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|. Einleitung

1) 17b-Ostradiol
1.1) Allgemeine Grundlagen - Ostrogenbiosynthese

Ostrogene und Progesterone sind die Hauptsyntheseprodukte der Zellen des Ovars. Die
Biosynthese beider Hormongruppen geht vom Pregnenolon aus, das einen Vorlaufer aller
Steroidhormone darstellt. Progesteron entsteht in den Granulosazellen durch 17b-
Hydroxylierung von Pregnenolon. Da die Zellen nur sehr geringe Konzentrationen der
Enzyme P450c17 und C17,20-Lyase (zur Androgenbiosynthese) und keine P450c21- bzw.
P450c11b-Enzyme (zur Cortisolbiosynthese) enthalten, ist Progesteron das Endprodukt.
Androgene stellen die Prohormone der Ostrogene dar. Der Hauptweg fiir die Biosynthese im
Ovar ist der D4-Stoffwechselweg, in dem die Enzyme 17a-Hydroxylase und C17,20-Lyase
Progesteron in Androstendion tberfihren. Da diese Enzyme nicht in den Granulosazellen
vorhanden sind, muf3 diese enzymatische Umwandlung in den Theca interna-Zellen erfolgen.
Das gebildete Androstendion diffundiert in die Granulosazellen, in denen es durch die 17b-
Hydroxysteroiddehydrogenase teilweise zu Testosteron hydroxyliert wird. Der entscheidende
Schritt ist die Umwandlung von Androstendion in Ostron bzw. von Testosteron in Ostradiol
durch den 19-Hydroxylase-Aromatase-Komplex (Abb.1). Das Enzym spaltet die CH,-OH-
Seitenkette ab und aromatisiert Ring A. Nach der Menopause produziert das Ovar nur
minimale Mengen von Ostradiol bzw. Ostron, so daR die Nebennierenrinde der wesentliche
Faktor bei der Ostrogensynthese wird. Dieses Organ setzt jedoch nicht Ostrogene frei,
sondern deren Prohormon Androstendion, das in peripheren Geweben, die den
Aromatasekomplex besitzen (z.B. Fettgewebe, Muskel, Leber, Haarfollikel oder Gehirn), in
Ostradiol tberfiihrt wird.

Ostron kann zu Ostronsulfat konjugiert werden, welches eine Speicherform darstellt, die in
Ostron riickiberfiihrt werden kann. Ostriol wird v.a. im Blut und im Urin von schwangeren
Frauen gefunden. Es entsteht aus Ostron durch Hydroxylierung am GAtom 16 und durch
Reduktion der Ketogruppe des C-Atoms 17 (Loffler & Petrides 1988). Bel Méannern wird ein
Teil des Ostradiols im Hoden produziert (<20 %), die groRte Menge (>80 %) entstenht aber
peripher durch Aromatisierung aus Testosteron (Masi et a 1995)
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Abb.1: Ostrogenbiosynthese: Kooperation zwischen Granulosa- und Theca-interna-Zellen
(Loffler & Petrides 1988)

1.2) Geschlecht und Klinik

Es ist auffdlig, dald Autoimmunerkrankungen viel haufiger bei Frauen als bei Mannern
auftreten (Tab.1). Der systemische Lupus erythematodes (SLE) wird in den meisten Féllen
wahrend oder nach der Pubertdt manifest, wobei Frauen im gebéarfahigen Alter (16-50 Jahre)
am haufigsten betroffen sind. Die SLE-Rate von betroffenen Mannern zu Frauen betrégt nach
der Pubertét 1:10, bei Kindern 1:3 und bei den Alteren 1:8 (Lahita 1996a).

Erkrankung Rate Frauen / Manner
SLE 91

Rheumatoide Arthritis | 2-4:1

M. Basedow 4-81

Hashimoto Thyreoiditis | 25:1

Sj6gren Syndrom 91

Myasthenia gravis 21

Multiple Sklerose 1-51

Tab.1 Geschlechtsgebundene Unterschiede von Autoimmunerkrankungen (Lahita 19963,
Ansar et al 1999)

Ursache dieser erhdhten Rate an Autoimmunerkrankungen bei Frauen konnte eine im
Vergleich zu Mannern intensivere humorale und zelluldre Immunantwort sein. (Ahmed et a
1985). Frauen haben hohere Immunglobulinkonzentrationen as Manner und produzieren
hohere AK -Mengen nach Immunisierung gegen verschiedene Mikroorganismen (Rhodes et al
1969, Butterworth et al 1967). Studien mit Dialysepatienten, welche mit Hepatitis-B-Virus
infiziert waren, haben gezeigt, dal3 Frauen haufiger Anti-Hbe Antikorper entwickelten und
Hbe-Antigen negativ wurden, wohingegen Manner haufiger chronische Hbe-Antigen Trager
blieben (London & Drew 1969).

Ein zusétzlicher Hinwels auf eine starkere zelluldre Immunantwort in Frauen ist die haufigere
Abstolung von Transplantaten und ihre relative Resistenz auf Immuntoleranz (Graff et a
1969, Dresser 1962).

Da gerade Frauen im gebarfahigen Alter viel haufiger von Autoimmunerkrankungen betroffen
sind, hat man die Konzentration von Sexualhormonen und anderen metabolischen Faktoren in
Patienten mit rheumatoider Arthritis (RA) und SLE evaluiert und dabei Unterschiede gesehen
(Junghers et a 1982, Mas et a 1984, Lahitaet al 1983, Hedman et al 1989).

Es wurden speziell niedrige AndrogenSpiegel in mannlichen RA-Patienten und in
méannlichen und weiblichen SLE-Patienten ein veranderter Ostron- Metabolismus mit einer
Dominanz von feminisierenden 16-hydroxylierten Metaboliten beobachtet (Lahita et al 1981,
Cutolo et a 1986, Cutolo et al 1988).

Als Folge dieser immunmodulatorischen Aktivitét von gonadalen Steroiden wurde in den
letzten  Jahrzehnten eine  Sexualhormon Substitutionstherapie  fir  verschiedene
immunabhéngige Erkrankungen eingefihrt, die aber im Endeffekt sehr unterschiedliche
Ergebnisse zeigte (Myron et a 1964, Agnello et a 1983, Jungers et a 1985, Cutolo et al
1991, Lahita 1993, Hall et a 1994).

- Immunglobulinspiegel (IgM)
- Antigen spezifische Antikorper
- Autoantikorper



- Mengen an T-Helfer- Zellen
~ Fahigkeit Hauttransplantate zu empfangen

Tab.2 Unterschiede bezliglich der welblichen Immunantwort (L ahita 1996b)
1.3) Mechanismen der Ostrogenrezeptoraktivierung in Zielzellen

Ein allgemeines Modell der Wirkung von Steroiden, wie in Abb.2 gezeigt, kann man fur die
Wirkung sowohl von Ostrogen, als auch von Progesteron, Androgen und Glukokortikoiden
einsetzen. Es ist wahrscheinlich so, dal? freie Steroide durch passive Diffusion in ale Zellen
eindringen, sie verbleiben aber bevorzugt in bestimmten Zielzellen, was durch die Ausbildung
eines Komplexes hoher Affinitét mit dem spezifischen Steroidrezeptor induziert wird. Die
Bindung der Steroide fuhrt zur Aktivierung des Rezeptormolekils, was zu
Konformationséanderungen und posttranslationellen Verénderungen des Rezeptors selbst as
auch zu Veranderungen in der Protein-Protein-Bindung im Rezeptorkomplex fihrt. Danach
bindet der aktivierte Komplex (Steroidrezeptor) mit hoher Affinitét an spezifische DNS-
Sequenzen, die man ,steroid response elements' (SRE) nennt. Die SRE wirken als
Transkriptionsfaktor und modulieren die Transkriptionsrate von steroidempfindlichen Genen
oder verstarken posttranskriptionelle Schritte und veréndern somit die spezifische mRNA
Produktion (Landers & Spelsberg 1992).

Im Immunsystem sind bis zum jetzigen Zeitpunkt Ostrogenrezeptoren in Thymuszellen
(Nilsson et a 1984, Danel et al 1983, Carbone et a 1986, Wuesten et a 1986), CD8+ T
Zdllen (Stimson 1988, Cutolo et a 1993b, Cohen et a 1983, Weusten et a 1986), murinen
Makrophagen und humanen monozytischen Zellinien (Frazier-Jessen & Kovacs 1995,
Gulshan et al 1990, Szekeres-Bartho et a 1985, Dand et a 1985) und humanen peripheren
mononukledren Zellen (Carbone et al 1986, Ranelleti et a 1988) identifiziert worden. Des
weiteren sind Ostrogenbindungsstellen in Makrophagen aus synovialem Gewebe (Cutolo et al
1993b, Cutolo et a 1996), in peripheren Blutmonozyten (Wada et al 1992, Suenaga et al
1996) und neuerdings auch in CD4+ T-Zellen und B-Zellen beschrieben worden (Suenaga et
al 1998, Benten et a 1998).

» E-R =¥ ,E-R“—>E-R )
Acceptor Site
(1° SRE)

MRNA < Strukturgene

Trandation — Protein

Physiologische
Resaktion

Abb.2: Allgemeines Modell fur die Steroidaktion auf Zielzellen (Cutolo et al 1995)

1.4) Ostrogenr ezeptoren in Lymphozyten

Frihe Studien zeigten das Vorhandensein von Ostrogenrezeptoren in T-Lymphozyten, die
vom Ductus thoracicus isoliert wurden. Solche Rezeptoren exprimierten wohl nur die OKT8-
positiven Zellen vom suppressor/cytotoxic Phanotyp (Cohen et a 1983). Diese Beobachtung
wurde durch andere Studien bestétigt (Stimson 1988, Cutolo et a 1993b), und damit wurde
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der Verdacht verstérkt, da? T-Lymphozyten (OKT8+/CD8+) spezifische Zielzellen fir
Ostrogene sein  konnten. Andere  Studien schlugen vor, daR pharmakologische
Ostrogenkonzentrationen die Immunglobulinproduktion durch eine Inhibition der T-
Zellfunktion sowohl bei Mausen a's auch beim Menschen beeinflussen kénnten (Paavonen et
al 1981, Ansar et a 1985).

Die Beschreibung von Ostrogenrezeptoren in CD8+ (suppressor/cytotoxic) CD29+ (lang
lebende ,, Gedéachtnis*) T-Lymphozyten, die sowohl die normale als auch die rheumatoide
Synovia infiltrieren, unterstiitzt den Verdacht einer Beteiligung von Ostrogenen bei der
Immunantwort (Cutolo et a 1993b). CD29 ist die gemeinsame b-Untereinheit der , sehr
spdten AntigenProteine” (,very late antigen (VLA) proteins’'). Es gehdrt zur Integrin
Familie und beeinluf® im wesentlichen Zell-Matrix-1nteraktionen (Hynes 1987). Die selben
CD29+ T-Zellen wurden as Antigenerfahrene (, Gedachtnis’-) Lymphozyten (CD45RO+)
identifiziert. Die Verschlechterung der Aktivitéat einer RA unter Ostrogen, konnte die Folge
einer Hemmung solcher ,, Suppressor (Gedachtnis)“ T-Zellen (CD8+, CD29+, CD45R+) sein
(Cutolo et a 1993b, Hazes et a 1989, Rudge et a 1983). Es zeigte sich, dal3 Lymphozyten
von weiblichen im Vergleich zu ménnlichen M&usen nach Immunstimulation sowohl in vivo
als auch in vitro hthere Mengen an IFN-g produzieren (Huygen & Paifliet 1984, McFarland
& Bigley 1989). Nachfolgende Studien wiesen nach, dal3 die Expression des IFN-g-Gens
durch einen direkten Effekt von Ostrogenen in physiologischen Konzentrationen erhoht
werden kann. Die ausgepragteste Reaktion auf Ostrogen wurde bei T-lymphoiden Zellinien
beobachtet, die mit Ostrogenrezeptorexpressionsplasmid transfiziert wurden, um eine hohe
konstitutive Rezeptorexpression zu garantieren (Fox et al 1991).

Das gerannte Vorhandensein von Ostrogenrezeptoren in CD8+ T-Zellen ist konsistent mit der
Ostrogen-vermittelten Erhéhung der IFN-g-Genexpression, da die CD8+ T-Zellen fir den
groften Anteil der IFN-gProduktion verantwortlich zu sein scheinen (Budd et al 1987). Es ist
bekannt, dal3 IFN-g sowohl die zellulére a's auch die humorale Immunitét beeinflul3t, indem
es die Effektorfunktion von Lymphozyten, die Aktivierung von Makrophagen, die Produktion
verschiedener Zytokine und die MHC-Molekilexpression in verschiedenen Zelltypen
induziert.

Neuere Studien zeigten aber, daR Ostrogene eher einen hemmenden Effekt auf die TFZdl-
abhéngige und —unabhéngige (zellvermittelte) Immunantwort haben, welcher teilweise durch
eine Unterregulation der Genexpression von inflammatorischen Zytokinen wie TNFa und
IFN-g vermittelt wird (Salem et al 2000b). E, hemmt die PPD-(purified protein derivative)
spezifische Typ-1V-Uberempfindlichkeitsreaktion in weiblichen Mausen, indem es die IL-2
und IFN-g-Produktion erniedrigt und die IL-4 und IL-10 Produktion PPD-stimulierter
lymphatischer Zellen erhoht. Zusétzlich zu dieser Umverteilung des Th1/Th2-Gleichgewichts
Richtung Th2 scheint E, die Funktion von APC-(Antigen présentierende Zellen) zu
unterdriicken (Salem et al 2000a). Ebenso bei Mausen erhoht eine Langzeitbehandlung mit
Ostrogen die Anzahl der Plasmazellen und fiihrt zu einer vermehrten Produktion sowohl von
Immunglobulinen als auch von Autoantikérpern (Verthelyi & Ahmed 1998). Auch im
humanen Model scheint Ostrogen eine dhnliche Wirkung zu haben, wobei der Effekt in
mononukledren Mischkulturen deutlich stérker ist als in reinen B-Zell-Populationen (Kanda et
al 1999, Kanda & Tamaki 1999). Diese Ostrogen-induzierte B-Zell- Aktivierung scheint also
weniger durch einen direkten Einflud auf B-Zellen sondern eher indirekt Uber eine
Stimulation von Monozyten und eine nachfolgend erhdhte IL-10-Produktion vermittelt zu
sain.

Es ist tatsichlich so, dal? eine erhdhte B-Zell- Aktivitéat unter Ostrogenen zumindest teilweise
die Besonderheiten der weiblichen Immunantwort erklaren kann. Es handelt sich aber
wahrscheinlich um das Endglied einer Kette von Resktionen und Interaktionen aler
Immunzellen, wobei die pluripotente Zelle der monozytischen Zellrethe in ihren
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verschiedenen Erscheinungsformen eine wesentliche Effektorzelle der Ostrogenwirkung zu
sein scheint.

1.5) Ostrogenrezeptoren in Makrophagen

Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden Ostrogenrezeptoren in verschiedenen Zellen der
Monozyten/MakrophagenReihe beschrieben, wie z.B. in murinen Makrophagen und
humanen monozytischen Zellinien (Frazier-Jessen & Kovacs 1995, Gulshan et a 1990,
Szekeres-Bartho et a 1985, Danel et a 1985), in Makrophagen aus synovialem Gewebe
(Cutolo et a 1993b, Cutolo et al 1996) und in peripheren Blutmonozyten (Wada et al 1992,
Suenaga et a 1996). Die meisten Untersuchungen wurden aber im Rahmen rheumatischer
Erkrankungen wie z.B. SLE und RA durchgefiihrt (Abb.3).

Androgene Estrogene

) (+A)
Dosis-abhangig C
IL

Androgen-
T s-Zel le
otoOncogen

&/nowa—
Makrophage

Th2-Zelle

IL-6
TnggerAntlgene GM-CSF IL-1 IL- 1
(viral,
bakteriel u.a) MCP-1 TNFa Th1 Zelle ”_2\':’\‘2
TGE- b B-Zdle
Synowa /
Flbroblas

Autoantikorper

Abb.3 Schematische Darstellung der komplexen Interaktion zwischen Sexualhormonen und
Makrophagen bel der Immunantwort auf Ebene des rheumatoiden Synovialgewebes (Cutolo
1999).

Das Vorhandensein von Ostrogenrezeptoren in Synovia-Makrophagen von normaler und RA-
Synovia (Cutolo et a 1993b) wird von friheren Studien unterstiitzt, die gezeigt hatten, dafi3
Ostrogene sowohl die Differenzierung as auch die Funktion von humanen Makrophagen in
vitro beeinflussen kdnnen (Barak et al 1985, Schreiber et al 1988). Aulerdem zeigten in vivo-
Studien, daR die Langzeitbehandlung von weiblichen Mausen mit Ostrogen die
Makrophagenproliferation, die Phagozytosefahigkeit bestimmter Antigene und die Expression
bestimmter Oberflachenmolekiile erhoht (Boorman et a 1980, Flynn 1986). Die
Ostrogeneffekte auf monozytische Zellen sind vielfdltig: Ostradiol hemmt die
Leukozytenadhdsion und die transendotheliale Migration bei Kaninchen in vivo (Nathan et a
1999), es hemmt die Migration mrox-LDL(minimally oxidized low-density lipoprotein)-
stimulierter humaner THP-1-Zellen in vitro (Okada et a 1997), es erhoht die PDGF-B
(platelet derived growth factor B) mRNS-Produktion von THP-1-Zellen (Shanker et a 1995),
es hemmt die Lipidakkumulation in humanen von Monozyten abstammenden Makrophagen
(McCrohon et a 1999) und es hemmt die M CP-1(monocyte chemotactic protein 1)-induzierte
Chemotaxis humaner Morozyten (Yamada et al 1996).
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Des weiteren wurde der Effekt von kultivierten SynoviaMakrophagen auf die
Metabolisierung von Sexualhormonen untersucht und es zeigte sich, dal3 diese Zelen
Testosteron in seine Metaboliten umwandeln konnen (Cutolo et al 1993a). Aul3erdem sind mit
Vitamin D- oder GM-CSF-behandelte humane myeloische THP-1-Zellen in der Lage, Uber
eine verstarkte Expression des Enzyms Aromatase Testosteron in Ostrogen umzuwandeln
(Jakob et al 1995).

Zid vider Studien war es, den in (ex)vivo und in vitro EinfluR von Ostrogenen auf die
Zytokinproduktion (IL-1, IL-6, IL-10, TNFa wu.a) und Sekretion von Zelen der
monozytischen Zellreithe zu untersuchen (zusammengefald unter anderem in Tab.3). Am
haufigsten wurde die IL-1-Produktion, einem Polypeptid, das von Monozyten und
Makrophagen produziert wird und ein wichtiger Mediator einer Reihe inflammatorischer und
immunologischer Reaktionen ist, untersucht (Dinarello 1984, Durum et a 1985). Es wurde
beschrieben, da? Ostrogene in niedrigen Konzentrationen (<10° M) die IL-1 Produktion
humaner Monozyten (Polan et al 1988, Mori et a 1990) und der monozytischen THP-1-
Zellen (Shanker et al 1994b) erhéhen, in héheren Konzentrationen (>107 M) zeigt sich
dagegen ein hemmender Effekt (Mori et a 1990, Morishita et a 1999). Andere Studien
zeigten aber auch bei héheren Ostrogenkonzentrationen (bis 10° M) einen stimulierenden
Einflu’ (Li et a 1993, Polan et al 1989). AuRerdem erhoht Ostrogen in physiologischen
Konzentrationen die IL-1-Produktion von Peritonealmakrophagen der Ratte (Hu et al 1988)
und erhoht die LPS-induzierte IL-1-Produktion der monaoblastischen Zellinie HL-60 nach
Vitamin D-Vorbehandlung (Mori et a 1992). Eswird aso ersichtlich, hier am Beispiel fur IL-
1, dal3 die Zytokinsekretion monozytischer Zellen tatsachlich einer sehr feinen Regulation von
Sexualhormonen unterliegt, die aber teilweise bei ihrer Erforschung sehr unterschiedliche
Ergebnisse zeigt, welche moglicherweise stark vom Ursprung (human, Ratte, Maus usw.),
vom Differenzierungsgrad (peripher zirkulierend, adhérent, peritoneal, monozytisch,
monoblastisch) und von der Behandlungsmethode (Isolierung, Kultur, Ostrogeneinwirkung)
der Zielzelle beeinflufdt wird.

Soezies Effekt Referenzen

Human - CFU-GM Progenitor Maoz et al 1985, Barak et a 1986
Zdlproliferation

Human, Maus - Phagozytose V ernon-Roberts 1969, Baranao et al 1992

Guinea Schwein - Fc-Rezeptorexpression Friedman et a 1985, Schreiber et a 1988

Guinea Schwein - Fc-Rezeptor-Vermittelte AG- Friedman et a 1985, Schreiber et a 1988
Clearance

Human, Ratte - TNFa mRNA Expression Shanker et a 1994a, Chao et d 1991

Human, Ratte, Maus |-~ TNFa Produktion Shanker et a 1994a, Chao et a 1991,

Ralston et a 1990, Mori et a 1990, Mori
et al 1992, D’ Agostino et a 1999

Human - IL-1 mRNA Expresson Flynn 1984, Hu et al 1988, Polan et &
1988, Stock et a 1989, Polan et al 1989,
Pacifici et al 1989, Shanker et a 1994b
Human - IL-1Produktion Flynn 1984, Hu et a 1988, Polan et a
1988, Stock et a 1989, Polan et al 1989,
Pacifici et al 1989, Shanker et d 1994b

Ratte - Superoxid-Produktion Chao et a 1994

Ratte -~ Hydrogenperoxid-Produktion ~ Chao et a 1994

Ratte - NO-, Nitritproduktion Chao et a 1994

Human ~ oxidative Modifikation von LDL Maziere et a 1991

Ratte - Superoxid-Produktion Mohan & Jacobson 1993

Tab.3 Ostrogeneffekte auf Makrophagen (modifiziert von Miller L & Hunt JS 1996)



1.6) Ostrogene und Gerinnung

Es ist algemein bekannt, da3 Frauen generell im Vergleich zu Mannern eine erhthte
Thromboseneigung haben, die besonders unter dem Einflul3 hoher Spiegel an weiblichen
Sexualhormonen, wie z.B. wahrend der Schwangerschaft, noch deutlicher wird. Retrospektive
und prospektive Studien haben gezeigt, dald Frauen, die orale Kontrazeptiva nehmen, ein
erhdhtes Risiko haben, an vendsen und arteriellen Thrombosen zu erkranken (Poller 1978,
Vessey 1982), besonders auch dann, wenn sie gleichzeitig Antikardiolipin- Antikdrper haben
(Julkunen HA 1991, Bruneau et a 1986). Eine Studie untersuchte kirzlich den Einflul3 der
Einnahme von oralen Kontrazeptiva auf die Tissue Factor-Expression von Monozyten und
zeigte, dal3 die Monozyten dieser Frauen signifikant hdhere Mengen an TF generieren
(Holschermann et al 1999).

TF ist ein membrangebundenes einzelkettiges Glykoprotein (Edgington et al 1991), welches
nach Kontakt mit Blut die Gerinnung aktiviert und letztendlich zur Bildung eines Thrombus
fuhrt. Dieses Protein bildet einen Komplex mit Faktor VII/VIla, katalysiert dadurch die
proteolytische Aktivierung der Gerinnungsfaktoren 1X und X und fuihrt zur Aktivierung des
extrinsischen Gerinnungsweges (Nemerson 1988). Obwohl TF normaerweise nicht von
Leukozyten exprimiert wird, kann seine Expression in Monozyten induziert werden, welche
die einzigen zirkulierenden Blutzellen sind, die diese Fahigkeit besitzen. Effektive Induktoren
der TF-Expression von Monozyten in Suspension (in Vollblut, im Gegensatz zur Zellkultur)
sind LPS, Immunkomplexe und der aktivierte Komplementfaktor (C5a) (Osterud 1998).

Es wurden klinische Studien durchgefihrt, welche Hamostaseparameter wahrend ovarieller
Stimulation fur in vitro-Fertilisation (Aune et a 1993, Biron et a 1997) und wéhrend
hormoneller Substitutionstherapie (Aune et a 1995) untersuchten, welche aber teilweise
widerspriichliche Ergebnisse zeigten. Der in vitro-Effekt von Ostrogen auf die monozytische
TF-Expression wurde dahingegen kaum erforscht.

2) 1a,25-Dihydroxyvitamin D3 (Calcitriol)
2.1) Vitamin D —allgemeine Grundlagen

Die beiden wichtigsten Vertreter der Gruppe der Calciferole (D-Vitamine) sind Vitamin D
(Ergocalciferol) und Vitamin B (Cholecalciferal). Vitamin D, leitet sich vom Provitamin
Ergosterol ab, das nur in Pflanzen synthetisiert werden kann, Vitamin D; vom Provitamin 7-
Dehydrocholesterin, das bei Tieren auch aus Cholesterin synthetisiert werden kann. Aus dem
oben genannten Grund sind Calciferole im eigentlichen Sinn keine Vitamine und konnten
zumindest nach ihrem Wirkungsmechanismus auch den Hormonen zugerechnet werden.

Die Biosynthese von Vit.D, erfolgt nach dem gleichen Prinzip wie die von Vit.Ds; (s.u.).
Vit.D, (Ergocalciferol) wird unter Einwirkung von UV-Licht in der Haut aus Ergosterin,
welches aus pflanzlicher Nahrung stammt, gebildet. Auch beim Vit.D, ist die biologisch
aktive Form hydroxyliert (1,25-Dihydroxyergocalciferol). Limitierend fur die Biosynthese der
biologisch wirksamen Vitamine aus den Provitaminen ist nicht die Verflgbarkeit des
Provitamins, sondern die photochemische Hautreaktion. Eine endogene Uberproduktion von
Vit.D wird durch Ruickkopplungsmechanismen verhindert, die die Synthese des Provitamins
aus Cholesterin hemmen.

Biosynthese des Vitamin Ds; (Abb.4):

Cholesterin  wird in der Leber in 7-Dehydrocholesterin mit Hilfe des Enzyms
Cholesterindehydrogenase  umgewandelt. Das in  der Haut aufgenommene 7-
Dehydrocholesterin, welches ein Provitamin von D3 darstellt, wird in einer UV-Licht-
abhangigen Reaktion in Cholecalciferol durch Spaltung des Ringes B umgewandelt.
Cholecalciferol ist zwar das fertige Vitamin, jedoch nur schwach aktiv. Es wird durch
Hydroxylierungen in die biologisch aktive Form Uberfihrt. Cholecalciferol wird nach
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Transport in die Leber zu 25-Hydroxycholecalciferol (25-D3) hydroxyliert. 25-
Hydroxycholecalciferol wird in der Niere erneut hydroxyliert, wobel 1,25
Dihydroxycholecalciferol entsteht (Kreutzig 1994).

L eber Haut
Cholesterin - > 7-Dehydrocholesterin
Cholesterindehydrogenase
. NS
UV-Licht v
Cholecalciferol
Niere L eber
\4
1,25-Dihydroxycholecalciferol Cholecalciferal
A
NADPH + H*
Hydroxylase Hydroxylase o
2
NADP*
H0O
v
25-Hydroxycholecalciferol < 25-Hydroxycholecaciferol

Abb.4 Biosynthese des Vitamin D3 aus Cholesterin (Kreutzig 1994)

Stoffwechselwirkungen des Calciferols:

Die Cdciferole sind zusammen mit Parathormon und Thyreocacitonin fir die
Calciumhomoostase von besonderer Bedeutung. Ihre Aufgabe besteht darin, einem Abfall des
Plasmacalciumspiegels entgegenzuwirken. Dieses Ziel kann auf verschiedenen Wegen
erreicht werden: durch vermehrte intestinale Calciumresorption, durch gesteigerte renale
Calciumreabsorption und durch gesteigerte Calciummobilisation, wobel das Skelettsystem
unter normalen Bedingungen einen nahezu unerschopflichen Calciumspeicher darstellt.

Fur die intestinale Calciumresorption ist ein aktives Transportsystem notwendig, das den
Caciumtransport vom Lumen auf die Serosaseite gegen ein Konzentrationsgefdlle
gewahrleistet. Dieser Calciumtransport benétigt ein sehr spezifisches, vermutlich aus
mehreren Proteinen bestehendes Transportsystem, welches vor allem ein calciumbindendes
Protein enthdlt. Die Biosynthese dieses Transportsystems findet nur in Anwesenheit von 1,25-
Dihydroxycholecalciferol statt. Intestinale Mukosazellen enthalten ein  zytosolisches
Rezeptorprotein, welches spezifisch 1,25-Dihydroxycholecalciferol bindet. Man nimmt an,
da3 die Wirkungsweise von Vitamin D analog zum Wirkungsmechanismus der
Steroidhormone ist (s.0.) und letztendlich die Transkriptionsrate derjenigen Gene verandert,
welche fur das Calciumtransportsystem kodieren. Dies erklart, dal3 die Wirkung von
Cdlciferolen erst nach einer Latenzzeit von einigen Stunden zu beobachten ist.

Unter Einwirkung von 1,25-Dihydroxycholecalciferol steigt die Calcium- und
Phosphatreabsorption in den Nieren. Dieser Effekt |&3t sich allerdings nur dann nachweisen,
wenn Parathormon vorhanden ist.

Im Gegensatz zur Wirkung der Calciferole auf die intestindle Mukosa ist Uber den
molekularen Mechanismus der Calciferolwirkung am Knochen relativ wenig bekannt. Man
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weil3 schon lange, da es — besonders nach Vitamin D-Uberdosierung — zu einer massiven
Entmineralisierung des Skelettsystems kommen kann, jedoch konnte erst in jingster Zeit
nachgewiesen werden, dal3 auch physiologische Calciferolmengen zu einer
Caciummobilisierung fuhren. Man nimmt an, dal3 Calciferole in den Osteoklasten, dhnlich
wie in der intestinden Mukosa, die Biosynthese eines Calciumtransportsystems induzieren.
Moglicherweise [6sen sie auch die Differenzierung von Makrophagen zu Osteoklasten aus.
Interessant ist in diesem Zusammenhang, dal3 Parathormon am Knochen nur in Anwesenheit
von Calciferolen wirkt (Loffler & Petrides 1988).

2.2) Interaktion von Vitamin D mit immunkompetenten Zellen

Die Entdeckung von 1a,25-Dihydroxyvitamin D3 Rezeptoren vor Uber 15 Jahren auf
Monozyten/M akrophagen und aktivierten Lymphozyten (Provvedini et al 1983, Bhalla et al
1983), fuhrte zur Erkenntnis weiterer Eigenschaften dieses Hormones. Rezeptoren fur 1a,25-
Dihydroxyvitamin By sind in verschiedenen Geweben vorhanden, wie z.B. in normalen und
malignen epithelialen Zellen, Lymphozyten, Thymozyten und in den meisten kernhaltigen
Zellen des Korpers Provvedini et a 1983). Abgesehen vom fast ubiquitéaren Vorkommen
dieser Rezeptoren sind manche Zelltypen sogar in der Lage, 25(OH);Ds zu seinen
nachfolgenden Metaboliten mit Hilfe einer spezifischen Ja-Hydroxylase zu metabolisieren
(Abb.5), welche einer aderen Regulation als die renale 25-OH-1a-Hydroxylase unterliegt.
Diese Zelen (Keratinozyten, Gliazellen vom Knochen, von der Plazenta und vom Gehirn,
Monozyten/Makrophagen und Pneumozyten) konnen alle 1,25(OH),Ds; synthetisieren, aber
wahrscheinlich nur im Sinne einer regionalen Verteilung. Aufgrund dieser parakrinen
Eigenschaften kann 1,25(OH),D3; auch as zytokindhnliches Molekil bezeichnet werden
(Casteels et a 1995).

IFN-g

ll

Makrophage —

Makrophage

1-Hydroxylase

25-Hydroxycholecalciferol Calcitriol

Abb.5 Die Bedeutung von Calcitriol fur die Aktivierung humaner Makrophagen. Die
Ink ubation humaner Makrophagen mit IFN-g fuhrt zu einer erhdhten Expression des Enzyms
1-Hydroxylase, welches inaktives zirkulierendes 25-Hydroxycholecalciferol in Calcitriol
umbauen kann. Da dadurch Makrophagen weiter aktiviert werden, ist dieser Vorgang ein
Beispiel fur einen autokrinen Feedback-Mechanismus (Roit et al 1996).

1,25(0OH),D3 steigert die Fahigkeit von Monozyten/Makrophagen zur Adhérenz, Chemotaxis
und Phagozytose (Gavison & Bar-Shavit 1989). AulRerdem erhdht es ihre Zytotoxizitét, die
H.O» und die Sauerstoffradikalproduktion, ein Effekt, der zur effektiveren Abtétung von
intrazellularen(Myko)-Bakterien fuhrt (Provvedini et a 1986, Girasole et a 1990, Lemire
1992, Cohen et al 1986). Calcitriol erhdht die Hitzeschockproteinproduktion und schiitz die
Monozyten vor Hitzeschaden (Polla et a 1986).

Die Ergebnisse beziiglich des Effektes vom Calcitriol auf die akzessorische Zellfunktion von
Makrophagen sind weniger eindeutig (Rigby & Waugh 1992, Shinbori et a 1992). Das
grundlegende Problem bei der Interpretation dieser Daten ist, dal3 bei den verschiedenen
Studien unterschiedliche Zellen as monozytische Zielzellen benutzt wurden. Wenn normale
Monozyten mit Calcitriol inkubiert werden, kommt es zu einer Abnahme der akzessorischen
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Zellfunktion, einer Unterregulation der AG-préasentierenden Kapazitét, einer Erniedrigung der
HLA-Klasse-11-AG-Expression und einer reduzierten Zytokinproduktion (Tokuda & Mizuki
1992, Xu et al 1993). Dagegen reagieren leukdmische monozytische Zellinien unter Calcitriol
mit einer erhdhten A G-prasentierenden Kapazitat und HLA-Klasse-11-Expression (Rigby et al
1992).

Periphere T-Lymphozyten exprimieren Vitamin D-Rezeptoren nur nach Stimulation, im
Gegensatz zu den medullaren Thymozyten, die auch im konstitutiven Zustand solche
Rezeptoren exprimieren (Hewison 1992). Obwohl gezeigt wurde, dald T-Lymphozyten direkte
Zielzellen fur 1,25(0OH),D3 sein kdnnen, werden in gemischten Immunzellpopulationen die
Effekte von 1,25(0OH),D3; auf T-Lymphozyten hauptséchlich Uber dessen Effekte auf
Monozyten/Makrophagen als AG-prasentierende Zellen vermittelt (Van Ham et a 1989,
Provvedini & Manolagas 1989, Bhalla et al 1984, Manolagas et a 1986, Hag 1989, |ho et a
1985). Lemire et al (1994) zeigten, dal3 1,25-Dihydroxyvitamin Ds die Sekretion von IL-12,
einem SchllUsselzytokin beziiglich der Aktivierung von Lymphozyten, hemmt. IL-12 induziert
die Differenzierung von Vorlaufer-T-Zellen zu T-Helfer-Zellen (Thl) und aktiviert auch
direkt diese Thl-Zelen. Durch diese Hemmung der IL-12-Produktion wird das Th1/Th2-
Gleichgewicht Richtung Th2 verschoben (Lemire et al 1995).

Beziglich der B-Lymphozyten hemmt 1,25-Dihydroxyvitamin D3 sowohl ihre Proliferation
als auch die Immunglobulinproduktion. Diese Effekte werden auch hier teilweise durch eine
direkte Wirkung auf die B-Lymphozyten, zum grofiten Teil aber durch die Unterregulation
der akzessorischen Zellfunktion der Monozyten/Makrophagen und die Inhibition der Th
Funktion vermittelt (Muller et al 1991).

TZell- A
Proliferati on

e
“@ ~ @@

B-Zelle —  IgG,

@

o

Makrophage

Abb.6 Wirkung von 1,25-Dihydroxyvitamin Iy auf das Immunsystem: Die Makrophagen
aktivieren T-Lymphozyten direkt (Zell- Zell-Kontakt) und indirekt (Zytokine, z.B. I1L-12). Bei
der Aktivierung spielt IL-12 eine zentrae Rolle. 1,25(0OH),D3s wird gleichzeitig von den
aktivierten Makrophagen produziert und kann als @n eingebauter feedback loop betrachtet
werden, weil es die IL-12-Produktion herunterreguliert und zur T und B-Zell-Aktivierung
fuhrt (Casteels et al 1995).
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2.3) Calcitriol und Differenzierung

Der Differenzierungseffekt von Calcitriol auf myeloische Zellen wurde erstmals 1981 bei der
myeloischen leuk&mischen Zellinie M1, welche von der Maus stammt, beschrieben (Abe et al
1981), wobei Calcitriol die Lysozymproduktion und die Phagozytose dieser Zellen erhohte.
Daraufhin fanden Studien auch im humanen System statt und es wurde gezeigt, dald Zellen der
myeloischen leukdmischen Zellinie HL-60 nach Calcitriol-Gabe sich ebenfalls differenzieren
lassen und in ihrem Wachstum gehemmt werden (Miyaura et a 1981, Tanaka et al 1982,
Mangelsdorf et a 1984). Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei priméren leukamischen
Proben von Patienten mit myeloischer Leukdmie gezeigt (Minker et al 1986). Provvedini et a
(1986) untersuchten auch den Einflul3 von Calcitriol auf normale isolierte Blutmonozyten.
Dabei wurde herausgestellt, dal? bel diesen Zellen im Verlauf ihrer in vitro Kultur digenigen
morphologischen Veranderungen, die zu einem ausdifferenzierteren makrophagenadhnlichen
Phanotyp fuhren, zu einem friheren Zeitpunkt als bei den Kontrollzellen stattfinden. Bei
weiteren Untersuchungen wurde gezeigt, dal3 Calcitriol die Fca R/CD89-Expression von
peripheren Monozyten, THP-1-, U-937- und MM6-Zellen erhoht, die konstitutive und IL-4-
induzierte FceRII/CD23-Expression der U-937-Zellen und der Monozyten erniedrigt und die
FcgRI/CD64-, FcgRII/CD32- und FcgRII/CD16-Expression der Monozyten senkt (Boltz
Nikulescu et al 1995). Calcitriol fuhrt zur Unterregulation der HLA-DR-, HLA-DP- und
HLA-DQ-Expression von Monozyten und erhoht die CD14-Expression der U-937- und
MM6-Zellen und weniger ausgepragt auch der Monozyten (Spittler et al 1997, Frankenberger
et a 1997).

Bezlglich der CD11-Expression ist der Calcitrioleffekt zelltypabhangig: bel den unreifen U-
937 kommt es zu einer Zunahme, bel den reifen Monozyten dagegen zu einer Abnahme der
CD11a, CD11b- und CD11c-Expression (Spittler et al 1997). CD11b ist ein Monozyten
und Granulozytenspezifisches AG, das der a-Untereinheit des Komplementfaktor 3-
Rezeptors entspricht, CD14 ein Monozyten/Makrophagen Rezeptor, welcher spezifisch fur
die Bindung an LPS ist. Da die Expresson dieser zwei Antigene stark vom
Differenzierungszustand der Zellen abhangt, werden sie oft als Differenzierungsmarker
benutzt. Bei der Entwicklung eines Endotoxinindikatorsystems mit Hilfe von humanen
monozytischen Zellinien wurden die Zellen (U-937, THP-1, MM6) mit Calcitriol
vorbehandelt, um die CD14-Expression zu erhéhen und dadurch ihre LPS-Empfindlichkeit zu
steigern (Eperon & Jungi 1996, Eperon et al 1997).

Der EinfluR von Calcitriol auf das Gerinnungssystem wurde noch nicht grundlegend
untersucht. Es gibt Hinweise dafir, dal3 Calcitriol, dhnlich den Retinoinsauren, eine
antikoagulatorische Wirkung ausiibt, indem es eine Hochregulation von Thrombomodulin und
eine Unterregulation von TF in unreifen monozytischen Zellen bewirkt (Koyama & Hirosawa
1998, Koyama et a 1998). Eine solche differenzierungsinduzierende Wirkung, die mit einer
Erniedrigung der prokoagulatorischen Aktivitdt einhergeht, konnte von grof3em Nutzen bei
Leuk&miepatienten sein, die oft an thromboembolischen Komplikationen ihrer
Grunderkrankung leiden. Es gibt Studien, in denen Vitamin Ds;-Verbindungen bel Patienten
mit positiven Ergebnissen therapeutisch eingesetzt wurden (Koeffler et al 1985, Kelsey et al
1992, Mellibovsky et a 1993), das grundlegende Problem besteht aber darin, dal3 eine
ausreichende Differenzierung der Zellen in vivo erst bei solchen Vitamin D-Konzentrationen
auftritt, die auch systemisch eine Hypercal camie bewirken.

Cdlcitriol ist also ein sehr potentes Vitamin/Hormon mit starken immunmodulierenden
Eigenschaften, seine genaue Interaktion mit immunologischen Zellen und besonders die
Interaktion mit anderen Steroidhormonen hat aber noch viele ungeklarte Aspekte.
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Il. Zielsetzung der Arbeit

Ziel unserer Studie ist es, den Einflul von 17R-Ostradiol und 1a,25-Dihydroxyvitamin Ds auf
Monozyten/Makrophagen im humanen in vitro System zu untersuchen. Unter der Annahme,
dai? diese Hormone das Proliferationsverhalten, den basalen Phanotyp/Differenzierungsgrad
und die Stimulierbarkeit monozytischer Zellen regulieren konnen, sollten folgende Parameter
untersucht werden:

Proliferationskinetik
Bestimmung des Wachstumsfaktors unreifer monozytischer Zellen unter dem Einflul3
steigender Ostrogenkonzentrationen im Kulturmedium.

DNS-Verteilungsmuster )
DurchfluRzytometrische DNS-PhasenAnalyse der MM 6-Zellen unter Ostrogeneinflulf3.

CD14-Expression
Quantifizierung  des  klassischen Differenzierungsmarkers  CD14  mittels
Durchflufizytometrie. Es sollte dabei der konstitutive Differenzierungsgrad der Zielzellen
definiert und eine mogliche Regulation durch beide Hormone untersucht werden.

TF-Expression
DurchfluRzytometrische Bestimmung der Expresson von TF vor und nach
Hormonbehandlung der Zellen. Es sollten dabel Hinweise sowohl bezlglich des
Differenzierungs- as auch des basalen Stimulierungszustandes der Zellen erfasst werden.
Anschlief3end in vitro Stimulation der Zellen mit LPS und Untersuchung des Einflusses
dieser Hormone auf die induzierte TF-Expression.

TNFa-Produktion
Mittels ELISA sollte der EinfluR von 17R-Ostradiol und Calcitriol auf die Fahigkeit
monozytischer Zellen, nach Stimulation mit LPS das Zytokin TNFa zu produzieren,
untersucht werden.

Um die Effekte dieser Hormone paralel auf urspringlich unterschiedlich differenzierte
monozytische Zellen zu untersuchen, sollten zwei monozytische Zellinien humanen
Ursprungs, die THP-1- und MM6-Zellen, und reife isolierte periphere Blutmonozyten als
Zielzellen benutzt werden.

Durch die Bestimmung von Proliferationsverhalten, Oberflachenmolekilexpression und
Zytokinsekretion unterschiedlich differenzierter monozytischer Zellen sollten wichtige
Informationen Uber den EinfluR von Ostrogenen und Vitamin 3 auf ein weites Spektrum
monozytischer Eigenschaften und Funktionen erfald und in der Diskussion der Arbeit
analysiert werden.



I1l. Materialien und M ethoden
3.1 Verwendete Substanzen und M aterialien

American Can Company, Greenwich:
Parafilm

Costar-Tecnomara, Fernwald:
24 well cdll culture cluster, hydrophil, Cat.Nr.: 3524
Kulturflaschen, hydrophil (75 cnt, Fallvermogen 250 ml), Cat.Nr.: 3376

Saarstedt:
Auflaufpipetten

Eppendorf:
1,4 ml- Zentrifugiergefél3e mit/ohne Deckel

Greiner:
50 ml- Zentrifugiergefalze (Blue cap)

Gibco BRL:

RPMI 1640 ohne Prenolrot Cat.Nr.: 31870-074

RPMI 1640 mit Phenolrot Cat.Nr.: 32404-014

L-Glutamin Cat.Nr.: 043-05030H

MEM oder NEAA (Nicht essentielle Aminosauren, 100 x) Cat.Nr.: 11140-035
Fotales Kélberserum (FKS), Cat.Nr. 10-106-151

Dulbecco’s PBS, Cat.Nr.: 14190

Bohringer Mannheim GmbH:
Penstrep (Penicillin 200 U/ml und Streptomycin 200 pg/ml), Cat.Nr. 210404
RNAse, Cat.Nr.: 1119915

Sigma Chemie:

OPI Media Supplement, Cat.Nr.: 0-5003

1a,25-Dihydroxycholecalciferol, Cat.Nr.: D1530

Phenylmethylsulfonylfluorid (PM SF) Cat.Nr.: P-7626

Lipopolyssaccharid (LPS) from Simonella Minnesota, Cat.Nr.: L-6261
Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF), Cat.Nr.: G5035
17b-Ostradiol, Cat.Nr.: E 8875

Propidiumiodid, Cat.Nr.: P 4170

Becton Dickinson:
CycleTESTO PLUS DNA Reagent Kit, Cat.Nr.: 340242
DNA Quality Control Particles. Cat.Nr.: 95-0023

Pharmacia Biotech:
Ficoll-Pagued Plusand Ficoll-Pague Research Grade, Cat.Nr.: 71-7167-00
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Spektrum
0,2 um MediaKap filter

3.2 Verwendete Antikor per

Immunotech (Coulter):

Fluorescein (FITC)-conjugated AffiniPure F(ab), Fragment Goat Anti-Mouse 1gG (H+L),
Cat.Nr.: 0819

Fluorescein (FITC)-conjugated AffiniPure F(ab’), Fragment Goat Anti-Rabbit 1gG (H+L),
Cat.Nr.: 0833

I sotypkontrolle 1gG1-FITC; Monoklonaler Mausantikorper; Cat.Nr.: IM0639

I sotypkontrolle 1gG1-PE; Monoklonaler Mausantikdrper; Cat.Nr.: IM0670

I sotypkontrolle 1gG1-PC5; Monoklonaler Mausantikorper; Cat.Nr.: IM2663

Isotypkontrolle 1IgG1-ECD; Monoklonaler Mausantikorper; Cat.Nr.: IM2714

Antikorper CD14-PE; Monoklonaler Mausantikorper; Cat.Nr.: IM0650

Antikorper CD16-PCy5; Monoklonaler Mausantikorper; Cat.Nr.: 1M 2642

Antikorper CD45- ECD; Monoklonaler Mausantikorper; Cat.Nr.: IM2710

Antikorper HLA-DR-PCy5; Monoklonaler Mausantikorper; Cat.Nr.: IM2659

American Diagnostica Inc., Greenwich; LOXO, Dossenheim
Fluorescein(FITC)-konjugierter monoklonaler AK gegen humanen TF;

Monoklonaler Maus-Antikérper, molares Verhdtnis von Fluoreszein zu Protein: 5,6:1;
Cat.Nr.: 4508CJ

MACS, Magnetic Cell Sorting
FcR Blocking Reagent, Cat.Nr.: 599-01

3.3 Geréate

Ultrazentrifuge:

K uhlzentrifuge mit Rotor JA 10 (bis 20000 g)
Beckmann

Ultrazentrifuge mit Kihlung: DuPont Sorvall RC-5 Superspeed Refrigerated Centrifuge
DuPont

Laminar-Air-Flow:
CEAG Verfahrenstechnik, Selm- Bork

Zahlautomat:

Coulter Counter: Modéll ,,Sampling Stand 11* (Serial-No. 110289)
Coulter Multisizer (Seria-No. 020289)

Coulter-lmmunotech Diagnostics, Hamburg

Magnetrihrer mit Heizplatte
Heidolph, Germany

Wasserbad mit Warmevorrichtung
K 6ttermann




Waage:
Prézisionswaage Typ K7T (Nr. 76970)
E. Mettler, Zrich

Vortex:
Vortex, Typ Vortex-Genie (Modell K-550-GE)
Scientific Industries Inc., Springfield, Massachusetts

Optik:
Lichtmikroskop, Will, Wezlar
Diaphot TMD-Inverses Mikroskop mit Phasenkontrast und Fluoreszenzeinrichtung,
Nikon

PH- Meter:
pH Digi 510
Wiss.-Techn.-Werkstétten, Weilheim

DurchfluRzytometer:

Coulter Epics XL

Technische Daten:

488 nm Argonlaser mit separatem Power Supply mit Multi-Carousel-L oader
XL-Terminal: IBM-kompatibler PC mit 166 Mhz Pentium Prozessor
Software: System I1-Software

Coulter-lmmunotech Diagnostics, Hamburg

Lysegerédt zur automatischen Probenvorbereitung:
Coulter TQ-Prep TM
Coulter-lmmunotech Diagnostics, Hamburg

Fir die Messungen am Durchflu3zytometer:

Falcon Tubes (BectonDickinson); Cat.Nr.: 2052
Sarstedt 5 ml Rohrchen (Sarstedt); Cat.Nr.: 55.476
Flow-Check (Coulter-lmmunotech Diagnostics, Hamburg), 3 x 10 ml; Cat.Nr.: 6605359

Isoton Il fUr die Durchfluf3zytometrie (Coulter- Immunotech Diagnostics, Hamburg), 20
L; Cat.Nr.: 8448011
Coulter-Clenz (Coulter-lmmunotech Diagnostics, Hamburg), 1 L; Cat.Nr.:8448188

Fir die TNFa- Bestimmung:

Beschichtungsantikorper: Anti-hu- TNFa ; ENDOGEN M-303
2. Antikorper: Anti-hu- TNFa-Bi; ENDOGEN M-302-B
Konjugat: SA-POD; ZYMED 43-4323

Substrat: TMB; DAKO; S 1600

MTP: NUNC Maxisorp; NUNC

Standard: int. HWTNFa; WHO

21



3.4 Durchfluf3zytometrie
Prinzip des Durchflul3zytometers:

Proben, die durchflul3zytometrisch analysiert werden sollen, miissen als Einzelzellsuspension
vorliegen. Die Zellen werden aus dem Probenrdhrchen in das Leitungssystem des Geréates
angesaugt und zu dem Kernstiick des Durchflul3zytometers, der Mef3zelle, transportiert. Hier
werden die Zellen von einem Laserstrahl erfaldt. Ein Hullstrom isotoner FlUssigkeit sorgt
dafir, dal3 die Zellen den Analysepunkt hintereinander passieren, sozusagen im Gansemarsch
(=hydrodynamische Fokussierung).

Sreulicht:

Trifft ein Lichtstrahl des Lasers auf eine Zelle, so andert er, abhdngig von verschiedenen
Parametern wie Querschnittsflache, Refraktionsindex, Struktur der Membran und
intrazelluléaren Bestandteilen (Kern, Granula, Vakuolen), seine Richtung.

Die Lichtstreuung ist am grofen im Kleinwinkelbereich (0-10°) des einfallenden
Lichtstrahls, d.h. der einfallende Lichtstrahl wird zum grofdten Teil in Vorwartsrichtung
abgelenkt. Dieses sogenannte Vorwartsstreulicht (, Forward Angle Light Scatter, FSC) ist
sensitiv fur die Querschnittsflache der Zellen und gibt schliefdlich Information Uber die
Z€llgrofie.

Ein geringer Teil des Lichtes streut seitwarts (90°). Die Intensitédt dieses sogenannten
Seitwartstreulichtes (,Side Angle Light Scatter”, SSC) ist sengitiv fir den Refraktionsindex
der Zellen und gibt Information Uber Granularitdt, Membranfaltung und &uf3ere Form.
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Abb.7 Strukturaufbau des Durchflul3zytometers

Lichtquelle:



Als Lichtquelle wird ein Laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation)
benutzt. Diese Lichtquelle emittiert Licht, das

monochromatisch

von hoher Energiedichte

gerichtet (einfache Justierung) und

kohérent (Lichtwellen sind gleichphasig und von einheitlicher Amplitude) ist.
Da dieser Laser nur einzelne Wellenléngen des Lichtspektrums emittiert, missen die
Fluorochrome, die benutzt werden, in diesem Emissionsspektrum des Lasers erregt werden
koénnen (Emissiondlinien von Argon in nm: 351, 457, 488, 514, 528).
Bel Lasern mit geringer Leistungsaufnahme ist aber nur ein Tell der genannten
Emissionswellenlangen nutzbar. Die kleine luftgekiihlte Argonlaserversion, die bel den
meisten analytischen Durchfluf3zytometern eingebaut ist, hat, wie auch in unserem Fall, nur
die 488-nm- Bande mit einer Leistung von 15 mW zur Verfligung.

Fluoreszenz

Sie ist definiert als die rasch abklingende Lichtemission von Molekilen nach Absorption
energiereicher Strahlung (nach Energieabsorption werden Elektroren auf ein hoheres
Energieniveau versetzt, beim Ricksprung zum Grundniveau entsteht die Photon- Emission).
Jedes Fluorochrom hat einen bestimmten Frequenzbereich, in dem es angeregt wird
(FAnregungss bzw  Exzitationsspektrum). Dieser stimmt weitgehend mit dem
Absorptionsspektrum Uberein. Bei der Rickkehr zum Grundniveau geht ein Teil der Energie
as Wéarme verloren. Deswegen ist das gebildete Licht (=Emissionsspektrum) energieérmer
und damit langwelliger als das Anregungslicht.
Fur die durchfluBzytometrische Analyse sind Fuorochrome geeignet, die enen
Exzitationsspektrum um 488 nm besitzen. Die Absorptionsmaxima der Farbstoffe sollten,
mussen aber nicht exakt bel diesem Wert liegen; wenn ein Fluorochrom auf3erhalb des
Absorptionsmaximums aber noch innerhalb des Absorptionsspektrums erregt wird, aul3ert
sich dasin einer Intensitdtsminderung, nicht aber in einer Farbveranderung.
Bel unseren Messungen wurden fir die Markierung von Oberflachenantigenen oder
intrazelluléren Bestandteilen folgende Farbstoffe eingesetzt:
- FITC (Flourescein- isothiocyanat),

PE (R- Phycoerythrin),

ECD (ein Molekill, das durch die kovalente Bindung von R- Phycoerythrin und Texas Rot

entsteht) und

PCy5 (ein Molekdl, das durch die kovalente Bindung von R Phycoerythrin und Cyanin

gebildet wird).
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Abb.8 Schematische Darstellung der Emissionsspektren der Fluorochrome

Diese Fluorochrome kann man alle mit 488 nm erregen und anhand ihrer unterschiedlichen
Emissionsspektren unterscheiden (M ehrfarbenfluoreszenzanalyse).

Diese  verschiedenen  Lichtspektren werden in  einzelnen Melkanden des
Durchfluf3zytometers detektiert. So erfaldt der

Kana 1 Emmisionen um 520 nm (grine Fluoreszenz) und somit Antikorper, die mit FITC
markiert wurden,

Kana 2 Emissionswellenlangen von ca. 580 nm (orange-rote Fluoreszenz) und somit
Antikorper, die mit PE markiert wurden,

Kana 3 Emmisionen um 650 nm (rote Fluoreszenz) und somit Antikorper, die mit ECD
markiert wurden und

Kana 4 Emmisionen um 400 nm (violette Fluoreszenz) und somit Antikérper, die mit PCy5
markiert wurden.

Kompensation:

Wie in Abb.8 ersichtlich ergibt sich nun das Problem, dal? sich die Spektren des emittierten
Lichtes zweier benachbarter Kandle teilweise Uberschneiden, so dal3 z. B. eigentlich FITC-
leuchtende Partikel félschlicherweise im zweiten Kanal (PE) erfaldt werden (und umgekehrt).
Um dem vorzubeugen, bedient man sich der Kompensation: Man setzt eine elektronische
Korrektur, um nebeneinander liegende Fluoreszenzen besser voneinander trennen zu kénnen.

Mef3vorgang:

Der Mef3vorgang kann wie folgt zusammenfassend beschrieben werden: Passiert eine Zelle
den Laserstrahl (also den Analysepunkt) werden neben dem FSC und dem SSC gleichzeitig je
nach Versuchsansatz 1-4 Fluoreszenzen detektiert, in ein elektronisches Signal umgewandelt
und auf dem Bildschirm angezeigt und gespeichert.

3.5 Zdlinien
3.5.1 Mono Mac 6-Z€llen
3.5.1.1 Kulturmedium

Die MM6-Zellen wurden freundlicherweise von Prof. Dr. A.W. LOoms Ziegler-Heitbrock aus
dem Ingtitut for Immunologie in Minchen bereitgestellt. Entsprechend den
Arbeitsvorschriften seines Labors wurden die Zellen in RPMI 1640 mit folgenden Zusétzen
kultiviert:
- L-Glutamin (2 mM)

Penicillin (200 U/ml) und Streptomycin (200pg/ml)

Non-essential amino acids (NEAA) (2x)

OPI-supplement Sigma (enthat Oxalséure, Pyruvat und Insulin)
- FKS (10%)
Nach Vorwarmung des RPMI-Mediums im Wasserbad auf 37°C wurde es mit alen Zusédtzen
auller FKS versetzt und anschlief?end durch einen Sterilisationsfilter ultrafiltriert (0,2 pm
MediaKap filter). Das FKS wurde, nachdem eine Hitzeinaktivierung bei 60°C Uber 30
Minuten erfolgte, auch durch einen Sterilisationsfilter ultrafiltriert, portioniert und bei —20°C
eingefroren. Erst unmittelbar vor dem Gebrauch wurde es dem Medium in entsprechendem
Volumen zugesetzt.
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Um eine eventuelle Besetzung des Ostrogenrezeptors durch den Farbstoff Phenolrot zu
vermeiden, wurde fUr die entsprechenden Versuche RPMI 1640 ohne Phenolrot eingesetzt.

3.5.1.2 Splitting der MM 6-Zellen

Die MM6-Zédlen wurden in dem oben genannten Kulturmedium auf 24 well plates kultiviert.
Nach Optimierung der fur die Anzucht in well plates pro well benétigten Zellzahl (siehe 4.1)
wurden die MM6-Zellen bel einer Konzentration von 400.000 Zellen pro well plate (2 ml) in
Kultur angesetzt und 3- 4 Tage lang bei 37°C und 5% CO; kultiviert.

Beim Splittvorgang wurde wie folgt vorgegangen:
Von der in eéinem well plate vorhandenen Flissigkeit (2 ml) wurde 1 ml von oben her
abgenommen und verworfen. Die Zellen wurden sorgféaltig in der verbliebenen Restfllissigkeit
(1 ml) resuspendiert; anschlief3end wurde die Flissigkeit aus alen well plates in ein 50 ml-
Zentrifugiergefd Uberfthrt und bei 20°C mit 1200 Upm 5 Min lang zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abbgenommen und verworfen und die verbliebenen Zellen wurden in 5 ml
frischem Medium resuspendiert. Danach wurde eine Vitalitétsprifung (siehe 3.5.4) und eine
Zellz&hlung mit dem Coulter-Counter (siehe 3.5.3) durchgefiihrt. Die Einstellungen des
Gerétes waren dabei:

- Full: 6,82 - 285 um

- Narrow: 8,18 - 20,73 um
Nach Entnahme der ensprechenden Zellmengen fur die Versuchsansdtze und fir eventuelle
Kryokonservierungen, wurden die restlichen Zellen erneut wie beschrieben in Kultur gesetzt.

3.5.2THP-1-Z€llen
3.5.2.1 Kulturmedium

Die THP-1-Zellen wurden in RPMI 1640 ohne Phenolrot mit folgenden Zusétzen kultiviert:
L-Glutamin (2 mM)
FKS (10%)
Nach Vorwérmung des RPMI-Mediums im Wasserbad auf 37°C wurde es mit allen Zusétzen
auller FKS versetzt und anschlief?end durch einen Sterilisationsfilter ultrafiltriert (0,2 pum
MediaKap filter). Das FKS wurde, nachdem eine Hitzeinaktivierung bei 60°C Uber 30
Minuten erfolgte, auch durch einen Sterilisationsfilter ultrafiltriert, portioniert und bei —20°C
eingefroren. Erst unmittelbar vor dem Gebrauch wurde es dem Medium in entsprechendem
Volumen zugesetzt.

3.5.2.2 Splitting der THP-1-Zellen

Die THP-1-Zellen wurden in dem oben genannten Kulturmedium auf 20ml Kulturplatten
(NUNC) kultiviert. Dabei wurden 200.000 Zellen pro ml Medium angesetzt und 34 Tage
lang bei 37°C und 5% CO, kultiviert.

Beim Splittvorgang wurde wie folgt vorgegangen:

Die Zdlen wurden im Medium resuspendiert und die gesamten 20 ml der Kulturflasche
wurden in ein 50 ml-Zentrifugiergefa? gegeben und bei 20°C mit 1200 Upm 5 Min lang
zentrifugiert. Das weitere Vorgehen war analog wie bel den MM6-Zellen beschrieben (siehe
35.1.2).
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Fur die Versuche wurden die THP-1-Zellen auch in 24 well plates kultiviert und entsprechend
den MM6-Z€llen behandelt.

3.5.3 Zéllz&hlung mit dem Coulter-Counter
Prinzip:

Bel der Zdlzéhlung mit dem adaptierten Coulter-Counter werden jeweils 500 pl der zu
analysierenden Zellsuspension Uber eine Kapillaréffnung in eine Glaselektrode gesaugt, die
gemeinsam mit einer Metdlelektrode in die Probenlésung eintaucht und mit dieser
Metallelektrode verbunden ist. Partikel werden ab einer festzulegenden Mindestgrof3e beim
Passieren der Kapillar6ffnung in Form von Schwankungen des Widerstandes zwischen den
beiden Elektroden registriert.

Praktische Durchfihrung:

Da monozytische Zellen als Einzelzellen in Suspension wachsen, hat man nach Resuspension
2x 100 pl der Zelsuspension entnommen und sie in je 10 ml Isoton (1:101) gegeben. Mit
dieser Mischung hat man 2x eine Zahlung mit dem Coulter-Counter durchgefihrt
(Errechnung des MW).

Die Gesamtzahl der Zellen berechnet sich nach folgender Formel:

(MW der Zahlrate x Verdinnungsfaktor x urspringliches Volumen x MW % lebende Zellen)
/500 pl

Um den Anteil der Iebenden Zellen abzuschétzen, wurde die unter Punkt 3.5.4 beschriebene
Vitalitatspriufung durchgefihrt.

3.5.4 Vitalitatspr ifung mit Acridinorange/ Ethidiumbromid

Zur Testung der Vitalitét der Zellen verwendeten wir Acridinorange und Ethidiumbromid.
Dabei wird die unterschiedliche Fluoreszenz |ebender und toter Zellen ausgenitzt. Bei diesem
Test fluoreszieren lebende Zellen, die Acridinorange aufnehmen, griin, und die toten Zellen
zeigen durch das Eindringen von Ethidiumbromid Rotfluoreszenz.

Fur diesen Test wurden 50 pl Acridinorange (1 mg Acridinorange in 100 ml PBS) und 50 pl
Ethidiumbromid (20 mg Ethidiumbromid in 100 ml PBS) mit 900 pl Medium vermischt. 50ul
dieser Losung wurden mit 50ul der Zellsuspension vermischt, auf einen Objekttrager
pipettiert und mit einem Deckglaschen abgedeckt. Unter dem Fluoreszenzmikroskop wurde
nun der Prozentsatz der lebenden Zellen anhand ihrer Fluoreszenz abgeschétzt.

3.5.5Kryokonservierung der Zellen

Einfriervorgang:

Fir die Aufbewahrung eines Tells der MM6- und THP-1-Zellen in flissigem Stickstoff wurde
ein spezielles Einfrierverfahren mit Dimethylsulfoxid(DM SO)-haltigem Medium eingesetzt.
DMSO ist ein fur hydrophile und lipophile Substanzen gleichermal3en geeignetes

L 6sungsmittel, das bei Temperaturen von Uber 20°C toxisch wirkt und deswegen vor Kontakt
mit den Zellen stets gekiihlt werden muf3.
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Das DMSO-hdltige Medium fir die Kryokonservierung der Zellen enthielt folgende

Bestandteile:

- RPMI 1640

- FKS30%

- DMSO 20%
Nach Festlegung der einzufrierenden Zellzahl (ca. 5 Mio Zellen) wurde das zelluldre Pellet in
Iml des Kulturmediums suspendiert und in ein Kryotube gegeben. Dieses wurde auf Eis
gelagert (0°C) und es wurde dann tropfchenweise 1 ml des vorgekuihlten Mediums mit DM SO
zugegeben (s.0.), so dal? die Lésung nun insgesamt 15% FKS und 10% DM SO enthielt .
Die Zdlen wurden dann schonend fur mindestens 24 h bei -80°C eingefroren. Man
verwendete dafir eine dickwandige Styroporbox, um die Zellen nicht zu schlagartig auf -
80°C abzukihlen (optimale Gefriergeschwindigkeit ca. 1 °C/Min). Anschlief3end wurden die
so préparierten Kryotubes moglichst rasch unter Verwendung eines Ampullenhaltersin einem
mit flissigem Stickstoff gefiillten Lagerbehdlter dauerhaft gelagert.

Auftauvorgang:

Zum Auftauen wurde das Kryotube aus dem mit flissigem Stickstoff gefillten Lagebehalter
entnommen, in ein 37°C warmes Wasserbad getaucht, bereits in angetautem Zustand unter
tropfenweiser Zugabe von 5 ml eiskaltem FKS in en 10 ml-Zentrifugierréhrchen tberfihrt
und 10 Min bei 1200 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde dann abgenommen und das
zelluldre Pellet in frischem Kulturmedium resuspendiert.

3.5.6 Erfassung und Quantifizierung von Oberflachenantigenen bei den Zellinien

3.5.6.1 Uber priifung des Ger dtes

Vor Beginn eines jeden Versuches wurde zur Uberprifung von Zustand und Funktion des
Gerétes ein sogenannter Flow-Check durchgefiihrt. Eine Suspension aus beztiglich Groéf3e und
Fluoreszenz genau definierten Latexpartikeln wurde in einem eigens vom Hersteller
empfohlenen Protokoll gemessen und die Ergebnisse beurteilt. Zeigte die Messung, dal? der
HPCV (ein Mal3 fur die Streuung der Latexpartikel) tUber 1,0 war, oder dal3 noch im Gerét
vorhandener Zelldetritus die Messung storte, so wurde das Gerat gespult, nochmals Uberpriift
und erst dann in Betrieb genommen.

3.5.6.2 Vorbereitung der Zellen fur die FACS-Analyse

Exponentiell wachsende MM6- und THP-1-Zellen wurden nach Beendigung des Versuchesin
den wells resuspendiert, und die Zellen von jeweils einem well wurden auf 2 Falcon
Rohrchen verteilt. Das eine diente als zu untersuchende Probe und das zweite as jeweilige
| sotypkontrolle dazu.

Bestimmung von CD14 an lebenden Zellen

Die Zellen (ca. 500.000) wurden abzentrifugiert, in 100 pl PBS resuspendiert und mit 20 pl
CD14 oder Isotypkontrolle 10 Min lang bei RT inkubiert. Nach Beendigung der Inkubation
wurde 1 ml PBS dazugegeben und die Zellen wurden abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen, das Pellet wurde in 800 pul PBS resuspendiert und die Proben wurden dann
gleich am FACS analysiert.
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Bestimmung von TF an Iebenden Zellen ohne Blockierung von Fc-Rezeptoren

Die Zellen wurden 1x mit PBS gewaschen und das Pellet wurde in 80 ul PBS resuspendiert
und dann mit den entsprechenden Antikdrpern (Isotypkontrolle 20 ul; TF 10 ul) far 10 Min
bei RT inkubiert. Die Antikorperbindung wurde dann mit 1 ml PBS unterbrochen, die Zellen
wurden 1x mit PBS gewaschen und in 800 pl PBS fur die FACS-Analyse resuspendiert.

Bestimmung von TF an |ebenden Zellen mit Blockierung von Fc-Rezeptoren

Die Zellen wurden nach dem Waschschritt mit PBS (s.0.) in 60 pl PBS resuspendiert, mit 20
pl FcR-blocking reagent fur 5 Min bei RT und erst danach mit den entsprechenden
Antikorpern (Isotypkontrolle 20 ul; TF 10 ul) inkubiert.

Bestimmung von TF an fixierten Zellen

Die Zellen wurden abzentrifugiert, 1x mit PBS gewaschen und das Pellet wurde in 1 ml 1%-
igem Formaldehyd-PBS-Puffer resuspendiert und fur 30 Min bel 4°C fixiert. Die Zellen
wurden dann abzentrifugiert und 1x mit PBS gewaschen. Danach wurden sie in 60 ul PBS
resuspendiert und 5 Min lang mit 20ul FcR blocking reagent bei RT inkubiert. Danach
wurden die Zelen mit TF-AK (10ul) oder Isotypkontrolle (20ul) 30 Min lang bel 4°C
inkubiert. Nach Beendigung der Inkubation wurde 1 ml PBS dazugegeben, die Zellen wurden
abzentrifugiert und das Pellet wurde in 800 pl PBS resuspendiert und am FACS anaysiert
(mit Ausnahme der FcR-Blokierung alles auf Eis oder bei 4°C).

Gleichzeitige 2-parametrische TF- und CD14-Bestimmung

Die Zellen wurden 1x mit PBS gewaschen und das Pellet wurde in 60pl PBS resuspendiert.
Danach erfolgte eine Inkubation mit 20ul FcR-blocking reagent Gber 5 Min bel RT und dann
mit den entsprechenden Antikorpern (Isotypkontrollen 20ul; CD14-AK 20ul; TF-AK 10ul)
Uber 10 Min bel RT. Die Antikorperbindung wurde dann mit 1ml PBS unterbrochen, die
Zellen wurden 1x mit PBS gewaschen und in 800ul PBS fir die FACS-Analyse resuspendiert.
Probe 1: IgG-FITC + 1IgG-PE

Probe 2: IgG-FITC + CD14-PE

Probe 3: TF-FITC + 1gG-PE

Probe 4: TF-FITC + CD14-PE

3.5.6.3 FACS-Analyse

Einzelparametrische CD14- und TF-Bestimmung

Der Diskriminator wurde auf den Parameter FSC eingestellt, d.h. es wurden rur digjenigen
Zellen/events erfaldt und dargestellt, die eine bestimmte GroRRe besallen. Auf diese Weise
wurden Zellfragmente und andere stérende Bestandteile vom Gerdt nicht registriert und es
wurde dadurch von unnétiger Informationsaufnahme entlastet.

Als erstes wurden die Zellen im FSC/SSC-Histogramm anhand ihrer Grof3e und Granularitét
dargestellt. Beide Zellinien erschienen dabel as relativ homogene Zellpopulationen und
wurden als solche in einem gate (A) eingegrenzt. Bel der weiteren Datenverarbeitung wurden
nur diese eingegrenzten Zellpopulationen analysiert.

Der mit FITC markierte TF-AK wurde in Kanal 1, der PE-markierte CD14-AK in Kanal 2
detektiert.
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Vor jeder Messung fand eine FITC- oder PE-markierte Isotypkontrolle statt. Dieses Signal
wurde dazu benutzt, die unspezifische AK-Bindung zu quantifizieren und zu speichern und
sie danach vom spezifischen Signal abzuziehen, und um die Signalstérke des Geréts fur die
jeweilige Fluoreszenz einzustellen. Da die Datendarstellung auf einer logarithmischen
Skalierung erfolgte, wurde das unspezifische Signal der Isotypkontrolle innerhalb der 1.
Dekade eingestellt und mit einem gate eingegrenzt. Bel der Messung der eigentlichen Probe
wurden dann 2 Parameter untersucht. Anhand der Anzahl der Zellen, die fur das jewellige AG
starker als die Isotypkontrolle fluoresziert haben (d.h. digienigen, die auRerhalb des gates des
unspezifischen Signals lagen), wurde der Parameter , %-positive Zellen® errechnet. Dieser
Parameter gibt bei der untersuchenden Probe Auskunft darliber, wie viele Zellen von der
gesamten Zellpopulation das untersuchende AG exprimieren. Der 2. Parameter, der untersucht
wurde, war die ,mean channel fluorescence intensity* (MCFI), d.h. die gesamte
Intensitatsstarke, mit der die zu untersuchende Probe das jeweilige AG exprimierte.

Dual parametrische CD14- und TF- Bestimmung

Bel dieser Messung wurden die Zellen ebenfalls anhand ihrer Gréf3e und Granularitét erkannt
und dargestellt.

Probe 1: IgG-FITC + IgG-PE

Probe 2: 1IgG-FITC + CD14-PE

Probe 3: TF-FITC + IgG-PE

Probe 4. TF-FITC + CD14-PE

Bel Probe 1 (Isotypkontrollen fur beide Fluoreszenzen) wurden Signalstarken und gates
eingesetzt, bei Proben 2 und 3 wurden die spektralen Fluoreszenziberlappungen kompensiert
(Abb. 9) und bel den endglltigen Geréteinstellungen wurde die 4. Probe mit beiden
spezifischen AK fur TF und CD14 gemessen.

2R

._i_'E.'_E.!H

. .F:?.F :
ﬂ
wie.ﬂ

o Wl I W ™
Abb. 9 Kompensation der spektralen Fluoreszenziiberlappungen
3.6 Periphere Blutmonozyten
3.6.11solierung der Zellen
10ml Heparin(Heparin-Natrium Braun 25000 |.E. / 5ml)-antikoaguliertes ventses Blut (0,5 ml
Heparin / 10ml Blut) wurde unter sterilen Bedingungen von gesunden méannlichen Probanden
abgenommen.
Es wurde mit dem gleichen Volumen an PBS verdinnt (1:1), und jeweils 10 ml von dieser

Blut-PBS-Mischung wurden vorsichtig auf 20ml Ficoll pipettiert (Beibehaltung der 2
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Phasen). Das Rohrchen wurde dann 20 Min lang bel 2400 Upm und 4 °C abzentrifugiert. Die
Interphase wurde abgenommen, in PBS verdinnt und nochmals bei 2400 Upm bei 4°C 6 Min
lang abzentrifugiert, um die Zellsuspension von Thrombozyten zu befreien. Das zellulére
Pellet wurde dann 1x mit PBS und 1x mit Kulturmedium (s.u.) gewaschen (1500 Upm; 4°C; 5
Min). Danach wurde es in 24ml warmem Medium resuspendiert und in Kultur gesetzt.

3.6.2 Kultur
Kulturmedium:

RPMI 1640 ohne Phenolrot mit folgenden Zusédtzen: 10% FKS, 2mM L-Glu, 100U/ml Pen
Strep.

Nach Vorwarmung des RPMI-Mediums im Wasserbad auf 37°C wurde es mit alen Zusédtzen
auler FKS versetzt und anschlief3end durch einen Sterilisationsfilter ultrafiltriert (0,2pm
MediaKap filter). Das FKS wurde, nachdem eine Hitzeinaktivierung bei 60°C Uber 30
Minuten erfolgte, auch durch einen Sterilisationsfilter ultrafiltriert, portioniert und bei -20°C
eingefroren. Erst unmittelbar vor dem Gebrauch wurde es dem Medium in entsprechendem
Volumen zugesetzt.

Kultur A:
Kultivierung von peripheren mononuklegren Zellen (= PMN- Zellen)

Die isolierten PMN-Zellen wurden nach der Dichtezentrifugation a 6ml auf 2 hydrophobe
Kulturplatten (Petriperm) verteilt und Uber 3 Tage im Brutschrank kultiviert.

Kultur B:
Kultivierung von einer Monozytenangereicherten Population (=MBP-Zellen)

Die PMN-Zellen wurden in 12ml Medium in einer Plastikkulturflasche Uber 60 Min bei 37°C
kultiviert. Der Uberstand wurde abgenommen (nicht adhirente Zellen = groRtenteils
Lymphozyten) und die adhérenten Zellen (grofdtenteils Monozyten) wurden mit kaltem PBS
kraftig gespult, von der Oberflache der Flasche abgeldst und in ein Réhrchen Uberfihrt. Die
Zellen wurden dann abzentrifugiert, in 12ml Medium aufgenommen und a 6ml auf 2
hydrophoben Kulturplatten in Kultur gesetzt (3 Tage).

3.6.3 Erfassung und Quantifizierung von Oberflachenantigenen bel den Blutmonozyten

3.6.3.1 Uberprufung des Gerates (siehe 3.5.6.1)
3.6.3.2 Vorbereitung der Zellen fur die FACS-Analyse

Protokoll 1:

Die Zellen wurden von jeder Kulturplatte abgenommen und in je 1 Rohrchen Uberfuhrt. Sie
wurden dann abzentrifugiert (1500Upm, RT, 5 Min), der Uberstand wurde abgenommen, und
die Zellen wurden in 2ml PBS resuspendiert und auf je 4 FalcontRohrchen a 0,5ml verteilt.
Diese wurden nochmals abzentrifugiert (1500U/min, RT, 5 Min), der Uberstand wurde
abgenommen, und die Zellen wurden in 80pl PBS resuspendiert.



Danach erfolgte eine Inkubation mit Antikorpern Gber 10 Min bei RT (ale 20ul aul3er TF-
FITC 10ul, auf 80ul Loésung). Die Antikorperbindung wurde dann durch Zugabe von 1ml
PBS unterbrochen und die Zellen wurden abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen,
das zellulére Pellet in 800ul PBS resuspendiert und anschlief3end am FACS analysiert.

Protokoll 2: (mit Fc-Rezeptor-Block)

Die Zellen wurden von jeder Kulturplatte abgenommen und in je 1 Rohrchen tberfihrt. Sie
wurden dann abzentrifugiert (1500Upm, RT, 5 Min), der Uberstand wurde abgenommen, und
die Zellen wurden in 2ml PBS resuspendiert und auf je 4 Falcon-Rohrchen a 0,5ml verteilt.
Diese wurden nochmals abzentrifugiert (1500Upm, RT, 5 Min), der Uberstand wurde
abgenommen und die Zellen wurden in 60pl PBS resuspendiert.

Danach erfolgte eine Inkubation mit Fc-Rezeptor-gerichteten Antikérpern (FCR blocking
reagent vom MACS Magnetic cell sorting; unkonjugiert; 20ul; 5 Min; RT), anschlief3end eine
Inkubation mit Antikdrpern fir 10 Min bel RT (alle 20ul auRer TF-FITC 10ul; auf 80pl
L6sung). Die Antikorperbindung wurde dann durch Zugabe von 1ml PBS unterbrochen und
die Zellen wurden abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, das zelluldre Pellet in
800ul PBS resuspendiert und anschlief3end am FACS analysiert.

Protokoll 3: (mit Fc- Rezeptor-Blockierung und Fixierung)

Die Zellen wurden von jeder Kulturplatte abgenommen und auf je 1 Réhrchen tberfiihrt. Sie
wurden dann bei 1500Upm (ber 5 Min bei 4°C abzentrifugiert, der Uberstand wurde
abgenommen und die Zellen wurden in je 2ml PBS resuspendiert und auf je 4 Falcon
Réhrchen a 0,5ml verteilt. Sie wurden dann nochmals bei 1500Upm Uber 5 Min bei 4°C
abzentrifugiert und anschlief3end mit je 2ml kaltem 1%-igen Formaldehyd-Puffer (PBS) 30
Min lang bel 4°C fixiert. Danach wurden sie bei 1500Upm 5 Min lang bel 4°C abzentrifugiert
und nochmals mit kaltem PBS gewaschen. Nach Abnahme des Uberstandes wurden die
Zellen in 60ul PBS resuspendiert, mit 20ul FcR blocking reagent 5 Min lang bel RT und dann
mit den Antikorpern 30Min lang bei 4°C (ale 20ul aufer TF-FITC 15ul, auf 80ul Lésung)
inkubiert. Die fixierten Zellen wurden dann 2x mit kaltem PBS gewaschen, nach Abnahme
des Uberstandes in 800l PBS resuspendiert und bis zur FACS-Analyse bei 4°C aufbewahrt.

3.6.3.3 FACS-Analyse
Dual parametrische CD14- und TF-Bestimmung (wie unter 3.5.6.3 beschrieben)

Auf diese Weise wurden speziell die CD14- positiven Zellen, d.h. die Monozyten, auf ihre
TF-Expression untersucht.
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3.7 Trypsin-Methode fir die durchfluf3zytometrische DNS-Phasen-Analyse
3.7.1 Prinzip der DNS-Phasen-Analyse

Unter normalen Bedingungen sollten alle diploiden Zellen des gleichen eukariotischen
Organismus, die sich in den G- und G;-Phasen des Zellzyklus befinden, den gleichen DNS-
Gehalt besitzen; diese DNS-Menge wird als 2C bezeichnet. Die DNS-Synthese wahrend der
S-Phase des Zdllzyklus fuhrt zu einer Erhdhung des DNS-Gehaltes, welcher am Ende der S
Phase 4C erreicht wird und wéhrend der folgenden G-Phase und Mitose diesen Wert behdlt.
Nach Beendigung der Mitose wurde die urspriingliche Zelle durch zwei Tochterzellen ersetzt,
die jeweils einen DNS-Gehalt von 2C besitzen (Abb.10a). In Abb.10b ist schematisch das
durchfluf3zytometrische Bild einer solchen Verteilung dargestellt.

Zéellzahl 1
G1

Sub G2/M

G1 S

DNS-Gehalt

Abb. 10 DNS-Synthese-Zyklus (links); schematische Darstellung am Durchfluf3zytometer
(rechts

Zur Anfarbung der DNS wurde in unserem Fall Propidiumiodid mit einem Emissiosmaximum
bei 488 nm eingesetzt und im Kanal 3 detektiert und gemessen. Da Propidiumiodid sowohl
dsDNS als auch dsRNS interkalierend bindet und anfarbt, wurden die Proben mit RNAse
vorbehandelt, um die RNS zu verdauen und dadurch schérfere DNS-Vertellungskurven zu
bekommen.

Es ist ein haufiges Phanomen, dal3 mehrere fixierte Zellen/Nuklei, die fir DNS-Anayse
angefarbt sind, sich miteinander verklumpen und dadurch vom Instrument as ein einziges
event registriert werden, das aber doppelten oder dreifachen DNS-Gehalt besitzt. Es ist
deswegen von grofder Wichtigkeit, zwischen Einzelnuklel (singlets) und verklumpte Nuklei
(duplets, triplets u.s.w.) bei der Aquisition der Daten zu diskriminieren (Abb.11 und 12).
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Abb. 11 Singlets werden von Duplets, Triplets usw. abgegrenzt. Dieser VVorgang wurde durch
die Moglichkeit des EPICS XL erzielt, FL 3-detektierte Events sowohl fir ,area* (FL3) als
auch mit der AUX-Funktion fur ,height* (AUX FL3-peak) zu analysieren.

FL3%

AUX-FL3-
peak
Abb. 12 Bei der Darstellung des FL3/AUX FL 3-peak-Histogramms erscheinen alle Singlets
auf einer diagonalen Linie. Events, die Uber dieser Diagonaen liegen, sind Duplets oder
Triplets und wurden auf diese Weise ausgegrenzt.

Die eingegrenzten Singlets wurden dann zur Visualisierung bei den restlichen Histogrammen
eingesetzt und weiter ausgewertet.

3.7.2 Einstellung des Ger ates

Das EPICS XL wurde mit Hilfe des Becton Dickinson DNA Quality Control Particles
eingestellt. Gemal3 dem Kit-Protokoll wurde ein Tropfen der Huhnererythrozytenkerne
(CEN)-Losung in ein Rohrchen, das 1ml Propidiumiodidlésung enthielt, gegeben und der
ganze Ansatz wurde im Dunkeln tber 10 Min bei RT inkubiert.

Die Aquisition dieser Partikel am EPICS XL untersuchte die Linearitdt und Auflésung des
Gerdtes und wurde dazu benutzt, die Diskriminationsgrenzen, die Signalstérke
(photomultiplier tube voltages, amplifier gains) und die Ful¥ate einzustellen. Diese
Einstellungen wurden dann mit leichten Modifizierungen fir die humanen nukledren Proben
benutzt.
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Abb. 13 Eswerden 8 Referenz-peaks im FL3-Histogramm gezeigt. Die ersten 4 peaks
représentieren die Singlets, Duplets, Triplets und Quadruplets. Die Meanwerte im Kanal
waren ungefdhr 2, 3 und 4 mal hoher im Vergleich zum Singlet-Peak, d.h. die Reaktion des
Instruments war linear und die Kerne wurden korrekt angefarbt.

Reagentien Cycletest PLUS DNA reagent kit (Becton Dickinson):

Losung A:
Trypsin in Spermintetrahydrochlorid-Detergenzpuffer (zur enzymatischen Aufldsung von

Zellmembranen und Freisetzung von Kernen aus Gewebefragmenten).

Losung B:
RNAse A und Trypsininhibitor in Sperminpuffer (zur RNA- Verdauung und Inaktivierung des
Trypsing)

L6sung C:
Propidiumiodid in Sperminpuffer (zur Stabilisierung und Farbung des Chromatins)

Pufferldsung:
Dimethylsulfoxid (DM SO) in Saccharose-Natriumcitratpuffer (zur Zellpraparation und
Lagerung oder in vitro fur Feinnadel aspirate an frischem Gewebe)

3.7.3Vorbereitung der MM6-Zellen fur die durchflul3zytometrische DNS-Analyse

Die Zellzahl wurde bestimmt und es wurden Proben mit je 1-1,5 Mio Zellen in Kulturmedium
angefertigt. Die Zellen wurden dann bei 200g 5 Min lang zentrifugiert, der Uberstand wurde
verworfen. Das Pellet wurde mit PBS (3ml) resuspendiert, in Falcon 2052 Tubes tberfihrt
und bei 200g 5 Min lang gewaschen. Die Zellen wurden in 3 ml Pufferlésung resuspendiert
und bei 300g 5 Min lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen wurden
wieder in 1,5ml Pufferldsung resuspendiert und bel 300g 5 Min lang zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dann vorsichtig abgenommen und verworfen. Eventuelle Uberstandsreste
wurden vorsichtig getrocknet. Die Zellen wurden 10 Min lang mit 250ul Lésung A behandelt.
Danach wurde 200ul Lésung B tGber 10 Min hinzugegeben. Anschlief3end wurde 200ul kalte
Losung C zu den Kernen gegeben und im Dunklen auf Eis Gber weitere 10 Min inkubiert. Um
eine langere Lagerung der Proben zu vermeiden, wurde die durchfluzytometrische Analyse
der Proben direkt nach Beendigung der Inkubationszeit durchgefihrt.

3.8 Bestimmung von Tumor Necrosis Factor a

Vorbereitung der Zellen:



Die MM6-Zellen und die isolierten peripheren Blutmonozyten wurden je nach
Versuchsansatz mit oder ohne Calcitriol (40 ng/ml; 48 h) oder/ und E, (O bis 1000 pg/ml; 24h)
in Kultur gesetzt. Stimulationen wurden mit 1ug/ml LPS (5h) durchgefihrt. Fur die TNFa-
Bestimmungen wurde aus dem jeweiligen well 1,2ml des Uberstandes bei 2000g tiber 10 Min
abzentrifugiert und 1ml des erneuten Uberstandes bis zur Analyse bei —20°C aufbewahrt.

Vorbereitung der verwendeten Substanzen:

Beschichtungspuffer:

50mM NaHPO4, pH=9,6 mit 5M NaOH (35,59 NagHPO, / 5L)

Assaypuffer (LKQC):

0,15M NaCL (45,09)

50mM Tris-Base (30,09); auf 3 | mit bidest. H,O aufgefiillt; pH=7,75 mit HCL eingestellt
0,005 % Thimerosal (0,25g)

0,01% Tween 40 (0,50)

0,5% RSA (259)

0,05% R-g-Globulin (2,50)

20puM Diethylentriaminpentaessigr. (39.35mg) wurde auf 5 | aufgefillt, Gber 8um filtriert und
bei 4°C gelagert

Waschpuffer:

50mM TrispH=7,2

0,2% Tween 20

0,005% Thimerosal

Beschichtungslsung:

Anti-hu-TNFa c=1pg/ml (200 ng/w) in Beschichtungspuffer verdinnt (20ml/Platte)
Standardreihe:

Internat. NISC-Std.-hu-TNFa wurde nach Herstellervorschriften gelost und in LKC verdinnt
(je 1.2 Schritte).

Std.-7=2000 pg/ml bis Std.-1=31,25 pg/ml Std.-O=LK Cpg/ml

250ul-Portionen bei —20°C gelagert

Proben:

in LKC auf ca. 40-1500 pg/ml verdinnt

2. Antik6rperl6sung:

Anti- TNF-Bi ¢=25 ng/ml (5 ng//w) in LKC verdinnt (20ml)

SA-POD-Konjugat:

SA-POD 1:8000 in LKC verdiinnt (20ml/Platte)

TMB-Substrat (gebrauchsfertig)

1M H2S04:

56 ml SO, 96% ad 1 | Ho0 (evtl. auf Eis)

Durchfthrung:

Beschichtung:
Die Mikrotiterplatte wurde mit 200ul/w Beschichtungslosung gefillt, 48h bei 4°C inkubiert
und 2x mit 300ul/w Waschpuffer gesplilt.

Nachbeschichtung:
Es wurden 300ul/w LKC-Puffer 1h bei RT inkubiert, danach mit 300ul/w Waschpuffer
gespult, 1h lang bei RT getrocknet und bei —20°C gelagert (bei sofortigem Gebrauch wurde
3x gewaschen).

Proben, Std., Kontrollen:



Die gelagerten Platten wurden 3x gewaschen (je 300ml/w Waschpuffer) 100ul/w LK C-Puffer
und 100pl/w Std., K1+2, die Proben wurden 2h lang bel RT geschittelt (je 300ul/w
Waschpuffer).

Antikorperlésung:
Es wurden 200ul/w Anti-TNF-Bi-L6sung gegeben, 2h lang bel RT geschittelt und 3x
gewaschen (je 300ul/w Waschpuffer).

SA-POD-K onjugat:
200ul/w Konjugatlosung wurde ¥2h lang bei RT geschiittelt und anschlief3end 3x gewaschen
(je 300pI/w Waschpuffer).

TMB-Substrat:
200ul/w Substratlésung wurde ca. 15 Min lang bel RT geschiittelt (sehr temperatutrabhangig,
darum Farbung beobachten).

Stop:
Um die Resaktion zu beenden, wurden 50upl/w 1M H,SO, unter leichtem Schwenken
hinzugefugt.

Messung:
Die Messung wurde bei 450/690nm durchgefiihrt.

3.9 Datenverarbeitung/ statistische Auswertung

Die Daten, die wir im Laufe unserer Versuche erhielten, wurden auf einem PC (Pentium 133
MHz, Betriebssystem: Windows NT 4.0, Office: Windows 98) mit den Programmen SPSS fur
Windows und Microsoft Excel analysiert. Die Texte wurden mit Microsoft Word erstellt. Die
Gestaltung bzw. Bearbeitung der Histogramme oder anderer Abbildungen erfolgte mit Paint,
Power Point und Adobe Photoshop.

Fir die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde im SPSS-Programm der Wilcoxon Test
flr gepaarte Stichproben verwendet (Signifikanzniveau p<0,05).



IV. M ethodische Vorversuche
4.1 Optimierung der fur die Anzucht in well plates pro well benétigten Zellzahl

Versuchsziel

Die bei der Anzichtung in well plates verwendete Zellzahl hat Auswirkungen auf das
Wachstumsverhalten und die Vitalitat der MM6-Zellen. Ziel des Versuches war, die optimale
Zéllzahl pro well zu ermitteln.

Versuch 1 — Kultivierung tGber 3 Tage

Aufbau :
In je 4 wells wurden folgende Mengen an MM6-Zellen kultiviert:
- 800.000 Zellen

400.000 Zellen

200.000 Zellen

100.000 Zellen

50.000 Zellen

Versuch 2 — Kultivierung Uber 4 Tage

Aufbau:
In je 4 wells wurden folgende Mengen an MM6-Zellen kultiviert:
400.000
200.000
100.000
50.000
Ergebnisse
|—0— 3 Tage Kultur | —o— 3 Tage Kultur
s 3 < 100
< 25 2 o8
© A/‘—_—.\ Q
% 2 & ~— N g6
£ 15 s [ e——
S 05 ® 92
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|—0— 4 Tage Kultur | |—0— 4 Tage Kultur |
§ 5 c 100
f‘g 4 /0/‘\. E %8 e
E 3 o o 96
22 c 94
(%] (0]
51 8 92
=0 . . . . X 90 ' ' ' '
0,05 0,1 0,2 0,4 0,8 0,05 0,1 0,2 04 0,8
Anfangskonzentrationen in Mio Anfangskonzentrationen in Mio
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Abb. 14 WF und Vitalitdt der MM-6-Zellen im Verlauf einer 3 bis 4-tdgigen Kultur bel
verschiedenen Anfangskonzentrationen.

Bei der Vitditatsprifung war festzustellen, dal? eine hohe Anfangskonzentration der Zellen in
den well plates (400.000- 800.000) mit einer hohen Rate an abgestorbenen Zellen nach einer
3- bis 4-tégigen Kultur korrelierte. Zudem war bel diesen Zellen, auch wenn sie als ,,|ebend*
einzustufen waren, zu beobachten, dal3 etliche einen rétlichen Randsaum aufwiesen. Diese
Zellen dirften als , sterbend” einzustufen sein. In den dbrigen wells war der Anteil |ebender
Zellen um so grof3er, je weniger Zellen ausgesét wurden.

Der Faktor, um den sich die Zellen in den wells vermehrt hatten, war in den wells mit 200.000
und 100.000 Zellen am grofdten und in den wells mit 800.000 Zellen am kleinsten.

4.2 Untersuchung des Einflusses des Far bstoffes Phenolrot im Kulturmedium auf die
Proliferation der Zellen

Fragestellung
Es wurde untersucht, ob das Vorhandensein des Farbstoffes Phenolrot im RPMI-Medium
einen Einflul auf die Proliferation der MM6-Zédllen hat.

Vorgehen

Es wurden je 12 x 200.000 MM6-Zellenim Ublichen Kulturmedium mit und ohne Phenolrot
unter sonst gleichen Bedingungen kultiviert. Nach 4 Tagen wurde eine Zellzéhlung
durchgeftihrt und der Wachstumsfaktor (Quotient Zellzahl nach Kultur / angesetzte Zellzahl)
der Zellen ermittelt.

Ergebnisse

||:| mit Phenolrot @ ohne Phenolrot

Wachstumsfaktor

MW aus 3 Versuchen

Abh.15 Einfluf? von Phenolrot im Kulturmedium der MM6-Zellen auf deren
Proliferationsverhalten

Der MW des Wachstumsfaktors bei diesen 3 Versuchen war also Phenolrot-unabhéngig.

4.3 Unter suchung des Einflusses der Lage der Zellen in der Kulturplatte auf ihre
Proliferation

Fragestellung



Alle Proliferationsversuche der MM6-Zellen wurden im ,,24 well cell culture cluster der

Firma Costar durchgefihrt.

Diese Platte besteht aus 24 ,wells* und ist folgendermalien aufgebaut:

Reihe 1 Reihe 2 Reihe 3 Reihe 4 Reihe 5 Reihe 6
wdl 1 Well 5 Well 9 Well 13 wdl 17 Wdl 21
Well 2 Well 6 Well 10 Well 14 Well 18 Well 22
Well 3 Well 7 Well 11 Well 15 Well 19 Well 23
wdl 4 Well 8 Well 12 Well 16 Wdl 20 Wdl 24

Mit Hilfe dieses Versuchs wollten wir untersuchen, ob die Lage der Zellen in den wells, z.B.
Reihe 1 am Rande der Kulturplatte, Reihe 3 in der Mitte, aus atmosphéarischen oder
stereodynamischen Griinden deren Proliferationsverhalten beeinfluf3t.

Ergebnisse

Zéellzahl pro well nach 3 Tagen Kultur:

Reihe 1 Reihe 2 Reihe 3 Reihe 4 Reihe 5 Reihe 6
Wdl 1 Well 5 Well 9 Well 13 wdl 17 Wdll 21
1,094 Mio 1,08 Mio 1,05 Mio 0,948 Mio 1,06 Mio 1,09 Mio
Well 2 Well 6 Well 10 Well 14 Wdll 18 Well 22
1,025 Mio 1,01 Mio 1,11 Mio 1,03 Mio 1,08 Mio 1,02 Mio
Wdll 3 Well 7 Well 11 Well 15 Wdl 19 Wl 23
1,097 Mio 1,01 Mio 1,21 Mio 1,124 Mio 1,08 Mio 1,21 Mio
Wdll 24 Well 8 Well 12 Well 16 Wdl 20 Wdl 24
1,108 Mio 1,15 Mio 1,13 Mio 1,216 Mio 1,18 Mio 1,25 Mio

Tab. 4 Zellzahl pro Well nach 3 Tagen Kultur der MM6-Zellen

Vergleich zwischen Reihe 1 und 4

14

FE

12

L

—e— Reihe 1

0,8

Zellzahl

0,6
0,4

—#— Reihe 4

0,2

well
1/13

well
3/15

well
2/14

well
4/16

Vergleich zwischen Reihen 2 und 5

14 |

—4

-

1,2
1 _J‘

—e—Reihe 2

0,8

Zellzahl

0,6

—®—Reihe 5

0,4

0,2

well
5/17

well
7/19

well
6/18
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Vergleich zwischen Reihen 3 und 6

14
’ ‘ ‘ 7$<
1,2
_ 1 :V — -
S 0,8 —&— Reihe 3
T 0.6 —#— Reihe 6
N 0,4
0,2
0
well well well well

9/21 10/22 11/23 12/24

Die Mittelwerte von Rethe 1 und 4 waren identisch; der Mittelwert von Rethe 6 war um 1,8%
hoher as der von Reihe 3, und der Mittelwert von Rethe 5 war um 3,8% hoher a's der von
Reihe 2.

Der Verdacht, dai3 die Zellen, die in den wells am Rande der Platte angeziichtet werden,
schlechter wachsen, bestétigte sich nicht.

Die wells der Reihe 1 befinden sich alle am linken Rand der Kulturplatte, die Reihe 4 dagegen
in der rechten Mitte, der durchschnittliche Wachstumsfaktor der Zellen war jedoch bei beiden
Reihen identisch. Die Unterschiede bei den anderen beiden Vergleichspartnern waren auch
minimal.

Daraus |&13t sich schlief3en, dai’ die Ergebnisse der Experimente unabhangig von der Lage der
Zéellen auf der Kulturplatte sind.

4.4 Beurteilung der |solationsmethode der peripheren Blutmonozyten

Fragestellung

Es sollte untersucht werden, ob der kurze Adhérierungsprozeld der PMN-Zéllen (3.6.2, Kultur
B) tatsachlich zu einer Monozytenbereicherung fuhrt.

Ergebnisse

1. Durchfluf3zytometrische Quantifizierung der CD14-Expression
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Abb.17: CD14-Expression: Vergleich zwischen PMN- und MBP-Zellen



Je nach Proband waren nach Ficolldichtezentrifugation unterschiedliche Mengen an
Monozyten vorhanden, ndmlich zwischen 7 und 15%. Bel diesem Versuch waren 11,1% der
isolierten Zellen CD14-positiv.

Nach einer 3tégigen in vitro Kltivierung der PMN-Zellen waren nur noch 3,4% der Zellen
CD14-positiv. Der Antell der CD14-positiven Zellen direkt nach Entfernung der nicht
adhérenten Zellen wurde nicht bestimmt, deren Anteil nach einer 3-tagigen Kultur von MBP-
Zellen betrug jedoch 11,7%, d.h. durch diese Methode kam es zu einer
Monozytenanreicherung mit einem Faktor von 3,5.

2. Lichtmikroskopische Analyse (siehe Anhang, Photo 1 - 4)

Bei den PMN-Zdl-Kulturplatten waren deutlich mehr Zellen vorhanden. Bel der niedrigeren
Auflésung (Photo 1) schienen die Zellen relativ homogen untereinander zu sein und waren
relativ gleichméldig verteilt. Bel der hdheren Auflésung (Photo 2) waren sporadisch Zellen zu
sehen, die eine unregelméldigere Form und eine ,, Verklumpungstendenz* besal3en.

Bei den MBP-Zdl-Kulturplatten waren erheblich weniger Zellen vorhanden. Schon bei der
niedrigeren Auflésung (Photo 3) konnte man erkennen, dal3 diese nicht gleichmaldig verteilt
waren, sondern eine Aggregationstendenz und eine unregel maliigere Form hatten.

Obwohl nach 3 Tagen in vitro Kultur der prozentuale Anteill an CD14-positiven Zellen
abgenommen hatte, waren bei den MBP-Zellen tatsichlich mehr CDZ14-exprimierende
Monozyten vorhanden.

4.5 Methodik zur Bestimmung der Oberflachenexpression vom TF bei den peripheren
Blutmonozyten

4.5.1 Basaler und LPS-induzierter TF ohne Fc-Rezeptor-Block

Isolierung / Kultur
PMN- und MBP-Zellen wurden wie oben beschrieben isoliert (siehe 3.6.1) und entsprechend
in Kultur A und B (siehe 3.6.2) angesetzt.

Vorbereitung fur die FACS-Analyse
Vorbereitung nach Protokoll 1 (siehe 3.6.3.2)

Stimulation
Jeweils die Zellen der einen Platte von Kultur A (PMN-Zellen) und B (MBP-Zellen) wurden
4 hlang mit 1 pg/ml LPS stimuliert.

FACS-Analyse (wie unter 3.6.3.3 beschrieben)

Ergebnisse
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Abb.18 Basaer und LPS-induzierter TF ohne Fc-Rezeptor-Block

PMN-Zédllen:

Nach 3-tagiger Kultur waren die CD14-positiven Zellen basal zu 85,8% TF-positiv, nach 4-
stindiger LPS-Stimulation waren sogar weniger Monozyten TF-positiv (74,4%).

Dagegen nahm die MCFI fur TF bei den CD14-positiven Zellen um einen Faktor von 3,7 zu.
MBP-Zellen:

Diese hatten eine relativ niedrigere basae TF-Expression (40,6%), diese nahm nach LPS-
Stimulation um 13,6% (54,2%) zu. Die MCFI stieg um einen Faktor von 1,3 an.

4.5.2 Basaler und LPS-induzierter TF mit Fc-Rezeptor-Block

Isolierung / Kultur

MBP-Zellen wurden wie beschrieben isoliert (sehe 3.6.1) und entsprechend 2 Tage lang in
Kultur B (siehe 3.6.2) kultiviert.

Simulation
Die Z€llen einer Platte wurden jeweils 4 h lang mit 1 pg/ml LPS stimuliert.

Vorbereitung fur die FACS-Analyse
Vorbereitung nach Protokoll 2 (siehe 3.6.3.2)

FACS-Analyse (wie unter 3.6.3.3 beschrieben)

Ergebnisse
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Abb. 19 Basde und LPS-induzierte TF-Expression mit Fc-Rezeptor-Block bei MBP-Zellen
nach 2 Tagen Kultur

Die basale TF-Expression bei den CD14-positiven Zellenbetrug 10%. Nach einer 4-stiindigen
LPS-Stimulation stieg sie um 31,1% an (41,1%), die MCFI stieg um einen Faktor von 2,1 an.

45.3 Vitalitat der Zelen und basaler TF im Verlauf der in vitro-Kultur

Isolierung / Kultur

MBP-Zellen wurden wie beschrieben soliert (siehe 3.6.1) und entsprechend 3 Tage lang in
Kultur B (siehe 3.6.2) gesetzt.

Vitalitatsprtufung (wie unter 3.5.4 beschrieben)

Vorbereitung fur die FACS-Analyse
Nach Protokoll 2 (wie unter 3.6.3.2 beschrieben)

FACS-Analyse (wie unter 3.6.3.3 beschrieben)



Ergebnisse
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Abb. 20 Vitalitét und basale TF-Expression im Verlauf der In vitro-Kultur

Gleich nach der Ficoll-Dichtezentrifugation und einigen Waschschritten waren 16,4% der
Zellen CD14-positiv. Fast ale lebten und waren mit dieser Bestimmungsmethode zu ca. 6%
TF-positiv.

Bel diesem Versuch wurden diese Parameter im Verlauf einer 3-tdgigen in vitro-Kultivierung
dieser Zellen verfolgt, um den gunstigsten Moment fur die Stimulationen herauszufinden.

Der Unterschied zwischen 24 h und 48 h Kultur bezlglich der Lebendigkeit der Zellen und
basder TF-Expression war minimal (LF:90-89 %; TF:13-14 %). Nach 72 h war der Anteil der
toten Zellen etwas hoher (15 %) und die basale TF-Expression etwas stérker (17 %).

45.4 LPS-Empfindlichkeit der Zellen im Verlauf der Kultur

Isolierung / Kultur

PMN-Zellen wurden wie beschrieben isoliert und MBP-Zellen wurden in Kultur gesetzt
(Anm.: FUr den ersten Teil des Versuches wurden PMN-Zellen gleich nach Isolierung fur die
Dauer der Stimulation mit LPS in hydrophoben Platten in Kultur gesetzt; MBP-Zellen wurden
wiein 3.6.2 beschrieben kultiviert und erst nach 2 Tagen stimuliert).

Vorbereitung fur die FACS-Analyse
Nach Protokoll 3 (wie unter 3.6.3.2 beschrieben)
Ergebnisse
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Abb. 21 LPS-Empfindlichkeit der PMN- und MBP-Zéllen im Verlauf der in vitro-Kultur

Die PMN-Zéllen, die sofort nach Isolierung stimuliert wurden, waren sehr LPS-empfindlich.
Nach einer 5stindigen Inkubation mit 10 ng/ml LPS waren 58,6% mehr Monozyten TF-
positiv (Anstieg von basal 11,1% auf 69,7%), die mittlere Kanalfluoreszenz nahm um einen
Faktor von 4,4 zu.

Nach einer 5-stiindigen Inkubation mit 1pg/ml LPS waren 62% mehr Monozyten TF-positiv
(Anstieg von basal 11,1% auf 73,1%), die mittlere Kanalfluoreszenz nahm um einen Faktor

von 4,7 zu.



Die MBP-Zé€llen, die 2 Tage lang kultiviert wurden und erst dann mit LPS stimuliert wurden
reagierten deutlich schwéacher auf LPS.

Nach einer 5stindigen Inkubation mit 10ng/ml LPS waren nur 2,2% mehr Monozyten TF-
positiv (Anstieg von basal 7% auf 9,2%), die mittlere Kanafluoreszenz nahm um einen
Faktor von 1,1 zu.

Eine Erhohung der LPS-Konzentration auf 1pg/ml fihrte aber auch bel diesen Zellen zu einer
deutlichen Zunahme der TF-Expression. Es waren nach Stimulation 18,6% mehr Monozyten
TF-positiv (Anstieg von basal 14,4% auf 33%), die mittlere Kanalfluoreszenz nahm um einen
Faktor von 1,7 zu.

4.6 Methodik zur Bestimmung der Oberflachenexpression vom TF bei MM 6-Zellen
4.6.1 Basale TF-Expression; Bedeutung der Blockierung von Fc-Rezeptoren

Zdlen
Exponentiell wachsende MM 6- Zellen wurden am 3. Tag ihrer Kultur gesplittet.

Methodik (siehe 3.5.6.2, Bestimmung von TF an lebenden Zellen mit oder ohne Blockierung
von Fc-Rezeptoren)

Ergebnisse

Durchschnittlich 74% aller registrierten Ereignisse wurden bei der FSC/SSC-Darstellung im
gate A eingegrenzt.

Mit Fc-Rezeptor-Block :

Probel: IgG-FITC

Probe2: TF-FITC

Ohne Fc-Rezeptor-Block :

Probe 3: IgG-FITC

Probe4: TF-FITC

Signalstérken und gates wurden bel Probe 1 eingestellt und dann nicht mehr verandert.

%-positive Zellen  MCFI
Probel (0,8 0,371
Probe2 |22,4 1,56
Probe3 (6,8 0,674
Probe4 | 64,6 2,18

Tab. 6: TF-Expression mit und ohne Fc-Rezeptor-Blockierung
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Abb. 26 Bedeutung der Fc-Rezeptor-Blockierung fur die unspezifische Bindung und fir das
spezifische Signal; , % TF- positiv* (links), MCFI (rechts)

Anhand des Parameters ,%-positive Zelen® nahm die unspezifische Bindung der
Isotypkontrolle ohne Fc-Rezeptor-Blockierung um 6% zu. Die spezifische Bindung des
Antikorpers fur TF nahm um 42,2% zu.
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Abb. 27 zeigt anhand des Multlgraph Overlay Reports die graphlsche Uberlagerung der 2

Isotypkontrollen {inks) und die graphische Uberlagerung der spezifischen AK-Bindungen
(rechts); linke Kurve jeweils mit Fc-Block und rechte Kurve ohne Fc-Block.

Es wird deutlich, dal3 die MM6-Zellen schon im unstimulierten Zustand signifikante Mengen
an Fc-Rezeptoren produzieren, die sowohl die unspezifische al's auch die spezifische Bindung
fur TF beeinflussen. Da sich die Expression dieser Rezeptoren besonders im Rahmen von
Stimulierungen der Zellen stark erhoht, ist es sinnvoll, diese vor Zugabe der spezifischen
Antikorper zu blockieren und damit die unspezifische Bindung zu reduzieren.

4.6.2 Vergleich von Gesamtpopulation und CD14-positiven Zellen im Hinblick auf die
basale TF-Expression

Zdllen
Exponentiell wachsende MM6- Zellen wurden am 3. Tag ihrer Kultur gesplittet.

Methodik (siehe 3.5.6.2, Bestimmung von TF an lebenden Zellen mit Blockierung von Fc-
Rezeptoren, gleichzeitige 2-parametrische TF- und CD14-Bestimmung)

Ergebnisse

a7



Bei der FSC/SSC-Darstellung wurden die MM6-Zellen wie gewdhnlich in gate A eingegrenzt
(75% aller registrierten Ereignisse), diese Zellen wurden im Hinblick auf ihre CD14-

Expression untersucht (Abb. 28). 70,1% der Zellen in gate A waren CD14-positiv (= gate G =
CD14+).
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Abb. 28 Isotypkontrolle (links); spezifische Bindung fur CD14 (rechts)

Die TF-Expression der Gesamtpopulation (gate A, siehe Abb. 29) und der CD14-positiven
Zellen (gate G siehe Abb. 29) wurde untersucht.
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Abb. 29 TF-Expression der Gesamtpopulation (links) im Vergleich zu den CD14-positiven
MM6-Zellen (rechts).

Der Parameter ,,% positive Zellen* war bei beiden Gruppen identisch und betrug fir TF
11,6%. Die ,mean channel fluorescence intensity* fur den 1. Kanal (TF) war fur die CD14-
positiven Zellen um einen Faktor von 1,072 hoher (1,94 vs. 1,81). Abb. 30 zeigt die
graphische Uberlagerung des Signals fiir TF bei den beiden Gruppen.
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Abb. 30 Multigraph Overlay Report, spezifisches Signal fur TF bei der Gesamtpopulation
und bei den CD14-positiven MM6-Zellen



V Ergebnisse Calcitriol
5.1 MM6-Zélen
5.1.1 Einflufd von Calcitriol auf die CD14-Expression

Zdllen

Exponentiell wachsende MM6-Zellen wurden am 3. Tag ihrer Kultur gesplittet. Sie wurden
dann 48 h mit oder ohne Calcitriol (40 ng/ml) in 24 well plates wie in 3.5.1 beschrieben
kultiviert.

Methodik (siehe 3.5.6; Bestimmung von CD14 an lebenden Zellen)

Ergebnisse

In der FSC/SSC-Darstellung wurden die MM6-Zellen as relativ homogene Population
erkannt und eingegrenzt (gate A), wobel sich in diesem gate zwischen 70 und 80 % aller
registrierten Ereignisse befanden (Abb. 22).
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Abb. 22 Erscheinungsform der MM6-Zéellen in der FSC/SSC-Darstellung

%CD14-positive Zellen |Basal Calcitriol  MCFI basal Calcitriol
Versuch 1 895 97,6 11,24 75,13
Versuch 2 886 975 10 70,93
Versuch 3 854 948 10,48 77,06
Versuch 4 853 974 10,04 75,11
Versuch 5 885 985 793 681
Versuch 6 89,3 981 894 734
MW 878 97,3 9,8 73,3

SD 1,9 1,3 1,2 3,3

Tab. 5 CD14-Expression der MM6-Zellen ohne und mit Calcitriol
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Abb. 24 Einflul3 von Calcitriol auf die CD14-Expression der MM6-Zellen (MCFI)

Die MM6-Zellen waren basal durchschnittlich zu 87,8 % CD14-positiv. Nach 48 h Calcitriol-
Behandlung waren sie zu 97,3 % CD14-positiv, d.h. 9,5 % mehr der registrierten Ereignisse
waren positiv fir CD14 (Abb. 23). Der Vit.Ds-Effekt scheint anhand dieses Parameters relativ
moderat zu sein, es liegt aber daran, dal3 schon konstitutiv die Zellen zu einem hohen
Prozentzahl CD14 exprimieren. Anhand des Parameters ,,mean channel fluorescence
intensity” (MCFI) fur CD14 (Abb. 24), der zusétzlich Auskunft tber die Menge von CD14
pro registriertes Ereignis gibt, wird der Calcitriol-Effekt deutlicher (Zunahme um einen

Faktor von 7,5, p<0,03).
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Abb. 25 zeigt anhand des Multigraph Overlay Reports die graphische Uberlagerung von den 4
Proben eines représentativen Versuches. Die unspezifische Bindung, demonstriert anhand der
Isotypkontrollen, ist fir beide Zellgruppen fast identisch (2 Uberlagerte Kurven links). Die
mittlere Kurve zeigt die konstitutive CD14- Expression der MM6- Zellen und die rechte
Kurve die Calcitriol- induzierte CD14- Expression.



5.1.2 Einflu® von Calcitriol auf die basale und L PS-induzierte TF-Expression

Zdellen

Exponentiell wachsende MM6-Zellen wurden am 3. Tag ihrer Kultur gesplittet. Sie wurden
dann mit und ohne 40 ng/ml 1,25(0OH),Ds fir 48 h in Kultur gesetzt. Die stimulierten Proben
wurden mit 1 pg/ml LPS 5 h lang inkubiert.

Methodik (siehe 3.5.6.2, Bestimmung von TF an lebenden Zellen mit Blockierung von Fc-
Rezeptoren, einzel parametrische TF- und CD14-Bestimmung)

Ergebnisse
%-TF- positive Zellen | Basal LPS

OhneVit.D; MitVit. D3 OhneVit. D3 Mit Vit. D3
Versuch 1 26,3 13,8 42,5 19,6
Versuch 2 29,2 11,6 40 19,9
Versuch 3 29,5 14,3 38,8 19
Versuch 4 28,6 12,3 38,3 194
Versuch 5 28,2 13,5 38,8 18
Versuch 6 29,3 14,4 37 19,2
Versuch 7 17,3 12,4 25,7 22,9
Versuch 8 16,2 11,7 27 17,8
Versuch 9 16,8 8,9 26,4 16,4
MW 24,6 12,5 34,9 19,1
SD 5,95 1,73 6,6 1,8

Tab. 7 Einflud von Vit. D; auf die TF-Expression der MM6-Zellen
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Abb. 31 Vit. Ds—Einfluld auf die basale und LPS-induzierte TF-Expression der MM6-Zellen
Die MM6-Zellen waren im basalen Zustand durchschnittlich zu 24,6 % TF-positiv. Eine 48-

stiindige Inkubation mit 40 ng/ml Calcitriol senkte die basale TF-Expression um Uber 50 %
(durchschnittlich zu 12,5 % TF-positiv; p=0,008).
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Abb. 32 zeigt anhand des Multigraph Overlay Reports die graphische Uberlagerung der 2
Isotypkontrollen (links), die basale TF-Expression der Vit. Dy-behandelten (mittlere Kurve)
und der nicht behandelten MM6-Zéellen (rechte Kurve).

Eine 5stindige Stimulation mit 1 pg/ml LPS forderte die TF-Expression, bel den nicht mit
Calcitriol behandelten Zellen von basal 24,6% auf 34,9% (ein Anstieg bezogen auf den
Basalwert von 41,9% ; p=0,008) und bei den Zellen, die mit Calcitriol behandelt wurden, von
basal 12,5% auf 19,1% (ein Anstieg von 52,8%; p=0,008).

LinE

Abb. 33 zeigt die graphische Uberlagerung der 2 Isotypkontrollen (links), die LPS-induzierte

TF-Expression der Vit.Ds-behandelten (mittlere Kurve) und der nicht behandelten MM6-
Zellen (rechte Kurve).

5.1.3 LPS-Empfindlichkeit der Zellen unter Calcitriol beztiglich TNFa -Produktion

Zdlen
Exponentiell wachsende MM6-Zellen wurden am 3. Tag ihrer Kultur gesplittet. Sie wurden

dann mit und ohne 40 ng/ml 1,25(0OH),Ds fur 48 h in Kultur gesetzt. Die stimulierten Proben
wurden mit 1 pg/ml LPS 5 h lang inkubiert.

Methodik (siehe 3.8)
Ergebnisse
V1 V2 V3 MW D
Basal 0 0 0 11 O 0 1,8 45

LPSohneVitD (100 95 89 97 90 103 957 55
LPSmitVitD |138 144 121 147 124 128 133,7 10,86

Tab.8 Einflul von Calcitriol auf die TNFa-Produktion der MM6-Z€ellen
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Abb. 34 Basale und LPS-induzierte TNFa -Produktion bei den MM6-Zdlen. Einfluf? von
Cadlcitrial.

Die MM6-Zéellen produzierten im basalen Zustand minimale Mengen an TNFa (1,8 +/-4

pg/ml). Unter Calcitriol war die spontane TNFa -Freisetzung etwas hoher (12,3 +/-13 pg/ml).
LPS fuhrte sowohl bei den mit Vit.Dz as auch bei den nicht mit Vit.Ds-behandelten MM6-

Zellen zu einem Anstieg der TNFa-Produktion, wobei unter Vit.Dz der TNFa-Spiegel
signifikant hoher war (133,7 +/-10,9 pg/ml vs. 95,7 +/- 5 pg/ml, p<0,03).

52 THP-1-Zellen

5.2.1 Einfluf von Calcitriol auf die CD14-Expression

Zdlen

Exponentiell wachsende THP-1-Zellen wurden am 3. Tag ihrer Kultur gesplittet. Sie wurden
dann 48 h mit oder ohne Calcitriol (40 ng/ml) in 24 well plates wie beschrieben kultiviert.

Methodik (siehe 3.5.6.2)

Ergebnisse

In der FSC/SSC-Darstellung wurden die THP-1-Zellen als relativ homogene Popul ation
erkannt und eingegrentzt (gate A), wobel sich in diesem gate zwischen 60 und 70 % aller
registrierten Ereignisse befanden (Abb. 35).
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Abb. 35 Erscheinungsform der THP-1-Z€llen in der FSC/SSC-Darstellung

%CD14-positive Zellen |basal Calcitriol MCFI basal Calcitriol
Versuch 1 35 93,9 1,245 31,7
Versuch 2 333 943 1,339 315
Versuch 3 31,7 951 1,263 30,67
Versuch 4 329 948 1,158 32

MW 33,23 94,53 1,251 31,47
SD 14 0,5 0,07 057

Tab. 9 Einfluld von Calcitriol auf die CD14-Expression der THP-1-Zellen
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Abb. 36 Calcitriol-Einflul3 auf die CD14-Expression der THP-1-Zellen
Die THP-1-Zellen waren basal durchschnittlich zu 33,2 % positiv fir CD14. Eine 48-stiindige

Cdcitriolbehandlung erhthte die CD14-Expression stark. Durchschnittlich 94,5 % der Zellen
waren CD14-positiv und die ,mean channel fluorescence intensity® nahm um einen Faktor
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Abb. 37 Links: basale CD14-Expression; Rechts. Calcitriol-induzierte CD14-Expression (die
linke Kurve entspricht jeweils der unspezifischen Bindung und die rechte Kurve dem
spezifischen Signal fur CD14)
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5.2.2 Einfluld von Calcitriol auf die basale und L PS-induzierte TF-Expression

Zdellen

Exponentiell wachsende THP-1-Zellen wurden am 3. Tag ihrer Kultur gesplittet. Sie wurden
dann mit und ohne 40 ng/ml 1,25(0OH),D3 48 h lang in Kultur gesetzt. Die stimulierten Proben
wurden mit 1 pg/ml LPS Uber 5 h inkubiert.

Methodik (siehe 3.5.6.2, Bestimmung von TF an lebenden Zellen mit Blockierung von Fc-
Rezeptoren, einzel parametrische TF- und CD14-Bestimmung)

Ergebnisse

basal LPS
Ohne Vit.Ds %-TF-positiv MCFI X %-TF-positiv MCFI X
Versuch 1 11,7 0,503 18 0,554
Versuch 2 13,5 0,569 17,1 0,599
Versuch 3 12,2 0,531 17 0,577
Versuch 4 12,3 0,585 17,7 0,798
Versuch 5 9,9 0,665 16,8 0,726
Versuch 6 134 0,642 18,7 0,801
Versuch 7 7 0,488 9,3 0,682
MW 11,43 0,57 16,37 0,67
SD 2,3 0,07 3,19 0,1
Mit Vit. D3 %-TF-positiv MCFI X %-TF-positiv MCFI X
Versuch 1 6,6 0,484 8,4 0,652
Versuch 2 5,3 0,313 8,7 0,566
Versuch 3 54 0,399 7,8 0,516
Versuch 4 5,3 0,449 8,7 0,596
Versuch 5 55 0,644 5,7 0,65
Versuch 6 6,6 0,576 7,6 0,681
Versuch 7 4.1 0,626 5,3 0,585
MW 5,54 0,5 7,46 0,59
SD 0,86 0,12 1,41 0,06

Tab. 10 Einflufd von Calcitriol auf die TF-Expression der THP-1-Zellen
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Abb. 38 Vit.Ds-Einfluld auf die basale und LPS-induzierte TF-Expression der THP-1-Zellen

Die THP-1-Zellen waren basal durchschnittlich zu 11,43 % TF-positiv (MCFl X: 0,569). Eine
48 hige Inkubation mit 40 ng/ml Calcitriol senkte die basale TF-Expression anhand des
Parameters ,,%- TF- positiv‘ um 51,5 % (p=0,018) und anhand des Parameters MCFI um 12,3
% (nicht signifikant).
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Abb. 39 zeigt die basde TF-Expresson der THP-1-Zellen (links) und die basale TF-
Expression der gleichen Zellen unter Calcitriol-Behandlung (rechts) (die linke Kurve
entspricht jeweils der unspezifischen Bindung und die rechte dem spezifischen Signa fur TF)

In der FSC/SSC-Darstellung hatten die Vit.Ds-behandelten Zellen auch eine unterschiedliche
Erscheinungsform.




Abb. 40 =igt die entsprechende Verteilung der THP-1-Zellen ohne und mit Calcitriol. Die
Einstellungen am Durchflul3zytometer und die gate- Setzung bei der Software sind identisch

Prozentuelle Verteilung der THP-1-Zellen in den oben Ohne Calcitriol  Mit Calcitriol
gezeigten gates

Gate A 74,3 % 55 %
Gate J 12,3 % 14,6 %
Gate H 4,2 % 7,2%
Gate | 8,5 % 21,3 %

Tab. 11 Einfluld von Vit.D; auf die Erscheinungsform der THP-1-Zellen in der FSC/SSC-
Darstellung

Calcitriol fuhrt also zu einer Abnahme der Zellen, die sichiin gate A befinden, wo sie als
relativ homogene Population zu erkennen sind. Es gibt mehr Zellen bzw. Ereignisse, die
grofder, kleiner, mehr oder weniger granuliert sind. Auch die Lage der Zellen in gate A hat
sich verandert.

Gate A | OhneCalcitriol Mit Calcitriol
MCFI X |60,9 69,5
MCFI'Y |49,7 534

Tab. 12 Durchschnittliche MCFI der THP-1-Z€llen in beiden Achsen; Einflufd von Vit.Ds

Die THP-1-Zdllen, die mit Vit.D; behandelt wurden, sind im Durchschnitt grof3er und
granulierter. Dies konnte die erhohte unspezifische Bindung dieser Zellen erkléren.

Nach einer 5-stiindigen Stimulation mit 1 pg/ml LPS waren die Zellen zu 16,37 % TF-positiv
(MCFI: 0,677), d.h. LPS erhohte die TF-Expression anhand des ersten Parameters um 43,22
% (p=0,018) und anhand des zweiten Parameters um 19 % (p=0,018).

Die Zéellen, die mit Calcitriol behandelt wurden, waren zu 7,46 % TF-positiv (MCFI: 0,594),
d.h. LPS erhohte die TF-Expression anhand des ersten Parameters um 34,66 % (p=0,018) und
anhand des zweiten Parameters um 19,1 % (p=0,043).

5.3 Periphere Blutmonozyten
MBP-Zellen wurden wie beschrieben isoliert (3.6.1) und in Kultur B (3.6.2) gesetzt. Danach

erfolgte eine Vit.Dz-Gabe (40 ng/ml) Uber 48 h und eine LPS-Stimulation mit 1 ug/ml LPS
Uber 5 h. Die Zellen wurden nach Protokoll 3 (3.6.3.2) vorbereitet und anschlief3end am

FACS analysiert. Die TNFa -Bestimmung wurde wie unter 3.8 beschrieben durchgefiihrt.

5.3.1 Einfluf? von Calcitriol auf die CD14-Expression

Ergebnisse
MCFI Ohne Vit.D3z Mit Vit.D3
Versuch1l |246,8 450,3
Versuch2 [127,9 311,7
MW 187,4 381
Sb 84,1 98

Tab. 13 Einfluld von Calcitriol auf die CD14-Expression der MBP-Zellen
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Abb. 41 Einflu® von Vit.D; auf die CD14-Expression der MBP-Zellen

Die peripheren Blutmonozyten wurden am Durchflulzytometer anhand ihres
Oberflachenmerkmals CD14 als solche erkannt und weiter untersucht. Bel diesem Versuch
wurde die Intensitét (MCFI) gemessen, mit der die Monozyten mit oder ohne Calcitriol
Vorbehandlung CD14 exprimierten. Diese betrug im Durchschnitt 187,4 und verdoppelte
sich, ahnlich wie bel den Zdlinien, unter Vit.Ds.

5.3.2 Einflu von Calcitriol auf die basale und L PS-induzierte TF-Expression

Ergebnisse
%-TF- Ohne Mit MCFI X Ohne Mit
pOSitiV Vit.Dg Vit.Dg Vit.Dg Vit.Dg

basal LPS Basd LPS basal LPS basa LPS
Versuch1 (14,4 279 84 4,8 13,9 23,7 114 16,8
Versuch 2 (13,2 254 7.8 91 10,5 16,1 4,6 8,6
Versuch3 (4,1 30,6 81 6,2 39 85 46 3,8
Versuch4 (8,2 36,6 8,8 13,9
Vesuch5 (17,3 29,6 11,4 12,9
Versuch6 [16,5 24 11,9 14,9
MW 12,3 29 8,1 6,7 10,1 15 6,9 9,7
SD 51 45 0,3 2,2 34 5 3,9 6,6

Tab. 14 Einfluld von Calcitriol auf die basale und LPS-induzierte TF-Expression
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Abb. 42 Cdcitriol erniedrigt die basale TF-Expression der PBM
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Abb. 43 LPSinduziert die TF-Expression der PBM
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Abb. 44 Mit Vit.D; vorbehandelte PBM reagieren nicht auf LPS bezlglich der TF-

Expression

Die MBP-Zéellen waren basal zu 12,3 +/- 5% TF-positiv und eine Stimulation mit LPS hat
dessen Expression signifikant erhéht (29 +/- 5 %, p<0,03) (Abb. 42).
Eine Behandlung der Zellen mit Calcitriol hat die basale TF-Expression um 34 % (von 12,3

+/-5 auf 8,1 +/- 0,3, n=3) reduziert (Abb. 43).

Im Gegensatz dazu konnten die mit Calcitriol-behandelten MBP-Zellen nicht mehr auf LPS
mit einer Erh6hung der TF-Expression reagieren (Abb. 44).

5.3.3 LPS-Empfindlichkeit der Zellen unter Calcitriol beztiglich der Produktion von

TNFa
Ergebnisse
Basal mit Vit.Ds LPSmit Vit.Ds LPSohne Vit.D3
Versuchl |0 40 *
Vesuch?2 |8 19 377
Vesuch3 |11 91 631
MW 6,3 50 504
SD 57 37 179,6
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Tab. 15 Einfluf® von Calcitriol auf die TNFa-Produktion der MBP-Zellen
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Abb. 45 EinfluR von Vit.D; auf die basale und LPS-induzierte TNFa -Produktion der MBP-
Zellen

Im Uberstand von nicht stimulierten MBP-Zellen war bei alen 5 Versuchen TNFa nicht
mefdbar. Nach Stimulation mit LPS produzierten diese Zellen 485 +/- 300pg/ml (p<0,03)
TNFa.
Bel den mit Vit.Dz-behandelten MBP-Zellen waren niedrigere TNFa -Spiegel mef3bar (6,3 +/-
5,7 pg/ml), und diese waren, @hnlich wie bei TF, mit LPS kaum zu erhdhen (50 +/- 37 pg/ml
TNFa).



VI Ergebnisse 170-Ostradiol
6.1 MM6-Zdlen
6.1.1 EinflufR von E, auf die Proliferation

Zdlen

Exponentiell wachsende MM6-Zellen wurden am 3. Tag ihrer Kultur gesplittet. Es wurde
dann untersucht, ob das Vorhandensein von 17b-Ostradiol in verschiedenen Konzentrationen
im Kulturmedium der Zellen das Proliferationsverhalten der MM6-Zellen verandert. Dabel
wurde je nach Versuchsansatz das Hormon einmalig beim Ansetzen der Kultur gegeben, oder
das Medium wurde téglich erneuert, um einen konstanten Hormonspiegel aufrecht zu
erhaten.

Methodik

Die Zdlen wurden wie beschrieben kultiviert. Um das Proliferationsverhalten der Zellen zu
beurteilen, wurde einerseits aus der Zellzahl der Zellen ihr Wachstumsfaktor errechnet
(Z€ellzahl nach 3-4-tagiger Kultivierung / Zellzahl beim Kulturansatz), andererseits wurde mit
und ohne B-Zugabe eine DNS-Phasen-Analyse durchgefuhrt (3.7).

6.1.1.1 Bestimmung des Wachstumsfaktors

WEF nach 4 Tage Kultur; E2-Konzentration: Beurteilung des WF uiber 3 Kulturzyklen; bei
100 pg/ml jedem Zyklus Mediumwechsel und erneute
E2-Gabe (100 pg/ml)
! 8
6 T T 7
5 T 6
O ohne E2
L§L ;1 0 i Eohne E2
B R B
; E mit E2 = 5] ] B O mit £2
1 2T [
l - —|
0 0 T T T T
MW aus 11 Versuchen 17.04. 20.04. 23.04. 26.04. 29.04.
Bestimmung des WF alle 24 h tiber 4 Tage; Bestimmung des WF alle 24 h (iber 4 Tage;
E2-Konzentration: 100 pg/ml E2-Konzentration: 200 pg/ml
7 6 @ Tagl
6 /07 5 Tagl+E2
5 4 0O Tag 2
w 4 —e— Ohne E2 w
=3 —&— Mit E2 =3 o o2
_ -
2 BT
5 -//' B Tag 3
1 11 -~ @ Tag 3+E2
O T T T O Tag 4
Tagl Tag2 Tag3 Tag4 MW aus 9 Versuchen OTeg4+E2
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Bestimmung des WF alle 24 h tber 4 Tage; E2-
Konzentration: 1000 pg/ml
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Bestimmung des WF alle 24 h (iber 3 Tage; E2-

Konzentration: 2000 pg/ml; Mediumwechsel und
B Tag 1 erneute E2-Gabe alle 24 h
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Abb. 46 Untersuchung des Einflusses von E im Kulturmedium der MM6-Zellen auf ihr
Proliferationsverhalten. Verschiedene Versuchsansétze.

Es erwies sich kein signifikanter Einflul von E, auf den Wachstumsfaktor der MM 6-Zéllen.

6.1.1.2 DNS-Phasen-Analyse

Die Singlets wurden im FL3(Propidiumiodid)-AUX(FL3 PEAK)-Histogramm eingegrenzt

und weiter analysiert.

24 h Gl-Phase | S-Phase | GoM- 48 h Gl-Phase | S-Phase | GoM-
Phase Phase

FEE 32,9 9,5 31,7 33,7 10,9 31,5

AE 33,1 9,9 29,6 32,6 10,5 34,2

A28
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Tab. 16 Einflu’ von E2 auf die DNS-Verteilung der MM6-Zellen
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Abb. 47 DNS-Phasen Anayse der MM6- Zellen nach 24 h und 48 h Kultur. Einflu3 von B

Das Vorhandensein von E;
Verteilungsmuster nicht.

6.1.2 Basale Ober flachenexpression von TF unter E;

Zdlen

Exponentiell wachsende MM6-Zellen wurden am 3. Tag ihrer Kultur gesplittet. Sie wurden
dann mit verschiedenen E-Konzentrationen in Kultur gesetzt. Mit Calcitriol vorbehandelte

Zellen wurden zusétzlich mit 40 ng/ml Calcitriol 48 h lang kultiviert.

Methodik (siehe 3.5.6, Bestimmung von TF an lebenden Zellen mit Blockierung von Fc-

Rezeptoren, einzel parametrische TF-Bestimmung)

im Kulturmedium der Zellen beeinflule deren DNS-

10

Ergebnisse:
Dargestellt sind die Ergebnisse bel Stimulation mit 1000 pg/ml E; Uber 24 h.
Ohne Calcitriol
%-TF- Vesuchl | Versuch2 | Vesuch3 | Vesuch4 | MW SD
positive
Zellen
Ohne B 14,4 17,3 25,6 25,8 20,8 5,81
Mit B 14,7 20,1 24,2 25,3 21,1 4,80
MCFI Versuch1l | Versuch2 | Versuch3 | Versuch 4
Ohne B 0,665 1,197 1,32 1,34 1,1 0,32
Mit B 0,76 1,086 1,37 0,87 1,0 0,27
Mit Calcitriol
%-TF- Vesuchl | Vesuch2 | Vesuch3 | Vesuch4 | MW SD
positive
Zéellen
Ohne B 7.1 12,4 8,6 8,6 9,18 2,26
Mit B 7.3 11,7 8,7 7.8 8,88 1,97
MCFI Versuch1l | Versuch2 | Versuch3 | Versuch 4
Ohne & 0,558 0,935 1,02 0,94 0,86 0,21
Mit B 0,443 0,891 0,87 1,02 0,81 0,25
30
o5 T T

ﬁ 20 O ohne E2, ohne Vit.D

:E, 15 mit E2, ohne Vit.D

8 O ohne E2, mit Vit.D

N T - O mit E2, mit Vit.D

i

S

MW aus 4 Versuchen




Abb. 48 E; hat keinen Einfluf3 auf die basale TF-Expression, unabhangig von Calcitriol

Die MM6-Zellen waren basal zu 20,8 % und digjenigen, die mit 1000 pg/ml E, vorinkubiert
wurden, zu 21,1 % positiv fur TF. Die Vit.Ds-Vorbehandlung erniedrigte die basale TF-
Expresson um 50 %. Die Zellen waren zu 9,2 % TF-positiv, digenigen, die mit E
prainkubiert wurden, zu 8,9 % TF-positiv.

Der Parameter ,mean channel fluorescence intensity” unterlag einer gréferen Schwankung,
zeigte aber auch keine signifikanten Unterschiede, d.h. die Préinkubation der Zellen mit 1000
pa/ml E Uber 24 h beeinfluf3te die basale TF-Expression der Zellen nicht.

6.1.3 Einflussvon E; auf die LPS-induzierte TF-Expression

6.1.3.1 Untersuchung der LPS-induzierten TF-Expression; Messung an lebenden Zellen;
E>-Konzentrationen zwischen 500 und 1500 pg/ml

Zdlen
Exponentiell wachsende MM6-Zellen wurden am 3. Tag ihrer Kultur gesplittet. Sie wurden
dann 48 h lang mit oder ohne Calcitriol (40 ng/ml) und 24 h lang mit oder ohne 17b-Ostradiol

(500 bis 1500 pg/ml) wie beschrieben kultiviert. Die stimulierten Proben wurden Uber 5 h mit
1 pg/ml LPS inkubiert.

Methodik (s.0.)

Ergebnisse
%-TF-positive Zellen
Ohne Vit.D3 Versuch1 | Versuch2 | MW | SD
Basal 17,3 16,2 16,75 | 0,78
LPS 25,7 27 26,35 | 0,92
LPS+500 pg/ml & 33,8 25,8 29,8 | 5,66
LPS+1000 pg/ml & | 37,7 24,7 31,2 |919
LPS+1500 pg/ml B | 36,6 29,1 32,85 | 5,30
MCEFI
Ohne Vit.Ds Versuch1l | Versuch2 | MW | SD
Basal 1,197 1,03 1,113 | 0,12
LPS 1,362 0,98 1,171 | 0,27
LPS+500 pg/ml E 1,618 1,08 1,349 | 0,38
LPS+1000 pg/ml & | 1,723 0,9 1,312 | 0,58
LPS+1500 pg/ml & | 1,442 0,9 1,171 | 0,38
%-TF- positive Zellen
Mit Vit.Ds3 Versuch1 | Versuch2 | Versuch3 | MW | SD
Basal 12,4 11,7 8,9 11 1,85
LPS 229 17,8 16,4 19,03 | 3,42
LPS+500 pg/ml E 25,4 24 17,7 22,37 | 4,10
LPS+1000 pg/ml & | 24,7 25,7 19,6 23,33 | 3,27
LPS+1500 pg/ml B | 23,1 24 15,2 20,78 | 4,84




MCEFI

Mit Vit.Ds Versuch1l | Versuch2 | Versuch3 | MW | D
Basal 0,935 1 0,762 0,899 | 0,12
LPS 1,177 1,09 0,806 1,024 | 0,19
LPS+500 pg/ml E; 1,306 1,11 0,941 1,119 | 0,18
LPS+1000 pg/ml E; | 1,194 1,15 1,01 1,118 | 0,10
LPS+1500 pg/ml B | 1,211 0,98 0,904 1,032 | 0,16
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Abb. 49 E,-Effekt auf den durch LPS induzierten TF (ohne Calcitriol)
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Abb. 50 E,—Effekt auf den durch LPS induzierten TF (mit Calcitriol)
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Die MM6-Zéellen waren bel diesen Versuchen basal zu 16,8 % positiv fur TF (Abb. 51).
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Abb. 51 Die linke Kurve enspricht der unspezifischen Bindung, die rechte dem spezifischen
basalen Signal fur TF

Eine 48-stiindige Calcitriolbehandlung erniedrigte die TF-Expression bezogen auf den
Basalwert um 34,5% (11%).

Eine 5-stindige Stimulation der MM6-Zellen mit 1 pg/ml LPS forderte die TF-Expression
(Abb. 52).
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Abb. 52 Die linke Kurve entspricht dem basalen Wert fir TF, die rechte dem Signal fir TF
nach Stimulation mit LPS (beides ohne Calcitriol und E)

Bel den Zellen, die nicht mit Calcitriol behandelt und mit LPS stimuliert wurden, waren
26,4% der registrierten Ereignisse positiv fur TF, d.h. die TF-Expression erhdhte sich im
Vergleich zum Basawert um 57,3%.

Eine Préainkubation der Zellen Uber 24 h mit B erhdhte die LPS-induzierte TF-Expression in
Abhéngigkeit von der Konzentration. Bel 500 pgml E, kam es zu einem LPS-induzierten TF-
Anstieg 77,9 % im Vergleich zum Basalwert, bei 1000 pg/ml E; zu einem Anstieg von 86,3%
und bei 1500 pg/ml zu einem Anstieg von 96,1%.

Anhand des Parameters ,mean channel fluorescence intensity” war die Signastérke fur den
LPS-induzierten TF im Vergleich zum Basawert um 5,2 % hoher, bei 500 pg/ml B war sie
um 21,2 %, bei 1000 pg/ml B um 17,9 % und bei 1500 pg/ml E; um 5,2 % hoher.
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Abb. 53 zeigt die graphische Uberlagerung der LPS-induzierten TF-Expression, links ohne
und rechts mit E, (1000 pg/ml).

Anhand beider Parameter erhdhte E, die Bereitschaft der MM6-Zellen, auf LPS bezlglich der
Expression von TF zu reagieren. Die Anzahl der Zellen, die TF exprimierten, war bei einer
Ex>-Konzentration von 1500 pg/ml am héchsten, die Starke aber, mit der die TF-positiven
Zellen diesen exprimierten, war bel E-Konzentrationen zwischen 500 und 1000 pg/ml am
hdchsten.



Bei den Zellen, die mit Calcitriol Uber 48 h vorbehandelt wurden und mit LPS stimuliert
wurden, waren 19,03% der registrierten Ereignisse positiv fur TF, d.h. die LPS-Expression
erhohte sich im Vergleich zum Basalwert um 73%.

Eine Préinkubation der Zellen Uber 24 h mit E, forderte auch bel diesen Zellen die LPS-
induzierte TF-Expression. Bei 500 pg/ml E; kam es zu eéinem LPS-induzierten TF-Anstieg
von 103,4% im Vergleich zum Basalwert, bei 1000 pg/ml E zu einen Anstieg von 112,1%
und bei 1500 pg/ml zu einem Anstieg von 88,9%.

Anhand des Parameters ,,mean channel fluorescence intensity” war die Signalstarke fur den
LPS-induzierten TF im Vergleich zum Basawert um 13,9% hoher. Bei 500 pg/ml E, war sie
um 24,5% hoher, bei 1000 pg/ml E; um 24,4% héher und bei 1500 pg/ml E; um 14,8% hoher.
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Abb. 54 zeigt die graphische Uberlagerung der LPS-induzierten TF-Expression, links ohne
und rechts mit E,, bei den mit Vit.Ds vorbehandelten Zellen.

6.1.3.1 Untersuchung der LPS-induzierten TF-Expression; Messung an fixierten Zelen;
E>-Konzentrationen zwischen 100 und 2000 pg/mi

Z€ellen
(s.0.)

Methodik (3.5.6; Bestimmung von TF an fixierten Zellen; einzelparametrische TF-
Bestimmung)

Ergebnisse

Ohne Vit.D3 %-TF- positive Zellen | MCFI
Basal 7,2 *
LPS 12,2 0,467
LPS+100pg/m E | 14 0,582
LPS+500 pg/ml & | 14,9 0,562
LPS + 1000 pg/ml B, | 12,7 0,41
LPS+ 1500 pg/ml E, | 14,8 0,486
LPS + 2000 pg/ml E | 16,9 0,598
Mit Vit.D3 %-TF- positive Zellen | MCFI
Basd 3,7 0,322
LPS 9,5 0,394
LPS+ 100 pg/ml & | 10,2 0,57
LPS+500 pg/ml E | 12 0,462
LPS + 1000 pg/ml B | 13,2 0,58
LPS + 1500 pg/ml E; | 13,6 0,64
LPS + 2000 pg/ml E | 12,9 0,794
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Abb. 55 Einflu® von E;, auf die LPS-induzierte TF-Expression der MM6-Zellen; Messung an
fixierten Zellen

Nach dieser Methode waren die MM6-Zellen basa zu 7,2% TF- positiv und eine 5-sttindige
LPS-Stimulation erhohte die TF-Expression im Vergleich zum Basalwert um 69,4% (12,2 %).
Eine Vorinkubation der Zellen mit E, erhthte konzentrationsabhangig die L PS-induzierte TF-
Expression. Es wurde eine Erhéhung im Vergleich zum Basawert gesehen, bel 100 pg/ml B
um 94,4%, bel 500 pg/ml E; um 106,9%, bei 1000 pg/ml E; um 76,4%, bel 1500 pg/ml E; um
105,5% und bei 2000 pg/ml E; um 134,7%.

Eine 48-stiindige Behandlung der Zellen mit Calcitriol erniedrigte die basae TF-Expression
um 48,6% (basal zu 3,7 % TF-positiv). Eine 5stindige LPS-Stimulation erhohte die TF-
Expression der mit Vit.D; behandelten Zellen im Vergleich zum Basawert um 156,8%
(9,5%). Auch bei diesen Zellen erhdhte eine Prdinkubation mit & die LPS-induzierte TF-
Expression. Im Vergleich zum Basawert lag die Erhdhung der TF-Expression bei 100pg/ml
E; um 175,7%, bei 500 pg/ml E; um 224,3%, bei 1000 pg/ml E um 256,8%, bei 1500 pg/ml
E> um 267,6% und bel 2000 pg/ml E; um 248,6%.

6.1.3.2 Untersuchung des Einflusses einer Vorinkubation mit 1000 pg/ml E, auf die
LPS-induzierte TF-Expression der MM 6-Zellen, die mit oder ohne Calcitriol behandelt
wurden; Messung an lebenden Zéellen; statistische Auswertung

Zdlen (s.0.)

Methodik (siehe 3.5.6, Bestimmung von TF an lebenden Zellen mit Blockierung von Fc-
Rezeptoren, elnzelparametrische TF-Bestimmung)

Ergebnisse

Ohne Versuch | Versuch | Versuch | Versuch | Versuch | Versuch | Versuch | Versuch | MW | SD
Vit.D3 1 2 3 4 5 6 7 8

%-TF-A

OhneE, 25,7 27 28,8 30,4 36,6 36,2 36,3 421 329 | 574
Mit E, 37,7 24,7 315 31,6 339 35,8 36,6 27 343 | 53
M CFI

Ohne E, 1,36 0,98 0,97 1,05 1,17 1,16 1,02 1,68 1,17 | 0,24
Mit E, 1,72 0,9 0,97 0,94 1,04 1,05 1,03 1,68 1,17 | 0,33




Mit Vit.D3 Versuch | Versuch | Versuch | Versuch | Versuch | Versuch | Versuch | Versuhc | MW | SD
1 2 3 4 5 6 7 8
%-TF-A
OhneE, 22,9 17,8 16,4 18 22,6 21,3 22,8 22,5 205 | 2,7
Mit E, 24,7 25,7 19,6 21,1 24,5 22,2 25,7 21,4 231 | 23
MCFI
OhneE, 1,177 1,09 0,806 0,73 0,74 0,76 0,75 0,74 0,9 0,2
Mit E, 1,194 1,15 1,01 0,88 0,92 0,75 0,93 0,71 0,9 0,2
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Abb. 56 Einfluf3 vonE, (1000 pg/ml tber 24 h) auf die LPS-induzierte TF-Expression der
MM6-Zellen; Messung an lebenden Zellen

Die MM6-Zédlen waren nach LPS-Stimulation durchschnittlich zu 32,9% TF-positiv (MCFI =
1,174). Die Préinkubation der Zellen mit 1000 pg/ml E fuhrte mit Ausnahme von ein paar
Versuchen zu keiner grofRen Veranderung der LPS-induzierten TF-Expression. 34,3% der
Zellen waren durchschnittlich TF-positiv (MCFI = 1,166). Diese 4,3%-ige Erhdhung der LPS-
induzierten TF-Expression unter Ostrogeneinflul konnte nur anhand des ersten Parameters
demonstriert werden, sie war statistisch nicht signifikant.

Die Zéllen, die mit Calcitriol behandelt wurden, waren nach LPS-Stimulation zu 20,54% TF-
positiv (MCFI = 0,849). Die Prainkubation dieser Zellen mit B fluhrte zu einer Erhéhung der
LPS-induzierten TF-Expression. Durchschnittlich 23,11% der Zellen waren positiv fur TF
(MCFI = 0,943, d.h. anhand des Parameters , %- TF-positiv* ergab sich eine Erhéhung um
12,5% (Statistische Auswertung mit dem Wilcoxon Test flr gepaarte Stichproben : p=0,025),
anhand des Parameters ,, mean channel fluorescence intensity” ergab sich eine Erhdhung um
11,1% (p=0,05) im Vergleich zum LPS-induzierten Wert ohne Prainkubation mit dem
Hormon.

6.1.4 LPS-Empfindlichkeit der Zellen unter E; bezliglich der TNFa -Produktion

Zdellen

s.0. Vit.Ds-Gabe von 40 ng/ml Uber 48 h; E,-Gabe von 1000 pg/ml Uber 24 h; LPS
Stimulation 1ug/ml Gber 5 h.

Methodik (siehe 3.8)

Ergebnisse
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LPS+1000 pg/ml E2

O PS+100 pg/ml E2 D LPS+500 pg/ml E2

0 LPS+100 pg/ml E2
LPS+1000 pg/ml E2

Ohne Vit.Ds Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 MW sD
Basal 0 0 0 11 0 0 1.8 4.5
LPS 100 95 | 89 97 90 103 | 95,7 5,5
LPS+100 pg/ml B 98 98 | 47.8 88 83 24
LPS+500 pg/ml B 95 98 | 84 87 39 53 76 24,2
LPS+1000 pg/ml & | 98 79 79 61 65 76,4 14,6
Mit Vit.D3 Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 MW SD
Basal 20 1 0 15 34 4 12,3 13,3
LPS 138 144 | 121 147 | 124 128 | 133,7 10,9
LPS+100 pg/ml & 119 127 | 133 105 121 12,1
LPS+500 pg/ml B 118 131 | 115 109 | 88 127 | 114,7 15,3
LPS+1000 pg/ml B 124 | 136 91 89 95| 100 105,8 19,5
ohne Calcitriol mit Calcitriol
120 160
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| I
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Abb. 57 Ex-Einfluld auf die LPS-induzierte TNFa-Expression der MM6-Zellen

Eine Vorinkubation der Zellen mit & erniedrigte die LPS-induzierte TNFa -Produktion. Eine
Vorinkubation mit 100 pg/ml E, fihrte zu einer 13,4%-igen, eine Vorinkubation mit 500
pg/ml E zu einer 20,6%-igen (p<0,05) und eine Vorinkubation mit 1000 pg/ml E zu einer

20,2%-igen (p<0,05) Abnahme der Expression von TNFa im Vergleich zu den Kontrollen.

Auch bel den mit Vit.D; vorbehandelten MM6-Zellen hatte B dieselbe Wirkung. 100 pg/ml
E, fuhrten zu einer 9,2%-igen, 500 pg/ml E zu einer 14%-igen (p<0,03) und 1000 pg/ml zu
einer 20,6%-igen (p<0,03) Abnahme der Expresson von TNFa im Vergleich zu den

Kontrollen.

6.2 THP-1-Zellen

6.2.1 Einflul? von E, auf die LPS-induzierte TF-Expression

6.2.1.1 Untersuchung der LPS-induzierten TF-Expression; E,-Konzentrationen

zwischen 500 und 1500 pg/mi

Zdlen




Exponentiell wachsende THP-1-Zellen wurden am 3. Tag ihrer Kultur gesplittet. Sie wurden

dann 48h lang mit oder ohne Calcitriol (40 ng/ml) und 24 h lang mit oder ohne 17b-Ostradiol
(500 bis 1500 pg/ml) wie beschrieben kultiviert. Die Zellen wurden dann tber 5 h mit LPS

stimuliert.

Methodik (siehe 3.5.9, Bestimmung von TF an lebenden Zellen mit Blockierung von Fc-

Rezeptoren, einzel parametrische TF-Bestimmung)

Ergebnisse
%-TF- positive Zellen
Ohne Vit.D; Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 MW
Basd 9,9 13,4 7 10,1 320
LPS 16,8 18,7 9,3 14,9 4,97
LPS+500 pg/ml E, 22,5 24,7 16,1 21,1 4,47
LPS+1000 pg/ml E; 20,8 24,8 17,7 21,1 356
LPS+1500 pg/ml E; 21,8 25,3 17,6 21,6 3,86
MCFI
Ohne Vit.D; Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 MW
Basal 0,665 0,642 0,488 0,6 0,10
LPS 0,726 0,801 0,682 0,74 0,06
LPS+500 pg/ml E, 0,783 0,897 0,793 0,82 0,06
LPS+1000 pg/ml E 0,684 0,815 0,712 0,74 0,07
LPS+1500 pg/ml E 0,783 0,878 0,783 0,82 0,05
%-TF- positive Zellen
Mit Vit.D3 Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 MwW
Basal 55 6,6 4,1 54 1,25
LPS 5,7 7,6 53 6,2 1,23
LPS+500 pg/ml E, 6,3 7,7 53 6,43 1,21
LPS+1000 pg/ml E 7,1 8,6 4,7 6,8 1,97
LPS+1500 pg/ml E 6,4 9,5 4,6 6,83 2,48
MCFI
Mit Vit.D3 Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Mittelwert
Basal 0,644 0,576 0,626 0,62 0,04
LPS 0,65 0,681 0,585 0,64 0,05
LPS+500 pg/ml E, 0,614 0,661 0,604 0,63 0,03
LPS+1000 pg/ml E 0,592 0,698 0,463 0,58 0,12
LPS+1500 pg/ml E 0,54 0,627 0,428 0,53 0,099
ohne Calcitriol mit Calcitriol
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Abb. 58 Einflufd von E, auf die LPS-induzierte TF-Expression von THP-1-Zellen

THP-1-Zellen waren basal zu 10,1% positiv fur TF. Eine 48-stiindige Calcitriol-Behandlung
erniedrigte die TF-Expression bezogen auf den Basalwert um 46,5% (5,4%).

Eine 5-stundige Stimulation der THP-1-Zellen mit 1pug/ml LPS forderte die TF-Expression.
Bel den Zellen, die ohne Vorbehandlung mit Calcitriol mit LPS stimuliert wurden, waren
14,9% der regidtrierten Ereignisse positiv fur TF, d.h. die LPS-Expression hat sich im
Vergleich zum Basalwert um 47,8% erhoht.

Eine Prainkubation der Zellen Uber 24 h mit E, erhohte konzentrationsabhangig die LPS-
induzierte TF-Expression. Bel einer Stimulation mit 500 und 1000 pg/ml E, kam es zu einem
LPS-induzierten TF-Anstieg von 108,9% im Vergleich zum Basalwert, bei 1500 pg/ml zu
einem Anstieg von 113,6%.

Anhand des Parameters ,,mean channel fluorescence intesity” war die Signalstérke fir den
LPS-induzierten TF im Vergleich zum Basalwert um 14,8% hoher. Bei 500 pg/ml E, war sie
um 19,1%, bei 1000 pg/ml E; um 25,9% und bei 1500 pg/ml E; um 26,5% hoher.

Abb. 59 Graphische Uberlagerung der LPS-induzierten TF-Expression, linke Kurve ohne und
rechte mit E, (1000 pg/ml).

Bel den Zelen, die mit Calcitriol 48 h lang vorbehandelt und mit LPS stimuliert wurden,
waren 6,2% der registrierten Ereignisse positiv fur TF, d.h. die LPS-Expression erhohte sich
im Vergleich zum Basalwert um 14,8 %.

Eine Préinkubation der Zellen Uber 24 h mit E, forderte auch bel diesen Zellen die LPS-
induzierte TF-Expression. Bal einer Préinkubation mit 500 pg/ml & kam es zu enem LPS
induzierten TF-Anstieg von 19,1% im Vergleich zum Basalwert, bei einer Prainkubation mit
1000 pg/ml E, zu einem Anstieg von 25,9% und bei einer Préinkubation mit 1500 pg/ml E zu
einem Anstieg von 26,5%.

Im Hinblick auf den Parameter ,,mean channel fluorescence intensity” konnten diese Effekte
nicht gezeigt werden.

6.2.1.2 Untersuchung des Einflusses einer Vorinkubation mit 1000 pg/ml E, auf die
LPS-induzierte TF-Expression der THP-1-Zellen, die mit oder ohne Calcitriol behandelt
wurden; Statistische Auswertung

Zdlen und Methodik (s.0.)

Ergebnisse

Ohne Vit.D3 Versuchl | Versuch2 | Versuch3 | Versuch4 | Versuch5 | Versuch6 | MW D

%-TF- positive
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Zdlen
LPS 16,8 18,7 9,3 10,6 13,8 11,8 135 3,65
LPS+E, 20,8 24,8 17,7 16,7 17,2 16,8 19 3,22
MCFI
LPS 0,726 0,801 0,682 0,584 0,688 0,625 0,68 0,08
LPS+ E, 0,684 0,815 0,712 0,561 0,584 0,732 0,68 0,10
Mit Vit.D3 Versuch1l | Versuch2 | Versuch3 | Versuch4 | Versuch5 | Versuch6 | MW D
%-TF-positive
Zdlen
LPS 57 7,6 53 4,6 47 57 5,6 1,09
LPS+ E, 7,1 8,6 4.7 53 4.8 5 5,91 1,58
MCFI
LPS 0,65 0,681 0,585 0,663 0,506 0,672 0,63 0,07
LPS+ E, 0,592 0,698 0,463 0,602 0,529 0,562 0,57 0,08
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Abb. 60 Einflufd von E, (1000 pg/ml; 24 h) auf die LPS-induzierte TF-Expression der THP-1-
Zellen

Die THP-1-Zellen waren nach LPS-Stimulation durchschnittlich zu 13,5% TF-positiv. Die
Préinkubation der Zellen mit 1000 pg/ml E erhohte die LPS-induzierte TF-Expression. 19%
der Zellen waren durchschnittlich TF-positiv, d.h. eine Prédinkubation mit 1000 pg/ml E;
erhdhte die LPS-induzierte TF-Expresson um 40,7% (p=0,027). Im Hinblick auf den
Parameter ,, MCFI* wurde keine signifikante Veranderung gesehen.

Die Zellen, die mit Calcitriol behandelt wurden, waren nach Stimulation mit LPS zu 5,6% TF-
positiv. Die Préinkubation dieser Zellen mit E fuhrte anhand des ersten Parameters zu einer
leichten Erhéhung der LPS-induzierten TF-Expression (5,4 %), die aber nicht signifikant war.

6.3 Peripher e Blutmonozyten

MBP-Zellen wurden wie beschrieben isoliert (3.6.1) und in Kultur B (3.6.2) gesetzt. Danach
folgte eine E-Gabe in Konzentrationen zwischen 100 und 1000 pg/ml CGber 24 h, eineVit.Ds-
Gabe (40 ng/ml) Uber 48 h und eine LPS-Stimulation mit 1ug/ml LPS Uber 5 h. Die Zellen
wurden nach Protokoll 3 vorbereitet und anschliefiend am FACS analysiert. Die TNFa-
Bestimmung wurde wie unter 3.8 beschrieben durchgefihrt.

73



6.3.1 Einfluf3 von E; auf TF ohne Vit.D3

%-TF- positive Versuch | Versuch | Versuch | Versuch | Versuch | Versuch | MW | SD
Zellen 1 2 3 4 5 6
Basal 14,4 13,2 41 8,2 17,3 165( 123 | 513
LPS 27,9 254 30,6 36,6 29,6 24| 290 | 447
100 pg/ml B; LPS 33 31 52,2 344 285 27| 344 | 916
500 pg/ml B&; LPS 338 36,3 55,9 43,8 251 293 374 | 11,0
8
1000 pg/ml B; 36,4 30,9 371 48,9 34,7 384 | 37,7 | 6,05
LPS
MCFI Versuch | Versuch | Versuch | Versuch | Versuch | Versuch | MW | SD
1 2 3 4 5 6
Basal 139 10,5 3,9 8,9 114 119 101 34
LPS 237 16,1 8,5 13,9 12,9 14,9 15 50
100 pg/ml B&; LPS 22,9 174 11,1 12,7 15,8 179| 16,3 4,2
500 pg/ml B; LPS 31 16,8 11,1 14,3 15 21,7 183 7,1
1000 pg/ml B; 215 14,9 8 14,9 15,5 247 | 16,6 5,8
LPS
50 = 30
45
S 40 25
T 35 T B pasal
E B pasal 20 1
2% 0 LPS
= 251 LPS Lz) 15 1
o | 0100 pg/ mlE2;
20
|_CLL 0100 pg/ mlE2; 10 T LPS
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Abb. 61 Einflul von E; auf den LPS-induzierten TF bei MBP-Zellen

Die CD14-positiven Zellen waren nach 48 h dauernder In vitro-Kultur basal im Durchschnitt
zu 12,3 % positiv fur TF. Eine 4-stiindige Stimulation der Zellen mit 1 pg/ml LPS erhdhte die
Oberfl&chenexpression von TF um 16,7% (von 12,3% auf 29%, p=0,028).

Eine 24-stiindige Préinkubation der Zellen mit 17b-Ostradiol forderte diese LPS-induzierte
TF-Expression der Zellen. Bei 100 pg/ml E, waren 34,4% der stimulierten Zellen TF-positiv,
bei 500 pg/ml B 37,4% und bei 1000 pg/ml E; 37,7%, d.h. eine entsprechende Erhdhung im
Vergleich zum Basalwert von 22,1 %, 25,1 % und 25,4 % konnte demonstriert werden.

Der gleiche Verlauf wurde auch fir den Parameter ,mean channel fluorescence intensity”

beobachtet. Dieser nahm nach LPS-Stimulation um einen Faktor von 1,26, nach LPS
Stimulation mit 100 pg/ml E; um einen Faktor von 1,51, nach LPS-Stimulation mit 500 pg/ml
um einen Faktor von 1,83 und nach LPS-Stimulation mit 1000 pg/ml um einen Faktor von
2,08 zu.

Wenn man die Versuche einzeln betrachtet, offenbart sich die Tatsache, dald3 sowohl die
Basalwerte als auch die stimulierten Werte grof3en individuellen Schwankungen unterliegen.
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Bel manchen Probanden lag der Basalwert fir TF nach der in vitro Kultivierung niedriger und
konnte besser mit LPS induziert werden. Aulerdem zeigte B nicht immer bel der gleichen
Konzentration den maximalen Effekt. Dieser lag teils bel 500 pg/ml, teils bei 1000 pg/ml E.
Trotzdem konnte deutlich gezeigt werden, dal3 das Vorhandensein von 17b-Ostradiol bei
Konzentrationen zwischen 500 und 1000 pg/ml im Kulturmedium der Zellen die LPS
induzierte TF-Expression der Monozyten fordert (statistisch signifikante Werte basal zu LPS:
p=0,028; LPS zu LPS+500 E,: p=0,046 und LPS zu LPS+1000 E: p= 0,028).

6.3.2 Einflufd von LPS und E; auf CD14-Expression ohne Vit.D3

%-CD14- positiv Versuchl | Versuch2 | Versuch3 | Versuch4 | Versuch5 | MW | SD
Basal 13,6 11,7 17,2 11 13| 133 | 24
LPS 10,5 9,4 13,8 10 101| 108| 1,7
100 pg/ml B;LPS 9 9,3 14,3 8,9 8,1 99| 25
500 pg/ml B; LPS 114 7,3 14,2 104 6,9| 100]| 3,0
1000 pg/ml B; LPS 11,3 10,2 16,1 8 6,5| 104 | 3,7
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Abb. 62 Einflufd von LPS und E, auf die CD14-Expression der MBP-Zellen

Nach einer 5stindigen LPS-Stimulation der Zellen nahm die CD14-Expression um 3 % ab
(durchschnittlich von 16 auf 13%, p=0,043). Diese LPS-induzierte Abnahme der CD14-
Expression konnte auch bei den mit Ostrogen behandelten Zellen nachgewiesen werden (100
pg/ml 12 %, p=0,043, 500 pg/ml 13 %, p=0,043 und 1000 pg/ml 13 %, p=0,043 CD14-
positiv), d.h. die erhhte LPS-induzierte TF-Expression unter Ostrogeneinflu war nicht
Folge einer CD14-vermittelten erhohten LPS-Empfindlichkeit der Zellen.

6.3.3 Einfluld von E, auf TNFa ohneVit.D3

TNFa (pg/ml) Versuch1l | Versuch2 | Versuch3 | Versuch4 | Versuch5 | MW
Basal 0 0 0 0 0 0 0
LPS 939 466 370 258 390 484,6 | 299,5
LPS+100 pg/ml E, 538 459 646 286 556 497 | 1516
LPS+500 pg/ml B 280 300 180 168 306 246,8 | 67,7
LPS+1000 pg/ml E 255 107 157 187 369 215 61,9
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Abb. 63: E-Einflui auf die LPS-induzierte TNFa-Produktion peripherer Blutmonozyten
Eine Préainkubation der Zellen mit 500 pg/ml E, reduzierte die LPS-induzierte TNFa-
Produktion um 50% (247 +/- 68, p<0,05), eine Préinkubation mit 1000 pg/ml E reduzierte
die TNFa-Produktion um 56% (215 +/- 62, p<0,05).

6.3.4 Einfluld von E; auf TF mit Vit.D3

% TF- positiv Versuch1l | Versuch2 | Versuch3 | MW | SD
basal 8,4 7,8 8,1 81 0,3
LPS ohne Vit.D3 * 111 14,2 127 | 2,2
LPS 4,8 9,1 6,2 6,7 2,2
LPS+100 pg/ml & 3,8 47 5,9 4,8 1,1
LPS+500 pg/ml B 3,6 9,3 91 7,3 3,2
LPS+1000 pg/m & | 4,7 4,7 6,7 54 1,2
MCFI Versuch1l | Versuch2 | Versuch3 | MW | SD
basal 114 4,6 4,6 6,9 3,9
LPS ohne Vit.D3 * 111 14,2 127 | 2,2
LPS 16,8 8,6 3,8 9,7 6,6
LPS+100 pg/ml B 121 45 6,6 7,8 3,9
LPS+500 pg/ml B 9,6 11,3 4,4 8,5 3,6
LPS+1000 pg/m E | 9,4 4,7 7,5 7,2 2,4
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Abb. 64 Einfluf3 von Calcitriol und E2 auf die LPS-induzierte TF-Expression

Die mit Vit.D; behandelten MBP-Zellen reagieren mit keiner signifikanten Erhéhung der TF-
Expression. Eine Behandlung der Zellen mit 100 — 1000 pg/ml E, war nicht in der Lage, diese
Hemmung zu beheben.

6.3.5 Einflul von LPS und E;, auf die CD14-Expression mit Vit.D3

%-CD14- positiv Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 MW SD
Basal 11,5 16,6 14,1 14,1 2,6
LPS 7 11,6 11,1 9,9 2,5
LPS+100pg/m E | 7,2 10 12,1 9,8 2,5
LPS+500 pg/ml E | 9,5 11,2 13,3 11,3 1,9
LPS+1000 pg/ml & | 8,9 144 10,2 11,2 29
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Abb. 65 Einflu von LPS auf die CD14- Expression der MBP-Zellen

Auch bei den mit Calcitriol behandelten Zellen hat LPS zu einer Abnahme der CD14-
Expression gefuhrt (von 14% auf 10%). Unter dieser Konstellation beeinflufdte E die LPS

induzierte CD14-Abnahme ebenfalls nicht.



6.3.6 EinfluR von E; auf TNFa mit Vit.D3

TNFa (pg/ml) Versuch | Versuch | Versuch | MW SD
1 2 3
Basal+Vit.D3 0 8 11| 6,3 57
LPS ohne Vit.D3 * 377 631| 504 (| 179,6
LPS+ Vit.D3 40 19 91 50 37,0
LPS+Vit.D+100 pg/ml & 4 53 57 48 12,3
LPS+Vit.D+500 pg/ml B 48 83 30| 553 29,7
LPS+Vit.D+1000 pg/ml 38 84 A 52 27,8
B
800 B Basal + Vit.D
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’—g 600 LPS ohne Vit.D
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Abb. 66 Effekte von E; und Vit.D; auf die LPS-induzierte TNFa -Produktion

Ahnlich wie bei der TF-Expression reduzierte Vit.Ds die Fahigkeit der Zellen, nach
Stimulation mit LPS mit einer Erhthung der TNFa - Produktion zu reagieren, stark.

Auch in diesem Fall beeinflul3ten E,-Konzentrationen von 100 bis 1000 pg/ml diese
Suppression nicht.
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V1. Diskussion

7.1 Zusammenfassung

Cdlcitriol fuhrt zu ener Hochregulation der CD14-Expresson und zu ener
Herunterregulation der TF-Expression sowohl bel den Zellinien als auch bel den
Primérzellen.

Die Stimulation aller Zellen mit LPS erhoht die Oberfléachenexpression vom TF und die
Produktion von TNFa.

Der Effekt von Calcitriol auf die LPS-Sengtivitdt der Zellen ist Zelltyp-abhangig. Die
MM6-Zellen reagieren mit einer erhdhten, die THP-1-Zellen mit einer leicht reduzierten
und die Primérzellen mit einer unveranderten TF-Expression nach Stimulation mit LPS im
Vergleich zu den Basalwerten.

Ahnlich dazu produzieren Calcitriol-behandelte MM6-Zéellen signifikant héhere Mengen
an TNFa nach Stimulation im Vergleich zu den Kontrollen, wobei die Primérzellen nach
Calcitriol-Behandlung kaum noch in der Lage sind, auf LPS mit einer erhthten TNFa-
Produktion zu reagieren.

Eine Behandlung der Zellen mit B hat keinen signifikanten Einfluf3 auf ihre konstitutive
CD14- und TF-Expression und fuhrt zu keiner Veranderung der Proliferationsrate und der
DNS- PhasenVerteilung der MM6- Zdllen.

Eine Vorbehandlung aler Zellen mit E; fuhrt konzentrationsabhangig zu einer Erhéhung
der TF-Expression nach Stimulation mit LPS.

Im Gegensatz dazu produzieren E,-behandelte MM6-Zellen und die Priméarzellen
niedrigere TNFa-Mengen nach Stimulation.

7.2 Methodische Vorversuche

Bevor mit den eigentlichen Experimenten begonnen wurde, fuhrten wir eine Reihe von
Vorversuchen durch, um eventuelle methodisch bedingte Fehler zu vermeiden und die
Methoden zu standardisieren.

Da wir im spédteren Verlauf den Einflu@ von E, auf die Proliferation der MM6-Zellen
untersuchen wollten, fuhrten wir als erstes einen Versuch durch, um die optimae
Anfangskonzentration der Zellen beim Ansetzen der Zellkultur zu ermitteln. Dabei wurden
50.000 bis 800.000 MM6-Z€len pro well (2ml Medium) angesetzt, 3 bis 4 Tage lang
kultiviert, und es wurden 2 Parameter untersucht: der WF as Mal3 fur die Proliferation der
Zellen und der Anteil an lebenden Zellen am Ende des Kulturzyklus. Wie erwartet, gingen um
so mehr Zellen am Ende des Kulturzyklus zu Grunde, je dichter die Zellkultur angesetzt
wurde. Im Gegensatz dazu war der WF in den wells mit 200.000 Zellen am groften.
MOoglicherweise waren 400.000 Zellen pro well bereits eher hinderlich fir das Wachstum,
wobel in den wells mit 800.000 Zellen der WF am alerkleinsten war, moglicherweise auf
Grund von Mangel an Substrat oder Selbstinhibition durch Stoffwechselendprodukte.
Interessanterweise ergab aber eine ganz geringe Zellkulturdichte auch keine optimale
Proliferation, obwohl dabel die wenigsten Zellen abstarben. Moglicherweise ist eine gewisse
Zelldichte nétig, damit sich die Zellen zum Wachstum gegenseitig stimulieren. Aus diesen
Grunden wurden fur die weiteren Versuche die MM6-Zellen mit einer Anfangskonzentration
von 200.000 Zellen pro well in Kultur gesetzt.

Als néchstes wollten wir untersuchen, ob das Vorhandensein des Farbstoffes Phenolrot im
Kulturmedium der Zellen fur ihr Wachstum absolut notwendig ist, da es Hinweise daflr gibt,
dald der Farbstoff selbst eine Ep-Aktivitét besitzt Berthois ¢ a 1986), was sich fur die
Proliferationsversuche mit E as hinderlich hétte auswirken kénnen. Deswegen wurden die
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Zellen mit und ohne Phenolrot 4 Tage lang kultiviert und durch Zellzahlungen der WF
berechnet. Der fast identische MW aus 3 Versuchen zeigte, dal3 das Vorhandensein dieses
Farbstoffes im Kulturmedium der Zellen keinen Einfluld auf ihre Proliferationsfahigkeit hat.
Bei der weiteren Kultivierung der Zellen wurde also RPMI 1640 ohne Phenolrot benutzt.

Um weitere methodisch bedingte Fehler bel den Proliferationsversuchen auszuschlief3en,
untersuchten wir, ob die Lage der Zellen auf den verschiedenen wells der Kulturplatte ihr
Wachstumsverhalten beeinflussen kann. Dazu teilten wir die Kulturplatte in verschiedene
Reihen auf und verglichen den WF der Zellen in den einzelnen wells untereinander. Dabel
ergaben sich auch keine signifikanten Unterschiede.

Fur unsere Versuche wollten wir parallel zu den Zellinien auch frisch isolierte Blutmonozyten
aus gesunden mannlichen Probanden untersuchen und die Ergebnisse untereinander
vergleichen. Dazu fuhrten wir eine Ficoll- Dichtezentrifugation durch, nahmen die Zellen der
mononuklegren Schicht ab (PMN-Zellen) und setzten sie in Kultur. Da die PMN-Zéllen eine
Mischkultur aus Lymphozyten und Monozyten sind, bestimmte man dann mittels
Durchfluzytometrie den Anteill an CD14-positiven Zellen, d.h. Monozyten, bzw. man
untersuchte durch eine doppel parametrische FACS-Analyse nur die CD14-positiven Zellen
anhand der Expression weiterer Antigene. Das Problem bel dieser Methode war nur, dal3 der
Antell an CD14-positiven Zellen im Verlauf der in vitro Kultur stark abnahm; nach 3 Tagen
Kultur waren je nach Proband weniger als 4% der Zellen noch CD14-positiv. Diese niedrige
Zahl an ,reifen” Monozyten hétte sowohl die nachfolgenden Zytokinbestimmungen als auch
die FACS-Analyse deutlich erschwert. Deswegen fligten wir einen Zwischenschritt ein: Nach
der Dichtezentrifugation inkubierten wir die PMN-Zéelen 1h lang in Plastik-Kulturflaschen.
Die Monozyten haften hierbei auf dem Boden der Kulturflasche fest an, so dafi3 die nicht-
adhéarenten Lymphozyten entfernt werden konnen. Danach kdnnen die Monozyten vom
Boden der Flasche mobilisiert und in hydrophoben Kulturplatten, an denen sie nicht
adharieren, weiter kultiviert werden. Bei dieser von uns as MBP-bezeichneten Zellpopulation
war der Anteil an CD14-positiven Zellen nach 3 Tagen Kultur noch tber 10%. Aus diesem
Grund setzten wir fur die nachfolgenden Versuche immer MBP-Zellen in Kultur.

Als letzten methodischen Schritt wollten wir die Bestimmung der Oberflachenexpression von
TF standardisieren. Zu diesem Zweck setzten wir den einzig erhdltlichen direkt markierten
AK von American Diagnostica ein. Sowohl PMN- als auch MBP-Zelen wurden isoliert, in
Kultur gesetzt und tellweise mit LPS stimuliert. Dann wurden speziell die CD14-positiven
Zéellen auf ihre TF-Expression untersucht. Bei beiden Zellgruppen waren jedoch aufféllig
hohe Werte fir den basden TF zu sehen und die Stimulation mit LPS fuhrte zu keiner
deutlichen Erhéhung der TF-Expression. Die 2 plausiblesten Ursachen fir dieses Phdnomen
wéren, dald entweder die Zellen durch die Kultur im unphysiologischen ex-vivo System
voraktiviert wurden und deswegen schon vor LPS-Stimulation relativ hohe Mengen an TF auf
ihrer Oberflache exprimierten, oder dal3 diese hohe TF-Werte methodisch bedingt durch eine
unspezifische Bindung des Anti- TF-Antikorpers an Fc-Rezeptoren der Monozytenoberflache
entstanden. Deswegen neutralisierten wir als néchstes vor der AK-Markierung ale Fc-
Rezeptoren mit dem FcR-Blocking-Reagent von MACS Magnetic Cell Sorting. Tatséchlich
waren auf diese Weise die basalen TF-Werte viel niedriger und die TF-Expression stieg unter
LPS-Stimulation deutlich an.

Das gleiche wurde auch bei den MM6- Zellen durchgefihrt, um zu Gberprifen, ob esauch bei
diesen Zdlen notwendig ist, die Fc-Rezeptoren vor der TF-Bestimmung zu blockieren.
Tatsachlich produzierten auch die MM6-Zellen schon in unstimuliertem Zustand signifikante
Mengen an Fc-Rezeptoren, die sowohl die unspezifische als auch die spezifische Bindung fir
TF beeinflufiten. Da sich die Expression dieser Rezeptoren besonders nach Stimulation der
Zellen stark erhoht hétte, blockierten wir fur die weiteren Versuche bei beiden Zellinien vor
der TF-Bestimmung die Fc-Rezeptoren.



Als néchstes wollten wir bel den MM6-Zellen untersuchen, ob es notwendig ist, eine
doppelparametrische TF- und CD14-Bestimmung durchzuftihren. Dazu untersuchten wir die
TF-Expression der Zellen enzelparametrisch als Gesamtpopulation nach ihrem
Erscheinungsbild in der FSC/ SSC-Darstellung (gate A) und des weiteren speziell digjenige
der CD14-positiven MM6-Zéllen. Die Anzahl der Zellen in gate A, die TF exprimierten, war
unabhangig von der Anzahl der Zellen, die CD14 exprimierten. Die CD14-positiven Zellen
(gate G), die TF exrimierten, taten es in einer minimal hoheren Menge im Vergleich zur
Gesamtpopulation. Im Grunde genommen hétte eine 2parametrische Bestimmung des TF
(bezogen auf CD14) nicht viel mehr Information bei den MM6-Zellen geliefert, da diese
anhand ihrer GrofRe und Granularitét als relativ homogene Population gut zu erkennen waren
und schon konstitutiv hohe Mengen an CD14 exprimierten.

Bidang hatten wir die isolierten Blutmonozyten nicht lénger as 4h fur die Stimulation mit
LPS in Kultur gesetzt. Im Gegensatz zu den Zédlinien, wo TF schon kongtitutiv in relativ
hohen Mengen exprimiert wird, geschient dies in unstimulierten peripher zirkulierenden
Monozyten nicht. Da wir aber die Zellen nachfolgend l&ngere Zeit mit den Hormonen in vitro
behandeln wollten, was zu einer Kultur-bedingten TF-Erhohung hétte fuhren kdnnen,
kombinierten wir die basae TF-Expression mit einer Vitalitatsprifung Uber 3 Tage. Wie
erwartet, exprimierten die Zellen im Verlauf der Kultur mehr TF und es starben mehr Zellen
ab, wobei sich eine relativ konstante Phase zwischen 24h und 48h ergab. Wir legten uns dann
auf 48h als die langste Kulturdauer der Monozyten fest und flhrten zu diesem Zeitpunkt
Stimulationen mit LPS durch, um die optimale LPS-Konzentration zu ermitteln. Im Gegensatz
zu frischisolierten PMN-Zellen, bel denen eine Erhdhung der LPS-Konzentration von 1ng/ml
auf 1pg/ml zu keiner erheblichen Verénderung der schon maximalen TF-Expression gefiihrt
hatte, waren die MBP-Zellen nach 48h Kultur deutlich weniger empfindlich auf LPS. Erst
eine LPS-Konzentration von 1ug/ml konnte zu einer deutlichen TF-Erhdhung fuhren.

7.3 Calcitriol

Monozyten sind die einzigen im Blut zirkulierenden Zellen, die in der Lage sind, TF, den
hauptsachlichen Initiator der extrinsischen Koagulationskaskade, zu produzieren und spielen
somit eine zentrale Role bei der Regulation von physiologischen und pathophysiologischen
Reaktionen bezuglich des Gerinnungssystems. Es wurde tatséchlich eine Erhthung des
monozytischen TF sowohl bei septischen Patienten (Vickers et al 1998) als auch bei Patienten
mit Leberzirrhose (Saliola et a 1998) beschrieben. Des weiteren wurde in verschiedenen in
vitro Studien die monozytische TF-Expression nach Stimulation induziert (Luther et al 1990,
vander-Logt et a 1994). Wie aber auch von Osterud (1998) erwahnt, ist es sehr wichtig, den
Unterschied zwischen Monozyten in vivo in ihrer normalen Umgebung und adhérenten in
vitro kultivierten Monozyten zu berticksichtigen.

Nach einem kurzen Adhérierungsprozef3 der isolierten mononukledren Zellen zichteten wir
die MBP-Zéllen in hydrophoben Kulturplatten an, damit sie fir die restliche Versuchszeit in
Suspension blieben. Trotzdem wurde deutlich gezeigt, dal3 ihre LPS-Sengitivitét im Verlauf
der Kultur, moglicherweise als Folge der Unterregulation der CD14-Expression, abnahm.
Zudem stieg die konstitutive TF-Expression im Laufe der Zeit an. Beides ist as Zeichen eines
stimul atorischen Effekts der unphysiologischen in vitro Kultur dieser Priméarzellen zu werten.

Tenno et a (1997) untersuchten die TF-Expression in monozytischen Zellinien. Die unreifen
U-937-Zellen exprimierten konstitutiv hohe Mengen an TF, eine zusétzliche Stimulation mit
LPS konnte zu keiner weiteren Erhohung dieser Expression fuhren. Im Gegensatz dazu
besaRen die CDl4-exprimierenden MMG6-Zellen ene  signifikant  niedrigere
Oberflachenexpression von TF, die sich nach Behandlung mit LPS deutlich stimulieren lief3,
was ein moglicher Hinweis fir eine Regulation der TF-Expression im Prozeld der Monozyt/
MakrophagenDifferenzierung sein kénnte.
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Um diessr Hypothese nachzugehen, wurde zusdtzlich die TF-Expresson von 2
monozytischen Zellinien untersucht, die sich in unterschiedlichen Stadien des monozytischen
Differenzierungsweges befanden. Diese wurde, sowohl mit as auch ohne dem
Differenzierungsinduktor Calcitriol, mit der reifer peripherer Monozyten verglichen,.
Calcitriol  fuhrte tatsichlich zu ener Hochregulation der CD14- und zu einer
Herunterregulation der TF-Expression in alen 3 Zellarten, was einem reduzierten
prokoagulatorischen Effekt entsprechen kdnnte und im Einklang zu den von Koyama et al
(1998a,b) beschriebenen antikoagulatorischen Eigenschaften von Calcitriol steht.

Obwonhl aber Calcitriol die phanotypische Differenzierung aller Zellen induzierte, erhdhte es
die LPS-Sensitivitét bezuglich der TF-Expression nur bei den MM6-Zellen. Diese reagierten
im Vergleich zu den Kontrollen mit einem erhdhten relativen Anstieg von TF auf LPS.
Trotzdem waren die stimulierten Maximawerte von TF niedriger unter Calcitriol, was die
Differenzierungstheorie unterstiitzt. Die Zellen wurden also den peripheren Blutmonozyten
dhnlicher, bildeten den LPS-Rezeptor CD14 in signifikant hheren Mengen aus, exprimierten
sowohl im basalen als auch im stimulierten Zustand insgesamt weniger TF, und der relative
Anstieg auf LPS unter Cacitriol war starker, was mdglicherweise Uber das CD14-
Oberflachenantigen vermittelt wurde.

Die Behandlung der THP-1-Zellen mit Calcitriol hatte, verglichen mit der Behandlung der
MM6-Zellen mit Calcitriol, einen unterschiedlichen Differenzierungseffekt; im allgemeinen
wurde die TF-Expression herunterreguliert, aber der relative TF-Anstieg nach LPS
Stimulation war unter Calcitriol niedriger. Der Einfluf3 von Calcitriol auf die LPS-induzierte
TF-Expression der THP-1-Zelen wurde noch nicht beschrieben. Oeth et a (1998) zeigten
aber, dal3 Retinoinsdure, die dhnliche Differenzierungseffekte wie Calcitriol hat, die LPS
induzierte TF-Expression humaner Monozyten und THP-1-Zellen hemmt. In unseren
Versuchen reagierten die Zellen interessanterweise auch mit einer erhdhten unspezifischen
Bindung von Antikorpern auf ihrer Oberfléache. Ein erhhtes unspezifisches Signal als Folge
einer erhdhten Expression von Fc-Rezeptoren unter Calcitriol ist unwahrscheinlich, da wir die
Fc-Rezeptoren vor Inkubation mit den Antikérpern blockierten. Auf3erdem beschrieben Boltz
Nitulescu et a (1995), mit Ausnahme von FcaR, einen herunterregulierenden Effekt von
Cdcitriol auf die Expresson von Fc-Rezeptoren auf THP-1-Zellen und auf anderen
monozytischen Zellen und Monozyten. Da die Zellen auch mit einer erhdhten Streuung von
Licht in beiden Winkeln (FSC, SSC) reagierten, kann man davon ausgehen, dal3 die Zellen
unter Cdcitriol im Durchschnitt groRer und granulierter wurden, was die erhhte
unspezifische Bindung erkléren koénnte. Dies kdnnte Ausdruck einer Entwicklung dieser
Zellen unter Calcitriol auf tiefere Stufen der monozytischen Zellreihe sein, die einem
aktivierten makrophagenahnlichen Phanotyp entsprechen konnte. Die CD 14-Expression nahm
zwar zu und die basale TF-Produktion ab, der relative TF-Anstieg war aber unter Calcitriol
niedriger.

Um diese Calcitrioleffekte bei den Zellinien mit peripheren Blutmonozyten zu vergleichen,
setzten wir MBP-Zellen in Kultur und inkubierten diese ebenfalls mit Calcitriol. Dabel
konnten wir keine Veranderung des Parameters “% CD14-positive Zellen” bestimmen, weil
wir die Monozyten gerade uber ihre CD14- Expression identifiziert hatten. Trotzdem konnten
wir die Intensitét bestimmen (MCFl), mit der die CD14-positiven Zellen den Rezeptor
exprimierten, und diese verdoppelte sich unter Calcitriol. Ahnlich wie bei den Zdlinien
reduzierte sich auch die basale TF-Expression unter Calcitriol. Im Gegensatz zu den Zellinien
war aber bel diesen Zellen unter Calcitriol keine Induktion des TF mit LPS méglich. Obwohl
also auch bei diesen Zellen die Expression des LPS-Rezeptors zunahm, waren die Zellen
zumindest beztiglich TF Gberhaupt nicht mehr auf LPS empfindlich.

Der Einflufd von Calcitriol auf die Zytokinproduktion monozytischer Zellen war des ¢fteren
der Gegenstand von Studien. Hinzusetzen von Calcitriol zu PMA-stimulierten U937-Zellen
fahrt zu einer synergistischen Erhéhung der mRNS fur TNFa und IL-1b, bei HL-60-Zellen
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nur zu einer Erhéhung von IL-1b (Bhalla et a 1991). Calcitriol erhéht die LPS-induzierte
TNFa-Produktion von Knochenmarksmakrophagen (Abu-Mer & Bar-Shavit 1994), hat aber
einen inhibitorischen Effekt auf die Zytokinproduktion peripherer Blutmonozyten (Katakami
et a 1991, Muller et a 1992, Zarrabeitia et a 1992, Muller et a 1991). Wir
untersuchten den Einflul3 von Calcitriol auf die TNFa-Produktion von MM®6-Zellen und
peripheren Blutmonozyten, und das Ergebnis war &hnlich wie bei TF. Die unreifen MM6-
Zellen produzierten unter Calcitriol nach LPS-Stimulation signifikant hthere Mengen an
TNFa, wohingegen die termina differenzierten Monozyten unter Calcitriol in ihrer TNFa-
Produktion gehemmt wurden.

Diese Ergebnisse bestdtigen die starken immunmodulierenden Eigenschaften von Calcitriol
und verdeutlichen die unterschiedlichen Differenzierungseffekte, die in monozytischen Zellen
in  Abhangigkeit vom urspringlichen Differenzierungszustand der Zielzellen induziert
werden.

7.4 Ostradiol

Mossuz et a (1998) beschrieben einen inhibitorischen Effekt von E auf die Proliferation von
U-937-Z€llen, welcher mit einem Zellzyklusstillstand und einer Akkumulation in der G2/M-
Phase enherging. Um im physiologischen E,-Niveau zu bleiben, untersuchten wir
Konzentrationen zwischen 100 und 1000pg/ml E,; und es ergab sich kein signifikanter
Unterschied in der Proliferationsrate (WF), der Zellvitalitét oder dem DNS-Verteillungsmuster
zwischen E;-behandelten und nicht-behandelten MM 6-Zellen.

Dieselbe Arbeitsgruppe beobachtete auch eine signifikante Erhthung der Expression des
myelomonozytischen Markers CD13 und des monozytischen Markers CD64, wobei die
Expression anderer granulomonozytischer Marker wie CD14 nicht anstieg. Andererseits
zeigten Studien, daR3 eine Ostrogenbehandlung von Kupffer-Zellen in vivo deren LPS-
Empfindlichkeit Gber einen Anstieg von CD14 erhoht (Kono et al 2000, Yin et a 2000,
Enomoto et a 1999).

Wir untersuchten den Einfluf3 von E, auf den Phénotyp nicht-stimulierter MM6-Zellen und es
ergab sich kein signifikanter Unterschied in der CD14- oder der TF-Expression. Dieses
Ergebnis stimmt mit der Arbeit von Angstwurm et a (1997) Uberein, wo kein Effekt der in
vivo Schwankungen von Ostrogen wahrend des Menstruationszyklus auf die CD14-
Expression von Monozyten registriert wurde. Eine Ostrogenbehandiung scheint also keinen
EinfluR auf den Phanotyp nicht-stimulierter Monozyten zu haben.

Der in vitro Effekt von B auf die TF-Expression wurde noch nicht griindlich untersucht. Es
wurden klinische Studien durchgefihrt, in denen H&mostaseparameter wahrend der
Ovaridstimulation fir die in vitro Fertilisation untersucht wurden: Biron et a (1997)
beobachteten eine Aktivierung des hdmostatischen Systems im Sinne einer Erhdhung des D-
Dimers und der Fragmente 1+2 auf Prothrombinebene wahrend des Progesteronplateaus,
wobel der E-Peak keine signifikante Modifikation von Hamostasemarkern induzierte. Aune
et a (1993) beschrieben nach Ovulationsinduktion eine erhdhte LPS-induzierte monozytische
TF-Aktivitét, wobei eine andere Studie der gleichen Arbeitsgruppe (Aune et al 1995) nach 12
Monaten Hormonsubstitutionstherapie eine signifikante Erniedrigung der TF-Aktivitdt LPS-
stimulierter und nicht-stimulierter Monozyten beobachtete. Holschermann et a (1999)
untersuchten den E,-Effekt in vitro und beschrieben eine erhohte TF-Gentranskription und
NFkB Bindungsaktivitdt in Monozyten/ Makrophagen-Kulturen, die mit Ostradiol behandelt
wurden.

Wir untersuchten den E,-Effekt auf die TF-Expression aler 3 Zelarten sowohl im nicht
stimulierten Zustand a's auch nach Gabe von LPS. Die Menge an TF auf der Oberflache der
unstimulierten Zellen verdnderte sich unter E nicht. B fuhrte aber bel alen 3 Zdlarten zu



einer signifikanten Erhéhung der TF-Expression nach LPS-Stimulation, und dieser Effekt
wurde nicht durch eine erhthte Expression von CD14 vermittelt.

Anschlief3end wollten wir untersuchen, ob eine E-Vorbehandlung der MM6-Zellen und der
peripheren Monozyten deren LPS-induzierte TNFa-Produktion verandert. Dazu setzten wir
die Zellen in Kultur und inkubierten sie, dnlich wie beim TF, mit verschiedenen E,-
Konzentrationen, stimulierten sie dann mit LPS und bestimmten TNFa im Uberstand des
Kulturmediums. Bei beiden Zellarten flhrte E, ab einer Konzentration von 500pg/ml zu einer
deutlichen Inhibition der LPS-induzierten TNFa -Produktion.

Polan et a (1990) untersuchten die IL-1-Produktion peripherer Monozyten von Frauen, bei
denen eine Human Menopausal Gonadotropin(HMG)-stimulierte Ovulationsinduktion
durchgefihrt wurde. Es wurden Monozyten der spéten follikul&ren Phase kurz vor HCG-Gabe
mit am 12. Tag nach HCG Gabe isolierten Monozyten verglichen und es wurde eine
signifikant hdhere monozytische IL-1-Bioaktivitét in der Lutealphase im Vergleich zu der
spéten follikuléren Phase beobachtet.

Die Tatsache, dal3 der hochste E-Peak in der spéten follikuldren Phase stattfindet, wirde zur
Annahme flhren, dal3 die Inhibition der IL-1-Freisetzung Ubereinstimmend mit der in unserer
Arbeit beschriebenen E,-vermittelten Hemmung der TNFa -Freisetzung auf LPS E-vermittelt
wird. Diese Unterschiede in vivo konnten jedoch Folge der hohen Progesteronspiegel wahrend
der Lutealphase des Zyklus sein. Im Gegensatz dazu beobachteten Angstwurm et a (1997)
keine zyklische Verdnderungen der TNFa-Freisetzung nach ex-vivo Stimulation von Vollblut
mit LPS, wohingegen Schwarz et al (2000) wahrend der Lutealphase des Zyklus eine
niedrigere LPS-induzierte monozytische TNFa-Freisetzung im Vergleich zur follikuldren
Phase pramenopausaler Frauen beschrieben.

Verthelyi & Klinman (2000) verzeichneten auch eine hohere Anzahl von TNFa-
produzierenden Zellen nach PHA-Behandlung wahrend der follikularen Phase, dieser
Unterschied erreichte aber keine dtatistische Signifikanz. Rogers and Eastell (1998)
untersuchten den Effekt einer Ostrogentherapie postmenopausaler Frauen auf Zytokine im
peripheren Blut und beobachteten eine (nicht signifikante) Tendenz hoherer stimulierter
Mengen an IL-1a, IL-1b und TNFa in der nicht-behandelten Frauengruppe.

Signifikante Unterschiede wurden von Elsésser-Beile et al (1992) beschrieben, die im
Vergleich zu den Kontrollen eine reduzierte Produktion von IFN-g und TNFa Mitogen
stimulierter Vollblutkulturen schwangerer Frauen oder von Frauen, die orale Kontrazeptiva
nahmen, verzeichneten. Die Ergebnisse von in vivo Studien auf den Einflul von Ostrogen auf
die Zytokinproduktion sind also nicht schliissig.

Es ist einfacher, den Einflul3 von E auf die Zytokinproduktion von Monozyten in vitro zu
untersuchen, weill man hiermit sowohl die Konzentration as auch die Dauer der
Ostrogenbehandlung der Zielzellen spezifisch regulieren kann. In diesem Fall besteht aber das
Problem, dal} die Ergebnisse abhangig von der Zellart, die als Modell benutzt wird,
Unterschiede zeigen konnen.

Unser Befund steht im Einklang mit den Beobachtungen von Shanker at a (1994) mit THP-1-
Zéllen und mit Deshpande et al (1997) und Salem et a (1999) mit murinen Makrophagen, die
einen inhibitorischen Effekt von Ostrogen auf die TNFa-Freisetzung beschreiben; es gibt aber
nur wenige Studien, die sich mit dem in vitro Effekt von E, auf die TNFa-Freisetzung
isolierter Monozyten befassen. Ralston et a (1990) verzeichneten eine Ostrogeninduzierte
Hemmung der TNFa-Freisetzung peripherer Blutmonozyten von postmenopausalen Frauen,
aber nicht von prdmenopausalen Frauen oder Méannern. Evans et a (1997) beschrieben den
gleichen Effekt, aber nur in prdmenopausalen zyklierenden Frauen mit SLE und nicht in
normalen Kulturen. Wir sahen diesen inhibitorischen E-Effekt sowohl bei der monozytischen
Zellinie MM6 als auch bel isolierten Blutmonozyten gesunder Manner.



Deshparde et a (1997) assoziierten diesen inhibitorischen E,-Effekt bel murinen
Makrophagen mit einer reduzierten NFKB-Aktivierung. Srivastava et a (1999) schlugen vor,
dal3 B die TNFa-Produktion herunterregulieren kénnte, indem es die Bindung von ¢Jun/c-
Fos- und Jun/c-Fos-Heterodimeren zur AP-1-Konsensussequenz am TNFa-Promoter durch
eine Inhibition der JNK-Aktivitét reduziert (ein fur die murine myeloische Zellinie RAW
264,7 beschriebener Effekt). Trotzdem bleibt der tatsdchliche Mechanismus, durch den E;
seine immunmodulierenden Effekte ausiibt, noch weitgehend unklar.

7.5 Interaktion Ostradiol/ Calcitriol

Bisher ist sehr wenig Uber die interaktive Wirkung von Calcitriol und Ostrogen auf Zellen der
monozytischen Zellreihe bekannt. Beschrieben wurde, da3 Ostrogene die Anzahl der 1,25-
Dihydroxyvitamin D-Rezeptoren auf osteoblastendhnlichen Zellen (Liel et al 1992, Ishibe et
al 1995) steigern und dal3 sie den stimulierenden Effekt von Calcitriol auf die akalische
Phosphataseaktivitdt humaner Osteosarkom SaOS-2-Zellen (Rao et al 1996) erhohen.
Andererseits fiihrt Calcitriol zu einer Herunterregulation des Ostrogenrezeptors und hemmt
Ostrogenwirkungen auf MCF-7 humanen Mammakarzinomzellen (Swami et al 2000).

Unsere Ergebnisse schlagen keine direkt synergistischen oder antagonistischen Effekte von
Cdlcitriol und E vor, wenn sie gleichzeitig appliziert werden, trotzdem kann aber Calcitriol
die E,-Effekte verstérken oder maskieren, indem es die LPS-Sensitivitét der Zielzellen
verandert. Die B-induzierte Herunterregulation der TNFa-Freisetzung war sowohl bei den
Calcitriol-behandelten als auch bei den nicht behandelten MM6-Zellen vorhanden, wobel die
Calcitriol-behandelten peripheren Monozyten nach Stimulation so wenig TNFa produzierten,
dal? bei diesen Zellen keine weitere Hemmung durch B zu sehen war. Ahnlich dazu war die
Ex-vermittelte Erhdhung der LPS-induzierten TF-Expression nur bei den MM6-Zéellen unter
Calcitriol am hochsten, well nur diese Zellen mit einer Steigerung ihrer LPS-Empfindlichkeit
zumindest beziglich TF reagierten. Bei den THP-1-Zellen und den peripheren Monozyten,
die auf Calcitriol mit einer Reduktion ihrer LPS-Empfindlichkeit reagierten, waren diese E-
Efekte nur bei den nicht-behandelten Zellen vorhanden.

Es wird deutlich, da3 Ostradiol und Calcitriol, beides Steroide, die zu den 2 groRen Gruppen
der nukledren Rezeptorfamilie gehtren (Evans 1998), einen wesentlichen Einfluld auf Zellen
der monozytischen Zellreithe haben und somit eine wichtige regulatorische Rolle in
physiologischen und pathophysiologischen Mechanismen spielen, die sowohl das Immun- als
auch das Gerinnungsystem betreffen.
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IX. Abk Urzungsver zeichnis

AK
BSA
CD14
DMSO
DNS
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FACS
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FSC
GM-
CSF
1gG
LPS
MBP
MCFI
MM6
MW
NFkB
PBM
Pcy5
PE

Pl
PMN
PMSF
RNS
RT
SD

TF

TNFa
Upm
Vit.Ds

Mio
Min
WEF
SLE

Antikorper

Bovines Serum Albumin

Cluster of Differentiation 14
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
17b-Ostradiol

R-Phycoerythrin und Texas Rot
Ethylendiamintetraessigsaure
Fluorescence Activated Cell Sorter
Fluorescein

Fotales Kalbserum

Forward Angle Light Scatter
Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating
Factor

Immunglobulin G
Lipopolysaccharid

M onozyten-bereicherte Population
Mean Channel Fluorescence Intensity
Mono Mac 6

Mittelwert

Nuklear Factor kappa B

Periphere Blutmonozyten
R-Phycoerythrin und Cyanin
R-phycoerythrin

Propidiumiodid

Periphere Mononukleére Zellen
Phenylmethylsulfonylfluorid
Ribonukleinsiure

Raumtemperatur

Standard Deviation

Side Angle Light Scatter

Tissue Factor

Rheumatoide Arthritis

Tumour Necrosis Factor a
Umdrehungen pro Minute
1a,25-Dihydroxyvitamin D3 (Calcitriol)
Stunde

Millionen

Minute

Wachstumsfaktor

Systemischer Lupus Erythematodes
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X. Anhang

Photo 1: PMN-Zellen, ca. 100-fache VergrofRerung

Photo 2: PMN-Zéllen, ca. 200-fache Vergrof3erung, Ausschnittsvergréf3erung von Photo 1



Photo 3: MBP-Zellen, ca. 100-fache Vergroferung

Photo 4: MBP-Zéellen, ca. 200- fache Vergrél3erung, Ausschnittsvergrof3erung von Photo 3
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