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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Ein  wesentliches  Charakteristkum  der Immundepression ist die  sogenannte
Monozytendeaktivierung mit verminderter Sekretion proinflammatorischer Zytokine und
verminderter Fahigkeit zur Prasentation von Antigenen gegeniber T-Zellen. Infolge der
gehemmten zellularen Immunabwehr zeigen Patienten mit Immundepression eine stark erhdhte
Anfalligkeit gegeniber Infektionen. Als mdgliche Mediatoren einer Immundepression werden
immunmodulatorische Zytokine wie Interleukin-10 (IL-10), Prostaglandin und Transforming growth
factor-B (TGF-B) diskutiert. Z.B. hemmt das antiinflammatorische Zytokin IL-10 die
Antigenprasentation von antigenprasentierenden Zellen (APC) und wirkt inhibierend auf die
Expression des proinflammatorischen Tumornekrosefaktors-a (TNF-a). Die IL-10-vermittelte
Hemmung der Antigenprasentation und Zytokinsynthese ist jedoch nach Entfernen des Zytokins
schnell reversibel. Bei der Entwicklung einer langanhaltenden Immundepression missen daher
weitere Mediatoren eine Rolle spielen. In einer Studie mit Patienten mit infektidsen
Komplikationen nach Herz-Operationen wurde beobachtet, dass eine Uberexpression des
Hitzeschockproteins 32 (HSP-32) Hamoxygenase-1 (HO-1) in peripheren Blutleukozyten mit einer
erhdhten Anfalligkeit gegenuber Infektionen assoziiert ist. In zahlreichen Tiermodellen wurden
antiinflammatorische  Wirkungen der HO-1 gezeigt, die zu einem Schutz vor
entziindungsbedingter Zellschadigung z.B. im Rahmen eines Endotoxin-Schocks oder nach
Organ-Ischamie/Reperfusion filhren. Wahrend die immuninhibitorischen Effekte von HO-1
protektiv im Verlauf akuter Entziindungsreaktionen sind, kénnte auf der anderen Seite eine
verstarkte HO-1-Expression zu einer inadaquaten Hemmung der antimikrobiellen Immunabwehr
fuhren.

HO-1 Iasst sich ausschliellich in APCs, wie z.B. Monozyten, induzieren. Die mittels Porphyrine
wie CoPP (Cobalt-Protoporphyrin) und Hamin induzierte HO-1 Uberexpression korreliert mit einer
verminderten Expression von MHC-II (Haupthistokompatibitatskomplex) Molekulen. Der Effekt ist
sowohl MHC- als auch Zell-spezifisch. Allerdings kann eine Hemmung der HO-1-Expression
durch spezifische siRNA die Porphyrin-vermittelte Hemmung der MHC-II-Expression nicht
aufheben. Die verwendeten HO-1-Induktoren CoPP und Hamin beeinflussen die
Antigenprasentation daher mittels HO-1-unabhangiger Mechanismen.

Sowohl die konstitutive als auch Interferon-y~<induzierte Expression von HLA-DR und CIITA
werden durch eine Porphyrin-Behandlung gehemmt. Die Suppression der induzierten CIITA-
Expression korreliet zudem mit einer verminderten Interferon-y-induzierten STAT-1-
Phosphorylierung, welche essentiell fur die IFN-y~induzierte CIITA Expression ist. Die Hemmung
der konstitutiven CIITA- und MHC-II-Expression lasst sich damit jedoch nicht erklaren, da

konstitutiv kaum eine Phosphorylierung von STAT-1 zu detektieren war. Die Porphyrin-induzierte
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Zusammenfassung

Hemmung der konstitutiven MHC-II Expression ist weder von einer STAT-3-Aktivierung noch von
einer verstarkten Histonacetylierung oder PKA-Aktivierung abhangig. Die gezeigten Ergebnisse
deuten zudem darauf hin, dass die Porphyrin-Effekte nicht (ber eine Interaktion mit dem
Hamoglobin-Scavenger Rezeptor CD163 induziert werden, da ein Blockieren der Hamoglobin-
Haptoglobin-Bindedoméane die MHC-II hemmende Wirkung der Porphyrine nicht authebt.

Zweifellos haben Porphyrine weitreichende immunmodulatorische Eigenschaften. Durch die
Hemmung der konstitutiven und induzierten MHC-II-Expression sind sie in der Lage, die
antigenprasentierende Funktion von myeloiden APCs soweit herabzusetzen, dass diese die
Induktion einer adaquaten zellularen Immunantwort im Rahmen einer Infektion nicht mehr
induzieren koénnen. Das molekularbiologische Verstéandnis dieser Porphyrin-induzierten
Mechanismen kann daher innovative Mdglichkeiten bei der Entwicklung neuer Therapieansatze

bei Immundepression bieten.
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Einleitung

1. Einleitung

Verletzungen und Infektionen induzieren in der Regel eine Entziindungsreaktion in deren Verlauf
eingedrungene Erreger eleminiert und Wundheilungsprozesse induziert werden. In der Klinik
beobachtet man jedoch oft, dass manche Patienten nach langwierigen Operationen,
Verbrennungen und/oder Trauma besonders anfallig gegeniber Komplikationen wie
Wundheilungsstorungen und sekundaren Infektionen sind. Heute weil man, dass eine
ausgepragte, langanhaltende Immundepression eine wesentliche Ursache dieser Komplikationen
ist.

Charakterisiert ist eine Immundepression durch einen Funktionsverlust von Monozyten. Dabei
schutzt die verminderte Expression proinflammatorischer Zytokine den Korper zwar vor Zytokin-
induzierten Gewebeschadigungen, durch die stark gehemmte Expression von MHC-II-Molekulen
ist jedoch die antigenabhangige Aktivierung von T-Zellen stark vermindert. Bei einer lang
anhaltenden Hemmung der Immunantwort steigt daher die Gefahr von sekundéaren Infektionen
und Komplikationen. Die molekularen Ursachen, warum sich in manchen Patienten eine
Immundepression manifestiert, wahrend andere Patienten, mit gleicher Ausgangslage ohne
Komplikationen genesen, ist jedoch bis heute ungeklart.

Als ein mdglicher Mediator einer langanhaltenden Immundepression wird u.a. das
Hitzeschockprotein Hdmoxygenase-1 (HO-1) diskutiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Rolle

der Hamoxygenase-1 im Hinblick auf eine Monozytendeaktivierung genauer analysiert.

1.1 Klinische Bedeutung der Inmundepression

Eine Einschrankung der Immunreaktion (Immundepression) kann, genau wie ein UberschieRen
der Immunantwort, weitreichende Folgen fiir den Genesungsprozess des Patienten haben. Bei
einer ausgepragten Immundepression ist die inflammatorische Abwehrreaktion so stark
eingeschrankt, dass der Koérper nicht mehr adaquat auf vorhandene oder eindringende Erreger
reagierten kann. Unkontrollierte Infektionen mit starken Gewebeschadigungen bis hin zum
Multiorganversagen konnen die Folge sein, wodurch sich die Prognose dieser Patienten
verschlechtert und es zu einem Anstieg der Mortalitat kommt.

Ursache fiir die Entwicklung einer Immundepression kdnnen systemische Entziindungsreaktionen
(SIRS) auf Grund von Infektionen (Sepsis) oder sterilen Gewebeschadigungen (z.B. nach grof3en
Operationen, Verbrennungen oder Traumata) sein. Ahnlich wie bei einer lokalen Entziindung
induzieren bei einer systemischen Entziindungsreaktion proinflammatorische Zytokine wie TNF-

(Tumornekrosefaktor)-a, IL-(Interleukin)-18 und IL-6 die systemische Freisetzung
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entzindungshemmender Mediatoren wie IL-10 und TGF-(Transforming growth factor)-B.
Zeitgleich kommt es zu einer Aktivierung der neurohumoralen Stressachsen, wodurch die
Freisetzung weiterer antiinflammatorischer Mediatoren wie Katecholamine und Kortisol induziert
werden. Die Folge ist einer systemischen Hemmung der zellularen Immunantwort.

Eine Immundepression kann sich jedoch auch ohne vorangehende Entzindungsreaktion
entwickeln. Massive Gewebsapoptose (z.B. bei akutem Leberversagen) oder allgemeine
Stresssituationen, wie nach Schadel-Hirntrauma und Schlaganfall, kdnnen durch Aktivierung der
neurohumoralen Stressachsen zu einer systemischen Hemmung der Immunantwort, bis hin zu

einer Immundepression, fihren [1] .

Fir eine adaquate Behandlung ist es essentiell den Immunstatus des Patienten richtig
einzuordnen. Ein septischer Patient in der hyperinflammatorischen Phase kénnte dann durch eine
immunhemmende Therapie und ein Patient in der immundepressiven Phase durch eine
immunstimulierende Therapie erfolgreich behandelt werden [2] . Um hier einen Kklinischen
Standard zu etablieren fehlen bisher jedoch gréRere Studien. Fir eine schnelle und verlassliche
Erfassung der Immunkompetenz eignet sich die Messung der monozytaren HLA-DR-Expression,
wobei ein Wert von <5000 HLA-DR-Molekille / CD14+ Zelle (Monozyten) Ausdruck einer
schweren Immundepression (Immunparalyse) ist [3] . Eine aktuelle Studie mit Intensiv-Patienten,
welche einen SAPS Il (Simplified Acute Physiology Score, [4] ?) >15 aufweisen, zeigt, dass
besonders eine langanhaltende Hemmung der HLA-DR-Expression mit einem hohen Risiko
sekundarer Infektionen assoziiert ist [5] . Des Weiteren ist die ex-vivo-Fahigkeit von
Blutmonozyten aus immundepressiven Patienten nach Stimulation mit Endotoxin TNF-a zu
produzieren stark herabgesetzt. Die kritische Grenze fir die Diagnose ,Immundepression /
Immunparalyse” scheint dabei bei <300pg/ml TNF-a nach 4h Lipopolysaccharid (LPS)-Stimulation
zu sein. Gesunde Probanden produzieren im Vergleich 500-2500pg/ml TNF-a [6] .

Bei der Behandlung von Patienten mit Immundepression zeigen Studien, dass
immunstimulierende Mediatoren wie Interferon-y (IFN-y) [7,8] und GM-CSF (Granulocyte
macrophage colony-stimulating factor) [7,9] durch die Induktion der HLA-DR-Expression eine
wichtige Rolle bei der Wiederherstellung der monozytaren Immunkompetenz spielen. Um schon

frihzeitig der Entwicklung einer langanhaltenden Hemmung des Immunsystems entgegen zu

@ SAPS |l ist ein Punktwert, der den medizinischen Status eines Patienten einschatzt. Dabei sind neben Alter und
Geschlecht besonders physiologische (u.a. Korpertemperatur, Herzfrequenz) und medizinische (u.a. Verletzungs-,
Krankheitsgrad, medizinische Vorgeschichte, Beatmung, Blutwerte) Daten/Werte flir die Erstellung des SAPS II-Wertes

von hoher Relevanz.
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wirken, ist jedoch das Wissen Uber die genauen molekularen Ursachen einer langanhaltenden

Immundepression essentiell.

1.2 Das Prinzip des Immunsystems

Um sich gegen Infektionen zu schutzen besitzt der Mensch ein komplex reguliertes,
korpereigenes Abwehrsystem. Den Erregern wird zum einen durch mechanische und chemische
(z.B. pH-Wert) Barrieren wie Haut und Schleimhaut das Eindringen in den Korper erschwert und
zum anderen werden eingedrungene Erreger durch ein effektives zellulares Abwehrsystem
bekampft. Sollte es den Erregern gelungen sein die mechanische/chemische Barriere zu
durchdringen, werden die Pathogene von den Zellen der angeborenen Immunabwehr
(Monozyten, Makrophagen und Dendritische Zellen (DC)) mittels spezifischer Rezeptoren erkannt
und phagozytiert. Die zu den Mustererkennungsrezeptoren (PRR, pattern recognition receptore)
gehorenden Rezeptoren erkennen konservierte Strukturen (z.B. Oberflachenmolekile, bakterielle
DNA) von Pathogenen, sogenannte PAMPs (pathogen associated molecular pattern). Zudem
unterscheidet man Fc-Rezeptoren, welche mit Antikérpern markierte Pathogene erkennen. Durch
die Interaktion von Pathogen/Pathogenbestandteil und Rezeptor wird die Zelle aktiviert und setzt
zellspezifisch u.a. Histamine, Proteasen und TNF-a frei, wodurch eine lokale
Entzindungsreaktion induziert wird. Die Rezeptoren des angeborenen Immunsystems sind, im
Gegensatz zum adaptiven Immunsystem, unspezifisch, also nicht gegen einen speziellen Erreger
gerichtet. Die Rezeptorspezifitdt der PRRs und Fc-Rezeptoren ist durch die Keimbahn kodiert und
somit nicht variabel. Dies hat den Vorteil, dass die Erkennung von Strukturen, welche in der Regel
fur das Uberleben der Erreger essentiell sind, weiter vererbt werden und so ein Schutz gegen eine
Vielzahl verbreiteter Erreger gewahrleistet wird. Da das angeborene Immunsystem jedoch
ausschliel3lich unspezifische PAMPs erkennt, kann es keinen pathogenspezifischen Schutz gegen
eine erneute Infektion liefern (kein immunologisches Gedachtnis). Neben der Initiierung einer
Entzindungsreaktion sind die Zellen der angeborenen Immunantwort in der Lage durch
Prasentation von Pathogenbestandteilen auf MHC-Molekilen (Haupthistokompatibilitatskomplex)
die Zellen der adaptiven Immunantwort zu aktivieren. Somit spielen die Zellen des angeborenen
Immunsystems nicht nur bei der schnellen, aber unspezifischen, Kontrolle von Infektionen eine
kritische Rolle, sondern auch bei der Aktivierung der spezifischen, adaptiven Immunantwort, die in
der Regel vier bis finf Tage nach Eindringen des Pathogens anlauft [10] .

Die Zellen der adaptiven Immunantwort lassen sich im Wesentlichen in zwei Gruppen unterteilen.
Die B-Zellen, welche fur eine humorale Immunantwort essentiel sind, erkennen mit inren B-Zell-
Rezeptoren (BCR) l6sliche Antigene und Differenzieren nach Aktivierung zu Plasmazellen und
sezernieren (pathogen-)spezifische Antikorper. T-Zellen sind als CD8+ T-Zellen fur die

zellvermittelte Immunitat und als CD4+ T-pere-Zellen fir die Induktion der humoralen
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Immunantwort (Aktivierung von B-Zellen, Induktion der Antikérperproduktion) verantwortlich.
Beide Populationen zirkulieren im Blut und kommen in groBer Anzahl in den lymphatischen
Organen vor. Daneben unterscheidet man eine weiter kleine T-Zell-Subpopulation, die yo-T-
Zellen. Diese unterscheiden sich durch ihren T-Zell-Rezeptor von den anderen (af-)T-Zellen.
Allerdings ist die Funktion dieser CD8- und CD4-negativen T-Zell-Subpopulation bis heute nicht
genau geklart. Man nimmt an, dass sie zum einen bei der schnellen Immunantwort und bei der
Vernichtung entarteter Zellen ein Rolle spielen, und zum anderen fir die Regulation der
Immunantwort von Bedeutung sind [11,12,13] .

Die Antigenrezeptoren von T- und B-Zellen (und die von B-Zellen produzierten Antikdrper) weisen
eine enorme Varianz auf. Dies gewahrleistet eine sehr hohe Diversitat in der spezifischen
Erkennung von Pathogenen. Diese Diversitat wird durch somatische Rekombination® der
Rezeptorgensequenzen erreicht. Die Spezifitdt der Rezeptoren ist demnach, im Gegensatz zu der
Spezifitdt der angeborenen Immunantwort, nicht in der Keimbahn festgelegt, sondern entwickelt
sich in jedem Menschen neu.

Wahrend B-Zellen ungebundene Fremdantigene erkennen, erfassen T-Zellen mit ihrem T-Zell-
Rezeptor (TCR) ausschlieRlich auf MHC-Molekilen prasentierte Antigene. Die Interaktion von T-
Zelle und APC flhrt zu der Aktivierung der T-Zelle. Je nach Zelltyp unterscheidet sich dabei die
durch Aktivierung ausgeloste Reaktion. Wahrend CD8-T-Zellen in der Regel die Apoptose der
Zielzellen induzieren, entwickeln sich CD4-Zellen nach Aktivierung z.B. in Theirerny1- oder in Ty2-
Zellen. Ty1-Zellen induzieren eine zellulare Immunantwort, indem sie durch die Sekretion von IL-
2, IFN-y und TNF-a CD8-T-Zellen und Makrophagen aktivieren. TH2-Zellen sezernieren dagegen
vermehrt u.a. IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 und induzieren somit eine humorale Immunantwort
(Aktivierung von B-Zellen, Induktion der Antikdrperproduktion) [10] . Naive B-Zellen, welche mit
ihrem B-Zell-Rezeptor (BCR) ein Fremdantigen erkannt haben, bendtigen zur vollstandigen
Aktivierung einen costimulatorischen Reiz, welcher von aktivierten CD4-Ty-Zellen geliefert wird.
Mit ihrem TCR erkennen die CD4-Zellen den Antigen-MHC-Komplex der B-Zellen und
beeinflussen so die B-Zelle. Die CD4-T-Zellen lassen sich aufgrund ihrer spezifischen Marker und
ihrem sezernierten Zytokinprofil in weitere Subpopulationen unterteilen (Ty17, Treg, Tr1) [14] .

Tu17-Zellen produzieren IL-17, TNF-a und GM-CSF (Granulocyte macrophage colony-stimulating

® Die somatische Rekomabination ist ein Prozess bei dem es zu einer Umlagerung der Gensequenzen
(DNA-Rearrangement) kommt. Sie betrifft nicht die Keinzellen und wird somit auch nicht vererbt. Die
Diversitat der Lymphozyten Antigen-Rezeptoren (T-Zell-Rezeptor und Immunglobuline der B-Zellen) wird
durch eine varibale (V) Region im Rezeptorprotein bestimmt, welche an eine konstante (C) Region
anschlief3t, die fur die Weiterleitung der Effektorfunktion zustandig ist. Bei der Entwicklung der Lymphozyten
werden die Gene der V-Region umgelagert und neu arangiert, wodurch es zu einer enormen Vielfaltigkeit

der Rezeptorspezifitat kommt.
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factor) und passen somit weder in das Ty1- noch in das Ty2-Schema [15] . Sie spielen jedoch
eine kritische Rolle in der Abwehr extrazellularer Pathogene wie Bakterien oder Pilze [14] .
Daneben unterscheidet man die CD4*CD25'CD127"°*Foxp3* regulatorischen T-Zellen (Treg),
welche fiir die Regulation der Immunantwort gegentber Fremdantigenen, aber auch fir die
Suppression von Autoimmunreaktionen und der Erhaltung der Toleranz gegeniber Selbst-
Antigenen von besonderer Bedeutung sind [16] . Zudem werden, die in der Peripherie aus naiven
Vorlauferzellen entstehenden, Tr1-Zellen von den Tregs unterschieden. Diese wirken durch die
Sekretion von IL-10 und TGF- antiinflammatorisch und begrenzen so die Immunantwort [17] .

Die Zellen der adaptiven Immunantwort sind zudem in der Lage durch Generierung langlebiger B-
und T-Zellen ein immunologisches Gedachtnis aufzubauen. Diese Memoryzellen behalten die
nach Antigenkontakt ausgebildete Spezifitdt und bei erneutem Kontakt mit dem Antigen erfolgt
eine schnelle Reaktivierung der Memoryzellen. Durch die Aktivierung wird ihre Proliferation

angeregt und so sehr schnell eine pathogenspezifische Immunantwort induziert.

Ubersicht 1 Die Zellen der Immunantwort

Alle zellularen Bestandteile des Blutes, inklusive der Immunzellen, entstammen pluripotenten
hematopoetischen Stammzellen des Knochenmarks. Aus diesen entwickeln sich zwei Sub-Stammzell-
Typen: die lymphoide Vorlauferzelle und die myeloide Vorlauferzelle. Zu den Zellen der angeborenen
Immunitat zahlen im Wesentlichen die myeloiden Zellen wie Granulozyten (Neutrophile, Eosinophile und
Basophile), Mastzellen, Monozyten (die zu Makrophagen oder MDDC [myeloide derived Dendritic cells]
differenzieren kdnnen) DCs aber auch NK-Zellen. Zu den Zellen der adaptiven Immunantwort gehéren T-
und B-Zellen. Diese werden durch antigenprasentierende Zellen wie Monozyten, Makrophagen und DC
aktiviert, so dass hier eine Interaktion zwischen angeborener und adaptiver Immunitat besteht.

Vorlauferzelle Zelltyp Vorkommen Hauptaufgabe
lymphoid B-Zellen Lymphknoten Antikdrper-Sekretion
T-Zellen Lymphknoten CD8-Effektorzelle: Vernichtung infizierter

Zellen
CD4-Effektorzellen: Aktivierung von B-Zellen
(AK-Produktion) und

Makrophagen
NK-Zellen Lymphknoten Vernichtung infizierter Zellen und Tumorzellen
myeloid Neutrophile G. Blutbahn/Gewebe Phagozytieren von Bakterien
Eosinophile G. Blutbahn/Gewebe allergische Entzindung, Abwehr von Parasiten
Basophile G. Blutbahn/Gewebe allergische Entziindung, Abwehr von Parasiten
Mastzellen Blutbahn/Gewebe allergische Reaktionen
Monozyten Blutbahn/Gewebe Phagozytose und Antigenprasentation,

Differenzierung zu Makrophagen oder DC
Makrophagen Gewebe Phagozytose und Antigenprasentation

DC Blutbahn/Gewebe Antigenprasentation, Aktivierung von T-Zellen

Ubersicht 1
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1.2.1 Funktion von Monozyten

Die im Blut zirkulierenden Monozyten entstehen aus myelomonozytaren Stammzellen des
Knochenmarks, welche sich erst zu Monoblasten entwickeln und dann in Monozyten
differenzieren [18] . Die Halbwertzeit der Monozyten im Blut betragt 1-3 Tage. Wahrend dieser
Zeit konnen die Monozyten bei Antigenkontakt ins umliegende Gewebe migrieren und sich zu
Makrophagen, welche ubiquitar in allen Geweben vorkommen (z.B als Peritonealmakrophagen im
Bauchraum, als Alveolarmakrophagen in der Lunge oder als Kupffer-Zellen in der Leber),
differenzieren.

Monozyten exprimieren eine Vielzahl verschiedener PRRs, mit denen sie Pathogene und
Pathogenbestandteile erkennen. Dazu zahlen u.a. Scavenger Rezeptoren (,Fress-Rezeptoren®),
welche LDL (low-density-lipoprotein) und anionische Polymere erkennen, Mannose- und
Glukanrezeptoren, welche spezifische Kohlenhydrate erkennen, sowie Toll-like-Rezeptoren (TLR-
2 und 4), welche LTA (Lipoteichonsaure) und LPS (Lipopolysaccharid) erkennen. Nach
Erkennung der Pathogenbestandteile durch die entsprechenden Rezeptoren phagozytieren
Monozyten die Erreger. Zugleich produzieren aktivierte Monozyten/Makrophagen verschiedene
proinflammatorische Mediatoren (z.B. IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a). Durch die Freisetzung von
TNF-a und IL-6, aber auch durch die Induktion von Prostaglandin, Histamin (typischerweise
produziert von Mastzellen und basophile Zellen) und der enzymatischen Freisetzung von
Bradykinin wird eine Entzindungsreaktion mit den typischen Kardinalsymptomen (R&tung,
Erwarmung des Gewebes, Schwellung, Schmerz, Funktionsstérung) initiiert. Prostaglandin und
Histamin fuhren zu einer kurzzeitigen Verengung der BlutgefalRe, wahrend gleichzeitig ihre
Permeabilitdt gesteigert wird, so dass es zu einer Ansammlung von Plasma kommt und
Immunzellen leichter in das umliegende Gewebe migrieren kénnen. Durch Odembildung und
Entziindungsprodukte, wie Bradykinin, werden die Schmerzrezeptoren gereizt. Schmerz und
Odem resultieren dann in einer gestérten Funktion des betroffenen Bereiches. Die
proinflammatorischen Mediatoren wirken zudem aktivierend auf weitere Immunzellen. IL-8 wirkt
z.B. chemotaktisch auf Phagozyten und steigert die Bildung reaktiver Sauerstoffradikale, wahrend
das von DCs und Makrophagen produzierte Zytokin IL-12 naive T-Zellen im Lymphknoten
beeinflusst. Die proinflammatorischen Zytokine stimulieren auRerdem die Synthese
antiinflammatorischer Mediatoren, wodurch die Entziindungsreaktion eingedammt wird und sich
normalerweise selbst reguliert. Das entzindungsfordernde TNF-a induziert z.B. Uber parakrine
und autokrine Mechanismen die Synthese des antiinflammatorischen Zytokins I1L-10. [19,20]
Neben der Initiierung einer Entziindungsreaktion sind Monozyten in der Lage die aufgenommenen
Erregerbestandteile zu prozessieren und mittels MHC-II Molekllen auf ihrer Oberflache zu
prasentieren. Damit kbnnen Monozyten, neben Makrophagen und DC, als antigenprasentierende

Zellen agieren und die Induktion einer adaptiven Immunantwort initiieren. [10]
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1.2.2 Aktivierung von Lymphozyten durch Antigenprasentation

Als Hauptaktivatoren von T-Lymphozyten gelten DCs. Aber auch Monozyten und Makrophagen
sind durch Antigenprasentation in der Lage die T-Zellen zu aktivieren. Wahrend Monozyten/
Makrophagen nach Aktivierung am Infektionsort bleiben, wandern aktivierte DCs uUber die
Lymphbahn zu den Lymphknoten. Hier treffen sie auf eine Vielzahl naiver T-Lymphozyten. Die T-
Zellen scannen mit Hilfe ihres T-Zell-Rezeptors (TCR) den MHC-Antigenkomplex der
antigenprasentierenden Zelle (APC). Wenn TCR und MHC-Antigenkomplex zusammenpassen
(,Schlussel-Schloss-Prinzip“) kommt es zur Interaktion. Zur vollstandigen Aktivierung bendtigen
die T-Zellen jedoch die zusatzliche Stimulation durch Corezeptoren wie CD80 (B7.1) und CD86
(B7.2), welche nach Aktivierung verstarkt auf den APCs exprimiert werden. Durch diese
antigenspezifische Aktivierung der T-Zellen wird die Proliferation dieser T-Zellen angeregt.
Geleitet durch die von Monozyten/Makrophagen ausgeschiitteten Zytokine und Chemokine
wandern die T-Zellen anschlief’end Uber die Blutgefalke zum Infektionsort und bekampfen dort als
Effektorzellen den eingedrungenen Erreger. Monozyten/Makrophagen sind zudem in der Lage im
Blut zirkulierende naive oder Gedachtnis-T-Zellen zu aktivieren, so dass die Proliferation von
antigenspezifischen T-Zellen auch am Infektionsherd induziert wird. Dies foérdert die schnelle

Induktion einer pathogenspezifischen Immunantwort.

Bei den von APCs exprimierten MHC-Molekiilen unterscheidet man zwei Klassen. Das MHC-I-
Molekul prasentiert hauptsachlich intrazellular produzierte Antigene (z.B. virale Proteine) und wird
von CD8-T-Zellen erkannt. Das MHC-II-Molekdl, welches mit CD4-T-Zellen interagiert, prasentiert
dagegen extrazelluldre, durch Endozytose aufgenommene und prozessierte Antigene. Aktivierte
CD8-T-Zellen fungieren als cytotoxische Zellen. Durch Stimulation des Fas-Rezeptors und
Freisetzung von Perforin und Granzymen induzieren sie die Apoptose der Zielzelle. Hierdurch
wird gewahrleistet, dass infizierte Zellen (oder entartete Zellen [Tumorzellen]) vernichtet werden.
Die Uber MHC-II aktivierten CD4-T-Zellen fungieren als T-Helfer-Zellen, indem sie die
antigenprasentierende Zelle aktivieren und so in Makrophagen die Phagozytose bzw. in B-Zellen
die Antikérperproduktion induzieren (Kap.1.2, Ubersicht 2). Wahrend MHC-I Molekiile auf nahezu
allen kernhaltigen Zellen des Organismus exprimiert werden, ist die Synthese von MHC-II
Molekulen auf spezielle, antigenprasentierende Zellen festgelegt. Konstitutiv exprimieren
ausschlief3lich DC, B-Zellen, Monozyten und Makrophagen MHC-II-Molekiile.

Die Annahme, dass MHC-I-Molekiile ausschlie3lich intrazellulare Antigene und MHC-II-Molekiile
nur extrazellulare Antigene prasentieren, ist jedoch veraltet. Insbesondere in DCs, die sowohl
MHC-I als auch MHC-II-Molekile exprimieren, kann es zu einer Kreuzprasentation kommen.
Dabei werden extrazellulare Antigene nicht nur auf MHC-Klasse-Il sondern auch auf MHC-Klasse-

I-Molekilen prasentiert. Der genaue Mechanismus der Kreuzprasentation ist jedoch unklar. Es
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wird vermutet, dass Fremd-Antigene von apoptotischen oder nekrotischen Zellen durch
Phagozytose (oder Mikropinozytose) aufgenommen werden und anschlieBend auf MHC-I-

Molekllen prasentiert werden kénnen [21] .

Neuronen)

Ubersicht 2 MHC-1 und MHC-II- Molekile
M H C -I peplidtle-?tinding M H C-" peptidle-?tinding
*2 &y B4 ay
o3 l ﬁf
microglobulin -5 ay
d ] d
Vorkommen Auf allen kernhaltigen Zellen (aul3er Monozyten, Makrophagen, DC, B-Zellen

Genlokalisation

Chromosom 6
(B-Mikroglogulin auf Chr. 15)

Chromosom 6

Peptidbindung

geschlossene Bindetasche

Intrazellulare (cytosolische) Peptide, z.B.

Virusbestandteile, prozessiert durch
Immunoproteasom

Kurze Peptide (8-10 AS)

offene Bindetasche

Extrazellulare Peptide, aufgenommen durch
Phago-, Pinozytose, prozessiert durch
Cathepsine

Langere Peptide (>13 AS)

Interaktion mit

CD8-T-Zellen (Cytotoxische T-Zellen)

CD4-T-Zellen (T--Zellen)

prasentierende
Zelle

Corezeptor auf APC: CD80 (=B7.1), CD86 (=B7.2), |auf APC: CD80 (=B7.1), CD86 (=B7.2), CD40
Fas-Rezeptor
auf T-Zelle: CD28, CD8, Fas-Ligand auf T-Zelle: CD28, CD4, CD40-Ligand
Effekt auf Zelltod T, 1-Zellen: Aktivierung von Makrophagen,

Vernichtung der aufgenommenen Erreger

T,2-Zellen: B-Zellen, Produktion von
Immunglobulinen

Ubersicht 2

(Abbildungen MHC-I und MHC-Il aus [10])

1.3 Fehliregulation des Immunsystems - die Immundepression

In der Klinik wird oft beobachtet, dass es in Folge von Verletzungen/Trauma und/oder Infektionen
zu einer Fehlregulation des Immunsystems kommen kann. Dies hat meist weitreichende Folgen
auf den Genesungsprozess des Patienten.

Gelingt es dem Korper nicht, eine Infektion lokal zu begrenzen, kann es zu einer systemischen
Durch die

proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a und IL-6 werden systemisch wirksame Konzentrationen

Entzindungsreaktion (Hyperinflammation) kommen. massive  Ausschuttung

erreicht, durch die es zu einer systemischen Aktivierung von Monozyten und Makrophagen kommt
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(systemische Entziindungsreaktion). Fieber, Tachykardie (erhéhter Herzfrequenz), Hypotension
(erniedrigtem Blutdruck) und die Freisetzung unspezifischer Immunzellen wie Monozyten und
Granulozyten aus dem Knochenmark sind die Folge [6,22] . Gleichzeitig steigt die Gefahr von
TNF-ao-induzierten  Gewebeschadigungen [23,24] . Bei ausgepragten systemischen
Entzindungsreaktionen, bei denen sich aus einer eigentlich protektiven Immunantwort eine
pathophysiologische Situation entwickelt, spricht man in der Klinik von SIRS (systemic
inflammatory response syndrom). Insbesondere das infektids verursachte SIRS (Sepsis) ist durch
die Entwicklung eines septischen Schocks bis hin zum Multiorganversagen mit einer hohen
Mortalitat verbunden.

Ahnlich wie eine lokale Entziindung eine antiinflammatorische Gegenregulation hervorruft,
induziert eine systemische Entzindungsreaktion eine systemische kompensatorische
antiinflammatorische Antwort (CARS = compensatory antiinflammatory response syndrome) [25] .
Diese Hypoinflammation ist gekennzeichnet durch die verstarkte systemische Freisetzung von IL-
10, TGF-B und Prostaglandin. Zudem induzieren proinflammatorische Mediatoren wie TNF-a und
IL-1B eine systemische Stressreaktion im zentralen Nervensystem (ZNS). Durch Aktivierung der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse und des symphatischen Nervensystems
kommt es zur Freisetzung neuronaler Stressmediatoren wie Glukokortikoide und Katecholamine,
welche ebenfalls zu einer Hemmung der Entziindungsreaktion beitragen [6] .

Im Patienten beobachtet man, dass Hyper- und Hypoinflammation auch parallel vorkommen
kénnen. So kann systemisch eine Hypoinflammation mit hohen IL-10- und niedrigen TNF-a-
Werten diagnostiziert werden, gleichzeitig aber auch eine lokale Entziindungsreaktion mit
gesteigerter Expression proinflammatorischer Mediatoren auftreten (MARS = mixed antagonist
response syndrome). In den meisten Fallen pendeln sich Hyper- und Hypoinflammation mit der
Zeit wieder auf ein normales Niveau ein. Allerdings zeigen manche Patienten eine langanhaltend
verminderte  Immunantwort  (Immundepression). Diese  ausgepragteste Form  der
Immundepression bezeichnet man auch als Immunparalyse. Sie ist durch eine starke
Einschrankung der zelluldren Immunantwort gekennzeichnet, wobei insbesondere die
antigenprasentierende Funktion der Monozyten stark vermindert ist [26,27,28] . Man konnte
zeigen, dass eine langanhaltend verminderte Expression von MHC-II mit einem erhéhten Risiko
sekundarer Infektionen assoziiert ist. Darauf deutet eine Studie mit Patienten nach
neurochirurgischen Eingriffen. Patienten mit infektiosen Komplikationen zeigten kurz nach der
Operation eine stark verminderte MHC-II Expression auf ihren peripheren Blutleukozyten im
Vergleich zu Patienten ohne Komplikationen [29] . Auch in Patienten mit Sepsis kann ein
Funktionsverlust der Monozyten die Prognose des Patienten drastisch verschlechtern [30] . Der
massive Verlust von HLA-DR Molekiilen gilt dabei auch als verlasslicher diagnostischer Marker flr
eine Immundepression (< 15000 HLA-DR Molekiile/CD14+ Zelle) bzw. Immunparalyse (< 5000
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HLA-DR Molekiile/CD14+ Zelle) [31] . Zudem sind Monozyten, deren MHC-II Expression stark
vermindert ist, nur noch eingeschrankt in der Lage proinflammatorische Zytokine wie TNF-a nach
Endotoxinstimulation zu produzieren [28] . Diese systemische Antiinflammation schitzt den
Korper zwar vor entzindungsbedingten Zellschadigungen, allerdings ist bei einer schweren
Immundepression die adaquate Immunabwehr gegen vorhandene oder eindringende Erreger
stark eingeschrankt.

Eine langanhaltende  Antiinflammation kann sich auch ohne vorangegangene
Entzindungsreaktion manifestieren. Massive Gewebeapoptose (z.B. akutes Leberversagen) oder
allgemeine Stressreaktionen (z.B. Herzinfarkt, Schlaganfall, Trauma) induzieren durch die
Aktivierung der neuronalen Stressachse eine systemische Hemmung des Immunsystems, was in
schweren Fallen in einer langanhaltenden Immundepression resultieren kann.

In Abb. 1 wird der Entstehungsmechanismus einer systemischen Immundepression schematisch
dargestellt. Durch parakrine und autokrine Mechanismen der proinflammatorischen Zytokine wie
TNF-a und IL-1B kommt es zu einer negativen Rickkopplung, bei der es zu einer starken
Induktion  antiinflammatorischer  Mediatoren  kommt. Zudem wird die Synthese
entziindungshemmender neurohumoraler Stressmediatoren wie Katecholamine und Kortisol
induziert. Beides zusammen bewirkt, dass Monozyten bzw. Makrophagen von einem

proinflammatorischen Reaktionsmuster in ein antiinflammatorisches Muster wechseln.

TNF-a
IL-18 neuroendokrme
Akthlerung
TNF-a /\
IL-1B negative
Ruckkopplung Katecholamine
S~ Kortisol
cAMP, PGE2,
IL-10, TGF-B
Monozyten-

deaktivierung

Immundepression

Abb. 1 Schema der Entwicklung einer Immundepression [22]

Durch systemische Entziindungsreaktionen, verursacht z.B. durch Trauma, Verletzungen oder Infektionen
kommt es zu einer Induktion von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a und IL-18. Durch neuronale
Aktivierung und einer negativen Rickkopplung wird dann eine antiinflammatorische Gegenreaktion
induziert, bei der u.a. groBe Mengen an IL-10 und TGF-S freigesetzt werden. Zusammen resultiert dies in

einer Hemmung der zellvermittelten Immunantwort (Immundepression).
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1.3.1 Immunmodulatorische Mediatoren der Inmundepression

Als mogliche Mediatoren einer langanhaltenden Immundepression werden hauptsachlich
antiinflammatorische Zytokine wie IL-10, TGF-B und Prostaglandin diskutiert.

In einer Studie mit Sepsis-Patienten zeigte sich, dass gesteigerte IL-10-mRNA Level in peripheren
Blutleukozyten innerhalb der ersten 24h nach Aufnahme auf die Intensivstation mit einer drei Tage
spater detektierten verminderten MHC-II-Expression auf Monozyten korrelieren [32] . Plasma aus
Patienten mit septischem Schock konnte zudem in Monozyten gesunder Probanden in vitro die
Endozytose von MHC-II-Molekilen induzieren. Die Folge war eine verminderte monozytare MHC-
[I-Expression. Dieser Effekt war abhangig von IL-10 und konnte durch Neutralisation des
antiinflammatorischen Zytokins aufgehoben werden [33] . Eine Studie mit Psoriasis-Patienten,
denen subkutan IL-10 verabreicht wurde, deutet jedoch darauf hin, dass die durch IL-10
vermittelte Suppression der Antigenprasentation eher temporar ist. Wahrend der Behandlung kam
es zwar zu einer der Immundepression typischen Verminderung der monozytaren HLA-DR-
Expression, sowie einer reduzierten ex vivo LPS-induzierten TNF-a Sekretion, dieser Effekt war
jedoch nach Behandlungsende schnell reversibel [34] . Zudem weist auch ein Vergleich zwischen
einem  LPS-Desensibilisierungsmodell und  einer  IL-10-induzierten Hemmung der
Monozytenfunktion auf einen nur kurzzeitigen Effekt von IL-10 hin. Eine Vorbehandlung von
Monozyten mit LPS resultierte in einer langanhaltenden verminderten LPS-induzierten TNF-a
Expression, wahrend die IL-10-vermittelte Hemmung der LPS-induzierten Zytokinproduktion
schnell reversibel war. Auch die durch IL-10 verminderte MHC-II-Expression war nur temporar,
wahrend die LPS-vermittelte Hemmung auch 48h nach LPS-Vorbehandlung zu detektieren war
[35] . Die Desensibilisierung von Monozyten durch LPS scheint daher ein gutes Modell fir die
eingeschrankte Monozytenfunktion im Rahmen einer Immundepression zu sein.

Das zu den antiinflammatorischen Zytokinen gehérende TGF-B wird als weiterer Mediator einer
langanhaltenden Immunsuppression diskutiert. TGF-B hemmt sowohl die Aktivierung von
Makrophagen, als auch die Proliferation von B- und T-Zellen [10] . Eine Studie mit humanen
Zellen zeigt, dass eine Behandlung von MDDCs (monocyte derived dendritic cell) mit
physiologisch relevanten TGF-B Konzentrationen die LPS-induzierte Reifung der Zellen hemmt,
wodurch ihre Fahigkeit T-Zellen zu aktivieren vermindert wurde [36] . Auf eine Korrelation
zwischen erhohten TGF-B-Werten und verminderter Antigenprasentation deutet auch eine
Mausstudie hin. Die Tiere wiesen bis zu 72h nach einem experimentell herbeigefihrten
Blutdruckabfall einen erhohten TGF-B-Level auf, was mit einer verminderten mitogen-abhangigen
T-Zellaktivierung und einer verminderten Antigenprasentation assoziiert war [37] .

Als weiterer Mediator einer Immundepression wird Prostaglandin E (PGE) diskutiert. PGE wird
von Monozyten und Makrophagen nach Aktivierung Uber die PRRs produziert. Es hemmt u.a. die

Produktion proinflammatorischer Zytokine (z.B. IL-2) von T-Zellen [38] . In Peritonealmakrophagen
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der Maus konnte die Gabe von PGE die LPS-induzierten TNF-a- Synthese vermindern. Es wurde
gezeigt, dass der hemmende Effekt von der durch PGE-induzierten IL-10-Expression abhangig
war, da durch Neutralisation von IL-10 mit einem spezifischen Antikorper die PGE-vermittelten
Effekte sowohl in vivo als auch in vitro aufgehoben werden konnten [39] . PGE ist jedoch durch
Aktivierung der Adenylatcyclase, wodurch es zu einem Anstieg der intrazellularen cAMP-
Konzentration kommt [40] , in der Lage, die TNF-a-Expression auch unabhangig von IL-10 zu
inhibieren [41,42] .

Die bisher veroffentlichten Daten deuten darauf hin, dass die diskutierten Mediatoren IL-10, TGF-
B und PGE zwar die Funktion von APC hemmen konnen, ihre Effekte aber in der Regel schnell
reversibel sind und sie daher wahrscheinlich nicht alleine zur Etablierung einer langanhaltenden
Immundepression ausreichen.

So bleibt es trotz vieler neuer Erkenntnisse Uber die Entwicklungsmechanismus einer temporaren
Immundepression (Abb. 1) letztlich weiterhin unklar, warum es in manchen Patienten zur
Manifestation einer langanhaltenden Hemmung des Immunsystems kommt, wahrend sich andere
Patienten mit gleicher Ausgangslage ohne Komplikationen erholen.

Im Rahmen einer Immunmonitoring-Studie in kardio-chirurgischen Patienten zeigte sich mittels
Genexpressionsanalyse ein neuer potentieller Mediator flr die Manifestierung einer
langanhaltenden Immundepression. Die Studie weist auf eine Korrelation zwischen einem
erhohten Hamoxygenase-1 (HO-1) mRNA-Level und der Entwicklung infektioser Komplikationen
hin. So konnte in den Patienten, in denen sich postoperativ Infektionen manifestierten, im
Vergleich zu Patienten mit unkompliziertem Verlauf am ersten Tag nach der Operation eine
gesteigerte HO-1-Expression in peripheren Blutleukozyten nachgewiesen werden ([3] , H.D. Volk,
unveroffentlichte Daten)

In den letzten Jahren wurden sowohl in vivo als auch in vitro eine Vielzahl protektiver,
antiinflammatorischer HO-1-Effekte beschrieben. Zahlreiche Tiermodell-Studien, insbesondere
Ischamie/Reperfusion- und Transplantationsmodelle, weisen auf entzindungshemmende
Eigenschaften von HO-1 und seinen Produkten hin [43,44,45] . Einen Beweis fir die Bedeutung
von HO-1 bei der Kontrolle von Entzindungsreaktionen sieht man bei HO-1-defizienten Mausen.
Diese Tiere zeigen Eisenablagerungen in Leber und Milz, schwere chronische Entzindungen,
Gewebezerstérung und eine verstarkte Apoptose bei oxidativem und inflammatorischem Stress.
Zudem kommt es bei der Vermehrung heterozygoter HO-1""-Mause sehr haufig zu einem
entzindungsbedingten Absterben der Foten [46,47] . Eigene Daten zeigen, dass eine induzierte
HO-1-Hochregulation die Reifung von humanen MDDC hemmt und somit durch Suppression von
HLA-DR und costimulatorischen Molekilen die Funktion der MDDCs einschrankt [48] . Dass HO-1

eine wichtige Rolle bei der Regulation von Entzindungen spielt, zeigt auch eindrucksvoll der erste
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bekannte Fall einer HO-1-Defizienz im Menschen. Der Junge litt unter Wachstumsstérungen,
Anamie, Eisenablagerungen und schweren Entziindungen der Leber und Niere und verstarb im
Alter von 6 Jahren [49,50] .

1.4 Die Hamoxygenase

Die zu den Hitzeschockproteinen gehérende Hamoxygenase-1 (HO-1) wurde erstmalig 1968 von
Tenhunen et al. beschrieben [51] . HO-1 gilt als limitierendes Enzym des Hamoglobinabbaus
[51,52] . Bis heute sind drei Isoformen (HO-1, -2, -3) bekannt, wobei die drei Isoenzyme von
unterschiedlichen Genen kodiert und in unterschiedlichen Geweben lokalisiert sind. HO-3
(HSP36) wurde bisher in Milz und Leber, im Thymus, in der Prostata, im Myokard, in den Nieren,
im Zentralnervensystem und in den Hoden nachgewiesen [53] . HO-2 (HSP34) wurde vor allem in
Neuronen lokalisiert [54] . HO-1 wird sehr stark in Leber und Milz exprimiert und ist in vielen
Zelltypen (z.B. Monozyten/Makrophagen) durch ihr Substrat (Hamprotein), aber auch durch
synthetische Protoporphyrine und zellularen Stress (z.B. UV-Licht, immunologischen Stress)
induzierbar. Das Enzym katalysiert den Abbau von freiem Hamprotein (Ferro-(Fe2+)-
protoporphyrin IX) zu Biliverdin, wobei gleichzeitig &aquimolare Mengen an Eisen und
Kohlenmonoxid freigesetzt werden (Abb. 2). Biliverdin wird anschlieliend sehr schnell mittels
Biliverdinreduktase in das wasserunldsliche Bilirubin reduziert [55] , reversibel an Albumin
gebunden und Uber die Galle ausgeschieden. Freies Eisen ist in der Lage, die Bildung von
Sauerstoffradikale in der Zelle zu katalysieren [56] . Somit wirken hohe Konzentrationen von
freiem Eisen zytotoxisch. Um dem entgegenzuwirken wird es sofort nach seiner Freisetzung durch

die Synthese von Ferritin gebunden und gespeichert [57] .

QH o6)
Hamoxygenase B|I|verd|nreduktase

NADPH NADP+ NADPH NADP+

Abb. 2 Hamprotein-Abbau durch Hamoxygenase katalysiert
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1.4.1 Die immunmodulatorischen Eigenschaften von Himoxygenase-1

Die immunmodulatorischen Wirkungen von HO-1 werden oft den Abbauprodukten der Reaktion,
insbesondere Biliverdin/Bilirubin und Kohlenmonoxid, zugeschrieben. Biliverdin zeichnet sich
durch eine inhibierende Wirkung auf das humane Komplementsystems aus [58] . Bilirubin werden
antiinflammatorische Eigenschaften, wie die Inhibition des Komplementsystems [58] und der
Interleukin (IL)-2-Synthese [59,60] zugeschrieben. Zudem wurde gezeigt, dass Bilirubin zu einem
Schutz neuronaler Zellen vor Apoptose fuhrt [61] . Kohlenmonoxid (CO) inhibiert die Expression
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a und IL-18 und regt gleichzeitig die Produktion des
antiinflammatorischen IL-10 an [62] . Zudem ist CO an der Inhibition der T-Zell-Proliferation
beteiligt, indem es die Expression und Aktivierung von Caspase 3 und 8 supprimiert [63] . Des

Weiteren ist CO durch Induktion einer Vasodilation an der Regulation des Blutdrucks beteiligt [64]

Auch viele Tiermodell-Studien postulieren eine antiinflammatorische Wirkung von HO-1. So zeigt
ein Mausmodell eine zytoprotektive Wirkung von HO-1 in der akuten, durch D-Galaktosamin und
LPS ausgeldsten Leberentziindung. D-Galaktosamin (GalN) fiihrt zu einer Akkumulation von UDP
(Uridine-Diphosphat)-Galaktosamin-Derivaten in der Leber, so wodurch Transkription und
Translation gehemmt werden [65] . In Folge dessen kommt es zu einer Sensibilisierung des
Lebergewebes fir die toxische Wirkung von LPS, so dass die Gabe einer eigentlich subtoxische
Menge Endotoxin eine akute Hepatitis ausldst [66] . Die behandelten Mause entwickelten
schwere, von TNF-a und IFN-y abhangige Leberschadigungen. Eine HO-1 Hochregulation
schutzte diese Mause auf Grund einer verminderten Produktion proinflammatorischer Zytokine vor
einer GalN/LPS induzierten Leberschadigung. Ein vergleichender Versuch zeigt, dass die
protektive Wirkung hauptsachlich von den beiden HO-1 Produkten CO und Biliverdin abhangt, da
nur bei gleichzeitiger Gabe beider Produkte eine Entzindungshemmung zu beobachten war [67] .
Anti-inflammatorische, zell-protektive Effekte der HO-1 wurden auch in einem Kaninchen-Model
gezeigt, in dem koronare Endothelzellen durch Uberexpression von HO-1 vor einer Hamoglobin-
induzierten Entziindungsreaktion geschitzt wurden [68] . Auf eine entzindungshemmende,
zytoprotektive Wirkung von HO-1 weisen auch zahlreiche Organtransplantationsmodelle. Eine
einmalige Vorbehandlung des Spenderorgans mit Cobalt-Protoporphyrin (CoPP), durch die es zu
einer  Uberexpression  von HO-1 kommt, schitzt das  Transplantat gegen
Ischamie/Reperfusionsschaden [43,44,45,69] . Des Weiteren konnte in einem Schlaganfalimodell
der Maus eine protektive HO-1-Wirkung gezeigt werden. Transgene Mause, welche HO-1 unter
Kontrolle des neurospezifischen Promotors Enolase Uberexpremieren, zeigten nach
Hochregulation von HO-1 eine verminderte Ausbreitung des experimentell ausgeldsten Infarkts im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltieren. Die Uberexpression von HO-1 korrelierte u.a. mit

einer Hemmung der p38-MAPK und einem Anstieg der Ferritin-Synthese [70] .

Mechanismen der posttraumatischen Immundepression -25-



Einleitung

Ein Zusammenhang zwischen induzierter HO-1 Hochregulation und verminderter MHC-II
Expression postuliert ein Mausmodell der experimentellen autoimmunen Encephalomyelitis
(EAE), ein Modell fur Multiple Sklerose (MS). Dabei wird durch Immunisierung mit Proteolipid-
Protein (PLP) eine Autoimmunreaktion ausgeldst, durch die es zu einer entziindungsbedingten
Demyelinisierung der Myelinscheide der Axone kommt. Eine CoPP-induzierte Hochregulation von
HO-1 kann deutlich den Verlauf der EAE abschwachen, indem durch Suppression der MHC-II-
Expression die Reaktivierung autoimmuner T-Zellen gehemmt wird [71] . Auch in murinen
Endothelzellen hemmt HO-1 die IFN-y-induzierte Hochregulation MHC-II Expression. Dieser
hemmende Effekt war von dem HO-1 Produkt Bilirubin abhangig, wohingegen weder CO noch
freies Eisen die MHC-Il Hemmung vermitteln konnten [72] .

Eigene Vorarbeiten wahrend meiner Diplomarbeit zeigten zudem, dass eine Hochregulation der
HO-1 Expression in humanen Monozyten, Makrophagen und MDDC (monocyte derived dendritic
cell) zu einer Hemmung der LPS-induzierten Expression von HLA-DR und den Co-Molekiilen
CD86 und CDA40 fiihrt [48,73] . Dieser veranderte Phanotyp resultierte in einer verminderten,
antigenabhangigen T-Zell-Aktivierung, wahrend die direkte, mitogenabhangige T-Zell-Aktivierung

unbeeinflusst blieb.

1.4.2 Die Induktion von Haimoxygenase-1

HO-1 ist die einzige der drei Isoformen, deren Expression induziert werden kann. Wie bei allen
Hitzeschockproteinen wird die Synthese von HO-1 durch oxidativen Stress (z.B. Hitzeschock, UV-
Strahlungen) angeregt. Auch Entzindungsmediatoren wie IL-6 sind in der Lage die Expression
von HO-1 zu induzieren [74] . Zudem wird HO-1 sehr stark durch sein eigenes Substrat, dem
Hamprotein, induziert [75] . Weitere Mediatoren, welche eine Aktivierung des HO-1 Gens
beeinflussen, sind synthetische Metallprotoporphyrine. Dabei entscheidet das zentrale Metallion
Uber eine inhibitorische oder induzierende Wirkung des Protoporphyrins. Protoporphyrine mit
Zinn?* (SnPP), Zink** (ZnPP), Chrom (CrPP) oder Mangan? (MnPP) als Zentralion wirken als
kompetitive Inhibitoren der Hdmoxygenase. Cobalt (CoPP) fihrt hingegen zu einer quantitativen
und qualitativen Hochregulation der HO-1 Expression [76] . Wahrend CoPP reversibel an das
Enzym bindet, ist die Bindung von SnPP, ZnPP [77] , CrPP und MnPP irreversibel, so dass trotz
erhdhter HO-1 Expression die katalytische Funktion des Enzyms gehemmt wird.

Durch die reversible Bindung von CoPP an HO-1 wird zunachst die Funktion von HO-1 gehemmt
und es kommt zu einer Anregung der Neusynthese von HO-1. Durch Entfernen des
Protoporphyrins kann die Hemmwirkung wieder aufgehoben werden und man erhalt eine
Hochregulation funktionell wirksamer HO-1. Der genaue Mechanismus dieser HO-1 Induktion ist
jedoch bis heute ungeklart [78] , dennoch wird CoPP in zahlreichen Tiermodellen erfolgreich als

potenter Induktor von HO-1 eingesetzt.
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1.5 CD163 - der Hamoglobin-Scavenger-Rezeptor

Die zur HO-1 Induktion verwendeten Protoporphyrine CoPP und Hamin sind dem kdrpereigenen
HO-1 Substrat (Ham) strukturell sehr ahnlich. Sie bestehen aus vier Porphyrinringen mit einem
zentralen Metallion. CoPP besitzt als Zentralion ein Cobaltion. Hamin und Hamprotein besitzen
beide ein Eisenion, wobei ausschliellich das zweiwertige Eisenion des Hamproteins in der Lage
ist Sauerstoff zu binden (Abb3).

A B Cc

Abb. 3 Strukturformel von CoPP (A), Hamin (B) und Hamproteins (C)
(A) Cobalt-Protoporphyrin, Abb. nach Sigma Aldrich; (B) Hdmin, Abb. nach Wikipedia; (C) Hdmprotein, Abb.
nach Wikipedia.

Das fir den Sauerstofftransport in Erythrozyten und den Gasaustausch (CO, < O, ) an den
Lungenalveolen essentielle Hamoglobin besteht aus vier Hamproteinen, welche jeweils an ein
Polypeptid, das Globin, gebunden sind. Extrazellulares Hamoglobin (Hb) kann durch
Autooxidation in HbFe** und O, (Hyperoxid) degradiert werden. Die sehr reaktiven Hyperoxide
haben eine cytotoxische Wirkung [79] und werden den reaktiven Sauerstoffspezies (ROS,
reactive oxygene species) zugeordnet. Um dem entgegen zu wirken wird Hb nach Freisetzung
sofort durch den Hamoglobin-Scavenger Rezeptor (CD163) in die Zelle aufgenommen [80] und
mit Hilfe von HO-1 zu Carbonmonoxid (CO), Bilirubin und freiem Eisen degradiert. Bei hohen
extrazellularen Hdmoglobinkonzentrationen kann das Molekul direkt an den Rezeptor binden, fur
eine optimale Aufnahme ist jedoch die Komplexbildung (Hb/Hg) mit dem Plasmaprotein
Haptoglobin (Hg) notwendig (Abb. 4). Das in der Leber produzierte Dimer bindet mit hoher Affinitat
irreversibel an Hamoglobin. Es kann somit freies Hamprotein effektiv ,einfangen® und zu den
CD163 expremierenden Zellen transportieren. CD163 gehort zur Familie der SRCR (scavenger
receptor cystein rich)-Rezeptor, welche wiederum zu den PRRs gehoéren. Die SRCR-Rezeptoren
sind auf Grund der Anzahl ihrer Disulfidbricken in zwei Gruppen unterteilt, wobei CD163 zur

Gruppe B mit drei Disulfidbriicken gehort [81] . Der Komplex aus Hamoglobin und Haptoglobin
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(HbHg) interagiert mit der SRCR Domane 3 des Rezeptors, wodurch die Aufnahme in die Zellen

mittels Endozytose initiiert wird [82] .
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Abb. 4 Aufnahme von freiem Hamoglobin tiber den Hamoglobin-Scavenger Rezeptor CD163
Modifizierte Abbildung nach C. Dennis [83] .

Der Hamoglobin-Scavenger Rezeptor wird hauptsachlich auf Monozyten sowie Makrophagen in
Leber und Milz exprimiert, aber auch von aktivierten, differenzierten Dendritischen Zellen [79] .
Zudem ist beschrieben, dass frisch isolierte Monozyten zeitabhangig ihre CD163 Expression ex
vivo hochregulieren, wobei nach 3 Tagen in Kultur das Maximum erreicht ist [84] . Die Expression
von CD163 kann durch antiinflammatorische Stimuli wie IL-10 oder Glukokortikoide induziert
werden [85,86] . Zugleich ist beschrieben, dass die Interaktion von HbHg mit CD163 die Sekretion
von IL-10 stimuliert [87] .

1.6 Die Regulation der MHC-II Expression

Der Genlokus (HLA-Gene, Human Leucocyte Antigen) von MHC-II-Molekilen liegt auf dem
Chromosom 6 und umfasst ca. 7x10° Bp. Die MHC-II Gene kodieren die polymorphen HLA-DR,
HLA-DP und HLA-DQ Proteine, welche als ap-Dimer (Ubersicht 2) auf der Zelloberflache von
APCs lokalisiert sind. Bis heute sind tUber 400 verschiedene MHC-Allele bekannt, so dass die
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meisten Individuen heterozygot in ihrem MHC-Lokus sind. Durch die kodominante Expression
beider Allele lassen sich auf den APCs Produkte beider Genvarianten finden. Dies gewahrleistet
eine sehr grolke Diversitat der MHC-II Molekile, wodurch eine Vielzahl von Antigenen gebunden

und prasentiert werden kénnen [10] .

Da die Prasentation von Pathogenbestandteilen eine zentrale Rolle in der Aktivierung der
adaptiven Immunantwort spielt, ist eine genaue Regulation der MHC-II Expression von
besonderer Bedeutung. Die Transkription der MHC-II Molekiile steht unter der Kontrolle des
Klasse-lI-Transaktivators (CIITA) und ist von der Interaktion zahireicher Cofaktoren, wie CREB
(cAMP response element-binding protein) und RFX (regulatory factor X) abhangig. CIITA spielt
bei der Regulation der MHC-II Expression eine zentrale Rolle, da sowohl die induzierte als auch
die konstitutive HLA-DR Expression durch den Masterregulator reguliert ist. Im Gegensatz zu
vielen Transkriptionsfaktoren ist CIITA jedoch kein DNA-bindendes Molekul. Vielmehr koordiniert
CIITA die korrekte Anordnung der notwendigen Transkriptionsfaktoren und deren Bindung an den
MHC-II-Promotor. Der Komplex aus CIITA und den Transkriptionsfaktoren wird als MHC-
Enhanceosome-Komplex bezeichnet und interagiert mit W/S-Box, X-Box und Y-Element im MHC-
Il Promoter (Abb. 5).

MHC class |l promoter
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Abb. 5 Interaktion zwischen CIITA, seinen Cofaktoren und der Promotorregion von MHCII

Schematische Abbildung nach Ting et al. [88] . CIITA und die Cofaktoren bilden den MHC-II Enhanceosome
Komplex, welcher mit dem Promotorbereich des MHC-II Gens wechselwirkt. Dabei interagiert RFX5
(requlatory factor X) mit der W/S-Box, die RFX-Molekiilen und CREB interagieren mit der X-Box und NF-Y,
ein Komplex aus NF-YA, NF-YC und NF-YB (NF= nuclear transcription factor) interagiert mit dem Y-

Element.

Die unterschiedlichen Transkriptionsfaktoren werden weitestgehend ubiquitar exprimiert, so dass

die Regulation der MHC-II-Expression hauptsachlich von der Regulation der CIITA-Expression
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abhangt. Auf Grund seiner zentralen Bedeutung flr die Koordination der HLA-DR-Expression
unterliegt er selbst einer komplexen transkriptionellen Regulation. So wird die CIITA-Expression in
den verschiedenen Zelltypen von vier voneinander unabhangigen Promotorregionen gesteuert.
Die vier Splicevarianten sind funktionell identisch, unterscheiden sich jedoch in ihrer Grofie
(pl=121kDa, plllI=124kDa, plV=132kDa), wobei die Abweichungen ausschliefdlich im N-Terminus
(Exon 1) des Proteins zu finden sind. Die Aktivitat der verschiedenen Promotorregionen und somit
das Vorkommen der verschiedenen Splicevarianten ist zelltypabhangig. Wahrend die Spezifitat
von pll bis heute unbekannt ist, ist pl hauptsdchlich in myeloiden Zellen (Monozyten,
Makrophagen, DC) aktiv. plll gilt als Hauptpromotor der CIITA Expression in lymphoiden Zellen
wie B-Zellen und plV ist hauptsachlich fir die IFN-y induzierte CITTA-Expression verantwortlich.

Die Zellspezifitat der verschiedenen Promotoren wird jedoch kontrovers diskutiert. [89,90,91]

Als negative Regulatoren der MHC-II-Expression gelten die antiinflammatorischen Zytokine IL-10
und TGF-B [35,92] , welche bei der Begrenzung der Entziindungsreaktion eine wichtige Rolle
spielen. Insbesondere die MHC-lI-hemmende Wirkung von IL-10 ist gut beschrieben [93,94] . Das
Zytokin beeinflusst die Exozytose und das Recycling der MHC-II-Molekiile [95] , wodurch die HLA-

DR-Expression vermindert und die antigen-spezifischen T-Zellantwort suppremiert wird [96] .

1.6.1 MHC-ll Genregulation durch Histonacetylierung

Die grundlegende Voraussetzung fur eine optimale Gentranskription ist die Zuganglichkeit der
Transkriptions-maschinerie an die Promotorregion des zu transkribierenden Gens. Die DNA-
Doppelhelix, bestehend aus zwei gegenlaufigen Einzelstrdngen (komplementare Basenpaarung),
ist um kleine Proteinkomplexe gewickelt. Diese Proteinkomplexe bestehen aus vier paarig
angeordneten Histonen und bilden zusammen mit der DNA ein Nukleosom. Daraus ergibt sich
eine ,Perlenketten“-ahnliche Struktur, die wiederum in sich verdrillt und nach einer weiteren
Verdrillung (Supertwist) schleifenartig im Chromosom angeordnet ist [97] . Im ruhenden Zustand
ist die DNA in einer sehr festen, eng gepackten Struktur organisiert. Durch Modifikationen der
Proteinkomplexe (z.B. Histonacetylierungen) kann es zu einer Auflockerung der Chromatinstruktur
kommen, so dass die an der Transkription beteiligten Proteine (Polymerasen,
Transkriptionsfaktoren, etc), mit der Promotorregion des entsprechenden Gens interagieren und

die Transkription initiieren konnen.
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Histone Acetylation/Deacetylation
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Abb. 6 Schema der Histonmodifiaktion durch Acetylierung

Die, zur Transkription bendtigte, Acetylierung von Histonen wird durch Histonacetyltransferasen
(HAT) induziert, welche Acetylgruppen an die Lysinreste des N-terminalen Endes von Proteinen
Ubertragen kénnen [98] . Rekrutiert werden die HATs oft von Proteinen und Cofaktoren, welche
fur die Transkription essentiell sind. So auch im Fall des MHC-Il Masterregulators CIITA, welcher
die HATs CBP (cAMP responsive-element binding protein)/p300 und pCAF (p300/CBP-associated
factor) rekrutiert [99] . CIHITA interagiert jedoch auch mit Histondeacetylasen (HDAC) [100] ,
welche flir die Umkehrung der Genaktivierung eine wichtige Rolle spielen. HDAC sind fir die
Deacetylierung der Histone verantwortlich und entfernen die Acetylgruppe von den
Proteinkomplexen, so dass die Nukleosomen wieder enger ,gepackt® werden. Durch die
Interaktion von CIITA und HDAC wird die Trennung von CIITA und den Cofaktoren NFY und RFX
induziert, wodurch diese ihren Einfluss auf die MHC-II Expression verlieren. Es konnte gezeigt
werden, dass eine gesteigerte Histondeacetylierung mittels HDAC1 die IFN-y~induzierte MHC-II-
Expression in 5367-Zellene (eine humane Carcinoma-Zelllinie aus der Harnblase) vermindern
kann [100] . Ahnliches konnte in HEK293-Zellen (Human Embryonic Kidney cells) und in den
monozytaren THP-1 Zellen (Human acute monocytic leukemia cell line) gezeigt werden. Durch
Interaktion von HDAC2 mit CIITA wurde die Aktivitdt des Masterregulators herabgesetzt, was in

einer verminderten MHC-II Expression resultierte [101] .

Mechanismen der posttraumatischen Immundepression -31-



Einleitung

1.6.2 MHC-Il Genregulation durch PKA-Aktivierung

Proteinkinase A (PKA, cAMP-abhangige Proteinkinase) ist ein Heterodimer, bestehend aus zwei
regulatorischen (R) und zwei katalytischen (C) Untereinheiten. Die regulatorischen Untereinheiten
blockieren die katalytischen Zentren, so dass der R,C,-Komplex inaktiv ist. Die beiden
regulatorischen Untereinheiten binden jedoch mit hoher Affinitdt jeweils ein cAMP-Molekul
(cyclisches Adenosinmonophosphat), wodurch die Dissoziation des R,C,-Komplexes initiiert wird
und die katalytisch aktiven Untereinheiten freigesetzt werden. Die Aktivitat von PKA wird demnach

malfdgeblich von der intrazellularen cAMP-Konzentration beeinflusst.

( exztrazellulares Signal

Y?ezeptor
K Zellmembran \

—_ -
Zellkern T~

Abb. 7 Schema der AP-1 Aktivierung durch MAPK Signalwege

In der Literatur wird eine Beteiligung von PKA an der MHC-II Expression beschrieben. In einer
Studie mit isolierten Makrophagen aus der Maus wurde gezeigt, dass eine Erhdhung der
intrazellularen cAMP-Konzentration durch Gabe von 8-Bromo cAMP (8-Br cAMP, ein cAMP-
Analog, welches nicht enzymatisch abgebaut wird) oder Behandlung mit Prostaglandin E2 (PGE2)
die IFN-y-~induzierte MHC-II Expression hemmt [102] . PGE steigert die intrazellulare cAMP-
Konzentration durch Aktivierung der Adenylatcyclase, welche die Umwandlung von ATP
(Adenosintriphosphat) zu cAMP katalysiert. Auch die Behandlung von murinen und humanen
Monozytenzelllinien mit 8-Br cAMP und PGE resultierte in einer Hemmung der CIITA-Aktivitat,

wodurch es zu einer verminderten MHC-II-Expression kommt. Durch eine Punktmutation im
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CIITA-Gen zeigte sich, dass fur diese Hemmung eine PKA-induzierte Phosphorylierung von zwei
Serinresten (Ser 834, Ser 1050) am MHC-II Masterregulator notwendig ist [103] . Gegen eine
PKA-abhangige Hemmung der CIITA-Expression spricht jedoch eine Studie mit HEK 293 Zellen
(Human Embryonic Kidney cells). Hier wurde postuliert, dass die PKA-induzierte
Phosphorylierung von CIITA die Aktivitat des MHC-II Masterregulators erhéht [104] . Diese
Diskrepanz der Literaturdaten lasst sich mdglicherweise mit Spezies- und Zelltyp-spezifischen
Unterschieden erklaren, deutet aber darauf hin, dass die PKA wahrscheinlich eine Rolle bei der

MHC-II Expression spielt.

1.6.3 MHC-ll Genregulation durch MAPK

Die intrazellulare Signalweiterleitung ist von der Phosphorylierung und Dephosphorylierung der an
der Signaltransduktion beteiligten Molekile abhangig. In der Regel sind intrazellulare Signalwege
mehrstufige Prozesse. So auch die Signalweiterleitung durch das Mitogen-Aktivierte-Protein-
Kinase (MAPK)-System. Diese Phosphorylierungskaskade umfasst drei hintereinander
geschaltete Kinasen (MAP-3K, MAP-2K, MAPK), an deren Ende die Aktivierung der MAPK steht.
Diese ca. 36-44 kDa grofRen Proteinkinasen sind in der Lage Serin- bzw. Threoninreste anderer
Proteine zu phosphorylieren und zu aktivieren. Aufgrund der beteiligten Kinasen unterscheidet
man drei MAPK-Signalwege. Den ERK1/2 (extracellular signal-related kinase1/2) abhangigen
Signalweg, welcher hauptsachlich an der mitogen- und wachstumsfaktorabhangigen
Differenzierung und Proliferation beteiligt ist [105] , sowie den p38-mitogenaktivierte
Proteinkinase-Weg und den JNK (c-Jun-terminale Kinase) abhangigen Weg [106] , welche eine
wichtige Rolle bei stress-aktivierten Signalwegen (z.B durch Anderungen des osmotischen Drucks
oder UV-Licht) spielen [107,108] .

MAPK-abhangige Signaltransduktionswege werden auch im Zusammenhang mit der CIITA- und
HLA-DR-Expression diskutiert. In Melanoma-Zellen ist die konstitutive HLA-DR-Expression von
der Aktivitat der MAPK/ERK Kinase (MEK) 1 und von JNK abhéangig, da eine Hemmung der
beiden MAPK zu einer verminderten HLA-DR-Expression fiihrte. Es konnte gezeigt werden, dass
die konstitutive HLA-DR Expression in den Melanomazellen von einer Aktivator-Protein-1- (AP-1)
Bindestelle im Promotor Il (plll) des CIITA abhangt [109] . Der Transkriptionsfaktor AP-1 wird
durch MAPK-Signalwege induziert und setzt sich aus den Molekiilen Fos und Jun zusammen. Die
Aktivitdt von Fos wird hauptsachlich durch den ERK-Signalweg induziert, kann aber auch durch
die p38 und JNK induziert werden. Jun wird dagegen hauptsachlich durch den p38 und JNK
Signalweg induziert (Abb. 7) [110] .

MAPK spielen eine wichtige Rolle bei der Reifung von humanen DCs. Es zeigte sich, dass eine
Aktivierung von p38 fiur die LPS-induzierte Reifung von MDDC (monocyte derived dendritic cell)

von grofRer Bedeutung ist. Eine Hemmung von p38 resultierte in einer verminderten LPS-
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induzierten Expression von HLA-DR- und MHC-II-costimulatorischen Molekilen wie CD80 und
CD86 [111] . Jedoch scheinen die verschiedenen MAPK-Wege unterschiedliche Einflisse auf die
MHC-II-Expression zu haben. Eine Hemmung von JNK flhrt, im Gegensatz zu p38, zu einer
leichten Steigerung der LPS-induzierten HLA-DR-Expression, wahrend die Expression der
Comolekiile CD80 und CD86 durch eine JNK-Hemmung inhibiert wurde [112] .

1.7 Synthese und Beladung von MHC-Il Molekiilen

Das neu synthetisierte MHC-II-Molekil ist zunachst im Endoplasmatischen Retikulum (ER)
lokalisiert. Flankiert wird das unbeladene Molekll von CD74, der ,invariant chain“, welche durch
Blockierung der Peptid-Bindetasche des MHC-II Molekils die Bindung kérpereigener Proteine
verhindert. Zusatzlich stabilisiert ein flankierendes HLA-DM-Molekiil den Komplex aus MHC-II und
CD74. Dieser dreiteilige Komplex wird in Vesikeln Richtung Zelloberflache transportiert, wo er
unterwegs mit Lysosomen verschmilzt. Diese enthalten die phagozytierten Fremdproteine, die
mittels MHC-II auf der Oberflache prasentiert werden. Durch die Verschmelzung beider Vesikel
kommt es zu einer Ansauerung des MHC-lI-enthaltenden Vesikels und die zu prasentierenden
Antigene binden an das MHC-II-Molekil. Die Ansauerung ist von besonderer Bedeutung fir die
Beladung des MHC-II-Molekuls, da die invariant chain mit Hilfe von lysosomalen Proteasen
(Cathepsine) nach und nach abgebaut wird, so dass nur noch ein kleines Peptid, das sogenannte
CLIP-Protein, in der Bindetasche ubrig bleibt. Zudem kann nur im sauren Milieu HLA-DM den
Austausch von CLIP gegen das prozessierte und zu prasentierende Antigen katalysieren. Durch
Verschmelzung der Vesikel mit der Zelloberflache werden die beladenen MHC-II-Molekule dann
den CD4-T-Zellen prasentiert (Abb. 8). [113,114,115]

i
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°
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Figure 5-10 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)

Abb. 8 Antigenbeladung des MHC-Il Molekiils im Golgie Apparat
Schematische Darstellung der MHC-II Beladung mit extrazelluldrem Antigen [10]
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2. Fragestellung und Ziel der Arbeit

Viele Studien deuten auf eine antiinflammatorische und zytoprotektive Wirkung von HO-1 hin. Als
Hitzeschockprotein wird HO-1 durch verschiedene Stressmediatoren wie Hitze, UV-Licht, aber
auch oxidativen und immunologischen Stress induziert, so dass sie dann als negativer Regulator
einer Entziindung agieren kann. Eine Studie in Patienten nach Herz-Operation zeigte, dass eine
frihe Hochregulation von HO-1 mit einer langanhaltenden Immundepression und einem
vermehrten Auftreten infektioser Komplikationen assoziiert ist. Unter der Annahme, dass HO-1 als
Mediator einer langanhaltenden Immundepression agieren kann, formulierten wir folgende

Hypothese:

= Eine HO-1 Hochregulation fuhrt zu phanotypischen Veranderungen in APCs, einschlie3lich
einer verminderten MHC-II-Expression, wie sie auch im Rahmen einer in der Klinik zu

beobachtenden Immundepression auftritt.

Im Einzelnen ergaben sich folgende Fragestellungen:

1. Welchen Effekt hat eine Induktion von HO-1 auf den Phanotyp von humanen Monozyten?
o Beeinflussung der MHC-II Expression und MHC-II regulierender Gene (HLA-DR,
CD74, HLA-DM)
o Zell- und MHC-Spezifitdt der Effekte (Vergleich zu MHC-I Expression auf
Monozyten und MHC-II Expression auf B-Zellen,)

2. st der beobachtete Effekt HO-1 spezifisch?
o Vergleich synthetischer (Cobalt-Protoporphyrin) und physiologischer (Hamin) HO-1
Induktoren.
o Lassen sich die Effekte durch Hemmung von HO-1 aufheben, oder sind andere,

HO-1 unabhangige Mechanismen verantwortlich?

Mechanismen der posttraumatischen Immundepression -35-



Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Zellkultur und Stimulation

3.1.1.1 Medien, Losungen und Reagenzien

Name

Zusammensetzung

Firma

FCS (fetal bovine serum)

Biochrom AG, Berlin

L-Glutamin

N-Acetyl-L-Alanyl-Glutamin
Stocklsg.: 200mM

Biochrome AG, Berlin

Penicilin/Streptomycin

Stocklsg.: 10000ug/mli

Biochrom AG, Berlin

Kulturmedium

RPMI 1640

10% hitzeinaktiviertes FCS (bovine
serum albumin)

1% L-Glutamin

1% Penicilin/Streptomycin

Biochrom AG, Berlin

Dulbecco’s PBS

PAA, Colbe

Biocoll Separation

Solution

Dichte: 1,077g/ml

Biochrome AG, Berlin

3.1.1.2 Stimulantien und Inhibitoren

Name Firma Stockkonzentration
RP-8-Br-cAMP cAMP-Isomer Alexis Biochemicals,USA 50mM
RP-8-Br-cGMP | cGMP-Isomer Alexis Biochemicals,USA 50mM
Cytomegalie-
CMV ) ABI, Columbia, USA
Viruslysat
Tpg/ml
IE-1 Peptidgemisch JPT Peptid Technologie GmbH, Berlin ] )
pro Einzelpeptid
: : : : : Tug/ml
pp65-Peptidgemisch | JPT Peptid Technologie GmbH, Berlin ] )
pro Einzelpeptid
ConA Concanavalin A Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen 1mg/ml
Cobalt-
CoPP Frontier Scientific, Carnforth, UK 2mM
Protoporphyrin
G66850 PKC-Inhibitor Axxora GmbH, Lérrach 4,8mM
Hamin Sigma Aldrich GmbH (Fluka), Miinchen | 20mM
Hamoglobin R&D Systems, Wiesbaden 20mg/mi
Haptoglobin R&D Systems, Wiesbaden 10mg/mi
IFN-y Interferon gamma Immukin®, Boehringer Ingelheim 200ug/ml
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. . Stamm: E.coli 0127:B8
LPS Lipopolysaccharid ) ] . Tmg/ml
Sigma Aldrich GmbH, Miinchen
SB205580 p38-Inhibitor Axxora GmbH, Lérrach Tmg/ml
SP600125 JNK-Inhibitor Axxora GmbH, Lérrach 5mM
TSA Trichostatin A Sigma Aldrich GmbH, Miinchen
Wortmannin PI3K-Inhibitor Axxora GmbH, Lérrach 2mM

3.1.2 Zellseparation

3.1.21 MACS
Name Zusammensetztung Firma

PBS PAA, Colbe

2mM EDTA Sigma Aldrich GmbH, Miinchen
MACS-Puffer (Ethylenediaminetetraacetic acid;

Stock: 0,5M)

2% FCS Biochrom AG, Berlin
CD14 human beads Miltenyi Biotecc, Bergisch Gladbach
LS-Saulen Miltenyi Biotecc, Bergisch Gladbach
3.1.2.2 Rosette Sep
Name Zusammensetztung Firma

PBS PAA, Célbe

1mM EDTA Sigma Aldrich GmbH, Minchen
RosetteSep-Puffer (Ethylenediaminetetraacetic acid;

Stock: 0,5M)

2% FCS Biochrom AG, Berlin

RosetteSepMonocyte
enrichtment kit

Stem Cell Techonolgie Inc
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3.1.3 Durchflusszytometrie

3.1.3.1 Puffer

Name Zusammensetztung Firma
1000ml Falk-Lésung Charité, Virchow-Klinikum,Apotheke
FACS-Puffer 20ml FCS Biochrom AG, Berlin

1g Natrium-Azid

Sigma Aldrich GmbH, Miinchen

BD-Lysepuffer

10fach Puffer 1:10 mit bidest. H,O

verdunnt

BD Biosciences, Heidelberg

3.1.3.2 Antikorper

Name Klon / Zusammensetzung Firma
anti HIA-DR (purified) | L243 (G46-6) BD Biosciences, Heidelberg
CD3 PerCP BD Biosciences, Heidelberg
CD4 APC RPA-T4 BD Biosciences, Heidelberg
CD8 Pe SK-1 BD Biosciences, Heidelberg
CD14 APC M5E2 BD Biosciences, Heidelberg
CD19 APC SJ25C1 BD Biosciences, Heidelberg
CD19 PerCP Cy5.5 SJ25C1 BD Biosciences, Heidelberg
CD163 Pe GHI/61 BD Biosciences, Heidelberg

CD2 Fitc / CD16 Fitc
Diff.Mix CD3 Pe [CD19 Pe BD Biosciences, Heidelberg

CD45 PerCP

CD14 APC
HLA A2 Alexa 647 BB7.2 Serotec, UK
HLA-DR Pe L243 (G46-6) BD Biosciences, Heidelberg
HLA-DR PeCy5 TU36 BD Biosciences, Heidelberg
HLA-DR PerCP L243 (G46-6) BD Biosciences, Heidelberg
mouse IgG2a Pe X39 BD Biosciences, Heidelberg
phospho STAT-1 4a

BD Phos FLow Reagents, Heidelberg

Alexa 488 (Erkennung von pY701)

4/p-STAT3

phospho STAT-3 Pe

(Erkennung von pY705)

BD Phos FLow Reagents, Heidelberg
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3.1.4 Transfektion (Gene knock down)

3.1.4.1 siRNA
Name Sense-Sequenz Stockkonzentration | Firma
HMOX 1 Cenix
Ambion,
pre-designed CCUGAAAAGAUGUUGUGUC | 100uM
Woodward, USA
ID 214511
HO-1 siRNA
HMOX 1 Cenix
Ambion,
pre-designed GCAACAAAGUGCAAGAUUC | 100uM
Woodward, USA
ID 214550
Ambion,
negative ctrl sSiRNA 50uM
Woodward, USA
3.1.4.2 Kit
Name Firma

Human Monocyte Nucleofector ® Kit

Amaxa Biosystems,KoIn

3.2 Western Blot

3.2.1 Puffer
Name Zusammensetzung
88g NaCl
2g KCL
10x TBS-T 30g Tris-Base
5ml Tween 20
- auf 11 mit dest. H,O auffiillen
pH 7,4
1x TBS-T 10x TBS-T 1:10 mit bidest. H,0 verdiinnt

5%ige Milchlésung

Defeco TM Skim Milk (Firma: BD Biosciences, Heidelberg)

1x TBS-T

Extraktpuffer

1mM Tris, pH 7,4
100mM NaCl
1mM EDTA
1mM NaF

20mM NayP,0-;
1% Triton

10% Glycerol
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0,5 % Natriumdeoxycholat

+ 1 % Proteaseinhibitor (jeweils frisch zugeben)

Laufpuffer

25mM Tris Base
192mM Glycin
0,1% SDS

Odysse Infrared Imaging
System Blocking Puffer

Firma: Li-Cor Bioscineces

Ponceau S Solution

0,5% Ponceau S in 5% acetic acid

(Firma: Sigma-Aldrich, Minchen)

SDS-Probenpuffer (10ml)

2ml 0,625M Tris/HCL, pH6,8
0,2g SDS (Natriumdodecylsulfat)
5ml Glycerin

0,5ml B-Mercaptoethanol

0,1ml Bromphenolblau

(1%ige LOosung in Ethanol)
2,4ml bidest. H,O

Transferpuffer

25mM Tris Base
150mM Glycerin
10% Methanol

3.2.2 Antikorper

Name

Firma

Sekundarantikdrper:

Anti-Mouse (IR800)
Anti-Rabbit (IR680)

Li-Cor Biotechology, USA

ECL ™ Anti-rabbit IgG

Donkey

Amersham Biosciences,

Uppsala, Schweden

Primarantikorper:

Anti-BActin

Rabbit, monoclonal

Cell signaling Technology, USA

Anti-HO-1 Antikorper

Mouse, monoclonal

Biomol GmbH, Hamburg

Anti-JAK 2

Rabbit, monoclonal

Cell signaling Technology, USA

Anti-Phospho JAK2

pTyr1007/1008), Rabbit, monoclonal

Cell signaling Technology, USA

Anti-Phospho STAT-3

pSer727, mouse, monoclonal

BD Biosciences, Heidelberg

Anti-Phospho STAT-3

pTyr705, mouse, monoclonal

Cell signaling Technology, USA

Anti-STAT-3

Mouse, monoclonal

Cell signaling Technology, USA

Phospho SAPK/JNK

Thr 185, mouse

Cell signaling Technology, USA
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3.2.3 Entwicklung

Name

Firma

Kodak: developer and replenisher (GBX)

Amersham Biosciences,

Uppsala, Schweden

Kodak: fixer and replenisher (GBX)

Amersham Biosciences,

Uppsala, Schweden

Hypercassette ™

Amersham Biosciences,

Uppsala, Schweden

High performance chemiluminescence film
(Hyperfilm ECL)

Amersham Biosciences,

Uppsala, Schweden

3.3 RNA Analyse

3.3.1 RNA-Praparation

Name

Firma

Absolutely RNA ® Miniprep. Kit

Stratagen, Kirkland, USA

3.3.2 cDNA-Praparation

Name Firma Stocklésung
M-MLV reverse Transkriptase Invitrogen, Karlsruhe 200u/ul
Dithiothreitol (DTT) Invitrogen, Karlsruhe 0,1M
5x First Strand Buffer Invitrogen, Karlsruhe
Oligo dT Primer Amersham Biosciences,

Uppsala, Schweden
dNTP Amersham Biosciences, 2 5M
(Deoxyribonucleotide triphosphate) Uppsala, Schweden
DNase |; RNase-free Ambion, Woodward, USA 2u/ul
RNasin ® (RNase Inhibitor) Promega, Mannheim 40u/pl

3.3.3 Konventionelle PCR

Name

Firma

Go Tag ® DNA Polymerase Kit

Promega, Mannheim

Mechanismen der posttraumatischen Immundepression




Material und Methoden

3.3.4 RT-PCR
Name Firma
Eurogentec,
PCR Mastermix Seraing,
Belgien
Primer HPRT forward 5“AGT CTG GCT TAT ATC CAA CAC TTC G-3 Eurogentec,
reverse 5-GAC TTT GCT TTC CTT GGT CAG G-3 Seraing,
HO-1  forward 5'-GAA GAG GCC AAG ACT GCG TTC-3 Belgien
reverse 5-TGG TCC TTG GTG TCA TGG GT-3
HLA-DR forward
reverse
HLA-DM forward
Primer von Dr. Robert Sabat, Klinik fur
reverse
Dermatologie, Molekulare Immunpathologie
CD86 forward
reverse
[Wolk et al., Multiple mechanismen of reduced
Cath.S forward . ] o )
major histocompatibility complex calss |l expression
reverse ) . .
in endotoxin tolerance, J Biol Chem, 278(29): p
D74 fi
c oward | 48030-6]
reverse
CITA forward
reverse
Sonden | HPRT 5-TTT CAC CAG CAA GCT TGC GAC CTT GA-3' Eurogentec,
HO-1 5-TGC TCAACATCCAGC TCT TTG AGG AGT Seraing,
TG-3' Belgien
HLA-DR
HLA-DM
Sonden von Dr. Robert Sabat, Klinik fiir
CD86
Dermatologie, Molekulare Immunpathologie
Cath.S
CD74
CIITA

Mechanismen der posttraumatischen Immundepression

-42 -




Material und Methoden

3.4 Verwendetet Gerate

Name Herkunft
7700 Real-Time- ™
) ABI PRISM " 7700 ) ) . )
Sequence-Detection- Applied Biosytems, Rodgau Jigesheim
Sequenzdetektor
System
] ) PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Blotting-Gerat Semy-Dry-Blotkammer
Erlangen
CO; incubator Sango
Brutschrank Heraeus Instuments,
CO; incubator
Langenselbold
ECL-Entwicklung Fluor-S ™ Multimager Biorad, Hercules, USA
FACS FACS-Calibur BD Biosciences, Heidelberg
Li-Cor Entwicklung Odysse Imaging System Li-Cor Biotechnology, USA
Magnet (MACS) quadro MACS Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Olympus BX45
Mikroskop Olympus CK2 Olympus, Hamburg
Olympus BX40
PCR HYBAID Thermal Reactor MWG - Biotec, Ebersberg
Powersupplier Power-Pac 300 Biorad, Hercules, USA
Schuttler MTS 2 Minishaker IKA, Staufen
Gelkammer, vertikales
SDS-Page PEQLAB Biotechnologie , Erlangen
Elektrophorese-System
Zentrifuge 5810 Eppendorf, Hamburg
. Jouan Jouan, Femwald
Zentrifugen
Hermle Z160M, neo lab. neolLab, Heidelberg
Biofuge pico Heraeus, Langenselbold
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3.5 Verbrauchmaterialien

Name Herkunft

LS-Saulen fir MACS Separation Miltenyi Biotecc, Bergisch Gladbach
Micronics ICN Biomedicals Inc., Ohio, USA
PCR-Gefasse Stratagen, Kirkland, USA

10, 100, 1000yl Pipettenspitzen Sarstedt, Nurnberg

0,5, 1,5, 2ml Eppendorfgefasse Eppendorf, Hamburg

6-, 24-, 48-, 96-well-Platten BD Biosciences, Heidelberg

15, 50ml Falkon BD Biosciences, Heidelberg

5, 10, 25ml Pipetten BD Biosciences, Heidelberg

3.6 Die verwendeten Porphyrine

Porphyrine bestehen aus vier Porphyrinringen mit unterschiedlichen Metallen als Zentralion. Die
Wirkung der jeweiligen Porphyrine hangt, wie in Kapitel 1.4.2 bereits erlautert, maligeblich von
seinem Zentralion ab.

Zur Induktion der HO-1 Expression wurde hauptsachlich das synthetisch hergestellte Cobalt-
Protoporphyrin IX (CoPP) verwendet. CoPP wird als sehr potenter HO-1 Induktor beschrieben
und kommt in zahlreichen Tiermodellstudien zum Einsatz. Neben CoPP wurde zudem das
Porphyrin Hamin verwendet (verdiinnt im verwendeten Medium (RPMI komplett)).

In der Klinik wird Hamin bei der Behandlung von akuten Porphyrie-Schiben verwendet. Porphyrie
ist eine erbliche Stoffwechselkrankheit, bei der die Synthese von Hamprotein gestort ist und es zu
einer Anreicherung von verschiedenen Vorstufen kommen kann. Durch den Einsatz von Hamin

kommt es zu einer Feedback-Reaktion bei der die Neusynthese von Hamproteinen gehemmt wird.

3.7 Die verwendeten Stimulantien

Tab.1 Funktion der verwendeten Stimulantien

Name Wirkung
ConA Concanavalin A ist ein polyclonales Mitogen und wirkt als direkter Aktivator

von T-Zellen. Diese T-Zell-Rezeptor-unabhangige Aktivierung lauft Uber
eine, ConA-induzierte Vernetzung der CD2-Molekiile auf den T-Zellen. Das,
fur die Interaktion zwischen T-Zelle und APC wichtige, Adhasionsmolekdl

CD2 (LFA-2, Leukocyte functional antigen-2) ist auf unreifen und reifen T-
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Zellen lokalisiert und dient als Rezeptor fir CD58 (LFA-3, exprimiert auf
APCs, Gewebezellen, Leukozyten, Epithelzellen, u.a.).

ConA lagert sich im neutralen pH-Bereich zu einem Tetramer zusammen,
wodurch die Vernetzung von CD2 begunstigt wird. Im sauren pH-Bereich

zerfallt es zu einem Dimer.

Cytomegalie-Virus
(CMV),

IE1 Peptidmix,
pp65 Peptidmix

Das Cytomegalievirus (CMV) gehort zu der Familie der Herpesviren und ist
nach erstmaliger Infektion in Monozyten/Makrophagen persistierend. Die
Durchseuchungsrate ist mit 10-50% in den Industrieldndern relativ hoch,
wobei eine Infektion im Erwachsenenalter in den meisten Fallen ohne eine
auffallige Klinik ablauft.

CMV ist ein sehr potenter Aktivator von T-Zellen, wobei hauptsachlich
Viruslysat und virale Proteine, wie pp65 oder IE1, verwendet werden. CMV-
Lysat besteht aus viralen Proteinfragmenten, welche zur Prasentation von
APCs aufgenommen, prozessiert und mittels MHC-II-Molekilen den CD4-T-
Zellen prasentiert werden. Die viralen Peptid-Mixe von pp65
(Phosphoprotein der Virusmatrix) und IE1 (Immediate early protein,
essentiell fur die virale Vermehrung) bestehen aus Uberlappenden, 15
Aminosaure-langen Sequenzfragmenten der einzelnen Peptide und kdnnen
direkt auf zelloberflachliche MHC-I- und MHC-II-Molekule geladen werden.
Mittels der Peptidmixe werden demnach sowohl CD4-T-Zellen als auch
CD8-T-Zellen aktiviert.

Interferon y

Das in aktiver Form als Heterodimer vorliegende Interferon gamma (IFN-y)
wird von aktivierten cytotoxischen T-Zellen, TH1-Zellen und NK- (natlrliche
Killer-)-Zellen produziert. IFN-y ist ein aus 146 Aminosauren bestehendes
Glycoprotein. Es zahlt zu den proinflammatorischen Zytokinen und spielt
u.a. bei der Aktivierung von Makrophagen und der Stimulation der MHC-II
Produktion eine wichtige Rolle.

Der auf vielen Zellen (u.a. Monozyten, T-Zellen) vorkommende IFN-y-
Rezeptor (IFN-y-R) besteht aus zwei Untereinheiten und gehort zur Klasse-
[I-Zytokin-Rezeptor-Familie. Wahrend die IFN-y-Ra-Ketten extrazellular mit
IFN-y interagieren, sind die IFN-)-RB-Ketten fur die Aktivierung der
intrazelluldren Signalkaskade notwendig. Durch Ligandbindung wird die
Dimerisierung von zwei IFN-y-Ra- mit zwei IFN-y-RB-Ketten induziert. Dies
stimuliert die Autophosphorylierung von zwei rezeptorassoziierten Janus-
Kinasen (JAK 1/2), wodurch die intrazelluldre Signalkaskade induziert wird.

In deren Verlauf kommt es zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors

Mechanismen der posttraumatischen Immundepression -45 -



Material und Methoden

STAT-1 (Signal transducer and activator of transcription). Dieser bildet nach
Phosphorylierung ein Homodimer, wandert in den Kern und induziert dort
u.a. die Expression von CIITA. Eine gesteigerte CIITA-Expression fuhrt
dann zu einer Induktion der MHC-II-Expression [116,117] .

Lipopolysaccharid Lipopolysaccharid (LPS) ist ein Zellwandbestandteil gramnegativer
(LPS) Bakterien und besteht aus drei Untereinheiten: dem in der
Bakterienmembran verankerten Lipid A, dem nach aullen ragenden
Polysaccharid und einer Kernregion. Durch Lyse des Bakteriums kommt es
zur LPS-Freisetzung. LPS ist ein sehr potenter Aktivator flir Monozyten und
Makrophagen, wobei die endotoxische Wirkung hauptsachlich dem Lipid A
zugeschrieben wird. LPS wird von dem im Plasma vorkommenden LPS-
Bindeprotein (LBP), einem Akute-Phase-Protein, gebunden. Dieser
Komplex kann dann von CD14, ein Oberflachenrezeptor von Monozyten
und Makrophagen, erkannt werden. Durch Interaktion des CD14:LPS/LBP-
Komplexes mit dem, ebenfalls auf der Oberflache von Monozyten und
Makrophagen vorkommenden, Toll-Like-Rezeptor (TLR) 4 kommt es zur
Aktivierung der intrazellularen Signalkaskade. Uber die Aktivierung von NF-

kB wird die Produktion proinflammatorischer Zytokine induziert

3.8 Die verwendeten Inhibitoren

Die zur Analyse der unterschiedlichen intrazellularen Signalwege verwendeten Inhibitoren werden

im Folgenden kurz erlautert.

Tab. 2 Die verwendeten Inhibitoren und ihre Funktion

Name Wirkung
Histondeacetylase- TSA Trichostatin A (TSA) ist eine organische
Inhibitor Verbindung mit antibiotischen Eigenschaften,

welche selektiv und reversibel HDACs
(Histondeacetylasen) der Klasse | und Il hemmt.
TSA verhindert dadurch die Deacetylierung von
Histonen und wirkt somit der Stillegung der

Genexpression entgegen.

p38-Inhibitor SB203580 SB203580 ist ein zellpermeabler, sehr spezifischer

Inhibitor von p38 Mitogen-aktivierter Proteinkinase.
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Er hemmt kompetitiv die Bindung von cAMP an p38

und verhindert so dessen Aktivierung.

JNK-Inhibitor SP600125

SP600125 ist ein ATP-kompetitiver, selektiver
Inhibitor von JNK-1, -2 und -3. Zudem hemmt es
dosisabhangig die Genexpression

proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a und IFN-

-

PKA-Signalweg-Inhibitor cAMP

Antagonist

Rp-8-Br-cAMP bindet kompetitiv mit cCAMP an die
regulatorische Untereinheit von PKA und hemmt
somit die cAMP-abhangige Aktivierung von

Proteinkinase A.

STAT-3-Inhibitor JSI 124

Cucurbitacin | (JSI 124) ist ein selektiver Inhibitor
des JAK/STAT3 Signalweges. JSI 124 hemmt die
Phosphorylierung von STAT-3 und verhindert somit
die zur Aktivierung notwendige Dimerisierung. JSI
124  vermindert  jedoch  gleichzeitig  den
intrazellularen Level von Thyrosin-phosphorylierter
Janus Kinase (JAK) [118] .
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3.9 Methoden

3.9.1 Zellpraparation

Vollblut besteht, wie in Abb. 9 dargestellt, zu ~56% aus Plasma und zu ~44% aus den zellularen
Bestandteilen. Diese setzen sich auch Leukozyten, Erythrozyten und Thrombozyten zusammen.
Wahrend die Erythrozyten hauptsachlich fur den Sauerstofftransport und die Thrombozyten die
bei der Blutgerinnung eine wichtige Rolle spielen, sind die Leukozyten malgeblich fir die

Immunabwehr von Bedeutung.

Vollblut
~ 55% Plasma ~ 44% 7elluldre Bestandteile
~ 90% Wasser ~ 8% Proteine Leukozyten Erythrozyten  Thrombozyten

[4-11xE3 /pl BIUt]  [4-5xE6 /ul Blut] [3xE5 /ul Blut]

Lymphozyte Monozyten Granulozyten

[20-40%)] [3-8%] (Neutrophile,
Eosinophile,
Basophile)

T-Zellen B-Zellen NK-Zellen
[6-19%] [7-30%]

CD4-Zellen CD8-Zellen
[30-60%)] [10-40%)]

Abb. 9 Zusammensetzung Vollblut

3.9.1.1 Gewinnung von humane Primarzellen

Fir die Aufreinigung humaner PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cell) wurden frisch isolierte
humane Leukozyten verwendet. Zur Gewinnung der Primarzellen wurde gesunden Probanden
mittels Monovetten (0,105M Tri-Natriumacetat als Gerinnungshemmer, Sarstedt) oder
Vacutainern (0,105M Tri-Natriumacetat als Gerinnungshemmer, BD Bioscience) venoses,

peripheres Vollblut entnommen und aufgearbeitet.

Fur die Separation von Monozyten wurde sowohl frisches Vollblut als auch Buffy Coats aus der

Eigenblutspende der Charité verwendet.
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Als Buffy Coat bezeichnet man die Fraktion der Vollblutspende, welche nach Zentrifugation des
Vollblutbeutels (Komponententrennung, Vollblutbeutel enthalt als gerinnungshemmende und
stabilisierende Wirkstoffe 26,3 g Natriumcitrat-Dihydrat, 3,27 g Citronensaure-Monohydrat, 25,8 g
Glucose-Monohydrat, 2,51 g Natrium-Dihydrogenphosphat-Dihydrat) und Abnahme des Plasma-
und Erythrozytenanteils Ubrig bleibt. Der Buffy Coat beinhaltet demnach Leukozyten,
Thrombozyten und einen Teil der Erythrozyten.

Sowohl die Entnahme des vendsen, peripheren Vollblutes mittels 3-fach-Beutelsystem als auch
die Praparation der Buffy Coats wurde von den Schwestern der Eigenblutspende durchgefiihrt.
Fir die anschlieBende Praparation der Zellen und der Zellkultur wurden ausschlieflich

endotoxinfreie Medien und Reagenzien verwendet.

3.9.1.2 Dichtegradientenzentrifugation zur Aufreinigung der Zellen

Zur Auftrennung der PBMCs von den restlichen Blutkomponenten wurden 15ml Biocoll in ein
50ml Falkonrdhrchen vorgelegt, vorsichtig mit verdinntem (1:3 mit PBS) Vollblut bzw. Buffy Coat
Uberschichtet und 20min bei 900g bei minimaler Beschleunigung und ohne Bremse zentrifugiert.
Durch die Zentrifugation trennen sich die mononuklearen Zellen (MNC) vom Plasma, von den
Erythrozyten und von den Granulozyten. Die MNCs, zu denen Monozyten, B-Zellen, T-Zellen und
NK-Zellen gehdren, sind nach der Zentrifugation als diinne intermediare Schicht zwischen Plasma
und Biocoll sichtbar und kénnen mittels einer Pasteurpipette separiert werden. Um eventuelle
Biocoll- und Plasmariickstande zu entfernen, wurden die Zellen anschlieRend zweimal mit PBS
gewaschen (Zentrifugation: 300g 10min). Nach dem 2. Waschschritt wurde das Pellet mit Medium
(25-50ml) resuspendiert, ein weiteres mal zentrifugiert (10min, 270g) und je nach Zellzahl in 1-5ml

Medium (RMPI komplett) aufgenommen.

3.9.2 Zellseparation

Es wurden zwei verschiedene Aufreinigungsmethoden verwendet. Zum einen die
Positivseparation  mittels magnetisch-markierter  Antikbrper und zum anderen die
Negativseparation mit einem Antikérpergemisch, durch den es zu einer Rosettenbildung zwischen
markierten Zellen und Erythrozyten kommt, welche mittels Dichtegradientenzentrifugation entfernt
werden konnen. Die magnetische Positivseparation bietet eine hohe Reinheit der Zellen
(Monozyten: mind. 90% Reinheit [73] ), jedoch sind die gewonnenen Zellen mit einem Antikdrper
markiert. Die Reinheit der durch Negativseparation gewonnen Zellen war etwas niedriger
(Monozyten: durchschnittlich 86% Reinheit), es zeigte sich jedoch, dass die langfristige Viabilitat
der unmarkierten Zellen tendenziell besser war. Daher wechselten wir bei langeren

Inkubationdauern von der anfanglich verwendeten Positivseparation mittels magnetisch-
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markierten Antikérper zu der Negativseparation mit Hilfe des RosetteSep Monocyte Enrichment

Cocktails.

3.9.2.1 Positivseparation von Monozyten, B-Zellen und T-Zellen mittels MACS (Magnetic
Bead Associated Cell Sorter)

Mit Hilfe von magnetisch markierten spezifischen Antikbrpern (Beads), ferromagnetischen Saulen
und einem Magneten kénnen die jeweiligen Zellpopulationen der aufgereinigten MNCs von
einander getrennt werden. Fir die Isolation der Monozyten wurden CD14-spezifische Beads, fir
die Isolation von B-Zellen CD19-spezifische Beads und fir die Isolation von T-Zellen CD3-
spezifische Beads verwendet.

Die jeweiligen Beads wurden nach Herstellerangaben (Miltenyi Biotec) mit 20ul / 10" Zellen /
100ul MACS-Puffer (PBS + 2% FCS) eingesetzt und der Ansatz flr 15min bei 4-8°C inkubiert.
AnschlieRend wurden die Zellen mit ~40ml kaltem (4-8°C) MACS-Puffer gewaschen und das
durch Zentrifugation (10min, 250g, 4°C) gewonnene Zellpellet in 500ul kaltem MACS-Puffer
resuspendiert. Das Volumen richtet sich hierbei nach der Zellzahl, wobei maximal ~ 5x108 Zellen
in 500ul MACS-Puffer pro LS-Saule eingesetzt wurden. Zur Vorbereitung der verwendeten LS-
Saulen wurden diese in den Magneten gehangt und mit 3ml kaltem MACS-Puffer aquilibriert.
Anschliellend wurde die Zellsuspension mittig auf die Saule pipettiert und dreimal mit 3ml kalten
MACS-Puffer gewaschen. Dabei bleiben die markierten Zellen auf der Saule hangen, wahrend
alle nicht markierten Zellen durchlaufen. Um die markierten Zellen zu eluieren wurde die Saule
aus dem Magneten entfernt, (iber ein 15ml Falkonrohrchen platziert und die Zellen mit 5ml kaltem
MACS-Puffer und mit Hilfe des Stempels aus der Saule gedrickt, in Medium (RPMI komplett)

aufgenommen und gezahlt.

3.9.2.2 Negativseparation von Monozyten mittels RosetteSep Monocyte Enrichment
Cocktail

Mit Hilfe eines Antikérpergemisches (RosetteSep Monocyte Enrichment Cocktail, Stem Cell
Technologie) kénnen die Monozyten direkt aus dem Vollblut gewonnen werden. Der kommerziell
erhaltliche Cocktail enthalt einen Mix aus monoclonalen Antikérpern, welche spezifisch gegen die
Zelloberflachenantigene der unerwiinschten Zellen (CD2, CD3, CD8, CD19, CD56, CD66b),
sowie gegen Glycophorin A auf Erythrozyten sind. Durch den Antikérpercocktail werden die nicht
bendtigten Zellen mit den Erythrozyten vernetzt, so dass sich sogenannte Immunrosetten bilden,
die mittels Dichtegradientenzentrifugation von den unmarkierten Monozyten getrennt werden
kdénnen.

Pro ml Vollblut wurden 20ul Antikdrpercocktail direkt zum Vollblut gegeben und nach 20minGtiger
Inkubation bei RT das Blut 1:3 mit Rosette-Puffer (PBS + 2% FCS + 1mM EDTA) verdunnt.

AnschlieBend wurden die Monozyten mittels Dichtegradientenzentrifugation (20min, 1200g,
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minimale Beschleunigung und ohne Bremse) isoliert. Die so gewonnenen Zellen wurden zweimal
mit PBS gewaschen (Zentrifugation 10min, bei 300g), in Medium (RPMI komplett) aufgenommen

und gezahlt.

3.9.3 Zellzahlung

Um die Zellzahl zu bestimmen wurden die Zellen mit Hilfe einer Neubauerzahlkammer unter dem
Lichtmikroskop ausgezahlt. Es wurden die an den Ecken des Zahlfeldes gelegenen vier
Groliquadrate, bestehend aus 16 kleineren Quadraten, ausgezanhlt.

Zur Zahlung wurden aus der Gesamtzellsuspension 10ul entnommen, in ein 0,5ml-
Eppendorfgefald tberfihrt und mit 3% Essigsaure so verdinnt, dass die zu zahlende Zellzahl Uber
1x10° Zellen/ml lag. Die zur Z&hlung verwendete Essigsdure degradiert die Zellmembran von
Erythrozyten, so dass diese platzen und bei der Zellzahlung nicht storen.

Die Formel zur Berechnung der Zellzahl pro ml lautet wie folgt:

Ermittelte Zellzahl x Verdiinnungsfaktor x 10*
4

Das Einstellen der gewlnschten Zellzahl erfolgte, wenn nicht anders angegeben, mit Medium
(RPMI komplett).

3.9.4 Zellkultur und Stimulationen

Die aufgereinigten Zellen wurden in Medium (RPMI komplett) aufgenommen und mit einer
Endkonzentration von 2x10° Zellen/ml in die jeweilige Zellkulturplatte {berfiihrt. In 48-Loch-
Zellkulturplatten wurde pro Vertiefung ein Endvolumen von 500pul Zellsuspension (inkl. Stimulus)
verwendet, was einer Zellzahl von 1X10° Zellen/Ansatz entsprach. In 96-Loch-Zellkulturplatten
wurde ein Endvolumen von 200pl pro Vertiefung verwendet (0,4x10° Zellen/Ansatz).

Bei allen Ansatzen wurden ausschliellich endotoxinfreie Medien und Losungen verwendet.

Zur Induktion der HO-1 Expression wurden die Zellen 15h mit 30uM CoPP, bzw. mit 30uM Hamin
bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Die Stocklésungen von CoPP [2mM] und
Hamin [20mM] wurden in Medium (RPMI komplett) verdiunnt. Die Kontrollen enthielten nur
Medium (RPMI komplett). Die eingesetzte Konzentration von CoPP entsprach der
héchstmdglichen, nicht toxischen Konzentration (Zellviabilitdt Uberpruft mittels Trypanblau-
Farbung), bei der eine maximale HO-1 Expression zu detektieren war. Wenn nicht anders
angegeben, wurden die Versuche mit den oben genannten CoPP- und Hamin-Konzentrationen
und einer 15-stiindigen Prainkubation durchgefihrt. Bei Abweichungen wird dies in der Legende

des jeweiligen Experimentes beschrieben.
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Um die verwendeten Porphyrine nach der Prainkubation wieder zu entfernen, wurden die Zellen
drei Mal mit Medium (RPMI komplett) gewaschen. Bei einer Inkubation in einer 96-Loch-
Zellkulturplatte wurde das Volumen entsprechend reduziert und die Waschschritte auf funf
Wiederholungen erhdht (Zentrifugation 5min bei 250g). Anschliefend wurde das Volumen wieder
auf die urspriingliche Menge aufgefillt und die Zellen weitere 24h mit dem jeweiligen Stimulus bei
37°C, 5 % CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert.

Die verwendeten Inhibitoren wurden in der Regel zusammen mit CoPP und Hamin zu den Zellen
gegeben.

Zum Blockieren von CD163 (Hamoglobin-scavenger Rezeptor) wurde der anti-CD163
Antikdrperklon EDHu-1 verwendet. Um ein optimales Blockieren des Rezeptors zu gewahrleisten
wurden die Zellen (4,4x10° Zellen/200ul) 30min mit dem Antikérper im Brutschrank (37°C, 5%
CO., 95% Luftfeuchtigkeit) vorinkubiert, bevor sie flir 15h mit CoPP bzw. Hamin inkubiert wurden.

Die verschiedenen Stimulantien und Inhibitoren wurden mit den in Tab. 3 aufgelisteten
Endkonzentrationen eingesetzt. Dabei erfolgte die Verdinnung immer in Medium (RPMI
komplett). Die eingesetzten Konzentrationen sind zudem in der jeweiligen Legende des

Experimentes aufgefiihrt.

Tab. 3 Die verwendete Stimulantien und Inhibitoren

Substanz Stockkonzentration Endkonzentration
anti CD163 EDHu1  667ug/ml 1, 10, 20, 50ug/mi
anti IL10 3mg/mi 10ug/mi
CMV-Lysat 4ug/ml

CoPP 2mM 30uM

Go66850 4,8mM 10nM

Hamin 20mM 30uM

Hb 20mg/ml 1mg/ml

HbHg 1mg/ml
IE1-Peptidmix 1mg/ml 4ug/ml

IFN-y 200ug/ml 0,1ng/mi

IL10 1mg/ml 10ng/ml

JSI124 1,94mM 2,5uM
pp65-Peptidmix 1mg/ml 4ug/ml
Rb-8-Br-cAMP 50mM 100ng/ml

SB 203580 1mg/ml 10ng/ml

SP 600125 5mM 10uM

TSA 4mM 1, 10, 100ng/mi
Wortmannin 2mM 5uM
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3.9.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (FACS = Fluorescence associated cell sorter) ermoglicht die
Unterscheidung verschiedener Zellpopulationen in einer wassrigen Losung. Die Messung erfolgte

am FACS-Calibur (BD Biosciences, Heidelberg) mit der zugehdrigen Cellquest-Software.

3.9.5.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht auf der Messung unterschiedlicher optischer Signale
(Lichtstreuung und Fluoreszenzsignale) einzelner Zellen bzw. Partikel. Monochromatisches Licht,
welches auf ein Partikel oder eine Zelle trifft, wird in Vorwarts- und Seitwartsrichtung gestreut. Das
Ausmalfd der Vorwartsstreuung (FCS; Lichtbeugung) gibt dabei Aufschluss Uber die Granularitat
der Zelle und die Seitwartsstreuung (SSC; Lichtbrechung) Uber die Zellgrofke. Das zweite
messbare optische Signal ist die Fluoreszenz. Diese entsteht wenn ein Atom oder Molekil ein
Photon hoherer Energie absorbiert und spater ein Photon niederer Energie emittiert.
Verbindungen, die dazu in der Lage sind, nennt man Fluorochrome. Der Frequenzbereich, der
eine fluoreszierende Verbindung anregen kann, entspricht dem Absorptionsspektrum und die
abgegebene Fluoreszenz dem Emissionsspekirum des jeweiligen Fluoreszenzfarbstoffs.

Das FACS-Calibur besitzt zwei luftgekiihlte Laser, welche monochromatisches Licht mit 488nm
und 633nm Wellenlange aussenden. Die Anordnung der Laser und Fluoreszenzdetektoren ist in
Abb. 10 dargestellt. Die “Light Scatter Diode” detektiert das Vorwartsstreulicht (FCS) und der ,90
degree Light Scatter” das Seitwartsstreulicht (SSC). Die vier Fluoreszenzdetektoren (FL1-FL4)
detektieren die, von den angeregten Farbstoffen (Fluorochrome) ausgesendeten verschiedenen
Emissionswellenlangen. Die aufgenommenen Signale werden von der Cellquest-Software in
einem X-Y-Graphen visualisiert, so dass Zellunterschiede auf Grund ihrer Grél3e, Granularitat und

Antikdrpermarkierung (Fluoreszenz) sichtbar werden.
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Abb. 10 Anordnung der Laser und Fluoreszenzdetektoren im FACSCalibur

FACSCalibur optical Pathway, www.niaid.nih.gov

Zur genauen Unterscheidung verschiedener Zellpopulationen wurden die Zellen mit spezifischen
Antikorpern gegen Oberflachenantigene oder intrazellulare Proteine markiert. Die Antikorper sind
dabei mit verschiedenen Fluorochromen markiert und kénnen so durch ihre Fluoreszenz detektiert

und unterschieden werden.

Die verwendeten Fluorochrome mit ihren entsprechenden Emissionsspektren sind in folgender

Tabelle aufgefiihrt:
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Tab. 4 Die verwendeten Fluorochrome und ihr jeweiliges Emissionsspektrum

Fluorochrom Anregungswellenlange  Emissionspeak
Alexa 488 488nm 530nm
Alexa 647 633nm 670nm
APC Allophycocyanin 633nm 660nm
FITC Fluoreszeinthiocyanat 488nm 525nm
PE Phycoerythrin 488nm 575nm
PE-Cy5 Phycoerythrin cyanine dye5 488nm 670nm
PE-Cy7 Phycoerythrin cyanine dye7 488nm 767nm
PerCP Peridinin chlorophyll protein 488nm 675nm
Peridinin chlorophyll protein
PerCP-Cy5.5 488nm 695nm
Cyanine dye5.5

3.9.5.2 Identifikation der Zellpopulationen und Uberpriifung der Reinheit nach

Zellseparation

Bei der Unterscheidung verschiedener Zellpopulationen macht man sich zu Nutze, dass diese
jeweils spezifische Oberflachenmarker aufweisen, mit denen die einzelnen Zelltypen
unterschieden werden kénnen. So lassen sich Monozyten durch ihre Grofe und ihre Granularitat,
aber auch durch die Expression des PRR CD14 differenzieren. T-Zellen unterscheiden sich von
den anderen Zelltypen durch die Expression des T-Zell-Corezeptors CD3, welcher sowohl von
CD4-positiven als auch CD8-positiven T-Zellen exprimiert wird. Der fiir B-Zellen typische
Oberflachenmarker ist CD19, ein Corezeptor des B-Zell-Rezeptors.

Mit Hilfe eines Antikdrpergemisches (Diff-Mix), welcher spezifische Antikorper gegen die
jeweiligen Oberflachenmarker der verschiedenen Zelltypen enthadlt, lassen sich die
unterschiedlichen Zellpopulationen von einander diskriminieren.

Fiir die Markierung (Farbung) der Zellsubtypen wurden 50pl Zellsuspension [1x10° Zellen/ml] mit
10ul Antikérper-Mix fir 30min bei 4-8°C im Dunkeln in einem Micronic-Réhrchen inkubiert. Um
ungebundene Antikorper zu entfernen wurde die Zellsuspension in 1ml FACS-Puffer resupendiert
und anschlieRend zentrifugiert (5min, 250g, RT). Der Uberstand wurde, bis auf ein Restvolumen
von ca. 100ul, abgesaugt und die Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert.

In folgender Tabelle findet sich eine Auflistung der im Antikérper-Mix (Diff-Mix) zur Differenzierung

verschiedener Zellpopulationen enthaltenen Antikorper.
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Tab. 5 Antikoérper-Mix (Diff-Mix) zur Differenzierung verschiedener Zellpopulationen

Fluorochrom  Antikérper-Spezifitat
FITC CcD2 NK-Zellen, T-Zellen
CD16 NK-Zellen, Granulozyten
PE CD3 T-Zellen
CD19 B-Zellen
PerCP CD45 Leukozyten (alle hamatopoetischen Zellen)
APC CD14 Monozyten

Die Leukozyten wurden zunadchst an hand ihrer CD45-Expression identifiziert und anschlielend
die Zellsubtypen mittels CD3, CD19, CD2 und CD16 diskriminiert. In Abb. 11A sind die
verschiedenen PBMC-Zellpopulationen zu erkennen. Die CD19 positiven, aber CD2 und CD16
negativen B-Zellen lassen sich dabei gut von den CD3 und CD2 positiven T-Zellen unterscheiden.
Zudem kdénnen die CD2 und CD16 positiven NK-Zellen diskriminiert werden, die im Gegensatz zu
T-Zellen, kein CD3 exprimieren. Monozyten sind negativ fur CD3, CD19 und CD2 und exprimieren
wenig CD16 und lassen sich daher in dieser Darstellung schwieriger abgrenzen. Nach der
Monozyten-Aufreinigung kdnnen jedoch eventuelle Verunreinigungen mit anderen Zelltypen
erkannt werden (Abb. 11B). Eine eindeutige Diskriminierung der Monozyten ist mit Hilfe ihrer
CD14-Expression und ihrer Granularitat moglich. In der Abb. 8C sind PBMC dargestellt, wobei die
untere Population alle CD14 negativen Zellen (B-Zellen, T-Zellen, NK-Zellen) zeigt. Von diesen
Zellen lassen sich gut die granulareren CD14-positiven Monozyten unterscheiden, die in der
oberen Bildhalfte zu erkennen sind. Vor der Separation enthalten PBMC ca. 5-10% Monozyten
(Abb. 11C). Nach der Aufreinigung mit MACS oder RosetteSep bleiben, wie in Abb. 8D gut zu
erkennen, die CD14-positiven Monozyten (Abb. 11D) Ubrig.

In allen mit aufgereinigten Monozyten durchgefiihrten Experimenten lag die Reinheit der

Monozyten bei durchschnittlich 86%. (Verunreinigung mit B-Zellen unter 1%).
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Abb. 11 FACS-Farbung von PBMCs (A) und separierten Monozyten (B)
1x10° PBMCs bzw. Monozyten in einem Volumen von 50ul wurden 30min mit 10ul Diff-Mix bei 4-8°C

inkubiert, anschlieBend mit FACS-Puffer gewaschen und mittels Durchflusszytometrie analysiert.

3.9.6 Analyse der HLA-DR Expression

Zunachst wurden die kultivierten Zellen mittels kaltem PBS aus der Zellkulturplatte gelost und in
ein Micronic-Roéhrchen Uberflhrt. Um sicherzustellen, dass alle Zellen abgel6st wurden (Kontrolle
mittels Mikroskop), wurde jede Vertiefung mindestens 3x mit eiskaltem PBS gesplilt.
AnschlieRend wurden die Zellen 5min bei 250g und RT abzentrifugiert und der Uberstand bis auf

ca. 50ul abgenommen.
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3.9.6.1 FACS-Farbung der HLA-DR Oberflachenexpression von Monozyten

Die aus den Zellkulturplatten geldsten und in Micronic-Rohrchen Uberfihrten Zellen (96-Loch-
Zellkulturplatte: 0,4x10° Zellen; 48-Loch-Zellkulturplatte: 1x10° Zellen) wurden abzentrifugiert
(5min, 250g, RT) und der Uberstand bis auf ca. 50ul abgesaugt. AnschlieRend wurden die Zellen
in dem verbleibenden Volumen resuspendiert und mit einem Antikbrpermix aus 5yl anti-CD14-
APC/Ansatz und 5pl anti-HLA-DR-PE/Ansatz gemischt. Der Farbeansatz wurde 30min im
Dunkeln bei 4-8°C inkubiert. Um Uberschussige Antikdrper zu entfernen wurden die Zellen
anschlielend mit 1ml FACS-Puffer gewaschen, abzentrifugiert (5min, 250g, RT) und der
Uberstand bis auf ~100ul Restvolumen abgesaugt. Sofort im Anschluss wurden die gefarbten

Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert.

3.9.6.2 FACS-Farbung der intrazellularen HLA-DR-Expression von Monozyten

Um die intrazellulare HLA-DR Expression zu analysieren, mussten zunachst die oberflachlichen
HLA-DR Molekile mit einem unmarkierten anti-HLA-DR Antikoérper blockiert werden. Dazu
wurden die Zellen mit 100yl unmarkiertem anti-HLA-DR Antikérper (Klon L243)
[Stockkonzentration 25ug/ml] 20min bei 4°C inkubiert, anschlieBend zweimal mit BSA-Puffer
gewaschen (jeweils 1ml BSA-Puffer, Zentrifugation 5min, 250g, 4°C) und fir 15min mit 500l
Perm2-Puffer bei RT inkubiert. Perm2 fixiert und permeabilisiert die Zellen, so dass im
nachfolgenden Schritt das intrazellulare HLA-DR angeféarbt werden kann. Dazu wurden die Zellen
mit 1ml Saponin-Puffer gewaschen, abzentrifugiert (5min, 250g, 4°C), in 100ul Saponin-Puffer
resuspendiert und mit 3ul anti-HLA-DR-PE (Klon L243) und 5ul anti-CD14-APC 20min bei 4°C im
Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation wurden Uberschissiger Antikérper durch einen weiteren
Waschschritt mit 1ml Saponin-Puffer entfernt (Zentrifugation 5min, 250g, 4°C). Als Kontrolle
wurde in zwei weiteren Ansatzen das Blockieren der oberflachlichen HLA-DR-Molekile Gberprift
und die HLA-DR-Expression auf der Zelloberflache analysiert. Die Zellen wurden nach der
20mindtigen Inkubation mit dem unmarkierten anti-HLA-DR Antikérper 15min bei RT mit 500l
2%igen PFA (Paraformaldehyd)-L6sung fixiert und anschliefend 20min bei 4°C mit 3ul anti-HLA-
DR-PE und 5ul anti-CD14-APC inkubiert. Bei optimaler Blockierung der oberflachlichen HLA-DR-
Molekile waren die Zellen bei der anschlielienden FACS-Analyse negativ fir HLA-DR, da die
Bindung des markierten HLA-DR-Antikorpers durch den unmarkierten Antikdrper blockiert wurde.
Fir die Oberflachenfarbung wurden die Zellen 15min mit 500ul 2%iger PFA-LOsung (RT) fixiert,
anschlielend mit 3ul anti-HLA-DR-PE und 5ul anti-CD14-APC 20min bei 4°C im Dunkeln
inkubiert. Am Ende wurde das Zellpellet jeweils in 200ul FACS-Puffer resuspendiert und mittels

Durchflusszytometrie analysiert.
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3.9.7 Farbung der intrazellularen STAT-1-Phosphorylierung

Unbehandelte oder mit CoPP vorbehandelte Zellen [1x10°] wurden, wie in Kapitel 3.9.6 erlautert,
in Micronic-Rohrchen Uberfihrt, abzentrifugiert (5min, 250g, RT) und anschlielend der gesamte
Uberstand abgesaugt. Zur Stimulation der STAT-1-Phosphorylierung wurde das Zellpellet in 50l
IFN-y-enthaltendes Medium (RPMI komplett + 0,1ng/ml IFN-y) resuspendiert und 15min bei 37°C,
5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Zur Monozytendifferenzierung wurde 10ul anti-CD14-
PerCP-Antikorper zu jedem Ansatz pipettiert. Nach der Stimulation wurde 1ml 1xBD-Lyse-Puffer
(enthalt PFA zur Fixierung der Zellen) zu den Zellen gegeben und diese 10min bei 37°C, 5% CO,
und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen mit 1ml FACS-Puffer
gewaschen (Zentrifugation 5min, 300g, 4°C), in 500yl eiskaltem Methanol [90%ig] resuspendiert
und 30min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen abzentrifugiert (5min, 250g, 4°C), in 1ml
1XxFACS-Perm-L6sung resuspendiert und 10min im Dunkeln bei RT inkubiert. Beide Schritte
dienen der Permeabilisierung der Zelloberflache, so dass anschlieRend intrazellulare Proteine mit
Antikérpern markiert werden kdénnen. Fir die intrazellulare Farbung wurde das durch
Zentrifugation (5min, 300g, 4°C) gewonnene Pellet in einer Antikdrperlésung aus 10ul STAT-1-
Alexa 488 und 40ul FACS-Puffer resuspendiert und 1h im Dunkeln bei RT inkubiert. Um
Uberschissige Antikorper zu entfernen wurden die Zellen nach der Inkubation zweimal mit 1ml
FACS-Puffer gewaschen (Zentrifugation 5min, 300g, 4°C), das Pellet in 200ul FACS-Puffer

resuspendiert und mittels Durchflusszytometrie analysiert.

3.9.8 Farbung der intrazellularen STAT-3-Phosphorylierung

Die Farbung wurde nach Herstellerangaben (BD Biosciences, Heidelberg) wie im Phosflow-
Protokoll 11l angegeben durchgefiihrt.

1x10% Zellen wurden in ein Micronic-Réhrchen (berfiihrt, abzentrifugiert (5min, 250g, RT),
moglichst der gesamte Uberstand abgesaugt und das Pellet in 1ml vorgewarmten BD Cytofix
Puffer fur 10min bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert. AnschlieRend wurden die
Zellen 5min bei 250g und RT zentrifugiert und das Pellet fur die anschlielende Permeabilisierung
in 1ml BD Phosflow Perm Puffer Il resuspendiert und 30min auf Eis inkubiert. Danach wurden die
Zellen abzentrifugiert, mit 3ul anti-Phospho-STAT3-PE Antikorper resupendiert und 30min im
Dunkeln bei RT inkubiert. Um Uberschissige, nicht gebundene Antikérper zu entfernen, wurden
die Zellen zweimal mit 1ml FACS-Puffer gewaschen (Zentrifugation 5min, 250g, RT) und
anschlieftend mittels Durchflusszytometrie analysiert.

Die Stabilitat der verwendeten Antikérper wird u.a. von den verwendeten Fixierungs- und
Permeabilisierungs-Puffern beeinflusst. Bei der Markierung der intrazellularen STAT-3-

Phosphorylierung war eine direkte Farbung der Monozyten mit CD14 Antikdrpern nicht moglich,
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da kein CD14-Antikdrper-Klon zur Verfugung stand, der bei Verwendung der notwendigen Puffer
stabil genug fir die anschlieRende Analyse mittels Durchflusszytometrie war. Aus diesem Grund
wurden die Monozyten ausschlieBlich an Hand ihrer GroRe (FSC) und Granularitat (SSC)

identifiziert.

3.9.9 Gene knock down mittels small interference RNA

Small interference RNAs (siRNA) sind kurze doppelstrangige RNA-Stlicke, welche eine
Inhibierung der Genomexpression auslosen kénnen. Dieser Vorgang wird als RNA Interferenz
(RNAI) bezeichnet und dient urspringlich dem Abwehren von Viren, welche, je nach Virus,
doppelstrangige RNA (dsRNA) in die Zielzelle bringen.

Die dsRNA wird in der Zielzelle erkannt und zunachst durch Dicer (RNAse lllI-ahnliche Moleklile)
in kurze doppelstrangige RNA-Stlcke (siRNA) zerschnitten. Als nachstes wird der Doppelstrang
der siRNA durch den RNA-inducing-silencing-complex (RISC) gespalten und der Antisense-
Strang an den Komplex gebunden. Der RISC-Antisense-Strang-Komplex bindet anschliel3end
komplementar an die passende mRNA der Zelle. Die so markierte mRNA wird gespalten und
durch natlrliche Verdauungsprozesse der Zelle abgebaut, so dass kein Genprodukt mehr
entstehen kann (Abb. 12).

dsRMA

SN, | i —
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Abb. 12 Schema des RNAi-Mechanismus
http.//nobelprize.org

Innerhalb molekularbiologischer Methoden ist der Einsatz von langer dsRNA jedoch ungeeignet,

da diese in den meisten Zellen zu einer unspezifischen Toxizitat durch Induktion von IFN-y fuhrt.
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Dieses Problem umgeht man durch die Verwendung synthetisch hergestellter 21-23 bp langer
siRNA. Diese haben den gleichen inhibitorischen Effekt, fihren aber nicht zu einer IFN-y

Induktion.

3.9.9.1 Transfektion der siRNA mittels Elektroporation

Mit Hilfe dieses physikalischen Verfahrens wird die Zellmembran durch Elektroschocks fir DNA
und RNA durchlassig gemacht. Durch das Anlegen einer elektrischen Spannung kommt es zu
einer Polarisierung der Membran. Erreicht die dadurch entstehende transmembrane Spannung
einen kritischen Wert von 0,4-1V, kommt es zu einer lokalen Zerstérung der Membranintegritat
und damit zu einer Erhéhung der Leitfahigkeit. So entstandene hydrophobe Poren verwandeln
sich bei Erreichen eines kritischen Radius in relativ stabile (wenige Sekunden bis einige Stunden),
hydrophile Poren mit einem Durchmesser von 0,7 —1nm [119] . Durch diese Poren diffundiert
dann die siRNA in die Zelle.

Die Nucleofektion wurde nach Protokoll des Herstellers (Amaxa biosystems, Kdln) durchgefihrt.
Verwendet wurde der Amaxa Nucleofector® Il und das Programm Y-001. Die zu transfizierenden,
frisch isolierten PBMCs bzw. separierten Monozyten wurden in der im Protokoll angegebenen
Hoéchstkonzentration von 2x10” Zellen/Ansatz eingesetzt.

Verwendet wurden zwei verschiedene HO-1 siRNAs, welche sich in ihrer Sense-Sequenze
unterscheiden. Dadurch wurde gewahrleistet, dass es zu einer optimalen Inhibierung der HO-1
Expression kommt. Von der HO-1-spezifischen siRNA wurde jeweils 1yl und von der
unspezifischen Kontroll-siRNA 2yl eingesetzt. Fir die Transfektion wurden die Zellen
abzentrifugiert und pro Ansatz 2x10” Zellen in 100ul NFS (Nucleofector solution) aufgenommen.
Die Zellsuspension wurde mit der jeweiligen Menge an siRNA gemischt, in die speziellen
Transfektionsgefal3e pipettiert und mit dem Programm Y-001 transfiziert. AnschlieBend war
wichtig, dass die Zellen zlgig im mitgelieferten Medium aufgenommen wurden. Dieses wurde
vorher fUr eine halbe Stunde bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit aquilibriert. Bei zu
langsamem Arbeiten kann es zu einem massiven Zellsterben kommen.

Die transfizierten Zellen wurden mit 2x10° Zellen pro Vertiefung einer 48-Loch-Zellkulturplatte
ausgesat (Volumen 450ul). Bevor weiter Stimulantien zugegeben wurden, wurden die Zellen zwei
Stunden bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit ruhen gelassen.

3.9.10 Proteinanalyse mittels Western Blot

Bei dieser Methode werden Proteine in einem Acrylamid-Gel ihrer Grélke nach aufgetrennt, auf
eine Nitrocellulose-Membran transferiert und anschlieBend mit spezifischen Antikérpern

nachgewiesen.
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3.9.10.1 Probenvorbereitung

Um intrazellulare Proteine zu analysieren mussen die Zellen zunachst lysiert werden. Dazu
wurden die Zellen mit eiskaltem PBS aus der Zellkulturplatte geldst, in ein 1,5ml Eppendorfgefa®
Uberfiihrt, abzentrifugiert (5min, 1500 U/min) und das Pellet in 50ul Extraktpuffer, welcher 10l
Protease-Inhibitor enthalt, lysiert. Um eine eventuelle Proteindegradation zu verhindern, wurden
die lysierten Zellen sofort bei -80°C eingefroren und dort bis zur Weiterverarbeitung aufbewahrt.

Fir die Auftrennung wurden die Proteine denaturiert. Durch hohe Temperaturen (95°C) und
Zugabe von Thiolverbindungen (z.B B-Mercaptoethanol) werden die Disulfidbricken der
Quartarstruktur aufgebrochen und damit die Tertidr- und Sekundarstruktur der Proteine
aufgehoben. Die lysierten Zellen wurden dazu mit 10ul 6x SDS-Probenpuffer gemischt und 5min
bei 95°C denaturiert. Durch die Beladung mit SDS bekommen die denaturierten Proteine eine
negative AuRenladung und laufen im elektrischen Feld vom Minus- (Anode) zum Plus- (Kathode)
Pol. Die Auftrennung der Proteine ist nach ihrer Denaturierung ausschlief3lich von ihrer Gré3e und
von der Porenweite des verwendeten Gels abhangig. Die Porenweite hangt dabei von der Menge
an eingesetztem Acrylamid und vom Vernetzungsgrad des Gels ab. Je mehr Acrylamid verwendet

wird, umso kleiner sind die Poren.

3.9.10.2 Gelelektrophorese mittels SDS-Polyacrylamidgel

Zur Herstellung eines Gels wurden folgende Reagenzien bendtigt:

Tab. 6 Reagenzien fiir ein SDS-Polyacrylamidgel

Stammlésung bestehend aus 30 % Acrylamid und 0,58 %
Bisacrylamid

Tris/HCL pH 8,8

Bidest. H,O

Ammoniumpersulfatiésung (APS) dient als Katalysator fiir die Polymerisierung von
Acrylamid. APS bildet im Wasser freie Radikale
(SO4), die mit Acrylamid reagieren und eine
Radikalkettenreaktion in Gang setzen, die zur

Polymerisierung flhrt.

TEMED erleichtert die Radikalbildung des APS und dient
(N,N,N,N,- somit als Katalysator der Polymerisation.

Tetramethylethylendiamin)

Isopropanol

Fir ein 12,5%iges SDS-Polyacrylamid-Trenngel wurden 2,5ml Stammlésung, 1,2ml 1,88M
Tris/HCL, 1,2ml 0,5%iges SDS, 1,1ml bidest. H,O, 5yl TEMED und 30upl 10%ige
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Ammoniumpersulfatidsung gemischt und luftblasenfrei in eine entsprechend vorbereitete
Gelkammer gegossen. Um eine gerade Abschlusskante zu erhalten, wurde das Gel mit
Isopropanol Uberschichtet und zur Aushartung bei RT stehen gelassen. Fir ein 5%iges
Sammelgels wurden 330ul Stammldésung, 400ul 0,625M Tris/HCL, 400pul 0,5%iges SDS, 870ul
bidest. H,O, 2ul TEMED und 10ul 10%ige Ammoniumpersulfatidsung gemischt. Nach Aushartung
des Trenngels wurde das Isopropanol komplett abgenommen und das Sammelgel eingefillt.
Solange dieses noch fllissig war wurde ein Kamm mit 12 Probentaschen luftblasenfrei in die
Kammer gesteckt. Nach dem Ausharten wurde das Gel in die Elektrophorese-Kammer gespannt,
mit SDS-Laufpuffer geflutet und der Kamm entfernt. AnschlieRend wurden die Taschen mit dem
Laufpuffer gespult und mittels einer dinnen Spritze jeweils 20ul der denaturierten Proben
eingefillt. Um die Proteinbanden eindeutig diskriminieren zu konnen, wurde zudem ein
Proteinmarker aufgetragen, welcher Banden definierter GroRRe zeigt. Die Auftrennung lief, bis die
Proben das Trenngel erreicht hatten, mit ~80V und anschlieBend flr ca. 1-1% Stunden, bis die

einzelnen Markerbanden gut voneinander getrennt waren, bei 120V.

3.9.10.3 Semi-Dry-Blotting

Nach der Auftrennung im SDS-Gel wurden die Proteine mittels Semi-Dry-Blotting auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert.

Dazu wurden insgesamt 6 Filterpapiere und die Nitrocellulosemembran fir ca. 10min in
Transferpuffer aquilibriert und anschlieRend ein ,Sandwich“ nach folgendem Schema aufgebaut: 3
Filterpapiere, Nitrocellulosemembran, Gel, 3 Filterpapiere (Abb. 13). Transferiert wurde fir eine
Stunde bei 100mA.
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Abb. 13 Schema eines Semi-dry-blotting ,,sandwich“
Georgia Institute of Technologie School of Biomedical Engineering
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3.9.10.4 Ponceau-Farbung

Zur Kontrolle des Transfers und der gleichmaRigen Beladung wurde die Membran reversibel mit
Ponceau gefarbt. Der saure Diazofarbstoff farbt unspezifisch Proteine und lasst sich durch
Waschen mit TBS-T leicht wieder entfernen.

Fur die Ponceau-Farbung wurde die Membran komplett mit dem Ponceau-Farbstoff benetzt, nach
2-3 min Farbezeit der Farbstoff wieder entfernt und die Membran mit dest. H,O gespililt bis die
Hintergrundfarbung soweit entfernt war, dass sich die Proteinbanden gut von dem Hintergrund
abheben. Zur Dokumentation wurde die Membran eingescannt und anschlielend durch

mehrmaliges Spulen mit TBS-T wieder komplett entfarbt.

3.9.10.5 Immunfarbung und Visualisierung der Proteinbanden

Verwendet wurden zwei unterschiedliche Visualisierungsmethoden. Zum einen die klassische
Visualisierung mittels ECL (Enhanced ChemiLuminescence)-Reagenz und Photofiim und zum
andern die Visualisierung mit dem ODYSSE Infrared Imaging System von LiCor-Biosciences.

In der folgenden Tabelle sind die verwendeten Antikdrper mit ihrer jeweiligen Verdinnung

aufgelistet.

Tab. 7 Verdiinnungen der verwendeten Western Blot-Antikorper

Primarantikorper

anti-HO-1 1.1000 in 5%ige Milchlsg. oder in Li-Cor Blocking Solution
anti-Phospho-STAT-1  1:1000 in 5%ige BSA-Lsg. oder in Li-Cor Blocking Solution
anti-Phospho-STAT-3  1:1000 in 5%ige Milchlsg. oder in Li-Cor Blocking Solution
Sekundarantikérper fur ECL-Entwicklung

anti-mouse AK 1:2000 in 5%ige Milch- oder 5%ige BSA-Lsg.
anti-rabbit AK 1:2000 in 5%ige Milch- oder 5%ige BSA-Lsg
Sekundarantikérper fir Licor-Entwicklung

anti-mouse AK 1:10000 in Li-Cor Blocking Solution
anti-rabbit AK 1:10000 in Li-Cor Blocking Solution

3.9.10.6 Visualisierung mittels ECL (Enhanced ChemiLuminescence)

Zum Blockieren der freien Bindestellen auf der Membran wurde diese 1h mit 5%iger Milch- bzw.
BSA-Ldsung bei RT auf dem Schittler inkubiert. Die Wahl der Blockierungslésung richtet sich
dabei nach dem Primar-Antikdrper. Die Inkubation mit dem ebenfalls in 5%iger Milch- bzw. BSA-
Lésung verdinntem Primar-Antikorper erfolgte bei 4°C tGber Nacht auf dem Schittler. Nach der
Inkubation wurde die Membran 4x 10min mit TBS-T gewaschen und anschlieRend fur 1h bei RT

mit dem in 5%iger Milch- bzw. BSA-Lésung verdinntem Sekundar-Antikdrper auf dem Schuttler
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inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt (4x 10min mit TBS-T) wurden die markierten
Proteinbanden mit Hilfe des ECL Western Blotting Detection Reagens Kit der Firma Amersham
Biosciences detektiert.

Bei der ECL-Visualisierung ist der Sekundar-Antikérper mit HRP- (Horseradish Peroxydase)-
Enzym markiert, wodurch es nach Zugabe des entsprechenden Substrats zu einer detektierbaren
Lumineszenz kommt. Lumineszenz entsteht, wenn angeregte Molekille wieder in ihren stabilen
Zustand zurlickkehren, und dabei die freiwerdende Energie in Form von Licht abgeben.
Chemilumineszenz ist ein chemischer Prozess, bei dem energiereiche, instabile
Zwischenprodukte entstehen, die unter Lichtemission zerfallen (z.B. Luminol und Dioxethanen).
Der Unterschied zur Fluoreszenz besteht im Wesentlichen darin, dass bei der Lumineszenz keine
Warme freigesetzt wird. Die Peroxydase HRP katalysiert die Umsetzung des Substrats Luminol in
seine oxidierte Form. Die entstehende Chemilumineszenz wird verstarkt indem ein HRP-Molekdl
sehr viel Substrat umsetzen kann. Die dadurch sichtbar werdenden Banden werden mit Hilfe von
Photofilmen detektiert.

Die Visualisierung der Banden auf dem Photofilm erfolgte nach dem mitgelieferten Protokoll des
Herstellers, wobei 2ml Lésung A mit 50l Losung B (Substrat) gemischt und anschliel3end
gleichmaRig auf die Membran gegeben und 5min, im Dunkeln, bei RT inkubiert wurden.
Anschlieend wurde die Membran auf einen Photofilm (High perfomance chemiluminescence film)
aufgelegt und in einer Filmkassette mind. 10sec inkubiert. Die Dauer richtete sich dabei nach der
erwarteten Bandenstdrke. Die anschlieBende Entwicklung des Films erfolgte nach
Herstellerprotokoll (Kodak) mittels einer kommerziell erhaltlichen Entwickler- und Fixierlésung

(GBX fixer and replenisher; GBX developer and replenisher).

3.9.10.7 Visualisierung mittels ODYSSE Infrared Imaging System (Li-Cor Biosciences)

Das ODYSSE-System basiert auf der Messung von Fluoreszenzen im Nahinfrarotbereich.
Nahinfrarot (NIR) liegt im Spektralbereich von 780nm bis 3000nm und schlief3t sich direkt an den
sichtbaren Spektralbereich des Lichtes (380-750nm) an. Die Detektion von Fluoreszenzen erlaubt
eine quantitative Analyse, da die Fluoreszenz linear mit der Menge des Fluorochrom-markierten
Antikdrpers ansteigt und nicht, wie bei der Chemilumineszenz, von der umgesetzten
Substratmenge abhangt. Ein weiterer Vorteil liegt darin, dass zwei unterschiedliche
Fluoreszenzen (700nm und 800nm) detektiert und zwei Proteine gleichzeitig analysiert werden

kdénnen.

Das Blockieren der freien Bindestellen auf der Membran erfolgte mittels speziellem Blockingpuffer
(Li-Cor Blocking Solution, 1:2 mit PBS verdinnt) 1h bei RT auf dem Schittler. AnschlieRend
wurde die Membran tber Nacht bei 4°C mit dem, in Li-Cor Blocking Solution verdiinnten primaren
Antikérper (Tab. 7) inkubiert. Nach einem Waschschritt (4x 10min mit TBS-T) erfolgte die
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Inkubation mit dem Sekundar-Antikdrper. Wahrend man bei beiden Visualisierungsmethoden
(ECL und ODYSSE) denselben primaren Antikdrper verwenden kann, bendtigt man bei der
ODYSSE-Methode einen speziellen Sekundar-Antikérper. Diese sind mit zwei unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert und erlauben somit eine einfache Diskriminierung auch nah
beieinander liegender Proteinbanden. Der Sekundar-Antikorper wurde in Li-Cor Blocking Solution
verdinnt und die Membran damit 1h bei RT auf dem Schittler inkubiert. Um ungebundene
Antikérper zu entfernen wurde die Membran im letzten Schritt noch mal 4x 10min mit TBS-T
gewaschen und anschlielend am ODYSSE Infrared Imaging Reader analysiert. Die Auswertung

erfolgte mittels der dazugehdrigen Quantifizierungsoftware.

3.9.11 Genexpressionsanalyse

3.9.11.1 RNA-Praparation

Verwendet wurde das Absolutely RNA® miniprep Kit der Firma Stratagen.

Die Methode macht sich zu Nutze, dass RNA in der Anwesenheit einer chaotropen'®
Salzlésung an eine Quarzglasfaser bindet und so von andern Zellkomponenten getrennt werden
kann.

Zur Praparation wurde das Protokoll flir Gewebekulturzellen des Herstellers benutzt.

Das Zelllysat wurde zunadchst mit einer Ethanollésung gemischt und anschlieRend auf eine RNA-
bindende Saule gegeben. Nach einem Waschschritt mit einer Salzlosung erfolgte der DNase-
Verdau. Hier zeigte sich, dass eine 30minutige Inkubation mit der DNase bei 37°C effektiver war,
als die angegebene 15minltige Inkubation. Anschlielend wurde die immobilisierte RNA zweimal
mit de mitgelieferten Salzlésung gewaschen und anschliefend in zwei Schritten von der Saule
eluiert. Dazu wurde die gebundene RNA zweimal 7min mit 30ul 60°C warmem Elutionspuffer

inkubiert und anschlielend durch Zentrifugation von der Saule gelost.

3.9.11.2 cDNA-Synthese

Mit Hilfe reverser Transkriptase wird die isolierte mMRNA (messenger RNA) in cDNA
(complementary DNA) umgeschrieben.

Die Praparation der cDNA lauft generell in drei Schritten ab.

Im ersten Schritt wird oligo dT (oligodesoxythymidylic acid) komplementar an den Poly(A)-

Schwanz "?" der RNA gebunden. Dieses dient der folgenden Transkription als Anfangssequenz.

° Chaotrope Salzlésungen haben die Eigenschaft Wasserstoffbriickenbindungen aufzuldsen und somit denaturierend
auf Proteine zu wirken. Zudem sattigen die Kationen der Salzlosung die negativen Ladungen der Glasfasern und

machen sie somit positiv, so dass die negativ geladene Nukleinsadure binden kann.
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Im zweiten Schritt wird durch Zugabe von DNase evtl. vorhandene DNA degradiert und somit
verhindert, dass bei der folgenden cDNA-Synthese eine eventuelle DNA-Amplifikation das
Ergebnis verfalscht. Im letzten Schritt, der Inkubation mit reverser Transkriptase, wird die RNA in

cDNA umgeschrieben.

Fir die cDNA Synthese wurden 18ul RNA mit 2ul oligo dT durch vortexen gemischt, kurz
abzentrifugiert und 10min bei 75°C inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen wurden die Proben
anschlieftend auf Eis gestellt (mind. 2min). Zur Herstellung des "'dNTP’-Mixes wurden pro Probe
8ul 5x-Puffer, 4yl DTT (Dithiothreitol) und 4ul dNTP (Desoxynukleotide-Triphosphat) durch
vortexen gemischt und 2ul DNase sowie 0,5ul RNase Inhibitor zugegeben. AnschieRend wurden
18,5ul des 'dNTP’-Mixes zu der auf Eis stehenden Probe gegeben, das Ganze mittels Pipette
gemischt und fir 30min bei 37°C inkubiert. Direkt im Anschluss folgte eine 5minltige Inkubation
bei 75°C bevor die Proben wieder auf Eis gestellt (mind. 2min) wurden. Anschlief’end wurde 1l
reverse Transkriptase und 1ul RNase Inhibitor zu jeder Probe pipettiert und der Ansatz 60min bei
42°C und anschlieRend 5min bei 94°C inkubiert. Die fertige cDNA wurde bis zur weiteren Analyse
bei 4°C gelagert und anschlief3end bei —80°C eingefroren.

3.9.11.3 Konventionelle PCR

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) wird verwendet um kurze (bis zu 10kbp) DNA-Sequenzen
zu amplifizieren. Wahrend der PCR werden die beiden Strange der DNA durch hohe
Temperaturen voneinander getrennt und mittels eines Primerpaares der Anfangs- und Endpunkt
des zu amplifizierenden Stlickes festgelegt. Dieser DNA-Abschnitt wird dann mit Hilfe einer DNA-
Polymerase repliziert. Um qualitative Aussagen Uber die amplifizierten DNA-Abschnitte zu
machen, werden diese anschlieBend in ein Agarosegel pipettiert und durch Anlegen einer

elektrischen Spannung ihrer Gré3e nach aufgetrennt.

Zur Amplifizierung des gewunschten DNA-Abschnitts wurden der Go Tag ® DNA Polymerase Kit
der Firma Promega verwendet. Es wurden pro Ansatz 5ul 5x Reaktionspuffer, 2ul Nukleotide, 1pl
Vorwarts-, 1yl Ruckwartsprimer, 0,25yl Go TaqDNA-Polymerase, 14,75ul DEPC
(Diethylpyrocarbonat)-Wasser und 1yl cDNA gemischt und mit dem in Tab. 8 angegebenen
Programm im Thermocycler amplifiziert. Fiir eine optimale Amplifizierung wurden die Schritte 2-4

32-mal wiederholt.

4 Der Poly(A)-Schwanz besteht aus mehreren, aneinander gekniipften Adenin-Nukleotiden und ist essentiel fir die
Initiation der Translation. Diese Polyadenylierung ist nicht von der DNA kodiert, sondern wird wahrend der

Prozessierung der mRNA mittels Poly(A)-Polymerase an das 3'-Ende der pr&-mRNA gebunden.
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Zur Analyse der amplifizierten DNA wurde die Grolke des DNA-Amplikates mit Hilfe eines
1,5%igen Agarosegels bestimmt. Zur Herstellung des Agarosegels wurden 4,5g Agarose in 300m|
TAE (Tri-Acetat-EDTA)-Puffer unter Erhitzen gelést und nach Abkuhlung (Handwarm) 10ul
Ethidiumbromid (ein roter Phenanthridin-Farbstoff) dazu gegeben. Die handwarme Gelmasse
wurde in eine vorbereitete Kammer gegossen, ein Kamm mit 22 Taschen eingehangt und bis zur
vollstandigen Polymerisierung stehen gelassen. Nachdem das Gel ausgehartet war, wurde die
Kammer mit TAE-Puffer geflutet und der Kamm entfernt. Die DNA-Amplikate wurden in die
Taschen im Gel pipettiert und unter Anlegen einer Spannung (100V fir 30-40min) aufgetrennt.
Das im Gel enthaltene Ethidiumbromid lagert sich wahrend der Auftrennung zwischen den Basen
der DNA an und verandert dadurch sein Anregungsspektrum, wodurch die DNA-Banden unter
ultraviolettem Licht sichtbar werden. Um die GroR3e der Banden zu qualifizieren wurden bei jedem

Gel ein 1kb-Marker aufgetragen, welcher Banden definierter GroRRe zeigt.

Tab. 8 Schema der konventionellen PCR

1. 2 Minuten 96°C Denaturierung

2. 30 Sekunden 96°C Denaturierung

3. 1 Minuten 60°C Primerhybridisierung
4. 1 Minuten 72°C Elongation

5. 10 Minuten 72°C Elongation

6. unendlich 4°C Kihlen der Produkte

3.9.11.4 Real time PCR nach der TagMan-Methode
Die real time PCR (RT-PCR) ermdglicht die Amplifikation der cDNA quantitativ tGber die Zeit zu

verfolgen. Um dies zu ermdglichen sind zusatzlich zu den Primern sogenannte Sonden
notwendig, welche fir die jeweilige Zielsequenz spezifisch sind. An diesen Sonden ist ein
fluoreszierender Reporterfarbstoff sowie ein Quencherfarbstoff gebunden. Solange beide
Farbstoffe in raumlicher Nahe zueinander sind unterdrickt der Quencherfarbstoff die Fluoreszenz
des Reporterfarbstoffs. Die eingesetzte Tag-Polymerase, die neben ihrer Fahigkeit DNA zu
synthetisieren auch eine DNA-spaltende (5 Endonukleaseaktivitat) Funktion besitzt, trennt den
Reporterfarbstoff von der Sonde ab. Der Quencherfarbstoff verliert seinen Einfluss und der
Reporterfarbstoff fluoresziert. Der Anstieg der Fluoreszenz ist dabei direkt proportional zu der
Amplifikation des PCR-Produktes.

Verwendet wurde der TagMan Universal PCR Mastermix der Firma Applied Biosystem, welcher
die zur Reaktion bendtigte AmpliTag Gold ® DNA Polymerase, dNTP’s und dUTP (Deoxyuridine-
Triphosphat) enthalt.

Zum Ansetzen des RT-PCR-Mixes wurden pro Probe 1,5ul dest H,0, 12,5ul Mastermix, 6ul Primer
und 1ul Sonde gemischt. Anschliefiend wurde 12ul Mix und 1ul cDNA in ein PCR-Gefal} pipettiert.
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Nachdem die Proben in den Thermal Cycler (ABI PRISM™ 7700) gestellt und in das Gerat
eingezogen wurden, wurde das RT-PCR-Programm gestartet. Die standardmaflig verwendete

TagMan-PCR bestand aus 4 Segmenten (1 Zyklus) welche 30-mal wiederholt wurden.

Tab. 9 Schema der RT-PCR

1. 2 Minuten 50°C UNG-Verdau
2. 10 Minuten 95°C Inaktivierung der UNG
Aktivierung der AmpliTaqGold
3. 15 Sekunden 95°C Denaturierung
60 Sekunden 60°C Annealing und Extension
4. 4°C Kihlen der PCR-Produkte

Nach Beendigung des Laufes wurden die Daten mit der Sequence Detection Software analysiert
und man erhielt die entsprechenden ct-Werte (cycle threshold). Der ct-Wert ist der Zyklus, in dem
die Fluoreszenz des Reporterfarbstoffes einen festgelegten Schwellenwert Giberschreitet. Je mehr
cDNA eines Genes in der Probe war, umso niedriger ist der ct-Wert, d.h. umso friiher erreicht die
Fluoreszenz den Schwellenwert. Zum Auswerten wurden die erhaltenen ct-Werte eines
housekeeping Gens (HRPT; Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase) zu den ct-Werten des zu
untersuchenden Gens ins Verhaltnis gesetzt, so dass man Aussagen Uber die jeweilige relative
RNA-Menge machen kann. Das dimensionslose Ergebnis der Expression wurde nach folgender
Formel berechnet. Dabei wurde angenommen, dass die Effizienz der beiden Primer gleich war

und diese somit gleich eins gesetzt.

RNA/HPRT = (1 +Ef‘fizenz) —(ct-Wert Gen — ct-Wert HPRT)

3.9.12 Zytokinmessung mittels Immulite

Die Zytokinmessung am Immulite (ein Chemilumineszenz-Immunoassay-System der Firma
Siemens) beruht auf einem Sandwich-Prinzip dhnlich dem ELISA (Enzym-linked Immunsorbent
Assay). Das System erlaubt die Messung verschiedener Parameter (z.B Zytokine) innerhalb
kurzer Zeit und weist eine sehr groRe Sensitivitdt und einen grolien Messbereich auf.

Im Gegensatz zum ELISA verwendet das System des Immulite Polystyrolkugeln als Trager fur die
Zytokinspezifischen-Antikdrper. Zum Nachweis des immobilisierten Zytokin wird alkalische
Phosphatase, welche mit einem zytokinspezifischen Antikérper konjugiert ist, verwendet. Als
Substrat wird AMPPD (Adamanthyldioethanphosphat) eingesetzt, welches durch die alkalische

Phosphatase in ein instabiles Anionzwischenprodukt dephosphoryliert wird. Dieses setzt beim
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Zerfall ein Photon frei, welches mittels Photomultiplier detektiert wird. Da ein Enzymmolekul viele
Substratmolekile umsetzen kann, wird das Signal verstarkt, so dass eine hohe Empfindlichkeit

der Methode gegeben ist.

3.9.13 Statistik

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Ergebnisse als prozentualer Mittelwert mit jeweiliger
Standardabweichung graphisch dargestellt. Die prozentualen Werte beziehen sich immer auf die
jeweiligen Kontrollwerte. Fir die statistische Auswertung wurden die Experimente 4-7-mal
wiederholt. Verwendet wurde der nichtparametrische Wilcoxon-Rangsummentest, bei dem zwei
verbundene Stichproben auf einen signifikanten Unterschied in ihrer zentralen Tendenz hin
untersucht werden. Signifikante Unterschiede, definiert als p < 0,05, wobei p° die
Irtumswahrscheinlichkeit angibt, wurden in den Graphiken jeweils mit (*) gekennzeichnet. Die
Bedeutung der verwendeten Zeichen ist in der jeweiligen Legende erklart.

Fur die statistische Auswertung wurde das Statistikprogramm SPSS.16 verwendet.

Mechanismen der posttraumatischen Immundepression -70 -



Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1 HO-1-Expression in humanen Monozyten

Zur Induktion der HO-1-Expression wurden frisch isolierte PBMCs mit dem HO-1 Induktor Cobalt-
Protoporphyrin  (CoPP) behandelt. Die verwendeten 30uM CoPP entsprachen dabei der
hochstmdglichen, nicht toxischen Konzentration (Zellviabilitat Uberprift mittels Trypanblau-
Farbung), bei der eine maximale HO-1-Induktion zu beobachten war. Nach der 15stlindigen
CoPP-Inkubation wurde ein Teil der Zellen fir die spatere Western Blot Analyse lysiert und bis zur
weiteren Verwendung eingefroren. Die restlichen Zellen wurden mit Medium (RPMI komplett)
gewaschen und weitere 12h bzw. 24h mit Medium (RPMI komplett) inkubiert. Bei der
anschlielenden Western Blot Analyse wurde die konstitutive HO-1-Proteinexpression mit der

CoPP-induzierten HO-1-Proteinexpression verglichen.

+ Oh + 12h + 24h
15h CoPP[30pM] - + - + -  +
HO-1 —— - — —

AN — e e

Abb. 14 CoPP-induzierte HO-1 Proteinexpression in humanen PBMCs

Frisch isolierte PBMCs wurden 15h mit 30uM CoPP vorinkubiert und gewaschen. Die Zellen wurden
entweder direkt nach der CoPP-Behandlung (0h) oder nach weiteren 12h bzw. 24h Inkubation lysiert und
mittels Western Blot analysiert. Dargestellt ist das Ergebnis eines reprdsentativen Versuches von drei

unabhéngigen Exprimenten.

Die Proteinanalyse zeigt, dass PBMCs konstitutiv kein HO-1 exprimieren. Jedoch resultiert eine
Prainkubation von PBMCs mit CoPP in einer Hochregulation der HO-1-Expression. Diese HO-1-
Uberexpression ist nach Entfernen des HO-1-Induktors fiir mindestens weitere 24h nachweisbar
(Abb. 14).

Im nachsten Schritt wurden die in PBMCs enthaltenden einzelnen Zellpopulationen voneinander
separiert und im Hinblick auf ihre HO-1-Expression untersucht. Monozyten, T-Zellen und B-Zellen
wurden 15h mit 30uM CoPP inkubiert und anschlieRend die Proteinexpression mittels Western

Blot analysiert.
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Monos Fzellen B-Zellen
15h CoPP[30uM] - + - + - +
HO-1 —

Abb. 15 CoPP-induzierte HO-1 Proteinexpression in verschiedenen Immunzellen

Monos = Monozyten; Die verschiedenen Leukozytensubpopulationen wurden 15h +/- 30uM CoPP inkubiert,
lysiert und im Western Blot analysiert. Dargestellt ist das Ergebnis eines reprasentativen Versuches von
drei unabhangigen Exprimenten.

Die Western Blot Analyse der einzelnen Zelltypen zeigt, dass in keiner der untersuchten
Zellpopulationen eine konstitutive HO-1-Expression nachzuweisen ist. Durch eine Behandlung mit
CoPP lasst sich die HO-1-Expression in Monozyten, nicht jedoch in Lymphozyten induzieren. Dies
deutet darauf hin, dass HO-1-vermittelte Effekte hauptsachlich in Monozyten zu erwarten sind. Da
gerade ein Funktionsverlust von Monozyten zu den wesentlichen Charakteristika einer
Immundepression gehort, fokussierten sich die weiteren Untersuchung auf die Effekte einer
Porphyrin-induzierten HO-1-Hochregulation auf die antigenprasentierenden Eigenschaften von
Monozyten.
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4.2 Effekte von HO-1-Induktoren auf den Phanotyp von humanen

Monozyten

4.2.1 Beeinflussung der monozytaren HLA-DR-Expression

Eine wesentliche funktionelle Eigenschaft von Monozyten ist die Prasentation von Antigenen
mittels MHC-II Molekulen. Diese Fahigkeit ist bei einer Immundepression stark vermindert. Im
nachfolgenden Versuch sollte deshalb untersucht werden, ob eine CoPP-induzierte HO-1-
Hochregulation einen Einfluss auf die konstitutive HLA-DR-Expression in humanen Monozyten
hat. Dabei wurde die Synthese von HLA-DR von der mRNA-Expression Uber die intrazellulare bis
zur oberflachlichen HLA-DR-Expression verfolgt.

Separierte Monozyten (fir die mRNA-Analyse) bzw. PBMC (fur die Analyse der intrazellularen
und der oberflachlichen HLA-DR-Expression) wurden fir 15h mit 30uM CoPP prainkubiert und
anschlielend die HLA-DR-Expression mittels Durchflusszytometrie (intrazellulares und
oberflachliches HLA-DR) oder RT-PCR (mRNA-Analyse) zu verschiedenen Zeitpunkten

analysiert.

Die Ergebnisse der HLA-DR-Messung zeigen, dass es in kultivierten Monozyten zeitabhangig zu
einer Hochregulation der HLA-DR Expression kommt. Dies zeigt sich sowohl auf der
Zelloberflache (Abb. 16A) als auch auf intrazellularem Niveau (Abb. 16B). Auch die Expression
der HLA-DR mRNA steigt zeitabhangig leicht an, allerdings erreicht sie im Vergleich zu den Oh-
Werten kein signifikantes Niveau (Abb. 16C). Eine CoPP-Behandlung hemmt die konstitutive
HLA-DR Expression. Bereits nach einer 15-stiindigen CoPP-Vorbehandlung, wahrend der es zu
einer starken Induktion der HO-1 Expression kommt (siehe Abb. 14), ist die Expression der HLA-
DR mRNA im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen signifikant gehemmt (Abb. 16C).
Diese Suppression zeigt sich auch in einer signifikant verminderten Expression von
intrazelluldrem HLA-DR Protein (Abb. 16B). Die HLA-DR-Expression auf der Zelloberflache (Abb.
16A) nimmt dagegen langsamer ab. In allen drei Fallen ist jedoch 24h nach CoPP-Behandlung die

HLA-DR-Expression signifikant gegenlber den unbehandelten Kontrollzellen gehemmit.
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Abb. 16 HLA-DR Expression in Monozyten nach CoPP-induzierter HO-1 Hochregulation

Die Zellen wurden 15h +/- 30uM CoPP inkubiert. Ein Teil der Zellen wurde anschlie3end sofort analysiert
(Oh). Der andere Teil der Zellen wurde mit Medium gewaschen und weitere 12h bzw. 24h mit Medium
inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Expression der HLA-DR mRNA (A), der intrazelluldren HLA-DR
Expression (B) und die HLA-DR Expression auf der Oberfldche (C) analysiert. (A) Separierte Monozyten
wurden zum angegebenen Zeitpunkt in entsprechendem RNA-Lysepuffer aufgenommen und bis zur
weiteren Analyse bei -80°C eingefroren. Die HLA-DR mRNA wurde mittels RT-PCR detektiert. (B) + (C) Die
PBMCs wurden zum angegebenen Zeitpunkt mittels Durchflusszytometrie analysiert und die HLA-DR
Expression der CD14-positiven Monozyten dargestellt. Gezeigt sind die Mittelwerte  mit
Standardabweichung von vier bis finf (auBer +0h, +24h Oberflachen HLA-DR: n=28) unabhéngigen
Experimenten als prozentuale Abweichung von den unbehandelten Kontrollzellen zum Zeitpunkt t=0h.
*=p<0,05, #=0,068.
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4.2.2 Einfluss von CoPP auf die MHC-lI-Expression von B-Zellen und die MHC-I-

Expression von Monozyten

Im folgenden Versuch wurden die MHC- und Zellspezifitit der CoPP-vermittelten Effekte
untersucht. Dazu wurde die Beeinflussung der MHC-I Expression von Monozyten und der HLA-

DR Expression von B-Zellen analysiert.

A - MHC-I Expression in Monozyten B - MHC-II Expression in B-Zellen
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140 | 140 -
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Abb. 17 MHC-I Expression auf Monozyten (A) und HLA-DR Expression auf B-Zellen (B) nach CoPP-
induzierter HO-1 Hochregulation

PBMCs wurden 15h +/- 30uM CoPP behandelt. AnschlieRend wurden die Zellen mit Medium gewaschen
und weitere 24h inkubiert. Die Analyse der Oberflachenproteine erfolgte mittels Durchflusszytometrie.
Detektiert wurde das MHC-I A1 Molekil auf CD14-positiven Monozyten und die HLA-DR Expression auf
CD19-positiven B-Zellen. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung von vier unabhédngigen

Experimenten als prozentuale Abweichung von den unbehandelten Kontrollzellen.

Weder die MHC-I-Expression auf Monozyten (Abb. 17A) noch die HLA-DR-Expression von B-
Zellen (Abb. 17B) werden durch eine 15stindige CoPP Behandlung beeinflusst.

Folglich Iasst dieses Ergebnis den Rlckschluss zu, dass eine CoPP-Behandlung spezifisch die
HLA-DR-Expression auf Monozyten beeinflusst, wahrend sowohl die MHC-I-Expression auf
Monozyten, als auch die MHC-II-Expression auf B-Zellen unbeeinflusst bleibt. Dies korreliert mit
der CoPP-vermittelten selektiven HO-1-Hochregulation, welche ausschlieBlich in Monozyten

jedoch nicht in B-Zellen zu beobachten ist (Abb. 15).
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4.2.3 Genexpression der MHC-lI-regulierenden costimulatorischen Molekiile nach

CoPP-induzierter HO-1 Hochregulation

Um die Auswirkung einer CoPP-induzierten HO-1-Uberexpression auf die MHC-II-Expression von
Monozyten genauer zu untersuchen, wurden im Folgenden weitere Molekule analysiert, welche
fur eine optimale Antigenbeladung der MHC-II Molekule wichtig sind. Insbesondere interessierte
die Genexpression von CD86, der Cystein-Protease Cathepsin S, sowie die Expression von CD74
(invariant chain) und HLA-DM. Wé&hrend CD74 das neu synthetisierte HLA-DR-Molekul stabilisiert
und zudem als CLIP-Protein die leere Bindetasche des MHC-II Molekils blockiert, katalysiert
HLA-DM den Austausch von CLIP gegen das zu prasentierende Antigen.

Fur die Analyse wurden separierte Monozyten 15h mit 30uM CoPP vorbehandelt und die mRNA
Expression der verschiedenen Molekille zu unterschiedlichen Zeitpunkten mittels RT-PCR
detektiert.

Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse zeigen, dass eine Induktion von HO-1 mit einer
signifikant verminderten Expression von CD74 (Abb. 18A) und HLA-DMa (Abb. 18B) assoziiert ist.
Diese Suppression ist bis zu 24h nach Entfernen des HO-1-Induktors signifikant gegenliber den
unbehandelten Kontrollzellen. Im Gegensatz dazu bleibt die konstitutive Expression des
Comolekuls CD86 unbeeinflusst von der HO-1-Induktion (Abb. 18C), auch wenn 24h nach der
CoPP-Behandlung die CD86-Expression im Vergleich zu den Kontrollzellen tendenziell leicht
vermindert scheint. Die mRNA-Expression der Protease Cathepsin S ist direkt nach der CoPP-
Behandlung vermindert, steigt jedoch nach Entfernen des HO-1-Induktors innerhalb von 24h

wieder auf Kontrollniveau an (Abb. 18D).
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Abb. 18 Genexpression von CD74 (A), HLA-DM (B), CD86 (C) und Cathepsin S (D) nach CoPP-
induzierter HO-1 Hochregulation

Separierte Monozyten wurden 15h +/- 30uM CoPP inkubier, mit Medium gewaschen und entweder sofort
nach der Préinkubation oder nach weiteren 12h bzw. 24h Inkubation in entsprechendem RNA-Lysepuffer
lysiert und bis zur weiteren Analyse bei -80°C eingefroren. Mittels RT-PCR wurde die Genexpression von
CD74 (A), HLA-DMa (B), CD86 (C) und Cathepsin S (D) analysiert. Gezeigt sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung von fiinf unabhdngigen Experimenten als prozentuale Abweichung von den
unbehandelten Kontrollzellen zum Zeitpunkt t=0h.*=p<0,05.

Die Analyse der Genexpression der vier Molekile zeigt, dass hauptsachlich die Expression von
Proteinen, welche unter der Kontrolle des MHC-II-Masterregulators Klasse-Il-Transaktivator
(CHIITA) stehen, in CoPP-behandelten Monozyten beeintrachtigt sind. Zu diesen Proteinen
gehdren sowohl HLA-DR als auch CD74 und HLA-DM. Eine Hemmung dieser Proteine kann auf
eine Suppression der CIITA-Expression hindeuten. Die Ergebnisse fiihrten also zu der
Vermutung, dass eine Porphyrin-Behandlung die Expression oder Funktionalitat des MHC-II

Masterregulators beeinflusst.
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4.2.4 Beeinflussung der konstitutiven CIITA-Expression

Fur die Analyse der CIITA-Genexpression wurden separierte Monozyten 15h mit 30uM CoPP

behandelt und die CIITA Expression zu verschiedenen Zeitpunkten mittels RT-PCR untersucht.
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Abb. 19 CIITA mRNA Expression nach CoPP-induzierter HO-1 Hochregulation

Separierte Monozyten wurden 15h +/- 30uM CoPP inkubiert und anschlieBend mit Medium gewaschen.
Sofort nach der Prédinkubation oder nach weiteren 12h bzw. 24h Inkubation wurden die Zellen lysiert und bis
zur weiteren Analyse bei -80°C eingefroren. Die CIITA Genexpression wurde mittels RT-PCR analysiert.
Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung von fiinf unabhdngigen Experimenten, als prozentuale

Abweichung von den unbehandelten Kontrollzellen zum Zeitpunkt t=0h. *=p<0,05.

Das Ergebnis zeigt, dass eine HO-1-Induktion in Monozyten mit einer signifikant verminderten
konstitutiven Expression von CIITA korreliert. Diese Hemmung ist bis zu 24h nach Entfernen des
HO-1-Induktors signifikant gegeniber den unbehandelten Kontrollzellen (Abb. 19).

Das hier gezeigte Ergebnis korreliert zudem mit der unter Kapitel 4.2.3 gezeigten verminderten
Expression von HLA-DR (Abb. 16), CD74 und HLA-DM (Abb. 18). Die Hemmung der CIITA-
Expression durch eine CoPP-Behandlung kénnte demzufolge die verminderte Expression von
HLA-DR, CD74 und HLA-DM erklaren.

4.2.5 Einfluss einer CoPP-Behandlung auf die IFN-y -induzierte MHC-lI-Expression

Die Expression von CIITA wird durch das proinflammatorische Zytokin IFN-y stark induziert. Eine
gesteigerte CIITA-Expression fiihrt wiederum zu einer gesteigerten HLA-DR Expression. Eigene
Vorarbeiten zeigten, dass eine CoPP-Prainkubation die IFN-y~induzierte Oberflachenexpression

von HLA-DR signifikant vermindert [48,73] . Um diese Daten zu bestatigen, wurde in der
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folgenden Versuchsreihe die Beeinflussung der IFN-y~induzierten monozytaren HLA-DR-
(Abb.20B) und CIITA- (Abb.20C) Expression durch eine CoPP-Vorbehandlung untersucht.
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Abb. 20 Beeinflussung der IFN-y -induzierten HLA-DR und CIITA Expression durch CoPP

(A) PBMCs wurden 15h +/- 30uM CoPP inkubiert, anschlieBend mit Medium gewaschen und weitere 24h
mit 10ng/ml IFN-y stimuliert. Nach der Inkubation wurde die Oberfldchenexpression von HLA-DR auf CD14-
positiven Monozyten mittels Durchflusszytometrie analysiert. Gezeigt sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung von 6 unabhédngigen Experimenten als prozentuale Abweichung von den
Kontrolizellen. *=p<0,05. (B) und (C) Separierte Monozyten wurden 15h +/- 30uM CoPP inkubiert,
anschlieend mit Medium gewaschen und weitere 24h mit 10ng/ml IFN-y stimuliert. Nach der Inkubation
wurden die Zellen mit entsprechendem Lysepuffer lysiert und die HLA-DR- und CIITA- Genexpression
mittels RT-PCR analysiert. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung von 3 unabhéngigen
Experimenten als prozentuale Abweichung von den Kontrollzellen
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Eine CoPP-Vorbehandlung hemmt signifikant die IFN-j~induzierte HLA-DR-Expression auf der
Oberflache von Monozyten (Abb.20A). Die Analyse der HLA-DR-mRNA zeigt jedoch nur eine
leichte Verminderung der IFN-y-induzierten Expression (Abb.20B), wahrend die CIITA
Genexpression durch eine CoPP-Vorbehandlung um ca 20% reduziert ist. Auf Grund der
Resultate der HLA-DR Proteinexpression, wo eine signifikante Hemmung der IFN-y-induzierten
HLA-DR Oberflachenexpression um ca. 40% in Folge einer CoPP-Prainkubation zu detektieren
war, und der eindeutig verminderten CIITA mRNA-Expression, wurde ebenfalls eine starkere
Hemmung der HLA-DR mRNA-Expression erwartet. Diese Diskrepanz lasst sich mdglicherweise
mit Probanden-spezifischen Unterschieden erklaren, da die Zellen fir die Oberflachenanalyse in
diesem Fall nicht von den gleichen Probanden stammten, wie die Zellen flr die mRNA-Analyse.
Eine weitere Uberlegung ist, dass die IFN-y-induzierte HLA-DR-Hochregulation durch CoPP, im
Gegensatz zur konstitutiven HLA-DR-Expression, eventuell erst posttranskriptional beeinflusst

wird.
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4.3 Nachweis der HO-1-Spezifitat

Die bisherigen Versuche wurden unter der Annahme durchgefiihrt, dass die Porphyrin-induzierte
Uberexpression von HO-1 Ursache fiir die Hemmung der HLA-DR-Expression ist. Wenn sich
diese Hypothese bestatigt, sollten andere HO-1-Induktoren, wie z.B. Hamin, &hnliche Effekte
haben und zudem sollte eine Hemmung von HO-1 die supprimierende Wirkung von CoPP

aufheben.

4.3.1 HO-1-Proteinexpression im Vergleich nach CoPP- und Hamin-Behandlung

Zunachst wurde die HO-1-Induktion durch CoPP und Hamin verglichen. Dazu wurden PBMCs 15h
mit 30uM CoPP bzw. mit 30uM Hamin vorbehandelt und anschlieRend die HO-1-

Proteinexpression zu den angegebene Zeitpunkten mittels Western Blot analysiert.

15h Inkubation 15h Inkubation + 24h ctrd
Medium + +
30uM CoPP + +
30uM Hamin + +

HO-1 ea -

Abb. 21 HO-1-Expression in humanen PBMCs nach Porphyrin-Behandlung

Frisch isolierte PBMCs wurden 15h +/- 30uM CoPP bzw. +/- 30uM Hémin inkubiert und anschlieSend mit
Medium gewaschen. Fiir die Analyse wurden die Zellen entweder sofort nach der Prdinkubation oder nach
weiteren 24h Inkubation mit entsprechendem Western Blot-Lysepuffer lysiert und bis zur weiteren Analyse
bei -80°C eingefroren. Die HO-1-Proteinexpression wurde mittels Western Blot analysiert. Dargestellt ist

das Ergebnis eines reprasentativen Versuches von drei unabhéngigen Exprimenten.

Die HO-1-Proteinanalyse bestatigte zum einen, dass konstitutiv keine HO-1-Expression
nachzuweisen ist, und zum anderen, dass eine 15-stiindige CoPP-Behandlung zu einer starken
HO-1-Hochregulation fuhrt, welche bis zu 24h nach Entfernen von CoPP sehr gut zu detektieren
ist. Eine Behandlung mit Hamin resultiert dagegen in einer schwacheren HO-1-Expression nach
15h Inkubationszeit, welche 24h nach Entfernen von Hamin jedoch nicht mehr detektierbar war
(Abb. 21).
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4.3.2 Kinetik der HO-1-Expression in Monozyten nach CoPP- und Hamin-
Behandlung

Um die Unterschiede in der durch CoPP und Hamin induzierten HO-1-Expression genauer zu
analysieren, wurde die Proteinexpression nach 1h, 4h und 8h analysiert.

Da die HO-1 hauptséachlich in Monozyten induzierbar ist, wurden fiir die Kinetik diese Zellen aus
den PBMCs isoliert, mit 30um CoPP und 30uM Hamin inkubiert und anschlieend sowohl die HO-
1 Proteinexpression (Abb. 22) als auch der HO-1 mRNA-Level (Abb. ) analysiert.

Oh 1h 4h 8h
Medium + + + +
30uM CoPP + + +
30uM Hamin + + +
o= _— = e

Abb. 22 Kinetik der HO-1 Proteinexpression in humanen Monozyten nach Porphyrinbehandlung
Separierte Monozyten wurden (ber den angegebenen Zeitraum +/- 30uM CoPP bzw. +/- 30uM Hémin
inkubiert, anschlieBend lysiert und die HO-1 Proteinexpression im Western Blot analysiert. Dargestellt ist

das Ergebnis eines représentativen Versuches von drei unabhéngigen Exprimenten.

Die Kinetik zeigt, dass Hamin schneller zu einer nachweisbaren Induktion von HO-1 fihrt als
CoPP. Schon 4h nach der Behandlung mit Hamin ist HO-1 gut detektierbar, wahrend die durch
CoPP-induzierte HO-1-Expression marginal ist. Nach 8h wird durch beide Porphyrine eine gut
nachweisbare HO-1-Proteinmenge induziert, wobei auf Grund der Bandenstarke quantitativ mehr
HO-1 nach Hamin-Behandlung als nach CoPP-Behandlung produziert wurde. Die Hamin-
vermittelte Induktion von HO-1 nimmt jedoch 15h nach der Behandlung wieder stark ab, wahrend
CoPP zu einer langeren HO-1-Induktion fuhrt (Abb. 21).

Durch eine HO-1-mRNA-Analyse soll im nachsten Schritt ein genaueres Verstandnis Uber die
Kinetik der CoPP- und Hamin-induzierten HO-1-Expression erlangt werden.

Dazu wurden separierte Monozyten Uiber den angegebenen Zeitraum mit 30uM CoPP bzw. 30uM
Hamin inkubiert und die HO-1-Genexpression nach verschiedenen Zeitpunkten mittels RT-PCR

analysiert.
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Abb. 23 Kinetik der HO-1 Genexpression in humanen Monozyten nach CoPP- und Hamin-
Behandlung

Separierte Monozyten wurden fiir 2h, 4h, 8h und 18h +/- 30uM CoPP bzw. +/- 30uM Hémin stimuliert. Nach
18h Stimulation wurde ein Teil der Zellen gewaschen und fiir weitere 12h, 24h bzw. 48h mit Medium
inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die jeweiligen Zellen mit speziellem RNA-Lysepuffer
lysiert und bis zur weiteren Analyse bei -80°C eingefroren. Die HO-1 Genexpression wurde mittels RT-PCR
analysiert. Dargestellt ist das Ergebnis eines reprdsentativen Versuches von drei unabhéngigen

Exprimenten.

Die Analyse der mRNA-Expression ergab, dass Monozyten konstitutiv nur wenig HO-1 mRNA
exprimieren. Wahrend einer Behandlung mit 30uM CoPP und 30uM Hamin steigt die HO-1
mRNA-Expression jedoch stark an. Allerdings zeigt sich eine verschobene Kinetik im Vergleich
von CoPP- und Hamin-induzierter HO-1-Expression. Wahrend es durch Hamin zu einer sehr
schnellen HO-1 Induktion kommt, die bereits nach 2h Inkubation ihr Maximum erreicht und nach
18h wieder auf Kontrollniveau abgesunken ist, steigt die CoPP-induzierte HO-1-Expression
langsamer an und erreicht erst nach 4h Inkubation ihr Maximum. Nach 8h nimmt auch die CoPP-
induzierte HO-1-Expression langsam wieder ab, bleibt jedoch auch 48h nach Entfernen des
Induktors deutlich tber dem Niveau der unbehandelten Kontrollzellen (Abb. 23).

Sowohl die RNA-Analyse, als auch die Proteinanalyse (Abb. 21 und Abb. 22) zeigen, dass beide

Porphyrine die Expression von HO-1 induzieren.
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4.3.3 Einfluss von Hamin auf die monozytare HLA-DR-Expression

Die oben dargestellten Daten zeigten eine langanhaltendere Induktion der HO-1-Expression durch
das synthetische Protoporphyrin CoPP im Vergleich zu Hamin. Unter der Annahme, dass die
verminderte HLA-DR-Expression von der induzierten HO-1-Expression abhangt, sollte die in
Folge einer CoPP-Behandlung beobachtete Hemmung der HLA-DR-Expression ebenfalls starker
ausfallen als nach Hamin-Behandlung.

Um diese Vermutung zu untersuchen, wurde die monozytare HLA-DR-Expression in CoPP- bzw.

Hamin-behandelten PBMCs verglichen.
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Abb. 24 HLA-DR-Expression von Monozyten nach Porphyrinbehandlung

Die Zellen wurden 15h +/- 30uM CoPP bzw. +/- 30uM Hamin inkubiert, anschlieBend mit Medium
gewaschen und fiir weitere 24h inkubiert. Mittels Durchflusszytometrie wurde die HLA-DR Expression der
CD14+ Monozyten analysiert. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung von 28 (CoPP-
Behandlung) bzw. 8 (Hémin-Behandlung) unabhéngigen Experimenten als prozentuale Abweichung von
den unbehandelten Kontrollzellen. *=p<0,01

24h nach Prainkubation zeigte sich sowohl in CoPP- als auch in Hamin-behandelten Monozyten
eine signifikant Hemmung der konstitutiven HLA-DR-Expression. Die im Vergleich zu Hamin-
behandelten Zellen tendentiell starkere HLA-DR-Hemmung nach CoPP-Prainkubation ist
mdglicherweise auf die starker HO-1-Induktion durch CoPP zuriick zu fuhren (Kapitel 4.3.1 und
4.3.2).
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4.3.4 Hemmung der HO-1-Expression mittels siRNA

Im nachsten Schritt sollte mittels spezifischer Hemmung der HO-1-mRNA gezeigt werden, dass
die beobachteten Porphyrin-Effekte tatsachlich HO-1-abhangig sind. In diesem Fall sollte eine
Hemmung der HO-1-Induktion mittels spezifischer siRNA die CoPP- und Hamin-vermittelten
Effekte aufheben.

Zunachst wurde die Effizienz der HO-1-spezifischen siRNA hinsichtlich ihrer Hemmung der HO-1-
Expression untersucht. Dazu wurden Monozyten mit HO-1-spezifischer siRNA, unspezifischer
Kontroll-siRNA oder ohne jegliche siRNA transfiziert. Die transfizierten Zellen wurden
anschlielend 15h mit 30uM CoPP behandelt und danach die HO-1-Proteinexpression mittels

Western Blot analysiert.

ohne siRNA HO-1 sRNA ctr SRNA
15h 30pM CoPP - + -+ - +

Abb. 25 HO-1 Proteinexpression von Monozyten nach Transfektion von siRNA

Separierte Monozyten wurden mit HO-1-spezifischer siRNA bzw. mit unspezifischer Kontroll-siRNA
transfiziert und anschlie8end fiir 15h +/- 30uM CoPP inkubiert. Die HO-1- Proteinexpression wurde mittels
Western Blot detektiert. Dargestellt ist das Ergebnis eines reprasentativen Versuches von drei

unabhéngigen Exprimenten

Es zeigte sich, dass die Transfektion alleine keinen Effekt auf die Expression des
Hitzeschockproteins (HO-1) hat. Eine CoPP-Behandlung fiihrt jedoch sowohl in den ohne siRNA
transfizierten Monozyten als auch in den mit der unspezifischen siRNA transfizierten Zellen zu
einer massiven HO-1-Proteinexpression. Nach Transfektion mit HO-1-spezifischer siRNA ist die
CoPP-induzierte HO-1-Expression jedoch nahezu vollstandig gehemmt.

Die Proteinanalyse der transfizierten Zellen zeigte demnach eine optimale Hemmung der HO-1-

Expression nach Transfektion mit HO-1-spezifischer siRNA.
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Wenn die CoPP- und Hamin-vermittelten Effekte ausschliellich HO-1-abhangig sind, sollte eine
Hemmung der HO-1-Expression die Inhibition der HLA-DR-Expression aufheben.

Zur Untersuchung dieser Annahme wurde daher die HLA-DR-Expression in siRNA-transfizierten
Monozyten nach 24h nach CoPP- bzw. Hamin-Prainkubation (15h mit 30uM CoPP bzw. 30uM

Hamin) mittels Durchflusszytometrie analysiert.
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Abb. 26 HLA-DR-Expression nach Hemmung der HO-1-Expression mittels siRNA

Separierte Monozyten wurden mit HO-1 spezifischer siRNA bzw. mit unspezifischer Kontroll-siRNA
transfiziert, 2h ruhen gelassen und dann 15h +/- 30uM CoPP bzw. +/- 30uM Hémin inkubiert. Anschliel3end
wurden die Zellen mit Medium gewaschen und weitere 24h inkubiert. Mittels Durchflusszytometrie wurde
dann die HLA-DR-Expression analysiert. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung von 3
(CoPP-Behandlung) bzw. die Werte von einem (Hdmin-Behandlung) unabhéngigen Experiment(en) als

prozentualer Wert der Kontrollzellen.

Die Analyse der HLA-DR-Expression zeigt, dass die Suppression der HO-1-Expression nicht die
CoPP- bzw. Hamin-vermittelte Hemmung der MHC-II-Expression aufheben kann (Abb. 26),
woraus geschlussfolgert wurde, dass die verwendeten Porphyrine CoPP und Hamin die

monozytare HLA-DR-Expression tUber HO-1-unabhangige Mechanismen hemmen.
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4.4 Rolle des Hamoglobin-Scavenger Rezeptors in der Porphyrin-

vermittelten Hemmung der HLA-DR-Expression

Die strukturelle Ahnlichkeit der verwendeten Protoporphyrine CoPP und Hamin mit dem
natirlichen Substrat der HO-1, dem Hamprotein, flihrte zu der Annahme, dass die drei Molekiile
Uber den selben Mechanismus in die Zelle gelangen und damit auch eine ahnliche Wirkung auf
die Zielzelle haben. Die Aufnahme des aus vier Hamproteinen aufgebauten Hamoglobins wird
Uber den Hamoglobin-Scavenger Rezeptor CD163 initiiert. Unter Berucksichtigung der oben
aufgestellten Hypothese sollte eine Behandlung der Zellen mit Hamoglobin (Hb) bzw.
Hamoglobin-Haptoglobin-Komplexen (HbHg), ahnlich wie CoPP und Hamin, zu einer Hemmung
der konstitutiven HLA-DR-Expression fuhren. Sofern die Effekte CD163-abhangig sind, sollte
zudem ein Blockieren des Hamoglobin-scavenger Rezeptors mittels spezifischer Antikdrper die

Porphyrin-vermittelte HLA-DR-Hemmung aufheben.

441 Einfluss einer HbHg-Behandlung auf die konstitutive HLA-DR-Expression in

Monozyten

Zunachst wurde kontrolliert, ob in humanen Monozyten eine konstitutive CD163-Expression zu
detektieren ist. Dazu wurden frisch isolierte PBMC in Kultur genommen und die CD163-
Expression der Monozyten direkt nach Praparation, sowie nach weiteren 15h bzw. 40h Inkubation
detektiert.

Zudem wurde die Beeinflussung der monozytaren HLA-DR-Expression durch eine Hb- bzw.
HbHg-Behandlung untersucht. Fur die Analyse der MHC-II-Expression wurden die Zellen 15h mit
CoPP, Hamin und HbHg inkubiert, gewaschen, weitere 24h inkubiert und anschlielend die HLA-

DR-Expression der Monozyten mittels Durchflusszytometrie analysiert.
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Abb. 27 Konstitutive Expression von CD163 (A) und HLA-DR (B) auf Monozyten nach Porphyrin-
Behandlung

(A) Die CD163-Expression der CD14-positive Monozyten wurde direkt nach PBMC-Préparation (0h), sowie
15h und 40h nach der Préparation mittels Durchflusszytometrie analysiert. Gezeigt ist das Ergebnis eines
repréasentativen Versuches von drei unabhédngigen Experimenten. (B) PBMCs wurden 15h mit 30uM CoPP,
30uM Hémin und 1mg/ml HbHg stimuliert, anschlieBend mit Medium gewaschen und weitere 24h inkubiert.
Nach der Inkubation wurde die HLA-DR Expression der CD14-positiven Monozyten mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung von 11

unabhéngigen Experimenten als prozentualer Wert der unbehandelten Kontrollzellen. *=p<0,05

Das Ergebnis der CD163-Messung bestatigt die Literaturdaten [122] und zeigt, dass kultivierte
genommene Monozyten ihre CD163-Expression hoch regulieren (Abb. 27A).

Eine Prainkubation mit HbHg-Komplexen resultiert zudem ebenso wie fiir Porphyrine gezeigt in
einer signifikanten Hemmung der konstitutiven MHC-II-Expression (Abb. 27B). Gleiche
Hemmeffekte auf die HLA-DR-Expression wie fur HbHg-Komplexe wurden ebenfalls fir eine

Prainkubation mit Hamoglobin alleine beobachtet (Daten nicht gezeigt, siehe auch 7.4.3).

Die Bindung von HbHg-Komplexen an den Hamoglobin-Scavenger Rezeptor induziert die
Synthese des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 [87] , welches in der Lage ist, die HLA-DR-
Expression in Monozyten und Makrophagen zu inhibieren [123] .

Im nachsten Versuch sollte daher geklart werden, ob die Protoporphyrin-vermittelte Hemmung der
HLA-DR-Expression IL-10 abhangig ist.
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4.4.2 Einfluss von IL-10 auf die Porphyrin-Effekte

Zunachst wurde die IL-10-Konzentration im Kulturiberstand nach einer 15stlindigen
Prainkubation von PBMC mit CoPP, Hamin und HbHg gemessen. AnschlieRend wurde die
Wirkung des Zytokins durch einen IL-10-neutralisierender Antikorper (anti IL-10) blockiert und die
Effekte einer Porphyrin-Behandlung auf die monozytare HLA-DR-Expression mit und ohne anti-IL-

10 Antikorper mittels Durchflusszytometrie verglichen.
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Abb. 28 IL-10-Expression (A) und HLA-DR-Expression nach Neutralisierung von IL-10 (B) nach
Behandlung mit CoPP, Hamin und HbHg

(A) PBMCs wurden 15h mit 30uM CoPP, 30uM Héamin und 1mg/ml HbHg-Komplexen inkubiert und
anschlieBend die IL-10 Konzentration im Uberstand am Immulite gemessen. Gezeigt ist das Ergebnis eines
représentativen Versuches von zwei unabhédngigen Experimenten. (B) PBMCs wurden 15h mit 10ug/ml anti
IL-10 und mit 30uM CoPP, 30uM Hémin und 1mg/ml HbHg-Komplexen stimuliert. AnschlieBend wurden
Zellen mit Medium (RPMI komplett) gewaschen, weitere 24h inkubiert und nach der Inkubation die HLA-DR
Expression der CD14-positiven Monozyten mittels Durchflusszytometrie analysiert. Gezeigt sind die
Mittelwerte mit Standardabweichung von 6 unabhédngigen Experimenten als prozentualer Wert der

unbehandelten Kontrollzellen. *=p<0,05

Das Ergebnis der IL-10 Messung zeigt, dass Monozyten sowohl konstitutiv als auch nach CoPP-
Behandlung kaum IL-10 produzieren. Im Gegensatz dazu induziert eine Behandlung mit Hamin
und HbHg die Synthese von IL-10, so dass grof3e Mengen des antiinflammatorischen Zytokins im
Uberstand zu detektiert sind (Abb. 28A). Die Abb. 28 B zeigt jedoch, dass die gesteigerte 1L-10-
Produktion nicht flir die Porphyrin-induzierte Hemmung der HLA-DR-Expression verantwortlich ist,

da eine Neutralisation von IL-10 den hemmenden Effekt von Hamin und HbHg nicht aufheben
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kann (Abb. 28B). Fur eine Unabhangigkeit von IL-10 spricht zudem, dass eine CoPP-Behandlung

kein IL-10 induziert, aber dennoch zu einer signifikanten Hemmung der HLA-DR-Expression fiihrt.

4.4.3 Beeinflussung der Porphyrin-Effekte durch Blockieren von CD163

(Hamoglobin-Scavenger-Rezeptor)

Die bisherigen Befunde zeigten, dass eine Behandlung sowohl mit den Porphyrinen CoPP und
Hamin, als auch mit Hb und HbHg-Komplexen zu einer Hemmung der monozytaren HLA-DR-
Expression fiihrt. Dies und die strukturelle Ahnlichkeit der verwendeten Porphyrine lasst die
Hypothese zu, dass die vermittelten Effekte durch einen CD163-abhangigen Mechanismus initiiert
werden. Daher sollte durch Blockieren des Hamoglobin-Scavenger Rezeptors die Porphyrin- bzw.
Hb/Hg-induzierten Effekte aufgehoben werden.

Zum Blockieren des Rezeptors wurde der CD163-spezifische Antikérperklon EDHu-1 verwendet.
Dieser bindet an die SRCR Doméane 3 des Rezeptors und blockiert somit die Bindung von HbHg
an CD163 [124] .

Erste Austestungen von EDHu-1 ergaben jedoch, dass der Antikérper Endotoxin-kontaminiert war
(EDHu-1: 263pg Endotoxin/ml), so dass dieser zunachst mittels EndoTrap-Red-System
aufgereinigt werden musste.

Der aufgereinigte, endotoxinfreie Antikorperklon EDHu-1 (Frak.2A) wurde dann zum Blockieren
des Hamoglobin-Scavenger Rezeptors verwendet. Die eingesetzten EDHu-1-Konzentrationen
ergaben sich aus einer veréffentlichten Studie, bei der die HbHg-induzierte IL-10-Sythese in
humanen Monozyten mit einem CD163-Antikdrper (Klon RM3/1) gehemmt werden konnte [87] .
Der Antikérperklon RM3/1 wurde in dieser Arbeit jedoch auf Grund seiner sehr starken
Endotoxinkontamination (RM3/1: 20ng Endotoxin/ml) nicht verwendet.

Vorversuche zeigten, dass auch Hamoglobin (Hb) alleine die konstitutive Expression von HLA-DR
vermindert (siehe 7.4.1). Fur den Versuch wurden PBMCs 30min mit 10ng/ml — 50ng/ml Frak.2A
(Endotoxin-freier EDHu-1) vorbehandelt, bevor sie zusatzlich 15h mit 1mg/ml Hb inkubiert wurden.
AnschlieBend wurden die Zellen weitere 24h mit Medium inkubiert und die HLA-DR-Expression

der Monozyten mittels Durchflusszytometrie analysiert.
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Abb. 29 HLA-DR-Expression nach Blockieren von CD163

PBMCs wurden 30min mit 10ng/ml, 1ug/ml, 20mg/ml und 50ug/ml Frak.2A (Endotoxin-freier EDHu-1)
vorinkubiert und dann fiir weitere 15h zusétzlich +/- 1mg/ml Hb stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen
mit Medium (RPMI komplett) gewaschen und weitere 24h inkubiert. Nach der Inkubation wurden die HLA-
DR-Expression der CD14-positiven Monozyten mittels Durchflusszytometrie analysiert. Gezeigt sind die
Mittelwerte mit Standardabweichung von 9 unabhédngigen Experimenten als prozentualer Wert der

unbehandelten Kontrollzellen. *=p<0,05.

Die Ergebnisse zeigen zum einen, dass der endotoxinfreie Antikdrperklon EDHu-1 die konstitutive
HLA-DR-Expression nicht beeinflusst und zum anderen, dass eine Stimulation mit Hamoglobin
(Hb) signifikant die Expression von HLA-DR hemmt. Allerdings kann ein Blockieren des
Hamoglobin-Scavenger Rezeptors mittels EDHu-1 den hemmenden Effekt von Hb nicht aufheben.
Ein Blockieren der SRCR Doméane 3 von CD163 durch EDHu-1 hob zudem nicht die Hb-induzierte
IL-10 Expression auf (Daten nicht gezeigt). Dies kann darauf hindeuten, dass die SRCR Domane
3 nicht fur die Hb-induzierte IL-10-Expression verantwortlich ist oder dass die eingesetzte
Antikoérperkonzentration nicht ausreichend fiir eine optimale Blockierung von CD163 war. Unter
der Annahme, dass die verwendeten Porphyrine Uber den selben Mechanismus die konstitutive
Expression von HLA-DR vermindern, kdnnen die Daten aber ebenfalls daflir sprechen, dass die
durch CoPP, Hamin und HbHg-Komplexen vermittelte Hemmung der HLA-DR-Expression

unabhangig von einer Interaktion mit dem Hamoglobin-Scavenger Rezeptor CD163 ist.
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4.5 Welche intrazellularen Signalwege werden durch Protoporphyrine

beeinflusst ?

Ausgangspunkt dieser Arbeit war die These, dass die Porphyrin-induzierte Uberexpression von
HO-1 zu einer Hemmung der MHC-II-Expression auf Monozyten fiihrt. Allerdings zeigen die im
Kapitel 4.3.4 prasentierten Ergebnisse, dass die durch CoPP und Hamin-induzierte Hemmung der
HLA-DR-Expression Uber HO-1-unabhangige Mechanismus vermittelt wird. Mittels spezifischer
siRNA wurde die Porphyrin-induzierte Expression von HO-1 zwar effektiv gehemmt (Abb. 25),
allerdings blieb die CoPP- und Hamin-vermittelte Hemmung der HLA-DR-Expression davon
unbeeinflusst. Die Mechanismen der Porphyrin-vermittelten intrazellularen Signaltransduktion sind
bis heute weitgehend unklar. Im Folgenden wurden daher verschiedene molekulare Mechanismen
untersucht, die an der Regulation der HLA-DR-Expression beteiligt sind und daher von den

Porphyrinen beeinflusst sein kénnten.

4.5.1 Einfluss von CoPP auf die IFN-y~<induzierte STAT-1-Phosphorylierung

Wie in Kapitel 4.2.5 gezeigt, vermindert eine CoPP-Vorbehandlung die IFN-j~induzierte
Expression von CIITA. Durch die Interaktion von IFN-y mit seinem Rezeptor (IFN-)-R) wird eine
intrazellulare Signaltransduktionskaskade initiiert, in deren Folge durch Phosphorylierung der
Transkriptionsfaktor STAT-1 aktiviert wird, welcher dann die Expression von CIITA induziert (siehe
Kapitel 1.6).

Im folgenden Versuch wurde untersucht, inwiefern eine CoPP-Prainkubation die IFN-y~induzierte
STAT-1-Phosphorylierung beeinflusst. Da intrazelluldre Phosphorylierungskaskaden nach
Rezeptor/Ligand-Wechselwirkung in der Regel sehr schnell aktiviert werden, wurden PBMCs nach
einer 15h Vorbehandlung mit 30uM CoPP 15min mit IFN-y stimuliert und direkt anschlieffend die
STAT-1-Phosphorylierung mittels Durchflusszytometrie analysiert.
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Abb. 30 Auswirkung einer CoPP Vorbehandlung auf die IFN-y-induzierte STAT-1 Phosphorylierung
PBMCs wurden 15h +/- 30uM CoPP vorbehandelt, gewaschen und anschlieBend fir 15min mit 10ng/ml
IFN-y stimuliert. Zur Analyse der intrazelluldren STAT-1-Phosphorylierung wurden die Zellen sofort nach der
Stimulation fixiert, wie unter Kapitel 3.9.7 angegeben geférbt und mittels Durchflusszytometrie analysiert.
Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung von 5 unabhéngigen Experimenten als prozentualr
Wert der Kontrollzellen. *=p<0,05.

Die Analyse zeigt, dass eine CoPP-Behandlung die IFN-y~induzierte Phosphorylierung von STAT-
1 signifikant hemmt, so dass die Hemmung der IFN-j-~induzierten HLA-DR-Expression (siehe
7.2.5) mit einer verminderten Phosphorylierung von STAT-1 erklart werden kann. Im Gegensatz
dazu hat CoPP jedoch keinen Einfluss auf die kaum vorhandene konstitutive STAT-1
Phosphorylierung (Daten nicht gezeigt). Die Porphyrin-induzierte Hemmung der konsitutitven

monozytaren HLA-DR-Expression ist daher eher unabhangig von STAT-1.

4.5.2 Einfluss von CoPP auf die STAT-3-Phosphorylierung in humanen Monozyten

Kirzlich veréffentlichte Ergebnisse aus der eigenen Arbeitsgruppe zeigten, dass im Mausmodell
die CoPP-vermittelte Hemmung der LPS-induzierten DC-Reifung von einer Aktivierung des STAT-
3 Signalweges abhangt und unabhangig von der CoPP-induzierten HO-1-Hochregulation ist.
Durch Blockieren der STAT-3-Aktivitat mittels siRNA und einem STAT-3/JAK-2 Inhibitor (JSI124)
wurde die CoPP-vermittelte Hemmung der LPS-induzierten MHC-II-Expression in murinen DC
aufgehoben [125] .
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Wenn die CoPP-vermittelte Hemmung der HLA-DR-Expression auch im Menschen von STAT-3
abhangt, sollte auch hier eine Hemmung des STAT-3-Signalweges die CoPP-induzierte
Hemmung der HLA-DR-Expression aufheben.

Um diese Hypothese zu untersuchen wurde die Auswirkung einer STAT-3-Hemmung mittels JSI
124 auf die CoPP- bzw. Hamin-vermittelte Hemmung der HLA-DR-Expression in Monozyten

untersucht.
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Abb. 31 HLA-DR-Expression nach Hemmung des STAT3/JAK Signalweges

PBMCs wurden 15h +/- 30uM CoPP bzw. +/- 30uM Hémin in An- oder Abwesenheit von 2,5uM JSI-124
inkubiert. Dann wurden die Zellen mit Medium gewaschen und anschlielend weitere 24h inkubiert. Die
HLA-DR-Expression der CD14-positiven Monozyten wurden mittels Durchflusszytometrie analysiert.
Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung von 5 (CoPP-Behandlung) bzw. 3 (Hamin-
Behandlung) unabhéngigen Experimenten als prozentualer Wert der unbehandelten Kontrollzellen.

Signifikanzen gegeniiber den unbehandelten Kontrollzellen: *=p<0,05; #=p=0,109

Die Daten zeigen, dass eine pharmakologische Hemmung der STAT-3-Phosphorylierung nicht zu
einer Aufhebung der CoPP-vermittelten Hemmung der HLA-DR-Expression flhrte. Vielmehr
scheint JSI124 die Porphyrin-vermittelte Hemmung der HLA-DR-Expression zu verstarken. Diese
Daten sprechen gegen die im Mausmodell gezeigte STAT3-Abhangigkeit der inhibitorischen
CoPP-Effekte auf die HLA-DR-Expression in humanen Monozyten.
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Auf einen STAT-3 unabhangigen Mechanismus deutet auch die Analyse der STAT-3-
Phosphorylierung mittels Western Blot und durchflusszytometrischer Analyse. Als Positivkontrolle
diente jeweils die Stimulation mit IL-6 und IL-10. Beide Zytokine induzieren eine STAT-3-
abhangige Signalweiterleitung [126,127,128] , so dass schon nach 15 Minuten Inkubation eine

Phosphorylierung von STAT-3 nachweisbar ist.
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Abb. 32 STAT-3 Tyrosin-Phosphorylierung nach Porphyrinbehandlung

Separierte Monozyten wurden 15min mit 10ng/ml IL10 und 500pg/ml IL-6, sowie 15min bzw. 30min +/-
30uM CoPP bzw. +/- 30uM Hamin inkubiert, anschlieend sofort im entsprechenden Lysepuffer lysiert und
bis zur Analyse bei -80°C eingefroren. Mittels Western Blot wurde die STAT-3 Tyr705 Phosphorylierung
analysiert. Dargestellt ist das Ergebnis eines reprasentativen Versuches von drei unabhangigen

Exprimenten.

Die Proteinanalyse der STAT-3-Phosphorylierung mittels Western Blot zeigt, dass unbehandelte
Monozyten konstitutiv keine STAT-3-Phosphorylierung aufweisen. Auch in den CoPP- und Hamin-
behandelten Zellen ist keine STAT-3-Phosphorylierung zu detektieren, wahrend in den mit IL-10
und IL-6 behandelten Positivkontrollen nach 15min eine gute STAT-3-Phosphorylierung messbar
ist.

Ahnliche Ergebnisse zeigten sich bei der Messung der intrazellularen STAT-3-Phosphorylierung
mittels Durchflusszytometrie (Abb. 33). Weder nach 15min (Abb. 32, Abb. 33A+B) noch nach 15h
(Abb. 33B) Inkubation ist eine konstitutive Phosphorylierung von STAT-3 zu detektieren. In der mit
IL-10 behandelten Positivkontrolle ist jedoch eindeutig eine STAT-3 Phosphorylierung zu messen.
Da in den unbehandelten Kontrollzellen keine Hinweise auf eine konstitutiv erhohte STAT-3
Phosphorylierung zu finden sind, deuten diese Ergebnisse zudem darauf hin, dass die
inhibitorische Wirkung von JSI124 ein STAT-3-unabhangiger Effekt ist.
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Abb. 33 STAT-3 Tyrosin-Phosphorylierung nach CoPP-Behandlung

(A)+ (B) PBMCs wurden mit Medium (schwarze Linie, Kontrolle), 15min (rote Linie) bzw. 15h (nicht gezeigt)
mit 30uM CoPP, sowie 15min mit 10ng/ml IL-10 (griine Linie; Positivkontrolle) inkubiert und anschlieRend
sofort die intrazelluldre STAT-3-Tyr705 Phosphorylierung in Monozyten,mittels Durchflusszytometrie, wie in
Kapitel 3.9.8 angegeben, analysiert. In Abb. (B) ist die STAT-3 Phosphorylierung in Monozyten als
Mittelwert mit Standardabweichung von & unabhdngigen Experimenten als prozentualer Wert der

unbehandelten Kontrollzellen gezeigt. Signifikanz gegeniiber den unbahandelten Kontrollzellen: *=p<0,05.

4.5.3 Beeinflussung der CoPP-Effekte durch Hemmung der Histondeacetylierung

Die im Kapitel 4.2 prasentierten Befunde zeigen, dass eine Prainkubation mit CoPP zu einer
Beeintrachtigung der Genexpression von CIITA und HLA-DR fluhrt. Ursache dafur kann eine
Beeinflussung der Histonacetylierung/Deacetylierung sein. Mit Hilfe des HDAC-Inhibitors
Trichostatin A (TSA) wurde deshalb untersucht, ob bei der CoPP-induzierten Hemmung der

konstitutiven HLA-DR-Expression in Monozyten eine verstarkte Deacetylierung eine Rolle spielt.
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Dazu wurden PBMCs 15h synchron mit 100ng/ml TSA und 30uM CoPP behandelt, anschlielend
weitere 24h mit Medium inkubiert und die monozytare HLA-DR-Expression mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Die eingesetzte TSA-Konzentration entsprach dabei der
hochstmdglichen nichttoxischen Konzentration (Zellviabilitat Uberprift mittels Trypanblau-

Farbung), welche auch in publizierten Studien verwendet wird [129] .
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Abb. 34 HLA-DR Expression nach HDAC-Hemmung

PBMCs wurden 15h +/- 100ng/ml TSA, sowie +/- 30uM CoPP inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit
Medium (RPMI komplett) gewaschen und weitere 24h inkubiert. Die Analyse der HLA-DR Expression auf
CD14-positiven Monozyten erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Gezeigt sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung von 3 unabhéngigen Experimenten als prozentualer Wert der unbehandelten
Kontrollzellen. #=p=0,068

Das Ergebnis zeigt, dass eine Hemmung der Deacetylierung mittels TSA weder einen Einfluss auf
die konstitutive MHC-II-Expression hat, noch die CoPP-vermittelte Hemmung der HLA-DR
Expression aufheben kann. Eine verstarkte HDAC-Aktivitat scheint demnach nicht an den CoPP-

vermittelten Effekten auf die HLA-DR-Expression beteiligt zu sein.

4.5.4 Beeinflussung der Porphyrin-Effekte durch Hemmung von Protein Kinase A

Die cAMP-abhangige Proteinkinase A (PKA) Ubertragt nach Aktivierung Phosphatgruppen und ist
so in der Lage andere Molekule zu beeinflussen. Literaturdaten deuten u.a. auf eine Beteiligung
von PKA an der Regulation von MHC-IlI hin (Kapitel 1.6.2). Aus diesem Grund wurde im
folgenden Versuch untersucht, ob eine Beeinflussung der PKA-Aktivitat eine Auswirkung auf die

konstitutive und CoPP-vermittelte Hemmung der monozytdaren HLA-DR-Expression hat. Eine
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Erhéhung der intrazellularen cAMP-Konzentration mittels Forskolin steigert die PKA-Aktivitat,
wahrend der Einsatz des cAMP-Antagonisten Rp-8-Br cAMP die Aktivitat von PKA hemmt. Rp-8-
Br cAMP ist ein membrangangiges cAMP-Analog, welches irreversibel an die regulatorische
Untereinheit des PKA R,C,-Komplexes bindet, dadurch die cAMP-Bindestelle blockiert und die

Dissoziation der Untereinheiten verhindert.
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Abb. 35 HLA-DR Expression nach Hemmung von PKA

PBMCs wurden 15h mit 100uM Rp-8-Br cAMP, 30uM CoPP, 30uM Hémin bzw. 100uM Forskolin inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen mit Medium gewaschen und weitere 24h +/- 100uM Rp-8-Br cAMP und
100uM Forskolin inkubiert. Die Analyse der HLA-DR Expression der CD14-positiven Monozyten erfolgte
mittels Durchflusszytometrie. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung von 4 (bzw. 2 [Hdmin])

unabhéngigen Experimenten als prozentualer Wert der unbehandelten Kontrollzellen. #=p=0,068

Weder eine Behandlung mit Forskolin noch eine Hemmung der PKA-Aktivitat mittels Rp-8-Br
cAMP beeinflusst die konstitutive HLA-DR-Expression in humanen Monozyten. Zudem hebt eine
PKA-Hemmung die CoPP- und Hamin-vermittelte Hemmung der HLA-DR Expression nicht auf.

Die Porphyrin-vermittelte MHC-II-Hemmung ist demnach unabhangig von einer PKA-Aktivierung.

4.5.5 Beeinflussung der konstitutiven HLA-DR-Expression durch MAPK

Bei der intrazellularen Signalweiterleitung spielen Mitogen-Aktivierte-Protein-Kinasen (MAPK) in
der Regel eine wichtige Rolle. Da fur keinen der bisher getesteten Signalwege eindeutig eine
Beteiligung an der Porphyrin-vermittelten Hemmung der monozytdren HLA-DR-Expression
gezeigt werden konnte, wurde im nachsten Versuch eine mogliche Beteiligung der MAPK p38 und

JNK an der konstitutiven HLA-DR-Expression in Monozyten untersucht.
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PBMC wurden 15h mit dem p38-Inhibitor SB203580 und dem JNK-Inhibitor SP600125 inkubiert
und anschlieBend die HLA-DR-Expression im Vergleich zu unbehandelten und Porphyrin-

behandelten Zellen analysiert.
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Abb. 36 HLA-DR Expression nach Hemmung von p38 und JNK

PBMCs wurden 15h mit 30uM CoPP, 30uM Hémin, 10ug/ml SB203580 (p38-Inhibitor) und 10uM SP600125
(JNK-Inibitor) behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen mit Medium gewaschen und weitere 24h in An-
und Abwesenheit der beiden Inhibitoren inkubiert. Nach der Inkubation wurde die HLA-DR Expression der
CD14-positiven Monozyten mittels Durchflusszytometrie analysiert. Gezeigt sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung von 3 unabhéngigen Experimenten (auller Hémin, da n=1) als prozentualer Wert der

unbehandelten Kontrollzellen.

Eine Hemmung von p38 mittels SB203580 hatte keinen Effekt auf die konstitutive HLA-DR-
Expression, wohingegen eine Behandlung mit dem JNK-Inhibitor SP600125 zu einer verminderten
MHC-II-Expression flihrte. Dies kann auf eine Beteiligung des JNK-Signalweges an der
konstitutiven HLA-DR-Expression hindeuten. Eine Western Blot Analyse der JNK-
Phosphorylierung in unbehandelten oder Porphyrin-behandelten Monozyten zeigte jedoch keine
Phosphorylierung von JNK (Daten nicht gezeigt), so dass auch unspezifische Inhibitoreffekte fur
die Hemmung der HLA-DR-Expression in SP600125-behandelten Monozyten verantwortlich sein
kénnten. Um hier eine eindeutige Aussage zu treffen, waren weitere Versuche mit anderen JNK-

Inhibitoren sinnvoll.

Mechanismen der posttraumatischen Immundepression -99 -



Diskussion

5. Diskussion

Infektionen, Verletzungen und Trauma flhren normalerweise zu einer Entziindungsreaktion, in
deren Verlauf es zu effektiven Bekampfung der Erreger, Regeneration geschadigten Gewebes
und Wiederherstellung der Homodostase kommt. Durch Aktivierung gewebestandiger Immunzellen,
der Komplementkaskade sowie des GefalRendothels dringen verstarkt zelluldare und humorale
Komponenten des Immunsystems in das betroffene Gewebe ein und beseitigen geschadigte
Zellen sowie gegebenenfalls eingedrungene Erreger. Gleichzeitig werden Wundheilung und
Geweberegeneration angeregt [130] . Bei einer lokalen Entziindungsreaktion tiberwiegen in der
Regel die positiven Effekte der Infektionsabwehr und der Regeneration des Gewebes. Bei einer
systemischen Entziindungsreaktion kann sich jedoch schnell eine pathologische Situation
entwickeln, bei der es zu Zytokin-induzierten Gewebeschadigungen und Organversagen bis hin
zum Tod kommen kann. Eine systemische Entzindung induziert, ahnlich einer lokalen
Entziindung, eine systemische antiinflammatorische Gegenreaktion (CARS= Compensatory
Antiinflammatory-Response Syndrome). In Folge von sterilen Traumata (z.B. nach Schlaganfall)
wird die neurohumorale Stressachse aktiviert und die vermehrte Freisetzung
antiinflammatorischer Mediatoren induziert [131,132] . Kommt es dabei zu einer Fehlregulation,
kann sich eine ausgepragte, langanhaltende Depression des Immunsystems (Immunparalyse)
manifestieren. Die klinischen Zeichen der Immunparalyse sind ein erhdhtes Risiko flr sekundare
Infektionen sowie Wundheilungsstérungen, wodurch sich die Prognose der Patienten stark
verschlechtert. Obwohl verschiedene antiinflammatorische Mediatoren (z.B. IL-10, TGF-B) als
Vermittler einer Immundepression diskutiert werden, ist die genaue molekulare Ursache flr eine
langanhaltende Hemmung des Immunsystems bis heute nicht bekannt. Ein besseres Verstandnis
der molekularen Mechanismen bei der Entwicklung einer Immundepression kann jedoch neue
Therapiemdglichkeiten aufdecken, um schon friihzeitig der Manifestation einer Immundepression
entgegen zu wirken. Die vorliegende Arbeit befasst sich daher mit der Rolle des
Hitzeschockproteins Hamoxygenase-1 (HO-1) als mdglichen molekularen Mediator einer

Monozytendeaktivierung, welche charakteristisch fir eine Immundepression ist.

5.1 Die Rolle der HO-1 bei den Protoporphyrin-vermittelten Effekten

auf den Phanotypen von Monozyten

Eine Deaktivierung bzw. eine Umprogrammierung von Monozyten mit stark verminderter HLA-DR-
Expression und gehemmter LPS-induzierter TNF-a-Produktion ist kennzeichnend flr eine

Immundepression.
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Ein Zusammenhang zwischen HO-1-Induktion und verminderter MHC-II-Expression wurde in
einer Studie mit DCs aus der Ratte gezeigt, in der eine Induktion der HO-1-Expression mittels
CoPP in naiven DCs zu einer Hemmung der LPS-induzierten MHC-II- und CD86-Expression
fuhrte [133] . Diese Studie zeigte zudem, dass auch in humanen DCs die LPS-induzierte CD86-
Expression nach HO-1-Induktion gehemmt ist. Um eindeutig einen Zusammenhang zwischen HO-
1-Induktion und verminderter HLA-DR-Expression in humanen Zellen herzustellen, fehlte
allerdings die Analyse der MHC-II-Expression. In Vorarbeiten mit humanen Primarzellen konnte
eine Korrelation zwischen HO-1-Uberexpression und verminderter MHC-II-Expression in
myeloiden APC gezeigt werden. Eine 15-stindige Vorbehandlung von humanen Monozyten,
MDDC (monocyte derived dendritic cell) und Makrophagen mit CoPP resultierte in einer
gesteigerten Expression von HO-1 und inhibierte zudem sowohl die IFN-)~ als auch die LPS-
induzierte HLA-DR-Expression [48] . Diese Hemmung war bis zu 24h nach Entfernen des
Induktors signifikant gegeniber unbehandelten Zellen. Eine Suppression von MHC-II und
costimulatorischen Molekilen wie CD40 und CD86 resultiert zudem in einer verminderten antigen-
abhangigen Aktivierung von T-Zellen, wahrend die mitogen-abhangige Aktivierung unbeeinflusst
bleibt [73] . Die in der vorliegenden Arbeit prasentierten Daten zeigen, dass die CoPP-vermittelte
Induktion der HO-1-Expression in Monozyten mit einer Hemmung der konstitutiven Expression
von HLA-DR, sowohl auf Proteinebene (Abb. 15) als auch auf mRNA-Ebene (Abb. 16) korreliert.
Dieser Effekt ist spezifisch fur die MHC-II-Expression auf Monozyten, da weder ihre MHC-I
Expression (Abb. 17A) noch die HLA-DR-Expression auf B-Zellen (Abb. 17B) durch eine CoPP-
Behandlung beeinflusst wurden.

Ahnliche Ergebnisse zeigten sich fiir das natirliche vorkommende Porphyrin Hamin. Hamin
besteht wie CoPP aus vier Porphyrinringen, hat jedoch als Zentralion ein dreiwertiges Eisen und
nicht wie CoPP ein Cobaltion. Hamin gilt als physiologischer HO-1 Induktor und findet in der Klinik
bei der Behandlung von akuten Porphyrieschiben Einsatz [134] . Eine Prainkubation von
Monozyten mit Hamin induziert, ahnlich wie CoPP, die Expression von HO-1 (Abb. 22) und
resultiert zudem in einer verminderten Expression von HLA-DR (Abb. 24).

Sowohl die konstitutive als auch die IFN-y induzierte HLA-DR-Expression wird mafigeblich durch
die Expression des MHC-II Masterregulators (CIITA) reguliert [91] . Eine CoPP-Prainkubation
vermindert die konstitutive (Abb. 19) und IFN-y~<induzierte (Abb.20) CIITA-Expression in
Monozyten, was mit einer gleichzeitig verminderten HLA-DR-Expression einhergeht. Zudem ist
auch die Expression der CD74- und HLA-DM-mRNA nach Prainkubation mit dem HO-1-Induktor
im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen bis zu 24h signifikant vermindert (Abb. 18 C
und B). CIITA koordiniert neben der HLA-DR-Expression auch die Transkription von CD74 und
HLA-DM [89] . Damit spiegeln die hier gezeigten Porphyrin-Effekte die Ergebnisse einer

Genexpressionstudie in Patienten mit septischen Schock wieder. In den peripheren
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Blutleukozyten dieser Patienten wurde im Vergleich zu gesunden Probanden eine verminderte
Expression von HLA-DR, CD74 und CIITA sowohl an Tag 1-3 als auch an Tag 4-10 nach der
Diagnose detektiert [135] . Eine CoPP-induzierte HO-1-Hochregulation hatte dagegen keine
Auswirkungen auf die von ClITA-unabhangige mRNA-Expression von CD86 (Abb. 18A). Auch die
Expression von Cathepsin S (Cath.S), einer flr die Degradierung von CD74 essentiellen Cystein-
Protease, wird nicht von CIITA reguliert. Dennoch ist direkt nach Porphyrin-Behandlung ein
verminderter Cath. S mRNA-Level zu detektieren, der allerdings nach Entfernen des HO-1
Induktors innerhalb von 24h wieder auf Kontrollniveau ansteigt (Abb. 18B). Die Hemmung der
Protease kann daher eventuell ein direkter (ClITA-unabhangiger) Effekt von CoPP sein, woflr
auch die schnelle Reversibilitdt der Hemmung nach Entfernen von CoPP spricht. Die beobachtete
Hemmung der MHC-II-Expression ist also vermutlich auf die durch Porphyrine gehemmte CIITA
Expression zurlckzuflihren. Zusammengefasst zeigen die Daten, dass eine Prainkubation von
Monozyten mit den Porphyrinen CoPP und Hamin in einer Hochregulation der HO-1-Expression
resultiert, gleichzeitig wird eine Hemmung der CIITA-Expression und der CIITA-regulierten
Molekile HLA-DR, CD74 und HLA-DM beobachtet. Um einen direkten Zusammenhang beider
Effekte zu zeigen, ist der Nachweis der HO-1-Spezifitdt von besonderer Bedeutung. In der
Literatur wird die Spezifitat hauptsachlich durch Hemmung der HO-1 mittels SnPP (Zinn-
Protoporphyrin) und ZnPP (Zink-Protoporphyrin) gezeigt. Beide Porphyrine hemmen auf Grund
ihres Metallions irreversibel die Funktion von HO-1. So wurde die HO-1-Spezifitat in einer Studie
mit humanen DC dadurch belegt, dass SnPP als Inhibitor von HO-1 keinen Einfluss auf die LPS-
induzierte Reifung der DCs hat, wahrend der HO-1-Induktor CoPP die LPS-induzierte Reifung der
DCs hemmt [133] . Allerdings wurden die Zellen nie gleichzeitig mit CoPP und SnPP inkubiert, um
zu zeigen, dass die CoPP-Effekte tatsachlich HO-1 abhangig sind und damit durch SnPP
aufgehoben werden kénnen.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die HO-1-Spezifitdt der CoPP-Effekte mittels spezifischer
siRNA gepruft. Das Einbringen von siRNA mittels physikalischer Verfahren bedeutet jedoch in den
meisten Fallen sehr viel Stress fur die Zellen. Eigene Beobachtungen zeigen, dass besonders
Monozyten nach der Transfektion sehr empfindlich gegenliber weiteren Reizungen (z.B
mechanische Reizungen durch Pipettieren) sind. Fur die Vitalitdt der Zellen war es daher
unabdingbar, diese nach der Transfektion sehr zlgig, aber vorsichtig in vorgewarmtes Medium
aufzunehmen, und eine Zeit lang ruhen zu lassen (siehe Kapitel 3.9.9). Die transfizierten
Monozyten zeigten grundsatzlich eine niedrigere HLA-DR-Expression als nicht-transfizierte
Monozyten. Dies lasst sich vermutlich durch die physikalische Zerstérung der Membranintegritat
durch die Transfektion erklaren, durch die auf der Oberflache befindliche Moleklle verloren
gehen. Dennoch gehen wir von einem vergleichbaren Verhalten der transfizierten und nicht-

transfizierten Zellen aus, da die Viabilitdt der Uberlebenden Zellen keine Auffalligkeiten zeigte
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(Viabilitat getestet mittels Trypanblaufarbung). Zudem liel3 sich in den mit Kontroll-siRNA und
ohne siRNA ftransfizierten Zellen durch eine CoPP-Behandlung die HO-1-Expression induzieren
(vgl. Abb. 25), wahrend konstitutiv keine HO-1-Expression zu detektieren war.

Unter der Annahme, dass die beobachteten Effekte direkt von HO-1 und nicht von den HO-1-
Induktoren abhangen, sollte eine Hemmung der HO-1-Expression die nach Porphyrin-Behandlung
beobachteten Effekte aufheben. Wider Erwarten konnten jedoch trotz optimaler Hemmung der
HO-1-Expression (Abb. 25) die Protoporphyrin-vermittelte MHC-II-Hemmung nicht aufgehoben
werden (Abb. 26). Die CoPP- und Hamin-vermittelte Suppression der MHC-II-Expression wird
demnach nicht durch die gleichzeitig induzierte HO-1 Expression sondern Uber einen HO-1-
unabhangigen Signalweg vermittelt. Somit wurde die eingangs aufgestellte Hypothese, dass eine
Induktion von HO-1 die antigenprasentierende Eigenschaft von APCs vermindert, widerlegt. Die
Daten zeigen, dass Porphyrine selbst weitreichende immunmodulatorische Eigenschaften haben

und eine wichtige Rolle bei der Regulation und Begrenzung von Immunantworten spielen kénnen.

5.2 Die Rolle von CD163 bei den Protoporphyrin-vermittelten Effekten

auf den Phanotypen von Monozyten

Die verwendeten Protoporphyrine CoPP und Hamin weisen sehr groRe strukturelle Ahnlichkeiten
zu dem physiologisch vorkommenden Hamprotein auf, welches zusammen mit drei weiteren
Hamproteinen ein Hamoglobinmolekll bildet. Freies Hamoglobin wird mit Hilfe von
Scavengerproteinen (Hemopexin, Haptoglobin) rezeptorabhangig in die Zelle aufgenommen und
dort mittels Hdmoxygenase abgebaut. Die strukturelle Ahnlichkeit der Protoporphyrine fiihrt zu der
Uberlegung, dass die drei Molekiile (iber denselben Mechanismus in die Zelle gelangen und
daher die gleichen Effekte auf die Zellen haben. So zeigte sich, dass eine Behandlung von
humanen Monozyten sowohl mit freiem Hamoglobin (Hb) (Abb. 29) als auch mit Hamoglobin-
Haptoglobin-Komplexen (Abb. 27B) zu einem ahnlichen Phanotyp (Hemmung der MHC-II
Expression) flhrt, wie nach einer Behandlung mit CoPP und Hamin (Abb. 29) zu beobachten ist.
Dies kann in der Klinik z.B. bei der verstarkten Freisetzung von Hamoglobin in Folge von
grof¥flachigen Verletzungen, bei der es zu starken Blutungen und Hamolyse kommen kann, eine
wichtige Rolle spielen. Freiem Hamprotein werden immunmodulatorische Eigenschaften
zugeschrieben. Bis heute sind jedoch hauptsachlich proinflammatorische Effekte, wie die
Induktion von proinflammatorischen Adhasionsmolekiilen, beschrieben [75] . Zudem wirkt Hdm in
hohen Konzentrationen durch die Generierung von reaktivem Sauerstoff (ROS = reaktive
Sauerstoffspezies) cytotoxisch. Eine Studie aus dem Jahr 1996 weist jedoch auf eine
immunhemmende Wirkung von Porphyrinen hin. Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass in

Hamatoporphyrin-  (ein Porphyrinmetabolit), Hamin-  und Hamoglobin-behandelten

Mechanismen der posttraumatischen Immundepression -103 -



Diskussion

Peritonealmakrophagen der Maus die MHC-ll-abhangige T-Zellaktivierung im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollzellen gehemmt ist [136] . Dies lasst sich durch eine Porphyrin-induzierte
Hemmung der MHC-II-Expression erklaren, welche in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden
konnte.

Freies Hamoglobin kann sowohl an Hemopexin als auch an Haptoglobin binden. Hemopexin zahlt
zu den Hamoglobin-Binde-Proteinen und ist fur die Aufnahme von Hamoglobin via LPR (low
density lipoprotein receptor-related protein) / CD91 zustdndig. In humanen Hepatoma-Zellen
zeigte sich, dass sowohl Hamprotein als auch CoPP an Hemopexin bindet. Allerdings flhrte der
CoPP-Hemopexin-Komplex weder zu einer HO-1-Induktion noch zu einem Anstieg der
intrazellularen CoPP-Konzentration in den Hepatoma-Zellen. Im Gegensatz dazu war nach der
Inkubation mit freiem CoPP sowohl ein Anstieg der HO-1-mRNA als auch ein Anstieg der
intrazelluldren CoPP-Konzentration zu detektieren [137] . Hemopexin ist demnach nicht fir die
Aufnahme von CoPP in die Zelle verantwortlich. Das Bindeprotein spielt auch bei der Hamoglobin-
Aufnahme nur eine untergeordnete Rolle. Als eigentliches Hamoglobin-Binde-Protein gilt das
Plasmaprotein Haptoglobin, welches die Aufnahme von Hamoglobin Uber CD163, dem
Hamoglobin-Scavenger Rezeptor, induziert. Der Hamoglobin-Haptoglobin-Komplex (HbHg)
interagiert mit CD163, wodurch die Aufnahme des Komplexes durch Endozytose in die Zellen
initiiert wird [80] . Allerdings wurde gezeigt, dass auch freies Hamoglobin an CD163 binden und in
die Zelle aufgenommen werden kann. Dies scheint insbesondere bei hohen
Plasmakonzentrationen von Hb von Bedeutung zu sein [79] . Nach der Aufnahme wird das Ham
mit Hilfe der Hamoxygenase in CO, Bilirubin/Biliverdin und Ferritin degradiert. Dies bestatigt eine
Studie mit humanen, aus Monozyten gereiften, Makrophagen, in der sowohl HbHg als auch freies
Hb durch Interaktion mit CD163 endozytiert wurden und es zu einer Induktion der HO-1-
Expression kommt [138] . CD163 wird hauptsachlich von Monozyten (und Makrophagen)
exprimiert [86,122] , was durch die hier prasentierten Ergebnissen bestatigt wird (Abb. 27A). Uber
die weiteren intrazellularen Mechanismen, die durch eine Interaktion von HbHg mit CD163
induziert werden, ist bis heute jedoch nur wenig bekannt. Ritter et al. postulieren, dass die CD163-
vermittelte Sekretion proinflammatorischer Zytokine von der Interaktion der intrazellularen
Rezeptordomane mit Casein-Kinase-ll und PKC abhangt [139] . Zudem ist bekannt, dass die
Interaktion von HbHg mit CD163 zu einer starken IL-10 Synthese fihrt [87] . Die hier
prasentierten Daten zeigen, dass neben HbHg auch Hamin, jedoch nicht CoPP, die IL-10
Expression in human PBMC induziert (Abb. 28A). Das antiinflammatorische Zytokin IL-10 ist in
der Lage die Expression von HLA-DR zu inhibieren [35,95,96] , so dass eine erhdéhte IL-10-
Expression besonders im Hinblick auf die verminderte monozytare MHC-II-Expression in Folge
einer Porphyrin-Behandlung von Bedeutung sein kann. Allerdings zeigen die Ergebnisse, dass

eine Neutralisation von IL-10 die Porphyrin-vermittelte Hemmung der HLA-DR-Expression nicht
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aufhebt (Abb. 28B), so dass von einem IL-10-unabhangigen Mechanismus ausgegangen werden
kann.

CD163 ist ein 130kDa grofier transmembraner Rezeptor, welcher aus neun SRCR (Scavenger
Receptor Cysteine Rich) Domanen, einem Transmembranelement und einem kurzen
cytoplasmatischen Schwanz besteht [81] . Fir die Interaktion mit dem HbHg-Komplex scheint
insbesondere die SRCR Domane 3 essentiell zu sein. Eine proteolytische Spaltung dieser
Domane kann die Bindung von HbHg an den Rezeptor verhindern. Zudem kann durch Blockieren
der SRCR Domaéne 3 mittels eines spezifischen Antikorpers (Klon EDHu-1) die Bindung ebenfalls
verhindert werden [124] . Unter der Annahme, dass die Porphyrin-vermittelten Effekte von einer
Interaktion mit CD163 abhangen, sollte ein Blockieren des Rezeptors durch den Antikdrper EDHu-
1 die Porphyrin-induzierte Hemmung der HLA-DR-Expression aufheben. Der in dieser Arbeit zur
Blockierung von CD163 verwendete Antikbrperklon EDHu-1 war allerdings stark mit Endotoxin
kontaminiert, wodurch es zu einer Verfalschung der Ergebnisse kommen kann. Endotoxine
(Lipopolysaccharid=LPS, das Toxin gram-negativer Bakterien) sind sehr potente
Immunmodulatoren und induzieren z.B. die Reifung von DC. Hohe Dosen von LPS kdnnen aber
auch zu einer Desensibilisierung von Monozyten und DC fihren, so dass diese auf weitere Stimuli
nicht mehr reagieren [140,141] . Nach der Aufreinigung des Antikérpers hatte dieser selbst keinen
Effekt mehr auf die HLA-DR-Expression (Abb. 29), was darauf hin deutet, dass die anfanglich
beobachteten inhibitorischen EDHu-1-Effekte (Daten nicht gezeigt) durch die Endotoxin-
Kontamination vermittelt wurden. Jedoch konnte mit dem Blockieren der CD163 SRCR Doméane 3
auch nicht die Hb-vermittelte Hemmung der HLA-DR-Expression aufgehoben werden (Abb. 29).
Die Porphyrin-vermittelte Hemmung der HLA-DR-Expression scheint also unabhangig von einer
Interaktion mit CD163 zu sein. Die durch Hb-induzierte IL-10-Expression konnte jedoch ebenfalls
nicht durch EDHu-1 aufgehoben werden (Daten nicht gezeigt). Entweder war die eingesetzte
Antikoérperkonzentration zu niedrig oder die Hb-induzierte IL-10-Synthese ist unabhangig von
einer Interaktion mit der SRCR Domane 3 des Rezeptors. Zur genauen Klarung dieser Frage
waren daher weitere Versuche notwendig. So sollte z.B. untersucht werden, ob durch das
Blockieren anderer CD163-Domanen die Hb-induzierte IL-10-Expression gehemmt werden kann.
Denkbar ware hier die Verwendung des Antikdrperklons RM3/1, welcher die SRCR Domane 9 des
Rezeptors blockiert. RM3/1 hemmt nur sehr schwach die Interaktion von HbHg mit CD163 [124] ,
blockiert jedoch nahezu vollstandig die HbHg-induzierte IL-10-Synthese in humanen
Makrophagen [87] . In dieser Arbeit konnte der Antikdrper-Klon RM3/1 nicht verwendet werden,
da der kommerziell erhaltliche Antikdrper zu stark mit Endotoxin [20ng/ml] kontaminiert war (z.Vgl.
EDHu-1: 0,0236ng/ml). Zudem sollte Uberprift werden, ob die inhibitorischen Effekte weiterer
Porphyrine wie CoPP und Hamin auf die MHC-II-Expression ebenfalls nicht durch CD163-

Blockade beeinflusst werden. Auch eine mdgliche Kreuzvernetzung und Aktivierung des
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Rezeptors durch den CD163 Antikérper muss in Betracht gezogen werden. So zeigte eine Studie,
dass eine Behandlung von humanen Makrophagen mit EDHu-1 zu einer gesteigerten IL-6- und IL-
1B-Sekretion fiihrt, welche mit einer EDHu-1-vermittelten Kreuzvernetzung von CD163 erklart
wurde [142] . Allerdings scheint ein solcher Effekt zumindest in den vorliegenden Untersuchungen
keine Rolle bei der Inhibition MHC-II-Expression gespielt zu haben, da die in Abb. 29 dargestellten
Ergebnisse zeigen, dass der Antikorper in der verwendeten Konzentration alleine keinen Einfluss
auf die konstitutive HLA-DR hat.

5.3 Mechanismen der Porphyrin-vermittelten @ Hemmung der

monozytaren MHC-II Expression

Das heutige Wissen uber die Regulation der MHC-II-Expression beruht zum Grofteil auf Studien
mit Zelllinien, welche einen genetischen Defekt in ihrer MHC-II Regulation aufweisen, oder mit B-
Zellen und/oder DC, in denen z.B die LPS- oder IFN-y induzierte MHC-II Expression analysiert
wurde [88,89,90,117,143,144] . Bis heute ist jedoch wenig Uber die Regulation der konstitutiven
MHC-II Expression bekannt.

Zudem sind die durch Porphyrine wie Hamoglobin und Hamin induzierten intrazellularen
Signalwege weitestgehend unbekannt, auch wenn Ham an der Regulation vieler biologischer
Prozesse wie der Erythropoese, dem Zellwachstum und der Zelldifferenzierung beteiligt ist
[145,146,147] . Uber Interaktion von Hamoglobin mit seinem Rezeptor CD163 wird die
Freisetzung des antiinflammatorischen IL-10 induziert [87] . Freies Hamprotein wird jedoch auch
im Zusammenhang mit der Induktion einer Entziindungsreaktion beobachtet [75,148] , wobei
insbesondere die proinflammatorische Wirkung durch die Generierung freier Sauerstoffradikale
(ROS) gut beschrieben ist [149,150] . Die in dieser Arbeit gezeigte Hemmung der MHC-II-
Expression in Folge einer Porphyrin-Behandlung wird in der Literatur meist der gleichzeitigen HO-
1-Induktion und den Produkten der durch HO-1 katalysierten Reaktion zugeschrieben [48,133] .
Zahlreiche Studien wurden in Tiermodellen und Zelllinien durchgefuhrt, jedoch fehlt in der Regel
ein eindeutiger Nachweis der HO-1 Spezifitdt. Dieser Nachweis wird in der hier vorliegenden
Arbeit durch die Hemmung der HO-1-Expression mittels siRNA erbracht (Abb. 25) und zeigt
eindeutig, dass die Porphyrin-induzierte Hemmung der MHC-II-Expression in humanen
Monozyten unabhangig von HO-1 ist (Abb. 26).

Da weder Uber die Regulation der konstitutiven MHC-II-Expression noch Uber die Porphyrin-
induzierten intrazellularen Signalwege ausreichende Kenntnisse vorliegen, sollten durch die
Analyse verschiedener intrazellularer Mechanismen (STAT-Signalwege, Histonmodifikation,
Proteinkinasen, MAPK-abhangige Signalwege) erste Anhaltspunkte auf eine mogliche

Beeinflussung durch Protoporphyrine gefunden werden.
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5.3.1 STAT-3

Dass die Porphyrin-vermittelte Hemmung der MHC-Il Expression unabhangig von der gleichzeitig
beobachteten Induktion der HO-1 ist, postulieren auch Ergebnisse aus der eigenen Arbeitsgruppe.
In einem Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die CoPP-induzierte Hemmung der LPS-
vermittelten DC-Reifung unabhangig von der HO-1-Hochregulation ist. Stattdessen konnte eine
CoPP-vermittelte Aktivierung von STAT-3 nachgewiesen werden, deren Hemmung die CoPP-
vermittelte Hemmung der DC-Reifung aufgehoben hat [125] . Im Menschen ist die Porphyrin-
vermittelte Hemmung der monozytdren MHC-II Expression jedoch unabhangig von STAT3, da
eine Suppression des JAK/STAT-3 Signalweges die Porphyrin-Wirkung nicht aufheben konnte
(Abb. 31). Zudem wurde weder im Western Blot (Abb. 32) noch durch eine intrazellulare Farbung
(Abb. 33) eine Porphyrin-induzierte (Tyrosin-) Phosphorylierung von STAT-3 in humanen
Monozyten nachgewiesen. Neben der fur die Aktivierung von STAT-3 wichtigen Tyrosin-
Phosphorylierung ist auch eine Serin-Phosphorylierung von STAT-3 beschrieben [151] . Diese
scheint besonders fir die Translokation von STAT-3 in den Zellkern wichtig zu sein [152] .
Allerdings konnte in der vorliegende Arbeit keine Serin-Phosphorylierung von STAT-3 nach
Porphyrin-Behandlung detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse widersprechen
der im Mausmodell gezeigten STAT-3 Abhangigkeit der inhibitorischen CoPP-Effekte, lassen sich
aber eventuell mit spezies-spezifischen Unterschieden erklaren. Dessen ungeachtet resultiert eine
Behandlung von humanen Monozyten mit dem JAK/STAT-3-Inhibitor in einer verminderten HLA-
DR Expression. Eine mogliche konstitutive Aktivierung von JAK wurde jedoch durch eine Western
Blot Analyse ausgeschlossen (Daten nicht gezeigt). Auch die fehlende Phosphorylierung (und
damit Aktivierung) von STAT-3 in unbehandelten und behandelten Zellen spricht gegen eine

JAK/STAT-3 Beteiligung und deutet eher auf eine unspezifische Inhibitor-Wirkung hin.

5.3.2 STAT-

In der Literatur wird eine Beteiligung des JAK/STAT-Signalweges an der MHC-II-Protein
Expression hauptsachlich im Zusammenhang mit einer IFN-y~<induzierten HLA-DR-Expression
diskutiert. Durch Interaktion von IFN-y mit seinem Rezeptor kommt es zur Aktivierung einer
intrazellularen Phosphorylierungskaskade, bei der es tber Autophosphorylierung von JAK1/2 zu
einer Aktivierung von STAT-1 kommt. Das sich bildende STAT-1-Homodimer fungiert als
Transkriptionsaktivator von CIITA, welcher dann die MHC-II Expression induziert.

In dieser Arbeit wird gezeigt, dass eine CoPP-Behandlung die IFN-y-induzierte Expression von
HLA-DR inhibiert (Abb. 20A). Sowohl die konstitutive, als auch die induzierte HLA-DR-Expression
hangt mafRgeblich von der Regulation des MHC-II Masterregulators CIITA ab. In beiden Fallen
hemmt eine Porphyrin-Behandlung die Expression von CIITA (Abb. 20C). Gleichzeitig wurde eine
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verminderten |IFN-y-induzierte Phosphorylierung von STAT-1 (Abb. 30) in den CoPP-behandelten
Zellen gemessen, so dass die Ursache der suppremierten IFN-y~<induzierten HLA-DR-Expression
in einer Hemmung der STAT-1-abhangigen Signalweiterleitung liegt. Konstitutiv ist jedoch weder
in unbehandelten Kontrollzellen noch in den Porphyrin-behandelten Zellen Phospho-STAT1
nachweisbar, so dass die Porphyrin-vermittelte Hemmung der konstitutiven MHC-II-Expression

nicht von STAT-1 abhéngen kann.

5.3.3 Histonmodifikation - Acetylierung

Die Histonmodifikation spielt bei der Regulation der Genaktivitat eine grof3e Rolle. So wird durch
eine reversible Acetylierung der Lysinreste der Histone mittels Histon-Acetyltransferasen (HAT)
gewahrleistet, dass die Transkriptionsmaschinerie (Transkriptionsfaktoren, Polymerase etc) mit
der Promotorregion des Zielgenes interagieren kann und die Transkription initiiert wird [153] . Auf
der anderen Seite spielt die Deacetylierung mittels Histon-Deacetylasen (HDAC) [98] eine
wichtige Rolle bei der ,Stilllegung” eines Gens. Viele Transkriptionsfaktoren kénnen selbst die zur
Acetylierung notwenigen HATSs rekrutieren. So auch im Fall von CIITA, welcher u.a. mit den HATs
CBP (CREB-binding protein) und p300 interagieren kann [88,90] . Eine Chip-Analyse mit
Antikérpern spezifisch gegen CIITA und acetylierten Lysinresten an Histonen (H3, H4) zeigte,
dass die Acetylierung des HLA-DR Promotors in Raji-Zellen (einer Wildtyp-B-Zell-Lymphoma
Linie) von der Interaktion mit CIITA abhangt [154] . Die Genexpression kann jedoch auch durch
eine Hemmung der Deacetylierung verstarkt werden. In der humanen Neuroblastoma-
Tumorzelllinie SK-N-MC beobachtet man, dass die Inhibition der Deacetylierung die konstitutive
MHC-II Expression steigern kann [129] . Ahnliches zeigte sich in HeLa-Zellen (human epithelial
cell line). In diesen Zellen konnte IFN-y~induzierte ClITA-Expression durch Hemmung der Histon-
Deacetylasen mittels Trichostatin A (TSA) gesteigert werden [99] .

Auf einen direkten Zusammenhang zwischen Histondeacetylierungen und MHC-II-Expression
weisen jedoch ausschlielllich Studien mit Zelllinien. In humanen, primaren Monozyten hat eine
Hemmung der Histondeacetylierung mittels TSA keine Auswirkung auf die konstitutive HLA-DR-
Expression (Abb. 34). Auch die CoPP-vermittelte Hemmung der MHC-II-Expression war
unabhangig von einer Hemmung der Histonacetylierung, so dass eine verstarkte Induktion der
Histondeacetylierung nicht als Ursache fiir die MHC-II-hemmende Wirkung von Porphyrine in

Frage kommt.

5.3.4 Proteinkinase A

In verschiedenen Studien wurde postuliert, dass die Aktivitdt des MHC-II Masterregulators CIITA

u.a von seinem Phosphorylierungsstatus abhangt. So kann ein erhéhter intrazellularer cAMP-
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Level die antigenprasentierende Funktion von DCs hemmen, indem die MHC-II-Expression
vermindert wird [155] . In einer humanen Monozytenzelllinie (U937) ist das cAMP-induzierende
Prostaglandin in der Lage, durch die Aktivierung von Proteinkinase A (PKA), die IFN-y-induzierte
HLA-DR-Expression zu inhibieren. Die Studie identifizierte eine PKA-abhangige
Phosphorylierungsstelle am CIITA-Molekul, dessen Mutation den hemmenden PKA-Effekt aufhob
[103] . Dagegen spricht eine Studie mit einer Maus-Makrophagenzelllinie (RAW264.7). Hier
beobachtete man, dass die PKA-induzierte Phosphorylierung von CIITA fur eine maximale
Aktivierung des Masterregulators essentiell ist [104] . Die Abhangigkeit der MHC-II-Expression
von cAMP/PKA wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Eine Erhdhung des cAMP-Levels
supprimiert die MHC-II-Expression in Makrophagen und in B-Zellen aus der Maus [102,156] .
Dagegen postuliert Chakrabarti et al., dass die MHC-II-Expression in Makrophagen aus der Maus
unabhangig von cAMP/PKA ist [157] . In HelLa-Zellen und Glioblastomazellen konnte eine
Aktivierung von PKA indessen die Expression von MHC-II erhéhen [103,158] . Dieser Gegensatz
Iasst sich evtl. mit Spezies- und zelltypspezifischen Unterschieden in der Regulation der MHC-II-
Expression erklaren. Auf die konstitutive HLA-DR-Expression hat PKA jedoch keine Auswirkung.
Weder die Hemmung von PKA noch die Aktivierung durch cAMP-erh6hende Stimulantien hatte
einen Einfluss auf die monozytare MHC-II-Expression. Verwendet wurde der PKA-Inhibitor Rp-8-
Br-cAMP, welcher kompetitiv an PKA binde