Aus dem Gustav-Embden-Zentrum der Biochemie
des Fachbereichs Humanmedizin
der Johann Wolfgang Goethe-Universitat
Frankfurt am Main
(Geschaftsfihrender Direktor: Prof. Dr. Prakash Chandra)
Biochemie der Hormone
(Leiter: Prof. Dr. L. Tréger)

DurchfluRzytometrische Bestimmung der Enzym- bzw. Retinoidwirkung
auf die Funktion von NK-Zellen und

zytotoxischen T-Lymphozyten in vitro

Inaugural-Dissertation

zur Erlangung des
Doktorgrades der Medizin des Fachbereichs Humanmedizin
der Johann Wolfgang Goethe-Universitat

Frankfurt am Main

vorgelegt von
Bora Akoglu
aus

Darmstadt

Frankfurt am Main, 1999



Dekan: Prof. Dr. med. G. von Jagow
Referent: Prof. Dr. L. Trager

Korreferent: PD Dr. Dr. med. J. Stein

Tag der mundlichen Prifung:  23. Mérz 2000



Danksagung

Mein ganz besonderer Dank gilt Herrn Professor Dr. L. Trager, der mich
1995 in seine Arbeitsgruppe aufgenommen hat und mir somit diese
vorliegende Arbeit ermdéglichte. In dieser Zeit habe ich nicht nur die
Grundziige wissenschaftlichen Arbeitens gelernt, was meinen heutigen
Werdegang bis jetzt mindestens genauso stark beeinflut hat wie der
Abschlul? meines Medizinstudiums an unserer Universitatsklinik, sondern
ich hatte auch das grofRe Gluck mit Menschen zusammen zu arbeiten, die
mein Leben menschlich wie auch ideell sehr bereicherten. Dazu hat im
besonderen Mafe noch beigetragen Herr Dipl.-Biol. Dirk Henrich, der
durch seine Kollegialitat, Ehrlichkeit und Fachkompetenz mir stets zur
Seite stand und ebenfalls ein guter Lehrer, Freund und Korrektor war.
Ferner mdchte ich Herrn Professor Dr. Ohlenschlager erwahnen, der mich
nach dem Physikum in diese Abteilung vermittelte und oft mit mir
angeregte Diskussionen fuhrte und auch inspirierte. Dankend fir die
aufschluf3reichen Ratschlage bei auftretenden Problemen méchte ich
erwahnen Frau B. Wittke (MTA), Frau Dipl.-Biol. Marissa Penna Martinez,
Frau Dr.rer.nat. B. Donnerstag, Herrn Dipl.-Biol, Patrick Jelitto, Herrn
Dipl.Ing. Manfred Stegmdller, Herrn Dr.rer.nat. E. Boecklen, und Herrn
Dipl.-Chem. Sven Flindt.

Mein spezieller Dank gilt meiner geliebten Freundin Sonja Weber, Arztin
im Praktikum, fur ihre Hilfe beim Korrekturlesen.

Bedanken mdchte ich mich noch bei Herrn Dipl.-Pad. Stefan Drolshagen,
Frau Dipl.Pad. U. Kersken-Nulens, Herrn Dr. R. Lohdlter, Frau Frohlich,
Herrn Weiche, Herrn Joachim, Frau Weber, Frau Kamer und Herrn Prof.
Dr. G. v. Jagow, die mir wahrend meines Studiums und der Promotion
einen aulRerordentlich guten und flexiblen ,,Studentenjob“ im Dekanat
ermdglicht haben.

Danken mochte ich noch Eric, Markus und Nicole.

Mein jedoch grol3ter Dank gilt meinen Eltern, die mir meine schulische

Ausbildung und mein Studium ermdéglicht haben.



,HABE ERFURCHT VOR DEM ALTEN

UND MUT DAS NEUE FRISCH ZU WAGEN,
BLEIBE TREU DER EIGENEN NATUR

UND TREU DEN MENSCHEN DIE DU LIEBST*

Kuppelinschrift am Aufgang der Mathildenh6he Darmstadt

Meinen Eltern und Freunden und Lehrern gewidmet



Verwendete Abkiirzungen

Abb.
ATCC
BC
CD
CLL
CML
CoA
CRABP
CRBP
Ct
DIO
DMEM
DMSO
DTPA
EDTA
EFM
ENZ
Eu
FACS
FCS
FITC
FL1,2,3
FSC
HEPES
http
IL2
Kap.
KIR
LAK

Abbildung

American Type Culture Collection

Buffy coat

Cluster of Differentiaiton

Chronisch lymphatische Leukamie
Chronisch myeloische Leuk&mie
Coenzym A

Cytoplasmatisches Retinsaurebindendes Protein
Cytoplasmatisches Retinolbindendes Protein
Chymotrypsin
Diooctadecyloxacarbocyanin-perchlorat
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Diethylentriaminpentaacetsaure
Ethylendiamintetraacetsaure
Einfriermedium

Enzyme

Europium

Fluoreszence-activated cellsorter
Fotales Kalberserum
Fluoresceinisothiocyanat
Fluoreszenzablenkung 1,2,3

Foreward scatter
Hydroxyethylpiperazinbutansulfonséure
Hypertext transfer protocol

Interleukin 2

Kapitel

Killerzellrezeptor

Lymphokin aktivierte Killerzellen



MHC
MS
NAD+
NK-Zellen
PBL
PBS
Pl
PSA
pur
RA
RAR
ROH
RXR
SP
Spont
SSC
Tab.
TNF
TR
WWW
ZR

Major Histo Compatibility-Komplex
Microsoft”

Nicotin Adenin Dinucleotid
Naturliche Killerzellen
Periphere Blutlymphozyten
Phosphate buffered saline
Propidium lodid
Proteolytische Serumaktivitat
Ohne Substanzzugaben
Retinséure
Retinsaurerezeptor

Retinol

Retinsaurerezeptor X
Spontanrelease

Spontantod

Sideward scatter

Tabelle

Tumornekrosefaktor
Totalrelease

World wide web

Zentrifugenrdéhrchen



INHALTSVERZEICHNIS

11
1.2
1.3
1.4
15
1.6
1.7
1.8
1.9

1.10
111
1.12

1.13

3.1

3.11
3.1.2
3.1.3
3.14

EINLEITUNG

Geschichtliches zur Enzymtherapie

Einteilung der Enzyme

Kenndaten der Enzyme

Resorption von Enzymen

Anwendungsgebiete von Enzympréaparationen
Geschichtliches der Vitamin A- und Retinoidtherape
Einteilung von Vitamin A und der Retinoide
Kenndaten zu Retinol und Retinséure

Resorption und Pharmakodynamik des Vitamin A und der
Retinoide

Anwendungsgebiete von Vitamin A und der Retinoide
Die Immunantwort

Major histocompatibility complex MHC, der Haupt-
Histokompatibilitats-Komplex

Clusters of Differentiation

ZIELSETZUNG DER ARBEIT

MATERIAL UND METHODEN

Vorbereitung zur Durchfiihrung von zytotoxischen
Testmethoden

Isolierung von peripheren Blut Lymphozyten (PBL)
Zellinien

Kultivierung der Zellinien K562,Raji und PBL

Bestimmung der Vitalitat und Zellzahlen vor der Testung

Seite

18

19

21

26

27

28

28

28

30

30
31



3.2

3.2.1
3.2.2
3.2.3

3.3
3.3.1
3.3.2
3.3.3
3.4
3.5

3.6

4.1
4.1.1
4.1.5
4.2
4.2.1
4.2.5

4.3

4.3.1
4.3.2
4.3.3
4.3.4
4.3.5

Methoden zur Bestimmung der Zytotoxizitat

Europium releaseassay

Das Durchflul3zytometer (Flowzytometer)

Prinzip der durchflul3zytometrischen Bestimmung der
Lymphozytenaktivitat

Versuchsdurchfiihrung

Einmalgabe von Enzymen

Mehrfachgabe von Enzymen

Retinol und Retinsaure geldst in DMSO, mit DMSO Kontrolle

Messung und Auswertung der Daten

Messung und Auswertung der Korrelation der zwei
Zytotoxmethoden Europium-releaseassay und
Flowzytometer

Literaturrecherche

ERGEBNISSE

Einmalgabe von Enzymen

K562, NK-Zellaktivitat

Raiji, Aktivitat nicht MHC-restringierter T-Lymphozyten
Mehrfachgabe (Impulsgabe) von Enzymen

K562, NK-Zellaktivitat

Raji, Aktivitat nicht MHC-restringierter T-Lymphozyten bei
Mehrfachgabe

Einmalgabe von DMSO, Retinol und Retinsaure
K562, NK-Zellaktivitat

NK-Zellaktivitat nach Inkubation mit DMSO
NK-Zellaktivitat nach Inkubation mit Retinol
NK-Zellaktivitat nach Inkubation mit Retinséure
Signifikanzen von 4.3.2 - 4.3.4

32

32
36
42

48
49
50

54
55

55

57
57
61
63
63
67

70
70
71
72
73
74



4.3.6

4.3.7

4.3.8

4.3.9

4.3.10

4.4

4.4.1

4.4.2
4.5

5.1

5.2

5.3
5.4

Raji, Aktivitat nicht MHC-restringierter T-Lymphozyten

Aktivitat nicht MHC-restringierter T-Lymphozyten nach
Inkubation mit DMSO

Aktivitat nicht MHC-restringierter T-Lymphozyten nach
Inkubation mit Retinol

Aktivitat nicht MHC-restringierter T-Lymphozyten nach
Inkubation mit Retinséaure

Signifikanzen 4.3.7 — 4.3.9

Vergleichsreihe der zwei Zytotoxmethoden Europium —
releaseassay und Flowzytometrie

Tabellarische Auflistung der Vergleichswerte
Korrelationskoeffizienten der beiden Methoden
Farbereihe mit DIO bei den Zellinien K562 und Raji

DISKUSSION

DurchfluRzytometrische Bestimmung der zytotoxischen
Aktivitat peripherer Blut Lymphozyten (PBL)
Anfarbbarkeit der Zellinien Raji und K562 mit dem
Membranfarbstoff DIO

Wirkungen der Enzymmischung auf die PBL
Wirkungen der Retinoide auf die PBL

ZUSAMMENFASSUNG

LITERATUR

75

76

77

78

79

80

80

80

82

84

84

87

88
93

96

98






[. EINLEITUNG

In der Medizin gibt es oft die eine oder andere ,Modeerscheinung", seien
es Vitamine, Enzyme, verschiedene Pepetide wie Glutathion, Melatonin
oder Spurenelemente, wie Selen, Zink wu.a., die zur Therapie
herangezogen werden. Um eine Systematik in diese Vielfalt von Ansichten
und Meinungen zu bringen, bedarf es einer objektivierbaren
Beweisfuihrung zur Sicherung der jeweiligen Wirkungen auf verschiedene
Bereiche der belebten Materie. Was macht nun die Schwierigkeit einer
Beweisfuhrung fir solche Bereiche aus ? Abgesehen von ethischen
Problemen, z.B. in Bereichen wie der Onkologie, ist es schwer, flr
kontrovers diskutierte Préaparate einen Platz zu finden, weil nur zu oft
zwischen ,entweder oder* entschieden, und nicht als supportive
MaRnahme im Rahmen einer Studien-Therapie angesehen wird. Die
Wirkungen verschiedener Enzyme auf das Immunsystem werden seit
einigen Jahren  kontrovers diskutiert. Der Markt fur nicht
verschreibungspflichtige Pharmaka hat sich in Form von sog.
Enzympréaparaten auf seine eigene Art und Weise daran beteiligt.

Einer unserer Professoren (Prof. Bohles) hat uns Studenten im Rahmen
einer Vorlesung gesagt, dal3 es fur ihn nicht die Schulmedizin oder die
Alternativmedizin gibt, sondern nur wirksame (auf welcher Ebene und
Form auch immer) und unwirksame Medizin.

Die Aufgabe des Verfassers in dieser Arbeit ist es nicht, fur eine dieser
verschiedenen Seiten ,Flagge” zu zeigen, und auch nicht zwischen den
Fronten zu vermitteln, sondern davon unbeeinflut Ergebnisse der
Wirkungen von Enzymen und Retinoiden auf das menschliche

Immunsystem vorzustellen.



1.1 Geschichtliches zur Enzymtherapie

Die Urspringe der Enzymtherapie liegen in der Erfahrungsmedizin, deren
Wurzeln man bis in die frihe Menschheitsgeschichte zurlckverfolgen
kann. In Mittel- und Stidamerika nutzten die Indianer seit jeher Blatter und
Frichte des Melonenbaums (Papaya ; Papain) oder die Ananasfrucht als
Heilmittel, selbst in der Bibel ist ein interessanter Bericht zu finden: ,,Als
Hiskia in jenen Tagen auf den Tod erkrankte, begab sich der Prophet
Jesaja, der Sohn des Amoz, zu ihm und sagte zu ihm ,So hat der Herr
gesprochen: Bestelle dein Haus, denn du muf3t sterben und wirst nicht
wieder gesund werden!* Da kehrte er sein Gesicht gegen die Wand hin
und betete zum Herrn: ,Ach, Herr, denke doch daran, wie ich in Treue und
mit ungeteiltem Herzen vor deinem Angesicht gewandelt bin und getan
habe, was dir wohlgefallt“. Hierauf brach Hiskia in heftiges Weinen aus.
Als nun Jesaja den inneren Vorhof des Palastes noch nicht verlassen
hatte, da erging das Wort des Herrn an ihn: ,Kehre um und sage zu
Hiskia, dem Fursten meines Volks: So hat der Herr, der Gott deines
Ahnherrn David, gesprochen: ,Ich habe dein Gebet gehoért und deine
Tranen gesehen; so will ich dich denn wieder gesund werden lassen:
schon ubermorgen sollst du zum Tempel des Herrn hinaufgehen. Ich will
zu deinen Lebenstagen noch fiinfzehn Jahre hinzufiigen.” Darauf sagte
Jesaja: ,Bringt ein Feigenpflaster her!* Da holten sie ein solches und
legten es auf das Geschwir, da wurde er gesund.” (2. Buch der Kénige,
20. Kapitel, 7. Vers). Es war das Enzym ,,Ficin“ aus der Feige, das das
Geschwur abheilen liel3. Im mittelalterlichen Europa brachte man den Saft
von Wolfsmilchgewéchsen auf Furunkel, Geschwire und Warzen auf.
Diese Therapie wird mit Proteasenkegel heute noch beim Ulcus cruris
angewendet (81).

Die Geschichte der systemischen Verabreichung von Enzymen beginnt
wahrscheinlich bei dem schottischen Arzt John Beard, der um die
Jahrhundertwende einen Pref3saft aus frischem Pankreas von Ferkeln

und Lammern krebskranken Patienten verabreichte. Seine berichteten



Erfolge konnten in den Jahrzehnten danach nicht wiederholt werden und
gerieten in Vergessenheit, vermutlich waren weitere Versuche mit nicht
frisch zubereiteten Praparaten durchgefiuhrt worden. Vor ca. 60 Jahren
wurde die Enzymtherapie von Freund und Kaminer wiederentdeckt. lhre
in-vitro-Beobachtungen besagten, daR Tumorzellen durch Zugabe von
Serum gesunder Menschen zerstort werden, dal3 das Serum krebskranker
Patienten jedoch diesen Effekt nicht erreichte. Freund vermutete, daf}
dieser Effekt auf einen Hemmstoff im Serum krebskranker zurtickzufiihren
war. Max Wolf, ein Kollege Freunds, fand heraus, daf3 durch Zugabe von
kleinen Mengen Chymotrypsin und Plasmin dieser Effekt aufgehoben
wurde. Dies war der Anlaf3, in-vivo Versuche bei krebskranken Menschen
zu starten. Wolf stellte fest, dal3 bestimmte proteolytische Enzyme im
Serum gesunder Menschen eine selektive Lyse von Tumorzellen
induzierten. Wolf und die Zellbiologin Benitez und spater auch
Ransberger konnten zeigen, dal3 die Kombination von pflanzlichen und
tierischen Enzymen den grol3ten Effekt erzielte. Diese Erkenntnisse waren
die Grundlage der WoBe-Enzympraparationen in den nachfolgenden
Jahren. (40)

Die in den nachfolgenden Versuchen angewendete Enzympréaparation
setzt sich aus Papain, Trypsin und Chymotrypsin zusammen im Verhaltnis
2,5:1:1.

1.2 Einteilung der Enzyme

Enzyme (gr. en hinein, innerhalb; zyme Sauerteig) sind so alt wie die
belebte Natur selbst. Sie spielten eine Rolle bereits in einer Zeit, in der
sich unbelebte in belebte Materie umwandelte und ein Zusammenschluf3
von mehreren Molekilen das erste primitive Leben ermdglichte. Vielfaltige
und sehr komplexe Regulationsmechanismen in den verschiedensten
Organismen sorgen in Form von Enzymen (Biokatalysatoren) fir eine
ausreichende Versorgung mit Nahrstoffen in Abhangigkeit von der

jeweiligen  Stoffwechsellage. Enzyme  beschleunigen chemische



Reaktionen, d.h. sie erhéhen die Umsatzgeschwindigkeit einer Reaktion,
die auch ohne Katalysator, wenngleich viel langsamer ablaufen wiirde. Bei
der Reaktion geht der Katalysator fir kurze Zeit eine Verbindung mit dem
reagierenden Stoff ein. Nach Beendigung der Reaktion kehrt der
Katalysator in den urspriinglichen Zustand zurtick. (77). Urspringlich
wurden fur die Enzyme einfache Trivialnamen benutzt, die mit der Silbe
~in“ endeten (Trypsin etc.). Im Laufe der Zeit wurde versucht, den
Substrathamen mit der Endung ,ase“ als Nomenklaturgrundlage
einzufihren. Da aber verschiedene Enzyme die gleichen Substrate
veranderten, fuhrte dieser Versuch zur Verwirrung. Letztendlich wurde die
Nomenklatur der Enzyme von den EC-Gremien (Enzyme Commission der
Internationalen Union fur Biochemie) international verbindlich festgelegt.
Die Klassifikation der Enzyme folgt nun ausschlief3lich ihren katalytischen
Eigenschaften. Tabelle 1.1.1 soll diese verdeutlichen.

Die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme (Papain, Trypsin und
Chymotrypsin) gehdren zu der Gruppe 3 der Hydrolasen. Die klassischen

Enzymnamen wurden hier beibehalten. (77).



Tabelle Nr 1.1.1 Aufstellung (ber die Einteilung der Enzyme in sechs

Unterklassen (modifiziert nach 77)

Hauptgruppen und Untergruppen un

d schematisches Beispiel

1. Oxyreduktasen
- Dehydrogenasen
- Oxydasen
und Oxygenasen

Biologische Oxidation bzw. Reduktion:
s.Bsp. 1
S und S = Substrate

Bsp.l: Sred. + S‘ox. <=> S ox. +

S'red.

2. Transferasen Ubertragung einer chemischen Gruppe
zwischen mind. 2 Molekdlen: s. Bsp 2
G = Gruppe, S und S” = Substrate
Bsp.2: S-G+S <=>S-G+S
3. Hydrolasen Aufspalten von Verbindungen (Fette,
- Esterasen Zucker, Proteine...) unter ,Einlagerung*
- Glycosidasen von Wasser: s.Bsp 3
- Proteasen S,S%, S = Substrate
Bsp.3: S+H20 <=>S" +S”’
4. Lyasen Nichthydrolytische Spaltung von
Gruppen , wobei Doppelbindunugen
entstehen koénnen: s. Bsp. 4
G1,G2 = Gruppen, S = Substrat,
R=Rest
Bsp. 4: G1-S-G2-R <=> G1-G2 + S=R
5. Isomerasen Umlagerung von Molekulteilen :
s. Bsp. 5
S= Substrat, L,D=Drehrichtung im
polarisierten Licht
Bsp. 5: S(L) <=> S(D)
6. Ligasen Aufbau von chemischen Verbindungen
- DNA-Synthetasen unter Verbrauch von Energie: s. Bsp 6
- Sythetasen XTP = energiereiche Triphosphat-
- Carboxylasen Bindung
xDP = energiereiche Diphosphat-
Bindung

P = Phosphat nach Abspaltung
S,S” = Substrate

Bsp. 6: XTP + S + S'<=>xDP + P + S-S’




1.3 Kenndaten der Enzyme

Papain:

Gewinnung und Aktivitat:

Papain (MG 23000-27000) wird aus dem Milchsaft (Latex) unreifer
Friichte des tropischen Melonenbaums Carcia papaya Linné durch
fraktionierte Zentrifugation und Ultrafiltration gewonnen. Das Konzentrat
aus Papaya-Peptidase 1 oder Papain wirkt endoproteolytisch und
katalysiert die Spaltung von Peptid-, Amid- und Esterbindungen, an denen
die Aminosaren Arginin, Lysin und Phenylalanin gebunden sind. Das

Enzym ist im pH-Bereich von 3-10 aktiv. (81)

Chymotrypsin (Ct):

Gewinnung und Aktivitat:

Ct wird durch Extraktion in waRrigem Medium und durch fraktionierte
Fallung aus dem sauren Pankreassaft von Rindern (kontrollierte
Bestéande) hergestellt und in leicht alkalischem Millieu in die aktivierte
Form uberfihrt. Nach Ultrafiltration und chromatographischer Aufreinigung
wird das Enzym in kristalliner Form gewonnen.

Das Gemisch aus Ct A und B hydrolysiert Peptid-, Amid- und
Esterbindungen, an denen die aromatischen Aminosauren Tyrosin,
Phenylalanin und Tryptophan sowie weniger intensiv Leucin, Methionin
oder Glutaminsaure gekoppelt sind. Der aktive Bereich ist zwischen pH 2
und 10.(81)

Trypsin:

Gewinnung und Aktivitat:

Trypsin wird aus dem sauren Pankreassaft von Hausschweinen
(kontrollierte Bestdnde) durch fraktioniertre Féallung im walirigen Milieu
und durch Aktivierung des Trypsinogens im leicht alkalischen pH-Bereich
gewonnen. Das Gemisch aus Alpha-, Beta- und Gammatrypsin

hydrolysiert Peptid-, Amid- und Esterbindungen, an denen die basischen



Aminosauren Arginin und Lysin beteiligt sind. Die Aktivierung des

Trypsinogens wird durch Ca**-lonen beschleunigt. Der aktive pH-Bereich
ist zwischen 2 und 9. Néaheres s. Tab. 1.3.1 . (81)

Tabelle 1.3.1 Chemische Kenndaten pflanzlicher (Papain, Bromelain) und

tierischer (Trypsin, Chymotrypsin) Enzyme (75).

Papain Bromelain Trypsin Chymotrypsin
Bezeichnung ECNr.3.4.22.2 ECNr.3.4.22.4 ECNr.3.4.21.4 ECNr.3.4.21.1
Klassenbezeichnung Cysteinprotenase Cysteinprotease Serinprotease Serinprotease
Molekularmasse ca. 22900 17800—20000 24000 25310 (A)
24850 (B)
isoelektrischer Punkt 8,75 94 9,7 56 10,1 8,5
Bandenzahl 2 3(5) 2 1
Begleitstoffe Peptide, Aminoséuren, 2% Kohlenhydrate
KH 8%, Lipide 2%
Fremdaktivitaten Lysozym saure Phosphotase Chymotrypsin Trypsin
Chymopapain Peroxidase
Stabilitatsoptimum pH4,5-6,5 pH4,5 pH 3,0 pH2,0
Aktivitatsoptimum pH 6,4 pH6,6 pH7,0-9,0 pH7,0-9,0
Inaktivierung pH<4 ‘pH<3 pH<2,>10
pH>10 pH>8
Temperaturstabilitat 55—60°C 50°C 25°C 25°C
Temperaturinaktivierung >70°C >68°C
spezifische Aktivatoren Reduktionsmittel Reduktionsmittel Ca?* ca?*
-SH, Nucleophile -SH, Nucleophile
EDTA EDTA
spezifische inhibitoren Oxidationsmittel Oxidationsmittel Ts-Lys-CH, Ts-Phe-CH,
Ubergangsmetalle Ubergangsmetalle Aprotinin u.a. Chymostatin u.a.
Jodacetat -S-S-
Spezifitat -lys, -arg, -phe lys-, ala-, tyr-, gly-, arg-, lys- tyr-, trp-, phe-, leu-,
-peptide -peptide -peptide, -peptide
-ester -ester -amide -ester
-ester

Abb. 1.3.2 Rontgenkristallographische Darstellung von Papain, Trypsin

und Chymotrypsin (82)



1.4 Resorption von Enzymen

Schwierig gestaltet sich die Verabreichung von Enzympraparaten als
Fremdproteine: die orale Verabreichung beinhaltet den nicht
unerheblichen Abbau des Wirkstoffes durch korpereigene Enzyme,
systemisch  steht die bedeutende Frage einer potentiellen
anaphylaktischen Reaktion des menschlichen Organismus im Raum.

Mehrere Arbeiten haben die Resorption hochmolekularer Proteine
beschrieben (28;51,;42,72), die Resorptionsraten schwanken je nach
Bestimmungsmethoden zwischen weniger als 1% bis zu 30-40% (60).
Andere  Untersuchungen ermittelten  mittels  radioaktiver  und
immunologischer Nachweismethoden substanzbezogene

Resorptionsraten (65) :

7 % Papain
28% Trypsin
16% Chymotrypsin

Als Resorptionsmechanismen werden die Endozytose uber die
zylindrischen  (M-) Zellen oberhalb der Peyerschen Plagues,
,vagabundierende* Lypmphozyten (35;60,64;65) und die Persorption
(parazellulare Resorption) (35;71) beschrieben. Diese
Resorptionsmechanismen finden auch bei der enteralen Aufnahme
korpereigener Pankreasenzyme, einem enteropankreatischen Kreislauf
folgend, statt. (41,42;43,44,60). Untersuchungen der Magensaftresistenz
von Trypsin und Chymotrypsin zeigten eine 5-8 mal hohere

Magensaftresistenz von Chymotrypsin gegenuber Trypsin (s. Abb. 1.3.2)
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Abb. 1.4.1 Enzymatische Stabilitat von Trypsin und Chymotrypsin im

menschlichen Magensaft (nach Connell et al. 1963 aus 75)

Da die Resorption von Makromolekiilen eine aktive Stoffwechselleistung
ist und die Transportsysteme eine begrenzte Kapazitat aufweisen, treten
starke interindividuelle Schwankungen auf. (22;73). Bestes Beispiel ist
hier das Insulin. Der Versuch der oralen Applikation kam bis heute nicht
zur klinischen Anwendung, da die unterschiedlichen Resorptionsraten
aul3erhalb der therapeutischen Breite liegen. (18,26).



1.5 Anwendungsgebiete von Enzympréparationen

Tab. 1.5.1 Auszug von Einsatzgebieten der Enzymtherapie (aus 80)

HNO/Zahnchirurgie

Besserung von chronischen Sinusitiden unter
Enzymtherapie (R.Wohlrab)

Besserung des postoperativen Verlaufs nach
Zahnextraktionen und einer Strahlenmukositis
(K.Vinzenz et al.)

Geriatrie Positive EinfliiRe im Alterungsprozel3 (M.Vogler)
Gynakologie Behandlung des Lymphoédems (M.Wald,
M.Korpan)
Behandlung der fibrozystischen Mastopathie
(J.Adamek)
Behandlung bei Mastopathie und Adnexitis
(E.Rammer)
Schwellungsreduktion bei der Episiotomie (L.N.
Baumgartner)
Einsatz bei der Endometriose (F.-W. Dittmar)
Infektiologie Positiver Einflul3 bei Lyme-Arthritis (R.Gasser)
Schmerzreduktion bei Herpes Zoster (P.
Billigmann)
Neurologie Supportiver Einsatz bei Multipler Sklerose (U.
Baumhackl)
Positiver Einflu3 auf autoimmune T-Zell-Antwort
durch Enzyme (P.V. Lehmann)
Onkologie Gute Erfahrungen bei supportiver Tumortherapie

(H.Wrba)

Therapiealternative beim multiplen Myelom im
Anfangssatium (A.Sakalova)

Supportive Therapie beim multiplen Myelom
(L.Desser)
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Weiter Tab. 1.5.1 Auszug von Einsatzgebieten der Enzymtherapie (aus

80)
Supportive Therapie beim Mamma Ca (O.v.
Rokitansky)
Reduktion von Strahlennebenwirkungen
(F.Beaufort)
Verringerung von Bleomycin induzierten
Nebenwirkungen (G.Stauder)

Phlebologie Positver  Einflul3  beim  Postthrombotischen

Syndroms (H.-D. Klimm)

Supportive Behandlung bei Thrombophlebitis und
Ulcus cruris (D. Berg)

Rheumatologie

Einsatz bei chronischer Polyarthritis (K.Miehlke)

Positiver EinfluR auf den Zytokinhaushalt bei
rheumatischen Erkrankungen (W. Kullich)

Behandlung des M. Bechterew (G.Stauder)

Positive Ergebnisse einer Praxisbehandlung des
Weichteilrheumatismus (K. Uffelmann)

Traumatologie

Verbesserter Hamatomabbau. (M.W. Kleine)

Positiver Einflu auf Sportverletzungen (N.Bachel,
Van Eimeren et. al.)

Besserung von Schmerzen nach
Sprunggelenksdistorsionen (H.-D. Rahn)

Besserung bei Wirbelsdulenschmerzsyndromen
(H.Tischler)

Urologie

Positive Ergebnisse bei der Behandlung chronisch
abakteriellen Prostatitiden. (K.Kerbl)

Besserung von Behandlungsergebnissen bei
chronischen Harnwegsinfekten (P.Schliter)

11




Tab. 1.5.1 stellt eine Teilubersicht Uber die heutigen Einsatzgebiete der
Enzymtherapie dar. Es ist zu sehen, dal3 immunologische Aspekte bei
einem Grol3teil Anwendungen beteiligt sind. Im Diskussionsteil soll n&her

auf dieses Thema eingegangen werden.

1.6 Geschichtliches der Vitamin A- und Retinoidtherapie

In dem Ebers Papyrus, das ca. 1500 v.Chr. verfal3t wurde, berichtet Ebell
1973, wird eine Therapieanleitung zur Behandlung der Nachtblindheit mit
Vitamin A vorgestellt (30). Nur wurde sehr lange Zeit verkannt, dal3 in
dieser rituellen Verabreichungsformen (topisch) von gerf6steter
Ochsenleber auf das Auge eine Nachtblindheit (Hemeralopie) nicht zu
heilen ist, sondern nur eine Verhinderung Uberschiel3ender Produktion
von trockenem verhornendem Epithel (Xerophthalmie) dieser
Therapieform zuganglich ist. Hussaini et al. konnten dieses
MiRverstéandnis aufklaren, da dieses Ritual nahezu identisch in Java
praktiziert wurde mit dem Unterschied, daf3 hier Lammleber gebraucht
wurde, aus der der gewonnene ,Lebersaft‘ topisch aufgetragen und die
Leber selbst nicht verworfen , sondern den Kindern zur ,Beruhigung“ zum
Essen gegeben wurde (39).

Auch Hippocrates (460-327 v. Chr.) beschaftigte sich mit der Nyktalopie
(nyktos=Nacht, alaos=blind, opteo=Auge) und erwéhnte, dal
hauptsachlich Kinder mit Infektionskrankheiten wie der Otitis, dem
Soorrachen und Fieber von der Nyktalopie befallen wurden. Als Therapie
wird hier die Verabreichung von roher Rindsleber ,so grof3 wie mdglich”
und getrankt in Honig (vermutlich um die Angelegenheit ein wenig
schmackhafter zu gestalten) empfohlen. Galen, ein Schiler des
Hippokrates, empfiehlt das kontinuierliche Essen von Ziegenleber, eine
frihe Form der kontinuierlichen Vitamin-A Substitution (46). Des weiteren
fand  Bates bei Vitamin A mangelerndhrten Vorschulkindern aus

Indonesien, dal diese deutlich immungeschwécht waren. (7)
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Um 1842 entdeckte Budd , daR Vitamin A Mangel epitheliale Defekte
beglnstigte (20). Er bezog seine Beobachtungen an einen von Magendie
durchgefuhrten Versuch (1817). Magendie verabreichte Hunden Wasser
und Zucker als einzige Nahrung . Nach nur drei Wochen wurden die
Hunde krank und bekamen u.a. Ulzerationen an der Kornea, die nicht
abheilten. Er fuhrte dies auf einen Mangel an Aminen zurlck (vita (lat.) =
das Leben). Budd postulierte in seiner Arbeit, dal3 ein Vitamin A Mangel
fur diese Erscheinungen verantwortlich sein mif3te und verwies auf
Beobachtungen von Seefahrern mit &hnlichen Erscheinungen bei relativer
Mangelernahrung.

Viele andere Arbeiten am Ende des letzten und Anfang diesen
Jahrhunderts wurden an selektiv Vitamin A mangelernéhrten Tieren
durchgefiihrt, an denen die hauptsachlichen Mangelsymptome wie
Sehverschlechterung, verminderte Epitheldifferenzierung und schlechtes
Wachstum erforscht wurden (79).

1930 wurden die beiden Hauptformen des Vitamin A, Retinol und sein

Vorlaufer b-Carotin, beschrieben. (47)

1.7 Einteilung von Vitamin A und der Retinoide

Nach der Definition der internationalen Nomenklatur (IUPAC,1991)
werden unter dem Oberbegriff der Retinoide alle wirksamen Vitamin A-
Derivate vereint. Im wissenschaftlichen Sprachgebrauch werden unter
Retinoiden die Retinsdaure und ihre synthetischen bzw. natirlichen
Derivate verstanden. Im Gegensatz dazu wird unter Vitamin A die
Bezeichnung fur natirliche Derivate mit allen Vitamin A-Wirkungen
verwendet. Retinsaure kann durch seine Wirkungen nicht dem Begriff des
Vitamin A zugeordnet werden, da es nicht alle biologischen Wirkungen
unterstitzen kann wie, z.B. den Sehvorgang oder den Einfluld auf die
Spermiogenese. Der Grund liegt in der Endgultigkeit des
Stoffwechselweges (s. Abb. 1.8.1) der Retinsdure, als einem am hdchsten

oxidierten Produkt ohne eine Mdglichkeit der Reduktion zu Retinal oder
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Retinol. Retinol kann im Gegensatz dazu aus allen anderen Derivaten im
Vitamin A-Stoffwechsel entstehen. (47)

1.8 Kenndaten zu Retinol und Retinsaure

Die in dieser Arbeit verwendeten Vitamin A-Derivate sind all-trans-Retinol

und all-trans-Retinséure. (82)

all-trans-Retinol

Strukturformel:
/ /__,- ./ .-"F-f OH
Summenformel: C20H300
Molekulargewicht: 286.46
Schmelzpunkt: 62-64 C°
Siedepunkt: 137-138 C°

all-trans-Retinséaure

Strukturformel:
T, o Sy Ry, Sy, o
Summenformel: CyoH250-
Molekulargewicht: 300.44
Schmelzpunkt: 180-181C°
Siedepunkt:

1.9 Resorption und Pharmakodynamik des Vitamin A und der

Retinoide
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Retinol findet sich in tierischen Quellen (Leber, Eier, Milch und
Milchprodukte), b-Carotin hingegen in pflanzlichen (Karotten, Spinat,
Tomaten, Kohl und Blumenkohl).

b-Carotin wird durch das Enzym Dioxygenase in der intestinalen Mucosa
in zwei Molekile Retinal aufgespalten (s.Abb. 1.9.1), welches wiederum
durch NADH+H" zu Retinol reduziert oder zu Retinsaure oxidiert werden

kann.

ﬂ

PR

G CH,0H
g

all-trans-Retinoat all-trans-Retinol

m
C(\)H 11-tis-Retinal
sf \

9-cis-Retinoat

Abb. 1.9.1 Spaltung des b-Carotins in zwei Molekiile all-trans-Retinal

durch eine Dioxygenase (77)



b-Carotin wird nur teilweise, zu etwa 15%, zu Retinol metabolisiert (32).
Dieser Metabolismus ist abhangig vom Nahrungsprotein- und, Fettanteil,
Vitamin E und Zink (36). Hohe Vitamin A-Plasmaspiegel fihren zu einer
negativen Rickkopplung der Resorption und enzymatischen Konversion
des b-Carotin. Dies fuhrt zu der Schluf3folgerung, dal® eine hohe b-Carotin
Zufuhr im Gegensatz zum Retinol nur gering toxisch wirkt (10;11). Die
Vitamine werden in der Leber gespeichert und zusammen mit dem
Retinol-Bindenden Protein fir den taglichen Bedarf von 1000 pg Retinol-
Aquivalent freigesetzt oder tiber die Galle ausgeschieden. Die Oxidierung

zur Retinsaure ist irreversibel. (Abb. 1.9.2).

Nahrung
Retinol (Vitamin A) Carotinoide (Provitamin A)
Esterase NAD®  NADH:H*

Retinalester mg——"= all-trans-Retinol % all-trans-Retinal —— all-trans-Retinoat
Retinol-
| somerase I Dehydrogenase | Isomerase i

(ADH)

11-cis-Retinol W 11-cis-Retinal 9-cis-Retinoat

NAD®  NADH+H*

Abb 1.9.2 Stoffwechsel des Retinols und der Carotinoide (aus 77).

Wie oben erwéhnt, gilt eine Konversionsrate von 15% . Falls das b-
Carotin nicht gespalten wird, kann es nachtraglich in der Leber aber auch
in der Lunge zu Retinol verstoffwechselt werden.

Die Resorption von Retinol vollzieht sich im Dinndarm und erfordert die
Anwesenheit von Gallensalzen zur Mizellenbildung. Die Aufnahme von
Retinol in physiologischen Konzentrationen erfolgt durch einen

tragervermittelten  passiven energieunabhéngigen Transport in die
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Mucosazellen. Befinden sich hohere Konzentrationen im Darmlumen,
erfolgt der Transport durch passive Diffusion. In der Mucosazelle wird
Retinol mit langkettigen Fettsauren (Palmitat und Stearat (Acyl-CoA))
verestert. Bei diesem Proze3 wird Retinol vermutlich durch ein
zytoplasmatisch retinolbindendes Protein (CRBP 1) transportiert.
Anschliel3end erfolgt die EinschlieBung als Retinylester in Chylomikronen
und der Transport Gber den Ductus thoracicus in die Blutbahn (40). Die
Resorption von Retinsdure verlauft anfangs &ahnlich. Die Retinséure
gelangt, ohne den Ductus thoracicus zu durchlaufen, direkt in die
Blutbahn. Von der Pfortader kann die Retinsaure in der Leber
glukuronidiert werden und unterliegt von nun an dem enterohepatischen
Kreislauf. Die Retinylester werden von peripheren Geweben teilweise
aufgenommen (11) und kénnen dort auch gespeichert werden (9;10). Der
Uberwiegende Teil verbleibt in den Chylomikronen und wird in der Leber
kurzfristig  (Parenchymzellen) oder langfristig  (Stellatumzellen)
gespeichert. Aus den Speichern erfolgt die Ausscheidung des Hydrolysats
Retinol, welches an das retinolbindende Protein (RBP) gebunden und im
Blut an Transthyretin (Praalbumin) gekoppelt transportiert wird. An der
Zielzelle angelangt, wird das Retinol Uber einen spezifischen Rezeptor in
die Zelle aufgenommen (CytoplasmaticRetinolBindingProtein). In der Zelle
wird Retinol an ein zytoplasmatisches retinolbindendes Protein gebunden
bzw. zu Retinsdure oxidiert. Die Retinsdure hat ihr eigenes
Bindungsprotein, das cytoplasmatische Retinsdure bindende Protein
(CytoplasmaticRetinoicAcidBindingProtein). Dieses transportiert die
Retinsaure direkt zum Kernrezeptor und regelt hier die Expression von
Wachstumsfaktoren, die fur die Differenzierung und das Wachstum der
verschiedenen Gewebe verantwortlich sind (14) Dieser Kernrezeptor
gehort zu der Familie der Steroid-Thyroidhormonrezeptoren. Je nach
Rezeptortyp (RAR, a, B, T, RXR) werden durch die unterschiedliche
Verteilung in den verschiedenen Geweben das Wachstum und/oder die
Differenzierung der Zellen verschiedenartig beeinflu3t. Die Bindung von

Retinsaure und den Retinoiden bewirkt eine Konformationsanderung des
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Rezeptors und die Hemmung bzw. Aktivierung der Gene, die
Jretinsduresensitiv’ sind. Da die Gewebsverteilung der verschiedenen
Rezeptoren sehr verschieden ist, kbnnen so die quantitativ und qualitativ
verschiedenen gewebstypischen Wirkungen erklart werden (21). (s. Abb.
1.9.3)

B-Carotin Retinylester
|
\J
Retinal > Retinoi
Darm
Retinylester
/ Chylomikronen
Retinylester Lymphe
J Plasma
Retinylester
Abbau- - Retinylester Leb
produkte Retinol (Speicherung) eber
+RBP
— + Praalbumin
y
Pl
Retinol-RBP- asma
Praalbumin-Komplex
(- RBP, - Praalbumin
3
¥
l Retino! }r———-b{ Retinséure_]
Zielzelle
+CRBP +CRABP

Abb 1.9.3 Stoffwechselweg von Retinol (aus 53)

1.10. Anwendungsgebiete von Vitamin A und der Retinoide

Neben den bekannten Anwendungsgebieten von Vitamin A und seinen
Derivaten bei Mangelerscheinungen mit Manifestationsort an den Augen
wie der Hemeralopie (Nachtblindheit), der Xerophthalmie (iberschiel3ende
Mehrproduktion von Epithel auf der Cornea) und der Psoriasis
(Schuppenflechte) der Haut, wurde in den letzten Jahren vermehrt

versucht, Vitamin A und die Retinoide in der onkologischen Therapie zu
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etablieren. Wirkungen auf die Differenzierung von Epithelien, die
Kanzerogenese und das Immunsystem sind in zahlreichen Arbeiten

untersucht worden , und Anwendungsgebiete Ubertragen (7,8).
1.11 Die Immunantwort

In der Vielfalt seiner Funktionen laf3t sich das Immunsystem mit dem Ner-
vensystem vergleichen. Beide Systeme sind nicht klar abgegrenzt und
durchdringen die meisten Gewebe des Kdrpers. Beim Menschen wiegen
alle Bestandteile des Immunsystems zusammen knapp ein Kilogramm.
Dazu gehéren ungefiahr 10'? Zellen, die Lymphozyten, sowie rund 10%°
Molekile, die Antikérper, die von Lymphozyten produziert und sezerniert
werden. Das Immunsystem zeichnet sich dadurch aus, dal3 es fremde wie
auch eigene Muster von Molekuloberflachen zu erkennen vermag. (87).

Die erste Antwort des Immunsystems auf ein Pathogen besteht in einer
angeborenen stereotypen Reaktion, an der Makrophagen und
Granulocyten beteiligt sind. Sie dient der Begrenzung der Infektion fir
einige Tage, bis die adaptive Immunantwort einsetzt. Diese wird von den
T- und B-Lymphozyten getragen. Vorlaufer beider Zelltypen werden im
Knochenmark gebildet. Wahrend die B-Lymphozyten im Knochenmark
ihre endgultige Reifung durchmachen, verlassen Vorlauferzellen der T-
Lymphozyten das Knochenmark und wandern in den Thymus ein. Bei der
Reifung der Lymphozyten im Knochenmark bzw. Thymus machen die
Zellen einen mehrstufigen Differenzierungsprozeld durch, im Rahmen
dessen es zu einer Umlagerung von Genen fiir den T-Zellrezeptor bei den
T-Lymphozyten und fur den B-Zellrezeptor bei den B-Lymphozyten
kommt. Durch die genetische Rekombination von Genen fir die variablen
und konstanten Anteile der Ketten fir diese Rezeptoren entsteht ein
extrem grol3es Repertoire von B- und T-Lymphocyten, von denen jeder
einzelner seinen individuellen Rezeptor tragt. Bevor die Zellen den
Thymus bzw. das Knochenmark wieder verlassen, werden sie auf ihre

Funktion und die Unterscheidung von selbst und nichtselbst selektioniert.

19



Im Blut zirkulieren diese Zellen als naive T- und B-Lymphozyten, die nach
Kontakt mit dem passenden Antigen aktiviert werden.

Antigene sind kdrperfremde Substanzen, die meist Proteincharakter
haben, aber auch bakterielle Polysaccharide oder sogar Nucleinsauren
sein koénnen. B-Lymphocyten binden extrazellulare, haufig Ilosliche
Antigene, die beim erstmaligen Kontakt internalisiert und partiell pro-
teolytisch gespalten werden. Die dabei entstehenden Fragmente werden
an den Proteinen des MHC-II-Komplexes prasentiert. Diese kommen auch
auf Makrophagen vor, wo sie eine dhnliche Aufgabe erftullen. Von MHC-II-
Rezeptoren auf der Zellmembran prasentierte Peptide werden von T-
Lymphozyten mit CD4-Korezeptoren erkannt. Dies I6st Uber die
Produktion von Zytokinen eine Aktivierung von B-Lymphozyten aus. T-
Lymphozyten erkennen ausschlieBlich Peptidfragmente, die durch
intrazellulare Proteolyse von infektibsen Organismen oder infolge
Transformation synthetisierter fremder Proteine entstehen, die mit dem
MHC-I-Komplex prasentiert werden und prinzipiell auf allen Kdrperzellen
vorkommen konnen. Die Bindung derartig prasentierter Antigene l6st die
Aktivierung der T-Lymphozyten aus.(77)

Wird ein einzelner Lymphozyt aktiviert (auch z.B. durch Lymphokine bzw.
Zytokine), so setzt zunadchst eine klonale Expansion ein, und die
Nachkommen der Zellen differenzieren zu Effektorzellen, die im Falle der
B-Lymphozyten als Plasmazellen Antikorper bilden und sezernieren,
wahrend T-Lymphocyten zytotoxisch wirksam sind oder Helferfunktion
entfalten.

Plasmazellen bilden zunachst pentamere IgM-Molekiile, spater kommt es
dann zu einer Umschaltung auf die Immunglobulin-Isotypen IgG, IgA oder
IgE, die unterschiedliche biologische Funktionen besitzen. IgG ist
placentagdngig, IgA im Schleimhautbereich wirksam und IgE an
allergischen Reaktionen vom Soforttyp beteiligt. Fir die Umschaltung der
Immunglobulinklassensynthese ist die Wechselwirkung mit Blut T-
Lymphocyten erforderlich, die durch Oberflachenmolekile und Zytokine

vermittelt wird.
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Das Komplement-System ist sowohl Bestandteil der angeborenen als
auch der adaptiven Immunantwort. Die Aktivierung des Systems fordert
die Opsonierung von Bakterien und anschlielende Phagocytose, wirkt
chemotaktisch auf Granulocyten und zersttrt Bakterien direkt durch die
Bildung membranangreifender Komplexe.(77)

Die in dieser Arbeit betrachteten Immunantworten beziehen sich, wie
schon erwdhnt, auf die Aktivitat von NK-Zellen und CD 8+ zytotoxischen
T-Lymphozyten (CTL). Diese basieren auf einer zellularen, nicht
Antikorper gesteuerten Immunantwort, auf die nachfolgend vertieft

eingegangen wird.

1.12 Major  histocompatibility = complex MHC, der Haupt-

Histokompatibilitdts-Komplex

Die MHC-Molekule waren schon lange bekannt, bevor man ihre
eigentliche Funktion im Immunsystem richtig einschatzen konnte. Die
MHC-Molekule verhalten sich als zentrale Zielstrukturen bei
Transplantations-Reaktionen. Wenn man Gewebe auf ein Individuum
derselben Art (Allo-Transplantat) oder auf ein Individuum einer anderen
Art (Xeno-Transplantat) Ubertragt, wird es gewohnlich abgestof3en. In den
50er Jahren wurde durch Experimente mit Haut-Transplantationen
zwischen verschiedenen Mausestdmmen nachgewiesen, dald es sich bei
der Transplantat-AbstoRung (graft rejection) um eine Immunantwort
gegen fremde Antigene auf der Oberflache der transplantierten Zellen
handelt (86). Spater stellte sich heraus, dall diese Reaktionen
hauptsachlich durch T-Zellen vermittelt wurden, die sich gegen genetisch
Jremde” Versionen von Oberflachen-Antigenen richteten, auch Histo-
kompatibilitats- (Gewebevertraglichkeits) Antigene genannt. Dabei sind
die Haupt-Histokompatibilitdts-Antigene mit Abstand am wichtigsten. Sie
werden von einem Komplex von Genen codiert, dem Haupt-
Histokompatibilitats-Komplex (Major histocompatibility complex, MHC).

Alle hoheren Vertebraten besitzen MHC-Molekule der einen oder anderen
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Form auf der PLasmanmembran ihrer Zellen. MHC-Molekile wurden
zuerst in Mausen nachgewiesen und dort H-2 -Antigene (Histokompatibili-
tats-Antigene 2) genannt. Da man sie bei Menschen zunéchst auf
Leukozyten entdeckte, heiRen sie hier HL-Antigene (humane Leukozyten-
Antigene). Nachfolgend sind die 3 Haupteigenschaften aufgefiihrt: Erstens
bilden MHC-Antigene bei der T-Zell-vermittelten Transplantations-
AbstoRungsreaktion das Hauptangriffsziel. Zweitens ist ein groRerer Anteil
von T-Zellen in der Lage, gegen fremde MHC-Antigene zu reagieren:
Wahrend gewohnlich weniger als 0,001 % aller T-Zellen eines Indivi-
duums gegen ein z. B. typisch virales Antigen gerichtet ist, steigt dieser
Anteil bei einem einzigen fremden MHC-Antigen auf dber 0,1 % an.
Drittens zeigen die fir die MHC-Glykoproteine codierenden Loci den
starksten Polymorphismus, den man bei hoheren Wirbeltieren kennt. Dies
bedeutet, daR innerhalb einer Art an jedem dieser Loci eine
auRergewohnlich gro3e Zahl von Allelen (in manchen Fallen bis zu
hundert) — also alternative Formen des gleichen Gens — angetroffen
werden und jedes dieser Allele in recht hohen Frequenzen auftritt. Diese
groBe Zahl von Allelen zusammen mit der Tatsache, dal} jedes
Individuum dber finf oder mehr unterschiedliche fir MHC-Glykoproteine
codierende Gen-Loci verfugt, macht es so schwierig, zwei Individuen zu
finden, die genau die gleichen MHC-Antigene haben. Nur dann kdnnte
man, wie oben bereits ausgefiihrt, gefahrlos Gewebetransplatationen
vornehmen (wie z. B. bei genetisch identischen Zwillingen).(83)

Ein Wirbeltier mufd sich unter natirlichen Bedingungen nicht gegen
Invasionen von fremden Zellen anderer Mitglieder der gleichen Art
wehren. Diese Eigenschaft der T-Zellen auf Reaktionen gegen fremde
MHC-Antigene und deren grofRer genetischer Polymorphismus waren
lange nicht bekannt. Die Losung kam erst nach der Entdeckung, dal
MHC-Molekile dazu dienen, T-Lymphozyten auf die mit fremden (z. B.
viralen) Antigenen beladenen Korperzellen aufmerksam zu machen. T-

Zellen reagieren auf fremde MHC-Molekile namlich genau in derselben
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Weise wie sie auf eigene MHC-Molekile reagieren, die fremdes Antigen
gebunden haben.(84;85)

Bis heute wurden zwei Klassen von MHC-Molekulen identifiziert, MHC-I
und MHC-II. (Abb.1.12.1).

MHC MHC  MHC MHC
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B-Lymphocyten, Makrophagen alle kernhaltigen Zellen

Abb. 1.12.1 MHC-Proteine an der Zelloberflache. a) Genloci auf
Chromosom 6, kurzer Arm, b) MHC als monomeres bzw. dimeres

integrales Membranprotein. (aus 77)

Ihre wesentliche Funktion liegt in der Prasentation fremder Antigene
gegenuber cytotoxischen- T-Zellen bzw. Helfer- T-Zellen. Wahrend Klasse
I-MHC-Molekéle auf nahezu allen Vertebraten -Zellen exprimiert werden,

beschranken sich Klasse II-MHC-Molekiile normalerweise nur auf wenige

23



mit Helfer-TZellen in Kontakt tretende Zelltypen, wie z. B. B-Lymphozyten
und Makrophagen. Beide Klassen von MHC-Molekiilen haben
Immunglobulin-ahnliche Doméanen und eine Peptid-bindende Furche, die
kleine Peptid-Fragmente als Abbauprodukte von Fremdproteinen binden
kann. Jedes MHC-Molekul kann eine grofe und charakteristische
Auswahl von Proteinen binden. (93) Nach ihrer Bildung im Zellinneren
werden die Peptid/MHC-Komplexe an die Zelloberflache transportiert, wo
sie von T-Zell-Rezeptoren erkannt werden. Zusatzlich zu ihren Antigen-
spezifischen Rezeptoren, die fiur die Erkennung der Peptid/MHC-
Komplexe an der Zelloberflache zustandig sind, exprimieren T-Zellen auch
CD4- oder CD8-Co-Rezeptoren, die die nicht-polymorphe Regionen von
MHC-Zellen auf der Zielzelle erkennen konnen: Helfer- T-Zellen
exprimieren CD4, welches Klasse II-MHC-Molekile erkennt, wahrend
cytotoxische T-Zellen CD8 exprimieren, welches Klasse I-MHC-Molekile
erkennt.(84;94)

Wie zuvor erwahnt, arbeiten cytotoxische T-Zellen gegen intrazellular
wachsende Mikroorganismen wie z. B. Viren, die also aul3erhalb der
Reichweite von Antikérpern liegen. Cytotoxische T-Zellen kénnen im
Gegensatz zu Antikdrpern derart infizierte Zellen erkennen, weil Klasse |-
MHC-Molekile  standig Protein-Fragmente  zur  Zelloberflache
transportieren und sie dort fur T-Zellen erkennbar machen.

Der erste Beweis dafir, dal? MHC-Molekile den T-Zellen fremde Antigene
prasentieren, stammte aus folgendem Experiment : Es wurde gezeigt, dalR
cytotoxische T-Zellen aus einer Virus-infizierten Maus in Kultur gehaltene
Zellen, die mit demselben Virus infiziert worden waren, nur dann toéten
konnten, wenn diese Kulturzellen dieselben MHC-Molekile exprimierten
wie die Maus selbst . Durch dieses Experiment konnte gezeigt werden,
dall T—Zellen jedes beliebigen Individuums spezifische Antigene nur
dann erkennen werden, wenn dieses an die kdrpereigene genetische
Variante des MHC-Molekils gebunden ist — was man auch als MHC-
Restriktion bezeichnet(97). In Experimenten mit Zellen, die mit dem

Intluenza-Virus infiziert worden waren, stellte sich heraus, daf3 einige der
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Virus-aktivierten cytotoxischen T-Zellen spezifisch gegen interne Virus-
Proteine gerichtet waren, die bei einem intakten Virus-Partikel gar nicht
zuganglich waren. Diese Ergebnisse legten den Schluld nahe, dal die T-
Zellen die Abbauprodukte von internen Virus-Proteinen erkannten. Weil
eine T-Zelle &ulRerst geringe Mengen von Antigen erkennen kann (nur
einige hundert Molekule sind notwendig), genligt es, wenn nur ein
geringer Teil der Fragmente abgebauter Virus-Proteine an die
Zelloberflache gelangt, um die Aufmerksamkeit einer cytotoxischen T-
Zelle auf sich zu ziehen. Trotz allem gibt uns dieser Vorgang dennoch
Ratsel auf (95).

Da man schon lange weil3, da3 nahezu alle zelleigenen Proteine
kontinuierlich abgebaut werden, war es auch kein Problem zu verstehen,
wie die Produktion von Peptid-Fragmenten interner Virus-Proteine
innerhalb einer infizierten Zelle ablauft. Schwieriger wird jedoch die Frage,
wie diese Fragmente auf der Zellobertlache prasentiert werden. Wie
gewohnliche Zell-Proteine, werden Virus-Proteine an cytoplasmatischen
Ribosomen translatiert. Solche Proteine sind auf spezielle Mechanismen
angewiesen, wenn sie das Cytoplasma verlassen, die Membran
durchqueren und ein anderes Zell-Kompartiment erreichen sollen. Ein
Protein, das fur die Zelloberflache bestimmt ist, beginnt seine Reise im
Cytoplasma und dringt dann in das Lumen des endoplasmatischen
Reticulums (ER) ein . Die Frage, wie Virus-Proteine die Zelloberflache
trotzdem erreichen, wurde mit der Entdeckung eines bemerkenswerten
Transportsystems gelost, mit dessen Hilfe VertebratenZellen solche
Peptide vom Cytoplasma aus in das Lumen des endoplasmatischen
Reticulums transportieren. Einmal dort angekommen, findet die
Begegnung mit den MHC-Molekilen statt, an die die Peptide binden, und
mit denen zusammen sie dann an die Zelloberflache transportiert werden
(96).
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1.13 Clusters of Differentiation (CD)

Der Thymus besteht aus mehreren Lobuli, die jeweils corticale (auf3ere)
und medullare (zentrale) Bereiche enthalten. Die in den Cortex des
Thymus gelangten unreifen T-Zellen treten zunédchst in eine Phase
intensiver Proliferation ein. An die starke Vermehrung der Population
schlie3t sich die Differenzierung an, im Rahmen derer die Zellen eine
Reihe unterschiedlicher Stadien durchlaufen, die durch Umlagerungen der
fur den T-Zellrezeptor codierenden Gene und sekundar durch qualitative
und quantitative Anderungen der Expression von Oberflachenmolekiilen
gekennzeichnet sind. Die letzteren kénnen mit der FACS-(Fluoreszenz-
aktivierter Cell Sorter) Analyse voneinander unterschieden werden. Dazu
werden Zelloberflachenproteine Uber ihre Reaktion mit
fluoreszenzmarkierten monoklonalen Antikbrpern nachgewiesen. Von
diesen auch als Differenzierungsantigene (clusters of differentiation, CD,
in der Reihenfolge ihrer Entdeckung numeriert) bezeichneten
Oberflachenproteinen sind heute Uber 130 bekannt (CD1, CD2, CD3 etc.),
die auf den verschiedensten Zellen des Immunsystems vorkommen.
Erkenntnisse Uber ihre Funktion und Struktur wurden haufig erst lange
nach ihrem erstmaligen Nachweis gewonnen.(77) CD8+ zytotoxische T-
Lymphozyten enthalten in ihrem Zellinnerem zytotoxische Proteine
(Perforine, Granzyme) die sie beim Erkennen eines Antigens freisetzen,
und die Zielzellen zerstoren. Stimuliert werden die Zellen durch IL2. Durch
Zugabe von IL2 in ein Kulturmedium kann die LAK Aktivitdt gesteigert
werden. (98)

CD56 positive Zellen, die den Natirlichen Killerzellen zugeordnet werden,
kénnen durch Bildung von Zytokinen wie TNF-a eine Zielzelle zerstoren.
Die Aktivierung erfolgt hier ebenfalls durch Zytokine, die durch eine
Aktivierung des Immunsystems oder durch Zugabe in das Kulturmedium

bereitgestellt werden. (99)
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Il. Zielsetzung der Arbeit

Ziel der Arbeit ist die Etablierung einer durchflul3zytometrischen Methode
zur Bestimmung der zytotoxischen Aktivitdit von  peripheren
Blutlymphozyten. Mit dieser Methode soll der EinfluR potentieller
Immunmodulatoren (Papain, Trypsin, Chymotrypsin und Vitamin A) auf
die Funktion von PBL untersucht werden, um Kenntnisse Uber Dosierung

und Wirkdauer der Immunmodulatoren in vitro zu erhalten.

27



I1l. Material und Methoden

3.1 Vorbereitung zur Durchfiihrung von zytotoxischen Testmethoden

3.1.1 Isolierung von peripheren Blut Lymphozyten (PBL)

Lésungen und Blut

Buffy coat (BC) mit (Blutspendedienst
EDTA, ohne Plasma Frankfurt)

Ficoll-Histopaque-L6sung (d=1.007g/cm3)  (Sigma, Munchen)

Phosphate-buffered-saline ( PBS ) PH 7,2 steril

136 mM NacCl (Merck, Darmstadt)
3 mM KCI (Merck, Darmstadt)
0,5 mM MgCl; 6H,0 (Merck, Darmstadt)
6,5 mM Na,HPO, 2H,0 (Merck, Darmstadt)
1,5 mM KH;PO,4 (Merck, Darmstadt)
1 mM CaCl, (Merck, Darmstadt)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium ( DMEM )

DMEM pH 7,2 (Gibco, Eggenstein)
10 % Fotales Kalber Serum (FCS) (Gibco, Eggenstein)
2 mM L-Glutamin (Gibco, Eggenstein)
1000 E/mg/ml Penicillin/Streptomycin (Gibco, Eggenstein)
10mM HEPES (Sigma, Miinchen)

18mM NaHCOg3 (Merck, Darmstadt)
1 ul Inteleukin2  10.000 U/mi (Biotest, Dreieich)

Medium (bei Lymphozytenkultivierung)
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Die Isolierung von PBL aus Buffy Coat erfolgte (ber eine
Dichtegradientenzentrifugation nach der Methode von Boyum et al..
Jeweils 25 ml des BC wurden vorsichtig auf 25 ml Ficoll-Histopaque-
Loésung aufgeschichtet und 30 Minuten bei 350 g ohne Bremse
zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren erfolgte mit einer sterilen
Transferpipette (Elkay, Dietzenbach) die Absaugung des weil3en
Lymphozytensaums ( der eigentliche BC ) , der sich als sog. Interphase
Uber dem Ficollkissen befand, wahrend Erythrozyten und Granulozyten
wegen ihrer hdheren spez. Dichte unter der Ficollschicht auf dem Boden
des ZR sedimentierten. AnschlieBend wurden die Lymphozyten in ein
neues ZR 50 ml Gberfuhrt, mit PBS aufgefillt und 10 Minuten bei 350 g
zentrifugiert. Der Uberstand abgegossen und in PBS resuspendiert ( 1.
Waschschritt ).

Plasma +
Thrombozyten

Lymphozyten
Monozyten (BC)

I Ficoll

Granulozyten
Erythrozyten

Abb. 3.1.1.2 Isolierung von Blutkomponenten mit einem Ficoll-Hypaque-

Dichtegradienten

Es erfolgten drei weitere Waschschritte. Nach dem letzten Waschschritt

wurde das Sediment in 30 ml Medium resuspendiert, dann in einer grof3en
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sterilen Zellkultivierungsflasche (Flache:175cm2, NUNC Wiesbaden ) in
220 ml Medium resuspendiert. Danach erfolgte die Zugabe von 200 U IL2

/ml Medium.

3.1.2 Zellinien

Die kommerziellen Zellinien K562 und Raji sind bei der American Type
Culture Collection (ATCC, Rockville, USA) (23) erhaltlich.

Bei der K562 Zellinie (ATCC CLL 243) handelt es sich um eine
menschliche, immortalisierte Zellinie, die von Lozzio et al. (49,23) aus
dem Pleuraergul einer ca. 53 Jahre alten Frau mit chronisch myeloischer
Leukamie (CML) im terminalen Blastenstadium isoliert und etabliert
wurde. Die Besonderheit dieser Zellinie ist, dal sie keine MHC-I
Oberflachenantigene exprimieren, daher spezifisch NK-Zell-sensitiv ist
und somit zur Ermittlung der NK-Zellaktivitat im Zytotoxizitatstest mit PBL
dienen kann.

Die Zelllinie Raji (ATCC CLL 86) wurde von Pulvertaft (23) aus einer
Infiltration des Unterkiefers eines 11 jahrigen Jungen durch ein Burkitt-
Lymphom Zellen etabliert. Diese lymphoblastenéhnlichen Zellen weisen
eine hohe MHC-I Expression auf, sind daher NK-Zell-resistent und werden
zur Bestimmung der nicht MHC-abhangigen Lymhokin-aktivierten-Killerzell
(LAK)-Aktivitdat von PBL herangezogen (Zytotoxische, T-Lymphozyten,
(CD8+))

3.1.3 Kultivierung der Zellinien K562, Raji und der PBL

Losung zur Kultivierung der Zellinien K562 und Raiji:

Dulbecco’s Modified Eagle Medium ( DMEM )

DMEM pH 7,2 (Gibco, Eggenstein)
10 % Fotales Kalber Serum (FCS) (Gibco, Eggenstein)
2 mM L-Glutamin (Gibco, Eggenstein)
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1000 E/mg/ml Penicillin/Streptomycin (Gibco, Eggenstein)
10mM HEPES (Sigma, Minchen)
18mM NaHCOg3 (Merck, Darmstadt)

Die Zellinien K562 und Raji wurden im o.g. DMEM Medium in einem
Gasbebritungsschrank (Heraeus, Hanau) mit 5% CO, unter gesattigter
Wasserdampfatmosphéare in sterilen Zellkultivierungsflaschen (Nunc
Wiesbaden) gelagert. Das Medium wurde dreimal die Woche gewechselt.
Die PBL wurden drei Tage nach erfolgter IL2 Stimulierung entsprechend
nach Miescher et al. (52) in die Testphase uberfuhrt und zweimal pro
Woche mit 1 ml DMEM aufgefllt.

3.1.4 Bestimmung von Vitalitdt und Zellzahlen vor der Testung

Mit Trypanblau (Sigma, Minchen) werden die Zellinien auf ihre Vitalitat
hin gepruft. Das Prinzip ist, dal durch eine intakte Zellmembran kein
Trypanblau in die Zellen dringen kann, und intakte Zellen somit nicht
anfarbbar sind. Die Zellsuspension wird mit einer sterilen Pipette
(Eppendorf, Deutschland) aus der Kulturflasche entnommen, 1:1 mit
0,5%iger Trypanblauldsung durchmischt und unter einem Lichtmikroskop
(Olympus, Japan) in einer Thoma-Zahlkammer (Schreck, Hofheim) mit ca.
400facher VergréfRerung ausgezahlt. Die Vitalitat sollte Uber 95% liegen.

Die PBL wurden vor jeder Testung in einer Thomakammer zum Einstellen

der gewiinschten Zellzahlen gezahilt.
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3.2 Methoden zur Bestimmung der Zytotoxizitat
Zwei Testmethoden zur Bestimmung der Zytotoxizitdt wurden hier
eingesetzt. Die erste Methode ist der Europium releaseassay (12,16,;19;

48:55).

3.2.1 Europium releaseassay

LOosungen

Puffer ApH 7,4
50 mM HEPES (Sigma, Miinchen)
93mM NaCl (Merck, Darmstadt)
5 mM KCI (Merck, Darmstadt)
2 mM MgCl, 6H,0 (Merck, Darmstadt)

Markierungspuffer (Labelpuffer) fur K562-Zellinie
870 pl Puffer A
50ul DTPA (25mM in 0,01 M NaOH) (Merck, Darmstadt)
50pul Eu-acetathydrat (10mM) (Merck, Darmstadt)

Markierungspuffer (Labelpuffer) fur Raji-Zellinie
770 pl Puffer A
100 pl DTPA (25mM in 0,01 M NaOH) (Merck, Darmstadt)
100 ul Eu-acetathydrat (10mM) (Merck, Darmstadt)

Waschmedium pH 7,2

DMEM (Gibco, Eggenstein)
10% FCS (Gibco, Eggenstein)
10mM HEPES (Sigma, Eggenstein)
18mM NaHCO; (Merck, Darmstadt)
1,6 mM CaCl, (Merck, Darmstadt)
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Inkubationsmedium

DMEM (Gibco, Eggenstein)
10% FCS (Gibco, Eggenstein)
10mM HEPES (Sigma, Miinchen)
18mM NaHCO; (Merck, Darmstadt)
1,6 mM CaCl, (Merck, Darmstadt)
1000 E/mg/ml Penicillin/Streptomycin (Sigma, Muinchen)
Enhancementlésung (Pharmacia, Freiburg)
Prinzip

Mit einem Europium--Komplex (Eu-Diethylentriaminpentaacetat) markierte
K562 oder Raji (=Targetzellen) werden mit PBL (=Effektorzellen) inkubiert.
Der durch die Effektorzellen vermittelte Lyse der Targetzellen freigesetzte
Eu-Komplexes bildet nach Zugabe einer Verstarkungslosung
(=Enhancementldésung) einen fluoreszierenden Chelatkomplex. Die
Menge des freigesetzten Eu-Komplex ist proportional zur Anzahl lysierter
Targetzellen und kann in einem Fluorometer (Wallac, Turku Finnland)
gemessen werden . Dazu werden Zellinien folgendermal3en auf eine 96

Lochplatte (Wells) (Nunc,Wiesbaden) aufgetragen.
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Aufsteigende
Effektorzellzahl
nach o.g.

Spontanrelease
Raji

—

Verhaltnis Totalrelease
Raji

Aufsteigende
Effektorzellzahl
nach o.g.
Verhaltnis

Totalrelease
K562

Spontan-
release K562

=

OO0000O0T -
0000000
OO00000Q]
OO00000E
0000000
0000000
000000
0000000
O00000Q]
OO00000Q]
C00000 &
00000

NK-Zellaktivitat 7] Zyzotoxische T-Lymphozytenaktivitat

Abb. 3.2.1.1 Schematisierte Darstellung des Auftragemusters der ersten
Reihe als Muster fiir die folgenden Reihen: Spontanrelease (SP) =spontan
freiwerdende Eu-Komplexe; Totalrelease (TR) = durch eine zytolytisch
wirkende Substanz erzwungene maximale Freisetzung von Eu-
Komplexen; Mel3reihe (s.Verhéltnis) = in aufsteigendem Verhéltnis von
Targetzellen  zu  Effektorzellen  aufgetragene  Zellsuspensionen
(1:5,1:10,1:20,1:40)

Durchfiihrung des Tests

Einen Tag vor dem Test wurden die Targetzellen mit frischem Medium

versorgt.
Ansetzen des Markierungspuffers:
K562: 870 pl Puffer A, 50 pl DTPA (25mM in 0,01 M NaOH),

50 pl Eu-acetathydrat (10mM) auf Eis lagern.
Raji: 770 pl Puffer A, 100 yl DTPA (25mM in 0,01 M NaOH),
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100 pl Eu-acetathydrat (10mM) auf Eis lagern.

Labeling (Markierung) der Targetzellen:

Die Targetzellen wurden gezahlt und auf ihre Vitalitdt Uberprift
(Trypanblau), 5x10° K562 und 1x10’ Raji , 10 Minuten bei 350 x g und
Raumtemperatur zentrifugiert und das Sediment anschlieend in 2 ml
NaCl [0,9%] resuspendiert. Diese Prozedur wurde zweimal wiederholt, um
mdogliche Chelat-Komplex-Bildner auszuwaschen. Nach dem letzten
Waschschritt wurde das Sediment der Zellinien zu dem entsprechenden
Markierungspuffer dazugegeben und die Zellen im Markierungspuffer
resuspendiert, mit 33 ul Dextran vermengt, 30 Minuten auf Eis gelegt und

alle zehn Minuten aufgeschuttelt.

Vorbereitung der PBL (=Effektorzellen):

Die berechnete Anzahl PBL wurden aus der Kulturflasche entnommen
und 10 Minuten bei 350 x g und Raumtemperatur zentrifugiert und in
Medium resuspendiert. Eine Verdinnungsreihe wurde angelegt, um das
vorgegebene Verhaltnis von Target zu Effektorzellen einzuhalten. In die
SP Wells wurden 100 pl Medium vorgelegt, in den TR Wells jeweils 100 pl
einer Detergenz (hier Triton X 100 Riedel, 1% in DMEM, Seelze). In den
Wells mit den aufsteigenden Effektorzahlverhaltnissen wurden im
Mehrfachansatz (mind. dreifach) jeweils 100 ul der PBL-LOsung
hinzupipettiert. Die 96 Loch (Well) Platten wurden bis zur weiteren

Bearbeitung in den Brutschrank gelegt.

Weiterverarbeitung der Targetzellen:

Nach der Inkubation auf Eis erfolgte die Zugabe von jeweils 30 ul CaCl,
(0,1 M) , die Proben wurden 5 Minuten auf Eis inkubiert und anschlie3end
bei 4 °C und 350 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das
Sediment im 2 ml Waschpuffer resuspendiert, auf 10 ml aufgefullt und 10
Minuten mit 350 x g zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde viermal

wiederholt.
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Nach dem letzten Waschschritt wurden die Targetzellen auf 5 x 10° /
100ul eingestellt und auf die entsprechenden Bohrungen verteilt.

Die Platten wurden fur 2,5 Stunden im Brutschrank inkubiert.
AnschlieRend werden die Platten bei Zimmertemperatur 10 Minuten bei
400g zentrifugiert.

Aus den Wells wurden je 20 pl Uberstand vorsichtig herrauspipettiert und
in eine neue 96-Wellplatte (immunomodule, Nunc, Wiesbaden) Uberfihrt.
Zu jedem neuen Well wurden 200 pl Enhancementlésung hinzupipettiert
und 10 Min inkubiert; die spezifische Lyse wurde nach folgender Formel

errechnet:

% spez. Lyse = (Messwert - SR) * 100 %
(TR - SR)

3.2.2 Das Durchfluf3zytometer (Flowzytometer)

Flowzytometer sind opto-elektronische Mel3systeme, die optische Signale
unterschiedlicher Qualitdt (Lichtstreuung und Fluoreszenzsignale)
erfassen. Diese Methode ermdglicht die Erfassung individueller
Zellparameter einer signifikanten Anzahl von Zellen innerhalb von
wenigen Sekunden (100).

In der nachfolgenden Aufstellung ist ein Ausschnitt der Einsatzgebiete der

Flow-Zytometrie dargestellt, (31).

Eigenschaft Anwendung

Oberflachenantigene Immunphanotypisierung
Leuk&mie / Lymphom Diagnostik
Transplantationsuberwachung
HLA-B-27 Screening

Zellaktivierung

Intrazellulare Parameter Zellularer DNA/RNA Gehalt

Zellproliferation
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Chomosomenanalyse
Retikulozytenzahlung
Proteingehalt
pH-Wert

Funktionelle Parameter Phagozytose von Bakt. und Hefen

Enzymaktivitaten

Zellmembranbestéandige Parameter | Medikamentenaufnahme

Kalziumeinstrom

Grundsatzlich sind folgende Bauelemente in jedem Flowzytometer

enthalten:

Laser

hier ein Argon-Laser (488nm)

Durchflu3zelle: Dies ist die Analysenkiivette des Flowzytometers.

Das

opto-elektronische

Hier werden die einzelnen Zellen von Flissigkeit
umspllt, in einer Perlschnurformation hintereinander
aufgereiht und nacheinander durch den Laser geflhrt.
Der Hullstrom fur die Umspulungsflussigkeit sorgt
dafir, dal® die Zellen sich im Zentrum der Mel3zelle
befinden, und jede Zelle im Fokus des Lasers

gemessen werden kann (Kapillardurchmesser 50-100

pm).

Detektionssystem:Diese System quantifiziert die Fluoreszenz- und

Streulichtwerte jeder einzelnen Zelle, die die
Durchflu3zelle passiert. Das System besteht aus einer
Reihe von Filtern, die Licht unterschiedlicher
Wellenlangen bereiche voneinander trennen und den

Detektoren zuleiten.
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Der Detektor fir das Vorwartsstreulicht (forward
scatter, FSC) erfalst die Zellgrolle, und das
Seitwartsstreulicht (sideward scatter, SSC) die
Granularitat. Anhand dieser Detektoren ist es mdglich,
die Hauptleukozytenpopulationen voneinander zu
trennen (s.Abb.3.2.2.2).

Ferner werden drei Fluoreszenzwellenlangenbereiche
(FL1, FL2 und FL3) erfaf3t, die in einer Zweiparameter
oder Einparameterdarstellung visualisiert werden
kénnen. Die in Abb. 3.2.2.2 gewéahlte Darstellung wird
Zweiparameterdarstellung genannt. Abb. 3.2.2.3,
3.2.3.1 und 3.2.3.2 zeigen eine Einparameter-

darstellung (Histogramm).

Das in dieser Arbeit verwendete Flow-Cytometer FACScan (Fluoreszence
Activated Cellsorter, FACScan, Becton Dickinson, Heidelberg) wird in der
klinischen Immunphéanotypisierung von lymphatischen Zellen und zur
DNA-Analyse von Tumoren eingesetzt. Dazu werden Zellen mit
spezifischen Immunfluoreszenzmarkern oder anderen Substanzen
markiert und quantitativ analysiert.

Zur Bestimmung der Oberflachenantigene werden die zu messenden
Zellen mit spez. fluoreszierenden Oberflachen - Ak (z.B. Fluorescein-
isothiocyanat: FITC; Phycoerytrhin: PE usw.) oder spez. Substanzen
gekoppelt und anschlieRend bei verschieden Wellenldngen erfal3t. Die
Anregung dieser Substanzen wird durch einen Argon-Laser mit der
Wellenlange 488nm erzeugt. Die digitale Erfassung (Hewlett Packard
Computer) von Gr6Re, Granularitdt und Anfarbbarkeit bzw. Markierung mit
oberflachenspez. AK wird mit Hilfe eines Computerprogramms (LYSYS 2,
Palo Alto, California, USA) erreicht.

Anregungswellenlange des Argon-Laser und Empfindlichkeitsbereiche der

Detektoren :
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Lichtquelle :

Argon-Laser :

Detektoren :

SSC
FSC
FL-1
FL-2
FL-3

488nm

488 nm Zellgranularitat
488 nm Zellgrolie

:um 520 nmgrin

: um 580 nm orangerot

:um 670 nmrot

L

| Signalverarbeitung |~\

FACScan

SSC

y

| Detektionssystem |

FSC

[Fz ]~
FL 2

;

0]

Zellen

Abb. 3.2.2.1 Funktionsweise eines Flowzytometers (Schema)
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Granulozyten
R3

Lymphozyten
R1

Monozyten R2

Abb. 3.2.2.2 Mit den beiden Nicht-Fluoreszenzparametern kann man die
Verteilung verschiedener Zellpopulationen nach Grél8e und Granularitét

erkennen (Zweiparameterdarstellung eines BC)

Aufgrund der unterschiedlichen Grolle und Granularitdit der
Hauptleukozytenpopulationen ergibt sich im sog. Dot-Plot das in Abb. Nr.
3.2.2.2 dargestelltes Bild. Wenn eine bestimmte Population im Dot-Plot
erfal3t werden soll, wird ein bestimmter Bereich markiert (R1, R2 0. R3) ,
einem sog. Gating unterzogen und in einer sog. Einparameterdarstellung
(z.B. Histogramm) dargestellt. Das Gating ermdglicht das ,Filtern* eines
bestimmten Bereiches. Die Einparameterdarstellung (s.Abb. 3.2.3.2)
erfaldt die Fluoreszenzintensitit einer Population, die entweder die
Eigenfluoreszenz der Zellen oder die Fluoreszenz eines best. Farbstoffes
bzw. Antikorper widergibt, mit dem die Zellpopulation vorher markiert

wurde.

Diese Methode ist zum Trennen von verschiedenen Subpopulationen

humaner Lymphozyten geeignet. Werden in einer Probe aber zwei
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grundverschiedene Zellinien betrachtet, besteht die Problematik der
visuellen Differenzierung in einem Dot-Plot.
Die Grenzen zwischen PBL und Targetzellen verwischen in einem Dot-

Plot so sehr, das ein Gateing nicht mehr mdéglich ist.

FSC-Height (11 vs SSC-Height (2]

255

SSC

Markierter
Bereich PBL
und
Tumorzellinie

Abb. 3.2.2.3 Zweiparameterdarstellung des Gemisches Targetzellen
(K562) und PBL. Ausschnitt von R1, R2 und R3. Die Grenzen in dem

Bereich verwischen durch das Vorhandensein von einer Tumorzellinie.

Das Hauptproblem einer Testmethode mit dem Flowzytometer zur
Bestimmung der Lymphozytenaktivitat mit einer zweiten Zellinie ist somit
die Abgrenzung von Effektorzellen (PBL) und den Targetzellen (Raji oder
K562).

3.2.3 Prinzip der durchfluBzytometrischen Bestimmung der

Lymphozytenaktivitat
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Wie oben erwéhnt ist das Hauptproblem die Trennung von Effektor und
Targetzellen zur Bestimmung der Lymphozytenaktivitat in der

Flowzytometrie das Hauptproblem dar. Die Substanz

3,3 Diooctadecyloxacarbocyanin-perchlorat Cs3HgsCIN2Og (DIO)
(Sigma, Mtnchen)

ermdglicht die Unterscheidung von Target- und Effektorzellen durch
Anfarben der inneren Zellmembran der Tumorzellen, ohne diese dabei zu
schadigen. (4;38).

Die Anregungswellenlange betragt 485 nm und die Emmisionswellenlange
500 nm (4). Durch Gating sind nur die DIO gefarbten Zellen (FL-1)
Lherausfilterbar“. Die durch die PBL-Aktivitdt entstandenen defekten bzw.
lysierten Zellen werden durch Inkorporation mit Propidium Jodid (PI)
nachgewiesen (rote Fluoreszenz), wobei dieser Farbstoff mit ein- oder
doppelstrangiger DNA bzw. RNA intercaliertbindet (56).

Die mit DIO angefarbten Targetzellen sind in einem FL 1-Histogramm
zwischen der Intensitat 103 und 10* zu sehen. Wenn nun ein selektives
Gate an dieser Stelle gesetzt wird, kdnnen in einem FL 3-Histogramm
nach Anfarben mit Pl die intakten von den defekten Zellen getrennt und
ausgezahlt werden (s.Abb. 3.2.3.2).

42



i b
T

256

Events

= T it y
10% 10° 104 10* 104
FL1 -Height

Abb 3231 FLI1-Histogramm einer mit DIO angeférbten
Zellpopulation: Zwischen der Intensitédt 10° und 10° sammeln sich die
DIO gefarbten Zellen im Histogramm in FL1 an (griine Fluoreszenz). Die
Achse mit Events zeigt die Z&dhlereignisse der Zellen, die in FL 1-Height

fluoreszieren. Durch Gating sind diese jrz- |B. FIM3 (rote| Fluoreszenz)

darstellbar (s.ndchste Abb.)

i

Everts

G -
0% q0'  10f 4o qo*
FL3-Height

Abb. 3.2.3.2 DIO geférbte Targetzellen aus Gate 1 (vorh. Abb.) in
FL3-Histogramm Darstellung. Der in FL 3 als M 1 markierte Bereich
zeigt die defekten Zellen, die mit Propidium lodid (Pl) angeférbt wurden.

Zwischen der relativen Fluoreszenzintensitat 102 und 103 zeigen sich die

defekten mit Pl angefarbten Zellen in diesem Bereich, da Pl markierte
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(defekte) Zellen eine hohere Fluoreszenz besitzen als nicht markierte
(intakte) Zellen. (56).

Vorbereitung und Durchfiihrung von Messungen

Markierung der Targetzellen:

Ldsungen:

DIO Stammldsung:

3 mg DIO (Sigma, Muinchen)
100 pl Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma, Minchen)
900 pl Ethanol reinst (Merck,Darmstadt)

Kristalle werden abfiltriert,

die Losung wird kuhl (bei -20°C) gelagert

Propidium Jodid (PI) Stamml&sung (Sigma, Minchen)
100 pg/ml Plin PBS

Einfriermedium (EFM)
DMSO : FCS 1.9

Die Zellinien K 562 und Raji wurden auf 10° Zellen pro ml eingestellt und
einen Tag vorher mit DMEM versorgt. Mit 15 pl DIO/ml Zellsuspension fur
K 562 und 20 pl DIO/ml Zellsuspension fur Raji erfolgte die Anfarbung.
Nach 30 mindtiger Inkubation im Brutschrank bei 37°C wurden die
Suspensionen mit PBS 2mal gewaschen und zentrifugiert. (10 Min. bei
350 g). Fur weitere Versuche an den Folgetagen wurden diese
Zellsuspensionen auf mehrere 2 ml Reaktionsgefal3e (Eppendorf) verteilt
im Verhaltnis 1000 pl Zellsuspension auf 500 pl EFM und in jeweils 200 pl

Portionen auf mehrere Eppendorfcups aliquotiert. AnschlielBend wurden
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die Zellen bei  -80°C g elagert. Nach Lagerung lag die Vitalitat bei ca. 75-
95%.

Durchfiihrung der Messungen:

Von der Zubereitung bis zur eigentlichen Messung wurde jeder Schritt in
einem FACS-Probenréhrchen (Falcon) durchgefuhrt. Die Effektorzellen
wurden so eingestellt , daf3 sie ein Effektor : Target Ratio von jeweils 5:1,
10:1, 20:1 und 40:1 ergaben.

Die zuvor eingefrorenen Targetzellen wurden in einem Becherglas mit
warmem Wasser aufgetaut, in Komplettmedium gewaschen und bei 350 g
abzentrifugiert. Das Sediment wurde wieder in DMEM resuspendiert. Die
Targetzellen wurden auf 10* Zellen/ml eingestellt. Die Targetzellen
wurden in 100 pl Portionen auf FACS-R6hrchen verteilt. Pro Targetzelllinie
wurde ein Kontrollansatz bendtigt, um die Spontanlyse (Kontrolle) zu
ermitteln. Die Effektorzellen wurden so eingestellt, dal3 sie pro 150 pl in
der o.g. Ratio in 150 pl Portionen verteilt werden kdnnen. Die Kontrolle
wurde lediglich mit 150 pul DMEM aufgefillt. Somit ergab sich pro FACS-
Rohrchen eine Zellsuspension von jeweils 250 pl. (s.Abb.3.2.3.4)

Die FACS-Rohrchen wurden auf dem Vortex durchmischt und
anschlieBend 3 Minuten bei 100 g zentrifugiert, um eine Clusterformierung
der Zellen zu erreichen. Die R6hrchen wurden anschliel3end vier Stunden
im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Nach vier Stunden wurden zu den
Zellsuspensionen jeweils 5 ul Pl hinzugegeben. und wieder mit dem
Vortex durchmengt. Die Rohrchen wurden dann fur 10 Minuten bei 0°C
abgedunkelt inkubiert, (56).
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Effektor 1:10
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Ratio Target :

Effektor 1:40

Ratio Target :
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Ratio Target :

Effektor 1:10

Ratio Target :
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Ratio Target :
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Abb.3.2.3.4 Bestimmung der NK-Zellaktivitdt und T-Zell-Aktivitét:
Verteilungsschema fiir die Versuchsdurchfiihrung fir K562 und Raji in

Jeweils 5 FACS-Rd6hrchen in einem daftir vorgesehenen Gestell.

Messung und Auswertung

Messung:

Dieser Schritt mul3 bei jeder zu testenden Targetzelllinie durchgefiihrt
werden, um den Fluoreszenbereich der mit DIO gefarbten Targetzellen
und spater deren Vitalitat zu ermitteln. Die zu messende Zellanzahl wurde
auf 3000 / Testansatz eingestellt , eine Region zum Gating auf das FL1
Maximum gesetzt (s. Abb. 3.2.3.1) und als Region 1 (R1) definiert. Im
Run-Protokoll wurde [accept R1] angewahlt, damit bei der folgenden

Messung nur die DIO-markierten Zellen gemessen wurden. Die Messung
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wurde wiederholt und das Ergebnis auf der Festplatte abgespeichert. Die
abgespeicherte Datei diente zur Bestimmung Spontansterbichkeit
(Spontanlysis) der Targetzellen. AnschlieRend erfolgte die Messung der
Proben mit den Effektorzellen. Die zu zahlenden Zellen wurden auf 1500
gesetzt. Die gezahlten Zellen bezogen sich nur auf die in der Region 1
(R1) markierten Zellen, ohne daf3 andere Zellen wie nicht markierte Zellen
oder Effektorzellen mitgezahlt wurden. Diese Daten wurden ebenfalls auf

der Festplatte gespeichert.

Auswertung:

In den Analysis-Mode wechseln; Um die Spontanlysis zu ermitteln, wurde
die erste gespeicherte Datei als FL3-Histogramm dargestellt. Anhand des
Histogramms konnte die Vitalitdt bzw. Spontanlyse der Targetzellen
bestimmt werden. Der erste Peak zeigt die intakten Zellen, der zweite
Peak, zwischen der Intensitat 103 und 10* , die Pl-markierten defekten
Zellen. Dieser zweite Bereich konnte nun mit der programmeigenen
statistischen Auswertung ermittelt werden indem eine Region Uber den
zweiten Peak definiert wurde (a. Abb M1). Die Spontanlysis der Kontrolle
lag in der Regel zwischen 1% und 10%.

Mit den Proben der Effektorzell-/Targetzellsuspension wurde in gleicher

Weise verfahren. Zur Veranschaulichung soll nachfolgende Grafik dienen.

2

1)

Eventz

b ey
107 0= 10t 10*

FL3-Height

=%
10°

Abb. 3.2.3.4 FL3-Histogramm eines Testansatzes: Gezeigt ist die

spezifische Lyse einer Targetzellinie durch PBL. Die defekten Targetzellen
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weisen eine hohere Rotfluoreszenz auf (10° — 10°) und werden in Peak 2
aufsummiert.

Die spezifische Lyse einer Probe errechnet sich nach:
Spezifische Lyse (%) = MeRRwert (%) - Spontanlysis (%)
3.3 Versuchsdurchfihrung

Nachdem die Effektorzellen einer Kulturflasche (Nunc,Wiesbaden)
entnommen und gleichmaRig auf 6-Lochplatten (Nunc, Wiesbaden)
verteilt wurden, werden die Effektorzellen (ca. 1,5x103/ml) jeweils mit

verschiedenen Substanzen in verschiedenen Konzentrationen inkubiert.

1) Enzymmischung (Papain:Trypsin:Chymotrypsin 2,5:1:1) gel6st in PBS
a) Einmalgabe und
b) Mehrfachgabe im mehrtagigen Abstand (s. 3.3.2)

2) Retinol und Retinsaure gelést in DMSO, mit DMSO Kontrolle

Die Enzyme Papain, Trypsin, Chymotrypsin (Wobenzym, Mucos,
Minchen) wurden mit einer Feinwaage (Heraeus, HU) im Verhaltnis
2,5:1:1 abgewogen und in PBS in einem 5 ml Zentrifugenrohrchen
(Nunc,Wiesbaden) suspendiert. Die Aktivitat der Enzyme wurde
photometrisch bestimmt (Ergebnisse nicht dargestellt). Die Messung
erfolgte analog zu dem o.g. Verfahren abgewandelt mit den hier
nachfolgenden Modifikationen in Bezug auf das Effektor:Target Ratio, den
verschiedenen Konzentrationen der Effektorzellen und Enzymen.

Fur jede Targetzelllinie (K562,Raji) wurde ein Mehrfachansatz (5-fach)
durchgefuhrt.

Die Zellinien wurden vor jeder neuen Mel3reihe mit DIO eingefarbt und die

Effektorzellen isoliert. Durch Vorversuche wurde ermittelt, daf der
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Zeitraum in den ersten 5 Tagen die grof3te Ergebnis-Relevanz hat. Das
Target:Effektor Ratio wurde auf 40:1 eingestellt.

3.3.1 Einmalgabe von Enzymen

Die Effektorzellen wurden gleichmé&Rig auf 6-Lochplatten verteilt, in DMEM
suspendiert und in den Konzentrationen (20,40,80,160 und 320ug/ml),
ermittelt durch Vorversuche, mit der Enzymmischung durchmischt und als

Einmalgabe vor dem ersten Testtag verabreicht:

Vertiefung 2 Vertiefung 3
20 pg/ml 40 pg/ml -\

Vertiefung 1
ohne Enzyme

Vertiefung 4
80 pg/ml

Vertiefung 5 j Vertiefung 6 -I
160 pg/ml 320 pg/ml

Abb.3.3.1.1 Auftragungsschema der Enzyme auf eine 6-Lochplatte.
Die Effektorzellen wurden lber einem Zeitraum von 408 h (=17 Tage)

inkubiert. Innerhalb dieses Zeitraumes haben an 9 Tagen die Messungen
(s.0.) stattgefunden: Tag 1, 2, 3, 4,5, 8, 11 und 17
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onvole) | _ K562 Kool | Raji
/ |
Ohne Ohne J
Enzyme Enzyme
20 pg/ml 20 pg/ml
40 pg/ml 40 pg/ml
80 pg/ml 80 pg/ml
160 pg/mi 160 pg/mi
320 pg/ml 320 pg/ml

Abb.3.3.1.2 Bestimmung der NK-Zellaktivitédt und T-Zell-Aktivitét bei
Eimalgabe von Enzymen: Das Verteilungsschema in die FACS-
Roéhrchen unter Berlicksichtigung beider Tumorzellinien mit einem
Target:Effektor Ratio von 40:1.

3.3.2 Mehrfachgabe von Enzymen

Die Effektorzellen wurden gleichméaRig auf 6-Lochplatten verteilt, in
DMEM suspendiert und in folgenden Konzentrationen, ermittelt durch
Vorversuche, mit der Enzymmischung durchmischt und als Mehrfachgabe

(4 Enzymgaben) verabreicht:
Zugabe 1: Vor dem ersten Mel3tag

Zugabe 2: 72 h (3.Tag)
Zugabe 3: 168 h (7.Tag)

50



Zugabe 4: 240 h (10.Tag)

Die Impulsgaben erfolgten nach der Messung an dem jeweiligen Tag bzw.

an mel3freien Tagen.

Die Messungen haben analog zu der Einmalgabe stattgefunden am:
Tag 1, 2,3,4,5,8,11und 17

Die Konzentrationen wurden hier modifiziert (10, 20, 40 und 80 pg/ml)
(Abb. 3.3.2.1)

Vertiefung 2 Vertiefung 3
10 pg/ml 20 pg/ml -\

Vertiefung 1
ohne Enzyme

Vertiefung 4
40 pg/ml

Vertiefung 5 ] Vertiefung 6 ]
80 pg/ml frei

Abb.3.3.2.1 Verteilungsschema bei der Impulsgabe von Enzymen mit

modifizierten Enzymkonzentrationen bei Mehrfachgabe.
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Spontan- Spontan-

lyse K562 lyse Raji
(Kontrolle) | 1 (Kontrolle) | 7
U U O Yy 9 Uy U o O T U7 Ty
[ [ [ [ | / [ [ ]
Ohne J Ohne J
Enzyme Enzyme
10 pg/ml 10 pg/ml
20 pg/ml 20 pg/mi
40 pg/ml 40 pg/ml
80 pg/ml 80 pg/ml

Abb.3.3.2.2 Bestimmung der NK-Zellaktivitdt und T-Zell-Aktivitét bei
Mehrfachgabe von Enzymen: Das Verteilungsschema in die FACS-

Ro6hrchen Effektor: Target Ratio von 40:1.
3.3.3 Retinol und Retinsaure gelést in DMSO, mit DMSO Kontrolle

Retinol (ROH) und Retinsaure (RA) wurden in einer Konzentration von 10
M in DMSO gelost (Sigma,Miinchen) und in den Konzentrationen 10™* M,
10° M und 10® M unter Abdunklung zubereitet. Zur Kontrolle wurden
ebenfalls Ansatze mit DMSO (Dimethylsulfoxid) in den vorgegebenen
Konzentrationen zubereitet. Die vorbereiteten Losungen wurden bei -
80°C in Eppendorfcups (Eppendorf,HH) eingefroren und vor Testbeginn
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schonend in einem Wasserglas aufgetaut. In einem 5 ml
Zentriftugenrohrchen  (Nunc,Wiesbaden) wurde der |Inhalt der
Eppendorfcups in einer definierten Menge von PBS aufgeldst und in den
0.g. Konzentrationen auf die zu inkubierenden Effektorzellen, die in
DMEM + FCS suspendiert sind, als Einfachgabe vor dem 1. Testtag
hinzugegeben; pro Versuchsansatz wurden zwei 6-Lochplatten verwendet.
Das Procedere der Messung erfolgte analog zu dem zuvor genannten
Verfahren, abgewandelt durch die hier nachfolgend aufgefuhrten
Modifikationen in Bezug auf Effektor:Target : Ratio (40:1), die
verschiedenen Inkubationskonzentrationen der Effektorzellen und Gaben
von DMSO, ROH und RA.

Vertiefung 2 Vertiefung 3
DMSO 10E-4 '\ DMSO 10E-6 '\

O
@

Vertiefung 1
ohne DMSO

Vertiefung 4
DMSO 10E-8 | =

Vertiefung5 j Vertiefung 6
ohne ROH ROH 10E-4

Vertiefung 8 Vertiefung 9

ROH 10E-8 '\ ohne RA '\

Vertiefung 7
ROH 10E-6 | =

Vertiefung 10
RA 10E-4 =

Vertiefung 11 j Vertiefung 12 -I
RA 10E-6 RA 10E-8

Abb. 3.3.3.1 Verteilungsschema von DMSO, ROH und RA auf zwei 6-

Lochplatten zur Inkubation der Effektorzellen.
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Spontanlyse
(Kontrolle) | —

Spontanlyse
(Kontrolle) | 4 K562 I Raii

ohne Zugaben J ohne Zugaben
Zugabe Zugabe
10E-4 M 10E-4 M
Zugabe Zugabe
10E-6 M 10E-6 M
Zugabe Zugabe
10E-8 M 10E-8 M

Abb.3.3.3.2 Bestimmung der NK-Zellaktivitdt und T-Zell-Aktivitét bei
Einmalgabe von DMSO, ROH und RA: Verteilungsschema der FACS-
Roéhrchen

Als Zugaben wurden hier jeweils 5 Ansatze fir jeweils DMSO, ROH und

RA vorbereitet.
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3.4 Messung und Auswertung der Daten

Die Messungen wurden mit dem Flowcytometer FACScan (BD,HD)
durchgefiihrt, mit dem Programm Lysys 2 bearbeitet und unter
Zuhilfenahme von WinMDI 2.5 (Windows Multiple Document Interface 2.5,
Joseph Trotter, Scripps Institute, USA) ausgewertet. Die nachfolgend
aufgefihrten Berechnungen wurden mit Hilfe von Winstat 7.0 (Winstat)
durchgefhrt.

Die Signifikanzen wurden aus den Einzelwerten der Messungen
errechnet. Der Test qilt flr biologische Phanomene, welche nicht

normalverteilt sind.(Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test, nach Sachs 1992).

3.5 Messung und Auswertung der Korrelation der zwei

Cytotoxmethoden Europium-Releaseassay und Flowzytometer

Die Zellinien Raji und K562 wurden in einem aufsteigenden Effektor-
Targetzell-Ratio von 5:1, 10:1, 20:1 und 40:1 mit der jeweiligen
MeRmethode (Europiumreleaseassay und Durchflu3zytometrie) getestet
und anschlieend der ermittelte Durchschnittswert im Korrelationstest
(Pearson) auf ihre Korrelation hin bewertet. Die ermittelten
Korrelationskoeffizienten beziehen sich auf das steigende Effektor-
Targetzell-Ratio, und somit auf die NK-Zellaktivitat (Targetzellinie 1: K562)
und die Aktivitat nicht MHC-restringierter T-Lymphozyten (Targetzellinie 2:

Raji) im jeweiligen Zytotoxtest.
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3.6 Literaturrecherche

Zur Literaturrecherche wurde das Ovidweb (http://medline.stub.uni-
frankfurt.de/ovidweb.cgi) fur Publikationen von 1966-1998 verwendet. Fur
aktuelle  Publikationen ist PubMed zum Einsatz gekommen
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/query.fcgi). Der Zugang wurde uber
den Internetaccount des Hochschulrechenzentrums der Johann Wolfgang

Goethe-Universitat gewahrleistet.
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IV. Ergebnisse

4.1 Einmalgabe von Enzymen

Wie im Abschnitt Material und Methoden beschrieben, wurden die
Effektorzellen einmalig mit Enzymen einen Tag vor Testbeginn inkubiert.
Die Inkubationsdauer betrug 408 h (= 17 Tage). Innerhalb dieser
Inkubationsdauer fanden an 9 Tagen Messungen statt.

Die Konzentrationen der Enzymlésung betrugen 20, 40, 80, 160, 320
pg/ml. Far die Zellinien K 562 und Raji wurden jeweils finf Ansatze
durchgefiihrt und der Mittelwert gebildet. Fir jede Messung wurde ein

Kontrollansatz (ohne Substanzzugabe) durchgefihrt.

4.1.1 K562, NK-Zellaktivitat

Messungen an

Tag 1 (24h)
Tag 2 (48h)
Tag 3 (72h)
Tag 4 (96h)

Tag 5 (120h)
Tag 8 (292h)
Tag 11 (264h)
Tag 17 (408h)

Konzentrationen
20 pg/ml
40 pg/ml
80 pg/ml
160 pg/mi
320 pg/ml

('s. nachfolgende Tabelle )
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Zur besseren Ubersichtlichkeit sind die Standardabweichungen der

jeweiligen Werte in die Wertetabelle bei (+/-) eingetragen.

Tabelle Nr 4.1.2 Gemittelte Messwerte und die sich daraus ergebenden
Berechnungen (NK-Zellaktivitét). Im 2. Schritt (untere Tabelle) finden sich
die fett eingerahmten Werte als signifikante Steigerungen bzw. Abfélle
verglichen zum Ausgangswert (Oh).

Ermittelte MeRwerte

oh [24h [(+/-) Ja8h [(+-) [z2h [(+-) fesh [(+-) fa20h [(+/-) [a92h |(+/-) [264h |(+1-) J408h [(+/-)

Kontrollef14,4 11,7 (4,4 |9,9 |45 J14,3 |1,9 11,1 (3,6 J15,3 (3,1 17,7 |2,9 18,2 |50 17,0 |2,9

0ug/mif43,0 443,3 16,5 48,1 (6,0 J46,1 (9,3 51,7 (8,9 40,1 |14,3}48,9 |6,0 34,0 |13,432,0 (7,3

20 pug/mig43,0 448,3 16,9 51,7 (4,9 51,4 (7,5 53,9 |8,7 41,6 |13,1]49,2 |58 32,3 |15,9]15,1 |6,6

40 pg/mij43,0 §48,9 (8,5 55,8 16,1 53,5 |59 |57,1 |11,044,0 (12,2]49,3 (58 28,1 |146]75 |7.1

80 pg/mif43,0453,4 (5,2 57,1 4,1 55,1 |5,4 56,6 |10,5)44,2 (11,9])42,2 (12,6 |]13,0 [11,2]6,9 |64

160 ug/mi}43,0 [54,4 16,3 56,9 |3,4 52,2 |6,1 48,8 |11,138,9 |10,7)6,5 (3,3 J2,9 [6,1 J-0,6 (6,2

320 pg/mij43,0 42,5 (9,1 j40,0|7,6 J17,1 |1194-0,6 (1,2 §-4,7 (51 |74 (15 |63 |19 }6,2 |21

Ermittelte MelRwerte abzlglich Spontanlysis und Kontrolle

Oh  J24h |(+/-) [48h |(+/-) [72h |(+/-) |96h |(+/-) J120h |(+/-) |192h |(+/-) J264h |(+/-) [408h | (+/-)

20 pg/mijo,0 15,0 2,6 3,5 |3.8 53 40 |23 |2,2 |15 |4,0 J0,3 (4,0 1,7 (39 |-16,8]10,4

40 pug/mijo,0 5.6 2.4 |76 (58 7.5 44 |55 |32 |39 |46 04 |32 |59 |45 |-245]123

80 pg/mijo,0 J10,142,8 §9.0 5.7 9.0 16,5 |50 |41 41 |52 }-6,6 (9,8 J-21,0)152)-25,112,1

160 ug/mij0,0 j11,1§2,1 |88 |54 6,1 |6,0 |-2,8 |6,3 J-1,2 (9,3 |-42,3}]7,5 |-31,1]16,4)-32,6]11,4

320 ug/mijo,0 §-0,8 |8,4 1-8,2 (11,5)-29,0§20,0)-52,39,0 |-44,8]13,6 —56,3'6,7 -40,3114,2§-38,117.,5

Die Auswertung wurde in 2 Schritten durchgefuhrt. Der erste Schrittt
beinhaltet die gemessenen Werte, die mit Lysys |l und WinMDI
ausgewertet wurden (Abb 4.1.3). Der zweite Schritt gibt die Werte nach
Abzug der Spontanlysis und Kontrolle wieder (Abb 4.1.4)
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K562 Summe in pg/ml

Bspontan Mpur 020 040 W80 O160 W@320

80,0

70,0

60,0

50,0 1 - -

40,0 - - -

% Lysis

30,0 1 — -

20,0 1 - -

10,0 A

0,0
Oh 24h 48h 72h 96h 120h 192h 264h 408h

Abb. 4.1.3 NK-Zellaktivitédt, Ermittlung der Werte nach Messung im
Flowcytometer Angabe als Prozentwerte der gemessenen Lysis ohne

Abzug der Spontanlysis und Kontrolle. (pur=ohne Zugabe von Substanz)

K562 Summe in pg/ml

020 @40080 0160 W320

Oh 24h 48h 72h 96h 120h 192h 264h 408h

20,0

ol il

-10,0

-20,0

% Lysis

-30,0

-40,0

-50,0

-60,0

Abb 4.1.4 NK-Zellaktivitat, Lysisrate nach Abzug von Spontanlysis

und der Lysis der Kontrolle.
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Bei einer Enzymkonzentration von 20 pg/ml und 40 pg/ml sind
signifikante Steigerungen der Lysis im Verhéltnis zu den unbehandelten
Effektorzellen bei 24h und 72h nach Enzymgabe (P<0.01) zu verzeichnen.
Nach 408h kam es zu einem signifikanten Abfall der Lysis um —16.8% im

Verhéltnis zu den unbehandelten Effektorzellen (P<0.01).

Bei der Enzymkonzentration von 80 pg/ml sind signifikante Steigerungen
bei 24h, 48h und 72h (p<0.01) zu verzeichnen. Der signifikante Abfall der
Lysopotenz ist erfolgt schon nach 264h (p<0.01).

Bei 160 pg/ml Enzymkonzentration ist eine signifikante Steigerung der
Effektorzellen nur bei 24h (p<0.01) zu verzeichnen, der signifikante Abfall
erfolgte bei 192h (p<0.01).

Wenn die Enzymkonzentration 320ug/ml betragt, ist keine signifikante
Steigerung der Lysopotenz der Effektorzellen zu verzeichnen. Der
signifikante Abfall erfolgt jedoch schon nach 72h (p<0.05), 96h, 120h,
192h, 264h und 408h (p<0.01).
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4.1.5 Raji, Aktivitat nicht MHC-restringierter T-Lymphozyten

Tabelle Nr.4.1.6 Gemittelte Messwerte und die sich daraus ergebenden
Berechnungen (T-Zellaktivitdt). Im 2. Schritt (untere Tabelle) finden sich
die fett eingerahmten Werte als signifikante Steigerungen bzw. Abfélle
verglichen zum Ausgangswert.(0Oh)

Ermittelte MeRwerte

oh [24h [(+/)[a8h [(+7) Jz2h |+ Jesh |(+/-) JL20h [(+-) J192h [(+/-) J264h |(+-) Jaceh [(+/)

Kontrolle}20,8 J16,1 6,1 J20,3 |7,4 |21,7 |44 |16,7 |59 [248 |51 J223 (38 J20,2 (9,7 J246 (3,4

0 ug/mif59,3 58,3 (7,1 61,0 (6,2 J675 |42 652 |56 [61,4 |46 [616 |52 |[53.1 |79 |J46,3 |[11,4

20 pg/mlif59,3 §57,0 |7,4 1639 (6,1 [70,9 |2,3 68,8 (58 [62,7 |40 [650 (51 [51,3 |76 |323 (6,9

40 pg/mlif59,3 IGl,l 6,3 67,3 (48 739 (47 67,8 (49 [621 |43 [60,7 |60 [J43,2 |63 28,7 (53

80 ug/mif59,3 f64,9 [45 [69.2 [5.6 [73.2 [36 689 [40 [648 [3.2 [s5.7 [121 |35.7 [8,7 275 [6.0

160 pg/mlif59,3 65,9 (3,7 |66,4 (54 62,8 (3,4 558 |45 [534 |74 |[275 |81 J276 |92 [18,1 |53

320 pg/mlif59,3 52,4 |7,3 |53,5 |7,3 350 |12,7 J139 |54 |64 |51 J124 |54 J153 (53 [J156 (2,4

Ermittelte Mel3werte abzlglich Spontanlysis und Kontrolle

Oh  J24h |(+/-) [48h |(+/-) [72h |(+/-) |96h |(+/-) J120h |(+/-) |192h |(+/-) J264h |(+/-) [408h | (+/-)

20 pg/mljo,0 1,2 15 28 (26 |35 36 |36 29 14 31 34 2,7 119 |16 }J14,0 110

40 pg/mljo,0 2,8 |28 62 J2.4 |65 47 12,7 2,8 10,7 37 09 |28 10,0 6,6 17,6 J13,2

80 ug/mijo,0 6,7 3.5 8.2 J.7 |57 35 8.7 3,7 3.4 20 59 (91 }17,4 11,2 |-188 13,3

160 pg/migo.0 76 39 |54 I35 46 |35 |94 (37 80 |63 |-34.2 J10,6 §-255 J153 |-28.2 J134

320 pg/mijo,0 §-59 79 |75 I8,7 -32,5 13,5 |-51,3 9.4 |-450 8,9 [-49,2 J10,5 §-37,8 §12,9 §-30,7 J10,7

Die Auswertung wurde in 2 Schritten durchgefuhrt. Der erste Schrittt
beinhaltet die Angabe der gemessenen Werte, die mit Lysys Il und
WinMDI ausgewertet wurden (Abb 4.1.7). Der zweite Schritt gibt die Werte
nach Abzug der Spontanlysis und Kontrolle wieder (Abb 4.1.8)
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Raji Summe in pg/ml

Ospontan Mpur 020 O40 W80 @O160 M320

80,0

70,0 1]

60,0 +—=m5 i

50,0 1

40,0

% Lysis

30,0 1

20,0 4

10,0 A

0,0
Oh 24h 48h 72h 96h 120h 192h 264h 408h

Abb. 4.1.7 T-Zellaktivitdt, Ermittlung der Werte nach Messung im
Flowcytometer Angabe als Prozentwerte der gemessenen Lysis ohne

Abzug der Spontanlysis und Kontrolle. (pur=ohne Zugabe von Substanz)

Raji Summe in pg/ml

020 W40 O80 O160 M320

Oh 24h 48h 72h 96h 120h 192h 264h 408h

20,0

10,0

oo ol .

-10,0

-20,0

% Lysis

-30,0

-40,0

-50,0

-60,0

Abb 4.1.8 T-Zellaktivitat, Lysisrate nach Abzug von Spontanlysis und

der Lysis der Kontrolle.
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Bei einer Enzymkonzentration von 20 pg/ml erfolgt ein signifikanter Abfall
der Lysis im Verhdltnis zu unbehandelten Effektorzellen bei 24h, 264h
(p<0.05) und 408h (p<0.01). Ein signifikanter Anstieg ist nur nach 192h zu

verzeichnen (p<0.01).

Bei 40 pg/ml ist ein signifikanter Anstieg nach 48h (p<0.01) zu
beobachten . Der signifikante Abfall erfolgt nach 264h und 408h (p<0.01).

Bei der Enzymkonzentration von 80 pg/ml sind signifikante Steigerungen
bei 24h, 48h, 72h, und 120h (p<0.01) zu verzeichnen. Der signifikante
Abfall ist bei 264h und 408h zu sehen (p<0.01).

Bei 160 pg/ml Enzymkonzentration ist die signifikante Lysopotenz der
Effektorzellen bei 24h und 48h am hochsten (p<0.01). Der signifikante
Abfall erfolgt nach 192h, 264h und 408h (p<0.01).

Wenn die Enzymkonzentration 320 pg/ml betragt, sind keine signifikante
Steigerungen der Lysopotenz zu verzeichnen. Der signifikante Abfall
beginnt bei 48h (p<0.05) und ist konstant Uber 72h, 96h, 120h, 192h,
264h und 408h (p<0.01).

4.2 Mehrfachgabe von Enzymen

4.2.1 K562, NK-Zellaktivitat

Analog zu der Versuchsdurchfihrung bei der Einmalgabe von Enzymen

werden hier jedoch andere Konzentrationen verwendet. Das Protokoll

sieht wie folgt aus :
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Messungen an

Tag 1 (24h)
Tag 2 (48h)
Tag 3 (72h)
Tag 4 (96h)

Tag 5 (120h)
Tag 8 (192h)
Tag 11 (264h)
Tag 17 (408h)

Gaben an

Impuls 1 : Vor dem ersten Mel3tag
Impuls 2 : 72h (3.Tag)

Impuls 3 : 168h (7.Tag)

Impuls 4 : 240h (10.Tag)
Konzentrationen fur jede Gabe

10  pg/mi

20pg/ml

40pg/ml

80pg/ml

s. nachfolgende Tabelle
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Tabelle Nr.4.2.2 Mehrfachgabe, gemittelte Messwerte und die sich
daraus ergebenden Berechnungen (NK-Zellaktivitédt). Im 2. Schritt finden
sich die fett eingerahmten Werte als signifikante Steigerungen bzw.
Abfélle zum Ausgangswert (Oh).

Ermittelte MeRwerte

oh [2sah [(+-)]a8h |(+-) [z2h [(+-) Josh |(+/-) jL20h |(+/-) |192h |(+/-) |264h |(+/-) Ja08h |(+/-)

Kontrolle}17,8 J23,7 (0,5 J10,5 |0,0 J14,8 |0,7 16,9 |11 J20,7 |06 J19,1 (0,8 J194 (1,3 J17,1 (0,5

0 ug/mif56,4 §56,5 (0,7 |51,4 (2,9 62,3 (19 J720 |26 59,4 |53 |67,0 |25 59,3 |39 [229 |09

10 ug/mig56,4 §50,3 (3,0 53,2 (2,1 64,7 (2,8 |71.4 |36 61,3 |7,1 643 |63 [54,7 |62 J203 |09

20 ug/mlif56,4 §49.6 |05 543 (1,7 655 |1,7 J715 (16 [67,9 |52 |67,0 |65 [532 |7,7 J189 (1,4

40 pg/mlif56,4 g54,1 (2,1 56,8 |14 [67,9 |2,7 [750 |29 {70,1 |68 |[686 |59 J442 (52 J158 (0,5

80 pg/mlif56,4 I60,6 45 61,4 (25 69,2 (1,8 62,3 |[13,0 289 185 152 |23 |[9.0 0,5

Ermittelte MelRwerte abzuglich Spontanlysis und Kontrolle

Oh  J24h ((+/-) J48h |(+/-) J72h |(+/-) J96h ((+/-) |120h |(+/-) |192h |(+/-) §264h |(+/-) J408h |(+/-)

10 ug/migo,0 §-6.2 23 |17 (33 |24 10 06 (24 J20 18 27 |45 J46 24 |26 |02

20 yg/mijo,0 6,9 0.6 29 |21 |32 16 J05 (16 |J85 1,5 0,0 43 6,1 3.8 |40 |16

40 ug/mijo,0 24 15 153 31 |56 15 J2,9 0,6 J10,7 1,7 |15 38 J151 |16 71 14

80 pg/mljo,0 40 |39 J10,0 §1,3 6,9 19 97 (134 -38,1 8,3 44,1 |20 139 1.4

K562 Impuls
Espontan Epur 010 O20 W40 O80

80,0

70,0

60,0 s - o

50,0 - L L 1 L L I

40,0 4 H H H H H

% Lysis

30,0 - H H H H H

20,0 - H H H H H

10,0 - H H H H H

0,0 - | | i | |
oh 24h 48h 72h 96h 120h  192h  264h  408h

Abb. 4.2.3 NK-Zellaktivitdt Mehfachgabe, Ermittlung der Werte nach
Messung im Flowcytometer. Angaben als Prozentwerte der

gemessenen Lysis ohne Abzug der Spontanlysis und Kontrolle.(pur=s.0.)
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K562 Impuls
@10 W20 040 nso‘
oh 24h 48h 72h 96h 120h 192h 264h  408h
20,0
10,0
], o
T | ~
@ -10,0
. i
-
£ -20,0
-30,0
-40,0 —
-50,0

Abb 4.2.4  NK-Zellaktivitdt nach Mehfachgabe, Lysisrate nach Abzug

von Spontanlysis und der Lysis der Kontrolle.

Bei einer Enzymkonzentration von 10 pug/ml erfolgt ein signifikanter Abfall
der Lysopotenz bei 24h, 164h und 408h (p<0.01). Eine signifikante
Steigerung ist bei 72h (p<0.01) zu verzeichen.

Bei 20 pg/ml ist der signifikante Abfall bei 24h, 264h und 408h (p<0.01),
die signifikante Steigerung bei 72h und 120h (p<0.01).

Betragt die Enzymkonzentration 40 pug/ml, fallt die Lysopotenz signifikant
bei 24h (p<0.05), 264h und 408h (p<0.01). Eine signifikante Steigerung ist
bei 48h, 72h, 96h, und 120h (p<0.01) zu beobachten.

Wenn die Enzymkonzentration 80 pg/ml betragt, féallt die Lysopotenz

signifikant bei 192h, 264h und 408h. Ein signifikanter Anstieg zeigt sich
bei 48h und 72h (p<0.01).
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4.2.5 Raji, Aktivitat nicht MHC-restringierter T-Lymphozyten bei
Mehrfachgabe

Tabelle Nr.4.2.6 Mehrfachgabe, gemittelte Messwerte und die sich
daraus ergebenden Berechnungen (T-Zellaktivitéat). Im 2. Schritt finden
sich die fett eingerahmten Werte als signifikante Steigerungen bzw.

Abfélle zum Ausgangswert.(Oh)

Ermittelte MeRwerte

Oh  J24h ((+/-) Jagh |(+/-) [72h |(+/-) J96h |(+/-) |120

=
>

(+-) J192h ((+/-) J264h [(+/-) |408h |(+/)

Kontrolle} 25,5¢30,2| 1,1 §21,2| 08 § 278 | 08 | 300 | 05 | 25,7 | 06 | 223 | 0,6 § 243 | 0,8 J 224 0,8

O pg/mif 558576 25 |516| 15 580|222 §696 (123507 |17 ])714|24]589 ]| 41]284]|15

10 pug/mig 55,8 § 56,3 | 1,5 | 526 ( 2,4 § 626 | 3,1 § 759 | 1,8 § 615 | 23 731 | 30 | 558 | 48 | 250 | 11

20 pg/mlf 55,8 § 55,6 [ 2,5 §555| 05 § 705 | 24 | 751 | 15611 | 62 | 738 | 43 | 536 | 62 | 251 | 1,7

40 pg/mlf 55,8 60,3 09 §635| 16 §681| 09 791 | 16 656 |57 ]728| 35448 | 25]239]|0,0

80 pg/mlf 55,8 645 56 §665| 16 | 745 | 2,9 | 646 |118[ 484 | 132418 | 51 | 243 | 06 | 142 | 1,0

Ermittelte Mel3werte abztglich Spontanlysis und Kontrolle

Oh  J24h ((+/-) J4gh |(+/-) [72h |(+/-) J96h ((+/-) |120h |(+/-) |192h |(+/-) §264h |(+/-) J408h |(+/-)

10 ug/mij 0,04 -1,3| 4,0 1,0/ 19 46| 53 6,3] 0,9 10,8 1.6 1.6] 0.6 -3,0) 1.6 34 11

20 ug/mlp 0,04 -2,0§ 0,5 3,90 1,9 12,44 4,5 5,50 0,5 10,5] 4.9 24| 2,4 53] 2,1 -3,3] 2,2

40 pg/mlj 0,0 28| 2,6 ll,9| 1,8 10,04 1,8 9,50 1,3 14,9) 4,1 14 25| -141) 18 -45) 1,6

80 pg/mij 0,04 7.0} 3,9 14,9| 2,5 16,50 4.5 -5,0] 13,0 -2,31 12,1 -29,74 2,7 | -346Q 3,7 | -142} 1,2
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Raji Impuls

Bspontan Mpur 010 020 W40 O80

90,0

80,0

70,0

60,0

50,0 1

% Lysis

40,0 1
30,0 1
20,0 1

10,0

0,0 -

Oh

24h 48h

72h 96h 120h 192h 264h 408h

Abb. 4.2.7 T-Zellaktivitdt Mehfachgabe, Ermittlung der Werte nach

Messung im Flowcytometer. Angabe als Prozentwerte der gemessenen

Lysis ohne Abzug der Spontanlysis und Kontrolle.(pur=ohne Zugaben)

20,0

10,0

0,0

-10,0

% Lysis

-20,0

-30,0

-40,0

Oh

24h 48h

Raji Impuls

010 ®20 O40 O8O0

72h 96h

120h 192h 264h 408h

Tl

E_&lJT

Abb 4.2.8 T-Zellaktivitdt Mehfachgabe, Lysisrate nach Abzug von

Spontanlysis und der Lysis der Kontrolle.
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Bei einer Enzymkonzentration von 10 pg/ml erfolgt ein signifikanter
Anstieg der Lysis bei 96h, 120h,und 192h (p<0.01), der signifikante Abfall
bei 264h und 408h.

Bei 20 pg/ml steig die Lysis signifikant bei 48h, 72h, 96h und 120h
(p<0.01), der signifikante Abfall ist bei 24h, 264h und 408h (p<0.01).

Bei 40 pg/ml ist ein signifikanter Anstieg bei 48h, 72h, 96h und 120h
(p<0.01). Der signifikante Abfall ist bei 264h und 408h.

Betragt die Enzymkonzentration 80ug/ml, steigt die Lysis signifikant bei

24h, 48h und 72h (p<0.01). Der signifikante Abfall ist bei 192h, 264h und
408h (p<0.01).
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4.3 Einmalgabe von DMSO, Retinol und Retinsaure

In dieser Testreihe werden die Substanzen wie im Material und Methoden
Teil beschrieben einen Tag vor Testbeginn mit den Effektorzellen

inkubiert.

4.3.1 K562, NK-Zellaktivitat:

Tabelle Nr.4.3.1.1 Die Konzentrationen der Substanzen sind in mmol/ml/
angegeben.Gemittelte Messwerte und die sich daraus ergebenden
Berechnungen.(NK-Zellaktivitdt).Im 2. Schritt sind die fett eingerahmten
Werte als signifikante Steigerungen bzw. Abfélle zum Ausgangswert

angegeben

Ermittelte MeRwerte

lon J24h [(+-)|a8h |+ [72h [(+)]96h |(+/-) [120h [(+/-)

spontan  124,1118,0 (0,9 |24,4 (7,4 ]28,4 (2,8 ]29,8 (4,9 ]26,1 (6,2

DMSO [0 M 52,9145,7 (7,7 |46,6 |6,4 |57,2 |4,1 62,1 |4,6 ]55,9 |5,8

Abb. 4.3.2.1 10" M 52,9147,4 (8,7 |47,9 |9,5 59,9 |3,8 |51,7 |17,8]59,1 |3,9

10°M  [52,949,3 [8,9 |46,7 [9,1 [68,0 1,8 |66,1 [1,6 58,4 [10,3

10°M  |52,9}46,3 [7,5 |48,4 [11,6]65,9 [3,6 |65,0 [5,8 |57,6 [8,3

Retinol [0 M 52,9147,9 (8,8 |48,7 |11,4)64,0 |4,2 |65,7 |55 ]59,4 |6,5

Abb. 4.3.3.1 10°M 52,9120,6 (0,8 |27,4 |5,1 |37,5|1,5 |31,8 |9,0 ]29,6 |7,4

10°M 52,9)47,9 (7,7 150,0 (10,8])68,3 1,5 |66,1 5,6 58,2 |7,2

10°M 52,9)48,4 (10,5)49,7 (11,5])68,5 (1,0 }68,7 (3,0 160,7 (5,0

Retinsaure [0 M 52,9)48,3 (7,6 52,1 (14,3]66,4 (1,3 ]69.4 (3,9 ]60,9 (6,1

Abb.4.3.4.1 10" M 52,9124,7 (2,6 |30.4 |7,7 }35,9 |0,1 }45,6 |18,0)28,8 |5,3

10°M 52,9150,8 (10,4}46,3 |11,4)67,6 |0,6 }65,9 |6,1 ]58,5 |6,5

10°M 52,9148,3 (9,0 |50,7 {11,6]68,3 |3,2 }69,1 |4,0 ]60,0 |5,0
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Ermittelte MelRwerte abzliglich Spontanlysis und Kontrolle

Oh | 24h [(+/-)) 48h | (#/-) | 72h |(+/-)]) 96h | (+/-)|120h | (+/-
DMSO 10"M 00]01|17]-12|14]-27|06|-141]200] 04 | 2,4
Abb. 4.3.2.2 10°M |o0| 20 |33|-24| 15|54 |14]04 [37]-03]|54
10° M 00}-10|52p-08)48})34|051-0,7|36]}-11]|29
Retinol 10*M 0,0)-26,7] 7,0 §-21,7)15,3]-25,1] 4,6 |-33,9} 8,5 |-29,1]10,5
Abb. 4.3.3.2 10'6M 00106 121109 |23})57(117104 (16]1-05(41
10'8M 0,0l 11144106 |26]60 (21130 (16Q119|18
Retinsaure 10'4M 0,0]-22,6Q 6,6 §-18,7}118,11-26,7] 3,0 |-20,1}15,04-29,9]10,2
Abb. 4.3.4.2 10'6M 0,0] 3514512832 51()26})02(20]-0,2(4,9
10'8M 0,0l 1012716 |23])58(00})33 (1813 /|34
4.3.2 NK-Zellaktivitat nach Inkubation mit DMSO
K562;DMSO in mmol/ml
Bspontan Mpur O10E-4 O10E-6 W10 E-8
80,0
70,0
60,0
50,0
§9
[
> 40,0 -
N
30,0
20,0 H
10,0 1 H
0,0
oh 24h 48h 72h 96h 120h

Abb.4.3.2.1 NK-Zellaktivitdt nach Inkubation mit DMSO, Ermittlung

der Werte nach Messung im Flowcytometer. Angabe als Prozentwerte

der gemessenen Lysis ohne Abzug der Spontanlysis und Kontrolle.
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K562;DMSO in mmol/ml
‘llO E-4 B10E-6 O10E-8

10,0

5,0

Ay ==

Oh 24h 2h 6h 120h

-5,0

% Lysis

-10,0

-15,0

-20,0

Abb. 4.3.2.3 NK-Zellaktivitdt bei DMSO-Gabe, Lysisrate nach Abzug von

Spontanlysis und der Lysis der Kontrolle.

4.3.3 NK-Zellaktivitat nach Inkubation mit Retinol

K562;Retinol in mmol/ml
B spontan @pur 010 E-4 O10 E-6 W10 E-8

80,0

70,0

60,0

50,0 1

40,0 1

% Lysis

30,0 {

20,0 1

10,0 1

0,0
Oh 24h 48h 72h 96h 120h

Abb.4.3.3.1 NK-Zellaktivitdt nach Inkubation mit Retinol, Ermittlung
der Werte nach Messung im Flowcytometer. Angabe als Prozentwerte

der gemessenen Lysis ohne Abzug der Spontanlysis und Kontrolle.
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K562;Retinol in mmol/ml
@10E-4 M10E-6 O10E-8

10,0

5,0

0,0
Oh 4h 8h 2h 6h 20h

-5,0

-10,0

-15,0

% Lysis

-20,0

-25,0

-30,0

-35,0

-40,0

Abb. 4.3.3.2 NK-Zellaktivitédt bei Retinol-Gabe, Lysisrate nach Abzug

von Spontanlsysis und der Lysis der Kontrolle.

4.3.4 NK-Zellaktivitat der T-Lymphozyten nach Inkubation mit

Retinsaure

K562;Retinsaure in mmol/ml
B spontan @pur 010 E-4 O10 E-6 W10 E-8

80,0

70,0

60,0

50,0 1

40,0

% Lysis

30,0
20,0 1

10,0 A

0,0
Oh 24h 48h 72h 96h 120h

Abb.4.3.4.1 NK-Zellaktivitdt nach Inkubation mit Retinséure,
Ermittlung der Werte nach Messung im Flowcytometer. Angabe als
Prozentwerte der gemessenen Lysis ohne Abzug der Spontanlysis und

Kontrolle.
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K562;Retinsaure in mmol/ml
@10E-4 WI10E-6 O10E-8

10,0

5,0

0,0
Oh 4h 2h 6h 20h

-5,0

-10,0

% Lysis

-15,0

-20,0

-25,0

-30,0

-35,0

Abb. 4.3.4.2 NK-Zellaktivitdt bei Retinsdure-Gabe, Lysisrate nach

Abzug von Spontanlysis und der Lysis der Kontrolle.
4.3.5 Signifikanzen 4.3.2 - 4.3.4

Signifikante Abfélle der Lysopotenz der Effektorzellen sind nach 96h bei
Zugabe von DMSO in der Konzentration 10™ M zu beobachten.(p<0.05)

Mit Retinol und Retinsaure sind nach 24h, 48h, 72h, 96h und 120h bei
10 M signifikante Abfélle. (p<0.01)

Eine Steigerung der Lysopotenz ist mit Retinol 72h bei 10° M und 107
M erreicht.(p<0.05)

Ebenfalls eine signifikante Steigerung der Lysopotenz ist mit
Retinsaure bei 72h mit 10° M und 10 M erreicht.(p<0.05)
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4.3.6 Raji, Aktivitat nicht MHC-restringierter T-Lymphozyten

Tabelle Nr.4.3.6.1 Die Konzentrationen der Substanzen sind in mmol/ml|

angegeben. Gemittelte MelBwerte und die sich daraus ergebenden

Berechnungen.( Zellinie Raji ).In der zweiten Tabelle sind die fett

eingerahmten Werte als signifikante Steigerungen bzw. Abfélle zum

Ausgangswert.(0Oh)

Ermittelte MeRBwerte

0Oh | 24h [(+/-)] 48h [(+/-)] 72h [(+/-)] 96h | (+/-)]120h | (+/-
spontan [26,7]122,4| 2,5 |285( 4,6 |282|0,1]31,7| 28295/ 3,8
DMSO 0 M |53,7)45,3(|14,0]443]| 7,7 52,0|54]593|86]637]| 7,2
Abb. 4.3.7.1 10°M [53,7|41,.3] 8,2 [43,2[10,2] 51,4 3,348,987 [59,9] 7.4
10°M [53,7|43.8] 8,7 [43,5] 9.3 [546(6,5]56.6]9,2]576] 8,2
10°M [53,7| 45,8 |105]43,6 | 7.1 [52.2| 2.8]58.4] 9,9 59,1 8,0
Retinol lo ™M I537)46,8| 75433 79150,1|53]|57.2|9.0]526 (12,1
Abb. 4.3.8.1 10°M [53,7] 229 1.4 [29,1] 49339 0,3[33,0] 41]300] 2.4
10°M [s53,7]46,9] 7,6 [42,2] 85558 4,3]56,7] 7,5 60,4 ] 8,0
10°M [53,7]49.4] 9,3145,0] 7556851601 75]586] 8,5
Retinsaure lo ™M I537]48,1]| 6,4 |456|10,0]1553|39]599](65]597]|6,8
Abb. 4.3.9.1 10°M [53,7| 28,8 1,5 [30,9] 3,9 | 34,3 1,2|46,7(16,3]32,7| 2.4
10° M |53,7| 496 7,1 |43,5[10,0] 59,2 55| 58,2 8,6 | 57,0 5.4
10° M [53,7] 50,7 8,5 [47,1] 9.9 59,9 | 4,4]607] 7,9 61,3] 3,8

Ermittelte MelRwerte abzliglich Spontanlysis und Kontrolle

Oh | 24h 48h 72h 96h 120h

DMSO 10°M Joo[l-5510]-22(33]-12{16]-99][155] 1,2 |09
Abb. 4.3.7.2 10°M Jool-30]19]-09[20f2116]22]28]-11]15
10°M Joo|-10]31]-08[25]-02[20]-04]28]05]36
Retinol 10*M | 0,0 [-23,8] 8,9 |-15,3|11,5]-18,5] 4,6 |-25,8] 8,2 |-28,7] 10,5
Abb. 4.3.8.2 10°M Jooflo1|40]-22|06]133]|05]-21]09]17]26
10°M Jool 264706 [14]43]02]13[21]00]44
Retinsaure 10*M [ 0,0 [|-18,0] 9,2 [-13,5)10,5]-18,2] 3,6 |-12,1] 9,3 |-25,9] 10,7
Abb. 4.3.9.2 10°M oo 2832083167 )06]-06]|31]-17]37
108M oo 39 |44]27|36|74)05]19]|19]27 |56
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4.3.7 Aktivitat nicht MHC-restringierter T-Lymphozyten nach
Inkubation mit DMSO

Raji;DMSO in mmol/ml
B spontan @pur 010 E-4 010 E-6 M10 E-8

70,0

60,0

50,0 1

40,0

% Lysis

30,0 A
20,0 A

10,0

0,0 -
Oh 24h 48h 72h 96h 120h

Abb.4.3.7.1 T-Zellaktivitédt nach Inkubation mit DMSO, Ermittlung der
Werte nach Messung im Flowcytometer. Angabe alsProzentwerte der

gemessenen Lysis ohne Abzug der Spontanlysis und Kontrolle.

Raji;DMSO in mmol/ml
‘ D10E-4 BW10E-6 DOI10E-8 ‘
4,0
2,0
-2,0
R}
£ a0
S
-6,0
-8,0
-10,0
-12,0
oh 24h 48h 72h 96h 120h

Abb. 4.3.7.2 T-Zellaktivitdt bei DMSO-Gabe, Lysisrate nach Abzug von

Spontanlysis und der Lysis der Kontrolle.
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4.3.8 Aktivitat nicht MHC-restringierter T-Lymphozyten nach

Inkubation mit Retinol

Raji;Retinol in mmol/ml

B spontan Mpur 010 E-4 010 E-6 @10 E-8

70,0

60,0
50,0

40,0 1

% Lysis

30,0
20,0

10,0 {

0,0

Oh

24h

48h 72h 96h 120h

Abb.4.3.8.1 T-Zellaktivitdt nach Inkubation mit Retinol, Ermittlung der

Werte Messung im Flowcytometer. Angaben als Prozentwerte der

gemessenen Lysis ohne Abzug der Spontanlysis und Kontrolle.

10,0
5,0
0,0

-5,0

-10,0

% Lysis

-15,0
-20,0
-25,0
-30,0

-35,0

Raji;Retinol in mmol/ml
‘ D10E-4 MWI10E-6 DO10E-8

Oh

24h 48h 72h 96h 120h

Abb. 4.3.8.2 T-Zellaktivitédt bei Retinol-Gabe, Lysisrate nach Abzug von

Spontanlysis und der Lysis der Kontrolle.
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4.3.9 Aktivitat nicht MHC-restringierter T-ymphozyten nach

Inkubation mit Retinsaure

Raji;Retinsaure in mmol/ml
Espontan Mpur O10E-4 O10E-6 W10 E-8

70,0

60,0

50,0

40,0

% Lysis

30,0

20,0 1

10,0 +

0,0 -
Oh 24h 48h 72h 96h 120h

Abb.4.3.9.1 T-Zellaktivitédt nach Inkubation mit Retinsdure, Ermittilung
der Werte nach Messung im Flowcytometer. Angaben als
Prozentwerte der gemessenen Lysis ohne Abzug der Spontanlysis und

Kontrolle.

Raji;Retinsaure in mmol/ml
@10E-4 MW10E-6 [O10E-8

10,0

50

0,0

-5,0

-10,0

% Lysis

-15,0

-20,0

-25,0

-30,0
Oh 24h 48h 72h 96h 120h

Abb. 4.3.9.2 T-Zellaktivitét bei Retinsdure-Gabe, Lysisrate nach Abzug

von Spontanlysis und der Lysis der Kontrolle.
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4.3.10 Signifikanzen 4.3.7 - 4.3.9

Mit Retinol und Retinséure bestehen nach 24h, 48h, 72h, 96h und 120h
bei 10 M signifikante Abfalle. (p<0.01)

Eine signifikante Steigerung der Lysopotenz ist mit  Retinséure 72h bei
10° M und 10°® M erreicht.(p<0.05)
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4.4.

Vergleichsreihe der zwei Cytotoxmethoden

Europiumreleaseassay und Flowcytometrie

Tabelle Nr. 4.4.1: In der nachfolgenden Tabelle ist ein 6-Fach Ansatz in

aufsteigendem Target-:Effektorzell (T:E) Ratio aufgetragen. Getestet

wurden hier die Zellinien Raji und K562.

FACS: [Raji Test1|Test2|Test3|Test4 |Test5|Test6] Mittelwert | (+/-) |Ratio-spont
spontan 7,7 12,4 14,1 (11,4 |10,1 |12,0 11,3 2,0
TE 1:05 22,7 (29,4 (13,7 |27,2 |25,6 28,9 24,6 5,3 13,3
T:E 1:10 32,1 (351 |26,3 |351 (33,9 |35,6 33,0 3,2 21,7
T:E 1:20 36,8 |36,8 |46,3 (38,0 |37,6 |37,7 38,9 34 27,6
T:E 1:40 40,7 (39,3 |53,5 (41,2 (41,6 |40,6 42,8 4,8 315
K562 Test 1|Test 2|Test 3|Test4|Test5|Test 6] Mittelwert | (+/-) |Ratio-spont
spontan 8,4 14,8 |95 12,6 |10,9 (14,0 11,7 2,3
TE 1:05 31,0 (31,2 |9,8 32,3 (31,9 |32,2 28,1 8,2 16,4
T:E 1:10 39,3 (36,7 |26,1 |39,3 (39,9 |38,4 36,6 4,8 24,9
TE 1:20 42,3 (37,7 |37,3 |41,4 (42,7 |404 40,3 2,1 28,6
T:E 1:40 60,5 (39,3 (46,0 |51,4 [56,1 |46,1 49,9 7,0 38,2
EURO- JRaji Test 1 |Test2|Test 3|Test4|Test5|Test 6] Mittelwert | (+/-) | spez.Lyse
PIUM
spontan 123 |120 (113 (130 |121 [132 123,2 6,4 24,2
total 608 (640 |615 |652 (643 |640 633,0 15,9
TE 1:05 141 |135 (130 |129 |140 (139 135,7 4,7 2,5
T:E 1:10 162 |163 (153 [144 |160 (159 156,8 6,6 6,6
T:E 1:20 189 |191 (141 |185 |183 (194 180,5 18,0 11,2
TE 1:40 252 (245 |246 |238 [236 |252 244.8 6,2 23,9
K562 Test1|Test2|Test 3|Test 4 |Test5|Test 6] Mittelwert | (+/-) | spez. Lyse
spontan |44 41 38 38 39 43 40,5 2,4 37,0
total 138 |145 (149 |145 |160 (163 150,0 8,8
T:E 1:05 46 46 44 43 42 50 45,2 2,6 4,3
T:E 1:10 65 49 45 48 49 50 51,0 6,5 9,6
TE 1:20 53 56 53 52 51 56 53,5 1,9 11,9
TE 1:40 73 68 69 65 64 66 67,5 3,0 24,7

4.4.2 Korellationskoeffizienten der beiden MeRmethoden

Korrelationskoeffizient im Test fir die Aktivitat nicht MHC-restringierter

T-Lymphozyten (Zellinie Raji) : 0,90
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Korrelationskoeffizient im Test fur die NK-Zellaktivitat
(Zellinie K562) : 0,97

A FACS
m EU

40,0

35,0

30,0 l/‘L

25,0  —

/
20,0 A ___— I/i

Lyse in %

15,0 ]

10,0

)/,
5,0

0:0 T/

5 10 15 20 25 30 35 40

Ratio

Abb. 4.4.3 Trendlinien Raji fiir FACS und Europium-Immunassay (EU)

A FACS
EU

45,0

40,0

35,0 —

30,0

/l
/.

20,0 /

Lyse in %

/
25,0
/

15,0

10,0

5,0 T/
0,0 +

Ratio

Abb. 4.4.4 Trendlinien K562 fiir FACS und Europium-Immunassay (EU)
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4.5. Farbereihe mit DIO bei den Zellinien K562 und Raji.

Tabelle 4.5.1 Farbereihe mit DIO:. In dieser Testreihe werden die
Targetzellen in steigender Konzentration mit dem Membranfarbstoff DIO
(s. Material u. Methoden) angeférbt. Nach Anfédrbung mit Propidiumjodid
(Pl) wurde auch die Spontanlyse (Spontansterblichkeit) der Zellen

ermittelt.
Raji | Abb. 452 | | |
DIO-Menge in pg/ml Anfarbbarkeit %FL1 > 10° der Targetzellen |Spontanlyse %
0 0 0
5 63 6
10 77 6
15 84 8
20 86 9
25 89 9
K562 Abb. 4.5.3
DIO-Menge in pg/ml Anfarbbarkeit %FL1 > 10° der Targetzellen |Spontanlyse %
0 0 0
5 79 2
10 84 3
15 87 3
20 93 6
25 91 6
Raji
O Anfarbbarkeit B Spontanlyse
100
90
80
70
R 60
= 501
% w
30
20
10
0 ,
5 10 15 20 25
DIOin pg/ml

Abb. 4.5.2 Anfédrbbarkeit und Spontanlyse von Raji in Abhdngigkeit von
DIO
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K562

B Anfarbbarkeit B Spontanlyse

100
90
80 -
70 -
60 -
50
40 ~
30 -
20 -
10

Lysis in %

5 10 15 20 25

DIO in pg/ml

Abb. 4.5.3 Anfarbbarkeit und Spontanlyse von K562 in Abhédngigkeit von
der DIO Konzentration.

Farbereihe mit DIC in poynl

Abb. 4.5.4 Histogramm DIO-Farbereihe exemplarische Zellinie: Raji.

Fir die Testreihen wurde die Zellinie Raji mit 20-25 pg/ml und K562 mit
15-20 pg/ml DIO eingefarbt.
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V. Diskussion

Die in dieser Arbeit entwickelte durchflu3zytometrische
(flowzytometrische) Methode zur Bestimmung der zytotoxischen Aktivitat
wurde dazu eingesetzt, die Wirkungen von Enzymen und Retinoiden auf
periphere Blut Lymphozyten (PBL) zu ermitteln. Die Versuche mit den
Enzympréparationen und Retinoiden haben gezeigt, dal’ eine von Dosis
und Inkubationsdauer abhéngige signifikante Steigerung der Aktivitat nicht
MHC-restringierter CD8+ zytotoxischer T-Lymphozyten und CD56+ NK
Zellen in vitro erfolgte. Nachfolgend werden Methode und die Wirkungen

der Substanzen diskutiert.

5.1 DurchfluRzytometrische Bestimmung der zytotoxischen

Aktivitat peripherer Blut Lymphozyten (PBL)

Die in dieser Arbeit zuerst verwendete Methode zur Bestimmung der
Lymphozytenaktivitat, der Europiumreleaseassay, hatte sich nur bedingt
bewahrt. Die Anfalligkeit in Hinsicht auf systematische Fehler war relativ
hoch. Die hohe Anzahl der Pipettierschritte auf zuvor markierte Zellen
verursachten  gelegentlich eine  ungewollte  Freisetzung des
Europiumkomplexes in die umliegende Flussigkeit, sei es durch
Einstechen der Pipettenspitze in das Pellet oder durch zu schnelle
Abgabe der Reagenzien auf die Zellen. Diese Methode ist stark abh&ngig
von der Genauigkeit des Experimentators. Ferner war der Aufwand fir
hohe Testzahlen zu hoch.

Es ergab sich die Notwendigkeit, aufgrund der hohen Testzahlen eine
einfache, gunstige und sichere Methode zu finden, die es ermdglicht,
Untersuchungen mit hoheren Testzahlen ohne gro3ere durchzufuhren.
Die Messung der zytotoxischen Aktivitat von PBL haben bis jetzt nur
wenige Arbeitsgruppen versucht. Meist waren die Prinzipien schlecht
nachvollziehbar und brachten ungenaue Ergebnisse (56). In dieser Arbeit

beschrieb Papa, dald nach 90 minutiger Inkubation von K562 Zellen mit
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Peripheren Blut Lymphozyten (PBL) durch anschlieBende Zugabe von
Propidium Jodid (Pl) die defekten Zellen markiert werden und in der
Zweiparameterdarstellung im Foreward scatter (FSC) und Siedeward
scatter (SSC) die Lymphozyten herausgefiltert werden kénnen. Das was
nach der Filterung ,ubrig* bleibt, sollen die K562 Zellen sein. Doch wie die
Abb 5.1.1 =zeigt, ist eine Differenzierung von Lymphozyten und
Tumorzellen nicht méglich, da die Targetzellen eine sehr inhomogene

Grolienverteilung besitzen.

FSC-Height (1) ve SSC-Height (2)

255

0 235

Abb. 5.1.1 Zweiparameterdarstellung des Lymphozyten (BC) Tumorzell-
gemisches (K562) am FACScan.

Die in dieser Arbeit entwickelte Methode ermdglicht durch vorheriges
markieren der Targetzellen mit dem Membranfarbstoff DIO (s. Kap 1ll) die
Trennung der Targetzellen von den PBL. Der Membranfarbstoff beeiflusst
nur im geringen Ausmal die Zell-Vitalitat . (38).

Im Kap. 4.4 wurden die Europium-Release-Methode und die in dieser
Arbeit verwendete flowzytometrische Methode, gegenilbergestellt. Dabei
ergab sich, dal} in aufsteigenden Verhaltnissen von PBL:Targetzellen eine
Korrelation von 0.90 fur die nicht MHC-restringierten CD8+ zytotoxischen
T-Lymphozyten (Bestimmung mit der Zellinie Raji) und 0.97 fur die CD56+
NK-Zellaktivitat (Bestimmt mit der Zellinie K562) ermittelt werden konnte.
Ferner ist diese Methode im Verhaltnis zu der Europium-Release-Methode

in ihrer Durchfihrung einfach, in den Kosten gering, und kann in der
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Bestimmung der

nicht

Zellaktivitat eingesetzt werden.

MHC-restringierten CD8+ und CD56+ NK

Tab. 5.1.2 Gegentiberstellung der FACS Methode und des Europium

Release Assays (nach Henrich D., Akoglu B., Jelitto P, Bécklen E, Trdger

L.): Poster 1999 auf dem Kongrel3 fiir Flowzytometrie der DGFZ in

Regensburg)

FACS

Europium Release Assay

Praparation
der

Targetzellen

2 Waschschritte, 30 Min.
Inkubationszeit.

Einfrieren der Zellen
maoglich, d.h. Verkirzung
der Vorbereitung um 40

Min, Dauer somit 10 Min.

6  Waschritte, 30 Min,

Inkubationszeit, kein
Einfrieren mdglich, Dauer 120

Min

Praparation

1 Waschschritt. Einstellen

1 Waschritt. Einstellen der

der der gewinschten E:T[E:T Ratio, 5-Fach Ansatz in
Effektorzellen |Ratio, 2 Fach Ansatz in|96 Loch Mikrotiterplatten.
jeweils einem FACS-|(Langwierige Pipettierschritte)
Roéhrchen
Inkubation 4h 2,5h
Messung Zugabe von PI, Messung | Mikrotiterplatten 1x  zentri-
pro Réhrchen 30s fugieren, Uberstand
abpipettieren und Zugabe von
Enhancement-Ldsung,
Messung in einem
Fluoreszenzphotometer
Ergebnisse Einfache Auswertung, | Langwierige Auswertung und

Bestimmung zusatzlicher

Parameter der Zellen.

keine zusatzlichen Parameter

der Zellen.

86




Wenn die zwei Methoden im Gesamtaufwand gegenibergestellt werden,
so ergibt sich durch die Vorbereitung der Zellen vor dem Testtag ein
zusatzlicher Aufwand (s. Material und Methoden) bei dem Europium
Release Assay. Die Targetzellen kénnen bei der flowzytometrischen
Methode in Aliquots eingefroren werden und sind bei -80°C Uber einen
langeren Zeitraum verwendbar. Die reine Arbeitszeit ist um mehr als die
Halfte reduziert. Ferner ist zu beachten, daf bei der flowcytometrischen
Methode einzelne Zellen quantifiziert werden, bei dem Europium Immun
Assay wird dagegen indirekt die Zellyse Uber freigesetztes Europium und

anschlielBende Komplexbildung mit der Enhancementlésung bestimmit.

5.2 Anféarbbarkeit der Zellinien Raji und K562 mit dem
Membranfarbstoff DIO

Fir die flowzytometrische Bestimmung der Lymphozytenaktivitat wurden
die Targetzellen K562 und Raji mit dem Membranfarbstoff DIO angefarbt.
Hierzu wurde eine Eichreihe mit aufsteigenden Konzentrationen ermittelt.
Dies ermdglichte eine individuelle Anpassung der Farbstoff-
konzentrationen in Bezug auf die Vitalitit der gefarbten Zellen (s.
Ergebnisse) und aufRerdem das Anfarben verschiedenster Zelltypen fir

weitere Bestimmungen. (eigene Daten)
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5.3 Wirkungen der Enzymmischung auf die PBL

Es ergibt sich in dieser Arbeit die Frage, warum die Enzyme auf der einen
Seite bei einer bestimmten Konzentration die Aktivitdit der PBL
stimulieren, aber auf der anderen Seite bei hOheren Konzentrationen
hemmen. Zuerst soll hier die systemische (in vivo) Wirkung diskutiert
werden. Die im Blutserum vorkommenden endogenen Proteinasen
werden in ihrer Wirkung unter Anderem durch Serumantiproteinasen
gehemmt. Diese Antiproteinasen gehodren den Akut-Phase-Proteinen an.
Das in dieser Arbeit verwendete Enzym Papain (=Cysteinprotease) wird
durch Cystein-Antiproteinasen (=Cystatine) und durch a2-Makroglobulin
gehemmt; die Enzyme Trypsin und Chymotrypsin (=Serinproteinasen)
hingegen durch Serin-Antiproteinasen (=Serpine) (6).

Aus der gegenseitigen Beeinflussung proteolytischer Enzyme,
Antiproteinasen und dem a2-Makroglobulin reguliert die sogenannte
proteolytische Serumaktivitat (PSA). Die PSA reguliert durch ihre Aktivitat
die Konzentrationen der verschiedenen Serumproteine. Ferner werden
auch Zelloberflachenmolekile modifiziert und/oder abgebaut. Damit
ermdglicht die PSA eine Immunhomdoostase, zumal globuléare Peptide in
erhéhten Konzentrationen eine immunsupprimierende Wirkung entfalten
(2;15).

Ein moglicher wichtiger Sachverhalt ist die erhdhte PSA bei leichter
sportlicher Betatigung (68). Dies konnte ein Indiz flr eine verbesserte
Immunfunktion bei erhéhter PSA sein (74). Dabei darf natirlich nicht
aulBer acht gelassen werden, dafl zahlreiche andere Faktoren
(Durchblutung, Koérpergewicht, Endorphine usw.) ebenfalls eine grol3e
Rolle spielen. Einige Veroffentlichungen sprechen fir eine durch
proteolytische Enzyme hervorgerufene Freisetzung von Zytokinen aus
PBL. Erwahnt werden hier die Bestandteile von Wobenzym oder einzelne
Enzyme wie Bromelain, Papain und Trypsin die Bildung von TNF-a
induzieren (27,28;29).
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TNF-a Dbesitzt eine antitumorale und antivirale  Wirkung (57,66).
Zytotoxische Effekte an Targetzellen kdnnen einmal Gber ein monomeres,
membranstandiges 17kDa schweres TNF-a Molekil vermittelt werden,
das in direktem Zell-zu-Zell-Kontakt (Effektor-Target) seine Wirkung
entfaltet.(1,50;57). Ferner kann von PBL auch ein trimeres TNF-a Molekiil
gebildet werden, das an a2-Makroglobulin gebunden und transportiert
wird. (58,67,78). Das vom a2-Makroglobulin freigesetzte TNF-a bewirkt
die Zerstorung der Zielzelle (37). Nahezu alle Zellen (auf3er Erythrozyten)
besitzen TNF-Rezeptoren mit 55 bzw. 75 kDa, an die das TNF-Molekiil
binden kann (54). Die Selektivitat der Zerstdrung von Tumorzellen oder
virusinfizierten Zellen ist im Detail noch unklar. Es ist davon auszugehen,
dal die Apoptose hier eine wichtige Rolle spielt (63). Abb 5.3.1 stellt eine

schematische Aufgliederung der apoptotischen Mechanismen dar.

TNFo  zytotoxische Glucocorticoide Mangelan  Wachstums-
T-Zellen Wachstums-  faktoren
¢ ¢ faktoren

| TNFoR | [ Fas| | Glucocorticoid-R

{
P53« DNA-
1 ‘ Schdden
Signal

l4—®— Signal <

Endonuclease

bel-2 Gen
DNA-Fragmentierung

Zelltod

Abb. 5.3.1 Apoptose: Darstellung der verschiedenen Signalwege beim

Start des programmierten Zelltodes (Aus 12)
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In einer weiteren Publikation von Desser et al. (28) wurde neben der
TNF-a Freisetzung auch die gesteigerte Produktion von IL-1p und IL-6
durch PBL beschrieben. Signifikante Erhéhungen von IL-13 und IL-6
wurden aber nur nach Inkubation der PBL mit einer bestimmten Menge
Interferon a und vy erreicht, wahrend die alleinige Gabe der Interferone
(IFN) keine signifikante Erhéhung der Zytokine erbrachte. Diese
Ergebnisse implizieren einen Synergismus zwischen den beiden
Substanzgruppen Enzympréparation und IFN. Die Signifikanzen werden
fur die Ergebnisse ohne und mit Zugabe von IFN jedoch nicht zwischen
den einzelnen  Enzymkonzentrationen ermittelt.. Die  grofRen
Standardabweichungen der verschiedenen Enzymkonzentrationen ohne
IFN-Zugabe wirden vermutlich auch keine signifikanten Werte ergeben
(bei IL1-3 und IL-6). Die Standardabweichungen bei der TNF-a Produktion
in Gegenwart verschiedener Enzymkonzentrationen sind jedoch weit
geringer und wirden die vorherigen Ergebnisse der Arbeit von Desser et
al. bestatigen (27;28;29). In der zuletzt genannten Arbeit wurde ein
maximaler Effekt der Enzympréaparationen auf die TNF-a Produktion nach
ca. 12h-20h erreicht.

Ein signifikanter Anstieg der Lysis der K562 Zellen, die wiederum die NK-
Zellaktivitat widerspiegelt, ist bei einer Konzentration von 20,40,80 und
160 pg/ml und nach 24 h Inkubation gegeben (P<0.01). (s. auch Kap.
4.1). Die signifikante Steigerung der NK-Zellaktivitat nach schon 24 h kann
durch die Sekretion von TNF-a aus NK-Zellen (45) erklart werden. Je
héher jedoch der anféngliche Stimulus durch die Enzympraparationen
war, desto starker nahm die Langzeitwirkung ab und die direkte
zytotoxische Wirkung der Praparate. Desser et al. (27;28;29) haben ferner
beschrieben, dafl bei Enzymkonzentrationen von 1000 pg/ml keine
zytotoxischen Effekte zu erwarten waren. Eine signifikante Verminderung
der NK-Zellaktivitat ist jedoch bereits bei 320 pg/ml nach 72h zu sehen.
(P<0.01). Dies spricht fur eine zytotoxische Wirkung der Enzyme auf die
PBL. Auch in der Zellkultur waren die Zellzahlen der PBL bei 320 pg/ml in

allen Ansatzen stark reduziert. Die hier ermittelten Ergebnisse sprechen
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gegen die von Desser et al. (29) angegebene Konzentration von 1000

pg/ml als noch nicht direkt zytotoxisch.

Betrachtet man die Lysis der Raji Zellen, die die Aktivitat der
zytotoxischen CD8+ T-Lymphozyten widerspiegelt, bietet sich ein
ahnliches Bild. Unterschiede bestehen in einem friheren Abfall der T-
Zellaktivitat (320 pg/ml) nach schon 48h. (p<0.05). Dies kann fur eine
frihere Schadigung der CD8+ Zellen sprechen. Fur beide Zellinien gilt bei
einer einmaligen Stimulierung mit Enzymen eine signifikante
Aktivitatssteigerung innerhalb der ersten 72h. Die Lysen beider Zellinien
bzw. die Aktivitat beider Immunzelltypen in Hinsicht auf Zytotoxizitat und
Zytokinsekretion sind nahezu identisch (45). Dies wirde die relative
Deckungsgleichheit der NK- bzw. T-Zellaktivitat erklaren.

Wie die Ergebnisse weiterhin gezeigt haben, ist auch eine
Mehrfachstimulierung der NK- bzw. CD8+ Zellen mdglich. Wahrend bei
der Einfachstimulierung ein kontinuierlicher Abfall der Aktivitdt zu
beobachten war, konnte bei einer zweiten Gabe der Enzympraparation am
3. Tag (72h) 48h spater ein erneuter Anstieg beobachtet werden (s. Kap
IV Abb. 4.2.5 und 4.2.10), der die Aktivitdit der zwei Meltage davor
Ubertrifft. Dieser erneute Anstieg war bei 120h signifikant fur beide
Zellinien (p<0.01). Dies zeigt, dal3 die NK-Zellen und die CD8+ Zellen
durch die Enzympraparationen mehrfach stimulierbar sind.

Lanier et al. (45) beschreiben, dal’ durch die Herabregulation des MHC-1
Rezeptors virusinfizierter Zellen die natirlichen Killerzellen vermehrt die
infizierten Zellen lysieren. Mdglicherweise vermdgen proteolytische
Enzyme diesen MHC-Komplex entarteter Zellen anzudauen und somit
diese fur den Angriff der Killerzellen zugénglich zu machen. Die Papain-
Komponente in der Pr&paration kann Antikdrper spalten. Antikorper
bestehen aus einer schweren und einer leichten Kette (Heavy chain und

light chain).
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Abb 5.3.2: Spaltung eines Antikorpers durch Papain (Aus 77)

Antikdrper konnen in  Immunkomplexen gebunden sein, die als
sogenannte ,blocking factors” bestimmte Immunfunktionen wie die
Wirkung des TNF-a durch Komplexbildung hemmen oder inaktivieren
kénnen (24,73). Durch die Zugabe von Papain ergibt sich die Mdglichkeit
solche Blockingfaktoren zu hemmen oder nach Eintritt der Wirkung den
Effekt zu vermindern. Dies konnte aber auch bedeuten, daf’3 bei der
Bestimmung von TNF-a im Serum von Patienten durch die Aufschliel3ung
des TNF-a Komplexes auch die Freisetzung von ungebundenem TNF-a
erfolgt, so dal} dessen Serumkonzentration ansteigt. Viadimir Bazil (9)
beschrieb  einen  physiologischen  Abwurfproze3  verschiedener

Membranbestandteile, das sogenannte cleavage, bei Leukozyten. Diese
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Bestandteile wiederum, u.a. auch Antikérper und deren Fragmente,
konnen auch zur Komplexbildung von freigesetztem TNF-a fihren. Bei
einem gesunden Menschen steht der Auf- und Abbau der ,gecleavten*
Membranbestandteile im Gleichgewicht. Bei einem immungeschwachten
oder anderweitig schwer kranken Menschen ist es mdglich, durch Zugabe
von proteolytischen Enzymen den Wirkungsverlust auszugleichen.(69;70).
Lanier et al. (45) beschreiben einen sogenannten KIR (Killercell Inhibitory
Receptor), der die Funktion der Killerzellen inhibiert. Auch hier ware
denkbar, da? Typ-MHC-1-Rezeptoren durch die proteolytische Aktivitat
der Enzympréaparation angedaut werden und seine inhibitorische Wirkung

gesenkt wird.
5.4 Wirkungen der Retinoide auf die PBL

Durch Zugabe von Retinoiden ist eine Stimulierung der PBL bei
bestimmten Retinoidk Konzentration maoglich. Retinsaure und Retinol
steigern signifikant die NK-Zellaktivitat bei einer Konzentration von 10° M
und 10°® M nach 72h Inkubation (p<0.05). Die Aktivitat zytotoxischer CD8+
T-Lymphozyten konnte durch die Zugabe von 10°® M und 10° M
Retinsaure nach 72h Inkubation signifikant gesteigert werden (p<0.05).
Die Zugabe von Retinol in den genannten Konzentrationen erbrachte
keine signifikante Aktivitatssteigerung. In Gegenwart des Losungsmittels
DMSO (Dimethylsulfoxid) werden Aktivitdtssteigerungen gemessen, die
jedoch nicht signifikant sind. Der Anteil von DMSO in den
Zellsuspensionen (S. Kap Ill) der Versuchsansétze liegt unter 0,1 %.

In den letzten zehn Jahren wurden viele Untersuchungen uber die
Immunstimulation von PBL durchgefiihrt. Prabhala et al.(59) zeigen , dal3
Retinsaure in einer Konzentration von 10° M die T-Helferzellzahl steigert
und geringfigig die T-Supressorzellzahl vermindert, ohne die
Gesamtzellzahl zu verringern. Bei hoheren Konzentrationen wurde der
stimulatorische Effekt aufgehoben (10 bzw. 10 M). Aktivierungsmarker,

wie z.B. die Expression des Transferrinrezeptors und die des IL-2
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Rezeptors, waren bei den o0.g. Konzentrationen signifikant erhdht. Die
Hochregulation dieser Rezeptoren ergibt die Moglichkeit, die Wirkung der
Zytokine zu steigern. Dagegen sprechen aber eigene Vorversuche, die
keine Wirkungspotenzierung durch Enzyme und Retinoide gezeigt haben.
Allende et al. (3) berichten, daf} Retinoide durch die Hochregulation von
CD3-Rezeptoren das Immunsystem stimulieren, doch Gleichzeitig kommt
es zu einer Herabregulierung des Fas-Liganden womit die Ausschittung
der eigenen Zytokine und damit die Apoptose verhindert werden. Die T-
Zell Proliferation wird durch die Expression des Retinsdurerezeptors
(RAR) gesteigert (34). Die Aktivierungskonzentration in der o0.g. Arbeit von
Allende et al. wurde mit 107 M beschrieben, welche sehr gut mit den hier
verwendeten, aktivierenden Konzentrationen fir die NK-Zellen und CD8+
T-Lymphozyten korreliert. Im Uberstand der zentrifugierten Lymphozyten
nach Inkubation mit Retinol wurden erhéhte Konzentrationen von IL-2, IL-
4, IL-6, IL-10 und IFN-gamma gefunden, was die erhthte Aktivitat der
Lymphozyten erklaren wirde. Diese Ergebnisse waren jedoch aufgrund
der hohen Standardabweichung nicht signifikant. Signifikante Ergebnisse
wurden nur bei selektiv Vitamin-A mangelerndhrten Versuchstieren
gefunden. Bates (7;8) hat gezeigt, dall bei Kindern mit einer
Xerophthalmie signifikant erniedrigte Helferzellzahlen zu finden sind. Die
Impfantwort bei einer Tetanus-Schutzimpfung war ebenfalls erniedrigt.
Hier stellt sich jedoch die Frage, ob generell unterernahrte Individuen ein
gestortes oder insuffizientes Immunsystem haben. Die dazugehdrige
Placebo kontrollierte Doppelblindstudie zeigte eine signifikante Zunahme
der oben beschriebenen Parameter nach einer Vitamin A Gabe von 60
mg. Ross (50) konnte in einer Studie zeigen, dal3 die Immunantwort von
Vitamin A mangelernéhrten Ratten nach Gabe von
Kapselpolysacchariden und Protein Antigenen signifikant vermindert war.
Die Antikorperantwort auf Lipopolysacharid Antigene hingegen war
unbeeintrachtigt. Die Zellzahlbestimmungen von B, CD4+ und CD8+
Zellen waren nicht verringert, die NK-Zellaktivitdt hingegen vermindert,

was auf einer Verminderung der Zellzahl, insbesondere der reifen NK-
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Zellen zurickzufuhren war. Nach Zugabe von Retinoiden konnten diese

Effekte riickgdngig gemacht werden.
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VI. Zusammenfassung

Methodik

Die in dieser Arbeit entwickelte flowzytometrische Methode ist aufgrund
der guten Korrelation zur gdngigen Europium Immune Release Methode
zur Bestimmung der NK-Zell bzw. CD 8+, zytotoxischen T-Lymphozyten-
Aktivitdt gut geeignet. Der geringe Zeit- und Kostenaufwand sprechen fur

die Anwendung dieser Methode.

Enzympréparation

Die in dieser Arbeit verwendete Enzympréaparation kann die NK-Zell- bzw.
CD 8+, zytotoxischen T-Lymphozyten Aktivitat signifikant steigern. Eine
signifikante Mehrfachstimulation ist ebenfalls mdglich. Mdglicherweise
beruht dieser Effekt auf einer erhdhten Freisetzung von TNF-a durch die
Effektorzellen, die die Targetzellen zum (programmierten) Zelltod bringen.
Ferner wird Uber die Freisetzung weiterer Zytokine berichtet, die eine
Stimulierung der Effektorzellen bewirken (durch IL13 und IL6).
Immunkomplex gebundene TNF-a Molekile kbénnen durch die
proteolytische Aktivitat freigesetzt werden. Die Ergebnisse weisen auf
eine unspezifische Veranderung der Membranbestandteile der
Effektorzellen hin, welche eine Freisetzung von Zytokinen bewirkt. Ferner
kann die proteolytische Aktivitdit der Enzympréparate verschiedene
Immunkomplexe und sogenannte Blockingfaktoren auflésen.

Fazit: Eine signifikante und konzentrationsabhangig immunstimulierende
Wirksamkeit der Enzyme ist gegeben. Diskussionswirdig dirfte hier nur
die enterale Resorption bzw. Persorption sein (s.Kap I). Die parenterale
Applikation ist wegen einer anaphylaktischen Reaktion risikoreich.
Denkbar ware eine ex vivo ,Therapie"” isolierter humaner Lymphozyten mit

anschlielender Wiederzufuhr in den Kreislauf.
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Die Aktivierenden Konzentrationen fur die Enzyme liegen im Bereich von
20 bis 160 pg/ml bei einer Einfachstimulation. Bei hoheren
Konzentrationen als 320 pg/ml beginnt der toxische Bereich. Bei der
Mehrfachstimulation von Lymphozyten liegt der aktivierende Bereich
zwischen 10 bis 80 pg/ml, wobei die hoheren Konzentrationen toxisch

wirken.

Retinoide

Eine konzentrationsabhéngige signifikante Steigerung der NK-Zell bzw.
CD 8+, zytotoxischen T-Lymphozyten Aktivitat ist gegeben. Die NK-
Zellaktivitat konnte bei Konzentrationen von 10° bzw. 10°® M mit
Retinsaure und Retinol gesteigert werden, die Aktivitat von CD 8+
zytotoxischen T-Lymphozyten hingegen nur durch Retinsaure. Das
Lésungsmittel DMSO bewirkte keine signifikante Aktivitatsanderungen.
Diskutiert wird hier eine erhthte Expression des IL2-Rezeptors sowie die
des CD3 Rezeptors, als Ursache fur die Aktivitatssteigerung fuhren soll.
Der Fas-Ligand hingegen wird herabreguliert, was eine ,Selbsttétung” der
Effektorzellen verhindert. Die vermehrte Produktion von Zytokinen (IL-2,
IL-4, IL-6, IL-10 und IFN-gamma), deren Gehalt die im Uberstand Retinol
behandelter Zellen zunimmt, kann ebenfalls zur Aktivitatssteigerung

fuhren.
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