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Einleitung

1 Einleitung

Monozyten sind wichtige Bestandteile des Immunsystems. Sie gehéren zu den weil3en Blut-
zellen (Leukozyten) und sind mit einem Durchmesser von bis zu 20um die gréf3ten zirkulie-
renden Zellen im Blut. Gebildet durch Stammzellen des Knochenmarks wandern sie nach ein
bis drei Tagen im Blutkreislauf in das Gewebe aus und entwickeln sich dort weiter zu
Makrophagen oder dendritischen Zellen. Auf ihrer Oberflache exprimieren Monozyten ver-
schiedene Antigene. Diese immunphanotypischen Merkmale sind in der Nomenklatur der
Cluster of Differentiation (CD-Molekile) erfasst. Das CD14-Molekiil als sogenannter Endoto-
xinrezeptor erkennt und bindet vor allem bakterielles Lipopolysaccharid (LPS). Der niedrig-
affine Fc-y-1ll Rezeptor CD16 bindet Immunglobuline und steht eng mit der Phagozytose in
Verbindung. Weiterhin exprimieren Monozyten HLA-DR-Molekiile sowie Toll-like Rezeptoren
(TLR). HLA-DR spielt bei der monozytéren Interaktion mit T—Zellen (Antigenprasentation)
eine grofRe Rolle. Die Gruppe der Toll-like Rezeptoren wurde erst vor wenigen Jahren ent-
deckt und gehort zu den angeborenen hochkonservierten Erkennungsstrukturen des Immun-

systems.

Sind Pathogene im Korper identifiziert, muss das Immunsystem in einer angemessenen
Weise reagieren. Uber die Antigen-Bindung werden oben genannte Rezeptoren aktiviert und
senden Signale an die Zelle. In Folge sezernieren die Monozyten vermehrt entziindungsaus-
I6sende Stoffe wie Interleukin-1 (IL-1), IL-6 oder Tumornekrosefaktor (TNF-a). Diese Media-
toren werden als proinflammatorische Zytokine zusammengefasst. Derartig aktivierte Blut-
monozyten des Phanotyps CD14+ und CD16+ sind dabei unmittelbar an der Erkennung und
Abwehr mikrobieller Erreger beteiligt. Wird diese Aufgabe nicht ausreichend erftillt, kommt es
zur Infektionserkrankung. Demgegeniber sind auch UberschieRende Reaktionen des Im-
munsystems zu beobachten. Unkontrollierte Entziindungen, Sepsis, Allergien und Autoim-

munerkrankungen sind die Folge.

Proinflammatorische, d.h. zytokinproduzierende Monozyten sind Ziel- und Effektorzellen bei
Systemerkrankungen, Infektionen, Bluthochdruck, Organfibrosen, Tumorerkrankungen und
der akzelerierten Atherosklerose. Durch dieses weite Spektrum stellt sich auch die Frage,
wie monozytare Rezeptoren auf verschiedene pharmakologische Substanzen reagieren. In
der vorliegenden Arbeit sollen Gber die bekannten Wirkungen der Pharmaka hinausgehend
magliche immunmodulatorische Effekte gepruft werden. Im Fokus unserer Untersuchungen
standen Erythropoietin, Bisphosphonate, Glukokortikoide, Pentoxifyllin, Vitamin D-Derivate

und Statine.
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Einleitung

Ein Ziel derartiger Untersuchungen war es, durch systematische immun-phanotypische Ana-
lysen peripherer Blutmonozyten auch Parameter fir das ,Monitoring” eines Patienten unter
immunsuppressiver bzw. antiinflammatorischer Therapie zu definieren (Scherberich et al.
2004). Das Promotionsvorhaben sollte hierbei einen Beitrag leisten, indem die mdgliche Be-
einflussung der Expression funktionell wichtiger Rezeptoren humaner Monozyten in Zellkul-

tur untersucht wurde.

Am Anfang stand die Betrachtung der monozytaren Oberflachenantigene CD14, CD16, HLA-
DR, TLR2 und TLR4: Wie @ndert sich die Rezeptor-Expression im Verlauf der Kulturzeit? Ein
wichtiger Ligand fir CD14 und TLR4 ist das bakterielle Endotoxin: Welchen Einfluss hat die

Stimulierung der Zellen mit bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS)?

Unter bestimmten pathophysiologischen Bedingungen verschiebt sich die Monozytenge-
samtpopulation zugunsten eines CD16 positiven Subtyps (Nockher und Scherberich 1994).
Zellen mit aktivierten Fc-y-1ll Rezeptoren (CD16+) leiten vermutlich eine starkere Entzin-
dungsreaktion ein, adharieren starker ans Endothel, sind potenter in der Antigenprasentation
gegeniuber T-Zellen und haben eine groRere Phagozytosekapazitat (Nockher et al. 1998).
Relevant ist also die Frage, wie sich der proinflammatorische Subtyp (CD14+ CD16+) unter
dem Einfluss bakteriellen Endotoxins und den untersuchten pharmakologischen Substanzen

modulieren lasst.
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Abbildung 1: Beispiel fir eine Verschiebung des CD14++ Rezeptors zugunsten des Fc-y-lll Rezeptors CD16
kultivierter humaner Blutmonozyten (rechte Abbildung). Entwicklung des proinflammatorischen CD14 CD16 Zell-

typs.

Das Auftreten von Infektionen bei Patienten korreliert mit einer verminderten Expression von
HLA-DR auf Monozyten. Dies wird bereits als Verlaufskontrolle von Infektionen und Trauma-
ta verwendet (Scherberich, Hanisch 2003). Wie kann die monozytare HLA-DR—Expression

durch die definierten Pharmaka moduliert werden?

Die Familie der Toll-like Rezeptoren (TLR) erkennt ein breites Spektrum spezifischer Muster

mikrobieller Pathogene. Damit gehdren die TLR zu den so genannten ,pattern recognition
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Einleitung

receptors” (,Uberlebensrezeptoren®) (Janeway et al. 2002). Stimulierte Toll-like Rezeptoren
aktivieren intrazellulare Signalpfade. Makrophagenaktivierung, Induktion ,antimikrobieller*
wirtseigener Gene und inflammatorischer Zytokine mit konsekutiver Uberwindung der Infekti-

on sind die Folge (Saloméo et al. 2008).

HSP 70, ECM
Ligand Gram+ RNA |Gram -, LPS TLR
LBP
O MD-2
CD14
TLR 1 2 6

Inflammation ( NFkB )
Immuno-response (B-, NK-, Mast-cells
"Histogenesis", ,Tissue-homoeostasis'

Abbildung 2: Toll-like Rezeptoren und ihre Liganden (HSP = Hitzeschockprotein, ECM = Extrazellulare Matrix)

Aus der tragenden Rolle der Toll-like Rezeptoren ergab sich fur uns die Frage: Wie verandert
sich die Expression der Toll-like Rezeptoren 2 und 4 (TLR2, TLR4) unter den vorliegenden

Versuchbedingungen?

Erythropoietin (EPO) stimuliert im Knochenmark die Neubildung roter Blutzellen. Neben die-
ser Aufgabe weisen Ergebnisse verschiedener Arbeiten auf antiinflammatorische Eigen-
schaften von EPO hin. So untersuchten Cuzzocrea et al. bei Mausen den entziindungshem-
menden Effekt im Zusammenhang mit Kollagen—induzierter Arthritis. Die Plasma-
Konzentration des proinflammatorischen Zytokins TNF-a liel3 sich durch EPO signifikant
vermindern. Zusétzlich verringerte EPO die chondrozytare Apoptose im Gelenkknorpel (Cuz-
zocrea et al. 2005). Bestéatigt sich in den vorliegenden Untersuchungen ein antiinflammatori-
scher Effekt von EPO?

Bisphosphonate werden fur diagnostische und therapeutische Zwecke bei verschiedenen
Knochen- und Kalziumstoffwechselkrankheiten eingesetzt. Untersuchungen zeigten einen
antiproliferativen Effekt auf das Tumorwachstum: Die Freisetzung von Wachstumsfaktoren
aus der Knochenmatrix und die Entstehung ossarer und wahrscheinlich auch viszeraler Me-
tastasen wird reduziert (Boissier et al. 1997). Damit stellte sich uns die Frage: Welchen Ein-

fluss haben Bisphosphonate auf antigenprasentierende Zellen (Monozyten)?
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Glukokortikoide vermitteln neben der Stimulation der Glukoneogenese, der Wirkungen auf
Hamatopoese, Muskel-, Wasser-, Elektrolyt- und Eiweil3stoffwechsel antiinflammatorische
Eigenschaften. Aufgrund ihrer immunsuppressiven Wirkung sind Glukokortikoide essentiell in
der Therapie entziindlicher und autoimmuner Erkrankungen. Bei akuter Entzindung erhoht
sich allerdings die Gefahr sekundarer Infektionen unter einer hochdosierten Gabe von Glu-
kokortikoiden. Neuere Studien belegen dagegen einen positiven Effekt niedrigdosierter Glu-
kokortikoide bei septischem Schock (Keh et al. 2003). Im Hinblick auf diese unterschiedli-
chen Kklinischen Wirkungen sollen in der vorliegenden Arbeit die immunmodulatorischen
Effekte von Glukokortikoiden auf Monozyten in vitro weiter analysiert werden. Die Vorarbei-
ten beschréankten sich bisher auf deren modulierende Wirkung auf den pleiotropen LPS-
Rezeptors CD14 (Nockher, Scherberich 1997).

Vitamin D ist fur die Aufnahme von Kalzium aus dem Darm und dessen Einlagerung in die
Knochenmatrix wichtig. Die soweit bekannten nicht-kalzamischen (,nichttraditionellen”) Wir-
kungen von Vitamin D erstrecken sich auf verschiedene Zellgruppen: Bei aktivierten Lym-
phozyten wird z.B. die Proliferation sowie die Synthese von IL-2, Interferon (IFN) und die
Antikodrpersynthese gehemmt. Bei neoplastischen Zellen im Rahmen der Tumorgenese be-
wirkt Vitamin D ebenfalls eine Proliferationshemmung (Shoji et al. 2004). Antigenprasentie-
rende Zellen wie Monozyten besitzen auch Vitamin D-Rezeptoren sowie eine 1-Alpha-
Hydroxylase zur eigenen Synthese von Vitamin D (Wang et al. 2004). Welche monozytaren
Reaktionen sind auf Vitamin D-Derivate als potentiell immunmodulatorische Substanzen zu

erwarten?

Pentoxifyllin aus der Gruppe der Xanthinderivate wird vor allem zur Behandlung peripherer,
aber auch zerebraler Durchblutungsstérungen eingesetzt. Im Tiermodell hemmt Pentoxifyllin
die Adhasivitat von Leukozyten am Gefaliendothel, die Leukozytenaktivierung — Hemmung
von Produktion und Aktivitat proinflammatorischer Zytokine — und somit dadurch bedingte
Endothelschaden in vivo und in vitro (Santucci et al. 1995, Chen et al. 2004). In vitro hemmt
Pentoxifyllin die monozytdre Produktion von TNF-a und die Produktion von IFN-y in
T-Lymphozyten (Tsujino et al. 1997). Wie werden daher monozytare Rezeptoren wie CD14,
CD16, HLA-DR, TLR2 und TLR4 auf Pentoxifyllin reagieren?

Statine werden zunehmend als ,immun-modulatorische* Substanzen bei verschiedenen Er-
krankungen geprift und eingesetzt. Bislang fanden Statine Verwendung als Cholesterin-
Senker bei gestortem Fettstoffwechsel. Als Transportmittel fir das Cholesterol im Blut dienen
verschiedene Lipoproteine. Erhohte Plasmakonzentrationen an Low Density Lipoprotein
(LDL) erhéhen die Gefahr einer Atherosklerose und das Risiko kardiovaskularer Erkrankun-

gen. Nach einer Arbeitshypothese von Bhakdi der Universitat Mainz entsteht enzymatisch
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verandertes LDL (e-LDL) durch Einwirkung zelleigener lysosomaler Enzyme nach Freiset-
zung des Cholesterols in der Zelle und ist in atherosklerotischen Veranderungen zu finden.
Nicht oxidiertes LDL sondern enzymatisch verandertes LDL soll die entscheidende pa-
thophysiologische Rolle in der Genese der Atheromatose spielen (Bhakdi 2003).

Blutmonozyten bzw. Makrophagen sind aktiv an der lokalen Erkennung und Eliminierung von
Lipoproteinen beteiligt. Durch starke intrazellulare Akkumulation von Lipoproteinen mit
Transformation der Zellen in ,Schaumzellen* kommen inflammatorische Prozesse in Gang
(Zytokinbildung). Eine lipidsenkende Statin-Therapie nahme Einfluss auf die Aktivierung des
zellularen Immunsystems und reduzierte moglicherweise reaktive, Lipid-vermittelte inflamma-
torische Antworten. In der vorliegenden Arbeit wird untersucht, inwieweit Statine allein oder
in Kombination mit LDL und e-LDL monozytéare Oberflachenantigene modulieren kénnen und
welche Effekte auf die Immunzellen nach Inkubation mit LDL und e-LDL in vitro zu beobach-

ten sind.

Adhesion Migration Endothelium
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Abbildung 3: Immunrezeptoren als Faktor bei der Entstehung einer Atherosklerose
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2 Literaturiibersicht

2.1 Erkennung von Erregern oder deren Bestandteilen durch Kom-

ponenten des Immunsystems

Die Einteilung in ein angeborenes und ein erworbenes, adaptives Immunsystem ist kenn-
zeichnend fur hohere Saugetiere und den Menschen. Das erworbene Immunsystem beruht
auf langfristiger Gedachtnisfunktion, die durch spezifische Antigen erkennende Zellen vermit-
telt wird. Bis es zur Ausbildung einer adaptiven Immunantwort kommt, kann ein Organismus
im Rahmen des angeborenen Immunsystems (,engl. ,innate immune system") tUber spezifi-
sche Rezeptoren schnell und effektiv auf mikrobielle Pathogene reagieren. Diese so genann-
ten ,pattern recognition receptors” (PRRs) sind in der Lage, hochkonservierte und nur bei
mikrobiellen Pathogenen vorkommende Muster zu erkennen (,pathogen associated molecu-
lar pattern“, PAMP). Dadurch wird die essentielle Unterscheidung zwischen ,infektibsem
Nichtselbst" und ,nicht infektiosem Selbst* ermdglicht (Janeway et al. 2002). Monozytenas-
soziierte Antigene wie TLR2, TLR4, CD14, CD16 und HLA-DR funktionieren als PRRs in
Saugetieren und dem Menschen und spielen eine essentielle Rolle bei der Erkennung
mikrobieller Komponenten. Manche Rezeptoren kdnnen auch endogene Liganden erkennen,
die wahrend der inflammatorischen Antwort induziert werden: Dazu gehdren neben Hitze-
schockproteinen, extrazellularen Matrixkomponenten auch eine an den IL-1 Rezeptor assozi-
ierte Proteinkinase, die durch Ahnlichkeit der zytoplasmatischen Doméanen von TLRs als

Signalmolekil genutzt wird. (Akira et al. 2001)

2.2 Toll-like Rezeptoren

2.2.1 Die Bedeutung von TLRs in der Immunabwehr

Die Toll-like Rezeptoren (z.Zt. 13 bekannt) bestehen aus einer Domane mit extrazellularen
Jeucin-rich repeat* (LRR) Motiven und einer zytoplasmatischen Domane, die sogenannte
Toll/ Interleukin-1 Rezeptor Domane (TIR). Diese Rezeptoren erkennen ein sehr breites
Spektrum von PAMP. Mikrobielle Komponenten stimulieren die TLR und aktivieren damit
verschiedene intrazellulare Signalpfade. Auf diesem Weg werden Makrophagen aktiviert,
antimikrobielle Gene sowie inflammatorische Zytokine induziert. Die Ausreifung dendritischer
Zellen wird angeregt. TLR benotigen fir ihre Signalwirkung das Adaptormolekil MyD88 (my-
eloid differentiation factor 88). Mit der Identifizierung eines MyD88-unabhangigen Signalpfa-
des entdeckten Yamamoto et al. drei zusétzliche Adaptorproteine (Yamamoto et al. 2004):
TIRAP (in der TIR-Doméne beinhaltetes Adaptorprotein) ist im TLR2/4-MyD88-abhangigen
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Signalpfad involviert. TRIF (in der TIR-Doméane beinhalteter, IFN-B induzierender Adaptor)
und TRAM (TRIF-verwandtes Adaptormolekdl)sind beim TLR3/4-MyD88-unabhé&ngigen Pfad
zu finden. AulRer NF-kB-Aktivierung vermittelt TLR2 in Anwesenheit bakterieller Lipoproteine
auch die Synthese eines Vorlaufers des proinflammatorischen Zytokins IL1-3 (Aliprantis, et
al. 2000). Daruber hinaus wird durch den Toll-like Rezeptor auch Caspasel mit dem Ergeb-
nis der Proteolyse und Sekretion von reifen IL1- aktiviert. So vermuteten Aliprantis et al.,
dass die Caspase-Aktivierung die Antwort des angeborenen Immunsystems auf mikrobielle
Pathogene ist, die ihren Hohepunkt in Apoptose und Zytokinproduktion erreicht (Aliprantis et
al. 2000). Antimikrobielle Molekile wie Stickstoffmonoxid (NO) werden ebenfalls Uber TLR
freigesetzt, wie Campos et al. am Beispiel Trypanosoma cruzei infizierter Makrophagen zeig-
ten (Campos et al. 2001).

Durch die Induktion dieser kostimulatorischen Moleklle kann die Kapazitat der Antigenpra-
sentation erhdht werden. Die resultierende Immunaktivierung steigert die Wirtsresistenz ge-
gen eine ganze Reihe infektioser Organismen. Es kann jedoch sein, dass die Immunantwor-
ten die Schwelle des Gleichgewichts Uberschreiten. Ishii et al. gehen davon aus, dass TLR
eine wichtige Rolle in der positiven und negativen Regulation von Immunantworten wahrend
einer Sepsis spielen (Ishii et al. 2004). Im dynamischen Prozess der Sepsis zeigt sich an-
fangs eine vermehrte Expression und Sekretion von Zytokinen, wogegen es im Verlauf der
schweren Sepsis und eines septischen Schocks zu deren verminderten Expression kommt.
Untersuchungen von Saloméo et al. zeigten das in experimentellen Modellen beschriebene
zeitabhangige Auf- und Abregulieren entziindlicher Antworten innerhalb der klinischen Stufen
der Sepsis. Periphere mononukleére Zellen produzieren zu Beginn einer Sepsis ohne Or-
gandysfunktion oder Schock durch eine Hyperreaktivitdt auf LPS vermehrt entziindliche Zy-
tokine wie IL-6 und TNF-a. Bei einer schweren Sepsis oder einem septischen Schock kommt
es trotz hoher LPS-Bindungskapazitat auf den mononukledren Zellen zu einer beeintrachtig-
ten Produktion von TNF-a. Allerdings ergab die Untersuchung der Expression von TLR2 und
TLR4 auf der Zelloberflache von Monozyten und Neutrophilen in diesem Fall keinen eindeu-
tigen Zusammenhang im Sinne einer Regulation der Zytokinproduktion durch die Toll-like
Rezeptoren (Salomédo et al. 2008). Mdéglicherweise kann bei einer Infektion eine Toleranz
gegen bakterielles Lipoprotein durch eine verringerte Aktivierung von TLR2 entstehen. Wang
et al. zeigten 2002, dass mit einem synthetischen Lipoprotein vorbehandelte humane Mono-
zyten auf einen zweiten Lipoproteinkontakt mit verringerter TNF-a- und IL6-Produktion rea-

gieren.

Lissauer et al. untersuchten den Zusammenhang zwischen genetischen Unterschieden in

der Expression von TLR und dem Krankheitsverlauf kritisch erkrankter Patienten, die entwe-
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der eine Sepsis oder eine sterile Entziindung entwickelten. Dazu wurden Blutproben vor der
klinischen Diagnose einer Sepsis untersucht und im Anschluss mit dem Ausgang der Er-
krankung verglichen. Es zeigte sich, dass die bei Toll-like Rezeptoren eine Signalkaskade
induzierenden Gene bereits 24 Stunden vor einer klinisch moglichen Diagnose der Sepsis
vermehrt exprimiert wurden. Da der Verlauf einer Sepsis auch vom frihen Zeitpunkt einer
Behandlung abhangt, konnte die Erfassung dieser genetischen Unterschiede ein neues the-

rapeutisches Ziel darstellen (Lissauer et al. 2008).

Toll-like Rezeptoren werden auch auf Nicht-Immunzellen exprimiert und dort nach einer TLR-
induzierten Reaktion des Immunsystems hochreguliert. Dadurch aktivierte Endothelzellen
kénnen sekundar lokale Makrophageninfiltration und erhéhte vaskuldre Durchlassigkeit bei
Infektionen bis hin zum systemischen Sepsissyndrom verursachen (Zhang et al. 1999). Ein
effizienter TLR-Antagonist konnte diese ,Uberaktivierung* des angeborenen Immunsystems
reduzieren (Meng et al. 2004). Auch auf Neuronen und endokrinen Zellen sind TLR zu fin-
den. Sie spielen bei der Vernetzung zwischen Immun- und neuroendokrinen System eine
wichtige Rolle. Die TLR-induzierte Zytokinproduktion hat wiederum Wirkung auf endokrine
Drusen und deren Hormonproduktion (Kanczkowski et al. 2008). Uberaktivierte Toll-like Re-
zeptoren, beispielsweise bei chronischer Infektion oder Entziindung im Rahmen einer Auto-
immunerkrankung, tragen zur Pathogenese verschiedener Erkrankungen wie Diabetes oder
Tumorgenese endokriner Drisen wie Schilddrise und Ovarien bei (Girling et al. 2007). An-
ders et al. diskutieren einen Zusammenhang zwischen der Pathogenese einer Glomerulo-
nephritis und TLR-Aktivitat. Postinfektibse und Hepatitis-Virus assoziierte Glomerulonephritis
ist ein Beispiel dafur, wie Immunantworten auf mikrobielle Pathogene diese Erkrankung be-
einflussen konnen: vier der bislang bekannten 11 (13) TLR (TLR3, TLR7/8, TLR9) erkennen
Nukleinsauren. Die molekularen Mechanismen, die antimikrobielle Immunitat mit dieser Er-
krankung verknlpfen, sind gréRtenteils unbekannt. Eine mogliche Erklarung sind die im-
munstimulatorischen Effekte mikrobieller Antigene und die humoralen Konsequenzen anti-
mikrobieller Immunitat. Vor allem TLR3, das auch auf mesangialen Zellen vorkommt, scheint
hier eine groRere Rolle zu spielen (Anders et al. 2006). Der mikrobielle Kontakt mit Aktivie-
rung der Toll-like Rezeptoren scheint auch Einfluss auf die Entwicklung eines systemischen
Lupus Erythematosus (SLE) zu haben. Im Rahmen des immunstimulatorischen Effekts pro-
duzierte Autoantikérper kdnnen das Risiko fur diese Erkrankung erhoéhen (Pawar, et al.
2006).

In einer Zusammenfassung diskutierten Ishii et al. 2006 diverse Einsatzmdglichkeiten TLR-
modulierender Agenzien zur therapeutischen Applikation. TLR-Agonisten werden z.B. als

Adjuvantien fur Impfstoffe getestet, wahrend TLR-Antagonisten als antiinflammatorische oder
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antiautoimmune Agenzien eingesetzt werden kdénnten. Monophosphoryl Lipid A als ,entgifte-
te* Form von LPS (Endotoxin) wird als viel versprechender Impfstoffzusatz geprtft. Dieser
TLR-Agonist soll das Immunsystem stimulieren kénnen, ohne durch die proinflammatori-
schen Effekte des originalen Lipopolysaccharids den Impfling negativ zu beeintréchtigen
(Casella et al. 2008). Nephropathogene Bakterien, wie z.B. bestimmte E-coli-Stamme, I0sen
haufig Harnwegsinfekte aus und kdnnen lebensbedrohliche Komplikationen (Urosepsis) ver-
ursachen. TLR4 erkennt P-Fimbrien von Escherichia coli und veranlasst eine passende Im-
munantwort, um eine Invasion und Infektion abzuwehren. Damit haben TLR grof3e Bedeu-
tung in der Abwehr von Harnwegsinfekten. Erhohte Infektionsraten bei fir Harnwegsinfekten
anfalligen Patienten werden mit TLR-Mutanten in Verbindung gebracht. Mit TLR-
modulierenden Agenzien lieRe sich der beeintrachtigte Immunabwehrmechanismus korrigie-
ren und die Problematik der durch Antibiotika erzeugten Resistenzen entscharfen (Scherbe-
rich et al. 2008).

Ozinsky et al. beschrieben 2000 ein Zusammenspiel verschiedener Mitglieder der TLR-
Familie. So koordiniert TLR2 zusammen mit TLR6 bei einer Infektion mit grampositiven Bak-
terien oder Partikeln von Hefezellwanden (Zymosan) die Makrophagenaktivierung. Die zy-
toplasmatischen Doméanen der Rezeptoren schliel3en sich zu diesem Zweck zu einem hete-
romeren Komplex zusammen. Weitere Hinweise auf eine TLR-Kooperation ergeben sich
daraus, dass TLR2 einen weiteren Toll-like Rezeptor als Partner benétigt, um die TNF-a-
Synthese in Makrophagen zu aktivieren. Ozinsky et al. gehen davon aus, dass die zytoplas-
matischen Enden von TLR funktionell, d.h. im Hinblick auf ihre Signalwirkung, verschieden
sind. Unterschiedliche TLR-Paare kdnnen verschiedene Signalpfade aktivieren. Dadurch ist
es Makrophagen moglich, ihre Immunantwort auf individuelle Pathogene durch ein spezifi-
sches Muster an Entziindungsmediatoren anzupassen. Nach Asahina et al. sind auch Unter-
schiede zwischen den Spezies zu finden. So zeigen canines und felines TLR4 eine DNA-
Sequenzahnlichkeit von ca. 62-78% mit Homo sapiens, Mus musculus, Bos Taurus und
Equus caballus. Die TLR4 Expression war speziesabhangig in den Kdérpergeweben unter-
schiedlich hoch (Asahina et al. 2003).

2.2.2 Drosophila Toll und phylogenetische Aspekte

Aufgrund der evolutiondren Konservierung angeborener Mechanismen der Immunabwehr ist
Drosophila ein ideales Tier, um die genetische Kontrolle der Immunerkennung und —antwort
zu untersuchen. Der einzige aktuelle TLR-Vertreter bei Drosophila zeigt eindeutige Homolo-
gie der zytoplasmatischen Domé&ne zu den S&ugetier-TLRs in Bezug auf die Gruppe von
TLR1, -2, -4 und -6 (Du, et al. 2000). Dies lasst vermuten, dass ein altes — pravertebrates —

TLR vor 500 Millionen Jahren eine proinflammatorische Funktion tibernommen hat. Die TLRs
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umfassen eine Gruppe naher phylogenetischer Nachbarn. Nach Schéatzungen divergierten
TLR1 und -6 von einem gemeinsamen Saugetier-Gen vor 95 Millionen Jahren. TLR4, der
aktuelle Endotoxin-Sensor flir Vertebraten, erschien als eine Einheit vor 180 Millionen Jah-
ren. TLR3 und -5 divergierten von einem gemeinsamen Gen vor ca. 150 Millionen Jahren,
wie auch TLR7 und -8. Sehr wahrscheinlich existierten weniger TLRs wéahrend der frihen
Saugetierevolution. Toll-like Rezeptoren erkennen verschiedene mikrobielle Komponenten
und l6sen eine Abwehrreaktion sowohl bei Drosophila als auch bei Sdugetieren aus (Ander-
son, et al. 2000). Der ,Toll-Pfad“ bei Drosophila ist fir die Abwehr fungaler Infekte erforder-
lich (Brennan, et al. 2004). Es kommt zur vermehrten Sekretion fugizider Peptide, beispiels-
weise Drosomycin. Auch antibakterielle Peptide wie Diptericin gegen gramnegative Bakterien
und Defensin gegen grampositive Bakterien werden gebildet (Hoffmann, et al. 1999, Le-
maitre, et al. 1996). ,Toll* und ein mit Toll verwandter Rezeptor steuern die fungiziden und
antibakteriellen Peptide codierenden Gene (Lemaitre, et al. 1996, Williams, et al. 1997). Die
Bedeutung der Toll-Rezeptoren fur Drosophila zeigt sich bei Mutationen: So kommt es bei
Individuen mit Mutationen bei Rezeptor-kodierenden Genen bei mikrobiellen Infektionen zu

erheblich verringerten Uberlebensraten (Lemaitre, et al. 1996).

1997 wurde ein humanes Homolog des Drosophila Toll Proteins charakterisiert, der , Toll-like
Rezeptor 4“ — TLR4 (Medzhitov, et al. 1997). Wie Drosophila Toll besteht dieser humane
Toll-like Rezeptor aus einer extrazellularen und einer zytoplasmatischen Doméane. Sowohl
Drosophila Toll als auch der IL1-Rezeptor sind bekannt fur ihre Signalisierung tiber NF-kB,

einem nukle&ren transkriptionalen Aktivator multipler Abwehrgene und deren Sequenzen.

2.2.3 TLRs und ihre Liganden

TLR1

TLR1 kann zusammen mit TLR2 und TLR6 heteromere Komplexe bilden, die schliellich u.a.

zur Zytokinproduktion fuhren. Spezifisches Antigen ist das in Hefen vorkommende Zymosan.

TLR2

TLR2 erkennt innerhalb der TLR-Familie das breiteste Spektrum an Liganden. Zu den von
TLR2 erkannten PAMP gehdren nach Aliprantis et al. (2000) bakterielle Lipoproteine, zum
Beispiel diese von Borrelia burgdorferi (Hirschfeld, et al. 1999); Glycosylphosphatidylinositol
und Glycoinositolphospholipide parasitischer Protozoen wie Trypanosoma cruzei (Campos,
et al. 2001) und Toxoplasma gondii (Kudo, et al. 2004). LPS von Porphyromonas gingivitis,
das strukturelle Unterschiede zu enterobakteriellem LPS aufweist, wird ebenfalls von TLR2
erkannt (Underhill, et al. 1999). Hirschfeld et al. (2000) vermuteten dagegen, dass die als

~endotoxin protein“ bezeichneten hoch bioaktiven Kontaminationen, die in niedrigen Konzen-
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trationen in vielen LPS-Praparationen enthalten sind, fir die TLR2-Stimulation durch LPS
verantwortlich sind und nicht das LPS selbst. Zu weiteren Liganden gehdren LAM (Lipoara-
binomannan), ein Glycolipid aus der Zellwand von Mykobakterien (Means, et al, 1999), 16sli-
ches Peptidoglykan und Lipoteichonsdure als Bestandteil von grampositiven Bakterienzell-
wanden (Schwandner, et al. 1999, Takeuchi, et al. 1999, Yoshimura, et al. 1999) und
Zymosan, ein Zellwandbestandteil von Hefepilzen (Underhill, et al. 1999). MD-2, ein essen-
tielles akzessorisches Protein fir TLR4, erhoht bei TLR2 die Sensitivitat gegeniber LPS-
Strukturen und Lipoteichonséaure und verstarkt die Antwort von TLR2 nach Kontakt mit

grampositiven Bakterien und Peptidoglykan (Dziarsky, et al. 2001).

TLR3

TLR3 kommt in hoher Expression im Gewebe von Plazenta und Pankreas auf dendritischen
Zellen vor. Der Rezeptor erkennt doppelstrdngige RNA (dsRNA), die von vielen Viren im
Verlauf ihrer Replikation synthetisiert wird. Ein Zusammenhang bei der Abwehr von Virusin-
fektionen liegt nahe. TLR3 ist von dem Adaptormolekil MyD88 unabhéngig. Der Signalpfad

involviert stattdessen das Adaptormolekil TRIF.

TLR4

Der wichtigste Ligand fur TLR4 ist bakterielles Endotoxin. Lipopolysaccharide (LPS) werden
jedoch durch den TLR4-Rezeptor nicht allein gebunden, sondern in Zusammenarbeit mit
anderen Molekiilen. Beteiligt sind unter anderem das LPS-bindende Protein LBP, der CD14-
Rezeptor und MD-2, das mit TLR4 an der Zelloberflache assoziiert ist und ein akzessori-
sches Protein fur TLR4 darstellt (Shimazu, et al. 1999). LBP ist verantwortlich fur die Bin-
dung von LPS im Serum und den Transport zum zellwandstandigen CD14. Dort wird es di-
rekt vom TLR4/CD14/MD-2-Komplex gebunden (Janeway, et al. 2002). TLR4 erkennt auch
Liganden nicht mikrobiellen Ursprungs wie Hitzeschockproteine (HSP) (Ohashi et al. 2000)
und zellulares Fibronektin, bzw. dessen Domane EDA (Okamura, et al. 2001). Fibronektin
spielt eine wichtige Rolle bei physiologischen und pathologischen Prozessen, unter anderem
in der Gewebereparatur, der Embryogenese, der Hamostase sowie in der Migration und Ad-
hasion von Zellen. Die Stimulierung von TLR4 durch die Doméane des Fibronektins ist eben-
falls abhangig von der Koexpression von MD-2. Eine Beziehung von TLR4 zu einer mit durch
Typ Il Kollagen-Antikérper und LPS ausgeldsten Arthritis wird ebenfalls diskutiert (Lee et al.
2005). 2008 zeigten Hodgkinson et al., dass auch Fibrinogen den TLR4-Signalpfad aktiviert.
TLR4 wird neben TLR2 und TLR11 mit Harnwegsinfektionen in Verbindung gebracht. Der
Rezeptor erkennt P-Fimbrien von Escherichia coli, die an Glykolipid-Rezeptoren von Uro-

epithelien und Nierentubuluszellen binden (Scherberich et al. 2008). Das in der Niere (Henle-
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sche Schleife) gebildete Tamm-Horsfall-Glykoprotein tbernimmt immunregulatorische Funk-
tion bei Harnwegsinfekten, indem es Zellen des angeborenen Immunsystems Ulber den

TLR4-abhéangigen Mechanismus aktiviert (Saemann et al. 2005).
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Abbildung 4: Toll-like Rezeptoren, ihr Vorkommen in verschiedenen zellularen Kompartimenten und ihre Liganden

TLRS

Der Toll-like Rezeptor 5 erkennt bakterielles Flagellin grampositiver und gramnegativer Bak-
terien (Hayashi et al. 2001).

TLR6

2000 zeigten Ozinsky et al., dass die zytoplasmatische Doméane von TLR6 zusammen mit
der von TLR2 funktionelle Paare bilden kann. Dieser heteromere Komplex erkennt bakteriel-
les Peptidoglykan als Pathogenkomponente. Diese Interaktion fiihrt schlie3lich zur Zyto-
kinproduktion.

TLR7 und TLR8

TLR7 und TLR8 erkennen einzelstrangige RNA (ssRNA) sowie kleine synthetische Immun-
modulatoren wie Imiquimod (auch TLR8) und Loxoribine (vor allem TLR7) (Akira, et al.
2003). Imiquimod steht in der Diskussion als immuntherapeutisches Agens in der Tumorthe-
rapie: Aktivierte TLR7 und TLR8 initiieren Immunzellen zur Produktion proinflammatorischer
und regulatorischer Zytokine mit der Folge antiviraler und antitumoraler Immunantworten
(Smits, et al. 2008). TLR7 und TLR8 sind zusammen mit TLR3 und TLR9 gruppiert, da diese

TLR vor allem im endosomalen Kompartment zu finden sind. Bei Erkennung eines Liganden
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durch TLR7 oder TLR8 wird tber die TIR-Domé&ne wiederum der Myeloid differentiation fac-
tor (MyD88) aktiviert.

TLR9

DNA von Bakterien hat stimulatorische Effekte auf Saugetier-Immunzellen, die auf der Ge-
genwart unmethylierter CpG-Dinukleotide (CpG = Deoxycytidylatphosphat-Deoxyguanylat) in
bakterieller DNA beruhen. Hemmi et al. zeigten 2000, dass die zellulare Antwort auf CpG-
Motive durch TLR9 hervorgerufen wird. In TLR9-Knockout-M&usen waren die Ublichen Effek-
te durch CpG-Motive wie Zytokinsekretion, B-Zell-Differenzierung und Reifung dendritischer
Zellen nicht feststellbar. Somit ist TLR9 essentiell fur die Erkennung bakterieller DNA. Die
DNA von Vertebraten hat eine niedrige Frequenz von CpG-Dinukleotiden, die meist methy-
liert sind und keine immunstimulatorische Aktivitat besitzen. Viel diskutiert wird in diesem
Zusammenhang das therapeutische Potential von CpG-DNA als Adjuvanz fur Impfstoffe ge-
gen Krebs, Allergien und Infektionskrankheiten. Fischer et al. berichteten, dass TLR9 einen
Einfluss auf Apoptose innerhalb einer Immunreaktion hat (2005). Eine Untersuchung von
Coban et al. zeigt, dass verdndertes Hamoglobin, das sog. Hamozoin, im Rahmen einer
Malaria-Erkrankung durch Plasmodium falciparum ein neuer ,Nicht-DNA"-Ligand fir TLR9
ist. Das offensichtlich immunologisch aktive Hdmozoin aktiviert das angeborene Immunsys-
tem und fUhrt zur Produktion von Zytokinen, Chemokinen und der verstarkten Expression
kostimulatorischer Molekille. Diese Reaktionen waren bei TLR9-/- und MyD88-/- Mausen
stark beeintrachtigt (2005).

TLR10

Untersuchungen von Hasan et al. ergaben, dass TLR10 bei Ratten auf einem Genlokus zu
finden ist, der auch TLR1 und TLR6 enthélt. Exprimiert als hoch N-glykosyliertes Protein
wurde der Rezeptor in B-Zelllinien, B-Zellen aus dem peripheren Blut und in dendritischen
Zellen von Tonsillen gefunden. Ein spezifischer Ligand wurde bisher nicht entdeckt. Jedoch
verbindet sich TLR10 mit MyD88, dem bekannten Adaptor zwischen Toll- und IL1-

Rezeptordoméne (Hasan et al. 2005).

TLR11

Zhang et al. zeigten folgenden Zusammenhang auf: Mause ohne TLR11 sind hochempfang-
lich fur Infektionen der Nieren durch uropathogene Bakterien. Dieser Toll-like Rezeptor
scheint eine wichtige Rolle bei der Verhiitung von Harnwegsinfektionen zu spielen (Zhang et
al. 2004). Ein Profilin-ahnliches Protein von Toxoplasma gondii aktiviert TLR11 ebenfalls und

reguliert damit; abhangig von MyD88, die Interleukin-12 Produktion (Yarovinsky, et al. 2006).
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TLR11 wird als Rezeptor fir Bestandteile einzelliger Parasiten diskutiert. Beim Menschen ist
TLR11 (12, 13) nicht nachgewiesen.

2.3 Endotoxinrezeptor, CD14

CD14 ist ein multifunktioneller ,pleiotroper* Rezeptor mit einer Molmasse von 48-53 kDa. Der
wichtigste Ligand ist bakterielles LPS. Jedoch bindet CD14 auch Proteoglykane und Lipotei-
chonsaure. Der membranstandige Rezeptor ist zu finden auf Monozyten, Makrophagen und
in geringerer Konzentration auf Granulozyten und Lymphozyten und kommt auch als 16sli-
ches Protein vor (sCD14).

2.4 Fc-y-lll Rezeptor, CD16

CD16 ist Bestandteil proinflammatorischer CD14+Monozyten. Als niedrig-affiner Fc-y-Ill Re-
zeptor bindet CD16 Immunglobuline und Aggregate, assoziiert mit Phagozytoseaktivitat.
Knock-out Mause fur CD16 entwickeln keine systemische Vaskulitis, keine Kryoglobulin in-
duzierte Glomerulonephritis und keine toxisch-allergischen Reaktionen. CD14+ CD16++
Monozyten haben gegeniber CD14++ CD16- Zellen eine hohere Expression an MHC-
Klasse-Il Molekiilen, sezernieren grol3ere Mengen proinflammatorischer Zytokine und produ-
zieren den Hauptanteil an TNF im Blut (Nockher und Scherberich 1998, Belge et al. 2002).
Diese Subpopulation von Monozyten steht offensichtlich im Zusammenhang mit aktiven ent-
zuindlichen Krankheitsphasen. Die Anzahl von CD16+ Monozyten steigt im Rahmen fieber-
hafter (entziindlicher) Erkrankungen bei Hamodialysepatienten drastisch an und ist als ein
.neuer” und , klinisch praktikabler* Verlaufsparameter einer, auch Klinisch ,inapparenten®,

Inflammation anzusehen (Nockher und Scherberich 1998).

2.5 HLA-DR

Dieses sog. Human Leucocyte Antigen-System ist assoziiert mit der Antigenerkennung und
Prozessierung der Immunantwort. Als MCH-Klasse-II-Molekil ist HLA-DR essentiell fur die

Funktion des T-Zell-Rezeptors fir die monozytare Interaktion mit T-Zellen.

2.6 Monozyten

2.6.1 Morphologische Eigenschaften von Monozyten

Die in die Gruppe der Leukozyten gehtérenden Monozyten sind mit 14-20 um die grof3ten
mononukleéren Zellen im Blut. Sie besitzen einen grof3en, vielgestaltigen Kern (hufeisen- bis
nierenférmig, haufig an einem Ende erheblich verdickt, gelappt) mit basophilen Zytoplasma

und feinen Granula und Lysosomen. Durch die darin enthaltene Peroxidase und die ver-
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schiedenen Saurehydrolasen besitzen diese Zellen mikrobizide Eigenschaften. Monozyten
kénnen phagozytieren und sind zur Migration beféhigt. Ihre Membranoberflache besitzt ver-
schiedene Rezeptoren wie CD14, CD16, CD86, CD11c, HLA-DR und die Toll-like Rezepto-
ren. Blutmonozyten zirkulieren fir etwa ein bis drei Tage im Kreislauf, bevor sie aus dem

Gefalisystem auswandern und sich zu gewebetypischen Makrophagen differenzieren.
2.6.2 Aufgaben der Monozyten im Rahmen der Infektio  nsabwehr

In den Korper eingedrungene Mikroorganismen werden rasch von phagozytierenden Zellsys-
temen aufgenommen. Zu ihnen gehdren neben den neutrophilen Leukozyten des Blutes die
in Blut und Geweben vorkommenden mononukledren Monozyten bzw. Makrophagen. Zu-
nachst werden diese Zellen durch Chemotaxis tiber den Aufbau eines Konzentrationsgra-
dienten zum Ort der pathogenen Keime gelockt. Chemotaktisch wirksame Substanzen sind
beispielsweise Proteine aus der Komplementkaskade, Prostaglandine von verletzten Blutge-
falRen oder auch der ,Platelet Activating Factor* (PAF) aus Thrombozyten. Die Phagozyten
umschlieRen mithilfe sogenannter Pseudopodien die zu entfernende Einheit (Mikroorganis-
men, geschadigte Zellen, Antigen-Antikérper-Aggregate) und bauen diese durch die in den
Lysosomen enthaltenen Enzyme ab. Die Fahigkeit zur Bindung und Phagozytose wird durch
eine molekulare Kennzeichnung der Pathogene Uber Komplementfaktoren oder Antikorper
erleichtert. Das Komplementsystem besteht aus einer Familie von Proteasen, die u. a. durch
Monozyten freigesetzt werden kdénnen. Monozyten/ Makrophagen tragen Rezeptoren, die
Mikroorganismen bzw. deren Produkte spezifisch erkennen. Beispielsweise erkennt der Toll-
like Rezeptor 4 das Lipopolysaccharid (LPS) als Zellwandbestandteil gramnegativer Bakteri-
en und sendet ein Aktivierungssignal in die Zellen. Die Phagozytoseleistung wird erhéht und
es kommt zu einer vermehrten Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie IL1, IL6 und
TNF-a. Zytokine werden u. a. von Monozyten und Makrophagen produziert und bewirken
neben einer Entziindungssymptomatik eine Zellaktivierung, damit der unspezifischen Abwehr

vermehrt Abwehrzellen zur Verfligung stehen.

Bei der Begrenzung der Entziindungsreaktion sind Monozyten und Makrophagen und durch
sie sezernierte Zytokine entscheidend beteiligt. Eine Aktivierung des Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennierensystem durch IL6 fuhrt zur Ausschiittung von Kortikosteroiden. IL6
aktiviert in der Leber die Akute-Phase-Reaktion. Von dort gelangen die Akute-Phase-
Proteine zum Ort der Entziindung und begrenzen diese. Einbezogen ist Fibrinogen, das Uber
eine gesteigerte Gerinnungsneigung lokale Thrombusbildung im Entziindungsgebiet zur Fol-
ge hat. Erreger werden so nicht weiter in die Blutbahn ausgeschwemmt. Auch das C-
Reaktive Protein gehort in die Gruppe der Akute-Phase-Proteine. Es bindet sich an Erreger

(Nekroseproteine, DNA) und erleichtert die Opsonierung durch Phagozyten. Schlie3lich fuhrt
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die Aktivierung des vegetativen Nervensystems zur Sekretion von Acetylcholin und Katecho-
laminen. Diese Substanzen kdnnen Makrophagen inaktivieren und den Entzindungsherd

begrenzen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Tabelle 1: Monozytenisolierung

Material Hersteller
EDTA - Vollblut
EDTA-S-Monovetten Sarstedt

Dextran T 500 fiir die Biochemie

Roth GmbH + Co

Nycoprep™ 1.068

Axis-Shield

Fur den Waschpuffer:

Albumin (BSA)

PAN Biotech GmbH

Natriumchlorid krist. zur Analyse Merck
Titriplex Il zur Analyse Merck
Aqua dest.

Tabelle 2: Zellkultur

Material Hersteller

Platten: Nunclon™ surface

NUNC™, Apogent

LPS von Escherichia coli, Serotyp 0128:B12

Sigma®

Fir das Zellkulturmedium:

RPMI 1640, ohne L-Glutamin, mit 2,0g/l NaHCO;

PAN Biotech GmbH

Fetales Kalberserum (FCS)

PAN Biotech GmbH

200 mM L-Glutamin

PAN Biotech GmbH

CO,-Brutschrank Heraeus

Kendro Laboratory Products

Tabelle 3: Antikdrper und Flowzytometrie

Material

Hersteller

CD14 FITC (anti-human)

Becton Dickinson

Anti - HLA-DR PE

Becton Dickinson

CD16 PE-Cy5 (anti-human)

Becton Dickinson

TLR2 PE (anti-human)

eBioscience

TLR4 PE (anti-human)

eBioscience
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Cellwash-Lésung

Becton Dickinson

Cellfix 1:10 verdiinnt

Becton Dickinson

Fix & Perm®:

Fixation Medium, Reagent A

CALTAG Laboratories

Permeabilization Medium, Reagent B

CALTAG Laboratories

FACS Flow, Tragerflussigkeit

Becton Dickinson

Durchflusszytometer, FACScan

Becton Dickinson

Software update CellQuest™
Tabelle 4: Untersuchte Substanzen

Substanz Hersteller
Erythropoietin:

Epoetin alpha, ERYPO®FS

Cilag AG, Schweiz

NESP, Aranesp® Amgen
Bisphosphonate:
Ibandronsaure, Bondronat® Roche, UK

Glucocorticoide:

Prednisolon, Solu-Decortin®

Merck KGaA, Deutschland

Statine:

Atorvastatin, Sortis®

Pfizer, USA

Lipoproteine

LDL, e-LDL

Geschenk von Prof. S. Bhakdi, Univ. Mainz

Vitamin D:

Alphacalcidol, Eins-Alpha®,
Vitamin Ds-Derivat

Leo Pharmaceutical Products Ltd., Danemark

Calcitriol, Calcijex®

Abbott Laboratories Ltd., Kanada

Xanthinderivate:

Pentoxifyllin, Trental®

Aventis Pharma Deutschland GmbH
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3.2 Methoden

3.2.1 Isolierung peripherer Blutmonozyten

Das von freiwilligen gesunden informierten Spendern (n = 33) gewonnene EDTA-Vollblut
wurde innerhalb von 30 Minuten in Falcon-Tubes mit einem Fassungsvermoégen von 50ml
verbracht. Nach der Zugabe von 10% Dextran (8% Dextran in 0,9% NaCl) inkubierte das
Gemisch fir 45 Minuten bei Raumtemperatur. Nach dieser Zeit waren die Erythrozyten se-
dimentiert. Aus dem so gewonnenen leukozytenreichen Plasma wurden nach einer Methode
von Boyum (1984) die Blutmonozyten isoliert. Daflr wurde ein leicht hyperosmotisches, ei-
nen Gradienten aufbauendes Medium mit dem leukozytenreichen Plasma Uberschichtet.
Lymphozyten und Monozyten weisen zu geringe Dichteunterschiede auf, um eine zufrieden
stellende Separierung dieser beiden Zelltypen allein Uber den Parameter Dichte zu errei-
chen. Durch eine erhéhte Osmolaritdt des Trennmediums (Nycoprep® 1.068) verlieren die
Zellen Wasser, schrumpfen und weisen anschlieRend eine hdhere Dichte auf. Da Lymphozy-
ten auf Osmolaritatsveranderungen deutlicher reagieren als Monozyten, wird so der Dichte-
unterschied verstarkt und die Zelltrennung bei der Zentrifugation effektiver. Das Trennmedi-
um Nycoprep® 1.068 bestand aus Nycodenz® (Ci9H26J3N30g), NaCl und Tricine-NaOH.

Die folgende Dichtegradienten-Zentrifugation bei 1800 rpm fur 20 Minuten ohne Bremse
separierte die Monozyten von den Lymphozyten und Granulozyten. Anschlieend wurden
die vorsichtig enthommenen Monozyten (wei3e Phase) zur Entfernung u.a. der Blutplattchen
dreimal mit einem selbst hergestellten kalten Waschpuffer bei 800 rpm fur 10 Minuten gewa-
schen. Die isolierten Zellen wurden durch eine Lebend-Tot-Farbung mit Trypan-Blau auf
Vitalitat (>99%) getestet sowie auf Reinheit durch eine flowzytometrische Untersuchung
(>70% Monozyten).

Fir die Analysen lagen entsprechende positive Ethikvoten vor.
3.2.2 Zellkultur

Das verwendete Kulturmedium Rosewell Park Memorial Institut (RPMI) 1640 mit 2,0g/l NaH-
CO3 wurde erganzt durch 10% Fetales Kalberserum (FCS) und 200 mM L-Glutamin. Dieses
Hydrogencarbonat-Puffersystem basierte auf einer Losung von Glukose, Salzen, Aminosau-
ren und Vitaminen. Als Indikator fiir den pH-Wert war Phenolrot zugesetzt. Die Zugabe feta-
len Kalberserums (inaktiviert bei 56T fur 30 Minut en) lieferte den Zellen Wachstumfaktoren,
Spurenelemente und Hormone. Die isolierten Monozyten wurden in diesem Kulturmedium
suspendiert und mit einer Dichte von etwa 2 * 10° Zellen in 24 Well-Kulturplatten verbracht.

Diese Kurzzeitzellkulturen verblieben bis zu 5 Tage bei 36,5 € im CO ,-Begasungs-
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Brutschrank. In den Versuchsanséatzen erfolgte die Stimulation der Monozyten zu zwei unter-
schiedlichen Zeitpunkten. Ein Anteil der zu stimulierenden Monozyten wurde in den ersten
24 Stunden mit Lipopolysaccharid (LPS) beschickt. Nach Ablauf dieser Zeitspanne erfolgte
ein Wechsel des Kulturmediums und die Zugabe der zu untersuchenden Substanz in ver-
schiedenen Dosierungen. Bei einem zweiten Ansatz inkubierten die Zellen die gesamte Zeit
der Zellkultur mit der zu untersuchenden Substanz. Parallel dazu wurde LPS (100 ng/ml)
nach 24 Stunden zugegeben. Bei der Untersuchung der Lipoproteine LDL und e-LDL wurden
nur unstimulierte Monozyten verwendet. In bestimmten zeitlichen Abstanden erfolgte eine
Messung der zu untersuchenden Oberflachenantigene. Zu diesem Zweck wurden nach Ent-
fernung der Uberstande die adharenten Monozyten aus den Kulturplatten entnommen. Dies
geschah mittels eines Puffers (0,9% NaCl, 10 mmol EDTA, pH 7,2), dem die Zellen fur 20
Minuten auf Eis ausgesetzt waren. Das Abnehmen der Zellen erfolgte durch mehrmaliges
Pipettieren des Puffers. Die Versuchsanséatze wurden in Serie jeweils zwei- bis dreimal wie-
derholt.

3.2.3 Untersuchte Substanzen

Alle verwendeten Medikamente auf3er Statin waren Losungen fur die intravendse bzw. sub-
kutane Injektion. Die Herstellung der verschiedenen Dosierungen erfolgte Uber eine Verdin-

nung in dem Kulturmedium, das auch fur die Zellkultur selbst verwendet wurde.

Das eingesetzte Lipoprotein e-LDL wurde mit Plasmin und Cholesterinesterase hergestellt
und mit LDL in Kooperation mit den Kliniken der Johannes Gutenberg-Universitat von Herrn

Prof. Dr. S. Bhakdi, Abteilung Mikrobiologie, zur Verfligung gestellt.
3.2.4 Aufbereitung und Markierung der Monozyten aus der Zellkultur

Die, wie oben beschrieben, aus der Kulturplatte entnommenen Monozyten wurden mit einem
Waschpuffer bei 230 g fiir 5 Minuten gewaschen und der Uberstand verworfen. Mit jeweils
20 pl des entsprechenden monoklonalen Antikorpers in einem Reagenzglas versetzt, inku-
bierten die Monozyten eines Wells (2 * 10° Zellen/ml) nach kurzem ,Vortexen* fur 15 Minuten
unter Lichtabschlu3. Bei der Untersuchung des intrazellularen TLR4-Anteils kamen noch ein
Fixierungsschritt mit anschlielender Permeabilisierung der Zellmembran und TLRA4-
Inkubation unter Lichtabschluf? hinzu. AnschlieRend wurden die Zellen erneut mit Waschpuf-
fer bei 230 g fur 5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach Fixierung der
Zellen mit einer Paraformaldehydlésung (1:10 mit destilliertem Wasser verdinnt) konnte die
Suspension nach kurzem ,Vortexen“ mittels Durchflusszytometer und unter zu Hilfenahme

der CellQuest™ Software analysiert werden.
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3.2.5 Durchflusszytometrie (FACS)

Mittels Durchflusszytometer (FACS -> Fluorescence Activated Cell Sorter) lassen sich Zellen
verschiedenster Herkunft auftrennen und einordnen. Die zu untersuchenden Zellen kénnen
nach ihrer Granularitat, GroR3e und ihrer Oberflachenproteine nach unterteilt werden. Granu-
laritat und GroRRe beeinflussen die Lichtstreuung. Mit einem Laser als Lichtquelle lassen sich
die Zellen in der Flowzytometrie (Durchflusszytometrie) nach diesen Eigenschaften auftren-
nen. Die Analyse der Oberflachenproteine basiert auf einer Antigen-Antikérper-Reaktion, die
mit Fluoreszenzfarbstoff markierten monoklonalen Antikérpern durchgefuhrt wird. Die zu
untersuchenden Zellen werden Uber ein Ansaugsystem in eine Messkammer geleitet, dort
vereinigt sich die Suspension mit der laminar flieRenden Tragerflissigkeit. Der Probenstrom
erfahrt eine Beschleunigung um das hundertfache der Grundgeschwindigkeit, wéhrend er auf
das Zentrum der Messkivette zuflief3t. Diesen Vorgang nennt man hydrodynamische Fokus-

sierung. Sie garantiert, dass jede Zelle der Probe zuverlassig einzeln gemessen wird.

Im Durchflusszytometer (Abbildung 5) befindet sich ein luftgekihlter Argonionenlaser mit
einer Wellenlange von 488 nm. Mit diesem Laser kbnnen Fluoreszeinisothiocyanat- (FITC),
Phycoerythrin- (PE) und Phycoerytrhin-Cychrome5 (PE-Cy5) markierte Zellen angeregt wer-
den. FITC emittiert nach Anregung elektromagnetische Strahlen der Wellenlange 519 nm,
PE 578 nm und PE-Cy5 670 nm. Bei Anregung der Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes
durch den Laserstrahl werden diese auf ein hdoheres Energieniveau gehoben. Nach dem
Laserpuls fallen die Elektronen unter Abgabe von Energie (in Form von Photonen) auf ihr
Ursprungshiveau zuriick. Die emittierte Photonenkonzentration, die durch einen Photodetek-
tor registriert wird, verhalt sich proportional zur Menge an gebundenen Antikdrper. Eine
gleichzeitige Messung mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen ist moglich, da sich die
eingesetzten Farbstoffe zwar bei einer gemeinsamen Wellenldange anregen lassen, jedoch
Uber unterschiedliche, fur den jeweiligen Farbstoff charakteristische Emissionsspektren ver-

fugen.

Photoverstarker nehmen die Fluoreszenz- und Streuungssignale auf und verstarken diese

elektronisch. Die Auswertung erfolgte tber eine spezielle Software (CellQuest, BD).

Zur Erfassung der CD14 CD16-Zellen sowie deren Expression von HLA-DR, TLR2 und TLR4

wurden folgende Antikérper-Kombinationen eingesetzt:
- CD14 FITC & HLA-DR PE & CD16 PE-Cy5
- CD14 FITC & TLR2 PE & CD16 PE-Cy5

- CD14 FITC & TLR4 PE & CD16 PE-Cy5
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Abbildung 5: Quarz-Kivetten-Einheit, Quelle: Universitat Mainz

Als Isotypkontrolle (Negativkontrolle) diente ein Antikérper gleichen Isotyps, der an keiner

Zelloberflachenstruktur spezifisch bindet.
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3.2.6 Zellsortierung im FACS nach Zellgré3e und Gra  nularitat

Die Darstellung der Messergebnisse erfolgt zunachst als ,Dot-Plot* (Punkthistogramm), wo-
bei die GrolRe und Granularitat der Zellen im Vorwarts und Seitwartsstreulicht gegentber
gestellt werden. Diese Zelleigenschaften beeinflussen die Lichtstreuung im FACS. Dadurch
kommt es flr die einzelnen Zellpopulationen zu einer charakteristischen Streuung des Lichts.
Die Lichtstreuung ist am gréf3ten im Kleinwinkelbereich (0-109 des einfallenden Lichtstrahls.
Dieses Vorwartsstreulicht, das sog. ,Vorwartsgitter* (Forward Angle Light Scatter, FSC), gibt
Aufschluss Uber die ZellgréRe: Ein geringerer Teil des Lichts streut seitwarts (ca. 909. Das
Seitwartsstreulicht (Side Scatter, SSC) liefert Informationen Uber die Granularitéat und aul3ere
Form der Zellen. Somit lassen sich bei diesem Verfahren die drei grof3en Leukozytengrup-

pen unterteilen: Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten.

140504.002

v N B i e e e e
0 200 400 600 800 1000
FSC-H

Abbildung 6: ,Dot-Plot" Histogramm mit Monozytengate, Lymphozytenwolke und Zelltrimmern

Die isolierten Monozyten lassen sich durch das Setzen von sog. Fenstern (Gates) von noch
vereinzelt vorkommenden Lymphozyten und Granulozyten sowie von Zelltrimmern eindeutig

abgrenzen.
3.2.7 Differenzierung im FACS nach definierten Ober flachenantigenen

Zur Unterscheidung der verschiedenen Monozytensubpopulationen werden die zu untersu-
chenden Oberflachenantigene mit den oben beschriebenen monoklonalen Antikérpern be-
setzt, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt sind. Mit Hilfe der Antikdrper gegen das
CD14- und CD16-Epitop lassen sich so die zu untersuchenden Monozyten folgendermalien
differenzieren: hoher CD14 und niedriger CD16 Anteil/ hoher CD16 und niedriger CD14 An-
teil. Anhand dieser Aufteilung errechnet sich der Anteil von CD14++ CD16- zu CD14-
CD16++ und die Gesamtexpression von CD14 und CD16. Die HLA-DR -, TLR2 - und TLR4-
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Expression wird fur die drei Subpopulationen der Monozyten (CD14++ CD16, CD14+ CD16+

und CD14- CD16++ Zellen) sowie die Gesamtexpression erstellt.
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Abbildung 7: Beispiel fiir eine Verschiebung des CD14++ Rezeptors zugunsten des FC-y-lll-Rezeptors CD16,
Monozytenkultur (LPS-Inkubation rechts)

3.2.8 Statistische Methoden

Die im Ergebnisteil dargestellten Daten sind Mittelwerte aus drei reprasentativen Versuchen
mit jeweils dreifachem Versuchsansatz. Die Messwerte lagen je Versuch sehr eng zusam-
men bei gleichzeitig hoher Zahl an Probanden (n=33) und Versuchsansatzen. Auch die Ex-
pressionsveranderungen waren trotz Individualitdt der Spender (z.T. unterschiedlich hohe
Grundwerte) vergleichbar und wiederholbar. Zur Anwendung gelangten ausschlief3lich sog.
nichtparametrische Tests (Mann-Whitney-Test, Wilcoxon-Mann-Whitney-Test) unter Zuhilfe-
nahme des Statistikprogramms SPSS, zuletzt der Version 14.0. Als Signifikanzgrenze wurde

p<0,05 festgelegt.
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4 Eigene Untersuchungen

4.1 Allgemeine Analysen ohne Pharmaka

4.1.1 Spontanverlauf der Rezeptorexpression tber di e Kulturzeit

Die untersuchten Rezeptoren zeigten im vorliegenden Versuchsaufbau deutliche Verande-
rungen ihrer Expression. Ein Vergleich der zahlreichen Kontrollansétze untereinander ver-
deutlichte die spezifische Rezeptorexpression im Verlauf der Kulturzeit. Der Spontanverlauf
der monozytaren Expression von CD14, CD16, HLA-DR, TLR2 und TLR4 veranderte sich im
untersuchten Zeitraum in charakteristischer Weise. Ebenso fand sich bei den Kontrollansat-
zen der mit LPS stimulierten Monozyten eine Veranderung der Rezeptorexpression. Aus-
nahmen waren vereinzelte Spender, bei denen die Reaktion der Rezeptoren auf das bakteri-
elle Lipopolysaccharid einen gegenteiligen Effekt hatte. Bei wenigen Ansatzen fand sich eine

,<aberschiel3ende" Expression.

Die folgenden Ergebnisse beruhen auf den Daten der Kontrollansatze aller Versuche. Aus-
genommen wurden ein paar vereinzelte extrem hohe Messsignale, deren Hintergrund unklar
bleibt.

4.1.1.1 CD14 und CD16

Die monozytare Expression von CD14 sowie von CD16 stieg im Verlauf der Zellkultur lang-
sam, aber kontinuierlich an. Der Effekt weist auf eine sich spontan verstarkende Expression
des Rezeptormolekils CD14 hin (Abbildungen 8-11).

RFC ECD14 RFC BCD16

180 180
160 160
140 140
120 120
100 A 100 -
80 80
60 60
40 40 -
20 A 20 A

24h 48h 72h 24h 48h 72h

Abbildung 8: Spontanverlauf des Rezeptors CD14 Abbildung 9: Spontanverlauf des Rezeptors CD16
wahrend der Kultivierung (p<0,01) wahrend der Kultivierung (p<0,01)
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Abbildung 10: CD14 Expression unstimulierter und mit LPS stimulierter Monozyten im Verlauf der Zellkultur
(p<0,001)

Durch den Kontakt mit LPS wurden Monozyten stimuliert. Die Rezeptorexpression von CD14
(aquivalent von CD16) derart aktivierter Monozyten stieg im Vergleich zu unstimulierten Zel-
len signifikant an. Betrachtet man den zeitlichen Verlauf der Zellkultur, war auch bei den mit
LPS beschickten Monozyten eine Erhéhung der Expression von CD14 und CD16 zu beo-
bachten.

280504.001
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Abbildung 11: LPS-induzierter Shift der monozytdren CD14-Expression zum Messzeitpunkt nach 72 Stunden,
LPS regulierte CD14 in Kultur nach oben (p<0,01), rote Linie: schematische Darstellung der Isotypkontrolle
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4.1.1.2 HLA-DR

Bei unstimulierten Monozyten stieg die Expression von HLA-DR wéhrend der Dauer der Zell-
kulturzeit kontinuierlich und deutlich an. LPS hemmte dagegen die Expression des HLA-DR-
Rezeptors. Ein deutlich zu beobachtende Abregulierung der Rezeptorexpression im Ver-

gleich zu unstimulierten Monozyten war die Folge (Abbildungen 12-13).
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Abbildung 12: HLA-DR Expression unstimulierter und mit LPS stimulierter Monozyten. Dramatische Abregulation
von HLA-DR unter LPS-Einfluss (p<0,0001)
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Abbildung 13: LPS-induzierter Shift monozytarer HLA-DR-Expression zum Messzeitpunkt nach 72 Stunden, LPS
regulierte HLA-DR in Kultur nach unten, rote Linie: schematische Darstellung der Isotypkontrolle
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4.1.1.3 TLR2 und TLR4

Charakteristisch fur die Rezeptoren TLR2 und TLR4 war deren initialer Anstieg zu Beginn
der Zellkultur bis zum Messzeitpunkt nach 48 Stunden, begleitet vom anschlieRendem Abfall
der Expression. Dieser Effekt fand sich konstant sowohl bei unstimulierten als auch mit bak-
teriellem Lipopolysaccharid stimulierten Monozyten. LPS interagierte bei den vorliegenden in
vitro-Versuchen mit der Expression von TLR2. Der TLR4-Rezeptor zeigte am Anfang der
Kulturzeit kaum Unterschiede und reagierte auf LPS erst zum Messzeitpunkt nach 72 Stun-

den wie der TLR2-Rezeptor mit einer Abregulation (Abbildungen 14-15).
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Abbildung 14: Expression des TLR2-Rezeptors bei Abbildung 15: Expression des TLR4-Rezeptors bei
unstimulierten und mit LPS stimulierten Monozyten, unstimulierten und mit LPS stimulierten Monozyten
Abregulation von TLR2 durch LPS (p<0,05)

4.1.2 CD14++, CD14+ CD16+ und CD16++ im Vergleich

Sowohl die monozytaren Subpopulationen CD14++, als auch CD14+ CD16+ und CD16++
(Abbildung 87) reagierten nach Inkubation mit bakteriellem Lipopolysaccharid. Der Hauptteil
der Zellen trug sowohl CD14 als auch CD16. Den geringsten Anteil stellten Monozyten, die

vor allem CD16 exprimieren (Abbildung 16).
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Abbildung 16: CD14 Expression auf den drei Hauptsubpopulationen vor und nach Endotoxin-Exposition (p<0,001)
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Abbildung 17: Scatter-Diagramm mit Darstellung des Einflusses von LPS auf Subpopulationen der Monozyten in
vitro: CD14+ (Rechtsverschiebung) und CD16+ (Verschiebung nach oben) werden vermehrt exprimiert.
Die Expression von CD14+ Zellen erhéhte sich nach Kontakt mit LPS. Zudem exprimierten

CD14+ Zellen unter LPS zunehmend den niedrig-affinen Fc-gamma Il Rezeptor CD16.

Die oben zu sehende Scatter-Darstellung des Flowzytometers (Abbildung 17) zeigt diese
Veranderungen: Eine Verschiebung der Zellwolke nach rechts kennzeichnet die vermehrte
Expression von CD14. Die gleichfalls vermehrte Auspragung des CD16+ Subtyps durch LPS

ist durch eine nach oben wandernde Zellwolke zu erkennen.
4.1.3 TLR2 und TLR4 auf den Subpopulationen

Im Verlauf der Kulturzeit nahm die Expression der Muster-Erkennungsrezeptoren TLR2 und
TLR4 auf den monozytaren Subpopulationen CD14++, CD14+ CD16+ und CD16++ zu. Die
folgenden Diagramme sind Ergebnisse des Messzeitpunktes nach 72 Stunden. Abnehmende
TLR2 und TLR4 Expression nach LPS-Kontakt fanden sich auf allen Subpopulationen mit
einer Ausnahme: Der TLR2-Rezeptor reagierte auf der Subpopulation CD14+ CD16++ nach
LPS-Exposition mit einer erhéhten Expression (Abbildungen 18-19).
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RFC TLR2

35+

30+
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14++/16- 14++/16+ 14+/16++

Abbildung 18: TLR2-Expression der drei Haupt-Subpopulationen von Blutmonozyten nach 72 Stunden. Hochre-
gulation von TLR2 auf der CD16++ Subpopulation unter LPS Einfluss.

RFC TLR4

@ ohne LPS

B mit LPS

0 T I T T
14++/16- 14++/16+ 14+/16++

Abbildung 19: TLR4-Expression der drei Haupt-Subpopulationen von Blutmonozyten nach 72 Stunden. Keine
signifikante Beeinflussung der TLR4 Expression unter LPS auf den drei Monozytensubpopulationen.
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4.2 Pharmaka

4.2.1 Erythropoietin (EPO): Epoetin alpha und NESP

4.2.1.1 Einfluss von EPO auf Monozytenantigene (in

vitro)

Epoetin alpha kam in den Dosierungen 50 IE/ml und 100 IE/ml zum Einsatz.

Tabelle 5: Modulation der Expression monozytérer Antigene unter dem Einfluss von Epoetin alpha

Epoetin | Versuch Expression der Antigene Expression der Antigene
alpha (mit LPS vorinkubiert) (LPS erst nach der Zugabe
von Epoetin)
Stimulation der Monozyten | vermehrt nicht konstant (vermindert/
mit LPS vermehrt, Spendervarianz!)
Epoetin alpha mit unstimu- | vermindert, vermehrt beim Messzeit-
lierten Monozyten ausgepragter in  hoherer | punkt ,48 Stunden“/ an-
Dosierung, am deutlichsten | schlie3end vermindert
nach 72 Stunden
zeitlicher Verlauf der Ex- | steigend abfallend
4 pression bei unstimulierten
+ Monozyten
E Epoetin alpha mit stimulier- | vermindert, vermehrt beim Messzeit-
a) ten Monozyten: ausgepragter in  hoherer | punkt ,48 Stunden“/ an-
(@) Dosierung schlieBend vermindert
Spender mit verminderter
Expression bei stimulierten
Monozyten zeigt deutliche
und dauerhaft erhohte Ex-
pression mit Epoetin alpha
zeitlicher Verlauf der Ex- | meist abfallend (2 von 3) steigend
pression bei stimulierten
Monozyten
Stimulation der Monozyten | vermehrt nicht konstant (vermindert/
mit LPS vermehrt, Spendervarianz!)
Epoetin alpha mit unstimu- | vermindert, vermindert
lierten Monozyten ausgepragter in  hoherer
Dosierung
zeitlicher Verlauf der Ex- | maRiger Anstieg nicht konstant
pression bei unstimulierten
Monozyten
+ Epoetin alpha mit stimulier- | vermindert, Spender mit verminderter
© ten Monozyten ausgepragter in  hoherer | Expression bei stimulierten
=, Dosierung Monozyten zeigt deutlich
8 erhbhte  Expression  mit

Epoetin alpha,
einmal vermindert

zeitlicher Verlauf der Ex-
pression bei stimulierten
Monozyten

meist abfallend (2 von 3)

nicht konstant
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Epoetin | Versuch Expression der Antigene Expression der Antigene
alpha (mit LPS vorinkubiert) (LPS erst nach der Zugabe
von Epoetin)
Stimulation der Monozyten | vermindert vermindert
mit LPS
Epoetin alpha mit unstimu- | vermehrt, vermindert
lierten Monozyten ausgepragter in  hoherer | deutlich erst zum Messzeit-
Dosierung punkt ,72 Stunden*
x - : :
| zeitlicher Verlauf der Ex- | steigend steigend
<;: pression bei unstimulierten
— Monozyten
L Epoetin alpha mit stimulier- | vermehrt, vermindert
ten Monozyten am deutlichsten beim Mess-
zeitpunkt ,72 Stunden*
zeitlicher Verlauf der Ex- | maRiger Anstieg steigend
pression bei stimulierten
Monozyten
Stimulation der Monozyten | vermindert nicht konstant (vermindert/
mit LPS vermehrt, Spendervarianz!)
Epoetin alpha mit unstimu- | vermehrt, nicht konstant (vermindert/
lierten Monozyten ausgepréagter in niedrigerer | vermehrt, Spendervarianz!),
Dosierung deutlich jeweils erst zum
Messzeitpunkt ,,72 Stunden*
N zeitlicher Verlauf der Ex- | steigend nicht konstant (vermindert/
e pression bei unstimulierten vermehrt, Spendervarianz!)
I:I Monozyten
Epoetin alpha mit stimulier- | vermehrt gegen Messzeit- | vermindert
ten Monozyten punkt ,72 Stunden“, ausge-
pragter in hoherer Dosie-
rung
zeitlicher Verlauf der Ex- | abfallend sinkend
pression bei stimulierten
Monozyten
Stimulation der Monozyten | vermindert nicht konstant (vermindert/
mit LPS vermehrt, Spendervarianz!)
Epoetin alpha mit unstimu- | vermehrt gegen Messzeit- | vermehrt,
lierten Monozyten punkt 72 Stunden®, deutlicher in héherer Dosie-
ausgepragter in  hoherer | rung
Dosierung, im Verlauf der
Zellkultur zunehmend dosi-
sunabhangig
zeitlicher Verlauf der Ex- | abfallend abfallend
< pression bei unstimulierten
% Monozyten
= Epoetin alpha mit stimulier- | vermehrt gegen Messzeit- | vermindert
ten Monozyten punkt 72 Stunden®,
ausgepragter in  hoherer
Dosierung, im Verlauf der
Zellkultur zunehmend dosi-
sunabhangig
zeitlicher Verlauf der Ex- | abfallend abfallend
pression bei stimulierten
Monozyten
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Epoetin alpha und die Expression von CD14 auf unsti  mulierten und auf mit LPS
aktivierten Monozyten:

Die Expression von CD14 auf unstimulierten Monozyten stieg im Verlauf der Zellkultur lang-
sam an. Nach Inkubation der Zellen mit Epoetin alpha verminderte sich deutlich dosisabhan-
gig die Expression von CD14. Die Gegenwart von LPS allein induzierte eine Erhéhung des
membrangebundenen CD14 im Verlauf der Zellkultur. Durch Epoetin alpha wurde jedoch
CD14 auch in mit LPS vorinkubierten Monozyten nach unten reguliert. Somit kam es durch

Epoetin alpha insgesamt zu einer Verminderung der CD14-Expression (Abbildungen 20-21).

RFC CD14++

450+

400+

350

300+

250 O ohne Epoetin alpha

200

1504 B mit Epoetin alpha

100+

50

0 :
unstimuliert stimuliert

Abbildung 20: Expression von CD14++ unstimulierter und LPS stimulierter Monozyten zum Messzeitpunkt nach
72 Stunden unter verschiedenen Erythropoietin-Konzentrationen.

RFC
CD14++
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a0} O LPS+ ohne Epoetin alpha
350+
@ LPS+ Epoetin alpha 50IE

300
250 B LPS+ Epoetin alpha 100IE
200+= ‘ ‘ =

48h 72h

Abbildung 21: Expression von CD14++ LPS stimulierter Monozyten und nachfolgender Inkubation mit EPO
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Effekt von Epoetin alpha auf die Expression von CD1  6:

CD16 reagierte wie CD14 mit einer dosisabhéngigen Verminderung der Expression unter
dem Einfluss von Epoetin alpha. Dieser Effekt liel3 sich sowohl bei unstimulierten als auch

mit LPS stimulierten Monozyten feststellen.

Effekt von Epoetin alpha auf die Expression von HLA  -DR:

Bei unstimulierten Monozyten stieg die Expression von HLA-DR wéahrend der Dauer der Zell-
kultur kontinuierlich an. Die Expression von HLA-DR wurde unter dem Einfluss von Epoetin
alpha vermehrt, ausgepragter in hoherer Dosierung. Die potente Hemmung der HLA-
Expression durch LPS wurde durch Epoetin alpha gegenlaufig beeinflusst. Es kam zu einem
nicht sehr ausgepragtem, aber regelméafligem Anstieg der HLA-DR-Expression im Verlauf
der Zellkultur (Abbildungen 22-23).

HLA-DR 3507 B HLA-DR

800 ~
700

600 O ohne Epoetinalpha 20
500

O Epoetinalpha 501E 100

400
300 |
200 4o 5o
1004 B Epoetinalpha 100IE '
o T T T
0 T U

T
unstimuliert stimuliert stimuliert,
EPO100IE

48h 72h

Abbildung 22: HLA-DR-Expression unstimulierter Mo- Abbildung 23: HLA-DR-Expression stimulierter Mono-
nozyten zyten zum Messzeitpunkt nach 48 Stunden

Expression von HLA-DR auf Monozyten mit Epoetin alp  ha-Vorinkubation und
spaterer LPS-Exposition:

Im Gegensatz zur vermehrten HLA-DR-Expression durch Epoetin alpha bei Vorinkubation
mit LPS fiel bei Epoetin alpha-Vorinkubation und spéterer LPS-Exposition die HLA-DR-

Expression sowohl bei unstimulierten als auch bei stimulierten Monozyten.

TLR2- und TLR4-Expression unter dem Einfluss von Ep  oetin alpha:

Die unstimulierte monozytare Expression von TLR2 und TLR4 erhéhte sich unter dem Ein-
fluss von Epoetin alpha, fir TLR4 allerdings erst gegen Ende der Zellkulturzeit (Messzeit-
punkt nach 72 Stunden). Je niedriger die Dosis war (50 IE), desto mehr TLR2 wurde expri-
miert. Die TLR4-Expression war jedoch bei der héheren Dosierung ausgepragter, mit einer
im Verlauf der Zellkultur zunehmenden Dosisunabhangigkeit. Wurden Monozyten mit LPS
vorbehandelt, stieg unter Epoetin alpha-Einfluss die Expression von TLR2 und TLR4 eben-

falls an, jedoch bei beiden Rezeptoren erst am Ende der Zellkultur zum Messzeitpunkt nach
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72 Stunden. Die Gesamtexpression der Toll-like Rezeptoren 2 und 4 sank im Verlauf der
Zellkultur ab dem Messzeitpunkt nach 48 Stunden langsam ab. Ausnahme war der zeitlich
steigende Verlauf von TLR2 bei unstimulierten Monozyten unter dem Einfluss von Epoetin
alpha (Abbildungen 24-27).

RFC RFC
TLR4
25 TLR2 0.
8,
20 a
6,
151 O ohne Epoetin alpha 5+ O ohne Epoetin alpha
10 4
B Epoetin alpha 1001E 3 B Epoetin alpha 1001E
54 24
1
0 ohne LPS 0+ ohne LPS
48h 72h 48h 72h

Abbildung 24: Expression von TLR2 bei unstimulierten Abbildung 25: Expression von TLR4 bei unstimulierten

Monozyten, Mittelwert aus zwei Versuchen Monozyten, Mittelwert aus zwei Versuchen
RFC RFC
1+ TLR2 9 TLR4
9 8|
84 7
7 6
27 O ohne Epoetinalpha 5 0O ohne Epoetinalpha
4: 41
34 B Epoetinalpha 100IE 3 | Epoetinalpha 100IE
2 P
1 1
0 — 0 -
48h 72h mit LPS 48h 72h mit LPS

Abbildung 26: Expression von TLR2 bei LPS- Abbildung 27: Expression von TLR4 bei LPS-
stimulierten Monozyten, Mittelwert aus zwei Versuchen  stimulierten Monozyten, Mittelwert aus zwei Versuchen

Expression von TLR2 und TLR4 auf Monozyten mit Epoe tin alpha-
Vorinkubation und spaterer LPS-Exposition:

Insgesamt kam es nach Epoetin alpha-Vorinkubation zu einer Verminderung der Expression
von TLR2 und TLR4 bei stimulierten Monozyten im Gegensatz zum anderen Versuchsauf-
bau mit LPS-vorinkubierten Zellen. Die Reaktion unstimulierter Monozyten war fir TLR2 und

TLRA4 bei beiden Versuchansatzen identisch. Es kam zu einer Erhéhung der Expression.
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4.2.1.2 Einfluss von NESP auf Monozytenantigene (in

vitro)

NESP kam in den Dosierungen 2 pg/ml, 6 pg/ mlund 12 pg/ml zum Einsatz.

Tabelle 6: Modulation der Expression monozytarer Antigene unter dem Einfluss von NESP

NESP | Versuch Expression der Antigene Expression der Antigene
(stimuliert = mit LPS vorinku- | (stimuliert = LPS erst nach
biert) der Zugabe von NESP)

Stimulation der Monozyten | vermehrt vermehrt
mit LPS
NESP mit unstimulierten | vermindert vermindert,
Monozyten keine eindeutige Dosisab-
hangigkeit
T
< zeitlicher Verlauf der Expres- | ohne NESP steigend/ mit | steigend
E' sion bei unstimulierten Mo- | NESP unverandert
O nozyten
NESP mit stimulierten Mono- | vermindert nicht konstant
zyten
zeitlicher Verlauf der Expres- | ohne NESP steigend/ mit | steigend
sion bei stimulierten Monozy- | NESP unverandert
ten
Stimulation der Monozyten | vermehrt vermehrt
mit LPS
NESP mit unstimulierten | vermindert, dosisabhangig vermindert
Monozyten
+ zeitlicher Verlauf der Expres- | ohne NESP steigend/ mit | steigend
‘“_3' sion bei unstimulierten Mo- | NESP abfallend
(A nozyten
O NESP mit stimulierten Mono- | vermindert, dosisabhangig nicht konstant
zyten
zeitlicher Verlauf der Expres- | ohne NESP steigend/ mit | steigend
sion bei stimulierten Monozy- | NESP abfallend
ten
Stimulation der Monozyten | vermindert vermindert
mit LPS
NESP mit unstimulierten | nicht konstant Tendenz zu vermehrter Ex-
Monozyten pression, nicht konstant
a4 - : : :
o) zeitlicher Verlauf der Expres- | steigend ohne NESP steigend/ mit
<t sion bei unstimulierten Mo- NESP nicht konstant
| nozyten
I NESP mit stimulierten Mono- | nicht konstant vermehrt
zyten
zeitlicher Verlauf der Expres- | steigend nicht konstant
sion bei stimulierten Monozy-
ten
Stimulation der Monozyten | nicht konstant vermindert
o~ mit LPS
X | NESP mit unstimulierten | nicht konstant vermehrt,
|:' Monozyten keine deutliche Dosisabhan-

gigkeit
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NESP | Versuch Expression der Antigene Expression der Antigene
(stimuliert = mit LPS vorinku- | (stimuliert = LPS erst nach
biert) der Zugabe von NESP)

zeitlicher Verlauf der Expres- | nicht konstant nicht konstant
sion bei unstimulierten Mo-
nozyten
NESP mit stimulierten Mono- | vermindert, nicht konstant
zyten deutlicher in hoherer Dosie-
rung
zeitlicher Verlauf der Expres- | abfallend sinkend
sion bei stimulierten Monozy-
ten
Stimulation der Monozyten | nicht konstant vermindert
mit LPS
NESP mit unstimulierten | vermindert in héherer Dosie- | vermehrt,
Monozyten rung, erhoht in niedrigerer | keine deutliche Dosisabhén-
Dosierung gigkeit
zeitlicher Verlauf der Expres- | nicht konstant ohne NESP abfallend/ mit
< sion bei unstimulierten Mo- NESP nicht konstant
s nozyten
|:' NESP mit stimulierten Mo- | vermindert, leichte Erhéhung der Expres-

nozyten

deutlicher in hoherer Dosie-
rung

sion beim Messzeitpunkt ,48
Stunden®, bei ,72 Stunden*
keine eindeutigen Verande-
rungen

zeitlicher Verlauf der Expres-
sion bei stimulierten Monozy-
ten

abfallend

abfallend

Insgesamt lief3 sich fir NESP tendenziell ein &hnlicher Einfluss auf CD14, CD16 und HLA-
DR feststellen wie fur EPO. Die Verschiebungen der Expression waren jedoch geringer. Fir

TLR2 und TLR4 lie3en sich keine eindeutigen Effekte belegen, die einen Vergleich mit EPO

zuliel3en. Moglicherweise bringen weiterfihrende Versuche mit héheren Dosierungen von
NESP mehr Klarheit.
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4.2.2 Bisphosphonate: Ibandronséure

Einfluss von Ibandronat auf Monozytenantigene (inv  itro)

Ibandronat kam in den Dosierungen 10™° M/ml und 10 M/ml zum Einsatz.

Tabelle 7: Modulation der Expression monozytarer Antigene unter dem Einfluss von Ibandronat

Iban- | Versuch Expression der Antigene
dronat (stimuliert = mit LPS vorinkubiert)
Stimulation der Monozyten mit LPS vermehrt
Ibandronat mit unstimulierten Monozyten vermindert,
ausgepragter in niedrigerer Dosierung
i zeitlicher Verlauf der Expression bei unstimulier- | steigend
: ten Monozyten
) Ibandronat mit stimulierten Monozyten vermindert,
O ausgepragter in niedrigerer Dosierung
zeitlicher Verlauf der Expression bei stimulierten | steigend
Monozyten
Stimulation der Monozyten mit LPS vermehrt
Ibandronat mit unstimulierten Monozyten vermindert, keine Dosisabhéngigkeit
+
S zeitlicher Verlauf der Expression bei unstimulier- | steigend
a) ten Monozyten
andronat mit stimulierten Monozyten eine eindeutige Reaktion
O | Ibandronat mit stimulierten M k deutige Reakt
zeitlicher Verlauf der Expression bei stimulierten | steigend
Monozyten
Stimulation der Monozyten mit LPS vermindert
Ibandronat mit unstimulierten Monozyten vermindert in niedrigeren Dosierungen,
e bei 10°M/ml erhohte Expression
D. zeitlicher Verlauf der Expression bei unstimulier- | steigend
i ten Monozyten
T Ibandronat mit stimulierten Monozyten keine eindeutige Reaktion
zeitlicher Verlauf der Expression bei stimulierten | steigend
Monozyten
Stimulation der Monozyten mit LPS vermindert
Ibandronat mit unstimulierten Monozyten keine eindeutige Reaktion
Q)
% zeitlicher Verlauf der Expression bei unstimulier- | ansteigend bis zum Messzeitpunkt ,48
— ten Monozyten Stunden“/ anschlieend sinkend
Ibandronat mit stimulierten Monozyten keine eindeutige Reaktion
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Iban- | Versuch Expression der Antigene
dronat (stimuliert = mit LPS vorinkubiert)
zeitlicher Verlauf der Expression bei stimulierten | vermindert
Monozyten
Stimulation der Monozyten mit LPS vermindert
Ibandronat mit unstimulierten Monozyten vermehrt

zeitlicher Verlauf der Expression bei unstimulier- | ansteigend bis zum Messzeitpunkt ,48

E ten Monozyten Stunden*/ anschlielend abfallend
-l
(o Ibandronat mit stimulierten Monozyten leicht erhoht,
deutlicher in niedrigerer Dosierung
zeitlicher Verlauf der Expression bei stimulierten | ansteigend bis zum Messzeitpunkt ,48
Monozyten Stunden*/ anschlielend abfallend
Ibandronat und die Expression von CD14 auf unstimul ierten und auf mit LPS

aktivierten Monozyten:

Bei der Inkubation unstimulierter Monozyten mit Ibandronat wurde eine Verminderung der
Expression von CD14++ beobachtet, die in niedrigerer Dosierung ausgepragter stattfand
(Abbildung 28). Bei mit LPS stimulierten Monozyten wurde eine nur geringfligige Verminde-
rung der Expression festgestellt. Auch hier ergab die niedrigere Dosierung den wirkungsvol-
leren Effekt (Abbildung 29).

RFC CD14 RFC
2501 — 450 1 CD14
400
200 350
300
1507 O ohne Ibandronat 250 O ohne Ibandronat
1004 200 A
B mit Ibandronat 150 B mit Ibandronat
50 4 100
50
0 — 0
48h 72h ohne LPS 48h 72h mit LPS

Abbildung 28: Expression von CD14++ unstimulierter Abbildung 29: Expression von CD14++ stimulierter
Monozyten unter Bisphosphonat Monozyten unter Bisphosphonat

Ibandronat und die Expression von CD16 auf unstimul ierten und auf mit LPS
aktivierten Monozyten:

Die Expression von CD16 bei unstimulierten Monozyten war nach Inkubation mit Ibandronat
vermindert. Im Gegensatz zu CD14 liel3 sich jedoch keine Dosisabhangigkeit feststellen. Der
CD16-Rezeptor wies bei mittels LPS stimulierten Monozyten keine eindeutige Reaktionen

auf.
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Ibandronat und die Expression von HLA-DR auf unstim ulierten und auf mit LPS
aktivierten Monozyten:

Zugabe von Ibandronsaure zu unstimulierten

3501 HLA-DR Monozyten verminderte HLA-DR Expression.
3222 In der hdchsten verwendeten Dosierung kam
rrc 2](;2 es dagegen zur erhohten Expression von
100 8 mit Ibandronat HLA-DR (Abbildung 30). Bei mit LPS inku-
527 L | bierten Zellen ergaben sich keine eindeuti-

agh " 7n &
ohne LPS gen Veranderungen.

Abbildung 30: Expression von HLA-DR unstimulierter
Monozyten unter Bisphosphonat

Ibandronat und die Expression von TLR2 und TLR4 auf unstimulierten und auf
mit LPS aktivierten Monozyten:

Fur den TLR2-Rezeptor konnten keine eindeutigen Ergebnisse beobachtet werden. TLR4
reagierte auf Ibandronsaure mit einer vermehrten Expression sowohl bei unstimulierten als
auch bei stimulierten Monozyten. Bei mit LPS aktivierten Zellen war der Effekt in niedriger

Dosierung weniger ausgepragt.
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4.2.3 Glucocorticoide: Prednisolon

Einfluss von Prednisolon auf Monozytenantigene (in

vitro)

Prednisolon kam in den Dosierungen 10 M/ml, 10° M/ml und 10" M/ml zum Einsatz.

Tabelle 8: Modulation der Expression monozytérer Antigene unter dem Einfluss von Prednisolon

Pred- | Versuch Expression der Antigene Expression der Antigene
nisolon (stimuliert = mit LPS vorin- | (stimuliert = LPS erst nach
kubiert) der Zugabe von Prednisolon)
Stimulation der Monozyten | vermehrt vermehrt
mit LPS
Prednisolon mit unstimulier- | vermindert, vermindert,
ten Monozyten deutlicher in hoherer Dosie- | deutlich in héherer Dosie-
rung rung
+ zeitlicher Verlauf der Ex- | ansteigend bis zum Mess- | steigend
+ pression bei unstimulierten | zeitpunkt ,48 Stunden‘/ an-
3 Monozyten schlieRend abfallend
[ : T :
(@) Prednisolon mit stimulierten | vermindert, vermehrt,
Monozyten deutlicher in hoherer Dosie- | deutlicher in  niedrigerer
rung Dosierung
zeitlicher Verlauf der Ex- | nicht konstant ansteigend bis zum Mess-
pression bei stimulierten zeitpunkt ,48 Stunden“, an-
Monozyten schlieRend sinkend
Stimulation der Monozyten | vermehrt vermehrt
mit LPS
Prednisolon mit unstimulier- | vermindert, vermindert, nur in hoéherer
ten Monozyten deutlicher in hoherer Dosie- | Dosierung
rung
+ zeitlicher Verlauf der Ex- | nicht konstant abfallend
© pression bei unstimulierten
5‘ Monozyten
&) Prednisolon mit stimulierten | vermindert, vermehrt  bei niedrigerer
Monozyten deutlicher in hoherer Dosie- | Dosierung, vermindert bei
rung héherer Dosierung
zeitlicher Verlauf der Ex- | steigend ansteigend bis zum Mess-
pression bei stimulierten zeitpunkt ,48 Stunden“, an-
Monozyten schlieRend sinkend
Stimulation der Monozyten | vermindert vermindert
mit LPS
% Prednisolon mit unstimulier- | vermindert in héherer Dosie- | vermindert
: ten Monozyten rung
i
T zeitlicher Verlauf der Ex- | nicht konstant steigend

pression bei unstimulierten
Monozyten
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Pred- | Versuch Expression der Antigene Expression der Antigene
nisolon (stimuliert = mit LPS vorin- | (stimuliert = LPS erst nach
kubiert) der Zugabe von Prednisolon)
Prednisolon mit stimulierten | geringfligige Verminderung geringfiigige Verminderung
Monozyten
zeitlicher Verlauf der Ex- | abfallend mit Prednisolon/ | steigend
pression bei stimulierten | steigend ohne Prednisolon
Monozyten
Stimulation der Monozyten | vermindert geringfiigige Erhéhung
mit LPS
Prednisolon mit unstimulier- | deutliche Erhéhung, vermehrt,
ten Monozyten deutlicher in hoherer Dosie- | deutlicher in hdherer Dosie-
rung rung
N zeitlicher Verlauf der Ex- | steigend mit Prednisolon/ | steigend mit Prednisolon/
e pression bei unstimulierten | abfallend ohne Prednisolon abfallend ohne Prednisolon
— Monozyten
I— . T
Prednisolon mit stimulierten | vermehrt, vermehrt
Monozyten deutlicher in hoherer Dosie-
rung
zeitlicher Verlauf der Ex- | abfallend abfallend
pression bei stimulierten
Monozyten
Stimulation der Monozyten | nicht konstant vermindert
mit LPS
Prednisolon mit unstimulier- | vermehrt, vermehrt,
ten Monozyten deutlich beim Messzeitpunkt | deutlicher in hdherer Dosie-
.72 Stunden” rung
zeitlicher Verlauf der Ex- | steigend, ansteigend bis zum Mess-
< pression bei unstimulierten | in héherer Dosierung spater | zeitpunkt ,48 Stunden®, an-
nd Monozyten wieder abfallend schlieRend abfallend
-l
I_

Prednisolon mit stimulierten
Monozyten

vermindert,
deutlicher in hoherer Dosie-
rung

vermehrt,
deutlicher in hoherer Dosie-
rung

zeitlicher Verlauf der Ex-
pression bei stimulierten
Monozyten

abfallend

ansteigend bis zum Mess-
zeitpunkt ,48 Stunden®, an-
schlieRend abfallend
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Prednisolon und die Expression von CD14 und CD16 au f unstimulierten und
auf mit LPS aktivierten Monozyten:

Durch Prednisolon kam es zu einer vermin-

RFC

250 = CD14 derten Expression von CD14 und auch von

200 CD16 bei unstimulierten Monozyten (Abbil-
50 ® ohne Prednisolon dung 31-32). Je héher die eingesetzte Dosie-
msz’ I ® mit Prednisolon rung, desto ausgepragter war dieser Effekt.
o T on ohne LPS

Abbildung 31: CD14 Expression unstimulierter Monozy-
ten. Abregulation von CD14 unter Prednisolon
(p<0,001)

Bei mit LPS vorinkubierten Monozyten verminderte sich die Expression von CD14 und CD16
signifikant (Abbildung 33). Wieder war die Hohe der Dosis ausschlaggebend fir das Ausmalf}
der Expression: Je hoher die Dosis, desto ausgepragter der Abfall der CD14 und CD16 Ex-
pression (Abbildung 35). Monozyten, die zu Beginn der Zellkultur mit Prednisolon beschickt
wurden und bei denen die LPS-Exposition spater erfolgte, zeigten vermehrte Expression von
CD14 und CD16 (Abbildung 34). Jedoch war diese Vermehrung der Expression umso aus-
gepragter, je niedriger die Dosierung von Prednisolon war (Abbildung 36). Fir CD16 kam es

nur in héherer Dosierung zu einer verminderten Expression (Abbildung 37-38).

140504.002
& ‘ -
CD14 &
223
503
ohne LPS 8 1
< 1
1° 10 102 10#
CDi4FITC
CD14 140564.016
04
ohne LPS o]
. o
Prednisolon ]
-4 o ;
10°M 109 10! 162 108 10t
CDI4HTC .

Abbildung 32: Prednisolon-induzierter Shift der CD14-Expression unstimulierter Monozyten zum Messzeitpunkt
nach 72 Stunden, rote Linie: schematische Darstellung der Isotypkontrolle
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Abbildung 33: Prednisolon-induzierter Shift der CD14-Expression stimulierter Monozyten zum Messzeitpunkt

270504.004

Q
CD14 £7;
8;‘
mit LPS oy .
100 102 108 10%
CD14ATC
CD 14 270504.008
mit LPS
Prednisolon |
10*M 10! 10?

nach 48 Stunden, rote Linie: schematische Darstellung der Isotypkontrolle

'2506_04.005
CD14
mit LPS
10! 102 103 104
CD14HTC
CD14 250604.012
Vorinkubati- |
on
mit Predniso-
lon 10 °M
& mit LPS

Abbildung 34: Prednisolon-induzierter Shift der monozytdren CD14-Expression nach Prednisolon-Vorinkubation
und spéterer LPS-Exposition, Messzeitpunkt nach 72 Stunden, rote Linie: schematische Darstellung der Isotyp-

kontrolle
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RFe CD14++ RFC CD14++
450 600
400 4 O nur LPS O nur LPS
3504 500 |
300 L 400 4
250 . .
O +LPS Prednisolon - 300 O +LPS Prednisolon -4M
200
4M
150 1 200
100
100
504 B +LPS Prednisolon - B +LPS Prednisolon -6M
0+= T — 6M Y
24h 72h 24h 48h

Abbildung 35: Dosisabhangige Expression von Abbildung 36: Dosisabhdngige Expression von

CD14++ bei mit LPS vorinkubierten Monozyten CD14++ bei Monozyten mit zeitlich spaterer LPS-
Exposition
e CD16++ RFe CD16++
707 = 80 1
60 704
50 B ohne Prednisolon, mit 60 B ohne Prednisolon, mit
LPS 50 LPS
40
40 -
30
30
207 ® mit Prednisolon -4M, 201 ® mit Prednisolon -6M,
104 mit LPS 10 - mit LPS
0 T I 0
24h 72h 24h 48h

Abbildung 37: Expression von CD16++ bei mit LPS Abbildung 38: Expression von CD16++ bei Monozyten
vorinkubierten Monozyten mit zeitlich spaterer LPS-Exposition
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Das folgende Scatter-Diagramm des Flowzytometers (Abbildung 39) verdeutlicht die Vertei-
lung der CD14++ Subpopulationen LPS stimulierter Monozyten unter dem Einfluss von
Prednisolon: Eine Verschiebung der Zellwolke nach links kennzeichnet die durch Predniso-
lon verminderte Expression von CD14. Die gleichfalls verminderte Auspragung des CD16+
Subtyps durch Prednisolon war an der ,gestauchten* Zellwolke zu erkennen. Ebenso kann
der zeitliche Verlauf der Rezeptorexpression am Scatter-Diagramm nachvollzogen werden:
Zum Messzeitpunkt nach 72 Stunden (rechte Seite der Abbildung) war im Gegensatz zum
Messzeitpunkt nach 24 Stunden (linke Seite der Abbildung) die Zellwolke nach rechts (ver-
mehrt CD14) und oben (vermehrt CD16) verschoben.

140504.00
< 120504.007 ES) !
=3 3 .
3 CD14dim/CD16++ ] CD14d'mICDo18)1'Z++/CD1e+
CD144++/CD16+
o) 1 (e
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g 8
%(\l %NO-I
O o -
©o a
Kontrolle g o
]
mit LPS -] oy
3 cD
1cD144+/CD16- el
5] () NN - - S
= TR T3 10 10 10 10 104
100 10! 102 3 10t CD14FITC
CDI4FITC
24 Stunden 72 Stunden
% 120604.010 + 140504.012
CD14dim/CD16++ T H
CD144++/CD16+ CD14dIm/CDC18:Z++/CD16+
- x
21 2 ‘
8 - E
a o =
9(\‘9_' ;No_
Predniso- 8 a
lon mit LPS P o
P14++/CD16- CD14++/CD16-
OS i) § T T Ty s
100 10! 102 103 10* 100 10! 102 108 ot
CD14 FITC CD14 FITC
24 Stunden 72 Stunden

Abbildung 39: Scatter-Diagramm des Einflusses von Prednisolon auf die CD14++ Subpopulation LPS stimulierter
Monozyten in vitro.
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Prednisolon und die Expression von HLA-DR auf unsti mulierten und auf mit
LPS aktivierten Monozyten:

Kontrolle ohne Prednisolon

RFC

1000 HLA-DR
140504.001 900
800 -

700
600 @ ohne Prednisolon
500
400 ) i
300 B mit Prednisolon

| 200
104 100 +

o [

f ohne LPS
48h 72h

Counts
0 2 4 6 8

108

10!

1
Anti-HLA-DR PE
HLA-DR ohne LPS

Ansatz mit Prednisolon

Abbildung 40: HLA-DR Expression unstimulierter
140504.016 CD14++ Monozyten unter Einfluss von Prednisolon

10! 10% 104

102
Anti-HLA-DR PE

Abbildung 41: Prednisolon-induzierter Shift d.h. Ab-

nahme der monozytaren HLA-DR-Expression, rote

Linie: schematische Darstellung der Isotypkontrolle

Durch Prednisolon wurde die HLA-DR Expression unstimulierter Monozyten vermindert,
ausgepragter in hoherer Dosierung (Abbildungen 41-42). Wurden Monozyten mit LPS vorin-
kubiert, kam es zu einer geringflgigen Verminderung der Expression von HLA-DR. Der glei-
che Effekt wurde beobachtet, wenn die LPS-Exposition erst zu einem spateren Zeitpunkt
erfolgte (Abbildungen 42-43). Die Unterschiede zwischen den Prednisolon-Dosierungen wa-
ren gering. Die Wirkung von LPS auf HLA-DR, d.h. dessen verminderte Expression, wurde
durch Prednisolon verstarkt.

RFC
- RFC -

100+ HLA-DR 60+ — HLA-DR
90 +

80| = 501

70 1 40

607 O ohne Prednisolon 0 ohne Prednisolon
50 30

40 +

304 B mit Prednisolon 20+ B mit Prednisolon
20 Iy

10 m

0= — ; LPS- 0 | LPS nach

48h 72h Vorinkubation 24h 48h Prednisolon

Abbildung 42: HLA-DR Expression mit LPS vorinku- Abbildung 43: HLA-DR Expression CD14++ Monozyten
bierter CD14++ Monozyten unter Prednisolon unter Prednisolon nach zeitlich spaterer LPS-
(p<0,001) Exposition (p<0.001)
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Prednisolon und die Expression von TLR2 und TLR4 au f unstimulierten und
auf mit LPS aktivierten Monozyten

307 TLR2 16 TLR2
25 — 141
]2 4
20 O ohne Prednisolon 104
o B ohne Prednisolon
157 ' ' 8
O mit Prednisolon-4M
10 67 B mit Prednisolon
B mit Prednisolon-6M 41
5 2
0 e 0 LPS-
24h 48h 72h ohne LPS 48h 72h

Vorinkubation

Abbildung 44: Dosisabhangige Expression von TLR2 Abbildung 45: TLR2-Expression CD14++ Monozyten
CD14++ unstimulierter Monozyten unter Prednisolon nach LPS-Stimulation unter Prednisolon
(p<0,01)

RFC
9- TLR4
84 TLR2
7,
6
5+ 3 ohne Prednisolon O ohne Prednisolon
4 ,
3 B mit Prednisolon
2 ,
1 LPS nach
0 st . Prednisolon 48h 72h ohne LPS

Abbildung 46: Effekt von Prednisolon: Zunahme der Abbildung 47: TLR4-Expression CD14++ unstimulier-
TLR2 Expression auf CD14++ Monozyten nach zeitlich ter Monozyten (p<0,05)

verzogertem LPS-Kontakt

Unter Prednisolon nahm bei unstimulierten Monozyten die TLR2 Expression zu, die unter
hoherer Glukokortikoid-Dosierung ausgepragter war (Abbildung 44). Der gleiche Effekt, d.h.
eine Erhéhung der TLR2-Expression, war bei stimulierten Monozyten zu beobachten. Dies
galt sowohl fur die Vorinkubation mit LPS als auch fir einen zeitlich spateren LPS-Kontakt
(Abbildungen 45-46).

Auch fur TLR4 ergab sich durch Prednisolon auf unstimulierten Monozyten eine vermehrte

Expression, die bei hoherer Dosierung ausgeprégter war (Abbildung 47).

Wurden kultivierte Monozyten mit LPS vorinkubiert, nahm die Expression von TLR4 ab (Ab-
bildung 48). Ein gegensétzlicher Effekt wurde beobachtet, wenn der LPS-Kontakt zu einem
spaterem Zeitpunkt erfolgte: Die Expression von TLR4 war jetzt erhoht. Diese Effekte waren

jeweils in hoherer Dosierung ausgepragter.
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o] TLR4 TLR4

7,

6 m

5+ 3 ohne Prednisolon 3 ohne Prednisolon

4 m

34 B mit Prednisolon B mit Prednisolon

2 m

1

0+—— LPS- LPS nach

48h 72h ) ) )

Vorinkubation Prednisolon

Abbildung 48: TLR4 Expression unter Prednisolon von Abbildung 49: TLR4-Expresion unter Pednisolon. von
CD14++ Monozyten nach LPS-Stimulation (bei 48h: CD14++ Monozyten nach zeitlich verzogerter LPS-
p<0,01) Exposition.

4.2.4 Atorvastatin, LDL und e-LDL

4.2.4.1 Einfluss von Atorvastatin auf Monozytenanti  gene (in vitro)

Atorvastatin kam in den Dosierungen 10°® M/ml, 10® M/ml und 10™*2 M/ml zum Einsatz.

Tabelle 9: Modulation der Expression monozytérer Antigene unter dem Einfluss von Atorvastatin

Statin | Versuch Expression der Antigene
(stimuliert = mit LPS vorinkubiert)
Stimulation der Monozyten mit LPS vermehrt
Atorvastatin mit unstimulierten Monozyten vermindert,
wenig ausgepragt, meist erst zum Mess-
zeitpunkt ,48 Stunden*®
i
< zeitlicher Verlauf der Expression bei unstimulier- | steigend
8 ten Monozyten
O Atorvastatin mit stimulierten Monozyten nicht eindeutig
zeitlicher Verlauf der Expression bei stimulierten | steigend
Monozyten
Stimulation der Monozyten mit LPS gering vermehrt
Atorvastatin mit unstimulierten Monozyten vermindert
+
8 zeitlicher Verlauf der Expression bei unstimulier- | steigend
a) ten Monozyten
) Atorvastatin mit stimulierten Monozyten nicht eindeutig
zeitlicher Verlauf der Expression bei stimulierten | steigend
Monozyten
. Stimulation der Monozyten mit LPS vermindert
5 g
T O | Atorvastatin mit unstimulierten Monozyten erhoht
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Statin | Versuch Expression der Antigene
(stimuliert = mit LPS vorinkubiert)

zeitlicher Verlauf der Expression bei unstimulier- | nicht eindeutig
ten Monozyten
Atorvastatin mit stimulierten Monozyten vermindert
zeitlicher Verlauf der Expression bei stimulierten | nicht eindeutig
Monozyten
Stimulation der Monozyten mit LPS vermindert
Atorvastatin mit unstimulierten Monozyten vermindert

Y zeitlicher Verlauf der Expression bei unstimulier- | steigend

— ten Monozyten

- T ”
Atorvastatin mit stimulierten Monozyten erhoht
zeitlicher Verlauf der Expression bei stimulierten | steigend
Monozyten
Stimulation der Monozyten mit LPS vermindert
Atorvastatin mit unstimulierten Monozyten nicht eindeutig

o zeitlicher Verlauf der Expression bei unstimulier- | steigend

|:l ten Monozyten
Atorvastatin mit stimulierten Monozyten erhoht
zeitlicher Verlauf der Expression bei stimulierten | steigend

Monozyten

Atorvastatin und die Expression von CD14 auf unstim

aktivierten Monozyten:

350

300

250
200
150
100

50

24h 48h

CD14

O unstimuliert

B mit Atorvastatin

ohne LPS

ulierten und auf mit LPS

Abbildung 50: Einfluss von Atorvastatin auf CD14++ unstimulierter Monozyten, keine signifikante Anderung

Nach Inkubation der Zellen mit Atorvastatin verminderte sich geringfligig die Expression von
CD14 (Abbildung 50). Die zusatzliche Gegenwart von LPS induzierte eine Erhéhung des
membrangebundenen CD14 im Verlauf der Zellkultur. Durch Atorvastatin wurde jedoch

CD14 in mit LPS vorinkubierten Monozyten nicht eindeutig beeinflusst.

59



Eigene Untersuchungen

Effekt von Atorvastatin auf die Expression von CD16

CD16 reagierte wie CD14 mit einer verminderten Expression unter Einfluss von Atorvastatin.
Dieser Effekt lies sich nur bei unstimulierten Monozyten feststellen. Bei mit LPS stimulierten

Monozyten war kein eindeutiger Effekt nachweisbar.

Expression von HLA-DR auf unstimulierten und auf mi t LPS aktivierten Mono-
zyten:

Bei unstimulierten Monozyten stieg die Expression von HLA-DR wéhrend der Dauer der Zell-
kultur kontinuierlich an. Dieser Effekt blieb bei mit LPS stimulierten Zellen unveréndert be-
stehen. Die Expression von HLA-DR wurde unter dem Einfluss von Atorvastatin vermehrt.
Die ausgepragte Hemmung der HLA-Expression durch LPS wird jedoch durch Atorvastatin
verstarkt. Diese Effekte konnten am deutlichsten erst gegen Ende der Zellkulturzeit, d.h.

beim Messzeitpunkt nach 48 Stunden, beobachtet werden (Abbildungen 51-52).

RFC REC
400 HLA-DR 70 HLA-DR
350 60
300 4 50 4 O stimuliert
250
—] O unstimuliert 404
200 4
150 | 304
7 | mit Atorvastatin -8M 20 B LPS+ Atorvastatin -
100
8M
50 104
0 0 T
24h 48h 24h 48h

Abbildung 51: Expression von HLA-DR unstimulierter Abbildung 52: Expression von HLA-DR stimulierter
Monozyten unter dem Einfluss von Atorvastatin  Monozyten unter dem Einfluss von Atorvastatin

(p<0,05) (p<0.01). Der Skalenvergleich zu Abbildung 52 zeigt
die bereits dramatische Abregulation von HLA-DR
unter LPS.

Expression von TLR2 und TLR4 auf unstimulierten und auf mit LPS aktivierten

Monozyten:

RFC
14 TLR2
]2,
10,
8 O unstimuliert
6+ =]
4 m mit Atorvastatin-8M
2,
0 — T —
24h 48h

Abbildung 53: Effekt von Atorvastatin auf TLR2 unstimulierter Monozyten
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Atorvastatin verminderte bei unstimulierten Monozyten nach 24 Stunden die Expression von
TLR2 (Abbildung 53), wahrend fir den TLR4-Rezeptor kein eindeutiges Ergebnis fur unsti-
mulierte Monozyten dargestellt werden konnte. Im Gegensatz dazu kam es bei LPS stimu-
lierten Monozyten zu einer geringfugigen Erhdhung der Rezeptorexpression sowohl von
TLR2 als auch von TLRA4.

Die Befunde waren fir uns abschlieRend nicht endgultig beurteilbar, da ein Einfluss der Tra-
gersubstanz fur die Losung des Statins auf die Immunph&notypie der Zellen nicht auszu-
schlieBen war. Aus unseren Daten erhebt sich die Frage, ob dieser Aspekt bei anderen Stu-
dien Dbertcksichtigt wurde oder

ob mogliche Artefakte in die Schlussfolgerungen

einzubeziehen sind.

4.2.4.2 Einfluss von LDL und e-LDL auf Monozytenant igene (in vitro)

LDL und e-LDL wurde in der Dosierung 75 pg/ml eingesetzt.

Tabelle 10: Modulation der Expression monozytarer Antigene unter dem Einfluss von LDL und e-LDL

Versuch, Monozyten ohne Expression der Antigene Expression der Antigene
LPS unter dem Einfluss von unter dem Einfluss von
LDL e-LDL
%—_ Substanz vermindert vermindert
—
o zeitlicher Verlauf der Ex- | abfallend abfallend
O pression
$ Substanz vermindert vermindert
—
o zeitlicher Verlauf der Ex- | abfallend abfallend
O pression
. Substanz vermehrt steigend mit z.T. aulerge-
< wohnlich hohen Werten
_I_—_I O | zeitlicher Verlauf der Ex- steigend steigend
pression
o~ Substanz vermindert vermehrt
ad
I:I zeitlicher Verlauf der Ex- | steigend steigend
pression
Substanz vermehrt vermehrt
s 8
)
|:' é zeitlicher Verlauf der Ex- | steigend steigend
pression
< o Substanz vermindert (2 von 3) vermindert (2 von 3)
X —
—1 = | zeitlicher Verlauf der Ex- | steigend steigend (2 von 3)
== pression
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Expression von CD14 und CD16 auf unstimulierten Mon  ozyten:

RCF
CD14
600+
o
50011 II'l
4004 i O Leerwert
300+ |I']
@LDL
200¢1 ('] 1
100 I I He-LDL
0 = T =
0,25h 6h
ohne LPS

Abbildung 54: Expression von CD14++ kultivierter Blutmonozyten unter dem Einfluss von LDL und e-LDL

Sowohl bei CD14 (Abbildung 54) als auch CD16 wurde nach dem Kontakt mit LDL und
e-LDL eine verminderte Expression festgestellt. Bei den sehr friih gemessenen Zeitinterval-
len von 6 und 12 Stunden verminderte sich auch bei den Kontrollwerten ohne Lipid sowohl
die CD14+ als auch die CD16+ Expression.

HLA-DR Expression unstimulierter Monozyten unter LD L und e-LDL:

Unter dem Einfluss der Lipoproteine LDL und vor allem e-LDL zeigte HLA-DR tendenziell
eine Erhéhung der Expression gegen Ende der Kulturzeit. Die Veranderungen waren bei
Kontakt mit e-LDL deutlicher als mit LDL (Abbildung 55).

RFC HLA-DR
1400+
1200
1000
O Leerwert
800
6001 mLDL
4004 me-LDL
0 ! !
0,25h 12h ohne LPS

Abbildung 55: Monozytare Expression von HLA-DR unter dem Einfluss von LDL und e-LDL
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Expression von TLR2 auf unstimulierten Monozyten:

Der TLR2-Rezeptor zeigte nach dem Kontakt mit LDL in Mehrfachanséatzen tendenziell eine
verminderte Expression. Das enzymatisch modifizierte Lipoprotein (e-LDL) erh6hte dagegen
die TLR2-Expression.

Bei einem Spender (mannlich, 30 Jahre) reagierte der Toll-like Rezeptor 2 nach sechs Stun-

den unerwartet mit einer extremen Erhéhung auf dem Kontakt mit e-LDL (Abbildung 56-57).

RFC
1000 -
TLR2
100 O Leerwert
@ LDL
10
j D l me-LDL
1 . |
0,25h 6h ohne LPS

Abbildung 56 Starke Erhéhung der Expression von TLR2 kultivierter peripherer Blutmonozyten nach Inkubation
mit enzymatisch modifizierten LDL (e-LDL), logarithmische Darstellung
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100 10! i 104
TLR2PE
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TLR2 B T
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2o 7
e-LDL g
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Abbildung 57: Stark ausgeprégte Reaktion des TLR2-Rezeptors auf Inkubation mit e-LDL nach sechs Stunden
Kulturzeit peripherer Blutmonozyten. Der Spender war mannlich und 30 Jahre alt. In der Untersuchungsserie hat
TLR2 und TLR4 Spender-individuell auf e-LDL reagiert. Rote Linie: schematische Darstellung der Isotypkontrolle
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Expression von TLR4 ,extra“ und TLR4 ,intra“ auf un stimulierten Monozyten:

Bei der in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Bestimmung des extrazellularen Toll-like
Rezeptors 4 ergab sich keine eindeutige Veranderung der Expression nach dem Kontakt
sowohl mit LDL als auch mit e-LDL (Abbildung 58). Wie bei TLR2 reagierte jedoch bei einem
Spender auch der Toll-like Rezeptor 4 nach sechs Stunden mit einer sehr starken Erhéhung
auf den Kontakt mit e-LDL. Auch hier zeigen sich mogliche interindividuelle Unterschiede in

der Suszeptibilitat und Reaktivitat antigenprasentierender Zellen.

Die Expression des intrazellularen TLR4 zeigte eine Tendenz zur Verminderung der Expres-

sion nach Kontakt mit den Lipoproteinen (Abbildung 58).

RFC
25
TLR4
20
15 O Leerwert
@ LDL
10
me-LDL
5,
0
extrazellu.lare |ntrazellu!are ohne LPS
Expression Expression

Abbildung 58: Extra- und intrazellulare Expression von TLR4 kultivierter Blutmonozyten Gesunder unter dem
Einfluss der Lipoproteine LDL und e-LDL, RFC= relative fluorescence channel.
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Abbildung 59: Ausgepragte Hochregulation des extrazellularen monozytaren TLR4-Rezeptors nach Inkubation mit
enzymatisch modifizierten LDL (e-LDL), FACS-Messung nach sechs Stunden Kulturzeit. Der Spender war mann-
lich und 30 Jahre alt. In der Untersuchungsserie hat TLR2 und TLR4 allein dieses Spenders derart auf e-LDL
reagiert. Rote Linie: schematische Darstellung der Isotypkontrolle
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4.2.4.3 Transmissionselektronenmikroskopie

Monozyten wurden mit LDL und e-LDL inkubiert und nach 15 Minuten sowie nach sechs
Stunden fiur die Elektronenmikroskopie (EM 10 CR der Fa. Zeiss) nach Standardprotokoll
aufbereitet und fixiert. Bei gleichem Laborprotokoll unterschieden sich die kultivierten Zellen
der verschiedenen Spender in ihrem morphologischen Erscheinungsbild:

Abbildung 60: Kultivierte Monozyten, Spender A, mannlich, 30 Jahre, Transmissionselektronenmikroskopie Vergr.
x ca. 1200

Abbildung 61: Kultivierte Monozyten, Spender B, mannlich, 35 Jahre, Transmissionselektronenmikroskopie Vergr.
x ca. 1200
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Abbildung 63: Kultivierter Monozyt, Transmissionselektronenmikroskopie Vergr. x ca. 6000

Diese Aufnahmen aus der Transmissionselektronenmikroskopie zeigen reprasentativ einzel-

ne Monozyten aus der Zellkultur.

Abbildung 62 und 63: Die Monozyten des Kontrollansatzes (Abbildung 62) &hneln im Er-
scheinungsbild den mit LDL inkubierten Zellen (Abbildung 63). Nach sechs Stunden Inkuba-
tionszeit lie3en sich keine Lipideinschlisse nachweisen. Wenige unspezifische dunkle Ein-
schlusse beruhen mdoglicherweise auf einer Kontamination (Staub) aus der Umgebung

wahrend der Aufbereitung.
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Bei Monozyten, die mit enzymatisch verandertem Lipoprotein (e-LDL) inkubiert wurden, wa-
ren bereits nach 15 Minuten phagozytierte Fetttropfchen zu sehen (Abbildungen 64-66).

Abbildung 64: Monozyten nach Inkubation mit e-LDL nach 15 Minuten: deutliche Lipideinschliisse im Zytoplasma,
Transmissionselektronenmikroskopie Vergr. ca. 5000

Abbildung 65: Monozyt nach Inkubation mit e-LDL nach sechs Stunden: deutliche Lipideinschlisse im Zytoplas-
ma, Transmissionselektronenmikroskopie , Vergr. ca. 5000
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Abbildung 66: Mit e-LDL inkubierter Monozyt nach sechs Stunden: Lipideinschlisse im Zytoplasma, Transmissi-
onselektronenmikroskopie VergréRerung x ca. 40.000
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Fetteinschlisse pro Zelle

A
ohne e-LDL mit e-LDL

Abbildung 67: Nach sechs Stunden Inkubationszeit fanden sich in Monozyten (n=10) im Durchschnitt sechs
Fetteinschlisse pro Zelle

4.2.4.4 Einfluss von Atorvastatin mit LDL und e-LDL auf Monozytenantigene (in
vitro)

Tabelle 11: Modulation der Expression monozytarer Antigene unter dem Einfluss von Atorvastatin mit Lipoprotein

Ator- Versuch, Monozyten ohne Expression der Antigene Expression der Antigene
vasta- | LPS unter dem Einfluss von unter dem Einfluss von
tin LDL e-LDL
CD14 vermindert vermindert,
j c
‘g “% o| CD16 vermindert vermindert
c E
T 2 5| HLA-DR vermindert vermindert
% O E
80D
5 a5|TLR2 vermindert vermindert
<
TLR4 vermindert vermindert

Die Befunde waren fur uns abschliel3end nicht endgdiltig beurteilbar, da ein Einfluss der Tra-
gersubstanz fur die Losung des Statins auf die Immunph&notypie der Zellen nicht auszu-

schliefen war.
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4.2.5 Vitamin D - Derivate: 1-alpha-Calcidol und Ca

Einfluss von 1-alpha-Calcidol und Calcitriol (1-25-

tigene (in vitro)

[citriol

OH2-Vit-D) auf Monozytenan-

1-alpha-Calcidol und Calcitriol kamen in den Dosierungen 107 M/ml, 10° M/ml und 10™* M/ml

zum Einsatz.

Tabelle 12: Modulation der Expression monozytarer Antigene unter dem Einfluss der Vitamin D - Derivate 1-
alpha-Calcidol und Calcitriol

Vit D - | Versuch Expression der Antigene Expression der Antigene
Deriva- unter dem Einfluss von 1- unter dem Einfluss von
te alpha-Calcidol Calcitriol
(stimuliert = mit LPS vorin- | (stimuliert = mit LPS vorin-
kubiert) kubiert)
Stimulation der Monozyten | vermehrt vermehrt
mit LPS
Vitamin D-Derivate mit un- | vermehrt, vermehrt,
stimulierten Monozyten ausgepragter in  hoherer | ausgepragter in  hoherer
Dosierung Dosierung
+ zeitlicher Verlauf der Ex- | steigend steigend
él-' pression bei unstimulierten
— Monozyten
8 Vitamin -Derivate mit stimu- | vermehrt, vermehrt,
lierten Monozyten ausgepragter in  hoherer | ausgepragter in  hoherer
Dosierung Dosierung
zeitlicher Verlauf der Ex- | steigend steigend, zum Messpunkt
pression bei stimulierten .72 Stunden“ hin wieder
Monozyten abfallend
Stimulation der Monozyten | vermehrt vermehrt
mit LPS
Vitamin D-Derivate mit un- | deutlich vermehrt in héherer | vermehrt, deutlicher in hdhe-
stimulierten Monozyten Dosierung, vermindert in | rer Dosierung
geringer Dosierung
+ zeitlicher Verlauf der Ex- | steigend steigend, zum Messzeitpunkt
‘G_3| pression bei unstimulierten .72 Stunden“ wieder abfal-
A Monozyten lend oder stagnierend
O Vitamin D-Derivate mit sti- | deutlich vermehrt in héherer | vermehrt, deutlicher in héhe-
mulierten Monozyten Dosierung, vermindert oder | rer Dosierung
gleich bleibend in geringerer
Dosierung
zeitlicher Verlauf der Ex- | steigend steigend, zum Messzeitpunkt
pression bei stimulierten .72 Stunden“ wieder abfal-
Monozyten lend oder stagnierend
Stimulation der Monozyten | vermindert vermindert
DD: mit LPS
] Vitamin D-Derivate mit un- | vermindert, vermindert,
i stimulierten Monozyten ausgepragter in  hdherer | ausgepragter in  hoherer
T Dosierung Dosierung
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Vit D - | Versuch Expression der Antigene Expression der Antigene
Deriva- unter dem Einfluss von 1- unter dem Einfluss von
te alpha-Calcidol Calcitriol
(stimuliert = mit LPS vorin- | (stimuliert = mit LPS vorin-
kubiert) kubiert)
zeitlicher Verlauf der Ex- | mit 1-alpha-Calcidol sinkend/ | mit Calcitriol abfallend / ohne
pression bei unstimulierten | ohne 1-alpha-Calcidol | stei- | Calcitriol steigend
Monozyten gend
Vitamin D-Derivate mit sti- | vermindert, vermindert,
mulierten Monozyten geringer Einfluss der Dosie- | ausgepragter in  hoherer
rung auf die durch LPS | Dosierung
schon stark nach unten re-
gulierte Expression
zeitlicher Verlauf der Ex- | abfallend mit Calcitriol abfallend / ohne
pression bei stimulierten Calcitriol steigend
Monozyten
Stimulation der Monozyten | vermindert vermindert
mit LPS
Vitamin D-Derivate mit un- | vermindert, vermindert,
stimulierten Monozyten ausgepragter in  hoherer | ausgepragter in  hoherer
Dosierung Dosierung
zeitlicher Verlauf der Ex- | mit 1-alpha-Calcidol abfal- | ansteigend bis zum Mess-
pression bei unstimulierten | lend / ohne 1-alpha-Calcidol | zeitpunkt ,48 Stunden‘/ da-
g Monozyten steigend nach abfallend
-
(o Vitamin D-Derivate mit sti- | vermindert, gering vermindert,
mulierten Monozyten teilweise deutlichere Ver- | geringe Unterschiede zwi-
minderung bei niedrigerer | schen den Dosierungen
Dosierung
zeitlicher Verlauf der Ex- | ansteigend bis zum Mess- | ansteigend bis zum Mess-
pression bei stimulierten | zeitpunkt ,48 Stunden‘/ da- | zeitpunkt ,48 Stunden‘/ da-
Monozyten nach abfallend nach abfallend
Stimulation der Monozyten | steigend ansteigend bis zum Mess-
mit LPS zeitpunkt ,48 Stunden“/ da-
nach abfallend
Vitamin D-Derivate mit un- | vermindert vermehrt zum Messpunkt
stimulierten Monozyten »48 Stunden” und in hdherer
Dosierung/ anschlieRend
vermindert, Ergebnis nicht
< bei allen Versuchen repro-
4 duzierbar
-
|_

zeitlicher Verlauf der Ex-
pression bei unstimulierten
Monozyten

ansteigend bis zum Mess-
zeitpunkt ,48 Stunden“/ da-
nach abfallend

ansteigend bis zum Mess-
zeitpunkt ,48 Stunden“/ da-
nach abfallend

Vitamin D-Derivate mit sti-
mulierten Monozyten

vermehrt,
nur in héherer Dosierung

vermehrt,
geringe Unterschiede zwi-
schen den Dosierungen
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Vit D - | Versuch Expression der Antigene Expression der Antigene
Deriva- unter dem Einfluss von 1- unter dem Einfluss von
te alpha-Calcidol Calcitriol
(stimuliert = mit LPS vorin- | (stimuliert = mit LPS vorin-
kubiert) kubiert)
zeitlicher Verlauf der Ex- | ansteigend bis zum Mess- | ansteigend bis zum Mess-
pression bei stimulierten | zeitpunkt ,48 Stunden“/ da- | zeitpunkt ,48 Stunden‘/ da-
Monozyten nach abfallend nach abfallend

1-alpha-Calcidol, Calcitriol und die Expression von

und auf mit LPS aktivierten Monozyten:

CD14 auf unstimulierten

Die monozytare Expression von CD14 sowie von CD16 erhdhte sich langsam aber stetig im

Verlauf der Zellkultur. Durch die Inkubation der Zellen mit 1-alpha-Calcidol und Calcitriol ver-

starkte sich dosisabhéangig diese Expressionszunahme von CD14. LPS selbst induzierte eine

Erhéhung des membrangebundenen CD14. Durch 1-alpha-Calcidol und Calcitriol wurde

CD14 in mit LPS vorinkubierten Monozyten weiter nach oben reguliert. Vitamin D verstarkte

zusammen mit LPS synergistisch die CD14 Expression (Abbildungen 68-71).

RFC
400+
350+
300+
250+
200+
150+
100+

50+

CD14

O oh

B mit 1-alpha-Calcidol

ne 1-alpha-Calcidol

0

48h

72h

ohne LPS

Abbildung 68: Zunahme der CD14 Expression unstimulierter Monozyten unter 1-alpha-Calcidol (p<0,01)
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RFC -0
600
500
400
300 -
200 -
100
0
unstimuliert  unstimuliert, stimuliert  stimuliert, mit
mit Calcitriol Calcitriol

Abbildung 69: Vergleich der Expression von CD14 unstimulierter Monozyten und mit LPS stimulierter Monozyten
unter Calcitriol
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Abbildung 70: 1-alpha-Calcidol-induzierter Shift CD14 unstimulierter Monozyten zum Messzeitpunkt nach 72
Stunden, rote Linie: schematische Darstellung der Isotypkontrolle
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Abbildung 71: 1-alpha-Calcidol-induzierter Shift der CD14 Expression nach rechts (hdhere Expression) zum
Messzeitpunkt nach 72 Stunden bei stimulierten Monozyten, rote Linie: schematische Darstellung der Isotyp-
kontrolle

Effekt von 1-alpha-Calcidol und Calcitriol auf die CD16+ Expression:

001 CD16

0O ohne 1-alpha-Calcidol

@ 1-alpha-Calcidol -7M

| 1-alpha-Calcidol -9M

i D‘D"i‘ : L]

24h 72h

ohne LPS

Abbildung 72: CD16+ Expression unstimulierter Monozyten

Sowohl bei unstimulierten als auch bei mit LPS stimulierten Monozyten kam es in der hohe-
ren Dosierung von 1-alpha-Calcidol (107M) ebenso wie bei Calcitriol zu einem deutlichen
Anstieg der Expression von CD16. In der niedrigeren 1-alpha-Calcidol-Dosierung 10°M da-
gegen fiel die Expression des Fc-Rezeptormolekiils leicht ab, bei Calcitriol lagen die Werte

héher als die der Kontrollmessungen (Abbildung 72).
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RFC _
700 CD16

600+

500+

400+ B ohne Calcitriol

300+

O mit Calcitriol

200+

100+

unstimuliert stimuliert

Abbildung 73: Expression des niedrig affinen Fc-gamma-Ill-Rezeptors CD16+ bei unstimulierten und LPS stimu-
lierten Monozyten zum Messzeitpunkt nach 72 Stunden unter Einfluss von Calcitriol (p<0,01)

Effekt von 1-alpha-Calcidol und Calcitriol (1-25-OH  2-Vit-D) auf die HLA-DR-
Expression:

Die Expression von HLA-DR wurde durch eine hohe, aber physiologische Dosierung (107 M)
von l-alpha-Calcidol dramatisch vermindert. Ein statistisch signifikanter Unterschied wurde
schon nach 24 Stunden beobachtet (p=0.04), der noch deutlicher nach der Kulturzeit von 48
(p<0.01) und 72 Stunden (p<0.0001) wurde. Eine Verminderung der Expression liel3 sich
auch fur Calcitriol nachweisen. Die potente Hemmung der HLA-Expression durch LPS wird
durch 1-alpha-Calcidol und auch durch Calcitriol zusétzlich beeinflusst. Es kommt zu einer

zusatzlich verstarkten Verminderung der Expression (Abbildungen 74-78).
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RFC
350+ HLA-DR auf
(] CD14++

300
250
200117 0O ohne 1-alpha-Calcidol
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100- B mit 1-alpha-Calcidol
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0 ‘ ‘ ‘ mils
24h 48h 72h ohne LPS

Abbildung 74: Abnahme der HLA-DR-Expression unter 1-alpha-Calcidol bei unstimulierten CD14++CD16- Mono-
zyten in Kultur (p<0,0001)

RFC
HLA-DR auf
CD16++
250-
200+
1501 0O ohne 1-alpha-Calcidol
100- . .
B mit 1-alpha-Calcidol
50+
ohne LPS
O T T

24h 48h 72h

Abbildung 75: Abnahme der HLA-DR-Expression unter 1-alpha-Calcidol bei unstimulierten CD16++ Monozyten in
Kultur (p<0,0001)
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RFC 900 HLA-DR auf
CD14++

800+

700

600+

500+ | O ohne Calcitriol

400+

H mit Calcitriol

300+

200

100+

48h 72h ohne LPS

Abbildung 76: Abnahme der HLA-DR-Expression auf CD14++CD16- unstimulierten Monozyten durch das Vitamin
D - Derivat 1-25-OH2-Vit-D. = Calcitriol (p<0,0001)

RFC
450 - HLA-DR auf
_ CD14++
400
350
300+ O ohne 1-alpha-Calcidol
250
200 @ 1-alpha-Calcidol -7M
150
W 1-alpha-Calcidol -O9M

100

50

IET
24h 48h 72h ohne LPS

Abbildung 77: Das Vit D - Derivat 1-alpha-Calcidol supprimiert die HLA-DR-Expression dosisabhangig auf der
CD14++CD16- Subpopulation unstimulierter kultivierter Blutmonozyten
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Abbildung 78: l-alpha-Calcidol-induzierter Antigenshift der monozytédren HLA-DR-Expression unstimulierter Mo-
nozyten

Effekt von 1-alpha-Calcidol und Calcitriol auf die TLR2- und TLR4 — Expressi-
on:

a TLR2

0O ohne 1-alpha-Calcidol

B mit 1-alpha-Calcidol

o+ = = ohne LPS
24h 48h 72h

Abbildung 79: Expression von TLR2 auf CD14++CD16- unstimulierter Monozyten (p<0,01)

Die unstimulierte monozytare Expression von TLR2 verminderte sich unter dem Einfluss von
Alphacalcidol der Dosierung 10”M (Abbildung 79).

Auch durch Calcitriol kam es bei der Expression von TLR2 auf unstimulierten Zellen zu einer
deutlichen und dosisabhangigen Verminderung. Bei LPS vorbehandelten Monozyten war der
hemmende Effekt auf TLR2 sowohl durch 1-alpha-Calcidol als auch durch Calcitriol weniger
ausgepragt. Dieser geringe Effekt bei stimulierten Zellen wurde auch durch Unterschiede in
der Dosierung kaum beeintrachtigt. Somit verhinderte Endotoxin die Interaktion von Vitamin

D - Derivaten und TLR2-Expression.
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Sowohl die niedrige als auch die hohere Dosierung von l-alpha-Calcidol verminderte die
Expression von TLR4 bei unstimulierten Zellen. Bei stimulierten Zellen kam es nur bei héhe-
rer Dosierung zu einer vermehrten TLR4-Expression. Die Expression von TLR4 unter Cal-
citriol auf unstimulierten Monozyten war zum Messzeitpunkt nach 72 Stunden vermindert.
Monozyten, die mit LPS vorinkubiert wurden, zeigten unter dem Einfluss von Calcitriol eine
vermehrte Expression von TLR4. Wiederum wurde dieser Effekt durch Dosierungsunter-

schiede wenig beeinflusst.

4.2.6 Xanthinderivate: Pentoxifyllin

Einfluss von Pentoxifyllin auf Monozytenantigene (i n vitro)

Pentoxifyllin kam das in den Dosierungen 10°M/ml und 10° M/ml zum Einsatz.

Tabelle 13: Modulation der Expression monozytérer Antigene unter dem Einfluss von Pentoxifyllin

Pentoxi- | Versuch Expression der Antigene
fyllin (stimuliert = mit LPS vorinkubiert)
Stimulation der Monozyten mit LPS vermehrt
Zugabe von Pentoxifyllin auf unstimulierte | in etwa gleich bleibend, zum Messpunkt ,72
Monozyten Stunden“ geringe Verminderung, geringe
Unterschiede zwischen den Dosierungen

+

;l"_ zeitlicher Verlauf der Expression bei un- | ansteigend bis zum Messzeitpunkt ,48 Stun-

- stimulierten Monozyten den“/ danach abfallend

()]

O Zugabe von Pentoxifyllin auf stimulierte | vermehrt bei niedrigerer Dosierung, vermin-
Monozyten dert bei héherer Dosierung
zeitlicher Verlauf der Expression bei stimu- | ansteigend bis zum Messzeitpunkt ,48 Stun-
lierten Monozyten den“/ danach abfallend
Stimulation der Monozyten mit LPS vermehrt
Zugabe von Pentoxifyllin auf unstimulierte | geringfligig vermindert, in niedrigerer Dosie-
Monozyten rung deutlicher

+ zeitlicher Verlauf der Expression bei un- | ansteigend bis zum Messzeitpunkt ,48 Stun-

© stimulierten Monozyten den*/ danach abfallend

—

8 Zugabe von Pentoxifyllin auf stimulierte | vermehrt bei niedrigerer Dosierung, vermin-
Monozyten dert bei héherer Dosierung
zeitlicher Verlauf der Expression bei stimu- | ansteigend bis zum Messzeitpunkt ,48 Stun-
lierten Monozyten den“/ danach abfallend

. Stimulation der Monozyten mit LPS vermindert

i @
T O Zugabe von Pentoxifyllin auf unstimulierte | vermindert bei héherer Dosierung

Monozyten
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Pentoxi- | Versuch Expression der Antigene
fyllin (stimuliert = mit LPS vorinkubiert)
zeitlicher Verlauf der Expression bei un- | steigend
stimulierten Monozyten
Zugabe von Pentoxifyllin auf stimulierte | in etwa gleich bleibend, zum Messpunkt ,72
Monozyten Stunden“ Verminderung, geringe Unterschie-
de zwischen den Dosierungen

zeitlicher Verlauf der Expression bei stimu- | abfallend
lierten Monozyten
Stimulation der Monozyten mit LPS vermindert
Zugabe von Pentoxifyllin auf unstimulierte | vermehrt bei niedrigerer Dosierung, vermin-
Monozyten dert bei héherer Dosierung

N zeitlicher Verlauf der Expression bei un- | ansteigend bis zum Messzeitpunkt ,48 Stun-

e stimulierten Monozyten den“/ danach abfallend

-
Zugabe von Pentoxifyllin auf stimulierte | vermehrt bei niedrigerer Dosierung, vermin-
Monozyten derte Expression bei héherer Dosierung
zeitlicher Verlauf der Expression bei stimu- | ansteigend bis zum Messzeitpunkt ,48 Stun-
lierten Monozyten den“/ danach abfallend
Stimulation der Monozyten mit LPS ansteigend bis zum Messzeitpunkt ,48 Stun-

den“/ danach abfallend

Zugabe von Pentoxifyllin auf unstimulierte | vermehrt bei niedrigerer Dosierung, vermin-
Monozyten derte Expression bei héherer Dosierung

< zeitlicher Verlauf der Expression bei un- | ansteigend bis zum Messzeitpunkt ,48 Stun-

5 stimulierten Monozyten den“/ danach abfallend

|_

Zugabe von Pentoxifyllin auf stimulierte
Monozyten

vermehrt bei niedrigerer Dosierung, vermin-
derte Expression bei héherer Dosierung

zeitlicher Verlauf der Expression bei stimu-
lierten Monozyten

ansteigend bis zum Messzeitpunkt ,48 Stun-
den“/ danach abfallend

Effekt von Pentoxifyllin auf die CD14 und CD16-Expr

ession:

Die Veranderung der Expression von CD14 und CD16 unstimulierter Monozyten wurde

durch die Zugabe von Pentoxifyllin kaum veré&ndert und es bestanden nur geringe Unter-

schiede bei den eingesetzten Dosierungen. Nach 72 Stunden kam es zu einer geringfuigigen

Verminderung der Expression. Die Effekte bei LPS stimulierten Monozyten waren etwas

deutlicher. So wurde CD14 und auch CD16 bei der niedrigeren Dosierung von 10° M ver-

mehrt exprimiert, wogegen es bei einer htheren Dosierung (10° M) zur Verminderung der

Expression kam (Abbildung 80).
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Abbildung 80: Expression von CD14 unter dem Einfluss von Pentoxifyllin zum Messzeitpunkt nach 72 Stunden

Effekt von Pentoxifyllin auf die HLA-DR-Expression:
Die Expression von HLA-DR unter Pentoxifyllin hatte im Gegensatz zu CD14 und CD16 auch

bei unstimulierten Monozyten einen deutlicheren Effekt. In hdherer Dosierung kam es zu
einer Verminderung der Expression. Pentoxifyllin verstarkte die sinkende HLA-DR-

Expression durch bakterielles Lipopolysaccharid (Abbildung 81).
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Abbildung 81: Pentoxifyllin-induzierter Shift monozytarer HLA-DR-Expression zum Messzeitpunkt nach 72 Stun-
den, rote Linie: schematische Darstellung der Isotypkontrolle

Effekt von Pentoxifyllin auf die TLR2- und TLR4-Exp  ression:

TLR2 wurde sowohl bei unstimulierten als auch bei stimulierten Monozyten bei niedrigerer

Dosierung vermehrt, bei hbherer Dosierung vermindert exprimiert (Abbildungen 82-83).

RFC RFC
16 10
TLR2 TLR2
14 - 9 _
2 1M
O ohne LPS I o nur LPS
10 6
8 - 54 -
@ Pentoxifyllin -3M 4 3 +LPS Pentoxifyllin -3M
6 i
. . 37
44 B Pentoxifyllin -6 M 5] B +LPS Pentoxifyllin -6M
24 1
0 === T T 0= T T
24h 48h 72h ohne LPS 24h 48h 72h mit LPS

Abbildung 82: Dosisabhéngige TLR2 Expression auf Abbildung 83: Dosisabhingige TLR2 Expression auf
CD14++ unstimulierter Monozyten CD14++ stimulierter Monozyten

Dieser Effekt wiederholte sich auch fir TLR4 bei unstimulierten und stimulierten Monozyten:
Vermehrte Expression bei niedrigerer Dosierung, verminderte Expression bei héherer Dosie-
rung.
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Insgesamt sind Uber die Untersuchungen mit Pentoxifyllin keine eindeutigen Aussagen mog-
lich.

4.3 Spenderspezifische Aspekte

Insgesamt fanden isolierte Monozyten aus dem Blut von 33 Spendern Verwendung. Ein Ver-
gleich der zahlreichen Kontrollansatze untereinander verdeutlichte die spezifische Rezeptor-

expression. Ausnahmen gab es bei vereinzelten Spendern (finf aus 33):

CD14 und CD16 wurden regelméRig nach dem Kontakt mit LPS vermehrt exprimiert. Bei vier
Spendern fiel jedoch die Expression der beiden Rezeptoren nach Inkubation der isolierten
Monozyten mit LPS ab. Eine Spenderausnahme tauchte bei den Untersuchungen von
Erythropoietin auf und soll im folgenden fir die untersuchten Rezeptoren CD14, CD16, HLA-
DR, TLR2 und TLR4 beispielhaft dargestellt werden: CD14 wurde innerhalb dieser Spender-
ausnahmen durch LPS nicht hochreguliert, sondert in der Expression gehemmt. Erst die

zusatzliche Erythropoietin-Vorinkubation erhéhte die CD14 Expression (Abbildungen 84- 85).

RFC
400 CcD14 RFC CD14
350
400
300+ 350
300+
2501 o 48h ggg’
200 150: O48h
150 B 72h 100
00+ il BN B m72h
T T T T . . . . . .
unstimuliert stimuliert stimuliert unstimuliert stimuliert stimuliert
mit Epoetin mit Epoetin
alpha alpha

Abbildung 84: CD14 wurde nach LPS-Kontakt vermin- Abbildung 85: CD14 reagierte auf LPS-Kontakt wie
dert statt wie erwartet erhoht exprimiert. Auf zuséatzlich regelmafig gesehen mit Erhéhung der Expression. Die
mit Epoetin alpha-vorinkubierten Monozyten erhdhte zusatzliche Epoetin alpha-Vorinkubation zeigte darauf
sich die CD14 Expression. Spenderausnahme! nur geringen Einfluss.

Der Spender, dessen CD14 Expression bei der Untersuchung von Epoetin alpha nach LPS-
Kontakt abfiel, zeigte ebenfalls eine verminderte CD16-Expression. Auch hier kam es nach
Epoetin alpha-Vorinkubation bei stimulierten Monozyten zu einer deutlich erhéhten Expressi-
on von CD16. LPS hatte auf die HLA-DR Expression im allgemeinen einen deutlich hem-
menden Effekt. Die bei dem Spender beschriebenen Ausnahmen nach LPS-Kontakt zeigten
sich auch bei HLA-DR: Es kam zu keinem Abfall der HLA-DR-Expression durch LPS. Jedoch
wurde auch hier durch die Vorinkubation mit Epoetin alpha die erwartete Reaktion, im Falle
von HLA-DR eine Verminderung der Expression, hervorgerufen. Die zu erwartende Vermin-
derung der Expression von TLR2 und TLR4 durch LPS war bei dem Spender, der auch mit
den Rezeptoren CD14, CD16 und HLA-DR kontrovers reagierte, nicht festzustellen.
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Eigene Untersuchungen

Bei den Untersuchungen von LDL und e-LDL reagierte ein Spender unerwartet mit einer
extremen Erh6hung der TLR2 und TLR4 Expression auf den Kontakt mit dem enzymatisch
modifizierten Lipoprotein e-LDL (Abbildung 86). Im Regelfall bewirkte e-LDL (im Gegensatz
zu LDL) eine Erhdhung der Expression von TLR2

RFC
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Abbildung 86: Stark ausgepréagte Reaktion des TLR2-Rezeptors auf Inkubation mit e-LDL nach sechs Stunden
Kulturzeit. Der Spender war méannlich und 30 Jahre alt. In der Untersuchungsserie hat TLR2 und TLR4 allein
dieses Spenders in dieser Weise auf e-LDL reagiert.
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5 Diskussion

Je mehr wir Uber die Funktionen und Zusammenhange in der vorliegenden Arbeit untersuch-
ter immunrelevanter Rezeptoren herausfinden, desto naher riickt die klinische Umsetzung
dieses Wissens. Um eine sichere diagnostische, therapeutische und prognostische Anwen-
dung zu gewabhrleisten, werden standardisierte Serienanalysen nétig sein. Diese sind unter
Praxisbedingungen oft schwer durchzufihren. Fir die Isolierung humaner Monozyten und
einen in vitro Versuchsansatz bendétigt man Blut in einer Menge, wie es unter Studienbedin-
gungen im Klinikalltag kaum vertretbar ist (100ml und mehr). Tiermodelle allein geniigen
jedoch nicht, da die Ergebnisse nur bedingt auf den Menschen bertragbar sind. Fir unsere
Untersuchungen spendeten gesunde mannliche Versuchspersonen Blut fir in vitro Monozy-
tenkulturen. Durch die Mehrfachanséatze einzelner Versuche erhértet sich die Relevanz der
Ergebnisse. Auf diesem Weg lassen sich spezifische Rezeptoreigenschaften erarbeiten, die

mit Daten aus der Praxis erganzt und verknipft werden missen.

Hinweise auf klinische Relevanz von Expressionsveranderungen der hier untersuchten Re-
zeptoren CD14, CD16, HLA-DR, TLR2 und TLR4 gibt es bereits: Eine verminderte monozy-
tére Expression von HLA-DR wird bei auftretenden Infektionen bereits als Verlaufskontrolle
bei Patienten verwendet (Hanisch 2003). Lissauer et al. zeigten, dass die bei Toll-like Rezep-
toren eine Signalkaskade induzierenden Gene schon 24 Stunden vor einer klinisch magli-
chen Diagnose der Sepsis vermehrt exprimiert wurden. Da der Verlauf einer Sepsis auch
vom frihen Zeitpunkt einer Behandlung abhangt, stellt die Erfassung dieser genetischen
Unterschiede ein neues therapeutisches Ziel dar (Lissauer et al. 2008). Eine Studie von
Farmaciotis und Scherberich zeigt den Zusammenhang zwischen TLR2 Expression und Nie-
rentransplantatsfunktion: Niedrige TLR2 Expression korrelierte mit stabilen Serumkreatinin,
geringerer Proteinurie und dauerhafter Transplantatstabilitdt (Farmaciotis, Scherberich
2008).

In einer Zusammenfassung diskutierten Ishii et al. 2006 diverse Einsatzmdglichkeiten TLR-
modulierender Agentien zur therapeutischen Applikation. TLR-Agonisten werden z.B. als
Adjuvantien fur Impfstoffe getestet, wahrend TLR-Antagonisten als antiinflammatorische oder

antiautoimmune Agenzien eingesetzt werden kdnnten.

Sheu et al. untersuchten den Expressionsverlauf des Toll-like Rezeptors 4 bei Patienten mit
Herzerkrankungen. Bei ihnen fanden sich gegentiber den Kontrollpersonen signifikant hdhe-

re TLR4 Expression und TNF-alpha Konzentration im Blut bzw. Serum. Die Bewertung des
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LPS-aktivierten Toll-like Rezeptors 4 dieser Patienten gab prognostischen Aufschluss: Er-

hohte TLR4 Expression korrelierte mit schlechtem klinischem Ausgang (Sheu et al. 2008).

Die auf peripheren Blutmonozyten vorkommenden Rezeptoren CD14 und CD16 sind in ver-
schiedenen Subsets ausgepragt. Flowzytometrisch untersuchte Monozyten im Vollblut wei-
sen das charakteristische Bild mit Aufschlisselung der Subsets CD14++, CD14++ CD16+
und CD14+CD16++ auf (Abbildung 87).
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Abbildung 87: Flowzytometrisch untersuchtes Vollblut (links) und Subsets peripherer Blutmonozyten (rechts)

Bei aktivierten (proinflammatorischen) Monozyten verschieben sich die Subsets zugunsten
des Fc-gamma lll Rezeptors CD16. Derartig aktivierte Monozyten finden sich beispielsweise
bei Nierenerkrankungen und bei Patienten, die sich einer ambulatorischen Peritonealdialyse
(CAPD) unterzogen: In einer zeitgleich durchgefiuihrten Untersuchung am selbigen Institut
untersuchten Lambert et al. die Auspragung der funktionellen Antigene CD14, CD16, HLA-
DR, TLR2 und TLR4 und die Subsets peripherer Blutmonozyten wahrend einer Patientenbe-
handlung mittels peritonealer Dialyse (CAPD) im Vergleich zu gesunden Kontrollen. CD14
war auf allen Subsets hochreguliert, ebenso die proinflammatorischen CD14++CD16+ und
CD16+ Phanotypen (p<0,05). Wéahrend auf HLA-DR, extrazellularen TLR2 und TLR4 kein
signifikanter Unterschied zu finden war, zeigte sich die intrazellulare Expression von TLR2
und TLR4 im Vergleich zu gesunden Kontrollen deutlich vermindert (Abbildungen 88-89).
Erhéhte CD14 Expression und hochregulierte proinflammatorische Subsets (CD14++CD16+,
CD16+) verweisen auf ein erhohtes Risiko entzindlicher Zwischenfélle. Verminderte Expres-
sion intrazellularer TLR deutet auf eine Fehlfunktion der TLR-Internalisation in die Endoso-

men der antigenprasentierenden Zellen hin (Lambert et al. 2008).
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Abbildung 88: Subsets peripherer Blutmonozyten und
deren Verteilung: Gesunde Kontrolle ganz links, Ver-
schiebung zugunsten des Fc-gamma Il Rezeptors
CD16 bei ESRD (Endstage renal disease) und CAPD
(Chronic ambulatory peritoneal dialysis) (Lambert et al.
2008)
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Abbildung 89: Subsets peripherer Blutmonozyten:
CD14++CD16- (gran), CD14+CD16+ (rot),
CD14+CD16++ (blau), vermehrt proinflammatorische
Zellen (rote und blaue Subsets) bei Patienten mit
Behandlung durch ambulatorische Peritonealdialyse
(CAPD) (Lambert et al. 2008)

5.1 Allgemeine Analysen

In der vorliegenden Arbeit wurden die Versuchsansatze mehrfach wiederholt. Der Expressi-
onsverlauf Uber die Kulturzeit sowie die Reaktion monozytarer Rezeptoren auf LPS dienten
regelmafig als Kontrollreferenzen. Daher haben diese allgemeinen Analysen hohe Aussa-
gekraft: Der Spontanverlauf der monozytaren Expression von CD14, CD16, HLA-DR, TLR2
und TLR4 Uber die Kulturzeit verénderte sich in charakteristischer Weise: Die Expression
von CD14 sowie von CD16 stieg im Verlauf der Zellkultur langsam aber kontinuierlich an.
Der Effekt weist auf eine sich spontan verstarkende Expression dieser Rezeptormolekile
hin. Durch den Kontakt mit LPS wurden Monozyten stimuliert. Die Rezeptorexpression von
CD14 (&quivalent von CD16) derart aktivierter Monozyten stieg im Vergleich zu unstimulier-
ten Zellen signifikant an. Betrachtet man den zeitlichen Verlauf der Zellkultur, war auch bei
den mit LPS beschickten Monozyten eine Erhéhung der Expression von CD14 und CD16 zu
beobachten. Die HLA-DR Expression unstimulierter Monozyten stieg wahrend der Dauer der
Zellkulturzeit kontinuierlich und deutlich an. LPS hemmte dagegen die Expression des HLA-
DR-Rezeptors. Eine deutlich zu beobachtende Abregulierung der Rezeptorexpression im
Vergleich zu unstimulierten Monozyten war die Folge. Charakteristisch fir TLR2 und TLR4
war deren initialer Anstieg zu Beginn der Zellkultur bis zur Messung nach 48 Stunden mit
anschlielendem Abfall der Expression. Dieser Effekt liel3 sich sowohl bei unstimulierten als
auch mit bakteriellem Lipopolysaccharid stimulierten Monozyten beobachten. LPS interagier-
te bei den vorliegenden in vitro-Versuchen mit der Expression von TLR2. Der TLR4-Rezeptor
zeigte am Anfang der Kulturzeit kaum Unterschiede und reagierte auf LPS erst zur Messung

nach 72 Stunden wie der TLR2-Rezeptor mit einer Abregulierung (Tabelle 14).
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Tabelle 14: Uberblick iiber die Ergebnisse allgemeiner Analysen der untersuchten Rezeptoren (CD14, CD16,
HLA-DR, TLR2, TLR4), Veranderung der Rezeptorexpression im Verlauf der Kulturzeit und unter dem Einfluss
von Lipopolysaccharid

CD14 und CD16 Zeit -
CD14 und CD16 LPS : T
HLA-DR Zeit :
HLA-DR LPS R [N
TLR2 und TLR4 Zeit : T (48n) | (72h)
TLR2 und TLR4 LPS T (48n) | (72h)

v

5.2 Erythropoietin

Das durch seine Aufgaben der Stimulierung der Erythropoese im Knochenmark und der Ver-
hinderung der Apoptose erythropoetischer Vorlauferzellen bekannt gewordene Erythropoietin
(EPO) gehort zur Gruppe der Glykoproteine. Bildungsorte des Erythropoietin sind zu 90% die
interstitiellen Zellen des peritubuldren Kapillarbettes der Nieren neben Leber und Milz. Die
Expression erfolgt verstarkt nach hypoxischen Zustanden tber eine Induktion durch Kinasen
und reaktiver Sauerstoffspezies. Daneben wird Erythropoietin auch im Gehirn wahrend und
nach neuropathologischen Traumata gebildet. Die Ergebnisse der vorliegenden Untersu-

chungen lassen eine zusatzliche antiinflammatorische Wirkung dieser Substanz vermuten.

In Gegenwart von Epoetin alpha kam es zu einer Verminderung der Expression von CD14
und CD16. Dieser Effekt von Epoetin alpha blieb auch bei stimulierten Monozyten nach En-
dotoxin-Exposition erhalten. Epoetin alpha und LPS interagieren somit antagonistisch, da
LPS allein eine Erhdéhung der Expression von CD14 und CD16 bewirkt. LPS reguliert die
Expression von HLA-DR in Monozytenkulturen dramatisch nach unten. Ahnliche Reaktionen
werden bei Patienten mit schweren bakteriellen Infektionen beobachtet. Epoetin alpha be-
wirkt auch bei HLA-DR einen gegenlaufigen Effekt zum bakteriellen Lipopolysaccharid. Die
abfallende HLA-DR-Expression wird aufgehalten, es kommt sogar zu einem Anstieg sowonhl
bei unstimulierten als auch bei Endotoxin-stimulierten Monozyten. Im Gegensatz zur ver-
mehrten HLA-DR-Expression durch Epoetin alpha nach Vorinkubation mit LPS zeigte sich
bei der Epoetin alpha-Vorinkubation und spéaterer LPS-Exposition eine verminderte HLA-DR-

Expression sowohl bei unstimulierten als auch bei stimulierten Monozyten (Tabelle 15).
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Tabelle 15: Uberblick iiber die Ergebnisse der untersuchten Rezeptoren CD14 und CD16 sowie HLA-DR unter
dem Einfluss von Erythropoietin. (Anzahl der Pfeile verweist auf Intensitat der Expressionsveranderung)

CD14 und CD16 LPS 11
CD14 und CD16 Epoetin alpha l l l
HLA-DR LPS ~ I
HLA-DR LPS-Vorinkubation + EPO T T T
HLA-DR EPO-Vorinkubation + LPS l, l l,

»
>

Diese Ergebnisse bestéatigen eine Arbeit von Cuzzocrea et al., bei der ein antiinflammatori-
scher Effekt von EPO im Zusammenhang mit Kollagen-induzierter Arthritis untersucht wurde:
Bei Mausen reduzierte sich durch Erythropoietin signifikant die Plasmakonzentration des
proinflammatorischen Zytokins TNF-a. Ebenso verringerte EPO die chondrozytéare Apoptose
im Gelenkknorpel (Cuzzocrea et al. 2005). Zuséatzlich zur reduzierten TNF-a-Produktion
durch EPO stellten bereits 1998 Bryl et al. eine erhdhte IL-10-Produktion bei Hamodialysepa-
tienten fest. Uberstimulierte T-Lymphozyten und Monozyten/ Makrophagen beeintrachtigten
durch erhdhte Anteile proinflammatorischer Zytokine die Immunantwort. Durch eine Behand-

lung mit EPO lieR sich bei diesen Patienten die Immunsituation verbessern (Bryl et al. 1998).

Im generalisierten System lokalen Gewebeschutzes spielt EPO eine wichtige Rolle. In einer
Studie mit Knockout-Mausen wurde die Existenz von Erythropoietin-Rezeptoren im Herzen
gezeigt: Hoch dosierte Gaben von Erythropoietin schitzten vor den Konsequenzen eines
koronaren Arterienverschlusses. Reduzierte Myokarddefekte sollen im Zusammenhang mit
verminderter Apoptose stehen. Dieser Zusammenhang wird auch beim Schutz der Nieren
vor Reperfusionsschaden nach einer Ischamie diskutiert (Parsa et al. 2003). Systemisch
angewandtes Erythropoietin soll bei neuronalen Traumata gewebeschitzend wirken, wie in
verschiedenen Tiermodellen beschrieben: Durch Sauerstoffmangel verursachte Gehirntrau-
mata basieren auf primaren Neuronenverlust und entziindlichen Antworten. Durch Erhalt
vaskularer Autoregulation, Abschwachung apoptotischer und entzindlicher Ursachen des
Zelltodes und Ansammlung von Stammzellen in der Schadensregion beeinflusst EPO die
Regeneration nach Gehirn- und Rickenmarkstraumata. Auch in vitro verhinderte EPO neu-
ronale Apoptose (Calvillo et al. 2003, Ghezzi et al. 2004). In einer weiteren Studie reduzierte
EPO die Astrozytenaktivierung und Ansammlung von Leukozyten und Mikroglia in Infarktzo-
nen des Gehirns. Zusétzlich verminderte sich die durch Ischamie induzierte Produktion
proinflammatorischer Zytokine wie TNF, IL6 und Proteinl, ein Lockstoff fir Monozyten (Villa

et al. 2003). Trial et al. untersuchten 2004 den Einfluss von EPO auf endotheliale Zellen in
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vitro. Diese reagierten auf EPO mit Proliferation und Angiogenese. Ein Abfall der EPO-
Konzentration veré&nderte die Interaktion endothelialer Zellen mit Makrophagen. Das Ergeb-
nis war eine Erythrophagozytose, bei der Uberraschenderweise die jungen Formen der
Erythrozyten zerstort wurden. Die Ursache lag vermutlich in einer verminderten Produktion
des Makrophagen-deaktivierenden ,growth factor-beta” (TGF-R) durch die endothelialen
Zellen. Der resultierende proinflammatorische Phanotyp veranlasste moglicherweise die
Produktion von Thrombospondin durch Makrophagen. Dieses Thrombospondin formt Bri-
cken zwischen Adhasionmolekilen auf jungen roten Blutzellen (CD36) und einem Komplex
auf der Makrophagenoberflache, der die Phagozytose induziert. EPO zeigt somit eine an-
tiinflammatorische Wirkung und kann Erythrophagozytose durch Makrophagen verhindern
(Trial et al. 2004). Erythropoietin scheint die Embryonalentwicklung zu beeinflussen: Mause-
embryonen mit einer Mutation des Erythropoietinrezeptors zeigten Fehlentwicklungen von

Gehirn, Herz und Blutgefassen (Rossert et al. 2005).

In den vorliegenden Versuchen erhdhte Epoetin alpha die TLR2- und TLR4-Expression bei
unstimulierten und LPS-stimulierten Monozyten. Die Ergebnisse unterstiitzen die Ansicht,
dass nicht nur mikrobielle Komponenten mit TLRs interagieren. Somit kann neben gramne-
gativen Bakterien, HSP-70 und Komponenten der extrazellularen Matrix auch Erythropoietin
TLR2 und TLR4 modulieren. Dagegen zeigten Monozyten, die erst hach der EPO-Exposition
mit Endotoxin-stimuliert wurden, einen Abfall der TLR2- und TLR4-Expression (Tabelle 16).

Tabelle 16: Uberblick iiber die Ergebnisse der untersuchten Rezeptoren TLR2 und TLR4 unter dem Einfluss von
Erythropoietin. (Anzahl der Pfeile verweist auf Intensitéat der Expressionsveranderung; 48h und 72h: Zeitpunkt der
Messung nach Kulturbeginn)

TLR 2 und TLR4 LPS R 1 (48h) | (72h)
TLR 2 und TLR4 LPS-Vorinkubation + EPO T T
TLR 2 und TLR4 EPO-Vorinkubation + LPS l l

»
»

Eingesetzt wird EPO in der Therapie von Andmien, wie sie z.B. bei fortgeschrittenem Nie-
renversagen und beim Einsatz von Chemotherapeutika sowie antiretroviralen Medikamenten
vorkommen. Anamien bei Frihgeburten, rheumatoider Arthritis und Myelodysplasien reagie-
ren ebenfalls auf eine Therapie mit EPO. Zusétzlich findet Erythropoietin mittlerweile sowohl
bei Patienten mit tumorésen Erkrankungen als auch bei entziindlichen und infektidsen
Krankheitsbildern Verwendung. Der klinische Einsatz als Gewebeschutz bei neuropathologi-
schen Erkrankungen wie Gehirninfarkt, Kopf- und Ruckenmarkstrauma und Toxin-

induzierten epileptischen Anfallen wird diskutiert (Eid et al. 2002).
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5.3 Bisphosphonate

Bisphosphonate sind eine neue Gruppe osteotroper Medikamente, die in den letzten 25 Jah-
ren fur diagnostische und therapeutische Zwecke bei verschiedenen Knochen- und Kalzi-
umstoffwechselkrankheiten entwickelt wurden. Bisphosphonate weisen eine hohe Affinitat zu
Strukturen der Knochenoberflache auf, vor allem im Bereich der Resorptionslakunen zwi-
schen den Osteoklasten und der arrodierten Knochenoberflache. Dies fuhrt zu wirksamer
Osteoklasten-Hemmung mit verminderter Knochenresorption, zu Reaktivierung der suppri-
mierten Osteoblasten und damit insgesamt zu einer positiven Bilanz der Knochenmasse.
Bisphosphonate werden auch bei der Behandlung der Osteodystrophia deformans und der

Osteoporose eingesetzt.

Neuere Untersuchungen belegen einen antiproliferativen Effekt der Bisphosphonate auf das
Tumorwachstum. Osteoklastenhemmung fuhrt zu verminderter Produktion von IL-6 und zu
verminderter Freisetzung von Wachstumsfaktoren aus der Knochenmatrix. Es gibt inzwi-
schen auch Hinweise, dass Bisphosphonate die Entstehung ossarer und wahrscheinlich
auch viszeraler Metastasen reduzieren. Die Ursache dafir liegt moglicherweise in der Beein-
flussung von Adhasionsmolekilen der Tumorzellen und einer Beschichtung der Knochen-
oberflache mit einem Bisphosphonatfilm (Boissier et al. 1997). Kirzlich identifizierte Gamma-
Delta-Liganden von T-Zellen weisen strukturelle Ahnlichkeit mit Bisphosphonaten auf. Bei
einer Studie induzierte Ibandronat eine signifikante Expansion dieser Gamma-Delta-T-Zellen
in vitro. Eine Aktivierung der T-Zellen mit konsekutiv vermehrter Expression verschiedener
CD-Rezeptoren erfolgte ohne den Einfluss exogener Zytokine. Proliferative Effekte auf die
Zellen waren dagegen IL-2-abhangig (Kunzmann et al. 2001). Ein Vergleich von Ibandronat
mit Pamindronat, beides Substanzen aus der Bisphosphonat-Gruppe, ergab deutliche Unter-
schiede. Pecherstorfer et al. untersuchten den Einfluss beider Substanzen auf zirkulierende
Lymphozyten-Subpopulationen nach intravenoser Injektion. Patienten nach einer Pamindro-
nat-Behandlung zeigten signifikanten Anstieg der mittleren Kdrpertemperatur innerhalb von
zehn Stunden und signifikanten Abfall von zirkulierenden Lymphozyten, nattrlichen Killer-
Zellen, T-Zellen und CD4+ und CD8+ T-Zellen. Die Ibandronat-Behandlung beeinflusste die
mittlere Koérpertemperatur nicht und war mit einem deutlichen Anstieg von Gesamt-
Lymphozyten, B-Zellen, T-Zellen und CD4+ und CD8+ T-Zellen verbunden. Bis zu 60% der
Patienten erleiden nach der ersten Pamindronat-Infusion eine Akute-Phase-Reaktion. Die
Untersuchungsergebnisse sprechen fur eine Freisetzung von TNF-a, dessen Quelle T-Zellen

in der Akute-Phase-Reaktion sein konnten (Pecherstorfer et al. 2000).

Die beschriebenen Effekte aus den beiden Arbeitsgruppen zeigen, dass Bisphosphonate auf

das Immunsystem Einfluss nehmen. Dies wird auch durch die eigenen Untersuchungen bes-
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tatigt: In den vorliegenden Versuchen verminderte sich durch Ibandronat die Expression des
CD14-Rezeptors sowohl bei unstimulierten als auch bei LPS stimulierten Monozyten. Das
AusmaR der Anderung war in niedrigerer Dosierung ausgepragter. CD16 unstimulierter Mo-
nozyten wurde ebenfalls vermindert exprimiert. Der Fc-y-11l-Rezeptor stimulierter Monozyten
zeigte keine eindeutigen Anderungen nach Ibandronat-Exposition. Auch HLA-DR und TLR2
stimulierter Zellen reagierten mit nur geringfiigigen und nicht eindeutigen Anderungen ihrer
Expression. Nach einem anfanglichen Anstieg fiel die HLA-DR und TLR2 Expression bei
unstimulierten Monozyten nach 48 Stunden ab. Der TLR4-Rezeptor reagierte insgesamt mit

einer geringgradigen Erhéhung der Expression (Tabelle 17).

Tabelle 17: Uberblick tiber die Ergebnisse der untersuchten Rezeptoren (CD14, CD16, HLA-DR, TLR2, TLR4)
unter dem Einfluss von Ibandronsdure. (Anzahl der Pfeile verweist auf Intensitat der Expressionsveranderung;
~~~~~ : kein eindeutiges Ergebnis)

CD14 und CD16 LPS . T
CD14 Ibandronat mit & ohne :LPS l l l«
CD16 Ibandronat ohne L:PS l l l
HLA-DR und TLR2 Ibandronat ohne L;PS l
CD16, HLA-DR und TLR2 Ibandronat + LPS T
TLR4 Ibandronat > T

5.4 Glukokortikoide:

Bildungsort der zur Gruppe der Steroidhormone gehérenden Glukokortikoide ist die Neben-
nierenrinde. Das wichtigste natirlich vorkommende Glukokortikoid ist das Cortisol. Neben
der Stimulation der Glukoneogenese, der Wirkungen auf Hamatopoese, Muskel-, Wasser-,
Elektrolyt- und Eiweil3stoffwechsel zeigt diese Substanzgruppe deutliche antiinflammatori-
sche Eigenschaften. Durch einen Hemmeffekt auf die lymphozytare Eiwei3synthese und
hypertrophierende Wirkung auf Lymphknoten und Thymus vermindert sich die zellvermittelte
Immunitat. Die Proliferation von Fibroblasten und entzindlichem Granulationsgewebe wird
gehemmt. Glukokortikoide beeinflussen auch das mononukledre Phagozytensystem. Bei
Monozyten und Makrophagen identifizierten Werb et al. hochaffine Glukokortikoid-
Rezeptoren (Werb et al. 1978). Anwendung dieser Substanzgruppe in vivo fuhrt durch ver-
anderte Monozytenkinetik zu Monozytopenie und mangelhafter Ansammlung der Zellen in
den entsprechenden Entziindungsgebieten. Die Fahigkeit zur Chemotaxis und mikrobiellen

Aktivitdt wird verringert. Zusatzlich vermindert sich die Sekretion von Proteinasen wie dem
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Angiotensin-Converting Enzym oder von Kollagenasen. Dieser Zusammenhang verdeutlicht,
warum Glukokortikoide die Expression proinflammatorischer Zytokine wie IL-1 und TNF un-
terdriicken (Nockher et al. 1997).

Aufgrund dieser Eigenschaften spielen Glukokortikoide eine wichtige Rolle bei der klinischen
Therapie entzindlicher und autoimmuner Erkrankungen. Besonders in der Behandlung
chronisch entzindlicher Erkrankungen und in der Transplantationsmedizin werden Glukokor-
tikoide im Hinblick auf ihre immunsuppressive Wirkung eingesetzt. Bei akuter Entziindung
jedoch erhéht sich die Gefahr sekundarer Infektionen unter hochdosierter Glukokortikoid-
Therapie. Neuere Studien zeigen im Gegensatz dazu einen positiven Effekt niedrigdosierter
Glukokortikoid-Therapie bei septischem Schock. Neben verbesserter hamodynamischer
Stabilitat bei Patienten erhéhte sich in vitro die Phagozytoseleistung sowie die Expression
monozytenaktivierenden Zytokins IL-12 (Keh et al. 2003). Diese Ergebnisse sprechen sogar
fur eine immunstimulierende Rolle der Glukokortikoide zu Beginn der Abwehrreaktion eines
Organismus gegen eine septische Erkrankung. Bei spezifischen Genen aktivierter Zellen des
Immunsystems verminderte sich durch Glukokortikoide deren Expression, wogegen sie bei
ruhenden Zellen unter dem Einfluss der Substanz vermehrt war. In diesem Zusammenhang
ist interessant, dass die Konzentration von IL-12 bei Patienten mit einer septischen Erkran-
kung wahrend einer Glukokortikoidtherapie erhdht, unter nicht-septischen Bedingungen je-
doch vermindert war (Bornstein et al. 2003). Somit muss die dogmatische Ansicht in Frage

gestellt werden, dass Glukokortikoide rein immunsuppressive Wirkung haben.

Auch im vorliegenden Versuch zeigten Glukokortikoide deutliche immunmodulatorische Wir-
kung. In Gegenwart von Prednisolon verminderte sich die Expression von CD14 und CD16.
Dieser Effekt durch Prednisolon zeigte sich auch bei Endotoxin-stimulierten Monozyten.
Prednisolon und LPS interagierten somit antagonistisch: LPS allein bewirkte eine erhthte
CD14 und CD16 Expression. Bestatigt werden diese Ergebnisse von Dayyani et al.: Bei ei-
ner Studie mit gesunden Versuchspersonen verringerte Prednisolon die Expression von
CD14+CD16+ um 50% nach 24 Stunden und um 95% am Tag funf nach Infusion des Gluko-
kortikoids. Auch in vitro kam es dosisabhéngig zu einer ricklaufigen Expression (Dayyani et
al. 2003). Bei Vorinkubation mit Prednisolon und anschlieender Endotoxin-Exposition be-
statigt sich im vorliegenden Versuch der sowohl positive als auch negative Effekt von Gluko-
kortikoiden auf das Immunsystem: Auf unstimulierte Monozyten hatte Prednisolon zwar wie-
der eine verminderte Expression zur Folge, mit Endotoxin konfrontierte Zellen reagierten
jedoch mit einer Erhéhung der Expression des CD14 und CD16 Rezeptors (Tabelle 18). Im
Lauf einer Sepsis spielt die Deaktivierung der Monozyten eine grol3e Rolle. Die resultierende

Immunsuppression ist assoziiert mit einer Verminderung der HLA-DR-Expression. Bei Sep-
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sispatienten besteht eine Korrelation dauerhaft niedriger HLA-DR-Konzentrationen mit einem
todlichen Ausgang des Krankheitsgeschehens. Bei diesen Patienten fiel auch eine erhdhte
Konzentration an endogenem Cortisol auf (Le Tulzo et al. 2004). In den vorliegenden in vitro-
Versuchen bewirkte Prednisolon bei HLA-DR einen ebenfalls vermindernden Effekt auf die
Expression: Das Abfallen der HLA-DR Expression verstarkte sich (Tabelle 18). Auch dies
spiegelt sich in der Studie von Dayyani et al. wider: HLA-DR wurde bei gesunden Versuchs-

personen nach der Gabe von Prednisolon vermindert exprimiert (2003).

Tabelle 18: Uberblick iiber die Ergebnisse der untersuchten Rezeptoren CD14 und CD16 sowie HLA-DR unter
dem Einfluss von Prednisolon. (Anzahl der Pfeile verweist auf Intensitat der Expressionsveranderung)

CD14 und CD16

LPS T

v

CD14 und CD16 Prednisolon - l l l

HLA-DR

LPS l«lll

v

HLA-DR

Prednisolon S J, l l l l

Fur TLR2 unstimulierter Monozyten zeigte sich im vorliegenden Versuch unter dem Einfluss
von Prednisolon eine vermehrte Expression, welche mit hoherer Dosierung stieg. Eine Erho-
hung der TLR2-Expression war auch bei stimulierten Monozyten zu beobachten. Dies galt
sowohl fir die Vorinkubation mit LPS als auch fir die zeitlich spatere LPS-Exposition (Tabel-
le 19).

Tabelle 19: Uberblick tiber die Ergebnisse der untersuchten Rezeptoren TLR2 und TLR4 unter dem Einfluss von
Prednisolon. (Anzahl der Pfeile verweist auf Intensitat der Expressionsveranderung)

TLR2 Prednisolon mit & ohne_ LPS T T T
TLR4 Prednisolon ohne LPS T
TLR4 Prednisolon mit LPS l«

Erwéhnenswert in diesem Zusammenhang ist das Ergebnis einer Untersuchung von Homma
et al., die eine erhdhte Expression von TLR2 in humanen respiratorischen Epithelzellen nach
dem Kontakt mit Dexamethason nachwies (Homma et al. 2004). Auch fir TLR4 bestatigte
die vorliegende Arbeit den sowohl positiven als auch negativen immunmodulatorische Effekt
von Prednisolon. Prednisolon erhéhte die TLR4-Expression unstimulierter Monozyten, wah-
rend sich die Expression stimulierter Zellen verminderte. Dazu passen die Ergebnisse von
Silverstein et al.: Bei TLR4-Knock-out-Mausen mit resultierender verminderter Reaktion auf
Endotoxin hatten Glukokortikoid-Gaben keinen schiitzenden Effekt bei einer Infektion mit

Escherichia coli (Silverstein et al. 2003).
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Diese Ergebnisse fordern dazu auf, den Einsatz von Glukokortikoiden in niedriger Dosierung
in der Therapie der Sepsis weiter zu untersuchen. Eine Moglichkeit des Monitorings von Im-
munsuppression oder therapeutischen Effekten wéare die standardisierte Bestimmung der im
vorliegenden Versuch untersuchten Antigene CD14 und CD16, HLA-DR, TLR2 und TLR4.

5.5 LDL und e-LDL

Cholesterol und Triglyzeride zirkulieren mit dem Blut als Bestandteil von Lipoprotein-
Komplexen. Lipoproteine sind hochmolekulare, wasserlésliche Komplexe, die v.a. aus Cho-
lesterol, Cholesterinester, Phosphatiden, Triglyzeriden und bestimmten Proteinen (Apoli-
poproteinen) bestehen. Lipoproteine werden in Leber und Darm synthetisiert und transportie-
ren fettldsliche Substanzen wie Cholesterol, Lipide und fettldsliche Vitamine im Blut. Die
Einteilung erfolgt in verschiedene Dichteklassen. Ein Beispiel ist LDL, das ,Low Density Li-
poprotein“. Es besteht zu 75% aus Lipiden (mehrere tausend Molekile Cholesterol sowie
Phospholipide) und zu 25% aus Proteinen (Proteinhille aus Apolipoprotein B). Die Haupt-
aufgabe des ,Low Density Lipoprotein“ ist der Transport von Cholesterol in periphere Zellen.
Bei Bedarf wird LDL von Gewebezellen Uber Rezeptoren aufgenommen. Die Freisetzung
des Cholesterols in der Zelle geschieht durch die Einwirkung zelleigener lysosomaler Enzy-

me, den Proteasen und Cholesterolesterasen.

Nach Bhakdi et al. verandern sich Lipoproteine durch in vitro-Behandlung mit Protease und
Cholesterolesterase zu einer Einheit, die Lipoproteinpartikel atherosklerotischer Veranderun-
gen morphologisch &hneln (enzymatisch modifiziertes LDL, e-LDL). Dieser enzymatische
Umbau bringt LDL in einen fusionsfreudigen Zustand und es entstehen unterschiedlich grol3e
Partikel. Die veranderten LDL-Molekile werden von Makrophagen rasch aufgenommen.
Schaumzellbildung ist die Folge. Diese wird von der Freisetzung des MCP-1 (Monozyten-
chemotaktisches Protein-1) und IL-6 begleitet. Hohe e-LDL-Konzentrationen wirken zytoto-
xisch, so dass einige Zellen absterben (Bhakdi et al. 2002). Die Untersuchungsergebnisse
der vorliegenden Arbeit bestétigen diese Aussagen. Obwohl keine deutliche Schaumzellbil-
dung stattfand, wiesen Monozyten bei der Untersuchung im Transmissionselektronenmikro-
skop bereits nach 15mindtiger Inkubation mit e-LDL deutliche Einschliisse von Fettpartikeln
auf. Diese Fetteinschlisse fehlten bei Monozyten nach LDL-Exposition. Sowohl bei e-LDL
als auch LDL-inkubierten Monozyten fanden sich in Apoptose befindliche Zellen. Dies besta-
tigen auch die Ergebnisse des mikroskopischen Bildes bei der Zellkulturkontrolle. Lipoprotei-

nen-inkubierte Monozyten zeigten deutlich verringerte Vitalitat.

Die Messintervalle mit drei, bzw. sechs und zwolf Stunden nach Kulturbeginn wurden in die-

sem Versuchsansatz sehr friih gewahlt. In diesem Zeitfenster verminderte sich die Expressi-
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on sowohl des CD14 als auch des CD16-Rezeptors bei den Kontrollwerten ohne Lipid. In
zeitlich spateren Messintervallen anderer Versuchsansétze kam es bei den Kontrollen tbli-
cherweise zu erhohter Expression dieser Rezeptoren. Moéglicherweise besteht hier ein Zu-
sammenhang mit der initial verstarkten Adhasion der Monozyten an kiinstlichen Membranen,
in diesem Fall an den Boden der Kulturschale. Ziegler-Heitbrock et al. sehen einen Zusam-
menhang der bevorzugten Adhésion proinflammatorischer Monozyten (CD14+ und CD16+)
an kunstlichen Membranen mit der Verringerung der Anzahl dieser Zellen initial bei Hamo-
dialyse (Ziegler-Heitbrock et al. 2007). 2001 untersuchten Nockher et al. die Verteilung mo-
nozytarer Subpopulationen bei Patienten unter Hamodialyse. Die Uberprifung einer tran-
sienten Verringerung der Expression proinflammatorischer Monozyten bei Patienten zu
Beginn der Hamodialyse kénnte auch einen sensitiven Test fur die Biokompatibilitat kinstli-
cher Membranen darstellen. Dies ist von Bedeutung, da Adhasion Monozyten aktiviert, diese
dadurch vermehrt Zytokine produzieren und so zu Entziindungen im Rahmen einer Dialyse

beitragen.

In den vorliegenden Untersuchungen stieg die HLA-DR Expression unter Einfluss der Li-
poproteine LDL und vor allem e-LDL gegen Ende der Kulturzeit an (Abbildung 91). Der
TLR2-Rezeptor zeigte nach dem Kontakt mit LDL in Mehrfachanséatzen tendenziell eine ver-
minderte Expression. Das enzymatisch modifizierte Lipoprotein (e-LDL) erhéhte dagegen die
TLR2 Expression. Bei der durchgefiihrten Bestimmung des extrazellularen Toll-like Rezep-
tors 4 ergab sich keine eindeutige Expressionsveranderung nach dem Kontakt mit LDL als
auch mit e-LDL. Die Expression des intrazellularen TLR4 zeigte eine Tendenz zur Verminde-

rung der Expression nach Kontakt mit den Lipoproteinen (Abbildung 90).

Spenderabhangig kam es zu einigen Extremwerten bei der Rezeptorexpression nach dem
Kontakt mit e-LDL. So reagierte HLA-DR einmal bereits nach 15 Minuten auf das enzyma-
tisch veré&nderte Lipoprotein mit einer deutlichen Erhdhung der Expression. TLR2 und TLR4
zeigten zweimal eine extreme Erh6hung ihrer Expression nach sechs Stunden Inkubations-
zeit mit e-LDL. Bei unstimulierten Monozyten, die zusatzlich zu den Lipoproteinen mit Ator-
vastatin inkubiert werden, fehlten diese Reaktionen vollstandig. Fir die untersuchten Rezep-
toren CD14, CD16, HLA-DR, TLR2 und TLR4 kommt es bei Atorvastatin plus LDL bzw.
e-LDL zu einer verminderten Expression. Die Atorvastatin-Befunde waren fir uns jedoch
abschliel3end nicht endgultig beurteilbar, da ein Einfluss der Tragersubstanz fir die Losung

des Statins auf die Immunphéanotypie der Zellen nicht auszuschliel3en war.

Der Mainzer Hypothese nach Bhakdi et al. zufolge birgt jedes LDL-Molekil das atherogene
Potential in sich (Abbildung 93). Gelangt ein Teil der Lipoproteine des Blutes in das Endothel

der Gefalde, kommt ein physiologischer Mechanismus zum Abtransport von gewebsstandi-
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gen LDL-Cholesterol in Gang. Uber langlebige Phagozyten versucht der Organismus, das
unldsliche Cholesterol zu entfernen. Ein enzymatischer Umbau legt Bindestellen fir das
C-reaktive Protein frei. Eine nicht-oxidative enzymatische Degradation transformiert in die
Intima arterieller Gefalie transsudiertes Low Density Lipoprotein (LDL) bereits in den initialen
Stadien der Arteriosklerose zu diesem atherogenen Lipoprotein. Wird CRP gebunden,
kommt es zur Komplementaktivierung und zur Anlockung von Blutmonozyten. Die
Makrophagen erkennen das LDL, nehmen es auf und entfernen es aus dem Gewebe. Bei
Uberlastung dieses Transportsystems werden inflammatorische Zytokine freigesetzt. Infol-
gedessen gehen Makrophagen zugrunde und freigesetzte Lipide fiUhren zu Komplementakti-
vierung. Der Prozess geht in eine chronische Entziindung Uber: Kalzium-Lipid-
Proteinkomplexe lagern sich ab, durch Proliferation und Bildung einer extrazellularen Matrix
findet eine Vernarbung statt. Somit scheint die Uberaktivierung des natirlichen Immunsys-
tems (Komplement und Makrophagen) eine zentrale Rolle bei der Atherosklerose zu spielen
(Bhakdi et al. 2002).

ox-LDL
Hypothese
LDLC o :

- ,Abrdumen*
- bei Uberladung:
proinflammatorische Signale Stranden und Entziindung

Abbildung 90: Gegeniberstellung der herkdmmlichen Oxidationstheorie (links) und der Mainzer Hypothese
(rechts): Oxidationstheorie: LDL wird vor oder wahrend der transendothelialen Passage oxidiert, wirkt proinflam-
matorisch und induziert Schaumzellbildung. Mainzer Hypothese: LDL erreicht hauptséachlich in Nativform das
Subendothelium. Dort geschieht ein enzymatischer Ab- und Umbau, sodass ein CRP-bindendes, komplementak-
tivierendes Lipoprotein (e-LDL) entsteht, das im ungunstigen Fall den pathologischen Prozess der Atherosklerose
auslost (Bhakdi et al. 2002).

5.6 Atorvastatin

Statine sind HMG-CoA-Reduktase-Hemmer. Diese Reduktase katalysiert einen frihen und
limitierenden Schritt in der Cholesterol-Biosynthese. Die Hauptwirkung der Statine liegt in der
Senkung des LDL-Cholesterols. Klinische und pathologische Studien zeigen, dass erhohte
Plasmakonzentrationen an Cholesterol, LDL-Cholesterol und Apolipoprotein B eine Athe-
rosklerose verstarken und das Risiko von kardiovaskularen Erkrankungen erhoht. Vermehrte

Anteile an HDL-Cholesterol (HDL = ,high density lipoprotein®) verringern dieses Risiko. Die-
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ser Zusammenhang wird in der Studie aus einer schwedischen Arbeitsgruppe um Olsson et
al. (2002) bestatigt. Bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom reduzierte eine lipidsenkende
Therapie mit hochdosiertem Atorvastatin kurzfristig wiederkehrende ischdmische Effekte
(Olsson et al. 2002).

Auch die Ergebnisse aus den vorliegenden Untersuchungen sprechen fir die Fahigkeit der
Statine, inflammatorische Antworten zu reduzieren. Die Rezeptoren CD14 und CD16 zeigten
als Reaktion auf Atorvastatin eine abfallende Expression. Bei LPS stimulierten Monozyten
kam es zu keinem eindeutigem Ergebnis. Statine bewirkten bei HLA-DR in vitro ebenfalls
einen vermindernden Effekt auf die Expression stimulierter Monozyten. Die abfallende HLA-
DR-Expression unter LPS-Einfluss wird verstarkt. Bei unstimulierten Monozyten bewirkte

Atorvastatin einen synergistischen Effekt auf das Ansteigen der HLA-DR-Expression.

Unabhangig von der lipidsenkenden Wirkung der Statine gibt es weitere klinische Ergebnisse
bezlglich dieser Substanzgruppe. So therapierten Bianchi et al. eine Gruppe von Patienten
mit Nierenerkrankungen fir die Dauer eines Jahres mit Atorvastatin. Am Ende dieses Inter-
valls wurde eine Verringerung des Proteinverlustes festgestellt. Die Nierenfunktion, bestimmt
durch Kreatinin-Clearance, war stabil. Bei einer Vergleichsgruppe war der Proteinverlust
unverandert und die Kreatinin-Clearance gefallen (Bianchi et al. 2003). Demzufolge hat die
lipidsenkende Therapie einen protektiven Effekt auf die Nierenfunktion. Bei einer Studie an
Patienten mit Koronarinsuffizienz konnte durch den Einsatz von Atorvastatin die Mortalitét
und der Anteil der Infarkte gesenkt werden (Athyros et al. 2002). Auch die Nierenfunktion der
Patienten der genannten Untersuchung wurde evaluiert. Atorvastatin-behandelte Patienten
wiesen eine deutlich erhthte Kreatinin-Clearance auf. Bei anderen Statinen war der Effekt
geringer, bei der Gruppe ohne Statine kam es sogar zu einem Abfall der Kreatinin-

Clearance.

Im vorliegenden Versuch verminderte sich die TLR2-Expression unstimulierter Monozyten
durch Atorvastatin nach 24 Stunden, wahrend fur den TLR4-Rezeptor unstimulierter Monozy-
ten kein eindeutiges Ergebnis dargestellt werden konnte. Dagegen kommt es bei LPS-
stimulierten Monozyten zu einer geringfiigigen erhdhten Rezeptorexpression sowohl von
TLR2 als auch von TLRA4.

Die Befunde waren fir uns jedoch nicht endgultig beurteilbar, da ein Einfluss der Tragersub-
stanz fur die Losung des Statins auf die Immunphénotypie der Zellen nicht auszuschlieRen

war.
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5.7 Vitamin D

Die soweit bekannten nicht-kalzdmischen Wirkungen von Vitamin D erstrecken sich auf ver-
schiedene Zellgruppen. Bei aktivierten Lymphozyten hemmt Vitamin D beispielsweise die
Proliferation sowie die Synthese von IL-2, IFN und Antikérpern. Bei neoplastischen Zellen im
Rahmen der Tumorgenese bewirkt Vitamin D ebenfalls eine Proliferationshemmung. Anti-
genprasentierende Zellen besitzen auch Vitamin D-Rezeptoren sowie eine 1-Alpha-
Hydroxylase zur eigenen Synthese von Vitamin D. Welche Reaktionen auf Vitamin D-

Derivate als potentiell immunmodulatorische Substanzen sind also zu erwarten?

Die Ergebnisse zeigen deutlich die immunmodulatorischen Féhigkeiten dieser Substanzen.
1-Alpha-Calcidol und Calcitriol erhdhten die monozytare Expression sowohl von CD14 un-
stimulierter als auch Endotoxin-stimulierter Zellen. LPS und Vitamin D-Derivate interagierten
synergistisch. Die CD16-Expression unstimulierter als auch stimulierter Monozyten erhdhte
sich durch 1-alpha-Calcidol und Calcitriol ebenfalls (Tabelle 20). Calcidol vermehrte die
CD14-Expression in unstimulierten und in LPS-aktivierten, kultivierten Monozyten offensicht-
lich durch den gleichen oder einen ahnlichen Rezeptor wie den, der fur 1-25-Dihydroxy-

Vitamin D3 gezeigt wurde (Wang et al. 2004).

Bei Dialysepatienten ist infolge einer chronischen LPS-Exposition und erhéhtem Zellumsatz
eine verringerte zellulare Reaktivitat in Bezug auf Endotoxin vorhanden, d.h. CD14 und
CD16 werden heruntergeregelt. Mdglicherweise kénnen Vitamin D-Derivate wie Calcitriol
und 1-Alpha-Calcidol diesen Defekt bis zu einem gewissen Mal3e ausgleichen. Auch nach
Tokuda et al. zeigen Monozyten von Patienten mit beeintrachtigter Nierenfunktion ohne Vi-

tamin D-Erganzung eine signifikant reduzierte Expression von CD14 (Tokuda et al. 2000).

Vitamin D-Derivate regulierten die Expression von HLA-DR drastisch nach unten, ahnlich wie
in Monozytenkulturen nach der Inkubation mit LPS oder bei Patienten mit schweren bakteri-
ellen Infektionen beobachtet (Tabelle 20). Diese Hemmung von HLA-DR durch mikrobielle
Liganden ist aquivalent zum Status relativer Immunsuppression und einer Reaktionslosigkeit
antigenprasentierender Zellen. Somit ahmte 1-Alpha-Calcidol den biologischen Effekt von
Endotoxin oder immunsuppressiven Agenzien nach. In diesem Zusammenhang ist erwah-
nenswert, dass eine tagliche Dosis von 0,5 pg Alphacalcidol bei einer Gruppe von 162 ha-
modialysierten Patienten mit reduziertem Risiko eines kardiovaskuldren Todes im Vergleich
zu 80 Nicht-Nutzern assoziiert war (Shoji et al, 2004). Somit bestatigen diese Ergebnisse
eine frihere Studie, in der Calcitriol (1-25-Vit D3) in einer Dosierung von 2 pg intravenos
anamische Zusténde verbesserte und den Bedarf an Erythropoietin bei Hamodialysepatien-

ten verringerte (Goicoechea et al, 1998). Die potente Hemmung der HLA-Expression durch
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LPS wird durch Alphacalcidol und auch durch Calcitriol zusatzlich verstarkt. Zusétzlich redu-
zierte Calcidol die TLR2-Expression unstimulierter Monozyten (Tabelle 20). Da nach Muta et
al. CD14 ein Korezeptor fir TLR2 als auch fir TLR4 ist, kann unter diesen Umstanden ein
negativer Feedback fiir TLR2 vermutet werden (Muta et al. 2001). Die eigenen Ergebnisse
unterstitzen die Ansicht, dass nicht nur mikrobielle Komponenten mit Toll-like Rezeptoren
interagieren. Somit kann neben gramnegativen Bakterien, Hitzeschockprotein-70 und Kom-
ponenten der extrazellularen Matrix auch 1-Hydroxy-Vitamin D3 TLR2 modulieren. Auf den

TLR4-Phanotyp zeigten Vitamin D-Derivate keinen eindeutigen Einfluss.

Tabelle 20: Uberblick tiber die Ergebnisse der untersuchten Rezeptoren (CD14, CD16, HLA-DR, TLR2, TLR4)
unter dem Einfluss von Vitamin D. (Anzahl der Pfeile verweist auf Intensitét der Expressionsveranderung; 48h

und 72h: Zeitpunkt der Messung nach Kulturbeginn, ~~~~~ : kein eindeutiges Ergebnis)
CD14 und CD16 LPS - T T T
CD14 und CD16 Vitamin D mit & ohne LPS T T T
HLA-DR LPS > l« l l l
HLA-DR Vitamin D mit & ohne LPS J, l, J, ,L J,
TLR2 und TLR4 LPS R T (48n) | (72h)
TLR2 Vitamin D mit & ohne LPS l,
TLR4 Vitamin D mit & ohne LPS ——

In einer zeitgleich durchgefuhrten Untersuchung am selbigen Institut untersuchten Lambert
et al. den Einfluss von Paracalcitol (PA, 19-nor-1-a-25(0OH), Vitamin-D,) auf die Rezeptorex-
pression peripherer Blutmonozyten unter Kulturbedingungen sowie bei Patienten nach Dialy-
se und anschlieRender PA-Injektion. Die untersuchten Rezeptoren kultivierter Monozyten
reagierten ahnlich wie bei Alphacalcidol und Calcitriol: CD14 wurde vermehrt, HLA-DR und
TLR2 vermindert exprimiert. Im Unterschied zu Alphacalcidol und Calcitriol zeigte Paracalci-
tol auch auf TLR4 Einfluss und verursachte eine verminderte Expression. Die Ergebnisse bei
den Patienten bestétigen diese Effekte, wobei PA jedoch keinen Effekt auf TLR4 zeigte. Zu-
satzlich untersuchte intrazellulare Toll-like Rezeptoren 2 und 4 reagierten nicht auf PA unter
Kulturbedingungen. Die Expression des intrazellularen Toll-like Rezeptors 4 im Blut von Pa-

tienten unter PA-Behandlung nahm jedoch ab (Lambert et al. 2008).

5.8 Xanthinderivate

Pentoxifyllin ist ein Phosphodiesterasehemmer mit Wirkung auf die zellularen Blutbestandtei-

le, die Blutviskositat und die glatten Muskelfasern der GefalRwand (Vasodilatation). Die Sub-
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stanz verbessert die Verformbarkeit der Erythrozyten und vermindert die Thrombozyte-
naggregation. Dadurch verbessert sich die Versorgung des Gewebes mit Sauerstoff und die
Mikrozirkulation. Eine Abnahme durchschnittlicher Fibrinogenkonzentration und ein Anstieg
des Antithrombin 1ll-Spiegels sind weitere, die Viskositat vermindernde, Effekte. Im Tiermo-
dell hemmt Pentoxifyllin die Adhasivitat von Leukozyten am GeféaRendothel und die Leukozy-
tenaktivierung. Dies vermindert die Produktion und Aktivierung proinflammatorischer Zytoki-
ne und dadurch bedingte Endothelschéden in vivo und in vitro. In vitro hemmt Pentoxifyllin
die monozytare Produktion von TNF-a und die T-Zell-Produktion von IFN-y. In Kombination
mit Kortikosteroiden zeigte Pentoxifyllin bei Patienten mit pulmonaler Sarkoidose einen sy-
nergistischen immunsuppressiven Effekt. Die Sarkoidose ist eine systemische, granulomato-
se Erkrankung unbekannter Atiologie mit verstarkter zellularer Immunaktivitat in den betrof-
fenen Organen. Mit Pentoxifyllin allein als auch in Kombination mit Kortikosteroiden

behandelte Patienten zeigten eine signifikante Verbesserung (Fazzi 2003).

Interessanterweise fand sich im Zusammenhang mit granulomattsen Erkrankungen wie bei-
spielsweise der Sarkoidose eine erhdhte extrarenale Bildung von Calcitriol. Vitamin D-
Derivate zeigten in den vorliegenden in vitro-Versuchen deutliche immunmodulatorische
Eigenschaften, die sich fir HLA-DR, TLR2 und TLR4 tendenziell auch fir Pentoxifyllin nach-
weisen lieBen. So regulierte Pentoxifyllin die HLA-DR-Expression nach unten und ahmte
somit wie Vitamin D-Derivate den biologischen Effekt von Endotoxin oder immunsuppressi-
ven Agenzien nach. Auch die Expression des TLR2 und TLR4-Rezeptors verminderte sich in
hoherer Dosierung. Allerdings hemmte die Substanz in héheren Dosierungen im Gegensatz
zu Vitamin D-Derivaten bei LPS-stimulierten Monozyten sowohl die Expression des CD14-
als auch des CD16-Rezeptors (Tabelle 21).

Tabelle 21: Uberblick tiber die Ergebnisse der untersuchten Rezeptoren (CD14, CD16, HLA-DR, TLR2, TLR4)
unter dem Einfluss von Pentoxifyllin. (Anzahl der Pfeile verweist auf Intensitat der Expressionsverénderung)

CD14 und CD16 LPS -~ T T T
CD14 und CD16 Pentoxifyllin mit LPS l

HLA-DR Pentoxifyllin mit & ohne LPS l l,
TLR2 und TLR4 Pentoxifyllin mit & ohne LPS l bei héherer Dosierung

Den antiinflammatorischen Hintergrund von Pentoxifyllin bestatigt auch eine Studie von Coo-
per et al., in der Pentoxifyllin bei Patienten mit Erythropoietin-resistenter Anamie die Hamo-
globinproduktion verbesserte (Cooper et al. 2004). Eine Hemmung proinflammatorischer

Zytokinproduktion erméglicht im Organismus eine verstarkte Erythropoese. Nach Van Duin
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et al. hatte die prophylaktische Gabe von Pentoxifyllin bei mit LPS behandelten Zwergziegen

allerdings keinen hemmenden Einfluss auf die Akute-Phase-Reaktion (Van Duin et al. 1995).

Eingesetzt wird Pentoxifyllin vor allem zur Behandlung peripherer, aber auch zerebraler
Durchblutungsstérungen. Eine das Zentralnervensystem stimulierende Wirkung, wie sie von
anderen Methylxanthinen bekannt ist, besitzt Pentoxifyllin nicht.
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6 Zusammenfassung

Die erhaltenen Befunde belegen zusammenfassend die tragende Rolle monozytérer Antige-
ne wie CD14, CD16, HLA-DR, TLR2 und TLR4. Sowohl im zeitlichen Verlauf als auch unter

dem Einfluss verschiedener Substanzen zeigten die untersuchten Rezeptoren charakteristi-

sche Veranderungen:

Allgemeine Analysen:

a. Die monozytare Expression von CD14 sowie von CD16 stieg im Verlauf der Zellkultur
langsam an.

b. Der Kontakt mit LPS erhohte deutlich die Expression von CD14 und CD16 gegenuber
unstimulierten Monozyten.

c. Bei unstimulierten Monozyten stieg die Expression von HLA-DR wahrend der Dauer
der Zellkulturzeit kontinuierlich und deutlich an.

d. LPS hemmte die Expression von HLA-DR. Ein deutlich zu beobachtendes Sinken der
Rezeptorexpression im Vergleich zu unstimulierten Monozyten war die Folge.

e. Charakteristisch fir die Rezeptoren TLR2 und TLR4 war der Anstieg der Expression
im zeitlichen Verlauf bis zu dem Messzeitpunkt nach 48 Stunden mit anschlielendem
Sinken der Expression.

f. LPS ubte auf TLR2 einen deutlichen Einfluss aus: die Expression sank.

g. TLR4 reagierte am Anfang der Kulturzeit kaum auf LPS. Zum Messzeitpunkt nach 72
Stunden sank die Expression.

Erythropoietin:

a. Die Expression von CD14 und CD16 verminderte sich in der Gegenwart von Epoetin
alpha.

b. Dieser Effekt blieb bei mit Endotoxin-stimulierten Monozyten erhalten.

c. Epoetin alpha und LPS interagierten somit antagonistisch, da LPS allein eine Erho-
hung der Expression von CD14 und CD16 bewirkte.

d. Die Expression von HLA-DR erhéhte sich unter dem Einfluss von Epoetin alpha so-
wohl bei unstimulierten als auch bei mit Endotoxin-stimulierten Monozyten.

e. Epoetin alpha bewirkte somit bei HLA-DR ebenfalls einen antagonistischen Effekt.
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Der Abfall der HLA-DR-Expression konnte bei Vorinkubation mit EPO und anschlie-

Render Stimulation mit Endotoxin nicht aufgehalten werden.

g. Epoetin alpha erhthte die TLR2- und TLR4-Expression bei unstimulierten und mit
LPS stimulierten Monozyten.

h. Monozyten, die erst nach dem Kontakt mit EPO mit Endotoxin-stimuliert wurden,
zeigten einen Abfall der TLR2 und TLR4-Expression.

Bisphosphonate:

a. Der CD14-Rezeptor reagierte auf Ibandronsédure mit einer verminderten Expression
sowohl bei unstimulierten als auch bei mit LPS stimulierten Monozyten.

b. CD16 zeigte nur bei unstimulierten Monozyten einen deutlichen Abfall seiner Expres-
sion.

c. Ibandronsaure und LPS interagierten somit antagonistisch.

d. Das Ausmal} der Expressionsanderung war in niedrigerer Dosierung ausgepragter.

e. CD16, HLA-DR und TLR2 reagierten bei mit Endotoxin-stimulierten Monozyten mit
nur geringfiigigen und nicht eindeutigen Anderungen in ihrer Expression.

f. Bei unstimulierten Monozyten fiel die Expression von HLA-DR und TLR2 nach einem
anfanglichen Anstieg nach 48 Stunden ab.

g. Der TLR4-Rezeptor reagierte insgesamt mit einer geringgradigen Erhéhung der Ex-

pression.

Glucocorticoide:

a.

In Gegenwart von Prednisolon kam es zu einer Verminderung der Expression des
CD14- und CD16-Rezeptors.

Dieser Effekt wurde auch bei mit Endotoxin-stimulierten Monozyten beobachtet.
Prednisolon und LPS interagierten somit antagonistisch.

Bei HLA-DR bewirkte Prednisolon einen ebenfalls vermindernden Effekt auf die Ex-

pression. Das Absinken der Expression von HLA-DR wurde verstarkt.

Fur TLR2 zeigte sich unter dem Einfluss von Prednisolon auf unstimulierte Monozy-

ten eine vermehrte Expression.

Der gleiche Effekt, eine Erhéhung der TLR2-Expression, war auch bei stimulierten

Monozyten zu beobachten.
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g.

Prednisolon erhéhte die TLR4-Expression bei unstimulierten Monozyten, wahrend die

Expression bei stimulierten Zellen vermindert war.

Atorvastatin:

a.

LDL, e-

106

Die Rezeptoren CD14 und CD16 zeigten als Reaktion auf Atorvastatin eine Reduzie-

rung ihrer Expression.

Bei mit LPS stimulierten Monozyten kam es fir den CD14- und CD16-Rezeptor zu

keinem eindeutigen Ergebnis.

Bei unstimulierten Monozyten hatte Atorvastatin einen synergistischen Effekt auf das

Ansteigen der HLA-DR-Expression.

Bei stimulierten Monozyten hatte Atorvastatin einen synergistischen Effekt auf das
Absinken der HLA-DR-Expression.

Die Expression von TLR2 war durch Atorvastatin bei unstimulierten Monozyten nach
24 Stunden vermindert, wahrend es bei mit Endotoxin-stimulierten Monozyten zu ei-

ner geringfligigen Erh6hung der Rezeptorexpression von TLR2 kam.

Fur den TLR4-Rezeptor gab es kein eindeutiges Ergebnis bei unstimulierten Monozy-
ten. Im Gegensatz dazu kam es auch fur den TLR4-Rezeptor zu einem Anstieg der

Expression nach Kontakt der Monozyten mit LPS.

LDL:

Nach sechsstiindiger Inkubation der Monozyten mit e-LDL wurde im Transmissions-
elektronenmikroskop ein Einschluss von Fettpartikeln in die Zellen nachgewiesen.

Diese Einschlisse waren bei mit LDL inkubierten Monozyten nicht zu finden.

Sowohl bei e-LDL als auch bei LDL-inkubierten Monozyten wurden in Apoptose be-

findliche Zellen gefunden.

HLA-DR als auch TLR2- und TLR4-Rezeptor reagierten teilweise auf das enzyma-
tisch veranderte Lipoprotein mit einer deutlichen bis extremen Erhdhung der Expres-

sion.

Bei Kontakt unstimulierter Monozyten mit LDL bzw. e-LDL und Atorvastatin kam es
zu einem Abfall der Expression aller untersuchten Rezeptoren: CD14, CD16, HLA-
DR, TLR2, TLRA4.
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Vitamin D:

a. 1-Alpha-Calcidol und Calcitriol erhdhten sowohl die monozytare Expression von

CD14 und CD16 bei unstimulierten als auch bei mit Endotoxin-stimulierten Zellen.
b. LPS und Vitamin D-Derivate interagierten synergistisch.
c. Vitamin D-Derivate regulierten die Expression von HLA-DR drastisch nach unten.

d. Zusatzlich reduzierten Vitamin D-Derivate die TLR2-Expression sowohl bei unstimu-

lierten als auch bei stimulierten Monozyten.

e. Auf den TLR4-Phénotyp zeigten Vitamin D-Derivate keinen eindeutigen Einfluss.

Xanthinderivate:

a. Pentoxifyllin hemmte in hoheren Dosierungen v.a. bei mit LPS stimulierten Monozy-

ten sowohl die Expression des CD14- als auch des CD16-Rezeptors.
b. Pentoxifyllin regulierte die Expression von HLA-DR nach unten.

c. Die Expression des TLR2- und TLR4-Rezeptors wurde in héherer Dosierung vermin-
dert.

d. Fur den TLR2- und TLR4-Rezeptor unstimulierter und stimulierter Monozyten galt:
vermehrte Expression bei niedrigerer Dosierung, verminderte Expression bei héherer

Dosierung.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Uber die bekannten Wirkungen der untersuchten
Pharmaka hinausgehend mdgliche immunmodulatorische Effekte zu prifen. Monozytenas-
soziierte Antigene wie TLR2, TLR4, CD14, CD16 und HLA-DR kénnen im Rahmen des an-
geborenen Immunsystems schnell und effektiv auf Pathogene reagieren. Sie funktionieren
als ,pattern recognition receptors” (PRRs) in Sdugetieren und dem Menschen und sind in der
Lage, nur bei mikrobiellen Pathogenen vorkommende Muster zu erkennen (,pathogen asso-

ciated molecular pattern”, PAMPS).

Die vorliegenden Befunde sind geeignet, auch unter klinischen Bedingungen die Genese von
Erkrankungen besser beurteilen zu helfen. Mehrfach wiederholte Versuchsansatze ergeben
eine hohe Aussagekraft der Ergebnisse. Auf diesem Weg lassen sich spezifische Rezeptor-
eigenschaften erarbeiten, die mit Daten aus der Praxis ergdnzt und verknipft werden mus-
sen. Das Wissen um Expressionsveranderungen von Monozytenantigenen kommt bereits als
Verlaufskontrolle bei auftretenden Infektionen bei Patienten zur Anwendung. Weiterfiihrende
Forschung Uber das Verstandnis der Rezeptorfunktionen hinaus wird diverse Einsatzmdg-

lichkeiten v.a. TLR-modulierender Agentien zur therapeutischen Applikation schaffen.
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7 Summary

Expression of monocytic antigens under the influenc e of various pharmaceutics and

lipoproteins: in vitro analyses of CD14 (endotoxin receptor), CD16 (Fc-gamma-lll re-
ceptor), HLA-DR and Toll-like receptor 2 and 4 (TLR 2, TLR4)

The achieved findings prove the important role of monocyte antigens like CD14, CD16, HLA-

DR, TLR and TLR4. During the period of cell culture and under the influence of different sub-

stances the examined receptors showed characteristic shifts:

General analysis:

a. Monocyte expression of CD14 and CD16 increased slowly during the period of cell
culture.

b. Exposure to bacterial Lipopolysaccharid obviously increased the expression of CD14
and CD16 compared to monocytes without LPS.

c. In monocytes without exposure to LPS the expression of the HLA-DR antigen in-
creased during the period of cell culture continuously and obviously.

d. LPS inhibited the expression of the HLA-DR antigen. As a result the obvious de-
crease of expression could be observed compared to unstimulated monocytes.

e. TLR2 and TLR4: increase of expression during the period of cell culture up to 48
hours followed by a decrease was characteristically.

f. LPS exerted clear influence on TLR2: the expression decreased.

g. TLR4 barely responded to LPS at the beginning of cell culture. After 72 hours the ex-
pression decreased.

Erythropoietin:

a. The monocyte expression of CD14 and CD16 decreased after exposure to Epoetin
alpha.

b. This effect remained on monocytes stimulated with endotoxin.

c. Therefore Epoetin alpha and LPS interacted antagonistically, as LPS alone caused
increased expression of CD14 and CD16.

d. HLA-DR expression increased under influence of Epoetin alpha on monocytes with
and without exposure to LPS.

e. Thus Epoetin alpha caused an antagonistic effect on HLA-DR too.
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EPO followed by exposure to LPS.
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g. Epoetin alpha increased TLR2 and TLR4 expression on monocytes with and without
exposure to LPS.

h. Monocytes with EPO preincubation followed by LPS exposure reacted with de-
creased TLR2 and TLR4 expression.

Bisphophonate:

a. CD14 receptor responded to Ibandronate with decreased monocytic expression with
and without exposure to LPS.

b. CD16 expression was obviously decreased only on monocytes without LPS.

c. Therefore Ibandronate and LPS interacted antagonistically.

d. The chance in expression was more pronounced in lower dosage.

e. CD16, HLA-DR and TLR2 reacted on monocytes exposed to LPS with minor and not
explicit changes in their expression.

f.  After initial increase on monocytes without exposure to LPS the HLA-DR and TLR2
expression decreased after 48 hours.

g. TLR4 responded overall with a minor increase of expression.

Prednisolone:

o o o p

The presence of Prednisolone resulted in a decrease of CD14 and CD16 expression.
This effect remained on monocytes stimulated with endotoxin.

Therefore Epoetin alpha and LPS interacted in an antagonistic way.

On the HLA-DR antigen Prednisolone caused a decreasing effect also. The decrease
of HLA-DR expression was aggravated.

TLR2 under influence of Prednisolone showed increased expression on monocytes
without exposure to LPS.

The same effect, an increase of TLR2 expression, was seen on monocytes with ex-
posure to LPS.

Prednisolone increased TLR4 expression on monocytes without exposure to LPS,

whereas the expression on monocytes with exposure to LPS was decreased.

Atorvastatine:

a.

CD14 and CD16 receptor showed a decrease in their expression as a reaction to
Atorvastatine.
On monocytes with exposure to LPS no obvious result for CD14 and CD16 receptor
could be seen.
Atorvastatine had a synergistic effect on the increase of HLA-DR expression on

monocytes without exposure to LPS.
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d. Atorvastatine had a synergistic effect on the decrease of HLA-DR expression on
monocytes with exposure to LPS.

e. Atorvastatine decreased TLR2 expression after 24 hours on monocytes without ex-
posure to LPS, whereas on monocytes with exposure to LPS a minor increase of
TLR2 expression could be seen.

f.  No obvious result could be found for TLR4 receptor on monocytes without exposure
to LPS. On the contrary a increase of TLR4 expression could be observed on mono-
cytes with exposure to LPS.

LDL, e-LDL:

a. After six hours of incubation with e-LDL a monocytic embedding of lipid particles was
detected through transmission electron microscope.

b. Apoptotic monocytes were found after incubation with e-LDL and LDL.

c. Both HLA-DR, TLR2 and TLR4 receptor partially reacted to the enzymatic modified
Lipoprotein in some cases with an extreme increase in their expression.

d. Exposure to LDL respectively e-LDL and Atorvastatine on monocytes without LPS
implicated a decrease of expression of all examined receptors: CD14, CD16, HLA-
DR, TLR2, TLRA.

Vitamin D:

a. 1-Alpha-Calcidol and Calcitriol enhanced CD14 and CD16 expression on monocytes
with and without exposure to LPS.

b. LPS and Vitamin D derivatives interacted synergistically.

c. Vitamin D derivatives downregulated monocytic HLA-DR antigen expression dramati-
cally.

d. Vitamin D derivatives reduced monocytic TLR2 expression without and with exposure
to LPS.

e. The TLR4 receptor did not react clearly to Vitamin D derivatives.

Xanthinderivatives:
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a.

Pentoxifylline inhibited CD14 and CD16 expression especially on monocytes after
exposure to LPS in a dose-dependent manner.

Pentoxifylline downregulated monocytic HLA-DR antigen expression.

Expression of the TLR2 and TLR4 receptor was reduced by increasing dosage of
Pentoxifylline.

In monocytic TLR2 and TLR4 receptor expression without as well as with exposure to
LPS following reaction could be seen: increased expression with lower dosage, de-

creased expression with higher dosage.



Summary

One goal of the present thesis was to analyze possible immunmodulatory effects beyond the
known pharmacological effects of the examined substances. Monocyte associated antigens
like TLR2, TLR4, CD14, CD16 and HLA-DR as part of the congenital immune system are
able to react quickly and effective to pathogens. They work as “pattern recognition receptors”
(PRRs) in mammals and humans and have the ability to recognize “pathogen associated

molecular patterns” (PAMPS).

The present findings are appropriate to assess the genesis of diseases under clinical condi-
tions. Repeated experiments supply a high significance of the results. Therefore specific
receptor characteristics can be developed, which have to be completed and connected with
clinical data. The knowledge of defined changes in monocytic antigen expression is already
used for clinical monitoring of patients with infection. Continuing research about the under-
standing of receptor function will create diverse prospects for the use especially of TLR-

modulating agents for therapeutically application.
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