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Zusammenfassung:

Die Bindung bakterieller Superantigene (SAg) an T-Zellen mit spezifischen Vb-
Isotypen in ihrem Rezeptor fuhrt zu einer polyklonalen Aktivierung zahlreicher
T-Lymphozyten. Im humanen System sind SAg die haufigste Ursache von Le-
bensmittelvergiftungen, welche einhergehen mit einem hohen Risiko des septi-
schen Schocks. Bei Mausen ist die immunstimulierende Wirkung der SAg hin-
reichend untersucht, wohingegen nur wenig bei Ratten bekannt ist.

Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel, die immunstimulatorische Wirkung von
Staphylokokken Enterotoxin A (SEA) auf Lymphozyten verschiedener
Immunorgane der Ratte in vivo zu charakterisieren. Hieruiber liegen bisher keine

systematischen Studien in der Literatur vor.

Das Serum sowie die lymphatischen Organe (Milz, Thymus, mesenteriale
Lymphknoten) wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach SEA-Applikation
entnommen. Erhohte IL-2 und IL-6 Serumspiegel zeigten den starken im-
munstimulatorischen Effekt von SEA. Die Lokalisation von IL-2 Rezeptor alpha
MRNA mittels in-situ Hybridisierung in der periarteriolaren lymphatischen
Scheide (PALS) der Milz, einer Region, in der hauptséchlich T-Lymphozyten als
Zelltyp vorliegen, unterstreicht die T-Zell-mediierte Immunstimulation. Die La-
ser-CaptureO -Microdissection (LCM) der PALS zeigte stark erhohte IL-2 Rezep-
tor alpha mRNA Spiegel gemessen in der PCR, im Vergleich zu anderen Regi-
onen der Milz. Signifikant erhohte Zahlen von CD4" als auch CD8* Lymphozy-
ten, die zuséatzlich die IL-2 Rezeptor a-Kette (CD25) auf ihrer Oberflache expri-
mierten, wurden in der FACS-Analyse gemessen. Der erwartete starke mitoge-
ne Effekt von SEA auf die IL-2 Rezeptor positiven Zellen wurde durch hohe Pro-
liferationsraten von Splenozyten, Thymozyten und auch Zellen des mesenteria-
len Lymphknoten gezeigt.

Insgesamt laf3t sich SEA, in Homologie zum humanen Organismus, als ein

potentes Mitogen fur das periphere Immunsystem der Ratte charakterisieren.
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Einleitung 3

1 Einleitung

1.1 Superantigene

Die Klasse der Superantigene wird gebildet aus einer Reihe von Exotoxinen,
die aus Bakterien (22) , Mykoplasmen (8) oder Viren (1) stammen.

Das von Staphylokokken gebildete Enterotoxin A (SEA) gehort in die Gruppe
der bakteriellen Superantigene. Zu dieser Gruppe gehéren ebenfalls die
Staphylokokken-Enterotoxine B, C, D, E, das Toxic-Schock-Syndrom-Toxin
(TSST) und die aus Streptococcus pyogenes stammenden erythrogenen Toxine
A und C. Diese Mitogene stellen einen starken in vitro und in vivo Stimulus fur
T-Lymphozyten dar (29,17).

Jedes einzelne der bekannten bakteriellen SAg erfalBt 5-20% aller T-
Lymphozyten im Organismus bezogen auf Messungen im humanen und muri-
nen System.

Die Immunreaktion kann zu Schocksymptomen verbunden mit generalisierter
Hautrétung, hohem Fieber, Blutdruckabfall bis zu Multiorganversagen und Tod
fihren (3,33,39).

1.2 Der T-Zell-Rezeptor
Der T-Zell-Rezeptor findet sich ausschlie3lich auf der Oberflache von T-
Lymphozyten und ist verantwortlich fur die MHC-bezogene Antigenerkennung.
Er ist ein Komplex aus einem peptidbindenden Teil (a,b-TCR) und mehreren
B assoziierten transmembran-
standigen  Oberflachenpro-
teinen (CD3-,z-,h-Proteinen).
Der eigentliche Rezeptor
(TCR) ist ein mit den Im-

munglobulinen  verwandtes

Heterodimer, das aus zwei

CD3

| |,l'3_1| Polypeptid-Ketten (a und b)
{; teg ' besteht, die Uber Disulfid-
_l Briicken miteinander ver-

Abb. 1.1: Aufbau des T-Zell-Rezeptors (TCR) bunden sind (10,7).
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Eine kleine Subpopulation an T-Zellen, deren genaue Funktion noch diskutiert
wird, weist in ihrem TCR stattdessen eine g und d-Kette auf. Diese Zellen un-
terscheiden sich hinsichtlich ihrer Ontogenese, der gewebespezifischen Lokali-
sation und der Korezeptor-Expression (Fehlen von CD4 und CD8) von T-
Lymphozyten mit dem a,b-TCR.

Sowohl die a- als auch die b-Kette besitzen jeweils eine variable (griin) und ei-
ne konstante (rot) Domane (Abb. 1.1). Die variablen Doméanen beider Ketten
sind verantwortlich fir die Antigenspezifitdt. An diese bindet das in Assoziation
mit MHC-1 oder MHC-1I-Molekilen prasentierte Antigen.

Der CD3-Protein-Komplex besteht aus zwei Heterodimeren (e,gund e,d) und in
90% der Falle einem Homodimer (zz) (10% der T-Lymphozyten besitzen statt-
dessen ein hz-Heterodimer). Diese Proteine dienen hauptséchlich der Signal-
transduktion ins Zytoplasma und wirken unterstitzend fur die Expression des
a,b-TCR auf der Zelloberflache (7).

1.3 Die Korezeptoren CD4 und CD8

CD4 und CD8 sind Immunglobulin-verwandte Oberflachen-Glykoproteine auf
reifen T-Lymphozyten, die zusammen mit dem TCR an der MHC-bezogenen
Antigenerkennung beteiligt sind.

Sie dienen sowohl der Zell-Zell Adh&sion als auch der Signaltransduktion in
das Zytoplasma. CD4 bindet an MHC-Molekile der Klasse 11, CD8 ist dagegen
MHC-I-restringiert. Die Exprimierung eines der beiden Korezeptoren auf T-
Lymphozyten legt deren Funktion fest:

CD4" Zellen sind darauf spezialisiert, andere Zellen zu aktivieren oder in ihrer
Differenzierung zu unterstiitzen. Inflammatorische CD4" T-Zellen regen
Makrophagen an, phagozytierte Bakterien abzutéten, CD4" T-Helfer-Zellen sti-
mulieren B-Zellen zur Antikorper-Synthese.

Die Funktion der CD8" Zellen (zyototoxische T-Lymphozyten) besteht in der
Abtotung von infizierten Zellen durch Freisetzung von Substanzen wie Perforin
und Interferon g Doppelt negative (CD4/CD8) und doppelt positive
(CD4*/CD8") T-Zellen sind Stadien der T-Zell-Reifung im Thymus.
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1.4 Superantigenvermittelte Immunantwort
Enterotoxine wie SEA binden direkt an Klasse 1| MHC-Antigene akzessorischer,
antigenprasentierender Zellen (APZ). Die Reaktion erfolgt hierbei aul3erhalb der
peptidbindenden Region (11,13,27). Die Erkennung durch T-Zellen erfolgt durch
Anlagerung an einzelne Isotypen der Vb-Ketten des TCR aul3erhalb der Anti-
genbindungsstelle (Abb. 1.2). Dadurch wird eine T-Zell-vermittelte Immunant-
wort ausgelost, die sich auf alle T-Lymphozyten des jeweiligen Vb-Isotyps er-
streckt. Superantigene sind nicht unbedingt auf ein bestimmtes Vb-Muster be-
schrankt. Fur die Ratte hat man eine Spezifitat von SEA fir die Vb-Isotypen 11,
12, 14, 17 und 18 nachgewiesen (15,38).
Die speziesabhangige Wirkung von Enterotoxinen wird unterschiedlich disku-
tiert: Wahrend murine und humane T-Lymphozyten durch weitgehend alle Ente-
rotoxine stimuliert werden, gilt dies fur die Ratte nur bedingt. SEC und SEE
scheinen keine bzw. nur eine sehr schwache Reaktion auszulosen (15,32).
Manche Autoren schreiben SEB

Abb. 1.2: Bindungsprinzip der bakteriellen Superan-
tigene

eine fehlende bis schwache
Immunstimulation von T-
. Lymphozyten in der Ratte zu
AP7 : (15,32,2), wahrend andere von
| starken proliferativen Antworten
sprechen (35). SEA wird im

Rahmen von in vitro Experimen-

b —a ten als starker Stimulus disku-
1 bakterielles SA tiert (32). Hinsichtlich Wirkung
b

MHC ||

und klonaler Spezifitat mufd zwi-
schen rekombinanten und sog.

kommerziell erhaltlichen, mogli-

cherweise verunreinigten Ente-
rotoxinen unterschieden wer-
den.

Als Antwort auf die T-Zell vermittelte Stimulation durch bakterielle Super-
antigene erfolgt eine Ausschittung von Lymphokinen wie IL-2, IL-4, IL-6, TNF

und g¢Interferon (6). Fir die Auslésung eines systemischen Schocks spielen
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sowohl das von Makrophagen und T-Lymphozyten gebildete TNF-a als auch
das von aktivierten T-Lymphozyten sezernierte TNF-b eine entscheidende Rolle
(25).

Es wurde gezeigt, dal Mause im Gegensatz zum Menschen relativ resistent
gegentber der sowohl durch Endo- (LPS) als auch Exo- bzw. Enterotoxinen
(SEB) induzierten Schocksymptomatik sind (29). Diesen Effekt konnte man
durch Behandlung mit dem hepatotoxischen D-Galaktosamin ausschalten
(25,19). Unabhéngig von der Sensitivierung wurde eine Hochregulation von Zy-
tokinen und ihren Rezeptoren beobachtet. Uber die symptomatische Wirkung
von Enterotoxinen bei der Ratte ist wenig bekannt.

Neben der positiven Selektion kdnnen Superantigene wahrend der T-Zell-
Entwicklung eine Vb-spezifische klonale Deletion (intrathymische Anergie) aus-
l6sen.

Weiterhin wurde bei durch SEA/SEB-stimulierten Mausen eine funktionale
Anergie beobachtet. Bei T-Zellen aus Superantigen-exponierten Tieren blieb die

Immunantwort bei erneuter in vitro -Stimulation aus (21).

1.5 Interleukin-2 als Proliferationszytokin fir T-Lymphozyten

Neben der Ausschittung von TNF ist die Superantigen-induzierte Immunant-
wort durch eine Hochregulation von Interleukin-2 charakterisiert (6). IL-2 wird
gebildet von aktivierten T-Lymphozyten und hierbei hauptsachlich von CD4" (T-
Helfer-Zellen) in geringem MaRe auch von CD8" Zellen (28). In seiner Rolle
fungiert es sowohl als autokriner als auch als parakriner Wachstumsfaktor, d.h.
Zielzellen sind die produzierenden T-Lymphozyten selbst als auch andere T-
Lymphozyten (CD4" und CD8") in unmittelbarer Umgebung. Beschrieben ist
auch die Wirkung auf B-Zellen (Proliferation und Antikdrperbildung) und NK-
Zellen (Proliferation und Aktivierung). Physiologischer Weise zirkuliert IL-2 nicht
im Blut und wirkt somit nicht endokrin Uber eine weite Distanz (37). Eine po-
lyklonale Stimulation durch SAg dagegen fuhrt zu einer enorm verstarkten Syn-
these von IL-2 mit mel3baren Serumspiegeln kurze Zeit nach Kontakt mit dem
SAg. Anerge T-Zellen verlieren tGber einen bisher unbekannten Mechanismus

ihre Fahigkeit IL-2 in ausreicheder Menge zu produzieren (34).
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1.6 Der IL-2 Rezeptor

Die Wirkung von Interleukin-2 wird tber die Bindung an den IL-2-Rezeptor ver-
mittelt. Der Rezeptor wird aus drei Oberflachenproteinen gebildet: IL-2Ra
(CD25), b und g Die a-Kette findet sich vor allem auf aktivierten T-
Lymphozyten. Im Gegensatz hierzu sind die b und g-Ketten auch im Ruhezu-
stand exprimiert (36,20). Wahrend die a-Kette spezifisch fur den IL-2R ist, fin-
det sich die b-Kette zusatzlich im Rezeptor-Komplex fir IL-15. Die g-Kette ist
eine wichtige Komponente der Zytokin-Rezeptoren fir IL-4, IL-7, IL-9 und IL-15.
Durch den IL-2Ra wird die Affinitat von Interleukin-2 zum IL-2Rb erh6ht. Somit
kann das Wachstumssignal bei wesentlich niedrigeren IL-2-Spiegeln Ubertragen
werden (26). Die Exprimierung des IL-2Ra ist folglich ein friher Marker — 2h
nach T-Zellstimulierung tritt IL-2Ra mRNA auf (9) - fur die beginnende Prolifera-

tion nach erfolgter Immunstimulation.

1.7 Ziel der Arbeit

Die bisher unzureichend beschriebene Wirkung von SEA in der Ratte soll cha-
rakterisiert werden. Als Readout der in vivo Immunstimulation wird der Serum-
spiegel fur IL-2 und fir das proinflammatorische Zytokin IL-6 gemessen. Die
Expression des IL-2R wird qualitativ durch Nachweis der mRNA in Splenozyten
und quantitativ durch FACS-Analyse des Rezeptors auf CD4" und CD8" Zellen
aus Lymphknoten, Milz und Thymus bestimmt. Der Effekt von SEA auf die Proli-

feration gewebespezifischer Zellen wird im Proliferationsassay gemessen.
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2 Material und Methoden

2.1 Tierversuch

Im Tierexperiment wurden mannliche Wistar Ratten (Alter: 6-8 Wochen; Ge-
wicht: 200-250g) verwendet. Die Tiere stammten von Charles River, Sulzfeld.
Sie wurden im hauseigenen Tierstall wahrend der Versuchszeit in einem
12h/12h Tag-/Nacht-Rhythmus mit Futter ad libitum gehalten.

2.2 Immunstimulation

Die Ratten wurden mit Staphylokokken-Enterotoxin von der Fa. SIGMA, Min-
chen

(Best.Nr.: S-9399, Lot-Nr.: 126H4079 und 78H4009) in einer Konzentration von
400ug/kg stimuliert. Die Injektion erfolgte intraperitoneal zu gleichen Tageszei-
ten (8:00 morgens).

2.3 Zellkultur

Fur die Bestimmung des Interleukins-6 im Serum werden 7TD1 Zellen (ATCC;
CRL 1851) verwendet. Hierbei handelt es sich um IL-6 abhangige Hybridom-
zellen der Maus (Proc. Natl. Acad. Sci. 83: 9679-9683, 1986)

2.4 Antikorper

CD4-Antikorper (fluoreszenzmarkiert):

Hersteller: Labgen, NatuTec Best.Nr.: CTS 515F
Donorspezies: Maus

Immunogen: CD4-Korezeptor der Ratte
Fluoreszenz: FITC fur die FACS-Analyse

Der Antikorper wird in einer Konzentration von 1:100 eingesetzt.

CD8-Antikorper (fluoreszenzmarkiert)

Hersteller: Labgen, NatuTec Best.Nr.: CTS 418F
Donorspezies: Maus

Immunogen: CD8-Korezeptor der Ratte
Fluoreszenz: FITC fur die FACS-Analyse
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Der Antikorper wird in einer Konzentration von 1:25 eingesetzt.

CD25-Antikorper (fluoreszenzmarkiert)

Hersteller: Labgen, NatuTec

Donorspezies: Maus

Immunogen: immunstimulierte Ratten-T-Zellen

Fluoreszenz: Phycoerythrin (RPE) fur die FACS-Analyse

Der Antikorper wird in einer Konzentration von 1:1,25 eingesetzt.

2.5 Oligonukleotid-Primer

Hersteller: Eurogentec

riL-2Ra:  Upper:
Lower:
riL-2Rb:  Upper:
Lower:
rb-Aktin:  Upper:

Lower:

Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.

Pos.

73
900
659
1553
334
806

5'TTT CAT CCAGTT CCT TCC TGC 3

5 TGC TAGATG GTT CTT CTG CTC 3

5'CCG TAT TCAGCC TCAAGC AG 3

5'GAC ATCCCTTCT CCATCATCTC 3

5 TGG AAT CCT GTG GCATCC ATG AAAC 3
5° TAA AAC GCA GCT CAG TAACAG TCC GC 3

Primermix: je 2 uM uper und lower Primer in A. bidest

2.6 Reagenzien

10x PBS (100mM):

NazHPO4 mit 12 Hzo

NaH-» PO4 mit 1 Hzo

NacCl

77mM
23mM

1,5M

Fir einen Ansatz von 5 Litern werden die Salze in 4,5 | A. bidest geldst. Mit 1M

NaOH wird ein pH von 7,45 eingestellt und mit A. bidest auf 5 | aufgefullt.
Um 10mM PBS zu erhalten wird 10xPBS mit A. bidest 1:10 verdinnt.
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PFA-Lsqg (4%ig in PBS):

Paraformaldehyd (reinst, Merck)

10x PBS

Die bendtigte Menge PFA wird unter dem Abzug abgewogen. A. bidest mit ei-

nem Volumen, das der Halfte des Endvolumens entspricht, wird in der
Mikrowelle vorgewarmt und unter dem Abzug bei gleichzeitigem Riuhren auf 50-
55°C erhitzt. Es wird tropfenweise 1M NaOH hinzugegeben bis die Lsg. vdllig
klar erscheint.

10x PBS wird mit A. bidest im Verhaltnis 1:5 auf das halbe Volumen des Ansat-
zes verdunnt und kalt gestellt. Beide Lsg. werden hierauf vereint. Nach Abkuh-
lung wird mit konz. HCI auf pH 7,3-7,4 eingestellt. Die fertige Lsg. wird filtriert
und bei 4°C gelagert.

FACS-Lsq.:
Ca" und Mg**-freies PBS (10mM)

HorseSerumAlbumin (HSA) (0,1%)
0,1 % Natriumazid (Sigma)

Die entsprechende Menge Natriumazid wird unter dem Abzug abgewogen und
in PBS geldst. HSA wird in entsprechender Menge unter Riihren hinzugegeben.

AnschlieRend wird die Lsg. filtriert.

0,4%TritonX100-Lsq.:
10x PBS

A.dest

TritonX100 (Sigma)

10x PBS wird mit A. dest 1:10 verdinnt und TritonX100

in einer Endkonzentration von 0,4% hinzugegeben.

TEA-Puffer (500 ml Ansatz):
6,65 ml Triethanolamin (TEA) (Sigma)
493 ml A. bidest

Die Lsg. wird mit konz. HCI auf pH 8,0 eingestellt.
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Hybridisierungspuffer:

NaCl (Merck)

Tris HCI pH 7,5 (Merck)

EDTA-di-Na (Serva)

t-RNA (E.coli MRE 600, Boehringer Mannheim)
Denhardt's Reagenz (Sigma)

Sonicated Salmon Sperm DNA (Sigma)
Dextransulfat (Sigma)
Formamid (BDH, Poole, England)

Der Puffer wird bei —20°C gelagert.

20x SSC:

NaCl (Merck) 3M
tri-Natriumcitrat-Dihydrat (Merck) 0,3M

600mM
10mM
1mM
0,05% (w/v)
1x
100pg/ml
10% (wi/v)
50% (v/v)

Die Lsg. wird mit 10N NaOH auf pH 6,3 eingestellt. Dadurch ergibt sich bei 10x

Verdinnung ein pH von 7,05.

DEPC-Wasser:

Diethylpyrocarbonat wird 0,1%ig in A.bidest bei 37°C unter Schutteln geldst und

anschlieRend autoklaviert.

RNAse-Puffer:

Tris-HCI pH 8,0 (Merck) 10mM
NaCl (Merck) 0,5M
EDTA (Serva) 1mM

RNAse A (Boehringer Mannheim)  20ug/ml
RNAse T1 (Boehringer Mannheim) 1 U/ml
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DIG-ISH-Puffer 1: DIG-ISH-Puffer 2:
100mM Tris-HCIl pH 7,5 100 mM Tris HCI, pH 9,5
150mM NacCl 100 mM NacCl
A. bidest 50 mM MgCl,

A. bidest

Blocking-Puffer:

10% Normales Lammserum (NLS)
0,01% TritonX100
Dig-ISH Puffer 1

Chromogen-Lsq.:

10ml Dig-ISH Puffer 2

45 pl Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)

35 pl 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat (BCIP)

10x TAE-Puffer (1D):
400mM Tris-Base (48,4Q9)
10mM NaEDTA- 2H,0 (3,729)

Die Reagenzien werden in 800 ml A. dest. geldst. Anschlie3end wird mit Essig-
saure ein pH von 8,3 eingestellt. Es wird mit A. dest auf 1l aufgefullt und bei Rt
gelagert.

Eine 1:10 Verdinnung (1x) erhalt man durch entsprechende Zugabe von
A.dest.

1,5% Agarose-Gel:

Agarose

TAE-Puffer (1x)

A. dest

Ethidiumbromid (Stratagene)

Gel-Kammer



Material und Methoden 13

1,59 Agarose werden in 100ml TAE-Puffer gel6st und 2min. gekocht. Man fullt
mit A.dest auf 100ml auf und laRt auf Handtemperatur abkihlen. Pro 50ml wird
1 Tropfen Ethidiumbromid (Handschuhe, Abzug ') hinzugegeben. Das Gel wird
maoglichst blasenfrei in die Kammer gegossen. Nach ca. 15min. ist es erstarrt.

2.7 Gewebeentnahme

Zu den Zeitpunkten 3h, 8h, 48h und 10d nach intraperitonealer Injektion von
200p!I (50pug) SEA wurde den Tieren nach Totung durch CO, Milz, Thymus und
Mesenterial-Lymphknoten enthommen.

Kontrolltiere erhielten eine Sham Injektion (200ul PBS) und wurden 48h nach
Applikation getotet.

Gleichzeitig wurde den Tieren post mortem durch Herzpunktion jeweils ca.
100ul Blut zur IL-2 und IL-6 Bestimmung entnommen. Nach 5 min Blutsenkung
und anschlieRender Zentrifugation (10.000 U, 5 min. Rt), wurde das Serum im
Uberstand abgenommen und bei —20° C eingefroren.

Die Fallzahl betrug n = 3 pro Gruppe.

2.8 Zellaufreinigung

Benotigte Reagenzien:

10 mM PBS (Mg- + Ca-frei):

Turksche Lsg. Merck (Essigsaure 10,0 g/l + C.I. Nr. 4242535 0,1g/l)

Bendtigte Materialien:

Teesieb (autoklaviert)
Ruhrstabe
Falcon®-Réhrchen (15 ml)
Eis
Neugebauer-Z&ahlkammer

Durchfiihrung:

Nach der Praparation werden die Organe in jeweils 10 ml eiskaltem Mg*™* und
Ca'*-freiem PBS aufgenommen. Es ist wichtig, dal dieser Puffer auch bei den
folgenden Waschschritten verwendet wird, da es bei Verwendung von norma-
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lem PBS zur Verklumpung der Zellsuspension kommt. Die Gewebe werden in
10 ml PBS durch ein Sieb gerihrt, um die Zellen aus dem Gewebeverband zu
l6sen. Diese Suspension wird in Falcon®-Réhrchen tiberfiihrt und 10 min lang
auf Eis kiihl gestellt. Der Uberstand (obere 9 ml) wird dann in ein Falcon®-
Roéhrchen tberfiihrt und 5 min bei 1000 U und 4° C zentrifugiert. Das Pellet wird
in 10 ml PBS gewaschen, erneut zentrifugiert und danach in 5 ml PBS re-
suspensiert. Die Zelldichte wird nach Hinzugabe von Turkscher-Lsg. (Verhéaltnis
10:1) in der Neugebauer-Zahlkammer bestimmt.

2.9 1L-2 ELISA

Bendtigte Materialien:

Rat ELISA Kit (LER-IL2) Fa. Biomar
Serum-Proben

Fur das IL-2-Immunoassay wird eine mit anti-rat IL-2-Ak beschichtete ELISA-
Platte verwendet. In jedes Well werden 100ul Verdinnungspuffer (0-Wert),
Standard bzw. Serum-Probe gegeben. Der Standard ergibt sich aus der von der
Fa. Biomar empfohlenden Verdinnungsreihe von rekombinantem IL-2 mit Ver-
dunnungspuffer. Mit Ausnahme der Wells fiir die 0-Wert-Bestimmung wird in
jedes Well 50ul biotinyliertes anti IL-2 gegeben. Die Platte inkubiert man 2h bei
Raumtemperatur und wascht 4x mit Wasch-Puffer, um die nicht gebundenen
Antikorper zu entfernen. Hiernach werden 100ul Streptavidin-Peroxidase-Lsg. in
jedes Well gegeben. Nach weiteren 30 min. Inkubationszeit (Rt) und anschlie-
Rendem Waschen inkubiert man 30 min. (Rt) mit 100ul Tetramethybenzidin-
Substrat Lsg/Well. Ohne zu waschen werden schliel3lich in jedes Well 100yl
Stop-Lsg (2N H,S0O,4) zur Beendigung der Farbreaktion gegeben. Anschliel3end
wird die Absorption bei 450nm und einer Referenzwellenlange von 630nm pho-

tometrisch bestimmt.
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2.10 IL-6 Bioassay
Fir die Zellkultur:

Zelllinie:
7TD1-Zellen

Zellmedium: RPMI + 10% dekomplentiertes FCS-Serum + 1% Glutamin
+ 0,1% Gentamycin + 0,05m b2 Mercaptoethanol)

Bendtigte Materialien:
96-well-Flachboden-Mikrotiter-Platten

Serum-Proben

rekombinantes Interleukin-6

XTT-Cell Proliferations-Kit (Boehringer Mannheim Nr. 1465015)
XTT + electron coupling solution

ELISA-Reader Benchmark Microplatereader Biorad

Der Interleukin-6-Serumspiegel wird indirekt durch Proliferationsmessung von
7TD1-Zellen in der Zellkultur bestimmt. Die Zellen werden in Medium unter
Dauerkulturbedingungen geziichtet. Nach zweimaligem Waschen mit Zellmedi-
um, werden 4x10% Zellen in 50pl 7TD1-Medium pro Well auf eine 96-Well-
Flachboden-Mikrotiterplatte gegeben. Hiernach erfolgt die Zugabe von 50l Se-
rum-Probe bzw. 50ul IL-6 Standard in verschieden Konzentrationen (1ng/ml —
0,001ng/ml verdinnt in 7TD1-Zellmedium). Die Inkubationszeit betragt 4 Tage
bei 37°C und 5% CO,. Hiernach werden 50ul XTT/Well hinzugegeben. Nach
einer weiteren Inkubation von 4h wird die Absorption bei 450nm gegen 650nm

gemessen.

2.11 Ak-Inkubation fur FACS-Analyse

Antikorper:

CD4-Antikorper :

Eingesetzte Konz.: 1:100, Verdiinnung mit PBS (10mM)

CD8-Antikdrper :
Eingesetzte Konz.: 1:25, Verdiinnung mit PBS (10mM)
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CD25-Antikdrper :
Eingesetzte Konz.: 1:1,25 , Verdiinnung mit PBS (10mM)

Ldsungen: Materialien:
Mg**,Ca*-freiem PBS (10mM) Eppendorf-Caps
FACS-Lsg FACS-Ro6hrchen
PFA-Lsg Zentrifuge
Durchfihrung:

Fir die FACS-Analyse werden ca. 5 x 10° Zellen benétigt. Diese Zellmenge
wird in ein Eppendorf-Cap gegeben und zentrifugiert. Nachdem man den Uber-
stand abgenommen hat, wird das Pellet mit 25ul Primarantikdrper inkubiert.
Cave: Das Pellet darf nicht eintrocknen !

Die Proben laft man 40 min unter Lichtabschlul® reagieren. Danach wird auf
500ul mit FACS-Lsg. aufgefullt, zentrifugiert (1000 U, 5 min, 4°C) und der Uber-
stand abgenommen. Das Pellet wird in 20 pl anti-CD25-Ak (Verdiinnung s.0).
geldst. Nach einer weiteren Inkubationszeit von 40 min wird nochmals mit 500
pl FACS-Lsg. gewaschen. Schlie3lich werden die Pellets in 500 pl PFA-Lsg.
aufgenommen und in FACS-Réhrchen gemessen. Die Lagerung der Proben
erfolgt bei 4° C unter Lichtabschlul3.

2.12 FACS-Messung

Die Messung der markierten Zellproben erfolgte mit Hilfe der Durchfluf3zyto-
metrie. Bei dem verwendeten Gerat handelte es sich um das FACScalibur der
Fa. Becton & Dickenson. Das Prinzip der Durchflul3zytometrie ist vergleichbar
mit dem eines Fluoreszenzmikroskopes. Aufgrund der unterschiedlichen Farb-
stoffe, in diesem Fall das grinfluoreszierende FITC und das orangefluoreszie-
rende Phycoerythrin, kdnnen verschiedene Zellsubpopulationen aufgrund spezi-
fischer Oberflachenmarker unterschieden werden. Nachdem die Zellen durch
eine Kapillare angesaugt worden sind, bewirkt eine relativ hohe Beschleunigung
eine geringe Zelldichte, die es erlaubt, fast jede einzelne Zelle morphologisch
zu erfassen. Das senkrecht zur FluRebene einfallende Laserlicht wird zunachst
durch die Zelle gestreut, was als Forwardscatter (FSC) beschrieben wird und
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1023

SSC-Height

: -G.ate fur
T-Lymphozyten

FSC-Height
Abb. 2.1: Gezeigt wird ein Dot-Plot fur ca. 5
x 10* Zellen aus dem Thymus. Die Zellen
werden nach Grof3e und Granularitat (FSC
und SSC) analysiert. Durch Setzen eines
Gates kann die Population der T-
Lymphozyten selektiv untersucht werden.
Die Zellzahl im Gate betragt 10* Zellen.

Auskunft Uber die Zellgréfie
gibt. Gleichzeitig erfolgt eine
Ablenkung des Strahles, der
sogenannte Side-Scatter (SSC),
ein grobes Mal fur die extra-
und intrazellulare Beschaffen-
heit (z.B. GréRe und Granulari-
tat). Aul3erdem regt der Laser-
strahl die durch Antikorper ge-
bundenen Fluoreszenzfarbstoffe
zur Aussendung von Licht einer
bestimmten Wellenlange an.
Dieses emitierte Licht wird nach
einer elektronischen Verstar-
kung von spezifischen Detekto-

ren erfal3t und nach Digitalisierung der Mel3werte in bestimmte Kanéle einsor-

tiert. Die Auswertung erfolgt softwaregesteuert. Hier kann man durch Setzen

von Grenzwerten ganz bestimmte Subpopulationen unter verschiedenen Para-

metern betrachten.

Die gesamtgemessene Zellzahl wurde so gewéhlt, dal’ das Gate (s.Abb. 2.1) ca

10* T-Lymphozyten umfaRte.

Die Bearbeitung und Auswertung der FACS-Daten erfolgte mit Hilfe der Soft-

ware WinMDI V2.8.

2.13 Proliferationsassay mit H-Thymidin
Bendtigte Materialien:
96-well-Rundboden-Mikrotiter Platten

H3-Thymidin Fa Amersham

Zellmedium : Iscoves + 0,1% Gentamycin + 0,1% 2-mercaptoethanol + 1% Glu-

tamin + 5% FCS

Zellen aus Milz, Lymphknoten und Thymus der Ratte

SEA
LPS (Sigma L3129)
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ConA (Sigma L7647)
Ratten IL-2 (RDI-4002)

Fir die Messung:

Filter fir Zellharvester (Amersham)

Microszint-Lsg. (Amersham)

Zur in vitro Proliferationsbestimmung wird der Einbau von H3-Thymidin unter
Einflul von SEA und vergleichsweise LPS sowie ConA gemessen. Hierzu wer-
den die Zellen aus Milz, Thymus und Lymphknoten aufgereinigt (s. 2.8) .

In jedes Well werden 100pl Zellmedium + 1 x 10° Zellen/ml pipettiert. Die Proli-
feration wurde mit und ohne Zugabe von IL-2 (50U/ml) gemessen. Das Agens
(SEA, ConA, LPS) wurde in verschiedenen Konzentrationen hinzugegeben:
SEA: 10pg/ml, 1pg/ml, 100ng/ml, 10ng/ml, 1ng/ml, 0,1ng/ml

ConA: 100pg/ml, 10pg/ml, 1pg/ml, 100ng/ml, 10ng/ml, 1 ng/mi

LPS: 100 ng/ml, 1000 ng/ml, 5000 ng/ml, 10000 ng/ml

Die Kontrollen erhalten kein Mitogen.

Nach einer Inkubationszeit von 24h (37°C, 5%CO,) wurde mit 0,125uCi/well H3-
Thymidin gepulst.

Nach weiteren 24h wurden die Zellen in einem Zellharvester geerntet. Hierbei
wurde der Inhalt der Wells auf einen Filter aufgesaugt. Nach Trocknung und
Zugabe von Microszint-Lsg. (10ul/well) wurde die inkorporierte Radioaktivitat

mittels eines Top-Count der Fa. Hewlett Packard gemessen.

2.14 Beschichtungen der Objekttrager
Um eine ausreichende Adhasion der Gefrierschnitte zu gewahrleisten, werden
die Objekttrager beschichtet. Hierzu fihrt man eine Sialinisierung durch:

Materialien:

Objekttrager

3(Triethoxylsilyl)-Propylamin (TESAP, Merk) 2%ig in technischem Aceton
Geschirrspuilmittel

Aqua bidest
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Isopropanol (80%)
technisches Aceton

Durchfiihrung:

Die Objekttrager (OTs) werden 1h in lauwarmen Leitungswasser, dem etwas
Spulmittel zugesetzt ist, gereinigt, danach 3-4 mal mit heiRem Leitungswasser
und zweimal mit A. bidest gesplilt. Die Entfettung erfolgt durch 50 minutiges
Einlegen in 80%igem Isopropanol mit anschlielender Trocknung im Trocken-
schrank.

Danach werden die OTs 30s lang in die TESAP-Lsg. getaucht. Anschliel3end
wascht man sie 2x 30s in technischem Aceton, dann 2x 30s in A. bidest gewa-
schen und trocknet sie sofort bei 42° C. Die Aufbewahrung erfolgt bei Raum-

temperatur.

2.15 Anfertigung der Kryoschnitte
Material: Gerate:
Kryogewebe (Milz) Kryotom LEICA CM 3050

Sialinisierte Objekttrager

Durchfiihrung:

Das Kryogewebe wird am Kryotom mit einer Schnittdicke von 20 pm geschnit-
ten und auf sialinisierte OTs aufgezogen. Nach Trocknung erfolgt die Lagerung
bei —70 °C.

2.16 Durchfihrung einer nicht-radiaktiven ISH (DIG)

Die in-situ Hybridisierung erlaubt den Nachweis von mRNA im Gewebeschnitt.
Hierbei werden spezifische Sonden aus cDNA oder cRNA, die an die ge-
winschte mRNA binden, verwendet.

Bei der DIG-Hybridisierung wird Digoxigenin, ein pflanzliches Steroid aus
Digitalis purpurea, an die Sonde gebunden.

Die Detektion erfolgt mit Hilfe von Digoxigenin-spezifischen Antikdrpern, an die
widerum das Enzym Alkalische Phosphatase (AP) gebunden ist. Als Substrat
fur die AP dient 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat (BCIP). Bei der enzymati-
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schen Reaktion fallt ein blaulicher Niederschlag aus, wobei zur Verstarkung der

Farbreaktion zusatzlich Nitroblautetrazoliumchlorid eingesetzt wird.

2.16.1 cDNA-Sonden
Fur die in-situ Detektion des IL-2 Rezeptors konnte ich auf bereits vorhandene

AG-intern linearisierte Plasmide zuruckgreifen:

cDNA Basenlange (bp)
rIL-2Ra sense/antisense 851
rIL-2Rb sense/antisense 916

2.16.2 Herstellung DIG-markierter cRNA-Sonden durch in vitro Transkrip-
tion

Bendtigte Materialien:

Linearisiertes Plasmid (s. 2.13.1)
10x DIG-RNA-Labeling-Mix (Boehringer Mannheim):
je 10mM ATP, CTP, GTP, 6.5mM UTP, 3.5 mM DIG-11-UTP
10x Transkriptionspuffer (Boehringer Mannheim)
RNase-Inhibitor (Fermentas)
steriles A. bidest
SP6- und T7-Polymerase (20u/ul) (Boehringer Mannheim)
DNAse |, RNAse-frei (Boehringer Mannheim)
Na,CO3 (Merck)
10% Essigsaure
3M-Natriumacetat, pH5,2 (Merck)
100% Ethanol (-20°C)
70% Ethanol (-20°C)

Gerate:
Kihlzentrifuge
Photometer
Wasserbad
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Durchfiihrung:

Zunachst wird der Mastermix hergestellt. Fir den 1x Ansatz werden
1pl 10x Transkriptionspuffer

1ul 10x DIG-RNA-Labeling-Mix

0,5yl RNAse-Inhibitor (20-50 u/ul)Fermentas

4 ul steriles A. bidest

zusammenpipettiert. Es wird ein (n+1)x Ansatz erstellt.

Pro 6,5u Mastermix werden 2,5ul Plasmid-DNA (entspricht 0,5ug) + 1pul der
entsprechenden Polymerase (SP6 flur die antisense-, T7 fir die sense-Sonde)
hinzugefugt.

Die Ansatze werden fur 90-120 min. bei 37°C (Wasserbad) inkubiert.

DNA-Verdau:

Um die noch vorhandene Plasmid-DNA abzubauen, wird zu den Ansatzen je-
weils 0,5ul DNAse | hinzugegeben und fir 10-15min bei 37 (Wasserbad) inku-
biert.

Alkalische Hydrolyse:
Die alkalische Hydrolyse dient der Fragmentierung des Transkriptes, falls es
wie in diesem Fall eine Lange von 250 bp Uberschreitet. Die Fragmentierung

fuhrt zu einer verbesserten Penetration der Sonde in das Gewebe.

Die Ansatze werden auf ein Volumen von 20 pl (® 9,5ul hinzu) mit A. bidest

aufgefillt.

Die Dauer t fur die Alkalische Hydrolyse berechnet sich nach folgender Formel:

LoLs Lo: Ausgangslange in kb

t(min) = L: gewtinschte Lange in kb (hier 0,25)
k x Lo x Lt

k = 0,11 ; Hydrolysekonstante
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Aus der Berechnung ergeben sich folgende Werte:

Sonde t/min
riL-2Ra sense/antisense 25
riL-2Rb sense/antisense 26

Um die Hydrolyse zu starten werden 20ul Na,CO3; hinzugefiigt und fir die
berechnete Zeit bei 60°C (Wasserbad) inkubiert.

Die Hydrolyse wird beendet durch Zugabe von 2ul (0,05 Volumenprozent)
10%iger Essigsaure.

RNA-Fallung

Das Féllen der Sonde geschieht durch Zugabe von */15 Volumen-Anteil 3M Nat-
rium-

acetat (4pul) und 450ul 100% Ethanol bei —70°C fur 1-2h oder bei —20°C uber
Nacht. Hiernach wird die geféllte Sonde in einer Kuhlzentrifuge (4°C, 15000
rpm) fir 30min abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet mit
900ul eiskaltem Ethanol (70%) gewaschen. Nach erneutem Zentrifugieren
(15min, 15000 rpm, 4°C) wird der Uberstand verworfen und das Pellet getrock-
net. Danach wird es in 100l A.bidest resuspendiert.

Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration

Zur Ermittlung der RNA-Konzentration werden 2ul der Probe auf 1:50 mit A.
bidest verdinnt und die Absorption bei einer Wellenlange von 260nm gegen
einen Leerwert (A. bidest) gemessen. Dabei entspricht eine Absorption von 1,0
einer RNA Konzentration von 40ug/ml. Die jeweilige Konzentration a3t sich mit
Hilfe folgender Formel errechnen:

c= OD xVv x40 pg/ml x 0,001 c: Konzentration (pg/pl)
OD: optische Dichte (Absorption)
v: Verdunnungsfaktor (hier 50)

Um gleiche Ausgangskonz. zu erhalten, verdinnt man die Proben auf eine

Endkonz. von 0,1 pg/pl. Die Sonden kdnnen bei —20°C gelagert werden.
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2.16.3 Verdinnung der Sonden
Bendtigte Materialien:
DIG-markierte Sonde (Herstellung vgl. 2.13.2)

Hybridisierungspuffer: (vgl. 2.4)

Die DIG-Sonden werden mit dem Hybridiserungspuffer auf verschiedene
Endkonzentrationen (1000, 500, 100 ng/pl) verdinnt und bei —70° C gelagert.
Der Hybridiserungspuffer dient v.a. der Abséattigung von unspezifischen Bin-
dungsstellen.

2.16.4 Prahybridisierung

Um einen optimalen Erhalt des Gewebes zu gewahrleisten, ist eine Fixierung
mit Paraformaldehydlsg. notwendig. Danach muf3 die Zellmebran mittels Tri-
tonX fir die Sonde durchlassig gemacht werden.

Die basischen Proteine des Gewebes, an die die Sonde unspezifisch binden
kénnten, werden mit Essigsaureanhydrid acetyliert und die Bindungsstellen so
unzuganglich gemacht.

Bendtigte Reagenzien: Materialien:
10 mM PBS Magnetrihrer
0,4% TritonX100 (Sigma) in 10mM PBS | PH-Meter

A. bidest Schttler
TEA-Puffer

Konz. HCI (Merck)
Essigsaureanhydrid (Sigma)
50% Isopropanol

70% Isopropanol

Durchfiihrung:

Die Schnitte werden fir 15-20min luftgetrocknet und anschlie3end in 4% PFA-
Lsg. bei Raumtemp. auf dem Schdttler fixiert.

Unter Ruhren wird das Fixans mit PBS 3x10min. ausgewaschen. Anschliel3end
erfolgt unter Rihren die Behandlung der Schnitte mit 0,4% TritonX ftr 10min.
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Danach werden die OTs in den TEA-Puffer gestellt und 1,25 ml Essigséurean-
hydrid unter starkem Ruhren hinzugegeben. Nach 10 min Acetylierung wird mit
10mM PBS fur 10 min unter Rihren gewaschen. AnschlieRend werden die OTs
1 min. lang in Aqua bidest gewaschen und danach jeweils ca. 30s in 50% und
70% lIsopropanol entwassert. Nachdem sie getrocknet sind, kann die Hybridisie-

rung erfolgen. Eine Lagerung bei -20°C ist mdglich.

2.16.5 Hybridisierung der Schnitte
Materialien: Geréte:
Gewebeschnitte (Milz) Hybridisierungsofen
verdunnte Sonden
Formamid (50%)

Durchfiihrung:

Die Objekttrager werden je nach Schnittgrof3e mit 30-50 ul verdiinnter Sonde
betropft. AnschlieRend bedeckt man die Schnitte mit Deckglaschen.
Danach werden sie in einer feuchten Kammer mit 50%igen Formamid fir mind.

14h bei 58°C im Hybridisierungsofen inkubiert.

2.16.6 Post-Hybridisierung
Die Posthybridisierung erfolgt, um nicht gebundene Sonden zu entfernen.

Bendtigte Materialien:

20 x SSC (vgl 2.4); Verdunnung durch A. bidest
RNAse-Puffer (vgl. 2.4)

Becherglaser

OT-Stander

Heizplatte mit Ruhrer

Wasserbad

Thermometer

Durch Abstreifen werden die OTs entdeckelt. Anschliel3end stellt man sie in 2x
SSC und wascht fur 20min. Daraufhin wird unter Rihren wie folgt gewaschen:
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1x SSC
RNAse

1x SSC
0,5x SSC
0.2x SSC
0.2x SSC
0,2x SSC
A. bidest

2.16.7 DIG-ISH Detektion

Bendtigte Materialien:

Dig-ISH-Puffer 1 (vgl. 2.5)
Dig-ISH-Puffer 2 (vgl. 2.5)
Blocking Puffer (vgl. 2.5)

20min.

30min

. rihren

20min.
20min.
20min.

1h

15min.

5min.

Raumtemperatur
37°C

Raumtemperatur
Raumtemperatur
Raumtemperatur
60° C

Raumtemperatur

Raumtemperatur

Chromogenlsg. (Lsg. erst kurz vor Gebrauch ansetzen, vgl. 2.5)

an Alkalische Phosphatase gekoppelter anti-DIG-Antikdrper (Boehringer Mann-

heim)

1:1000 in Blocking-Puffer
Fettstift (PAP-Pen)
Kaysers Glycerolgelatine

Durchfiihrung:

Nach der Post-Hybridisierung werden die OTs zuné&chst in Puffer 1 fir 10 min.

gewaschen. AnschlieBend umrandet man die Schnitte mit dem PAP-Pen und

betropft sie mit dem Blocking Puffer (100-200pl/Schnitt), so dal3 sie gleichmaliig

bedeckt sind.

Die Schnitte werden fiir 1h bei Rt in einer feuchten Kammer inkubiert.

Danach spult man kurz mit Puffer 1 ab und tropft den verdinnten DIG-

Antikorper (100-200pl/Schnitt) auf. Die Inkubation erfolgt fur eine 1h bei Rt.

Anschlie3end wird mit Puffer 1 abgespult und fir jeweils 10min. in Puffer 1 und

Puffer 2 gewaschen.

Die Chromogenlsg. wird frisch angesetzt und 100-200 pl werden auf jeden

Schnitt gegeben. Die Schnitte fur die Detektion der IL-2Ra-Kette wurden 24h
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bei Rt in einer feuchten Kammer im Dunkeln gelagert. Die Schnitte fur die b-
Kette zeigten nach 48h Inkubation bei 37°C (Hybridisierungsofen) Ergebnisse.
Die Farbreaktion wird durch Uberfiihren in A. bidest gestoppt.

AnschlieRend werden die OTs in Kaysers Glycerolgelatine eingedeckelt.

2.16.8 Dokumentation
Die Schnitte wurden am Mikroskop Olympus AX70 auf AGFA Film (APX25) fo-

tografiert.
2.17 Micro-Dissection durch Laser-Capture®

2.17.1 Schneiden des Gewebes
Fur die Laser Mikro-Dissektion werden Kryoschnitte (10 um) angefertigt und
auf nicht beschichtete Objekttrager aufgezogen. Nach 15-20 minttiger Luft-

trocknung erfolgt eine Farbung mit Kresylviolett.

2.17.2 Farbung mit Kresylviolett

Die Kresylviolettfarbung dient allgemein der Kernfarbung.
Kresylviolett-Farbeldsung besteht aus 0,5% Kresylviolett (Fluka) in 60 mM Nat-
riumacetat (Merck) und 340 mM Essigsaure geldst in DEPC-Wasser. Die L6-
sung wird im Dunkeln bei Rt 7 Tage geruhrt und danach filtriert.

Die Farbung der Schnitte geschieht in folgenden Schritten:

Kresylviolett 15 min
A. bidest 3 min
70 % Isopropanol 2 min
95% Isopropanol 1 min
abs. Isopropanol 2 min
abs. Isopropanol 2 min

AnschlieRend erfolgt eine Trocknung bei Rt fur mind. 10 min.
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2.17.3 Laser-Capture

Die Laser Capture Microdissektion ist eine Methode, um Zellen aus spezifi-
schen mikroskopischen Regionen herauszuldsen. Hierbei aktiviert ein Laser-
strahl einen speziellen Transfer-Film, so dal3 die Zellen, auf die der Laser fo-
kussiert war, auf diesem haften und vom ubrigen Gewebe getrennt werden
konnen. Das Laser-Capture ist mit einer Computer-Einheit verbunden, so daf}

eine software-gesteuerte Bildauswertung erfolgen kann.

Materialien: Geréte:
TRIzol (Phenol + Guanidin-Isothiocyanat) | LaserCapture® (NIH)
(Gibco BRL) | Computer-Einheit mit  Software
Cups fur Laser-Capture ARC2000
Gewebeschnitte

0,5ml Eppendorf-Caps

Durchfiihrung:

Die Zellen werden bei folgenden Laser-Einstellungen aus dem Gewebeverband

herausgebrannt:

Power 25mwW temp 22.4°C
Repeat 0,2s target 0-240 V
spot size 15 pm duration 2,2ms
current 20 mA

AnschlieRend werden die Cups abgehoben und auf 0,5ml Eppendorf-Caps ge-
fullt mit 0,25ml TRIzol gedruckt. Nach mehrmaligem Schitteln 1&3t man die
Cups fur ca. 20 min bei Rt umgedreht inkubieren. Die Behandlung mit TRIzol
dient der Zellysis und bewirkt dadurch die Freisetzung der RNA.
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2.18 RNA-Extraktion
Materialien: Geréte:
Chloroform (Merck) Kuihlzentrifuge
0,5ml Ependorf-Caps
RNAse freies H,O
RNAse-freies Glykogen
100% Isopropanol

70% Isopropanol

Durchfiihrung:

Zu 1ml TRIzol werden 0,6ml Chlororoform addiert und fir ca. 15 sec geschiit-
telt. Die Probe wird fur 2-3 min bei Rt inkubiert und anschlie3end fir 15 min
zentrifugiert (12.000 rpm, 4°C). Die wassrige Phase wird vorsichtig abgenom-
men und in ein neues Eppendorf-Cap tberfuhrt.

Um die RNA-Ausbeute zu maximieren, werden zu der organischen Phase 100l
RNAse-freies Wasser addiert und nach kurzem schdtteln erneut fur 5 min. zen-
trifugiert (12.000 rpm, 4°C). Der Uberstand wird abgenommen und mit der
wassrigen Phase aus dem vorherigen Schritt zusammengefuhrt.

Zu 100 pl Losung wird 1pl Glykogen (10 ng) hinzugegeben.

Die RNA wird durch die Zugabe von gleichem Volumen an 100% Isopropanol
(ca. 250ul) gefallt. Die Inkubation erfolgt fur 20 min bei -70°C oder Gber Nacht
bei -20°C.

AnschlieBend werden die Proben 25min abzentrifugiert (12.000 rpm, 4°C), der
Uberstand wird abgenommen und das Pellet mit 0,5ml 70% Ethanol (-20°C)
gewaschen. Hiernach wird far 10min. zentrifugiert (12.000 rpm, 4°C) und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wird fiir ca 1h an der Luft oder fiir 10-20min.
unter Vakuum getrocknet. AnschlieRend werden 10ul RNAse freies H,O pro
Probe hinzugegeben.
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2.19 RT-PCR
Materialien:
Eis
RNA
Oligo (dT)is.18-Primer (100nM) (Gibco)
RT-Mix: 4ul 5x RT-Puffer (Gibco) : 250 mM Tris-HCI (pH 8,3),
375 mM KCl,
15mM MgCl,
2ul 0,1M DTT (Gibco)
1yl d’'NTP-Mix: dATP+dCTP+dGTP+dTTP zu gleichen Volumina
1yl ddH.0
1pl RNAse Inhibitor Fermentas (20-50 u/ul)
1pl Superscript Il ™ Gibco

Gerate:
Thermozykler

Durchfuhrung:
Zu 10pl RNA wird 1pl Oligo-dT-Primer addiert. Anschlie3end werden die Pro-

ben bei 70° C fur 10min. inkubiert, um die RNA zu denaturieren. Danach wird

sie auf Eis auf 4° C abgekunhlt.

Der RT-Mix wird auf Eis zusammenpipetiert. Die Reverse Transkriptase (Su-
perscript 1) sollte hierbei zum Ende hinzugegeben werden. Anschlie3end wird
im Thermozykler wie folgt erhitzt:

10 min 16°C

50 min 42°C

5 min 94°C

¥ 8°C

Die Proben kénnen bei —20°C gelagert werden.
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2.20 PCR
Materialien:
Eis
0,25 ml Eppendorf-Caps
Reaktionsgemisch aus RT-PCR
A. bidest
10x Reaktionspuffer (Gibco):
500mM KCI, 100mM TrisBase, 15mM MgCl, - 6H,0, A.bidest; pH 8,4
MgCl, (25mM) Fermentas
dNTP-Mix

Tag-Polymerase (5u/pl) Fermentas

Mastermix (pro Ansatz):

17,375ul A. bidest.

2,5u  10x Reaktionspuffer

2,5u  MgCl; (25mM)

0,5u  dNTP-Mix

0,125pul Tag-Polymerase

je 1yl Primermix fur rlL-2Ra bzw. rIL-2Rb
0,5ul  rb-Aktin

0,5ul  cDNA aus RT-PCR

Gerate:
Thermozykler (DNA-Engine PTC-200)

Durchfiihrung:

Die Losungen fur den Mastermix werden auf Eis aufgetaut und zusammenpipe-
tiert.

18,75 pl Mastermix werden in ein 0,25ml Eppendorf-Cap vorgelegt. Anschlie-
Rend werden 1 pl Primermix und 0,5ul cDNA aus der RT-PCR hinzugefiigt. Die
Reaktionsansatze Uberfuhrt man in den Thermozykler und erhitzt nach folgen-
dem Programm mit insgesamt 40 Zyklen:
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Denaturierung 94°C 0:45 min
Annealing 58°C 0:45 min
Transkription 72°C 0:45 min

Nach dem letzten Zyklus wird nochmals fur 10min bei 72°C inkubiert und an-
schliel3end die Proben bei 55°C gehalten.
Das PCR-Produkt kann bei —20°C gelagert werden.

2.21 Gelelektrophorese

Materialien: Geréte:

DNA aus PCR Kammer fir Gelelektrophorese
1,5% Agarose-Gel (vgl. 2.4) Spannungsgeber

1x TAE-Puffer (vgl 2.4) UV-Transilluminator

10x Loading-Dye Gibco
100bp-Leiter Gene Ruler® Fermentas

Durchfiihrung:

Die Elektrophoresekammer wird mit 1XTAE-Puffer soweit geflillt, dal? das Flus-
sigkeitsniveau etwa 1mm tber dem Gel ist. 10ul DNA werden mit 1ul 10x Loa-
ding Dye gefarbt und auf das Gel getragen.

Parallel 143t man eine 100bp Leiter mitlaufen. Die Elektrophorese dauert bei
100V ca. 30 min (DNA lauft aufgrund seiner neg. Ladung in Richtung Anode).
Die Banden konnen im UV-Transilluminator betrachtet und abfotografiert wer-

den.

2.22 Statistische Auswertung der Mel3ergebnisse
Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software SPSS. Die Gruppen
der SEA-Kinetik wurden mit Hilfe des T-Test fur unverbundene Stichproben mit
den Kontrollwerten verglichen. Fur die Bestimmung der Signifikanz wurden fol-
gende Werte zugrunde gelegt:  p<0,05 (*): Signifikant

p<0,01 (**): hoch-signifikant

p<0,001 (***): hdchst-signifikant

Die Diagramme wurden in Microsoft-Excel 7.0 erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Zytokin-Serumspiegel nach Stimulation durch SEA

Charakteristisch fir eine Stimulation des Immunsystems, die Uber die Aktivie-

rung zahlreicher T-Zellen erfolgt,

proinflammatorischen Zyto-
kinen insbesondere IL-2
und IL-6. Die gemessenen
transient vorliegenden Zyto-
kin-Serumspiegel von IL-2
(Abb. 3.1) und IL-6 (Abb.
3.2) zeigen eine effektive
Stimulation des Immunsys-
tems der Ratte nach Appli-
kation von SEA. Ein maxi-
maler Serumspiegel fur IL-2
fand sich 3h nach Stimulati-
on mit ca. 13 ng/ml Serum.
Dieser Spiegel ging bereits
nach 8h auf ca. 1ng/ml zu-
ruck.

Zeitlich parallel zu den in-
duzierten IL-2 Serumspie-
geln fanden sich erhohte IL-
6 Serumspiegel mit einer
maximalen  Konzentration
von ca. 350 ng/ml Serum
(Abb. 3.2). Basale Spiegel
von ca. 25 pg/ml Serum
wurden auch hier innerhalb
von 48h nach Applikation

des Mitogens erreicht.

ist die systemische Freisetzung von
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Abb. 3.1: Interleukin-2-Serumspiegel nach

SEA-Injektion. Der basale IL-2 Spiegel liegt
unterhalb der Nachweisgrenze. Gezeigt Mit-
telwert aus n = 3 Tieren pro Zeitpunkt (ange-
geben in der Abbildung);
Signifikanz: ***p< 0,001
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300

200
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Abb. 3.2: SEA induzierte Interleukin-6 Serum-
spiegel. Der basale IL-6 Spiegel liegt im Mittel
bei 25ng/ml. Gezeigt: Mittelwert aus n = 3 Tie-
ren pro Zeitpunkt (angegeben);

Signifikanz ***p< 0,001
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3.2 in-situ Hybridisierungsnachweis der IL-2 Rezeptor mRNA in der Milz
der Ratte

Biologisch aktives IL-2 induziert im humanen als auch im Immunsystem der
Maus eine erhohte Expression der IL-2 Rezeptor mRNA in T-Zellen. Um eine
Induktion von IL-2 Rezeptor mRNA in vivo in T-Zellen zu zeigen, wurden nicht-
radioaktive in-situ Hybridisierungen gegen die IL-2Ra- und die IL-2Rb-Kette in

Gefrierschnitten der Milz durchgefuhrt.
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Abb. 3.3: in-situ Hybridisierungsnachweis von IL-2Ra (A, B) + IL-2Rb (C, D) -
MRNA mittels Dig-markierter mRNA in der Milz der Ratte 3h nach SEA-
Stimulation. IL-2Ra + b-mRNA exprimierende Zellen finden sich préferentiell ir
der weil3er Pulpa (WP) und nur vereinzelt IL-2Ra + b-mRNA positive Zellen in
der roter Pulpa (PR). B und D sind Ausschnittsvergrosserungen aus A bzw. C.

Hierbei zeigten sich klar Mitogen-induzierbare Signale fur beide Ketten in der
Milz einer Ratte, die fir 3h mit SEA stimuliert wurde. Histologisch liel3en sich
die Signale in dem Bereich der periarteriolaren lymphatischen Scheide (PALS)
lokalisieren (Abb. 3.3). Die PALS ist eine histologische Region innerhalb der
Milz, in der sich T-Zellen in einer hohen Dichte finden. Die in-situ Hybridisie-
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rungs-Analyse der Milz unstimulierter Tiere zeigen dagegen keine Signale fur
IL-2Ra-mRNA (nicht gezeigt), was eine klare Stimulation dieser IL-2 Rezeptor-
kette in vivo durch SEA bedeutet. Hybridisierungen mit markierten sense-
Templaten ergab keine Hybridisierungssignale (nicht gezeigt) und bestatigt da-
mit die Spezifitat der Hybridisierung.

3.3 Isolierung einzelner Splenozyten mittels Laser Capture Technologie
und RT-PCR Nachweis der mRNA der IL-2R Ketten

Der Nachweis der Mitogen-regulierten Expression von IL-2Ra- und b-mRNA in
Splenozyten innerhalb der PALS sollte mittels Isolierung der Zellen unter histo-
logischer Kontrolle erfolgen. Hierzu wurden aus mittels Kresylviolett gegenge-
farbten Gewebeschnitten Zellen der PALS von unstimulierten Ratten oder Rat-

ten stimuliert mit SEA fur 3h mittels eines Laser Capture Mikroskops ausge-

schnitten und auf eine Tragerfolie isoliert (Abb. 3.4).

Abb. 3.4: Isolation von Zellen der Milz mit der Laser Capture Technologie Ab-
bildung A zeigt einen Ausschnitt aus einer mit Kresylviolett gegengefarbten
Milz. In B wurden Zellen der PALS isoliert und auf die Folie (C) Gbertragen. Ab-
kirzungen: ZA: Zentralarterie, RP: rote Pulpa.

Die Isolation von ca. 200 Zellen war ausreichend, um genigend mRNA fur
die RT-PCR Analyse der IL-2 Rezeptor Ketten zu gewinnen. Nach 40 Zyklen in
der PCR fanden sich klare Signale fur b-Actin. Nach 40 Zyklen zeigte sich in der
unstimulierten Milz die Expression der IL-2Rb-mRNA (Abb 3.5). Eine basale
Expression der IL-2Ra-mRNA fand sich erwartungsgemalf nicht. SEA stimulier-
te die Transkription beider IL-2 Rezeptor Ketten bereits nach 3h. Die Verfugbar-
keit eines funktionellen Rezeptors fir IL-2 ist damit auch zu dem Zeitpunkt be-
reits wahrscheinlich, zu dem sich maximale Serumkonzentrationen von IL-2

fanden.
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Leiter IL-2Ra IL-2Rb IL-2Ra IL-2Rb

3h SEA 3h SEA sham sham
851 bp 916 bp 851 bp 916 bp

Abb. 3.5: RT-PCR Nachweis von IL-2Ra- und b- mRNA in Zellen der Milz. Mit-
tels LCM wurden Splenozyten der PALS aus dem Gewebe herausgeschnitten
und fur die RT-PCR aufgearbeitet. Pro Lane wurden jeweils 10 pl PCR aus ei-
nem PCR Ansatz fur eine Rezeptorkette (wie in der Abbildung angegeben) und
10 pl aus einem PCR Ansatz fur b-Aktin aufgetragen. Die Amplifikate zeigen die
jeweils erwartete Grofe (IL-2Ra 851 bp, IL-2Rb 916 bp und rb-Aktin 472 bp).
Die mRNA fur die a-Kette des IL-2R ist erst nach SEA Stimulation nachweisbar,
wahrend die mRNA fir die b-Kette bereits basal in den Splenozyten exprimiert
wird.

3.4 Quantitativer Nachweis der Expression der IL-2 Rezeptor a-Kette auf T-
Lymphozyten mittels der Durchfluf3zytometrie
Um die Translation der gemessenen IL-2 Rezeptor mRNAs und die Anwesen-
heit der IL-2 Rezeptorketten auf der Oberflache von in vivo stimulierten T-
Lymphozyten nachzuweisen, wurde ein immunzytochemischer Nachweis des
CD25 Epitops, das fur die IL-2 Rezeptor a-Kette spezifisch ist, durchgefihrt.
Die Expression von CD25 wurde in zeitlicher Folge nach SEA Injektion auf
CD4" und CD8" T-Lymphozyten untersucht. Hierzu wurden die Zellen mit Farb-
stoff-markierten Antikbrpern gegen CD4 bzw. CD8 und parallel dazu gegen

CD25 angefarbt und mittels DurchfluRzytometrie gemessen.
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Abb.3.6: FACS-Analyse von CD4- bzw. CD8-positiven T-Zellen aus Lymphkno-
ten, Milz und Thymus auf die Expression von CD25 auf ihrer Oberflache. In den
gezeigten Dot-Blots ist die Intensitat in der Expression von CD4 oder CD8 auf
der Abzisse aufgetragen und die Intensitat der Expression von CD25 auf der
Ordinate. Verglichen werden Zellen aus Kontrolltieren (sham) mit Tieren, die
48h mit SEA stimuliert wurden. Der rechte obere Quadrant eines jeden Blots
reflekiert doppelt positive Zellen, die dort angegebene Zahl den Prozentsatz an
doppelt positiven Zellen an der Gesamtzahl der gemessenen T-Zellen.

Die FACS-Analyse (Abb. 3.6) zeigte eine erhfhte Expression der a-Kette des
IL-2-Rezeptors auf CD4" und CD8" T-Lymphozyten im Lymphknoten, in der
Milz und im Thymus nach 48h im Vergleich zu den T-Zellen, die aus unstimu-

lierten Organen isoliert wurden. Die statistische Auswertung der FACS Analyse
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Abb. 3.7: Graphische Auswertung der FACS-Daten. Dargestellt werden die prozentua-
len Anteile der einfach positiven (CD4 bzw. CD8) als Kurve und doppelt positiven
(CD4/CD25 bzw. CD8/CD25) als Balken gemessen an der durch das Gate erfaldten
Zahl an T-Lymphozyten. Die Werte beziehen sich auf die Zeitpunkte 3h, 8h, 48h und
10d nach SEA-Stimulation. n=3;

Signifikanz: *: p<0,05, **: p<0,01 fir doppelt pos. (Balken); °: p<0,05 fir einfach pos.
(Kurve)

(Abb. 3.7) zeigt eine signifikante Erhéhung der Expression der a-Kette des IL-2
Rezeptors (CD25) auf CD4" und CD8" Zellen 48h nach in vivo Stimulation mit
SEA in den lymphatischen Organen Milz und Lymphknoten. CD4 positive Zellen
der Milz reagierten bereits nach 3h mit einer Hochregulation ihres IL-2 Rezep-
tors als Antwort auf den immunstimulatorischen Reiz. Im Thymus zeigten sich
keine signifikanten Veranderungen, was die Anzahl der doppelt pos. Zellen
(CD4*/CD25" bzw. CD8'/CD25") angeht. Sowohl die CD4 als auch die CD8
einfach positiven Zellen in allen drei lymphatischen Organen zeigten quantitativ

so gut wie keine signifikante Zunahme. Aus diesen Daten laf3t sich der Schluf3
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ziehen, dal3 es in zeitlicher Folge zu der frihen Ausschittung von IL-2 ins Se-

rum und der Bildung von IL-2Ra- mRNA in T-Zell-spezifischen Regionen zu der

Bildung eines funktionellen Rezeptors fur IL-2 auf der Oberflache von T-

Lymphozyten peripherer Immunorgane (Milz, Lymphknoten) kommt.

3.5 Nachweis der Proliferation von Splenozyten, Thymozyten und Zellen

aus mesenterialen Lymphknoten auf Stimulation mit SEA

Die Expression und Ausschittung von IL-2 und auch die Hochregulation des

IL-2 Rezeptors auf T-Lymphozyten &3t auf die Proliferation dieser Zellen nach
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Abb. 3.8 A-C: Proliferationsraten von Splenozy-
ten nach Inkubation mit ConA, SEA und LPS fir
48h mit (grin) und ohne (rot) Zugabe von re-
kombinantem IL-2. Gezeigt sind die Einbauraten
(Abzisse) in Abhangigkeit von verschiedenen
Konzentrationen an Mitogen. Triplex Messungen
wurden durchgefihrt.

Signifikanz * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001

SEA-Stimulation schlie3en, stellt
aber hierfir noch keinen Nach-
weis dar. Die proliferative Ant-
wort von Zellen aus den lympha-
tischen Organen Milz, Thymus
und mesenteriale Lymphknoten
auf SEA wurde im Proliferation-
sassay in vitro nachgewiesen.
Die Wirkung von SEA wurde
hierbei mit dem alle T-Zellen sti-
mulierenden Mitogen Concana-
valin A (ConA) und dem aus
gramnegativen Bakterien stam-
menden Makrophagen stimulie-
renden Endototoxin Lipopolysa-
charid (LPS) verglichen. Durch
Zusatz von rekombinantem IL-2
in das Kulturmedium sollte die
Sensitivitat der T-Lymphozyten
auf einen proliferativen Stimulus
verstarkt werden.

Die Zellen aus Lymphknoten,
Milz und Thymus reagierten nach
48h SEA-Inkubation in vitro glei-
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chermal3en mit einer erhfhten Ein-
baurate an H>-Thymidin (Abb. 3.8.1
u. 3.8.2). Besonders Zellen aus den
mesenterialen  Lymphknoten (H)
zeigten eine signifikant vermehrte
Proliferation auf SEA (max. gemes-
sene Einbauraten von 6000 cpm),
die auch noch bei Konzentrationen
von 0,001 pg/ml vorlag. Die Prolife-
ration auf SEA war vergleichbar mit
der durch ConA verursachten (G).
Splenozyten und Thymozyten zeig-
ten deutliche, jedoch verglichen zu
den Zellen aus dem Lymphknoten
geringere Proliferationsraten (B,E).
In Anwesenheit von rekombinantem
IL-2 im Medium zeigten sich vor al-
lem bei den Zellen aus Milz und
Thymus eine Wirkungssteigerung
von SEA, wobei nicht die Sensitivitat
auf SEA-Konzentrationen erhoht
wurde, sondern lediglich der Einbau
von H3-Thymidin bei allen verwen-
deten SEA-Konzentrationen .

<{—Abb. 3.8 D-I: Proliferationsraten
von Zellen aus Thymus und mesenteria-
len Lymphknoten nach Inkubation mit
ConA, SEA und LPS fur 48h mit (griin)
und ohne (rot) Zugabe von rekombinan-
tem IL-2. Gezeigt sind die Einbauraten
(Abzisse) in Abhangigkeit von verschie-
denen Konzentrationen an Mitogen.
Triplex Messungen wurden durchge-
fahrt. Signifikanz * p<0,05; **
p<0,01; ***p<0,001
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4 Diskussion

Die systemische Ausschittung von erhohten Mengen an TNFa wird als einer
der kritischen Ereignisse fir das Entstehen einer Sepsis angenommen. Dieses
Zytokin wird u. a von Makrophagen im Rahmen der frihen zellvermittelten Im-
munantwort insbesondere auf Endotoxine (LPS) sezerniert. Als direkte Folge
verstarkt TNFa die Proliferation von T-Zellen nach Stimulation mit IL-2. Die
Ausschuttung anderer proinflammatorischer Zytokine wie IL-1 und IL-6 wird im
Rahmen der Akut-Phase Reaktion durch TNFa induziert. Die Stimulation von
Mausen mittels Superantigenen ergibt ebenfalls dramatisch erhéhte Serum-
spiegel von TNFa, allerdings tritt bei Mausen bei den bisher in der Literatur
verwendeten Dosen -bis zu 300 pug (24)- keine letale Sepsis auf. Erst die Vor-
behandlung von Mausen mit der hepatotoxischen Substanz D-Galaktosamin
macht die Mause empfindlich fur einen letalen Schock nach Enterotoxin(SEB)-
Applikation (25). Mause scheinen trotz einer eindeutigen Immunreaktion relativ
Schock-unempfindlich gegentiber Enterotoxinen zu sein, ganz im Gegensatz
zum Menschen, der schon auf kleinste Dosen von Superantigen (schon ab
100ng pro Individuum) mit einer klinischen Symptomatik reagiert (30,12).

Die Ausschuittung von Zytokinen ins Serum ist Kennzeichen der frihen Antwort
auf bakterielle Infektionen. TNFa und IL-2 finden sich charakteristisch zu fri-
hen Zeitpunkten nach Gabe von Superantigenen. Versuche mit Mausen, die mit
SEB vorbehandelt wurden, zeigten einen Anstieg der Zytokine innerhalb der
ersten 2h (24). Im Rahmen dieser Arbeit wurde das fir die T-Zell Aktivierung
charakteristische IL-2 sowie IL-6, das bei der Akut-Phase Reaktion eine wichti-
ge Rolle spielt, gemessen. Der Serum-Spiegel fur IL-2, der bei basalen Bedin-
gungen unter der Nachweisgrenze liegt und erst bei starker Immunstimulation
peripher im Blut messbar ist, erfahrt nach Enterotoxingabe einen relativ frihen
Anstieg. Drei Stunden nach SEA-Injektion wird eine maximale Konzentration
von ca 13ng/ml erreicht und ist damit im zeitlichen Ablauf als auch in der Hohe
der Konzentration mit dem der Maus vergleichbar.

Im Tiermodell der Maus wurden zu einem ahnlich frilhen Zeitpunkt maximale

Konzentrationen von 90 ng/ml bzw. 18 ng/ml fur IL-2 nach intraperitonealer
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bzw. intradermaler (Pfote) Injektion von SEB beobachtet (4, 25). IL-6 erfahrt
einen ahnlich deutlichen Anstieg (350pg) nach 3h. Vergleichbare Studien bei
der Maus liegen fur IL-6 nicht vor.

Die Serumspiegel fur IL-2 und IL-6 erfahren einen schnellen Abfall, so dal3 be-
reits nach 8h fast die Kontrollwerte erreicht sind. Studien anderer Mitarbeiter
zeigten deutlich erhéhte TNFa Spiegel im Serum der in dieser Studie unter-
suchten Tiere. Trotz der erhéhten Serum-Zytokin-Spiegel zeigten die Ratten
keine Anzeichen einer Schocksymptomatik. Die gemeinsame Kinetik der Se-
rum-Zytokin-Spiegel bei Maus und Ratte la3t vermuten, dal3 SEA eine ahnliche
Wirkung in der Ratte hatte, wie dies fir SEB in der Maus beschrieben wurde.
Daruberhinaus fuihrt eine T-Zell-vermittelte Ausschittung von proinflammatori-
schen Zytokinen in der Ratte ebenfalls zu keiner letalen Sepsis.

Da die a-Kette des IL-2-Rezeptors auf unstimulierten T-Lymphozyten nur
schwach exprimiert wird, ist eine vermehrte Transkription der mRNA zur Bil-
dung eines hochaffinen Rezeptors, der aus der Trimerisation der a,b,g-Kette
entsteht, notwendig (26). Die Stimulation zur Synthese der IL-2Ra erfolgt hier-
bei vor allem durch Antigen-induzierte Triggerung (31) wird aber durch IL-2 sel-
ber angetrieben und aufrechterhalten (5). Der frihen Zytokin-Ausschittung ins
Serum muf} also eine Hochregulation der mRNA-Transkription und Expression
der a-Kette des IL-2 Rezeptors auf der Zelloberflache folgen, um eine Prolifera-
tion von antigenspezifischen Lymphozyten-Subpopulationen hervorzurufen.
Nach Stimulation mit Superantigen wird IL-2 von CD4" T-Helfer-Zellen gebildet
(28), nachdem diese durch Vb-spezifische Bindung des Superantigens aktiviert
worden sind. Es wirkt autokrin wie auch parakrin auf zytotoxische T-Zellen
(CD8") und T-Helfer-Zellen (CD4"). Weitere Zellen des Immunsystems wie B-
Lymphozyten, NK-Zellen und Monozyten werden ebenfalls durch IL-2 in ihrer
Proliferation unterstitzt, sofern sie bereits durch entsprechende Stimuli wie et-
wa korperfremde Antigene oder Partikel aktiviert worden sind (37). Ziel dieser
Arbeit war es, speziell die Reaktion der T-Lymphozyten zu untersuchen, da sie
die priméare Quelle fir IL-2 darstellen und tGber die von ihnen gebildeten Zytoki-
ne hauptsachlich fur die frihe Immunantwort auf Superantigene verantwortlich
sind. Durch den Bindungsmechanismus der Superantigene an den TCR und die
dadurch bedingte Vorstimulation, wird die Proliferation, die vor allem mef3bar an
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den erhohten IL-2 Spiegeln und der Ausbildung eines hochaffinen Rezeptors
ist, in dieser Zellreihe am ausgepréagtesten sein. Aus diesem Grund bot es sich
an, immunhistochemische Untersuchungen an der Milz durchzufihren, da sich
in diesem Organ mikroskopisch T-Zell spezifische Regionen gut lokalisieren
lassen. AulRerdem gerat die Milz verglichen mit anderen lymphatischen Orga-
nen relativ frih mit Enterotoxinen in Kontakt, wie sich in Versuchen mit SEB
gezeigt hat (4). Es wurden T-Zell spezifische Regionen in der Milz (PALS) un-
tersucht. In der Dig-ISH und der RT-PCR-Analyse zeigte sich eine basale
Expression der IL-2Rb-Kette und eine rasche Induktion der Transkription der IL-
2Ra-Kette. In der roten Pulpa lieRen sich keine mRNA-Transkripte fir IL-2Ra
nachweisen. Die IL-2Rb-mRNA war dagegen auch in der Kontrolle exprimiert.
Aufgrund der Lokalisation der IL-2Ra-mRNA positiven Zellen in der PALS kann
man davon ausgehen, dal3 es sich um T-Lymphozyten handelt, die die mMRNA
exprimieren, da sie den Hauptbestandteil der weil3en Pulpa ausmachen (Veer-
mann und van Ewijk, 1975).

Eine basale Expression im unstimulierten Tier lie3 sich weder durch die ISH
noch die sensitivere RT-PCR nachweisen .

Die IL-2Ra-mRNA-Expression in Lymphozyten und Thymus wurde nicht unter-
sucht, jedoch ist davon auszugehen, dal3 der Zeitpunkt der Hochregulation
deutlich spater liegt, was aus bisherigen Versuchen mit SEB hervorgeht (24).
Radioaktive ISH, die bei lymphatischen Organen der Ratte nach Stimulation mit
SEA durchgefiihrt worden sind, belegen diesen Sachverhalt auch fir SEA. Eine
Erklarung hierfir kdnnte sein, dafd die Milz aufgrund ihrer guten Durchblutung
relativ schnell mit dem SAg in Kontakt gerét und somit einer der priméren Orte
der IL-2 Bildung ist, wahrend T-Zellen der anderen beiden lymphatischen Orga-
ne erst spater eine Stimulation durch das SAg erfahren bzw. auf den erhdhten
IL-2 Serumspiegel reagieren (4).

In Folge der vermehrten IL-2Ra-mRNA Synthese erfolgt eine Akkumulation der
a-Kette des IL-2 Rezeptors auf der Oberflache aktivierter T-Lymphozyten. Hier
sind vor allem die durch das Superantigen gebundenen Vb-Subtypen betroffen.
Zur Erfassung des Zeitpunktes und des Ausmal3es der Expression der a-Kette
des IL-2R (CD25) auf der Oberflache von T-Lymphozyten diente die FACS-
Analyse. Bisherige in vitro und in vivo Studien, die sich mit der Kinetik der
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IL-2Ra-Expression mittels Durchflul3zytometrie befal3ten, zeigten eine Hochre-
gulation innerhalb der ersten 8h nach Superantigen-Gabe (TSST-1, SEB) in der
Maus (23). Solche Untersuchungen fir SEA im Tiermodell lagen bisher nicht
vor.

Es zeigte sich eine Verdopplung der CD25-positiven Zellen im Lymphknoten
nach 48h und in der Milz nach 3h und 48h. Zu den anderen Zeitpunkten der
Messung (3h, 8h, 10d) liel3 sich keine aussagekraftige Zunahme der Expression
nachweisen.

Bemerkenswert ist, dal3 selbst im Kontrolltier die a-Kette des IL-2R auf der Zell-
oberflache einiger Zellen (2-6%) exprimiert war. Auch in Studien der Maus wur-
de ein &hnlicher Prozentsatz positiver T-Zellen beobachtet (23).

Ein Grund hierfir kann in der ex-vivo Stimulation einiger T-Lymphozyten be-
dingt durch die Aufreinigungsprozedur liegen, so dal} diese die IL-2Ra-Kette
hochregulierten. Eine durch die nicht-sterilen Haltungsbedingungen resultie-
rende stdndige Immunreaktion ist ebenso denkbar.

Insgesamt ware vor dem Hintergrund der recht starken Signale in der ISH, die
bereits nach 3h zu sehen waren, ein starkerer Anstieg der Rezeptor-Expression
zu erwarten gewesen.

T. Miethke et al stellten einen ahnlich schwachen Anstieg fest, als sie den IL-2
Rezeptor auf T-Zellen (Lymphknoten) von TSST-1 stimulierten Mausen mit Hilfe
der FACS-Analyse untersuchten. Diese Beobachtung kann auf folgenden As-
pekt zuriickgefuhrt werden: In der FACS-Analyse konnte nur zwischen CD4"
und CD8" Zellen unterschieden werden. Durch eine selektivere Messung der
aktivierten Vb-spezifischen T-Zellen durch Verwendung spezifischer Antikrper
fur einzelne Vb-Isotypen, lie3en sich sicherlich héhere prozentuale Unterschie-
de feststellen (15,24). Hierzu mif3te man einen zusatzlichen Fluoreszenz-
markierten Antikbrper gegen diejenigen Vb-Ketten, an die SEA bindet, ver-
wenden. Bei der Ratte bindet SEA an die Vb-Ketten 11,12,14,17 und 18 (24).
Leider existierten zum Zeitpunkt der vorliegenden Arbeit keine Antikbrper gegen
diese Isotypen der Ratte.

Im Thymus waren keine relevanten Veranderungen festzustellen, was sowohl
die Population an CD4 bzw. CD8 pos. T-Zellen als auch die a-Kette des IL-2

Rezeptors (CD25) angeht. Da im Thymus vorwiegend unreife (doppelt-positive)



Diskussion 44

T-Zellen vorliegen, kdnnte man vermuten, dal3 die aktivierten Vb-Typen groR3-
tenteils deletiert werden (18,38,41). Dieser Zustand der klonalen Deletion muR3-
te aber erst zu einem spateren Zeitpunkt eintreten (21).

Die nahezu gleichbleibende Quantitat der CD4 bzw. CD8 positiven Zellen in
allen drei Organen innerhalb des Versuchszeitraums scheint widersprichlich zu
sein zu der Hypothese der in vivo Proliferation von T-Lymphozyten nach Stimu-
lation mit SEA. Der Zeitraum zwischen 48h und 10d wurde in diesem Experi-
ment nicht untersucht. Weiterfihrend ist diese Untersuchung sinnvoll, da davon
auszugehen ist, daR das Maximum der Proliferation zeitlich der IL-2-
Ausschuttung und der Expression der a-Kette seines Rezeptors folgt. Untersu-
chungen an Vb 8.2 spezifischen T-Lymphozyten von Mausen, die mit SEB vor-
behandelt waren, belegen diese Hypothese (21).

Im Gegensatz zu der Arbeit von Herrmann et al (15), in der die Zunahme der
Lymphoblasten eines bestimmten Vb-Musters nach der in vitro-Stimulation
durch SEB in der FACS-Analyse gezeigt wurde, ist festzustellen, daf3 hier kei-
ne eindeutige morphologische Trennung zwischen Lymphozyten und
Lymphoblasten moglich war (s. Abb 1.1). Die Anzahl der mittels FACS erfal3ten
Lymphoblasten lag in der Mehrzahl der Félle im statistisch nicht signifikanten
Bereich. Ein durch die Methode bedingter Untergang von Lymphoblasten sowie
eine nachtragliche Differenzierung zu reifen Lymphozyten stehen einer Diskus-
sion offen.

Um zu dberprifen, ob es als Antwort auf die Stimulation mit SEA tatsachlich zu
Auswirkungen auf die Anzahl Vb-spezifischer T-Zellen kommt, wurde die Proli-
feration gemessen. Die SEA-Konzentrationen von 10-0,001 pg/ml flhrten zu
einer mel3baren Induktion von Lymphozyten aus Milz, Thymus und Lymphkno-
ten. Somit besitzt SEA eine &hnlich starke Wirkung wie das alle T-Zellen stimu-
lierende Mitogen Concanavalin A. Im Vergleich zeigte sich bei dem Makropha-
gen aktivierenden Endotoxin LPS niedrig bis nicht signifikante Proliferationsra-
ten.

Eine besondere Stellung nahm der Thymus ein. Die zusétzliche Gabe von rIL-2
war notwendig, um eine Proliferation nach Inkubation mit SEA zu erhalten. Dies
lieRBe sich durch die Tatsache erklaren, dal3 der Thymus grof3tenteils unreife
(doppelt-positive) T-Lymphozyten enthélt, die fur eine klonale Anergie wesent-
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lich anfalliger als reife Zellen sind. Da anerge Thymozyten ihre Féahigkeit zur
Stimulation und damit nachfolgend zur IL-2-Produktion verlieren, fehlt ein ent-
scheidener Kostimulator fir die Proliferation nach Antigenexposition. Durch
exogene Zugabe des Zytokins kann die Anergie verhindert und eine klonale
Expansion unterstitzt werden (34).

Die Ergebnisse des H3-Thymidin-Assays bestatigen die in der FACS ermittelte
Zunahme von IL-2R positven Zellen als eine Expansion Vb-spezifischer T-
Zellen. In welchem Zeitraum diese beginnt ist unklar. Ein Zeitraum von mehr als
2d ist verglichen mit Ergebnissen bei der Maus wahrscheinlich (21). Im in vitro
Assay war die Proliferation nach einer Inkubationszeit von 48h zu messen. Die
FACS-Analyse, bei der die in vivo Reaktion gemessen wurde, zeigte keine ein-
deutige Proliferation von CD4" oder CD8" T-Lymphozyten nach dieser Zeit.

Zusammenfassung:

Es konnte gezeigt werden, dal3 SEA in der Ratte eine starke in vivo und in vitro
Stimulation von T-Zellen ausldst. 3h nach SEA-Stimulus konnten deutlich er-
hohte Serumspiegel fur IL-2 und IL-6 gemessen werden. Im Anschluf3 erfolgte
unmittelbar die Gen-Expression der IL-2Ra-mRNA in lymphatischen Organen
(Milz). Eine quantitative Zunahme der fir die a-Kette des IL-2 Rezeptors positi-
ven Zellen aus Lymphknoten und Milz konnte in der FACS gezeigt werden.

In in vitro Versuchen konnte dariber hinaus die mitogene Wirkung von SEA auf
Lymphozyten aus Milz, Lymphknoten und Thymus nachgewiesen werden.

Das SEA-Modell der Ratte ist gleichermal3en wie das Maus-Modell der Entero-
toxinamie fur die Untersuchung der zellvermittelten peripheren Immunantwort

geeignet.
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5 Abkirzungen

Ak
APZ
BCIP
Bp
CD

Con A
DIG
DTT
FACS
FITC

i.p.

ISH
Kbp
Lsg
LPS
Mak
MHC
NBT
oT
PALS
PBS
PCR
Rpm
Rt
RT
Sag
SEA
sham
SSC

Antikorper

Antigen-Prasentierende Zelle
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat
Basenpaare

,Cluster of Differentiation“ (Oberflachenmolekiile auf T-
Lymphozyten)

Concanavalin A

Digoxigenin; Steroid aus Digitalis purpurea
Dithiothreitol

Fluorescense Activating Cell Sorting
Fluoresceinisothyozyanat
Intraperitoneal

Interleukin

in-situ Hybridisierung
Kilobasenpaare

Lésung

Lipopolysacharid

monoklonaler Antikorper

Major Histo-Compatibility Complex
Nitroblautetrazoliumchlorid
Objekttrager

Periarterielle Lymphatische Scheide
Phosphat-Buffered Saline
Polymerase-Chain-Reaction

rounds per minute

Raumtemperatur

Reverse Transkriptase
Superantigen
Staphylokokken-Enterotoxin A
»rauschung“ - Kontrolle

Sodium-Sodium-Citrate
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TCR
TNF
TSST-1
Vb

T-Cell-Receptor
Tumor-Nekrose-Faktor
Toxic-Shock-Syndrom-Toxin-1

variabler Teil der b-Kette des T-Zell-Rezeptors
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