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1. EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1. HINTERGRUND DER HERZTRANSPLANTATION

Die Prévdenz der chronischen Herzinsuffizienz in den wesllichen Indudtridéndern betréagt
zwischen 04 und 2 %. Entsprechend leiden zur Zeit in Deutschland Uber 800 000 Patienten
an ene Herzerkrankung im Endgtadium mit ca 100 000 Neuerkrankungen jahrlich (Scheld
HH, 2001). Als ultimaive Thergpie der terminden Herzinauffizienz gilt bel entsprechender
Indikation die Herztransplantation. Auf  Grund der beschrankten  VerflUgbarkeit der
Spenderorgane konnen nur ca. 25 % der potentidlen Peatienten bel denen ene Transplantation
indiziet ware, tatsichlich durch Trangplantation thergpiert werden. Die Prognose der
herztrangplantierten Petienten hat Sch in den letzten 25 Jahren deutlich verbessart. Als Folge
verbesserter  operativer Methoden, immunsuppressver Thergpie und  postoperativer
Behandiung von Infektionen it die Uberlebensrate transplantierter Patienten auf 75-85 %
nach einem, 70-80 % nach 5 und Uber 60 % nach 10 Jahren deutlich gestiegen (Trulock et al.,
2004).

Obwohl die akute Abstolung durch optimierte immunsuppressive Thergpie verringert werden
konnte (ca 50 % der Petienten zeigen im ersen postoperativen Jahr keine Abstol3ungsreak-
tionen), wird die Langzetprognose durch die Entwicklung ener chronischen Abstof3ung,
genannt  Transplantatvaskulopathie, eingeschrankt. Im Rahmen der Transplantatvaskulopathie
kommt es zu ener beschleunigten Koronar-Anteriosklerose im transplantierten Herzen. Die
Trangplantatvaskulopathie gilt ds eine der haufiggen Ursachen eines Transplantatversagens
im Langzatverlauf (Hollenberg et al., 2001).

1.2. IMMUNOLOGISCHE REAKTIONEN UND ABSTORUNG

Neben der Qudlitét des Spenderorgans, abhangig u.a. von Alter, Gesundheit des Spenders und
der Ischdmiedauer bis zur Trangplantation, it die adaptive Immunantwort in Form der
AbstoRung das grofte Hindemis fir eine erfolgreiche Transplantation. Uber eine méglichst
pefekte Ubereingimmung der Blutgruppe und Testung praformierter  Antikdrper  des
Empfangers wird versucht, dieses Problem zu minimieren. Troizdem ig immer @ne immun-
suppressive  Thergpie zur Verhinderung der  Abstollung des Organs notwendig. Die
Abstol3ungsreaktionen werden in hyperakute, akute und chronische Abstol3ung aufgrund des
zeitlichen Auftretens und der Pethologie untertelt. Die akute Abstoung wird vorwiegend
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Uber das zdlulére, adaptive Immunsystem, prim& Uber die T-Lymphozyten vermittdt. Die
genaue Entstehung der chronischen Transplantatvaskulopathie hingegen i bis heute noch
nicht vollsdndig aufgeklat;, offendchtlich snd jedoch neben dloimmun-abhdngigen auch

dlommun-unabhangige  Riskofaktoren

Abbildung 1).
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1.2.1. Das Endothel

Die enzdlige Schicht der Endothezelen, genannt Endothel, bildet die innerste Schicht des
gesamten Gefél3systems (Sehe Abbildung 2).

Abbildungen 2: Gef&2aufbau (Fajardo, 1989)
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Das Endothd fungiert nicht nur as physsche Bariere zwischen Blut und Gewebe, sondern
steuert aktiv Uber Abgabe von Faktoren und Mediatoren die Hamostase (Becker et al., 2000).
Dies beinhdtet die Regulaion von Gefd¥onus, Wachsums- und Remoddingprozessen,
sowie anti-thrombogene und anti-inflanmeatorische Faktoren. Dadurch werden auch Adhdsion
von Zdlen an das Endothd und Permeghilité mit folgender Transmigration beanflusst (Sehe
Tabele 1). In vivo snd die Eigenschaften der Endothdzdlen (ECs) durch das jewellige
Milieu auf jedes Organ angepasst. Daher zeichnet sch das Endothel durch eine relativ hohe
Plagtizitét mit sensibler Resktion auf Anderungen des Milieus aus (Cines et al., 1998).
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Tabdle 1. Endothdfunktion (Verma et al., 2002)

Funktion Mediatoren

o NO, Prostazyklin, Endothel stammernder Wachstumsfaktor (EDGF), Bradikinin,
vasodilatierend

Adrenomedullin, C-natriuretisches Peptid

vasokonstriktorisch ET-1, Angiotensin |1, Thromboxan A ,, ROIs, Prostaglandin H,

anti-proliferativ NO, Prostazyklin, Transforming Wachstumsfaktor —3, Heparinsulfat

ET-1, Angiotensin |1, ROIs, Thrombozyten stammender Wachstumsfaktor (PDGF),
proliferativ Basis Fibroblasten Wachstumsfaktor (bFGF), insulin-like Wachstumsfaktor,

Interleukine (L)

NO, Prostazyklin, Plasminogen Aktivator, Protein C, Gewebe Faktor Inhibitor,
von Willebrand Faktor (VWF)

anti-thrombogen

ET-1, ROIs, Plasminogen Aktivator Inhibitor-1, Thromboxan A ,, Fibrinogen,
pro-thrombogen

Gewebefaktor
) ) Zélulére Adhésionsmolekile (P- und E-Selektin, ICAM, VCAM), Chemokine,
inflammatorisch
Nukledrer Faktor ?-B (NF ?-B)
Permeabilitét Rezeptor fir fortgeschrittene Glycosylierungsendprodukte (RAGE)
Angiogenese Vaskuldrer Wachstumsfaktor (VEGF)

NO= Stickstoffmonoxyd; ET -1= Endothelin-1; ROIs= reactive oxygen intermediates (= reaktive Sauerstoff-
zwischenprodukte); P-und E- Selektin= platelet- (=Thrombozyten) und endotheliales Selektin, ICAM= inter-
zelluléres Adhéasionsmolekil; V CAM= vaskul &r-zel lul &res Adhési onsmol ek Ul

Das Endothel bietet die grolde Kontaktflache zwischen transplantietem Organ und dem
Immunsysgem, vor dlem den im Blut zrkulierenden Immunzdlen. Durch Expresson von
MHC- und Adhésons- Molekiilen, Freisetzung von Faktoren und Mediatoren ist das Endothel
direkt an der Aktivierung und / oder Einwanderung von Immunzelen in das parenchymae
Gewebe betaligt (Vaujskikh et al., 2003). Durch oxidaiven Stress und Signde inflam
matorischer Zdlen (T- Zelen, Monozyten/  Makrophagen, Dendritische Zdlen), sowohl Gber
Zytokine as auch Kontekt abhéngig (z.B. Uber CD40L), wird die normade Funktion des
Endothels durch verdnderte Genexpresson modifiziet (= Endothdaktivierung). Dies wirkt
dch unter anderem in ener verstérkten Rekrutierung von Immunzelen, einer gednderten
Vasomotorik und intravaskulé&ren Koagulation aus und kann wiederum zu ener darken
Schédigung des Endothes fuhren. Somit i das Endothd das Hauptzid der Immunantwort
und ene Endothddysfunktion nach Herztransplantation gilt daher as frihzetiger Marker flr
eine chronische Abstol3ungsresktion (Hollenberg et al., 2001; Weis et al., 1997).
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1.2.1.1. Oxidativer Stress, Apoptose, Proliferation und metabolische Aktivitét bel

Endothelzdlen
Wie oben ewdnt ig en intaktes voll funktiondféhiges Endothd Voraussstzung flr ene
lange Uberlebensdauer des transplantierten Organs. Da das Spenderorgan einer Ischamie/
Reoxigenierung ausgesetzt i, besteht die Gefahr ener Schadigung des Endothes  durch den
erhohten oxidativen Stress. Im normaen Endothdzdl-Metabolismus wird sténdig eine kleine
Menge von ,reactive oxygen species’ (ROS) durch die oxidative Phosphorylierung wahrend
des Elektronentransports Uber die mitochondride Membran freigesetzt (Superoxyd Leck),
welche normaeweise sofort Uber Antioxidantien (Sehe unten, be induzieten Schutz
mechanismen) inaktiviet werden. Durch die fehlende Versorgung mit Sauerstoff wéhrend
einer Hypoxie bzw. Ischamie/ Reoxigenierung werden jedoch ROS durch die Aktivierung der
Xanthin Oxidase in Anwesenheit von Xanthin generiert. Xanthin entsteht durch den Abbau
von ATP in Abwesenheit von Sauerstoff (= anaerobe Energiegewinnung). Glutathion, Hitze-
schockproteing, Superoxid Dismutase und Hamoxigenase sind induzierbare  Schutzmechanis-
men, um die Zdle vor oxidativen Stress zu schitzen. Reicht dieser Schutz nicht aus, snd
Lipidperoxidation, Proteindegradation, -schadigung und Zerstérung der DNA die Folge, was
zum schndllen Zdltod fiihrt (Pohlman T H, 2000).
Vermehrter oxidativer Stress fihrt zu ener gesteigerten Apoptose der Endothelzelen (Ferrari
et al., 2004), die durch Endothelzellproliferation kompensert werden mul3, um die Hdmostase
nicht zu gefdhrden. Sowohl verséakte Proliferation as auch die Synthese der protektiven
Mechanismen degen die metabolische Aktivitdée des Endothels, wobe  durch das
mitochondride Superoxid-Leck weltere ,reactive oxygen intermediates’ (ROI) entstehen.
Durch vermehrten oxidativen Stress wird Uber eine redox-sendgtive NF ?-B Aktivierung auch
die Expresson von Adhésionsmolekiilen erhoht (Jang et al., 2004).

1.2.1.2. Stickstoffmonoxyd (NO) und Endothelin-1 (ET-1)

Die beiden gtérksten Autakoide des Endothels sind die beiden Gegenspider NO und ET-1.
Das kurzlebige Radikad NO wird durch die NO-Synthasen (NOS) aus Arginin synthetisert,
diffundiert durch die Zdlmembranen in glate Muskdzdlen und fihrt Uber Guanylaizyklase
Bindung mit anschlieRender cGMP Freisstzung zu einer C&* gesteuerten Reaxation (=
Gefddilatation). Es gibt drel verschiedene Isoformen der NOS: die neuronde NOS (nNOS)
und endothdide NOS (eNOS), beide Cazium-abhdngig, werden konditutiv exprimiert,
wahrend die Cdzium-unabhangige induziercbare NOS (INOS) durch Inflammation und

10
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Zytokine aktiviert wird (Alonso D, 2003). Neben dem vasodilatierenden Effekt besitzt NO
enen anti-inflanmatorischen  Effekt, indem es die Adhéson von Zdlen an das Endothd
verringert (Blantzet al., 2002).

Die drel Isoformen des Endothelin, ET-1 (v.a im Endothd), ET-2 (v.a in der Niere) und ET-
3 (v.a im Gehirn) bestehen jewells aus 21 Aminosauren. Die Hauptform im kardiovaskuldren
Sysem is ET-1 und wird in den Endothelzdllen durch Spatung aus Prgpro-Endothdin zu
Big-Endothdin und anschliel¥ender proteolytischer Spdtung (durch das Endothdin Conver-
ting Enzym = ECE) des Big-ETs synthetisert. Die Wirkung des ET-1 wird Uber die Bindung
an verschiedene Rezeptoren vermittelt. Es exidieren drel verschieden G-Protein gekoppelte
ET-Rezeptoren: im Gefdl3system befinden sch die Rezeptoren ETa (glate Muskdzdlen) und
ETs (Endothe), wéhrend in der Hypophyse vor dlem ETc-Rezeptoren vorhanden sind. ETa
zeigt ene hohere Affinitd zu ET-1 (ET-1>>ET-3) wahrend ETg die gleiche Affinitét fir ET-
1 und ET-3 aufwelst (Goraca, 2002). Die Bindung von ET-1 an die Rezeptoren ETa und ETg
auf glaten Muskdzdlen fuhrt zu einer Vasokondriktion, zu enem gedeigerten Wachstum
der glaten Muskezdlen und zu ener versarkten Zeladhdson. Eine Bindung an endothdide
ETs — Rezeptoren ha im Gegensaiz eine Stimulation der NO- und Prostacyclin- Freisstzung
zur Folge, inhibiert die ECE-1 Synthese und schiitzt das Endothe vor Apoptose (Alonso D,
2003). Somit kommt den endothdiden ETg — Rezeptoren in der Lunge auch die wichtige
Aufgabe der Clearance des ET-1 aus dem Blut zu. Neben dem vasokongtringierenden Effekt,
besitzt ET-1 eine fir Immunzellen adhésionsférdernde Wirkung (Li et al., 2003).

Abbildung 3: Wechsdwirkung von NO und ET-1 (Alonso D, 2003)
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1.2.1.3. Adhésion und Transmigration von Leukozyten an und durch das Endothel

Eine Endotheaktivierung fuhrt Uber die erhthte Expresson von Adh&sionsmolekilen, Zyto-

kinen und diversen Mediaoren zur Adhéson und Transmigration von Leukozyten. Die
Adhasion wird Uber verschiedene Adhdsionsmolekiile vermittelt (Sehe Tabelle 2).

Tabdle 2. Adhésionamolekiile, die an Adh&sion und Transmigration von Leukozyten betelligt
snd nach Wazog (Walzog et al., 2000)

Adhé&sons- .
molekiile Synonyme Hauptvorkommen Hauptliganden
Sdektine
L-Sdektn |  CDe2L Leukozyten DC34, Glyco 1, MAdCam+ 1,
P-Sdektin CD62P Endothel zellen, Thrombozyten PSGL-1
E-Sdektin CD62E Endothelzellen ESL-1, PSGL-1
Integrine
(3~ Integrin
aul [y CD43€ AaD 29, Lymphozyten, Monozyten VCAM-1, Fibronectin
[%- Integrine
a/r, |CPHRICPIS Leukozyten ICAM-1, -2, -3
CD11b/CD18, . ICAM-1, Fibrinogen, C3hi,
aM/ 3 Mac-1 Neutrophile, Monozyten Faktor X
CD11c/ CD18, . - .
aX/ ap150/95 Neutrophile, Monozyten ICAM-1, Fibrinogen, C3bi
aD/ (% CD11d/CD18 Lymphozyten VCAM-1, ICAM-3
[3- Integrine
av/ [ CD51/CD 61 Leukozyten Vitronectin, CD31
[37- Integrine
aul (37 CD49d/ 37 Lymphozyten VCAM-1, MAdCam-1
ak/ 13; CD103/ 137 Lymphozyten E-Cadherin
Immun-
globuline
ICAM-1 CD54 Endothelzellen LFA-1, gp150/95
ICAM-2 CD102 Endothelzellen LFA-1, (Mac-1)
ICAM-3 CD50 Leukozyten LFA-1, aD/ [y
VCAM-1 CD106 Endothelzellen aul 14, aql 13
i Neutrophile, Monozyten,
PECAM-1 b3l Thrombozyten, Endothelzellen CD 31, a/ s
Andere
CD44 Leukozyten Hyauronan
VAP-1 Endothelzellen ?

AM= Adhésionsmolekil ICAM= interzelluldres AM; PECAM=Thrombozyten-/Endothel —Zell AM; VCAM=

vaskuléar-zelluldres AM, LFA= Leukozyten Funktionsassoziiertes Antigen; ESL=E-Selektin Ligand; PSGL= P-
Selektin Glykoprotein Ligand,
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1. EINLEITUNG

Einige diesr Adhésionamolekile wie ICAM-1 und VCAM-1 werden kondtitutiv, be Endo-
thelaktivierung jedoch verstérkt exprimiert, wéhrend z. B. die E- und P- Sdlektin  Expresson
des Endothds ausschliefdich die Folge von Stimulation bzw. Aktivierung is. Das L-Sdektin
der Leukozyten wird im Gegensaiz dazu konditutiv exprimiert. Die Integrine der Leukozyten
bestzen mehrere Konformationszustande. Integrine auf der Oberflache von ,runenden”, nicht
ativieten Leukozyten zeigen nur geinge Affinitd zu ihren Liganden, wdahrend die
Konformationsanderung durch Zdlaktivierung zu einer hthere Affinitét fihrt.

Die Adhédson und Trangmigration kann in mehrere Abschnitte untertellt werden. Die Haupt-
abschnitte umfassen den erden zufdlligen Kontakt mit Aktivierung (unterstiitzt durch chemo-
dtraktive, endzindliche Mediatoren), das Rollen und ,,Ankern®, gefolgt von der Anhaftung
der Leukozyten an das Endothd und der anschlief3enden Migration aus dem Lumen in das
extravasde Gewebe. An den entsprechenden Phasen sind verschiedene Adhésionsmolekile
betelligt. So eschenen die Sdektine mit ihren Liganden vor dlem fir das Rollen
verantwortlich, welches in ener deutlichen Abnahme der Geschwindigkeit resultiert. Dies ist
notwendig, um ene Anhaftung Uber Integrine und ICAM, VCAM-1 Interaktion zu
gewdhrleigen. Erst danach kann eine PECAM-1 und Integrin-vermittdte Einwanderung in
den extravasden Raum erfolgen (Sehe Abbildung 4).

Abbildung 4: Schematische Leukozyten- Endothd Interaktion (Blankenberg et al., 2003)

5. Blankenberg et al. /Atherosclerosiz T70 (2003) 191-203
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1. EINLEITUNG

Die in das extravasde Gewebe eingewanderten Leukozyten sezernieren Zytokine (z. B. IL-1
und MCP-1 = CCL-2) oder ROS, was zu ener Vergédrkung der Endothdaktivierung fihrt,
weltere Leukozyten anlockt und durch die ehdhte Permegbilitdt des Endothes die
Tranamigration erleichtert (Muller, 2003).

1.2.2. Immunologie
1.2.2.1. Die Dendritischen Zdlen

B-Lymphozyten, Makrophagen und Dendritische Zdlen (DC) snd professondle Antigen
présentierende  Zdlen, die T-Lymphozyten aktivieren konnen. DCs gdten ds die
relevantesten  Antigen-présentierenden  Zellen, da se auch B-Lymphozyten und somit den
gesamten zdlulé&ren Antell des adgptiven Immunsystems in Gang setzen konnen. Da die DCs
sowohl frihe, angeborene as auch lang andauernde erworbene Immunantworten kontrollieren
und damit auch an der Sdbstoleranz des Korpers beteiligt snd, geten se als Schllssa-
regulatoren der Immunresktion (Granucci et al., 2004). DCs entwickeln sch aus viden ver-
schiedenen Vorlauferzellen. Die DCs konnen in mindestens drel verschiedene Gruppen einge-
tellt werden: plasmazytoide DC (aus lymphoiden Vorlaufern abstammend), Langerhanszelen
(vorwiegend in der Haut) und interditidle DC (beide aus myeoiden Vorlaufern abstammend,
Abbildung 5).

Abbildung 5: Entwickung von DCsaus verschiedenen Vorlaufern (Banchereau et al., 2000)
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1. EINLEITUNG

Die DCs bzw. ihre Vorlaufer befinden sch entweder ds ,dationdre’ Zelen im Gewebe oder
zirkulieren im Blut und monitoren gandig ihre Umgebung. Unreife (immature) DCs und ihre
Vorlaufer reagieren sehr empfindlich auf ihre Mikroumgebung, vor dlem Zytokine (Woltman
et al., 2003) und inflammatorische Produkte. Da die DCs vorwiegend vom Endothe nicht-
lympatischer Gewebe mit deren konditutiv oder inflammatorisch exprimierten Liganden an
gezogen werden (Sehe Abbildung 6 und ,Adh&ion und Transmigration von Lymphozyten an
das Endothd”), spidt in diessm Zusammenhang die Interaktion des DC spezifischen
Adhdsionsmolekils DC-SIGN mit dem endotheliden ICAM-2 ene wichtige Rolle (van
Kooyk et al., 2002).

Abhildung 6: Die Dendritische Zdle und ihre wichtigsten Adhésions- und kostimulatorischen
Molekile (nach Vorlage von (Janeway CA, 1995)

MHC

ICAM-3
Klasse Il a
it

CAM-1

LFA-1-alpha

Im immaturen Stadium bestzen die DCs die hochste Féhigkeit Antigene Uber Makropino-
zytose, rezeptor-gebundene Endozytose und Phagozytose aufzunehmen. Die aufgenommenen
Antigene konnen Uber zwe verschiedene Wege in Peptide prozessert werden. Das Antigen
wird entweder Uber den endosomd, lysosomaden Weg verarbeitet und die Peptide werden
anchlielfend an MHC-2 Molekille gebunden. Exogene Antigene konnen im  Zytosol
freagesetzt und Uber nicht-lysosomde Proteasen zu Peptiden prozessert werden. Diese
Peptide werden zum endoplasmatischen Retikulum  transportiet und dort an MHC-1
Molekile gebunden. Die MHC-Peptid Komplexe werden an die Zdloberflache transportiert
und der Umgebung prasentiert. Im Laufe der Reifung der DCs nimmt die Kapazité Antigene
aufzunehmen immer mehr &b, wahrend die Fahigkeit zur T-Zdl Aktivierung ua durch gestei-
gete Expresson von kogimulatorischen Molekilen detig dseigt. Gleichzeitig wandern DCs
mit fortschratender Refung in die lymphaischen Organe, vorwiegend Lymphknoten und
Milz (sehe Abbildungen 7 und 8). Dies is eine Folge der geénderten Exprimierung von
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1. EINLEITUNG

Rezeptoren und Liganden, die vor dlem auf lymphatische Organe anspricht (Hackstein et al.,
2004).

Abbildung 7: DC Migretion, Antigenaufnahme und T-Zdlektivierung (van Kooyk et al.,
2002)
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Abbildung 8: Vom DC Vorlaufer zum maturen DC (Banchereau et al., 2000)
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1. EINLEITUNG

In den T- Zdl Regionen (9ehe Abbildung 9) der Lymphknoten werden die naven T-
Lymphozyten Uber Zytokine zu den DCs gdockt, um eine maximae Darbietung des MHC-
Antigen Komplexes an das T-Zdl Rezeptor Repertoire zu erechen. Auch die B-
Lymphozyten in den sekundd lymphatischen Foliken (Sehe Abbildung 9) kdnnen durch den
MHC-Antigen Komplex der DCs aktiviert werden. Im Lymphknoten serben dann letzt-
endlich die DCs durch Apoptose ab (sehe Abbildung 8).

Abbildung 9: Aufbau eines Lymphknotens mit Bereichen der naiven T- und B- Lymphozyten
(Janeway CA, 1995)

Lymphknoten

primarer
lymphatischer Follikel

afferentes
LymphgefaB

lymphatischer Follikel
(vorwiegend B-Zellen)

Die Funktion und Lebensdauer der reifen (maturen) DCs hangen stark mit dem Verlauf ihrer
Reifung und der Art des Stimulus zusammen (Granucci et al., 2004), jedoch besteht auch eine
starke Prégung durch den jeweligen DC-Vorlaufer. So aktivieren beispidswveise plasma-
zytoide DC vor dlem T-2 Heferzdlen (=Th2), wahrend die mydoiden DC vermehrt T-1
Helferzdlen aktivieren (= Thl), (sehe Abbildung 10 und 11); je nach Aktivierung kommt es
somit zu unterschiedlichen Immunantworten.
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1. EINLEITUNG

Abbildung 10: Der Unterschied zwischen myeloiden und lymphoiden DCs
(Gluckmanet al., 2002)
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1.2.2.2. Die T-Lymphozyten Aktivierung

Jeder T-Lymphozyt erzeugt durch Umlagerung seiner Rezeptorgene enen enzigen, pezi-
fischen Rezeptortyp (= Monospezifitét). Durch die kombinatorische Diverdté werden von
der gesamten T-Lymphozyten-Population jedoch tber 10° unterschiedliche Rezeptoren expri-
miert. Da hierbei auch Rezeptoren fur korpereigene Antigene exprimiert werden, sterben T-
Lymphozyten, die wahrend ihrer Entwicklung mit dem entsprechenden Antigen in Bertihrung
kommen, durch Apoptose ab. Durch diese klonde Deetion wird die zentrde Selbstoleranz
areicht. Die Vorraussetzungen zur T-Zdlaktivierung delen einen weteren Schutzmechanis-
mus zum Erhat der Sdbstoleranz dar. So kann die Aktivierung eines naiven T-Lymphozyten
nur durch die Préasentation des spezifischen Antigens auff dem MHC-Komplex der antigen
prasetierende Zdle mit  @nem  zusdiZlichen  kogimulierenden  Signd efolgen.  Ein
Antigenkontakt ohne kostimulierendes Signd  flhrt zu ener irreversblen Inaktivierung des T-
Lymphozyten. Dieser Effekt kann auch durch eine dsak erhdhte MHC-Antigenkomplex-
dichte dessdben Antigens auf der Antigenprésentierenden Zedle ereicht werden. Zudem
exidieren Suppressor T-Lymphozyten, die Toleranz erzeugen. Weiterhin  kdnnen die T-
Lymphozyten in zwel verschiedene Subtypen eingeteilt werden: die CD4 pogtiven T-Zdlen
(= T-Heferzdlen) werden durch den MHC-2- Antigenkomplex aktiviert, wahrend die CD8
postiven T-Zdlen (= zytotoxische T-Zelen) Kontekt zu enem MHC-1- Antigenkomplex
bendtigen (Janeway CA, 1995).

Be efolgreicher Aktivierung enes T-Lymphozyten laufen folgende Prozesse &b (sehe
Abbildungen 12): Die Bindung des MHC-AntigenrKomplexes an den T- Zel Rezeptor setzt
verschiedene Signadkaskaden in Gang, welche die Transkriptionsfaktoren NF-AT (Uber Calci-
neurin) und AP-1 aktivieren, was wiederum zu einer Expresson von IL-2 RNA fihrt. Die
zusdizlichen kosimulierenden Signdle fihren zu ener Sabiliserung der 1L-2 RNA, wodurch
die Hatbarkeit und damit Ablesbarkeit der RNA enorm gesteigert wird. Nach Expresson des
IL-2 Proteins bindet dieses an den IL-2 T-Zdl-Autorezeptor, der Uber ene waeitere
Sgndkaskede auf den Zdlzyklus wirkt und die Proliferation der entsprechenden T- Zdle in
Gang setzt.
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1. EINLEITUNG

Abbildungen 12: T-Zdl Aktivierung von C.M. Y uan und Bob Crimi
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1. EINLEITUNG

1.2.3. Immunsuppressiva

Damit das trangplantierte Organ nicht durch die oben geschilderten Immunresktionen zerstort
wird, ist es notwendig, direkt nach der Trangplantation mit der Immunsuppression, die diese
Immunantworten unterdriickt, zu beginnen. Diese Thergpie muss mest lebendang fortgefihrt
werden.

Die klinisch rdevanten Immunsuppressva haben unterschiedliche Wirkungsweisen, welche
letztlich gets ene Hemmung der klonden Expanson der T-Lymphozyten bzw. der
Effektorzellen bewirken (Sehe Abbildung 13). Die verschiedenen Substanzen kodnnen in
aktivierungshemmende  Subgtanzen, zytotoxische Substanzen und  Antikérper  untertellt
werden. Mes weden fir ene optimde Thergpie gedgnete Kombinationen der

mmunsuppressiva eingesetzt.

Abbildung 13: Hemmung der T-Zd | Aktivierung durch Immunsuppressiva (Costanzo, 2001)

1.2.3.1. Methylprednisolon

Diesss  aktivierungshemmende  Glukokortikoid  bindet an  den  spezifischen  zytosolischen
Rezeptor. Der Komplex hemmt verschiedene Transkriptionsfaktoren wie z.B. Nucleus factor
kB (NF kB) und andert die mRNA Synthese von 50-100 Proteinen, unter anderem der
Zytokine Interleukin-1 und —2 (Sehe Abbildungen 12 und 13 oben) und ha damit eine starke
Wirkung auf zdluld&e Immunresktionen. Leider treten hier (dossabhangig) vor dlem nach
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langefrigiger Medikation erhebliche Nebenwirkungen wie gestérte Glukosetoleranz, Blut-
hochdruck und Niereninauffizienz auf. Einige diessr Nebenwirkungen gdten ds Risko-
faktoren fir Arteriosklerose und beglingtigen daher eine Entwicklung diessr Herzerkrankung
(Czock et al., 2005; Forth W, 2004).

1.2.3.2. Mycophenolat Mofetil

Die zytotoxische Substanz Mycophenolat Mofetil bzw. deren aktiver Metabolit Mycophenol-
sdure hemmt Uber die Inosnmonophosphat-Dehydrogenase die de-novo- Purinbiosynthese,
wodurch die Proliferation gehemmt wird. Andere Zdlen verfigen Uber die Moglichkeit Puri-
ne in ihren Stoffwechsd enzuschleusen und bestzen dadurch ene geringere Empfindlichkelt
as Lymphozyten. Somit besteht bei Mycophenolat Mofetil ene gewisse Sdektivitdt auf T —
und B — Lymphozyten. Welterhin unterdriickt Mycophenolat Mofetil die humorde Antwort
der B - Lymphozyten. Haufige Nebenwirkungen sind hier Ubelkeit, Durchfall und Erbrechen,
wobe Mycophenolat Mofetil auch zu dlgemeiner Knochenmarksdepresson mit  Andmien
und Leukopenien fihren kann. Diese Substanz kann nicht as dleinige Therapie, sondern nur

in Kombination mit anderen Immunsuppressiva verwendet werden (Forth W, 2004).

1.2.3.3. Cyclosporin A

Das wassrunlddiche, zyklische Decapeptid aus dem Bodenpilz Tolypocladium inflatum wird
zusammen mit Tacrolimus ads Cacneurinnemmer bezeichnet. Die Bindung von Cyclosporin
an das Immunophilin Cydophilin fuhrt zur Bildung eines Komplexes, der wiederum an die
Serin-Threonin-Phosphatase Calcineurin bindet. Damit wird die Aktivierung der Phosphatase
durch erhéhte intrazdlulae Ca* Spieged ds Folge einer T-Rezeptor —Ligand Bindung
blockiert. Zytosolische Komponenten des Nucleus factor activated T-cells (NF-AT) kdnnen
nicht mehr dephosphoryliert werden und dies wiederum fuhrt zu ener Unterbrechung der
Signdkaskade Uber Verhinderung der Transkription der Gene von NF-AT, unter anderem IL-
2 und CD40L. Da auch andere Zdltypen Immunophiline besitzen, besteht eine der Neben
wirkungen des Cylogporin in starker Toxizitét vor dlem auf die Nieren, aber auch auf andere
Organe. Weiterhin konnen Hautver&nderungen und Lymphome, sowie neurologische Sympto-
matik wie Krampfe und Tremor auftreten. Zudem konnen auch arteriosklerotische Risko-
faktoren wie Hyperlipiddmie und Bluthochdruck durch Cyclosporin A vermehrt ausgel 6t
werden (Keogh, 2004) .
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1.2.3.4. Tacrolimus

Das nicht mit Cyclogporin verwandte Macrolid Antibiotikum wurde 1984 entdeckt und wird
von Streptomyces tsukabaends produziert. Der Wirkmechanismus entspricht weltgehend dem
des Cyclosporin, wobe die Hemmung des Cdcineurin durch den Substanz —FK  binding
protein 506 Komplex erfolgt. Tacrolimus ist ca 50-100 fach potenter as Cyclosporin und
zagt ein dhnliches Nebenwirkungsprofil .

1.2.3.5. Rapamycin

Dieses Peptid, auch Srolimus genannt, wurde 1975 erdmals aus einer Bodenprobe mit
Streptomyces hygroscopicus isoliet und &hndt chemisch dem Tacrolimus. Rapamycin  bindet
wie Tacrolimus an FK binding protein 506; damit konkurrieren die beiden Immunsuppressva
um diesdbe Bindungssele Im Gegensatz zu Tacrolimus hemmt der Komplex nicht die
Cdcineurinaktivité, sondern inhibiet den ,mammdian target of rgpamycin  (MTOR)*
Sgndweg. Damit wird letztendlich auch die Phosphorylierung von p70S6K  undPHAS-1
verhindert, die die Progression der G1 Phase des Zdlzyklus unterstitzt. Rapamycin wirkt im
Gegensatz zu Cyclosporin und Tacrolimus nicht auf die IL-2 Synthese, sondern inhibiert den
IL-2/IL-2 Rezeptor Signdweg. Eine wetere Wirkung von Rapamycin bestehnt in der
Hemmung von TNFa, was die Proliferation und Migration von vaskuldren glatten Muske-
zdleninhibiert.
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1.3. HYPOTHESE, ZIELSETZUNG UND AUFGABENSTELLUNG

Die Endothdaktivierung kann im Langzetverlauf nach Herztransplantetion zu einer Endo-
theldysunktion mit folgender chronischer Trangplantatabstol3ung  (Transplantatvaskul opathie)
fUhren. Wie oben ausgefiihrt konnen verschiedene Faktoren zu einer Endothelaktivierung im
Trangolantat  fihren. Klinische Beobachtungen wesen auf enen Zusammenhang zwischen
immunsuppressiver Thergpie und Auftreten der Transplantatvaskulopathie hin.

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit war, dass Qudité und Quantitdt der Immun-
suppressiva die Endothel zel Ifunktion mal3geblich beeinflussen.

Daher war es das Zid dieser Arbeit, die Auswirkungen von Art und Doss verschiedener
Immunsuppressva auf relevante  Endothelzell- Eigenschaften  unter  normoxischen und  hypo-
xischen Bedingungen zu untersuchen. Die Hypoxie/Reoxigenierung wurde gewéhlt, um den
zusitdichen Einfluss der Ischdmie und Reperfuson auf das Wirkungsprofil der Substanzen
Zu integrieren.

Es efolgten Untersuchungen zum Einflud von Immunsuppressva auf endothdiden oxida
tiven Stress, Endothelzellapoptose, Endothezdlproliferation, NO- Produktion und ET-1 Fre-
stizung. Da mit ener Endothezdlaktivierung meisd ene erhdhte Expresson von endo-
theliden Adh&sonsmolekllen enher geht, sollte weterhin die Beeinflussung der Endothe-
zdl- und Dendritischen Zdl -Interaktion in Form von Adhé&son durch immunsuppressive
Simulation untersucht werden. Abschlief3end sollte eine Charakteriserung der Dendritischen
ZdI-Aktivierung unter immunsuppressivem Einfluss durchgefuihrt werden.
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2. Materia und Methoden

2.1. GERATE

Barnstaed NANOpure UV ultrapure water system

BDK Laminar Air flow Werkbank (Nr.57.3)

Bosch Automatik K hlschrank

Eppendorf Centrifuge 5804 mit Ausschwingrotor

FACScan, Becton Dickinson

Heraeus Hybridiserungsofen

Hettich Zentrifuge Mikro 22R

Hypoxia/Tissue culture incubator, Billups-Rothenberg Inc. Del Mar Cdifornia
Kendro HFU/HFC —80°C K uhlschrank

Messer Griessheim Hissiggtickstoffcontainer

Nunc Inkubator Serie 300

Tecan Genios FHuoreszenzreader, Photometer, Chemilumineszenzreader Kombigerét
Kisker MiniRocker MR-1

VWR Wasserbad mit Badgefald und Einhéngethermostat

Zeiss Axiovert 200 Huoreszenzmikroskop

Invitrogen Elektrophoresekammer Haricon 58

Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700

BioRad Power PAC 300 bzw. 3000 fir Elektrophorese

BioRad Gel Doc 2000 mit Quantity One Software 4.1.1

BioRad Fluor-S Multilmager

Wichtige Verbrauchamateridien:

Falcon T225 Zd Ikulturflaschen (35 3138)

Facon T75 Zd Ikulturflaschen (35 3136)

Facon T25 Zd lkulturflaschen (35 3108)

Falcon Petrischalen (35 1029)

Fa con transparente 96-well Platten (35 3072)

Corning Cogtar weisse 96-well Platten (3917)

Corning Costar schwarze 96-well Platten (3916)

Facon 15 ml Rohrchen (35 2096)

Facon 50 ml Rohrchen (35 2070)

Nagene Nunc Lab-Tek 11 Chamber Side System 4 well glass dide (154526)
Nalgene Nunc Lab-Tek I Chambered 1.2 Coverglass System 4 chamber (155382)
Sartorius Minisart Plus Spritzenaufsatzfilter 0,2 um (17823)

Nagene Nunc CryoTube vids (363401)

2.2. DIE IMMUNSUPPRESSIVEN SUBSTANZEN
2.2.1. Konzentrationen und LAsung der Immunsuppressiva

Die Substanzen 6a- Methylprednisolon (MP, Sigma Taufkirchen;, M-0639), Mycophenol-
saure (MMF; Sigma Taufkirchen; M-3536) und Rapamycin (Repa; Sigma Taufkirchen; R-
0395) wurden vor jedem Versuch, aufgrund der begrenzten Hatbarkeit (Datenblatt der
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Subgstanzen), frisch in Methaol vorgddst und anschli?end in Vollmedium  auf  die
entsprechenden  Konzentrationen eingestellt. Der Endkonzentration des Methanols betrug <
15 %o. Cycdosporin A (CS;, Novartis Nurnberg; Infusondésungskonzentrat Sandimmun) und
Tacrolimus (Tac, Fujisswa Minchen, Infusonddsungskonzentrat Prograf) wurden direkt aus
den Infusonddsungskonzentraten (fir die Anwendung am Menschen) in Vollmedium auf die
entsprechenden  Konzentrationen  verdinnt.  Belde  Infusonskonzentrate enthdten  Ethanal,
welcher in den Endkonzentrationen mit < 1 %o vorlag.

Die Immunsuppressiva wurden in zwel Konzentrationen eingesetzt, die der Doserung [area
under the curve, (Armstrong et al., 2001)] in der Frihphase nach der Operation und der lang-
frigigen Erhdtungsdosierung entsprechen (Scheld HH, 2001). Dem entsprechend ergaben
sch Konzentrationen von 10 und 100 uM (= 3,745 und 37,45 pg/ml) fur MP, 10 und 50 pM
(= 3,203 und 16,015 pg/ml) fir MMF; 0,5 und 1 pg/ml fir CS; 50 und 100 pM (= 45,71 und
91,42 pg/ml) fiur Rapa und 20 und 50 ng/ml fir Tec.

Sofern nicht anders beschrieben, wurden dle Versuche mit beiden Konzentrationen dler auf-
gefiihrten Immunsuppressiva durchgeftihrt.

2.3. IMMUNSUPPRESSIVA UND ENDOTHELFUNKTION

2.3.1. Kultivierung und Passage der Z€lllinie humaner mikrovaskul&rer Endothelzellen
(HMEC-1)

Materid:

Humane mikrovaskulére Endothe zdllinie (HMEC- 1, NIH, Dept.of Microbiology, USA)
MCDB 131 ohne Phenalrot (cc pro Neustadt/W; FM-70-L)

Fotales Kélberserum FCS Clone (PAA Laboratories Deutschland, Colbe; A-15-041)
Hydrocortisone (Sigma Taufkirchen; H-0838)

Epiderma Growth Factor EGF (Sigma Taufkirchen; E-9644)

L-Glutamine (Biochrome AG Berlin; K 0283)

PBSw/o Ca*“*, Mg ?* (Biochrom AG Berlin; L 1825)

Trypsin/ EDTA in PBSw/o Ca?*, Mg ?* (Biochrom AG Berlin, L 2143)

Trypanblau 0,5 % (Biochrom AG Berlin, L 6323)

Beschreibung der Zdllinie

Fur die Untersuchung der Endothelfunktion wurde die humane mikrovaskul&re Endothelzdll-
line HMEC-1 verwendet, weche typische Endothelzeleigenschaften erkennen lasst (u.a
konfluenter Monolayer mit Pflasterdein-Morphologie, Expesson und Sekretion des von
Willebrand Faktors und Aufnahme von ecetylietem LDL) und sSch wie priméae
mikrovaskul&e Endothezdlen verhdt (Ades EW, 1992). Durch Trandektion mit dem
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SV40A, lage T antigen enthdtenden PBR-322 baserten Vektor wurden die humanen
demaen  mikrovaskul&ren  Endothdzdlen  immortdiset und  exprimieren die  flr
Endothelzdlen typischen Oberflachenmolekile wie CD31, CD36, ICAM-1 und CD44, nach
Simulaion mit Interferon ? auch MHC |1 (Ades et al, 1992).

Kultivierung:

Die HMEC-1 wurden in phenolrotfreiem MCDB-131 mit 10 % FCS, 2 mM L-Glutamin, 1
pg/ml Hydrokortison und 10 ng/ml Epiderma Growth Fector bei 37 °C und 5 % CO»
kultiviert (Bonnefoy A, 2001) und bis maxima zur 30. Passage fur die Versuche verwendet.
Dred md die Woche wurde das Medium gewechsdt, mindestens enma die Woche wurden
die Zdlen 1. 4 bis 1. 6 passagiert. Frisch aufgetaute Zdlen konnten frihestens nach 10 Tagen

Kultivierung fur die Versuche verwendet werden.

Passage der HMEC-1:

Der Uberstand der Zdlkulturflaschen wurde verworfen, die adhdenten Zelen am
Flaschenboden mit 5 bis 10 ml PBS ohne C&* und Mg gewaschen und anschlieflend mit 2
ml TrypsSn/EDTA abgddst. Nach Irkubation bis zu 5 min. ba Raumtemperatur (Sichtkon-
trolle unter dem Mikroskop) und leichtes Klopfen an den Haschenrand zum Ablésen der
Zdlen, wurde die Trypsnwirkung durch Zugabe von 5 ml Vollmedium abgestoppt. Das
Typsn/Medium-Gemisch wurde in en 15 ml Rohrchen tberfiihrt und anschlief3end fir 5 min.
ba 260 g zetrifugiet. Das Zdlpdlet wurde in 1 ml Vollmedium resuspendiet und im
gewinschten Verhdtnis in neue FHaschen mit frischem Medium ausgesét.

Zd|zahlung mit Trypanblau:

25 yl der Zdlsuspenson wurden mit 25 pl Trypanblau gut gemischt, etwa 3 min be Raum-
temperatur inkubiert und anschliellend auf die Neubauer Zahlkammer aufgetragen (Sehe
Abbildung 14). Die vier auleren Felder wurden jewels auf ,blaue’ (tote) und ,wel¥’
(Iebende, intakte) Zdlen ausgezéhit und der Mittdlwert gebildet. Die toten Zelen erscheinen
aufgrund ener Dydntegritde der Membran mit  folgendem  Trypanblau  Einsrom  blau,
wahrend das Trypanblau nicht in die intakten Zellen eindringen kann.
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Abbildung 14: Die Neubauer Z&hlkammer

i Der Mittdwert aus den vier Eckfeldern wurde mit dem
] '.'__..:::!:: = Verdinnungsfektor (Trypanblau) und dem Kammer-
s volumen (Flache x Hohe) von 10.000 multipliziert, um
| die entsprechende Zdlzahl pro ml zu erhdten.

i p..|. -
-

Versuchsvorbereitung und Durchfihrung der Hypoxie bzw. Normoxie

Je 15.000 HMEC-1 in 100 pl pro wel wurden in transparente, weil®e und schwarze 96-well
Patten ausgesdt und 20-24 h bei 37 °C / 5 % CO, bis zur Konfluenz kultiviert. Anschlief¥end
wurden die Zdlen mit den entsprechenden Konzentrationen der Immunsuppressva simuliert;
ds Kontrolle dienten undimuliete Zelen. Die entsprechenden Platen wurden in  die
Hypoxiekammer gestelt, durch 15 min. N, Einlaetung eine Hypoxie (~ 5% O, Gehdt) in der
Hypoxiekammer erzeugt und fir 16 h beibehdten. Die Versuchsdurchfihrung fand zu zwe
Zeitpunkten dett: direkt nach der Hypoxie bzw. Normoxie und nach einer Reoxigenierung
von weiteren 24 h be 37 °C und 5 % CO,. Die Normoxieplatten wurden fir diesebe
Zeitspanne bel 37 °C und 5 % CO2 ohne Hypoxie kultiviert.

2.3.2. Oxidativer Stress (in weil3en Platten)

Materid:

CM- H,DCFDA (Molecular Probes tiber MoBiTech Géttingen, C-6827)

Dimethyl Sulfoxide DMSO (Sgma Taufkirchen, D-8418)

Methanol (Merck Darmstadt, 1.06009.2500)

KOH (VWR internationd-Merck, Darmstadt, 159222)

Salzsdure 25% (Merck Darmstadt, 1000 332 2328816)

H,O, (Merck Darmstadt, 1.08597.1000)

Bidedtiliertes H,O

MCDB 131 ohne Phenalrot (cc pro Neustadt/W; FM-70-L)

Fotales Kad berserum FCS Clone (PAA Laboratories Deutschland, Colbe; A-15-041)

Zubereitung der DCFDA-L6sung:
- 50 ug CM- H2DCFDA (= 1 Rohrchen) + 50 il DM SO,
vortexen und kurz anzentrifugieren
-+ 50 ul Methanal, vortexen und kurz anzentrifugieren
- +25ul 2M KOH, vortexen und 1-2 h bei 4°C inkubieren
- kurz anzentrifugieren und mit 2 N HCI den pH-Wert auf 7 eingelen.

Jedes Rohrchen wurde mit 50 uM H,O, auf Fluoreszenz getestet.
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Prinzip des Testsystems:.

CM-H,DCFDA ig e@n membrandurchgangiger Indikator fur resktive Sauersioffverbindungen
und nahezu nicht fluoreszierend. Durch Abspdtung der Acetatgruppen von intrazellularen
Esterasen und Oxidation des DCFDA innerhab der Zele entsteht der FHuoreszenzfarbsioff,

der quantitativ Uber die Huoreszenz gemessen werden kann.

Durchfihrung:

Die frisch angesetzte DCFDA-L6sung wurde mit MCDB 131 + 1% FCS auf 25-30 uM enge-
gdlt und fir die gesamte Anzahl von bendtigten wels hergestdlt. Der Uberstand der ent-
sprechenden wells auf den weilen Platen wurde verworfen und @nmdig mit je 200 pl
MCDB 131 (ohne Phenolrot und ohne FCS) gewaschen. Nachdem je 100 pl des frisch zube-
reiteten DCFDA-Mediums auf die wells aufgetragen wurde, folgte eine Inkubation von 30
min. be 37°C und 5% CO, und anschlief?end die Messung im FHuoreszenzreader bel 485 nm
Exzitation und 535 nm Emission (Wang H, 1999).

2.3.3. Apoptose (in weil3en Platten)

Materid:

Vybrand Apoptosis Assay Kit 2# (Molecular Probes Uber MoBiTech Gottingen, V13241)
PBSw/o Ca?*, Mg 2* (Biochrom AG Berlin; L 1825)

Bidedtilliertes H,O

Zubereltung der benttigten Ldsungen:
1 x Annexin binding buffer wurde mit dem 5 x Annexin binding buffer und der
entsprechender Menge bidestilliertem Wasser frisch angesetzt (1:5).
- DasPropidium Jodid wurde von der gdieferten Konzentration 1 mg/ml mit 1 x
Annexin binding buffer auf 100 pg/ml verdinnt (1:10).
Prinzip des Testsystems:
In normaen Zdlen befindet sch Phosphatidylserin nur innerhdb der nach innen gekehrten
Schicht der Doppdmembran. Im  frihen Stadium der Apoptose jedoch findet ene
Verlagerung nach aulfen oat. Die Bindung von FITC-gekoppedten Annexink V. an
Phosphatidylserin - wird in diesem Test zur Quantifizierung der Apoptose verwendet.
Nachdem jedoch die Dysntegritét der Membran von nekrotischen Zelen auch einen Annexin
Eindrom zur Folge ha (und damit ungewodllterweise ene Fé&bung von ,innen®), missen
gleichzeitig nekrotische Zelen Uber ene Propidiumjodid Fabung des Zelkerns (DNA)

ausgeschlossen werden.
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Durchfiihrung:

Die Gesamtmenge fur dle wdls wurde mit je 5 yl Annexin und je 5 pl vorberdtete Propi-
diumjodid — Loésung (100ug/ml) auf je 100 pl 1 x Annexin binding buffer pro wel hergestdlt.
Nachdem die entsprechenden wells auf der weil’en Plate mit je 200 pl kdtem PBS
gewaschen und anschlief?end je 100 pl der fertigen Mischung aufgetragen wurde, folgte eine
Inkubation von 15 min. ba Raumtemperaur im Dunken (da lichtempfindlich). Danach
wurde der Ubersand der wells entfernt, die wells mit je 200 pl 1 x Annexin binding buffer
gewaschen und die leeren wells sofort fir Annexin FITC be 485 nm Exztation) und 535 nm
(Emisson) und fir Propidiumjodid be 535 nm (Exztation) und 620 nm (Emisson) im
Huoreszenzreader gemessen. Je Platte wurden ads Negativkontrollen wells mit 1x Annexin
binding buffer auf Zdlen, ohne Zdlen und fetige Mischung (mit AnnexinrFITC und
Propidiumjodid) ohne Zdlen mitgefihrt.

2.3.4. Metabolische Aktivitét (in transparenten Platten)

El/lelatlelr;r?)iiferation Assay System, Premix WST-1 (TaKaRa tber Mobitec Gottingen, MK400)
Prinzip des Testsystems:

WST-1 igd en Terazolium Sdz, dass durch mitochondride Dehydrogenasen zu einem
Formazan Farbstoff umgewanddt wird. Dieser Fabstoff ist wassarlédich und  kann
photometrisch gemessen werden. Die mitochondriden Dehydrogenasen sind jedoch nicht nur
durch gesteigerten Energiebedaf wéhrend der G1 Phase des Zdlzyklus fur die Proteinsyn-
these erhoht, sondern bei jeglicher Proteinsynthese. Auch be der Stressantwort findet as
Kompensationsmechaniamus eine gedeigerte Proteinsynthese, z.B. unter anderem von Hitze-
schockproteinen dett, die zu ener Erhdhung der mitochondridlen Dehydorgenasen fuhrt. Es
sollte aulRerdem nicht vergessen werden, dass jede Zdle ihre Anzahl von Mitochondrien
regulieren kann.

Durchfihrung:

Zum entsprechendem Zeitpunkt wurden mit ener Multipette je 10 ul /well des WST-1 Premix
in die entsprechenden wells zugegeben und durch leichtes Klopfen an den Plattenrand verteilt.
Nach ener Inkubation von 3 h bei 37°C und 5% CO, wurde ba 450 nm und 690 nm Referenz

photometrisch gemessen.
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2.3.5. Proliferation (in transparenten Platten)

g/lefljtlelgril.iferation ELISA BrdU colorimetric (Roche Diagnostics GmbH Mannheim,

1647 229)

Prinzip des Testsystems:.

Das Pyrimidinandog BrdU wird von den Zdlen aufgenommen und dett Thymidin in die
proliferierende Zele engebaut. Nach Fixieeung und Permesbiliserung der Zelen kann
mittels BrdU —Antikérper der Einbau des BrdU, der nur bel Replikation erfolgt, markiert und
Uber enzymatische Substratspaltung quantitativ schtbar gemacht werden (Abbildung 15).

Abbildung 15: Das Prinzip des BrdU-ELISAs

> Zdler
BrdU markierte DNA

=P
N S v S
'I: Anti-BrdU Antikorper, Peroxidase (POD) gekoppelt
=0 X =9 W2 POD - Substrat (TBM)
N photometrisch messhares Spaltprodukt des Substrates
Durchfiihrung:

Das BrdU wurde nach 8h Reoxigenierung auf die mit Immunsuppressiva simulierten Zelen
gegeben und die Zdlen fir 16 h ba 37°C und 5% CO, kultiviert. Anschlief3end wurde nach
Gebrauchsanweisung verfahren.

2.3.6. Endothelin-1 (ET-1)

e rcthelin 1 1A (Assay Design Gber Biotrend Kéln, 900-020)

Bidedtilliertes H,O

Prinzip des Testsystems:

Die Obeflache der in dem Kit mitgdieferten wdls i mit einem spezifischen polyklonden
Kaninchen-Antikorper gegen ET-1 beschichtet. Nach Auftragen des ZdlUberstandes oder des
Zdllysates bindet ET-1 an diesen Antikdrper. Der zweite, Enzym-gekoppelte monoklonde

Antikorper gegen ET-1, diesmd aus der Maus, bindet an einem anderen Bereich des Proteins.
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Uber enzymatische Substratspaltung werden im Vergldéch zum ET-1 Standard quantitative

Aussagen Uber die ET-1 Menge der Probe mdglich (Abbildung 16).
Abbildung 16: Das Prinzip desET-1 ELISAs

mmm  primérer AntikOrper

3 5N o ET-1

J Anti-BrdU Antikorper, Peroxidase (POD) gekoppelt

W POD - Substrat (TBM)

¥ photometrisch messhares Spaltprodukt des Substrates

Durchftihrung:

Der Uberstand der entsprechenden wells wurde abgenommen und bei —80°C fir den ET-1
EIA engefroren. Fir die Durchfihrung wurde genau nach Gebrauchsanweisung verfahren,

wobei je 25 pl der Probein den EIA eingesetzt wurden.

2.3.7. NO (in schwarzen Platten)

Materid:
DAF-2 DA (Alexis Deutschland GmbH Griinberg , 620-056-M 001)
L-NAME (Alexis Deutschland GmbH Griinberg, 105-003-G005)

Krebs- Ringer- Phosphat Puffer:

120 mM NaCl (Merck Darmstadt, 1.06404.0500)

4,8 mM KCI (Merck Darmstadt, 1.04933.0500)

0,54 mM CaCl, Dihydrat (Merck Darmstadt, 142000)
1,2 mM MgSO, (Merck Darmstadt, 1.05886.0500)

11 mM D-Glucose (Sgma Taufkirchen, G-7528)

15,9 mM NgHPO, (Merck Darmstadt, 1.03095.0500)
Bidedtilliertes H,O

PH 7,2

Zuberaitung der benttigten Losungen:

Der Krebs-Ringer-Puffer wurde nach obigem Rezept hergestdlt und anschlieffend  deil
filtriet (Kojima, 1998). Damit wurde jewells frisch eine 10 uM DAF-2 DA Ldsung angesetzt

(vor Licht geschiitzt).
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Prinzip des Testsystems:.

DAF-2 DA ig dne zdlpamedble Subgstanz, die durch intrazdlul&e Edterasen zu nicht
permesblen DAF-2 hydrolysert wird. DAF-2 reagiet mit NO und O, zu dem fluoreszie-
renden DAF-2 T, das quantitativ Uber einen Fluoreszenzreader gemessen werden kann. Dieses
Tedsystemn misst die Gesamtmenge des intrazdlulden NO und ist nicht zur Unterscheidung
der Aktivitat von eNOS oder INOS geeignet.

Durchfiihrung:

Die entsorechenden wdls auf den schwarzen Patten wurden mit je 200 pl Krebs-Ringer-
Puffer gewaschen, dann je 100 pl der frisch zubereiteten DAF-2 DA Lésung aufgetragen und
fir 2 h ba 37°C und 5% CO, inkubiert (Kojima et d, 1998). Nach Ablauf der Inkubation
wurden die Platten sofort be 485 nm Exztation und 535 nm Emisson gemessen. Als
Kontrollen dienten je Patte DAF-2 DA mit L-NAME (Negativkontrolle, 1 mM Endkonzen
tration) auf Zdlen und Krebs-Ringer- Puffer ohne DAF-2 DA auf Zdlen.

2.3.8. Proteinbestimmung (in transparenten Platten)

Materid:

BCA Proteinassay Kit (Pierce tber Perbio Science Deutschland GmbH Bonn, 23221)
NaOH (Merck Darmstadt, 6498.0500)

Bidedtilliertes H,O

Prinzip des Testsystems:

Proteine in adkaischem Medium reduzieeen CU* zu Cu'*. Bicinchoninsiure (BCA),
Bedtandteil einer der Kitkomponenten, fihrt sehr sengtiv und sdektiv zu einer Chedathildung
von 2 BCA mit d@nem Cu'*. Dieser violette, wasserlédiche Komplex kann be 562 nm

photometrisch gemessen werden.

Durchftihrung:

Je well wurden 50 yl 0,2 M NaOH aufgetragen, die Plaitten mit Parafilm versiegelt und Uber
Nacht be 4°C inkubiert. Die BCA Ldsung wurde nach Gebrauchsanleitung aus den Bestand-
telen A und B frisch angesatzt, je 200 pl auf die wells aufgetragen, 30 min. bet 37°C und 5%
CO- inkubiert. Danach wurden die Patten photometrisch bei 560 nm und 690 nm Referenz

gemessen.
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2.3.9. Auswertung und Statistik

Die Rohdaten der Doppelwerte der einzelnen Messungen wurden gemittelt, dann auf den Pro-
teingehdt bezogen und anschlielRend mit der undimulierten Kontrolle verglichen. Die Signifi-
kanz der prozentualen Anderung zur Kontrolle wurde mittels T-Test bzw. ANOVA berechnet.

2.4. IMMUNSUPPRESSIVA UND ADHASION VON DENDRITISCHEN ZELLEN (MURIN)

2.4.1. Kultivierung und Passage der Zelllinien muriner aortaler Endothelzellen und
muriner Dendritischer Zellen:

Materid:

Murine aortale Endothel zellen (ATCC tber LGC Promochem Wesdl; CRL-2279)
Murine Dendritische Zellen 2.4 (Dana Faber Cancer Ingtitute, Boston; Dr. K.L. Rock)
DMEM high glucose, ohne Phenalrot (Invitrogen GmbH Karlsruhe, 21063-029)
Fotales Kadberserum FCS Clone (PAA Laboratories Deutschland, Colbe; A-15-041)
PBSw/o Ca?*, Mg * (Biochrom AG Berlin; L 1825)

Trypsin/ EDTA in PBSw/o Ca?*, Mg %* (Biochrom AG Berlin, L 2143)

Trypanblau 0,5 % (Biochrom AG Berlin, L 6323)

Beschrelbung der Zdllinie:

Die murine Endothezdllinie (MEC) aus dem Mausstanm C57BL/6 ig en durch SV40
Trandormierung immortaliserter Endothelzdllklon aus Langerhans-Insen der  Bauchspeiche-
drise und wurde auf die Aufnahme von acetylieten LDL und Expresson des von
Willebrand Faktors und des VEGF Rezeptors Uberprift. Die murine Dendritische Zdllinie
(mDC) 2.4 wurde ebenfdls aus dem Mausstamm C57BL/6 aus Knochenmarkszellen generiert
und retrovira Uber myc und raf immortalisert (Lee, Kang et d. 2004). Die DC24 Zdlen
zeigen eine DC spezifische Morphologie, exprimieren MHC Klasse | und 1| Molekile sowie
kodimulatorische Molekile B7-1 und B7-2. Weterhin zeigen diese Zelen Oberflachermade-
kile wie ICAM und DEC-205, phagozytotische Aktivitdt und antigen présentierende Kapa
zitden (Lee et al., 2004; Shenet al., 1997).

Kultivierung:
Die murinen Endothdzdlen (mECs) und Dendritischen Zdlen (mDCs) wurden in phenol-

rotfreiem DMEM mit 10 % FCS (Vollmedium) be 37 °C und 5 % CO, kultiviet und bis
maxima zur zwanzigden Passage fir die Versuche verwendet. Dreima die Woche wurde das
Medium gewechsdt. Die mEC wurden mindestens einma die Woche 1: 4 bis 1: 6 passagiert,
die mDC bis zu dreimd die Woche 1:10 bis 1:25 passagiert. Frisch aufgetaute Zellen wurden
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frihestens nach 3 Tagen Kultivierung fir die Versuche verwendet. Passage und Zdlzihlung
wurden wie bei den HMEC-1 (sehe S. 26), jedoch mit phenolrotfreiem DMEM + 10 % FCS
durchgefihrt.

2.4.2. mEC und NO

Um enen Veglech zu den HMEC-1 ziehen zu konnen, wurde be den mEC ene
Bestimmung des NO nach immunsuppressver Stimulation unter normoxischen Bedingungen
durchgefiihrt. Dazu wurden 13.500 mEC je wel in je 100 pl Voll- DMEM ausgesdt und 20-
24 h be 37 °C / 5 % CO, bis zur Konfluenz kultiviert. Die Stimulation und die Durchfiihrung
der NO Messungen entsprach der |, Versuchsvorbereitung® (S. 27) und den Durchfiihrungen
fur NO (S. 31/32) mit DMEM ds Medium.

2.4.3. Adhasionsassay von mDC an mEC (weil3e Platten)

I\D/ll\zjltgll\flﬂ high glucose, ohne Phenalrat (Invitrogen GmbH Karlsruhe, 21063-029)

Fotaes Kadberserum FCS Clone (PAA Laboratories Deutschland, Colbe; A-15-041)

CdlITracker Green CMFDA (Molecular Probes Gber MoBiTech Gottingen, C-2927)

Prinzip des Testsystems:

Die zdlmembranpermesble Substanz  CdlTracker green (CMFDA) enthdt ene
Chloromethylgruppe, die mit Thiolen reagiert. Durch die Resktion von CMFDA mit
intrazdlul&ren Ederasen und GlutathionS-Tranderase entsehen die grin  fluoreszierenden
Chloromethylderivate des Fluorescein Diacetat, die die Zele nicht mehr verlassen konnen.
Diese zytosolische Férbung der Zdlen bleibt fir mind. 72 h und mindestens vier Zdltellungen
besehen. Die Intenstd der Fabung nimmt jedoch im Laufe der Zet und mit jeder
Zdltellung ab. Die Huoreszenz kann bel 485 nm Exztation und 535 nm Emisson gemessen
werden. Mit diessr Farbetechnik wurden die mDC angeférbt, um ene anschliel¥ende
Quantifizieeung der Adhéson von mDC an mEC unter verschiedenen Stimulationen
durchftihren zu kénnen (dehe Abbildung 17).
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Abbildung 17: Endothedmonolayer mit adhérenten DCs

Dapi Zdlkerr-
Férbung

Call Tracker ‘ Uberlagering aller
gefarbte mDC . ¢ ; 3 Bilder ST

Durchfuhrung:

Je 13500 mECs pro wel wurden in weil}e Platen ausgesit (und in eine trangparente Platte
zur Sichtkontrolle) und, je nach Versuchsvorgabe, nach 3-4 h Kultivieung fir 24 h mit
Immunsuppressva simuliert (Sehe oben , Kultivieeung und Passsge der Zdllinien muriner
aortder Endothelzdlen und muriner Dendritischer Zdlen®*).

Die mDCs ener T75 Flasche wurden abtrypsniet und eénma mit DMEM ohne Phenolrot
gewaschen. Das Zdlpelet wurde in en 1,5 ml Eppendorf Rohrchen Uberfihrt und mit 1 m
10-25 pM (3-10 x 10° Zelen) green CdlTracker (CMFDA) in DMEM ohne Phenalrot
(serumfrei!) resuspendiert. Diessr Ansatz wurde fir 45 min. bei 37°C und 5% CO, inkubiert.
Fur die Begasung der Zdlen befanden sich Locher in den Deckeln der Rohrchen. Nach der
Inkubation wurden die Zdlen fir 5 min. bei 260 g zentrifugiert, der Uberstand abgenommen
und veworfen. Das Zdlpelet wurde in 1 ml Vollmedium resuspendiert und fur wetere 30
min. bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zélen in 1 ml
Vollmedium resuspendiert und auf die vorbereteten T25 Haschen vertelt und gegebenenfdls
mit Immunsuppressva  simuliet. Der zetliche Ablauf wurde so angepesst, dass ene
Simulation der mECs ca 30 min. nach der Stimulation der mDCs efolgte, sodass jewells
ene Stimulaionsdauer von 24 h erecht wurde (mDCs missen am néchgen Tag trypsniert
werden, Dauer ca 30 min). Nach 24 h Kultivierung, gegebenenfdls unter Stimulation,
wurden die mDCs &btrypsniet und mit Trypanblau gezéhlt (Sehe S. 27). Die Zdlzahl der
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enzenen Simulationsansiize wurde auf 200,000 mDCs pro ml, jewels ohne und mit
Immunsuppressiva in - Vollmedium  eingedtellt. Der Uberdand der mEC- Platen wurde
verworfen und je 100 pl der entsprechenden mDC Zdlsuspenson auf die entgprechenden
wdls mit mECs aufgetragen. Als Kontrollen dienten wells mit gegebenenfdls simulierten
MECs ohne mDCs und Vollmedium, beziehungsweise wells ausschliedich mit Medium ohne
mMECs. Sofort anschliel3end wurden die Platten auf einem Schittler fir 3 h bel 37°C und 5%
CO; inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Platten direkt bei 485 nm
Exzitation und 535 nm Emisson im Huoreszenzreader gemessen, danach wurde der
Uberstand verworfen und die Platten nochmals im Fluoreszenzreader gemessen. Nun wurden
die wdls mittds ener Mehrkandpipette mit 200 Wl pro wdl DMEM ohne Phenolrot
(serumfrei!l) vorschtig gewaschen. Nach jeder Waschung efolgte eine Messung, insgesamt
wurden 5 Waschungen durchgefihrt. Der Adh&sonsasssy wurde mit undimulieten mDCs
auf gimulieten mECs, simulierten mDCs auf ungimulieten mECs ohne weitere Stimulation
wahrend der dreigindigen Kokultivierung, sowie mit gimulieten mDCs auf  dimulierten
mMECs mit und ohne Stimulation wéhrend der Kokultivierung durchgefiihrt.

Auswertung und Statidtik:

Die ege Messung direkt nach Beendigung der Kokultivierung diente zur Ermittlung der
verschiedenen Farbungsntendtden der mDCs, entdanden durch die immunsuppressive
Simulation (= Proliferation, sehe Prinzip des Tedsysems). Eine Anpassung der Féarbungs-
intengtéten wurde erreicht, indem ein Faktor vom Mittewert der Vierfachwerte der verschie-
denen Stimulationsanséize durch den Mittdwert der undimulierten Kontrolle erhoben wurde.
Die Mittdwerte der Messungen nach den Waschungen 3, 4 und 5 wurden durch diesen Faktor
geteilt und danach auf die unsimulierte Kontrolle bezogen. Diese Nivelierung wird durch die
Linearitdt der Farbungsintenstdtsabnahme, as auch der Linearitét der mDC Adhésion im
Vehdtnis zur mDC Ausgangszdlzahl emoglicht (dehe Abbildung 18). Aus den 3
Messungen wurde der Mittelwert berechnet. Die Signifikanz der Ergebnisse wurde durch T-
Tedt ermittelt.
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Abbildung 18: Verdinnungsrehe von mDCs an konfluenten mECs (nach 2 ma Waschen)
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2.4.4. Viabilitéat der mDC (transparente Platten)

Ei/lelatlegraci)l.iferati on Reagent, Premix WST-1 (Roche Diagnostics GmbH Mannheim, 1644807)

Prinzip des Testsystems:.

Mittels WST-1 (siehe S. 29 unter ,,Metabolische Aktivitét“) wurde zu Beginn und Ende der
Kokultivierung die metabolischen  Aktivitdt bestimmt und bede Wete miteinander
verglichen. Diese beiden Zetpunkte waren notwendig, um die verdnderte metabolische
Aktivitét durch die Immunsuppressiva zu berticksichtigen.

Durchfihrung:

Je 20,000 ungimulierte und stimulierte mDCs pro wdl wurden in wdls (ohne mECs) transpa
renter Platten gegeben. Zu Beginn und Ende der Kokultivierung des Adhé&sionsassays wurden
je 10 pl des cdl proliferation reagent zugegeben und der Ansatz fir 1,5 h be 37°C und 5%
CO, inkubiert. Anschlief®end wurden die wells sofort ba 450 nm und 690 nm Referenz

photometrisch gemessen.

Auswvertung und Statitik:

Die Rohdaten der Vierfachwerte der enzdnen Messungen wurden gemittelt. Es wurde das
Verhdtnis zwischen Messung zu Ende der Kokultivieeung und Messung zu Beginn der
Kokultivierung errechnet. Dieses Verhdtnisse wurden mit den Ergebnissen der ungimulierten
Kontrolle verglichen und die jeweilige prozentude Anderung zu diessr Kontrolle ermittelt.
Die Signifikanz der Ergebnisse wurde mittels T- Test berechnet.
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2.5. IMMUNSUPPRESSIVA UND GENEXPRESSION VON ADHASIONSMOLEKULEN UND
EXTRAZELLULAREN MATRIXPROTEINEN BEI MURINEN DENDRITISCHEN ZELLEN

2.5.1. RNA Isolierung aus unstimulierten und stimulierten mDCs

Materia

RNA Isolierung:

Sodium Dodecyl Sulfate SDS (Sigma Taufkirchen, L-4390)

Chloroform (Merck Darmstadt, 1.02445.2500)

TRIzol® Reagent (Invitrogen GmbH Karlsruhe, 15596-026)

Phenol mit 0,1 M Citratpuffer (Sgma Taufkirchen, P-4682)

Chloroform / Isoamyla cohol 49:1 (Fluka Uber Sigma Taufkirchen, 25 668)
Ethanol absolut (Merck Darmstadt, 1.00986.1000)

2-Propanol (Merck Darmstadt, 9634.1000)

Ammoniumacetat (Merck Darmstadt, 1.01115.1000)

Agarose Gd und Elektrophoresepuffer:

SeaKem® LE Agarose (Chambrex iber Biozym Scientific GmbH Hess Oldendorf, 40004)
1% in TBE-Puffer

Ethidiumbromid (Merck Darmstadt, 1.11608.0030)

6 x loading dye solution Auftragspuffer (Fermentas GmbH St. Leon-Rot, R0611)

TBE-Puffer:

89 mM Tris (Carl Roth Gmbh & Co KG Karlsruhe, 4855.2)

89mM Borat (Carl Roth Gmbh & Co KG Karlsruhe, 6943.1)

2mM EDTA (Carl Roth Gmbh & Co KG Karlsruhe, 8043.2)

in RNA H,O pH 8,3 anschlief3end autoklaviert

Prinzip des Testsystems:

Trizol lyset Zdlen und Zdlbestandteile, sorgt aber glechzatig fir die Erhatung der
Integritst von RNA und DNA. Die Zugabe von Chloroform mit anschliel¥ender Zentrifugation
fuhrt zu ener Trennung von organischer und wéssiger Phase. Die wéssrige Phase beinhdtet
die DNA und RNA. Neach Pré&zipitations- und Reinigungsschritten wird die DNA mit saurem
Phenal/Chlorform gefdlt. Weltere Prazipitations- und Aufrenigungsschritte fuhren zu rdaiv
reiner  RNA-Ausbeute. Zur Beurtelung wird die RNA auf en Ethidiumbromid-hdtiges
Agarosegel  aufgetragen. Das in dem Agaosegd  befindliche Ethidiumbromid  interkdiert
zwischen benachbarten Nukleotiden der RNA/DNA. Dies fihrt zu einer Konformations-
anderung des Ethidiumbromid, wedche unter UV- Licht dchtbar gemacht werden kann.
Zusdtzlich wird auch nicht interkdiertes Ethidiumbromid um die RNA/DNA durch die
Eigendrahlung der belichteten RNA/DNA angeregt und somit be 254 nm unter UV-Licht

schtbar.
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Durchfiihrung:

Die mDCs wurden fir 24 h mit Immunsuppressiva (Sehe unten) in T25 Zdlkulturflaschen
dimuliert, ene Kontrolle undimulierter Zdlen wurde mitgefihrt. Nach Ablauf der Stimula-
tionsdauer wurde der Uberstand der Flaschen griindlich abgenommen und verworfen. Je 1 ml
TRIzol wurde auf jede Flasche gegeben und nach Spilen des Flaschenbodens in ein RNAse
freaes 1,5 ml Rohrchen Uberfihrt. Nach 5 min. Inkubation bei Raumtemperatur wurden je 300
pl - Chloroform  zugeben, kurz gevortext und fir 3 min. be Raumtemperatur inkubiert.
Anschlief?end wurde bel 10,600 g fur 15 min. ba 4°C zentrifugiert. Die klare obere Phase
wurde abgenommen und in je en neues 1,5 ml Rohrchen (RNAse fre) dberflhrt. Nach
Zugabe von 500 pl 100 % Isopropanol, kurzem vortexen und 10 min. Inkubation auf Eis
wurde fur 10 min. be 4°C mit 10,600 g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der
Uberstand dekantiert und jedes Pellet mit 500 pl 75 % Ethanol gewaschen, gevortext und fiir
5 min. bel 4°C mit 6.800 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen und die Pellets 5
min. be Raumtemperatur getrocknet. Die Pelets wurden danach in je 400 pl RNAse freiem
Wasser aufgenommen und geldst. Je 400 pl saures Phenol/Chloroform (1:1) wurde zuge-
geben, gevortext und fir 15 min. be 4°C mit 12.900 g zentrifugiert. Die obere Phase wurde in
neue 1,5 ml Rohrchen dberfihrt und je 300 pl Chloroformylsoamylakohol zugeflgt, gevor-
text und fir 15 min. be 4°C mit 12.900 g zentrifugiert. Wiederum wurde die obere Phase in
neue Rohrchen Uberfihrt und je 75 pl 10 M Ammoniumacetat und 750 pl absoluter Ethanol
zugegeben, gevortext und fir 15 min. be 4°C mit 12.900 g zentrifugiert. Nach Dekantieren
des Uberstandes und 10 min. Trocknung der Pellets bei Raumtemperatur wurden die Pellets in
je 75 pul RNAse freilem Wasser gelost und die optische Dichte bestimmt (260 nm fir RNA und
280 nm fir Verunrenigung durch frele Nukleotide und Proteine). Ba enem 260nm / 280 nm
Verhdtnis kleiner ds 1,75 wurde nochmas aufgereinigt. Dazu wurde die Prozedur &b dem
sauren  Phenol/Chloroform  wiederholt, jedoch diesr ede Schritt ausschliefdich  mit
Chloroform durchfihrt (Phenol stort die Messung der optischen Dichte). Die Konzentration
der RNA wurde berechnet durch: RNA in ng/pl = 260 nm x 40 x Verdinnung.

Stimulationskonzentrationen der Immunsuppressivain diesen Versuchen:
MP (100 uM), CS (1 pg/ml) und Rapa (100 pg/ml) entsprechen der Doserung in der Frih-
phase nach der Operation.
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Uberpriifung der RNA durch Ge-Elektrophorese:

0,4 g Agarose wurde mit 40 ml RNAse freiem TBE-Puffer aufgekocht, nach dem Kochen 0,4
pl - Ethidiumbromid zugegeben. Die flissge Agarose-Ethidiumbromid-Mischung wurde in die
RNAse-freae Gekammer gegossen und 1 h be Raumtemperaiur stehen gedlassen. Das fertige
Gd wurde in die Elektrophoresskammer mit TBE Puffer gegeben (RNAse fre). Je 500 ng
RNA wurden mit Auftragspuffer versetzt, auf das Gel aufgetragen und ba 80 V fir 1 h
aufgetrennt. Anschlief?end wurde das Ge unter UV-Licht fotografiert. Nur Isolationen, wobel
die 28S und 18S ribosomae RNA ds schafe Banden mit einem Verhdtnis 221 Schtbar
waren, wurden as quditativ ausreichend akzeptiert.

Abbildung 19: Belspid enes Gd-Fotos der S28 S18 rRNA

2.5.2. Genexpressionsanalyse der murinen DCsin Hinblick auf Adh&sionsmolekile
und extrazelluléare Martixproteine (GEArray)

Materid:

Reine GesamtRNA

GEArray Mouse Extracdlular Matrix and Adhesion Molecule Q series, NonRadioactive
Detection (SuperArray Uber Biomol Hamburg, MM-010N-12)

True Labding-RT Kit (Superarray Uber Biomol Hamburg, L-02)

Biatin-16 dUTP (Roche Diagnostics GmbH Mannheim, 1-093-070)

Sheared Salmon Sperm DNA (Invitrogen GmbH Karlsruhe, 15632-011)

Sodium Dodecyl Sulfate SDS (Sigma Taufkirchen, L-4390)

NaCl (Merck Darmstadt, 1.06404.0500)

Sodium citrat tribagc dihydrate (Sgma Taufkirchen, S-4641)

Chemilumineszenzfilm X-Omat AR Film 13x18 cm (Kodak Uber Sigma Taufkirchen, F-
5388)
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Prinzip des Testverfahrens (Sehe auch Abbildung 20):

Die reine Gesamt-RNA wird mittels bictinylieter dNTPs in markierte cDNA umgeschrieben
und anschliellend denauriert. Nur der markierte Einzeldrang kann spéter detektiert werden.
Sowohl der unmarkierte Strang der cDNA ds auch geringe Mengen von DNA stdren den Test
nicht, da die membrangebundenen cDNA Fragmente im Uberschuss vorhanden sind. Die
Membranen mit den gengpezifischen cDNA Fragmenten missen vor der Hybridiserung mit
denaturierter Lachssperma DNA  abgesittigt werden. Wahrend der Hybridiserung bindet die
biotinylierte, denaturierte cDNA (= Einzeldrang, komplement&r zur RNA) an die passenden
genspezifischen cDNA Fragmente. Das Streptavidin-Alkdische Phosphatase Konjugat bindet
mit dem Streptavidin an das Biotin der markieten cDNA und die akdische Phosphatase
sodtet das pdter zugefligte Subdtrat. Die entsehende Chemilumineszenz kann  durch
Bdichtung enes RoOntgenfilmes fir 30 sek. bis 5 min. mit anschlielfender Entwicklung
schtbar gemacht werden. Die Podtiv- und Negdivkontrollen des Assays dienen zur
Uberprifung und al's Bezugsguelle (interne Kontrolle, house kesping gene).

Abbildung 20: Prinzip des GEArrays
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Durchfiihrung:
Die Durchfiihrung erfolgte nach dem Benutzerhandbuch ,,GEArray Q and S Series KITS for
chemiluminescent detection” Option 2 Truelabding-RT Kit .

Bearbeitung, Auswvertung und Statistik:

Die Rontgenfilme wurden mittels eines Scanners ds Negetiv in die Scandyse Software
eingespest, bearbetet und berechnet. Der Hintergrund wurde abgezogen und die Ergebnisse
auf den Mittewert der Positivkontrollen (house keeping genes) bezogen.

2.5.3. Semiquantitative PCR von mDC cDNA aus RNA zur Evaluierung des GEArray

Materid:
DNAse Verdau:
DNA-free Kit (Ambion Huntingdon UK, 1906)

Reverse Transkription zur cODNA Herstellung aus RNA:

10 mM dNTP Mix (Invitrogen GmbH Karlsruhe, 18427-013)

RNaseOUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen GmbH Karlsruhe, 10777-019)
Random primers (Invitrogen, 48190-011)

SuperScript 11 Reverse Transcriptase (Invitrogen, 18080-093)

PCR:

cDNA

10 mM dNTP Mix (Invitrogen GmbH Karlsruhe, 18427-013)

10 x PCR Rxn Buffer (Invitrogen GmbH Karlsruhe, Y 02028)

50 mM MgCl (Invitrogen GmbH Karlsruhe, Y 02016)

Patinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen GmbH Karlsruhe, 10966-018)

RNA H,O

SYBR Gold nucleic acid gel stain 10,000x (Molecular Probes Uber Invitrogen GmbH
Karlsruhe, S-11494)

DNA-G4:

Agarose Gel und Elektrophoresepuffer:

SeaKem® LE Agarose (Chambrex iiber Biozym Scientific GmbH Hess Oldendorf, 40004)
1% in TBE-Puffer

Ethidiumbromid (Merck Darmstadt, 1.11608.0030)

6 x loading dye solution Auftragspuffer (Fermentas GmbH S. Leont Rot, RO611)

Primer:
GAPDH
vorwarts 5-GCGAGACCCCACTAACATC-3 Lange 19b  Postion: 298
rickwarts 5-CATCATACTTGGCAGGTTTCT-3 Lange 21 b  Pogtion: 821
Annedingtemperatur: 55°C Produktlange: 523 bp
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L-Sdektin
vorwarts 5-GGACTTACCATTATTCTGA-3 Lange 19b Position: 221
rickwarts 5-CARCATACTTGGCAGGTTTCT-3 Lange 21b  Pogtion: 474
Annedingtemperatur: 50°C Produktlange: 253 bp
Integrin a6
vorwarts 5-CTCACAACTCAAGAAAGAAAC-3 Lénge 21b  Pogtion: 2809
rlckwarts 5-GCTACAGTCTTTGAGGGAA-3 Lange 19b  Posdtion: 3148
Annedingtemperatur: 54°C Produktlénge: 339 bp
Integrin 36
VOrwarts 5-CATCTCTCCTTTCTCCTACA-3 Lange 20b  Postion: 759
rickwarts 5-CTTCAGACCCTCACACTTC-3 Lange 19b  Podtion: 1452
Annedlingtemperatur: 54 °C Produktlénge: 693 bp
ECM-1 (Extracdlular matrix protein 1)
vorwarts 5-GCCACGCAACCTCCCAGC-3 Léage 18b  Postion: 1140
rickwarts 5-CACAGCAGAGGGCAGGGT-3 Lange 18b  Podtion: 1639
Annedingtemperatur: 59°C Produktlange: 499 bp
Prinzip des Testverfahrens:
PCR:

Die Polymerase Chain Reaction wird mit 25-35 Zyklen aus je drei Schritten durchgefthrt.

Abbildung 21: Das Prinzip der PCR 1) Die Denaturierung, die bel einer
JI ] Temperatur von 94°C zu ener
AT IR, Cososronsea oo Trennung des Doppe stranges fiihrt.

2) Das Annedling, bel der die Primer
el S durch die primerspezifischen

= " - e e e ¥
TUoouorrougoT 1

| Eoena e ameston et pesrmacen Temperaturen an die Einzelsrénge
binden.

3) Die Extension, bel 72°C oder 74°C
(polymerasespezifisch), wobel an den

Primern der Einzelstrang zum
Doppe strang komplettiert wird.

Diese Prozedur fihrt zu einer Vervidfdtigung der Vorlage.
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Durchfiihrung:

GAPDH - PCR der RNA:

Die RNA der dimulieten mDCs (dehe S. 38/39 ,RNA Isolierung aus ungimulierten und
dimulieten mDC*) wurde mittels GAPDH PCR auf DNA Uberprift, da bel der semiquanti-
tativen PCR auch geringde Mengen von DNA das Ergebnis vefdschen. Dazu wurde
folgender Mastermix auf Eis hergestd|t:

H.O 216,15 pl
10 x PCR Rxn Buffer 27,50 pl
50 mM MgCh 825 ul
10 mM dNTP Mix 550
GAPDH Primer (20 mM, je vorwérts und riickwarts) 5,50 pl

Patinum Tag DNA Polymerase 110wl

Eswurden 1 pl jeder RNA in je ein PCR Rohrchen pipettiert und 49 pl desfertigen
Mastermixes zugegeben. Ein Rohrchen enthidt ds,,no template control* RNAse freies
Wasser angtdle einer RNA. Die PCR wurde folgendermal3en durchgefuihrt:

2min.: 94°C (= Denaturierung des Doppe strangs, fdls vorhanden)

30sek. 94°C (siehe oben)
30 s=c. 55°C Anneding Temperatur zur Anlagerung der Primer > 30 Zyklen
1min. 72°C Anlagerung der dNTPs durch die Tag Polymerase

5min. 72°C

8°C¥

Danach wurden je 5 pl pro PCR Produkt mit entsprechender Menge Auftragspuffer zur
Uberprifung auf ein DNA Gl aufgetragen:

0,8 g bzw. 1,2 g Agarose wurde mit 80 bzw. 120 ml TBE-Puffer aufgekocht und nach dem
Kochen 1 pl Ethidiumbromid zugegeben. Diese flissge Agarose-Ethidiumbromid-Mischung
wurde in die Gekammer gegossen und 1 h be Raumtemperatur stehen gelassen. Das fertige
Gd wurde in die Elektrophoreskammer mit TBE Puffer gegeben. Je 15 pl des PCR-Ansatzes
wurden mit Auftragspuffer versetzt, auf das Gel aufgetragen und die Proben bel 120 V fir 1 h
aufgetrennt. Anschlief3end wurde das Ged unter UV-Licht fotografiert. Zeigten sch aul3er be
der Pogtivkontrolle Banden auf dem Ge wurde en DNAse Vedau durchgefihrt.
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DNAse Verdau:

Je 5 pg RNA wurden mit RNAse frdem HO auf 7 pl aufgefillt, dann 0,8 ul DNAse 1 Puffer
und 0,3 pul DNAse 1 Enzym zugegeben. Anschliel?end wurde dieser Ansatz fir 1 h bel 37°C
im Thermoblock inkubiert und danech mit 08 pl DNAse Inaktivaion fur 2 min. be
Raumtemperatur inaktiviert. Nach Zentrifugation von 1 min. bei 10.000 g wurde der Uber-
gand abgenommen und in en frisches Rohrchen tberfiihrt. Eine Uberprifung des Verdaus
erfolgte Uber eine weitere GAPDH — PCR der RNA (siehe oben).

Umschreiben der RNA in cDNA:
Nach erfolgreichem DNAse Verdau wurde die RNA wie folgt in cDNA umgeschrieben:

5 pg verdauter RNA N

1 pl random primer 5min. bei 65°C,

1pl 10 mM dNTP mix ”  danach 5 min. bei 4°C

deriles, RNAse freies, dedtilliertes Wasser auf 13 ml )

Kurzes Anzentrifugieren der Proben, N

Zugabe von 4 ul Frg strand buffer vorschtig mischen und 5 min.
1w 01MDTT \ 25°C, dann 60 min. be 50°C

1 ul RNaseOUT Recombinant RNase Inhibitor und 15 min. bel 70°C inkubieren
1 pl SuperScript I1IRT )

PCR der umgeschriebenen cDNA:

Mit der gewonnenen cDNA ds Vorlage wurden mit den oben genannten Primerpaaren eine
PCR durchgefuhrt (Sehe PCR der RNA) und die PCR Produkte auf ein DNA-Gd aufgetragen
(Sehe oben). Nach Beendigung der Gelelektrophorese wurde das Gel mit SYBR Gold 1
10.000 in TBE Puffer fir 30 min. be Raumtemperatur unter Schaukeln im Dunkeln gefarbt
und anschliel}end mit dem Multilmager aufgenommen.
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Abbildung 22: Beispid enes semiquantitativen PCR Gels
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Auswvertung und Statistik:

Die Bilder wurden mit der Gel Doc Software S-Fuor ausgewertet und mit Excel berechnet.
Alle Werte wurden erst auf die entsprechenden GAPDH Werte bezogen, anschlief3end das
prozentude Verhditnis zur Kontrolle ermittelt.

2.6. IMMUNSUPPRESSIVA UND GENEXPRESSION VON ADHASIONSMOLEKULEN UND
EXTRAZELLULAREN MATRIXPROTEINEN BEI HUMANEN MY ELOIDEN
DENDRITISCHEN ZELLEN

2.6.1. Gewinnung humaner myeloider DCsaus Vollblut

Materid:

Heparin-Natrium Braun 25.000 IE/5 ml (B. Braun Mdsungen AG Mesungen, PZN 2540309)
Heparinisertesvallblut (0,5 IE / ml Blut)

Ficoll Pague Plus (Amersham Bioscience, Uppsda Sweden, 17-1440-02)

Very low endotoxin RPMI 1640 (Biochrom AG Berlin, F1415)

PBSw/o Ca?*, Mg 2* (Biochrom AG Berlin; L 1825)

Flebogamma 5% (Grifols Deutschland GmbH, Langen, PZN 0866018)

Very low endotoxin FCS (Seromed Biochrom KG Berlin, S0113 auf Anfrage Endotoxin
getested)

Dimethylsulfoxid DM SO (Sigma Taufkirchen, D8418)

Humanes Interleukin 4, IL-4 (PeproTech EC Ltd. London, UK; 200-04)

Humaner granulocyte-macrophage colony stimulation factor GM-CSF (PeproTech EC Ltd.
London, UK; 300-03)
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Prinzip des Verfarens.

Durch Ficoll werden aufgrund der unterschiedlichen Dichte der verschiedener Blutzdlen die
mononuklegren Zdlen be Zentrifugation separiert. Nach weteren Waschschritten  kdnnen
Monozyten /Makrophagen Uber die Adhéson an Gammaglobulin beschichteten Patten aus
den mononuklezren Zdlen aufgereinigt werden. Durch Zugabe der Zytokine IL-4 und GM-
CSF konnen aus Monozyten / Makrophagen myeloide DCs generiert werden.

Abhbildung 23: Ficoll Aufreinigung von PBMC aus heparinisertem Vollblut (Cochet et al .,
1998)

blood mono-
nuclear
(2v) cells
Ficoll Red
{1v) calls +
PMNC

Durchfihrung:

Das heparinidgerte Vallblut (0,5 IE Natrium-Heparin / ml Blut) wurde vorgchtig und langsam
auf die gleiche Menge Ficoll in 50 ml Réhrchen Uberschichtet und anschlielRend 25 min. bel
832 g ohne Bremse zentrifugiert. Danach wurde vorsichtig der Uberstand Uber der gewiinsch
ten Zdlfraktion abgenommen und entfernt. Die ,Zdlringe® der enzenen Rohrchen wurden
sorgfdtig mit einer Pipette in en frisches Rohrchen Uberflhrt, anschlieffend mit unkomplet-
tietem RPMI bis 50 ml aufgefullt und fir 10 min. be 583 g zentrifugiet. Der Uberstand
wurde abdekantiert und das Zdlpdlet erneut zweima mit je 50 ml unkonplettiertem RPMI
gewaschen. Sofort anschlielend wurde das Pdlet wieder in ausreichender Menge
komplettierten RPMI (RPMI + 10 % very low endotoxin FCS + 2 mM L-Glutamin) resuspen
diert. Gegebenenfals wurden die mononukledren Zelen mit 50 % very low endotoxin FCS
und 10 % DM SO in komplettiertem RPMI langsam bel —80°C eingefroren.

Die entsprechende Menge Flebogamma 5 % wurde 1:3 mit PBS ohne Ca ?* und Mg %*
verdinnt und je 3 ml pro Petrischde aufgetragen und vertellt. Nach 15 bis 30 min. Inkubation
bei Raumtemperatur wurde die Losung abgenommen und je 5-7 x 10° Zelen pro Petrischae
in 3 m komplettierten RPMI ausgesét. Nach 34 Stunden Inkubation der Zellen bei 37°C / 5
% CO, wurde der Ubergtand mit nicht adhérierten Zelen entfernt und die Petrischden 2 mal
mit je 35 ml PBS ohne Ca 2* und Mg * gewaschen. Danach wurden je 3 ml des Simulations-
mediums (komplettietes RPMI mit 200 U/ml GM-CSF und 20 ng/ml 1L-4) auf die Petri-
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2. MATERIAL UND METHODEN

schalen aufgetragen; nach 35 Tagen Kultivierung der Zdlen be 37°C / 5 % CO, wurden die
Zdlen mit den jeweligen Immunsuppressva in kompletietem Medium fir 24 h dimuliert.
Anschliefend wurden ca 4 x 10° Zdlen mittds FACS Andyse untersucht, aus den restlichen
Zdlen wurde die RNA gewonnen (sehe S. 38/39).

Stimulationskonzentrationen der Immunsuppressvain diesen Versuchen:
MP (100 uM), CS (1 pg/ml) und Rapa (100 pg/ml) entsprechen der Dosierung in der Frilh-
phase nach der Operation.

2.6.2. Uberpriifung der humanen myeloiden DCs mittels FACS-Analyse

Materid:

Gewonnene human myeoide DCs

PBS mit Ca?*, Mg 2* (Biochrom AG Berlin; L 1815)

Bovine serum dbumine BSA (Sigma Taufkirchen, A-9647)

Maus anti-human CD14 PE konjugiert (MO2-RD1); (Beckman Coulter GmbH, Krefeld)
Maus anti-human CD11c¢ PE konjugiert (Becton Dickinson, 347637)

Maus anti-human HLA-DR FITC konjugiert (Becton Dickinson GmbH Heidelberg, 347363)
Maus anti-human HLA-DR PE konjugiert (Becton Dickinson GmbH Heidelberg, 347367)
Maus anti-human CD1a PE (Becton Dickinson GmbH Heidelberg, 555806)

Isotyp Kontrolle 1gG 2aFITC und 1gG 1 PE (Fastimmun, Beckton Dickinson GmbH
Heidelberg, 340458)

Glutaraldehyde (Fluka Chemie AG Buchs, Schweiz; GO0386)

Prinzip des Testverfahrens:

Die FACS Andyse (Fluorescent-Activated Cdl Sorter) ermdglicht die Beurtellung von
Zdlen hingchtlich ihrer Grofe und Granulité. Be  Huoreszenzfarbstoff-gekoppelten  Anti-
korpern kann bel Verfligbarkeit des entsprechenden Kanas im FACS-Geré auch die Huores-
zenzintendtét der einzdnen Zdlen aufgrund ihrer AntikOrperbindung detektiert werden. Zur
Beurteilung des Antikorpers hingchtlich ener Kreuzresktivitdt wird hier dets eine Isotyp
Kontrolle bendtigt.

Die Wahl unserer Antikorper ergibt sch durch die verdnderte Présentation von Oberflachen
molekilen wahrend der DC Generierung aus Monozyten / Makrophagen. So  zeigen
Monozyten / Makrophagen podtive Bindung von CD14, wéahrend die myeloiden DC CD14
negativ erscheinen. Gleichzeitig werden CD11c, CD1c und HLA-DR be den mydoiden DC
hochgeregdlt.
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Durchfiihrung:

Die Zdlen wurden vorschtig mit enem Zdlschaber abgeschabt und in en 50 ml Rohrchen
Uberfiihrt. Das Rohrchen wurde mit katem PBS (mit Ca 2* und Mg 2*) + 1 % BSA auf 50 ml
aufgefullt und fir 10 min. bei 583 g zentrifugiet. Der Uberstand wurde dekantiert und das
Pellet nochmas mit PBS (mit Ca 2" und Mg #*) + 1 % BSA gewaschen. Das Pellet wurde in
PBS (mit Ca 2" und Mg 2*) + 1 % BSA resuspendiert und auf eine Zdlzahl von ca 1x 10° pro
50 yl eingestdlt. Die entsorechende Menge der Antikorper bzw. Isotypkontrollen (nach Ge-
brauchsanweisung) wurde zu den Zelen gegeben und mit PBS (mit Ca 2 und Mg 2) + 1 %
BSA auf je 100 ul aufgefiillt. Nach 45 min. Inkubetion auf Eis wurde dreimd mit je 500 pl
kaltem PBS (mit Ca " und Mg 2*) + 1 % BSA gewaschen und die Pellets in ca. 200 pl PBS
(mit Ca 2" und Mg 2) + 1 % BSA resuspendiert. Sofort anschlie®end wurden die Zellen im
FACS Gerét analysiert.

2.6.3. RNA Isolierung aus unstimulierten und stimulierten humanen, myeloiden DCs

Materid

RNA Isolierung:

Sodium Dodecyl Sulfate SDS (Sigma Taufkirchen, L-4390)
Chloroform (Merck Darmstadit, 1.02445.2500)

TRIzol® Reagent (Invitrogen GmbH Karlsruhe, 15596-026)
Ethanol absolut (Merck Darmstadt, 1.00986.1000)

2-Propanol (Merck Darmstadt, 9634.1000)

Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen GmbH Hilden, 74104)
Qiagen RNase-Free DNase Set (Qiagen GmbH Hilden, 79254)

Prinzip des Verfahrens

RNA-Isolierung sehe ,RNA Isolierung aus undimulierten und simulierten mDCs'. Der
DNAs« Vedau und die Renigung efolgte zusitzlich Uber die Bindung der RNA an
spezifische SAulchen. Die gebundene RNA kann behanddt, gereinigt und anschlief3end Uber

RNAse freies Wasser duiert werden.

Durchfiihrung und Uberpriifung:

Die Durchfiihrung und Uberprifung der RNA efolgte wie unter ,RNA Isolierung aus unsti-
mulieten und dimulieten mDCs‘. AnschlieRend folgte en DNAse Vedau und ene
Reinigung der RNA nach dem Qiagen RNeasy Mini Handbook Juni 2001.
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2.6.4. Genexpressionsanayse der humanen, myeloiden DCsin Hinblick auf
Adhasionsmol ekiile und extrazellulére Martixproteine (GEArray)

Materid:

GEArray human Extrace lular Matrix and Adhesion Molecule Q series, NonRadioactive
Detection (SuperArray Uber Biomol Hamburg, HS-010N-12)

Redtliches Materid sehe S. 40

Tedtprinzip, Durchfiihrung, Auswertung und Statitik:
Sehe ,, Genexpressionsanalyse der murinen DCsin Hinblick auf Adhés onsmolekiile und
extrazdlulére Martixproteine'.

2.6.5. Semiquantitative PCR von myel oiden humanen DC cDNA aus RNA zur
Evauierung des GEArray

Materid:
Sehe ,, Semiquantitative PCR von mDC cDNA aus RNA zur Evauierung des GEArray*

Primer:
GAPDH
vorwarts 5-AGCCACATCGCTCAGACACC-3 Lange 20b  Pogtion: 5
rlckwarts 5-GTACTCAGCGCCAGCATCG-3 Lange 19b  Postion: 306
Annedingtemperatur: 60°C Produktlénge: 301 bp
L-Sdektin
VOrwarts 5-GGACTTACCATTATTCTGA-3 Lange 19b  Pogtion: 221
rickwarts 5-CARCATACTTGGCAGGTTTCT-3 Lange 21 b  Podtion: 474
Annedingtemperatur: 50°C Produktlénge: 253 bp
Integrina X
vorwarts 5-CGTCTACCACCAGCCCTTCC-3 Lange 20b  Postion: 357
rickwarts 5-GCCGTGTATGTAAACCCTTGC-3 Lange 21b Podtion: 753
Annedingtemperatur: 50°C Produktl&nge: 396 bp
Integrin 32

vorwarts 5-GAAAACAACATCCAGCCCATCTT-3 Lange 23b  Podtion: 1009
rickwarts 5-CTGGAAGGTGATCGGGACATTG-3  Lénge 22b  Postion: 1307

Annedingtemperatur: 50°C Produktlénge: 298 bp

Testprinzip, Durchfiihrung, Uberpriifung, Auswertung und Statistik:
Sehe,, Semiquantitative PCR von mDC cDNA aus RNA zur Evauierung des GEArray”.
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2.7. STATISTIK

Die dnzdnen Sgnifikenztets snd audthrlich unter dem jeweligen Mehodentel im
Zusammenhang mit den Auswertungen beschrieben. Allgemein wurde die Sgnifikanz von
prozentuden Anderungen zur Kontrolle bzw. Signifikanzen zwischen einzdnen Gruppen
mittels T-Test bzw. ANOVA berechnet und bei enem Sgnifikanzniveau p < 0,05 ange-
nommen. Alle in der Arbet dargedelten Ergebnisse snd ds aithmetischer Mittdwert mit
den zugehdrigen Standardfehlern des Mittewertes angegeben (MW + SEM).
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3. Ergebnisse

3.1. IMMUNSUPPRESSIVA UND ENDOTHELFUNKTION

Die Ergebnisse der beiden Zetpunkte unmittelbar nach Hypoxie bzw. Normoxie (Zetpunkt
0), sowie nach weiteren 24 h Reoxigenierung (Zeitpunkt 24 h) ergaben &hnliche Werte,
jedoch mit ener versérkten Ausprégung nach der Reoxigenierung. Deswegen werden im
welteren lediglich die Resultate des Zeitpunktes nach 24 h Reoxigenierung gezeigt.

3.1.1. Oxidativer Stress (n=6)

Die Stimulation von Endothdzelen mit Immunsuppressva ergab bel beiden Kozentrationen
unter normoxischen Bedingungen ene Steigerung des oxidativen Stresses (Abbildung 24),
wobel die Ldsungamittd (der Immunsuppressva) Methanol und Ethanol keinen Effekt auf
den oxidativen Stress zeigten (Daten nicht gezeigt). Die Steigerung des oxidativen Stresses
szte dch ds Summe aus den Einzdeffekten von Hypoxie und den Immunsuppressva
zusammen. Es fand kein potenzierender Effekt durch fortschreitende Lipidperoxidation mit
welterer Bildung von resktiven Sauerdoffradikden datt. Die Stimulation der HMEC-1 mit
den hohen Dosen dler Immunsuppressva zeigte eine lecht veringete Erhdhung des
oxidetiven Stresses im Vergleich zu den niedrigen Dosen, wobel hier nur die Stimulation mit
MP ene dgnifikente Anderung zur Normoxie zeigte. Die induziete Hypoxie fihrte zu
dgnifikanten  Erhthungen des oxidativen Stresses zwischen 8-23 % im Veglech zur
Normoxie (Abbildung 24).

Abbildung 24: Verhdtnis des oxidativen Stresses der HMEC-1 von Hypoxie zu Normoxie
nach immunsuppressiver Simulation

3C - .

*
s O
i g 2C - * i *
- E * *
05 :
»n 5 1C 4
B o
g % C | | | | |

K MP MMF CS Rapa Tac
-10 -
0O Konz | B Konzll

53



3. ERGEBNISSE

Aufgrund des oxidaiven Stress induzierenden Potentids konnen die Immunsuppressva in
zwei Gruppen unterteilt werden. Die erste Gruppe, bestehend aus CS, MMF und Rapa, erhoht
den oxidativen Stress unter normoxischen Bedingungen auf 20 + 7 % his 29 % + 10 % (p <
0,019) in der niedrigen und 27 + 6 % bis 32 + 7 % (p < 0,004) in der hohen Konzentration.
Nach Hypoxie fihrten CS, MMF und Rapa zu einer Steigerung des oxidativen Stresses von
23+ 10 % bis 34 + 15 % (p < 0,046) in niedriger, und 23 = 10 % bis 31 + 13 % (p < 0,033) in
hoher Konzentration (Abbildung 25 a und b). Die zweite Gruppe (MP und Tac) flhrte zu
ener geringeren Steigerung des oxidativen Stresses von 6 £ 5 % bis 16 + 5 % in niedrigen,
und 8 + 3 % his 17 +3 % (p < 0,027) in hohen Konzentrationen unter Normoxie. Nach
Hypoxie ergaben dch Zunahmen des oxidativen Stresses von 15 £ 6 % bis 17 =+ 9 % in
niedriger, und 9 = 3 % bis 16 £ 9 % in hohen Konzentrationen. Tac zeigte einen geringeren,

nicht sgnifikanten Andgieg des oxidativen Stresses in hoher Konzentration im Vergleich zur
niedrigen Konzentration nach Hypoxie und beiden Konzentrationen bel Normoxie.

Abbildung 25: Immunsuppressive Induktion von oxidativem Stress unter Normoxie und

Hypoxie
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3. ERGEBNISSE

3.1.2. Apoptose (n=6)

HMEC-1 Simulaion mit Immunsuppressva fuhrte zu enem Andieg des Annexin V- und
Propidiumjodid — Sgnas. Aufgrund der langen Inkubationszeit von 16 h und 24 h Reoxi-
genierung erscheint die Apoptose as sekundére Nekrose. Dies ist die Folge der fehlenden
Phagozyten, die fur den Abbau und die Aufnéhme de apoptotischen Zdlen und
gpoptotischen Korperchen sorgen. Durch Waschschritte wahrend der experimentellen Durch
fUhrung werden tote Zdlen, weche nicht mehr adh&rent snd, entfernt und auschlieldich die
lebenden Zellen bleibenim well enthalten.

De Apoptosezuwachs nach immunsuppressver Stimulation war mit der Steigerung  des
oxidativen Stresses korrdliert (r = 0,97; p < 0,001, Abbildung 3). CS, MMF und Rapa flhrten
zu einem starken Angtieg der Apoptose von 26 £+ 10 % bis 38 = 16 % (p < 0,05) in niedriger
und 24 + 10 % bis 34 + 14 % (p < 0,04) in hoher Konzentration nach Hypoxie. Bei Normoxie
zeigten CS, MMF und Rapa erhthte Apoptosesignde bel niedriger Konzentration von 25 + 8
% his28 + 10 % (p <0,02) und be hoher Konzentration von 32 £ 8 % bis 35 + 9 % (p <
0,01). Eine geringere Steigerung der Apoptose zeigten MP und Tac im Vergleich zu CS
MMF und Rapa (hach Hypoxie: 18 + 6-9 % [p < 0,05] in niedrigen, und 12 + 4 % bis17 + 8
% [p < 0,04] in hohen Konzentrationen). Nach Normoxie induzierte MP keine sgnifikante
Anderung der Apoptose, wahrend Tac die Apoptose auf 2 + 3% in niedriger und 11 + 3% (p <
0,05) in hoher Konzentration erhthte.

Abbildung 26: Die Korrelation von oxidativem Stress und Apoptose
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3.1.3. Metabolische Aktivitéat (n=6)

Die Zugabe von Immunsuppressiva zu den Endothdzelen erhdhte die metabolische Aktivitét
sowohl unter normoxischen ds auch hypoxischen Bedingungen. Die Induzierung der metabo-
lischen Aktivitd durch Immunsuppressva korrdiet mit der immunsuppressiven  Induktion
des oxidativen Stresses (r = 0,62; p < 0,01; Abbildung 4).

Dementsprechend lassen sich auch hier die Immunsuppressiva aufgrund  ihrer Wirkung  auf
die metabolische Aktivitdt der HMEC-1 in zwa Gruppen enteler 1) CS, MMF und Rapa
flhrten zu einem darken Zuwachs der metabolischen Aktivité, und 2) MP und Tac zeigten
vergleichsweise einen geringeren Angtieg der metabolischen Aktivitét.

Unter normoxischen Bedingungen wurde durch CS, MMF und Rapa die metabolische
Aktivitét auf 45 + 11 % bis 50 = 15 % (p < 0,013) in den niedrigen Konzentrationen erhoht
im Vergleich zur den hohen Konzentrationen von 30 + 9 % bis 32 + 11 % (p < 0,018).
Hypoxie verringerte die Steigerung im Vergleich zur Normoxie auf 35 £+ 14 % bis 43 £ 20 %
in den niedrigen und 21 £ 8 % bis 30 £ 12 % (stets p < 0,04) in den hohreren
Konzentrationen. MP und Tac zeigten be Normoxie geringere Erhéhungen der metabolischen
Aktivitét von 20 £ 9 % (p < 0,1) in der niedrigen und 12 £ 3 % bis 22 + 10 % in der hohen
Konzentration. Nach Hypoxie zeigten sch zunehmende metabolisch Aktivitétswerte von 16 +
13 % bis 23 = 11 % (niedrige Konzentrationen) und 32 £ 9 % fur MP bzw. 8 £ 4 % fir Tac in

der hohen Konzentration.

Abbildung 27: Die Korrelation von oxidativem Stress und metabolischer Aktivitét
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3.1.4. Endothel zell- Proliferation (n=6)

Die Stimulation mit CS in niedriger Konzentration erhthte die Proliferation auf 14 £ 5 % (p <
0,02) unter normoxischen, und 27 + 12 % (p < 0,03) unter hypoxischen Bedingungen,
wéahrend die hohe Konzentration des CS keine dgnifikante Proliferationsdnderung zeigte. Im
Gegensatiz dazu hemmte MMF die Proliferation, jedoch nur unter hypoxischen Konditionen
(hohe Konzentration: —10 + 6 %; p < 0,05; niedrige Konzentration: =12 = 5 %; p < 0,02). Die
Simulation mit MMF unter Normoxie ergab eine nicht sgnifikante (n < 1) Reduktion der
Proliferation um 10 % (= 7,9 %). Die niedrige Konzentration von MP deigerte hingegen die
Proliferation bei Normoxie (6 + 2 %; p < 0,01). Jedoch ergaben sch lediglich nicht Sgnifi-
kante Ergebnisse bei der hohen Konzentration von MP unter normoxischen Bedingungen und
be beden Konzentration unter hypoxischen Bedingungen. Rapa und Tac zeigten generdl
keine signifikanten Anderungen der Proliferation (Abbildung 28).

Abbildung 28: Anderung der Proliferation von HMEC-1 nach |mmunsuppressiver
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3.1.5. NO Produktion (n=6)

MP, MMF, CS und Rapa induzierten eine dossabhdngige Steigerung der NO Produktion,
wahrend Tac zu keinen sgnifikanten Anderungen fiihrte. Die MMF Stimulation der HMEC-1
ergab einen NO Produktionszuwachs von 47 = 11 % (p < 0,01) in der niedrigen , und 52 = 12
% (p < 0,01) in der hohen Konzentration bei Normoxie. Hypoxie fihrte zu ener geringeren
Steigerung der NO Produktion von 19 + 5 % (p < 0,01) der niedrigen, und 31 + 9 % (p < 0,01)
der hohen Konzentration von MMF. Die NO Produktion nahm durch MP, CS und Rapa auf
10 - 12 % (p < 0,01) in niedrigen Konzentrationen , und 17 — 23 % (p < 0,1) in hohen
Konzentration be Normoxie zu. Im Vergleich zur Normoxie reduzierte die Hypoxie die
gesteigerte NO Produktion nach Stimulation mit MP, CS and Rapa auf 5 - 7 % (p < 0,02) in
den niedrigen Konzentrationen, und 13 - 17 % (p < 0,02) in den héheren Konzentrationen
(dehe Abbildung 29).

Abbildung 29: Einfluss der Immunsuppressiva auf die endothelide NO-Produktion
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3.1.6. Endothelin-1 (n=6)

Beide Konzentrationen von MMF und CS zeigten keine signifikante Anderung der ET-1 Frei-
Ssetzung der Endothezellen weder unter normoxischen noch unter hypoxischen Bedingungen.
Be Rgpa und Tac ergaben sch dossabhéngige Steigerungen der ET-1 Freisetzung. Eine
Simulaion mit Tac fihrte zu ener Erhthung von ET-1 auf 14 £ 4 % (p < 0,01) in der
niedrigen und 35 £+ 8% (p < 0,003) in der hohen Konzentration unter Normoxie und 23 + 9 %
(p < 0,035) bel niedriger, 28 + 8 % (p < 0,009) bel hoher Dosis unter Hypoxie. Mit Rapa
ergab sch ene gestegete ET-1 Freisetzung von 11 + 6 % (p < 0,5) in niedriger und 44 + 16
% (p < 0,2) in hoher Konzentration unter Normoxie. Durch Hypoxie / Reoxigenierung anderte
sch die ET-1 Freisetzung bel Rapa auf 16 + 5 % (p < 0,02) in niedriger und 38 + 8 % (p <
0,04) in hoher Dods. MP zegte vergleichbare ET-1 Spiegel unter beiden Kornzertrationen
unter Hypoxie und der hohen Doserung unter Normoxie (17 £ 3 % to 20 + 7 %; p < 0,025;
Abbildung 30). Die Ergebnisse fir MP in niedriger Dods unter Normoxie waren nicht
signifikart.

Abbildung 30: Immunsuppressive Stimulation und endothdlide ET-1 Freisstzung
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3.1.7. Kumulativer Index der endothelialen Funktion (Cumulative endothelial function
index CEFI)

Diessr Index wurde zur vereinfachten, schematischen Ubersicht Uber dle gemessenen
endothdiden Funktionen kreiert. Durch Integration der gemessenen Resultate nach Stimu-
laion mit den enzdnen Immunsuppressva kann ene grobe Eintelung der Substanzen
aufgrund  ihres  endothdialen  Aktivierungspotentids  im - Vergleich  zur - undimulierten
Kontrolle erfolgen. Alle Immunsuppressiva fuhrten zu ener dossabhangigen, dgnifikanten (p
< 003) Veshlechterung der Endothefunktion verglichen zur ungimulieten Kontrolle
sowohl unter Normoxie as auch vergarkt nach Hypoxie / Reoxigenierung. Unter Normoxie
(gehe Abbildung 83 zeiglen MP und MMF in der niedrigen Konzentration die geringste
Endothdaktivierung (-22 bis —23 % £ 7% im Vergleich zur ungimulierten Kontralle). Bei CS,
Rapa und Tac ergab der Index in der niedrigen Konzentration eine Verschlechterung der
Endothefunktion von —33 bis —43 % (= 2 bis 4 %). Auch in der hohen Konzentration fihrte
MMF zu ener vergleichsveise geringen Aktivierung von 28 + 7 %, wahrend sich be hoher
Doss MP das Aktivierungspotentiad auf —35 £ 3 % deutlich erhthte. Die hohen Konzertra-
tionen von CS, Rapa und Tac zegten ene wetere, jedoch lediglich geringfiigige Erhéhung
des Aktivierungspotentidds im Vergleich zur niedrigen Doss auf —36 bis 44 % (£ 3-4 %).
Nach Hypoxie / Reoxigenierung (Sehe Abbildung 8b) fihrte CS in der niedrigen Korzentra-
tion zu dem geringsten Aktivierunggpotential von —34 = 5 %, wahrend die niedrigen Korzen
trationen von MP, MMF, Rapa und Tac die Endothefunktion um -37 bis 42 % (+ 2 bis 5 %)
im Veglech zur Kontrolle verschlechterten. In den hohen Konzentrationen zeigten dle
Immunsuppressiva ein erhdhtes Aktivierungspotentia zwischen -37 und -41 % (+ 3 bis 6 %).

Abbildung 31: Der kumulative endothdide Index unter Normoxie und Hypoxie
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3.2. IMMUNSUPPRESSIVA UND ADHASION VON DENDRITISCHEN ZELLEN (MURI N)
3.2.1. mEC und NO (n = 5)

Die Untersuchung der NO Produktion von mEC be Stimulaiion mit den verschiedenen
Immunsuppressva unter normoxischen Bedingungen zeigte ahnliche Ergebnisse wie be der
Simulation der HMEC-1 (dehe Figur 9a und b). Die Stimulation der mEC mit MMF fuhrte
jedoch zu einer gesteigerten NO Produktion von 104 + 58 % bzw. 135 + 63 % (niedrige bzw.
hohe Doss) im Vergleich zu den Werten von 47 + 11 % bzw. 52 + 12 % bel der HMEC-1
Stimulation. Die NO Produktion von MP, CS und Tac in der niedrigen Doss bel den mEC
befand sch mit 4-5 % unterhab der Testsensvitéd und war daher nicht Sgnifikant. Rapa in
niedriger Dogs zeigte be den mEC ene NO Stegerung um 24 + 15 % im Vergleich zu den
HMEC-1 von ca 12 %. In den hohen Konzentrationen zeigten dle Immunsuppressiva eine
gesteigerte NO Produktion bei den mEC, wéahrend Tac be den HMEC-1 zu keiner Erhthung
des NO fihrte. Insgesamt sind die Werte der einzelnen Stimulationen von meEC und HMEC-1
unterschiedlich, wobel die Verhdtnisse doch sehr dhnlich erschenen. Somit scheint die
immunsuppressve  Stimulation von mEC und HMEC-1 zu einem d&nlichen Verhdten der

Zdlen zu fihren.

Abbildung 32: Vergleichder NO Produktion von HMEC-1 und murinen, aortalen EC
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3.2.2. Adhésionsassay von mDCs an mECs

Simulation der mECs mit niedrigen Konzentrationen der Immunsuppressva (n = 4) fihrte zu
ene dgnifikanten Veringerung der Adhé&sion der mDCs durch MP (5 + 0,8 %; p < 0, 006)
und MMF (-1,2 £ 03 %, p < 0,007) im Vergleich zur ungimulieten Kontrolle. Auch die
Simulation der mDCs verringerte die Adhé&son um -2 = 0,6% (p <0,03) be niedriger Dosis
MPund -6 + 0,3 % (p < 0,01) bei niedriger Dosis MMF. CS, Rapa und Tac in der niedrigen
Konzentration zeigte bel keiner der Einzegimulationen (weder be mECs noch be mDCs)
dgnifikante Anderungen. Be  gleichzeitiger Stimulationen in den niedrigen  Konzentrationen
der Immunsuppressiva sowohl der mECs wie mDCs, auch wahrend der Kokultivierung, ergab
gch in dlen Fédlen eine Hemmung der mDC Adh&enz von —3 bis —10 % (x 1-4 %; p < 0,05)
mit Ausnahme von Tac (Sehe Tabelle 3).

Tabdle 3: mDC Adhésion an mECs (immunsuppressive Stimulationen in niedriger Dosis)

mEC Stimulation mDC Stimulation mMEC/ mDC Stimulation
niedrige Dosis niedrige Dosis niedrige Dosis
MW  SEM T-Tex | MW SEM T-Test MW  SEM T-Test
MP | -47 0,8 0,006 -1,8 0,6 0,022 -8,9 14 0,004
MMF| -1,2 0,2 0,007 -6,0 0,3 0,000 -8,0 1,6 0,007
CS | -22 1,9 0,169 -8,3 4,2 0,072 -101 | 41 0,045
Rapa| 0,1 0,2 0,342 -2,2 1,1 0,070 -3,3 11 0,029
Tac | -0,1 0,7 0,455 -1,6 1,8 0,219 -2,3 1,7 0,133
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In den hohen Konzentrationen der Immunsuppressva (n = 6) zeigte Sch be den stérker
Endothel aktivierenden Substanzen CS und Tac (dehe S. 59) eine erhthte Adhérenz der unsti-
mulierten mDCs an die stimulierten mECs von 4 bis 4,3 % + 1 bis 1,9 % (p < 0,04), bel Rapa
ene nicht dgnifikante Steigerung der Adhé&renz um 44 = 25 % (p = 0.065). Die weniger
Endothel aktivierenden Substanzen fihrten zu einer Verminderung der Adhéenz der mDCs
um 14 + 2 % (p < 0,01) bet MP und 2,2 £ 0,8 % (p < 0,03) beit MMF stimuliertem Endothel
(sehe 339).

Abhbildung 33: Adh&sion von mDCs an mECs (immunsuppressive Stimulation in hoher Doss)
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Eine immunsuppressve Stimulation mit den hohen Konzentrationen der mDCs ergeb be
dlen Subgtanzen ene deutliche Hemmung der mDC Adhé&son an das ungimulierte Endothd.
CS fihrte zu der gérksten Adhésionshemmung von —27 + 2 %, gefolgt von MP mit -21 + 4
% und MMF mit =18 + 4 % (p < 0,01). Rapa und Tac zeigten eine im Verhdtnis dazu
geringere Inhibition von —7 = 3 % mit einer Signifikanz von p < 0,03 (siehe 33b).
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Die immunsuppessve Doppddimulation in der hohen Doss von sowohl mECs ds auch
mDCs resultierte ebenfals in ener generdlen Hemmung der mDC Adhésion, wobe sch die
Effekte der Einzdgimulationen von mEC und mDC summieten (dehe 33c). Somit flhrte
hier MP zu der grofden Adhdsongnhibition von —29 + 4 %, gefolgt von MMF mit —22 + 3 %
und CS mit —20 = 2 % (p < 0,01). Tac ergab eine Hemmung von —7 = 3 % (p < 0,04) und
zeigte damit in der Doppegimulation eine hohere Inhibitionsrate ds die Summe der Einze-
dimulaion. Rgpafihrte zu ener nicht sgnifikanten Hemmung von —4 £+ 3 % (p = 0,12).

o * P <0,05gegen Kontrolle

=
o
*
*

O

|_I_ I rh I |_I—| mEC €im
: [ -
1 « * % mDC sim
| * =
* ) * mEC/mDC
N !

gim

1
5 o

N
o

mDC Adhéasion an mEC
(% Anderung zur Kontrolle)

)
)

MP MME  CS Rapa Tac

Eine zusizliche immunsuppressve Stimulation wéahrend der Kokultivierung zu der Doppel-
dimulation der mECs und mDCs fihrte zu einer weiteren Steigerung der Adh&sonshemmung
von—1 bis- 8 % (siehe 33d).
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3.2.3. Viahilitdt der mDCs (n=5)

Die Viabilitasorifung der mDCs unter Normabedingungen wédhrend der  Kokultivierung
ergab fir die MMF mDC Stimulation enen deutlichen Rickgang von — 13 + 1 % (p < 0,01),
wahrend die anderen Immunsuppressva zu keinen dggnifikanten Ergebnissen fihrten (Sehe
Abbildung 34). Die zusizliche mDC Stimulation wdahrend der  Kokultivierung zegte
Viabilitasanderungen von 14 + 5 % (p < 0,03) bei MMF, -1,3 + 0,3 % beil CS (p < 0,04)
und -5+ 2 % Tac (p < 0,05). Die Ergebnisse fir MP und Rapa waren nicht signifikant.

Abbildung 34: Viahilitéa von immunsuppressv simulieten mDC (WST-1)
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Unter Einbezichung der mDC Viabilitdt ergaben dch fir den Adhdsionsassay (bezogen auf
die nivdliete Gesamizdlzahl) vedndete Wete ba mDC  Stimulation  und
Doppedimulationen, besonders im Hinblick auf MMF. So zeigten sch bel der gimulierten
Doppelsimulaion der mECs und mDCs Anderungen von —29 + 7 % bei MP, -14 + 7 % bei
MMF, -27 £ 2 % bei CS, -10 + 12 % bei Rapa und -3 + 4 % be Tac. Bei der mDC
Simulation fihrte die Berlickschtigung der Vidbilité zu Werten von —22 + 7 % bei MP, -5+
4% bei MMF, -21 £ 6 % bei CS, -7 £ 6 % bel Rapaund -6 + 7 % bei Tac (Sehe Figur 35).

Abbildung 35: Einfluss der mDC Viahilitét auf die Ergebnisse der mDC Adhérenz an mECs
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3.3. IMMUNSUPPRESSIVA UND GENEXPESSION VON ADHASIONSMOLEKULEN UND
EXTRAZELLULAREN MATRIXPROTEINEN BEI MURINEN DENDRITISCHEN ZELLEN

3.3.1. RNA Isolierung aus unstimulierten und stimulierten mDCs (n = 3)

Die RNA-Isolierungen der dimulieten und ungimulieten mDCs ergaben ene Ausbeute
zwischen 0,67 und 1,66 pg/pl mit ener Renhat (260280 nm) von 1,75 bis 1,95 (Sehe
Tabdle 2) mit schafen Banden von &8 zu S18 im Vehdtnis von 21 (Besiied sehe
Materia und Methoden).

Tabelle 4: Ergebnisse der mDC RNA-Isolierung

260 nm 280 nm 260/280 nm Konzentration
K1 0,804 0,438 1,84 1,64 pg/iul
MP 1 0,530 0,303 1,75 1,08 pg/ul
Csl1 0,343 0,194 1,77 0,70 pg/ul
Rapal 0,533 0,303 1,76 1,09 pg/iul
K2 0,457 0,235 1,95 0,93 pg/ul
MP 2 0,540 0,302 1,79 1,10 pg/ul
CS2 0,328 0,183 1,80 0,67 pg/ul
Rapa 2 0,644 0,348 1,85 1,31 pg/iul
K3 0,631 0,347 1,82 1,23 pg/ul
MP 3 0,708 0,382 1,85 1,44 pg/iul
CS3 0,813 0,450 1,81 1,66 pg/ul
Rapa 3 0,403 0,220 1,83 0,82 pg/ul

3.3.2. Genexpressionsanalyse (GEArray) der murinen DCsin Hinblick auf Adhasions
molekile und extrazellulére Martixproteine (n =3)

De GEArray zeigte bei den undimulieten mDCs darke Signde fur Badgnin, Caspase 8,
Cathenin dpha 1, CD44, Cytastin C, den Cathepsnen B und D, very late antigen — 4, der
Integrin Untereinheit dpha X (= CD11c), dem Maus Andog von very late antigen — 5, der
Intgrin Untereinheit beta 2, der beta 2 Kette des Laminin, Hyaduronidase 5, den Matrix
Metdloproteinase 12 und 8 und auch fur L — Sdektin. Schwéchere, aber deutlich sichtbare
Sgnde ergaben die Cathepsne E und H, das extrazelulére Matrixprotein-1, die Integrin
Untereinheiten dpha 5, dpha L, dpha M, beta 5 und beta 7, das junctiond Adhdsons-
molekdl, Laminin B1, MMP10 und 19, tissue Plaminogen Activator und E-Sdektin (Sehe
Tabdle 5). Alle weiteren Sonden zeigten nur sehr schwaeche bis kene Signde fur die

Anwesenheit der entsprechenden cDNA.
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Tabdle 5: Rohdaten des GEArrays fur murine Adhésionsmolekiile und extrazd lulére Matrix
Proteine nach Abzug desHintergrundes und auf house keegping Gene bezogen

Starke Signde Die Grauschattierung dient nur der besseren Ubersicht
Genlige K MW|MPMW|CS MW |Rapa MW
Adamts 1 0,104 | 0,045 | 0,076 0,030
Adamts 8 0,055 | 0,003 | 0,045 0,016
Basignin mRNA 0,958 | 0,951 | 0,793 0,818
Casp 8 0,542 | 0,285 | 0,333 0,316
Casp 9 MRNA 0,120 | 0,060 | 0,078 0,054
Catenin alphal 0,550 | 0,553 | 0,478 0,417
Catenin alpha2 0,001 | 0,017 | 0,043 0,001
Catenin aphalike 1 -0,017| -0,005 | 0,022 0,003
Catenin beta 0,939 | 0,745 | 0,784 0,770
Caveolin-1 0,095 | 0,026 | 0,046 0,041
CD44 antigen 1,017 | 0,867 | 0,803 0,890
E Cadherin 0,105| 0,032 | 0,053 0,024
Cadherin 2 0,078 | 0,033 | 0,044 0,025
Cadherin 3 0,047 | 0,047 | 0,059 0,041
Cadherin 4 0,011 | 0,023 | 0,040 0,017
Mus musc. Cadherin 5 -0,004| 0,002 | 0,044 0,016
Hepatitis virus receptor 0,203 | 0,057 | 0,121 0,092
Contactin 1 0,123 | 0,025 | 0,043 0,065
Procollagen typ 18 alpha 1 0,151 | 0,032 | 0,046 0,058
Collagen pro alpha 1 typ | chain 0,127 | 0,033 | 0,028 0,023
Col4a2 0,131 | 0,050 | 0,066 0,051
Cystatin C 0,976 | 1,002 | 0,917 0,981
Catenin delta 2 0,077 | 0,056 | 0,067 0,063
Cathepsin B 0,869 | 1,014 | 0,965 0,942
Cathepsin D 0,973 | 0,983 | 0,980 0,994
Cathepsin E 0,078 | 0,093 0,141
Cathepsin G 0,163 | 0,036 | 0,032 0,068
Cathepsin H 0,077 | 0,054 0,068
DDC 0,118 | 0,052 | 0,032 0,040
Extracellular matrix protein 1 0,118 | 0,145 0,117
mouse fibronectin mMRNA 0,030 ( 0,031 | 0,040 0,028
ICAM-1 0,162 | 0,065 | 0,125 0,176
LFA 1b = integrin alpha 2 0,145 | 0,045 | 0,094 0,100
Integrin alpha 2b (CD41b) 0,153 | 0,055 | 0,040 0,123
Integrin alpha 3 (CD49 ¢ = b-cells) 0,156 | 0,065 | 0,047 0,111
VLA-4 1,000 | 0,685 | 0,640 0,822
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Integrin alpha5 0,147 | 0,100 | 0,125
Integrin alpha 6 0,189 | 0,120 | 0,094 0,129
Integrin alpha 7 0,036 | 0,052 | 0,036 0,034
Integrin alpha 8 MRNA 0,024 | 0,016 | 0,042 0,022
Integrin alpha E epithelial associated 0,142 | 0,048 | 0,038 0,093
Integrin alphal. mRNA 0,260 | 0,131 0,274
Integrin alphaV (CD11b) 0,142 | 0,058 | 0,046 0,092
Integrin alpha M 0,172 | 0,161 0,218
Integrin alpha X (CD 11C) 1,019 | 0,679 | 0,631 0,709
VLA 5 homolog mause 0,954 | 0,778 | 0,766 0,814
Integrin beta 2 (CD 18 =L eukocytes) 0,754 | 0,394 | 0,291 0,530
Integrin beta 3 0,144 | 0,056 | 0,095 0,094
I ntegrin beta 4 subunit 0,128 | 0,036 | 0,029 0,109
Integrin beta 5 0,122 | 0,068 0,130
Integrin beta 6 0,156 | 0,091 | 0,050 0,098
Integrin beta 7 0,190 | 0,223 0,222
JAM 0,096 | 0,076 0,120
Laminin B1 0,191 | 0,155 0,223
Laminin B2 chain 0,578 | 0,307 | 0,263 0,458
Collagenaselike 1 0,022 | 0,030 | 0,028 0,026
Hyaluronidase 5 0,800 | 0,422 | 0,462 0,546
MMP 10 stomelysin 2 0,094 | 0,077 0,137
MMP 11 stomelysin 3 0,170 | 0,082 | 0,046 0,072
MM P 12 macrophage el astase 0,797 | 0,173 | 0,483 0,563
MMP 13 Collagenase 3 0,182 | 0,063 | 0,049 0,091
MMP 14 MT-1-MMP 0,074 | 0,061 | 0,026 0,043
MMP 15 MT-1-MMP 0,041 | 0,044 | 0,026 0,037
MMP 16 MT-1-MMP 0,017 | 0,019 | 0,022 0,031
MMP 17 MT-4MMP 0,100 | 0,049 | 0,035 | 0,094
MMP 19 0,200 | 0,077 0,110
MMP 2 Gelatinase A 0,176 | 0,090 | 0,074 0,065
MM P20 0,177 | 0,073 | 0,034 0,068
MMP 23 0,106 | 0,054 | 0,033 | 0,053
MMP 24 0,072 | 0,062 | 0,034 0,062
MMP 3 0,065 | 0,061 | 0,054 0,076
MMP7 0,029 | 0,028 | 0,040 0,036
MM P 8 collagenase 2 0,542 0,829 | 0,263 0,473
MMP 9 Gelatinase B 0,156 | 0,067 | 0,042 0,074
mouse mMRNA for Ncam NCAM 0,177 | 0,067 | 0,052 0,070
Neural cell adhesion molecule Ncam 0,129 | 0,057 | 0,038 0,055

PECAM-1 0,091| 0,058 | 0,030 | 0,065
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tPA tissue Plasminogen activator 0,306 | 0,297 0,408
Urokinase Plasminogen activator uPA 0,963 | 1,032 | 0,947 0,993
uPA Receptor 2 0,085 0,044 | 0,100 0,094
E-selectin protein RNA, ELAM-1 0,234 | 0,180 0,281
Lymphocyte selectin L-selectin 0,683 | 0,799 | 0,156 0,336
P-selectin protein mRNA 0,123 | 0,074 | 0,061 0,063
Serine protease inhibitor 7 Maspin 0,107 | 0,045 | 0,023 0,04

Plasminogen activator inhibitor 1PAI-1 | 0,082 | 0,057 | 0,020 0,060
Plasminogen activator inhibitor 2PAI-2 | 0,059 | 0,049 | 0,048 0,082
SPARC secreted acidic cysteine rich glycoprot | 0,123 | 0,064 | 0,108 0,141

Thrombospondin 1 mRNA 0,034 | 0,042 | 0,069 0,062
Thrombospondin 2 mRNA 0,042 | 0,036 | 0,033 0,058
Thrombospondin 3 THBS 3 0,110 | 0,064 | 0,055 0,072
Thrombospondin 4 mRNA 0,066 [ 0,040 | 0,065 0,052
Tissue inhibitor for MMP 1= TIMP 1 0,066 | 0,050 | 0,028 0,054
Tissueinhibitor for MMP 2=TIMP 2 0,059 | 0,040 | 0,034 0,067
Zenascin C 0,053 | 0,051 | 0,063 0,104
VCAM-1 0,036 | 0,055 | 0,092 0,154
Vitronectin 0,040 | 0,058 | 0,090 0,126

Die Stimulation der mDCs mit MP reduzierte signifikant die Sgnde von Caspase 8, Cahep-
sn E, dem extrazdlul&en Matrixprotein-1, Interin Untereinheiten dpha L, dpha M und beta
2, die beta 2 Kette des Laminin, Hyaluronidase 5, den Matrix Metaloproteinase 10 und 12.
Sgnifikante Steigerungen waren nicht  erschilich. CS senkte dgnifikant die Signde der
mDCs fur Caspase 8, Cathepsin H, die Integrin Untereinheiten apha 3, adpha 5, dpha L,
dpha M und beta 5, das juctionde Adhésionsmolekil 1, die beta 2 Kette des Laminin, die
Matrix Metaloproteinasen 8 und 10 und das L-Sdektin. Auch hier zeigten dch keine
ggnifikanten Sgndzunahmen. Die Rapa-Stimulation der mDCs hate lediglich ggnifikante
Signdabnahmen bei Caspase 8, Cathepsin H und Integrin Untereinheit apha5 zur Folge.

Die weteren nicht erwédhnten Ergebnisse wurden aufgrund des zu geringen Signds nicht
berlickschtigt, snd aber mit den oben genannten Daen mit Fehlerabweichung und
Sgnifikanzwerten der Tabelle 6 zu entnehmen.
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Tabdlle 6: Daten (GEArray) der immunsuppressiv simulierten DCsim Verhdtnis zu

ungimulierten Kontrolle

Starke Signde der ungtimulierten Kontrolle
Die Grauschattierung stdllt die berticksichtigten Daten mit ausreichender Sgnastérke dar

Gen Lige MP CS Rapa

MW |SEM | T-test| MW |SEM | T-test| MW | SEM | T-test
Adamts 1 -56 | 7 |0,007| -24 | 10 |0,071| -59 | 20
Adamts 8 -86 | 21 |0,027| O 48 (0,497| -52 | 58 | 0,233
Basignin mMRNA 0 5 10497| -15 | 20 |0,268| -14| 9 | 0,129
Casp 8 -44 | 8 |(0,017| -47 | 15 |0,045| -45| 5
Casp 9 mRNA -46 | 8 |0,015| -35 | 13 |0,058| -55 | 14
Catenin alphal 18 | 26 |0,278| -22 | 14 |0,125| -30 | 11 | 0,057
Catenin alpha2 -65 | 286 |1 0,421 | 680 |1024|0,287| -45 | 262 | 0,439
Catenin alphalike 1 -194 | 120 | 0,124 | -313 | 147 |0,083| -47 | 86 | 0,32
Catenin beta -20 | 9 (0,078| -19 | 22 |0,245| -18| 8 | 0,068
Caveolin-1 -70 | 5 |0,003| -47 | 25 | 0,1 | -53| 40 | 0,16
CD44 antigen -14 | 11 |0,166| -20 | 22 |0,228| -12 | 11 | 0,184
E Cadherin -79 | 16 |0,019| -47 | 13 |0,033| -76 | 11
Cadherin 2 -45 | 17 |0,059| -27 | 19 |0,144| -52 | 16
Cadherin 3 1495 | 1532 0,216 | 1406 | 1403|0,211| 648 | 670 | 0,218
Cadherin 4 -1141|1179|0,217|-1703|1851| 0,227 -497| 510 | 0,216
Mus musc. Cadherin 5 -909 | 736 | 0,171 | -78 |1183|0,477| 99 | 259 | 0,37
Hepatitis virus receptor -76 8 |0,006| -44 | 14 [0,043| -51| 22 | 0,074
Contactin 1 -84 | 9 |0006| -61 | 25 | 0,07 | -35| 65 | 0,322
Procollagen typ 18 alpha 1 -83 | 13 |10,012| -68 | 19 |0,036| -60 | 29 | 0,087
Collagen pro alpha1typ | chain -78 | 16 | 0,02 | -78 | 19 |0,027| -82 | 13
Col4a2 -65 | 9 |001]| -52 | 13 |0,027| -50 | 20 | 0,062
Cystatin C 3 1 (0,101| -6 | 12 (0,338| 1 1 |0,352
Catenin delta 2 -19 | 25 10,266 9 43 |0,425| 8 48 | 0,442
Cathepsin B 23 | 23 10,211 15 | 12 |0,175| 13 | 18 | 0,263
Cathepsin D 1 2 [0345| 1 2 10,396 2 3 10,283
Cathepsin E 14 | 0,022 24 0,088 61 | 0,396
Cathepsin G -81 | 15 |0,017| -76 | 23 |0,039| -53| 36 | 0,137
Cathepsin H 25 | 0,057 19 | 0,03 21
DDC -67 | 25 |0,056| -65 | 21 |0,044| -67 | 18
Extracellular matrix protein 1 18 | 0,047 27 10,167 18 | 0,065
mouse fibronectin mMRNA -15 | 74 | 043 | 63 | 52 |0,173| -18 | 18 | 0,214
ICAM-1 -58 | 14 10,028 -28 | 20 |0,149| O 34 | 0,496
LFA 1b = integrin alpha 2 -74 | 14 |10,016| -39 | 24 | 0,12 | -29 | 49 | 0,303
Integrin alpha 2b (CD41b) -73 | 17 |0,024| -70 | 26 |0,058| -10 | 73 | 0,451
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Integrin alpha 3 (CD49 ¢ = b-cells) -65 | 28 |0,073| -69 | 24 [0,049]| -32| 37 | 0,24
VLA-4 -32 | 18 (0,108| -37 | 25 | 0,14 | -18 | 15 | 0,178
Integrin alpha 5 30 | 0,108 14 | 0,018 16

Integrin alpha 6 -37 | 30 (0,274| -57 | 20 |0,052| -38 | 17 | 0,08
Integrin alpha 7 8 52 |0,449| 26 | 61 [0,357| -1 | 42 | 0,488
Integrin alpha8 MRNA -2 | 49 [0487| 241 | 159 {0,135 99 | 105 | 0,222
Integrin alpha E epithelial associated -66 | 20 |0,039| -68 | 20 |0,039| -19 | 60 | 0,392
Integrin alpha L mRNA 17 0,048 8 |0,006 19 | 0,058
Integrin alphaV (CD11b) -71 | 23 |0,046| -62 | 28 |0,076| -33 | 50 | 0,286
Integrin alpha M 20 | 0,04 14 | 0,02 20 | 0,057
Integrin alpha X (CD 11C) -34 | 15 (0,077| -38 | 19 |0,091| -29 | 21 | 0,151
VLA 5 homolog mause -19 | 13 (0,139| -23 | 27 |0,243| -16 | 15 | 0,19
Integrin beta 2 (CD 18 =L eukocytes) -51 | 17 (0,049| -49 | 30 |0,125| -21 | 34 | 0,303
Integrin beta 3 -26 | 35 |0,268| 46 | 71 |0,293| 27 | 74 | 0,375
Integrin beta 4 subunit -73 | 20 (0,034 -76 | 14 |0,017| -11 | 53 | 0,428
Integrin beta 5 32 0,136 12 | 0,016 35 | 0,186
Integrin beta 6 -57 | 26 |0,079| -68 | 19 |0,035| -41 | 52 | 0,253
Integrin beta 7 22 10,052 28 (0,145 30 | 0,152
JAM 23 | 0,06 8 |0,007 24 | 0,068
Laminin B1 26 (0,138 21 |0,085 54 | 0,452
Laminin B2 chain -50 | 12 [0,026| -54 | 18 |0,045| -19 | 26 | 0,265
Collagenase-like 1 102 | 263 {0,367 | -83 | 186 [0,349| 83 | 252 | 0,387
Hyaluronidase 5 -47 | 12 |0,029| -50 | 22 |0,079| -37 | 18 | 0,088
MMP 10 stomelysin 2 17 0,027 14 | 0,018 38 | 0,192
MMP 11 stomelysin 3 -62 | 30 |0,086| -75 | 12 |0,013| -59 | 33 | 0,11
MM P 12 macrophage el astase -83 | 16 (0,018 -49 | 24 |[0,089( -41 | 30 | 0,148
MMP 13 Collagenase 3 -76 | 17 10,023 -75 | 13 |0,015( -64 | 34 | 0,101
MMP 14 MT-1-MMP -39 | 35 |10,188| -61 | 28 |0,079]| -42 | 61 | 0,28
MMP 15 MT-1-MMP -8 | 55 (0451| -12 | 46 [0,406( 45 | 114 | 0,367
MMP 16 MT-1-MMP 178 | 269 [ 0,287 | -47 | 162 | 0,399 114 | 352 | 0,388
MMP 17 MT-4-MMP -57 | 10 |0,015( -70 | 10 | 0,01 | -4 | 62 | 0,476
MMP 19 29 |0,217 13 [ 0,015 32 | 0,122
MMP 2 Gelatinase A -61 | 23 |0,061| -65 | 12 |0,016| -66 | 33 | 0,09
MM P20 -64 | 31 |0,086| -83 | 6 |0,003| -69| 24 | 0,051
MMP 23 -50 | 25 1009 | -66 | 5 |0,003f-87| 52 |0,117
MMP 24 -32 | 25 10,164 | -54 | 24 |0,075| -6 | 58 | 0,465
MMP 3 -19 | 39 (0,337| O 42 10,497 63 | 89 | 0,277
MMP 7 0O | 147 ({0499| -49 | 224 {0,424 -79 | 224 | 0,378
MMP 8 collagenase 2 84 | 51 |0,121| -57 | 19 |0,048 O 49 | 0,499
MMP 9 Gelatinase B -64 | 20 |0,042| -76 | 13 |0,013| -44 | 42 | 0,202
mouse mRNA for Ncam NCAM -70 | 12 |0,014| -76 6 (0,003 -61| 33 | 0,102
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Neural cell adhesion molecule Ncam -62 | 20 |0,047| -73 6 (0,003 -62| 34 | 0,104

PECAM-1 -45 | 19 |0,068| -68 | 9 |0,008| -33| 58 | 0,313
tPA tissue Plasminogen activator 20 10,133 32 |0,211 55 | 0,418
Urokinase Plasminogen activator uPA 7 3 (0,088 -2 2 (0,274 3 4 | 0,265
uPA Receptor 2 2 52 (0,485 103 | 95 (0,196 96 | 87 | 0,193
E-selectin protein RNA, ELAM-1 21 0,139 31 | 0,11 62 | 0,456
Lymphocyte selectin L-selectin 119 | 132 {0,232 -74 | 14 |(0,018| -5 | 60 | 0,472
P-selectin protein mRNA -52 | 21 |0,065| -63 | 22 |0,050( -43 | 41 | 0,204
Serine protease inhibitor 7 Maspin -70 | 17 |0,026| -86 | 19 |0,022( -31 | 48 | 0,294
Plasminogen activator inhibitor 1 PAI-1 -42 | 19 | 008 | -83 | 9 |0,006| -22| 51 |0,354
Plasminogen activator inhibitor 2 PAI-2 -3 | 21 (0446| 6 48 10,459 225 | 248 | 0,229
SPARC secreted acidic cysteine rich glycoprot | -38 | 19 [0,088| -10 | 35 [0,397| 58 | 75 | 0,261
Thrombospondin 1 mRNA -252 |1 358 [0,277| 339 | 495 |0,282( 117 | 441 | 0,408
Thrombospondin 2 mRNA -13 | 37 |0,379| -33 | 67 |0,334| 77 | 89 | 0,237
Thrombospondin 3 THBS 3 -45 | 26 (0,114 -57 | 41 |0,148| -12 | 48 | 0,412
Thrombospondin 4 mRNA 45 ( 26 [ 0,11 | -35 | 66 |0,324| -5 61 | 0,474
Tissueinhibitor for MMP 1= TIMP 1 -44 | 31 |0,247| -75 | 23 |0,041]| -18 | 48 | 0,374
Tissue inhibitor for MMP 2=TIMP 2 -42 | 21 | 0,09 | -57 | 30 [0,099] 1 42 | 0,491
Zenascin C 54 | 73 10,268 -18 | 62 |0,399| 247 | 203 | 0,174
VCAM-1 258 | 239 {0,197 144 | 128 |0,189| 505 | 209 | 0,069
Vitronectin 715 | 638 {0,189 378 | 423 | 0,233| 493 | 352 | 0,148
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3.3.3. Semiquantitative PCR von mDC cDNA aus RNA zur Evaluierung des GEArray

Fur die samiquantitative PCR wurden Beispide des GEArrays von dimulieten mDC mit
moglichst grolen Sgnadunterschieden zu der ungimulierten Kontrolle gewahlt, um bel dieser
relativ ungenauen Methode ein aussagekréftiges Ergebnis zu erhdten (Foto des Gels, Sehe S.

46). Die Tendenz der Ergebnisse der semiquanitativen PCR fur die verschiedenen Adhésions-

molekilgruppen der Selektine und Integring, sowie des Extrazdlul&en Marix Proteins
entspricht den Ergebnisse des GEArray (Sehe Abbildung 36, Figuren abis d).

Abbildung 36 : Uberpriifung der Ergebnisse des GEArray (murin) anhand semiguantitativer
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3.4. IMMUNSUPPRESSIVA UND GENEXPESSION VON ADHASIONSMOLEKULEN UND
EXTRAZELLULAREN MATRIXPROTEINEN BEI HUMANEN MY ELOIDEN
DENDRITISCHEN ZELLEN

3.4.1. Uberprifung der humanen myeloiden DCs (hDCs) aus Vollblut mittels FACS-
Anayse
Die FACS-Andyse der hDCs (Abbildung 37) zeigte so gut wie kein Signd fur CD14 (Sehe
Abbildungen ¢). Im Gesamtiberblick (Abbildung al) ergaben 63,56 % der hDCs en postives
Signd fur sowohl CD11c ds auch HLA-DR (doppdt pogtiv, oben rechts Abbildung a2); 3,33
% der Zdlen waren einfach postiv auf HLA-DR (Abbildung a2 unten rechts) und 5.65 %
enfach pogtiv auf CD11c (Abbildung a2 oben links). Die Doppeférbung von HLA-DR und
CDla zeigte im GesamtUberblick 21,13 % der Zdlen doppelt postiv (Abbildung a3 oben
rechts); 50,98 % der Zdlen ergaben en enfach postives Ergebnis auf HLA-DR (Abbildung
a3 oben rechts) und 0,39 % en enfach podstives Sgnd auf CDla (Abbildung a3 unten
rechts). 26,13 bis 26,16 % der hDCs zeigten ungegated kein Signd fir CD11c, CDla und
HLA-DR (sehe Abbildungen a2 und3 unten links).
Die Einschrénkung auf die Zdlpopulation ohne Bertickschtigung von Zdltrimmern und
ahnlichem (Sehe Abbildung bl) wies ene 9645 prozentige Doppdfabung fur CD11c und
HLA-DR auf (Abbildung b2 oben rechts), nur 3,02 % der Zdlen zeigten ein einfach positives
Signd fur CD11c (Abbildung b2 oben links) und 0,3 % en enfach postives Sgnd fir HLA-
DR (Abbildung b2 unten rechts). 0,22 % der Zdlen waren HLA-DR und CD11c doppelt
negativ. 66,18 % der gegaeten Zdlen eschienen HLA-DR und CDla doppdt postiv
(Abbildung b3 oben rechts); 31,83 % ergaben ein HLA-DR enfach postives Sgnd
(Abbildung b3 oben links) und nur wetere 0,08 % en CDla enfach podtives Signd
(Abbildung b3 unten rechts). Lediglich 0,22 bis 1,92 % de Zdlen erschien negaiv auf
sowohl CD11c, CDlaund HLA-DR (Abbildungen b2 und b3 unten links).
Alle Fabungen snd nochmas enzeln mit Ergebnissen des jewelligen Isotyps (dunkle Kurve
in den Abbildungen c3, d3 und e3) in den Abbildungen ¢, d und e zu sehen.
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Abbildung 37: FACS-Andyse der hDCs

= CO11c/ HLA-DR.00S = CD11g¢/ HLA-DR.005 = CD1a/ HLA-DR.006
a3 al = = =] —
—1 " 1 -— w ™ i
g 2 G a o ooy,
Em E — I -
Eﬁ - o ;N‘:’
" e I""
E‘gr 8"2 =2
2 I,
] EE j DE ; &
o L 10! 10% 10° 10? 10" 10 10° 10t
200 400 00 800 1000 Anti-HLA-DR FITC CD1aFTC
FSC-Haight
§ CO110 HLA-DR.GOS . CD11¢/ HLA-DR.0OS ; = CD1a' HLA-DR.0D6
-1b1l : n"‘ Eﬁv— . :
E w e z 2
UN []
3% =94 o
g% a_ 3 I~
i O £ 2
2 i ;
= C‘Q' = B E ; —\"rrll'-"—'rrn-1—l-|-m
P o T TN T 7T
BN o — B R e i gt 10' 102 10° 10*
4 600 8O0 1000 i CDiaFITC
o ot Anti-HLA-DR FITC
L=]
§ 3 CD14.002 =
s1c It EE I
&g g 28
1. * =
58 5
g a
g o
. =]
w? 10! o w® it
Mousa lgG1 PE
_§_ 2 HLA-DR.003 =
8] E§d2 = d3
22 & ] 02
H% I ¥ | ‘Sn
W™ % Ll
CE 8
=] .1}""""1'"-"2”' R o
1" 10" 10 o 0 i 2 3
ALHLADRPE 10 i i P 10°
8 Cd11c.004
a1 8 Cd11¢.004 g
g B g4
.c_ E
81 g g8
" ] T S
%%J [ 8%
m:. @ -
R &
p D (=]
=] 1 2 4 ;
10 10 10 107 107 102 10° 11::‘1'
o s CD11¢c PE Mouse IgG1 PE

FSC-Height

75




3. ERGEBNISSE

3.4.2. RNA Isolierung aus unstimulierten und stimulierten humanen, myeloiden DCs
(n=1)

Die Isdlierung der RNA aus ungimulieten humanen myeloiden DCs sowie nach 24 h
Stimulation mit den hohen Konzentrationen der Immunsuppressva MP, CS und Rapa ergaben
folgende Reinheiten und Konzentrationen:

Tabelle 7: Ergebnisse der hDC RNA-Isolierung

260 nm 280 nm 260/280 nm Konzentration
K1 0,400 0,210 1,81 0,82 pg/ul
MP 1 0,363 0,197 1,84 0,74 pg/ul
CS1 0,699 0,376 1,86 1,43 pg/ul
Rapa 1 0,233 0,122 1,91 048 pg/ul

3.4.3. Genexpressionsanayse (GEArray) der humanen, myeloiden DCsin Hinblick
auf Adhasionsmolekile und extrazellulére Martixproteine (n = 1)

Die Abbildung der invertierten Scanbilder der Filme visudisert die Sgnae der Membranen
Uber Chemilumineszenz. Die zugehdrigen Gene der entorechenden Position sind in Tabelle 8
erschtlich

Abbildung 38: Invertierte Bilder des GEArrays (human)

Genliste siehe Tabdlle x:
Gene 1-8
Gene 9-16
Gene 17-24
Gene 25-32
Gene 33-40
Gene 41-48
Gene 49-56
Gene57-64
Gene65-72
Gene 73-80
Gene 81-88
o Gene 89-96
&8 97-99 Negativ 100-102 blank 101-102
Sy 1 11 103-112 Positivkontrollen
(house keeping Gene)

K (unstimulierte Kontroll DCs) MP stimulierte DCs
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Genliste siehe Tabelle x:
Gene 1-8
Gene 9-16
Gene 17-24
Gene 25-32
Gene 33-40
Gene 41-48
Gene 49-56
Gene57-64
Gene65-72
Gene 73-80
Gene 81-88
i Gene 89-96
97-99 Negativ 100-102 blank 101-102 nn
AR IR 103-112 Positivkontrollen LR AR Y 1] ]

(house keeping Gene)

CSdimulierte DCs Rapa gimulierte DCs

Die Sgnde des GEArray zeigen durch die immunsuppressve Stimulaion der hDCs en
deutlich verandertes Expressonsmuster (gesamte Daten sehe Tabele x). So wird durch CS
und Rapa Stimulation die Caspase 8 RNA deutlich stérker exprimiert. CS zeigt eine extreme
Steigerung des CD 44, E-Cadherin und CEACAM-5, wahrend Rapa die ECadherin Expres-
son klar reduziert. Cytastin C wird wiederum durch CS und Rapa gesteigert, durch MP eher
gehemmt exprimiert. Die Caenin Untereinheiten zelgen durch CS dak gestegerte, durch
Rapa leichte erhthte und durch MP eher leicht verringerte Signde. Cathepsn B, D und L
wird vorwiegend durch CS hochgeregdt. Cathepsn L fihrt ersdmas auch zu enem erkenn-
baren Angieg durch MP. Die RNA des extrazelul&ren Matrixproteins-1 und des Fibronektin
1 wird durch MP Stimulation stark verringert, wéhrend CS Fibronektin 1 deutlich erhoht.
ICAM-1 RNA Expresson wird dirch CS und Rapa Stimulation erhdht, MP fihrt hier zu einer
leichten Abnahme. Die Integrin Untereinheiten apha M, dpha X (= CD11c), beta 1 und beta
2 zeigen durch CS drastische, durch Rapa deutliche Erhohungen des Signds. MP deigert
leicht die Integrin dpha X, und senkt die Integrin dpha M und beta 2 RNA Synthese. Die
Matrix Metalloproteinase 26 RNA wird bei CS Stimulation drastisch erhoht, durch Rapa stark
und MP leicht gesenkt. Ausschliellich nach CS Stimulaion wird ein Signd fur die Plasmino-
gen activator inhibitor 1 RNA dchtbar. Auch platelet/endothelid cell adheson molecule 1
(PECAM-1) zegt et nach Stimulation mit CS und Rapa en deutliches, ausgeprégtes Signd,
wie auch Plaaminogen activator inhibitor 1 (PAI-1) durch CS. Bel secreted phosphoprotein 1
(SPP1) und Tissue inhibitor of metaloproteinase 2 werden RNA Syntheseraten lediglich

77



3. ERGEBNISSE

wieder durch die CS Stimulation drastisch erhtht. Die weteren, nicht erwdhnten Ergebnisse
werden aufgrund des zu geringen Signd's nicht berticksichtigt.

Tabelle 8 : Auswertung des GEArray fur humane Adh&sonsmolekile und extrazdlulare

Matrix Proteine (von oben links nach unten rechts) nach Abzug des Hintergrundes
und Bezug auf das house keeping Gen GAPDH

Die Grauschattierung markiert die rlevanten Daten mit ausreichender Signastérke

Gen Lige mit Membranposition K | MP| CS |Rapa

A disintegrin-like and metall oprotease with thrombospondin type 1 motif, 1 0,03| 0,03 | 0,05 0,00

0,02|0,04|0,04| 0,01

Homo sapiens a disintegrin-like and metdloprotease with thrombospondin type 1 mo

Caspase 8, apoptosis-related cysteine protease 0,04|0,08| 0,25 0,23

Caspase 9, apoptosis-related cysteine protease 0,03| 0,04 | 0,07 | 0,02

Caveolin 1, caveolae protein, 22kD 0,06|0,05|0,11| 0,03

1,1611,24|256| 1,21
0,87]0,63|2,44| 0,25
1,1911,29(259| 1,12

CD44 antigen (homing function and Indian blood group system)
Cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial)
Homao sapiens carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 5 (CEACAMD5)

O[O (N |0 |W[N (-

Contactin 1 0,05| 0,05| 0,04 0,00

=
o

0,03/ 0,04| 0,05| 0,01
0,05/ 0,05{0,08| 0,01

Collagen, type XVIII, alphal

|
=

Collagen, typel, alphal

=
N

Collagen, type IV, alpha 2 0,04|0,05(0,09| 0,01

[
[68]

Homo sapiens cystatin C (amyloid angiopathy and cerebral hemorrhage) (CST3), 0,27|0,16| 0,61 | 0,49

[y
SN

0,87]0,87|212|1,13
0,48(0,22|1,04]| 0,85
0,64]0,59]| 1,23 | 0,86

Catenin (cadherin-associated protein), alpha 1 (102kD)
Catenin (cadherin-associated protein), alpha-like 1
Catenin (cadherin-associated protein), beta 1 (88kD)

[y
a

=
(o))

=
\‘

Catenin (cadherin-associated protein), delta 1 0,26 0,26| 0,20 0,43

=
(0]

Catenin (cadherin-associated protein), delta 2 0,09 0,06 | 0,05 0,02

Cathepsin B 19 1,17|1,25| 2,62 | 1,27
Cathepsin D (lysosomal asparty| protease) 2001,09|1,20|2,50( 1,19
Homo sapiens cathepsin G (CTSG), 21 0,08 (0,07|0,16| 0,01
Cathepsin L 220,341 0,73| 0,92 0,26
Deleted in colorectal carcinoma 23 0,04(0,04|0,10| 0,01

N
D

0,20]0,08]| 0,22 0,21

Homo sapiens extracel lular matrix protein 1 (ECM1), transcript variant 1

N
[6]]

Fibrinogen, B beta polypeptide 0,09| 0,04 | 0,00 0,01

N
[0))]

0,52]0,11]0,92| 0,54
0,10( 0,06 | 0,09] 0,03
0,48]0,34]| 0,86 | 0,82

Fibronectin 1

N
-

Homo sapiens heparanase MRNA

N
(o)

Intercellular adhesion molecule 1 (CD54), human rhinovirus receptor

N
©

Integrin, alpha 1 0,05|0,05| 0,06 | 0,02

w
o

0,03/ 0,05{ 0,05| 0,01
0,03/ 0,03| 0,06 | 0,01

Integrin, alpha 10

w
=

integrin, alpha 11

w
N

Integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit of VLA -2 receptor) 0,02|0,03| 0,06 0,01
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Integrin, alpha 2b (platelet glycoprotein I1b of 1b/l11a complex, antigen CD41B) 33 0,13| 0,04 | 0,00| 0,01
Integrin, alpha 3 (antigen CD49C, alpha 3 subunit of VLA -3 receptor) 34 0,14 0,04| 0,02| 0,03
Integrin, alpha 4 (antigen CD49D, alpha 4 subunit of VLA -4 receptor) 35 0,13(0,05|0,11| 0,15
Integrin, alpha 5 (fibronectin receptor, alpha polypeptide) 36 0,09 0,06 | 0,13 | 0,03
Integrin, alpha 6 subunit 370,05/ 0,04| 0,06| 0,01
Integrin, alpha 7 38 0,05 0,04| 0,05| 0,02
Integrin, alpha 8 39 0,03(0,03|0,04| 0,00
Integin, alpha 9 40 0,03( 0,04 0,02| 0,01
Integrin, alphalL (CD11a(p180)) LFA-1subunit 41/ 0,13( 0,05 0,02 0,08
Integrin, aphaM (CD11b (p170)) 42 0,81]0,69| 1,63 1,21
Integrin, alphaV (vitronectin receptor, alpha polypeptide, antigen CD51) 43 0,12 0,08 | 0,06 | 0,06
Integrin, alpha X (antigen CD11C (p150), alpha polypeptide) 44 0,4210,63]1,11| 1,01
Integrin, beta 1 (fibronectin receptor, antigen CD29 includes MDF2, MSK 12) 45 0,77(0,77|1,80| 1,14
Integrin, beta 2 (antigen CD18 (p95), LFA -1-, Mac-1- subunit 46 0,84 0,58 1,82 1,00
Integrin, beta 3 (platelet glycoprotein I11a, antigen CD61) 47 0,06 | 0,03|0,04| 0,01
Integrin, beta 4 48 0,04 0,04| 0,03| 0,01
Integrin, beta 5 49 0,08| 0,021 0,02 0,04
Integrin, beta 6 50 0,11 0,03| 0,03| 0,02
Integrin, beta 7 511 0,05] 0,03] 0,04| 0,01
Integrin, beta 8 52 0,05|0,04|0,03| 0,02
Laminin B1 chain 53 0,06 0,04 | 0,00| 0,02
Laminin, gamma 1 (formerly LAMB?) 54 0,07 | 0,04| 0,08 0,02
M eningioma expressed antigen 5 (hyal uroni dase) 55 0,09(0,06|0,09| 0,18
Homo sapiens MICA gene, allele MUC-18 56/ 0,05 0,04| 0,04 0,03
Matrix metalloproteinase 1 (interstitial collagenase) 570,04 (0,02| 0,00| 0,01
Matrix metalloproteinase 10 (stromelysin 2) 58 0,04 | 0,03 | 0,02 | 0,03
Human stromelysin-3 59 0,02 0,04 0,03| 0,02
Matrix metall oproteinase 12 (macrophage el astase) 60 0,03 0,03| 0,03| 0,01
Matrix metall oproteinase 13 (collagenase 3) 61 0,04 0,03|0,02| 0,02
H.sapiens mMRNA for membrane-type matrix metalloproteinase 1 62 0,05| 0,04 | 0,00 | 0,00
Matrix metalloproteinase 15 (membrane-inserted) 63 0,06(0,03|0,01| 0,01
Matrix metalloproteinase 16 (membrane-inserted) 64 0,04(0,04|0,01| 0,01
Matrix metalloproteinase 17 (membrane-inserted) 65 0,02 0,00 0,01| 0,04
Matrix metalloproteinase 2 (gelatinase A, 72kD type |V collagenase) 66 0,02 0,00(0,01| 0,02
Matrix metalloproteinase 20 (enamelysin) 67 0,02(0,01|0,02| 0,02
Matrix metalloproteinase 24 (membrane-inserted) 68 0,03(0,02|0,03| 0,01
Homo sapiens matrix metalloproteinase-26 (MMP26) mRNA 69 0,41|0,23| 1,50 0,03
Matrix metalloproteinase 3 (stromelysin 1, progel atinase) 70 0,04|0,03| 0,01 0,01
Matrix metalloproteinase 7 (matrilysin, uterine) 71 0,05(0,02|0,01| 0,01
Matrix metall oproteinase 8 (neutrophil collagenase) 720,06 | 0,02|0,01| 0,01
Matrix metalloproteinase 9 (gelatinase B, 92kD type IV collagenase) 73 0,02|0,09]| 0,02| 0,05
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Neural cell adhesion molecule 1 740,00 0,03| 0,01 | 0,03
Neuronal cell adhesion molecule 75 0,06 0,07| 0,16 | 0,05
Homo sapiens platelet/endothelial cell adhesion molecule (CD31 antigen) (PECAM1) 76/ 0,09(0,11| 0,86 | 0,90
Homo sapiens plasminogen activator, tissue (PLATa) 77 0,03|0,00|0,03| 0,02
Plasminogen activator, urokinase 78 0,041 0,03 0,04| 0,01
Human urokinasetype plasminogen activator receptor 79 0,37(0,27|0,26| 0,54
Human endothelial leukocyte adhesion molecule | (ELAM1) mRNA 80 0,05 0,02 | 0,00| 0,03
Selectin L (lymphocyte adhesion molecule 1) 81 0,04(0,05|0,01| 0,05
Selectin P (granule membrane protein 140kD, antigen CD62) 82 0,02(0,04|0,00| 0,03
Human plasminogen activator inhibitor (PAI-2) 83 0,01(0,04|0,00]|0,04
Protease inhibitor 5, function as tumor suppressor in breast and prostate cancers 84 0,02| 0,05|0,02| 0,03
Plasminogen activator inhibitor, type | (PAI-1) 85 0,05 0,06 | 0,66| 0,03
Homo sapiens secreted protein, acidic, cysteine-rich (SPARC) 86 0,26| 0,14 | 0,12| 0,14
Homo sapiens secreted phosphoprotein 1 (early T-lymphocyte activation 1) (SPP1) 871,23(1,22|250]| 1,28
Homo sapiens thrombospondin 1 (THBS1) 88 0,10( 0,04| 0,03]| 0,04
Human thrombospondin 2 (THBS2) mRNA 89 0,04|0,04|0,01| 0,04
Homo sapiens thrombospondin 3 (THBS3) gene 90 0,08 | 0,05 0,06 | 0,06
Tissue inhibitor of metalloproteinase 1 91 0,07 0,10| 0,02| 0,10
Tissue inhibitor of metalloproteinase 2 92 0,80(0,92| 1,73| 0,95
Tissue inhibitor of metalloproteinase 3a 93 0,05 0,08|0,03| 0,04
Transmembrane protease, serine 4 94 0,05 0,06 0,01 0,02
Vascular cell adhesion molecule 1 95 0,09| 0,09| 0,02 0,02
Vitronectin 96 0,05(0,04|0,01| 0,01
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3.4.4. Semiquantitative PCR von myeloider humaner DC cDNA aus RNA zur
Evaluierung des GEArray

Die Tendenz der Ergebnisse der semiquanitativen PCR der verschiedenen Adhés onsmolekiil-
gruppen Sdektine und Integrine entspricht den erhdtenen Ergebnisse des GEArray (Sehe Ab-
bildung 39abis c).

Abbildung 39: Uberpriifung der Ergebnisse des GEArray (human) anhand semicuantitativer
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4. DISKUSSION

4. Diskussion

4.1. IMMUNSUPPRESSIVA UND ENDOTHELFUNKTION

In dieser Arbeit sollten die dezet klinisch rdevanten Immunsuppressiva hingchtlich ihrer
Beanflussung auf verschiedene, endothdide Funktionen unter normoxischen und hypo-
xischen Bedingungen verglichen werden, um enen moglichen Zusammenhang zwischen
Subganz  und Endothdaktivierung mit  nachfolgend erhohter  Wahrschenlichkeit  ener
chronischen Abgol3ung zu erkennen. Die wichtigden Aussagen dieser Experimente kdnnen
wie folgt zusammengefasst werden:

1) Die Simulaion von HMEC-1 mit CS, MMF und Rapa fihrte zu ener sarkeren
Induktion des oxidativen Stresses verglichen zu der Stimulation mit MP und Tac.

2) Die durch Immunsuppressva vermittelte Induktion von oxidativem Stress, Apoptose
und metabolischer Aktivitét ergaben eine deutliche Korrelation.

3) MMF zdgte unter hypoxischen Bedingungen ene dgnifikant veringete Prolifera
tion, warend be CS in niedriger Konzentration unter sowohl normoxischen wie
hypoxischen Bedingungen ene dgnifikante Erhdhung efolgte. MP fihrte nur in der
niedrigen Konzentration unter normoxischen Bedingung zu ener geringen Steigerung
der Proliferation.

4) Die NO Produktion wurde be dlen Immunsuppressva aul3r Tac in  beiden
Konzentrationen unter beiden Bedingungen erhéht, im Besonderen durch MMF.

5) Im Gegenzug dazu fuhrten auschliedich Stimulationen mit Rapa, Tec und CS zu
ener gesteigerten ET-1 Freisstzung.

6) In der Gesamtheit der Funktionen fuhrten CS, Rapa und Tac zu ener stérkeren Endo-
thelaktivierung im Vergleich zu MP und MMF.

Wie im folgenden kurz beschrieben, besteht zwischen den Eigenschaften und Funktionen des
Endothels eine deutliche direkte oder indirekte Beenflussung. So ergibt sch aus unseren
Daten ene direkte Korreation zwischen oxidativem Stress und metabolischer Aktivité.
Zdlen resgieren auf oxidativen Stress mit vermehrter Expresson von Hitzeschock Proteinen
(Amberger A, 1999), Glutathion, Superoxyd Dismutase, Ham Oxygenase-1 und Thioredoxin
(Pohiman, J surg res 2000), was zu ener erhdhten metabolischen Aktivité fuhrt.  Jedoch
deigert auch vermehrte Proliferation (Maulik 2002), insbesondere die G1 Phase des Zdl-
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zyklus (Phase der Proteinbiosynthese) die metabolische Aktivitad (Karlson P, 1994). Dies
wiederum hat Uber die vermehrte Arbeit der Mitochondrien ein erhohtes , Superoxyd Leck”
und damit gesteigerten oxidativen Stress zur Folge (Stryer, 1990).

Die Korrdation zwischen oxidaivem Stress (und metabolische Aktivité) und Apoptose
scheint eine unzureichende Auspragung des oben beschriebenen kompensatorischen Schutz
mechanismus widerzuspiegen. Die immunsuppressv  induzierte  Modulation des  Zdlzyklus
mit den Auswirkungen auf die metabolische Aktivitdt und die Proliferation spiden hier ene
wichtige Rolle (Choy 2001).

Weiterhin  besteht en Zusammenhang zwischen oxidativem Srress und den beiden vaso-
aktiven Mediatoren NO und ET-1 (Alonso D, 2003; Anderson, 2003; Li et al., 2003). So
werden bei der NO-Produktion fir die Umwandlung von L-Arginin Gber NOH-Argnin in L-
Citrullin und NO (durch NOS kataysiert) 1,5 NADPH verbraucht. Das NADP* wird tber die
NADPH-Oxidase wieder in NADPH umgewandelt, dies jedoch erzeugt oxidativen Stress Uber
Superoxyd-Entstehung  (Griffith et al., 1995). Das entsandene NO fihrt sowohl zu ener
cGMP gedeuerten, calcium-abhéngigen Dilaation in den glatten Muskdzdlen, ebenso
hemmt es auch die Prgpro-Endothdin Synthese im Endothel. Oxidativer Stress wiederum,
zB. durch CS Stimulation, kann zu Peroxinitrit-Bildung fihren (Navarro-Antdin et al.,
2001), was in ener verminderten NO Bioverfigbarkeit mit folgendem Angieg des Gegen
soiders ET-1 resultiet (Alonso D, 2003). Jedoch kann die Bindung des ET-1 an den
endotheliden ETg Rezeptor Uber die eNOS Aktivierung mit folgend erhohter NO Produktion
as negative Riickkopplung betrachtet werden (Verhaar et al., 1998).

4.1.1. Immunsuppressiva und oxidativer Stress, Apoptose und Proliferation

Es wird vermehrt in der Literatur berichtet, dass Immunsuppressiva eine substanzspezifische
Endothdschédingung  unterschiedlichen Ausmaes verursachen konnen.  Eine  der
Hauptursachen dieser Endothelschadigung wird in der Induktion des oxidativen Stresses
gesehen. Uberéingimmend mit unsaren Ergebnissen fir die endothdide CS Stimulation
zeigte auch Longoni (Longoni et al., 1999) enen dgnifikenten Andieg des oxidaiven
Stresses nach CS Behandlung von humanen Endothezdlen, sowie eine erhdhte Apoptose-
Rate (Longoni et al., 2001). Mogayze (Mogayze et al., 2003) berichtet nach Stimulation von
humanen pulmonalen Endothelzellen mit CS bzw. Tac von ener reduzierten Uberlebensrate
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der Zdlen, weche durch gleichzetige Stimulation mit H,O, weiter sinkt, sch jedoch, wie be
uns, durch die Hypoxie/Reoxygenierung nicht potentiert.

Eine direkte in vitro Untersuchung von MMF im Hinblick auff enzdne Endothdfunktionen
am Endothd aleine, wie bei uns sind bisher nicht durchgefiihrt worden.

Ha (Ha et al., 2004) ewdhnt nach MMF Stimulation und Ischémie/Reperfuson an glatten
Muskelzdlen und glomerul&en mesangiden Zdlen ene durch Inhibition des oxidativen
Stresses eher protektive Eigenschaft auf das Endothd. Von ihnen wird auch eine MMF ausge-
l6ste Hemmung der durch PDGF (Pladet derived Growth Factor = Thrombozyten abstam-
mender Wachsumsfaktor) ausgeléste ROS Produktion in glaiten Muskezellen gezeigt (Park
et al., 2004). Aus unseren Experimenten l&sst dch jedoch eine deutliche Erhdhung des endo-
thelialen oxidativen Stresses durch MMF erkennen. Da unser Detektionssystem (Sehe S. 28f )
mit dlen Arten von Radikden reagiet, gent hier scherlich auch das durch MMF verstérkt
produzierte NO (Ergebnisse S. 58) in die Messung mit ein. Die von uns erkennbare MMF
induziete Proliferationshemmung wird auch von Huang (Huang et al., 2005) an humanen
Nabeschnur — Endothelzellen beschrieben. Wie schon bel MMF liegen auch fur MP, Rapa
und Tac keine in vitro Versuche an Endothel zu oxidativem Stress und Apoptose/Nekrose vor.
Kahan (Kahan, 2001) und Mohacs (Mohacs et al., 1997) berichten von ener Hemmung der
Wachstumsfaktor-induzierten Proliferation durch Rgpa und Tac bel Endothe- und glatten
Muskelzdlen in vitro und auch Butzd (Butzd et al., 2004) verzeichnet sowohl eine Inhibition
der Proliferation und auch Differenzierung von endotheliden Progenitorzellen durch Rapa
Jedoch unterscheiden dch hier sowohl Versuchsansaiz (Stimulation mit  Wachtumsfaktoren)
ds auch die Zdlarten; abgeschen davon spidt auch hier die Stimulationskonzentration (bis zu
25-fach hohere Konzentrationen bel Rapa ds ba uns) und —dauer eine Rolle. So zeigen sch
be uns be Rapa in der niedrigen Dods sogar eher proliferationssteigernde Tendenzen,
wahrend die hthere Dosis bel uns keinen Einfluss auf die endothdide Proliferation zeigt.

Teac zeigte in Paientengudien eine dnliche oxidative Stressnduktion wie CS (Cdo et al.,
2002; Moreno et al., 2005). An murinen Endothdzdlen ewdhnt Azizian (Azizien et al.,
2004) nech IschamigReperfuson mit Tac Stimulation keine dgnifikanten Auswirkung  auf
die Viadilitd, was unseren Daten nach Hypoxie/Reoxygenierung mit Tac entspricht.
Detallliertere in vitro Versuche mit Tac an Endothdzdlen in Hinblick auf oxidativen Stress
und Apoptose/Nekrose, die unseren Experimenten entsprechen, sind derzeit nicht bekannt.
Auch fir Methylprednisolon dnd bisher lediglich in vitro Untersuchung der Proliferation an
Endothelzellen untersucht worden (Mohacs et al., 1997), jedoch ohne Effekt. Zu oxidativem
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Stress wurden jedoch in Patientenstudien von Volk (Volk et al., 2003) kein Einfluss von MP
auf die Ischami¢ Repefuson induziete ROS Generierung gefunden, bzw. fand Bourbon
(Bourbon et al., 2004) sogar eine dgnifitante Reduktion der ROS durch MP. Die Abwelchung
zZu den ba uns minimal erhohten oxidativen StressWerten ist Schelich durch die
unterschiedlichen Versuchsanséize zu erkléren.

4.1.2. Immunsuppressivaund NO und ET-1

Wie schon oben beschrieben, ist der Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und den
vasoaktiven Mediatoren NO und ET-1 recht komplex. Unsere Ergebnisse der MMF Stimu-
lation von Endothelzdlen ergaben in Ubereindimmung mit Haug (Haug et al., 2002) keine
Erhdhung der ET-1 Konzentration, was auch auf die sehr stark erhéhte NO Produktion durch
MMF mit folgender Inhibierung der Prgpro-Endothdin  Transkription zurlickzufUhren it
(Alonso et al., 2003). CS ig fur ene Induktion von Bluthochdruck bekannt; dies ist unter
anderem en Effek des durch CS gedeigeten endothdiden ET-1 (Marsen et al., 1999;
Wilasrusmee et al., 2003). Nach CS Stimulation von HMEC-1 sehen wir eine dossabhangige
Tendenz zur ET-1 Steigerung. Diese Tendenz war nicht sgnifikant, wobel unsere CS Kon-
zertrationen um 5- bis zu 20- fach geringer gewahit waren, da therapeutisch angelehnt, ds in
den oben beschriebenen Verdffentlichungen. Unsere leicht erhdhten Werte der NO Produk-
tion durch CS wurden auch von Stroes (Stroes et al., 1997) im gedauten Unterarmblut
gefunden. Jedoch konnte dies, wie auch die durch MP und Rapa gesteigerte NO-Produktion,
zusitzlich auf die ET-1 abhdngige Aktivierung des endothdiden ETg Rezeptors zuriickzu
fUhren sain. Dies war be unseren erhohten ET-1 Ergebnissen nach der endotheliden Tac Sti-
mulation, wie be Takeda (Takeda et al., 1993) nicht der Fdl, wobe hier die Tac abhéngige
eNOS Transkriptions- und Aktivitdsnhibierung (Takeda Y, 1999) verantwortlich ist.

Im Bezug auf ET-1 zegte Yatscoff (Yatscoff et al., 1993) Ubereéndimmend mit unseren
Ergebnissen, ene deutliche, durch Rapa und Tac induzierte Steigerung der ET-1 Freisstzung
in Kanichen Endothdzellen. Die Konzentrationen im oben genannten Versuch waren sehr vid
hoher gewahlt ds in unserem Versuch, dennoch ergab sch auch hier fir Rapa eine héhere
Simulation der ET-1 Freisetzung verglichen zu Tec.

Fur Rapa, Tac und MP snd in vitro Untersuchungen an Endothezellen hingchtlich NO bisher
nicht bekannt. Jedoch konnten Naoum (Naoum et al., 2005; Naoum et al., 2004) erhthte
eNOS —Protein Expresson in Ragpa behanddten Apo-E knockout M&usen nachweisen, was
auch unsere gesteigerten ET-1 Konzentrationen nach Rapa Stimulation erkléren konnte.
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4.1.3. Immunsuppressiva und die Integration aller untersuchten Funktionen (CEFI)

Zusammengefasst kann anhand des CEFIs das Aktivierungspotentiad der immunsuppressiven

Subgtanzen nach folgender Rethenfolge eingeteilt werden:

unter normoxischen Bedingungen zeigten in der niedrigen Doss MP und MMF en
ahnlich geringes Endothdaktivierungspotentid, wahrend sch dieses Potentid von CS
Uber Rapa bis Tac in der niedrigen Dosis auf bis das Doppelte der MP Aktivierung
erhoht. Die hohe Doss weist bel den Subgstanzen, bis auf MP, diesslbe Tendenz mit
nur leichter, weterer Verschlechertung der Endothdfunktion auf. MP jedoch zeigt
ene deutliche, doss-abhangige Verschlechterung der Endothefunktion, wie auch aus
der Pharmakol ogie bekannt (Forth W, 2004).

unter hypoxischen Bedingungen anderte dch dieses Bild erheblich, was auf die
geringeren  Unterschiede zur  ungtimulieten  Kontrolle (mit  durch Hypoxie /Reoxi-
genierung  erhdhten  Basswerten)  zurickzufihren i, Somit  differieren  die
Endothdaktivierungspotentide der  enzenen Substanzen (in beiden Dosen) nur
geringfligig, mit Ausnahme von CS. Die Hypoxie/Reoxigenierung fihrte bei CS, vor
dlem in der niedrigegn Doserung, zu unter diesen Bedingungen der geringsen
Endothdaktivierung. Die eher leicht verringerte Endotheaktivierung der Substanzen
Rapa und Tac in der hohen Doserung unter Hypoxie/Reoxigenierung im Vergleich
zur Normoxie konnte auf eine leichte Toleranzanpassung, wie bei Pohlman (Pohiman
et al., 2000) beschrieben, zuriickzufihren sein. Die Angleichung der Aktivierungs-
potentidle der Substanzen unter Hypoxie konnte ein Hinwels auf Potentide kurz vor
dem Aktivierierunggmaximum gesehen werden, da in Vorversuchen ene grof3ere
Stressung zu einem derat schlechten Zustand der Zelen fuhrte, sodass diese
Bedingungen ausgeschlossen werden mussten.
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4.2. IMMUNSUPPRESSIVA UND DENDRITISCHE ZELLEN

In den letzten Jahren hat Sch das Forschungsinteresse an DCs, vor dlem im Zusammenhang
mit Trangplantations- und Autoimmunerkrankungen stark entwickdt. Da die DCs und ihre
Entwicklung, wie schon in der Einletung ewdnt, dsak durch ihre Mikroumgebung
beainflust werden, ist besonders die pharmakologische Wirkung immunsuppressver Sub-
sanzen auf folgende DC Eigenschaften von generdlem Interesse:

a) Ausmal der Differenzierung und Expansion in die einzelnen DC Subtypen

b) Antigen Aufnahme und - Prozessierung, Migration (mit der vorausgehenden DC-
Adhésion) und Maturierung der DCs,

c) Fahigkeit zur Lymphozyten Aktivierung und Uberlebensrate bwz.-dauer der DCs

d) Zytokin-Ausschittung der DCs.

Die Reviews von Abe, Hackgtein und Lagaraine (Abe et al., 2003; Hackstein et al., 2004;
Lagaane et al., 2003) integrieren hierzu enige der interessantesten Ergebnisse der bisherigen
Forschung:

So weill man heute, dass MM F zu ener dosisabhangigen Anderung der phénotypischen und
funktiondlen Maurierung der DCs fihrt. Als Folge der von MMF reduzierten Expresson
von kosimulierenden Signden egibt dch ene fehlerhafte simulatorische Kapazitét der T-
Zdl- Aktivierung von murinen Knochenmark absgammenden DCs In vivo Versuche mit
MMF zeigten eine gestérte Antigen-Prasentation von LCs (Langerhans Zellen), was auch mit
obigen Ergebnissen und der in vivo gefundenen Erhohung des toleranzerzeugenden DC
Phanotyps Ubereingimmt, welcher verstérkt zu Populationen von regulatorischen T-Zdlen
(auch Suppressor T-Zdlen genannt) fiihren kann.

Kortikosteroide wie MP snd mittlerwelle dafir bekannt, die DC Differenzierung und Matu-
rierung zu hemmen. So konnte nach Kortikogeroid Zugabe in vitro die Differenzierung aus
Monozyten blockiert werden; auch die Differenzierung aus CD34+ Zdlen in intestinde oder
dermde (=LCs) DCs wurde unterdrtickt. In vivo wurde ene deutliche Abnahme der Anzahl
und Funktion im peripheren Blut zirkulierender plasmazytoider DCs nach Verdoreichung von
Prednison verzeichnet, wobel hierzu noch das migratorische und apoptotische Verhaten der
DCs untersucht werden muss. Waeterhin  fuhren Kortikosteroide zu einer  reduzierten
Expresson der kogimulierenden Signde, zu einer fir den entsprechenden Maturierungsgrad
erhohten Endozytose und ener geénderten Zytokinproduktion (in Richtung TH-2 Profil), was
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auch ein Effekt der durch Kortikosteroide gehemmten Aktivierung der Transkriptionsfaktoren
NF ?g und AP-1 erklarbar wére.

CS <hent verg&kt inhibitorische Effekte auf Antigen Aufnéhme und —Prozesson, und
damit auf die dimulaiorische Kapazitdt der T-Zdl Aktivierung von murinen Knochemmark
abstammenden DCs zu haben. Milzzdlen verloren unter CS die Fahigkeit bereits bzw. gerade
prozessete Antigene zu présentieren. Aulderdem wurde bei CS von DCs mit geringerem
Antigengehdt im Vergleich zur Kontrolle berichtet. Weiterhin wird von ener ausgedsten
Anderung der Zytokin-Ausschittung und einer jedoch nur geringen Hemmung der Migration
durch CS berichtet.

Tac zeigt en dem CS verglechbares Bild; auch hier wird vermehrt Uber eine verminderte
dimulatorische Kapazitét der T-Zdl Aktivierung und ene verdndete Zytokin-Expresson
berichtet. Es wurde generdl eine Bedntrd&chtigung der normden DC Funktionen durch Tac
beobachtet, weitere Untersuchungen snd jedoch nétig, da im Hinblick auf Differerzierung
und Maturierung die Ergebnisse zum Tell sehr stark voneinander aoweichen.

Besonders zu beachten ist die durch Rapa ausgeloste DC Apoptose, welche die DC Zahl
veringert. Durch die Hemmung der zur Differenzierung bendtigten Wachstumsfaktoren, wie
beispidsweise IL-4 und GM-CSF bel DCs monozytdren Ursprungs, wird die DC Zahl durch
Rapa weiterhin gesenkt. AuRRerdem soll Rapa Uber verringerte Endozytose die DC Antigen
Aufnéhme hemmen und zu verdanderter Zytokin-Ausschittung fuhren, wenn auch in erheblich
geringerem Ma¥e zu den obigen Immunsuppressiva. Dadurch werden sowohl in vitro as auch
invivo deutlich die DC Funktionen durch Rapa geéndert.

4.2.1. DC-Adhérenz an das Endothel

Oben wurden enige Einflisse von Immunsuppressva vor dlem auf die DC-Entwicklung
aufgefihrt. Im  Hinblick auf die DC Migration snd derzeit nur wenige Beobachtungen
beschrieben. Die Voraussetzung fir eine efolgrache DC Migration is zuerst die Adh&sion
der DCs an das Endothel.

Wie im Kapitd Immunsuppressiva und Endothelfunktion beschrieben fuhren verschiedene
Immunsuppressva  zu  einer  unterschiedlich  ausgepragten  Endothdaktivierung  (Karlsson
1997). Eine Endothelaktivierung hat Uber verschiedene Mechanismen ene verstérkte Adhé-
son von Zdlen des Blutes wie z.B. auch Leukozyten und DCs zur Folge (Brown et al., 1997
de la Rosa et al., 2003; Weis et al., 2002). So wird von Cooper (Cooper et al., 2002) Uber
vargékte Blutzdladhéson bel erhthtem oxidativen Stress berichtet; auch eine erhdhte ET-1
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Freisetzung bewirkt eine gesteigerte Leukozytenadhédsion (Jozsef et al., 2002). Diese geste-
gete Adhésion wird unter anderem Uber ene erhdhte Expresson der endothdiden Adhé
gonsmolekile wie beispidswveise E- und P- Sdekin, ICAM-1 und VCAM-1 vermittdt. Eine
Endothelaktivierung durch den Stressor TNF a fuhrt beispidsweise Uber eine Aktivierung des
NF ?8 zu ene ehohten Transkription und nachfolgender Trandation von verschiedenen
Adhé&sionsmolekiilen (Choi et al., 2004; Jang et al., 2004; Zapolska-Downar et al., 2004).

4.2.1.1. Immunsuppressive Endothelstimulation (murin) und DC (murin) Adhérenz

Auch in unsrem murinen Moddl fihrte ene immunsuppressive Stimulaion der Endo-
thezdlen zu ene Endothdaktivierung, welche nach Stimulation mit CS, Rapa und Tac in
ene gedegeten Adhdsion der DCs resultierte (Sehe oben). Die Stimulation mit MP zegte
hingegen ene dake Hemmung der DC-Adhdson;, auch MMF egab ene Adhaenz-
Inhibition, jedoch in deutlich geringerem Mal3e. Die Reduktion der DC Adhésion be MP i
auf ene Aktivieeungshemmung der Transkriptionsfektoren NF 75 und AP-1 Uber den
Glukokortikoid-Rezeptorkomplex  mit  nachfolgender Hemmung der  Adhésonsmolekiil-
expresson zurlckzufihren (Ftzdis et al., 2002). So zeigten (Gelai et al., 2000) eine MP
augydode Reduktion von Zytokin induzierten Adhésionsmolekilen an humanen Hirn Endo-
thelzdlen. MMF dagegen fihrt Uber die gehemmte Purin-Synthese nicht nur zu ener
Proliferationgnhibition, sondern hat auch ene veringete Expresson der Adh&sionsmolekiile
an humanen Nabe schnur Endothelzellen zur Folge (Raab et al., 2001).

4.2.1.2. Immunsuppressive DC Stimulation (murin) und Adh&renz an das Endothd (murin)

Die Adhaenz von Leukozyten, somit auch der DCs an das Endothd, ist nicht nur von der
Endothelaktivierung sondern neben anderen Aspekten (wie Zytokinausschiittung) auch von
der Aktivierung der Leukozyten abhangig. Ein Effekt der Leukozytenaktivierung, neben einer
erhdhten Expresson von Adhé&sionsmolekllen, ist die Konformations- und damit Affinités
anderung der Integrine, welche sch adhésionsférdernd auswirkt (Noti, 2004). Eine Inhibition
der Integrine Uber Antikorper resultiet nach D'Amico (D'Amico et al., 1998) in dner
massiven Hemmung der DC Adhésion eines aktivierten oder ruhenden Endothels.

Unsere immunsuppressive Stimulation der DCs fihrte hingegen be dlen verwendenten Sub-
danzen zu ener deutlichen Hemmung der Adhésion. Wie bereits oben beschrieben, fihrt
auch hier die gehemmte Purinsynthese durch MMF zu ene verminderten Expresson von
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Adhésonsmolekllen. Weterhin wird dadurch auch die Proliferation negativ beanflusst, wie
durch den Viahilitdtsassay gezeigt, sodass die Hemmung der DC Adhésion hier auch auf eine
reduzierte Zdlzahl zurtickgeht. Glukokortikoide (wie MP) zeigen nach Abe (Abe et al., 2003)
mannigfdtige inhibitorische Effekte auf DCs, unter anderem wird die Expresson der
kogimulatorischen Molekile vermindet und ene verringerte T-Zdl-Aktivierung geschildert.
Eine direkte Hemmung der DC Adhésonsmolekile durch MP wurde bisher nicht angefuihrt,
jedoch wurde von einer Hemmung der dazu involvierten Transkriptionsfektoren NF ?z und
AP-1 in DCs berichtet (Auphan et al., 1995). Interessanterweise wird auch be DC Stimula-
tion mit CS Uber eéine Hemmung des NF ?g berichtet (Lee et al., 1999), was unserer Beobach
tung ene CS induzieten DC Adh&renzhemmung entspricht. Karlsson (Karlsson et al., 1997)
zeigt, dass Teac die mitogen-induzierte LeukozytenrAdhdson an simulietes und ungimu-
liertes Endothel reduzierte; dies ging mit eéner Hemmung der Adhésionsmolekile PECAM-1
und aXMBl Integrin enher. Die Hemmung der DC Adhésion durch Rapa wird lediglich mit
einer verringerten Aktivierung der DCs beschrieben, wobel NF 3 und AP-1 durch Rapa laut
Chiang (Chiang et al., 2004) nicht besinflusst werden.

4.2.1.3. Immunsuppressve DC Stimulation (murin) und Adhérenz an das immunsuppressv
gimulierte Endothe (murin) mit und ohne immunsuppressive Stimulation wéhrend der Ko-

kultivierung

Die immunsuppressve Stimulaion von beiden murinen Zdltypen egab lediglich ene
Aufsummierung der oben im Einzdnen beschricbenen Effekte. Die zusdzliche Stimulation
wahrend der Kokultivierung ergab ene wetere, geringfigig erhthte Inhibition der DC
Adhdaenz im Vedeach zur undimulierten Kokultivierung. Dies soricht flr enen reversblen
Effekt der Immunsuppressva MMF, CS und Rapa, wie auch Teunissen (Teunisen et al.,
1991) bei CS gezeigt hat.
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4.2.2. DC Aktivierung

4.2.2.1. Genexpress onsananlyse von murinen myeoiden, immaturen DCs

Die Untersuchung der undimulieten murinen, mydoiden, immaturen DCs mittds Gerex-
pressonsandyse fir Adhésonsmolekile, Matrix-Metaloproteinasen (MMP) und extrazdlu-

l&er Matrixproteine zeigte starke (im Folgenden fett und unterstrichen markiert), maéalige
(im Folgenden fett markiert) oder schwache (im Folgenden fett und kursv markiert) Signde
fur die RNA-Expression folgender Proteine:

Basignin_Bsg (auch Badgin bzw. CD147) is en TransmembranGlykoprotein der
Immunglobulin-Superfamilie, dass unter anderem auch be  inflanmatorischen Prozes
sn ene Rolle spidt und ds Cydlophillin-Rezeptor A vermutet wird. Bsg kann auch
Matrix Metaloproteinase Produktion auddésen und damit Invason (=Transmigration)
in Gewebe ermoglichen (Muramatsu et al., 2003).

Caspase 8 ig ein Mitglied der Cystein Proteasen, welches an Funktionen wie

Apoptose und Cytokin Prozesserung betelltigt ist (Kruidering et al., 2000).

Catenin al und [3 sSnd zytoplasmetische Proteine, welche durch Interaktion mit der
intrazdlul&en Doméne der Cadherine die adhd&sions- und sgnaibertragende Eigent
schaften beeinflussen (Gooding et al., 2004).

CD44 Antigen is en Obeflachen Glykoprotein, welches bal Zdl-Zdl- Kontakten,
aber auch be der Homing Funktion (Migration) vor alem be DCs und Langerhans-
zdlen in die Lymphknoten ene wichtige Rolle spidt (Weiss et al., 1997).

Cydatin _ C i en Cyden-Protease-Inhibitor, wecher mit fortschreitender
Maturierung von DCs intrazdluld angteigt und madglicherweise auch  Auswirkungen
auf die Cathepsine zeigt (Zavasnik-Bergant et al., 2005).

Cathepsin B, D, E und H snd Cygein-Proteasen, die meist in Lysosomen vorhanden
and und durch intrazdlul&e Protendegradation am normden  Zdlmetabolismus

betelligt snd. Einige diesr Proteasen snd an der Antigen Prozesserung und —
Prasentation von DCs beteiligt (Mohamadzadeh et al., 2004).

Extracellular Matrix Protein-1 (ECM- 1) ist ein sekretorisches Glykoprotein, das mit
Angiogenese, Zdlproliferation und -differenzierung in Verbindung gebracht wird.

Integrin- a5-, a6- , aL-, aM aX - und -_32-, 35, bzw.37- Untereinheiten: Die
Integrine bestehen aus zwel Untereinheiten, jewells einer a- und einer 3~ Untereinhet,
und bilden damit Heterodimere, welche Zdl-Adhdson und -Transmigration durch
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Zdl-ZdI-Kontakte vermitteln. Bis heute kennt man 24 a und 9 (5 Untereinheiten. Die
verschiedenen Intregrine binden unterschiedliche Liganden und unterscheiden sich im
Vorkommen ba den Zdlen. Be den Monozyten und myeoiden DCs befinden sch die
folgenden bekannten Integrine: LFA-1 (aLl32); Mac-1 (aM32); gpl50/95 @X2); und
die 37 Integrine (a4f37 und aEf37), welche auf Lymphozyten auftreten (Walzog et al.,
2000). Die von Ammon (Ammon et al., 2000) gezeigten Unterschiede in der Integrin-
expresson von Monozyten und myeoiden, aus Monozyten generierten DCs kdnnen
daher ds Differenzierungsmerkma angesehen werden.

Very late Antigen- 4 (VLA-4), auch Integrin adi3l. Die Liganden dieses Integrins
snd VCAM (a4 Untereinheit) oder Fibronektin ([31-Untereinheit). Neuerdings ist bel
VLA-4 auch eine unterdltzende Funktion as kosimulierendes Signd zur T-Zdl
Aktivierung beschrieben worden (Mittebrunn et al., 2004).

Junctional Adhesion Molecule (JAM-1) ig Mitglied der Immunglobulin Superfamilie

und an Zdl-Adhésion und -Migration, auch bei DCs beteiligt (Cera et al., 2004).

Laminin B1 und B2 ist Hauptbestanditeil der Basalmembran und besitzt biologische
Aktivitdten wie Forderung der Zdl-Adhésion, -Migration und —Differenzierung.

Hyaluronidase 5 ist das Hya uronsiure- spdtende Enzym, wel ches dadurch auch die
Gewebepermeabilitét erhoht.
Matrix-M etalloproteinasen (MMP) 3 (Stromelysin 1), 8 (Kollagenase), 10 (Strome-

lysin 2), 12 (Macrophagen Elastase) und 19 snd Enzyme weche vor dlem
extrazdluld&re Matrixbestandtelle (Kollagen, Eladtin, etc) subgsratspezifiscch spaten

kénnen und damit die Transmigration von Zdlen ins Gewebe erleichtern.

Tissue Plasminogen Aktivator (tPA) und Urokinase Plasminogen Aktivator
(UPA) snd Enzyme, die von Zdlen der Gefddwand sezerniert werden und Plasmino-
gen in Plasmin spdten, welches wiederum zur Fbrinolyse fuhrt (Limitierung der Blut-
gerinnung). Im Zusammenhang mit Gewebedegradierung, Transmigration und Diffe-
rerzierung sind die PA auch bei DCs von Ferrero (Ferrero et al., 2000) und Burg
(Burget al., 1987) beschrieben worden.

Endothelial- (E-) und Lymphocyte- (L-) Selektin sind lektinartige Rezeptoren, die
vor dlem am frihen Kontekt der Leukozytenadhd&son am Endothel, dem sogenannten
Rollen, beteiligt snd. Colvin (Colvin et al., 2004) berichten von L-Sdektin(=CD62L)
auf murinen DCs, was jedoch interessanterwease kenen Einfluss auf die Trans-
migration der DCs hatte,
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Die immunsuppressve Stimulation mit MP, CS und Rapa zegte zum Teal sehr deutliche
Anderungen im Expressonsprofil der murinen DCs  interessanterweise fiihrten dle  drei
Immunsuppressva zu ener dgnifikenten Reduktion (ca 45 %) der pro-apoptotischen
Caspase 8 .

DC Simuldion mit MP fihrt dgnifikent zu ener deutlichen Hemmung (ca 50 %) der
Integrine, vor dlem den Untereinheiten aL, aM und 22 und 137, welche an der sabilen
Adhésion (sehe S.13) beteligt Snd; das an der Transmigration mitwirkende JAM-1 is um 60
% reduziert. Das adhésionsforderne Laminin B2 und das ECM-1 wird um 50 % inhibiert. Die
Cathepsine E und H werden um ca. 70 %, die Enzyme Hyduronidase 5, MMP 10 und MMP
12, die die Gewebepermeabilitdt und damit die Transmigration erleichtern, um ca. 50 bis 80
% reduziert.

Auch die CS Simulation der murinen DC reaultiet in ene ggnifikenten Hemmung der
Integrine (- 50 bis —70 %), vor dlem den Untereinheiten aL und aM (wie be MP); jedoch
zusdtzlich den a5 und a6 Untereinheiten. Be den 3 Untereinheiten ergab sich durch CS
lediglich eine sgnifikante Hemmung fir 135; auch wurde JAM-1 (um ca. 70 %) inhibiert.

Das Laminin B2 und die Enzyme Hyaduronidase, MMP10 und 12 und Cathepsn E und H sind
ebenso inhibiert wie bet MP Stimulation, zusétzlich hemmt CS jedoch MMP 19 und MMP 8
um 60 bis 70 %. Das L-Sdektin wurde ausschliefdich durch die CS Stimultion sgnifikent um
ca. 75 % gehemmt.

Die DC Simulaion mit Rapa zeigt eine deutlich verschieden gerichtete Anderung des DC
Expressonsprofiles ds mit Stimulationen von MP oder CS. So reduziert Rgpa Catenin al und
Catenin 3 um ca. 20 - 30 %; das Cathepsin H signifikant um ca 70 % und das ECM-1 um ca
45 %. Bda den Integrinen werden durch Rapa lediglich die a Untereinheiten &5, a6, a. und
aM inhibiert, die 3 Untereinheiten werden nicht beeinflusst. JAM-1 igt jedoch wie be MP
und Tac um ca. 60 % gehemnnt.

Die Ergebnisse des Adhési onsassay's konnten somit anhand dieser Genexpressionsanalyse der
murinen DCs erl&utert und bestétigt werden. Die Beainflussung der Adh&sionsmolekiile durch
die immunsuppressive Stimulation korrelierte mit der tatsachlichen Adhésionsinhibition. So
zeigte MP sowohl in der Genexpressionsandyse ds auch im Adhésionsassay die sérkste
Hemmung, wéhrend Rapain beiden Versuchsansdtzen zu der geringste Beainflussung fuhrte,
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4.2.2.2. Genexpress onsananlyse von humanen myeoiden, immeaturen DCs

Die Untersuchung der humanen, myedoiden, immauren DCs mittels Genexpressonsandyse
fir Adh&sonsmolekile, Matrix-Metdloproteinasen (MMP) und extrazdluldarer Matrixpro-
teine zeigte im Vegleich zu den murinen DCs zum Tel deutliche Unterschiede. Zum enen
dimmten jedoch die untersuchten Gene nicht vollsténdig Uberein, zum anderen wurde die
Gerexpressonsandyse nur einmd durchgefihrt und kann deswegen nur tendenzidl gewertet

werden.

Es egdben dch ede Hinwese, dass undimuliete humane, aus Monozyten generierte,
(myeloide) DCs wie die murinen DCs Caspase 8, CD44, CydatinC und Catenin al und (31,
die Cathepsne B und D, ECM-1, die Integrin- Untereinheiten aM und aX, sowie 31 und 12
exprimieren. Jedoch zeigte sch, dass auch Cadherin E, das Catenin a-like 1, ICAM-1 und
PECAM-1 exprimiert wird, welches bael den murinen DC nicht gefunden wurde.

Auch die immunsuppressve Stimulation der humanen DC scheint andere Konseguenzen zu
haben. So werden zwar auch hier die Integrin-Untereinheiten aM, a4 und (2 sowie ICAM-1
durch MP reduziert, durch CS und Rapa jedoch deutlich gesteigert. Die Caspase 8 und
PECAM-1 scheint auch Uber CS und Rapa eher induziert zu werden.

Weitere und genauere Genexpressonsandysen im  Hinblick auf Adhé&sonsmolekile und
extrazdlul&re Matrixproteine, vor dlem auch unter immunsuppressiver Stimulation, scheinen

daher durchaus lohnenswert.
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Zusammenfassung

Die Heztrangplantation ig fur Pdienten mit teminder Hezinauffizienz ene edbliete
Thergpieform. Die Haufigkat ener akuten Abgtofung konnte mittlerwelle dank optimierter
immunsuppressver Thergpie, die in ener Hemmung der T-Zdlaktivierung resultiert, deutlich
verringet werden. Dennoch i das Langzetiberleben der Patienten durch die Entwicklung
der chronischen Absollung engeschrankt. Die auch ds Transplantatvaskulopathie
bezeichnete chronische Abstolung gilt ds ene der haufiggen Ursachen des chronischen
Trangolantaiversagens.  Die  Trangplantatvaskulopathie it durch  eine  frihe koronare
Endothddysfunktion charakterisert und vermittdt durch dlo-immunabhéngige und  alo-
immun-unabhéngige  Riskofaktoren die  Entwicklung koronarsklerotischer L&sonen. Da
klinische Beobachtungen auf enen Zusammenhang zwischen immunsuppressver Thergoie
und Auftreten ener Transplantatvaskulopathie hinweisen, war es das Zid diesr Arbet, den
quditativen und quanttitativen  Einfluss  klinisch  rdevanter Immunsuppressva auf
verschiedene Endothdfunktionen in vitro zu untersuchen. Dazu wurden an der humanen
Endothdzdlline HMEC-1 nach Stimulation mit thergpeutiscchen Konzentrationen  der
Immunsuppressva Methylprednisolon (MP), Mycophenolsdure ds aktiver Metabolit des
Mycophenolat Mofetil (MMF), Cyclosporin (CS), Rapamycin (Rapa) und Tacrolimus (Tac)
Messungen des oxidativen Stresses, der Apoptose bzw. Nekrose, der Proliferation, der meta-
bolischen Aktivitéa, der NO-Produktion und der ET-1 Freisetzung unter normoxischen und
hypoxischen Bedingungen durchgefihrt.

Alle immunsuppressven Substanzen flhrten zu ener Endothdaktivierung, dso ener Ver-
schlechterung der Endothelfunktionen. Dies war von der Konzentration und Art des Immun-
uppressvums  abhdngig. So zeigten gimuliete Endothelzellen mit MMF, CS oder Rapa
deutlich vermehrten oxidativen Stress im Vergleich zur Stimulation mit MP oder Tac. Der
oxidative Stress korrdliete stark mit der endotheliden Apoptose und der metabolischen
Aktivitdt. MMF fihrte von dlen Substanzen zu der héchgten Produktion des (anti-inflanmme-
torischen) Vasodilatators NO; CS, Rapa und Tac dagegen fihrten zu betréchtlich gesteigerter
Freisetzung des (pro-inflammatorischen) Vasokongriktors Endothelin. Die Ergebnisse der
gnzdnen  Endothdzdlfunktionen  nach  immunsuppressver  Stimulation  wurden  zur
Vereinfachung in enem Index der kumulativen Endothdfunktion integriert, um ene grobe
Eintalung der Subganzen aufgrund ihres Endotheaktivierung-Potentides zu  ermdglichen.
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Daba ergaben gch fir CS, Ragpa und Tac deutlich ausgeprégtere Aktivierungspotentide as
fur MP und MMF.

Eine Endothdaktivierung hat mes ene gedeigete Adhésionsmolekil-Expresson zur Folge.
Daher wurden anhand enes murinen Moddlsysems die Auswirkungen der Adhésion von
Dendritischen Zdlen an dasimmunsuppressiv aktivierte Endothel untersucht.

Dendritische Zellen snd die wichtigden Antigenprasentierenden Zedlen und kdnnen den ge-
samten zdluld&en Antell des adgptiven Immunsysems aktivieren. Da Dendritische Zelen
auch Toleranz induzieren konnen, gelten se ds Audéser und Modulator der Immunantwort.
Insbesondere nach Transplantation wird jedoch von ener durch Dendritische Zdlen ver-
mittelten Aktivierung der T-Lymphozyten mit folgend in Gang gesatzter Immunresktion aus-
gegangen. Die Adhdson der Dendritischen Zdlen an das Endothd i hier deshdb ds
Initidschritt der Aktivierung des Immunsystemes zu verstehen.

Tatsachlich flhrte die immunsuppressive Aktivierung der Endothelzdlen mit den déker
aktivierenden Substanzen CS, Rgpa und Tac zu ener erhthten Adhdrenz der Dendritischen
Zdlen, wérend MP und MMF sogar in ener geringen Adh&enzhemmung resultierten. Eine
immunsuppressve  Stimulation der Dendritischen Zdlen sdbst jedoch ergab bel  dlen
Substanzen ene deutlich reduziete DC Adhd&enz; die gleichzeitige Stimulation sowohl der
Endothdzdlen ds auch der Dendritischen Zdlen mit dlen immunsuppressiven Subgtanzen
zegte lediglich e@ne Aufsummierung der Einzdeffekte Die auffdliggte Adh&enzinhibierung
war duch MP und CS zu vezeichnen, MMF reduziete die Zahl der adhérenten
Dendritischen Zdlen an das Endothel vorwiegend durch Proliferationshemmung.

Die anschlief?end durchgefiihrte Charakteriserung der mit MP, CS und Rapa dimulierten
Dendritischen Zdlen mittels Genexpressonsandyse auf RNA-Ebene im Hinblick af Adhé-
gonsmolekile und extrazdlul&re MatrixproteingEnzyme bestétigte die im  Adhésonsassay
gefundenen Resultate. So zeigte hier MP eine deutliche Reduktion der an der Adhdsion
betelligten Integrine und fOr Trangmigration notwendige Basdmembran schneidenden
Enzyme. Auch CS und Rapa présentierten Auswirkungen auf die Genexpresson enzelner an
der Adhédson betaligter Strukturen und Fektoren, jedoch lediglich entsprechend dem im
Adhés onsassay gezeigten geringeren Ausmal3.

Zusammenfassend konnte anhand dieser Arbeit in @nem in-vitro Moddl der endothelakti-
vierende Einfluss von Immunsuppressiva gezeigt werden, der moglicherweise an der Progres-
gon eng Transplantatvaskulopathie beteligt ist. Die Endothdaktivierung durch die Immun-
suppressiva fuhrt jedoch nicht zu ener erhdhten Rekrutierung von Dendritischen Zelen, da
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durch immunsuppressve Behandlung verschiedene Adhé&sionsmolekile auf Dendritischen
Zdlen herunterreguliet  werden.  Somit wurde en  waeiterer  Wirkungsmechanismus  der

Immunsuppressiva zur Unterdriickung e ner Immunantwort charakterisgert.
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