. Primdr werden drei verschiedene Aktivierungswege
unterschieden: der Klassische Weg, der Alternative Weg und der Mannose-Binding-Lektin-Weg
(MBL-Weg). Da auch eine Aktivierung durch endogene Substanzen, wie z. B. Thrombin oder
Kallikrein unabhingig dieser drei Wege moglich ist, wurden diese Aktivierungsmoglichkeiten
kiirzlich unter der Kategorie Extrinsischer-Proteasen-Weg zusammengefasst [6, 19, 20].

Abbildung 3.2 stellt die moglichen Aktivierungswege dar, die unter Bildung einer C3-
oder C5-Konvertase alle in den terminalen Komplementweg mit Entstehung von MACs miinden.
Ich gehe ausfiihrlicher auf den Klassischen und den Alternativen Weg ein, da in meinen

Experimenten diese beiden angewandt wurden.

12
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Classical Lechn
Clg/Clr/Cls ~ MBL/MASP-1/MASP-2

NS

C4—-\—.- C4b + CZ\
Cda C4b2a (C3-convertase)

C4b2a3b

: C3bBb-P (“Amplification C3-convertase™)
C3— C3b+B-,D

C3

“Amplification Lunp”_.-"'-'.
C3bBb3b

Alternative
C3(H,0) + B -E—_» C3(H,0)Bb (“Initiation C3-convertasc”)
Ba

Abb. 3.2 Aktivierung des Komplementsystems [21]

Der Klassische Weg

Wichtigster Bestandteil dieses Weges ist der C1-Komplex, der aus Clqg, Clr und Cls
besteht. C1q hat sechs ringformig angeordnete globuldre Doménen, die jeweils an das Fc-Ende
von Antikorpern oder direkt an Oberfldchenstrukturen von bestimmten Pathogenen oder mit
Hilfe von CRP oder Serum Amyloid Protein (SAP) an Bakterien binden konnen. Die Antikorper,
die natiirlich vorkommen oder infolge der erworbenen Immunantwort von B-Zellen produziert
werden, konnen dabei sowohl an Erreger, als auch an eigene, z. B. apoptotische, Zellen
gebunden sein oder als Antikorperkomplexe vorliegen. Im Menschen besitzen besonders
gebundenes IgM und IgG3 eine hohe Komplement-aktivierende Potenz. Aber auch IgG1 und in
geringem MafBle IgG2 und IgA konnen die Komplementkaskade auslosen. Kommt es zur
Besetzung von mehr als zwei der sechs Doménen des C1q-Proteins, erfolgt eine Aktivierung des
Cl-Komplexes, wobei letztendlich nach mehreren Proteolysen an der Erreger-Oberfliche

gebundenes C4b2a entsteht, welches die C3-Konvertase des Klassischen Weges ist [22].

Ahnlich dem Klassischen Weg, funktioniert der MBL-Weg. Kollektine, wie Mannose-
Binding-Lektin (MBL) oder Ficolline konnen, analog dem Clq, an Polysaccharide oder N-
Acetylglukosamine binden, die auf Pathogenoberflichen und auch auf apoptotischen Zellen
vorkommen. Diese sogenannten PAMPs (pathogen associated molecular patterns) miissen fiir
eine Bindung durch MBL und Komplementaktivierung allerdings auch charakteristisch
angeordnet sein, was bei Erregern hdufig der Fall ist. Mit Hilfe der Proteasen MASP-1 und
MASP-2 (MBL-associated serine protease) wird dann C4b2a generiert [6].
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Der Alternative Weg

Ein entscheidender Unterschied zum Klassischen und MBL Weg ist, dass die Aktivierung
des Alternativen Weges fortwéhrend spontan geschieht, und dass er die anderen Wege enorm
verstiarken kann. Circa 1 % aller C3-Molekiile hydrolysieren spontan pro Stunde (C3(H,0)) und
erlauben {tiber Konformationsinderungen die Bindung von Faktor B, einer weiteren
Komplementkomponente, an C3(H,O). Durch Faktor D kann das C3(H,O)B-Molekiil in Ba und
C3(H,O)Bb gespalten werden, wobei letzteres eine ldsliche, nicht Membran gebundene
C3-Konvertase ist, die mit hohen Umsatzraten C3 in C3a und C3b spalten kann. Ein GroBteil der
C3b-Molekiile wird durch Hydrolyse inaktiviert; die anderen binden an Erreger-Oberfldchen und
konnen mit Faktor B und Faktor D den Enzymkomplex C3bBb bilden. C3bBb wird durch
Properdin (Faktor P) stabilisiert und stellt die Membran-gebundene C3-Konvertase des
Alternativen Weges dar, die wiederum viele weitere C3b-Molekiile durch Spaltung von C3
erzeugen kann. Diese positive Riickkopplung wird auch ,,amplification loop* genannt und stellt
einen potenten Verstirkermechanismus dar. Natiirlich kann auch Membran gebundenes C3b,
welches im Rahmen anderer Aktivierungsmdglichkeiten gebildet wurde, zusammen mit den
Faktoren B und D neue C3-Konvertasen bilden, so dass der Alternative Weg auch zur

Verstarkung der anderen Wege flihrt [21].

3.2.3 Regulationsproteine des Komplementsystems

Da das Komplementsystem den Entziindungsprozess forciert und somit auch zur eigenen
Gewebsschiddigung beitrdgt, muss es &duBerst genau reguliert werden. Ferner erfolgt die
Aktivierung sehr schnell und unspezifisch, und sogar regelmaBig spontan durch den Alternativen
Weg, der zusitzlich ein hohes Amplifikationspotenzial besitzt. Beispielsweise binden C3b und
C4b kovalent an Membran-assoziierte Hydroxyl- oder Aminogruppen, die jedoch sowohl auf
Erregern als auch auf eigenen Zellen vorkommen [22]. Somit kann es leicht zur Ausbildung von
MAC:s auf eigenen, gesunden Zellen kommen, so dass eine unmittelbare Gefahr fiir Wirtszellen
besteht, selbst vom Komplementsystem attackiert und zerstdrt zu werden. Aus diesem Grund
sind eine strenge Regulation der Komplementlyse und der individuelle Schutz vor
Komplementlyse von Seiten der Wirtszellen notwendig. Dabei wird besonders der Alternative
Weg kontrolliert, um eine inaddquate und unkontrollierte Komplementaktivierung zu verhindern.

Kommt es durch Mutationen oder Autoantikdrper zu Alterationen der Kontrolle des Alternativen
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Weges, so konnen sich Krankheiten manifestieren, wie beispielsweise das atypische
Héamolytische Urdmische Syndrom (aHUS). Auch bei der Rheumatoiden Arthritis (RA), der
Lupus-Nephritis und beim intestinalen oder renalen Ischdmie/Reperfusionssyndrom (I/R) wurde
im Mausmodell gezeigt, dass mit Hemmung des Alternativen Weges sich die Manifestationen
stark reduzierten bzw. gar nicht auftraten. Interessanterweise war dagegen bei der RA und beim
renalen Ischdmie/Reperfusionssyndrom nach Hemmung des Klassischen Weges keine
Krankheitsverbesserung nachweisbar [21].

Ein entscheidender Schritt in der Hemmung der Komplementlyse von Wirtszellen ist die
Spaltung von Membran-gebundenem C3b in inaktives iC3b, welches weiter in C3dg gespalten
wird sowie die Entschirfung von Membran-gebundenem C4b durch Spaltung in C4c und C4d.
Fiir diesen Vorgang ist das Plasmaprotein Faktor I verantwortlich, welches jedoch auf die Hilfe
von Co-Faktoren angewiesen ist. Zu den Co-Faktoren gehdren sowohl CD35 (CR1: Komplement
Rezeptor 1), CD55 (DAF: decay-accelerating factor) und Faktor H, die alle den Abbau der
C3-Konvertase C3bBb fordern, als auch CD46 (MCP: membrane cofactor protein) und C4BP
(C4b binding protein), die zusétzlich auch C4b inaktivieren [23, 24]. Die Relevanz von Faktor I
zeigt sich bei Personen mit genetisch bedingtem Faktor-I-Defizit. Sie leiden unter wiederholten
bakteriellen Infektionen, da fortwdhrend Komplementfaktoren durch fehlende Hemmung der
Spontanaktivierung verbraucht werden und somit fiir eine gezielte Erregerabwehr nicht mehr zur
Verfligung stehen [25]. Eine gezielte Komplementaktivierung ist auch dadurch gegeben, dass
CR1, DAF und MCP in der Membran von humanen Zellen verankerte Proteine sind, die jedoch
nicht von Erregern exprimiert werden. Faktor H ist ein Plasmaprotein, welches ungebundenes
C3b sofort bindet und inaktiviert. Spezifisch wirkt Faktor H gegeniiber gebundenem C3b, da er
eine erhohte Affinitit zu Polyanionen wie beispielsweise N-Acetylneuraminsdureresten oder
Glukosaminoglykanen besitzt, welche Proteine humaner Zellmembranen sind [26]. Bei
bestimmten Mutationen im Faktor H Gen konnten signifikant erhdhte Assoziationen mit renalen
und okkuldren Krankheitsbildern festgestellt werden. Dazu gehoren das atypische Hamolytisch-
Urdmische Syndrom (HUS), die altersassoziierte Makuladegeneration und die Membran
Proliferative Glomerulonephritis Typ II [27]. Beim atypischen HUS konnen neben der Mutation
des Faktors H auch Mutationen des Faktors I, von MCP, von C3, des Faktors B oder von CFHR-
1/CFHR-3 vorliegen; oder es kann durch Bildung von Autoantikérpern gegen Faktor H dieser
inaktiviert sein [28].

Ein erst kiirzlich entdecktes Protein namens CRIT (C2-receptor-inhibitor-trispanning)
reguliert den Alternativen Weg iiber Bindung von Faktor B und den Klassischen Weg {iiber

Bindung von C2. In beiden Fillen kommt es dadurch zur Verhinderung der Entstehung der
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jeweiligen C3-Konvertase [29, 30]. Der Klassische Weg wird ferner durch den Cl-Inhibitor
(CI-INH oder Serpin) reguliert, der die Dissoziation von Clr und Cls von C1q auslost und somit
den Cl-Komplex inaktiviert. Auflerdem wirkt er regulierend auf den Hageman-Faktor
(Faktor XII) des Gerinnungssystems und auf Kallikrein, welches ebenfalls das Komplement-
system aktivieren kann [31]. Sein Einfluss wird durch das hereditire Angioneurotische Odem
deutlich, eine Erkrankung, die durch unkontrollierte C2a-Entstehung aufgrund von CI1-INH-
Mangel zu rekurrenten, spontanen Odemen fiihrt. Bei Einbeziehung der Trachea kann die
Erkrankung durch okkludierende Schwellungen auch tddlich verlaufen. Interessanterweise
sistieren die Symptome unter Gabe von CI-INH [32]. Pentraxin 3, ein Akute-Phase-Protein,
besitzt duale Eigenschaften. Es fungiert einerseits als Pattern-Recognition-Receptor und kann
nach Erkennung von Antigenen die Komplementlyse induzieren. Andererseits kann es besonders
in geloster Form Clg-Molekiile binden, und damit die Bindung von Clq an Immunglobuline
verhindern und so den Klassischen Weg hemmen [33].

Auch der terminale Teil der Komplementlyse wird reguliert. Die wichtigste Rolle spielt
hier das Protein CD59, welches auch Protektin genannt wird. Protektin ist, genauso wie CD55,
iiber einen Glykosylphosphatidylinositol-Rest (GPI) in der Zellmembran von Wirtszellen
verankert. Es hemmt sowohl die Bindung von C9-Molekiilen an den C5b-8-Anker, als auch die
Passage von Ionen oder anderen, kleinen Molekiilen durch MACs in Form von C5b-8- oder
C5b-9-Komplexen [34]. Bei Patienten mit Paroxysmaler Néchtlicher Himoglobinurie (PNH)
besteht ein hamatopoetischer Klon mit GPI-Anker-Defekt, der vor allem zur klinisch relevanten,
intravasalen Lyse von Erythrozyten fiihrt [35]. Interessanterweise haben Untersuchungen von
Patienten mit hereditdrem, komplettem CD59-Defizit und mit komplettem CD55-Defizit gezeigt,
dass fiir die Hamolyse besonders der Ausfall der Protektin-Funktion, nicht aber der der DAF-
Funktion, verantwortlich ist [36]. Ein weiterer Inhibitor der MAC-Bildung ist Clusterin, welches
durch Bindung des C5b-C7-Komplexes die Lyse der Zellmembran verhindert [37]. Und auch
CFHR1 (Komplement Faktor H Related Protein 1) hemmt die Komplementlyse zusétzlich durch
Hemmung der C5-Konvertase und Interferenz mit der Anlagerung von C5b an die Zellmembran
[38].

Die Komplement-Regualtionsproteine (CRP) liegen entweder in membrangebundener
oder in l6slicher Form vor. Durch Alternatives Splicen oder enzymatische Spaltung von der
Zellmembran werden die sonst membrangebundenen Faktoren CD35, CD46, CD55 und CD59
als 16sliche Form gebildet [39]. Faktor H, Faktor I, C4BP, CFHR-1, Clusterin, C1-Inhibitor und

Pentraxin 3 liegen in geldster Form vor.
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Beachtlich ist, dass die Komplementlyse auch durch die Bildung von MACs (membrane-
attack complexes) selbst reguliert wird. Binden nur einige MACs in sublytischer Konzentration
auf der Zelloberflache einer Zelle, so wird die Komplementresistenz dieser Zelle gesteigert [40].
Ferner wird eine iiberschieBende Komplementaktivierung dadurch verhindert, dass aktivierte
Faktoren schnell durch Hydrolyse inaktiviert werden, wenn keine kovalente Bindung an andere

Faktoren oder Membranen erfolgt.

Protein Funktion D
. . v 1. Clq N
Pentraxin 3 - bindet 1sliches Clq 2, (C4a
Cl1-Inhibitor - hemmt Clr und Cls @@ v
C4BP - bindet C4b (Yo |
- Co-Faktor fiir Faktor I
CRIT - bindet C2 und Faktor B und
hemmt somit die C3-Konvertase /
Faktor I - spaltet C3b und C4b Faktor I — | *C2a oder C3bBb
CD46 (MCP) - Co-Faktor fiir Faktor I
Faktor H - Co-Faktor fiir Faktor I

C3 Konvertase:
sple Cabm - <csa

CD35 (CR1) - Co-Faktor fiir Faktor I
- spaltet C3bBb und C4b2a N C3b
CD55 (DAF) - spaltet C3bBb und C4b2a
CFHR-1 - hemmt die C5-Konvertase w -« @

- verhindert Anlagerung von C5b
an die Zellmembran

Clusterin - bindet C5b-C7 und hemmt
MAC-Bildung
CD59 (Protektin) - hemmt Bindung von C9 und

damit die MAC-Bildung

Abb. 3.3 Auflistung und Funktionsweise der Regulationsproteine des
Komplementsystems

3.3 Monozyten und Makrophagen

Im Knochenmark werden Monozyten aus myeloischen Vorliuferzellen gebildet, gelangen
ins Blut und zirkulieren einige Tage, wobei sie ca. 5-10 % aller PBMCs ausmachen. Ein
Charakteristikum von Monozyten ist CD14, ein Phagozytose-Rezeptor und ein Co-Rezeptor fiir
an LPS-binding-Protein (LBP) gebundenes LPS (Lipopolysaccharid), welches ein
Zellwandbestandteil gram-negativer Bakterien ist. Monozyten werden in verschiedene
Subpopulationen eingeteilt. Es werden klassische CD14™CD16-Monozyten (90%) und nicht-
klassiche CD14'CD16"-Monozyten unterschieden, deren Funktionen jedoch noch nicht
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vollstindig geklart sind [41, 42]. Alle anderen Monozyten-Subpopulationen werden zunéchst
dem intermedidren Subtyp zugeordnet. Weiterhin entdeckten Geissmann et al., dass klassische
Monozyten CX3CR1", CCR2', CD62L" exprimieren und nicht-klassische Monozyten
CX3CR1™, CCR2, CD62L" aufweisen, wobei die erste Population eher in entziindetes Gewebe
einwandert, wihrend die letztere normales Gewebe besiedelt [43]. Monozyten wandern also,
angelockt durch Chemokine wie z. B. CCL2 welches an CCR2 bindet, aus dem Blut ins Gewebe
(Extravasion) und differenzieren dort je nach Gewebsart und nach Vorhandensein
unterschiedlicher stimulatorischer Faktoren in verschiedene Makrophagen-Subtypen oder in

Dendritische Zellen.

Makrophagen differenzieren unter Stimulation mit LPS und IFN-y in Typ-1-
Makrophagen, welche verstirkt pro-inflammatorische Zytokine wie TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-12,
IL-15 und IL-18 ausschiitten. Sie weisen eine erhohte Phagozytose-Aktivitit und eine gesteigerte
Antigenprésentation auf und produzieren vermehrt bakterizide Metabolite. Durch Ausschiittung
zahlreicher Chemokine rekrutieren sie Neutrophile Granulozyten und weitere Leukozyten zum
Ort der Entziindung. Demgegeniiber werden 2a-Makrophagen, die eher reparierende und die
Proliferation stimulierende Funktionen, aber auch chemotaktische Funktionen, ausiiben, durch
die TH,-Zytokine IL-4 und IL-13 gebildet. 2b-Makrophagen differenzieren nach IL-1B3-, LPS
oder Immunkomplex-Bindung und sind durch eine hohe IL-10-Ausschiittung charakterisiert. In
der 2c-Gruppe sind alle Makrophagentypen zusammengefasst, die, durch IL-10, TGF-p oder
Glukokortikoide stimuliert, zur verminderten Expression pro-inflammatorischer Zytokine, zur
vermehrten Beseitigung von Zellabfall und Fremdmaterial und zur Forderung reparierender
Prozesse fithren. IL-10 verringert auch die Expression von MHC-II-Oberflichenmolekiilen,

sodass die Antigenprisentation reduziert wird [44].

Neben der Antigenprédsentation und der Regulation der Immunantwort durch Zytokin-
ausschiittung stellt die Phagozytose eine wichtige Funktion von Makrophagen dar. Dazu
exprimieren sie auf ihrer Oberflache verschiedenste Rezeptoren zur Erkennung von Erregern
oder apoptotischen Zellen. Man kann in die Opsonin-vermittelte Phagozytose und in die direkte,
nicht-Opsonin-vermittelte Phagozytose unterteilen, wobei die Opsonisierung durch das
Komplementsystem eine wesentliche Rolle spielt. Opsonisierte Partikel kdnnen durch die
Komplementrezeptoren CR1 (CD35), CR3 (CD11b/CD18), CR4 (CD11¢/CD18) und CRIg
(Rezeptor auf Gewebsmakrophagen [45]) von Makrophagen erkannt und gebunden werden.

Wiéhrend durch die Bindung an CR1 allein noch keine Phagozytose ausgelost wird, sondern
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gleichzeitig eine Aktivierung der Makrophagen erfolgen muss (z. B. durch Bindung von
C5a-Molekiilen), werden an CR3 gebundene Partikel sofort von Makrophagen internalisiert [22].
Wurden Partikel mit Antikorpern opsonisiert, so erfolgt die Erkennung durch verschiedene Fc-
Rezeptoren, die nicht nur unterschiedliche Affinititen zu verschiedenen Immunglobulin-Klassen
haben, sondern auch aktivierende, d. h. die Phagozytose steigernde, oder inhibierende Signale
auf Makrophagen transduzieren konnen [46]. Zusitzlich konnen Monozyten/Makrophagen
bestimmte konservierte Pathogenstrukturen (PAMPs) direkt, ohne Opsonisierung iiber
verschiedene Rezeptoren, so genannte Pattern Recognition Receptors (PPRs), erkennen, binden
und phagozytieren. Zu diesen Rezeptoren gehdren u. a. Scavenger Rezeptoren, der Mannose-
Rezeptor, CD163, CD14 und Dectin-1. Beispielsweise erkennt Dectin-1 mit Hilfe von TLR2 und
TLR6 Zymosan, ein Bestandteil der Zellwand von Hefen [47].

Zusammenfassend gesehen, spielen Monozyten/Makrophagen sowohl bei pro-
entziindlichen Immunprozessen inklusive Elimination von Antigenen oder Pathogenen als auch
bei anti-entziindlichen Prozessen wie Wundheilung und Restitution von durch
Entziindungsprozesse geschiddigtem Gewebe eine entscheidende Rolle. Je nach Typ verdndern
Makrophagen das Gleichgewicht zwischen Antigenelimination und Schutz bzw. Reparatur des
eigenen Gewebes in die eine oder die andere Richtung und tragen somit zur Gewebshomdostase
bei. Dies geschieht durch Freisetzung unterschiedlich wirkender Zytokine, Chemokine, welche
die Leukozyteninfiltration koordinieren oder reaktiver Metabolite (z. B. ROS) sowie durch
Detektion von Fremdmaterial oder geschéddigten Zellen mit anschlieBender Phagozytose und

Antigenprésentation.

3.4 Interleukin-10 und seine Wirkung auf Monozyten/Makrophagen

Interleukin-10 ist ein wichtiger, zu den anti-inflammatorischen Zytokinen zihlender,
Botenstoff des Immunsystems mit stark immunregulatorischen, pleiotropen Funktionen. Es wird
hauptsédchlich von T-Zellen und Monozyten/Makrophagen produziert; aber auch Dendritische
Zellen (DCs), Epithelzellen, B-Zellen und Mastzellen koénnen IL-10 sezernieren. Genauso
zahlreich sind die verschiedenen Zelltypen, die tiber den IL-10-R1-Rezeptor verfiigen und so
durch IL-10-Bindung beeinflusst werden konnen. Dazu zdhlen, neben anderen, die meisten
hamatopoetischen Zellen. So fiihrt IL-10 z. B. zur Bildung regulatorischer T-Zellen und

Dendritischer Zellen, steigert Proliferation und Uberleben von B-Zellen und induziert in
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B-Zellen einen Antikorper-Switch zur Produktion von IgGl und IgG3 [48, 49]. Neben
aktivierenden Effekten auf zytotoxische T-Zellen hemmt es die IFN-y- und IL-12-Ausschiittung
von Thl-Zellen und die Freisetzung pro-inflammatorischer = Mediatoren  von
Monozyten/Makrophagen und Neutrophilen Granulozyten, wie beispielsweise TNF-a, IL-1,
IL-8 und NO. Die IL-10-Freisetzung wird wiederum stark durch pro-inflammatorische Zytokine
wie IL-1 und TNF-a ausgeldst, so dass IL-10 als Teil einer negativen Feedback-Schleife auf
Entziindungsreize reagiert. Das konnte durch IL-10""-Knock Out Méuse in vivo bestétigt werden.
Diese entwickeln chronisch entziindliche Darmerkrankungen im Vergleich zu Wildtyp-Méusen

und weisen eine stark reduzierte Toleranz gegeniiber LPS auf [50, 51].

Monozyten und Makrophagen sind die prototypischen Zielzellen von IL-10 und zeigen
nach Stimulation mit IL-10 stark anti-inflammatorische Effekte. Dies geschieht durch Hemmung
der Ausschiittung pro-inflammatorischer Zytokine (IL-1, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, GM-CSF,
G-CSF, M-CSF, TNF), Chemokine, PAF (Pléttchen-Aktivierenden-Faktor), induzierbare
Stickoxid-Synthasen (iNOS) [49]. und durch Sekretion von Antagonisten pro-inflammatorischer
Zytokine wie dem IL-1-Rezeptorantagonist (IL-1RA), oder den beiden 16slichen
TNF-Rezeptoren p55 und p75 [52]. Bedeutsam ist auch die Reduzierung der Antigenprasentation
durch IL-10, die durch eine abnehmende Expression von MHC-II-Molekiilen auf der
Makrophagenoberfliche zur verminderten Aktivierung von T-Zellen fiihrt [53]. Gleichzeitig
steigert IL-10 die Phagozytoseaktivitidt in Monozyten/Makrophagen durch Hochregulation von
Phagozytose-Rezeptoren [54-56]. Eine Auswahl an Phagozytose-Rezeptoren, die durch IL-10

induziert werden zeigt Tab. 3.1.

Rezeptor Liganden Regulation durch IL-10
Opsonin-abhingige Bindung
Fcy-RI (CD64) IgG Geninduktion,
(aktivierend) Oberflichenexpression [57, 58]
Fcy-RIII (CD16) IgG Geninduktion,
(aktivierend) Oberfliachenexpression [58, 59]
Opsonin-unabhingige Bindung
MARCO Oxidiertes LDL, LPS, Bakterien, Geninduktion [58]
CD14 LPS, Peptidoglykan, Mykobaktierum Oberflachenexpression,

Lipoprotein, Apoptotische Zellen gesteigerte Phagozytose [54]

CD163 Hb (gebunden an Haptoglobin) Geninduktion, [58, 60]

Tabelle 3.1 Auswahl von Phagozytose-Rezeptoren auf Monozyten/Makrophagen, die durch IL-10
hochreguliert werden

Monozyten reifen folglich durch IL-10 zu einer entzlindungslimitierenden Makrophagen-
Population mit verminderter Antigenexpression und gesteigerter Phagozytoseaktivitdt heran, um

Erreger und geschidigte Zellen zu eliminieren und die Entziindungsreaktion zu ddmpfen.
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Fir die IL-10-Wirkung wird de novo Proteinsynthese bendtigt, was mehrere Gruppen
nachgewiesen haben [61]. Vereinfacht dargestellt bindet IL-10 an die R-I-Untereinheiten des
IL-10-Rezeptorkomplexes und bewirkt dadurch mit Hilfe der R-II-Untereinheiten die
Phosphorylierung der Rezeptor-assoziierten Kinasen JAKI1 (Janus-Kinase 1) und TYK2
(Tyrosin-Kinase 2). JAK1 und TYK2 phosphorylieren STAT3 (signal transducer and activator of
transcription-3), welches als Heterodimer in den Zellkern diffundiert und dort die Genexpression
reguliert (siche Abb. 3.4) [49]. Dementsprechend zeigen STAT3”-Miuse und IL-10""-Miuse
den gleichen Phénotyp [62]. Auch IL-6 kann STAT3 aktivieren. Allerdings wird durch STAT3
auch das SOCS3-Gen (Suppressor of cytokine signalling-3) induziert, welches durch Bindung
von SOCS3 an den IL-6-Rezeptorkomlex die IL-6-Signaliibertragung wieder hemmt. Am IL-10-
Rezeptor gibt es keine Bindungsstellen fiir SOCS3, weshalb durch IL-10 induziertes STAT3
trotz entsprechender SOSC3-Bildung persistiert. Interessanterweise zeigen SOCS3-negative
Makrophagen nach IL-6-Stimulation gleiche anti-inflammatorische Effekte wie Wildtyp-
Makrophagen nach IL-10-Stimulation [63, 64].

ol
HO-1
\ | Genexpression |
Abb. 3.4 Vereinfachte Darstellung der IL-10-Signaltransduktion in Mono-
zyten/Makrophagen

Genexpressionsanalysen konnten zeigen, dass nicht nur die direkte Geninduktion,
sondern auch die Hemmung der Expression LPS-, IFN-y- und IL-4-induzierter Gene flir die
IL-10-Wirkung von Bedeutung scheint [65]. Ferner scheinen auch post-transkriptionale
Mechanismen wie mRNA-Destabilisierung eine entscheidende Rolle zu spielen [61]. Zu den

durch IL-10 induzierten Genen gehoren die schon in Tab.3.1 erwéhnten Gene zur Steigerung der
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Phagozytoseaktivitdt, IL-10 selbst, STAT3, SOCS3, IL-1RA und Monozyten-anlockende
Chemokine (MCP-1) sowie deren Rezeptor CCRS. Auch die Gene der Komplement-Regulation
wie CR1/CD35, DAF/CDS5 und Protektin/CD59 werden vermehrt exprimiert. Dagegen wird
CD46 erstaunlicherweise leicht herunter reguliert [66]. Weiterhin wird durch IL-10 die
Expression des Hitzeschockproteins Himoxygenase-1 (HO-1) induziert (siehe auch Kapitel 3.5),
wodurch zellprotektive und anti-inflammatorische Effekte ausgeiibt werden sollen. So soll IL-10
iiber Aktivierung der Mitogen aktivierten Protein-Kinase p38 (MAPK) die Transkription von
HO-1 steigern [67]. Dem entgegengesetzt, zeigen die Ergebnisse von Kontoyiannis et al. nach

Stimulation mit LPS eher eine Hemmung der Phosphorylierung von p38 durch IL-10 [68].

3.5 Hamoxygenase-1

Hamoxygenase-1 (HO-1) zéhlt zu den Hitzeschockproteinen, deshalb auch Hsp 32
genannt, und ist das geschwindigkeitsbestimmende Enzym im Abbau von Hidmoglobin. Es
katalysiert mit Hilfe von NADPH und Sauerstoff den Abbau von Hdm zu Biliverdin unter
Freisetzung des zweiwertigen Eisenions und Kohlenmonoxids. Abgesehen von diesen
metabolischen Funktionen im H&dmabbau und Eisen-Recycling, weisen HO-1 bzw. seine
Abbauprodukte auch zellprotektive, anti-inflammatorische und anti-apoptotische Eigenschaften
auf. Es ist eine weitere Isoform von HO-1 bekannt: HO-2, welche konstitutiv in verschiedenen
Geweben exprimiert wird [69]. HO-1 dagegen, kann in vielen verschiedenen Zelltypen induziert
werden. Dazu zéhlen Endothelzellen, Epithelzellen, Zellen der glatten Muskulatur, Hepatozyten
und auch Monozyten/Makrophagen. Induktoren von HO-1 in Monozyten/Makrophagen sind u. a:
das Hédmoglobin selbst, NO, Fieber, Endotoxine, UV-Licht, Hypoxie, ROS (reactive oxygene
species), Alkohol und die Zytokine IL-6 und IL-10 (sieche Kapitel 3.4) [70, 71]. In vielen Féllen
konnte gezeigt werden, dass die zytoprotektive Wirkung von HO-1 durch seine Abbauprodukte

hervorgerufen wird.

3.5.1 Funktionen der HO-1-Abbauprodukte

CO: Kohlenmonoxid hemmt die Pldttchenaggregation durch Aktivierung der
zytosolischen, 18slichen Guanylat-Zyklase, welche die Bildung von cGMP bewirkt [72]. Uber
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Interferenz mit den MAPK-Wegen hemmt CO die LPS-induzierte Ausschiittung der
entzlindungsférdernden Zytokine TNF-a, IL-1B und IL-6, induziert jedoch gleichzeitig IL-10 [73,
74]. Somit wirkt CO stark anti-inflammatorisch, zellprotektiv und antikoagulatorisch, was durch
Verminderung von Ischdmie/Reperfusions-Schiden und verringerte Transplantatabstoungen an
verschiedensten Allo- und Xeno-Transplantat-Modellen bestitigt werden konnte [75].
Beispielsweise verldngert die Induktion von HO-1 in Nieren-Transplantaten von Ratten das
Uberleben und die Funktionsfihigkeit der Transplantate in den Empfénger-Ratten nach erhdhten
Ischdmiezeiten wihrend der Transplantation [76]. Ferner weist CO auch anti-proliferative und
anti-apoptotische Eigenschaften auf [75].

Eisen: Obwohl Eisenionen stark oxidierend wirken und somit sehr schédlich fiir Zellen
sind, fiihrt durch HO-1 ausgeldste Eisenfreisetzung nicht zur Zellschiddigung. Grund dafiir ist
zum einen die durch HO-1 gesteigerte Expression der Fe-ATPase, ein den Fe-Efflux steigerndes
Transportprotein [77], und zum anderen die Induktion des Eisenspeicher-Proteins Ferritin,
welches auch selbst zellprotektive Eigenschaften haben soll [78].

Biliverdin: Biliverdin wird durch die Biliverdin-Reduktase zu Bilirubin abgebaut. Beide
haben anti-oxidative Eigenschaften und konnen somit schddliche ROS abfangen [79]. Es wird
vermutet, dass Biliverdin dadurch zellprotektiv und anti-apoptotisch wirkt. Neben verldngertem
Uberleben von Transplantaten und verbesserter post-ischimischer Herzfunktion [80], konnte fiir

Biliverdin auch ein Schutz vor Komplementlyse nachgewiesen werden [81, 82].

3.5.2 Die physiologische Rolle von HO-1

Die einschneidende Rolle von HO-1 zeigt der sehr beeindruckende Fall eines japanischen
Jungen mit Mutationen in beiden HO-1-Allelen und folglichem HO-1-Defizit. Er war
wachstumsretardiert, hatte keine Milz und litt an einer hémolytischen Anidmie, Fieber,
Eisenablagerungen, Arthralgien, Hyperlipidimie und dissiminierter intravaskuldrer Gerinnung.
SchlieBlich verstarb er im Alter von 6 Jahren an Hypertension und subduralen Himorrhagien
[83]. Ahnliche Symptome zeigen HO-1 Knock-out-Miuse, die neben starken Eisenablagerungen
in Leber und Niere, auch vermehrte Anfilligkeiten gegeniiber oxidativem Stress oder LPS
zeigten [84]. Neben den schon oben erwéhnten, stark protektiven FEigenschaften in
Ischdmie/Reperfusions- und Transplantationsmodellen konnte auch in akuten und chronischen
Entziindungsprozessen ein Schutz vor Organschiden durch HO-1-Hochregulation beobachtet

werden [85]. Eine in Miusen durch Gabe von LPS und D-Galaktosamin ausgeldste, akute
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Hepatitis konnte durch vorherige Steigerung der HO-1-Expression reduziert werden und fiihrte
zum verlidngerten Uberleben der Tiere [86].

Initial wurden HO-1 vor allem anti-inflammatorische Eigenschaften zugeschrieben,
jedoch scheinen eher zytoprotektive Funktionen von HO-1 sekundidr durch Prévention von
Nekrosen oder Gewebsschddigungen eine Entziindungsreaktion zu vermeiden bzw.
einzuddimmen. Beispielsweise wirkt freies Him chemotaktisch und aktivierend auf neutrophile
Granulozyten und aktiviert auch Ty und Tc-Zellen [87]. Da HO-1 durch Abbau von freiem Hidm
dessen Verfligbarkeit stark einschrinkt, lassen sich dadurch die ubiquitére Infiltration durch
neutrophile Granulozyten und die durch oxidativen Stress ausgeldsten Gewebsschidigungen bei
HO-1-Defizienz erkldaren [84, 88]. Weiterhin zeigen peritoneale Maus-Makrophagen von
HO-17"- und HO-1""*- Mausen in vitro die gleiche Immunantwort nach Stimulation mit LPS [84].
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4 Zielsetzung

Das Komplementsystem als wesentlicher Bestandteil der angeborenen Immunantwort
wird durch vielfiltige Mechanismen sowie auch regelméBig spontan aktiviert. Auch wenn die
Komplementaktivierung groBtenteils auf Oberflichen von Erregern oder als gefahrlich
markierten Zellen erfolgt, konnen MACs auch an eigene, gesunde Zellen binden oder von
angrenzenden Membranen dorthin diffundieren [22]. Fiir solche Félle gibt es
Regulationsproteine, die eigene Zellen vor Komplementaktivierung schiitzen, wie beispielsweise
Protektin (CD59) oder DAF (CDS55).

Wihrend einer Entziindung kommt es im Rahmen der Erreger-Abwehr zu vermehrter
Aktivierung und Produktion von Komplementproteinen. Das erfolgt sowohl systemisch durch
gesteigerte Bildung von Akute-Phase-Proteinen in der Leber als auch lokal durch APCs, wie
Makrophagen, oder T-Zellen [89]. Demnach ist die Konzentration von aktivierten
Komplementproteinen am Entziindungsherd besonders hoch. So stellt sich nun die Frage, ob am
Ort einer Entziindung an der Abwehr beteiligte Immunzellen ausreichend vor Komplementlyse
geschiitzt sind? Reicht, trotz erheblicher Mehrbelastung durch aktiviertes Komplement, der
basale Schutz aus oder miissen weitere Schutzmechanismen aktiviert werden? Makrophagen
konnten davon besonders betroffen sein, da wihrend der Phagozytose von Erregern oder
apoptotischen Zellen eine unmittelbare Ndhe von Zelloberfliche, an der die
Komplementaktivierung erfolgt, und Makrophagenoberfldche besteht.

Mechthild Jung beobachtete in ihrer Doktorarbeit in Gen-Expressionsanalysen, dass das
Zytokin Interleukin-10 vor Komplement schiitzende Proteine wie CR1, CD35 und CD59 auf
mRNA-Ebene in Monozyten hochreguliert. Dies suggeriert eine mogliche Beeinflussung der
Komplementlyse durch IL-10. In einem Komplementlyse-Assay konnte sie zeigen, dass IL-10
Monozyten vor Komplementlyse schiitzt. Dies erscheint vor dem Hintergrund der Steigerung der
Phagozytoseaktivitit von Monozyten/Makrophagen durch IL-10, physiologisch sinnvoll [54]. So
konnte der vermehrte Kontakt von Makrophagen mit MAC-beladenen und Komplement-
aktivierenden Zellmembranen die Gefahr steigern, selbst mit MACs beladen und lysiert zu
werden, und einen vermehrten Komplementschutz notwendig machen. Ferner fiihrt IL-10 in
B-Zellen mittels Isotypen-Switch zur Produktion von IgG1- und IgG3-Antikorpern [48], wobei
besonders IgG3-, aber auch IgG1-Antikorper das Komplementsystem vermehrt aktivieren.

Ziel des ersten Teils dieser Arbeit war es den Komplementlyse-Assay zu optimieren und

zu untersuchen, ob der IL-10-induzierte Schutz auch bei Komplementaktivierung durch
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Phagozytose von Zymosan (Hefepartikel) besteht, eine Konstellation, die eher den
physiologischen Bedingungen entspricht. Von Interesse war auch, ob ebenso Makrophagen oder
Lymphozyten durch IL-10 vermehrt vor Komplementlyse geschiitzt werden.

Der zweite Teil der Arbeit beschiftigt sich mit der Frage nach dem zu Grunde liegenden
Mechanismus des IL-10 induzierten Komplementschutzes. Neben den klassischen Komplement-
regulierenden Proteinen (CRP) kommt besonders die Himoxygenase-1 als Kandidat in Frage, da
sie in Monozyten/Makrophagen durch IL-10 induziert wird und fiir sie bereits stark

zytoprotektive und vor Komplement schiitzende Eigenschaften beschrieben wurden [81].
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5 Material und Methoden

5.1 Materialien

5.1.1 Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid Losung 30%
Ammoniumperoxodisulfalt (APS)

BD OptEIA™ Substrat Reagent A + B
B-Mercaptoethanol

Bromphenolblau

Calcein-AM

Cellfix Solution for FACS

Difco™ Skim Milk (Magermilchpulver)
ECL Western Blot Detektionssystem (1 & 2)
Ethanol
Ethylendiamintetraessigsdure-Na-Salz (EDTA)
FACS Clean

FACS Flow Puffer

FACS Rinse

Ficoll-Paque Plus

Glycerin

Glycerol

Glycin

Kaliumchlorid (KCI)

L-Glutamin

Lysispuffer

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Methanol

Natriumchlorid (NaCl)
Natrium-Desoxycholat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumpyrophosphat (NasP,07)
Natruimfluorid (NaF)
Phosphate-Buffered Saline (PBS)
Ponceau S Lésung

RPMI 1640 Medium

Salzsdure (HCI)

Substrate Reagent Set for Western Blot
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris-Base

Triton

Trypan-Blau

Trypsin/EDTA

Tween(R)20

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland

BD Biosiences, San Diego, USA
Stratagene, Heidelberg, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

MoBiTec GmbH, Géttingen, Deutschland
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Becton Dickinson, Cockeyville, USA
Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland
J.T. Baker, Deventer, Niederlande

Merck, Darmstadt, Deutschland

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Biochrom KG, Berlin, Deutschland
Stratagene, Heidelberg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

J.T. Baker, Deventer, Niederlande

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

PAA, Pasching, Osterreich

Sigma, Steinheim, Deutschland

PAA, Pasching, Osterreich

Merck, Darmstadt, Deutschland

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
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5.1.2 Puffer und Losungen

Western Blot:
Extraktpuffer Probenpuffer Transferpuffer
1 mM Tris (pH 7,4) 2 ml (0,625 M) Tris-HCI (pH 6,8) 25 mM Tris-Base (pH 8,3)
100 mM NacCl 0,2 g SDS 150 mM Glycin
1 mM EDTA 5 ml Glycerin 10 % Methanol
1 mM NaF 0,5 ml B-Mercaptoethanol
20 mM Na,P,0; 0,1 ml Bromphenolblau (1% in Ethanol) Laufpuffer
1 % Triton 2,4 ml destilliertes Wasser 25 mM Tris-Base (pH 8,3)
10 % Glycerol 192 mM Glycin
0,1 % SDS

0,5 % Natrium-Desoxycholat

Waschpuffer
Benzonasepufter
Blocking Puffer

MACS und FACS:

MACS-Puffer
FACS-Puffer

5.1.3 Biochemikalien und Kits

Benzonase (Reinheit >90%)
Bovine Serum Albumin (BSA)
fetales Kélberserum (FCS)

HO-1 siRNA

Human Monocyte Nucleofector Kit
Kaninchenserum
Negativ-Kontrolle-siRNA
Penicillin-Streptomycin-Losung
Proteaseinhibitor
Protein-Standard-Marker fiir WB
Zymosan

5.1.4 Stimulanzien/Induktoren/Inhibitoren

IL-6

IL-10

Latrunculin B

M-CSF

P38-Inhibitor (SB220025)
SnPP

Stat3-Inhibitor (JSI-124)

PBS + 0,05 % Tween
100 mM Tris pH 8.0 + 5 mM MgCl,
LI-COR Biotechnology, Bad Homburg, Deutschland

50 ml PBS + 1 ml FCS + 200 ul EDTA
50 ml PBS + 250 mg BSA

Novagen, Darmstadt, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Ambion Inc., Austin, TX, USA
Amaxa AG, Koln, Deutschland
Merck, Beeston/Nottingham, UK
Ambion Inc., Austin, TX, USA
Gibco, New York, USA

Sigma, Steinheim, Deutschland
Biorad, Miinchen, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland

R&D Systems, Minneapolis, USA

R&D Systems, Minneapolis, USA

Merck Biosciences, Beeston/Nottingham, UK
CellSystems®, Katharinen, Deutschland
Axxora, Larrach, Deutschland

Frontier Scientific, Carnforth, UK

Merck, Darmstadt, Deutschland

28



Material und Methoden

5.1.5 Antikorper

Anti-B-Aktin

Anti-CD14-APC
Anti-CD14-Microbeads
Anti-CD16-FITC

Anti-CD59-FITC

Anti-CD59 (blockierend, Klon YTHS53.1)
Anti-HO-1 (Kaninchen, polyklonal)
Anti-HO-1 (Maus, monoklonal)
Anti-IgG

Anti-Kaninchen-IgG (HRP-konjugiert)
Anti-Kaninchen-IgG (IRDye-konjugiert)
Anti-Maus-IgG (HRP-konjugiert)
Anti-Maus-IgG (IRDye-konjugiert)
Anti-MHC-I-FITC

Anti-MHC (Klon W6/32)

5.1.6 Verbrauchsmaterialien

Butterfly + Adapter

Einwegpipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)
ELISA-Platte

Eppendorf-Tubes (fir 2 ml, 1,5ml, 0,5 ml)
FACS-Rohrchen

Falcon-Tubes (15, 50ml)

Filterpapier Gel-Blotting-Papiere
MACS-Saulen LD oder LS

Nitrocellulose Membran Hybond ™-ECL™
Pipettenspitzen (10, 100,1000 pl)
Transfer-Pipette

Tubes fiir Ficoll

Serumréhrchen

Zellkulturplatten; 96 bzw. 24 Vertiefungen
Zitratrohrchen

5.1.7 Gerite

Absaugvorrichtung

Abzugshaube

Blockthermostat

Blotvorrichtung

Brutschrank

Biirker-Zahlkammer
DurchfluBBzytometer FACSCalibur
Gelelektrophorese Spannungsgerit
Gelelektrophoresekammersystem

Cell Signaling, Frankfurt am Main, Deutschland
Becton Dickinson, San Jose, USA

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Immunotec, Marseille, Frankreich

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Serotec, Diisseldorf, Deutschland

Stressgen, Ann Arbor, MI, USA

Stressgen, Ann Arbor, MI, USA

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden
Li Cor, Lincoln, NE, USA

Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden
Li Cor, Lincoln, NE, USA

MoBiTec, Gottingen, Deutschland

Serotec, Diisseldorf, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Falcon, Franklin Lake, USA

Greiner Bio-One, Essen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Becton Dickinson, Le Pont De Claix, Frankreich
Becton Dickinson, Le Pont De Claix, Frankreich
Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Amersham Bioscience, Little Chalton, UK
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Falcon, Franklin Lake, USA

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Neolab, Heidelberg, Deutschland

Erlab, K61n, Deutschland

Kleinfeld Labortechnik, Deutschland

Peqlab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland
Jouan, Karlsruhe, Deutschland

Biirker Fein-Optik, Bad Blankenburg, DDR
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Bio-Rad, Hempstead, UK

Peqlab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland
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Heizblock
Kammersystem
Kiihlschrank

Mikroskop

Mikroskop
Nukleofektionsgerit
pH-Meter

Pipetboy
Quadro-MACS-Magnet
Schiittler

Sterilbox

Tecan Fluorescence Reader
Tiefkiihlschrank (-20°C)
Tiefkiihlschrank (-70°C)
Tischzentrifunge
Vortexer

Waage

Wasserbad

Zentrifuge

Lab4You, Berlin, Deutschland

Bio-Rad, Hercules, USA

Liebherr, Biberach a.d. Riss, Deutschland
Carl-Zeiss, Jena, Deutschland

Olympus, Hamburg, Deutschland

Lonza Verviers, Verviers, Belgien
Mettler Toledo, Giessen, Deutschland
NeoLab, Heidelberg, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
IKA, Staufen i. Br., Deutschland

Anthos, Koln, Deutschland

Tecan, Crailsheim, Deutschland
Liebherr, Biberach a.d. Riss, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland

Heidolph, Schwabach, Deutschland
Sartorius, Gottingen, Deutschland

GFL, Burgwedel, Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland

5.2 Zellbiologische Methoden

5.2.1 Préparation von PBMCs aus frischem Vollblut

PBMCs (periphere mononukledre Blut-Zellen) wurden aus frischem Vollblut gesunder
Spender sowie aus buffy coats (Leukozyten/Thrombozyten-Fraktion nach Zentrifugieren einer
antikoagulierten Vollblutspende) mittels der Ficoll-Methode isoliert. Zu den PBMCs werden
B-Zellen, T-Zellen, NK-Zellen und auch Monozyten, die ca. 3-12 % aller PBMCs ausmachen,
gezdhlt.

Nach 1:2 Verdiinnung des frisch abgenommenen Blutes bzw. des buffy coats mit PBS,
wurden jeweils 15 ml Ficoll mit 35 ml verdiinntem Blut in einem Falcon-Tube {iberschichtet. Die
Uberschichtung erfolgte vorsichtig und langsam, so dass eine Durchmischung des Vollblutes mit
dem Ficoll moglichst vermieden wurde. Erst das anschlieende, 20-miniitige Zentrifugieren der
Rohrchen bei 1000 g und Raumtemperatur trennte die PBMCs von Erythrozyten und
Granulozyten. Dabei ermoglicht das Ficoll, ein synthetisches Polysaccharid, durch seine
spezifische Dichte die Trennung von Erythrozyten/Granulozyten und PBMCs. Es bildeten sich
dabei vier charakteristische Phasen. Am Grund des Falcon-Tubes befanden sich die Erythrozyten,
die mit einer zarten Schicht von Granulozyten iiberzogen waren; dariiber lag das Ficoll, iiber

dem die PBMC:s als triiber Ring abzugrenzen waren. Das Plasma bildete die oberste Phase. Mit
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einer sterilen Pasteurpipette wurden die PBMC-Ringe aller R6hrchen entnommen und in ein
neues Falcon-Tube iiberfiihrt. Die Zellen wurden in PBS gewaschen, zentrifugiert (300 g, 10 min)
und das Zellpellet in 10 ml PBS resuspendiert. Nach Bestimmung der Zellzahl, erfolgte ein
weiteres Waschen der PBMCs mit PBS (200 g, 10 min) und Aufnahme der Zellen in RPMI

Medium oder MACS-Puffer, je nach weiterem Versuchsverlauf.

5.2.2 Zellzahlbestimmung

10 ul der Zellsuspension wurden 1:10 mit einer Trypan-Blaulosung verdiinnt und mit
Hilfe einer Biirker-Zahlkammer unter dem Lichtmikroskop gezéhlt. Aufgrund erhohter
Zellmembrandurchlédssigkeit toter Zellen konnen diese den Farbstoff Trypan-Blau leicht
aufnehmen, so dass von blau-gefirbten toten Zellen lebende Zellen als gut erkennbare,
ungefarbte, leuchtende Punkte unterscheidbar sind. Es wurden vier GroBquadrate ausgezéhlt und

die Anzahl der Zellen mit folgender Formel berechnet:

Zellzahl = _gezdhlte Zellen 104 . yerdiinnungsfaktor - ml der Zellsuspension

5.2.3 Gewinnung von Monozyten mittels magnetischer Zelltrennung (MACS)

Eine zuverldssige Methode zur Separation von Monozyten aus PBMCs ist die
magnetische Zelltrennung (MACS). Dazu werden Zellen mit sogenannten Microbeads markiert.
Das sind Antikorper gegen zellspezifische Oberflichenproteine, an die kleine (<50 nm)
Eisenoxidpartikel gebunden sind, die superparamagnetische Eigenschaften aufweisen. Werden
nun diese Zellen durch eine von einem starken Magnetfeld umgebene Saule geschickt, bleiben
die markierten Zellen haften, wihrend nicht-magnetische Zellen durchlaufen. Durch Entfernen
des Magnetfeldes konnen die an der Sdule haften gebliebenen, Antikdrper-markierten Zellen
abgespiilt und separat aufgefangen werden.

Von positiver Separation spricht man, wenn diejenigen Zellen mit Antikérpern markiert
wurden, die im Versuch auch weiterverwendet werden. Dementsprechend ist eine negative

Separation, wenn alle nicht erwiinschten Zellen mit magnetischen Antikdrpern markiert und
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somit in der Sdule zuriickgehalten werden, die nicht Antikorper-geladenen Zielzellen dann
einfach nach Durchlaufen der Sdule aufgefangen und weiter verwendet werden.

Monozyten kann man mit Microbeads, die gegen das Oberflachenprotein CD14 gerichtet
sind, aus PBMCs leicht positiv selektieren. CD14 ist ein Oberflichenprotein, welches von
myelomonozytiren Zellen, d.h. von Monozyten und Granulozyten exprimiert wird. Die
Durchfiihrung der magnetischen Zelltrennung erfolgte entsprechend des Protokolls des
Herstellers. Die Reinheit der selektierten Population wurde aufgrund konstanter Ergebnisse von
iber 90 % CDIl4-positiver Zellen nur bei den ersten Versuchen mit Hilfe der

Durchflusszytometrie kontrolliert (siche Abb. 5.3).

5.2.4 Kultivierung und Stimulation von Monozyten/Makrophagen

Monozyten, Makrophagen und RAW264.7-Zellen wurden in RPMI 1640 Medium mit
folgenden Zusidtzen kultiviert: 10 % fetales Kélberserum (FCS), 2 mM Penicillin/Streptomycin
und 2mM Glutamin. Entsprechend der jeweiligen Versuche wurden Monozyten oder

Makrophagen fiir die Stimulation mit nachfolgend aufgefiihrten Substanzen und Konzentrationen

behandelt:

Substanz Inkubation Konzentration
1L-10 iiber Nacht im Brutschrank (37°C) 10 ng/ml
1L-6 iiber Nacht im Brutschrank (37°C) 10 ng/ml
SnPP iiber Nacht im Brutschrank (37°C) 20 uM
LatrunculinB 30 min bei 4°C mit o-MHC-I 50 uM
JSI-124 iiber Nacht im Brutschrank (37°C) 2,5 uM
SB220025 iiber Nacht im Brutschrank (37°C) 5 uM

Tabelle 5.1

5.2.5 Generieren von Makrophagen

Monozyten konnen mit Hilfe von Zytokinen wie M-CSF (Makrophagen-Kolonie-
stimulierender Faktor) in vitro zu Makrophagen differenzieren (siche Abb. 5.4). Dafiir wurden in
einer 96-well Platte 5 x 10° CD14-positiv-selektierte Zellen pro ml RPMI Medium mit einem
Zusatz von 10 ng/ml M-CSF fiir 6 Tage inkubiert. Nach 3 und nach 6 Tagen musste das Medium
komplett gewechselt werden, wobei am 3. Tag frisches M-CSF in gleicher Konzentration hinzu

gegeben wurde. Die ausgesdten Makrophagen wurden direkt fiir die Versuche weiterverwendet,
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da sie stark an den Plattenboden adhirieren und demzufolge schwer abzuldsen sind. So erfolgte
am 6. Tag die Stimulation der Hélfte der Makrophagen mit IL-10 (10 ng/ml) iiber Nacht und am
folgenden Tag der Komplementlyse-Test. Die hohe Ausgangszellkonzentration von
5 x 10°Zellen/ml war néotig, weil erfahrungsgemiB wihrend der 6-tigigen Inkubation ca. 85 %

der Monozyten sterben.

5.2.6 Detektion der Zelllyse mittels Calcein

Calcein-AM (Calcein-bis-Acetoxymethylester) ist ein pH-stabiler, nicht toxisch
wirkender Ester eines Fluoreszenzfarbstoffes, der aufgrund seiner hydrophoben Eigenschaften
leicht durch Zellmembranen passieren kann. Intrazellulir wird er durch zytoplasmatische
Esterasen gespalten und kann mit Hilfe von Calcium-lonen griin fluoreszierende
Chelatkomplexe bilden. Das entstehende Fluorescein-Derivat, auch Calcein genannt, hat nun
hydrophile Eigenschaften und ist damit nicht mehr membranpermeabel, so dass es sich
intrazelluldr anreichert (siche Abb. 5.1). Es werden nur lebende Zellen mit Calcein markiert, da
tote Zellen keine Esterasenaktivitdt aufweisen. Eine hdufige Anwendung findet Calcein-AM im

Zytotoxizitits-Test [90].

intrazellulare Esterasen

fluoreszierend

% Uberstand

Calcein-AM

Abb. 5.1 Calcein-Assay

Calcein-AM diffundiert durch die Zellmembran und wird durch intrazelluldre Esterasen in
fluoreszierendes Calcein gespalten. Dieses ist nicht mehr membran-permeabel und kann nur durch
Lyse der Zellen freigesetzt werden. Dementsprechend korrespondiert die Menge von der im
Uberstand gemessenem Calceinfluoreszenz mit der Anzahl der lysierten Zellen.

In allen Versuchen wurden die Zellen im Brutschrank mit einer Calcein-AM-
Konzentration von 1 pg/ml in RPMI Medium 30 min lang inkubiert. Um die Waschschritte und

damit den unkontrollierten Verlust von Zellen mdglichst gering zu halten, wurde das nicht
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aufgenommene Calcein-AM erst nach einer weiteren halben Stunde Inkubation im Kiihlschrank
(zur Antikorperbindung fiir die Komplementlyse) entfernt.

Durch die Komplement-induzierte Zelllyse wird fluoreszierendes Calcein von lysierten
Zellen in den Uberstand freigesetzt. Die Fluoreszenz konnte nach Uberfiihrung des Uberstandes
auf eine ELISA-Platte mit Hilfe eines Spektrometers bei 490 nm Exitationswellenldnge und
515 nm Emissionswellenlénge bestimmt werden. Je mehr Zellen lysierten, desto hoher war das
gemessene Fluoreszenzsignal, da umso mehr Calcein aus den lysierten Zellen in den Uberstand

abgegeben wurde.

5.2.7 Gewinnung von humanem Serum

Von einem Standard-Spender wurde Vollblut in Serum-Réhrchen abgenommen, fiir eine
vollstindige Koagulation geschwenkt und dann mit 3000 Umdrehungen pro min 5 min lang
zentrifugiert. Alle Zellen und das Koagulat setzen sich dadurch am Boden ab, so dass das Serum
im Uberstand abpipettiert werden konnte. Zur Aufbewahrung wurde das Serum bei -80°C

eingefroren.

5.2.8 Komplementlyse-Test

Um die Regulation der Komplementlyse differenzierter zu untersuchen, wurde das
Komplementsystem durch zwei verschiedene Ausloser aktiviert. Zundchst wurden zur
Aktivierung des Klassischen Weges MHC-I-Antikorper eingesetzt, da MHC-I-Molekiile an der
Oberflache von allen Zellen in hoher Zahl exprimiert werden. Spiter konnte auch durch
Inkubation mit opsonisiertem Zymosan (Hefepartikel) anstelle von MHC-I-Antikérpern das
Komplementsystem aktiviert werden, sodass die Zellen teilweise lysierten. Es wurde entweder
humanes Serum oder Kaninchenserum mit aktivierbaren oder inaktivierten Komplementfaktoren
verwendet.

Eine Zusammenfassung des Versuchsaufbaus der am héufigsten durchgefiihrten

Experimente zeigt Abbildung 5.2:
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Abb. 5.2 Allgemeine Versuchsanordnung

CD14-positive Monozyten wurden mittels MACS aus PBMCs isoliert und 17 h mit IL-10 inkubiert. Nach Farbung
der Zellen mit Calcein wurde die Komplementlyse induziert. Dabei wird aus lysierten Zellen fluoreszierendes
Calcein in den Uberstand freigesetzt, wobei dessen Fluoreszenz im Uberstand proportional zur Anzahl lysierter
Zellen ist.

Komplementaktivierung mittels MHC-I-AntikOrper

CD14-positiv-selektierte Monozyten wurden in einer 96-well Platte mit einer
Konzentration von 1,5-2 x 10° Zellen pro well ausgesit und iiber Nacht fiir ca. 17 Stunden mit
verschiedenen Stimulantien inkubiert (siche Tab. 5.2.1). Am néchsten Tag wurden alle Zellen
mit 1 pg/ml Calcein-AM (30 min, 37°C) markiert. Gleich darauf wurden den Zellen der
spezifischen und unspezifischen Lyse zur Antikorperbindung 2 pg/ml MHC-I-Antikorper
zugegeben und die Platte fiir 30 min bei 4°C autbewahrt. Die Platte wurde dann zentrifugiert
(300 g, 5 min) und die Uberstinde wurden abgesaugt, so dass sowohl das nicht aufgenommene
Calcein-AM als auch die nicht gebundenen Antikorper entfernt wurden. Im Anschluss erfolgte
die Inkubation mit Serum fiir 90 min im Brutschrank bei 37°C, so dass die Zellen durch das
Komplementsystem lysiert werden konnten. Die Platte wurde danach erneut zentrifugiert und der

Uberstand auf eine ELISA-Platte iibertragen, um anschlieBend die Fluoreszenz zu messen.

Komplementaktivierung mittels Zymosan

Zymosan ist ein natiirlicher Bestandteil der Zellwand von Hefen. In den Versuchen wurde
opsonisiertes Zymosan zur Verbesserung der Aufnahme mittels Phagozytose durch Monozyten
verwendet. Dazu wurden 10 mg des nach Herstellerangaben vorbereiteten, in PBS geldsten
Zymosans bei 3000 rpm 5 min zentrifugiert und der Uberstand danach verworfen. Das Pellet
wurde durch Schiitteln in 4 ml einer 3:4 Mischung von frischem Humanserum und PBS geldst
und bei 37°C eine Stunde im Brutschrank inkubiert. Um die Zymosanpartikel mdoglichst
vollstdndig mit C3b zu beschichten, wurde die Losung von Zeit zu Zeit wihrend der Inkubation
geschiittelt. Nach Auswaschen des restlichen Serums mit PBS wurde das Zymosan entsprechend
einer Konzentration von 10 mg/ml in PBS aufgenommen. Sollten die Zellen durch Zymosan
anstelle von MHC-I-Antikorpern lysieren, wurde die Platte nach der Calceinfarbung fiir 30 min
bei 4°C gekiihlt. Die Inkubationszeit mit Zymosan betrug dann nur 15 min. Somit sollte eine zu

schnelle Phagozytose verhindert und der Moment abgepasst werden, wo sich das Zymosan noch

35



Material und Methoden

an der Monozytenoberfliche befindet. Zur Berechnung eines Komplementlysewertes sind vier

verschiedene wells nétig, die mit jeweils 100 ul nach folgendem Schema pipettiert wurden:

well 1: X, well 2: X well 3: MAX well 4: MIN
spezifische Lyse unspezifische Lyse Totallyse Minimallyse
50 % RPMI 50 % RPMI RPMI ohne FCS RPMI ohne FCS
50 % aktivierbares Serum 50 % inaktiviertes Serum + 1,8 % Triton
Tabelle 5.2

Well 1 entspricht dabei der Lyse durch aktivierbares Serum, well 2 der Lyse trotz
Verwendung von inaktiviertem Serum (z. B. durch Stress durch das Experiment an sich), well 3
der Lyse aller Zellen durch den Zusatz von Triton und well 4 dem Hintergrundwert ohne MHC-I-
oder Zymosaninkubation und ohne Serumzusatz. Fiir well 1 und 2 wurde RPMI ohne FCS
verwendet, da das im FCS und Serum enthaltende Albumin eine Eigenfluoreszenz aufweist. In
Vorversuchen wurde gezeigt, dass die Zugabe von aktiviertem Serum allein ohne MHC-I-
Antikorper nur zu einer sehr geringen, unspezifischen Lyse fiihrte. Die Inaktivierung von Serum
erfolgte fiir 45 min bei 56°C im Heizblock.

Die Komplementlyse Lcompi (in % der Totallyse) berechnet sich aus den Fluoreszenz-
Messwerten X, (spezifische Lyse), X;, (unspezifische Lyse), MIN und MAX entsprechend
folgender Formel:

L - XX - 100 %
coml - (MAX-MIN)

Somit kann verhindert werden, dass unspezifisches Sterben oder Lysieren von Zellen die
Ergebnisse beeinflusst. Durch die Eigenfluoreszenzunterschiede zwischen FCS, Kaninchenserum
und humanem Serum sind jedoch auch negative Werte oder Werte iiber 100% aufgetreten. In den
statistischen Auswertungen wurden zu hohe Werte 100% gleichgesetzt und negative Werte 0%
gleichgesetzt. Von allen wells wurden zur Verbesserung der Genauigkeit Triplikate pipettiert und

gemessen.

5.2.8 Durchflusszytometrie (FACS)

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie (FACS: Fluorescence Activated Cell Sorter) konnen
Zellen einzeln charakterisiert und quantifiziert werden. Dies geschieht durch die Messung

unterschiedlicher Streuung eines Laserstrahls, der auf eine einzelne Zelle trifft. Durch vorherige
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Markierung der Zellen mit Fluoreszenzfarbstoffen, konnen zusitzlich mehrere Fluoreszenz-

signale verschiedener Wellenldngen gemessen werden.

Prinzip der Messung

Die Zellsuspension wird mit einer Kapillare aufgesogen und so stark verdiinnt, dass die
Zellen einzeln den Analysepunkt passieren, an dem sie mit Laserlicht bestrahlt werden. Die
variable Gréfe und Granularitit von verschiedenen Zellpopulationen fiihrt zu einer jeweils
unterschiedlichen Lichtstreuung, die mit Hilfe von Filtern und Photomultipliern (PMTs)
gemessen und digital verarbeitet wird. Man unterscheidet die Vorwirtsstreuung (FSC: forward
scatter; Lichtbeugung), die in Abhdngigkeit der ZellgroBe variiert, sowie die Seitwértsstreuung
(SSC: siteward scatter; Lichtbrechung), welche die intrazelluldre Granularitit einer Zelle
widerspiegelt.

Bei der Messung Fluoreszenz markierter Zellen werden Elektronen der Farbstoffe durch
den Laserstrahl auf ein hoher energetisches Niveau angeregt. Diese fallen nach kurzer Zeit unter
Emission von Photonen mit spezifischen Wellenlingenmaxima in einen Grundzustand zuriick.
Dieses farbstoffspezifische, emittierte Licht wird jeweils gefiltert und durch zusitzliche PMTs
detektiert.

Im FACS-Calibur kénnen bis zu vier verschiedene Fluoreszenzen gleichzeitig erfasst
werden, die durch ein entsprechendes PMT, im jeweiligen Fluoreszenzkanal (FL1-FL4)
gemessen werden. Dabei verhilt sich die gemessene Signalintensitdt proportional zur Menge der
gebundenen Farbstoffe pro Zelle, so dass z. B. quantitative Aussagen liber Rezeptoren moglich

sind. Die verwendeten Fluoreszenzen sind in Tabelle 5.3 aufgefiihrt:

Farbstoff Kanal Anregungswellenlénge Emissionsmaximum
FITC (Fluoreszeinisothiozyanat) FL1 488 nm 530 nm
PE (Phyocoerythrin) FL2 488 nm 580 nm
APC (Allophyococyanin) FL3 633 nm 660 nm
PerCP (Peridinin-Chlorophyll-Protein) FL4 488 nm 670 nm

Tab. 5.3 In der Durchflusszytometrie eingesetzte Fluoreszenzen

Anfarbung und Fixierung der Zellen

Die bereits kultivierten und stimulierten Zellen wurden in FACS-Réhrchen tiberfiihrt und
mit FACS-Puffer gewaschen. Um ein unspezifisches Binden der Fluoreszenz-Antikorper mit
threm Fc-Teil an von Monozyten und Makrophagen exprimierten Fc-Rezeptoren zu verhindern,
erfolgte eine 5-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur mit IgG-Molekiilen zur Blockierung

dieser Fc-Rezeptoren. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Zellen 30-45 min im
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Dunkeln bei 4°C mit den entsprechenden Fluoreszenz-Antikérpern inkubiert. Die verwendeten

Mengen der Antikorper sind in Tab. 5.4 aufgefiihrt.

Antikdrper Konzentration
CD14-APC 2 ul
CDI16-FITC 10 pl
CD59-FITC 10 pul
MHC-I-FITC 3l

Tab. 5.4 Im FACS verwendete Antikdrper

Erneutes Waschen mit FACS-Puffer sowie Inkubation fiir 20 min mit Solution A im
Dunkeln bei Raumtemperatur fixierte die Zellen. Somit konnte die FACS-Messung auch noch
ein paar Tage spiter erfolgen. Fiir die Messung wurden die Zellen in 200 ul FACS-Puffer
aufgenommen und bei 4°C im Dunkeln bis zum Messzeitpunkt konserviert. Die Auswertung und

graphische Darstellung der Versuche erfolgte mit der Cell Quest Software Version 3.3.

Zellanalyse nach Monozytenseparation und Makrophagengenerierung

Mit Hilfe der Duchflusszytometrie ldsst sich die Reinheit der CD14-positiv-selektierten
Monozytenpopulation (siehe 5.2.3) leicht iiberpriifen. Dazu wurden nicht-selektierte PBMCs mit
selektierten Monozyten nach Anfarbung mit CD14-APC-Antikdrpern verglichen. Die Abbildung

5.3 zeigt eine deutliche Anreicherung der Monozyten von 14 auf 97 %.
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Abb. 5.3 Anreicherung von Monozyten mittels Magnetischer Zelltrennung (MACS)

Frische PBMCs wurden direkt (B) oder nach CD14-positiver Selektion mittels MACS (C) mit CD14-APC-
Antikdrpern geférbt bzw. nicht gefdrbt. Danach wurde die CD14-Oberflichen-Expression im Durchflusszytometer
bestimmt und als density-plot dargestellt. Im rechten, oberen Quadranten befinden sich jeweils die CD14-
exprimierenden Zellen (Monozyten).

Zur Uberpriifung der unter Punkt 5.2.5 beschriebenen Makrophagengenerierung erfolgte
die Identifizierung der Makrophagen mit einem Antikorper gegen CD16 (Fcy-RIII). Nach
6-tidgiger Inkubation mit M-CSF (10 ng/ml) sieht man deutlich eine Steigerung der CD16-
Oberfliachenexpression, dargestellt in Abb. 5.4 C als Histogramm-Plot nach FACS-Analyse.
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Dabei zeigt die gestrichelte Linie die Farbung mittels Isoantikérper (in diesem Falle FITC-
Antikorper) als Negativkontrolle, um ein unspezifisches Binden der CD16-Antikorper iiber den
FITC-Teil auszuschlieen. Des Weiteren zeigen die in Abb. 5.4 A und 5.4 B dargestellten
density-plots eine starke Zunahme der Grofie (FSC) und der Granularitdt (SSC) der Zellen als
Hinweis auf die Differenzierung in Makrophagen, die bekanntermaBlen im Vergleich zu

Monozyten groBer sind und mehr Granula enthalten.
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Abb. 5.4 Generierung von Makrophagen

Frische, CD14-positiv-selektierte Zellen wurden direkt (A, blaue Linie von C) oder nach 6-tigiger Inkubation mit
M-CSF (B, schwarze Linie von C) mit CD16-FITC-Antikdrpern gefarbt. (A,B) Darstellung der GroéBe und
Granularitdt mittels density-plot von Monozyten und Makrophagen. (C) CDI16-Oberfliachenexpression von
Monozyten und Makrophagen als Uberlagerungshistogramm dargestellt.

5.3 Protein-biochemische Methoden

5.3.1 Western Blot Analyse

Das Charakteristikum der Western Blot Analyse ist die qualitative und semi-quantitative
Darstellung von spezifischen Proteinen einer Zelllosung. Dafiir wurden in dieser Arbeit die
denaturierten Proteine mit SDS (Natriumdodecylsulfat) beladen, auf ein Polyacrylamid-Gel
aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Es folgten der Transfer auf eine Tragermembran

mittels Blotting und der immunologische Nachweis der Proteine durch Antikérperkomplexe.

Priparation der Proteine

Die auf einer 6-well-Platte kultivierten Zellen wurden mit kaltem PBS oder Trypsin
abgelost und mit PBS gewaschen, damit die Proteine des im Medium enthaltenen FCS’ die
Analyse nicht beeintriachtigen. Fiir einen quantitativen Proteinexpressionsvergleich wurden alle

Zellpopulationen direkt vor der Proteinpridparation nochmals gezéhlt und jeweils die gleiche
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Zellzahl zu vergleichender Proben (zwischen 1-2 x 10° Zellen) in Eppendorff-Tubes iiberfiihrt.
Die Zellen wurden zur Lyse in 30 pl Extraktpuffer aufgenommen, der auch 2 % Protease-
Inhibitor enthielt, um eine Verfidlschung der Ergebnisse durch Proteinabbau zu verhindern.
Zusitzlich wurde auf Eis gearbeitet. Nach Zugabe von 5 pl 6-fach-SDS-Probenpuffer, erfolgte
die Proteindenaturierung fiir 5 min bei 95°C im Heizblock. Die Proben wurden sogleich auf Eis
abgekiihlt und mit 9 pl von einem 1:8 Benzonase-Benzonasepuffer-Gemisch fiir 45 min bei 37°C

inkubiert. Sie konnten dann bei -20°C zur Aufbewahrung eingefroren werden.

(1) Auftrennung der Proteine mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Werden Proteingemische auf eine porenhaltige Matrix in einem elektrischen Feld
aufgetragen, so wandern sie entsprechend ihrer Grof3e, ihrer positiven und negativen Ladungen
und der Porenweite mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten, so dass eine Auftrennung in
spezifische Proteinbanden moglich wird.

Vorbereitend wurden Sammelgel und Trenngel entsprechend Tabelle 5.5 hergestellt:

Trenngel (12,5 %) Sammelgel (5 %)

30% Acrylamid/Bisacrylamid 2,5ml 0,33 ml
Trenngelpuffer: 1,88 M Tris-HCI (pH 8,8) 1,2 ml -
Sammelgelpuffer: 0,625 M Tris-HCI (pH 6,8) - 0,4 ml
0,5% SDS 1,2 ml 0,4 ml
destilliertes Wasser 1,1 ml 0,87 ml
TEMED S5ul 2ul
10 % APS 30 pl 10 pl
Tabelle 5.5

Nach Polymerisation des gegossenen Trenngels, erfolgten das Auftragen des Sammelgels
sowie das Einbringen eines Kamms zur Taschenbildung. 15 min spiter wurde das System in eine
Elektrophorese-Kammer gespannt, diese mit Laufpuffer aufgefiillt und der Kamm vorsichtig
entfernt. In die erste Tasche wurden 5 pul des Protein-Standard-Markers, in alle weiteren Taschen
die Proben pipettiert und eine Spannung von 80 V angelegt. Zunichst erfolgt die Konzentrierung
der Proteinklassen im Sammelgel mit dem von U.K. Lammli eingefiihrten Tris-Glycin/Tris-HCI-
Puffersystems. Durch die Nihe des Sammelgel-pH-Wertes (pH = 6,8) mit dem isoelektrischen
Punkt des Glycins, haben die Glycinionen im Sammelgel eine sehr niedrige elektrophoretische
Mobilitat. Dahingegen wandern die Chloridionen sehr schnell, so dass zwischen beiden Ionen
ein Feldstiarkegradient entsteht, in dem die Proteine entsprechend ihres isoelektrischen Punktes
vorsortiert werden. Trifft diese Fraktion nun auf das Trenngel, werden die Proteine durch den

kleineren Porendurchmesser abgebremst. Die Geschwindigkeit der Glycinionen steigt jedoch, da
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der pH-Wert des Trenngels hoher ist (pH = 8,8), so dass sie die Proteine iiberholen und somit
den Feldstarkegradienten auflosen.

Die eigentliche Auftrennung der Proteine erfolgt nun nach ihrem Molekulargewicht (bei
130 V und mit Kiihlwasser). Vorbereitend wurden die Proteine mit SDS (anionisches Detergens)
beladen, welches ihnen eine einheitliche negative Ladung mit einem konstanten Masse-Ladungs-
Verhiltnis (1,4 g SDS pro 1 g Protein) verleiht und sie in Richtung Anode wandern ldsst.
Aufgrund des umgekehrt proportionalen Verhéltnisses der Wanderungsgeschwindigkeit zur
ProteingréBe, wandern kleinere Proteine im gleichen Zeitraum weiter als groBBere und bilden auf

dem Gel ein charakteristisches Bandenmuster.

(2) Blotting

Entsprechend der Anordnung in Abbildung 5.5 wird das Proteinmuster des Gels
elektrophoretisch mit dem semi-dry-Blot-System auf eine Nitrozellulosemembran {ibertragen.
Dazu wurden die Membran und das mit Proteinen beladene Gel luftblasenfrei zwischen je drei,
in Transferpuffer getrinkte Filterpapierschichten in einer Blotkammer eingespannt. Durch
Anlage von ca. 200 mA fiir 45 min, bewegen sich die Proteine vom Gel in Richtung Anode auf
die Membran und werden dort durch hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoftbriicken-
bindungen fixiert. Durch das gleichzeitige Auswaschen des SDS’ renaturieren die Proteine
groBtenteils. Zur Uberpriifung des Verfahrens konnten alle Proteine auf der Membran kurzfristig
mit Ponceau-Losung dargestellt und eingescannt werden. Die rote Férbung lie sich

unkompliziert mit destilliertem Wasser wieder abwaschen.

- | Kathode |

T T
[ 1
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Abb. 5.5 Versuchsaufbau des semi-dry-Blot-Systems

(3) Immunologischer Proteinnachweis

Die freien Bindungsstellen der Membran werden durch 45-miniitige Inkubation in
Blockingpuffer geblockt. Danach erfolgte die Markierung von HO-1 und B-Aktin durch
Inkubation mit den entsprechenden Primdrantikdrpern (jeweils 1:1000 verdiinnt) iiber Nacht bei
4°C unter kontinuierlichem Schiitteln. Nach griindlichem Waschen der Membran in Waschpuffer
wurde sie in einem zweiten Schritt mit den Sekundirantikérpern (1:10 000 verdiinnt) gegen

Maus- bzw. Kaninchen-Fc-Region unter Lichtabschluss 45 min lang inkubiert. Die
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Sekundérantikorper waren mit einem Infrarot-Farbstoff konjugiert. Die Messung und
Auswertung der Dichte der einzelnen Banden erfolgt am Li-Cor Infrarot Imager mit der Odyssey
Application Software.

Fiir die ersten Versuche wurden jedoch mit dem Enzym Meerrettich-Peroxidase (HRP)
konjugierte Sekundirantikorper verwendet. HRP katalysiert die Oxidierung von mehreren
Luminolmolekiilen, die daraufhin, mit einem Film detektierbare, Lumineszenzen emittieren
(ECL = Enhanced Chemilumineszenz). In einer Hyperkassette erfolgte die Schwirzung des

Films, der dann in der Dunkelkammer entwickelt wurde.

5.4 Molekularbiologische Methoden

5.4.1 Nukleofektion mit siRNA

Small interfering RNAs (siRNAs) gehoren zur Gruppe kleiner (20-25 Nukleotide) RNAs,
die durch Dicer (Ribonukleasen) im Zytoplasma aus doppelstringigen mRNAs herausge-
schnitten werden und wichtige, regulatorische Funktionen ausiiben (z. B. Apoptose, Zellteilung).
Sie konnen aber auch, wie in unserem Fall, synthetisch hergestellt und in die Zielzellen zur
Blockierung der Translation einzelner Proteine transferiert werden.

Die siRNA bildet mit mehreren Proteinen

siRMNA duplex 1|'r
einen RNA-induzierten Silencing-Komplex (RISC).
Dieser bindet die komplementére Ziel-mRNA, kann cﬂﬁ;;ﬁéﬂ}j §% Risc
dadurch mit seinen RNA-Helikase-Nuklease- el | RISC activation
ADP + P~y

Féhigkeiten die Ziel-mRNA entfalten und fiir T
| :iﬁuﬂrmadm d

intrazelluldre Nukleasen zugénglich machen. Somit ettt

wird die einzelne mRNA abgebaut, wodurch die = Mra ™ /5 W8 7 (AL
Translation und Expression des korrespondierenden § MRNA cleavage
Proteins verringert oder verhindert wird (siche Abb. | ™% & A AV ]
5.6). Abb. 5.6 Wirkung von siRNAs [91]

Prinzip der Nukleofektion

Die Nukleofektion z&hlt zu den physikalischen Gentransfermethoden, mit Hilfe derer es

gelingt, kleine Substrate wie z. B. DNA oder RNA in Zellen einzuschleusen. Durch einen kurzen
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elektrischen Impuls wird eine kurzfristige Depolarisierung der Zellmembran hervorgerufen, was
zur Bildung kleiner Poren in der Membran fiihrt. Die Substrate gelangen dadurch sowohl ins
Zytoplasma als auch in den Zellkern. Im Gegensatz zur Elektroporation spielen bei der
Nukleofektion spezielle, Zelltyp abhingige Puffersysteme eine entscheidende Rolle, die das
Einschleusen der Substrate in die Zelle und schlieBlich auch in den Zellkern bewirken. Ein
Problem dieser fiir die Zellen stark invasiven Methode ist, dass es nach der Nukleofektion zu
geringerem Uberleben der Monozyten kommt, weshalb ein spezielles, vom Hersteller
empfohlenes Nukleofektions-Medium zur Inkubation nach der Transfektion verwendet wurde.
Die Versuche wurden mit dem Human Monocyte Nucleofector” Kit entsprechend des
Protokolls von Amaxa-Biosystems unter Verwendung des Y-001-Programms durchgefiihrt.
Dabei wurden jeweils 1 x 10’ CD14-positiv-selektierte Monozyten mit synthetischer siRNA zur
Unterdriickung der Himoxygenase-1, mit einer wirkungslosen Kontroll-siRNA oder ohne RNA
transfiziert. Die Erfolgskontrolle des HO-1-Knock-down erfolgte mittels Western Blot (siche
Kapitel 6.2.7). Die Zellen wurden nach der Nukleofektion direkt mit einer Konzentration von
4 x 10° Monozyten pro well auf eine 96-well-Platte pipettiert. Die Inkubation mit IL-10 erfolgte
erst am nichsten Tag, um den Zellen eine Erholungsphase zu ermoglichen. Da erfahrungsgemaf3
nicht alle Zellen nach der Nukleofektion iiberleben und auch durch die einen Tag lidngere
Inkubation hohere Zellmortalitidtsraten auftreten, wurde eine hohere Zellkonzentration fiir den
Komplementlyse-Test gewihlt. Entsprechend wurden fiir die Proben mit der Positivkontrolle fiir

den IL-10-Effekt nur 3 x 10° nicht-transfizierte Zellen pro well aufgetragen.

5.5 Statistische Auswertungen

Fiir alle Calcein-Assay-Experimente wurden von jeder Probe Tripletts pipettiert und
jeweils der Mittelwert des Tripletts als Ergebnis fiir ein Experiment verwendet, um die Varianz
innerhalb des Versuches zu senken. Es wurden fiir jeden Versuchsansatz mehrere Experimente
(Anzahl =n) durchgefiihrt, wobei die Ergebnisse von n Versuchen als Mittelwert und als
jeweiliger Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt sind. Die statistische Auswertung
erfolgte fiir alle Versuche mit einem Stichprobenumfang von mindestens n=35 mit dem
zweiseitigen Wilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben. Da mit n =5 oftmals eine GauBsche
Normalverteilung nicht nachweisbar war, wurde nicht der hdufig benutzte student-t-test
verwendet, fiir den die GauB3sche Verteilung Vorraussetzung ist. Bei einem p < 0,05 wurden die

Ergebnisse als statistisch signifikant betrachtet.
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6 Ergebnisse

6.1 Regulation der Komplementlyse durch IL-10

6.1.1 IL-10 schiitzt Monozyten vor Komplementlyse

In einer entziindlichen Umgebung sind Makrophagen vermehrt Komplementfaktoren
ausgesetzt. Da diese nicht nur auf fremde Erreger lytisch wirken, liegt die Vermutung nahe, dass
Makrophagen durch Regulation eigener Proteine im Verlauf einer Entziindung zusitzliche
Resistenzmechanismen gegen Komplementlyse entwickeln. Ein im Entziindungsprozess
besonders auf Monozyten/Makrophagen wirkendes Zytokin ist Interleukin-10, das zur Auflosung
der Entziindung beitrdgt. Aus Genprofiling-Analysen, die in Kooperation mit Bayer Schering
Pharma durchgefiihrt wurden, ist bekannt, dass einige Komplement-regulierende Faktoren durch
IL-10 in der Expression beeinflusst werden, so z. B. CD59. Dies suggeriert eine mogliche
Beeinflussung der Komplementlyse durch IL-10.

In der Tat konnte mit Hilfe eines Life/Dead-Stainings im FACS und des Calcein-Tests
gezeigt werden, dass Monozyten durch IL-10 vermehrt vor Komplementlyse geschiitzt sind [66].
Zur Sicherung und Bestitigung der Hypothese, wurde der bereits vorbereitete Komplementlyse-
Assay teilweise tibernommen und weiter optimiert. Zunichst wurde die Komplementlyse mit
einem MHC-I-Antikorper iiber den Klassischen Weg aktiviert. MHC-I-Molekiile befinden sich
in hoher Dichte auf Monozyten/Makrophagen, so dass die fiir die Komplementaktivierung
erforderliche Vernetzung von zwei gebundenen MHC-I-Antikérpern durch ein Clg-Protein
zustande kam.

CD14-positive Zellen (Monozyten) wurden mittels MACS aus PBMC:s isoliert und iiber
Nacht mit oder ohne IL-10 inkubiert. Nach Markierung mit Calcein erfolgte die Beladung der
Zellen mit MHC-I-Antikorpern. Nicht aufgenommenes Calcein und nicht gebundene Antikdrper
wurden ausgewaschen, um mdglichst effizient durch Zugabe von 50 % Kaninchenserum fiir
90 min die Komplementlyse zu induzieren. Als Negativkontrolle diente inaktiviertes Serum
(auch 50 %). Das in den Uberstand freigesetzte, fluoreszierende Calcein wurde im Spektrometer
gemessen und korreliert mit der Anzahl lysierter Zellen. Alle Werte sind prozentual auf die
Totallyse mit Triton bezogen. Die spezifische Komplementlyse berechnet sich aus der Differenz
der Fluoreszenzwerte des Uberstandes von Zellen, die mit aktivierbaren Serum inkubiert wurden

und Zellen, die mit inaktiviertem Serum inkubiert wurden. Somit wird eine Verfélschung der
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Ergebnisse durch unspezifisches Sterben oder Lysieren der Zellen vermindert. Dieser
Versuchsaufbau und die Komplementlyse-Berechnung wurden grundlegend fiir alle Versuche
beibehalten und nur durch Verwendung zusétzlicher Substanzen, anderer Zellen oder Austausch

von Lyse-induzierenden Substanzen modifiziert (siche auch Abb. 5.2).
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Abb. 6.1 IL-10 schiitzt Monozyten vor Komplementlyse

Frisch isolierte und CD14-positiv-selektierte Monozyten wurden mit oder ohne IL-10
(10 ng/ml) fiir 17 h inkubiert. Danach folgten der Komplementlyseassay mit 2 pg/ml MHC-I-
Antikdrpern und Kaninchenserum sowie die Detektion der Zelllyse mittels Calcein-
fluoreszenzmessung. Die Messwerte wurden prozentual zur Totallyse mit Triton ins Verhélt-
nis gesetzt. Die Komplementlyse ergibt sich nun aus der Differenz der Lyse von aktivem
Komplement enthaltenem Serum und inaktiviertem Serum. Dargestellt sind die Ergebnisse
von 18 unabhéngigen Blutspendern als Mittelwert, wobei die Standardfehler der Mittelwerte
als Fehlerbalken angezeigt sind. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem zweiseitigen
Wilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben und ist als Sternchen angegeben (*** p < 0,001).

In der Abbildung 6.1 ist deutlich erkennbar, dass Zellen nach IL-10-Inkubation eine
signifikant (p <0,001) geringere Zelllyse aufweisen als Zellen ohne weitere Stimulation. Die
Komplementlyse von unbehandelten Monozyten der 18 Probanden schwankt zwischen 43 % und
100 %. Durch Inkubation mit IL-10 wird im Durchschnitt eine ca. 45 %ige Reduktion der tiber
den Klassischen Weg aktivierten Zelllyse erreicht.

In Vorversuchen wurde gezeigt, dass bei Zugabe von Isotyp-Kontroll-Antikérpern und
aktivierbarem Serum, nur eine geringe Zelllyse auftrat. Des Weiteren war mit steigender MHC-I-
Antikorperkonzentration auch eine Steigerung der Zelllyse zu beobachten, die bei 1 ug/ml eine
Séttigung erreichte [66].

Ich habe den IL-10-Schutz vor Komplementlyse mit einer zweiten Methode tiberpriift. So

lieB sich auch mit einer Propidium-Iodid-Féarbung in der Durchflusszytometrie eine Reduzierung
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durch Komplement-lysierter Zellen nach IL-10-Inkubation feststellen (Daten nicht gezeigt).
Jedoch ist bei dieser Methode zu befiirchten, dass einige, lysierte Zellen schon so stark
fragmentiert und zerstort sind, dass sie vom FACS-Gerdt nicht mehr als Zelle identifiziert
werden konnen und somit das Ergebnis verzerren wiirden. Deshalb wurden alle weiterfiihrenden

Versuche mit der Calcein-Methode fortgesetzt.

Der IL-10-Effekt wére theoretisch auch tliber eine verminderte Expression von MHC-I-
Proteinen durch IL-10 zu erkldren, da die Bindung einiger weniger MACs auf der Zellmembran
einer kernhaltigen Zelle nicht notwendigerweise die Lyse der betroffenen Zelle zur Folge haben
muss [40, 92]. In der Literatur gibt es dazu sich widersprechende Angaben. Fiir U937-Zellen,
eine monozytire Zellline, und iiber Adhérenz selektierte humane Monozyten wurde gezeigt, dass
IL-10 die Oberflaichenexpression von MHC-I geringfligig vermindert [93, 94]. Allerdings
zeigten Spittler et al. eine klare Steigerung der MHC-I-Expression auf Monozyten [95]. Auch in
dieser Arbeit wurde mittels FACS-Analyse die MHC-I-Oberfldchenexpression an Monozyten
mit bzw. ohne 17-stiindiger IL-10-Inkubation untersucht. Dabei zeigten sich nur marginale
Verdnderungen der MHC-I-Expression in beide Richtungen (Daten nicht gezeigt). Dass dadurch
jedoch der sehr deutliche und ausgepriagte IL-10-Effekt erklérbar ist, erscheint unwahrscheinlich.
Jedenfalls habe ich versucht den IL-10-Effekt durch ein anderes, MHC-I unabhéngiges System
nachzuweisen.

Die Induktion der Komplementlyse sollte nun durch opsonisiertes Zymosan, ein
Bestandteil der Zellwand von Hefen, erfolgen. Ein weiterer Grund fiir die Verwendung von
Zymosan war, dass die Auslosung der Komplementlyse durch Phagozytose des Zymosans
wihrend einer Infektion mehr den physiologischen Abldufen in vivo entspricht. Im Gegensatz
dazu sind Autoantikérper (hier MHC-I) eher nur in speziellen klinischen Situationen von
Bedeutung. Unserer Meinung nach, miisste wihrend der Phagozytose von Zymosan ein erhdhtes
Risiko fiir die Bildung von MACs (membrane-attack complexes) an der Zellmembran von
Monozyten bestehen. Denn mit der Bindung des opsonisierten Zymosans, an dem die
Komplementaktivierung erfolgt, besteht eine unmittelbare Néhe zur Zelloberfliche der
phagozytierenden Zellen. Deshalb wurden Monozyten anstelle von MHC-I-Antikdrpern

opsonisiertem Zymosan ausgesetzt und dann mit Kaninchenserum inkubiert.
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Abb. 6.2 IL-10 schiitzt Monozyten vor Komplementlyse wahrend der Phagozytose

Frisch isolierte und CD14-positiv-selektierte Monozyten wurden mit oder ohne IL-10
(10 ng/ml) fir 17 h inkubiert. Danach folgten der Komplementlyseassay mit opsonisiertem
Zymosan und Kaninchenserum sowie die Detektion der Zelllyse mittels Calceinfluoreszenz-
messung. Die Messwerte wurden prozentual zur Totallyse mit Triton ins Verhéltnis gesetzt. Die
Komplementlyse berechnet sich aus der Differenz der Lyse von aktivem Komplement ent-
haltendem Serum und inaktiviertem Serum. Dargestellt sind die Ergebnisse von 5
unabhéngigen Blutspendern als Mittelwert, wobei die Standardfehler der Mittelwerte als
Fehlerbalken angezeigt sind. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem zweiseitigen
Wilcoxon-Test flir verbundene Stichproben und ist als Sternchen angegeben (* p < 0,05).

Mit Zymosan kann man ebenso deutlich und statistisch signifikant erkennen, dass
Monozyten durch IL-10 vermehrt vor Komplementlyse geschiitzt werden (siche Abb. 6.2).
Insgesamt ist die Anzahl lysierter Zellen ohne IL-10-Stimulation wesentlich geringer
(durchschnittlich 16 %) als nach MHC-I-Inkubation. Der IL-10-Schutz war mit ca. 50 % jedoch
ebenso stark ausgeprigt. Weiterhin bestétigt sich die Unabhingigkeit des IL-10-Effektes von

moglichen MHC-I-Expressionsverdnderungen.

6.1.2 Interleukin-10 schiitzt auch Makrophagen, nicht aber Lymphozyten vor

Komplementlyse

Wir stellten uns nun die Frage, ob nicht auch andere Zellen des Immunsystems durch
IL-10 verstirkt vor dem Komplementsystem geschiitzt werden. Da Makrophagen insbesondere
im Verlauf einer Infektion aus Monozyten differenzieren und zu den am meisten an der
Phagozytose beteiligten Zellen gehdren, war es nahe liegend, zunidchst Makrophagen zu
untersuchen. Gleichermallen waren filir uns auch Lymphozyten von Interesse, da sie eine weitere

grof3e Population des Immunsystems darstellen. So wurden CD14-positiv-selektierte Monozyten
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durch 6-tdgige Stimulation mit M-CSF zu Makrophagen generiert. Diese und CD14-negative
PBMCs (Separation mittels MACS) wurden dann iiber Nacht in An- oder Abwesenheit von
IL-10 inkubiert. Danach erfolgte der Komplementlyse-Assay mit MHC-I-Antikdrpern wie in den
vorher beschriebenen Experimenten. Die Differenzierung der Makrophagen wurde mit Hilfe der

Durchflusszytometrie kontrolliert (siche Abb. 5.4).
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Abb. 6.3 IL-10 schiitzt auch Makrophagen, nicht aber Lymphozyten vor Komplementlyse

Die Makrophagendifferenzierung erfolgte durch Inkubation von CD14-positiv-selektierten Monozyten mit M-CSF
iiber 6 Tage. Makrophagen und CD14-negativ-selektierte PBMCs wurden mit oder ohne IL-10 (10 ng/ml) fiir 17 h
inkubiert. Danach folgten der Komplementlyseassay mit MHC-I-Antikérpern und Kaninchenserum sowie die
Detektion der Zelllyse mittels Calceinfluoreszenzmessung. Die Messwerte wurden prozentual zur Totallyse mit
Triton ins Verhéltnis gesetzt. Die Komplementlyse ergibt sich aus der Differenz der Lyse von aktivem Komplement
enthaltendem Serum und inaktiviertem Serum. Dargestellt sind die Ergebnisse von 10 (A) bzw. 3 (B) unabhéngigen
Blutproben als Mittelwert, wobei die Standardfehler der Mittelwerte als Fehlerbalken angezeigt sind. Die statistische
Auswertung erfolgte mit dem zweiseitigen Wilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben und ist als Sternchen
angegeben (* p < 0,05).

Wie erwartet, ldsst sich der durch IL-10 induzierte Schutz vor Komplementlyse in
dhnlicher Auspriagung auch bei Makrophagen nachweisen (siche Abb. 6.3). Im Gegensatz dazu
zeigen Lymphozyten keine Reduktion der Komplementlyse durch IL-10 (87 % versus 90 %
Lyse). Dabei ist sicherlich nicht auszuschlieBen, dass kleine Subpopulationen der Lymphozyten,
wie beispielsweise regulatorische T-Zellen, doch durch IL-10 vermehrt vor Komplementlyse

geschiitzt sein werden.
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6.2 Welches ist der zugrunde liegende Mechanismus fur den Schutz vor
Komplementlyse durch IL-10?

6.2.1 IL-10 steigert die CD59-Expression von Monozyten

CD59, auch Protektin genannt, ist ein auf allen Zellen vorhandenes Membranprotein,
welches die Bildung und Durchlassigkeit von MACs (membrane-attack complexes) hemmt und
somit eigene Zellen vor Komplementlyse schiitzt [34]. Des Weiteren ist bekannt, dass IL-10
mehrere den Komplementschutz verstirkende Gene induziert. Von diesen ist CD59 eines der auf
mRNA-Ebene am stirksten hochregulierten Proteine [66]. Daher versuchten wir die
Hochregulation von CD59 auf Proteinebene mit Hilfe der Durchflusszytometrie zu bestétigen.
CD14-positiv-selektierte Monozyten wurden nach Stimulation mit oder ohne IL-10 mit CD59-
FITC- und CD14-APC-Antikérpern gefarbt. Im Anschluss erfolgte die Messung der Ober-
flichenexpression mittels Durchflusszytometrie. Abb. 6.4 zeigt einen repradsentativen Versuch

von vier Experimenten.
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Abb. 6.4 IL-10 steigert die CD59-Expression von Monozyten
CD14-positiv-selektierte Monozyten wurden nach Inkubation mit oder ohne IL-10 (17 h) mit
CD14-APC und CD59-FITC bzw. FITC-Isotyp-Antikorpern geférbt und im FACS gemessen. Darge-
stellt ist ein reprasentativer Versuch als Uberlagerungshistogramm, wobei nur CD14-positive Zellen
beriicksichtigt wurden.
In der Auswertung wurden nur CDI14-positive Zellen (den Monozyten entsprechend)
beriicksichtigt und als Uberlagerungshistogramm beziiglich der CD59-Fluoreszenzintensitit dar-

gestellt. Nach 17 h IL-10-Behandlung, wird deutlich, dass Monozyten vermehrt CD59 auf ihrer
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Oberflache exprimieren. Es konnte demnach sein, dass die Hochregulation von CD59 fiir den

Komplementschutz durch IL-10 zumindest teilweise verantwortlich ist.

6.2.2 CD59 vermittelt nicht den IL-10 induzierten Schutz vor Komplementlyse

Nachdem eine Hochregulation der CD59-Oberfldchenproteine bei Monozyten nach-
gewiesen werden konnte, sollte weiterfithrend untersucht werden, ob dies die Ursache fiir den
Komplementschutz durch IL-10 ist. In diesem Fall miissten CD59-blockierende Antikorper den
IL-10-Effekt autheben konnen. Es wurde wieder der Komplementlyse-Assay mit CD14-positiv-
selektierten Monozyten nach Stimulation {iber Nacht mit und ohne IL-10 durchgefiihrt. Gleich-
zeitig mit den MHC-I-Antikdrpern wurden jedoch auch Antikorper hinzugegeben, die CD59 auf
der Zelloberfliche binden und seine Funktion blockieren [96]. Der Komplement-Assay wurde
auBerdem dahingehend verdndert, dass anstelle von Kaninchenserum nun humanes Serum
verwendet wurde. Diese Modifikation war notwendig, da viele Komplementregulatoren, wie

auch CD59, nur Spezies-spezifisch wirken [97].

Komplementlyse mittels a-MHC-1 und humanem Serum nach CD59-Blockierung

N ©
30 | — o)
25 4 _— l
3 +-1L-10 (17 h)
T 20 |
(5]
IS
%_ 15 4 +/- 0-CD59
IS
&
S }
© 10 +
i Komplementlyse: (90 min)
+ a-MHC-1
54 + humanes Serum
0 =T l
IL-10 - + - + Calcein-Fluoreszenz-
M
a-CD59 - - + o essung

Abb. 6.5 CD59 ist nicht verantwortlich fiir den IL-10 induzierten Schutz vor Komplementlyse

Frisch isolierte und CD14-positiv-selektierte Monozyten wurden mit oder ohne IL-10 (10 ng/ml) fiir 17 h
inkubiert. Danach folgte der Komplementlyse-Assay mit MHC-I-Antikérpern und gleichzeitiger Zugabe von
CD59-Antikorpern. Aufgrund der Speziesspezifitit von CD59 wurde humanes Serum verwendet. Die Mess-
werte der Calceinfluoreszenz wurden prozentual zur Totallyse mit Triton ins Verhéltnis gesetzt. Die Komple-
mentlyse ergibt sich nun aus der Differenz der Lyse von aktivem Komplement enthaltendem Serum und
inaktiviertem Serum. Dargestellt sind die Ergebnisse von fiinf unabhéngigen Versuchen als Mittelwert, wobei
die Standardfehler der Mittelwerte als Fehlerbalken angezeigt sind. Die statistische Auswertung erfolgte mit
dem zweiseitigen Wilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben und ist als Sternchen angegeben (* p < 0,05).
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Zunéchst ist in Abbildung 6.5 auffillig, dass bei geringerer Gesamtlyse mit humanem
Serum gegeniiber Kaninchenserum der Schutz durch IL-10 umso ausgeprégter ist. Dabei betragt
die Reduktion der Lyse durch IL-10 mehr als 90 %. Die um durchschnittlich 67 % signifikant
(p <0,05) erhohten Lysewerte von Zellen mit anti-CD59-Inkubation gegeniiber denen ohne
CD59-Inkubation belegen die blockierende Wirkung der CD59-Antikorper. Ferner wird damit
die vor Komplement schiitzende Funktion von CD59 bestitigt. Dennoch besteht ein klarer und
signifikanter Unterschied zwischen unbehandelten und mit IL-10 stimulierten Monozyten,
unabhingig von der CD59-Blockierung (p <0,05), wobei die Reduktion der Lyse in beiden
Fillen dhnlich stark ausgeprégt ist. Das zeigt, dass der Schutz vor Komplementlyse durch IL-10

nicht nur durch eine Hochregulation von CD59-Oberflachenmolekiilen hervorgerufen sein kann.

6.2.3 Endozytose-Inhibitoren konnen den IL-10-Effekt nicht auftheben

In der Literatur ist beschrieben, dass sich U937-Zellen (monozytire Zelllinie) vor
Komplementlyse schiitzen konnen, indem sie MACs (membrane-attack complexes) von ihrer
Zelloberfliche eliminieren [98]. Das geschieht durch Bildung und Abschniirung von
Membranvesikeln, die mit MACs beladen sind, nach intra- (Endozytose) oder extrazelluldr
(Exozytose) [99].

Zur Uberpriifung, ob der Schutz vor Komplementlyse durch IL-10 vielleicht auf eine
erhohte Endo- oder Exozytoseaktivitdt zuriickzufiihren ist, wurde zusdtzlich Latrunculin B im
Komplementlyse-Assay eingesetzt. Latrunculin B zerstort die Organisation von Aktin-
Mikrofilamenten und hemmt somit sowohl endozytotische als auch exozytotische Prozesse [100].
Den CDI14-positiv-selektierten Monozyten wurden zum Zeitpunkt der MHC-I-Gabe zusétzlich
50 uM Latrunculin zugesetzt. Ansonsten erfolgten IL-10-Stimulation und Komplementlyse-
Assay mit Kaninchenserum analog den vorherigen Versuchen. Abb.6.6 zeigt ein reprisentatives
Experiment von zwei Einzelversuchen.

Durch die Zugabe von Latrunculin B steigt insgesamt die Anzahl lysierter Zellen von
56 % auf 90 %. Das spricht dafiir, dass Latrunculin B erwartungsgemif die Empfindlichkeit der
Zellen gegeniiber Komplementlyse erhoht. Allerdings bleibt bei Inkubation mit IL-10 trotzdem
ein deutlicher, vor Komplement schiitzender Effekt erhalten mit einer Reduktion der
Komplementlyse um 52 %. Folglich scheinen endo- oder exozytotische Prozesse nicht fiir den

IL-10-Effekt verantwortlich zu sein.
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Abb. 6.6 Endozytose-Inhibitoren heben den IL-10-Effekt nicht auf

Frisch isolierte und CD14-positiv-selektierte Monozyten wurden mit oder ohne IL-10 (10 ng/ml) fiir 17 h inkubiert.
Nach Zugabe von Latrunculin B (50 uM) wurde sogleich der Komplementlyse-Assay mit MHC-I-Antikérpern und
Kaninchenserum durchgefiihrt. Die Messwerte der Calceinfluoreszenz wurden prozentual zur Totallyse mit Triton
ins Verhéltnis gesetzt. Die Komplementlyse ergibt sich nun aus der Differenz der Lyse von aktivem Komplement
enthaltendem Serum und inaktiviertem Serum. Gezeigt ist ein reprasentativer Versuch von zwei Experimenten.

6.2.4 HO-1 Induktion durch IL-10 in Monozyten

Hiamoxygenase-1 (HO-1) ist ein Hitzeschockprotein (Hsp32) mit stark zellprotektiven
Eigenschaften. In Xenotransplantations-Modellen und dem Forssmann-Anaphylaxis-Modell in
Meerschweinchen konnte fiir HO-1 bzw. seinem Abbauprodukt Bilirubin ein Schutz vor
Komplementlyse nachgewiesen werden [81, 101]. Ferner wurde gezeigt, dass HO-1 in Maus-
Makrophagen, in humanen Monozyten und humanen Makrophagen durch IL-10 hochreguliert
wird [67, 102].

Abgesehen von der IL-10-induzierten Hochregulation von HO-1 auf mRNA-Ebene [66],
konnte die ausgeprigte IL-10-abhéngige HO-1-Induktion bei Monozyten mit der Western Blot
Analyse nachgewiesen werden. Dafiir wurden mit Hilfe von magnetischen CD14-Beads
Monozyten und CD14-negative PBMCs separiert und jeweils mit oder ohne IL-10 17 Stunden
stimuliert. Die Proteine der Zellen wurden dann mit Hilfe der Western Blot Methode
elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Membran transferiert. HO-1 und auch B-Aktin zur

Ladungskontrolle wurden mittels Enhanced Chemilumineszenz (ECL) nachgewiesen.
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IL-10 induziert HO-1-Protein in Monozyten ©
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Abb. 6.7 IL-10 steigert die HO-1-Protein-Expression in Monozyten

Frisch isolierte PBMCs wurden mittels MACS in CD14-positive Zellen (Monozyten) und in CD14-
negative Zellen (Lymphozyten) aufgetrennt und fiir O h bzw. 17 h mit oder ohne IL-10 (10 ng/ml)
inkubiert. Darauthin erfolgte die Western Blot Analyse fiir HO-1 und B-Aktin (Ladungskontrolle).
Dargestellt ist ein reprasentativer Versuch von drei Experimenten.

Es ist in Abbildung 6.7 deutlich zu erkennen, dass durch Zugabe von IL-10 bei
Monozyten eine ausgeprigte HO-1-Induktion auf Proteinebene stattfindet. Interessanterweise
konnte bei CD14-negativ-selektierten PBMCs (iiberwiegend Lymphozyten) keine Steigerung der
HO-1-Proteinexpression nachgewiesen werden. IL-10 kann demnach in Monozyten HO-1
induzieren und auch Monozyten vor Komplement schiitzen, wohingegen bei Lymphozyten durch
IL-10 weder eine HO-1-Induktion erfolgte noch ein Schutz vor Komplementlyse nachzuweisen
war (sieche auch Abb. 6.3). Aufgrund dieser Ergebnisse und der in der Literatur beschriebenen
Komplementresistenz HO-1 exprimierender Zellen, erschien es uns moglich, dass HO-1 fiir den

IL-10 Schutz von entscheidender Bedeutung sein konnte.

6.2.5 SnPP, ein HO-1-Inhibitor, scheint den IL-10-Effekt aufzuheben

Fiir die Erforschung, ob HO-1 im Komplementschutz-Mechanismus von IL-10 eine Rolle
spielt, ist es erforderlich, HO-1 gezielt auszuschalten und zu tiberpriifen, ob dies zur Authebung
des IL-10-Effektes fiihrt. Deshalb wurde der irreversiblen HO-1-Inhibitor Zinn-Proto-Porphyrin
(SnPP) verwendet, der HO-1 bindet und die enzymatische Aktivitdt hemmt. Zunéchst erfolgte
per FACS-Analyse der Ausschluss, dass SnPP die MHC-I-Expression auf Monozyten beeinflusst.
Dafiir wurden Monozyten iiber Nacht mit oder ohne SnPP inkubiert und anschlieBend mit CD14-
APC- und MHC-I-FITC bzw. FITC-Isotyp-Antikdrpern gefarbt, fixiert und im FACS gemessen.
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SnPP beeinflusst die MHC-1-Oberflachenexpression nicht
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Abb. 6.8 SnPP beeinflusst nicht die MHC-1-Oberflachenexpression
CD14-positiv-selektierte Monozyten wurden nach Inkubation mit oder ohne SnPP (17 h)
mit CD14-APC- und MHC-I-FITC- bzw. FITC-Isotyp-Antikdrpern gefarbt und im FACS
ge-messen. Dargestellt ist ein reprisentativer Versuch als Uberlagerungshistogramm,
wobei nur CD14-positive Zellen beriicksichtigt wurden.

Die Abbildung 6.8 zeigt klar, dass SnPP die Anzahl der MHC-I-Molekiile auf Monozyten
nicht beeinflusst. Demnach stand der Aktivierung des Komplementsystems durch MHC-I-
Antikorper zur Untersuchung der SnPP-Wirkung nichts entgegen.

Es wurden CD14-positiv-selektierte Monozyten nicht nur mit oder ohne IL-10, sondern
auch gleichzeitig mit oder ohne SnPP {iiber Nacht inkubiert. Komplementlyse-Test mit
Kaninchenserum und Detektion der Zelllyse mittels Calcein erfolgten im Anschluss. In
Abbildung 6.9 ist die Zusammenfassung von 16 Experimenten dargestellt. Dabei ist ein
deutlicher Komplementschutz zwischen mit IL-10 behandelten und unstimulierten Zellen er-
kennbar (p <0,001). Wurde jedoch zu den Zellen neben IL-10 auch SnPP dazugegeben, kam es
zu einer Abnahme des Schutzes vor Komplementlyse (p <0,01). Letztendlich ist bei SnPP-
behandelten Monozyten kein signifikanter Unterschied mehr in der Komplementlyse zwischen
mit IL-10 behandelten oder unbehandelten Zellen erkennbar (im Durchschnitt 63 % versus 59 %
Komplementlyse). Das heilit, der Einsatz von SnPP konnte den IL-10-Effekt fast vollstindig
autheben, weshalb angenommen wurde, dass die Erhohung der HO-1-Expression in Monozyten

den durch IL-10 hervorgerufenen Komplementschutz verursacht.
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Der Einfluss von SnPP auf den IL-10-Effekt (MHC-1-Modell)
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Abb. 6.9 SnPP hebt den IL-10-Effekt auf

Frisch isolierte und CD14-positiv-selektierte Monozyten wurden mit oder ohne IL-10 (10 ng/ml) fiir 17 h inkubiert.
Zum gleichen Zeitpunkt der IL-10-Zugabe wurde zu der Hilfte der Proben SnPP (20 uM) hinzugefiigt. Der
Komplementlyseassay erfolgte mit MHC-I-Antikdrpern und Kaninchenserum. Die Messwerte der Calcein-
fluoreszenz wurden prozentual zur Totallyse mit Triton ins Verhiltnis gesetzt. Die Komplementlyse berechnet sich
aus der Differenz der Lyse von aktivem Komplement enthaltendem Serum und inaktiviertem Serum. Dargestellt
sind die Ergebnisse von 16 unabhingigen Versuchen als Mittelwert, wobei die Standardfehler der Mittelwerte als
Fehlerbalken angezeigt sind. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem zweiseitigen Wilcoxon-Test fiir
verbundene Stichproben und ist als Sternchen angegeben (** p < 0,01; *** p <0,001).

6.2.6 HO-1-Suppression durch siRNA kann den IL-10-Effekt nicht autheben

Um mit einer weiteren Methode zu bestitigen, dass HO-1 fiir den IL-10-Schutz vor
Komplementlyse in Monozyten verantwortlich ist, wurde spéter mittels RNA-Interferenz HO-1
in Monozyten ausgeschaltet und anschlieBend der Komplementlyse-Assay durchgefiihrt. Dazu
wurden am Tag 1 CD14-positive Zellen nach der Selektion im Amaxa-Nukleofektions-Gerdt mit
HO-1-siRNA transfiziert und unmittelbar nach der Transfektion im Brutschrank inkubiert. Zur
Erholung der Zellen von der Nukleofektion erfolgte die Stimulation mit IL-10 am Tag 2 und der
Komplementlyse-Test bzw. der Western Blot am Tag 3.

Als Positivkontrolle fiir den IL-10-Effekt wurden nicht transfizierte Monozyten
verwendet, als Negativkontrolle fiir die Nukleofektion Zellen, die mit Kontroll-siRNA oder ohne
siRNA transfiziert wurden. Die Erfolgskontrolle fiir die Nukleofektion geschah mittels Western
Blot Analyse fiir HO-1. Dafiir wurden transfizierte Monozyten direkt nach der Nukleofektion

separat mit oder ohne IL-10 stimuliert und am Tag 3 die Probenvorbereitung, sprich Lyse und
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Benzonaseverdau, fiir den Western Blot durchgefiihrt. Abbildung 6.12 zeigt den Kontroll-
Western Blot nach Nukleofektion mit siRNA, wobei die obere Bandenreihe B-Aktin als
Ladungskontrolle zeigt.

Suppression der HO-1-Protein-Expression durch siRNA nach Stimulation mit 1L-10

- IL-10 +IL-10

B-Aktin-Protein _, -

HO-1-Protein — —_— —

siRNA: HO-1 ctrl - HO-1 ctrl -

() Nukleofektion:
@@@ + HO-1-siRNA 24 h Erholung R +/-1L-10
© >+ Kontroll-siRNA (17 h)
- siRNA

Western Blot

Abb. 6.10 HO-1-Protein-Suppression durch siRNA

Mittels Nukleofektion wurde spezifische siRNA fiir HO-1, Kontroll-siRNA oder keine siRNA in frisch isolierte,
CD14 positiv selektierte Monozyten transfiziert. Nach 24 h Erholungszeit erfolgte die Stimulation mit oder ohne
IL-10 (10 ng/ml) fiir 17 h. Darauthin schloss sich die Western Blot Analyse fiir HO-1 und B-Aktin (Ladungs-
kontrolle) an. Dargestellt ist ein reprdsentativer Versuch von drei Experimenten (ctrl steht fiir Kontroll-siRNA).

Die ersten drei Banden der unteren Reihe zeigen, dass ohne IL-10-Stimulation auch nach
Nukleofektion keine HO-1-Induktion erfolgte. Bei den IL-10 stimulierten Zellen ist in den
Negativkontrollen mit Transfektion ohne siRNA oder mit Kontroll-siRNA wie erwartet eine
deutliche HO-1-Induktion feststellbar. Dagegen ist bei Zugabe von HO-1-siRNA zur
Nukleofektion trotz vorheriger IL-10-Stimulation keine HO-1-Bande erkennbar. Somit ist die

Wirkung der Nukleofektion von HO-1-siRNA auf Proteinebene nachgewiesen.

Parallel zum Western Blot wurden die Monozyten nach der Nukleofektion und nach
einem weiteren Tag Erholung mit IL-10 iiber Nacht stimuliert. Am néchsten Tag erfolgte die
Fortsetzung des Experiments mit dem Komplementlyse-Assay. Dieser wurde standardméfig mit
MHC-I-Antikdrpern und Kaninchenserum durchgefiihrt. In Abb. 6.13 ist die Zusammen-fassung

dreier unabhingiger Lyseversuche dargestellt.
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Komplementlyse nach HO-1-Suppression durch siRNA
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Abb. 6.11 HO-1-Suppression durch siRNA kann den IL-10-Effekt nicht aufheben

Mittels Nukleofektion wurde HO-1-spezifische siRNA, Kontroll-siRNA oder keine siRNA in frisch isolierte,
CD14-positiv-selektierte Monozyten transfiziert. Nach 24 h Erholungszeit erfolgte die Stimulation mit oder
ohne IL-10 (10 ng/ml) fiir 17 h. Der Komplementlyse-Assay wurde mit MHC-I-Antikérpern und Kaninchen-
serum durchgefiihrt. Die Messwerte der Calceinfluoreszenz wurden prozentual zur Totallyse mit Triton ins
Verhiéltnis gesetzt. Die Komplementlyse berechnet sich aus der Differenz der Lyse von aktivem Komplement
enthaltendem Serum und inaktiviertem Serum. Dargestellt sind die Ergebnisse von drei unabhéngigen Ver-
suchen als Mittelwert, wobei die Standardfehler der Mittelwerte als Fehlerbalken angezeigt sind.

Die graue Sdule der zwei Paare zeigt jeweils die Komplementlyse nicht stimulierter
Zellen, die blaue Sdule die Komplementlyse nach 17-stiindiger IL-10-Inkubation. In beiden
Zellpopulationen ist eine deutliche Reduktion der Komplementlyse bei vorheriger IL-10-
Stimulation erkennbar. Nach Transfektion der Zellen mit HO-1-siRNA zeigt sich eine Reduktion
der Komplementlyse um 47 % durch IL-10. Damit konnte in den funktionellen Komplementlyse-
Experimenten trotz klarer Reduktion von HO-1-Protein durch die siRNA-Transfektion der
IL-10-Effekt nicht aufgehoben werden. Diese Ergebnisse widersprechen der Annahme, dass
HO-1 eine entscheidende Rolle fiir den Komplementschutz von IL-10 spielt, die sich durch die
Authebung des IL-10-Effektes durch SnPP begriindete.

6.2.7 Regulation von HO-1 durch IL-10 und IL-6

In den Versuchen von Lee et al. scheint es, dass IL-10 in J774-Zellen, einer murinen
Makrophagen-Zelllinie, in Abhédngigkeit von p38 die HO-1-Produktion steigert [67]. Dem
widersprechend zeigten Ricchetti et al. eine STAT3-abhédngige, jedoch p38-unabhingige HO-1-
Induktion durch IL-10 in humanen Makrophagen [102]. Es wird vermutet, dass MAP-Kinasen
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abhéngig von der Zelllinie und den jeweiligen Kulturbedingungen verschiedene Auswirkungen
auf die HO-1-Expression haben [67, 103]. Aus diesen Griinden war es von Interesse den
Signalweg der durch IL-10 vermittelten HO-1-Induktion in unserem Model zu priifen. Zusétzlich
wurde mit der Western Blot Analyse auch untersucht, ob eine HO-1-Induktion durch IL-6 in
humanen Monozyten mdglich ist, da dies fiir humane Makrophagen und J774-Zellen gezeigt
wurde [67, 102].

So wurden mit CD14-Beads isolierte Monozyten iiber Nacht mit IL-10, IL-6 oder ohne
Zusitze stimuliert. Gleichzeitig wurden der STAT3-Inhibitor JSI-124 oder der p38-Inhibitor
SB220025 dazugegeben. Am néchsten Tag erfolgte die Analyse der Proteinexpression der Zellen
mittels Western Blot. Dabei wurden diesmal an einen Infrarot-Farbstoff gekoppelte
Sekundirantikorper verwendet, deren Auswertung im Li-Cor Infrarot Imager erfolgte. Abb. 6.10
zeigt den Western Blot eines reprisentativen Einzelversuches von vier verschiedenen

Experimenten, wobei -Aktin als Ladungskontrollprotein diente.
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Abb. 6.12 IL-10 reguliert HO-1 Giber STAT3

Frisch isolierte und CD14-positiv-selektierte Monozyten wurden fiir 17 h mit IL-10, IL-6, einem STAT3-Inhibitor
(JSI-24, 2,5 uM) oder einem p38-Inhibitor (SB22025, 5uM) oder ohne Zusétze inkubiert. Im Anschluss wurde die
HO-1-Protein-Expression mittels Western Blot Analyse ermittelt. Dargestellt ist ein repriasentativer Versuch von
vier verschiedenen Experimenten. Als Ladungskontrolle ist die B-Aktin-Expression des gleichen Blots dargestellt.

Neben der HO-1-Induktion durch IL-10 kann man klar erkennen, dass auch IL-6 HO-1
induziert, jedoch in geringerem Ausmal}, wobei die HO-1-Induktion durch IL-10 ungefdhr das
Doppelte der von IL-6 betrdgt. Bei Zugabe von SB220025, einem sehr spezifischen p38-
Hemmer, resultiert bei IL-10-vorbehandelten Zellen nur eine geringe Reduktion der normaler-
weise durch IL-10 verursachten HO-1-Induktion, wohingegen der STAT3-Inhibitor die HO-1-
Proteinexpression vollstdndig authebt. Interessanterweise wird bei IL-6-behandelten Zellen
sowohl durch Zugabe des STAT3-Inhibitors, also auch durch Zugabe des p38-Inhibitors, die
HO-1-Expression aufgehoben. Nicht stimulierte Monozyten zeigen eine sehr geringfiigige HO-1-
Induktion. Das ist wahrscheinlich auf die endogene IL-10-Produktion von Monozyten

zurlickzufiihren, zumal sich damit auch das niedrigere HO-1-Niveau von STAT3-behandelten
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Zellen gegeniiber unbehandelten Zellen erklirt. Interessanterweise reduzieren beide Inhibitoren
die HO-1-Expression auf ein im Western Blot nicht nachweisbares Proteinexpressionslevel,
wenn die Zellen zuvor mit IL-6 stimuliert wurden. Demnach kénnen wir schlussfolgern, dass die
IL-10-verursachte Steigerung der HO-1-Proteinexpression mehr STAT3-abhingig und eher p38-
unabhingig ist, wihrend bei der durch IL-6-induzierten HO-1-Erhéhung STAT3 und auch p38
von Bedeutung zu sein scheinen.

Da auch IL-6 HO-1 induzierte, lag es in unserem Interesse zu iiberpriifen, ob IL-6 auch in
der Lage ist, Monozyten vor Komplementlyse zu schiitzen. Es wurde also der durch MHC-I-
Antikorper induzierte Komplementlyse-Test mit Monozyten und Kaninchenserum wiederholt,

jedoch mit vorheriger Stimulation der Zellen durch IL-6.
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Abb. 6.13 IL-6 schiitzt Monozyten nicht vor Komplementlyse

Frisch isolierte und CD14 positiv selektierte Monozyten wurden mit oder ohne IL-6 (10 ng/ml)
fiir 17 h inkubiert. Danach folgte der Komplementlyse-Assay analog den IL-10-Experimenten
mit MHC-I-Antikérpern und Kaninchenserum. Die Messwerte der Calceinfluoreszenz wurden
prozentual zur Totallyse mit Triton ins Verhiltnis gesetzt. Die Komplementlyse berechnet sich
aus der Differenz der Lyse von aktivem Komplement enthaltenem Serum und inaktiviertem
Serum. Dargestellt sind die Ergebnisse von 11 unabhéngigen Blutspendern als Mittelwert,
wobei die Standardfehler der Mittelwerte als Fehlerbalken angezeigt sind.

Entgegen den Erwartungen zeigt Abb.6.11 keinen signifikanten Schutz vor
Komplementlyse durch IL-6. Betrachtet man die Mittelwerte, d.h. 66 % Komplementlyse
unstimulierter gegeniiber 61 % Komplementlyse IL-10 stimulierter Zellen, ldsst sich eine sehr
kleine Tendenz fiir einen IL-6-Schutz vor Komplementlyse erkennen. Diese Tendenz wird noch

etwas deutlicher, wenn nicht die Mittelwerte, sondern die Mediane verglichen werden. So betragt
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der Median unstimulierter Zellen 83 % und der Median IL-6 stimulierter Zellen 63 %
Komplementlyse. Insgesamt kann bei fehlender Signifikanz aus diesen Versuchen jedoch nicht

geschlussfolgert werden, dass IL-6 Monozyten vor Komplementlyse schiitzt.
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7 Diskussion

Das Komplementsystem wird {iberaus schnell und vielfiltig aktiviert und fithrt zur
effektiven Zerstorung von Erregern. Dabei konnen auch eigene, gesunde Zellen von der Bildung
lytischer MACs (membrane-attack complexes) betroffen sein, so dass eine Regulierung der
Komplementlyse unerldsslich ist. Die erhohten Spiegel aktivierter Komplementproteine im
Entziindungsherd sowie die Gefahr wahrend der Phagozytose selbst MACs ausgesetzt zu sein,
erfordern einen besonders guten Schutz vor Komplementlyse fiir Makrophagen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Monozyten und Makrophagen, nicht aber
Lymphozyten, durch das anti-inflammatorische und Phagozytose steigernde Zytokin
Interleukin-10 verstiarkt vor Komplementlyse geschiitzt werden. Zum Nachweis des Schutzes vor
Komplementlyse wurden zwei verschiedene Modelle verwendet: zum einen die MHC-I-
Antikorper-abhingige Komplementaktivierung und zum anderen die Aktivierung durch
opsonisiertes Zymosan. Bei der Untersuchung mdglicher zu Grunde liegender Mechanismen
wurde eine IL-10 induzierte Erhohung der Oberflichenexpression von Protektin (CD59) und der
zellprotektiven Hamoxygenase-1 (HO-1) beobachtet. In weiterfithrenden Experimenten konnten
CD59 und HO-1, ebenso wie der Schutz durch erhohte Endozytosesteigerung, als ursidchlicher

Mechanismus fiir den IL-10-induzierten Schutz vor Komplementlyse ausgeschlossen werden.

7.1 Regulation des Komplementschutzes durch Zytokine

Wihrend eines Entziindungsprozesses kommt es im Rahmen der Erregerabwehr
typischerweise zur Steigerung der Komplementaktivitit. Im Gegenzug miissen vor Komplement
schiitzende Proteine, insbesondere von Immunzellen, hochreguliert werden, da gerade
Immunzellen die Eliminierung von Erregern bewirken. Zytokine als Regulatoren der Entziindung
bzw. Immunantwort konnen daher moglicherweise auch eine Steigerung zellprotektiver und vor
Komplement schiitzender Proteine auf Wirtszellen auslsen.

In der Literatur sind diverse Versuche beschrieben, in denen Zytokine die
Komplementlyse beeinflussen. Neben der schon in der Zielsetzung erwéhnten Zytokin-
abhingigen Steigerung der Komplementresistenz von Endothelzellen [104, 105], konnte auch in

orbitalen Fibroblasten, Oligodendrozyten, Keratinozyten und Epithelzellen eine Hochregulation
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membranstindiger Komplement-Regulations-Proteine (mCRPs) beobachtet werden [106-109].
Ebenso wurden auch verschiedenste Tumorzellen untersucht, was aufgrund hédufig auftretender
Resistenzen gegeniiber Chemotherapien mit spezifischen Antikdrpern von besonderem Interesse
ist. Oftmals konnte gezeigt werden, dass diese Resistenz auf die Uberexpression Komplement-
schiitzender Regulationsproteine zuriickzufithren ist, wobei besonders CDS59 effektiv vor
Komplementlyse zu schiitzen scheint [24]. Beispielsweise konnte durch Blockierung von mCRPs
die Komplement vermittelte Zytotoxizitdt mittels HER2-Antikorper (Trastuzumab) in humanen
Brustkrebszelllinien um 15 % gesteigert werden und mittels polyklonalem anti-Tumor-
Kaninchenserum von 10 % auf 80 % gesteigert werden [110]. Des Weiteren konnten Macor et al.
den therapeutischen Effekt von Rituximab (anti-CD20-Antikorper) durch Zugabe von CDS55-
und CD59-blockierenden Antikorpern zu SCID-Maiusen (severe combined immunodeficiency),
die an einem B-Zell-Lymphom erkrankt waren, verstirken. 30 % der Méuse, denen zuvor
B-Zell-Lymphomzellen injiziert wurden, lebten nach Erhalt einer ausschlielichen
Rituximabtherapie nach 90 Tagen. Wurden zusitzlich zu Rituximab auch CD55- und CD59-
blockierende Antikdrper gegeben, waren 70 % der Mause nach 90 Tagen noch am Leben [111].
Auch von Patienten mit follikuldirem Lymphom isolierte PBMCs zeigten nach Zugabe von
Rituximab und blockierenden Antikdrpern gegen CDS55 und/oder CD59 eine deutlich erhohte
Komplement-abhédngige Lyse gegeniiber alleiniger Gabe von Rituximab [112].

Konnte nun die Komplementsuszeptibilitit mit Hilfe von Zytokinen erhoht werden,
wiirde dies das Therapiespektrum mit Antikdrpern stark erweitern und die Ansprechrate
verbessern. Eine Verminderung der Oberflichenexpression von Komplement-Regulations-
Proteinen konnte vor allem in Nierentumor-Zellen durch IL-4, IL-1B und TGF-B festgestellt
werden. Aber auch TNF-a reduzierte die CD59-Expression und fiihrte somit zu gesteigerter
Komplementlyse [113]. In humanen Lungenkrebszellen und in Adenokarzinomzellen des Kolons
jedoch, steigert TNF-a die DAF-Expression und somit auch den Komplementschutz [114, 115].

Interessant ist eine Studie von Spiller et al. an humanen Hepatoma-Zelllinien, da sie eine
zu dieser Arbeit dhnliche theoretische Grundlage beinhaltet. Wéahrend der Akute-Phase-Antwort,
hervorgerufen durch IL-1B, IL-6 und TNF-a, kommt es zu vermehrter Bildung von
Komplementkomponenten in Hepatozyten, was die Zellen in erhdhte Gefahr bringt, vom
Komplementsystem geschiddigt zu werden. In der Tat konnten die Autoren zeigen, dass nach
dreitdgiger Inkubation mit den Akute-Phase-Zytokinen IL-1B, IL-6 und TNF-a, die Zellen
vermehrt CD55 und CDS59 auf ihrer Oberfliche exprimieren und gegen Komplementlyse
resistenter wurden. Da sie keine Moglichkeiten hatten primire Hepatozyten zu untersuchen,

mussten sie jedoch auf Hepatoma (= Hepatozelluldre Karzinoma)-Zelllinien zuriickgreifen [116].
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IFN-y dagegen hemmte hier nicht nur die CD59-Hochregulation, sondern fiihrte auch zu einer
verminderten CD59-Expression. In einer intestinalen Adeno-Karzinoma-Zellline wiederum
bewirkte IFN-y eine Hochregulation von CD59 und CDS55 [117]. Die Zytokin-abhéngige
Regulation von membranstindigen Komplement-Regulations-Proteinen (mCRPs) scheint

demnach nicht nur von dem Zytokin an sich, sondern auch stark von den Zielzellen abzuhéngen.

Eine IL-10 abhéngige Komplementregulation auf Monozyten/Makrophagen ist, meines
Wissens, von anderen Arbeitsgruppen noch nicht gezeigt oder untersucht worden. Nachdem wir
in Genexpressionsanalysen eine Hochregulation von Proteinen zur Steigerung des Zellschutzes
vor Komplementlyse beobachtet hatten, konnten wir an zwei verschiedenen Modellen
nachweisen, dass Monozyten durch IL-10 vermehrt vor Komplementlyse geschiitzt sind (Abb.
6.1 und 6.2). Es wurden sowohl humane MHC-I-Antikorper als auch C3b-opsonisiertes
Zymosan zur Aktivierung der Komplementlyse eingesetzt. Auf der Oberfliche der
Zymonsanpartikel kommt es zur Komplementaktivierung und MAC-Bildung. Aufgrund der
Phagozytose von Zymosan durch Monozyten besteht eine unmittelbare Nédhe zwischen
Zymosan- und Monozytenoberfldche, so dass es als ,,bystander*“-Prozess auch zur MAC-Bildung
auf der Monozytenoberfliche kam. Dieser Aktivierungsweg entspricht eher den physiologischen
Bedingungen wiahrend einer Entziindung. Die Ausgangslyse mit Zymosan lag mit maximal 27 %
zwar deutlich niedriger als die der MHC-I-induzierten Lyse (bis zu 100 %); ein signifikanter
Schutz vor Komplementlyse wurde trotzdem gemessen. Geht man davon aus, dass IL-10 sogar
die Phagozytose-Rezeptorexpression und die Phagozytose steigert, was zu erhohten Lyseraten
durch IL-10 im Zymosan-Modell fithren miisste, wiirde der IL-10-Effekt nach Ausschaltung
dieser Bias sogar noch ausgepragter sein als beobachtet.

Erwartungsgemédl wurden auch Makrophagen vor Komplementlyse durch IL-10
geschiitzt (Abb. 6.3). Dagegen weisen Lymphozyten, die auch den IL-10-Rezeptor-1
exprimieren, keinen IL-10-Schutz vor Komplementlyse auf (Abb. 6.3). Physiologisch konnte
dies damit erklédrt werden, dass IL-10 ein Zytokin mit eher entziindungslimitierenden Funktionen
ist. Da Makrophagen als phagozytierende Zellen fiir die Abrdumung des Entziindungsherdes
noch gebraucht werden, die Aktivitit pro-inflammatorischer Lymphozyten aber eingeschréinkt
oder beendet werden soll, scheint es sinnvoll, dass nur Makrophagen geschiitzt werden. Des

Weiteren gehoren T- und NK-Zellen nicht zu den phagozytierenden Zellen.
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7.2 Regulation von CD59 durch IL-10

In den oben genannten Beispielen zur Zytokin-abhingigen Regulation des
Komplementschutzes konnte die Resistenz gegen Komplementlyse hauptsichlich durch
Hochregulation membrangebundener Komplement-Regulations-Proteine nachgewiesen werden,
so dass dies auch fiir uns ein erster Ansatzpunkt auf der Suche nach dem zu Grunde liegenden
Mechanismus des IL-10-Effektes war.

Genexpressionsanalysen mit DNA-Mikroarrays haben gezeigt, dass in Monozyten nach
24-stiindiger IL-10-Inkubation, CD35 (CR1) und CD59 deutlich hochreguliert werden [66]. Fiir
CD55 (DAF) oder CD46 (MCP) indessen, konnte keine eindeutige Regulation nachgewiesen
werden. Daraufhin wurden FACS-Analysen der Oberfldchenexpression von CD35 und CD59 an
humanen Monozyten durchgefiihrt. Wahrend fiir CD35 keine vermehrte Oberfldchenexpression
nachweisbar war, konnte in dieser Arbeit eine Steigerung der CD59-Expression durch IL-10
gezeigt werden (Abb. 6.4). Dieses Ergebnis lie3 uns vermuten, dass vielleicht ein Teil des IL-10-
Effektes durch Anderungen der CD59-Expressions hervorgerufen wird, auch wenn CD59, im
Gegensatz zur MAC-Bildung, nur Spezies-spezifisch wirkt und wir den IL-10-Effekt auch mit
Kaninchenserum beobachten konnten. Unter Verwendung von humanem Serum wurden
Komplementlysen von humanen Monozyten mit und ohne IL-10 sowie mit und ohne Zugabe
CD59-blockierender Antikdrper verglichen. Trotz verminderter Ausgangslyse konnte in beiden
Fiéllen ein signifikanter IL-10-Schutz vor Komplementlyse beobachtet werden (Abb. 6.5).
Weiterhin gab es keine Anzeichen oder Tendenzen, dass sich der IL-10-Schutz durch Zugabe
CD59-blockierender Antikorper verringert.

Nun stellt sich jedoch die Frage, warum CD59 durch IL-10 hochreguliert wird, wenn das
keine Auswirkungen auf den Schutz vor Komplementlyse hat. Im Jahre 2005 von Longhi et al.
verdffentlichte Ergebnisse zeigen eine Komplement-unabhéngige Funktion von CD59 auf die
T-Zell-Aktivierung [118]. Es wurde in vivo und in vitro mit Hilfe von CD59a”-Miusen gezeigt,
dass CD59 die virusspezifische CD4'-T-Zellproliferation nach Infektion mit rekombinantem
Vaccinia-Virus reduziert, wobei dieser Effekt unabhingig des Komplementsystems ist. In
Anbetracht der Tatsache, dass IL-10 die T-Zellaktivierung hemmt, wére somit denkbar, dass die
IL-10-induzierte Steigerung der CD59-Expression auch in Monozyten eher eine immun-

regulatorische Funktion, unabhédngig der Komplementregulation, ausiibt.
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7.3 Diskussion der Ergebnisse zur Hamoxygenase-1

Ein weiterer Kandidat als moglicher Vermittler des IL-10 induzierten
Komplementschutzes ist die Hamoxygenase-1, die zu den Hitzeschockproteinen zihlt. In
verschiedensten inflammatorischen Tier-Modellen konnten positive Effekte durch Induktion von
HO-1 auf den Verlauf von Erkrankungen beobachtet werden. Dazu zéhlen der Septische Schock
[119], die Leberfibrose [120] und die Autoimmun-Encephalomyelitis (EAE) [121]. Auch in
Xenograft-Transplantations-Modellen wirkte HO-1 protektiv. vor einer Hyperakuten
AbstoBungsreaktion [101, 122]. Die Konstellation der Hyperakuten AbstoBung, wo Antikorper
gegen das Transplantat zur Komplementaktivierung und Zelltoxizitdt fiihren, ist unserem Modell
der Anti-MHC-I-induzierten Komplementlyse sehr dhnlich. Dennoch ist es strittig, ob die
positiven Effekte von HO-1 auf immunmodulatorische oder direkte zellprotektive Mechanismen
zuriickzufiihren sind. Die genauen, molekularen Mechanismen sind noch nicht geklért, auch
wenn viele Funktionen den Abbauprodukten von HO-1, dabei insbesondere dem Kohlenmonoxid,
zugeordnet werden konnen [80]. Beispielsweise wiesen RAW 264.7-Zellen nach CO-Exposition
eine gesteigerte Phagozytoseaktivitit von E. coli auf [123]. Beziiglich der Komplementlyse
konnte gezeigt werden, dass HO-1 vor Komplementattacken schiitzt [81, 82, 101].

In Ubereinstimmung mit den in der Literatur beschriebenen Experimenten an
Monozyten/Makrophagen [67, 102], konnte ich die in den Genexpressionsanalysen beobachtete
Steigerung von HO-1 durch IL-10 [66] auch im Western Blot auf Proteinebene fiir CD14-
positiv-selektierte, humane Monozyten eindeutig nachweisen. Gleichzeitig zeigten die restlichen
CD14-negativen Zellen der Probe, die groBtenteils Lymphozyten entsprechen, keine Steigerung
der HO-1-Expression. Dies schien ein weiterer Hinweis auf einen moglichen Zusammenhang
zwischen HO-1 und dem beobachteten IL-10-Effekt, da auch im Calcein-Modell kein IL-10-
Effekt fiir Lymphozyten nachweisbar war. In der Tat konnte durch Zugabe des spezifischen
HO-1-Inhibitors SnPP der IL-10-Effekt nicht mehr beobachtet werden. Gleichermal3en wurden
nach Inkubation mit CoPP, einem HO-1-Induktor, Monozyten vermehrt vor Komplementlyse
geschiitzt, allerdings in deutlich geringerem Ausmal als mit IL-10 (Daten nicht gezeigt). Diese
Ergebnisse sowie widerspriichliche Daten in der Literatur veranlassten uns, detailliertere
Untersuchungen beziiglich des IL-10/HO-1-Pathways durchzufiihren. Des Weiteren wurde auch
IL-6 zusétzlich einbezogen, da von Ricchetti etal. eine HO-1-Induktion in humanen
Makrophagen gezeigt wurde [102].

In Western Blot Analysen wurde die HO-1-Expression in humanen Monozyten nach

Inkubation mit IL-6, IL-10 und spezifischen STAT3- oder p38-Inhibitoren untersucht. Durch
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Zugabe des sehr spezifischen MAPK p38-Inhibitors SB220025 zu IL-10 vorbehandelten
Monozyten, wurde die IL-10-vermittelte HO-1-Induktion nur teilweise gehemmt, wohingegen
mit dem STAT3-Inhibitor JSI-124 das HO-1-Level unter das Level von unbehandelten Zellen
sank. Diese Beobachtungen stimmen mit den Daten an humanen Makrophagen von Ricchetti
et al. iiberein, die eine STAT3- jedoch keine p38-Abhéngigkeit der HO-1-Induktion durch IL-10
unter Verwendung eines STAT3 dominant-negativ kodierenden Adenovirus zeigten. Dem
widersprechen jedoch die Ergebnisse von Lee etal., die durch Hemmung von p38 eine
Aufthebung der HO-1-Induktion durch IL-10 aufwiesen. Beide Arbeitsgruppen haben den etwas
weniger spezifischen p38-Inhibitor SB203580 in dhnlichen Konzentrationen eingesetzt [124];
jedoch verwendeten Lee etal. eine Maus-Makrophagen-Zelllinie, Ricchetti etal. dagegen
humane Makrophagen. So konnten die gegensitzlichen Ergebnisse aufgrund von Spezies-
spezifischen Unterschieden zwischen Mensch und Maus erklért werden, was beispielsweise auch
fiir IFN-y-Stimulationen beobachtet wurde [125].

Auch die IL-6-Stimulation fiihrte zur Hochregulation der HO-1, allerdings in geringerem
Umfang. Im Komplementlyse-Assay mit MHC-I-Antikdrpern konnte IL-6 die Komplementlyse
von Monozyten jedoch nicht signifikant beeinflussen (Abb. 6.13). Interessanterweise, wurde die
HO-1-Induktion in IL-6 vorbehandelten Zellkulturen durch die jeweilige Zugabe beider
Inhibitoren (SB220025 bzw. JSI 124) vollstindig gehemmt (Abb. 6.12). Diese Ergebnisse deuten
auf eine Verkettung des STAT3- und des p38-Signalweges hin. Einen solchen Zusammenhang
zeigten bereits Zauberman et al. an humanen Hepatoma-Zellen. Sie fanden heraus, dass in der
STAT3-abhéngigen, transskriptionellen Aktivierung des Haptoglobin-Promotors (Haptoglobin
gehort zu den Akute-Phase-Proteinen) durch IL-6 auch p38 mit involviert ist [126]. Es sind

jedoch weitere Experimente fiir eine genaue Aufkliarung dieses Signalweges erforderlich.

Um zu iberpriifen, ob der Schutz vor Komplementlyse durch HO-1 vermittelt wird,
verwendete ich SnPP, einen Inhibitor von HO-1. In der Tat war durch Inkubation der Monozyten
mit SnPP der IL-10-Effekt aufgehoben. Chemische Inhibitoren wie SnPP konnen Neben-
wirkungen aufweisen. Ferner gibt es jiingste Berichte iiber unspezifische, HO-1-unabhéingige
Wirkungen von SnPP oder CoPP auf zellulire Funktionen. Beispielsweise wurden durch CoPP
eine HO-1-unabhingige Induktion von IL-8 in Zellen einer humanen Endothelzelllinie und eine
HO-1-unabhéngige STAT3-Aktivierung in Dendritischen Zellen von Miusen nachgewiesen [127,
128]. Somit sahen wir uns veranlasst mit einer alternativen Methode zu lberpriifen, ob eine
HO-1-Hemmung den IL-10-Effekt aufhebt. Uberraschenderweise war der Schutz vor

Komplementlyse nach siRNA-Nukleofektion in Monozyten, trotz einer im Western Blot
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nachweislichen Hemmung der HO-1 auf Proteinebene, weiterhin deutlich durch IL-10
induzierbar (Abb. 6.11). Das spricht gegen HO-1 als Vermittler des IL-10-Schutzes. Auch die
Experimente mit IL-6 sprechen eher gegen einen Komplementschutz iiber HO-1. Obwohl IL-6
HO-1 induziert, war jedoch kein Schutz vor Komplementlyse durch IL-6 nachweisbar.
Andererseits kann man nicht ausschlieBen, dass wihrend der Nukleofektion, einer sehr invasiven
Methode, die Locher in der Zellmembran generiert, Verdnderungen von Monozytenfunktionen
auftreten. So wére es mdglich, dass andere Stress-Proteine zur Kompensation der protektiven

Wirkungen von HO-1 induziert wurden.

Weitere Moglichkeiten, HO-1 spezifisch auszuschalten, sind die Durchfiihrung des
Komplementlyse-Assays mit Monozyten/Makrophagen von HO-1"-Miusen und die
Transfektion von Monozyten/Makrophagen mit shRNA. Bei der Realisation beider Experimente
traten jedoch methodische Probleme auf. Zunédchst musste der Komplementlyse-Assay auf das
Maus-Modell umgestellt werden und entsprechende MHC-I-Antikdrper eingesetzt werden, da
Maiuse liber ein anderes Klassifikations-System von MHC-I-Antikorpern verfiigen und diese je
nach Stamm der Miuse variabel sind. Die von mir verwendeten Knock-out-Méuse waren sogar
aus zwei unterschiedlichen Stimmen generiert, so dass die MHC-I-Antikdrper-Auswahl
schwierig war. Der Komplementlyse-Assay wurde mit Mausmakrophagen, die unter Stimulation
von M-CSF aus Knochenmark-Stammzellen differenzierten, von Wildtyp- und HO-17"-Méusen
durchgefiihrt. Allerdings war auch bei der Wildtyp-Population kein IL-10-Schutz nachweisbar,
so dass eine Aussage iiber die HO-1"-Miuse nicht méglich war (Daten nicht gezeigt). Es
erscheint eher unwahrscheinlich, dass dies auf Unterschiede zwischen humanen Makrophagen
und Mausmakrophagen per se zuriickzufiihren ist, da der IL-10-Effekt mit RAW-264.7-Zellen,
einer Maus-Makrophagen-Zelllinie, deutlich nachweisbar war (Abb. 7.1). Unterschiede zwischen
Zelllinien und priméren Zellen, die meist weniger stabil sind, konnen moglicherweise eine Rolle

gespielt haben. Auch waren nur wenige HO-1""-Miuse verfiigbar.
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Abb. 7.1 IL-10 schitzt auch Maus-Makrophagen vor Komplementlyse

Maus-Makrophagen der Zelllinie RAW-264.7 wurden mit oder ohne IL-10 (10 ng/ml) fiir 17 h
inkubiert. Danach folgten der Komplementlyseassay mit 2 pg/ml von mausspezifischen MHC-I-
Antikérpern (H,-DY) und Kaninchenserum sowie die Detektion der Zelllyse mittels Calcein-
fluoreszenz. Die Messwerte wurden prozentual zur Totallyse mit Triton ins Verhéltnis gesetzt.
Die Komplementlyse ergibt sich aus der Differenz der Lyse von aktivem Komplement ent-
haltendem Serum und inaktiviertem Serum. Dargestellt sind die Ergebnisse von drei Einzel-
versuchen als Mittelwert, wobei die Standardfehler der Mittelwerte als Fehlerbalken angezeigt
sind.

Wir versuchten in den RAW-264.7-Zellen durch Transfektion von shRNA HO-1
spezifisch auszuschalten. Die Aufnahme der shRNA in die Zellen erfolgte mittels jetPEI -
Macrophage, ein an Mannose konjugiertes, lineares Polyethylenimin-Derivat, welches an
Mannose-Rezeptoren bindet und somit von Makrophagen durch Endozytose aufgenommen wird.
Humane Monozyten/Makrophagen lieBen sich nicht mit dieser Methode transfizieren. Durch
Kopplung der shRNA an ein Neomycin-Resistenz-Gen wurden unter Zugabe von Neomycin zur
Zellkultur die Klone mit erfolgreicher Transfektion selektiert. Im Komplementlyse-Assay konnte
jedoch kein IL-10-Effekt mehr fiir Zellen, die mit Negativkontroll-RNA transfiziert wurden,
gezeigt werden. Das deutet darauf hin, dass die Zellen infolge der Transfektion, des Passagierens
oder der langen Neomycin-Inkubation funktionelle Eigenschaften verloren oder sich verdandert
haben. Sowohl fiir Klone mit nachgewiesener HO-1-Induktion im Western Blot, als auch fiir
Klone mit erwiesenem HO-1-Knock-Down, konnte kein eindeutiger oder signifikanter Schutz

vor Komplementlyse durch IL-10 beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend gesehen, konnten wir, trotz Authebung des IL-10-Effektes mit SnPP,

einen deutlichen Schutz vor Komplementlyse durch IL-10 in Monozyten in Abwesenheit von
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HO-1 beobachten (siRNA-Experimente). Das weist darauf hin, dass andere Mechanismen fiir die

protektive Wirkung von IL-10 gegeniiber der Komplementlyse verantwortlich sind.

7.4 Weitere Mechanismen des Komplementlyseschutzes

7.4.1 Endo- und Exozytose

Sofortige Endozytose bzw. Exozytose von MACs ist eine andere Mdoglichkeit potentiell
gefahrliche, lytische MACs von der Zelloberfliche zu eliminieren. Beispielsweise betrdgt die
Halbwertszeit der MACs auf U937-Zellen nur 1 min [98]. Es werden nach sublytischen MAC-
Ablagerungen kleine Membranvesikel von der Zelloberflache abgeschniirt, die u. a. auch MACs
enthalten und entweder direkt nach aullen abgestoflen (Exozytose) oder ins Zytoplasma gebracht
(Endozytose). Die endozytischen Vesikel konnen in sogenannten Multivesikuldren Bodies
(MVB) gesammelt werden und dann, durch Entleerung der MVB in den Extrazelluldrraum,
entfernt werden. Solche, vor Komplementlyse schiitzenden Vesikelabschniirungen, wurden fiir
viele Zellarten nachgewiesen, darunter auch Oligodendrozyten, Thrombozyten, Epithelzellen
und die humanen Tumorzellenlinien K562 (myelogene Leukédmie-Zelllinie) und U937
(Monozyten) [98, 99, 129, 130]. Auch in humanen Monozyten wurden exozytotische Prozesse
nach Behandlung mit Kalzium-lonophor beschrieben [131]. Es wire also mdglich, dass IL-10
durch Steigerung der Endo- oder Exozytose MACs vor Eintreten der Zelllyse von der
Monozytenoberflidche entfernt und somit vor der Zelllyse schiitzt. Bei Zugabe von Latrunculin B,
einem Endo- und Exozytose-Inhibitor, zum MHC-I-induzierten Komplementlyse-Assay, war der
IL-10-Schutz vor Komplementlyse allerdings weiterhin deutlich vorhanden. Latrunculin B
hemmt die Polymerisation von Aktin und beeinflusst dadurch die meisten endo- und
exozytotischen Prozesse, namlich alle, die Aktin-abhédngig sind [132, 133]. Mit diesem Versuch
kann nicht vollstindig ausgeschlossen werden, dass moglicherweise andere Aktin-unabhingige
Endozytosemechanismen durch IL-10 induziert werden, zumal Aktin nicht fiir alle
endozytotischen Abldufe dringend notwendig zu sein scheint [134]. Die erh6hten Ausgangslysen
durch Latrunculin B sprechen eher dafiir, dass Latrunculin B wirkt und die Zellen insgesamt
anfélliger fiir die Lyse durch Komplement macht.

In der Literatur sind unterschiedliche Ergebnisse zur Endozytose-Regulation durch IL-10

erhoben worden. Wihrend Piemonti et al. nachwiesen, dass IL-10 die FITC-Dextran-Aufnahme
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von Makrophagen und von in vitro aus Monozyten differenzierten Dendritischen Zellen steigert
[135], beobachteten Montaner etal. cher eine reduzierte Endozytoseaktivitit in humanen
Makrophagen [136]. Im letzteren Artikel wurde die Endozytoseaktivitit mittels HRP-Aufnahme
(Meerrettich-Peroxidase) untersucht. Interessanterweise war die gemessene Verminderung der
HRP-Aufnahme durch IL-10 eher auf eine verminderte Speicherung von HRP in Makrophagen,

als auf die Senkung der totalen HRP-Aufnahme zuriickzufiihren.

7.4.2 Losliche Regulatoren der Komplementlyse

Neben zelluldren Faktoren ist auch eine gesteigerte Sekretion l6slicher Komplement-
Inhibitoren von Monozyten/Makrophagen infolge IL-10-Inkubation denkbar. In einem Ischimie-
Reperfusions-Mausmodell konnte die Infusion von l6slichem CR1 (CD35) vor und nach der
Ischdmiezeit die Vitalitit der Muskelzellen erheblich steigern und eine Aktivierung des
Alternativen Weges fast vollstindig unterbinden [137]. Andere Studien zeigten Zytokin-
abhéngige Regulation loslicher Komplementregulatoren wie Faktor H, C4BP, Clusterin und
l16sliches CD55 [23, 108, 138-140] und auch in der Arbeitsgruppe von Dr. Griitz konnte eine
Induktion von Pentraxin 3 durch IL-10 auf mRNA-Ebene festgestellt werden [58]. Allerdings,
konnte in 5 unabhéngigen Versuchen durch Inkubation frisch isolierter, unbehandelter Mono-
zyten mit dem Uberstand von IL-10-vorbehandelten Monozyten kein Schutz vor Komplement-
lyse nachgewiesen werden [66]. Eventuell nicht gebundenes IL-10 im Uberstand wurde dabei
durch Zusatz neutralisierender IL-10-Antikorper blockiert. Somit scheinen I6sliche Faktoren
nicht fiir den IL-10-Effekt verantwortlich zu sein, es sei denn, es wiirde sich um sehr fliichtige

Gase handeln.

7.4.3 Apoptose

Verschiedene  Publikationen = beschreiben  einen = Zusammenhang  zwischen
Komplementaktivierung und apoptotischen Prozessen (programmierter Zelltod). So gibt es
Studien, die zeigen, dass C5a oder MAC-Bindung zu geringeren Apoptose-Raten fiihren, wobei
vornehmlich sublytische MAC-Dosen eingesetzt wurden [141]. Gleichzeitig, weisen jedoch

andere Studien auf eine Induktion apoptotischer Prozesse infolge Komplementaktivierung
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hin [142]. Da in spéteren Phasen der Apoptose, besonders auch in vitro, Zelllysen auftreten [143,
144], konnte der IL-10-Effekt iiber die Hemmung von Apoptose funktionieren. Uberdies wurde
auch eine erhohte Anfilligkeit von apoptotischen Jurkat-Zellen gegeniiber Komplementlyse
beschrieben [145]. So konnte eine durch IL-10 gesteigerte bcl-2-Expression [146, 147], welche
anti-apoptotisch wirkt, zu einer Reduktion der Komplementlyse fiihren. Doch auch hier zeigen
Ergebnisse anderer Studien zwar eine erhohte Komplementopsonisierung von apoptotischen
Zellen, im Gegensatz dazu jedoch eine verminderte MAC-Bindung und Zelllyse [148].
Verantwortlich dafiir scheinen beispielsweise Phagozytose-induzierende und Faktor H-bindende
Eigenschaften von CRP oder die schnelle Konversion von C3b zu iC3b zu sein [141, 149, 150].
Obwohl ich in meinen Experimenten keine Apoptose induzierenden Reagenzien verwendet habe,
ist ein Vorhandensein apoptotischer Monozyten mdglich, da fiir Monozyten Spontanapoptose in
Zellkulturen beschrieben ist [151, 152]. Letzten Endes wurde eine Hemmung der Apoptose als
Ursache fiir den IL-10-Mechanismus untersucht und ausgeschlossen. Mechthild Jung und auch
Andere zeigten, dass IL-10 die Apoptose in humanen Monozyten eher induziert als hemmt [66,

153-155].

7.4.4 Andere, mogliche Ursachen fiir den IL-10 Effekt

Erst kiirzlich wurde entdeckt, dass ein Phagozytose-Rezeptor auf Makrophagen auch den
Alternativen Weg der Komplementaktivierung hemmt. Es handelt sich dabei um CRIg (Z391g),
welches C3b und C3c bindet und selektiv die C3- und C5-Konvertasen inhibiert [156]. Eine
Regulation durch IL-10 fiir CRIg wurde in der Literatur bislang nicht beschrieben. Allerdings
wird durch IL-10 die Phagozytose von Makrophagen durch Hochregulation anderer
Phagozytose-Rezeptoren (CR4, Fcy-RI, Fcy-RIII, CD163) gesteigert, so dass auch glaubhaft ist,
dass CRIg oder andere, noch nicht bekannte Regulationsproteine, den Komplementschutz durch
IL-10 auslosen. Da CRIg hauptsichlich auf Gewebs-Makrophagen, nicht aber auf Makrophagen
in entziindlichen Regionen nachgewiesen werden konnte, wiirde dies zur Funktion der
Aufrechterhaltung einer Gewebshomoostase und Auflosung von Entziindungen durch IL-10
passen [157].

Es gibt weitere, zahlreiche Untersuchungen beziiglich eines Zellschutzes vor
Komplementlyse, die hdufig auch an Tumorzellen durchgefiihrt wurden. So konnten zusitzliche

Mediatoren, insbesondere fiir den Schutz vor Komplementlyse durch sublytische MAC-Bindung,
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identifiziert werden. Dabei wurden gleiche Ergebnisse auch durch Verwendung anderer
Porenformer (z. B. Streptolysin O) erzielt. Zur Induktion des Zellschutzes sind die Erhéhung der
intrazelluldren Kalziumkonzentration [158], de novo Proteinsynthese [40, 159] und die
Aktivierung der PKC (Proteinkinase C) sowie in Abhédngigkeit davon auch der ERK
(extrazelluldre Signale regulierende Kinase) notwendig [160]. Ebenso wurde gezeigt, dass die
Zugabe/Induktion von cAMP zu Antikérper- und Komplement-beladenen, aber noch nicht
lysierten Tumorzellen, diese Zellen vor Lyse schiitzt [161, 162]. Interessanterweise fiihrten
Alterationen des Fettstoffwechsels von C5b-8 beladenen Ehrlich-Zellen bei Zugabe von C9 zu
vermehrter Komplementlyse. Inhibitoren der Lipid-Transmethylierung steigerten die Rate der
MAC-Bindungen auf der Zelloberflache, wahrend Lysolecithin-Reacetylierungs-Inhibitoren die
MAC-Elimination reduzierten [163]. Weiterhin wurden auch Ecto-Proteasen, die C3 abbauen,
und Ecto-Proteinkinasen, nach extrazelluldr zeigende, membranverankerte Proteinkinasen, die

C3 oder C9 phosphorylieren, als Zellschutz vor Komplementlyse beschrieben [39].

7.4.5 Restimee

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Steigerung der CD59-Oberfldchen-
Expression, der HO-1-Protein-Expression und endozytotischer Prozesse nicht fiir den Schutz vor
Komplementlyse in Monozyten/Makrophagen durch IL-10 verantwortlich sind. Des Weiteren
scheinen andere, bekannte Oberfldchenproteine der Komplementregulation nicht durch IL-10
vermehrt exprimiert zu sein, so dass die Frage, wodurch IL-10-behandelte Monozyten im
Gegensatz zu unbehandelten Monozyten resistenter gegeniiber Komplementlyse werden, noch
offen bleibt.

Denkbar wire, dass die untersuchten Mechanismen einzeln nur in sehr geringem Mal3e
vor Komplementlyse schiitzen. Eine Aufhebung des IL-10-Effektes wire dann erst durch
gleichzeitiges Ausschalten aller Mechanismen zu beobachten, was methodisch jedoch nicht
realisierbar ist. Weiterhin ist auch vorstellbar, dass IL-10 in den Zellen komplexe, metabolische
Veranderungen, wie z.B. Alterationen des Fettstoffwechsels, bewirkt, wodurch
Reparaturmechanismen von Membranschéden gesteigert, intrazellulire Todes-Prozesse gehemmt
wéren oder osmotische Abweichungen besser gepuffert wiirden. Auch andere Proteine bzw.

Mechanismen schiitzen moglicherweise vor Komplementlyse, deren vollstindige Wirkungen
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noch nicht bekannt sind. So wurde beispielsweise die Hemmung des Alternativen Weges durch

CRIg erst kiirzlich entdeckt.

7.5 Pathophysiologische und medizinische Relevanz des IL-10-Schutzes vor

Komplementlyse

Komplementaktivierung spielt in der Pathogenese vieler Erkrankungen eine wichtige
Rolle, so beispielsweise beim Myokardinfarkt, beim Schlaganfall, bei Antikérper-vermittelten
Autoimmunerkrankungen und bei der Hyperakuten AbstoBungsreaktion nach Transplantation
[164-168]. Dabei kommt es durch Initiierung der Komplementlyse nach Bindung von
Antikorpern zu Kollateralschdden an eigenen Zellen mit nachfolgender Nekrose, Thrombose und
Entziindungsreaktion. So ist es therapeutisch von Interesse, auf welche Art und Weise sich die
Komplementlyse hemmen ldsst. Wir konnten zeigen, dass Interleukin-10, ein anti-
inflammatorisches Zytokin, nach Komplementaktivierung tiber den Klassischen Weg die
Komplementlyse hemmt. Interessant wére es demnach fortfithrend zu untersuchen, ob auch
andere Zellen, wie beispielsweise Endothelzellen, Mukosazellen oder Herzmuskelzellen durch
IL-10 oder andere Zytokine vor Komplementlyse geschiitzt werden kdnnen.

Mit dem Zymosanmodell, welches eine normale Infektion simuliert, haben wir aulerdem
zeigen konnen, dass Monozyten/Makrophagen wihrend der Phagozytose von Komplement-
aktivierenden Pathogenen (in unserem Modell dem Zymosan entsprechend) auch
unerwiinschterweise vom Komplementsystem lysiert werden kénnen. Dabei schiitzt IL-10 auch
im Zymosanmodell vor Komplementlyse. Somit bestitigen und festigen unsere Ergebnisse die
Anfangsthese, dass Makrophagen, die durch Interleukin-10 zu vermehrter Phagozytose angeregt
werden, damit auch dem erhdhten Risiko der Komplementlyse ausgesetzt sind und zuséitzlich vor
Komplementlyse geschiitzt sind. Da Makrophagen diejenigen Zellen sind, die hauptsidchlich an
der Auflosung von Entziindungen und der Beseitigung von Zellabfall beteiligt sind, wére ihre
Zerstorung in vielen Situationen von Nachteil und konnte vermehrt zu Schidigungen eigener
Zellen und eigenen Gewebes oder zur Ausbildung von Autoimmunerkrankungen, z. B.
Systemischer Lupus Erythematosus, fithren [169]. IL-10 scheint demnach eine Differenzierung
in einen speziellen Makrophagentyp mit verstédrkter ,,Clearance-*“ und Phagozytosefunktion zu

bewirken und sie gleichzeitig vor Komplementlyse zu schiitzen, so dass sie ldnger in einer
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entzlindlichen Umgebung iiberleben kénnen und die Auflosung der Entziindung forcieren
konnen.

Ein Beispiel, worin ein Zusammenhang zwischen Komplementlyse und IL-10 in vivo
wihrend einer Infektion beschrieben ist, ist die Arbeit von Ismail et al. [170]. Darin entwickelten
IL-10"-Miuse durch eine Helicobacter pylori-Infektion eine schwere Gastritis und konnten
jedoch Helicobacter pylori eradizieren, wohingegen WT-Méause nur milde bis gar keine
Alterationen der Magenschleimhaut zeigten und bei ithnen Helicobacter pylori aber im Magen
persistierte. Durch Depletion der Komplementfaktoren konnte die Entwicklung der Gastritis in
IL-10"-Mé#usen stark reduziert werden. Das deutet auf eine Beeinflussung der Komplementlyse

durch IL-10 hin, wobei allerdings ein indirekter Mechanismus nicht ausgeschlossen ist.

Weitere Optionen der Anwendung in der Medizin, bestehen auf dem Gebiet der
Tumorforschung. Zum einen wire denkbar, dass auller Makrophagen auch andere Zellen wie
beispielsweise Endothelzellen oder bestimmte Tumorzellen, die IL-10 in groBeren Mengen
produzieren [171, 172], vor Komplementlyse durch IL-10 geschiitzt sind. Oftmals sind
spezifische Antikorpertherapien gegen Tumorzellen aufgrund deren hohen Schutzes vor
Komplementlyse nicht wirksam [173, 174]. Denkbar ist ein moglicher Zusammenhang mit
vermehrter IL-10-Produktion des Tumors, so dass bei gleichzeitiger Antagonisierung von IL-10
eventuell eine vermehrte Tumorlyse erreicht werden konnte.

Des Weiteren wird gerade in letzter Zeit vermehrt beziiglich eines Zusammenhangs von
Tumor-assoziierten Makrophagen (TAM) und deren Relevanz fiir die Prognose von
Tumorerkrankungen geforscht. TAMs sind Makrophagen, die ubiquitir im Tumorgewebe
vorkommen konnen und besonders hdufig in nekrotischen Arealen aufzufinden sind. Oftmals
entspricht ihr Phénotyp dem einer M2c-Differenzierung, die durch hohe Produktion von IL-10
oder TGF- durch Tumorzellen und die TAMs selbst verursacht wird [175]. Entsprechend zeigen
sie erthohte Phagozytoseaktivitit, fordern die Angiogenese und senden Proliferationssignale fiir
Reparatur und Umgestaltung von Gewebe. Sie produzieren kaum NO [176] oder reaktive
Sauerstoffmetabolite, nur geringe Mengen an pro-inflammatorischen Zytokinen, wie IL-12,
IL-1B, TNF-a und IL-6 und weisen eine stark reduzierte Antigenprisentation auf [177].
Insgesamt fiihren sie somit zur Unterdriickung von anti-tumordsen Prozessen und fordern das
Wachstum und die Metastasierung bzw. Ausbreitung von Tumoren.

Lin etal. konnten zeigen, dass in CSF-1"-PyMT-Méusen, die spontan Mamma-
Karzinome entwickeln, die Rate an pulmonalen Metastasen deutlich reduziert ist und die

Tumoren langsamer in hohere Stadien iibergehen, im Gegensatz zu CSF-1""-PyMT-Miusen
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[178]. CSF-1 (colony stimulating factor 1 oder M-CSF) ist ein Zytokin, welches die
Makrophagen-differenzierung aus himatopoetischen Stammzellen fordert und die Migration von
Makrophagen begiinstigt, wobei CSF-1"-Miuse stark Makrophagen-depletiert sind. Ebenso
zeigten in die Subkutis von Midusen transplantierte Lewis-Lungenkarzinome ein stark reduziertes
Wachstum in CSF-1"-Mausen, im Gegensatz zu Wildtyp-Médusen [179]. Auch die
Makrophagendepletion mittels Clodronat-Liposomen in Méusen mit subkutan transplantierten
Teratokarzinoma-Zellen bzw. Rhabdomyosarkoma-Zellen oder intraperitoneal transplantierten
Mesothelioma-Zellen bewirkte ein deutlich reduziertes Tumorwachstum [180, 181].

Fiir die meisten Tumoren, wie beispielsweise Mamma-Karzinom [182, 183], Prostata-
Karzinom [184] und Blasenkarzinom [185], konnte ein positiver Zusammenhang zwischen
Anzahl der TAMs und Prognose der Erkrankung nachgewiesen werden. Es muss aber auch
erwihnt werden, dass es Studien gibt, die diesbeziiglich negative Korrelationen offenbarten. So
konnten beim Magenkarzinom [186] und Kolonkarzinom [187-189] eher eine Verbesserung der
Prognose bei hoher TAM-Anzahl im Tumorgewebe nachgewiesen werden. Diese Unterschiede
konnten beispielsweise auf unterschiedlich differenzierte Makrophagen (M1- oder M2-Phéanotyp)
zuriickzufiihren sein, wobei der M2-Phénotyp eher pro-tumorale Effekte und der M1-Phénotyp
eher anti-tumorale Effekte aufweist. In einer Studie der Arbeitsgruppe um Staudt et al. an 191
Lymphknotenbiopsien =~ von  Patienten mit follikulirem Lymphom wurde diese
Phanotypdifferenzierung beriicksichtigt [190]. Gen-Expressions-Profile von der Hélfte der
Biopsien zeigten, dass vermehrte Expression von Genen der Immunantwort I (entsprechend den
MI1-Makrophagen) von nicht-malignen Immunzellen mit einer besseren Prognose einherging.
Dahingegen hatten Patienten mit iiberwiegender Expression von Genen der Immunantwort II
(M2-Makrophagen), eine bedeutend schlechtere Prognose. An den restlichen Patientenbiopsien
wurde diese These liberpriift und zeigte eine hohe statistische Signifikanz. Natiirlich wurden hier
nicht nur Gene von Makrophagen evaluiert, sondern von allen CD19-negativen Zellen. Ein
denkbarer therapeutischer Ansatz wire demnach zum einen die Umpolarisierung von M2-
Makrophagen in M1-Makrophagen zur Ausnutzung einer Anti-Tumor-Immunantwort oder die
Depletion Tumor-assoziierter Makrophagen zur Unterdriickung von Proliferation und
Metastasierung fordernden Signalen. So konnte, die zuerst genannte Hypothese betreffend, in
verschiedenen Mausmodellen mittels Umpolarisierung von TAMs vom M2-Phénotyp in den
MI1-Phénotyp signifikant das Tumorwachstum gehemmt werden [191-194]. Aber auch die
Depletion von Makrophagen in Tumoren scheint therapeutisch sinnvoll, da in den oben
erwihnten Experimenten mit CSF-1""-Miusen bzw. Clodronat-Liposomen der Tumorprogress

stark eingeschrankt werden konnte. Robinson et al. reduzierten den Makrophagen-Anteil in
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murinen Mamma-Karzinomen mittels eines Chemokin-Rezeptor-Antagonisten und erreichten
damit eine Verzogerung des Tumorwachstums [195]. Unter Beriicksichtigung, dass IL-10,
welches in Tumoren oftmals in hohem MaBe exprimiert wird, die Komplementlyse von
Makrophagen reduziert, konnten mdoglicherweise mit einer anti-IL-10-Therapie und
hochspezifischen Antikorpern gegen Oberflachenproteine von TAMs bzw. M2-Makrophagen
diese durch Komplementaktivierung lysiert werden.

Zusammenfassend gesehen, stellen Makrophagen einen Grofteil des Tumor-Stromas dar.
Zunehmend wird gezeigt, dass nicht nur die Tumorzellen selbst, sondern auch die Makrophagen
Einfluss auf Prognose und Entwicklung des Tumors haben. So kann die Erkenntnis, dass IL-10
Makrophagen vor Komplementlyse schiitzt, moglicherweise zur Depletion von TAMs und somit

zur Therapie von Tumoren genutzt werden.
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8 Zusammenfassung

Im Rahmen einer Entziindung wird das Komplementsystem als Bestandteil der
angeborenen Immunantwort vermehrt aktiviert. Dabei kann es auch zur Bindung von lytischen
MACs (membrane-attack complexes) an eigene, gesunde Zellen kommen, obwohl diese durch
zellprotektive Komplement-Regulations-Proteine geschiitzt sind. Insbesondere scheinen
phagozytierende Zellen wie Monozyten/Makrophagen, die eine wesentliche Rolle bei der
Auflosung einer Entziindung spielen, in Gefahr zu sein, lysiert zu werden. Wéhrend der
Phagozytose kommt es zum unmittelbaren Kontakt der Makrophagenoberfliche zur
Pathogenoberflache, an der die Komplementaktivierung erfolgt. Dadurch konnte es auch zu einer
Komplementlyse der phagozytierenden Makrophagen kommen. Derzeit ist unklar, wie und ob
eine Anpassung des Schutzes vor Komplementlyse bei Monozyten/Makrophagen in einer
entziindlichen Umgebung erfolgt.

Nachdem wir in Genexpressionsanalysen von Monozyten eine Steigerung der Expression
von Komplement-Regulations-Proteinen durch Interleukin-10 (IL-10) beobachtet hatten,
vermuten wir, dass IL-10 Monozyten vermehrt vor Komplementlyse schiitzt. IL-10 spielt eine
Schliisselrolle in der Auflésungsphase einer Entziindung und steigert die Phagozytose von
Monozyten/Makrophagen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Monozyten und Makrophagen, nicht aber
Lymphozyten, durch IL-10 verstirkt vor Komplementlyse geschiitzt werden. Dabei war der
Schutz vor Komplementlyse durch IL-10 in zwei verschiedenen Modellen nachweisbar, zum
einen in der MHC-I-Antikorper getriggerten Komplementaktivierung und zum anderen in der
Aktivierung durch opsonisiertes Zymosan. Bei der Untersuchung mdglicher, zu Grunde
liegender Mechanismen wurde eine IL-10-induzierte Erhéhung der Oberfldchenexpression von
Protektin (CD59) und der zellprotektiven Hamoxygenase-1 (HO-1) beobachtet. Durch das
Einsetzen von CD59-blockierenden Antikorpern wurde zwar die Komplementlyse gesteigert,
jedoch war der IL-10-Effekt weiterhin nachweisbar. Interessanterweise fiihrte die Zugabe von
SnPP, einem chemischen Inhibitor von HO-1, zur Authebung des IL-10-Schutzes. Jedoch
konnten Experimente mit HO-1-Knock-down mittels siRNA dies nicht bestétigen.

Die Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass Monozyten/Makrophagen durch IL-10 zu
einer Population mit gesteigerter Phagozytoseaktivitit differenzieren, die gegeniiber Komple-
mentlyse vermehrt resistent ist und somit in einer entziindlichen Umgebung besser iiberleben

kann.
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