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| EINLEITUNG

Unser Korper ist taglich einer Vielzahl diverser Molekiile und Mikroorganismen ausgesetzt.
Ob tber die Luft oder in unserer Nahrung, viele Stoffe gelangen in unseren Koérper und rufen
die unterschiedlichsten Reaktionen hervor. Die Immunologie befasst sich nun mit der
korpereigenen Abwehr und der Fahigkeit bei einer Vielzahl von Antigenen, Nitzliche von
Geféhrlichen zu unterscheiden. Im besten Fall unterscheidet diese zwischen fremd und eigen,
sowie zwischen gut und bose, und isoliert oder eliminiert verdachtige Molekiile.

1. T-Lymphozyten

Das Immunsystem des Menschen setzt sich aus angeborener und erworbener Immunitat
zusammen. Zellulérer Bestandteil der erworbenen oder auch als spezifisch bezeichneten
Immunitét sind unter anderem die im Thymus reifenden und daher T-Lymphozyten genannten
Zellen. Diese  T-Lymphozyten  konnen  entsprechend ihrer  charakteristischen
Oberflachenrezeptoren weiterhin in CD4"-T-Lymphozyten und CD8"-T-Lymphozyten
unterteilt werden. Wahrend die CD8"-T-Lymphozyten eine Zellgruppe umschreiben, die auch
Killer-Zellen genannt werden, da sie befallene Zellen zerstoren, beschreibt der Begriff CD4*-
T-Lymphozyten die Gruppe der sogenannten T-Helfer(Tw)-Lymphozyten. Untergruppen
dieser CD4*-T-Lymphozyten spielen eine entscheidende Rolle in der Regulierung der
Immunabwehr. Im Groben wird hierbei zwischen regulatorischen, immunsupprimierenden T-
Lymphozyten (Treg) und Effektor T-Lymphozyten (Th1, Th2, TH17) unterschieden (Gajewski
et al. 1989; Zhu & Paul 2010). Eine genaue Einteilung der Zellen in einzelne Untergruppen ist
jedoch noch nicht vollstandig geklart. Hierbei ist nicht klar, ob und wieviele weitere Zelllinien
vorhanden sind, da strittig ist, inwieweit Cytokinproduktion von einzelnen Zellen bzw. Zellen
in verschiedenen Reifezustdnden variiert werden kann. Alle Linien werden uUber ihre
Oberflachenmolekiile und die Art ihrer Zytokinproduktion definiert, wobei diese jedoch nicht
starr ist, sondern unter spezifischen Bedingungen wechselt, und daher bei einigen Linien
zumindest im Frithstadium von einer ,,Plastizitit” der T-Lymphozyten ausgegangen werden
muss (O’Shea & Paul 2010; L. Zhou et al. 2009). Die Reifung und Differenzierung der CD4*-
T-Lymphozyten ist ein komplexer Vorgang, der durch das Einwirken von Zytokinen
determiniert wird und hierdurch ebenso beeinflusst werden kann.

Das Immunsystem betreffend gibt es diverse Erkrankungen die durch eine zu schwache oder
uberschiefende  Immunantwort  gekennzeichnet sind. Das Verhéltnis zwischen
immunsupprimierenden und proinflammatorischen Faktoren ist hierbei gestort. Dies schlagt
sich beispielsweise in Autoimmunerkrankungen oder dem ungehemmten Wachstum von
Tumoren nieder. Auf diese Balance medikamentts Einfluss zu nehmen, stellt daher ein
attraktives Forschungsziel dar.



1.1  T-Helfer-Lymphozyten Typ 17

T-Helfer-Lymphozyten Typ 17 sind eine Zellpopulation, die neben Tnl- und Th2-
Lymphozyten den Effektorzellen zugeordnet werden kann. Erst vor einigen Jahren neu
beschrieben, wurden sie vor allem aufgrund ihrer charakteristischen Eigenschaft, der
Interleukin-17-Produktion, als eigene Zellgruppe anerkannt. Ebenso wurden Erkrankungen
die bisher Twl zugeschrieben wurden wie Experimentelle Autoimmunenzephalitis oder
Kollagen-induzierte Arthritis der neuen Zelllinie zugeordnet (Harrington et al. 2006). Heute
wird ihnen eine groRe Relevanz bei der inflammatorischen Reaktion auf pathogene Keime,
jedoch auch bei der Entstehung verschiedener Autoimmunerkrankungen, Allergien und
AbstoRungsreaktionen zugesprochen. lhr Anteil an der Gesamtmenge der CD4*-T-
Lymphozyten bei gesunden Erwachsenen betréagt ca. 1%.

Interleukin 17 wurde zuerst 1995 von Yao et al. beschrieben. Man unterscheidet 6 Untertypen
von IL-17: A bis F. TH17 bilden hiervon IL-17 Typ A und Typ F. Ausserdem zeichnen sie
sich durch die Expression des IL-23-Rezeptors aus. Fur die Differenzierung in die Tnl7-
Richtung bendtigen die naiven T-Helfer-Lymphozyten TGFf und vor allem IL-6. Dies kann
unter Einsatz der 0.g. Zytokine auch in vitro in Zellkulturexperimenten erreicht werden und
wird als Polarisation bezeichnet. In unseren Versuchen konnten wir jedoch auch ohne Einsatz
von TGF eine gleichwertige Tw17 Population erzielen (111.3.1.2).

Eine interessante Eigenschaft der TH17 ist ihre phanotypische und funktionelle Plastizitat.
Nach der Differenzierung naiver CD4"-T-Lymphozyten zu Tn17 wurde neben der typischen
Produktion von IL-17 zuletzt auch die Bildung von IFNy, IL-4 und FoxP3 beobachtet,
wodurch sich diese Zelllinie als besonders variabel erweist (Wilke et al. 2011).
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Abb.1: Differenzierungsspektrum naiver CD4+-T-Lymphozyten und involvierte Cytokine. Es sind die
4 Haupt-Differenzierungslinien Tnl, Tr2, Tul7 und Trg und ihre bekannten Polarisationscytokine
dargestellt. Zudem dargestellt ist die Plastizitat einiger Zelllinien untereinander. Die Mdglichkeit eines
Klassenwechsels zwischen Tu17 und Treg, als auch zwischen Twl und T2 wurde beobachtet. Ebenfalls
ein Wechsel von Tul7 zu Tw2 und Twl unter Einfluss spezifischer Cytokinumfelde. Abbildung
bearbeitet aus Zhou et al. ,,Plasticity of CD4* T cell lineage differentiation.”



12 Regulatorische T-Lymphozyten

Ihrem Namen entsprechend modulieren regulatorische T-Lymphozyten die Balance zwischen
Toleranz und Effektorzellaktivitat. Bereits 1970 wurde von Gershon und Kondo das
Vorhandensein einer immunosuppressiven Population von Lymphozyten in Betracht gezogen
(Gershon & Kondo 1970; Gershon & Kondo 1971). Trotz der frithen ,,Entdeckung™ konnte
jedoch bisher keine sichere Methode gefunden werden diese Zellgruppe eindeutig
abzugrenzen. Lange wurde postuliert, das Oberflachenantigen CD25 wirde das Vorkommen
der Treg zuverléssig reprasentieren. So sprach man von CD4*CD25" Treg. Im Laufe der Zeit
zeigte sich jedoch, dass es sowohl CD25 negative Treg gibt, als auch CD25 positive Zellen, die
keine suppressive Funktion aufweisen. 1998 wurde von Suri-Payer et al. zuerst gezeigt, dass
CD4*CD25" T-Lymphozyten in vitro eine Proliferation CD4'CD25 T-Lymphozyten
hemmen. Verschiedene mogliche Mechanismen dieser suppressiven Wirkung werden seitdem
diskutiert. Hierbei spielt sowohl der Zell-Zell Kontakt eine Rolle, als auch eine
Wechselwirkung tber Zytokinausschuttung. Generell kénnen natirliche (nTreg) und adaptive
bzw. induzierte Treg (iTreg) unterschieden werden. Natirliche Treg entwickeln sich im Zuge der
T-Zell Reifung im Thymus, wohingegen adaptive Trg in der Peripherie induziert werden
(Bluestone & Abbas 2003).

Andere Marker flir Treg-Lymphozyten sind z.B. das zytotoxische T-lymphozytdr assoziierte
Antigen 4 (CTLA-4)(Takahashi et al. 2000) sowie der Glukokortiokoid-induzierte Tumor
Nekrose Faktor Rezeptor (GITR) (Fontenot et al. 2003). Der heute verlasslichste Faktor um
regulatorische T-Lymphozyten zu charakterisieren ist der intrazelluldar vorkommende
Transkriptionsfaktor ,,forkhead-box protein 3“(FoxP3) (Wan & Flavell 2005). In dieser Arbeit
wurden FoxP3" Trg untersucht, daher méchte ich in der Folge auf diese Zellen néher
eingehen.

Fontenot et al. postulierten 2003, dass FoxP3 spezifisch von CD4*CD25* T-Lymphozyten
exprimiert wird und eine regulatorische Wirkung allein von CD4"CD25"FoxP3*-T-
Lymphozyten ausgeht. CD4"CD25FoxP3™-T-Lymphozyten héatten diese Wirkung nicht.
Andere Zellen die eine regulatorische Funktion aufweisen, kénnten negativ fur CD25 sein,
seien jedoch immer positiv flr die Expression von FoxP3, was die zentrale Relevanz dieses
Transkriptionsfaktors flr die regulatorische Funktion der Treg bestatige (Ziegler & Buckner
2009). Ein weiteres Indiz hierfir sind die von Bennett et al. beschriebene
Autoimmunerkrankung IPEX (immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-
linked syndrome) bei FoxP3-defizienten Mausen (Fontenot et al. 2005). Bei etwa der Hélfte
der Menschen mit besagtem Syndrom, konnte eine Mutation im FoxP3-Transkriptionsfaktor
entdeckt werden, welche zu Reduktion oder volliger Abwesenheit regulatorischer T-
Lymphozyten flhrte.

Die Differenzierung naiver T-Lymphozyten zu Trg wird nach gangiger Meinung mittels
TGFp eingeleitet. Ebenso wird eine Relevanz von Interleukin-2 (IL-2) diskutiert, da das
Oberflachenmolekil CD25 ein Synonym fur den IL-2-Rezeptor ist. Dies konnte sich in in
vitro Experimenten jedoch nicht bewahrheiten (Cheng et al. 2011).



1.3  T-Helfer-Lymphozyten Typl und Typ2

Um Immunitat zu gewahrleisten nutzt der Korper ein komplexes Zusammenspiel diverser
Zellreihen. Neben den hier bereits beschriebenen, erst relativ neu entdeckten Zelllinien TH17
und Treg bestehen die Typen Thl und Tw2. Die Entscheidung zu welcher Linie sich naive T-
Lymphozyten entwickeln wird maligeblich durch das regionale Zytokinumfeld bestimmt.

Thl-Lymphozyten benétigen fir ihre Differenzierung vornehmlich ein Umfeld aus IL-12 und
IFNy. Diese werden durch Antigen préasentierende Zellen (APC) dargeboten. Die wichtigste
Gruppe der APC sind hierflr die dendritischen Zellen (DC). Ihrerseits zeichnen sie sich durch
die Produktion von IFNy und TNFa aus und aktivieren Makrophagen zur Eliminierung
intrazellularer Pathogene.

Th2-Lymphozyten dienen der Aktivierung von B-Zellen. Zusatzlich koénnen sie einen
Isotypenwechsel der reifen B-Zellen auslésen. Uber die von B-Zellen produzierten
Antikorper dienen auch Tn2-Lymphozyten durch die Aktivierung der humoralen Immunitat
der Abwehr extrazellularer Pathogene. Durch eine verstarkte Produktion von IgE wird Tn2
vor allem ein Zusammenhang mit allergischen Prozessen nachgesagt. Sie bendtigen fiir ihre
Differenzierung hauptséchlich Interleukin-4 und -2. Selbststandig produzieren sie I1L-4, IL-5
und 1L-13. Ebenfalls wird eine anti-inflammatorische Funktion tiber die Produktion von IL-10
und TGFB und die damit Verbundene Suppression von Tnl diskutiert (Luckheeram et al.
2012).

Die Existenz weiterer Zelllinien wird diskutiert. Es ist jedoch nicht abschlieBend geklart, ob in
diesem Zusammenhang von eigenen Zelllinien oder Entwicklungsstufen bereits etablierter
Zellgruppen gesprochen werden sollte.

r IL-21 -

Vi 0\\

IFNy IL-4 IL-17a TGFB

Abb.2: T-Helferzelllinien und Untergruppen mit zugehoriger Zytokinproduktion. Abbildung veréndert
aus Zhu et.al ,,Heterogeneity and plasticity of T-helper cells ,, (2010)



2. Hamoxygenase

2.1  Enzymwirkung von HO-1

Die Hamoxygenase oder HSP32, ist ein korpereigenes Protein mit katalytischer Aktivitat,
dessen diverse Funktionen noch weiterer Aufklarung bedurfen. Zuerst beschrieben wurde das
Molekdl bereits 1969 von Tenhunen et al., wobei er den Aufbau als Tetrapyrrolring beschrieb
und die Funktion der Hamoxygenase als geschwindigkeitsbestimmenden Schritt im Abbau
von Ham nachweisen konnte. Dabei bewirkt die H&moxygenase die Oxidation der o-
Methenbriicke des Ham zu Kohlenstoffmonoxid, wobei Biliverdin und Eisen aquimolar
freigesetzt werden. Zum Ablauf der Reaktion werden molekularer Sauerstoff, sowie NADPH
als Reduktionséquivalent und Cytochrom P450 benétigt. In der Folge wird das Biliverdin
durch die Biliverdinreduktase zu Bilirubin reduziert (Soares & Bach 2009)

Free heme

é’, <— H,0,

l OH" —— Cytotonicity

NADPH & CytP450

Abb.3: Abbau von H&m durch HO-1 in seine
Produkte Biliverdin (BV), Kohlenmonoxid
(CO), sowie Eisen (Fe). Sowohl HO-1, als
auch seinen enzymatischen Produkten wird
eine zytoprotektive Wirkung nachgesagt.
(Abbildung aus Gozzelino et al. 2010)

HO-1

Cytoprotection
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2.2 HO-1 als immunmodulatorisches Protein

Im menschlichen Korper waren bisher zwei Isoformen der Hdmoxygenase bekannt. Das hier
untersuchte HO-1 ist ein unter anderem in Antwort auf oxidativen Stress induzierbares
Protein. HO-2 dagegen ist ein kontinuierlich gebildetes Protein und nicht induzierbar. Erst vor
relativ kurzer Zeit wurde ein bisher wenig untersuchtes Isomer, HO-3 beschrieben
(McCoubrey et al. 1997). Andere Arbeitsgruppen kamen zu dem Schluss, es gebe kein
funktionelles HO-3 Gen, lediglich Pseudogene aus HO-2 Transkription (Hayashi et al. 2004).

Die Gene der Hamoxygenase, HMOX-1 und HMOX-2 sind bei den meisten lebenden
Organismen zu finden und mussen daher sehr friih in der Evolution entstanden sein. Der Fakt,
dass sich dieses Molekil bei allen diesen Organismen erhalten hat, ist ein Indiz flr eine
Ubergeordnete Relevanz der Himoxygenase (Poss & Tonegawa 1997).

Dies wird ebenfalls deutlich, betrachtet man die Auswirkungen einer Hamoxygenase-
Defizienz. Es sind bisher nur zwei Falle von HO-Defizienz beim Menschen
bekanntgeworden. Ein Patient litt hierbei massiv unter Fieber, Ausschlag und Anédmie und
starb bereits im Alter von 6 Jahren an einem Schlaganfall. Aufféallig war eine Hepatomegalie
und Asplenie (Yachie et al. 1999; Kawashima et al. 2002; Koizumi 2007; Radhakrishnan et
al. 2011). Es ist also anzunehmen, dass ein Mangel an diesem Protein mit menschlichem
Leben im Grunde nicht vereinbar ist. Das seltene Auftreten dieser Erkrankung ist vermutlich
darauf zuriickzufiihren, dass Embryonen mit HO Gendefizienz ein spates Stadium der
Schwangerschaft erst gar nicht erreichen und der Grund des Schwangerschaftsabbruchs daher
nicht untersucht wird.

Ein Meilenstein in der Untersuchung der H&moxygenase war die Zucht Hamoxygenase-
defizienter Mé&use. Auch bei Mausen Uberlebt lediglich ein Bruchteil der Individuen. Im
Gegensatz zu ihren heterozygoten Schwestertieren wirken die HO-defizienten Tiere deutlich
kleiner, kranker und schwacher, wobei in der Sektion eine massive Splenomegalie beobachtet
werden konnte.

Neben der Nutzung dieser sogenannten ,Knock-out“-Mause konnen die Effekte der
Héamoxygenase ebenfalls durch eine Stimulation beziehungsweise Inhibition dieser untersucht
werden. Die géngigen hierbei genutzten Molekile, beispielsweise die Metalloporphyrine Tin-
Protoporphyrin (SnPP) und Zink-Protoporphyrin (ZnPP), wirken jedoch relativ unselektiv
(Grundemar & Ny 1997). So beeinflussen sie auch andere Enzyme wie zum Beispiel NO-
Synthetase und Guanylatcyclase, was die Aussagekraft derartiger Studien infrage stellt. Eine
weitere Maoglichkeit stellt die Methode dar, kiunstliches Protein direkt in die Zellen zu
befordern (J Ma et al. 2009).

Die antioxidative Wirkung von HO-1 entsteht beispielsweise dadurch, dass die cytotoxische
Wirkung von Ham durch dessen Abbau aufgehoben wird. Die dabei entstehenden Produkte
wirken ihrerseits cytoprotektiv (YYamashita et al. 2004; Nakao et al. 2008). Hervorzuheben ist
hierbei CO, da es beispielsweise durch seine hemmende Wirkung auf Tumor Nekrose Faktor-
a(TNFa) direkt antiapoptotisch wirkt (T.-Y. Tsui et al. 2007). Es wird jedoch vermutet, dass
auch das Enzym HO selbst eine antioxidative Wirkung entfaltet, selbst wenn der
Mechanismus bisher ungeklért blieb.
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Biliverdin

Anti-oxidation
Anti-apoptosis
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Abb.4: Darstellung des Immunomodulatorischen Spektrums im Zusammenhang mit HO-1. Abbildung
von Dr. Tung-Yu Tsui, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
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3. HO-1und CD4*-T-Lymphozyten

Aktuelle Studien zeigen einen Effekt der Hdmoxygenase auf die diversen Zelllinien der
CD4*-T-Lymphozyten. Sowohl eine Beeinflussung der Proliferation als auch der
Differenzierung der naiven Zellen in ihre Untergruppen wird hier postuliert (Amersi et al.
1999; Blancou et al. 2011).

Wie bereits zuvor besprochen, konnen Effektor-T-Lymphozyten in Tul, Tu2 und TwH1l7
unterteilt werden. Ein erster Einfluss auf T-Lymphozyten wurde bereits 1998 von Woo et al.
untersucht, wobei eine in vivo Erhéhung von HO1 zu einer Verringerung der Zahl an CD4*-
T-Lymphozyten fiihrte. Hierzu wurden Mé&use mit dem Metalloporphyrin CoPP behandelt. In
einer Zellkultur wurde spéater eine Verringerte Zahl T-Lymphozyten bei erhohter HO-1
Menge festgestellt.

Araujo et al. konnten diesen Effekt 2003 in einer in vivo Studie mit herztransplantierten
Méusen nachweisen. Die Mause mit erhohter HO-1 Konzentration im Blut zeigten verringerte
T-Lymphozytenzahlen und ein verlangertes Transplantatiberleben. Yamashita et al.
veroffentlichten 2004 dass Biliverdin, ein Produkt des Hamabbaus durch die Hdmoxygenase
sich Uber eine Unterdrickung der Effektor-T-Lymphozyten protektiv auf das
Transplantatuberleben auswirkt. Dies l&sst auf einen protektiven Effekt der Hd&moxygenase
selbst ruckschlieRen.

In vorangehenden Studien konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass durch den Einsatz von
PTD-HO-1 (besprochen in Kapitel 11.1.5), einem knstlichen Protein, die Konzentration an
HO-1 intrazellulér gesteigert werden kann und der Anteil an T-Helfer-Lymphozyten Typ 1
deutlich vermindert wird. Dieser Effekt von HO-1 auf Tul wurde bereits unter anderen
Versuchsbedingungen beobachtet. Ein Effekt auf weitere T-Zelltypen wurde ebenfalls bereits
beobachtet.

3.1  Fragestellung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem Einfluss eines kdrpereigenen Proteins, der
Hamoxygenase-1, auf die durch Polarisation erzielte Differenzierung von naiven CD4"-T-
Lymphozyten in T-Helfer-Lymphozyten Typ 17 und regulatorische T-Lymphozyten. Eine
immunomodulatorische Wirkung dieses Proteins auf die in der Immunantwort beteiligten
Zellen wurde, obschon der Mechanismus nach wie vor unklar blieb, bereits mehrfach
beobachtet (Xia et al. 2008), und soll in dieser Arbeit genauer untersucht werden.
Insbesondere durch das Auftreten T-Zell-bedingter Erkrankungen erscheint die Mdglichkeit
das T-Zell System unseres Kérpers zu manipulieren reizvoll. Eventuell ist diese Arbeit ein
weiterer Schritt zum Verstandnis und der Beherrschung dieser Erkrankungen.
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3.2  Vorgehensweise

Zu diesem Zweck werden naive CD4"-T-Lymphozyten aus den Milzen von Mausen isoliert
und in TH17 oder Trg Richtung polarisiert. Nach dem Etablieren der optimalen
Versuchsbedingungen wurden die Polarisationen zum Einen bei HO-1 defizienten (hmox)
Mausen getestet, zum anderen wurden Zellen von Wildtyp Méausen (hmox®*)) mit und ohne
exogener HO-1 Zufiihrung untersucht. Auf diese Weise wurden die Effekte eines Mangels, als
auch eines Uberschusses an HO-1 untersucht.

@—= @
A A

HO-1

?

Abb.5: Darstellung der mdglichen Wirkung von HO-1 auf die T-Zell Differenzierung
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Il MATERIAL&METHODEN

1. Material

1.1 Mauslinie

Zur Versuchsdurchfiihrung wurden Milzzellen von acht bis zwolf Wochen alten Mausen der
Linie Balb/c_2008 entnommen, die fiir das HO-1-Gen ,,hmox*“ homozygot positiv (hmox™*))
bzw. homozygot negativ (hmox™?)) waren. Die fiir die Versuche genutzten Mause
entstammten einer Zucht von einer das hmox-Allel betreffend heterozygoten Balb/c Gattung
(Yet 1999). Bedingt durch eine geringe Uberlebensrate der HO-1 defizienten geziichteten
Tiere (Poss & Tonegawa 1997) wurden fur Vorexperimente Balb/c-Mé&use gleichen Alters
verwendet. Die Mduse wurden durch PCR aus Schwanzbiopsien genotypisiert. (siehe 11 2.1)

Tierversuchsantrag: G09/100

1.2  Gerate und Einmalprodukte

Artikelbezeichnung und Hersteller

Absaugpumpe

Miniport, Servox, Deutschland

Bench

HS 18/2, Heraeus, Deutschland

Computer, Excel, Word

Dell

Microsoft Office 2007

Durchflusszytometer & FACS-Rohrchen

FACS Canto Il, BD, USA

BD FACSDiva Software v6.1.2

Rohre 5ml, Sarstedt, Deutschland

Elektrophoresekammer

ELISA Reader

Infinite M200, TECAN Group AG, Schweiz

Magellan v6.4

i-control v1.6
Filter Falcon 40pm/70um, BD Biosciences, USA
Gel-Kammer
Handschuhe Peha-Soft, Hartmann, Deutschland
Inkubator HeraCell, Heraeus, Deutschland

Gefrierschrank

Liebherr comfort,
-80°C Schrank
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Kulturplatten

24 well Multidish, Thermo Fisher Scientific,
USA

Kuvetten

Falcon Pipet 5ml/10ml, BD Labware, USA

MACS Zellseparationssystem

QuadroMACS, Miltenyi Biotech,
Deutschland

LS Columns, Miltenyi Biotech, Deutschland

Mikroskop

IX 50, Olympus, Japan

Netzteil

PCR-Rd6hrchen

8er PCR Ketten, Sarstedt, Deutschland

Pinzette

312R, 560R, Aesculap

Pipetten & -spitzen

Eppendorf research, Deutschland

10ul, Roth, Deutschland
200ul, 1ml, Sarstedt, Deutschland

Pipetus

Hirschmann Laborgerate, Deutschland

Roéhrchen

Cellstar Tubes 15ml, greiner bio-one
Cellstar Tubes 50ml, greiner bio-one
Safe-Lock Tubes 1,5ml, Eppendorf,
Deutschland

Safe Seal Tube 1,5ml, Sarstedt, Deutschland

Schere

BC 131

Thermocycler

T3, Biometra, AnalytikJena, Deutschland

Mastercycler, Eppendorf, Deutschland

UV-Kammer BioDoc Il, Biometra, AnalytikJena,
Deutschland
BioDocAnalyze 2.0, v2.26.11.4
Vortex IKA MS3 basic
Certomat, B.Braun, Deutschland
Waage Adventurer, OHAUS, USA
Z&ahlkammer Marienfeld, Deutschland
Zentrifuge 5804R,5810R, eppendorf, Deutschland
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1.3 Chemikalien

Chemikalie Hersteller

Bovines Serum Albumin

PAA, Osterreich

DPBS

Life Technologies, USA

Erylyselésung:
o Ammoniumchlorid, 8,299
¢ Kaliumhydrogencarbonat, 1g
o EDTA/Titriplex, 0,372g
e Aquadest., 1L

FACS-Waschmedium:
e PBS,9,55qg
e BSA, 5¢
e NaNjz 1g
e Aquadest., 1L

Fix-Perm Lésung

FOXP3 Fix/Perm Buffer, Biolegend

Golgistop

BD Golgistop, BD Biosciences, USA

HBSS

Life Technologies, USA

IL-17 Analyse Kit

Mouse IL-17 Platinum ELISA, eBioscience,
USA

lonomycin

Sigma-Aldrich, USA

Kulturmedium:
e RPMI 1640 +GlutaMAX —I,
e +10% FCS, heat inactivated, 56°C, 30’
e +Pen. (100U/ml), Strept.(100ug/ml)
e +p-Mercaptoethanol 50uM

Life Technologies, USA

MACS L04sung:
e MACS BSA Stock Solution
e autoMACS Rinsing Solution

Miltenyi Biotech, Deutschland

Omniscript RT Kit

Quiagen, Niederlande

Permeabilisations-Ldsung

FOXP3 Perm Buffer, Biolegend

Phorbol-Myristate-Acetate

Fluka Analytical

RNEasy Kit

Quiagen, Niederlande

Trypanblau

Trypan Blue Stain 0,4%, Life Technologies,
USA
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1.4  Antikorper & Cytokine

Antikorper Klonnummer und Hersteller

Anti Biotin Microbeads Miltenyi Biotech, Deutschland

Anti-1L-4 11B11, Biolegend, USA

Anti-Mouse CD3e 145-2C11, eBioscience, USA

Anti-Mouse CD28 37.51, eBioscience, USA

Anti-Mouse IFN-y XMG 1.2, Biolegend, USA

CD4* T-Cell Biotin Miltenyi Biotech, Deutschland

Antibody Cocktail

CD4-APC GK1.5, APC Conjugated anti-mouse CD4, eBioscience,
USA

CD4-PerCp RM4-5, PerCP-Cy5.5 conjugated anti-mouse CD4,
eBioscience, USA

CD25-PE PC61.5, Anti-Mouse CD25 PE, eBioscience, USA

FoxP3-APC 150D, Alexa Fluor ® 647 anti-mouse/rat/human FOXP3,
Biolegend, USA

Human TGF-p-1 Peprotech, USA

IgG1-APC MOPC-21, AlexaFluor 647 1gG1, Biolegend, USA

IgG1-PE eBRG1, PE conjugated Rat IgG1 isotype control,
eBioscience, USA

IL17-PE TC11-18H10.1, PE anti-mouse IL-17A, Biolegend, USA

Mouse-IL-6 Peprotech, USA

Murine-1L-12 Peprotech, USA
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15  Hamoxygenase

Das in unserem Labor hergestellte kiinstliche HO-1 Protein besal zusatzlich eine ,,protein
transduction domain* (PTD-HO-1), was die Aufnahme des Proteins in die Zellen ermdglicht.
Der Mechanismus dieses Prozesses ist in der Folge dargestellt.

Protein Transduktion kann als Prozess beschrieben werden der es ermdglicht Molekile in
Zellen zu transportieren, die beispielsweise durch ihre GroRe bedingt nicht auf
endozytotische Weise in die Zellen gelangen konnen. Die verstarkte Aufnahme in Zellen der
an das HI Virus angelehnten TAT Peptidsequenz entdeckten Green und Loewenstein erstmals
1988. Die Mdglichkeit andere Molekile mit diesem Peptid einzuschleusen wurde 1999
beschrieben (Schwarze 1999). Eine in unserem Labor neu entwickelte PTD mit der
Aminosauresequenz YARAAARQARA wurde nach den Angaben von J. Ma hergestellt (J Ma
et al. 2009).

Zunéachst wurde ein Expressionsvektor produziert um die Gene der PTD und HO-1
kombiniert in DNA einschleusen zu konnen. Zu diesem Zweck wurden dem
Expressionsplasmid pET-28b(+) DNA Fragmente zur Kodierung von PTD und HO-1
eingesetzt.

Im Anschluss wurden durch das zelleigene Proteinbiosynthesesystem in E.coli-Bakterien die
Proteine synthetisiert. Die Bakterien und somit ebenso das PTD-HO-1 wurden in Kultur
vermehrt. Nach dem Zentrifugieren der Zellsuspension und Lyse des entstandenen Zellpellets
konnten in der Folge die gesuchten Proteine in hoher Konzentration aus dem Zelllysat
extrahiert und bei -80°C konserviert werden.

Abschliefend wurde eine Analyse mit SDS-PAGE (Abb.6) und Western Blot durchgefiihrt
um die Effizienz und Reinheit der Proteinbildung zu erfassen. Die intakte Funktion der
vermehrten HO-1 wurde durch einen Farbumschlag bei Biliverdinbildung im Rahmen des
Hé&mabbau nachgewiesen.
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Abb.6: Bildung und Konzentrierung von PTD-gebundenen Proteinen A)SDS-PAGE fir PTD-
HO-1 und eine Kontrollgruppe B)aufgereinigtes PTD-HO-1 Protein C) aufgereinigtes PTD-
GFP Protein der Kontrollgruppe. Abbildung der PhD Arbeit von Dr. Tao Xu entnommen.

Abb.7: 3D-Struktur von PTD-HO1. Grin dargestellt ist die Protein-transduction-domain,
wohingegen das tlrkise Molekil HO-1 darstellt.
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2. Methoden

2.1  Genotypisierung der Versuchstiere durch PCR und Gelelektrophorese

2.1.1  Genverénderung

Zur Erzeugung einer HO1-defizienten Mauslinie wurde das urspriingliche HO-1 Gen mittels
eines ,,Targeting construct® manipuliert. Hierbei wurde das im HO-1 Gen befindliche Exon 3
durch eine Neomycin-Kassette ersetzt. Durch das Fehlen von Exon 3 im neu enstandenen
Gen (siehe Abb.8), kann kein funktionierendes HO-1 Protein mehr generiert werden.

e - - I T -
g8 2 2 g g g
ow X x V] w =4
HO-1 gene - ! II | | 1
E1 E2 E3 E4 E5 1 kb
2 2 & 8
. > > @ w
Targeting ;
construct o] IN——p
T 3 s E z
SO = - [ o
ow x > o4} w
Mutated Ll l I t&aj-l—l |
E1 E2 E4 E5
5" probe

Abb.8: Abbildung aus Yet et al. 1999

2.1.2  PCR der Schwanzbiopsien

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient der Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen.
Die bahnbrechende Mdglichkeit zur experimentellen Untersuchung dieser Sequenzen
entwickelte Kary Mullis 1984. Zundchst wird ein DNA-Doppelstrang durch Erhitzen
denaturiert. In der Folge werden Primer zugesetzt, welche die Gebiete eingrenzen die
vermehrt werden sollen. Bei Zugabe von DNA-Polymerase und
Desoxyribonucleosidtriphosphaten (dNTP) werden nun Kettenabschnitte vermehrt. Diese
Schritte konnen beliebig oft wiederholt werden.

Die zu untersuchende DNA wurde aus Schwanzbiopsien der frisch geborenen Tiere
gewonnen. Hiernach wurde das speziell fur diesen Zweck entwickelte ,,.DirectPCR® Lysis
Reagent Tail“ der Firma peqlab zur Lyse des Gewebes genutzt. Das gewonnene Lysat konnte
in der Folge direkt zur PCR genutzt werden.
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2.1.3  Gelelektrophorese

Der Nachweis der durch PCR amplifizierten DNA erfolgte mittels Agarose-
Gelelektrophorese. Bei dieser Methode wandern geladene Teilchen in einem magnetischen
Feld. Die DNA ist aufgrund ihrer Phosphatreste negativ geladen und wandert durch die in
unserem Fall 1%-Agarosegelmatrix zur Anode. Die zurlckgelegte Distanz ist hierbei
umgekehrt proportional zur GroRe der Fragmente. Nach Beendigung der Gelelektrophorese
wurden die Fragmente mit dem Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid gefarbt. Der Farbstoff
haftet hierbei spezifisch an den DNA-Basen und wird unter UV-Licht sichtbar gemacht. Als
Referenz der DNA-FragmentgrofRe wurde parallel zu den zu untersuchenden Proben eine
DNA-Leiter in die Testkammer eingeflgt.

Abbildung 9 zeigt exemplarisch das Ergebnis einer Gelelektrophorese zur Bestimmung des
Vorhandenseins des HO-1 Gens hmox. Bei 400bp dargestellt ist die Bande einer Neomycin-
Insertionskassette. Diese tragen alle von uns genetisch modifizierten Mduse, ob Knock-out-
(hmox (-/-)) oder Hybrid-Tier (hmox (-/+)), nicht jedoch die Wildtypmause (hmox (+/+)). Die
untere Fragmentreihe entspricht einer Lange von 456 Basenpaaren, welches im Bereich von
Exon 3 im hmox-Gen liegt. Hierbei ist bei Wildtyp-Tieren eine ,,dicke* Bande zu erwarten,
bei Hybridtieren eine durch die auf die Halfte reduzierte Menge der DNA dunnere Bande und
bei Knock-out Tieren sollte diese Bande fehlen.

hmox (+/+) (-/+) /)

Abb.9: Beispielhafte Auswertung einer Gelelektrophorese zur Bestimmung des hmox-Status
der Versuchstiere. Erklarung siehe Text.
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2.2 Zellkultur

2.2.1  Organentnahme

Die acht bis zehn Wochen alten Mduse wurden durch zustromendes CO: final betdubt. Nach
zervikaler Dislokation wurde eine Splenektomie durchgefiihrt, und die Milz zum Transport in
HBSS-Medium auf Eis gelegt.

2.2.2 Isolation der CD4" T-Lymphozyten

Zur Herstellung einer Milzzell-Suspension wurden die Milzen mit einer anatomischen Schere
kleingeschnitten und in einen 70um Filter Gberfuhrt. Durch diesen wurden die Milzzellen mit
einem StoRel in ein Roéhrchen gepresst. Dieser Vorgang wurde noch drei- bis viermal
wiederholt und jeweils mit 5ml HBSS gespult. Der Zweck dieser Methode war die
mechanische Isolation der Splenozyten bzw. die Eliminierung des Bindegewebes aus der
Suspension.

Die Milzzellsuspension wurde zunéchst bei 4°Celsius und 200g fiir sieben Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt. Da fiir unsere Experimente die Suspension
keine Erythrozyten enthalten sollte resuspendierten wir das Zellpellet mit 10ml Erylysepuffer
und zentrifugierten erneut. Nach dem Absaugen des Uberstandes wurden die Splenozyten in
10ml MACS-Puffer grindlich resuspendiert. Um vereinzelte Zellhaufen zu entfernen, wurde
die entstandene Suspension durch einen feineren Filter (40um PorengroRe) geleitet. Nach
diesem Vorgang wurde die Zellzahl bestimmt. Nach erneutem Waschen der Zellen wurden —
der MACS Zellisolations Anleitung folgend — der Zellzahl entsprechend MACS-Puffer und
ein biotinylierter Antikdrpercocktail zugegeben und die Zellsuspension bei 4°Celsius fur 10
Minuten inkubiert. Die biotinylierten Antikorper richteten sich gegen CD8a, (Ly-2, ratlgG2a),
CD 11b (Mac-1) (rat 1gG2b), CD45R (B220) (rat 19G2a), DX5 (rat IgM), Ter-119 (rat
IgGsb), so dass praktisch nur CD4" T-Lymphozyten nicht mit Antikérpern beladen wurden.
In der Folge gaben wir erneut MACS-Puffer und Anti-Biotin-Microbeads hinzu und
inkubierten fur 15 Minuten bei 4°C. Bei diesem Schritt koppelten sich die magnetisch
aktiven, kupferhaltigen ,,Microbeads* an die mit Biotin markierten Zellen.
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Abb.10: Darstellung der Markierung einer Zelle durch priméren Biotin-Antikdrper und
kupfergebundenem Anti-Biotin-Sekundérantikorper in VVorbereitung auf magnetische Zellseparation

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen erneut gewaschen um nicht gebundene
Antikorper zu entfernen. Das nach dem Absaugen entstandene Pellet wurde mit einem
Milliliter MACS-Puffer resuspendiert und in eine vorher mit MACS-Puffer gespilte MACS-
Saule gegeben. Diese Saule war eingespannt in einen MACS Quadro Magneten der Firma
Miltenyi Biotech. (siehe Abb. 10) Die Suspension wurde hierbei aufgetrennt. Alle mit
MicroBeads markierten Molekiile wurden im oberen Teil der Sdule in einem Schaumstoff-
Schwamm durch das vorhandene Magnetfeld aufgehalten. Der Durchlauf aller nicht
markierten Zellen wurde aufgefangen. Sobald der Milliliter durchgelaufen war wurde mit 3ml
MACS-Puffer nachgespdilt und das Spulen zweimal wiederholt. Nahezu alle unerwiinschten
Zellen blieben bei dieser Methode im Rdéhrchen zuriick und die erstellte Zellsuspension
beinhaltete CD4 positive T-Lymphozyten mit hoher Reinheit. Diese wurde in vorangehenden
Arbeiten durchflusszytometrisch Uberprift und lag bei ca. 98%. Weitere Informationen zu
dieser Methode finden sich im Skript des Herstellers.
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Abb.11: Bei der magnetischen Zellseparation werden die wie in Abb.10 dargestellten, magnetisch
markierten Zellen zusammen mit unmarkierten Zellen durch ein Magnetfeld geleitet. Dem Prinzip der
negativen Selektion folgend nutzten wir die nicht markierten, nicht im Magnetfeld aufgehaltenen
Zellen fiir unsere weiteren Experimente

2.2.3  Stimulation und Polarisation

Der nun erhaltenen Zellsuspension wurden 10l fiir eine erneute Zellzdhlung enthommen. Es
wurde wieder zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Nun wurde mit Kulturmedium
resuspendiert, sodass eine Konzentration von einer Million Zellen pro Milliliter Suspension
erreicht wurde. Die Zellen wurden nun bei 4° flr eine Stunde inkubiert. Wéhrend dieser Zeit
wurde eine Multi-well Kulturplatte beschichtet. Hierzu wurden in jede Kammer 150ul HBSS
gegeben, welchem zur Stimulation der Zellen Anti-CD3 und Anti-CD28 in einer
Konzentration von 1pg Antikdrper pro einer Million Zellen zugesetzt wurden. Die
beschichtete Platte wurde bei 37°C und 5% CO2 inkubiert.

Nach einstiindiger Inkubation wurden die Zellen zunéchst auf die beschichtete Platte gegeben,
und zwar 500.000 Zellen pro Kammer. Es wurden je nach Experiment Losungen mit diversen
Cytokinen angesetzt. Um verstarkt Tul7-Lymphozyten zu gewinnen wurden die Zellen mit
Interleukin 6 (IL-6), Anti-Interleukin-4 (Anti-1L-4), Anti-Interferon-Gamma (Anti-IFNy) und
teilweise Transformal-Growth-Factor-beta (TGFP) behandelt. Um die Differenzierung in
regulatorische T-Lymphozyten zu verstdrken wurden die Zellen mit TGFp, Anti-IL-4 und
Anti-IFNy versetzt. Die Cytokine wurden im jeweils gleichen Volumen zugegeben.
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Abschliessend wurden bei einigen Versuchen Proteinldsungen angesetzt. Hierzu wurden HO-
1 und in der Kontrollgruppe BSA in einer Konzentration von 200ng/ml genutzt, und in
gleichen Volumina den Zellen zugefihrt. Die Zellen wurden hiernach wieder in den Inkubator
eingebracht und 3 Tage inkubiert.

2.2.4  Restimulation

An Tag 3 wurde zundchst restimuliert, um die intrazellulare Cytokinkonzentration der
Zielzellen zu erhohen, und die spatere Analyse der Zellen zu erleichtern. Jeder Kammer
wurden 250upl Medium abgesaugt und 250ul frische Nahrlosung zugegeben. Dieser
N&hrlésung wurden je Kammer 10ul PMA, 0,5ul lonomycin  und 0,3pl Golgistop®
zugesetzt. Phorbolmyristatacetat, ein Tumorpromotor, dient der unspezifischen Erh6hung der
Biosynthese (iber Aktivierung der Proteinkinase C. Ahnliche Wirkung erzielt lonomycin
durch eine Verstarkung der Cytokinbiosynthese. Die Wirkung von Golgistop® beruht auf
einem hemmendem Einfluss auf den an der Produktion exozytotischer Vesikel beteiligten
Golgi-Apparat, wodurch die intrazelluldre Konzentration der Cytokine ansteigen und eine
Analyse der Zellen mittels Durchflusszytometrie erleichtert werden sollte.

Nach  6h  Inkubationszeit ~wurden die  Zellen inklusive  Uberstand in
FACS(Durchflusszytometrie-)-Rohrchen pipettiert und gewaschen. Hierzu wurde zuné&chst
zentrifugiert und das entstandene Pellet mit FACS-Waschpuffer resuspendiert um Ubrige
Cytokine und Stimulanzien zu entfernen. Im Anschluss wurden die Zellen diverse Male
gewaschen und zur Fixation mit Fix/Perm- beziehungsweise Permpuffer (BioLegend)
behandelt. Neben der Fixation wurden hierbei die intrazelluldaren Kompartimente fur
hinzugefiigte Antikorper mittels Permeabilisierung zuganglich gemacht. Eine detailliertere
Darstellung findet sich im Protokoll des Herstellers

2.25  Anfarben der Zellen
Die Zellen wurden zelllinienspezifisch angefarbt. Von den Zellsuspensionen wurden Proben
entnommen, die mit einer Extra-Férbung als Isotyp-Kontrollen dienten.

Bei den Zellen der Th17-Gruppe wurden das von ihnen produzierte Interleukin-17 und das
Oberflachen-Antigen CD-4 angefarbt. Bei regulatorischen T-Lymphozyten wurden der
intrazellulare Transkriptionsfaktor FoxP3, sowie die Oberflachen-Antigene CD25 und CD4
markiert. Es wurden fluoreszenzmarkierte Antikdrper genutzt. Typische Fluorochrome die zur
Anfarbung genutzt wurden waren Phycoerytrhin (PE), Allophycocyanin (APC) sowie Peridin-
Chlorophyll-Protein (PerCP) die an jeweils selektive Antikorper gegen die zu untersuchenden
Molekule gebunden waren.

Zum Anfarben wurden den einzelnen Rohrchen jeweils Perm-Puffer mit den jeweiligen
Farbstoffen in gleichen Volumina zugegeben. Im Anschluss wurden die Roéhrchen fir 30
Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die Zellen mit 600ul FACS-
Waschpuffer gewaschenund in 400ul FACS-Waschpuffer resuspendiert.
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FACS-Antikorper Klonnummer Konzentration Verdlnnung
Anti-Mouse CD4 APC GK1.5 0,2mg/ml 1:100
Anti-Mouse CD25 PE PC61.5 0,2mg/ml 1:50
PerCP-Cy5.5 anti-mouse RM4-5 0,2mg/ml 1:100
CD4 (L3T4)

Alexa Fluor® 647 anti- 150D 60ug/ml 1:50
mouse/rat/human FOXP3

Alexa Fluor® 647 Mouse MOPC-21 0,5mg/ml 1:50
1gG1, k isotype ctrl (ICFC)

PE Mouse 1gGl, k isotype MOPC-21 0,2mg/ml 1:50
Ctrl

PE anti-mouse IL-17A TC11-18H10.1  0,2mg/ml 1:50

Tab.1: Konzentrationen verwendeter farbgekoppelter Antikorper

2.2.6  Durchflusszytometrie

Bei der Methode der Durchflusszytometrie konnen Zellen anhand ihrer Grolie, Granulation
sowie lhrer Fluoreszenz aufgetrennt werden.  Das Durchflusszytometer saugt die
Zellsuspension an und misst die Groe und Granulation, sowie spezifische
Fluoreszenzeigenschaften der einzeln durchlaufenden Zellen durch das Anlegen einer
entsprechenden Spannung oder die Ablenkung eines auf die Zelle gerichteten Laserstrahls.
Als Ergebnis erhdlt man eine Grafik, in der GroRe und Granulation gegeneinander
aufgetragen sind. Hierbei konnen Zellgruppen zum Beispiel dem Grad Ihrer Proliferation
nach unterschieden werden. In einem zweiten Schritt konnen die bei der Farbung genutzten
Fluoreszenzen in die Darstellung einbezogen werden. Bei richtiger Anwendung dieser
Methode kdnnen auf diese Weise Zellen je nach Anfarbung, ihrer Merkmale entsprechend
aufgetrennt werden.

Die Kontrollfarbung dient hierbei als Hilfe, die Kompartimente zuverldssig voneinander
abzugrenzen. Das Resultat der unspezifischen Antikérperbindung der Isotypkontrolle wird
hierbei mit dem Ergebnis der spezifischen Farbung verglichen.
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2.3 Uberstandsanalyse mit ELISA

Nach Abschluss der Zellanalysen wurde der jeweils aufgefangene Uberstand mittels ELISA
untersucht. Enzyme-linked Immunosorbent Assay stellt ein Verfahren dar, mit dessen Hilfe
spezifische Antigene quantitativ nachgewiesen werden koénnen. In meinen Experimenten
wurde die spezielle Variante des Double-Antibody Sandwich ELISA angewandt. Hierbei wird
das zu untersuchende Antigen, in unserem Fall Interleukin 17, auf eine mit Antikorper
beschichtete Mikrotiterplatte aufgetragen (a). An das gebundene Antigen (b) wird ein zweiter,
mit Biotin gekoppelter Antikdrper aufgetragen (c) und anschlieBend wird ein an Biotin
bindendes Enzym zugegeben (d), welches ein Substrat abbaut und dadurch eine Farbreaktion
hervorruft (e). Von der Starke der Farbreaktion kann durch Vergleich mit einer Standardkurve
auf die Ausgangskonzentration des Antigens ruckgeschlossen werden. Fir die Versuche
wurde das Kit Mouse IL-17 Platinum ELISA von eBioscience genutzt. Nahere Informationen
sind im Protokoll des Herstellers zu finden.

e

[

(a) (b) (c) (d) (e)

Abb.13: Prinzip des Sandwich-ELISA. Erlauterung siehe Text.
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24 Statistik

Die Experimente wurden jeweils paarweise durchgefiihrt um Ergebnisse durch eine
Kontrollgruppe besser bewerten zu kdnnen. Die Anzahl der Versuche ist jeweils als ,,n“
angegeben.

Nach Abschluss der Experimente wurden die einzelnen Ergebnisse in Kohorten
zusammengefasst. Experimente die unter gleichen Konditionen durchgefiihrt wurden, wurden
zusammengenommen. Experimente die nicht auswertbar waren wurden der Statistik
entnommen.

Die Kohorten wurden anschliellend statistisch ausgewertet. Es wurde das Programm Excel
von Microsoft genutzt und mit diesem der arithmetische Mittelwert, sowie die
Standardabweichung vom Mittelwert (SEM) errechnet. Abschliessend wurden die
Differenzen zwischen Test- und Kontrollgruppe mittels student-t-Test auf statistische
Signifikanz hin untersucht. Hierbei wurde ein Signifikanzniveau von 5% (p=0,05) als relevant
festgelegt.
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111 ERGEBNISSE

1. HO-1 Effekt nach Stimulation mit Anti-CD3/28-Antikdrpern

Um einen modulatorischen Effekt der H&moxygenase-1 auf die Differenzierung der naiven
CD4*-T-Lymphozyten in Tul7 und Trg-Richtung zu untersuchen, analysierten wir zunéachst
den Anteil der Zellen, die lediglich nach der gangigen Stimulation mit Anti-CD3 und Anti-
CD28, IL-17a und FoxP3 exprimierten. Bei Tnl7-Lymphozyten diente als Marker eine
erhdhte Produktion von IL-17 gegenuber der Restpopulation. Bei regulatorischen T-
Lymphozyten entsprach dies dem intrazellularen  Transkriptionsfaktor — FoxP3
beziehungsweise dem zellularen Oberflachenmolekil CD25. Dabei verglichen wir T-Helfer-
Lymphozyten HO-1-defizienter Mause mit den Zellen ihrer Wildtyp-Schwestertiere.
Zusétzlich verwendeten wir das rekombinante Fusionsprotein PTD-HO-1 um auf diese Weise
die intrazellulare Menge des Proteins zu erhéhen. Als erhohte Produktion galt ein Abweichen
von einer Isotypenkontrolle in der Durchflusszytometrie.

1.1 IL-17-Produktion

Bei der Auswertung im Durchflusszytometer zeigte sich der Trend, dass Zellen von HO-1
defizienten Tieren gegenlber den Wildtyp-Mausen eine tendenziell verringerte Interleukin 17
Produktion aufwiesen (-21%; p=0,22). Eine statistische Signifikanz konnte bei der geringen
Anzahl der auswertbaren Versuche (n=5) nicht erreicht werden.
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Abb.14: Darstellung der HO-1 Defizienz auf die Differenzierung stimulierter CD4+-T-Lymphozyten
in Ty1l7 Richtung. Der Anteil IL-17a positiver Zellen war bei HO-1-defizienten Mausen verglichen
mit Wildtyp-Tieren (nicht signifikant) verringert.
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Bei Versuchen mit dem Einsatz des kinstlichen PTD-HO-1 wurde diese Tendenz bestétigt.
Bei Zellen von Balb/c Mausen, die nach Stimulation zusatzlich 200pg/ml HO-1 Protein
erhielten, zeigte sich nach 3 Tagen Inkubationszeit und Restimulation gegenuber der mit BSA
behandelten Kontrollgruppe eine tendenziell gesteigerte 1L-17 Produktion (+18%; p=0,37;
n=13). Eine statistische Signifikanz konnte hierbei jedoch ebenfalls nicht erreicht werden.
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Abb.15: Darstellung der HO-1 Wirkung auf die Differenzierung stimulierter Zellen in Ty.17
Richtung. Vergleich zwischen Zugabe von BSA bzw. HO-1 zu Zellen von Wildtyp Mausen.
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1.2  Foxp3/CD25 Expression

Bei diesen Experimenten unterschied sich lediglich die schlielliche Anfarbung von der in
I11.1.1 dargestellten Versuchsreihe. Mit Hilfe fluoreszenzkonjugierter Antikorper wurde
durchflusszytometrisch der Gehalt an Foxp3 und CD25 der einzelnen Zellen untersucht,
wobei die Zellen fur Ihre Einteilung sowohl hoch positiv fir Foxp3 als auch fur CD25 sein
mussten. Die erzielten Ergebnisse nach alleiniger Stimulation, glichen sich zwischen den mit
HO-1 defizienten Mé&usen erreichten Daten und den Experimenten mit kiinstlichem Protein. In
beiden Féllen gab es keinen signifikanten Unterschied, jedoch wurde tendenziell eine
Erhéhung der FoxP3-Expression bei erhdhter HO-1 Konzentration ermittelt. Der Anteil an
FoxP3/CD25 positiven Lymphozyten der hmox”) Mause war im Mittel um 9% verringert
gegeniiber der Kontrollgruppe (p=0,26; n=7). In absoluten Zahlen entsprach dies 1,77%
gegentber 2,07%. Bei Versuchen mit PTD-HOL1 zeigte sich gegenuber der Kontrollgruppe bei
Zugabe von 200pg/ml PTD-HO-1 eine um 23% erhdhte Anzahl FoxP3/CD25 positiver Zellen
an der Gesamtheit der CD4*-T-Lymphozyten. (p=0,16; n=13). Absolut entsprach dies 1,99%
gegentiiber 1,79%.
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Abb.16: Vergleich des Anteils FoxP3/CD25-exprimierender Zellen. Links: zwischen Wildtyp-Maus
und HO-1 defizientem Tier zeigt sich eine um 12% verringerte Anzahl Foxp3/CD25 positiver Zellen
bei HO-1 Defizienz(p=0,26; n=7) Rechts: zwischen Wildtyp Zellen, die mit HO-1 beziehungsweise
BSA behandelt wurden zeigt sich eine um 17% erhdhte Anzahl Foxp3 positiver Zellen bei der HO-1
Gruppe (p=0,15; n=14).

33




2. Etablierung der Polarisation in Th17- und Treg-Richtung

Um den Effekt von Hamoxygenase-1 auf die Differenzierung naiver CD4*-T-Lymphozyten
adaquat untersuchen zu konnen, mussten zunéchst die optimalen Versuchsbedingungen
ermittelt werden. Basierend auf Erkenntnissen friherer in unserem Labor durchgeflhrter
Vesuche wurden einige grundlegende Versuchsbedingungen wie zum Beispiel die ideale
Zelldichte und eine dreitdgige Inkubationszeit ibernommen und nicht n&her untersucht.

Untersucht wurden zundchst verschiedene Konzentrationen und Kombinationen von
Cytokinen, um eine optimale Polarisation der naiven CD4*-T-Lymphozyten zu erreichen.
AuRerdem wurde die Menge an kunstlichem HO-1 Protein (PTD-HO-1) und zusétzlich der
optimale Zeitpunkt und die Applikationsform ermittelt.

2.1  Variation der Cytokinkonzentration

Bei der Polarisation fur die Twl17-Zelllinie wurden verschiedene Konzentrationen an
Transformal-Growth-Factor-p (TGFB) und Interleukin 6 getestet. Das jeweils nicht zu
testende Cytokin sowie die Stimulationsbedingungen (Anti-CD3 und Anti-CD28
Konzentration) und die Gabe von Anti-Interferon-y und Anti-Interleukin-4 wurden konstant
gehalten. Bei regulatorischen T-Lymphozyten wurde lediglich die Konzentration von TGFf
variiert. Jeweils fir Polarisationen in Richtung der Ty17- und Treg-Zelllinie wurden die drei
am besten erscheinenden Varianten der Cytokinkonzentrationen ausgewahlt und in weiteren
Versuchsreihen untersucht. (Daten nicht gezeigt)

2.2  Anwendung des PTD-HO-1

Die Menge an zuzugebender kinstlicher Hd&moxygenase-1 (PTD-HO-1) wurde in einer
eigenen Testreihe ermittelt. Hierbei wurden verschiedene Konzentrationen des Proteins in
Experimenten bei T-Helfer-Lymphozyten 17 und regulatorischen T-Lymphozyten getestet,
bei denen jeweils die beste Polarisation erreicht wurde. Die getesteten Proteinmengen waren
0, 100, 200, 500 und 1000 Mikrogramm auf eine Million CD4* T-Lymphozyten. Um allein
den Effekt von HO-1 zu erfassen und diesen nicht durch Nebeneffekte einer Proteinzugabe an
sich verfélscht zu wissen, wurde eine Kontrollgruppe eingeflhrt bei der ein bestenfalls vollig
funktionsloses Protein in gleicher Konzentration zugegeben wurde. Hierfir wurde Bovines
Serumalbumin (BSA) genutzt.
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AbDb.17: Expressionen der zelllinienspezifischen Marker unter Zugabe verschiedener Mengen PTD-
HO-1 bzw. BSA. Die Ergebnisse unter BSA dienten hierbei als Kontrollgruppe und wurden zur
vereinfachten Darstellung auf einen Wert von 100 gesetzt. Links: Expression von IL17a, einem
Marker fur Tyl7. Ein signifikant verringerter Anteil IL-17a positiver Zellen bei 100 (p=0,04), 500
(p=0,01) und 1000ug/ml (p=0,04) HO-1 Zugabe (n=3). Rechts: Expression von FoxP3, einem Marker
fur Trg. Eine signifikante Erhohung der FoxP3 positiven Zellen unter HO-1 Einfluss bei 200ug/ml
(p=0,04; n=3).

Anschliessend wurde fir die weiteren Versuche eine Proteinmenge von 200upg/mi
ausgewadhlt, da bereits bei dieser Konzentration der Effekt von HO-1 deutlich erkennbar war.
Wie in Abbildung 17 zu erkennen ist spiegelt sich dies bei Tyl7 Polarisation in einer
deutlichen, jedoch nicht signifikanten Verringerung der IL-17a positiven Zellen wieder
(p=0,06; n=3). Bei der Polarisation regulatorischer T-Lymphozyten zeigte sich eine Erhthung
des Anteils FoxP3 positiver Zellen (p=0,04; n=3).

Ebenfalls getestet wurde der optimale Zeitpunkt der Zugabe der Polarisationscytokine und
Proteinzugabe. Die Proteine wurden entweder vor, nach oder zur selben Zeit mit der
Polarisaion zugefiihrt, wobei Zeitabstande von -24 bis +24 Stunden uUberprift wurden.
Gleichzeitig wurden verschiedene Temperaturen getestet bei denen die Zellen in dieser Zeit
gehalten wurden. Es wurde zum einen die Zugabe bei anndhernd 0°C getestet, desweiteren bei
Zimmertemperatur (20°C) oder nach vorheriger Inkubation auf Kérpertemperatur (37°C). In
dieser Testreihe zeigte sich jedoch keine nennenswerte Verbesserung der Uberpriiften
Kennwerte zu unserer vorheriger Vorgehensweise, die Zellen zundchst auf Raumtemperatur
zu halten und Proteine direkt nach Polarisation zuzufiihren, woraufhin diese beibehalten
wurde. (Daten nicht gezeigt)
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3. Effekt von HO-1 auf CD4"-T-Lymphozyten nach Stimulation und
Polarisation

Im ersten Teil dieses Kapitels wurden HO-1 defiziente Méuse mit Geschwistertieren aus
einem Wurf verglichen, um genetische Differenzen zwischen den Mausen maglichst gering
zu halten.

Im zweiten Abschnitt des Kapitels wurden Zellen von Balb-c-Mé&usen mit kiinstlichem PTD-
HO-1 beziehungsweise die Kontrollgruppe mit BSA in gleicher Konzentration behandelt.
Hierbei wurde bedingt durch die genetischen Unterschiede zwischen den Zuchtlinien die
Polarisation geringfiigig angepasst.

3.1  Tul7-Lymphozyten

3.1.1  Analyse HO-1-defizienter Zellen mittels Durchflusszytometrie

Es wurden zur Stimulation zundchst konstant jeweils 1 ng/ml Anti-CD3 und Anti-CD28
zugesetzt. Ebenso konstant wurden bei der Polarisation in Tul7 Richtung jeweils 2pg/ml
Anti-IL-4 und Anti-IFN-y zugegeben, sowie 2,5 ng/ml TGFB. Variabel wurden 5
beziehungsweise 10ng/ml I1L-6 zugegeben.

Es zeigte sich bei der Polarisation mit 5ng/ml IL-6 ein unter HO-1 Mangel signifikant
vermindertes Tul7 Aufkommen (-38%; p=0,01; n=4). Bei der zweiten Polarisation mit
10ng/ml IL-6 war bei der geringen Anzahl der Experimente (n=3) keine nennenswerte
Differenz zwischen Test- und Kontrollgruppe erkennbar.

5ng/mlIL-6 10ng/ml IL-6
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g * 2
E 80 E 80
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Abb.18: Vergleich der IL-17a Expression von Wildtyp Mausen und HO-1-defizienten Tieren nach
Polarisation mit 5 bzw. 10ng/ml IL-6. Wahrend bei der niedrigeren IL-6 Konzentration (5ng/ml) HO-1
defiziente Zellen deutlich weniger 1L-17 exprimierten (p=0,01; n=4), lag bei hoherer IL-6
Konzentration (10ng/ml) kein signifikanter Unterschied vor.
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3.1.2  Durchflusszytometrische Analyse der Zellen von Balb-c Mausen nach Zugabe von
PTD-HO-1

Die folgende Untersuchungsreihe wurde durchgefiihrt um die Ergebnisse aus dem
vorangehenden Experiment zu untermauern. Hierzu wurde nach der Polarisation fir Tn17
kiinstliches HO-1 Protein zugefligt. Es wurden diverse Konzentrationen getestet (Daten nicht
gezeigt) und abschlielend die drei ,,besten® in weiteren Experimenten ndher untersucht. ES
wurde sich fiir eine Polarisation mit nur 1ng/ml TGF sowie 10ng/ml IL-6 entschieden. Als
wirksamer erwiesen sich sogar Polarisationen die ganzlich auf TGFpB verzichteten. Hierbei
wurden 10 bzw 20ng/ml IL-6 eingesetzt. Die Zytokinzugabe unterscheidet sich in diesem
Kapitel von vorangehenden da die hier genutzte Mauslinie genetisch geringfligig von zuvor
genutzten abweicht. Zur Uberpriifung der Ergebnisse wurde eine Kontrollgruppe mit BSA
behandelt. Ein Beispiel einer durchflusszytometrischen Untersuchung ist in Abbildung 19
dargestellt.
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Abb.19: Ergebnisse einer durchflusszytometrischen Untersuchung. IL-17 Anteil einer jeweils mit
HO1 bzw. BSA behandelten Probe. Polarisiert wurde mit 20ng/ml IL-6, 2ug/ml Anti-IFNy und
2pg/ml Anti-1L-4.
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In zwei von drei Testreihen konnte eine nicht signifikante Tendenz aufgezeigt werden
(Abb.20) — &hnlich dem Ergebnis mit HO-1 defizienten Mdusen — dass H&moxygenase-1 die
Differenzierung in TH17 Richtung verstéarkt. Bei einer Polarisierung mit 20ng/ml IL-6 konnte

eine 33% Zunahme von IL-17 beobachtet werden (p=0,03, n=10).
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Abb.20: Drei Testreihen unterschiedlicher Ty17 Polarisationen unter HO-1 Einfluss und jeweilige
statistische Resultate im Vergleich zu einer auf 100% gesetzten Kontrollgruppe (BSA). (10ng/ml IL-6,
Ing/ml TGFB: +16%, p=0,54, n=9; 10ng/ml IL-6: +19%, p=0,15, n=13; 20ng/ml IL-6: +33%, p=0,03,

n=10)
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3.1.3  Uberstandsanalyse mittels Sandwich-ELISA
Zusétzlich zu intrazelluléren IL-17 Messungen nahmen wir eine Messung des sezernierten
IL-17 in den Zellkulturiiberstanden vor.

Die Messwerte entsprechen den Ergebnissen relativ zur Kontrollgruppe (Wildtyp), wobei die
Werte fir HO-1-Defizienz aus 4 Experimenten gemittelt wurden. Das Resultat fiir
kiinstliches HO-1 wurde hierbei aus 9 Experimenten gemittelt.
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Abb.21: durchschnittliche Messwerte fur IL-17 in Kulturliberstdnden in Relation zum Wildtyp
(Kontrollgruppe). Links: Zellen HO-1 defizienter Tiere (n=4, p=0,39); Rechts: Wildtyp Zellen jeweils
mit BSA oder PTD-HO-1 behandelt (n=9, p =0,01).

Wie in Abbildung 21 erkennbar, konnte eine modulatorische Wirkung des Proteins HO-1 auf
die Differenzierung der CD4"-T-Lymphozyten bestatigt werden. In den Experimenten mit
kiinstlichem HO-1 konnte wie bereits in Kapitel 3.1.2 veranschaulicht werden, dass eine
erhdhte Konzentration HO-1 zu einer verstarkten Differenzierung zu Ty17 Lymphozyten bzw.
zu einer erhohten IL-17 Produktion flhrt. Im ELISA beobachteten wir eine relative Erh6hung
gegeniiber der Wildtyp-Kohorte um 82% bei einer Fehlerwahrscheinlichkeit von 0,014 (n=9).

Dem entgegen steht das Resultat der Experimente mit HO-1-defizienten Tieren, bei dem trotz
verringerter Menge an funktionierendem HO-1 Protein ein nicht signifikant erhohte
Konzentration an IL-17 im Uberstand gegeniiber der Wildtyp-Kontrollgruppe gemessen
wurde. Durch die geringe Anzahl an Experimenten (n=4) wurde hierbei allerdings nur eine
Konfidenz von 62% erreicht.
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3.2  Treg-Lymphozyten

3.21  Analyse HO-1-defizienter M&use mittels Durchflusszytometrie

Bei regulatorischen T-Lymphozyten wurden zwei Konzentrationen von TGFf3 getestet. Die
Stimulation mit Anti-CD3 und Anti-CD28 wurde stets konstant gehalten. Sowohl bei 5, als
auch bei 10ng/ml TGFP zeigte sich die klare Tendenz, dass durch HO-1 ein erhohtes
Aufkommen an regulatorischen T-Lymphozyten erreicht wird. Bei einer Polarisation von
5ng/ml TGFp zeigte sich bei relativen Werten auch ein signifikanter Unterschied von 48% im
Verhéltnis zur Kontrollgruppe.(P=0,01;n=4). Fir 10ng/ml zeigte sich hierbei eine nicht
signifikante Differenz von 8% (n=3).
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Abb.22: Relative FoxP3-Expression im Vergleich zwischen Zellen einer Wildtyp-Kontrollgruppe und
Zellen HO-1 defizienter Tiere. Es zeigt sich eine verminderte Expression bei HO-1-Defizienz. Links:
Polarisation mit 5ng/ml TGFp (p=0,01; n=4); Rechts: Polarisation mit 10ng/ml TGFp (p=0,79; n=3).
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3.22  FACS bei Zugabe von PTD-HO1

Bei der Polarisation in Treg-Richtung wurden verschiedene Konzentrationen an TGFf3 getestet.
Drei Konzentrationen wurden nach den Vorexperimenten durch weiterfiihrende Versuche
naher untersucht. In all diesen Testreihen konnten signifikante Ergebnisse erzielt werden. Bei
Konzentrationen von 2, 3 und 5ng/ml konnte jeweils eine Signifikanz von 0,1 beobachtet
werden.

Bei einer Konzentration von 2ng/ml TGFp zeigte sich eine Steigerung der FoxP3 Expression
um +87% (p=0,01; n=11). Bei 3ng/ml betrug diese Steigerung bereits +150% (p=0,01; n=9)
und bei 5ng/ml wurde sogar eine Steigerung um +252% beobachtet (p=0,01; n=14).
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Abb.23: Relative Anteile HO-1 behandelter regulatorischer T-Lymphozyten im Vergleich zur
jeweiligen Kontrollgruppe (BSA) bei Polarisation mit 2(n=11), 3(n=9) oder 5ng/ml(n=14) TGFp.
Gemessen an Zellen von Balb-c-Mausen. Es wurde jeweils ein p-Wert von 0,01 erreicht.
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Abb.24: Exemplarisches Resultat einer durchflusszytometrischen Untersuchung. Dargestellt sind die
Anteile der CD4+/FoxP3+ Zellen an der Gesamtheit der T-Zellen. Da ein Kriterium fir die
Bezeichnung als regulatorische T-Lymphozyt die Positivitat fir CD25 ist, ist dies ebenfalls dargestellt.
Die Polarisation erfolgte hier mit 5Sng/ml TGF, 2ug/ml Anti-IFNy und 2uml Anti-1L-4.
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IV DISKUSSION

1. Immunmodulatorische Wirkung von HO-1

Wie bereits in der Einleitung erwéhnt, ist die Hamoxygenase noch lange nach ihrer ersten
Beschreibung 1969 auf ihre enzymatische Wirkung, im Hamstoffwechsel auftretendes H&m
zu Biliverdin, Eisen und Kohlenstoffmonoxid abzubauen, reduziert worden. Spater wurde
aufgezeigt, dass eine immunmodulatorische Wirkung von HO-1 auf dem Abbau des
cytotoxischen Molekils H&m, sowie der Produktion der Molekiile CO, Eisen und Biliverdin
beruht, denen eine antiinflammatorische Aktivitat und Cytoprotektion nachgesagt wird. Diese
Meinung vertreten nach wie vor international diverse Arbeitsgruppen (Paine et al. 2010).

Die schutzende Wirkung der HO-1 wurde zunédchst dadurch begriindet, dass das Protein als
Antwort auf viele unterschiedliche zellular-oxidative Stressoren induziert wird. Experimentell
konnte auch eine erhohte HO-1 Konzentration nach Zugabe von Schwermetallen und
inflammatorischen Zytokinen beobachtet werden (Burt et al. 2010).

In diversen Studien konnte in Tiermodellen eine schutzende Wirkung der Hamoxygenase
aufgezeigt werden. Beispielsweise nach Gabe von CoPP, einem gangigen experimentellen
HO-1-Induktor, konnte in Studien zu Organtransplantationen ein verbessertes
Transplantatuberleben festgestellt werden. Hierbei wurde die verbesserte Funktion auf eine
Verringerung der Ischdmie und Reperfusions-Schaden, sowie die Abstolung des
Transplantats zurtickgefihrt (Yang et al. 2004).

Weiterhin wurde nach einer Erhéhung der HO-Induktion eine Verringerung des Aufkommens
an Adipositas und eine Verstarkung der Insulin-Sensitivitat beobachtet (Li et al. 2008).

Ebenso konnte eine Verbesserung der Symptome in Modellen zu Autoimmunerkrankungen
wie Diabetes mellitus Typl und Multipler Sklerose beobachtet werden (Chora et al. 2007).

Neuere Forschungen weisen auch auf eine immunmodulatorische Wirkung des Molekiils
Hémoxygenase selbst hin. Obschon der genaue Prozess dieser Wirkung noch nicht génzlich
verstanden ist, weisen einige Arbeiten insbesondere auf einen Zusammenhang mit CD4"-T-
Zellen hin (George et al. 2008; Biburger et al. 2010)

Die HO-1 Wirkung im Menschen ist bisher wenig untersucht. Bisher gibt es lediglich eine
Studie die sich mit diesem Thema befasst hat (Shoskes et al. 2005). Weitere Aufschlisse
liefert jedoch die Untersuchung der sehr seltenen humanen HO-1 Defizienz. Bei dieser
Erkrankung, die bisher lediglich bei 2 Patienten festgestellt wurde, traten diverse Symptome
auf, die bereits im sehr jungen Alter zum Tode der Patienten flhrte.
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2. Einfluss von HO-1 auf Differenzierung der T-Lymphozyten in
TH17/Treg Richtung

2.1  HO-1 verstarkt die Differenzierung naiver TH0 zu TH17

In meinen in-vitro Experimenten konnte ich teilweise eine verstarkte, HO-1 induzierte
Differenzierung naiver CD4"-T-Lymphozyten(TH0) in Th17-Richtung beobachten.

HO-1

—

Abb. 25: Darstellung der vermuteten, teilweise signigikant stimulierenden Wirkung von HO-1 auf die
Differenzierung naiver T-Lymphozyten zu Tn17

Betrachtet man das Zusammenspiel von HO-1 und Tw17, ist in unserer in-vitro Studie durch
HO-1 eine signifikante Verstarkung der Differenzierung in Twl7 Richtung zu beobachten
gewesen. Sowohl intrazelluldr durch durchflusszytometrische Analyse der IL-17 Menge bei
Zellkulturen mit Zellen HO-1 defizienter Tiere (111.3.1.1), als auch bei Wildtyp-Zellen,
welche mit BSA bzw. kinstlichem HO-1 behandelt wurden (111.3.1.2). Hierbei zeigte eine
Versuchsreihe eine signifikante Erhohung von TH17, 2 Zellreihen zeigten eine tendenziell
erhdhte Twl7-Population. Schliesslich konnte ebenfalls durch die Messung von
extrazellularem 1L-17 im Kulturiiberstand eine Steigerung der Differenzierung zu Tw17
mittels ELISA nachgewiesen werden (111.3.1.3). Weitere Experimente lieferten &hnliche,
jedoch nicht signifikante Ergebnisse (111.1.1; 111.3.1.2). Einige Versuchsreihen lieferten zwar
gegensatzliche, jedoch keine signifikanten Ergebnisse. Trotz positiver Ergebnisse kann man
daher wohl keine endgultige Aussage tber den Effekt von HO-1 auf die Differenzierung von
CD4*-T-Lymphozyten in Tu17-Richtung treffen.

Thl7-Lymphozyten verdanken ihren Namen ihrer spezifischen Cytokinproduktion. Diese
sezernieren vornehmlich IL-17. Ahnlich der Twl-Linie wird der Twl7 Linie meist ein
proinflammatorischer Effekt zugesprochen. Den erst seit kurzer Zeit als eigene Zelllinie
anerkannten Zellen werden nun einige Krankheitsmodelle zugesprochen, die vorher als Thl
bezogen galten. T17-Lymphozyten sind hierbei beispielsweise an der Kollagen-induzierten
Arthritis, experimenteller Autoimmunenzephalopathie (EAE) und chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen (IBD) beteiligt.
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In vielen dieser Modelle konnte eine protektive Rolle von HO-1 nachgewiesen werden. Paul
et al. beobachteten nach CoPP-induzierter HO-1 Induktion eine Abschwdachung des
Entzindungsgeschehens und eine verminderte Apoptoserate. Chora et al. fanden 2007 bei
ahnlicher Stimulation der HO-1 eine Abschwéchung der neurologischen Symptome im EAE
Modell. In einem weiteren Experiment wird diese Wirkung von HO-1 auf die Tnl7
Differenzierung von Xia et al. untersucht, wobei sie zu gleichem Ergebnis gelangen.

Auch durch die Ergebnisse dieser Studien wird HO-1 allgemein als ein zytoprotektives, anti-
inflammatorisches Molekdl betrachtet. Die Ergebnisse meiner Experimente erscheinen hier
paradox, da HO-1 durch die positive Wirkung auf die TH17 Differenzierung der naiven T-
Lymphozyten hier eine pro-inflammatorische Wirkung entwickelt. Unterschieden werden
muss hier jedoch zwischen in vitro und in vivo Studien. Ein paradoxer Effekt von HO-1 in in
vitro Studien wird ebenso von Xia et al. beschrieben. In folgenden Experimenten kénnte mit
Sicherheit ein Ziel die Aufklarung dieser gegensétzlichen HO-1 Wirkungen sein.
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2.2 HO-1 verstarkt die Differenzierung von THO zu Treg

In meinen in vitro Experimenten konnte ich eine durch HO-1 verstarkte Differenzierung der
naiven CD4*-T-Lymphozyten (TH0) in Richtung regulatorischer T-Lymphozyten (Treg)
beobachten.

HO-1

—

Abb. 26: Darstellung der beobachteten, stimulierenden Wirkung von HO-1 auf die Differenzierung
naiver T-Lymphozyten zu regulatorischen T-Lymphozyten.

Die Beobachtung statistisch signifikant erhéhter Treg Kompartimente zeigte sich insbesondere
nach Stimulation und Polarisation der naiven T-Lymphozyten. Es konnte sowohl bei Zellen
HO-1 defizienter Tiere (111.3.2.1), als auch bei kunstlicher Zugabe von HO-1 zu Zellen von
Wildtyp-Tieren (111.3.2.2) eine verstarkende Wirkung von HO-1 auf die Treg-Differenzierung
nachgewiesen werden. In Experimenten mit alleiniger Stimulation konnte eine gleichartige,
jedoch nicht signifikante Tendenz beobachtet werden (111.1.2). Der geringe Anteil
regulatorischer T-Lymphozyten an der Gesamtheit der CD4*-T-Lymphozyten bei geringer
Anzahl der Experimente kann hierbei eine Erklarung fur den Mangel an Signifikanz
darstellen.

Regulatorische T-Lymphozyten oder auch Suppressor-T-Zellen, stehen in einem gesunden
Organismus im Gleichgewicht mit den inflammatorischen Zelllinien Tnl, T2 und Tn17 und
hemmen deren Proliferation (Battaglia et al. 2006).

Die Wichtigkeit dieser T-Zell Balance zeigt sich insbesondere in Experimenten, in denen
regulatorische T-Lymphozyten ausgeschaltet wurden. In der Folge entwickelten sich diverse
inflammatorische Erkrankungen wie Gastritis, Thyreoiditis oder Pankreatitis (Vijayan 2010).

Der Zusammenhang zwischen der kontrollierten Bildung und Rekrutierung regulatorischer T-
Lymphozyten und der HO-1 Konzentration ist allgemein umstritten. Die Mehrheit der an
diesem Thema forschenden Arbeitsgruppen sieht eine positive Wirkung der HO-1 auf die Treg
Differenzierung als gegeben an. George et al. beobachteten in ihrer Studie in Abwesenheit
von HO-1 sogar eine Aufhebung der unterdriickenden Wirkung der regulatorischen T-
Lymphozyten.
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Sun et al. beobachteten 2011 bei Ratten nach intraportaler HO-1 Zuftihrung mit Hilfe eines
Adeno-assoziierten Virus (aaV) ein erhohtes Aufkommen regulatorischer T-Lymphozyten,
sowie verminderte Invasion von Effektor-T-Lymphozyten und ein im Endeffekt verbessertes
Graft-Survival nach Lebertransplantation. Hierbei wird eine Verstarkung der Differenzierung
ZU Treg-Lymphozyten durch HO-1 angenommen. Ahnliches berichteten Tsui et al. bei
Herztransplantationen im Ratten-Modell (T.-Y. Tsui et al. 2003).

Dem gegenlber steht eine Studie von Zelenay et al. aus 2007, die schildern, dass eine HO-1
Aktivitdt fur die Differenzierung und Funktion regulatorischer T-Lymphozyten nicht
notwendig sei. Hierbei wurde unter anderem die Anzahl an Treg-Lymphozyten zwischen
Wildtyp und HO-1 defizienten Tieren gemessen, wobei sich kein Unterschied herausstellte. In
der Studie wurde jedoch die absolute Zellzahl verglichen und ein Bezug zur Zahl der
Splenozyten nicht eindeutig dargestellt. In unserem Experiment wurde als Bezugspunkt der
Anteil der Treg (CD4*/CD25%/Foxp3™) an der CD4" Gesamtpopulation ermittelt. Ein Vergleich
ist dadurch nicht direkt moglich. Zudem ist die Zahl der Experimente (n=3) in Zelenay’s
Studie zumindest als mdgliche Fehlerquelle zu betrachten. Ebenso war die Menge an HO-1
mRNA in CD25" Zellen im Vergleich zu CD25 nicht erhdht, was gegen einen
Zusammenhang von HO-1 und Trg Differenzierung sprechen sollte. Zudem wurde ein
Experiment mit CoPPix behandelten Mé&usen durchgefihrt. Hierunter sollte HO-1 induziert
werden. Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte sich keine gesteigerte suppressive Funktion
der Treg-Lymphozyten. Da CoPP wie zuvor bereits besprochen jedoch aufgrund mangelnder
Spezifitat kein adaquater Induktor von HO-1 ist, kénnen diese Ergebnisse schwer interpretiert
werden. An dieser Stelle ist vermutlich ebenso noch Forschungsbedarf vorhanden, um die
molekularen Wirkweisen des Enzyms HO-1 und den Bezug zu T-Lymphozyten weiter
aufzudecken.
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3. Therapeutischer Einsatz von HO-1

Seit eine protektive Wirkung von HO-1 nachgewiesen wurde, beschéftigen sich weltweit
Arbeitsgruppen mit der Erforschung dieses Molekuls, um aus der Grundlagenforschung
klinische Therapieverfahren zu entwickeln. Zunéchst wurde die protektive Wirkung der
Produkte des Hamabbaus entdeckt und in die klinische Erprobung tberflhrt. Studien zeigten
bei erhohtem Serumbilirubinspiegel eine Verringerung der Rate von Herzerkrankungen. Es
stellt sich jedoch die Frage, wie sicher sich eine alleinige Erhéhung der Bilirubinwerte
darstellen wirde. Syndrome in denen dies zu beobachten ist verlaufen zum Teil symptomlos
wie der Icterus intermittens juvenilis (M.Meulengracht/Gilbert), kénnen jedoch zum Teil letal
enden wie Formen des Crigler-Najjar-Syndroms. Ein weiteres Produkt des Hamabbaus stellt
Kohlenmonoxid (CO) dar. Mehrere Studien konnten eine in vielerlei Hinsicht protektive
Wirkung von geringen Dosen CO nachweisen.

Ein positiver Effekt von HO-1 selbst ist in in vitro, wie in in vivo Tierstudien bereits
weitreichend beobachtet worden. Die Ubertragung auf den Menschen gestaltet sich hierbei
jedoch schwierig, da die im Tierversuch haufig genutzten Induktoren der Hdmoxgenase CoPP
oder SnPP durch ihre toxischen Nebenwirkungen in der Verabreichung limitiert und zudem
wenig selektiv sind (Meffert et al. 1994).

Gegenwartig ist lediglich in einer Studie ein verbessertes postoperatives Outcome nach
Nierentransplantation zu beobachten gewesen. Hierbei wurden Bioflavonoidgaben in 2
Konzentrationen mit einer Kontrollgruppe verglichen. In der Hochdosisgruppe korrelierte
eine verbesserte Transplantatfunktion mit besserem neurologischem Ergebnis und erhéhten
HO-1 Konzentrationen im Urin (Shoskes et al. 2005). Eine weitere Studie zeigte nach
Hemingabe eine erhéhte HO-1 Konzentration im Plasma, und bewies somit die
pharmakologische Induzierbarkeit der Himoxygenase im Menschen (Bharucha et al. 2011).

Die Spezifitat dieser HO-1 Induktoren, sowie deren Vertraglichkeit und Uberlegenheit
gegeniiber Placebo missen noch naher untersucht werden.

Mit der Gentherapie beschreiben Tsui et al. in Tiermodellen eine weitere
erfolgsversprechende Methode der HO-1 Induktion, welche jedoch noch nicht am Menschen
erprobt wurde (T.-Y. Tsui et al. 2006).

Eine weitere Mdglichkeit stellt die in meinen Tierexperimenten genutzte Methode der
kinstlichen zellpenetrierenden HO-1 Substitution mittels PTD-HO-1 dar. In in-vitro Modellen
konnte bereits eine modulatorische Wirkung dieses Molekiils auf unterschiedliche T-Zell
Subtypen festgestellt werden. Des Weiteren konnte von Ma et al. ein verbessertes
Transplantatiuberleben im Tierversuch und verringerte Ischamie- und Reperfusionsschaden
beobachtet werden.
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Aufgrund dieser Beobachtungen stellt dieses Verfahren ein in Zukunft interessantes
Verfahren flr die klinische Erprobung dar. Gegeniber den toxischen Nebenwirkungen der
Porphyrine und den schwer einschétzbaren Folgen einer Gentherapie erscheint die Gabe von
PTD-HO-1 als relativ sichere Behandlungsmethode. Bis zur klinischen Testung muss jedoch
wie bereits erwadhnt der molekulare Wirkmechanismus sowie Nebenwirkungen und
Interaktionen weiter abgeklart werden. Ebenso sind Unterschiede zwischen in-vitro und in-
vivo Wirkungen nicht ungewohnlich und eine Ubertragung von Tiermodellstudien auf den
Menschen ist nicht ohne weiteres mdglich.

Der therapeutische Einsatz von HO-1 ist durch dessen protektives Wirkungsspektrum ein
attraktives Forschungsziel in vielen klinischen Bereichen. Zunachst mussen jedoch die
Regulationsmechanismen naher untersucht werden, sowie ein spezifischer ungefahrlicher
Induktor im Menschen.
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V ZUSAMMENFASSUNG

Das Enzym Hamoxygenase-1 wurde seit seiner Erstbeschreibung 1969 vielfach untersucht.
Fest etabliert ist seine Rolle im H&m-Abbau, worin es Ham zu Biliverdin, Eisen und
Kohlenstoffmonoxid abbaut und dem es seinen Namen verdankt. Eine zusatzliche
immunoregulatorische Wirkung wird erst seit kiirzerer Zeit postuliert. Ein indirekter Effekt
durch seine Abbauprodukte gilt als erwiesen, jedoch wird auch ein direkter anti-
oxidatorischer, anti-apoptotischer und anti-inflammatorischer Effekt diskutiert. In dieser
Arbeit wurde unter Zuhilfenahme von HO-1 defizienten Mausen und einem kinstlichen HO-
Protein, im Vergleich mit ,,normalen* BalbC Miusen der Effekt eines Uberschusses sowie
eines Mangels von HO-1 auf die Differenzierung naiver CD4*-T-Lymphozyten in Richtung
Tw17 und Treg untersucht.

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse geben erstmals Hinweise auf eine HO-1 eigene
Wirkung auf die Differenzierung naiver T-Lymphozyten in Richtung Th1l7 und Treg. Ein
Problem bei der Deutung meiner Ergebnisse stellt die teilweise geringe Zahl der Versuche
dar. Bedingt durch die hohe Sterblichkeit bei der Zucht der HO-1 defizienten Tiere konnten
bei einer begrenzten Versuchszeit nicht immer ausreichend Experimente durchgefiihrt werden
um signifikante Ergebnisse zu erzielen. Hinzu kommt als Fehlerquelle die subjektiv gepragte
Auswertung von durchflusszytometrischen Analysen. Trotz allem sind die erzielten
Ergebnisse glaubwiirdig. HO-1 scheint die Differenzierung naiver CD4"-T-Lymphozyten in
Richtung Twl7 und Trg zu verstarken. Die Regulation der Differenzierung durch HO-1
erscheint jedoch unklar. Mdglicherweise stellt HO-1 eine indirekte Form der Regulation dar
und andere noch unbekannte Faktoren beeinflussen die einzelnen Subtypen der T-
Lymphozyten.

Ein weiteres Problem stellt die Methodik der Experimente dar. Allgemein kann ein in vitro
Experiment nicht die komplexen Bedingungen nachstellen, die ein lebendiger Organismus im
in vivo Experiment liefert. Eine Diskrepanz des HO-1 Effekts auf die Differenzierung zu
Tul7 zwischen in-vitro und in-vivo Experimenten wurde wie im Kapitel Diskussion
besprochen bereits von anderen Arbeitsgruppen beschrieben. Angesichts diverser durch T-
Helferzellen verursachter Erkrankungen und Probleme (u.A. Transplantatabstof3ung),
erscheint die Mdglichkeit durch HO-1 das Immunsystem zu regulieren reizvoll. Bei einer
beim Menschen momentan nicht praktikablen Stimulation der HO-1 mit giftigen Induktoren
besteht grofles Interesse am therapeutischen Einsatz von PTD-HO-1. Dafir sollten die hier
erreichten Resultate in weiteren in-vitro und in-vivo Versuchen validiert werden. Insbesondere
der Wirkmechanismus von HO-1 stellt ein interessantes Ziel weiterer Forschung dar.
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Experiment

Vergleich

Signifikant Tendenz pos. Keine Tendenz

pos. Tendenz neg.

A) Stimulation Hmox®") gg. +21%
TH17 Hmox ")
1.1 PTD-HO1 gg . +18%
BSA
Stimulation Hmox®") gg. +38%
und Hmox) -0
Polarisation  —5T57 501 9. 1339
113.1.1 BSA +19%
1 3.1.2 +16%
ELISA Hmox™™ gg. -91%
113.1.3 Hmox ")
PTD-HOL gg. +82%
BSA
I —
B) Stimulation Hmox™™ gg. +9%
Treg Hmox ")
11 1.2 PTD-HO1 gg. +23%
BSA
Stimulation Hmox™"™ gg. +48%
gn? o Hmox") +8%
olarisatlon - ~5T5 101 gg. +252%
321 BSA +150%
1 3.2.2 +87%

Tab.2: Zusammenfassung der Ergebnisse bezuglich (A) T-Helfer-Lymphozyten Typ 17 und
(B) regulatorischen T-Lymphozyten. Dargestellt ist unter Experiment, die Behandlung der
Zellen, sowie das Kapitel der Experimente denen die Zahlen entstammen. Stimulation
beschreibt die Behandlung mit CD3 und CD28, Polarisation die jeweilige Cytokinbehandlung
zur gezielten Anregung der
durchschnittlichen relativen Zellanteil der untersuchten Zellgruppe verglichen zwischen Test-
und Kontrollgruppe. Signifikanzgrenze p=0,05. p- und n-Werte sowie néhere Informationen
zu einzelnen Experimenten dem jeweiligen Kapitel Ergebnisse entnehmen.

Differenzierung. Die Prozentzahlen entsprechen dem
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VI ABKURZUNGEN

APC
BR
BSA
BV
BVR
CD
CO
CoPP
ELISA
EAE
FACS
Fe2+
Fix/Perm
FSC
Hmox
HO

IFNy

MACS
mg

Mg

ml
PCR
PerCP

Perm

Allophycocyanin

Bilirubin

Bovines Serumalbumin

Biliverdin

Biliverdinreduktase

“Cluster of Differentiation”
Kohlenstoffmonoxid

Co Protoporphyrin

“Enzyme linked Immunosorbent Assay*
Experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis
“Fluorescence Activated Cell Sorting”
Eisen

Fixierungs- und Permeabilisationspuffer
“Forward Scatter”

Gen der Hd&moxygenase

Hamoxygenase

Interferon-y

Interleukin

“Magnetic Cell Separation”

Milligramm
Mikrogramm
Milliliter

“Polymerase Chain Reaction”
Peridin Chlorophyll Phycoerythrin

Permeabilisationspuffer
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PMA
PTD
SnPP
SSC
TGFp
Th
THO
TNFa
Treg

ZnPP

Phorbolmyristatacetat

“Protein transduction domain”
“Tin protoporphyrin”

“Side Scatter”

“Transforming Growth Factor-$”
T-Helferzelle

naive T-Helferzelle
Tumornekrosefaktor-a

regulatorische T-Zelle

Zink Protoporphyrin
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