Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 IFN- produzierende Leukozyten der Milz und der Leber von
RAG-1 Mausen nach Infektion mit Listeria monocytogenes

3.1.1 IFN-y produzierende Leukozytenpopulationen der Milz

C57BL/6 rag-1"- Miuse (RAG-1 Miuse) sind aufgrund ihres genetischen Defizits nicht in der
Lage, auf Genrekombination beruhende Rezeptoren auszubilden. Daher wird die Reifung von
T- und B-Zellen in einem sehr frithen Stadium der Entwicklung unterbrochen, so dass bei
diesen Tieren Lymphozyten mit den typischen Markern CD3 (T-Zellen) und CD19 (B-Zellen)
nicht nachgewiesen werden konnen. Bei RAG-1 Miusen setzt sich die [MHC II(+)]

Zellpopulation der Milz nur aus Monozyten / M® und DC zusammen.

Die Daten der durchflusszytometrischen Analyse der Milzzellen von RAG-1 Miusen zeigten,
dass die [MHC II(+)] Zellpopulation bei infizierten Tieren im Vergleich zu denen von nicht
infizierten Tieren zunahm (Abb. 9B und Abb. 9C: von ca. 3,8 % auf ca. 13 %). IL-12 ist in
der Literatur als ein Schliisselzytokin fiir die mikrobiell induzierte IFN-y Produktion der
natilirlichen Immunantwort beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass die [MHC II(+)]
Zellpopulation die wesentliche Quelle fiir ein intrazelluldres IL-12 Signal bei den Milzzellen
infizierter RAG-1 Méusen war (Abb. 9B). Eine Analyse der [MHC II(+)] Zellpopulationen
der Milz zeigte, dass diese bei infizierten RAG-1 Mause kein intrazelluldres Signal fiir [FN-y
coexprimierten (Abb. 9C). Demgegeniiber zeigte die Analyse der [NK1.1(+)] Zellpopulation
(NK-Zellen) eine sehr deutliche Expression eines intrazelluldren IFN-y Signals (Abb. 9D).

Seite 67



Ergebnisse

Abb. 16
Nicht infiziert
A 256
54,34 %
192
§ 128 -
64
0_ =
0 64 128 192 256
— FSC =
10° 1= —
B 0,22 % 0,21 %
10° -
o
=
3,50 %
10 ——
10° 10" 10* 10° 10°
—— MHC Il =—
10* 1=
C *0,02 % 0,00 %
10° 4
:7‘ 2
& 107
|101~ _
A 3,82 %
10[) 3 ) .
10° 10" 10* 10° 10°
— MHCII
D 10"
5 0,26 %
10° -
2
ic
10° . ; T
10° 10" 10* 10° 10
—_— NK1.] =—

SSC

IL-12

IFN-y

—— IFN+y

19 h infiziert

256
52,88 %
192 - >
128 -
64 ¢
0 T
0 64 128 192 256
, — FsC
10 TR SETT
10° 4
10°
10'4 A
10 86,01% 11,04 %
10° 10" 10* 10° 10°
— MHCI =——
0,31%

10°
— MHC I

10° 10

1 T
Yoan?
—_— NK 1.1

10° 10°

IFN-y Produktion bei Milzzellen L. monocytogenes infizierter RAG-1 Mause

RAG-1 Mause wurden infiziert,
Kontrolltiere ~ wurden  nicht
behandelt (nicht infiziert).
Nach 19h p.i. wurden die
Tiere getdtet. Die Milzzellen
wurden in Anwesenheit von
BFA und Gentamicin 4 h in
vitro inkubiert, nach einer
Erythrozytenlyse wurden die
Leukozyten im Durchfluss-
zytometer  analysiert.  De-
generierte Zellen bzw. Zell-
trimmer wurden aufgrund der
Grole (forward scatter, FSC)
und Granularitat (side scatter,

SSC) aus der Betrachtung
ausgeschlossen (A). Die
eingegrenzten Leukozyten

wurden auf die Expression von
MHC Il und intrazellularem IL-
12 (B), MHC 1l und
intrazellularem IFN-y (C) sowie
NK1.1 und intrazellularen IFN-
v (D) hin untersucht.

Die dargestellten Ergebnisse

sind reprasentativ fiur die
Analyse von drei infizierten
Tieren.

Die Aussagen von Koyasu und Coautoren (vergl. 1.5.), wonach M®, vor allem aber DC

neben der Produktion von IL-12 auch iiber autokrine Stimulationsmechanismen IFN-y

produzieren, konnten bei den Infektionsexperimenten von RAG-1 Méusen mit Listeria

monocytogenes (VL) nicht bestétigt werden. Eine Analyse der [NK1.1(+)] Milzzellpopulation

zeigte, dass bei infizierten RAG-1 Mausen im Vergleich zu den nicht infizierten Kontrollen
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ein hoher Prozentsatz dieser Zellpopulation nach 19 h p.i. ein intrazelluldres Signal fiir [FN-y
exprimierte (Abb. 10B: in dem dargestellten Experiment exprimieren ca. 82 % der NK-Zellen
ein intrazelluldres Signal fiir IFN-y). Desweiteren konnte gezeigt werden, dass die [NK1.1(+)]
Zellpopulation bei den infizierten Tieren gegeniiber den nicht infizierten Kontrolltieren um
ca. 50 % abnahm (Abb. 10A: in den dargestellten Experiment von ca. 30 % bei nicht
infizierten auf ca. 11 %. infizierten RAG-1 Méusen nach 19 h p.i, vergl. 3.3).

Abb. 17  IFN-y Produktion der [NK1.1(+)] Milzzellen
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3.1.2 IFN-y produzierende Leukozytenpopulationen der Leber

Die durchflusszytometrische Analyse der Leberzellen zeigte, dass die als Leukozyten
eingegrenzten Messereignisse bei den infizierten RAG-1 Leberzellen im Vergleich zu den
nicht infizierten Kontrolltieren deutlich zugenommen hatten (Abb. 11A). Eine Analyse der
[GR-1(+)] Zellpopulation zeigte, dass analog zu dem generellen Anwachsen der betrachteten
Leukozytenpopulationen eine deutliche Zunahme der [GR-1(+)] Zellpopulation beobachtet
werden konnte (Abb. 11B: von ca. 17 % bei nicht infizierten auf ca. 39 % bei 19 h infizierten
RAG-1 Maiusen). GR-1 ist ein Protein, das auf vor allem auf der Membran von

polymorphkernigen, neutrophilen Granulozyten exprimiert wird (Hestdal et al. 1991; Fleming

etal., 1993).
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Bei der Analyse der Leukozyten aus der Leber der infizierten RAG-1 Miuse konnte ebenfalls

keine Coexpression der [MHC II(+)] Zellpopulation mit einem intrazelluldren IFN-y Signal

festgestellt werden (Abb. 11C). Allerdings wurde gezeigt, dass die [NK1.1(+)] Zellpopulation

das intrazelluldre Signal flir IFN-y coexprimierte (Abb. 11D).
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IFN-y Produktion bei Leberzellen L. monocytogenes infizierter RAG-1 Mause

RAG-1 Mause wurden infiziert;
Kontrolltiere  wurden  nicht
behandelt. Nach 19h wurden
die Tiere  getdtet. Die
aufgereinigten Leberzellen
wurden in Anwesenheit von
BFA und Gentamicin 4h in
vitro inkubiert, nach einer
Erythrozytenlyse wurden die
Leukozyten im Durchfluss-
zytometer  analysiert. De-
generierte Zellen und Zell-

trtimmer wurden Uber die
Grole und Granularitat
ausgeschlossen  (A). Die
eingegrenzten Leukozyten

wurden auf die Expression von
GR-1 (B), die Expression von
MHCII  und intrazellularem
IFN-y(C) und die Expression
von NK1.1 und intrazellularem
IFN-y hin untersucht.

Die dargestellten Ergebnisse

sind reprasentativ fir die
Analyse von drei infizierten
Tieren.
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Die [NKI1.1(+)] Zellpopulation war bei den infizierten Tieren im Vergleich zu den nicht

infizierten Kontrolltieren

stark

reduziert. Diese

Beobachtung  bestétigte

analoge

Beobachtungen, die bei den [NK1.1(+)] Zellpopulationen der Milz gezeigt wurden. (Abb.

12A: in dem dargestellten Experiment von ca. 47 % [NK1.1(+)] Zellen bei nicht infizierten

RAG-1 Méusen auf ca. 17 % bei 19 h infizierten RAG-1 Méusen, vergl. Abb. 10A).
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RAG-1 Mause wurden infiziert;
Kontrolltiere  wurden nicht
behandelt. Nach 19h wurden

die Tiere geopfert. Die
Milzzellen wurden in
Anwesenheit von BFA und
Gentamicin  4h in vitro
inkubiert, nach einer

Erythrozytenlyse wurden die

Leukozyten im Durchfluss-
zytometer  analysiert. De-
generierte Zellen und

Zelltrtimmer wurden aufgrund
der GroRe und Granularitat
aus der Betrachtung aus-
geschlossen (vergl. Abb. 11A).
Die eingegrenzten Leukozyten
wurden auf die Expression von
NK1.1 ausgewahlt (A) und auf
ein intrazellulares IFN-y Signal

1(']3 10® hin untersucht (B).
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3.2 IFN-y produzierende Leukozyten aus der Milz von WT Mausen
nach Infektion mit Listeria monocytogenes

3.2.1 IFN-y produzierende Zellpopulationen der Milz immunkompetenter
C57BL/6 Mause

WT Maiuse haben funktionelle T-Zellen [CD3(+)] und funktionelle B-Zellen
[MHC II(+)/CD19(+)]. Diese Zellpopulationen sind bei der Untersuchung der moglichen
Quellen von IFN-y wéhrend der friihen Immunantwort in die Betrachtung mit einzubeziehen.
Die [CD3(+)] Zellpopulation bildet bei WT Méusen eine Subpopulation mit den [NK1.1(+)]
Zellen aus, den NK-T-Zellen [CD3(+)/NK1.1(+)].

WT Miuse wurden intravends mit VL infiziert und 9 h, 19 h und 29 h spiter getotet, die
Kontrolltiere wurden nicht behandelt (im Folgenden als nicht infiziert bezeichnet). Nach einer
Brefeldin A-Inkubation und der Erythrozytenlyse wurden die Zellen mit monoklonalen

Antikorpern gegen extrazelluldre und intrazelluldre Proteine markiert.

Die Expression eines intrazelluldren IFN-y Signals war nach 9 h p.i. noch nicht nachweisbar
(Daten nicht dargestellt). Nach 19 h p.i. war bei der [NK1.1(+)] Zellpopulation ein starkes,
intrazelluldres Signal fiir IFN-y detektierbar (Abb. 13C). Die [NK1.1(+)] Zellpopulation teilte
sich in eine [NKI1.1(+)/CD3(-)] Zellpopulation und eine kleinere [NKI1.1(+)/CD3(+)]
Zellpopulation auf. Sowohl die NK-Zellen [NKI1.1(+)/CD3(-)] als auch die NK-T-Zellen
[NKI1.1(+)/CD3(+)] zeigten ein intrazelluldres Signal fiir IFN-y zu diesem Zeitpunkt der
Infektion; in dem dargestellten Experiment exprimierten ca. 64 % der NK-Zellen und ca. 8 %
der NK-T-Zellen ein intrazelluldres IFN-y Signal nach 19 h p.i. (Abb. 13C). Dies bestitigte
die Beobachtungen, die bei den infizierten RAG-1 Miusen dargestellt wurden (vergl. Abb.
9D) und zeigten, dass vor allem NK-Zellen nach 19 h p.i. intrazelludres IFN-y exprimieren.
Das intrazelluldre IFN-y Signal der [NKI1.1(+)/CD3(+)] Zellpopulation war zu diesem
Zeitpunkt der Infektion deutlich erkennbar, hatte aber im Vergleich zu dem IFN-y-Signal der
[NKI1.1(+)/ CD3(-)] einen geringen Anteil an dem Gesamt-IFN-y Signal (Abb. 13C, vergl.
Abb. 23). Nach 29 h p.i. war immer noch ein starkes intrazelluldres IFN-y Signal bei ca. 60 %
der [NK1.1(+)/ CD3(-)] Zellpopulation erkennbar. Die [NKI1.1(+)/CD3(+)] Zellpopulation
war zu diesem Zeitpunkt schwer detektierbar. In dem dargestellten Beispielexperiment
exrimierten nur noch ca. 3 % der NK-T-Zellen ein intrazelluldres Signal fiir [FN-y (Abb.13C,
vergl. Abb. 23).
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Die [CD3(+)] Milzzellpopulation exprimierte ebenfalls ein intrazelluldres IFN-y- Signal nach
19 hund 29 h p.i. (Abb. 13E), aber dieses Signal wurde nur von ca. 2 % bis 3 % der [CD3(+)]

Zellpopulation exprimiert.

Die Abbildung 13B zeigte, dass die [NKI1.1(+)] Zellpopulation der nicht infizierten
Kontrolltiere deutlich gréer war, als die [NK1.1(+)] Zellpopulation der iiber 19 h und 29 h
infizierten Tiere. Analog den Beobachtungen, die bei den RAG-1 Miausen gemacht wurden,
wurde auch bei den infizierten WT Méiusen eine Abnahme der [NK1.1(+)] Zellpopulationen
im Vergleich zu den nicht infizierten Kontrollen innerhalb der ersten 19 h p.i gezeigt (Abb.
13B vergl. Abb. 17). Ein dhnliches Phinomen zeigte die [CD3(+)] Zellpopulation (Abb.
13D). Auch hier war eine deutliche Abnahme der Populationsstirke bei den [CD3(+)]
Milzzellen der infizierten Tiere nach 19 h p.i. gegeniiber der [CD3(+)] Population der nicht
infizierten Kontrolltiere zu beobachten. In dem dargestellten Experiment betrug der Anteil der
[CD3(+)] Zellen bei nicht infizierten WT Maiusen ca. 29 % um nach 19 h p.i. nur noch 25 %.
Die [CD3(+)]-Zellpopulation war nach 29 h p.i. noch weiter reduziert, hier betrug der Anteil
an den erfassten Leukozyten nur noch ca. 16 % (Abb. 13D).
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Abb. 20
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IFN-y Produktion von NK Zellen, NK-T-Zellen und T-Zellen in der Milz

nicht infiziert

19 h infiziert

29 h infiziert

WT Mause wurden infiziert,
Kontrolltiere wurden nicht
infiziert. Nach 19 h und 29 h p.i.
wurden Tiere geopfert. Die Milz-
zellen wurden in Anwesenheit
von BFA und Gentamicin 4 h in

vitro inkubiert und nach einer
Erythrozytenlyse  wurden die
Leukozyten im Durchfluss-

zytometer analysiert. Zelltrimmer
und degenerierte Zellen wurden
aufgrund ihre GréRe und Gra-
nularitdt von einer Betrachtung
ausgeschlossen (A). Die ein-
gegrenzten Leukozyten wurden
auf die Expression von NK.1.1
(B) und CD3 (D) selektioniert.
Die [NK1.1(+)] Leukozyten-
population (C) und die [CD3(+)]
Leukozytenpopulation (E)
wurden auf die Expression eines
intrazellularen IFN-y Signals hin
untersucht. Fur jeden Zeitpunkt
sind die dar-gestellten Daten
reprasentativ fur die Analyse von
drei infizierten Tieren.
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Bei den [CD3(+)] T-Zellen sind in der Milz [CD3(+)/CD8(+)] zytotoxische T-Zellen und
[CD3(+)/CD4(+)] T-Helferzellen die dominierenden Subpopulationen. Beide Zellpopu-
lationen waren ebenfalls nach 19 h p.i. und nach 29 h p.i. im Verglich zu nicht infizierten
Kontrollen reduziert. Der Anteil der [CD3(+)/CD8b(+)] Zellpopulation an den erfassten
Leukozyten betrug in dem dargestellten Experiment bei nicht infizierten WT Maiusen ca.
11 %. Nach 19 h p.i. betrug dieser 8 % und nach 29 h p.i nur noch ca. 6 % (Abb. 14A). Der
Anteil der [CD3(+)/CD4(+)] Zellpopulationen betrug bei den nicht infizierten WT Méusen ca.
18 %, nach 19 h p.i. 16 % und nach 29 h p.i. nur noch 9 % (Abb. 14C). Diese Daten
bestdtigten den in Abbildung 13D gezeigten Effekt, dass diese Zellpopulationen innerhalb der

ersten 29 h einer Infektion um ca. 50 % abnahmen.

Nach 19 h und 29 h p.i. exprimierten sowohl [CD3(+)/CD8b(+)] als auch [CD3(+)/CD4(+)]
Zellpopulationen ein intrazelluldres Signal fiir IFN-y. Der Anteil der [CD3(+)/CD8b(+)]
Zellen, die ein intrazelluldres IFN-y Signal exprimierten stieg von ca. 2 % nach 19 h p.i. auf
ca. 5 % nach 29 h p.i. in den dargestellten Experiment (Abb.14B). Der Anteil der IFN-y
exrimierenden [CD3(+)/CD4(+)] Zellen betrug nach 19 h ca. 0,9 % und nach 29 h ca. 1 %,
blieb also anndhernd konstant (Abb. 14 D).
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Abb. 21 IFN-y Produktion von [CD8b(+)]-T-Zellen und [CD4(+)]-T-Zellen in der Milz
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WT Méuse wurden i.v. mit 5,0x10° cfu VL infiziert, Kontrolltiere wurden nicht behandelt. Nach 19 h und
29 h wurden Tiere getotet. Die Milzzellen wurden in Anwesenheit von BFA und Gentamicin 4 h in vitro
inkubiert und nach einer Erythrozytenlyse wurden die Leukozyten im Durchflusszytometer analysiert.
Zelltrdmmer und degenerierte Zellen wurden aufgrund ihrer GrofRe und Granularitat von einer
Betrachtung ausgeschlossen (vergl. Abb. 13A). Die eingegrenzten Leukozyten wurden auf die
Expression von CD3 und CD8b (A), sowie CD3 und CD4 (C) selektioniert. Die [CD3(+)/CD8b(+)] (B)
und die [CD3(+)/CD4(+)] Leukozytenpopulation wurde dann auf die Expression eines intrazelludren
IFN-y Signals hin untersucht.
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[MHC II(+)] Zellpopulationen unterteilen sich bei immunkompetenten WT Maéusen in eine
[MHC II(+)/CD19(+)] Zellpopulation, die B-Zellen, und in eine [MHC II(+)/CD19(-)]
Zellpopulationen, die Monozyten, M®, und DC. Sowohl die [MHC II(+)/CD19(+)] als auch
[MHC II(+)/CD19(-)] zeigten keine deutlichen, mit den Signalen der [NK1.1(+)] oder der

[CD3(+)] Zellpopulationen vergleichbaren, intrazelluldren IFN-y Signale.

Eine Abnahme der [MHC II(+)/CD19(-)] oder der [MHC II(+)/CD19(+)] Zellpopulation bei

den infizierten Tieren im Vergleich zu den nicht infizierten Kontrollen wurde nicht gemessen

(Abb. 15A). Da die Populationen der T-Zellen und NK-Zellen innerhalb von 29 h p.i.

abnahmen, sich also die Zusammensetzung der betrachteten Milzzellpopulationen innerhalb

dieses Infektionszeitraumes verschob, erschien die [MHC II(+)/CD19(+)] Zellpopulation nach

29 h p.i. relativ zu den anderen Zellpopulationen vergréBert (vergleiche Abb. 15A).
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WT Mause wurden i.v. mit VL
infiziert, Kontrolltiere wurden
nicht infiziert. Nach 19 h und
29 h wurden die Tiere getotet.
Die Milzzellen wurden in
Anwesenheit von BFA und
Gentamicin  4h in vitro
inkubiert, nach einer
Erythrozytenlyse wurden die
Leukozyten im Durchfluss-
zytometer analysiert. Zell-
trimmer und degenerierte
Zellen wurden aufgrund ihrer
Grolke und Granularitat von
einer Betrachtung ausge-
schlossen (vergl. Abb. 13A).
Die eingegrenzten Leukozyten
wurden auf die Expression von
MHC Il und CD19 selektioniert
(A). Die [MHC II(+)/CD19(-)]
Monozyten, M® und DC (B)
sowie die [MHC 1I(+)/CD19(+)]
B-Zellen wurden auf ein
intrazelluldres IFN-y Signal hin
untersucht.
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Die Gewichtung der intrazelluldr IFN-y exprimierenden Zellpopulationen nach 19 h und nach
29 h p.i. wurde gegeniibergestellt (Abb. 16). Deutlich dominierend an dem Gesamt IFN-y-
Signal war der Anteil der [NK1.1(+)/CD3(-)] Zellpopulation. Demgegeniiber war der Anteil
der [MHC II(+)] Zellpopulationen an der IFN-y Produktion zu den Zeitpunkten 19 h p.i. und
29 h p.i. vernachléssigbar gering. Der Anteil der IFN-y exprimierenden [CD3(+)/CD8b(+)] T-
Zellen an dem Gesamt IFN-y Signal nahm 29 h p.i. im Vergleich zu 19 h p.i. zu. Der Anteil
der [CD3(+)/CD4(+)/IFN-y(+)]  Zellpopulation schien {iiber den betrachteten
Infektionszeitraum hinweg konstant zu bleiben. Der Anteil der NK-T-Zellen an dem Gesamt-

IFN-y Signal nahm nach 29 h p.i. bis zur Detektionsgrenze ab.

Abb. 23  Anteil der Zellpopulationen an der IFN-y Produktion nach 19 h und 29 h p.i.

19 h infiziert 29 h infiziert
100 | B MHC I1(+)/CD19(+)/IFN-y(+)
B MHC lI(+)/CD19(-)/IFN-y(+)

- B CD3(+)/NK1.1(+)/IFN-y(+)
- B CD3(+)/CD4(+)/IFN=y(+)
T " B CD3(+)/CD8b(+)/IFN-y(+)
3 B NK1.1(+)/CD3(-)/IFN-y(+)
L
- 40 -
X

20

WT Mause wurden i.v. mit 5 x10° VL infiziert. Nach 19 h und 29 h wurden (iber die Oberflachenmarker
MHC II, CD19, CD3, NK1.1, CD8b und CD4 die unterschiedlichen Leukozytenpopulationen der Milz
selektioniert und auf ein intrazellulares IFN-y Signal hin analysiert. Die einzelne IFN-y Signale zu den
Zeitpunkten 19 h p.i. und 29 h p.i. wurden summiert und gleich 100 % gesetzt. Hiernach wurde der
Anteil der einzelnen Zellpopulationen an dem Gesamt-IFN-y bestimmt. Fir jeden Zeitpunkt sind die
dargestellten Daten reprasentativ fiir die Analyse von drei infizierten Tieren.
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3.3 Die Abnahme von Zellpopulationen im Verlauf der Infektion

In Abschnitt 3.1 ist dargestellt worden, dass die [NK1.1(+)] Zellpopulation der Milz und der
Leber von RAG-1 Méusen nach 19 h p.i. um ca. 50 % abnahm. Bei syngenen WT Méusen
wurde ebenfalls nach 19 h p.i. eine Abnahme der [NK1.1(+)] Zellpopulationen und [CD3(+)]
Zellpopulation der Milz beobachtet, jedoch keine Anderung bei der [MHC II(+)/CD19(+)]
Zellpopulation.

In den folgenden Experimenten wurde die Frage untersucht, ob diese Abnahme von
verschiedenen Subpopulationen der Milz iiber die verschiedenen Zeitpunkte einer Infektion
hinweg auch bei Analyse von lebend im Durchflusszytometer analysierten Zellen (vergl.
2.5.1) bestitigt werden kann. Durch eine Markierung der Zellen mit Annexin V wurde
untersucht, ob die einzelnen Leukozytenpopulationen Phosphatidylserin auf der
Zelloberflache exprimierten (vergl. 2.5.1.2). Die Gegenfarbung der Zellen mit Propidiumjodid
(PJ) machte eine Unterscheidung zwischen lebendigen [PJ(-)] und toten [PJ(+)] Zellen
moglich. (vergl. 2.5.1.1).

3.3.1 Abnahme der [NK1.1(+)] Zellpopulation bei RAG-1 Mausen

Die Analyse von [NK1.1(+)] Zellen mit einer Doppelmarkierung von Annexin V und PJ bei
Milzzellen von RAG-1 Méusen zeigte, dass schon ein relativ hoher Anteil der [NKI1.1(+)]
Milzzellen bei den nicht infizierten RAG-1 Méausen nach der Aufarbeitung sowohl [Annexin
V(+)] als auch [PJ(+)] war. Die [Annexin V(+)/PJ(+)] Teilpopulation diskriminierte sowohl
durch Nekrose abgestorbene NK-Zellen als auch NK-Zellen in einem spiten

Apoptosestadium.

In dem dargestellten Experiment konnte allerdings gezeigt werden, dass der Anteil der
lebenden NK-Zellen [Annexin V(-)/PJ(-)] von ca. 73 % bei den nicht infizierten Tieren auf ca.
54 % nach 19h p.i. abnahm. Die NK-Zellpopulation, welche Marker fiir das frithen
Apoptosestadium [Annexin V(+) / PJ(-)] exprimierten, stieg nur in sehr geringem Mal} an
(von ca. 4 % bei nicht infizierten Tieren auf ca. 6 % bei den infizierten Tieren, vergl. Abb.
17C). Die [Annexin V(+)/PJ(+)] Teilpopulation war mit ca. 36 % nach 19 h p.i gegeniiber den
nicht infizierten Kontrollen mit ca. 25 % p.i. deutlich erhoht (Abb. 17 C). Diese Experimente
ergaben deutliche Hinweise, dass im Zuge einer Infektion mit VL grofle Teile der NK-
Zellpopulation nach 19 h abgestorben waren. Eine Aussage iiber den Mechanismus, Apoptose
oder Nekrose, konnte jedoch zu diesem Zeitpunkt der Infektion aus diesen Daten nicht

abgeleitet werden.
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Abb. 24  Annexin V und PJ -Markierung von NK-Zellen aus der RAG-1 Milz
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3.3.2 Abnahme von Lymphozytenpopulationen bei WT Mausen

WT Miuse wurden mit VL intravends infiziert. Kontrolltiere wurden nicht behandelt. Nach
9h, 19h und 29h p.i. wurden die Tiere getdtet. Die Zellen der Milz wurden als
Einzelzellsuspension aufgearbeitet, und die Leukozyten der Milz wurden mit Antikdrpern
gegen die Oberflichenmarker NK1.1, CD4, CD8b und CD19, sowie dem Apoptosemarker
Annexin V markiert. AnschlieBend wurden die Zellen lebend im Durchflusszytometer mit

einer PJ-Gegenfiarbung analysiert.

Auch bei den [NKI1.1(+)] Zellpopulationen aus der Milz von nicht infizierten WT Maiusen
konnte gezeigt werden, dass direkt nach der Aufarbeitung ein hoher Anteil sowohl [Annexin
V(+)] als auch [PJ(+)] war (Abb. 18, Reihe C). Dieses Ergebnis bestitigte die Beobachtungen,
die bei den [NK1.1(+)] Zellen der RAG-1 Maiuse dargestellt wurden (vergl. Abb. 24 Reihe C).
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Bei den WT Maiusen nahm der Anteil der lebendigen NK-Zellen [Annexin V(-)/PJ(-)] nach
19 h p.i. stark ab. In dem dargestellten Experiment konnten bei nicht infizierten Tieren 76 %
lebende NK-Zellen nachgewiesen werden, bei infizierten Tieren waren es noch ca. 33 %
(Abb. 18C). Dementsprechend stieg der Anteil der [Annexin V(+)/PJ(+)] NK-Zellen an, in
dem dargestellten Experiment von ca. 16 % auf ca. 53 % nach 19h p.i. Auch diese Ergebnisse
bestitigten die unter 3.3.1 dargestellten Hinweise, dass die NK-Zellpopulation im Verlauf der
Infektion abgestorben war. Ein Anstieg der NK-Zellen, die Marker flir das friihe
Apoptosestadium exprimierten [NK1.1(+)/Annexin V(+)/PJ(-)], war jedoch bei den infizierten
Tieren im Vergleich zu den nicht infizierten Kontrolltieren nur sehr gering. Diese
Beobachtung konnte ebenfalls bei den infizierten RAG-1 Méusen gezeigt werden. Auch bei

den WT Méusen konnten somit keine Hinweise auf Apoptose gezeigt werden.

Abb. 25  Annexin V und PJ-Markierung von NK-Zellen aus der Milz von WT Mausen

Nicht infiziert 19h infiziert
A 256 256 WT Mause wurden mit VL infiziert.
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Die in Abschnitt 3.2 in Bezug auf die IFN-y Produktion analysierten Subpopulationen der
Milz wurden zu verschiedenen Zeitpunkten auf die Expression von Phosphatidylserin auf der

Membranoberfliche und auf die Anfdrbbarkeit mit PJ hin untersucht (Abb. 19). Der Anteil
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der eingegrenzten Leukozyten war zu allen betrachteten Zeitpunkten der Infektion annidhernd

gleich.

Der Anteil der lebenden NK1.1(+) Zellen [Annexin V (-)/PJ(-)] nahm schon nach 9 h p.i.
leicht ab. Nach 19 h p.i. war der Anteil schon um ca. 60 % im Vergleich zu den nicht
infizierten Kontrollen reduziert (von ca. {2,7 £ 0,3} % bei den nicht infizierten Kontrollen auf
ca. {1,1 £ 0,4} % nach 19 h p.i.). Demgegeniiber konnte ein kontinuierlicher Anstieg der
PJ(+), toten [NKI1.1(+)] Zellen bis 29 h p.i. dargestellt werden. Hierbei war der Anteil der
Zellen, die Marker fiir frithe Apoptosestadien [Annexin V (+)/PJ(-)] exprimierten, zu allen
betrachteten Zeitpunkten der Infektion nur sehr gering (Abb. 19A). Dies ldsst eher das

Einwirken von Nekrose bei NK-Zellen vermuten.

Der Anteil der [CD4(+)/Annexin V (-)/PJ(-)] Zellpopulation (im Wesentlichen lebende
CD4(+) T-Helferzellen) nahm nach 19 h p.i leicht ab und zeigte nach 29 h p.i. eine Reduktion
von ca. 50 % verglichen mit den nicht infizierten Kontrollen (von ca. {16,1 £ 1,1} % bei den
nicht infizierten Kontrollen auf ca. {7,8 = 1,0} % nach 29 h p.i.). Es konnten keine Hinweise
auf ein verstédrktes Absterben [PJ(+)] oder auf eine verstirkte Apoptose [Annexin V (+)/PJ(-)]
gefunden werden (Abb. 19B).

Der Anteil der lebenden [CD8b(+)/Annexin V (-)/PJ(-)] Zellpopulation erschien schon nach 9
h p.i. deutlich reduziert, dieser Trend setzte sich bis 29 h p.i. fort. Hier konnte ein 50 %-ige
Reduktion der Zellpopulation im Vergleich zu den nicht infizierten Kontrollen gemessen
werden (von ca. {8,3 = 0,7} % bei den nicht infizierten Kontrollen auf ca. {4,4 £ 0,5} % nach
29 h p.i.). Der Anteil der [Annexin V(+)/ PI(-)]-Zellpopulation war zu allen betrachteten
Zeitpunkten der Infektion sehr gering und zeigte keine Hinweise auf Apoptose bei dieser
Zellpopulation (Abb. 19D). Ein Hinweis auf ein verstirktes Absterben [PJ(+)] konnte

ebenfalls nicht gezeigt werden.

Die [CDI19(+)/Annexin(-)/PJ(-)] Zellpopulation (lebende B-Zellen) zeigte im Gegensatz zu
den vorher betrachteten Zellpopulationen nach 19 h p.i. eine leichte Zunahme, die sich nach
29 h p.i. noch verstarkte. Hier waren nur wenige Zellen mit PJ anfiarbbar. Im Vergleich mit
dem PJ-sensitiven Anteil der T-Zellen und NK-Zellen war der Anteil der B-Zellen deutlich
geringer (Abb. 19; vergl. A, B und D mit C). Diese Analysen mit vitalen Milzzellen
bestdtigten die Beobachtungen der intrazelluldren Analysen, dass die [MHC II(+)/CD19(+)]
Zellpopulation der infizierten WT Maiuse im Vergleich zu den nicht infizierten Kontrollen

nicht abnahm (3.2.1, Abb. 22).
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Die in Abb. 19 dargestellten Daten zeigten, dass die B-Zellen der Milz von der Infektion mit
VL nicht in dem Mal beeinflusst worden waren, wie die NK-Zellen und die T-
Zellpopulationen. Sowohl bei NK-Zellen als auch bei den T-Zellen konnten mittels Annexin

V Markierung keine Hinweise auf Einwirkungen von Apoptose dargestellt werden.

Abb. 26  Analyse von WT Milzzellen auf Apoptosemarker im Verlauf einer Listerieninfektion
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WT Mause wurden mit VL infiziert, Kontrollen wurden nicht infiziert (n. inf.). Nach 9 h, 19 h und 29 h wurden
Tiere getotet. Die Zellen der Milz wurden mit charakteristischen Oberflachenmarkern NK1.1 (A), CD4 (B);
CD19 (C) und CD8b (D) sowie Annexin V und PJ markiert. Dann wurden die markierten Zellen lebend im
Durchflusszytometer analysiert. Die Abbildungen zeigen die Mittelwerte der zu den einzelnen Zeitpunkten
durchgefiihrten Messungen. Auf der rechten y-Achse sind die eingegrenzten Leukozyten bezogen auf alle
gespeicherten Messereignisse zu den einzelnen Zeitpunkten O h, 9 h 19 h und 29 h bezeichnet. Auf der
linken y-Achse wurden die als positiv fir den entsprechende Marker erfassten Messereignisse bezogen auf
die erfassten Leukozyten betrachtet (vergl. 2.5.4.1). Die positiven Messereignisse fiir die einzelnen Marker
(A,B,C,D) teilen sich auf in

[Annexin V(-) [/ Pl (-)] - [Annexin V(-) / PI(+)]
vitale Zellen Nekrose

[Annexin  V(+) [/ PI(-)] [Annexin V(+) / PI(+)]

frihes Apoptosestadium ﬂ spate Apoptose -

/Nekrose
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3.4 CD122 Expression und intrazellulares IFN-y bei murinen NK-
Zellen im Verlauf einer Infektion

Murine NK-Zellen tragen einen Rezeptor fiir [L-15 und IL-2 auf der Oberflache (vergl. 1.5).
Durch eine Doppelmarkierung der Oberfldchenantigene NK1.1 und der IL2/IL15Rf Kette
(CD122) ist somit eine genaue Abgrenzung der NK-Zellpopulation von den iibrigen

Leukozytenpopulationen moglich.

3.4.1 Analyse der NK-Zellen aus der RAG-1 Milz

RAG-1 Miuse wurden mit VL infiziert, Kontrolltiere wurden nicht behandelt. Nach 19h
wurden die Tiere getotet. Die Milzzellen wurden als Einzelsuspension aufgearbeitet und
weitere 4 h in Gentamicin- und BFA-haltigem Kulturmedium in vitro inkubiert. Danach
wurden sie mit den monoklonalen Antikorpern anti CD122, anti NK1.1 und intrazelluldr mit

dem mAk anti IFN-y markiert.

[NK 1.1(+)] Zellen aus der Milz von nicht infizierten RAG-1 Méiusen exprimierten auf der
Oberfliche die B-Kette des IL-2/IL15 Rezeptors (CD122, Abb. 20A). Ein intrazelluldres
Signal fiir [IFN-y konnte bei dieser [NK1.1(+)/CD122(+)] Zellpopulation nicht nachgewiesen
werden. [NK1.1(+)] Zellen aus der Milz von VL infizierten RAG-1 Méusen zeigten nach
19 h p.i. ein deutliches intrazelluldres Signal fiir IFN-y. Auf diesen Zellen allerdings wurde
CD122 nicht exprimiert (Abb. 20B). Die NK-Zellen aus der Milz infizierter RAG-1 Méuse
zeigten somit eine inverse Reaktion zwischen der membranstidndigen Expression von CD122

und intrazellulirem [FN-y gegeniiber den nicht infizierten Kontrollen.

Dieses Phanomen konnte sowohl bei den [NK1.1(+)] Zellen der Milz (Abb. 20A und 20B),
als auch bei den NK-Zellen der Leber beobachtet werden (Daten nicht dargestellt).
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Abb. 27 IFN-y Produktion und CD122 Expression bei [NK1.1(+)] RAG-1 Milzzellen
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RAG-1 Mause wurden nicht behandelt (A) oder mit VL infiziert (B). Nach 19 h p.i. wurden die
Tiere getdtet. Die Milzzellen wurden 4 h in vitro in einem BFA- und Gentamicin-haltigem
Medium inkubiert, dann wurden die Leukozyten nach einer Erythrozytenlyse im
Durchflusszytometer analysiert. Degenerierte Zellen und Zelltrimmer wurden Uber die GroRRe
und Granularitat ausgeschlossen ( 1 ). Die NK1.1(+) Zellen wurden selektioniert ( 2 ) und auf
die Expression von CD122 auf der Membranoberflache und intrazellularem IFN-y hin
untersucht ( 3 und 4 ).

3.4.2 Analyse der [NK1.1(+)] Milzzellen von syngenen WT Mausen

WT Maiuse wurden analog den RAG-1 Méusen mit VL infiziert, auch hier wurden die
Kontrolltiere nicht behandelt. Nach 19 h p. i. wurden diese Tiere geopfert. Die Milz wurde als
Einzelsuspension aufgearbeitet und weitere 4 h mit Brefeldin A- und Gentamicin-haltigem
Kulturmedium in vitro inkubiert. Dann wurden die Milzzellen und mit den monoklonalen

Antikdrpern anti CD122, anti NK1.1, und intrazelluldr mit einem anti IFN-y mAk markiert.

Bei immunkompetenten WT Maéusen ist bei der Betrachtung von NKI1.1 exprimierenden
Zellpopulationen zwischen einer [NKI1.1(+)/CD3(-)] Zellpopulation, den NK-Zellen, und
einer [NK1.1(+)/CD3(+)] Zellpopulation, den NK-T-Zellen zu unterscheiden (vergl. 3.2.1).
Fiir eine bessere Ubersicht wurde in der Abb. 21 auf diese Unterscheidung verzichtet, zumal
schon unter 3.2.1 dargestellt wurde, dass sowohl NK-Zellen als auch NK-T-Zellen nach 19 h
p.i. mit VL ein intrazelluldres Signal fiir IFN-y exprimierten und die NK-T-Zellen in der Milz

nur eine kleine Population darstellen.
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Die [NK1.1(+)] Zellpopulationen der Milz von nicht infizierten WT Maéusen exprimierte
ebenfalls CD122 auf der Membranoberfliche. Ein intrazelluldres Signal fiir IFN-y konnte
nicht beobachtet werden (Abb. 21A). Die [NKI1.1(+)] Zellpopulationen der Milz von VL
infizierten WT Maiusen zeigte deutlich ein intrazelluldres Signal fiir IFN-y, jedoch konnte die
Expression von CD122 auf der Membranoberflache nicht mehr nachgewiesen werden (Abb.
21B). Diese Daten bestétigen die Beobachtungen, die bei mit VL infizierten RAG-1 Méusen
gemacht worden waren (vergl. 3.4.1, Abb. 20).

Abb. 28 IFN-y Produktion und CD122 Expression bei NK1.1(+) WT Milzzellen
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WT Mause wurden nicht behandelt (A) oder mit VL infiziert (B). Nach 19 h p.i. wurden die
Tiere getotet. Die Milzzellen wurden 4 h in vitro in einem Gentamicin- und BFA-haltigem
Medium inkubiert, dann wurden die Leukozyten nach einer Erythrozytenlyse im
Durchflusszytometer analysiert. Degenerierte Zellen und Zelltrimmer wurden Uber die GroRke
und Granularitat ausgeschlossen (1). Die NK1.1(+) Zellen wurden selektioniert (2) und auf die
Expression von CD122 auf der Membranoberflache und intrazellularem IFN-y hin untersucht

(3und 4).
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3.5 IFN-« Produktion und CD122 Expression bei murinen NK-
Zellen in vitro

In den folgenden Experimenten steht die Frage im Vordergrund, ob und unter welchen
Bedingungen sich die Beobachtungen der Infektionsversuche in Bezug auf die CD122

Expression der NK-Zellen in vitro verifizieren lassen.

3.5.1 Analyse der NK-Zellen aus RAG-1 Milzzellkulturen nach
Stimulation mit lebenden Listeria monocytogenes auf
Einzelzellniveau

Bei der in vitro Stimulation von Zellkulturen mit lebenden Bakterien besteht die Gefahr, dass

die Bakterien die Zellkultur im Verlauf der Inkubation iiberwachsen. Die fiir die Stimulation

verwendete Bakterienkonzentration und die Inkubationszeit miissen jedoch so gewdhlt sein,
dass gut detektierbare, intrazellulire Zytokinsignale sowie Anderungen der

Rezeptorexpressionen auf der Membranoberfldche als Reaktion auf die Bakterienstimulation

gemessen werden konnen. In diesem Experiment steht die Optimierung der in vitro

Stimulation von Milzzellen naiver RAG-1 Mause mit vitalen Listerien (VL) im Vordergrund.

Besonderes Augenmerk wurde in der Zeitkinetik (Abb. 22) auf die Entwicklung von CD122

auf den NK-Zellen und die Expression von intrazellulirem IFN-y gelegt.

Die Milzzellen (WSC) naiver RAG-1 Méduse wurden als Einzelzellsuspension aufgearbeitet
(vergl. 2.4.1) und mit VL in einem Verhiltnis VL:WSC = 3:1 infiziert. Nach Ablauf von 2 h,
4h und 6 h wurden die Zellen gesammelt und mit sterilem PBS gewaschen. Hierdurch
wurden nicht internalisierte Bakterien weitestgehend entfernt. Die Zellen wurden dann in dem
gleichen Volumen eines Gentamicin- und Brefeldin A-haltigen Mediums aufgenommen und
weitere 4 h im Brutschrank inkubiert. Nach einer Erythrozytenlyse und Blockade der Fc-
Rezeptoren wurden die Zellen mit den mAk anti CDI22 und anti NKI1.1 auf der

Membranoberfliche markiert, fixiert sowie intrazelluldr mit anti IFN-y gefarbt (vergl. 2.9.3)

Uber die Inkubationszeit hinweg wurde beobachtet, dass die eingegrenzte
Leukozytenpopulation deutlich abnahm (Abb. 22, Reihe A bis D). Diese Abnahme zeigte eine
Verdnderung der Zellen in der GroBe (FSC) und der Granularitidt (SSC) an. Ein Teil der
Milzleukozyten wurden mit fortschreitender Inkubationszeit kleiner und granulérer, deutliche
Anzeichen fiir aufgrund von Nekrose oder Apoptose abgestorbene und damit degenerierte
Zellen. Diese Zellen wurden nicht mehr als Leukozyten in eine weitere Analyse
miteinbezogen (vergl. 2.5.4.1). Auch die [NK1.1(+)] Milzzellpopulation nahm innerhalb der

eingegrenzten Leukozytenpopulation iiber die in vitro Inkubationszeit ab. Die Abnahme der
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NK-Zellen erschien dabei weitgehend unabhéngig von der VL-Stimulation zu sein, da auch
die nicht stimulierten Milzzellkulturen dieses Phdnomen zeigten. Diese Abnahme schien eher

in der in vitro Situation selbst begriindet zu sein (vergl. Abb. 22D und 22E).

[NK1.1(+)] Milzzellen, die nicht mit VL stimuliert worden waren, zeigten kein intrazellulires
IFN-y Signal. Auf der Membranoberfldche wurde CD122 analog den Beobachtungen bei den
VL-Infektionen (3.4.1 und 3.4.2) exprimiert. Nach 2 h in vitro Stimulation mit VL zeigten die
[NK1.1(+)] Milzzellen noch kein intrazelluldres Signal fiir IFN-y. Die Signalabnahme von
CD122 auf den [NKI1.1(+)] Milzzellen war allerdings schon schwach zu erkennen (Abb.
22B). Nach einer in vitro Stimulation von 4h konnte deutlich ein Anstieg der
[NK1.1(+)/CD122(-)] Zellpopulation beobachtet werden. Diese Zellpopulation exprimierte zu
diesem Zeitpunkt schon ein intrazelluldres Signal fiir IFN-y (Abb. 22C). Nach einer in vitro
Stimulation iiber 6 h exprimierte die [NK1.1(+)] Milzzellpopulation kein CD122 mehr auf der
Oberflache. Zu diesem Zeitpunkt konnte jedoch ein starkes intrazelluldres Signal fiir IFN-y
beobachtet werden (Abb. 22D). Milzzellkulturen, die {iber 6 h in vitro ohne Stimulation
inkubiert worden waren, zeigten eine Reduktion der [NK1.1(+)] Zellpopulation, aber kein
intrazelluldres Signal flir IFN-y und auch keine Abnahme des CD122 Signals bei den NK-
Zellen (Abb. 22E).

Diese Beobachtungen bestitigten die Resultate, die bei Infektionen von RAG-1 Miusen und
WT Maiusen mit VL gezeigt wurden (vergl. 3.4). Durch die in vitro Stimulation von naiven
RAG-1 Milzzellen mit VL wurde dargelegt, dass sowohl die Zunahme des VL-induzierten,
intrazelluldren IFN-y Signals als auch die Abnahme von CD122 auf [NK1.1(+)] Zellen iiber

die Infektionszeit titrierbar waren.

Analog den unter 3.1 und 3.2 dargestellten Experimenten waren auch bei einer in vitro

Stimulation von RAG-1 Milzzellen mit VL die NK-Zellen die wesentliche Quelle fiir [FN-y.
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Abb. 29  Stimulation von naiven RAG-1 Milzzellen in vitro mit vitalen Listeria monocytogenes
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Milzzellen von naiven RAG-1 Mausen wurden direkt nach der Aufarbeitung der Einzelzellsuspension
markiert (A), 2 h (B), 4 h (C) 6 h (D) in vitro mit VL stimuliert. Als Kontrolle wurden Milzzellen tber 6 h in
vitro ohne VL-Stimulation inkubiert (E). Danach wurden die Zellen in BFA- und Gentamicin-haltigem
Kulturmedium weitere 4 h im Brutschrank inkubiert. Nach der Erythrozytenlyse wurden die Leukozyten im
Durchflusszytometer analysiert. Degenerierte Zellen und Zelltrimmer wurden Uber die GroéfRe und
Granularitat ausgeschlossen ( 1 ). Die NK1.1(+) Zellen wurden selektioniert ( 2 ) und auf die Expression von
CD122 auf der Membranoberflache und intrazelluldrem IFN-y hin untersucht ( 3 und 4 ).
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3.5.2 Vergleich der Zytokinproduktion von RAG-1 Milzzellkulturen nach
Stimulation mit Hitze-inaktivierten oder lebenden Listerien mittels
ELISA

Die Stimulation von Milzzellen in vitro mit lebenden Listerien (VL) hat den Nachteil, dass
sich die Bakterien wihrend der Stimulationsphase weiter vermehren. Damit kann der
Stimulus auf die Zellen nicht konstant gehalten werden. Wird die Dauer der
Stimulationsphase zu lang gewdhlt, so iiberwachsen die Bakterien die Kultur und fiihren zu
einem Absterben von M® und NK-Zellen. Eine Auswertung des Experimentes ist nicht mehr
moglich. In Vorversuchen wurde beobachtet, dass eine Stimulationsdauer von 19 h zu einem

Uberwachsen der Zellkultur gefiihrt hatte (Daten nicht dargestellt).

Fiir in vitro Arbeiten stellte die Verwendung von Hitze-inaktivierten Listeria monocytogenes
(HKL) als bakteriellen Stimulus eine Moglichkeit dar, die Versuchsbedingungen besser zu
standardisieren. In dem folgenden Experiment wurden verschiedene Konzentrationen von VL
und HKL iiber verschiedene Zeitpunkte hinweg in ihrem Potential verglichen, RAG-1

Milzzellen in vitro zu einer IFN-y Produktion zu aktivieren.

3.5.2.1 Vergleich der IFN-y Produktion

Milzzellen (WSC) von naiven RAG-1 Méausen wurden in vitro nicht stimuliert oder mit HKL
in verschiedenen Verhiltnissen (HKL:WSC = 1:10, 3:1, 10:1) stimuliert bezichungsweise in
den gleichen Verhiltnissen mit VL stimuliert (VL:WSC = 1:10, 3:1, 10). Die Uberstiinde
wurden nach Ablauf der jeweiligen Stimulationszeit (2 h, 4 h, 5 h, 6 h, 7 h, 8 h) abgenommen

und mittels ELISA auf ihre IFN-y Konzentration hin untersucht.

In dem in Abb. 23 dargestellten Experiment zeigte die Stimulation von RAG-1 Milzzellen mit
HKL in einem Verhéltnis HKL:WSC = 3:1 in den ersten 8 h keine IFN-y Titer. Bei einem
Verhéltnis HKL:WSC = 10:1 konnte nach 7 h eine leichte Erh6hung (0,2 ng/ml IFN-y) der
IFN-y Konzentration im Kulturiiberstand festgestellt werden. Nach 8 h konnten deutliche

IFN-y Titer(ca. 1,3 ng IFN-y) im Kulturmedium nachgewiesen werden (Abb. 23A).

Demgegeniiber zeigte die Stimulation von Milzzellen mit VL in einem Verhéltnis von
VL:WSC = 3:1 schon nach 6 h eine schwache (0,1 ng/ml IFN-y), nach 7 h (3,6 ng/ml IFN-y)
und 8 h (8,1 ng/ml IFN-y) jedoch deutliche Erh6hungen der IFN-y Titer im Kulturmedium.
Der Vergleich mit den durch HKL in einem Verhéltnis HKL:WSC = 10:1 induzierten IFN-y
Konzentrationen zeigte, dass VL schon bei einem Verhéltnis VL:WSC = 3:1 sehr viel hohere

IFN-y Konzentrationen induzierte.
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Bei einem Verhéltnis VL:WSC = 10:1 waren die IFN-y Titer im Vergleich zu VL:WSC = 3:1
noch einmal etwas erhoht (nach 6 h ca. 0,3 ng/ml, 7h ca. 4,5 ng/ml IFN-y und 8h ca.

9,8 ng/ml), jedoch auch hier waren erst nach 6 h erhohte IFN-y Konzentrationen im

Kulturmedium messbar (Abb. 23B).

Diese Daten zeigten, dass VL in der Lage waren, Milzzellen stirker zu einer IFN-y

Produktion zu aktivieren, als es mit HKL im der gleichen Inkubationszeit der Fall war.

Bei der durchflusszytometrischen Analyse von RAG-1 Milzzellen nach einer VL-Stimulation
in vitro konnte bei den Zeitpunkten 4 h und 6 h ein intrazelluldres IFN-y Signal bei NK-Zellen
beobachtet werden (vergl. 3.5.1, Abb. 29C und D). Demgegeniiber konnte bei HKL
stimulierten Milzzellkulturen auch nach einer Stimulationszeit von 19 h kein deutliches

intrazelluldres IFN-y Signal detektiert werden (s.u. 3.5.3, Abb. 25A und F).

Abb. 30 Vergleich der IFN-y Produktion von in vitro mit VL und HKL stimulierten RAG-1

Milzzellen
A Stimulation von WSC mit HKL B Stimulation von WSC mit VL
10 7
— 8 4 —
£ £
2 6 2
= HKLWSC= —
= 41 ? &
n. stim

Inkubationszeit [h] Inkubationszeit [h]

1,0x10% Milzzellen (WSC) von naiven RAG-1 Mausen wurden in vitro in 1 ml WSC Medium nicht
stimuliert oder mit HKL (HKL:WSC = 1:10, 3:1, 10:1; A) bzw. VL ( VL:WSC = 1:10, 3:1, 10:1; B)
stimuliert. Nach 2 h, 4 h, 5 h, 6 h und 8 h wurden die Zellkulturliberstdnde gesammelt, sterilfiltriert und
auf die IFN-y Konzentrationen mit Hilfe eines ELISA getestet. Vergleichbare Resultate wurden in zwei
unabhangigen Experimenten gemessen.
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3.5.2.2 Vergleich der IL-12 Produktion

In der Einleitung wurde dargelegt, dass unterschiedliche proinflammatorische Zytokine NK-
Zellen zu einer IFN-y-Produktion aktivieren. Ein Schliisselzytokin fiir diese Aktivierung von
NK Zellen zu einer IFN-y Produktion ist IL-12 (vergl. 1.4.2). Um das unterschiedliche
Potential von VL und HKL in der Stimulation von RAG-1 Milzzellen zu einer IFN-y
Produktion zu erkldren, wurde die Produktion von IL-12 nach Stimulation von RAG-1

Milzzellen mit VL und HKL {iiber verschiedene Zeitpunkte verglichen.

Milzzellen (WSC) von naiven RAG-1 Méusen wurden wie unter 3.5.2.1 beschrieben in vitro
stimuliert. Die Uberstinde der Zellkulturen wurden mittels ELISA auf ihre IL-12
Konzentrationen hin untersucht. Die Stimulation von Milzzellen mit HKL zeigte bei einem
Verhéltnis von HKL:WSC = 3:1 in dem dargestellten Experiment nach 6 h ein leichtes
Ansteigen der IL-12 Konzentration im Zellkulturmedium (0,1 ng/ml), und erhdhte sich bis 8 h
auf ca. 0,4 ng/ml. Bei einem Verhéltnis von HKL:WSC = 10:1 jedoch konnte schon nach 4 h
eine erhohte IL-12 Konzentration mit Zellkulturmedium gemessen werden (0,3 ng/ml) die

tiber 8 h bis auf 4,4 ng/ml IL-12 anstieg (Abb. 24A).

Bei einer Stimulation der Milzzellen mit VL konnte erst nach 5h sowohl bei einem
Verhéltnis von VL:WSC = 3:1 (ca. 0,1 ng/ml) als auch bei einem Verhiltnis von VL:WSC =
10:1 (0,3 ng/ml) eine schwache IL-12 Konzentration im Zellkulturiiberstand gemessen
werden Die IL-12 Konzentrationen erhohten sich kontinuierlich bis zu einer Inkubationszeit
von 8 h, erreichte aber maximal nur 2,9 ng/ml bei einer Verhéltnis von VL:WSC = 3:1 und

nur 2,1 ng/ml bei einem Verhéltnis von VL:WSC = 10:1.

Diese Daten zeigten, dass HKL (HKL:WSC = 10:1) durchaus in der Lage waren, eine starke
IL-12 Produktion bei RAG-1 Milzzellkulturen in vitro zu induzieren (Abb. 24B). Diese IL-12
Produktion reichte jedoch nicht fiir die Induktion einer IFN-y Produktion bei NK-Zellen aus
(vergl. 3.5.2.1).
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Abb. 31 Vergleich der IL-12 Produktion von in vitro mit HKL und VL stimulierten RAG-1 Milzzellen

A Stimulation von WSC mit HKL B Stimulation von WSC mit VL
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1,0x10° Milzzellen (WSC) von naiven RAG-1 Mausen wurden in vitro in 1 ml WSC Medium nicht stimuliert (n.
stim.) oder mit HKL (HKL:WSC = 1:10, 3:1, 10:1; A) bzw. VL ( VL:WSC = 1:10, 3:1, 10:1; B) stimuliert. Nach
2h, 4h, 5h, 6h und 8 h wurden die Zellkulturiiberstdnde gesammelt, sterilfiltriert und auf die I1L-12 Kon-
zentrationen mit Hilfe eines ELISA getestet. Vergleichbare Resultate wurden in zwei unabhangigen
Experimenten gemessen.

3.5.3 Expression von CD122 und intrazellularem IFN-y bei NK-Zellen aus
RAG-1 Milzzellkulturen nach Stimulation durch Hitze-inaktivierte
Listerien und IL-2 oder IL-15

Kaufmann und Mitarbeiter beschrieben, dass aktivierte NK-Zellen sowohl spontan
zytotoxisch wirken als auch Produzenten von IFN-y sind. Sie zeigten, dass Milzzellen von
RAG-1 Mausen in vitro durch HKL nicht aktiviert wurden, allerdings durch Costimulation
von HKL und rekombinantem IL-2 (Daugelat et al., 1996).

In der Einleitung wurde dargelegt, dass IL-2 und IL-15 an gleiche Untereinheiten, CD122 und
CD132, eines Rezeptors binden. Auf diese Weise erkliren sich auch viele Uberschneidungen
in ihren biologischen Funktionen. Eine Optimierung der IFN-y Produktion bei NK-Zellen aus
der RAG-1 Milz wire also durch in vitro Stimulation von HKL und Costimulation von IL-2

oder IL-15 denkbar.

Durch die folgenden Experimente wurde die IFN-y Produktion von naiven RAG-1 Milzzellen

durch in vitro Stimulation von HKL und Costimulation durch IL-2 oder IL-15 optimiert. Die
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hier eingesetzten IL-2 oder IL-15 Konzentrationen wurden dabei so gewihlt, dass diese allein

nicht in der Lage waren, die NK-Zellen zu einer [IFN-y Produktion zu aktivieren.

WSC von RAG-1 Médusen wurden ohne Zusatz von IL-2 oder IL-15 (Abb. 25 A und F), mit
Zusatz von unterschiedlichen Konzentrationen IL-2 (Abb. 25B bis 25E) oder mit Zusatz von
unterschiedlichen Konzentrationen IL-15 (Abb. 25G bis 25J) in vitro inkubiert. Die
Milzzellkulturen wurden mit einem Verhéltnis von HKL:WSC = 10:1 iiber 19 h stimuliert,
danach wurden die Zellen weitere 4 h mit in einem BFA-haltigem Medium inkubiert. Nach
der Erythrozytenlyse und dem Block der Fc-Rezeptoren wurden die Zellen mit den mAk anti
NKI1.1 und anti CD122 auf der Zelloberfliche markiert. Die Zellen wurden danach fixiert und
intrazelluldr mit anti IFN-y mAk markiert. Analog der in Abb. 22 (vergl. 3.5.1) gezeigten
Darstellungen wurden degenerierte Zellen und Zelltriimmer tiber ihre Streulichteigenschaften
GroBe und Granularitdt von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Die [NK1.1(+)] Zellen

wurden auf die Expression von CD122 und intrazelluldrem IFN-y hin analysiert.

Die HKL Stimulation ohne Costimulation mit IL-2 (Abb. 25A) oder IL-15 (Abb. 25F) zeigte
nur eine geringfiigige Expression eines intrazelluldren IFN-y Signals (ca. 1,3 %) bei den NK-
Zellen, sie exprimierten jedoch CDI122 auf der Oberfliche. Mit der Zugabe steigender
Konzentrationen IL-2 ( Abb. 25B bis 25E) oder IL-15 (Abb. 25G bis 25J) stieg der Anteil der
[NK1.1(+)/CD122(-)] Zellpopulation an. Ebenso stieg der Anteil der [NK1.1(+)] Milzzellen
an, die ein intrazelluldres Signal fiir IFN-y exprimierten. Diese [IFN-y(+)] Zellen waren
generell [NK1.1(+)]-Zellen, die kein CD122 mehr auf der Membranoberfliche exprimierten.
Bei einem Vergleich der IL-2 Zugabe und der IL-15 Zugabe zu dem Kulturmedium war stets

folgendes zu beobachten:

Im Vergleich zu IL-2 induzierten geringere IL-15 Konzentrationen im Kulturmedium eine
starkere Abnahme des CD122 Signals auf [NK1.1(+) RAG-1] Milzzellen (vergl. Abb. 25D
und 25J) und sie induzierten ein stirkeres intrazellulires IFN-y-Signal bei
[NK1.1(+)/CD122(-)] Milzzellpopulationen als vergleichbare IL-2 Konzentrationen (vergl.
Abb. 25D und 25J).
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Abb. 32 Titration von IL-2 oder IL-15 auf HKL-stimulierte RAG-1 Milzzellen
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Naive RAG-1 Milzzellen wurden in einem Kulturmedium mit verschiedenen Konzentrationen von IL-2
oder IL-15 aufgenommen. Die Milzzellen wurden mit HKL:WSC = 10:1 Uber 19 h in vitro stimuliert.
Danach wurden die Zellen weitere 4 h mit BFA inkubiert. Nach einer Erythrozytenlyse wurden die
Leukozyten im Durchflusszytometer analysiert. Degenerierte Zellen und Zelltrimmer wurden Uber die
Grole und Granularitat ausgeschlossen. Die NK1.1(+) Zellen wurden selektioniert (vergl. 3.5.1, Abb.
29) und auf die Expression von CD122 auf der Membranoberflache und intrazellularem IFN-y hin
untersucht (A bis J). Vergleichbare Resultate wurden in drei unabhangigen Experimenten gemessen.
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3.5.4 Expression von CD122 und intrazellularem IFN-y bei NK-Zellen aus
RAG-1 Milzzellkulturen nach Inkubation mit IL-2 oder IL-15

In den folgenden Experimenten wurde kontrolliert, ob die eingesetzten IL-2 oder die IL-15
Konzentrationen allein in der Lage waren, Milzzellkulturen von naiven RAG-1 Maiusen in
vitro zu einer IFN-y Produktion zu stimulieren. Bei diesen Exprimenten stand die Frage im
Vordergrund, ob die Abnahme des CD122 Signals in einem zwingenden Zusammenhang mit

der IFN-y Produktion zu sehen ist.

Milzzellen von naiven RAG-1 Méiusen wurden in vitro unter Zusatz von unterschiedlichen
Konzentrationen 1L-2 oder IL-15 zu dem Kulturmedium 19 h inkubiert. Danach wurden die
Zellen weitere 4 h mit in einem Brefeldin A-haltigem Medium inkubiert, dann wie unter 3.5.3

beschrieben markiert und analysiert.

Die in vitro Inkubation von Milzzellen ohne Zusatz von IL-2 (Abb. 26A) oder IL-15
(Abb. 26F) zeigten keine Abnahme des CD122 Signals. Mit steigender IL-2 Konzentration
(Abb. 26B bis 26E) war eine stetige Zunahme der [NK1.1(+)/CD122(-)] Zellpopulation zu
beobachten. Ein intrazelluldres IFN-y Signal wurde auch bei der hochsten IL-2 Konzentration
(Abb. 26E) nicht exprimiert. Analog war mit steigender IL-15 Konzentration im
Kulturmedium (Abb. 26G bis 26J) ein Ansteigen der [NK1.1(+)/CD122(-)] Zellpopulation zu
beobachten. Auch hier war bei der hochsten, eingesetzten IL-15 Konzentration ein deutliches

intrazelluldres IFN-y Signal nicht zu erkennen (Abb. 26J).

Wihrend eine Expression eines intrazelluldren IFN-y Signals im Vergleich mit den HKL
stimulierten Milzzellen (Abb. 25) nicht detektierbar war, erwies sich die Abnahme des CD122
Signals auf den NK-Zellen mit Zunahme der IL-15 Konzentrationen bzw. IL-2 Konzentration
im Kulturmedium sowohl bei den HKL stimulierten (Abb. 17) als auch bei den nicht
stimulierten RAG-1 Milzzellen (Abb. 18) als titrierbar.

Bei den nicht stimulierten RAG-1 Milzzellen (Abb. 26) war zu beobachten, dass im Vergleich
mit IL-2 geringere IL-15 Konzentrationen in dem Kulturmedium eine stirkere Abnahme des
CD122 Signals auf [NK1.1(+)] RAG-1 Milzzellen verursachten (vergl. Abb. 26D: ca. 41 %,
und 26J: ca. 86 %).
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Abb. 33 Titration von IL-2 und IL-15 auf RAG 1 Milzzellen Mause
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Naive RAG-1 Milzzellen wurden in einem Kulturmedium mit verschiedenen IL-2 oder IL-15
Konzentrationen aufgenommen. Die Milzzellen wurden ohne Stimulation Gber 19h in vitro inkubiert,
danach weitere 4h mit BFA. Nach einer Erythrozytenlyse wurden die Leukozyten im
Durchflusszytometer analysiert. Degenerierte Zellen und Zelltrimmer wurden Gber die GréRe und
Granularitat ausgeschlossen. Die NK1.1(+) Zellen wurden selektioniert (vergl. 3.5.1, Abb. 22) und auf
die Expression von CD122 auf der Membranoberflache und intrazellularem IFN-y hin untersucht (A bis
J). Vergleichbare Resultate wurden in drei unabhangigen Experimenten gemessen.

3.6 IL-2 und IL-15 Genexpression bei Milzzellen im Verlauf einer
Infektion mit Listeria monocytogenes

Unter 3.4 und 3.5.1 wurde dargestellt, dass nach einer Infektion mit VL in vivo und in vitro

ausschlieBlich die [NK1.1(+)/CD122(-)] Zellpopulation ein intrazelluldres Signal fiir IFN-y
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exprimierte. Unter 3.5.3 wurde dargestellt, dass sowohl exogenes IL-2 als auch exogenes
IL-15 konzentrationsabhingig in vitro die Abnahme des CD122 Signals auf NK-Zellen
induzieren konnten und nach HKL Stimulation die Expression eines intrazelluliren IFN-y
Signals verstidrken konnten. Unter 3.5.4 wurden dargelegt, dass die Abnahme des CD122

Signals auf NK-Zellen allein abhingig von der exogenen IL-2 oder IL-15 Konzentration ist.

In den folgenden Experimenten wurde die Frage untersucht, welche Gentranskripte dieser
beiden Zytokine im Verlauf einer Infektion von Mausen mit VL in den Zellen der Milz
nachweisbar sind. Durch diese Experimente sollen Hinweise auf die in vivo Regulation von

IL-2 und IL-15 bei einer primdren, systemischen Infektion mit VL erhalten werden.

3.6.1 Transkription von IL-15 und IL-2 mRNA aus Milzzellen von
RAG-1 Mausen

RAG-1 Miuse wurden mit VL wie unter 3.1 und 3.2 beschrieben intravends infiziert,
Kontrolltiere wurden nicht behandelt. Nach 5 h p.i. und nach 19 h p.i. wurden Tiere getotet.
Die Milzzellen wurden aus den Organkapseln ausgestrichen (vergl. 2.4.1) und die Gesamt-
RNA wurde aus 1,0x107 WSC extrahiert (vergl. 2.7). Mit Hilfe von polyadenylierten
Oligonukleotiden wurde die Gesamt-RNA der Milz in komplementire cDNA umgeschrieben.
Unter Verwendung von Oligonukleotiden (Primern), die spezifisch in den IL-2 und IL-15
Gentranskripten binden, wurden fiir diese mRNA spezifische Fragmente mit Hilfe der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert. (vergl. 2.7). Als Kontrolle wurde ein
spezifischer Primer fiir das in den Zellen konstitutiv exprimierte Gen fiir die Hypoxanthin-

Phosphoribosyltransferase (HPRT) eingesetzt.

Die nicht infizierten Kontrollen zeigten erwartungsgemail keine Transkripte der IL-2 oder der
IL-15 mRNA (Abb. 27A). Die Analyse der Gesamt RNA aus der Milz infizierter RAG-1
Maiuse zeigte nach 5 h p.i. eine deutliche Transkription des IL-15 Gens an. Das IL-2 Gen
wurde im Vergleich zu der Systemkontrolle (HPRT Gen) und der Expression des IL-15 Gens
nur sehr schwach transkribiert (Abb. 27B). Nach 19 h p.i. war eine Transkription des IL-2
Gens nicht mehr detektierbar, das IL-15 Gen wurde allerdings weiterhin deutlich erkennbar

transkribiert (Abb. 27C).
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Abb. 34 Transkription der IL-2 und der IL-15 mRNA aus Milzzellen von infizierten RAG-1

Mausen
(A) Nicht infiziert (B) 5 h p.i. (C) 19 h p.i.
M H IL-2IL-15 M H IL-2 IL-15 M H IL-2 IL-15
500 Bp we= g
— e —

RAG-1 Mause wurden mit 5,0x10° VL i.v infiziert. Kontrolltiere wurden nicht behandelt. Tiere wurden
nach 5 h und nach 19 h getétet. Die 1,0x10” Milzzellen wurden als Einzelzellsuspension aufbereitet
und die Gesamt RNA wurde isoliert. Die RNA wurde in komplementare DNA umgeschrieben..
Spezifische Oligonukleotide flr das IL-2 oder das IL-15 Gentranskript wurden in der PCR eingesetzt
und ein charakteristisches Genfragment wurde amplifiziert. Ebenso wurde ein Genfragment fur das
konstitutiv transkribierte HPRT-Gen als Positivkontrolle amplifiziert. Die Produkte wurden auf einem
1,5 %-igem Agarosegel der GroRe nach aufgetrennt mit Hilfe von Ethidiumbromid im UV-Licht sichtbar
gemacht. Die Abbildung zeigt invers dargestellten Fotographien. M bezeichnet den 100 Basenpaar
(Bp) Marker, H bezeichnet die Expression des HPRT-Gens (Positivkontrolle, vergl. 2.7)

3.6.2 Transkription von IL-15 und IL-2 mRNA aus Milzzellen von
WT Mausen

WT Maiuse wurden wie unter 3.1 und 3.2 beschrieben mit VL intravends infiziert,
Kontrolltiere wurden nicht behandelt. Nach 5 h p.i. und nach 19 h p.i. wurden Tiere getotet.
Die Milzzellen wurden wie unter 3.6.1 beschrieben behandelt und analysiert. Als Kontrolle
wurde die Transkription des HPRT-Gens nachgewiesen (Abb. 28A bis 28C). Die nicht
infizierten Kontrollen zeigten erwartungsgemal keine Transkription des IL-2 oder IL-15 Gens
(Abb. 28A). Die Gesamt-RNA aus der Milz VL infizierter WT Méuse zeigte nach 5h p.i. ein
deutliches Signal fiir eine IL-15 mRNA an. Die IL-2 mRNA wurde zu diesem Zeitpunkt im
Vergleich zu der Systemkontrolle und der IL-15 Probe sehr schwach exprimiert (Abb. 28B).
Nach 19 h p.i. war eine Transkription der IL-2 Gens nicht mehr detektierbar (analog den in
Abschnitt 3.6.1 gezeigten Daten). Das IL-15 Gen wurde allerdings weiterhin deutlich

erkennbar abgelesen.
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Abb. 35 Transkription der IL-2 und der IL-15 mRNA aus Milzzellen von WT Mausen
(A) Nicht infiziert (B) 5 h p.i. (C) 19 h p.i.
M H IL-2 IL-15 M H IL-2IL-<15 M H IL-2 IL-15

-
-

500 Bp we=

WT Mause wurden mit 5,0x106 VL i.v. infiziert. Kontrolltiere wurden nicht behandelt. Tiere wurden nach
5h und nach 19h getétet. Die 1,0x10” Milzzellen wurden als Einzelzellsuspension aufbereitet und die
Gesamt RNA wurde isoliert. Die RNA wurde in komplementare DNA umgeschrieben. Spezifische
Oligonukleotide fiir das IL-2 oder das IL-15 Gentranskript wurden in der PCR eingesetzt und ein
charakteristisches Genfragment wurde amplifiziert. Ebenso wurde ein Genfragment fiir das konstitutiv
transkribierte HPRT-Gen als Positivkontrolle amplifiziert. Die Produkte wurden auf einem 1,5 %-igem
Agarosegel der GréRe nach aufgetrennt mit Hilfe von Ethidiumbromid im UV-Licht sichtbar gemacht.
Die Abbildung zeigt invers dargestellten Fotographien. M bezeichnet den 100 Basenpaar (Bp) Marker,
H bezeichnet die Expression des HPRT-Gens (Positivkontrolle, vergl. 2.7)

3.7 Einfluss von Brefeldin A bei der Abnahme des CD122 Signals
auf der Membranoberflache von NK-Zellen

Intrazellulire Analysen, zum Beispiel die hier dargelegten Analysen der [NKI1.1(+)]
Zellpopulationen auf ein intrazelluldres IFN-y Signal, setzen eine Inkubation der Zellen mit
einer Substanz voraus, welche die Sekretion dieser Proteine verhindert. Sie akkumulieren
dann in der Zelle und sind auf diese Weise detektierbar. Bei den bisher dargelegten
intrazelluldren Analysen wurden die Milzzellen liber 4h in vitro mit einem Brefeldin A -

haltigen Zellkulturmedium wie unter 2.4.3 beschrieben, inkubiert.

In den folgenden Experimenten wurde die Frage ndher analysiert, ob eine Abnahme des
CD122 Signals auf NK-Zellen auch unabhéngig von der BFA Inkubation beobachtet werden

kann, wenn die Zellen nur mit IL-2 oder IL-15 inkubiert werden.
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3.7.1 Analyse von NK-Zellen nach IL-2 oder IL-15 Inkubation ohne
Brefeldin A-Zusatz

Milzzellen von naiven RAG-1 Maiusen wurden in vitro mit Zusatz von 113,2 ng/ml IL-2
(Abb. 29B;) oder 50 ng/ml IL-15 (Abb. 29C,) zu dem Kulturmedium inkubiert, um eine fiir
jedes Zytokin maximale CD122 Bindung im Rahmen der in dieser Arbeit ausgetesteten Titer
zu erzielen. Als Kontrolle wurden Milzzellen ohne weiteren Zusatz zu dem Kulturmedium in
vitro inkubiert (Abb. 29A).Nach 4 h wurde eine Erythrozytenlyse und eine Blockade der Fc-
Rezeptoren durchgefiihrt. Dann wurden die Leukozyten wurden dann mit mAk gegen NK1.1
und gegen CD122 markiert. Mit einer PJ Gegenfarbung wurden die Zellen vital im

Durchflusszytometer analysiert.

Weder bei den Milzzellen, die in vitro mit IL-2 inkubiert wurden, noch bei den Milzzellen,
die in vitro mit IL-15 inkubiert wurden, konnte eine signifikante Abnahme des CD122 Signals
innerhalb von 4 h auf der Oberfliche von NK-Zellen beobachtet werden (Abb. 29).

Abb. 36  In vitro Inkubation von NK-Zellen mit IL-2 oder IL-15 ohne BFA Behandlung

A B C
- BFA - BFA - BFA
+113,2 ng/ml IL-2 + 50 ng/ml IL-15
10* 1= - 10" 1= - 10" 1=
| 0,07 % 0,20 % 0,14 % 0,18 % 0,08 % 0,17 %
,:10a - 10° - 10° -
(7]
Q2 2 2 2
=10° 10° 1 10%
S s — F m I =
10" - W 10" - ﬂ 10" 4 o
| 10° 1,30 % 98439 10° 4,57 % 95,10 % 10° 1855% |°  81.20°%
T T T L L T T T L
10° 10' 10* 10° 10° 10° 10" 10* 10° 10° 10° 10" 10 10° 10
"14% I 98,6 % 47 % ‘ 95,3 % " 18,6 % ; 81,4 %

NK1.1(+)/CD122

Jeweils 1,0 x10° Milzzellen von RAG-1 Mausen wurden in 1 ml Kulturmedium (A), mit 113,2 ng/ml IL-2
(B) und mit 50,0 ng/ml IL-15 (C) in vitro inkubiert. Nach 4 h wurde eine Erythrozytenlyse durchgefiihrt
und die Leukozyten wurden im Durchflusszytometer analysiert. Degenerierte Zellen und Zelltrimmer
wurden Uber die Grofte und Granularitat ausgeschlossen. [NK1.1(+)] Zellen wurden selektioniert und
auf die Expression von CD122 auf der Membranoberflache hin analysiert.
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3.7.2 Analyse von NK-Zellen nach IL-2 oder IL-15 Inkubation mit
Brefeldin A-Zusatz

Milzzellen von naiven RAG-1 Maiusen wurden iiber 4 h in einem Brefeldin A-haltigen
Kulturmedium unter Zusatz von IL-2 (Abb. 30B; 113,2 ng/ml) oder IL-15 (Abb. 30C,
50 ng/ml) inkubiert. Als Kontrolle wurden Milzzellen mit BFA-haltigem Kulturmedium ohne
Zytokinzugabe iiber 4 h in vitro inkubiert (Abb. 30A). Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurden die Milzzellen in der unter 3.7.1 beschriebenen Weise aufgearbeitet und markiert. Im
Vergleich zu dem in Abschnitt 3.7.1 dargelegten Versuchaufbau konnte nach einer
Brefeldin A-Behandlung der Milzzellen eine Abnahme des CD122-Signals auf den NK-
Zellen gezeigt werden, nachdem die Zellen mit IL-2 oder IL-15 inkubiert wurden (vergl. Abb.
30B und 30C). Die mit IL-15 inkubierte Probe zeigte hierbei eine noch stirkere Abnahme des
CD122-Signals als diejenige, die mit IL-2 inkubierte wurde, obwohl die eingesetzte IL-15
Konzentration im Kulturmedium deutlich geringer war als die eingesetzte IL-2 Konzentration
(vergl. Abb. 30B und 30C). Dieses Ergebnis zeigte, dass eine Brefeldin A-Inkubation der
Milzzellen notwendig war, damit eine durch IL-2 oder IL-15 zu induzierte Abnahme des

CD122-Signals auf NK-Zellen detektiert werden konnte (vergl. Abb. 29 und Abb. 30).

Abb. 37 In vitro Inkubation von NK-Zellen mit IL-2 oder IL-15 mit Brefeldin A Behandlung

A B C
+ BFA + BFA + BFA
+ 113,2 ng/ml IL-2 + 50 ng/ml IL-15
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35,3 % ‘ 64,6 % 63.0 % ‘ 37.0% 87,0 % | 13,0%

NK1.1(+)/CD122

Jeweils 1,0 x10° Milzzellen von RAG-1 Mausen wurden in 1 ml Kulturmedium mit 10 pug/ml BFA (A),
mit BFA und 113,2 ng/ml IL-2 (B) und mit BFA und 50,0 ng/ml IL-15 (C) in vitro inkubiert. Nach 4 h
wurden die Zellen gesammelt, eine Erythrozytenlyse wurde durchgefiihrt und die Leukozyten wurden
im Durchflusszytometer analysiert. Degenerierte Zellen und Zelltrimmer wurden uber die Grofe und
Granularitat ausgeschlossen. [NK1.1(+)] Zellen wurden selektioniert und auf die Expression von
CD122 auf der Membranoberflache hin analysiert.
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3.8 Die biologische Wirkung von IL-15 auf in vitro kultivierte NK-
Zellen von RAG-1 Mausen

Die bisher dargestellten Experimente zeigten fiir IL-15 eine stdrkere biologische Wirkung als

IL-2

1. bei der Verstirkung der IFN-y Produktion von NK-Zellen durch in vitro HKL
stimulierte Milzzellkulturen nach Brefeldin A-Inkubation (vergl. 3.5.3) und

2. bei der Induktion der CD122 Signalabnahme auf NK-Zellen aus der RAG-1 Milz nach
BFA Inkubation (vergl. 3.5.3, 3.5.4)

Durch Analyse der Genexpression von IL-2 und IL-15 konnten Hinweise erbracht werden,
dass das bei einer Infektion fiir die CD122 Signalabnahme wesentlich verantwortliche

Zytokin IL-15 war (vergl. 3.6).

In der Literatur wurde fiir IL-15 und fiir IL-2 gezeigt, das beide Zytokine in vitro einen
positiven Einfluss auf das Uberleben von NK-Zellen ausiiben (Hebert und Pruett, 2001). In
den folgenden Experimenten wurden die beiden Zytokine in Bezug auf ihre Féhigkeit

getestet, das Uberleben der NK-Zellen aus der RAG-1 Milz iiber 19 h zu sichern.

3.8.1 IL-15 und IL-2 sichern das Uberleben der NK-Zellen in

RAG-1 Milzzellkulturen.
Die Unterschiede in der biologischen Wirkung von IL-2 und IL-15 auf murine NK-Zellen
steht bei dieser Untersuchung im Vordergrund. In der Einleitung wurde dargestellt, dass
murine NK-Zellen in vitro sehr schnell absterben. IL-2 und IL-15 sind in der Lage, in vitro
die Vitalitdt der murinen NK-Zellen zu verldngern. In den folgenden Experimenten wurde die
Wirkung von IL-2 und IL-15 auf das Uberleben der NK-Zellen aus der Milz von RAG-1

Mausen in vitro verglichen.

Milzzellen von naiven RAG-1 Méausen wurden ohne eine weitere Behandlung wie unter 2.4.3
und 2.4.4 beschrieben fiir eine Markierung aufgearbeitet. Die Leukozyten der Milz wurden
mit monoklonalen Antikérpern gegen die Oberflichenantigene NK1.1 und CD122 markiert

und danach vital mittels PJ-Gegenfarbung im Durchflusszytometer analysiert.

Die Abbildung 31 zeigt eine reprisentative Analyse der [NK1.1(+)] Zellpopulation aus einer
RAG-1 Milz. Die direkt nach der Aufarbeitung mittels Durchflusszytometrie analysierten
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NK-Zellen zeigten erwartungsgemal eine hohe Vitalitét, 90 % - 96 % der analysierten NK-

Zellen war zu diesem Zeitpunkt nicht mit PJ anfarbbar.

Abb. 38 NK-Zellen aus der Milz naiver RAG-1 Mause
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Milzzellen von RAG-1 Mausen wurden als Einzelzellsuspension aufgearbeitet. Direkt im Anschluss an
die Aufarbeitung wurden die Leukozyten mit mAk gegen den Oberflachenmarker NK1.1 und CD122
markiert. Die markierten Zellen wurden dann vital im Durchflusszytometer analysiert. Degenerierte
Zellen und Zelltrimmer wurden Uber die GroRe (FSC) und Granularitat (SSC) der Messereignisse aus
der Betrachtung ausgeschlossen (A1). NK1.1(+) Zellen wurden selektioniert und auf die Expression
von CD122 auf der Zelloberflache und auf die Sensitivitat gegeniber PJ hin analysiert (A2 bis A4).
Diese Darstellung ist ein reprasentatives Beispiel flir Markierungen von Milzzellen aus sechs
weiblichen RAG-1 M&usen.

Nach einer 19-stiindigen Inkubation ohne weitere spezielle Zusétze zu dem Kulturmedium
waren unter den betrachteten Leukozyten (Abb. 32A1) nur noch ca. 11% - 14 % als
[NK1.1(+)] detektierbar (Abb. 32 und Abb. 33A1). Von diesen NK-Zellen waren iiber 80 %
mit PJ anfarbbar (Abb. 32 A2, A3 und Abb. 33, A2 und A3), d. h. sie waren wihrend der
Kultivierungsphase abgestorben. Die Zugabe von geringen IL-15 Mengen zu dem
Kulturmedium zeigte konzentrationsabhéngig einen stetigen Anstieg der [NKI1.1(+)]
Zellpopulation (Abb. 32, B1 bis El). Analog stieg auch der Anteil der [NKI.1(+)]
Zellpopulation mit dem Anstieg der IL-15 Konzentration im Kulturmedium an, der mit PJ
nicht anférbbar, also als vital angesehen wurde (Abb. 32, B2 und B3, bis E2 und E3). Somit
nahm die Vitalitit der NK-Zellen mit dem Anstieg der IL-15 Konzentration zu.

Bei einer Konzentration von 50 ng/ml IL-15 im Kulturmedium nach 19 h in vitro war der
Anteil der [NK1.1(+)] Zellpopulation an den analysierten Leukozyten der Milz nahezu mit
jenem identisch, der direkt nach der Aufarbeitung der RAG-1 Milz gemessen werden konnte.
(vergl. Abb. 31 A2 und Abb. 32 E1). Von diesen NK-Zellen waren tiber 90 % mit PJ nicht
anfarbbar, d.h. diese Population war vital analog der [NK1.1(+)] Zellpopulation, die direkt
nach der Aufarbeitung analysiert wurde (vergl. Abb. 31, A3 und A4 mit Abb. 32, E2 und E3).
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Abb. 39
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Uberleben von murinen NK-Zellen in vitro: Titration von IL-15

Milzzellen von naiven
RAG-1 Mausen wurden als
Einzelzellsuspension aufge-
arbeitet und jeweils 1,0x10°
wurden in vitro dber 19 h
ohne IL-15 (A), 1,0 ng/mi
IL-15 (B), 10,0 ng/ml IL-
15(C) 20 ng/mlIL-15 (D)
50 ng/ml IL-15 (E) inkubiert.
Nach einer Erythrozyten-
lyse wurden die Leukozyten
mit mAk gegen den
Oberflachenmarker NK1.1
und CD122 markiert und
vital mittels Durchfluss-
zytometrie analysiert.
Degenerierte Zellen bzw.
Zelltrmmer wurden Uber
die GréRe und Granularitat
aus der Betrachtung (vergl.
Abb. 31 A1). NK1.1(+)
Zellen wurden selektioniert
(A1 bis E1), und auf die
Sensitivitat gegenuber
Propidiumjodid (A2, A3 bis
E2, E3).sowie die Expres-
sion von CD122 auf der
Zelloberflache (A2 bis C2)
hin analysiert.
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Auch mit steigender Konzentration von IL-2 in dem Kulturmedium konnte die Vitalitdt der
NK-Zellen iiber die in vitro Inkubationszeit verbessert werden. Im Vergleich mit der Zugabe
von IL-15 war allerdings der Anteil der [NK1.1 (+)] Zellpopulation an den analysierten
Leukozyten deutlich geringer (vergl. Abb. 32, B1 bis E1 und Abb. 33, B1 bis E1). Diese NK-
Zellen waren auch gegeniiber der PJ-Fiarbung sensitiver als die, die mit IL-15 inkubiert

wurden.

Bei einer Zugabe von 56,6 ng/ml IL-2 zu dem Kulturmedium wurden nur 14 % der iiber die
GroBe und Granularitit erfassten Leukozyten als NK-Zellen erkannt (Abb. 33D1). Uber 30 %
dieser Zellen waren sensitiv gegeniiber PJ, d.h. sie waren abgestorben. Bei einer
Konzentration von 113,2 ng/ml IL-2 im Kulturmedium wurden ca. 18 % als [NKI1.1(+)]
Zellpopulation der analysierten Leukozyten erkannt (Abb. 33E1), hiervon waren ca. 73 %
vital (Abb. 33, E2 und E3). Im Vergleich hierzu wurden bei den direkt nach der Aufarbeitung
analysierten Leukozyten ca. 38 % als [NKI1.1(+)] Zellpopulation erkannt (Abb. 31A2),
hiervon waren ca. 95 % vital (Abb. 31, A3 und A4).

Anzumerken ist, dass trotz ansteigender Konzentration von IL-15 oder IL-2 im Kulturmedium
eine Abnahme des CDI122 Signals auf der [NKI1.1(+)] Zellpopulation ohne Zusatz von
Brefeldin A nicht dargestellt werden konnte (Abb. 32 und Abb. 33, A2 bis E2).
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Abb. 40
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sion von CD122 auf der
Zelloberflache (A2 bis C2)
hin analysiert.
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Die Abb. 39 Al bis E1 und Abb. 40 Al bis E1 stellt jeweils die NK-Zellpopulation aus der
insgesamt betrachteten Leukozytenpopulation dar. Uber die Abb. 32 A3 bis E3 und Abb. 33
A3 bis E3 konnte der PJ(-) Anteil dieser NK-Zellpopulation ermittelt werden. Somit konnte
der als lebend bzw. PJ(-) detektierte Anteil an den insgesamt gemessenen NK-Zellen fiir die
einzelnen IL-2 und IL-15 Konzentrationen bestimmt werden. In gleicher Weise wurde auch
der in Abb. 38 dargestellte PJ(-) Anteil der NK-Zellen an den insgesamt betrachteten
Leukozyten bestimmt. Diese Grofle reprisentierte den Anteil der lebenden NK-Zellen, die

ohne zusitzliche in vitro Inkubationen gemessen werden konnte.

Der [PJ(-)]-Anteil der NK-Zellen an den insgesamt betrachteten Leukozyten bei den einzelnen
IL-2 und IL-15 Konzentrationen (Abb. 32 und Abb. 33) wurde auf die [PJ(-)] NK-
Zellpopulation in Abb. 31 bezogen und so ein relativer Anteil an lebenden NK-Zellen
ermittelt. In der Abb. 34 wurde der relative Anteil der lebenden NK-Zellen, die mit
verschiedenen Konzentrationen IL-2 und IL-15 inkubiert wurden, bezogen auf die lebenden

NK-Zellen ohne zusitzliche Inkubation gegeniibergestellt.

Eine Inkubation von RAG-1 Milzzellen mit verschiedenen Konzentrationen IL-15 oder IL-2
zeigte eine verbesserte Vitalitdt der [NK1.1(+)]-Zellpopulation. Ohne Zusatz von IL-2 oder
IL-15 waren nach 19 h in vitro Inkubation nur noch ca. 6 % der urspriinglichen NK-
Zellpopulation am Leben. Bei einer Konzentration von ca. 50 ng/ml IL-15 in dem
Kulturmedium waren ca. 86 % der urspriinglichen NK-Zellpopulation nachweisbar, wihrend
bei einer Konzentration von 56 ng/ml IL-2 im Kulturmedium nur noch ca. 25 % der
urspriinglichen NK-Zellpopulation nachweisbar waren. Auch bei einer Zugabe von 113 ng/ml

IL-2 betrug der Anteil an den in Abb. 31 dargestellten lebenden NK-Zellen nur 36 % .

IL-15 zeigte in diesem Experiment gegeniiber IL-2 eine effektivere Wirkung, das Uberleben

der NK-Zellen von RAG-1 Méiusen in vitro zu verbessern.
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Abb. 41 Anteil der PJ(-) NK-Zellen nach 19 h in vitro Inkubation
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Jeweils 1,0x10° naive RAG 1 Milzzellen wurden in vitro mit IL-15 (0 ng/ml, 1 ng/ml, 10 ng/ml 20 ng/ml und
50 ng/ml) oder mit IL-2 ( 0 ng/ml, 0,6 ng/ml, 6 ng/ml, 56 ng/ml und 113 ng/ml) tber 19 h inkubiert. Uber die
Durchflusszytometrie wurde der Anteil der lebenden NK-Zellen [NK1.1(+)/PJ(-)] an den insgesamt
betrachteten Leukozyten bestimmt. Dieser wurden auf den Anteil der lebenden NK-Zellen bezogen, der
direkt nach der Milzentnahme aus dem Tier bestimmt werden konnte.

P(-) NK-Zellen, die direkt nach der Organentnahme gemessen wurden = 100 % lebende NK-Zellen,

(vergl. Abb. 31).

3.8.2 Rolle von CD122 fiir das Uberleben in vitro kultivierter NK-Zellen

In dem folgenden Experiment wurde die Frage untersucht, ob ein direkter Zusammenhang
zwischen der IL-15 Bindung an membranstindigem CD122 auf NK-Zellen und dem
Phinomen der IL-15 induzierten Erhaltung der NK-Zell-Vitalitdt nachgewiesen werden kann.

Um zu tiiberpriifen, ob die in Abschnitt 3.8.1 dargestellten Auswirkungen von IL-15 auf die
Vitalitit der NK-Zellen allein durch dieses Zytokin verursacht werden, oder ob
Sekundirprozessse (Induktion von anderen Zytokinen, z.B. IL-7 bzw. Caspase inhibitorische

Substanzen iiber parakrine Mechanismen) eine Rolle spielen, wurde die Bindung von IL-15
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an die IL-2/IL-15 Rezeptor B-Kette (CDI122) durch einen blockierenden Antikorper
unterbunden. Als Kontrolle wurden zwei weitere monoklonale Antikorper gleichen Isotyps

eingesetzt (Isotypkontrollen).

Milzzellen von naiven RAG-1 Méausen wurden dem Zusatz von 50,0 ng/ml IL-15 in vitro iiber
19 h inkubiert. Die Bindung von IL-15 an die IL-2/IL15 Rezeptor B-Kette(CD122) wurde
durch die Inkubation von 12ug/ml eines nicht markierten, azidfreien anti CD122 mAk (Klon
TM-B1) blockiert (Abb. 35E). Als Isotypkontrollen fiir die Spezifitit der Blockade wurden
12 pg/ml anti CD16/CD32 mAk (anti FcRIII/II, Klon 24G2, Abb. 35C) und 12 pg/ml anti
MHC II (Klon M5/114; Abb. 35D) eingesetzt. Als Negativkontrolle (Todkontrolle) wurden
Milzzellen ohne Zugabe von IL-15 zu dem Kulturmedium und ohne Zusatz von mAk
inkubiert (Abb. 35A). Nach Ablauf einer 19-stiindigen Inkubation wurden die Zellen wie
unter 2.4.3 und 2.4.4 beschrieben fiir eine Markierung vorbehandelt, danach wurden die
Leukozyten mit den monoklonalen Antikérpern anti NK1.1, anti CD122 (Klon 5H4) auf der
Oberfliche markiert. Diese Zellen wurden im Durchflusszytometer mit einer PJ-
Gegenfarbung vital analysiert. Die [NKI1.1(+)] Milzzellen wurden auf ihre Sensitivitit
gegeniiber (PJ) und auf die Expression von CD122 auf der Zelloberflache hin untersucht.

Die hier eingesetzten Klone fiir anti CD122 mAk TM-B1 und 5H4 binden jeweils an
unterschiedliche Epitope des Proteins. TM-B1 ist als blockierender Antikorper beschrieben
worden (Tanaka et al., 1991), widhrend 5H4 die Bindung des Liganden nicht beeinflusst
(Malek et al.,, 1995). In Vortests wurde gezeigt (Daten nicht dargestellt), dass beide
Antikorper mit gleicher Statistik die [NKI1.1(+)/CDI122(+)IFN-y(-)] Milzzellpopulation
erkennen und sich gegenseitig in ihrer Bindung nicht beeinflussen. Die Signalabnahme von
CD122 bei IFN-y produzierenden aktivierten RAG-1 NK-Zellen konnte mit beiden mAk in

gleicher Weise nachgewiesen werden.

Der Anteil der [NK1.1(+)] Zellpopulation bei den Milzzellen, die ohne Zusatz von IL-15 iiber
19 h in vitro inkubiert wurden, betrug nur ca. 14 % (Abb. 35 A2, vergl. Abschnitt 3.8.1). Von
dieser [NK1.1(+)] Zellpopulation waren ca. 80 % mit PJ anfdarbbar und wurden als nicht mehr
vital angesehen (Todkontrolle; Abb. 35 A3 und A4). Der Anteil der [NKI1.1(+)]
Zellpopulation bei den Milzzellen, die tiber 19 h mit 50 ng/m IL-15 in vitro kultiviert wurden,
betrug ca. 30 %. Von diesen Zellen waren ca. 78 % nicht mit PJ anfarbbar, d.h. sie wurden als

vital angesehen (Lebendkontrolle; Abb. 27 B3 und B4, vergl. auch 3.8.1).

Bei der Inkubation der Milzzellen mit IL-15 und mit anti CD16/CD32 mAk oder mit anti
MHC II mAk wurden ca. 31 % bis 34 % der analysierten Leukozyten als [NKI1.1(+)]
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Zellpopulation erkannt (Abb. 35 C2 und Abb. 35 D2). Es konnten somit dhnlich starke NK-
Zellpopulationen als vital detektiert werden, wie es bei der Lebendkontrolle der Fall war
(Abb. 35, B3 und B4, vergl. mit Abb. 35, C3 und C4 sowie Abb. 35, D3 und D4). Bei einer
Inkubation der Milzzellen mit IL-15 Zusatz, aber gleichzeitiger Blockade der
Zytokinbindungsstelle des CD122 Molekiils mit Hilfe des anti CD122 mAk, wurden analog
der Todkontrolle nur ca. 14 % als [NK1.1(+)] Zellpopulation erkannt (Abb. 35E2). Von dieser
[NK1.1(+)] Zellpopulation waren ca. 76 % mit PJ anfarbbar und somit nicht mehr vital. Auch
diese Populationsstdrken stimmten mit denen der Todkontrolle iiberein (Abb. 35 E3 und E4,

vergleich mit A3 und A4).

Die hier fiir IL-15 gezeigten Daten konnten prinzipiell auch mit IL-2 gezeigt werden (Daten
nicht dargestellt). Bei diesen Experimenten war jedoch bei einer Inkubation mit IL-15 der
Anteil der [NKI1.1(+)] Zellpopulation an den analysierten Leukozyten groBer mit einer
analogen IL-2 Konzentration. Auch war die Uberlebensrate dieser NK-Zellen nach einer

Inkubation mit IL-15 hoher als IL-2. (vergl. 3.8.1).
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Abb. 42 Inhibiton der Interaktion von IL-15 wund CD122 bei NK-Zellen aus
RAG-1 Milzzellkulturen
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1,0x10°® naive RAG-1 Milzzellen wurden ohne weitere Zusatze (A) mit einem Zusatz von 50 ng/ml IL-15
(B), mit einem Zusatz von 50 ng/ml IL-15 und anti CD18/CD32 (C), anti MHC Il (D) und anti CD122,
Klon TM-B1,(E) inkubiert. Nach 19h in vitro wurden die Zellen gesammelt und eine Erythrozytenlysen
durchgefihrt. Die Leukozyten wurden lebend im Durchflusszytometer analysiert. Degenerierte Zellen
und Zelltrimmer wurden aus der Betrachtung ausgeschlossen (A1 bis E1). Die NK1.1(+) Zellen wurden
selektiert (A2 - E2) und auf die Expression von membranstandigen CD122 (A3 bis E3) und die
Sensitivitat gegentiber PJ hin untersucht (A3, A4 bis E3, E4).
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3.8.3 Der Einfluss von IL-15 auf die IL-12 und die IFN-y Produktion bei
RAG-1 Milzzellen in vitro

In den folgenden Experimenten wurde die Frage untersucht, ob eine Anderung der exogenen
IL-15 Konzentration in dem Kulturmedium von HKL stimulierten RAG-1 Milzzellkulturen
auch einen Einfluss auf die endogene Produktion von IL-12 bei Antigen-pridsentierenden
Zellen hat. Eine Verstarkung der IL-12-Produktion durch Erhéhung der exogenen IL-15 Titer
in vitro wire ein Hinweis darauf, dass IL-15 {iber autokrine Stimulationsmechanismen auch in

der Lage ist, [MHC II(+)] Zellpopulationen der RAG-1 Milz zu aktivieren.

3.8.3.1 Die IL-12 und der IFN-y-Produktion in Abhangigkeit von der
Konzentration Hitze-inaktivierter Listerien

Milzzellen von RAG-1 Maiusen wurden tber 19h in vitro mit unterschiedlichen
Konzentrationen von HKL stimuliert. Die Kulturiiberstinde wurden mittels ELISA auf ihre

Konzentration von IFN-y und IL-12 hin getestet.

Eine Erhohung der HKL Titer bewirkte bei der Stimulation von RAG-1 Milzzellen eine
Erhohung der IL-12-Konzentration im Zellkulturiiberstand. Dieser Effekt war bis zu einem
Verhidltnis HKL:WSC = 3:1 titrierbar. Bei der Stimulation von RAG-1 Milzzellen mit
hoheren HKL Konzentrationen blieb die IL-12-Konzentration jedoch anndhernd konstant
(Abb. 36A). Eine Erhohung der HKL Titer bei der Stimulation von RAG-1 Milzzellen hatte
neben einer verstiarkten IL-12 Produktion auch eine Erhdhung der IFN-y Konzentration im
Kulturmedium zur Folge. Bis zu einem Verhéltnis von HKL:WSC = 10:1 erhohte sich die
Konzentration von IFN-y im Kulturiiberstand stetig, dariiber hinaus blieb die IFN-y-
Konzentration annidhernd konstant (Abb. 36B).

Diese Daten zeigten, dass bei RAG-1 Milzzellen die IL-12 Produktion der Monozyten, M®
und DC (vergl. 3.1.1) in einer direkten Abhédngigkeit zu dem bakteriellen Stimulus stand.
Auch die IFN-y Produktion der NK-Zellen schien damit in einer direkten Abhéngigkeit zu den
Zytokinkonzentrationen zu stehen, die von den MHC II exprimierenden Zellpopulationen

nach Stimulation sezerniert wurden.
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Abb. 43 Titration von HKL zur Stimulation von RAG-1 Milzzellen
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Jeweils 1,0x10° RAG-1 Milzzellen wurden nicht stimuliert (Medium) oder wurden mit unterschiedlichen
Konzentrationen HKL (HKL:WSC = 0:1 bis 50:1) in vitro stimuliert. Nach 19 h Inkubation wurden die
Zelliberstdnde gesammelt und mittels ELISA auf ihre Konzentration von IL-12 (A) und IFN-y (B)
getestet. Die dargestellten Daten sind reprasentativ fir zwei unabhangige Experimente.

3.8.3.2 Titration der IL-15 Konzentration in vitro

Milzzellen von RAG-1 Maiusen wurden iiber 19 h unter Zusatz von unterschiedlichen
Konzentrationen IL-15 in vitro inkubiert, jeweils ein Ansatz nicht stimuliert bzw. mit HKL
(Verhéltnis HKL:WSC = 10:1) stimuliert. Die Kulturiiberstinde wurden abgenommen und

mittels ELISA auf ihre IFN-y Konzentration und ihre IL-12 Konzentration getestet.

Die Milzzellen wurden weitere 4 h mit Brefeldin A-haltigem Kulturmedium inkubiert. Die
Zellen wurden wie unter 2.4.3 und 2.4.4 beschrieben fiir eine Markierung vorbereitet. Mit den
monoklonalen Antikorpern anti NK1.1 und anti CD122 oder anti MHC II wurden die Zellen
auf der Oberfldche markiert, fixiert und intrazelluldr mit dem mAk anti IFN-y oder anti IL-12
markiert. Die [NKI1.1(+)] Zellpopulation wurde auf die Expression von CD122 auf der
Membranoberfliche und intrazellulirem IFN-y hin analysiert, die [MHC II(+)]

Zellpopulationen auf die Expression eines intrazelluldren IL-12 Signals.

Bei der durchflusszytometrischen Analyse der Milzzellen konnte gezeigt werden, dass bei
einer Erhohung der IL-15 Konzentration in dem Kulturmedium ein Anwachsen der als

Leukozyten eingegrenzten Zellpopulation erfolgte. Diese Erhohung der Leukozytenzahl
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konnte sowohl bei den nicht stimulierten als auch bei den mit HKL stimulierten Milzzellen

gezeigt werden (Abb. 37).

Abb. 44  Ansteigen der erfassten Leukozyten unter IL-15 Einfluss
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Jeweils 1,0x106 Milzzellen von RAG-1 Mausen wurden in vitro dber 19 h mit 0 ng/ml, 1 ng/ml,
10 ng/ml, 20 ng/ml und 50 ng/ml IL-15 als Zusatz zu dem Kulturmedium inkubiert. Degenerierte Zellen
oder Zelltrtmmer wurden aufgrund ihrer GréRe (FSC) oder Granularitdt (SSC) uber die
Streulichtmessung von der Analyse ausgeschlossen.

3.8.3.21 Betrachtung der IL-12 Produktion

Um zu testen, ob verschiedene IL-15 Konzentrationen im Kulturmedium einen Einfluss auf
die IL-12 Produktion der [MHC II(+)] RAG-1 Milzzellen ausiiben konnen, wurden die

Kulturiiberstdnde nach 19 h Inkubation auf die IL-12 Konzentrationen getestet.

Die Kulturiiberstdnde der Milzzellkulturen, die nur mit verschiedenen IL-15 Konzentrationen
inkubiert wurden, zeigten keine erhdhten IL-12 Titer (Abb. 38: n. stim.). Erst nach Inkubation
mit HKL konnte IL-12 im Medium nachgewiesen werden. Hier blieben die IL-12-
Konzentrationen jedoch unbeeinflusst von der IL-15 Zugabe zu dem Medium (Abb. 38,

HKL:WSC =10:1).

Diese Daten ergaben Hinweise, dass IL-15 keinen Einfluss auf die mikrobiell stimulierte

IL-12 Produktion hatte.
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Abb. 45 Titration der IL-15 Konzentration auf RAG-1 Milzzellen in  vitro:
Messung der IL-12 Konzentration

E 3

e |

L

2

= 4 "HKL:WSC =

10:1
- & & & > nstim
0 1 10 20 50

IL-15 [ng/ml]

1,0x10° RAG-1 Milzzellen pro Ansatz wurden in vitro nicht stimuliert (.) oder wurden mit HKL
(HKL:WSC = 10:1 (H) stimuliert. Die Ansatze wurden mit 0 ng/ml, 1 ng/ml, 10 ng/ml, 20 ng/ml und
50 ng/ml rekombinantem IL-15 als Zusatz zu dem Kulturmedium coinkubiert. Nach 19 h wurden die
Zellkulturiiberstande abgenommen und mittels ELISA auf die IL-12 Konzentration hin analysiert. Die
dargestellten Daten sind reprasentativ fir drei unabhangige Experimente

Die Analyse der [MHC II(+)] Zellpopulationen auf Einzelzellniveau nach Stimulation der
Milzzellen mit HKL zeigte, dass trotz des Ansteigens der analysierten
Leukozytenpopulationen die [MHCII(+)] Zellpopulationen mit steigender IL-15
Konzentration im Kulturmedium konstant blieben. Die Abnahme des prozentualen Anteils der
[MHC II(+)/IL-12(+)] Zellpopulation in der Abbildung wurde durch die Zunahme der
insgesamt betrachteten Leukozytenpopulation verursacht (Abb. 39).

Diese Daten bestétigten die Hinweise aus den ELISA-Ergebnissen (Abb. 38) und bestérkten
die Vermutung, dass IL-15 die mikrobiell induzierte IL-12 Produktion der [MHC II(+)]

Zellpopulationen nicht beeinflusst.
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Abb. 46 Titration der IL-15 Konzentration auf HKL stimulierte RAG-1 Milzzellen in vitro:
Analyse der [MHC lI(+)] und IL-12 (+) Zellpopulation
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Jeweils 1,0x10° Milzzellen (WSC) wurden mit HKL (HKL:WSC = 10:1) in vitro stimuliert. Zu den Ansatzen
wurde IL-15 hinzugegeben. Nach 19 h wurde der Uberstand fiir eine weitere Analyse im ELISA abgenommen
und die Zellen wurden weitere 4 h in BFA-haltigem Medium inkubiert. Danach wurden die Zellen gesammelt,
eine Erythrozytenlyse wurde durchgefiihrt und die Leukozyten wurden im Durchflusszytometer analysiert.
Degenerierte Zellen und Zelltrimmer wurden Uber die GréRBe und Granularitdt ausgeschlossen (vergl.
Abb. 37) Die eingegrenzten Leukozyten wurden auf die Expression von MHC Il auf der Zellmembran und

intrazellularem IL-12 hin analysiert.

3.8.3.2.2 Betrachtung der IFN-y Produktion

Eine Analyse der Kulturiiberstinde mit Hilfe eines IFN-y spezifischen ELISA's zeigte
deutlich, dass auch hier nur die HKL stimulierten Milzzellen IFN-y produzierten (Abb. 40,
vergl. 3.5.4). Die IFN-y Produktion der RAG-1 Milzzellen war hierbei von der IL-15
Konzentration in dem Kulturmedium abhidngig (Abb. 40): je mehr IL-15 zu dem
Kulturmedium hinzugegeben wurde, desto hoher war auch die IFN-y Konzentration in dem
Kulturmedium nach einer Stimulationsphase von 19 h. Dies stand im Gegensatz zu den
Ergebnissen des IL-12 ELISA (Abb. 38), bei dem keine IL-15 Abhéngigkeit gezeigt werden

konnte.
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Abb. 47 Titration der IL-15 Konzentration auf RAG-1 Milzzellen in vitro:

IFN-=y [ng/mi]

Messung der IFN-y Konzentration

.

80 -
60 -
40 - i
w | A A
| A e A 2 & n. stim.
o 1 10 20 50
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1,0x10° RAG-1 Milzzellen in jedem Ansatz wurden entweder nicht stimuliert (.) oder mit HKL
(Verhaltnis HKL:WSC = 10:1, B) in vitro stimuliert. Die Ansatze wurden mit 0 ng/ml, 1 ng/ml, 10 ng/ml,
20 ng/ml und 50 ng/ml rekombinantem IL-15 als Zusatz zu dem Kulturmedium coinkubiert. Nach 19 h
wurden die Zellkulturiiberstande abgenommen und mittels ELISA auf die IFN-y Konzentration hin
analysiert. Die dargestellten Daten sind reprasentativ flr drei unabhangige Experimente.

Die Analyse der durchflusszytometrischen Daten zeigte, dass mit steigender IL-15

Konzentration im Kulturmedium auch der Anteil der [NK1.1(+)] Zellpopulation der geméal

Abb. 44 eingegrenzten Leukozyten anstieg (Abb. 41A). Mit steigender IL-15 Konzentration

in dem Kulturmedium der HKL stimulierten Milzzellen von RAG-1 Miusen konnten nach der

Inkubation mit Brefeldin A und nach Fixierung bei der [NKI1.1(+)] Zellpopulation zwei

Phinomene beobachtet werden:

die stetige Abnahme des CD122-Signals bei steigender IL-15 Konzentration und

die Zunahme der IFN-y produzierenden NK-Zellen [NKI1.1(+)/CD122(-)/IFN-y(+)]
(Abb. 41B). Die Zunahme des intrazelluliren IFN-y Signals bei der
[NK1.1(+)/CD122(-)] Zellpopulation von HKL stimulierten RAG-1-Milzzellkulturen
bestétigen die in Abb. 40 gezeigten Daten aus den Zellkulturiiberstanden.
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Abb. 48 Titration von IL-15 auf HKL stimulierte RAG-1 Milzzellen in Vvitro:
Analyse der [NK1.1 (+)] Zellpopulation
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Jeweils 1,0x10° WSC wurden mit HKL (HKL:WSC = 10:1) in vitro stimuliert. Zu den Ansatzen wurden
verschiedene IL-15 Konzentrationen hinzugegeben. Nach 19 h wurde der Uberstand fiir eine Analyse
im ELISA abgenommen und die Zellen wurden weitere 4 h in BFA-haltigem Medium inkubiert. Danach
wurde eine Erythrozytenlyse durchgefihrt und die Leukozyten wurden im Durchflusszytometer
analysiert. Degenerierte Zellen und Zelltrimmer wurden Uber die GréRe und Granularitat
ausgeschlossen (vergl. Abb. 37) Die NK1.1(+) Zellen wurden selektiert (A) und auf die Expression von
membranstandigem CD122 und intrazellularem IFN-y (B) hin analysiert.

Die mit IL-15 gezeigten Ergebnisse konnten auch in der Grundaussage in vitro mit IL-2
gezeigt werden. Fiir denselben Effekt wurden allerdings hohere IL-2 Konzentrationen

benotigt als hier mit IL-15 dargestellt wurde (Daten fiir IL-2 nicht dargestellt).

3.8.4 Zusammenfassung : IL-12 und IFN-y Produktion bei RAG-1
Milzzellkulturen nach Stimulation durch IL-15 und Hitze-
inaktivierte Listerien

Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie wurden hier zur besseren Ubersicht in einer Graphik

zusammengefasst:

Mit dem Ansteigen der IL-15 Konzentrationen im Kulturmedium von RAG-1 Milzzellen
nahmen die {iber die Granularitit und die Groe eingegrenzten Leukozytenpopulationen zu.
Die [NKI.1(+)] Zellpopulation nahm ebenfalls mit steigender IL-15 Konzentration im
Kulturmedium zu. Diese Beobachtung konnte sowohl bei HKL stimulierten (Abb. 37 und
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Abb. 41 A) als auch bei nicht stimulierten RAG-1 Milzzellen gezeigt werden (Daten nicht
dargestellt). Bei den HKL stimulierten Milzzellen nahmen die IFN-y produzierenden NK-
Zellen [NKI1.1(+)/CD122(-)/IFN-y(+)] mit dem Ansteigen der IL-15 Konzentration im

Kulturmedium zu.

Die [MHC II(+)] Zellpopulationen hingegen blieben bei dem Anstieg der IL-15
Konzentration im Kulturmedium konstant; ebenso blieben die [MHC II(+)/IL-12(+)]

Zellpopulation, d.h. die IL-12 produzierenden Antigen-prasentierenden Zellen, konstant.

Aus diesen Daten ergab sich kein Hinweis darauf, dass [MHC II(+)] Zellpopulationen in vitro
durch IL-15 zu einer verstarkten IL-12 Produktion aktiviert werden konnten, oder dass das
Uberleben dieser Zellpopulation in vitro durch IL-15 beeinflusst wurde. Im Gegensatz dazu
konnte abhédngig von der IL-15 Konzentration bei der [NK1.1 (+)] Zellpopulation in vitro
sowohl eine verbesserte Uberlebensrate als auch eine Verstirkung der IFN-y Produktion

gezeigt werden.

Abb. 49 Entwicklung der APC und NK-Zellen nach HKL Stimulation und exogener IL-15
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Jeweils 1,0x10° Milzzellen (WSC) wurden mit HKL (HKL:WSC = 10:1) in vitro stimuliert. Zu den
Ansatzen wurde IL-15 (0 ng/ml, 1 ng/ml, 10 ng/ml, 20 ng/ml und 50 ng/ml) hinzugegeben. Nach 19 h
wurde der Uberstand fiir eine weitere Analyse im ELISA abgenommen und die Zellen wurden weitere 4 h
in BFA-haltigem Medium inkubiert. Danach wurden die Zellen gesammelt, eine Erythrozytenlyse
durchgefiihrt und die Leukozyten wurden im Durchflusszytometer analysiert. Degenerierte Zellen und
Zelltrimmer wurden Uber die Grolke und Granularitat ausgeschlossen (vergl. Abb. 37) Die eingegrenzten
Leukozyten wurden auf die Expression von MHC Il auf der Zellmembran und intrazelluldrem IL-12 (vergl.
Abb. 39) bzw. membranstandigem NK1.1 und CD122 sowie intrazellularem IFN-y (vergl. Abb. 41) hin
analysiert.
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3.9 Inhibition der IFN-y Produktion bei mikrobiell stimulierten
RAG-1 Milzzellkulturen durch Antikorper

In diesen Experimenten wurde die erregerinduzierte IFN-y Produktion von RAG-1 Milzzellen

durch azidfreie, gereinigte Antikorper beeinflusst. Sie sollten zur Beantwortung der folgenden

Fragestellungen beitragen:

e Welches der Zytokine IL-2 oder IL-15 ist nach mikrobieller Stimulation als
proinflammatorisches Zytokin an der Aktivierung der NK-Zellen zu einer IFN-y

Produktion in vitro beteiligt?

e Kann eine Blockade von CD122 mit einem mAk (Klon TM-B1) eine erregerinduzierte

Produktion von IFN-y inhibieren?

3.9.1 Inhibition der HKL stimulierten IFN-y Produktion von RAG-1
Milzzellen in IL-15 konditioniertem Medium

In der Arbeit von Warschkau und Kiderlen wurde gezeigt, dass ein mAk gegen das
membranstindige Glykoprotein F4/80 auf M® und DC in der Lage ist, die HKL stimulierte
IFN-y Produktion von SCID (C.B.17 scid ") Milzzellen bei einer Coinkubation zu inhibieren.
(Warschkau, 1999). Die Zytokinkonzentrationen der Kulturiiberstinde von HKL stimulierten
Milzzellkulturen wurden mit Hilfe der Sandwich ELISA Methoden bestimmt, die
Inkubationszeit der Milzzellkulturen in vitro betrug fiir IFN-y 48 h. Diese funktionalen
Blockade-Experimente zeigten die Moglichkeit auf, Interaktionen der einzelnen
Zellpopulationen von Milzzellen bei einer Erregerstimulation zu untersuchen und hierbei

Hinweise fiir Regulationsmechanismen aufzuzeigen.

3.9.1.1 Erlauterung der Methode des optimierten Inhibitionsassays

In den vorangegangenen Kapiteln wurde dargelegt, dass NK-Zellen in vivo und in vitro die
wesentliche Quelle fiir IFN-y in der natiirlichen Immunantwort darstellen (vergl. 3.1 und 3.2).
Weiterhin wurde dargelegt, dass die NK-Zellpopulation in vitro innerhalb der ersten 19 h
ohne Zugabe von IL-15 oder IL-2 zum Grofiteil abgestorben war (vergl. 3.8.1).

Eine Verbesserung der Uberlebensrate der NK-Zellen wurde durch Zugabe von IL-15 zu dem
Kulturmedium erreicht (vergl. 3.8.1). Es wurde gezeigt, dass eine IL-15 Konzentration von

50 ng/ml erstens die NK-Zellen iiber 19 h zu iliber 80 % tiiber die Bindung an CD122 vital
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erhdlt (vergl. Abb. 34) und zweitens diese IL-15 Konzentration nicht ausreicht, NK-Zellen

ohne bakteriellen Stimulus zu einer IFN-y Produktion zu aktivieren (vergl. 3.5.4).

In den folgenden Experimenten wurde untersucht, welchen Einfluss verschiedene Zytokine
und Oberflichenmarker auf die Regulation der IFN-y Produktion von HKL stimulierten
RAG-1 Milzzellen haben. Hierzu wurden RAG-1 Milzzellen in vitro durch HKL in einem
Verhéltnis HKL:WSC = 10:1 stimuliert und mit verschiedenen, gegen Zytokine oder
Oberflachenproteine gerichteten Antikorpern inkubiert. Um die NK-Zellen fiir die Dauer der
Inkubation iiber 19 h optimal zu konditionieren, wurde zu dem Kulturmedium 50 ng/ml IL-15
hinzugegeben (vergl. 3.8.1). Hierdurch wurde gewéhrleistet, dass iiber die gesamte
Inkubationszeit die IFN-y produzierende Zellpopulation auch funktionell war. So konnten die
Reaktionen der bei der Coinkubation verwendeten Antikorper direkt auf ihre Interaktion mit
dem Reaktionssystem zuriickgefiihrt werden. Dies schloss auch die mogliche Induktion von
Apoptose oder Nekrose auf die NK-Zellpopulation mit ein. Nach erfolgter Inkubationszeit
wurden die Ansidtze weitere 4 h in einem Brefeldin A-haltigem Kulturmedium inkubiert. Die
Zellen wurden danach gesammelt, fiir eine Markierung wie unter 2.4.3 und 2.4.4
weiterbehandelt und dann mit den monoklonalen Antikdrpern anti NK 1.1 und anti CD122
(vergl. 3.8.2) auf der Oberfliche markiert. Nach der Fixierung wurden die Zellen intrazellulir
mit dem anti IFN-y mAk markiert. Diese Zellen wurden dann im Durchflusszytometer
analysiert, wobei degenerierte Zellen und Zelltriimmer iiber die Streulichteigenschaften Grof3e
und Granularitit von der Betrachtung ausgeschlossen wurden. Die [NKI1.1(+)]

Zellpopulationen wird auf die Expression eines intrazelluldren IFN-y Signals hin untersucht.

3.9.1.2 Auswertung

In der Abbildung 43A zeigt den relativen Anteil der [NKI1.1(+)] Zellpopulation an den
eingegrenzten Leukozyten, wobei jeder Wert einen Mittelwert aus drei Experimenten
dargestellt. Der griine Bereich reprédsentiert den Normalbereich, der sich aus den gemittelten
Werten der stimulierten Zellkontrollen (Probe 2) und der mit Kontollantikdrpern versetzten
Proben zusammensetzt, die in Vortests keine Beeintrdachtigung des Reaktionssystem in Bezug
auf die IFN-y Produktion gezeigt hatten. Die Ober- und Untergrenze des Normalbereiches

wurde aus der Standardabweichung fiir diese Kontrollen gebildet.

In der Abbildung 43B wurde der gemessene Anteil der [NK1.1(+)] Zellpopulation fiir jede
Probe gleich 100 % gesetzt. Bei einer mikrobiellen Stimulation der Milzzellen exprimierte ein

Teil der [NK1.1(+)] Zellpopulation ein intrazelluldres Signal fiir IFN-y, somit wurden zwei

Seite 122



Ergebnisse

Subpopulationen  gebildet: und [NKI.1(+)/IFNy(-)]. Die hier
dargestellten Daten zeigen die Relationen in der Aufteilung der NK-Zellen innerhalb eines
Experimentes fiir jede Probe auf. Diese Relationen wurde insgesamt in drei Experimenten
bestdtigt. Der griine Bereich représentiert auch hier den Normalbereich. Dieser Normalbereich
errechnet sich aus dem Mittelwert der [NK1.1(+)/IFNy (-)]-Population fiir die Proben, die nur
mikrobiell stimuliert oder zusétzlich mit Antikérpern versetzt wurden, welche in Vortests die
IFN-y Produktion nicht beeinflusst hatten. Die Ober- und Untergrenze des Normalbereiches

wurde aus der Standardabweichung dieses Mittelwertes berechnet.

3.9.1.3 Ergebnis

NK-Zellen von Gesamtmilzzellen, die nicht mit HKL stimuliert wurden, zeigten
tiberdurchschnittliche Populationsstirken im Vergleich zu den HKL stimulierten Milzzellen
(Abb. 43A: vergleiche Probe 1 mit den Proben 2 bis 10). Im Durchschnitt waren die
betrachteten [NK1.1(+)] Zellpopulationen der stimulierten Proben gleich stark (Abb. 43A,
Proben 2 bis 9). Bei der Probe 10 war die [NK1.1(+)] Population auffallend klein. Dieses
Ergebnis bestitigt die unter 3.8.2 gezeigten Daten, die ein Absterben der [NKI1.1(+)]
Zellpopulation nach Blockade von CD122 zeigten. Die Abbildung 43B zeigt die Aufteilung
der [NKI1.1(+)] Zellpopulation in eine [NK1.1(+)/IFN-y(+)] und eine [NKI1.1(+)/IFN-y(-)]
Zellpopulation. Hierbei wurden die in Abb. 43A dargestellten die [NK1.1(+)] Werte gleich
100 % gesetzt, um einen Vergleich der jeweiligen Populationen zu ermoéglichen. Die
[NK1.1(+)] Zellpopulation der Milzzellen, die nicht durch HKL stimuliert worden waren,
zeigt erwartungsgemill kein intrazelluldres IFN-y Signal (Abb. 43B: Probe 1). Bei den
Proben, die mit HKL stimuliert wurden und nicht mit einem Antikdrper coinkubiert wurden,
zeigten ca. 60 % der [NKI1.1(+)] Zellpopulation ein intrazelluldres Signal fiir IFN-y
(Abb. 43B, Probe 2). Bei den mit HKL stimulierten Proben, die mit Antikorpern ohne
Einfluss auf das Reaktionssystem coinkubiert wurden (Kontrollantikorper; Abb. 43B, Probe 4
bis 6), zeigten ebenfalls ca. 60 % der NK1.1(+) Zellpopulation ein intrazelluldres Signal fiir
IFN-y. Auch nach Zusatz eines inhibierend wirkenden monoklonalen Antikdrpers gegen IL-2
wurde die IFN-y Produktion der NK-Zellen nicht beeinflusst (Abb. 43B, Probe 3). Nach
Zusatz eines monoklonalen Antikorpers gegen IL-12 wurde die Expression eines
intrazelluldren IFN-y Signals bei NK-Zellen erwartungsgeméal deutlich inhibiert (Abb. 43B,
Probe 7). Ein analoges Ergebnis zeigte der Zusatz eines monoklonalen Antikérpers gegen
TNF-a (Abb. 43B, Probe 9). Der Zusatz eines monoklonalen Antikorpers gegen IL-10 zeigte
eine schwache Verstirkung des intrazelluldren IFN-y Signals der [NK1.1(+)] Zellpopulation
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(Abb. 43B, Probe 8). Der Zusatz des anti CD122 Antikdrpers (Klon TM-31) zeigte neben der
starken Abnahme der [NKI1.1(+)] Zellpopulation (Abb. 43A, Probe 10) auch eine starke
Inhibition des intrazelluldren IFN-y Signals der verbleibenden [NKI1.1(+)] Zellpopulation
(Abb. 43B, Probe 12).

Abb. 50 Inhibition der HKL induzierten IFN-y Produktion bei RAG-1 Milzzellen mit IL-15
Coinkubation

A 20 Legende Abb. A und B
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1,0 x 10° RAG-1 Milzzellen wurden in jeder Probe eingesetzt. Das Kulturmedium wurde mit 50ng/ml IL-
15 konditioniert. Die Probe 1 wurde nicht stimuliert, die Proben 2 bis 12 wurden mit HKL (HKL:WSC =
10:1) stimuliert. Die Proben 3 bis 12 wurden mit 12 ug/ml azidfreien, gereinigten Antikérpern, wie in der
Legende angegeben, inkubiert. Nach 19h wurden die Zellen gesammelt, gewaschen und BFA-haltigem
Medium weiter 4h inkubiert. Danach wurden die Milzzellen gesammelt, eine Erythrozytenlyse
durchgefiihrt und die Leukozyten wurden im Durchflusszytometer analysiert. Degenerierte Zellen und
Zelltrimmer wurden Uber die GréRe (FSC) und Granularitdt (SSC) aus der Betrachtung
ausgeschlossen.

Der Mittelwert der gemessenen, NK1.1(+) Zellen bezogen auf die eingegrenzten Leukozyten aus drei
unabhangigen Experimenten wurde in der Abbildung A dargestellt. Die Abbildung B zeigt den Anteil der
IFN-y produzierenden NK-Zellen in Relation zu den Nicht IFN-y produzierenden NK-
Zellen [NK1.1(+)/IFN-y(-)], wobei alle gemessenen NK-Zellen gleich 100 % gesetzt wurden. Diese
Daten sind reprasentativ fur drei Experimente. Der griine Balken zeigt den Normalbereich an, in dem
sich die NK1.1(+) Zellpopulation (A) und eine IFN-y exprimierenden NK-Zellen (B) in einem nicht
beeinflussten Reaktionssystem befinden.
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3.9.2 Inhibition der VL stimulierten IFN-y Produktion von RAG-1
Milzzellen ohne speziell konditioniertes Kulturmedium

Die Stimulation von Milzzellen mit HKL erforderte fiir die Detektion eines ausreichenden
intrazelluldaren IFN-y Signals die Costimulation mit IL-2 oder IL-15 (vergl. 3.5.3). Eine
adidquate Vitalitit der NK-Zellen wurde nur durch Zugabe von IL-15 zu dem Kulturmedium
gewdhrleistet (vergl. 3.8.1). Bei einer Zugabe von IL-15 zu dem Kulturmedium war allerdings
die Signalabnahme von CD122 durch mikrobielle Stimulation induziertes, endogenes IL-15
bzw. IL-2 nicht mehr detektierbar. Desweiteren ist die Blockade von endogen produziertem
IL-15 bzw. IL-2 und die Beobachtung der Auswirkung auf das Reaktionssystem nicht mehr
moglich. Daher wurden naive RAG-1 Milzzellkulturen in vitro mit VL {iber 6 h infiziert

(vergl. 3.5.1. Abb. 29).

3.9.2.1 Erlauterung der Methode

Milzzellen von RAG-1 Miusen wurden iiber 6 h in vitro kultiviert. Inkubationskontrollen
wurden nicht stimuliert (Abb. 44 A und B, Probe 1), ansonsten erfolgte die Stimulation der
Milzzellen iiber die Zugabe von VL in einem Verhéltnis VL:WSC = 3:1 (vergl. 3.5.1 und
3.5.2). Stimulationskontrollen (Abb. 44A und B, Probe 2) wurden nicht mit monoklonalen
Antikdrpern versetzt, Antikorperkontrollen wurden mit 12 pg/ml Antikérpern versetzt, die in
Vortests VL stimulierte Milzzellen nicht in der IFN-y Produktion beeinflusst hatten. Nach
erfolgter Inkubationszeit wurden die Ansédtze weitere 4 h mit einem Brefeldin A-haltigem
Kulturmedium inkubiert. Die Zellen wurden wie unter 2.4.3 und 2.4.4 behandelt und dann mit
den monoklonalen Antikdrpern anti NK1.1 anti CD122 (Klon 5H4) sowie intrazelluldr mit
anti IFN-y markiert. Diese Zellen werden im Durchflusszytometer analysiert, wobei
degenerierte Zellen und Zelltriimmer iiber die Streulichteigenschaften Grof3e und Granularitit
von der Betrachtung ausgeschlossen wurden. Die [NK1.1(+)] Zellpopulationen wurde auf die
Expression von CD122 auf der Membranoberfliche und eines intrazelluldren IFN-y Signals

hin untersucht.

3.9.2.2 Auswertung

Diese Auswertung erfolgte analog der unter 3.9.1.2 beschriebenen Vorgehensweise.

3.9.2.3 Ergebnis

Die Abb. 44B zeigte die Aufteilung der [NK1.1(+)] Zellen nach erfolgter Inkubation in eine
[NK1.1(+)/IFN-y(+)] Zellfraktion und eine [NKI1.1(+)/IFN-y(-)] Zellfraktion. Die in Abb.
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44A dargestellten [NK1.1(+)] Messereignisse wurden gleich 100 % gesetzt. Nicht stimulierte
NK-Zellen zeigten erwartungsgemil3 keine Expression eines intrazelluldren IFN-y Signals.
Ca. 70 % der [NK1.1(+)] Zellpopulation der RAG-1 Milzzellen, die nur mit VL stimuliert
wurden (Abb. 44B, Probe 2). oder die zusitzlich mit Kontrollantikdrpern coinkubiert wurden
(Abb. 44B Probe 4 bis 6), exprimierten ein intrazellulires IFN-y Signal. Als
Kontrollantikorper wurden Antikorper eingesetzt, die das Reaktionssystem nicht beeinflussen

(vergl. 3.8.2).

Die Coinkubation von VL stimulierten Milzzellen mit anti IL-12 mAk und anti TNF-a mAk
zeigten eine deutliche Abnahme der [NK1.1(+)/IFN-y(+)] Zellpopulation (Abb. 44B, Probe 7
und 9). Bei der Coinkubation mit dem anti IL-10 mAk konnte eine Zunahme der
[NK1.1(+)/IFN-y(+)] Population gezeigt werden (Abb. 44B, Probe 8). Dies bestitigte die
zuvor auf Einzelzellniveau gemessenen Ergebnisse der HKL induzierten IFN-y Produktion

durch IL-15 konditionierte RAG-1 Milzzellen.

Der anti IL-2 mAk zeigte bei einer Coinkubation mit VL stimulierten WSC keine
Beeinflussung der [NK1.1(+)/IFN-y(+)] Population im Vergleich mit den Kontrollen (Abb.
44B, Probe 3). Dieses Ergebnis bestitigte auf Einzelzellniveau Ergebnisse, die bei HKL
stimulierten RAG-1 Milzzellen im Zellkulturiiberstand und auf Einzelzellniveau gemessen
wurden (Daten nicht dargestellt, vergl. 3.9.1.3). Die GroBe der [NK1.1(+)] Zellpopulation lag
im Normalbereich (Abb. 44A, Probe 3), dagegen zeigte eine Coinkubation von VL
stimulierten WSC mit dem anti IL-15 polyklonalen Antikdrper (pAk) eine deutliche Abnahme
der [NK1.1(+)/IFN-y(+)] Population (Abb. 44B, Probe 11) und eine unter dem Normalbereich
liegende GroBle der [NK1.1(+)] Zellpopulation gegeniiber den Kontrollen (Abb. 44A, Probe
13). Die Coinkubation von Kaninchenserum als Antikdrperkontrolle fiir das eingesetzte anti
IL-15 Serum zeigte keine Beeinflussung der [NK1.1(+)] Zellpopulation in Bezug auf die
GroBBe (Abb. 44A, Probe 6) und in Bezug auf die [NK1.1(+)/IFN-y(+)] Zellpopulation (Abb.
44B, Probe 6). Die Coinkubation der VL-stimulierten Milzzellen mit dem anti CD122 mAk
zeigte in diesem Versuchsansatz keine Verdnderung der [NK1.1(+)/IFN-y(+)] Population im
Verglich mit den Kontrollen (Abb 44B Probe 10), ebenso war die [NK1.1(+)] Zellpopulation
im Normalbereich (Abb 44A Probe 10). Diese Ergebnis steht im Gegensatz zu den
Beobachtungen, die mit HKL stimulierten Milzzellen gemacht wurden (vergl. 3.9.1.3).
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Abb. 51 Inhibition der VL induzierten IFN-y Produktion bei RAG-1 Milzzellen
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1,0 x 10° RAG-1 Milzzellen wurden in jeder Probe eingesetzt. Die Probe 1 wurde nicht stimuliert, die

Proben 2 bis 13 wurden mit VL (VL:WSC = 3:1) stimuliert. Die Proben 3 bis 13 wurden zusatzlich mit
12 uyg/ml azidfreien, gereinigten Antikdrpern, wie in der Legende angegeben, inkubiert. Nach 6h
wurden die Zellen gesammelt, gewaschen und in einem Gentamicin- und BFA-haltigem Medium
weitere 4h inkubiert. Danach wurden die Milzzellen gesammelt, eine Erythrozytenlyse durchgeflhrt
und die Leukozyten wurden im Durchflusszytometer analysiert. Degenerierte Zellen und Zelltrimmer
wurden Uber die GroRe (FSC) und Granularitéat (SSC) aus der Betrachtung ausgeschlossen.

Der Mittelwert der gemessenen, NK1.1(+) Zellen bezogen auf die eingegrenzten Leukozyten aus drei
unabhangigen Experimenten wurde in der Abbildung A dargestellt. Die Abbildung B zeigt den Anteil
der IFN-y produzierenden NK-Zellen in Relation zu den Nicht IFN-y produzierenden
NK-Zellen [NK1.1(+)/IFN-y(-)], wobei alle gemessenen NK-Zellen gleich 100 % gesetzt wurden. Diese
Daten sind reprasentativ fur drei Experimente. Der griine Balken zeigt den Normalbereich an, in dem
sich die NK1.1(+) Zellpopulation (A) und eine IFN-y exprimierenden NK-Zellen (B) in einem nicht
beeinflussten Reaktionssystem befinden.

3.9.2.4 Expression von CD122 und intrazellularem IFN-y bei NK-Zellen auf
Einzelzellniveau

Die Coinkubation von VL stimulierten RAG-1 Milzzellen mit einem anti IL-2 Antikdrper
zeigte im Vergleich zu den Kontrollen keine Inhibition des intrazelluldren IFN-y Signals
(vergl. Abb. 44B, Probe 3). Bei einer Coinkubation mit einem anti IL-15 Antikdrper war
jedoch eine deutlich Inhibition des intrazelluldren IFN-y Signals zu beobachten (vergl. Abb.
44B, Probe 11).
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Eine Betrachtung dieser beiden Proben auf Einzelzellniveau zeigte die inverse Reaktion
zwischen membranstidndigen CD122 und intrazelluldrem IFN-y bei NK-Zellen, wie sie auch
bei nicht stimulierten und nur mit VL stimulierten RAG-1 Milzzellen beobachtet werden
konnte. Bei den nicht stimulierten, iiber 6 h in vitro inkubierten Milzzellen zeigte sich bei den
tiberlebenden NK-Zellen in den dargestellten Experiment, dass iiber 50 % CD122 auf der
Membranoberfliche exprimierten. Ein intrazelluldres Signal fiir [IFN-y konnte nicht detektiert
werden (Abb. 45, Reihe A, A3 und A4, rot dargestellt). Die NK-Zellen der VL stimulierten
RAG-1 Milzzellen zeigten demgegeniiber ein starkes intrazelluldres Signal fiir IFN-y (Abb.
45, Reihe B, B3 und B4, griin dargestellt). Dieses Signal wurde ausschlieBlich von NK-Zellen
exprimiert, die CD122 auf der Oberflache nicht mehr exprimierten.

Die Coinkubation von VL stimulierten Milzzellen mit dem anti IL-2 mAk zeigte ebenfalls ein
starkes Signal fiir intrazelluldres IFN-y (Abb. 45, Reihe C, C3 und C4, griin dargestellt)
Hierbei zeigte sich, dass das intrazelluldre IFN-y Signal der mit anti IL-2 mAk coinkubierten
Probe der Probe entsprach, die nur mit VL stimuliert war. Auch hier exprimierte nur die NK-
Zellpopulation ein intrazelluldres IFN-y Signal, die kein CD122 auf der Membran mehr
exprimierte (Abb. 45, Reihe C, C3 und C4).

Bei einer Coinkubation von VL stimulierten RAG-1 Milzzellen mit dem anti IL-15
Antikorper zeigte sich ein anderes Bild. Hier exprimierten die NK-Zellen von VL stimulierten
RAG-1 Milzzellen nur ein schwaches intrazelluldres Signal fiir IFN-y Auch hier war die
[NK1.1(+)/ CDI122(-)] Zellpopulation diejenige, die das intrazelluldre Signal fiir IFN-y
exprimiert (Abb. 45, Reihe D, D3 und D4, griin dargestellt). Uber 50 % der NK-Zellen

exprimieren jedoch CD122 weiterhin auf ihrer Membranoberflidche.

Diese Daten weisen darauf hin, dass endogenes IL-2 bei VL stimulierten RAG-1 Milzzellen,
zumindest in vitro, in Bezug auf die Regulation der IFN-y Produktion von NK-Zellen keine
Rolle spielt. Im Gegensatz hierzu wird allerdings dargestellt, dass endogenes IL-15 an der

Regulation der IFN-y Produktion beteiligt ist.
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Abb. 52 Blockade von endogenem IL-2 oder IL-15 nach VL Stimulation in vitro
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D WSC, VL stimuliert, coinkubiert mit anti IL-15 pAk
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Jeweils 1,0x10° RAG-1 Milzzellen wurden nicht simuliert (A), mit VL (VL:WSC = 3:1) infiziert (B) und
zusatzlich mit 12 ug/ml anti IL-2 mAk (C) oder mit 12ug/ml anti IL-15 pAk coinkubiert. Nach 6 h wurden die
Zellen gesammelt, gewaschen und mit BFA- und Gentamicin-haltigem Medium weitere 4 h inkubiert. Danach
wurden die Milzzellen gesammelt, eine Erythrozytenlyse durchgefiihrt und die Leukozyten wurden im
Durchflusszytometer analysiert. Degenerierte Zellen und Zelltrimmer wurden uber die Grofe (FSC) und
Granularitat (SSC) aus der Betrachtung ausgeschlossen (A1 bis D1). NK1.1(+) Zellen wurden selektiert (A2
bis D2) und auf die Expression von membranstandigem CD122 (A3 bis D3) und intrazelluldarem IFN-y (B3, B4
bis D3, D4 griin dargestellt) hin analysiert.
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