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1 Einleitung

Die Atemwege des Menschen sind mit einem aufwendigen immunologischen System ausge-
stattet (74). Dieses besteht aus spezifischen und unspezifischen Abwehrmechanismen, um
eindringende Krankheitserreger, pathogene Keime und Mikroorganismen eliminieren zu kon-
nen (3). Trotz dieses hochkomplexen Abwehrsystems physikalischer, zelluldrer und humora-
ler Mechanismen sind Erkrankungen der unteren Atemwege ein hiufiger Anlass einen Kin-
derarzt aufzusuchen. In der Gruppe mit vermehrten Infektionen der Atemwege i{iberwiegen
Patienten mit hyperreagiblem Bronchialsystem. In den ersten drei Lebensjahren wird die
"spastische Bronchitis" bei 20 % aller Kinder beobachtet, berichtet der deutsche Allergie- und
Asthmabund (daab). Wéhrend bei Sduglingen und Kleinkindern vor dem vierten Lebensjahr
die Trennung zwischen Asthma und obstruktiver Bronchitis hdufig nicht klar zu vollziehen
ist, dominiert bei dlteren Kinder die Gruppe der Asthmatiker (daab). In etlichen Untersuchun-
gen wurde belegt, dass die obstruktive Bronchitis eine Vorstufe der Asthmaerkrankung dar-
stellen kann (3). Die Privalenz in Deutschland liegt bei Kindern zwischen 8 % und 12 % mit
starken regionalen Unterschieden und ist somit die hdufigste chronische Erkrankung im Kin-
desalter (2, 8, 9). Als Ursachen, der in den vergangenen Jahrzehnten beobachteten Pravalenz-
zunahme bei Kindern und Jugendlichen werden unter anderem Einfliisse durch westlich-zivi-
lisierte Wohnverhéltnisse und Erndhrungsgewohn-heiten, seltenere Infektionsexposition klei-
nerer Kinder, unkritische Antibiotikagabe, zunehmende Allergenexposition und vorzeitiges
Abstillen diskutiert (34).

In einer Reihe von Asthmastudien wurde bisher vergebens versucht, eine Beziehung zwischen
den immunopathologischen Mechanismen und den physiologischen Verdnderungen herzustel-
len (27). Die Deutsche Asthma-Liga schldgt vor, von einer entziindlichen Erkrankung der
Atemwege mit bronchialer Hyperreagibilitdt und variabler Atemwegsobstruktion zu sprechen.
Die klinischen Symptome sind rezidivierende Atembeschwerden mit Husten, Tachypnoe und
Dyspnoe, deren Ausprigung mit zunehmender Schwere der Obstruktion ansteigt (83). Das
Expirium ist verldngert und bei der Auskultation hort man giemende und brummende Neben-
gerdusche. Der Klopfschall ist hypersonor infolge der reversiblen Obstruktion der hyperrea-
giblen Bronchien, die zu unterschiedlich ausgeprégter Lungeniiberbldhung fiihren.

Das Asthma bronchiale zdhlt zu den Erkrankungen des atopischen Formenkreises. Es kann
allergisch bedingt sein, in den meisten Fille liegt jedoch gemischtes Asthma vor, ausgeldst

durch Allergen-Exposition, virale oder bakterielle Entziindungen der oberen und unteren



Luftwege, korperliche Belastung sowie verschiedene physikalisch-chemisch definierbare Rei-
ze (3).

In der Regel differenziert man zwischen extrinsischem, allergischem und nicht allergischem
Asthma bronchiale, wobei eine erhohte IgE Produktion sowie Allergien anamnestische Hin-
weise auf das Vorhandensein einer Atopie geben konnen (2, 8, 9).

Frither galt die Annahme, das frithkindliche Asthma bronchiale wiirde bis zur Adoleszenz
ausheilen (3). Heute weill man, dass diese These nur fiir wenige Patienten zutrifft. So konnte
eine Studie von Hofmann et al. zeigen, dass nur 10% der Kinder mit Asthma bronchiale Be-

schwerdefreiheit im Erwachsenenalter aufweisen.

Tabelle 1.1: Beschwerdefreiheit nach friihkindlichem Asthma bronchiale
( Patienten gesamt 127 / Nachuntersuchung 74 )

Asthma 75%
verstorben (Status asthmaticus) 4%
(andere Atiologie) 1,4%
Beschwerdefreiheit 10,8%
Chronische Bronchitis 4%
Unklar 4%

(Hofmann et al. 1995)

Um Spitfolgen wie Gedeihstorung, verzogertes Wachstum, chronische Bronchitis, Lungen-
emphysem, Bronchiektasen, Lungenfibrose, Atelektasen, Cor pulmonale und letztlich respira-
torische Insuffizienz zu vermeiden, besteht ein dringender Behandlungsbedarf des Asthma
bronchiale (56, 80).

Es gibt viele unterschiedliche Studien zur Krankheitsentstehung. Diese Untersuchungen zei-
gen, dass das Asthma bronchiale als eine zellulire Uberempfindlichkeit der Lunge aufzufas-
sen ist (58, 70, 96, 102).

Die Atemtraktuntersuchung mittels fiberoptischer Bronchoskopie ermoglicht feingewebliche
Biopsieentnahmen sowie die Gewinnung der bronchoalveoldren Lavage (BAL). Die Aufar-
beitung dieser Materialien fiithrt zu einem verbesserten Verstdndnis der pathologischen Verén-
derungen beim Asthma bronchiale. Mikroskopisch ist das menschliche Bronchialsystem aus
einem Oberflachenepithel und der darunter liegenden Lamina propria, die zusammengefasst
als Mukosa bezeichnet werden, und der Submukosa aufgebaut. Obwohl beim Asthma bron-

chiale zu Beginn der Krankheit hauptsidchlich funktionelle Verdnderungen vorherrschen, tre-



ten im Verlauf strukturelle Defekte hinzu. Aus pathohistologischer Sicht kommt es zu folgen-

den Deformationen:

Tabelle 1.2: Pathologische Verinderungen beim Asthma bronchiale

» zunehmende Becherzellbildung im Bronchialepithel
 verstdrkte Schleimsekretion der Bronchialdriisen

* hyaline Verdickung der Basalmembran

* Hypertrophie der glatten Muskelzellen in der Bronchialwand
 zelluldre Infiltration mit eosinophilen Granulozyten

* Charcot-Leyden-Kristalle (Zerfallsprodukte der eosinophilen Granulozyten)

und Curschman-Spiralen (gedrillte Schleimfaden) im Sputum

* Ultrastrukturell: Abnorme Kinozilien, Bldschenbildung in den Epithelzellen

(Hees / Sinowatz, 1996)

Durch die Hyperreaktion der Schleimdriisen kommt es zur gesteigerten Schleimsekretion und
Verstopfung des Bronchiallumens. Die Epitheldesquamation und Schéidigung der Schleim-
haut (Offnung der Tight junctions zwischen den Mukosazellen) fiihren zu einer Stérung der
Ziliarfunktion und erleichtern irritierenden Noxen und Erregern das Eindringen in die Submu-
kosa. Dieser chronisch-inflammatorische Stimulus bedingt eine Verdickung der Basalmem-
bran. Es kommt zur Hypertrophie der glatten Muskelzellen in der Bronchialwand, zur Infiltra-
tion der Mukosa durch Entziindungszellen und gesteigerten Zelldegranulation bis hin zum
Mukosaddem (56, 80).

Interessante Erkenntnisse iiber die Pathomechanismen der chronisch zelluldren Entziindungs-
reaktion beim Asthma bronchiale bietet die Immunologie (27).

Der Ablauf der inflammatorischen Reaktion der Atemwege beim Asthma bronchiale wird im
Organismus durch ein komplexes Abwehrsystem von Zell-, Zytokin- und Mediatorfunktionen
vermittelt (9). Beim allergischen Asthma bronchiale l4duft eine allergische Reaktion vom So-
forttyp ab. Verschiedenartige Allergene flihren zu einer Antigen-Antikorper-Reaktion in der
Bronchialwand, an welcher vor allem IgE beteiligt ist. (78) Bei diesem Antigenkontakt wer-
den Mastzellen aktiviert und Mediatorstoffe wie Histamin, Bradykinin, Serotonin und Inter-
leukine freigesetzt (9). Es kommt zur Einwanderung von eosinophilen und neutrophilen Gra-

nulozyten, Monozyten und Lymphozyten (90, 102).



Im Blickpunkt des Forschungsinteresses stehen dabei das Atemwegsepithel, die Mastzellen,
T-Zellen, Makrophagen und ihre Degranulationsprodukte (Mediatoren / Zytokine). (27, 84,
92,93, 94)

Trotz zahlreicher Forschungsansitze der Molekular- und Zellbiologie ist das Verstidndnis der
zelluldren Immunreaktion weiter liickenhaft, und die Diagnose ,,intrinsic asthma* erfolgt mit
Hilfe klinischer und lungenphysiologischer Parameter. Eine Hauptfunktion bei der chroni-
schen Entziindung und Ausbildung der fixierten, bronchialen Hyperreagibilitdt scheint ver-
mutlich der Makrophage zu spielen (32, 33, 40). Er ist fahig, T-Zell-gekoppelte Entziindun-
gen zu supprimieren, kann aber auch als antigenprésentierende Zelle agieren (20, 85).
T-Zellen sind nicht in der Lage freies Antigen zu erkennen; sie benotigen spezialisierte, anti-
genprasentierende Zellen, wie z.B. Makrophagen. Diese phagozytieren freies Antigen und
zerlegen es in seine Peptide. AnschlieBend présentieren sie es den T-Lymphozyten mittels
MHC-Molekiilen der Klassen I und II. Das primére Signal der zelluldren Immunantwort wird
iiber den TCR-CD3-Komplex vermittelt (24). AuBler diesem spezifischen Erstsignal wird fiir
eine effiziente T-Zellaktivierung ein weiteres, unspezifisches, kostimulatorisches Signal beno-
tigt. Dieses wird durch Molekiile an der Zelloberfliche wie CD2 und CD28 gesendet und be-
wirkt eine klonale T-Zellproliferation und Expansion (28, 42, 50, 54). Die der Antigenerken-
nung folgenden intrazelluldren Signaliibertragungsprozesse bewirken eine Ausbildung von
Rezeptoren fiir IL-2 und INF-y auf der Oberfldche der T-Zelle. Das von den Makrophagen ge-
bildete INF-y regt die T-Zelle zur Produktion diverser Lymphokine an, wie z.B. IL-2.

Durch die Arbeiten von Tim Mosman und Robert Coffman aus den Jahren 1986 und 1987
konnte eine funktionelle Heterogenitit von T-Helferzellen mit einem unterschiedlichen Zyto-
kinsekretionsmuster korreliert werden. Daraus resultiert das Th1/Th2-Konzept (7, 26, 52). T-
Helferzellen vom Typl (Thl) zeichnen sich durch die Sekretion von IL-2, IFN-y und Lym-
photoxin aus, wihrend Th2-Zellen (Th2) durch die Freisetzung von IL-4, IL-5, IL-13 und IL-
10 charakterisiert sind (66, 100). Die Parameter, welche dazu beitragen, dass sich T-Helfer-
zellen entweder zu Thl- oder zu Th2-Zellen entwickeln, sind vielfdltig (14). Im Mittelpunkt
der allergischen Reaktion stehen die Th2-Zellen (7). Die Freisetzung der Zytokine I1L-4, IL-5,
IL-13 und IL-10 koordinieren die Rekrutierung und Aktivierung von Mastzellen, basophilen
und eosinophilen Granulozyten sowie die Produktion von IgE durch B-Zellen (7, 37). Das
Th1/Th2-Paradigma betrachtet IFN-y produzierende Thl-Zellen als Gegenspieler der Th2-
Zellen, und entsprechend wird Th1-Zellen beim allergischen Asthma bronchiale ein protekti-

ver Effekt zugeordnet (37, 49). Eine abgestimmte Produktion dieser Lymphokine koordiniert



demnach die Proliferation, Differenzierung und Funktion lymphatischer und nicht-lymphati-
scher Zellen und tragt wesentlich zur Regulation der Immunantwort bei (43, 57).

Len Poulter und seine Mitarbeiter stellen eine Hypothese zur asthmatischen Pathogenese auf,
bei der die Kombination von immunologischen und physiologischen Abnormalitéiten die For-
derung von Asthma zur Folge haben (70). Sie gehen davon aus, dass ein wesentlicher Faktor
des Krankheitsprozesses die gestorte Regulation der bronchialen T-Zellreaktion durch eine
Population immunsuppressiv wirkender Alveolarmakrophagen ist (69, 70). Nach ihrer Hypo-
these tritt Asthma dann auf, wenn ein Defekt der ,,Down-Regulation* durch supprimierende
Makrophagen unterbleibt. Inwieweit die immunmodulierende Funktion von Alveolarmakro-
phagen (AM) auf T-Zellen an der Hyperreaktion beteiligt ist und dadurch direkt zur Persis-
tenz der bronchialen Entziindung beitrdgt, soll untersucht werden.

Dies erfolgt, indem peripher ruhende T-Zellen mit gereinigten AM von Asthmatikern im Ver-
gleich zu Gesunden sowie in einer weiteren Untersuchung mit peripheren Monozyten kokulti-
viert werden. Nach Stimulation tiber distinkte T-Zellaktivierungswege soll ein Zusammen-
hang tiberpriift bzw. widerlegt werden. Hierzu wurde die Rolle der AM bei der T-Zellstimula-
tion liber akzessorische Signale mittels CD2, CD3 sowie CD28 untersucht und im BrdU-Test
die Proliferation gemessen.

In einem weiteren Schritt wéhlen wir aus dem Netzwerk der zelluldren Entziindung drei Zyto-
kine aus, Interleukin-2 (IL-2) und Interferon-y (IFN-y), gebildet von Th1-Zellen, und Interleu-
kin-10 (IL-10), produziert von Th2-Zellen, um die Immunreaktion zu analysieren.

IL-2 ist ein 15 kDa schweres Protein, das fiir die Proliferation und klonale Expression von T-
Zellen essentiell ist (25). Es besteht aus 133 Aminosduren und zeigt keinerlei Sequenzver-
wandtschaft zu anderen Faktoren (25). IL-2 wird nur von aktivierten T-Zellen sezerniert und
kann in Zellkulturiiberstanden mitogenstimulierter T-Zellen nachgewiesen werden (17). Die
Anzahl der Zielzellen von IL-2 umfasst vor allem T- und B-Zellen (17, 89). Wie viele Inter-
leukine vermittelt auch IL-2 seine Botschaft iiber einen spezifischen Rezeptor, den IL-2-Re-
zeptor. Dieser wird unter anderem auf T-Zellen und einigen Makrophagen exprimiert. Ruhen-
de Zellen exprimieren diesen Rezeptor nicht (25). Interferon-y (IFN-y) wird ebenfalls von ak-
tivierten T-Zellen, aber auch von NK-Zellen und Makrophagen erzeugt (21). Es gehort zur
Familie der Glykoproteine und weist ein Molekulargewicht von 17 kDa auf. Unterschiedliche
Reize konnen die Zelle veranlassen IFN zu bilden. Neben der Induktion von Viren (DNA-
oder RNA-Viren, infektiose oder inaktivierte Partikel) ist die Induktion durch doppelstrangige
RNA und durch Mitogene (Phytohdmagglutinin) mdéglich (16, 25). Die Bildung kann auch

durch spezifische Antigene in sensibilisierten Lymphozyten induziert werden.



IFN-y induziert einen aktivierten Status in der Zelle, fiihrt zur Expression von Fc-Rezeptoren
auf Makrophagen und zur Expression von IL-2 Rezeptoren.

Sowohl IFN-y als auch IL-2 werden von Thl-Zellen gebildet, demgegeniiber stellen wir die
IL-10 Messung als Parameter der Th2-Zellen (21, 34). IL-10 beeinflusst die Aktivitit von
Makrophagen und unterdriickt die Produktion von Interleukinen der Thl-Zell-Gruppe (21,
101). Es gibt Untersuchungen, die eine gegenseitige Regulation von Thl- und Th2-Zellen
wéhrend einer Immunantwort zeigen (26, 62, 34). Dabei inhibiert IFN-y die Proliferation von
Th2-Zellen und IL-10 die Produktion von Interleukinen der Thl-Zell-Gruppe (21). Dieses
Modell behauptet, dass Immunantwort entweder durch eine Th1-Zell-Antwort oder eine Th2-
Zell-Antwort dominiert wird, nicht durch beide. Welches der beiden Systeme iiberwiegt,
hingt von der Aktivierung ab (41, 49, 52, 87).

Fragestellung:
1. Liegen Differenzen zwischen gesunden Kontrollen und Patienten mit Asthma bronchiale in

dem Aktivitéitsgrad der T-Zellen vor?

2. Inwieweit ist die Proliferationsantwort von T-Zellen durch AM bei Patienten mit Asthma
bronchiale im Vergleich zu gesunden Kontrollen verédndert? Bestehen Unterschiede zwischen

den verschiedenen Stimulationswegen?

3. Ist die Produktion von IL-2, IFN-y oder IL-10 durch Zugabe von Alveolarmakrophagen
modulierbar? Kommt es zu Unterschieden in der Reaktivitidt zwischen Patientenkollektiv und
Kontrollen? Kann eine Dysbalance im Th1/Th2-Zellgeflige durch die Interleukinmessung dar-

gestellt werden?

4. Liegt eine Varianz in der biologischen Aktivitdt bei Kokultur mit Alveolarmakrophagen im

Vergleich zu peripheren Monozyten?



2 Material und Methoden

In der Universitétsklinik Frankfurt werden pro Jahr ca. 3000 Kinder mit rezidivierenden und
chronischen Erkrankungen des Bronchialsystems vorgestellt, die Inzidenz ist steigend. Bei
diesen Kindern wird zunédchst eine Basisdiagnostik durchgefiihrt, welche eine Allergietestung,
Lungenfunktionspriifung, einen Schwitztest sowie eine Rontgenuntersuchung des Thorax um-
fasst. Wichtige anamnestische Hinweise auf das Vorliegen einer Hyperreagibilitit der Atem-
wege sind belastungsabhingige Beschwerden, Empfindlichkeit auf Kéiltereiz und eine atopi-
sche Familienbelastung (3). Zu finden sind haufig Allergien gegeniiber Milben, Haustieren
und Pollen. Die Lungenfunktionspriifung zeigt oft, vor allem nach Belastung, eine Flusslimi-
tierung in den groflen und kleinen Atemwegen. In manchen Féllen ist die Diagnose ,,hyperrea-
gible Atemwege* schwer zu stellen, da der chronische Husten bei ihnen das Hauptsymptom
darstellt. Bei diesen Patienten kann die Lungenfunktionspriifung normal sein, und die Emp-
findlichkeit der Atemwege kann erst durch Provokationsmethoden nachgewiesen werden. Da-
fiir stehen der korperliche Belastungstest und die Metacholinprovokation zur Verfligung.
Nach Einordnung des Krankheitsbildes erfolgt zunichst ein Behandlungsversuch.

Bei Kindern, die unter einer Inhalationstherapie (mit inhalativen Steroiden iiber mindestens 3
Monate) weiterhin asthmatische Symptome zeigen oder keinem klaren Krankheitsbild zuge-
ordnet werden konnen, wird eine erweiterte brochologische Diagnostik mit Bronchoskopie
und broncho-alveoldrer Lavage (BAL) durchgefiihrt. Diese ermdglicht eine weitere Differen-
zierung der Erkrankung und den Ausschluss einer Fehlbildung, chronischen Fremdkdorperaspi-
ration oder Malasie. Bei Verdacht auf einen pulmonal relevanten GOR werden zusitzlich

eine pH-Metrie und eine Gastroskopie vorgenommen.



2.1 Patienten

Bei neun Kindern mit Asthma bronchiale und vier gesunden Kontrollen wurde eine Broncho-
skopie mit bronchoalveolarer Lavage durchgefiihrt und Heparin-Blut abgenommen. Alle in
die Untersuchung aufgenommenen Patienten wurden in der pneumologisch-immunologischen
Sprechstunde im Zentrum der Kinderheilkunde der Johann-Wolfgang-Goethe-Universitit
Frankfurt betreut.

Zum Zeitpunkt der Bronchoskopie wies keines der Kinder Zeichen einer akuten Infektion auf.

Nr. | Alter | Sex |fraction time |fraction time \ FEV1 (%) | IgE (KU/)
proximal(%) | distal(%) (=80%)

1 6 W 5,9 6,6 n.b. 109,0
2 14 M 9,0 20,0 71 47,0
3 14 M 3.4 4,7 94 156,0
4 3 W n.b. n.b. n.b. 1,1
5 4 M 1,4 1,4 n.b. 0,0
6 4 W 1,0 4,1 n.b. 91,0
7 5 \\Y n.b. n.b. n.b. 6,6
8 3 M 4,8 6,5 n.b. 1055
12 9 M 1,3 3,7 n.b. 19

n.b. = nicht bestimmt

Tabelle 2.1.1: Klinische Charakteristika der Patienten

Angegeben sind Alter und Geschlecht der neun Patienten sowie die Ergebnisse der ph-Metrie - Mes-
sung (prox. und dist. fraction time in Prozent), das forcierte expiratorische Volumen in einer Se-
kunde (FEV1 in Prozent) und der Immunglobulin E (IgE in KU/l) Bestimmung. Die Normwerte vom
IgE sind altersabhéngig (1-3 J. < 60 iU/ml; 4-7 J. <90 iU/ml; und > 7 J. < 200 iU/ml). Der Normwert

fiir die fraction time ist proximal: < 1 % und distal: > 3,9 % + 2,7 %.



2.2 Chemikalien und Reagenzien

2.2.1 Puffer
ACK-Puffer fiir Zellkultur 4,15 g NH, Cl
0,5 g KHCO:s
0,019 g EDTA
ad 500 ml mit Aqua dest., pH 7,25
ELISA-Waschpuffer PBS 10 % [1:10 in Aqua dest.]
Essigsdure-Losung 2 ml Essig-Saure ad 100 ml mit Aqua dest.
NaHCOs-Losung 7,5 g NaHCO; / 100ml Aqua dest.
Trypanblau-Losung 4 Teile 0,2 % Trypanblau in Aqua dest.
1 Teil 4,25 % NaCl in Aqua dest.
2.2.2 Medien

2.2.2.1 Waschmedium (Zusammensetzung):
RPMI 1646 10x 1:10 verdiinnt mit Aquadest.
Nr. 04101875M, Gibco BRL Eggenstein

Gentamycin 0,2 % Sigma, Deisenhofen

L-Glutamin 200 mM 2,0 % Gibco, Eggenstein

Penicillin / Streptomycin 1,0 % Gibco, Eggenstein

Hepes-Puffer | M 1,0 % Nr. 04305630H, Gibco BRL, Eggenstein
NaOH Loésung I N 8,0 % 40 g NaOH gelost in 1 1 Aqua dest.

NaHCO; Losung 3,0 % 7,5 % NaHCO; w/v gelost in Aqua dest.
Foetales Kilberserum 2,0% hitzeinaktiviert 1 Std. bei 56°C im Wasserbad

Nr. 011-06290M, Gibco BRL, Eggenstein

2.2.2.2 Kulturmedium

(Zusammensetzung):
RPMI 1640 Seromed, Biochrom KG, Berlin
Gentamycin 0,2 % Sigma, Deisenhofen
L-Glutamin 200mM 2,0 % Gibco, Eggenstein
Penicillin / Streptomycin 1,0 % Gibco, Eggenstein
Hepes-Puffer IM 1,0 % Gibco, Eggenstein

Foetales Kédlberserum 10,0 % Gibco, Eggenstein



2.2.3 Testverfahren

ELISA zur Bestimmung von IL-2:
ELISA zur Bestimmung von IL-10:
ELISA zur Bestimmung von IFNy:

2.3 Stimulantien fiir die Zellkultur

Phytohaemagglutinin

(PHA)
Phorbol 12,13-Dibutyrate

(PBUz)

Ionomycin

2.4 Antikorper

(Duoset, Genzyme Diagnostics)
(Duoset, Genzyme Diagnostics)
(Duoset, Genzyme Diagnostics)

Nr. HA17, Wellcome Diagnostics, England

Sigma Chemical Co, St. Louis USA

Calbichinon, Bad Soden

Bei der Untersuchung wurden folgende, gegen CD-Antigene gerichtete, monoklonale Anti-

korper (mAk) verwendet.

Monoklonale Antikorper (mAk)

CD Klon Ig-Isotyp | Antigenexpression Firma/Betrieb

Nomenklatur

CD2 Ml (1H10) |Ig Gl Pan T-Zellen, NK-Zellen, Nullzel- | Meuer, DKFZ,
len, LFA3-Rezeptor Heidelberg

CD2 M2 (7D3) IgG Pan T-Zellen, NK-Zellen, Nullzel- | Meuer, DKFZ,
len, LFA3-Rezeptor Heidelberg

CD3 BMA 030 |IgG1 reife periphere T-Zellen, CLB, Holland
kortikale Thymozyten

CD28 BwW828/72 | 1gGl T-Zellen Behringwerke

2.5 Gerite

CO, Begasungsbrutschrank
ELISA Reader EAR 400
ELISA Software ,,Easyfit*
ELISA Waschgerite
Sterilarbeitsplatz

Vakuumpumpe
Zentrifugen
Mikroskop

Heraeus, Hanau

SLT, Crailsheim

SLT, Crailsheim

LP35 Sanifi Pasteur, Freiburg
Sterilgard Hood SG 600, Baker

Company, Sanford, Maine
Satorius, Gottingen
Heraeus, Hanau




2.5.1 Sterile Zellkulturgefifle und Filter

Dispenser-Tips PP

0,5ml/2,5ml/ 5 ml
Eppendorf Reaktionsgefall 3810

1,5 ml unsteril

Filter 0,22 pm Millex GV
Filter Unit

Filter Unit Receiver
Kryordhrchen
96-well-Kulturplatten

Leukosep-Rohrchen
Pasteur-Pipetten 150 mm
Petrischalen

Ritips (1,25 ml)

Serologische Pipetten

2 ml/5 ml/10 ml
15 ml Rohrchen
50 ml Rohrchen

Nr. 070-305/070-325/070-335, Nerbe Plus

Nr. 0030102.002, Eppendorf, Hamburg

Nr. SLGV 01308, Millipore, Bedford USA
Nr. 156 4045, Nalgene, Rochester, USA
Nr. 455-0500, Nalgene, Rochester,USA
Nr. 5000-0020, Nalgene Rochester

Nr. 167008, Nunclon, Delta, Nunc,

Roskilde, Ddnemark

Nr. 227290, Greiner, Niirtingen

Nr. 9260101, Hirschmann

Nr. 1005, Falcon, Becton, Dickinson, Ply-

mouth, England
Nr. 850253, Ritter Med

Nr. 7507/7543/7551, Falcon, Becton Dickinson,

Plymouth, England
Nr. 62 553 542, Sarstedt, Nimbrecht
Nr. 50320195, Becton Dickinson, Plymouth



2.6 Allgemeine Methoden
2.6.1 Bronchoskopie und Bronchiallavage

Die Bronchoskopie erfolgte in Allgemeinnarkose in Zusammenarbeit mit der Anisthesie.
Dazu wurden die Kinder einen Tag vor dem geplanten Eingriff stationdr aufgenommen, um
alle Voruntersuchungen (Laboranalyse, Rontgenthorax und klinische Untersuchung) durchzu-
fiihren. Die Lungenspiegelung fand unter Uberwachung durch EKG, Blutdruckkontrolle und
Sa02-Messung mit einem starren Bronchoskop in Narkose statt. Die Positionierung des star-
ren Bronchoskops erfolgte lumenverschlieBend im rechten Unterlappen. Die Lavage wurde
mit 4x1ml/kg KG korperwarmer physiologischer NaCl-Losung iiber einen Spiilkatheter ge-
wonnen, indem der Instrumentierkanal in ,,wedge-Position* stand. Die Recovery sollte min-
destens 30 % des eingebrachten Volumens betragen. Anschlieend wurde die Lavage zur mi-

krobiologischen und zytologischen Untersuchung im Labor aufgearbeitet.

2.6.2 Zytologische Untersuchung / Differenzierung der Lavage

Die Entnahme der Lavage erfolgte sequenziell in vier Portionen. Die erste Fraktion kam zur
Untersuchung in die Mikrobiologie, die zweite zur Virologie, wihrend die dritte und die vier-
te gepoolt, durch sterile Gaze filtriert und zytologisch aufgearbeitet wurden. Dazu wurden 200
Ml der Zellsuspension in einen Zytofunnel pipettiert und ein Zytozentrifugenpriparat angelegt.
Dieses wurde fiir zehn Minuten bei 1000 UpM in einer Shadon Zytofuge zentrifugiert. An-
schlieBend wurden zwei der sechs Priparate nach Pappenheim gefarbt und das Differential-

zellbild ausgezahlt.

2.6.3 Aufbereitung der bronchoalveoliren Lavage

Die Reste der dritten und vierten Fraktion der Lavage wurden in ein steriles 10 ml-Réhrchen
gefiillt.

Die somit gepoolten Bronchiallavagen wurden bei 1200 UpM (Heraeus, Hanau) fiir 10 Minu-
ten zentrifugiert und der klare Uberstand in vier Eppendorfhiitchen zu je 1,5 ml bis zur Be-

stimmung der Zytokine bei -80°C eingefroren



Die Aufarbeitung der Zellen erfolgte unter Verwendung keimfreier Plastikgefden, Pipetten
und Losungen an einem sterilen Arbeitsplatz.

Nach Verarbeitung des klaren Uberstandes wurde das Zellpellet mit 10 ml Waschpuffer resus-
pendiert und erneut bei 1200 UpM (Hereaus, Hanau) fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde verworfen und das Pellet mit 2 ml ACK-Losung zur Erythrolyse resuspendiert
und fir fiinf Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert, anschlieBend mit 8 ml Waschpuffer
aufgefillt und erneut zentrifugiert.

Es folgten zwei weitere Waschschritte. Am Ende des Waschvorgangs wurden 100 pl Zellsus-
pension entnommen, in einem Reagenzglas 1:2 mit Essigsdure gemischt und auf einer Fuchs-
Rosenthal-Zahlkammer unter einem Mikroskop ausgezihlt. Die Zellzahl ergab sich aus dem
Mittelwert von fiinf ausgezdhlten Quadranten, bestehend jeweils aus 16 Kleinstquadranten,
multipliziert mit dem Kammerfaktor und dem Verdiinnungsfaktor. Die {ibrige Zellsuspension
wurde zum letzten Mal zentrifugiert und die Zellsuspension auf 100.000 Zellen pro ml einge-

stellt.

2.7 Zellkultur

Die Isolierung und Versorgung von Zellen erfolgte unter Verwendung keimfreier Plastikge-
faBe, Pipetten und Losungen an einem sterilen Arbeitsplatz. Die Zellen wurden in einem be-
gasbaren Inkubator bei 37° C, einer relativen Luftfeuchte von 95 % und 5 % CO, in 96-well-
Flachbodenplatten kultiviert.

2.7.1 Isolierung von peripheren Blut-T-Zellen

Blut wurde in Petrischalen angesetzt. Wahrend die Makrophagen an der Petrischale haften
blieben, wurden die restlichen Zellen in 10 ml Kulturmedium aufgenommen (max. 50x10°
Zellen pro Rohrchen) und in ein steriles Rohrchen tiberfiihrt. Nachdem 100 ul dieser Zellsus-
pension in einem Reagenzglas 1:2 mit Essigsdure versetzt und in einer Fuchs-Rosenthal-Zell-
kammer unter einem Mikroskop ausgezdhlt wurden, erfolgte die Zugabe einer 5 % igen
Schafserythrozytenldsung (SRBC) in der Konzentration 50 pl pro 10° Zellen. AnschlieBend
wurde die Losung bei 600 UpM (Hereaus, Hanau) fiinf Minuten zentrifugiert. Schafserythro-
zyten binden selektiv an das von T-Lymphozyten exprimierte CD2-Antigen und erlauben so-
mit die Isolierung von T-Zellen aus der PBL-Fraktion. Das SRBC-Lymphozytensediment

wurde nach der Zentrifugation ohne Uberstandabnahme fiir 1,5 Stunden bei Raumtemperatur



stehen gelassen. Danach erfolgte durch Drehen der Rohrchen bis zur vollstdndigen Losung
der Rosetten die Resuspension. Die Proben wurden dann langsam mit 15 ml warmem Ficoll
unterschichtet und zunéchst 20 Minuten bei 1000 UpM (Hereaus, Hanau), anschlieBend bei
2000 UpM (Hereaus, Hanau) fiir 10 Minuten jeweils ohne Bremse zentrifugiert. Die Interpha-
se des Dichtegradienten enthélt die Erythrozytenrosetten-Negative (E") mit B-Zellen und NK-
Zellen angereicherte Zellfraktion, wahrend mit dem Sediment die E'-Zellfraktion gewonnen
wurde.

Auf die E™-Zellen wurde zur Hamolyse ACK-Losung gegeben und zwar viermal soviel, wie
SRBC den Proben zugesetzt wurde. Nach fiinf Minuten Inkubation wurde das Réhrchen mit
50 ml Waschmedium aufgefiillt, dreimal gewaschen und erneut in Essigsdure ausgezihlt. Zur
Weiterverarbeitung wurden die T-Zellen in Kulturmedium in der Konzentration 10° Zellen/ml

geldst und in den entsprechenden Test eingesetzt.

2.7.2 Isolierung der Monozyten

Die auf der Petrischale adhaerierten Makrophagen wurden dreimal mit 10 ml Waschmedium
iiberspiilt. AnschlieBend wurden 10 ml Kulturmedium auf die Petrischale gegeben und zur
Losung der Makrophagen in den CO:2-Brutschrank gestellt. Dann wurden die Makrophagen
mittels eines sterilen Spritzenstempels von der Petrischale abgehobelt und zum Waschgang in
ein steriles Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt. AnschlieBend erfolgte die 10-miniitige Zentrifuga-
tion bei 1200 UpM (Hereaus, Hanau) und nach Auszéhlen der Zellen in Essigsdure die Auf-

nahme in Kulturmedium in einer Konzentration von 10° Zellen pro ml.

2.7.3 Konservierung von Zellen

Die in den Versuchsansitzen zunédchst nicht benétigten Zellen wurden fiir 10 min bei 1800
UpM (Hereaus, Hanau) zentrifugiert. Das Sediment wurde mit 500 pl kaltem, sterilem und
hitzeinaktiviertem FKS resuspendiert. Diese Losung wurde in gekiihlte 1,8 ml Kryo-Réhrchen
tiberfiihrt, anschlieBend mit 500 pl Einfriermedium (20 % DMSO in FKS) versehen und so-
fort bei —80° C eingefroren.

Zum Auftauen der Zellen wurde das Kryo-Roéhrchen im Wasserbad bei 37°C rasch erwéarmt
und die Zellsuspension in ein 50 ml Réhrchen mit gekiihltem Waschmedium iiberfiihrt. Nach
dreimaligem Waschen bei 1200 UpM (Hereaus, Hanau) fiir 10 min wurden die Zellen in Kul-

tur aufgenommen.



2.8 Untersuchungen der T-Zellenaktivierung

Um die Immunkompetenz eines Probanden bewerten zu konnen, bedarf es zum einen einer
quantitativen Analyse, zum anderen einer funktionellen Untersuchung der Bestandteile seines
Immunsystems. Ein sensitives Korrelat stellen in vitro Versuche zur Lymphozytenpro-liferati-
on dar.

In Kultur werden Lymphozyten durch spezifische Antigene oder Mitogene aktiviert und ant-
worten mit Proliferation und klonaler Expansion. Lektine wie Phytohaemagglutin (PHA) akti-
vieren T-Lymphozyten unspezifisch iiber eine Kreuzvernetzung diverser Glykoproteine der
Zelloberflache. Antigene dagegen aktivieren Lymphozyten spezifisch. Daher ist die Zellproli-
feration auf Antigene von vorheriger Exposition und Sensibilisierung des Probanden abhén-
gig. Ein weiterer, sehr potenter Wachstumsstimulus sind Superantigene, welche die in vivo
Erkennung spezifischen Antigens am &dhnlichsten von allen polyklonalen T-Zellenstimuli in

vitro simulieren.

2.8.1 Mitogene

Zur Bestimmung der Proliferationsantwort, der IL-2, IL-10 und IFN-y Produktion wurden
50.000 T-Zellen pro well in (200 pl Volumen) mit folgenden Substanzen stimuliert: PHA,
Phorbolester, CD2, CD3, CD28.

Unter Versuchsbedingungen kann eine Aktivierung ruhender T-Zellen durch monoklonale

Antikorper (mAk) gegen den TCR-CD3-Komplex oder das CD2-Molekiil erfolgen (33).

1. KM

CD3, gecoated (1pug/ml)

CD3 + CD28 (CD3, gecoated 1pg/ml + CD28, 16slich Spg/ml)
CD2 (CD2 Klon M1 + M2, 16slich jeweils 0,5ul/ml)

CD2 + CD28 (CD2 [s. P4] + CD28 5pg/ml)

Phorbolester PBu, (1ng/ml) + Ionomycin (0,5ug/ml)

S A e

Phytohaemagglutinin (PHA 5Sug/ml)



2.8.2 Stimulation iiber den T-Zellrezeptor

Der T-Zellrezeptor (TCR) besteht aus zwei Immunglobulin dhnlichen Polypeptidketten (o
und [3). Sie sind tiber Disulfidbriicken miteinander verbunden und bilden mit dem CD3-Mole-
kiil den TCR-CD3-Komplex (42). Die Funktion des TCR besteht in der spezifischen Antige-
nerkennung. Er erkennt Antigene nur mit Hilfe von MHC-Molekiilen, die sich auf der Ober-
fliche von Makrophagen bzw. Monozyten befinden. Die Stimulation der T-Zellen {iber den
TCR-CD3-Komplex erfolgt in der vorliegenden Arbeit mittels monoklonaler Antikorper ge-
gen CD3.

2.8.2.1 Kopplung von CD3-mAk an Nunc-Platten

CD3-mAk wurden mit PBS-Puffer auf eine Proteinkonzentration von CD3 (1 pg/ml) einge-
stellt. Je 100 pl/well dieser Losung wurde auf 96-well-Flach-bodenplatte iiberfiihrt und {iber
Nacht bzw. fiir mindestens acht Stunden bei 4° C inkubiert. Vor der weiteren Verwendung

wurden die Platten dreimal mit PBS gewaschen.
2.8.2.2 Stimulation {iber den CD2-Aktivierungsweg

Zur Stimulation ruhender T-Zellen iiber das CD2-Molekiil wurde eine Kombination von
CD2-mAk (Klon M1 + M2) verwendet. Zusétzlich wurde eine Kostimulation mit CD28-mAk
(BW 828/72) vorgenommen.

2.8.2.3 Stimulation iiber direkte Aktivierung der PKC

Untersucht wurde die T-Zellaktivierung mit Phorbolester (eine Kombination von PBu, und Io-

nomycin). Dabei werden T-Zellen direkt {iber die Ca** abhéngige Proteinkinase C stimuliert.

2.8.3 Proliferationstest (BrdU)

Die Quantifizierung der Zellproliferation erfolgte unter Zuhilfenahme des kommerziellen
Zellproliferation-BrdU-Testkits (Boehringer Mannheim). Dieser Test stellt eine nichtradioak-
tive Alternative zu den gebrduchlichen [*H]-Thymidin-Inkorporationsmessungen dar. Mit
dem BrdU-Test, der die Zellproliferation durch Messung des Einbaus des Pyrimidin-Analo-
gon BrdU (5-bromo-2'-desoxyuridin) in die zellulire DNA quantifiziert, werden laut Herstel-

ler im Vergleich zur [’'H]-Thymidin-Inkorporation stark korrelierende Daten erzielt (68).



Es wurden jeweils 50.000 T-Zellen/Ansatz mit bzw. ohne 5000 Makrophagen/ Ansatz in einer
96-well-Flachbodenplatte ausplattiert und mit den entsprechenden Stimuli aktiviert. Die Zel-
len wurden drei Tage in einem begasbaren Inkubator bei 37° C einer relativen Luftfeuchtig-
keit von 95 % und 5 % COz2 kultiviert. Nach 72 Stunden Inkubationszeit wurden je 100 pl
Uberstéinde/well abgenommen und zwecks spiterer Bestimmung der Zytokinproduktion bei
-80°C eingefroren. AnschlieBend wurden 10 pl/well BrdU-Markierungslosung zugegeben und
die Kulturen fiir weitere 18 Stunden inkubiert. Am fiinften Tag wurden die Flachbodenplatten
bei 1300 U/min fiir 10 Minuten zentrifugiert, die BrdU-Markierungslosung wurde mittels ei-
ner Kaniile abgesaugt und die Zellen schlieBlich fiir eine Stunde bei 60°C im Inkubations-
schrank getrocknet. Nach Zugabe von 200 pl/well Fixierungs-Denaturierungs-Reagenz (Inku-
bationszeit 30 Minuten) wurden die Flachbodenplatten fiir 1,5 Stunden mit 100 pl/well Anti-
BrdU-POD Arbeitslosung inkubiert. Schlieflich wurde dreimal mit PBS gewaschen und 100
ul/well Substratlosung (Tetramethylbenzidin) zugegeben. Nach 15-miniitiger Inkubation wur-
de mit 25 pl/well einmolarer H2SO4 abgestoppt und die Absorption der Losung im ELISA-
Reader bei 450 nm gegen 690 nm gemessen. Alle Werte wurden als Triplikate angelegt. Der
Stimulationsindex errechnet sich aus den Werten der photometrisch bestimmten optischen

Dichte (OD) multipliziert mit 10.

2.8.4 ELISA zur Bestimmung von IL-2, IFN-y und IL-10 aus Zellkulturiiberstinden

Die Bestimmung der IL-2, IL-10 und IFN-y Produktion der T-Lymphozyten erfolgte mit Hilfe
eines kommerziellen ELISA nach 72-stlindiger Aktivierung mit den genannten Stimuli (Duo-

set, Genzyme Diagnostics).

2.9 Statistik

Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Statistikprogrammes Quickstat (Version
1986). Als Lokalisationsmall wurde aufgrund der zumeist asymmetrischen Verteilung der
Versuchswerte der Median verwandt. Er wird durch Extremwerte weniger beeinflusst als das
arithmetische Mittel, d.h. er ist gegeniiber Ausreilern robuster (82). Das Signifikanzniveau p
wurde mit dem Wilcoxon - Mann - Whitney-Test (U-Test) fiir unabhéngige Stichproben aus
Grundgesamtheiten mit unbekannter Verteilung ermittelt. Als Irrtumswahrscheinlichkeit wur-

de 0=0,05 gewéhlt.



3 Ergebnisse

3.1 Zytologische Untersuchung der bronchoalveoliren Lavage

Am Beginn der Untersuchungen stand die Differentialzellauszédhlung des Zytozentrifugenpra-
parates der bronchoalveoldren Lavage (BAL). Die Einzelwerte der Zellverteilung sind im An-
hang Tabellen 6.4.1 bis 6.4.3 aufgefiihrt. Diese konzentrierte sich auf die Auszidhlung der Ma-
krophagen, der Lymphozyten und der Neutrophilen in der BAL (Tab. 3.1).

Tabelle 3.1: Zelldifferenzierung der BAL (%)

Patient Kontrolle
(n=8) (n=4)
AM 87 % 87 %
(69-94) (82-90)
Lymphozyten 4 % 3%
(1-11) (1-8)
Neutrophile 9% 10 %
(3-29) (8-13)

Im Vergleich zwischen Patienten mit Asthma bronchiale und gesunden Kontrollen fand sich
kein Unterschied in der Zellverteilung in der BAL. In beiden Kollektiven zeigte sich, dass die
Makrophagen prozentual am stirksten vertreten sind (Patienten: Median 87 %, Spannweite

69-94 %; Kontrollen: Median 87 %, Spannweite 82-90 %).

Bei der Auszéhlung der Lymphozyten ergab sich eine geringfiigige, jedoch nicht signifikante
Erh6hung in der Gruppe der Asthmapatienten (Patienten: Median 4%, Spannweite 1-11 %;
Kontrollen Median 3 %, Spannweite 1-8 %).

Fiir den Anteil der neutrophilen Granulozyten am Gesamtzellbestand zeigte sich ebenfalls
kein Unterschied zwischen den beiden Kollektiven (Patienten: Median 9 %, Spannweite 3-29

%; Kontrollen Median: 10%, Spannweite von 8-13 %).



3.2 Untersuchung der T-Zellaktivierung

In der Literatur von Poulter et al. finden sich Hinweise auf eine gestorte Zellaktivierung der
T-Zellen beim Asthma bronchiale (70). In der vorliegenden Arbeit wurde die Proliferations-
antwort sowie die IL-2, die IL-10 und IFN-y Produktion von peripheren T-Zellen mit und
ohne Aktivierung durch alveoldre Makrophagen (AM) oder periphere Monozyten bei Patien-

ten und einer Kontrollgruppe untersucht.

3.2.1 T-Zellproliferation

Die Ergebnisse des Proliferationstestes sind in den Abbildungen 1 bis 3 in Form von Median-
werten der Stimalationsindices (SI) von acht Patienten und vier Kontrollen dargestellt. Ge-
messen wurde die T-Zellproliferation nach Aktivierung iiber PBu,/Iono, CD2, CD2+CD28,
CD3 und CD3+CD28 mit und ohne Zugabe von AM.

Abbildung 1: T-Zellproliferation nach Stimulation mit PBu,

T-Zellen (50.000 pro well) von acht Patienten und vier Kontrollen wurden mit und ohne Kokultur von
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AM (5000 pro well) fiir drei Tage mit Phorbolester (PBu, 1,0 ng/ml + Ionomycin 0,5 pg/ml) aktiviert
und anschlieend der BrdU-Einbau gemessen. Dargestellt sind die Medianwerte mit den Quartillen 1

und 3.



3.2.1.1 Aktivierung tiber Phorbolester (Abb.1)

Die Ergebnisse der Messung zeigen eine deutliche Proliferationsantwort der T-Zellen nach
Stimulation mit PBu,/Iono im Patienten- und im Kontrollkollektiv.

(Patienten: Median 8,1 SI, Spannweite 4,7-20,3 SI; Kontrollen: Median 6,8 SI, Spannweite
2,7-17,7 SI).

Nach Kokultur der T-Zellen mit AM konnte in beiden Kollektiven eine verstirkte T-Zellproli-
feration gemessen werden, wobei die Signifikanzgrenze in beiden Gruppen (Ko-vs+AM:
p=0,065, P-vs+AM: p=0,068) knapp verfehlt wurde. (Patienten: Median 16,7 SI, Spannweite
7,6-25,5 SI; Kontrollen: Median 14,3 SI, Spannweite 3,4-18,28 SI).

Ein Unterschied in der Proliferationsantwort zwischen Patient- und Kontrollgruppe konnte

nicht gezeigt werden.

Abbildung 2: Stimulation der T-Zellen mit CD2 und CD2+CD28
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T-Zellen (50.000 pro well) von acht Patienten und vier Kontrollen wurden mit und ohne Kokultur von
AM (5000 pro well) fiir drei Tage mit CD2-mAK (M1 + M2, 16slich jeweils 0,5 pl/ml) bzw. CD2- und
CD28-mAk (BW 828/72, 16slich 5,0 pg/ml) aktiviert und anschlieBend der BrdU-Einbau gemessen.
Dargestellt sind die Medianwerte mit den Quartillen 1 und 3.

3.2.1.2 Aktivierung tiber CD2 und CD2 + CD28 (Abb.2)

Nach Stimulation mit AM oder iiber CD2 allein konnte keine Proliferationsantwort der T-Zel-
len im Patienten- und im Kontrollkollektiv gemessen werden. (Patienten: Median 1,84 SI,
Spannweite 1,58-4,88 SI; Kontrollen: Median 1,90 SI, Spannweite 1,23- 3,20 SI).

Eine deutliche Stimulationsantwort konnte durch die Aktivierung mit CD2+CD28 erzielt wer-

den, wobei sich jedoch kein Unterschied in der Proliferationsantwort zwischen Kontroll- und



Patientenkollektiv fand. (Patienten: Median 5,77 SI, Spannweite 2,70-16,54 SI; Kontrollen:
Median 7,82 SI, Spannweite 2,59 - 9,58 SI).

Durch Kokultur mit AM fand sich sowohl nach Stimulation mit CD2 als auch nach
CD2+CD28 in beiden Kollektiven ein signifikanter Anstieg der T-Zellproliferation (Patienten
nach Stimulation mit CD2+AM: Median 10,41 SI, Spannweite 8,03-15,20 SI; Kontrollen
nach Stimulation mit CD2+AM: Medianwert 13,50 SI, Spannweite: 5,05-14,90 SI; Patienten
nach Stimulation mit AM+CD2+CD28: Median 13,71 SI, Spannweite 11,30-17,50 SI; Kon-
trollen: Median 16,69 SI, Spannweite 7,51-19,30 SI).

Die Kokultur mit AM verstirkte in beiden Kollektiven die Proliferation der Zellen signifikant
(p<0,05). Eine verstiarkte T-Zellproliferation in der Gruppe der Asthmapatienten gegeniiber
der Kontrollgruppe, als Hinweis auf eine Dysfunktion der supprimierend wirkenden AM,

konnte nicht gezeigt werden.

Abbildung 3: Stimulation der T-Zellen mit CD3 und CD3+CD28
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T-Zellen (50.000 pro well) von acht Patienten und vier Kontrollen wurden mit und ohne Kokultur von
AM (5000 pro well) fiir drei Tage mit CD3-mAK (gecoated (1pg/ml) bzw. CD3- und CD28-mAk
(CD28, loslich Spg/ml) aktiviert und anschlieBend der BrdU-Einbau gemessen. (Si). Dargestellt sind
die Medianwerte mit den Quartillen 1 und 3.

3.2.1.2 Aktivierung iiber CD3 und CD3 + CD28 (Abb.3).

In Analogie zu den bisherigen Messergebnissen wurde nach Stimulation mit CD3+CD28 eine
signifikant (p < 0,05) verstérkte Proliferationsantwort der T-Zellen nach Kokultur mit AM er-
reicht. (Patienten nach Stimulation mit CD3+CD28: Median 2,60 SI, Spannweite 1,80-6,88



SI; Kontrollen: Median 2,70 SI, Spannweite 0,96-4,60 SI; Patienten nach Stimulation mit
CD3+CD28+AM: Median 15,06 SI, Spannweite: 12,50-24,10 SI; Kontrollen: Median 18,40
SI, Spannweite: 9,26-22,70 SI.)

Fin Reaktionsunterschied in den Kollektiven lies sich dabei nicht finden.



3.2.2 Interferon-y Produktion der T-Zellen

Im néchsten Schritt wurde zur Analyse der Th1 Zellgruppe die IFN-y Produktion der T-Zellen
von Patienten und Kontrollen mit und ohne Kokultur von AM gemessen. Frithere Arbeiten
berichten von einer Dysbalance im Th1/Th2 Gleichgewicht bei Asthma bronchiale mit gestor-
ter Interferonproduktion (62, 84, 100). Die Ergebnisse sind in Abbildung 4 dargestellt. Es

handelt sich dabei um die Medianwerte der gemessenen Werte beider Gruppen.

Abbildung 4: IFN-y Produktion der T-Zellen
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Ruhende T-Zellen wurden von acht Patienten und vier Kontrollen mit CD2+CD28 und PBu,/Iono sti-
muliert und anschlieBend die IFN-y Produktion mit und ohne Kokultur von AM mittels ELISA gemes-

sen. Dargestellt sind die Medianwerte mit den Quartillen 1 und 3.

3.2.2.1 Messung der IFN-y Produktion nach Aktivierung der T-Zelle iiber CD2+CD28

und PBu,/Iono

Fiir die IFN-y Messung ergab sich unabhingig von der Stimulation kein Reak-tionsunter-
schied der T-Zelle in der Gruppe der Asthmatiker verglichen mit den Kontrollen. (Patienten
nach Aktivierung der T-Zelle iiber CD2+CD28: Median 5228 pg/ml, Spannweite 250-42659
pg/ml; Kontrollgruppe: Median 1503 pg/ml, Spannweite 250-2756 pg/ml; Patienten nach Sti-
mulation mit PBuy/Iono: Median 20414 pg/ml, Spannweite 8343-70834 pg/ml; Kontrollen:
Median 29975 pg/ml, Spannweite 15388-37756 pg/ml).



In Kokultur mit AM wurde eine erhohte IFN-y Produktion in beiden Kollektiven gemessen
(Patienten nach Aktivierung der T-Zelle iiber CD2+CD28 +AM: Median 25414 pg/ml,
Spannweite 250-47017 pg/ml, Kontrollen: Median 23209 pg/ml, Spannweite 16342-34092
pg/ml; Patienten nach Stimulation mit PBu,/lono + AM: Median 62744 pg/ml, Spannweite
14847-97716 pg/ml; Kontrollen: Median 66498 pg/ml, Spannweite 30317-71006 pg/ml).

Dieser modulatorische Effekt der AM war in beiden Gruppen gleichermallen nachzuweisen.

Es zeigte sich kein Unterschied zwischen den Patienten und den Kontrollen.



3.2.3 Interleukin-2 Produktion der T-Zellen

Zur weiteren Untersuchung der Th1 Zellgruppe wurde die Interleukin-2-Pro-duktion ermittelt.
Dabei erfolgte die Messung der immunmodulatorischen Funktion von AM auf T-Zellen in der
Kontrollgruppe im Vergleich zum Patientenkollektiv. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5
dargestellt.

Abbildung 5: IL-2 Produktion der T-Zellen
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Ruhende T-Zellen von acht Patienten und vier Kontrollen wurden mit CD2+CD28 oder PBu,/Ionomy-
cin stimuliert und anschlieend die IL-2 Produktion mit und ohne Kokultur von AM mittels ELISA

gemessen. Dargestellt sind die Medianwerte mit den Quartillen 1 und 3.

3.2.3.1 Messung der IL-2 Produktion nach Aktivierung der T-Zelle iber CD2+CD28 und
PBu,/Iono

Bei der IL-2 Produktion zeigte sich dhnlich wie bei den Proliferationswerten keine aussage-
kréftige Varianz im Vergleich der Gruppe der Asthmatiker mit der Kontrollgruppe. (Patienten
nach Aktivierung der T-Zelle iber CD2+CD28: Median 6406 pg/ml, Spannweite 598-17782
pg/ml; Kontrollen: Median 3261 pg/ml, Spannweite 2268-5544 pg/ml; Patienten nach Stimu-
lation der T-Zelle mit PBu./lono: Median 36617 pg/ml, Spannweite 4052-45746 pg/ml; Kon-
trollen: Median 38089 pg/ml, Spannweite 36127-39378 pg/ml.)

Durch Kokultur mit AM konnte nur eine geringe immunmodulierende Wirkung erzielt wer-

den, dies zeigte sich bei Patienten und Kontrollen. (Patienten nach Aktivierung der T-Zelle



tiber CD2+CD28+AM: Median 6141 pg/ml, Spann-weite: 1501-17239 pg/ml; Kontrollen:
Median 11878 pg/ml, Spannweite 6923 -13148 pg/ml; Patienten nach Stimulation der T-Zelle
mit PBu,/Iono+AM: Median 35661 pg/ml, Spannweite: 4052-41666 pg/ml; Kontrollkollektiv:
Median 20023 pg/ml, Spannweite 3824-41054 pg/ml).

3.2.4 Interleukin-10 Produktion

Zur Untersuchung der Th2 Zellgruppe wurde die IL-10 Produktion nach Aktivierung iiber
CD2 + CD28 und PBu»/Iono mit / ohne Zugabe von AM gemessen.

Tabelle 3.2: 1L.-10 Produktion der T-Zellen

Patient Kontrolle

Stimulation 2 3 4 5 6 9 10 15 18
KM T-Zellen n.b.|nb.|{nb.[nb.|{nb.|nb.| nb. | nb. | n.b.

T-Zellen + AM | <45 | <45 | <45 | <45 (<45 | <45 | <45 | <45 | <45
CD 2+ ([T-Zellen 730|117 | <45 | <45(<45|<45| 126 | <45 | <45
CD 28 [T-Zellen + AM | 648|158 | <45|<45|<45|<45| 243 | <45 | 124
PBu,+ |T-Zellen <45 |<45|<45| <45 <45 <45 106 | <45 | <45
lono T-Zellen + AM | <45 | 115 | <45 |<45(<45(<45| 130 | <45 | <45

Ruhende T-Zellen von fiinf Patienten und vier Kontrollen wurden mit CD2+CD28 und PBu,/Iono vor-
stimuliert, um anschlieBend die IL-10 Produktion mit und ohne Kokultur von AM mittels ELISA zu

messen. Dargestellt sind die Messwerte.

3.2.4.1 Messung der IL-10 Produktion nach Aktivierung der T-Zelle iiber CD2+CD28 und
PBu,/Iono

Die IL-10 Produktion ergab kaum analysefdhige Werte. Weder mit noch ohne Kokultur mit

AM konnte eine immunmodulierende Wirkung dargestellt werden, dies zeigte sich in beiden

Kollektiven und ldsst vermuten, dass die Werte unterhalb der Nachweisgrenze der ELISA-

Messung liegen.



3.2.5 Immunmodulatorische Funktion der Alveolarmakrophagen im Vergleich zu

Monozyten

Zur genaueren Untersuchung der Zellfunktionen bestimmten wir in einem dritten Schritt den
kostimulatorischen Effekt von AM im Vergleich zu peripheren Blutmonozyten. Gemessen
wurde die T-Zellproliferation nach Aktivierung iiber CD3, CD3 + CD28, PBy»/lonomycin,
CD2 und CD2 + CD28 mit und ohne Zugabe von AM bzw. Monozyten. Dargestellt sind die

Mittelwerte von drei Patienten und zwei Kontrollen in Tabelle 3.3

Tabelle 3.3: T-Zellproliferation mit und ohne Zugabe von AM bzw. Monozyten

Stimulati Patient | Patient | Patient | Kontrolle | Kontrol-
on 7 8 12 16 le17
Medium 1,9 1,5 1,6 1,9 1,9
CD 2 Monozyten 13,2 11,9 12,9 8,8 12,1
AM 141 14,7 15,2 8,9 13,5
CDh2+ Medium 5,7 6,2 7,5 7,6 4.5
CD 28 Monozyten 16,2 15,8 8,1 14,7 13,9
AM 10,9 13,7 11,3 19,3 13,4
Medium 1,6 0,8 2,2 1,3 1,5
CD3 Monozyten 20,5 10 18,8 14,9 25
AM 24,5 15,7 25,6 19,2 24,5
CD3+ Medium 2,4 2,2 2,7 2,7 4.6
CD 28 Monozyten 13,5 13,3 25,5 17,9 25,2
AM 20,5 12,2 24 1 18,4 22,7
Pbu, + Medium 20,3 6,4 14,9 7 10,9
lono Monozyten 13,5 10,5 25,3 15,7 19,2
AM 25,5 7,6 25,5 14,3 25

T-Zellen (50.000 pro well) von drei Patienten und zwei Kontrollen wurden mit und ohne Kokultur von
AM (5000 pro well) oder Monozyten (5000 pro well) fiir 3 Tage mit CD3, CD3 + CD28, PBu/Iono,
CD2 oder CD2 + CD28 aktiviert und anschlieBend der BrdU-Einbau gemessen (SI). Alle Werte

wurden als Triplikate angelegt. Dargestellt sind die Mittelwerte.

3.2.5.1 Messung der T-Zellproliferation nach Aktivierung der T-Zellen mit CD3, CD3 + CD28,
PBuy/Iono, CD2 oder CD2 + CD28 mit und ohne Zugabe von AM bzw. Monozyten

Die Ergebnisse zeigen die stimulierende Aktivitdt von AM und Monozyt auf die T-Zellproli-
feration. Dabei unterscheidet sich das Stimulationsergebnis des Monozyten auf die T-Zelle

nicht wesentlich von der des AM. Beide Zellgruppen sind in der Lage, als antigenprisentie-



rende Zelle zu agieren und somit T- Zell Antwort auszuldsen. Dieser modulatorische Effekt

war in beiden Gruppen (Patienten und Kontrolle) gleichermal3en nachzuweisen.



4 Diskussion

Asthma bronchiale ist die haufigste chronische Erkrankung im Kindesalter (2, 8, 9,27, 63).
Als Basis dieser Krankheit findet sich ein chronisch entziindlicher Prozess der Atemwege,
welcher zum Teil genetisch fixiert ist, zum Teil durch eine erworbene bronchiale Hyperreagi-
bilitdt ausgelost wird und zu rasch wechselnden intrabronchialen Widerstandsverhéltnissen
fiihrt (5). Dabei kommt es zum Ablauf chronisch zelluldrer Entziindungsreaktionen in der
Bronchialschleimhaut mit Ausbildung subepithelialer Fibrosen und fixierter bronchialer
Hyperreagibilitit (63, 80, 85). Es existieren zahlreiche Forschungsansitze der Zell- und Mole-
kularbiologie zur zelluldren Immunreaktion bei Asthma bronchiale, trotzdem ist das Ver-
standnis unvollstindig, und die Diagnose erfolgt anhand klinischer und lungenphysiologischer
Parameter. Extrinsisches allergisch bedingtes Asthma muss pathogenetisch als Erkrankung
der Regulation des Immunsystems angesehen werden (70). Die immunologischen Mechanis-
men der Entziindungsreaktion in der Lunge werden in vivo durch ein kompliziertes Netzwerk
von Zell-, Zytokin- und weiteren Mediatorfunktionen unterhalten (27). Vermittelnd wirken
hierbei nicht nur Mastzellen sondern auch Makrophagen, Lymphozyten, Granulozyten und
Epithelzellen (95). Eine Vielzahl von Mediatoren - Interleukine, Histamin, Tumornekrosefak-
tor und transforming growth faktor - sind an dem Krankheitsprozess modulierend beteiligt

(15, 90).

Ziel dieser Arbeit war es, mogliche neue, fiir das kindliche Asthma bronchiale spezifische
Entziindungsreaktionen zu beschreiben. Zu diesem Zweck wurde der Einfluss bronchialer Al-

veolarmakrophagen auf die Aktivierung peripherer T-Zellen untersucht.

In der Literatur von Poulter et al. finden sich Hinweise auf eine gestorte Zellaktivierung der
T-Zellen bei Asthma bronchiale (70). Nach seiner Hypothese tritt Asthma dann auf, wenn ein
Defekt der "Down-Regulation" durch supprimierend wirkende Makrophagen unterbleibt.

In anderen Studien wird von einem Th1/Th2-Paradigma bei allergischem Asthma bronchiale

gesprochen (37, 21, 62,81).

Um diese Ideengiinge genauer zu analysieren wurden die Proliferationsantwort, die IL-2, IL-
10 und IFN-y Produktion peripherer T-Zellen mit und ohne Aktivierung durch AM oder Mo-

nozyten bei einer Patientengruppe und einem Kontrollkollektiv untersucht.



Untersuchung der T-Zellaktivierung

Gemessen wurde die T-Zellproliferation nach Aktivierung tiber CD3, CD3+ CD28, CD2,
CD2+ CD28 und PBy./Iono mit und ohne Zugabe von AM.

In der Literatur wird vielfach der stimulatorische Effekt von AM auf T-Zellen beschrieben (5,
70)

AM machen sowohl beim Gesunden als auch beim Asthmapatienten den groften prozentua-
len Anteil der Lavage aus (56, 100). Das bestitigte sich auch in unseren beiden Kollektiven.
Vermutlich spielt der AM eine Hauptrolle der chronischen Entziindung und bronchialen
Hyperreagibilitdt (32, 70, 100). Der Makrophage ist fahig, als antigenprédsentierende Zelle zu
agieren und somit T- Zell Antwort auszuldsen. Zusétzlich kann er Antigene im Rahmen der

Endozytose speichern, um sie zu einem spéteren Zeitpunkt erneut zu prasentieren (12, 23).

Nach einer Aussage von Holt et al. sollen Makrophagen initial einen schiitzenden Effekt auf
das Lungengewebe ausiiben, indem sie eine immunologische Uberreaktion auf groBe Mengen
inhalierter Antigene unterdriicken (40). Danach wéren sie in der Lage die T-Zell induzierte

Entziindungsreaktion zu supprimieren (70,91,100).

Diese Hypothese findet sich in unseren Untersuchungen nicht vollstindig wieder. So kann
durch Kokultur der T-Zellen mit AM eine signifikante Zunahme der T-Zell-Proliferationsant-
wort gemessen werden. Ein Unterschied zwischen Patienten- und Kontrollkollektiv konnte

nicht nachgewiesen werden.

Aktivierte Makrophagen sezernieren eine Reihe von Substanzen, die unter bestimmten Um-
stinden einen inhibitorischen Effekt auf die Immunantwort zeigen. Dabei sind die Mechanis-
men, wodurch diese Substanzen ihren hemmenden Effekt ausiiben, unterschiedlich. Kompo-
nenten des Komplementsystems konnen nach Aktivierung Immunzellen lysieren. Prostaglan-
dine, zyklisches AMP und Interferone kénnen die Aktivierung von Lymphozyten storen (79).
Makrophagen, die groBe Mengen an DNA von untergegangenen Zellen verdauen, setzen Thy-
midin frei. Wenn es in hoher Konzentration vorliegt, wird es von anderen Zellen aufgenom-

men und hemmt deren Proliferation (43).

Sollte nun dieser supprimierende Effekt entfallen, konnte eine Hyperreaktion im Rahmen ge-

steigerter T-Zellaktivierung auftreten und einen Asthmaanfall provozieren (70).

Spiteri et al. vertreten die Ansicht, dass es sich hierbei nicht um eine generell reduzierte Akti-
vitdt der AM handelt sondern eher um eine Unterteilung der Makrophagenpopulation in Sup-

pressormakrophagen und T-Zell aktivierende Makrophagen (91).



Eine Balance-Storung zwischen diesen Untergruppen zugunsten der T- Zell aktivierenden
Makrophagen wiirde dann zur Aufrechterhaltung der T- Zell bedingten Entziindungsreaktion

beim Asthma bronchiale fiihren (70).

Im Rahmen dieser Hypothese wire in unseren Untersuchungen ein signifikanter Anstieg der
T-Zellproliferation nach Kokultur mit AM in der Gruppe der Asthmatiker zu erwarten gewe-
sen. Doch unabhingig von der Stimulation konnte kein signifikanter Unterschied in der Proli-
ferationsantwort der T-Zellen nach Kokultur mit AM im Patientenkollektiv in Relation zur
Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Zwar konnte eine signifikante Proliferationszunahme
nach Kokultur mit AM gemessen werden, doch trat diese gleichermaflen in der Patienten- und

in der Kontrollgruppe auf.

Immer noch umstritten ist die Existenz der T-Suppressorzellen Es handelt sich wohl um Zel-
len mit supprimierendem Einfluss auf die Ausbildung und den Ablauf der Immunabwehr; sie
sind also negativ modulierend und verhindern ein UberschieBen der Antikdrperproduktion
(13). Spezifische Oberflaichenmolekiile nachzuweisen, mit deren Hilfe T-Suppressorzellen

von anderen T-Zellen unterschieden werden konnten, gestaltet sich schwierig (14).

Wahrscheinlicher ist es, dass Lymphozyten wihrend verschiedener Entwicklungsphasen un-
terschiedliche Funktionen wahrnehmen. Man geht davon aus, dass eine stimulierte T-Zelle
nach Ausiibung ihrer Effektorfunktion Signale aussendet, die einen hemmenden Einfluss auf

die Immunantwort ausiiben (1).

Tatsdachlich sind derartige Suppressionsmechanismen beschrieben worden, ohne jedoch ein-

deutig die supprimierende Zelle und ihre Suppressionsfaktoren identifiziert zu haben (14).

Bei unseren Patienten konnte unabhéngig von der Art der Stimulation eine signifikante Zu-
nahme der T-Zellproliferation nach Kokultivierung mit AM nachgewiesen werden. Im Ver-
gleich zeigte die gesunde Kontrollgruppe einen ebenso signifikanten Anstieg in der Prolifera-

tionsantwort wie das Patienten-kollektiv. (Ergebnisse siche Abbildungen 1-3)

Eine prinzipielle Stérung der T- Zellproliferation durch AM-Funktionsdefekt bei Kindern mit

Asthma bronchiale konnte in unseren Analysen nicht gezeigt werden.

Auch der Verdacht eines T-Suppressorzell-Mangels bei Kindern mit Asthma bronchiale konn-

te nicht nachgewiesen werden. Messungen der Proliferationsantwort von T-Zellen, ohne Ko-



kultur durch AM, zeigten unabhédngig von der Stimulation einen dhnlichen Verlauf im Kon-
troll- bzw. im Patientenkollektiv. Eine prinzipielle Stérung in der T- Zellsubpopulation konn-
te damit nicht bestétigt werden.

Eine andere Erklarung fiir die Zunahme von Allergien und Asthma in den Industriestaaten lie-
fert die ,,Hygiene- bzw. Infekttheorie (11). Sie besagt, dass das Immunsystem in westlichen
Landern mit hohem Hygienestandard und keimarmen (Wohnungs-)Milieus nur ungeniigend
trainiert ist und in der Folge auf Allergene tiberempfindlich reagiert (11). Dies basiere darauf,
dass hdufige Auseinandersetzungen des Immunsystems in frither Kindheit die Differenzierung

des Immunsystems in Richtung Th1-Zelle trainieren (44).

Auch wenn im murinen System vorhandene Verhéltnisse fiir den Menschen nur bedingt gel-
ten, vereinfacht die Annahme von zwei, in einem Gleichgewicht stehenden Zelltypen, den

Th1-Zellen und den Th2-Zellen, das pathogenetische Verstindnis erheblich (52).

Der Thl-Arm wird durch IFN-y und IL-2 représentiert und fiihrt zur Infektabwehr und Im-
muntoleranz. (44, 66, 81). Diese Funktion des Immunsystems ,,verkiimmert™ in {ibertrieben
hygienischer Umgebung, wenn alle Infekte dem Kind erspart bleiben (63). Die Waage neigt
sich dann Richtung Th2-Zell-Differenzierung. Der Th2-Arm wird repradsentiert durch die IL-
4, IL-5, IL-13 und IL-10 (44, 66, 81).

Bei Asthmatikern fiithrt der Antigenkontakt demnach zu einer iiberwiegenden Th2-Reaktion
mit vermehrter IL-4 und IL-10 Produktion (81). Dadurch erfolgt eine gesteigerte Umwand-
lung von B-Zellen in IgE-produzierende Plasmazellen (11, 38). Das IgE lagert sich an die Re-
zeptoren der Effektorzellen und bei erneutem Ag-Kontakt werden eine allergische Sofortreak-

tion und die allergisch entziindliche Spétreaktion ausgelost (44, 103).

Um genauere Aussagen treffen zu konnen, ob bei Asthmatikern eine Dysbalance im Th1/Th2-
Gleichgewicht vorliegt, hdtte man zuvor mittels so genannter Marker (meist definierte Poly-
peptidkette, deren Expression es zulésst, eine Zelle genauer einzuordnen) Analysen durchfiih-
ren konnen. Die Suche nach Oberflaichenmarkern, welche eine schnelle und einfache Diffe-
renzierung von Thl-und Th2-Zellen (z.B. im FACS) zulassen, beschéftigt die Immunologen
seit der Erstbeschreibung dieser T-Zellsubpopulationen. Es existiert kein universeller Marker,

welcher in jedem Fall eine einfache und scharfe Trennung von Thl- und Th2-Zellen erlaubt

(14).



Ein anderer Weg, eine verdnderte Reaktionslage des T-Zell-Systems zu untersuchen, ist die

Messung des Interleukinprofils. IL-2 und IFN-y werden von Zellen des Th1-Types produziert,
IL-10 von Zellen des Th2-Types (22).

Verfolgt man die Hypothese, dass die Ursache der Th2-Dominanz bei Asthma bronchiale in
einer verminderten Th1-Aktivitdt liegt, miisste es moglich sein, im Patientenkollektiv niedri-

gere Messwerte flir IL-2 und IFN-y als in der Kontrollgruppe nachzuweisen (103).

Ein anderer Ansatzpunkt konnte sein, eine verstarkte Th2-Aktivitét als Ausldser einer mogli-
chen Th2-Dominanz bei Asthma bronchiale zu vermuten. Dann wiren erhdhte IL-10 Werte in

der Patientengruppe zu erwarten.

Sollte es hingegen beim Asthma bronchiale zu einer generell erhéhten T- Zellproliferation
kommen, wie es die Hypothese von Poulter et al. vertritt, miisste eine gesteigerte IL-2 Sekre-

tion messbar sein (48).

Um eine mdgliche Stérung der Interleukin- und Interferonproduktion beim Asthma bronchiale

diskutieren zu konnen, wurde in einem néchsten Schritt die Zytokinproduktion untersucht.

IL- 2 Produktion

Unter physiologischen Bedingungen wird IL-2 vor allem von aktivierten T-Zellen syntheti-
siert und wirkt als autokriner und parakriner Mediator (25). Urspriinglich wurde IL-2 als T-
Zell-Wachstumsfaktor bezeichnet, heute kann es in Zellkulturiiberstinden mitogenstimulierter
T-Zellen nachgewiesen werden (25). Auf ruhende T-Zellen hat IL-2 keine Wirkung, da diese
nicht iiber den IL-2 Rezeptor verfiigen (17).

Aus diesem Grund stimulierten wir die T-Zellen mit CD2 + CD28 und Phorbolester mit und

ohne Zugabe von AM unter folgender Fragestellung:

1. Wiirde es im Rahmen der Hypothese von Poulter et al. durch eine Dysbalance zwischen
supprimierend und stimulierend wirkenden AM im Patientenkollektiv zu einer generell ver-
mehrten T-Zell-Aktivierung kommen und koénnte diese in einer erhéhten IL-2 Produktion

nachgewiesen werden (15)?

2. Oder fiihrt der Antigenkontakt bei Asthma bronchiale zu einer Gleichgewichtsstorung im
Th1/Th2-Zellgefiige mit verminderter Th1-Zell-Reaktion und konnten wir diese in einer redu-

zierten IL-2 Produktion messen ?



In unseren Untersuchungen konnte eine deutliche T-Zell-Antwort nach Stimulation nachge-
wiesen werden. Schon in fritheren Studien konnte gezeigt werden, dass die Kostimulation mit
CD28 eine verstirkte T-Zellproliferation und Zytokinproduktion vor allem von IL-2 bewir-
ken kann (36). Ebenso lie§3 sich in unserer Arbeit bestétigen, dass IL-2 hauptsichlich von akti-
vierten T-Zellen sezerniert wird, denn unter alleiniger Stimulation der T-Zellen mit Kulturme-

dium konnten keine messbaren IL-2 Werte erzielt werden.

In unseren Analysen lie3 sich jedoch weder eine erhohte noch eine erniedrigte IL-2 Produkti-
on in der Gruppe der Asthmatiker in Relation zur Kontrollgruppe aufzeigen. Somit konnte
weder die Hypothese einer Dysbalance zwischen supprimierend und stimulierend wirkenden
AM belegt werden, welche eine erhohte IL-2-Produktion im Patientenkollektiv hitte erwarten

lassen.

Diese Ergebnisse stehen in Korrelation zu den Untersuchungen der T-Zellproliferation und
waren stimulationsunabhingig. Anders jedoch als im Proliferationstest konnte im Rahmen der
IL-2 Bestimmung nach Zugabe von AM kein deutlicher Anstieg der IL-2-Produktion erzielt
werden. Dieses Ergebnis findet sich in beiden Gruppen und war ebenfalls stimulations-unab-
hingig. Dies konnte an der optimalen Vorstimulierung der T-Zellen mit Phorbolester, bzw.

CD2 + CD28 liegen.

IFN-y-Produktion

Als Néchstes wurde die IFN-y-Produktion der T-Zellen analysiert. IFN-y wird von immun-
kompetenten Thl-Zellen infolge eines antigenen oder mitogenen Stimulus gebildet (25). Es
kann nicht nur Zellen voriibergehend vor einer Virusinfektion schiitzen, es wirkt auch zytosta-
tisch und immunmodulatorisch. So ist IFN-y ein wichtiger Makrophagen aktivierender Faktor
(14). Gleichzeitig wirkt das von den Thl-Zellen freigesetzte Interferon hemmend auf die Ent-
stehung von Th2-Zellen (21, 34). Eine Aktivierung von Th2-Zellen fiihrt zu vorwiegend hu-
moral vermittelten Reaktionen, wihrend nach Aktivierung einer Th1-Zelle vorwiegend zellu-
lar vermittelte Reaktionen im Sinne einer erhohten Killeraktivitdt von Makrophagen beobach-
tet werden konnen (5). IFN-y soll in der Lage sein, die IL-4-Produktion aus stimulierten Th2-
Zellen zu supprimieren und somit die Produktion von IgG1 und IgE, die durch IL-4 gefordert
wird, zu unterdriicken (78). Eine Studie von Wong et al. zeigte bei Asthmatikern eine redu-

zierte IFN-y Produktion bei normaler IL-4 Produktion (103).



In vitro Versuche haben gezeigt, dass eine direkte Stimulation mittels spezifischer Antikorper,
aber auch durch Pharmaka wie Phorbolester zu einer IFN-y Sekretion fiihrt. Fiir eine erfolg-
reiche T-Zell-Antwort reicht hiufig die alleinige Stimulation des T-Zellrezeptors nicht aus,
vielmehr ist ein zusétzliches Signal durch das CD28-Molekiil erforderlich (36). Eine gleich-
zeitige Stimulation soll zu einer verstirkten Proliferation der T-Zelle fithren und damit zu ei-
ner gesteigerten Zytokinproduktion, vor allem IFN-y (36). Deshalb erfolgten zur genaueren
Analyse der Funktion von IFN-y bei der Entstehung von Asthma bronchiale Untersuchungen
mittels Stimulation der T-Zellen mit CD2 + CD28 und PBy./Iono unter folgenden Fragestel-

lungen:

1. Fiihrt der Antigenkontakt bei Asthma bronchiale zu einer Gleichgewichtsstérung im
Th1/Th2-Zellgefiige mit verminderter Th1l-Zell-Reaktion und reduzierten IFN-y-Produktion
(103)?

2. Oder kommt es im Rahmen einer Dysbalance zwischen supprimierend und stimulierend
wirkenden AM im Patientenkollektiv zu einer erhéhten IFN-y-Produktion in der Gruppe der

Patienten?

Friihere Studien zeigten eine erniedrigte Interferon-y Produktion bei Asthmatikern in Relation
zu Gesundkontrollen und bestitigten damit eine verminderter Th1-Zell-Reaktion (48, 78, 95,
103).

Die Messwerte in unserer Arbeit wiesen groe Spannweiten auf, die eine Analyse erschweren.
Nicht belegen konnten wir die Hypothese der verminderten Th1-Zell-Reaktion, die eine ver-
minderte INF-y-Produktion im Patientenkollektiv hétte erwarten lassen (48, 103). In unseren
Analysen fanden sich fiir die INF-y-Produktion dhnliche Messwerte in beiden Gruppen (Pati-

enten und Kontrollen).

Anders als im Rahmen der IL-2-Messung konnte nach Zugabe von AM ein geringfiigiger An-
stieg der INF-y-Produktion erzielt werden. Der beschriebene Effekt fand sich sowohl in der
gesunden Kontrollgruppe als auch im Patientenkollektiv und konnte somit nicht als Hinweis
auf eine mogliche Dysbalance zwischen supprimierend und stimulierend wirkenden Alveolar-

makrophagen interpretiert werden.



Diese INF-y-Messwerte in ihrer Gesamtheit erlauben keine Differenzierung der Asthmatiker
von der gesunden Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse stehen in Korrelation zu den Untersu-

chungen der T-Zellproliferation und IL-2-Pro-duktion.

Neuere Studien zur Pathogenese des Asthma bronchiale vermuten eine verstdrkte Th2-Aktivi-
tit als Ausloser einer moglichen Th2-Dominanz bei Asthma bronchiale. Dann wiren erhohte

»Th2-Zytokinwerte* in der Patientengruppe zu erwarten.

IL-10 Produktion

Zur Untersuchung der Th2 Reaktion wurde die IL-10 Produktion der T-Zellen mit und ohne

Kostimulation durch AM gemessen.

IL-10 wird von einer bestimmten Gruppe von T-Zellen, den Th2-Zellen, sezerniert (21, 66,
81). Es inhibiert die Produktion fast aller von Th1-Zellen gebildeten Interleukine, aber nicht
die Sekretion von Interleukinen durch die Th2-Zelle (62). Dabei hemmt es nicht die antigen-
spezifische Proliferation von Thl-Zellen, wenn ausreichend exogenes IL-2 in der zelluldren
Umgebung vorhanden ist (25). IL-10 beeinflusst auch die Aktivitit von Makrophagen. Es
wirkt hemmend auf die Synthese von antimikrobiell wirksamen Sauerstoff- und Stickstoffra-
dikalen, fordert aber die Expression von Fc-Rezeptoren und Scavenger-Rezeptoren auf Mono-
zyten und Makrophagen (21). IL-10 ist ein wichtiges immunregulatorisches Interleukin, das

in der Lage ist die T-Zellantwort zu steuern (57).
Uber die Rolle von IL-10 in der Pathogenese von Asthma existieren verschiedene Theorien.

1. Es gibt Arbeiten, die aussagen, dass IL-10 die Differenzierung von Monozyten in eine be-
stimmte Makrophagensubpopulation fordert. Diese soll primér supprimierend auf die T-Zel-

laktivitédt bei Asthmatikern wirken (101).

2. Eine andere Hypothese beschreibt eine Deaktivierung der T-Zell-Reaktion bei Asthmati-
kern durch IL-10 und durch IL-12 ein Umleiten auf eine Thl gesteuerte Immunantwort. Da
AM beide Interleukine produzieren, konnen sie auf diesem Wege die T-Zellantwort steuern

(57).

3. In einer Arbeit von Chung et al. wird IL-10 als wichtiger Inhibitor von Monozyten, Makro-

phagen und proinflammatorisch wirkenden Interleukinen aufgezeigt (21).



Diese Aussagen wiirden eher fiir eine protektive Rolle von IL-10 vor der Pathogenese von

Asthma sprechen.

4. Es gibt aber auch Arbeitsgruppen, die IL-10 als wichtiges immunregulatorisches Interleu-
kin auffassen, das die Th1-Zellen und damit auch die Makrophagenaktivitét herunterreguliert.
Gleichzeitig soll es einen stimulierenden Effekt auf andere Zelltypen besitzen und synergis-
tisch mit IL-3 und IL-4 agieren und damit das optimale Wachstum von Mastzellen fordern

25).

Wie auch immer das Wirkmuster von IL-10 im Einzelnen ist, bleibt zu untersuchen. Sollte es
aber beim Asthma bronchiale zu einer Gleichgewichtsstorung im Th1/Th2-Zellgeflige mit ei-
ner vermehrten Th2-Zell-Aktivierung kommen, miisste eine erhdhte 1L-10-Produktion in der

Gruppe der Asthmatiker messbar sein.

Zur genaueren Analyse der Th2-Zell-Aktivitét erfolgte die Messung der IL-10-Produktion in
der gesunden Kontrollgruppe und im Patientenkollektiv. Gemessen wurde diese vor und nach
Stimulation der T-Zellen mit CD2 + CD28 und PBuy,/Iono mit und ohne Zugabe von AM.
(Die Einzelwerte der Messung sind in Tabelle 3.3 dargestellt.)

Gibt es in Vorlduferstudien differente Aussagen zur IL-10-Produktion und Funktion, gestaltet
es sich in unseren Analysen schwer, konkrete Aussagen iiber die Th2-Zell-Aktivitit zu tref-
fen, da IL-10 in unserer Untersuchung nur vereinzelt nachgewiesen werden konnte und die
wenigen Messwerte kaum Aussagekraft haben.

Eine erhohte IL-10 Produktion in der Gruppe der Asthmatiker im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe konnte nicht beschrieben werden. Somit konnte auch kein Hinweis auf eine
Gleichgewichtsstorung im Th1/Th2-Zellgefiige mit einer vermehrten Th2-Aktivitit beschrie-
ben werden.

Die Messwerte fiir die IL-10-Produktion &dnderten sich nicht maf3geblich nach Kokultur der T-
Zellen mit AM, Differenzen zwischen Kontroll- und Patientenkollektiv waren diesbeziiglich

nicht nachzuweisen.

Die Ergebnisse im Ganzen erlauben keine Differenzierung der Gruppe der Asthmatiker von

der gesunden Kontrollgruppe.



Immunmodulatorische Funktion der Alveolarmakrophagen im Vergleich zu Monozyten

Abschliefend untersuchten wir, ob eine mogliche Varianz in der biologischen Aktivitét (Pro-
liferation) bei Kokultur mit AM im Vergleich zu peripheren Monozyten bei unseren Patienten

vorliegt.

Monozyten gehen aus den Promonozyten des Knochenmarks hervor, zirkulieren kurzzeitig
(24 Stunden bis wenige Tage) im peripheren Blut, treten dann in die Gewebe iiber und diffe-
renzieren sich dort zu den reifen Gewebe-Makrophagen. Im Respirationstrakt erfolgt die Aus-

differenzierung zum AM.

Nach einer Hypothese von Tormey et al. konnen sich Monozyten in unterschiedliche Makro-
phagensubklassen differenzieren (100). Dabei kommt es zu einer Funktionsunterteilung in sti-
mulierend oder supprimierend wirkende Makrophagen und Makrophagen mit der Aufgabe der
Phagozytose. Die Einteilung in diese Subklassen erfolgt mittels der monoklonalen Antikorper

RFDI1 und RFD7.

Die Arbeit von Tormey untersucht, inwieweit Interleukine Einfluss auf die Ausreifung von
AM haben, und kommt zu dem Entschluss, dass die T-Zellen die Differenzierung iiber Media-
toren (IL-10, IL-4, IFN-y) steuern.

Wihrend IL-4 und IFN-y die Reifung stimulierender Makrophagen fordern, bewirkt IL-10
eine Differenzierung von Monozyten in reife Phagozyten und supprimierend wirkende Ma-
krophagen (100).

Beriicksichtigt man die Hypothese von Poulter et al.(70), nach der Asthma dann auftritt, wenn
ein Defekt der Down-Regulation durch supprimierend wirkende Makrophagen unterbleibt,
konnte man die Vermutung aufstellen, dass beim Asthmatiker der Kontakt von IL-10 und

IFN-y mit Monozyten die T-Zellantwort entweder hemmen oder verstirken kann (100).

Im Verlauf unserer Untersuchungen konnte unabhingig von der Stimulation kein signifikanter
Unterschied in der T-Zellproliferation bei Kokultur mit AM im Patientenkollektiv im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe nachgewiesen werden.

Deshalb ergidnzten wir unsere Untersuchungen um die Kokultur mit Monozyten, gewonnen

aus dem peripheren Blut der Patienten.



Folgende Fragestellungen sollten analysiert werden:

1. Ist eine Diskrepanz in der T-Zellproliferation nach Kostimulation mit AM in Relation zur

Kostimulation mit Monozyten messbar?

2. Liegt ein Unterschied zwischen Patientengruppe und Kontrollkollektiv in der Proliferati-

onsantwort der T-Zellen vor ?

Gemessen wurde die T-Zellproliferation nach Aktivierung iiber CD3, CD3 +

CD 28, CD2 und CD2+CD28 mit und ohne Zugabe von AM bzw. Monozyten im Kontroll-
und Patientenkollektiv.

Bei unseren Patienten konnte unabhingig der Stimulation eine Zunahme der T-Zellproliferati-
on sowohl bei Kokultur mit AM als auch bei peripheren Monozyten nachgewiesen werden.
Im Vergleich zeigte die Kontrollgruppe einen ebenso starken Anstieg der Proliferationsant-
wort wie das Patientenkollektiv. Eine prinzipielle Differenzierung der biologischen Aktivitét
vom AM in Relation zum Monozyten konnte in unserer Patientengruppe nicht analysiert wer-
den. Ebenso konnte kein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe hinsichtlich der Proli-

ferationsreaktion erfolgen.

Insgesamt stehen die Ergebnis in Korrelation zu den Untersuchungen der T-Zellproliferation

und der Zytokinproduktion.

Es existieren zahlreiche Forschungsansitze der Zell- und Molekularbiologie zur zelluldren
Immunreaktion bei Asthma bronchiale, trotzdem ist das Verstdndnis unvollstindig. Eine prin-
zipielle Storung der Alveolarmakrophagenfunktion ist bei Kindern mit Asthma bronchiale in

unseren Untersuchungen nicht nachweisbar.



5 Zusammenfassung

Das Asthma bronchiale wird als eine chronische zelluldre Entziindung der Atemwege verstan-
den. Eine Schliisselzelle bei der chronischen Entziindung und Ausbildung der fixierten bron-
chialen Hyperreagibilitit ist vermutlich der AM. Er ist sowohl in der Lage die T-Zell abhingi-
ge Entziindung zu supprimieren als auch als antigenpréisentierende Zelle zu agieren. Diese un-
terschiedlichen Effektorfunktionen kénnen zum Teil phénotypisch mit monoklonalen Anti-
korpern charakterisiert werden. Nach der Hypothese von Poulter et al. tritt Asthma dann auf,
wenn die Down-Regulation durch supprimierende Makrophagen gestort ist. Entsprechend war
es die Aufgabe der Arbeit zu untersuchen, inwieweit eine Verdnderung der immunmodulatori-
schen Funktion der AM auf eine T-Zellaktivierung von Asthmatikern {iber distinkte T-Zellak-
tivierungswege nachweisbar ist. Gemessen wurde zuerst die T-Zellproliferation nach Aktivie-
rung liber Phorbolester, CD3, CD3 + CD28, CD2, CD2 + CD28 mit und ohne Zugabe von
AM bei Patienten- und Kontrollgruppe. Unabhédngig von der Art der Aktivierung war eine si-
gnifikante Zunahme der T-Zellproliferation bei Kokultur mit AM nachweisbar, dieser kosti-
mulatorische Effekt war aber auch bei gesunden Kindern vorhanden. Um genauere Erkennt-
nisse zu bekommen, inwieweit die immunmodulierende Funktion von AM auf T-Zellen an
der bronchialen Hyperreaktion beteiligt ist, wurde im zweiten Teil der Arbeit die IL-2, IL-10
und IFN-y Produktion bestimmt. Untersucht wurde die Stimulation der T-Zellen mit CD2 +
CD28 und Phorbolester mit und ohne Zugabe von AM bei der Patienten- und der Kontroll-
gruppe. Es fand sich kein signifikanter Unterschied in der Zytokinproduktion. Hierauf wurde
ein Vergleich der kostimulatorischen Aktivitdit von AM mit peripheren Blutmonozyten durch-
gefiihrt. Gemessen wurde die T-Zellproliferation nach Aktivierung {iber CD3, CD3+CD28,
CD2 und CD2+CD28 mit und ohne Zugabe von AM bzw. Monozyten. Die Ergebnisse dieser
Untersuchung weisen darauf hin, dass sich die biologische Aktivitdt (Proliferation und Zyto-
kinproduktion) von AM nicht wesentlich vom Monozyten unterscheidet. Als Schlussfolge-
rung stellt sich heraus, dass eine prinzipielle Storung der AM bei Kindern mit Asthma bron-
chiale nicht nachweisbar ist. Die Hypothese von Poulter et al., dass ein Defekt der Makropha-
genfunktion bei Asthma vorliegt und es dadurch zur Persistenz der bronchialen Entziindung

bzw. zur Ausbildung der subepithelialen Fibrose kommt, konnte nicht bestitigt werden.



6. Anhang

Tabelle 6.1.1: Einzelwerte der T-Zell-Proliferation (Si) von Patienten mit

und ohne Alveolarmakrophagenstimulation

T-Zellen + Stimulus

Patient | KM |+AM | CD2+CD28 +AM PBu, +AM
1 0,12 | 0,12 5,43 13,93 4,73 10,45
2 1,60 | 1,60 16,54 16,87 8,10 10,04
3 1,80 | 2,20 2,70 17,50 18,70 22,70
4 0,90 | 1,17 6,58 12,95 5,70 16,72
5 1,83 | 3,70 4,63 11,83 6,30 14,67
6 1,50 | 1,40 5,98 15,00 15,38 20,20
7 1,10 | 1,50 5,70 10,90 20,30 25,50
8 1,03 | 1,16 5,77 13,71 4,69 7,61
12 1,10 | 0,40 7,50 11,30 14,90 25,50

Tabelle 6.1.2: Einzelwerte der T-Zell-Proliferation (Si) von Kontrollen mit

und ohne Alveolarmakrophagenstimulation

T-Zellen + Stimulus

Kontrolle| KM |+AM | CD2+CD28 +AM PBu, +AM
9 1,30 | 1,40 2,59 7,51 2,72 3,44
14 0,12 | 0,12 5,93 14,96 4,73 13,93
15 1,60 | 1,90 8,50 19,30 17,7 21,10
16 1,23 | 1,36 7,55 19,32 7,00 14,33
17 1,13 | 1,30 8,08 13,91 6,81 10,14
18 0,90 | 0,95 9,58 18,41 10,24 18,28

Tabelle 6.1.3: Einzelwerte der T-Zellproliferation (SI) von Patienten mit und
ohne AM-Stimulation

T-Zellen + Stimulus

Patient | CD3 |mit AM | CD3+CD28 | mit AM CD2 mit AM
1 1,08 12,04 6,38 14,31 1,88 10,65
2 2,68 9,28 6,01 12,62 4,88 9,51
3 2,7 154 1,8 12,5 1,8 13,8
4 0,73 15,66 1,08 15,8 1,7 10,16
5 1,29 10,53 2,5 20,25 2,19 8,31
6 1,58 16,95 5,12 13,4 1,58 8,03
7 1,6 24,6 24 20,5 1,9 14,1
8 2,2 25,6 2,7 24,1 1,6 15,2




Tabelle 6.1.4: Einzelwerte der T-Zellproliferation (SI) von Kontrollen mit und
ohne AM-Stimulation

T-Zellen + Stimulus

Kontrolle] CD3 |[mit AM | CD3+CD28 | mit AM CD2 mit AM
9 0,9 9,01 0,96 9,26 1,23 5,05
14 1,08 13,62 6,88 16,23 1,88 14,21
15 1,3 19,2 2,7 18,4 1,9 8,9
16 1,5 24.5 4,6 227 1,9 13,5
17 3,8 16,8 2,7 19,6 32 14,9

Tabelle 6.2.1: Messung der IL-2-Produktion (pg/ml) nach T-Zell-Stimulation mit

CD2+CD28, sowie PBy; - mit und ohne immunmodulierender AM-Funktion
der Patienten

T-Zellen + Stimulus

Patient |CD2+CD28| +AM PBu, +AM | KM +AM
1 n.b. 6205 n.b. 31907 125 125
2 17782 17239 45746 41666 125 125
3 6406 8279 39112 37069 125 125
4 7987 15010 33917 40520 125 125
5 4526 6077 36617 34253 125 125
6 5945 15879 40520 40025 125 125

Tabelle 6.2.2: Messung der IL-2-Produktion (pg/ml) nach T-Zell-Stimulation mit

CD2+CD28, sowie PBy; - mit und ohne immunmodulierender AM-Funktion

der Kontrollen

T-Zellen + Stimulus

Kontrolle| CD2+CD28 +AM PBu, +AM KM +AM
9 3261 12201 39378 38430 125 125
14 n.b. 11556 n.b. 36203 125 125
15 2268 6923 36127 41054 125 125
18 5544 13148 38089 38240 125 125




Tabelle 6.3.1: Messung der Interferon-y-Produktion (pg/ml) nach T-Zell-Stimulation mit
CD2+CD28 sowie PBU2 - mit und ohne immunmodulierender AM-Funktion

der Patienten

T-Zellen + Stimulus

Patient | CD2+CD28 +AM PBu, +AM KM +AM
1 n.b. 10963 n.b. 57742 250 250
2 42659 47017 70834 97716 250 250
3 3456 21545 18638 65801 250 250
4 6946 43876 54006 59686 250 250
5 <250 <250 8343 14847 250 250
6 5228 29282 20415 70748 250 250

Tabelle 6.3.2: Messung der IFN-y-Produktion (pg/ml) nach T-Zell-Stimulation mit

CD2+CD28 sowie PBU2 - mit und ohne immunmodulierender

AM-Funktion der Kontrollen

T-Zellen + Stimulus

Kontrolle| CD2+CD28 +AM PBu, +AM KM +AM
9 <250 24851 15388 30317 250 250
14 n.b. 16342 n.b. 71006 250 250
15 <250 21567 37756 62932 250 250
18 2756 34092 29975 70064 250 250




Tabelle 6.4.1: Einzelwerte (%) des AM-Anteils in der Lavage von Patienten

sowie von Kontrollen

Patient AM Kontrolle AM
1 n.b. 9 86
2 91 14 n.b.
3 81 15 90
4 81 16 82
5 85 17 87
6 89
7 89
8 94
12 69

Tabelle 6.4.2: Einzelwerte (%) des Lymphozytenanteils in der Lavage von Patienten

sowie von Kontrollen

Patient Lymphozyten Kontrolle Lymphozyten

1 n.b. 9 1

2 | 14 n.b.

3 7 15 1

4 5 16 8

5 | 17 5

6 6

7 11

8 3

12 2

Tabelle 6.4.3: Einzelwerte (%) des Neutrophilenanteils in der Lavage von Patienten

sowie von Kontrollen

Asthma Neutrophile Kontrolle Neutrophile

1 n.b. 9 13

2 8 14 n.b.

3 7 15 9

4 24 16 10

5 9 17 8

6 10

7 5

8 3

12 29
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Ca*
CD
DNA
EDTA
ELISA
FEV1
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IFN
Ig
IL
U
kDa

KM

mAk
MHC
min
mM
mRNA
MTP

n.d.
oD

Ammoniumchlorid-Lésung
Antikorper
Alveolarmakrophagen
antigen presenting cell
5-brom-2"-desoxyuridin
Kalzium

Cluster of differentiation
Desoxyribonucleinsdure
Ethylendiamintetraacetat
Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Forciertes expiratorisches Volumen in einer Sekunde
fetales Kélberserum
Stunde

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

international Units

kilo Dalton

Kilogramm

Kulturmedium

molar

monoklonaler Ak

major histocompatibility complex
Minuten

millimolar

messanger RNA
Mikrotiterplatte

Anzahl

normal

nicht durchgefiihrt

optische Dichte



p Signifikanzniveau

PBL periphere Blutlymphozyten
PBS Phosphat gepufferte Salzlosung
PBu, Phorbol 12,13-Dibutyrate
PHA Phytohdmagglutinin

PKC Proteinkinase C

POD Peroxidase

PRMI Fertigkulturmedium

Si Stimulationsindex

TCR T-Zellrezeptor

TGF Transforming growth faktor
TNF Tumornekrosefaktor

U Units
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